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In this study, we evaluated the potential of magnetic poly(methyl methacrylate) 

(PMMA) core/polyethyleneimine (PEI) shell nanoparticles (mag-PEI NP) as the carrier for 
gene delivery into neurobalstoma cells (LAN-5). The mag-PEI nanoparticles were 
prepared by one-step emulsifier-free emulsion polymerization, generating highly loaded 
and monodispersed magnetic polymeric nanoparticles bearing an amine group.         
The physicochemical properties of the mag-PEI nanoparticles and DNA-bound mag-PEI 
nanoparticles were investigated using the DNA binding assay, atomic force microscopy 
and ζ-size measurements. The gene transfection efficiencies of mag-PEI nanoparticles 
were evaluated at different transfection times to compare between magnetic induction 
and non-induction. Confocal laser scanning microscopy confirmed intracellular uptake 
of the magnetoplex. The optimal conditions for transfection of TPH-2 were selected for 
therapeutic gene transfection. Finally, the mag-PEI nanoparticle magnetoplex was 
delivered into LAN-5 cells. Reverse-transcriptase polymerase chain reaction was 
performed to evaluate TPH-2 expression in a quantitative manner. Moreover, we also 
demonstrated the use of TAT peptide incorporated in our system was significantly 
enhanced gene transfection efficiency.  
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บทที่  1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

ในปัจจุบนัมีผู้ ป่วยโรคจิตประสาทจ านวนมากท่ีรอความหวงัจากผลการศกึษากลไกในการ
ก่อพยาธิสภาพและการรักษาด้วยยีนบ าบดั  การศกึษาในศาสตร์นีก้้าวหน้าเพียงใด ย่อมก่อให้เกิด
ความหวังแก่ผู้ ป่วยมากทวีคูณ ปัจจัยส าคัญในการพัฒนางานทางด้านยีนบ าบัดให้ประสบ
ผลส าเร็จประการหนึ่งคือการพฒันาระบบน าสง่ยีนให้มีประสิทธิภาพ ซึ่งเป็นท่ีทราบกันดีว่าการ
น าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ประสาทให้มีประสิทธิภาพสงูเป็นเร่ืองยาก ดังนัน้ จึงมีคณะวิจัยต่าง ๆ สนใจ
และพยายามคิดค้นหาทางเลอืกเก่ียวกบัระบบน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ประสาทเพ่ือให้สมัฤทธ์ิผลสงูสดุ 

อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีเทคนิคท่ีดีท่ีสุดในการน าส่งยีนสู่เซลล์ประสาท ในขณะท่ีกลุ่มพอลิเมอร์            
ประจุบวก เช่น ไคโตซาน หรือ พอลิเอทิลีนอิมีน (polyethyleneimine, PEI) ได้รับความสนใจ         
มากขึน้ในระดบันวตักรรมนาโนเทคโนโลยีในปัจจุบนั นอกจากนี ้การใช้พอลิเมอร์ประจุบวกในการ
น าสง่ยีนยงัเป็นการพฒันาระบบน าสง่แบบไม่อาศยัไวรัสเป็นตวัพา  (non-viral gene delivery 
system) ซึ่งเป็นทางเลือกท่ีดีกว่าเม่ือค านึงถึงความปลอดภยัเม่ือเปรียบเทียบกับการน าสง่ยีนท่ี
อาศัยไวรัส (viral-madiated gene derivery system) แม้ว่าการน าสง่ยีนแบบอาศัยไวรัสนัน้            
จะมีประสทิธิภาพเหนือกวา่ก็ตาม การใช้พอลิเมอร์เหลา่นีจ้ัดว่ามีความปลอดภยัสงู ราคาไม่แพง 
เตรียมง่าย สามารถผลิตไ ด้ ในปริมาณมาก อีกทัง้ยัง มีความ เข้ากันไ ด้ทางชี ววิ ทยา 
(biocompatibility) มีความเป็นพิษต่อเซลล์ต ่า(low cytotoxicity) กระตุ้นการสร้างแอนติบอดีต ่า 
(low immunogenicity) และสามารถป้องกันการถูกท าลายของดีเอ็นเอจากเอนไซม์ เอนโด            
นิวคลเีอสในซีรัมได้ (1) ส าหรับงานวิจยันี ้คณะผู้วิจยัมุ่งพฒันาและทดสอบประสทิธิภาพของระบบ
น าส่งยีนแบบไม่อาศัยไวรัสเพื่อน าสง่ยีนส าหรับสงัเคราะห์โปรตีน Tryptophan hydroxylase-2 
(TPH-2) ซึง่เป็นเอนไซม์หลกัในการสงัเคราะห์สารสือ่ประสาทซีโรโทนิน  (2, 3) ทัง้นีจ้ะประเมินการ
น าสง่ยีน TPH-2 เข้าสูเ่ซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง human neuroblastoma cells (LAN-5) โดยใช้         
ตวัพาเป็นอนุภาคแม่เหล็กนาโนหุ้มพอลิเมอร์ประจุบวกชนิด PMMA/PEI core-shell magnetic 
nanoparticles (mag-PEI NP) ซึ่งอนุภาคกลุ่มนีไ้ด้รับการสงัเคราะห์โดย Pimpha และคณะ, 
2012 (4) มี poly (methyl methacrylate) (PMMA) เป็นแกนกลางหุ้มด้วยพอลเิมอร์ประจุบวก PEI 
และมีสว่นผสมของ iron oxide กระจายอยู่ภายในอนุภาค อนุภาคท่ีได้รับการพฒันาขึน้ใหม่นี ้        
ไม่เคยมีการศกึษามาก่อนถึงประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนสูเ่ซลล์ประสาทและมีต้นทุนในการผลิต
ต ่า เหมาะสมส าหรับน ามาใช้เป็นตวัพาในการน าสง่ยีน คณะผู้ วิจัยคาดหวงัว่าอนุภาคชนิดนีจ้ะ
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ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการน าสง่ยีนได้ ทัง้นีเ้น่ืองจากอนุภาคมี PEI ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ประจุบวก
เป็นองค์ประกอบ ท าให้ผิวของอนุภาคสามารถจับกับประจุลบของดีเอ็นเอได้ อีกทัง้ยงัมีลกัษณะ
เดน่คือมีสารเหล็ก iron oxide อยู่ภายในอนุภาค สามารถกระตุ้นอนุภาคให้เคลื่อนท่ีเข้าสูภ่ายใน
เซลล์ได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงภายใต้อิทธิพลของแรงแม่เหล็ก เป็นการเร่งการตกและท าให้
อนภุาคสมัผสักบัผิวเซลล์ได้รวดเร็ว ท าให้สามารถช่วยประหยดัเวลาในกาน าสง่ยีนและลดปริมาณ
ของดีเอ็นเอท่ีต้องการน าสง่ได้ ท่ีส าคญัก็คือ เทคนิคนีย้งัสามารถพฒันาน าไปใช้ส าหรับการน าสง่
อย่างมีเป้าหมายในสภาวะร่างกาย (in vivo) ด้วยการเหน่ียวน าอนุภาคให้เคลื่อนสูอ่วยัวะหรือ
บริเวณท่ีต้องการด้วยการเหน่ียวน าของแรงแม่เหลก็จากภายนอก (5) 

ในการศึกษาครัง้นี  ้ผู้ วิจัยมีวัตถุประสงค์ท่ีจะศึกษาการใช้อนุภาคแม่เหล็กนาโน                
mag-PEI NP ในการน าส่งยีน ทัง้นีจ้ะประเมินประสิทธิภาพในน าส่งยีนและตรวจสอบอัตรา             
การรอดชีวิตของเซลล์ภายหลงัการน าส่งยีน เปรียบเทียบกับชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้าและ
เปรียบเทียบระหวา่งการน าสง่โดยการเหน่ียวน าและไม่เหน่ียวน าด้วยแรงแม่เหล็กในการน าสง่ยีน 
TPH-2 เข้าสูเ่ซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง อนึง่ กลุม่อนุภาคแม่เหล็กนาโนหุ้มพอลิเมอร์ประจุบวกนีจ้ะ
ถูกสังเคราะห์ขึน้ใหม่โดยคณะผู้ วิจัย ณ ศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่ง ชาติ ส านักงานพัฒนา
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ชาติ (สวทช.) เพื่อศึกษาระบบน าสง่ยีนสูเ่ซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง 
LAN-5 ซึง่มีความเก่ียวข้องกบัระบบซีโรโทเนอร์จิกในระบบประสาท เพื่อพฒันาให้เกิดองค์ความรู้
ใหม่และพฒันาระบบน าสง่ยีนไปประยกุต์ใช้ในการรักษาโรคโดยใช้ยีนบ าบดัได้ตอ่ไปในอนาคต 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวจิัย 

 1.2.1 เพื่อประเมินประสทิธิภาพและความเป็นพิษของอนุภาคแม่เหล็กนาโนหุ้มพอลิเมอร์ 
ประจุบวกภายหลงัการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง โดยใช้ยีนเคร่ืองหมาย  

1.2.2 ศกึษาการเสริมประสทิธิภาพการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ประสาทเพาะเลีย้งจากอนุภาค        
ท่ีเตรียมได้โดยใช้ TAT peptide 

 1.2.3 ทดสอบน าสง่ยีน TPH-2 เข้าสูเ่ซลล์ประสาทเพาะเลีย้งและตรวจสอบผลการน าสง่          
ด้วยการวดัการแสดงออกของ TPH-2 ด้วยเทคนิค reverse transcriptase-polymerase chain 
reaction (RT-PCR)  
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1.3 ขอบเขตของกำรวิจัย 
งานวิจัยนีใ้ช้รูปแบบทดลองแบบ in vitro โดยศึกษาระบบน าส่งยีนสู่เซลล์ประสาท

เพาะเลีย้งแบบไม่อาศัยไวรัสเป็นตัวพา ซึ่งจะท าการตรวจสอบคุณลกัษณะทางกายภาพและ
ประเมินประสทิธิภาพอนภุาคแม่เหลก็นาโนหุ้มพอลเิมอร์ประจุบวก  พร้อมทัง้ทดสอบความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ โดยใช้เซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 เป็นเซลล์ต้นแบบในการทดลอง นอกจากนี ้         
ได้ศกึษาประสทิธิภาพและความเป็นพิษของ TAT peptide เพื่อช่วยเสริมประสทิธิภาพในการน าสง่
ยีน จากนัน้รูปแบบและสภาวะการทดลองท่ีเหมาะสมท่ีสดุจะถกูน ามาทดสอบการน าสง่ยีน TPH-2 
เข้าสูเ่ซลล์ LAN-5 ตอ่ไป  
 
1.4 ข้อจ ำกัดของกำรวิจัย 
 งานวิจยันีใ้ช้รูปแบบการทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) ใช้เซลล์ประสาทเพาะเลีย้งเป็น
ต้นแบบในการศึกษา โดยใช้แท่นแม่เหล็ก MagnetoFACTOR-96 plate (Chemicell, Berlin, 
Germany) ช่วยเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีน ซึง่ในการทดลองควรหลกีเลี่ยงการวางแท่นแม่เหล็กใกล้
กบัอุปกรณ์อิเลค็ทรอนิกส์และเป็นการทดลองเพียงแบบจ าลองเบือ้งต้น หากมีการพฒันาน าไปใช้
ในร่างกาย (in vivo) ควรพฒันาอุปกรณ์ท่ีช่วยเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนด้วยแรงแม่เหล็กให้มี
ความจ าเพาะมากขึน้ 
 
1.5 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1.5.1 สร้างองค์ความรู้เก่ียวกับการพัฒนาระบบน าส่งยีนในเซลล์สตัว์เลีย้งลูกด้วยนม  
แบบไม่อาศยัไวรัสเป็นตวัพา ซึง่มีความเป็นพิษต ่า  

1.5.2 พฒันางานวิจัยในขัน้พืน้ฐานเพื่อต่อยอดงานวิจัยในระดบัท่ีสงูอันมีเป้าหมายเพื่อ
ประยกุต์ใช้ในการรักษาโรคโดยยีนบ าบดัให้มีความปลอดภยัและมีประสิทธิภาพสงูสดุ นอกจากนี ้
ยงัสามารถน าอนุภาคในกลุม่นีม้าประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ในด้านอ่ืน ๆ เช่น การน าสง่ยา หรือ 
การตรวจวินิจฉยัโรคด้วย magnetic Resonance Imaging (MRI) 
  1.5.3 พฒันาการใช้ตวัพาในกลุม่อนภุาคแม่เหลก็นาโนหุ้มพอลิเมอร์ประจุบวกชนิดใหม่ท่ี
มีความเหมาะสมในการน าสง่ยีน TPH-2 เข้าสูเ่ซลล์ประสาท เพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการ
รักษาผู้ ป่วยโรคจิตประสาทโดยใช้ยีนบ าบดั  
  1.5.4 คาดว่าจะตีพิมพ์ผลงานของโครงการวิจัยนีใ้นวารสารวิชาการระดับนานาชาติ                      
ท่ีเก่ียวข้องได้อยา่งน้อย 1 เร่ือง  
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บทที่  2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
2.1 ยีนบ ำบัดและระบบน ำส่งยีน 
 ยีนบ าบดัเป็นเทคโนโลยีท่ีได้รับการพฒันาเพื่อน ามาใช้ในการรักษาโรค โดยเฉพาะโรคท่ีมี
สาเหตุจากความบกพร่องของระบบพันธุกรรม โดยความหมายแล้วการรักษาด้วยยีนบ าบัด 
หมายถึง การรักษาโรคหรือความผิดปกติทางพันธุกรรม โดยท าการน าส่ง เพิ่ม หรือแก้ไขยีนท่ีมี
ความบกพร่องด้วยยีนท่ีปกติ (6) นอกจากการแก้ไขความบกพร่องของยีนแล้ว การรักษาด้วยยีน
บ าบัดยังมีความหมายถึงการรักษาโรคด้วยการน าส่ง  plasmid DNA, antisense 
oligonucleotides หรือ siRNA เพื่อยับยัง้ไม่ให้ร่างกายผลิตโปรตีนบางชนิดท่ีไม่ต้องการ 
(antisense therapy) เช่น การน าสง่ antisense HIV-1 envelope gene เพื่อยบัยัง้การเพิ่มจ านวน
ของเชือ้ไวรัส HIV (7) หรือการน าส่ง siRNA เพื่อยบัยัง้การแสดงออกของ oncogene ซึ่งอาจ
ก่อให้เกิดการพฒันาเป็นโรคมะเร็งได้ในอนาคต (8) 

การรักษาโรคด้วยยีนบ าบดัประสบความส าเร็จครัง้แรกในปี ค.ศ. 1995 โดย Blaese และ
คณะ (9) ได้น าสง่ยีนสงัเคราะห์เอนไซม์ adenosine deaminase (ADA) เพื่อรักษาผู้ ป่วย severe 
combined immunodeficiency (ADA-SCID) โดยใช้ retrovirus เป็นตวัพา ความส าเร็จในการ
รักษาด้วยยีนบ าบดัในครัง้นัน้ได้ท าให้นกัวิจัยทัว่โลกหนัมาสนใจการใช้เทคโนโลยียีนบ าบดัรักษา
โรคเพิ่มมากขึน้ อย่างไรก็ตาม การรักษาด้วยยีนบ าบัดจ าเป็นต้องมีระบบการน าส่งยีนท่ีมี
ประสิทธิภาพ มีเทคนิคในการน าสง่ยีนท่ีดีและอาศัยตัวพาท่ีมีประสิทธิภาพช่วยในการน าส่งยีน 
เพื่อให้ชิน้สว่นท่ีจะน าสง่สามารถเข้าสูเ่ซลล์เป้าหมายท่ีต้องการแก้ไขได้อย่างจ าเพาะ ซึ่งลกัษณะ
ของตัวพาท่ีดีท่ีจะท าให้การรักษาด้วยยีนบ าบัดประสบความส าเร็จได้ขึน้อยู่กับความจ าเพาะ
เจาะจงต่อเซลล์เป้าหมาย ความสามารถในการปกป้องสารพันธุกรรมจากการถูกท าลายโดย
เอนไซม์ภายในเซลล์ ความสามารถในการปลดปล่อยและควบคุมการแสดงออกของยีนใน
ระยะเวลาที่ต้องการ มีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ ท าให้ไม่เกิดการตอ่ต้านจากระบบภูมิคุ้มกันของ
ร่างกาย มีผลข้างเคียงน้อยและมีความปลอดภัยสงู ส าหรับเทคนิคหลกัท่ีได้รับความนิยมในการ
น าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม สามารถจ าแนกได้ 2 วิธี ดงันี ้ 

2.1.1 ระบบน ำส่งยีนแบบอำศัยไวรัสเป็นตัวพำ (viral-mediated gene delivery 
system) 

เทคนิคแรกเป็นระบบการน าส่งยีนแบบอาศัยไวรัสเป็นตัวพา  ไวรัสท่ีนิยมใช้ ได้แก่ 
retrovirus และ adenovirus ซึ่งมีการทดลองใช้ทางคลินิกแล้วพบว่ามีประสิทธิภาพในการน าส่ง



5 
 

 

ยีนสงู แต่อย่างไรก็ตามการน าส่งยีนโดยอาศยัไวรัสเป็นตวัพานัน้ก็ยงัมีข้อเสียอยู่มาก ทัง้ในเร่ือง
ของความเป็นพิษต่อเซลล์และการต่อต้านจากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายเม่ือน ามาทดสอบใน
ระบบ in vivo นอกจากนี ้ขัน้ตอนในการเตรียมไวรัส เพื่อใช้ในการน าสง่นัน้ยังมีความยุ่งยาก
ซบัซ้อน ต้องอาศยัผู้ ท่ีมีความเช่ียวชาญในการทดลองและมีข้อจ ากัดในเร่ืองขนาดสารพนัธุกรรมท่ี
จะใช้น าสง่อีกด้วย (10, 11) 

2.1.2 ระบบน ำส่งแบบยีนไม่อำศัยไวรัสเป็นตัวพำ (non-viral gene delivery 
system) สามารถจ าแนกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ 

2.1.2.1 วิธีทางเคมี (chemical methods) 
(1) DEAE-dextran เป็นพอลิเมอร์ประจุบวก ซึ่งจะท าปฏิกิริยากับประจุลบของดีเอ็นเอเกิด

เป็นสารประกอบเชิงซ้อนท่ีมีประจุรวมทัง้หมดเป็นบวก ท าให้จับกับประจุลบของเยื่อหุ้มเซลล์และ
น าสง่สารพนัธุกรรมหรือสิ่งท่ีสนใจเข้าสูเ่ซลล์ได้โดยวิธีเอนโดไซโตซิส (endocytosis) (12) ตวัอย่าง
ผลิตภัณฑ์ท่ีขายในท้องตลาดมีช่ือการค้า เช่น Profection® Mammalian Transfection System-
DEAE-dextran System (Promega, WI, USA) 

(2) แคลเซียมฟอสเฟต (calcium phosphate) เป็นชุดน า้ยาชนิดหนึ่งท่ีใช้ในการน าสง่สาร
พนัธุกรรมท่ีสนใจเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย โดยการน าดีเอ็นเอท่ีจะน าสง่ผสมกับสารละลายแคลเซียม
คลอไรด์แล้วเติมสารละลายนีล้งไปในสารละลายฟอสเฟต ทิง้ไว้ท่ีอุณหภูมิห้องจะเกิดตะกอนขึน้
แล้วจึงน าตะกอนนีน้ าสง่เข้าสูเ่ซลล์เป้าหมาย ตะกอนซึ่งมียีนท่ีเราสนใจอยู่จะสามารถเข้าสูเ่ซลล์ได้
โดยวิธีเอนโดไซโตซิส (13) ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ท่ีขายในท้องตลาดมีช่ือการค้า เช่น Profection® 

Mammalian Transfection System-Calcium Phosphate (Promega, WI, USA) 
(3) สารประกอบเชิงซ้อนไลโปโซมประจุบวกกับดีเอ็นเอ (cationic liposome-DNA 

complex หรือ lipoplex) นิยมเตรียมไลโปโซมโดยใช้ไขมันท่ีมีประจุบวกรวมกับไขมันท่ีเป็นกลาง 
เช่น Dioleoyl phosphatidylethanolamine (DOPE) หรือ คลอเลสเทอรอล ซึ่ง DOPE จะท าหน้าที่
ช่วยในการรวมตัวของสารประกอบเชิงซ้อนของไลโปโซม-ดีเอ็นเอกับเอนโดโซม มีผลท าให้การ
ปลดปลอ่ยยีนจากเอนโดโซมไปท่ีไซโตพลาสซึมง่ายขึน้ ตัง้แต่ปี ค.ศ. 1987 Felgner และคณะ (14) 
ได้มีการพฒันาไลโปโซมประจุบวกหลายชนิด สตูรท่ีใช้มากท่ีสดุคือ DOTMA/DOPE (Lipofectin®) 
จาก (Invitrogen, CA, USA)  

(4) สารประกอบเชิงซ้อนพอลิเมอร์ประจุบวกกับดีเอ็นเอ (cationic polymer-DNA 
complex หรือ polyplex) พอลิเมอร์ประจุบวกตัวแรกท่ีน ามาใช้เป็นตัวพาดีเอ็นเอคือกลุ่ม 
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polyamino acid ท่ีนิยมใช้คือ poly-L-lysine (PLL) (15), polyamidoammine dendrimers 
(PAMAM) (16), polyethyleneimine (PEI) (17) และไคโตซาน (18)  

อย่างไรก็ตามมีรายงานวิจัยหลายฉบับได้ศึกษาการใช้สารเคมีชนิดต่าง ๆ เช่น calcium 
phosphate (19), liposome (20), DEAE-dextran (21) ในการน าส่งยีน พบว่า วิธีนีมี้ข้อเสีย
แตกตา่งกนัไป ได้แก่ ประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนต ่า มีความเป็นพิษตอ่เซลล์ มีการแสดงออกของ
ยีนในระยะสัน้ น า้ยาท่ีสัง่จากต่างประเทศมีราคาแพงและน า้ยาหมดอายุเร็วภายหลงัการเปิดใช้ 
เป็นต้น 

2.1.2.2 วิธีทางกายภาพ (physical methods)  
(1) Microinjection เป็นวิธีการน าสง่ยีนท่ีจะฉีดดีเอ็นเอเปลา่ (naked DNA) เข้าสูเ่ซลล์หรือ

นิวเคลยีสของเซลล์โดยตรง วิธีนีต้้องอาศยัเข็มและอุปกรณ์พิเศษช่วยในการควบคุมการน าสง่ยีนเข้า
สู่เซลล์เป้าหมาย (22) นอกจากนี ้ในการน าส่งต้องฉีดดีเอ็นเอเข้าเซลล์ทีละเซลล์นัน้ท าได้ยาก          
ต้องอาศัยบุคคลท่ีมีความเช่ียวชาญจึงจะท าให้การน าส่งยีนประสบผลส าเร็จ นิยมท าในเซลล์        
ต้นก าเนิด เช่น เซลล์ไขห่รือเซลล์อสจิุ 

(2) Sonoporation เป็นการใช้คลืน่ความถ่ีสงู (ultrasonic frequency) เพื่อน าสง่ดีเอ็นเข้า
สูเ่ซลล์ มีหลกัการคือ การใช้คลืน่ความถ่ีสงูมาท าลายให้เยื่อหุ้มเซลล์เกิดรู ท าให้ดีเอ็นเอเข้าสูเ่ซลล์
ได้งา่ยขึน้ 

(3) Gene gun (microprojectile bombardment หรือ biolistic technique) เป็นเทคนิคท่ี
ถูกพฒันาขึน้ในปี ค.ศ. 1987 โดย Klein และคณะ (23) ในครัง้แรกนัน้ได้น าสง่ยีนท่ีท าให้เกิดการ
แสดงออกในเซลล์พืช จนกระทั่งช่วงปี ค.ศ. 1990 Yang และคณะ (24) จีงมีการทดลองใช้              
gene gun น าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์สตัว์เลีย้งลกูด้วยนมประสบความส าเร็จเป็นครัง้แรก เทคนิคนีเ้ป็น
การน าสง่ยีนโดยอาศัยการยิงพลาสมิดดีเอ็นเอเข้าไปในเซลล์หรือเนือ้เยื่อเป้าหมายด้วยเคร่ืองมือ
พิเศษท่ีเรียกว่า gene gun ซึ่งอาศยัการท างานของความต่างศกัย์ไฟฟ้าเร่งให้อนุภาคเคลื่อนท่ีด้วย
ความเร็วสงูแทรกเข้าสู่อวัยวะ เนือ้เยื่อหรือเซลล์เป้าหมายได้อย่างแม่นย า โดยจะเคลือบอนุภาค
ทองค าหรือทังสะเตนบนยีนท่ีจะน าส่งเพื่อให้สามารถปรับความเร็วในการยิง ความหนาแน่นและ
ขนาดของอนภุาคให้เหมาะสมกบัเซลล์เป้าหมายได้  

(4) Electroporation การน าส่งยีนโดยใช้กระแสไฟฟ้า เร่ิมใช้ตัง้แต่ปี ค.ศ. 1982 โดย 
Neumann และคณะ (25) ได้ทดลองใช้เทคนิคนีใ้นการน าสง่ยีนเข้าสู ่mouse lyoma cells อาศัย
หลกัการคือท าให้เยื่อหุ้มเซลล์เกิดเป็นโพรงหรือช่อง ด้วยการจ่ายกระแสไฟฟ้าที่แรงและเร็วแก่เซลล์ 
ศกัย์ไฟฟ้าเคมีบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์จะเกิดการเปลี่ยนแปลงอย่างกะทนัหนั ความต่างศกัย์ท่ีเกิดขึน้
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ระหวา่งภายในและภายนอกเซลล์จะท าให้ lipid bilayer เกิดการเปลีย่นแปลง เยื่อหุ้มเซลล์บริเวณ
นัน้จึงเกิดช่องวา่งสามารถน าสง่ดีเอ็นเอเข้าสูเ่ซลล์ได้ 

(5) Laser irradiation เป็นเทคนิคในการน าสง่ยีนโดยใช้แสงเลเซอร์เป็นแหลง่ก าเนิดแสง 
เม่ือล าแสงตกกระทบกับเซลล์จะท าให้เยื่อหุ้ มเซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลง เกิดเป็นช่องว่างท าให้
สามารถน าสง่ดีเอ็นเอเข้าสูเ่ซลล์เป้าหมายได้ อย่างไรก็ตามเทคนิคนีไ้ม่เป็นท่ีนิยมใช้ในการน าสง่ยีน 
เน่ืองจากเคร่ืองมือท่ีใช้มีราคาแพง 

(6) Magnetofection เป็นเทคนิคการน าส่งยีนโดยอาศัยแรงแม่เหล็กจากภายนอก 
(external magnetic field) เหน่ียวน าการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์เป้าหมาย โดยใช้อนุภาคนาโนท่ีมี
สว่นผสมของเหล็กเป็นตวัพา อนุภาคแม่เหล็กนาโนจะจับกับดีเอ็นเอเกิดเป็น “magnetoplex” และ
ถูกเหน่ียวน าให้เคลื่อนท่ีเข้าสู่เซลล์ได้ภายใต้อิทธิพลของแรงแม่เหล็ก ในปี ค.ศ.  2002 Mah         
และคณะ (26) ได้ทดลองใช้อนุภาคนาโนท่ีมีส่วนผสมของเหล็กในการน าส่งยีนเป็นครัง้แรก              
เปรียบเทียบระหว่างการน าสง่โดยใช้ไวรัสผสมกับอนุภาคแม่เหล็กนาโนและการใช้ไวรัสเพียงอย่าง
เดียว พบว่า การใช้ไวรัสและอนุภาคแม่เหล็กนาโนร่วมกันจะมีประสิทธิภาพในการน าสง่ยีนสงูกว่า
การใช้ไวรัสเป็นตวัพาเพียงอย่างเดียว  ซึ่งให้ผลเหมือนกันทัง้การทดลองใน in vitro และ in vivo    
จึงเรียกการน าสง่ยีนโดยใช้อนุภาคแม่เหล็กนาโนเป็นตวัพาและใช้แรงแม่เหล็กในการเหน่ียวน าการ
น าสง่วา่ “magnetofection” (27) (ภาพท่ี 2.1) เทคนิคนีไ้ด้รับการพฒันาขึน้เพื่อน ามาใช้ในการน าสง่
ยีนเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย สามารถประยุกต์ใช้ได้กับทัง้ระบบน าส่งยีนแบบอาศัยไวรัสและ             
ไม่อาศยัไวรัส เพื่อช่วยเพิ่มประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนมากกว่าการใช้ไวรัสหรือการใช้ตวัพาชนิด
อ่ืนเพียงแตเ่พียงอยา่งเดียว 
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ภำพที่  2.1 การน าส่งยีนโดยใช้แรงแม่เหล็กเหน่ียวน าการเคลื่อนท่ีของอนุภาคแม่เหล็กนาโน
(magnetofection) (28) 
 

ปัจจุบนัมีการพัฒนาเทคนิคผสม (hybrid method) ระหว่างการใช้วิธีทางเคมีและวิธีทาง
กายภาพในการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ เช่น งานวิจัยของ Namgung และคณะ, 2010 (29) ทดลองใช้
อนุภาคผสมระหว่าง  superparamagnetic nanoparticle (SPIONs) และ branched 
polyethylenimine (BPEI) ในการน าสง่ยีน IL-10 เข้าสู ่vascular endothelial cells โดยใช้แรง
แม่เหล็กจากภายนอกเหน่ียวน าการถ่ายโอน ผลการทดลองพบว่ายีนท่ีน าสง่เข้าไปสามารถผลิต   
ไซโตไคน์ IL-10 เพิ่มมากขึน้ ท าให้การแสดงออกของ plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) 
ลดลง การน าส่งยีนเพื่อไปลดการแสดงออกของ PAI-1 นีมี้ความส าคญัอย่างมากในการน ามา
ประยุกต์ใช้รักษาผู้ ป่วยหลอดเลือดและหัวใจ  ซึ่งมีสาเหตุส าคญัมาจากการท างานของ PAI-1        
ท่ีมากเกินไปท าให้เกิดลิ่มเลือดอุดตันหลอดเลือดหัวใจ พบว่าการใช้หลกัการ magnetofection    
ในการน าส่งยีน เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ ประหยดัเวลาในการน าสง่ยีน ท าให้ระยะเวลาในการ
สมัผัสกับเอนไซม์ในซีรัมลดลง ดีเอ็นเอท่ีต้องการน าส่งจึงไม่ถูกท าลายก่อนท่ีจะเข้าไปถึงเ ซลล์
เป้าหมาย 

ในปี ค.ศ. 2008 Pan และคณะ (30) ทดลองใช้อนุภาคผสมระหว่าง cationic lipid-
coated magnetic nanoparticles (MPs) และ PEI ในการน าสง่ยีน พบว่าการใช้อนุภาคผสมนีมี้
ประสิทธิภาพในการน าสง่เพิ่มขึน้สงูกว่า 300 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกับการใช้ cationic liposome 
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หรือ PEI เพียงอยา่งเดียว โดยใช้เวลาเพียงแค่ 15 นาทีเหน่ียวน าการน าสง่ยีนภายใต้อิทธิพลของ
แรงแม่เหล็ก นอกจากนี ้ มีการประยุกต์ใช้  magnetofection ในงานวิจัยด้านภูมิคุ้ มกัน                        
ในปี ค.ศ.  2011 Deen และคณะ (31) ท าการทดลองใช้ SPIONs ท่ีหุ้ มด้วย PEI น าส่ง                   
malaria DNA vaccine ภายใต้การเหน่ียวน าด้วยแรงแม่เหล็ก พบว่า SPIONs-PEI เป็นตวัพาท่ีช่วย
เพิ่มประสิทธิภาพในการน าส่งยีนเข้าสู่เซลล์เพาะเลีย้งและมีความเป็นพิษใกล้เคียงกับชุดน า้ยา          
ถ่ายโอนทางการค้า LipofectamineTM2000 (Invitrogen, CA, USA) 

 

2.2 กำรรักษำโรคทำงระบบประสำทโดยใช้ยีนบ ำบัด 
ปัจจุบัน นักวิจัยได้พยายามศึกษาถึงกลไกและวิธีการรักษาโรคทางระบบประสาทเพิ่ม          

มากขึน้ การรักษาโดยใช้ยีนบ าบดัจึงเป็นศาสตร์อีกแขนงหนึ่งท่ีเข้ามามีบทบาทส าคญัช่วยในการ
รักษาผู้ ป่วยโรคจิตประสาทได้ มีงานวิจัยจ านวนมากได้ศึกษาเก่ียวกับการรักษาโรคจิตประสาท
โดยใช้ยีนบ าบดั ไม่ว่าจะเป็นการศึกษาโดยใช้สตัว์ทดลองหรือเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง (32, 33) 
แตอ่ยา่งไรก็ตาม การน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ประสาทให้มีประสิทธิภาพสงูเป็นเร่ืองท่ีท าได้ยาก ดงันัน้ 
จึงมีคณะวิจัยต่าง ๆ สนใจและพยายามค้นหาทางเลือกและพัฒนาระบบน าส่งยีนเข้าสู่เซลล์
ประสาทเพ่ือให้สมัฤทธ์ิผล ในระยะแรกมีการทดลองใช้ระบบน าสง่ยีนแบบอาศยัไวรัส ไวรัสท่ีมีการ
ทดลองใช้น าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาทสว่นกลางมีหลายชนิด ยกตวัอย่างเช่น adeno-associated 
virus (AAV), recombinant adenovirus, herpes-Simplex virus (HSV), retrovirus และ 
lentivirus (LV) ดงัรายละเอียดตอ่ไปนี ้

2.2.1 ตัวพำที่ใช้ในกำรน ำส่งยีนเข้ำสู่ระบบประสำทส่วนกลำงแบบอำศัยไวรัส 
2.2.1.1 Adeno-associated virus (AAV) 
AAV เป็นดีเอ็นเอไวรัสชนิดหนึ่งท่ีถูกน ามาใช้น าสง่ยีนอย่างแพร่หลาย ไวรัสชนิดนีเ้ข้าสู่

เซลล์โดยอาศยัตวัรับท่ีจ าเพาะต่อสว่นแคปซิดของเชือ้ไวรัส คือ heparan sulfate proteoglycans 
(HSPG) ซึ่งเป็นโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้สามารถน าส่งสารเข้าสูเ่ซลล์ได้ (34) AAV ในแต่ละ       
ซีโรไทป์จะมีความจ าเพาะกับแต่ละบริเวณในสมองต่างกัน ท าให้มีประสิทธิภาพในการน าสง่ยีน
แตกต่างกัน เช่น ยีนท่ีถูกน าส่งเข้าสูร่ะบบประสาท โดยมี AAV- 2 เป็นตัวพาจะถูกน าสง่เข้าสู่
บริเวณ substantia nigra ได้ดีกวา่บริเวณ striatum (35) มีการทดลองทางคลนิิกใช้ AAV-2 ในการ
น าสง่ human ASPA cDNA เข้าสูส่มองบริเวณ subcortical เพื่อรักษาโรค Canavan ซึ่งเกิดจาก
ความผิดปกติของยีนท่ีท าหน้าท่ีสงัเคราะห์เอนไซม์ aspartoacylase (ASPA) ท าให้มีการสะสม
ของ N-acetylaspartate (NAA) ส่งผลให้เยื่อหุ้มไมอิลินเกิดความผิดปกติ ในระยะแรกมีการ
ทดลองรักษาผู้ ป่วยเด็ก 20 ราย พบว่า ภายหลงัการรักษาการด าเนินโรคเกิดขึน้ช้าลงและมีการ
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สะสมของ NAA น้อยลง (36) นอกจากนี ้ยงัมี AAV ซีโรไทป์อ่ืนท่ีน ามาใช้เป็นตวัพาในการน าสง่ยีน
เข้าสูร่ะบบประสาทสว่นกลาง เช่น AAV-4, AAV-5 และ AAV-8 ไวรัสชนิดนีมี้ความเป็นพิษน้อย 
แตก็่ยงัไม่เหมาะสมท่ีจะน ามาใช้เป็นตวัพาในการน าสง่ยีนเน่ืองจากมีความสามารถในการกระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายได้ดี อีกทัง้มีระยะในการแสดงออกของยีนช้า ต้องใช้เวลาประมาณ              
2-3 สปัดาห์จึงเกิดการแสดงออกของยีน (37) 

2.2.1.2 Recombinant adenovirus (rAV) 
rAV เป็นไวรัสท่ีถูกพัฒนาจาก adenovirus ท่ีมีการก าจัดจีโนมในส่วนท่ีใช้เพิ่มจ านวน

ออกไปและใสย่ีนท่ีต้องการจะน าส่งเข้าไปแทนท่ี ท าให้โปรตีนท่ีจะเข้าไปกระตุ้นการท างานของ
ระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายมีประสิทธิภาพลดลง ระบบภูมิคุ้มกันจึงมีการตอบสนองน้อยลงและ    
ท าให้มีการแสดงออกของยีนในระยะเวลานานมากขึน้ (38) 

2.2.1.3 Herpes-Simplex virus (HSV) 
HSV เป็นดีเอ็นเอไวรัสท่ีมีประสิทธิภาพในการน าสง่ยีนสงู HSV-1 เป็นซีโรไทป์ท่ีนิยม

น ามาใช้ เป็นตัวพาในการน าส่งยีน ซึ่ง มีการพัฒนารูปแบบท่ีเป็นรีคอมบิ เนนต์ไวรัสและ              
แอมพลิคอนขึน้มา พบว่ามีความเป็นพิษและกระตุ้ นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายน้อยกว่าใน
รูปแบบท่ีเป็น HSV-1 vector  นอกจากนี ้HSV ยงัมีคณุสมบติัในการเป็น oncolytic virus กลา่วคือ 
สามารถท าลายเนือ้งอกได้ จึงมีนักวิจัยได้ทดลองใช้ HSV ในการรักษาเนือ้งอกในสมอง (39) 
อยา่งไรก็ตามไวรัสชนิดนีย้งัมีข้อจ ากดัเน่ืองจากยีนท่ีน าสง่จะมีการแสดงออกของยีนในระยะเวลาที่
สัน้และมีความไม่เสถียรของยีนท่ีน าสง่เข้าไป 

2.2.1.4 Retrovirus 
retrovirus เป็นไวรัสท่ีมีสารพนัธุกรรมเป็นอาร์เอ็นเอสายเด่ียว การเข้าสูเ่ซลล์เป้าหมายจะ

อาศยัความจ าเพาะระหวา่งโปรตีนบนไวรัสและตวัรับท่ีอยูบ่นเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้สามารถแทรกผ่าน
เข้าสู่ส่วนไซโตพลาสซึมของเซลล์เป้าหมายได้ จากนัน้เอนไซม์ reverse transcriptase จะท า
หน้าท่ีเปลี่ยนสารพนัธุกรรมของเชือ้ไวรัสจากอาร์เอ็นเอเป็นดีเอ็นเอ เคลื่อนท่ีเข้าสูนิ่วเคลียสของ
เซลล์และเพิ่มจ านวนแทรกสายพันธุกรรมของเชือ้ไวรัสรวมกับโฮสต์เซลล์ ท าให้เกิดอันตรายได้ 
ด้วยเหตนีุจ้ึงมีการพฒันาตวัพาขึน้ใหม่โดยอาศยัสารพนัธุกรรมจากเชือ้ retrovirus เพียงบางสว่น
เทา่นัน้ เช่น murine moloney leukemia virus (MoMLV) เป็นไวรัสท่ีมีการทดลองใช้ทางคลินิกใน
การรักษาโรคอลัไซเมอร์ โดยท าการทดลองกับผู้ ป่วย 8 ราย และใช้ MoMLV เป็นตวัพาน าสง่ยีนท่ี
ท าหน้าท่ีในการสังเคราะห์ nerve growth factor (NGF) ได้เป็นผลส าเร็จ (40) นอกจากนี ้            
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มีการศกึษาในสตัว์ทดลองโดยใช้ MoMLV เป็นตวัพาในการน าสง่ยีนเพื่อรักษา spinal cord injury 
ซึง่เป็นการทดลองแบบ ex vivo therapy (41) 

2.2.1.5 Lentivirus 
lentivirus เป็นเชือ้ไวรัสท่ีอยู่ในแฟมิลี่เดียวกับ retrovirus มีจีโนมบางสว่นท่ีคล้ายกับ 

retrovirus แต่ก่อให้เกิดอันตรายน้อยกว่า มีการทดลอง พบว่า ยีนท่ีถูกน าสง่เข้าสูร่ะบบประสาท
สว่นกลางโดยมี lentivirus เป็นตวัพามีการแสดงออกของยีนในระยะเวลานาน ( long-term gene 
expression) (42) จึงมีนกัวิจัยพยายามทดลองใช้ lentivirus เป็นตวัพาในการน าสง่ยีนเพื่อรักษา
โรคทางระบบประสาท เช่น โรคพาร์กินสนัและโรคฮนัติงตนั เช่น การใช้ lentivirus เป็นตวัพาน าสง่
ยีนเพื่อศกึษาความผิดปกติของโปรตีน α-synuclein ซึง่ถ้าเกิดการกลายพนัธ์ุบริเวณยีนท่ีท าหน้าท่ี
สงัเคราะห์โปรตีนชนิดนีจ้ะท าให้มีการสร้างโปรตีนผิดปกติมาสะสมบริเวณ substantia nigra      
ใน dopaminergic neurons ก่อให้เกิดการพฒันาเป็นโรคพาร์กินสนัได้ (43) 
 

ตำรำงที่ 2.1 ไวรัสท่ีใช้เป็นตวัพาในการน าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาทสว่นกลาง (44) 
 

 
 

ไวรัสท่ีได้มีการใช้ เป็นตัวพาในการน าส่งยีนสู่ระบบประสาทส่วนกลางสรุปไว้ใน                  
ตารางท่ี 2.1 ข้างต้น ซึง่แสดงชนิด ขนาดและปริมาณของไวรัส รวมทัง้ขนาดของยีนท่ีเหมาะสมใน
การน าสง่ได้ถูกระบุไว้ อย่างไรก็ตาม การน าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาทสว่นกลางโดยใช้ไวรัสเป็น    
ตัวพานัน้มีข้อเสียหลายประการ เช่น การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันก่อให้เกิดอันตรายต่อผู้ ป่วย            
การเตรียมไวรัสเพื่อใช้ในการน าส่งมีขัน้ตอนท่ียุ่งยาก ใช้เวลาน าน อีกทัง้ยังมีราคาแพง                
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ในการเตรียมแตล่ะครัง้ก็ได้ปริมาณเพียงเลก็น้อย ด้วยเหตนีุ ้นกัวิจัยจึงหนัมาให้ความสนใจการใช้
ตวัพาแบบไม่อาศยัไวรัสในการน าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาทสว่นกลาง ซึ่งนบัว่ามีความปลอดภยั
มากกวา่การน าสง่โดยอาศยัไวรัส ดงัรายละเอียดต่อไปนี ้ 

2.2.2 ตัวพำที่ใช้ในกำรน ำส่งยีนเข้ำสู่ระบบประสำทส่วนกลำงแบบไม่อำศัยไวรัส 
2.2.2.1 พอลเิมอร์ (polymers) 
นกัวิจยัหลายกลุม่ได้พยายามคิดค้นและพฒันาพอลิเมอร์ชนิดต่าง ๆ เพื่อน ามาใช้เป็นตวั

พาในการน าสง่ยีน โดยเฉพาะการใช้พอลเิมอร์ประจุบวกท่ีได้รับความสนใจเพิ่มมากขึน้ เน่ืองจากมี
คุณสมบัติในการจับกับดีเอ็นเอซึ่งมีประจุเป็นลบได้เป็นอย่างดี  ผ่านแรงกระท าระหว่างประจุ   
(electrostatic interaction) เรียกการจบักนัระหว่างพอลิเมอร์และดีเอ็นเอว่า “polyplex” ตวัอย่าง
พอลิเมอร์ประจุบวกท่ีใช้ศึกษาการน าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาทสว่นกลาง ได้แก่ PLL และ PEI   
โดย PEI เป็นพอลเิมอร์ท่ีถูกน ามาใช้อย่างแพร่หลายในปัจจุบนั เน่ืองจากมีประจุท่ีเป็นบวกท าให้
สามารถจับกับประจุลบของดีเอ็นขดแน่นเป็นก้อนในขนาดท่ีเหมาะสมแก่การน าส่ง อีกทัง้ยังมี
คณุสมบติัช่วยปลดปลอ่ยดีเอ็นเอออกจากเอนโดโซมท่ีเรียกว่า “proton spong effect” ป้องกนัการ
ถูกท าลายของดีเอ็นเอจากเอนไซม์และสภาวะความเป็นกรดสูงภายในเอนโดโซม  ท าให้มีการ
แสดงออกของยีนตอ่ไปได้ (45) ในปี ค.ศ. 2005 Wang และคณะ (46) ได้น า PEI มาใช้เป็นตวัพา
น าสง่ยีนท่ีท าหน้าที่สงัเคราะห์ nerve growth factor (NGF) ซึง่ผลจากงานวิจยัพบวา่มีสร้างเส้นใย
ประสาทเพิ่มมากขึน้ภายหลงัการน าส่งยีนเข้าไป นอกจากนีย้ังมีการใช้พอลิเมอร์ชนิดอ่ืน เช่น 
PEGylated ในการน าสง่ยีนท่ีท าหน้าท่ีสงัเคราะห์เอนไซม์ Tyrosine hydroxylase (TH) เพื่อช่วย
ในการรักษาผู้ ป่วยโรคพาร์กินสนั ซึง่ประสบความส าเร็จกบัการทดลองในสตัว์ทดลองแล้ว (47) 

2.2.2.2 ไขมนั (lipids) 
ไขมันโดยเฉพาะอย่างยิ่งกลุม่ท่ีมีประจุบวก (cationic lipids) ได้ถูกน ามาใช้ในการน าสง่

ยีนเข้าสู่เซลล์ประสาทเพาะเลีย้งอย่างแพร่หลาย โดยอาศัยความเป็นประจุบวกท าให้สามารถ            
จับแน่นกับประจุลบของดีเอ็นเอเกิดเป็น “lipoplex” อีกทัง้ยังมีส่วนประกอบของไขมันท าให้
สามารถผา่นเข้าสูเ่ยื่อหุ้มเซลล์ของสิ่งมีชีวิต ซึ่งมีลกัษณะเป็น phospholipid bilayer ได้ ตวัอย่าง 
cationic lipids ท่ีใช้กนัในปัจจุบนั เช่น 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium propane (DOTAP), 
dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE) แ ล ะ ชุ ด น ้า ย า ถ่ า ย โ อ น ท า ง ก า ร ค้ า 
LipofectamineTM2000 ซึ่งเป็นท่ีนิยมใช้มากในปัจจุบัน อย่างไรก็ตามเม่ือน ามาทดสอบ            
การน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ประสาทพบวา่มีประสทิธิภาพเพียง 20-25% เทา่นัน้ (48) 
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2.2.2.3 โพลเีปปไทด์/โปรตีน (polypeptides/proteins) 
การใช้โพลีเปปไทด์หรือโปรตีนในการน าสง่ยีนมีข้อดีคือ สามารถออกแบบต าแหน่งท่ีใช้    

จับกับดีเอ็นเป้าหมายให้มีความจ าเพาะ ท าให้เกิดการจับแน่นระหว่างดีเอ็นกับโปรตีนท่ีจะใช้ใน
การน าสง่ นอกจากนีย้งัสามารถเข้าสูเ่ซลล์เป้าหมายได้อยา่งจ าเพาะมากขึน้โดยการใช้แอนติบอดี
หรือสายเปปไทด์ซึ่งมีความจ าเพาะต่อรีเซปเตอร์บนเซลล์เป้าหมายช่วยในการน าส่งยีน                     
ในปี ค.ศ. 2004 Ma และคณะ (49) ได้ท าการทดลองในเซลล์ประสาทหนูเพาะเลีย้ง  PC-12              
โดยออกแบบเปปไทด์ให้มีความจ าเพาะต่อรีเซปเตอร์ของ NGF พบว่าเปปไทด์ท่ีถูกน าสง่เข้าไป           
มีผลตอ่ความอยูร่อดและอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ประสาทท่ีเพิ่มมากขึน้ในภาวะท่ีปราศจาก
ซีรัม นอกจากนี ้ยังมีการพฒันาอนุภาคผสมในการน าสง่ยีนท่ีใช้เปปไทด์ร่วมกับพอลิเมอร์ประจุ
บวก เช่น ในงานวิจยัของ Kwon และคณะ, 2010 (50) มีการพฒันาอนภุาคผสมจากการใช้โปรตีน 
Tet1 ร่วมกับพอลิเมอร์ประจุบวก PEI และผสมกับ polyethylene glycol (PEG) ช่วยในการ
น าสง่พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีมีการแสดงออกของ luciferase gene เข้าสู ่neural progenitor cells 
(NPCs) พบว่า เม่ือใช้อนุภาคผสมท่ีมีโปรตีน Tet1 ในการน าส่งยีนร่วมด้วยจะมีสัญญาณ 
luciferase สงูกว่าการใช้ PEI ร่วมกับ PEG ซึ่งการระบบน าสง่ยีนครัง้นี ้อาจจะน าไปใช้รักษาโรค
ทางจิตประสาทด้วยยีนบ าบดัตอ่ไปได้ในอนาคต 

2.2.2.4 อนภุาคนาโน (nanoparticle) 

ปัจจุบนัมีการน าความรู้ทางด้านนาโนเทคโนโลยีมาประยกุต์ใช้ในหลาย ๆ ด้าน รวมถึงการ
พฒันาระบบน าสง่ยีนโดยใช้อนุภาคนาโนเป็นตัวพาก็ได้รับความสนใจเพิ่มมากขึน้ เน่ืองจากมี
ความปลอดภยัสงู มีความเป็นพิษตอ่เซลล์คอ่นข้างน้อยเม่ือเทียบกับการน าสง่โดยอาศยัไวรัสเป็น
ตวัพา อยา่งไรก็ตามการน าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาทด้วยอนภุาคนาโนยงัมีการศกึษาอยู่ในระดบัท่ี
น้อยมาก งานวิจยัของ Errico และคณะในปี ค.ศ. 2009 (51) ได้พฒันาอนุภาคนาโนจาก maleic 
anhydride และ butyl vinyl ether (VAM41) บรรจุด้วย retinoic acid (RA) ซึ่งเป็นท่ีทราบกันดีว่า 
RA จะช่วยในการเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงรูปร่างเซลล์ทุกชนิดรวมถึงเซลล์ประสาท             
โดยได้ทดลองน าอนภุาคนีม้าใช้เป็นตวัพาในการน าสง่เข้าสูเ่ซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง SK-N-SH ผล
การทดลองพบวา่มีการเจริญเติบโตและการเปลีย่นแปลงรูปร่างเซลล์ประสาทเพิ่มมากขึน้เม่ือเทียบ
กับเซลล์ท่ีไม่ได้รับการน าส่งด้วยอนุภาคนาโน นอกจากนี ้Molhotra และคณะ, 2011 (52)                
ได้สงัเคราะห์ PEGylated chitosan nanoparticles เป็นตวัพาส าหรับน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ประสาท
เพาะเลีย้ง พบว่าอนุภาคนีมี้ความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยและมีประสิทธิภาพในการน าส่งยีนสูง        
มีความเหมาะสมในการใช้เป็นตวัพาส าหรับน าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาท  
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2.2.2.5 ดีเอ็นเอเปลา่ (naked DNA) 
การน าส่งดีเอ็นเอเปล่าเข้าสู่เซลล์เป้าหมายส่วนใหญ่จะใช้วิ ธีทางกายภาพ เช่น 

electroporation หรือการใช้สารเคมีในการน าสง่ดีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย อย่างไรก็ตามการ
น าสง่ยีนสูร่ะบบประสาทโดยวิธีนีจ้ะมีประสทิธิภาพในการน าสง่คอ่นข้างต ่า ต้องใช้ปริมาณดีเอ็นเอ
มากจึงจะมีการแสดงออกของยีนได้ ยกตวัอย่างเช่น การทดลองของ Choi และคณะ, 2007 (53) 
พบว่า เม่ือน าส่ง naked plasmid DNA เข้าสูเ่ซลล์ประสาทเพื่อรักษาภาวะการบาดเจ็บของ            
ไขสนัหลงัจะมีการแสดงของยีนอยูใ่นระดบัต ่า จึงควรมีการพฒันาระบบน าสง่ยีนโดยใช้ตวัพาชนิด
ตา่ง ๆ เพื่อมาเสริมประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาทตอ่ไป 

ปัจจุบันมีนักวิจัยและบริษัทต่าง ๆ ได้พยายามพัฒนาอุปกรณ์และสารเคมีเพื่อใช้เป็น      
ตวัพาน าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาทสว่นกลางให้มีประสิทธิภาพสงูสดุ แต่ก็ยงัเป็นเร่ืองท่ีท าได้ยาก 
เช่น ในกรณีของบริษัท Labtech International ประเทศสหราชอาณาจักร ได้ผลิตอุปกรณ์                       
ช่ือ MicroPorator ซึ่งอาศัยเทคโนโลยี electroporation เพื่อให้สามารถน าส่งยีนเข้าสู่เซลล์
ประสาทได้อย่างมีประสิทธิภาพ อย่างไรก็ตาม เม่ือทดลองกับเซลล์ประสาท  SH-SY5Y พบว่า               
มีประสทิธิภาพเพียง 64% (54) นอกจากนี ้มีรายงานเก่ียวกับการใช้เทคนิค calcium phosphate 
วา่มีประสทิธิภาพดีในการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ประสาทชนิด SK-N-SH (55) ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูล
ของบริษัท Clontech ประเทศสหรัฐอเมริกาท่ีอาศยัเทคนิคนีใ้นการทดสอบ โดยได้ผลิตชุดน า้ยา 
CalPhos mammalian transfection ออกสูต่ลาดไบโอเทค ต่อมามีการศึกษาพบว่า สามารถเพิ่ม
ประสทิธิภาพการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง โดยการใช้น า้ยามากกว่าหนึ่งชนิดมาผสม
กนั ซึง่การน าสง่ยีนด้วยน า้ยาน าสง่แตล่ะชนิดจะมีจุดแข็งท่ีตา่งกัน (56) เม่ือเร็ว ๆ นีมี้รายงานการ
ใช้ชุดน า้ยา FuGENE HD transfection ของ Roche Applied Science ประเทศสหรัฐอเมริกา    
ในการน าสง่ยีนสูเ่ซลล์ประสาทได้ประสิทธิภาพสงูกว่าการใช้น า้ชนิดอ่ืน คือ calcium phosphate 
และชุดน า้ยา L (ไม่เปิดเผยช่ือการค้าในการทดลอง) (57) 

 

2.3 ช่องทำงกำรน ำส่งยีนเข้ำสู่ระบบประสำทส่วนกลำง 
ส าหรับช่องทางท่ีใช้ในการน าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาทสว่นกลางสามารถท าได้หลายวิธี

ทัง้วิธีโดยตรงและวิธีโดยอ้อมดังแสดงในภาพท่ี 2.2 วิธีโดยตรงคือการฉีดพลาสมิดดีเอ็นเอพร้อม
ทัง้ตัวพาผ่านกระโหลกศีรษะและเยื่อหุ้มสมองเข้าสู่สมองโดยตรง (intraparenchymal direct 
injection) (ภาพท่ี 2.2a) ซึ่งวิธีนีจ้ะได้ผลดีท่ีสุดแต่จะท าให้ผู้ ป่วยได้รับความเจ็บปวดและมีการ
อกัเสบบริเวณท่ีฉีดสารเข้าไปได้ นอกจากนี ้การฉีดสารผ่านทางไขสนัหลงั ( intrathecal injection) 
(ภาพท่ี 2.2b) ก็เป็นวิธีท่ีใช้ได้ผลอีกวิธีหนึ่ง ผู้ ป่วยจะได้รับความเจ็บปวดน้อยกว่าการฉีดเข้าสู่
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สมองโดยตรง วิธีนีเ้ป็นท่ีนิยมใช้ในการศึกษาวิจัยกันอย่างแพร่หลาย เช่น ในงานวิจัยของ  Wang 
และคณะ, 2005 (46) ได้ทดลองน าส่งยีนผ่านทางไขสนัหลงับริเวณ lumbar เพื่อฟื้นฟูเซลล์
ประสาทในหนูประสบความส าเร็จ ส าหรับวิธีโดยอ้อมในการน าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาทคือการ
ฉีดสารผ่านทางหลอดเลือด (intravenous injection) และกล้ามเนือ้ (intramuscular injection) 
(ภาพท่ี 2.2c) แตว่ิธีนีย้งัได้ผลไม่ดีนกั เน่ืองจากยีนท่ีถกูน าสง่เข้าไปไม่สามารถผ่านเข้าไปยงัระบบ
ประสาทได้ 

 

 
 

ภำพที่  2.2 บริเวณต่าง ๆ ท่ีใช้ เ ป็นช่องทางในการน าส่งยีนเข้าสู่ระบบประสาท                             
a. Intraparenchymal direct injection, b. Intrathecal injection และ c. Intramuscular 
injection (58) 
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ในการทดลองนีผู้้ วิจัยมุ่งพัฒนาระบบน าส่งยีนแบบไม่อาศัยไวรัสเป็นตัวพาเข้าสู่เซลล์
ประสาทเพาะเลีย้ง โดยใช้อนภุาคแม่เหลก็นาโนหุ้มพอลเิมอร์ประจุบวกเป็นตวัพา ในกระบวนการ
สงัเคราะห์นัน้ได้เลือกใช้พอลิเมอร์ประจุบวกคือ PEI เน่ืองจากมีประสิทธิภาพในการน าสง่ยีนสงู
และมีคุณสมบติัเฉพาะท่ีเรียกว่า “proton sponge effect”  (ภาพท่ี 2.3) ช่วยป้องกันดีเอ็นเอจาก
การถูกท าลายโดยเอนไซม์และสภาวะความเป็นกรดสูงภายในเอนโดโซม (59)  ทัง้นี  ้PEI           
เป็นพอลเิมอร์ท่ีมีหมู่เอมีน (NH3) เป็นสว่นประกอบท าให้มีความเป็นประจุบวกสงูและมีความเป็น
เบสอ่อนจึงสามารถรับโปรตอน (H+) ได้มาก นอกจากนี ้ยงัมีการดึงคลอไรด์ไอออน (Cl-) และน า้
เข้าสูเ่อนโดโซม ท าให้มีการสะสมของ Cl- และมีแรงดนัออสโมติกเพิ่มมากขึน้จึงเกิดการบวมแตก
ของเอนโดโซม polyplex จึงถูกปลดปล่อยออกจากเอนโดโซมรอดพ้นจากการย่อยสลายโดย
เอนไซม์ ซึ่งในงานวิจัยได้ท าการพฒันาน าอนุภาคแม่เหล็กนาโนมาใช้เป็นตวัพาน าสง่ยีนร่วมกับ  
PEI ท าให้ประสิทธิภาพในการน าส่งยีนเพิ่มสูงขึน้ภายใต้การเหน่ียวน าจากแรงแม่เหล็ก 
(magnetofection) 

 

 
 

ภำพที่ 2.3 การเกิด proton sponge effect (60)  
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อนุภาคแม่เหล็กนาโนท่ีน ามาใช้ในการศึกษาครัง้นี ้สงัเคราะห์โดย Pimpha และคณะ, 
2012 (4) ด้วยวิธี emulsion polymerization ซึ่งมี poly(methyl methacrylate) (PMMA)          
เป็นแกนกลางของอนุภาคหุ้มด้วยพอลิเมอร์ประจุบวก polyethyleneimine (PEI) และมีสารเหล็ก             
iron oxide (IO) กระจายอยู่ภายในอนุภาค ปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชันในการสงัเคราะห์อนุภาค   
นาโนถกูกระตุ้นโดย t-butyl hydroperoxide (TBHP) เป็น initiator พบวา่อนุภาคท่ีสงัเคราะห์ขึน้มี
ส่วนประกอบเป็นสารแม่เหล็กกระจายตัวอยู่ภายในโมเลกุลของอนุภาคเป็นจ านวนมาก                         
มีรูปร่างกลมและขนาดของอนุภาคกระจายตวัอยู่ในช่วง 100-200 นาโนเมตร จากการตรวจสอบ
โดยใช้  transmission electron microscope (TEM)  
 

 
 

ภำพที่  2.4 mag-PEI NP จากการตรวจสอบโดยใช้ TEM ภาพ A คือ mag-PEI NP และ            
ฮีสโตแกรมแสดงการกระจายตวัของคา่ที่ได้จากการวดัขนาดของอนุภาคและภาพ B คือ mag-PEI 
NP ท่ีมีสารแม่เหลก็เป็นองค์ประกอบอยูภ่ายในอนภุาคเป็นจ านวนมาก 
 

2.4 รูปแบบกำรจับกันของดเีอ็นเอกับพอลิเมอร์ประจุบวก (DNA packaging) 
 การจบักนัของดีเอ็นเอและพอลเิมอร์แบง่ออกเป็น 3 แบบ (ภาพท่ี 2.5) ดงันี ้  

2.4.1 Electrostatic interaction 
การจบักนัระหวา่งพอลเิมอร์กบัดีเอ็นเอรูปแบบนีอ้าศยัความเป็นประจุลบจากหมู่ฟอสเฟต

ของดีเอ็นเอจับกับประจุบวกของพอลิเมอร์ เน่ืองจากพอลิเมอร์ท่ีใช้สว่นใหญ่มีหมู่เอมีน (NH3)    
เป็นสว่นประกอบ ก่อให้เกิดการเกาะกลุม่ผา่นแรงกระท าระหวา่งประจุ (electrostatic interaction)                 
ซึ่งสามาถเกิดแรงกระท าต่อกันได้เองเม่ือมีอัตราสว่นระหว่างไนโตรเจนและฟอสเฟตท่ีเหมาะสม 
อยา่งไรก็ตาม ความเป็นประจุบวกของอนภุาคโดยเฉพาะอนุภาคท่ีมีความเป็นประจุบวกค่อนข้าง
สงูอาจก่อให้เกิดความเป็นพิษตอ่เซลล์บางชนิดนอกจากนี ้ยงัท าให้การปลดปลอ่ยดีเอ็นเอออกจาก
อนภุาคเพื่อเข้าไปยงัเซลล์เป้าหมายเกิดขึน้ได้ยาก นกัวิจยัจึงมีความพยายามพฒันาการใช้รูปแบบ
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อ่ืนในการจับกันระหว่างดีเอ็นเอและพอลิเมอร์ประจุบวก ได้แก่  รูปแบบ encapsulation และ 
adsorption 

2.4.2 Encapsulation  
รูปแบบนีจ้ะใช้พอลิเมอร์ท่ีย่อยสลายได้ง่าย เช่น polyester ห่อหุ้มดีเอ็นเอท่ีต้องการจะ

น าส่ง เม่ือ polyplex เคลื่อนท่ีเข้าสู่เซลล์พันธะเอสเทอร์ในพอลิเมอร์จะถูกท าลายย่อยสลาย
กลายเป็นสายโอลิโกเมอร์ชิน้สัน้ ๆ และถูกก าจัดออกจากร่างกาย ท าให้มีการปลดปลอ่ยดีเอ็นเอ
ออกมาได้ อยา่งไรก็ตามขัน้ตอนการห่อหุ้มต้องใช้สารเคมี แรงดนัสงู หรืออุณหภูมิสงู ซึ่งจะท าให้              
ดีเอ็นเอถูกท าลายได้ นอกจากนี ้ยงัมีปัญหาเก่ียวกับการปล่อยดีเอ็นเอออกมาอย่างไม่สมบูรณ์            
อีกด้วย 

2.4.3 Adsorption  
ตวัพารูปแบบนีจ้ะอาศยัความเป็นประจุบวกท่ีผิวของอนุภาคเพื่อให้ประจุลบของดีเอ็นเอ

มาจบัได้และเม่ือพอลเิมอร์ถกูท าลายหรือความเป็นประจุบวกลดลงเม่ือเคลื่อนท่ีเข้าสูเ่ซลล์ท าให้มี
การแยกจากกันระหว่างพอลิเมอร์และดีเอ็นเอ ก็จะสามารถปลอ่ยดีเอ็นเอออกมาได้ ข้อเสียของ     
วิธีนี ้คือ ไม่สามารถปกป้องดีเอ็นเอจากการย่อยสลายได้  เม่ือเทียบกับ 2 วิธีข้างต้น ตัวอย่าง                  
พ อ ลิ เ ม อ ร์ ท่ี จั บ กั บ ดี เ อ็ น เ อ ใ น รู ป แ บ บ นี ้ ไ ด้ แ ก่  PEI, poly(2-(dimethylamino)ethyl 
methacrylate) (PDMAEMA) 

 

ภำพที่ 2.5 รูปแบบการจบักนัของดีเอ็นเอกบัพอลเิมอร์ประจุบวกแบบ electrostatic interaction, 
encapsulation และ adsorption (61) 
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2.5 กลไกกำรเข้ำเซลล์ (endocytosis) 
 กลไกการเข้าเซลล์ของตัวพาแบบไม่อาศัยไวรัสส่วนใหญ่จะอาศัยกระบวนการ              
เอนโดไซโตซิสในการน าโมเลกุลเข้าสูเ่ซลล์ สามารถจ าแนกได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ การเข้าเซลล์
แบบจ าเพาะ (targeting uptake) และการเข้าเซลล์แบบไม่จ าเพาะ (non-specific uptake)        
ดงัภาพ 2.6 มีรายละเอียดดงันี ้

2.5.1 กำรเข้ำเซลล์แบบจ ำเพำะ (targeting uptake) 
2.5.1.1 Phagocytosis เป็นกระบวนการน าสารโมเลกุลขนาดใหญ่มากกว่า  0.5 

ไมโครเมตรเข้าสูเ่ซลล์ โดยจะเกิดกับเซลล์ท่ีจ าเพาะเท่านัน้ เช่น neutrophils และ macrophages 
ท่ีต้องอาศยักระบวนการฟาโกไซโตซิสในการจบักินสิง่แปลกปลอมท่ีผา่นเข้ามาในร่างกาย อย่างไร
ก็ตามการน าสง่ยีนเข้าเซลล์โดยอาศยักระบวนการฟาโกไซโตซิสเกิดขึน้น้อยมาก แต่ก็มีการศึกษา
พบว่า lipoplex หรือ polyplex ขนาดใหญ่ สามารถผ่านเข้าเซลล์โดยอาศัยกระบวนการ                    
ฟาโกไซโตซิสได้เช่นกนั (62) 

2.5.1.2 Pinocytosis เป็นกระบวนการน าสารเข้าสู่เซลล์ท่ีสามารถเกิดขึน้ได้กับเซลล์             
ทกุชนิด สามารถจ าแนกได้ 4 ประเภท ดงันี ้

(1) Macropinocytosis การน าสารเข้าเซลล์โดยกระบวนการนีจ้ะอาศยัการท างานของ
แอกติน (actin) การกระตุ้นจาก growth factor และการสง่สญัญาณภายในเซลล์ ท าให้เกิดสว่นท่ี
มีลกัษณะคล้ายแขน (ruffling) โอบล้อมโมเลกุลให้เข้าสูเ่ซลล์ เกิดเป็น macropinosomes ขนาด
ใหญ่ได้สงูสดุถึง 5 ไมโครเมตร ซึ่งเป็นข้อดีท่ีช่วยท าให้สามารถน าสารขนาดใหญ่ผ่านเข้าสูเ่ซลล์ 
โดยไม่ต้องถกูท าลายจากเอนไซม์ภายในเอนโดโซม เน่ืองจาก macropinosomes มีสภาวะท่ีเป็น
กรดน้อยกว่าในไลโซโซมและมีผนงัท่ีบางท าให้โมเลกุลถูกปลดปลอ่ยออกมาได้ง่าย เม่ือเร็ว ๆ นี  ้    
มีรายงานว่า TAT peptide ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีช่วยเสริมประสิทธิภาพในการน าสง่ยีนสามารถเข้าสู่
เซลล์ผา่นทางกระบวนการนีไ้ด้เช่นกนั (63) 

(2) Clathrin-mediated endocytosis (CME) เป็นกระบวนการหลกัในการน าสารเข้าเซลล์
ผ่านทางกระบวนการเอนโดไซโตซิส การท างานจะอาศัยการจับกันระหว่างลิแกนด์และตัวรับท่ี
จ าเพาะบนผิวเยื่อหุ้มเซลล์และเกิดการฟอร์มตวัของ clathrin-coated pit ลกัษณะคล้ายโครงร่าง      
ตาข่ายเว้าเข้าไปในเซลล์โดยหุ้ มเอาโมเลกุลท่ีจับกับตัวรับอย่างจ าเพาะเข้าไปด้วยเกิดเป็น 
clathrin-coated vescicles (CCVs) จากนัน้จะเกิดการหลอมรวมกับเอนโดโซมและปลดปลอ่ย
อนภุาคเข้าสู ่ไซโตพลาสซมึตอ่ไป ถึงแม้วา่การเข้าเซลล์โดยวิธีนีจ้ะมีประสทิธิภาพดีแตเ่อนไซม์และ
สภาวะท่ีเป็นกรดภายในไลโซโซมก็อาจจะท าลายสารที่ถกูน าสง่เข้าไปได้ อยา่งไรก็ตาม PEI ซึง่เป็น          
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พอลิเมอร์ประจุบวกก็มีคุณสมบติัพิเศษช่วยในการปลดปลอ่ยอนุภาคออกจากไลโซโซมได้อย่าง
รวดเร็วก่อนท่ีจะถกูท าลายดงัท่ีได้กลา่วไปแล้วข้างต้น  

(3) Caveolae-mediated endocytosis เป็นกระบวนการน าสารเข้าเซลล์โดยอาศัย 
caveolae ซึ่งเป็นลกัษณะพิเศษของเยื่อหุ้มเซลล์ท่ีมีลกัษณะเว้าคล้าย flask shape พบมากใน
เซลล์ทุกชนิดโดยเฉพาะ endothelial cells เม่ือสารเข้าเซลล์ผ่านทาง caveolae จะมีการ              
หุ้มโมเลกลุไว้เกิดเป็นถงุหุ้มเรียกวา่ caveosomes และน าสารผ่านเข้าสูอ่อร์แกเนลล์อ่ืนต่อไป เช่น 
golgi apparatus และ endoplasmic reticulum โดยไม่ต้องผา่นการหลอมเช่ือมรวมกบัเอนโดโซม 
ท าให้รอดพ้นจากการท าลายโดยเอนไซม์และสภาวะความเป็นกรดภายในเอนโดโซม  

(4) Clathrin- and caveolin- independent endocytosis การเข้าเซลล์โดยอาศัย
กระบวนการนีก้ลไลยังไม่ เป็นท่ีทราบแน่ชัด แต่จะเกิดขึ น้มากบริเวณเซลล์ประสาทและ 
neuroendocrine cells 

2.5.1.3 Receptor-mediated endocytosis เป็นกระบวนการเข้าเซลล์ท่ีเกิดขึน้โดยสารท่ี
จะน าสง่ต้องมีความจ าเพาะในการจบักับโปรตีนตวัรับบนเยื่อหุ้มเซลล์จึงจะสามารถเข้าสูเ่ซลล์ได้ 
หลงัจากนัน้เยื่อหุ้มเซลล์จึงจะเว้าเข้าไปเกิดเป็นถงุหุ้มและหลดุเข้าไปภายในเซลล์ 

 

 
 

ภำพที่ 2.6 กลไลการเข้าเซลล์ในรูปแบบตา่ง ๆ (64) 

 

2.5.2 กำรเข้ำเซลล์แบบไม่จ ำเพำะ (Non-specific uptake)  
2.5.2.1 Ionic interaction with membrane-bound proteoglycans and endocytosis 
การเข้าเซลล์โดยกระบวนการนีอ้าศยัแรงปฏิกิริยาระหว่างตวัพาท่ีมีคุณสมบติัเป็นประจุ

บวกท าปฏิกิริยากับโปรตีน carboxylated glycosaminoglycans (GAGs) ซึ่งเป็นสว่นประกอบ
ของ proteoglycans บนผิวของเยื่อหุ้มเซลล์ โปรตีนนีมี้ความเป็นประจุลบสงูเม่ือแรงระหว่างประจุ
ของโมเลกลุท าปฏิกิริยากบัตวัพาประจุบวก จึงท าให้สามารถน าสารตา่ง ๆ เข้าสูเ่ซลล์ได้ ถึงแม้การ
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เข้าเซลล์โดยกลไลนีย้งัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัดแต่ก็เป็นประโยชน์ในการน าสง่ยีน โดยใช้ตวัพากลุ่ม   
พอลเิมอร์ท่ีมีความเป็นประจุบวกสงู เช่น PEI 

2.5.2.2 Lipophilic interaction with phospholipid membrane and endocytosis 
กระบวนการเข้าเซลล์โดยอาศยัตวัพาท่ีเป็นลปิิด ท าให้สามารถผา่นชัน้ของเยื่อหุ้มเซลล์ซึ่ง

มีลกัษณะเป็น phospholipid bilayer ได้ 
2.5.2.3 Cell penetrating peptide-mediated uptake 
กระบวนการน าสารเข้าเซลล์โดยวิธีนีอ้าจจะเกิดขึน้ได้หลายรูปแบบ ทัง้การผ่านเข้าสูเ่ซลล์

โดยตรง การเข้าเซลล์โดยอาศยัการจับกันระหว่างประจุบวกของสายเปปไทด์กับประจุลบบนเยื่อ
หุ้มเซลล์หรือการเข้าเซลล์โดยอาศยัวิธีเอนโดไซโตซิส ซึง่สามารถจดัอยูใ่นรูปแบบการเข้าเซลล์แบบ
จ าเพาะได้เช่นเดียวกนั 

 

2.6 กำรน ำส่งยีนเข้ำสู่เซลล์โดยตัวพำประจุบวก 
การน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์โดยตวัพาประจุบวก เช่น พอลเิมอร์ หรือไขมนั เป็นวิธีท่ีได้รับความ

นิยมอย่างมาก เน่ืองจากจากตวัพาประจุบวกเหล่านีส้ามารถจับกับประจุลบของดีเอ็นเอ ท าให้
โครงสร้างของดีเอ็นเอทัง้ก้อนขดแนน่อยูใ่นขนาดเหมาะสมสามารผา่นเข้าสูเ่ซลล์ได้ หากเป็นตวัพา
ประเภทพอลิเมอร์จับกับดีเอ็นเอเกิดเป็นอนุภาค เรียกว่า “polyplex” ตวัพาเป็นไขมันประจุบวก
เรียกว่า “lipoplex” หรือหากพอลิเมอร์มีส่วนผสมของสารเหล็กอยู่ภายในโมเลกุลจะเรียกว่า 
“magnetoplex” การมีประจุบวกของตวัพาเหลา่นีมี้ข้อดีคือเพิ่มแรงดึงดูดในการเกาะติดกับสาร
ประจุลบบนเยื่อหุ้มเซลล์ เช่น proteoglycans และสามารถเข้าผ่านเข้าสูเ่ซลล์ได้โดยกระบวนการ
เอนโดไซโตซิสหรืออาศัยวิธี  electroporation ซึ่งเป็นการน าส่งยีนโดยใช้กระแสไฟฟ้าท าให้                  
เยื่อหุ้มเซลล์เกิดรู จากนัน้จะมีการสร้างถุงเอนโดโซมมาห่อหุ้มสารท่ีน าส่งเข้าไป ในขัน้ตอนนีส้าร
พันธุกรรมอาจถูกท าลายจากเอนไซม์และสภาวะความเป็นกรดสูงภายในเอนโดโซมได้ แต่หาก            
พอลิเมอร์มีสว่นผสมของ PEI ดงัเช่นพอลิเมอร์ท่ีใช้ในการทดลองนีจ้ะสามารถเกิด proton sponge 
effect ดังหลักการท่ีได้กล่าวไปข้างต้น ท าให้ polyplex ถูกปลดปล่อยออกจากเอนโดโซมก่อน      
ถูกท าลาย จากนัน้ polyplex จะเข้าสูเ่ซลล์และแยกตวัออกจากดีเอ็นเอได้เม่ือแรงกระท าระหว่าง
ประจุลดต ่าลง  เน่ืองจากองค์ประกอบภายในเซลล์ท่ีมีความเป็นประจุลบมากกว่า เช่น mRNA, 
heparin, proteoglycans ขัน้ตอนนีอ้าจเกิดขึน้ภายในไซโตพลาสซึมหรือนิวเคลียสก็ได้ (ภาพท่ี 2.7) 
จากนัน้โปรตีน transcription factor ต่าง ๆ จะเข้ามาจับกับดีเอ็นเอแล้วถูกขนสง่เข้าสูนิ่วเคลียสโดย
อาศยักระบวนการ cytoskeleton transports ด้วยการท างานของโปรตีน dynein ร่วมกับโปรตีน 
importins ในไซโตพลาสซึม มีการทดลองพบว่า พอลิเมอร์ประจุบวก เช่น PEI สามารถขนส่งสาร  
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เข้าสูนิ่วเคลียสได้โดยวิธีนี ้(65) และมีการทดลองน าสง่พลาสมิดส าหรับการแสดงออกของยีน GFP 
และเติมแอนติบอดีเพื่อยบัยัง้การท างานของโปรตีน dynein ลงไป พบว่าท าให้การแสดงออกของ
ยีนลดลง ท าให้สามารถยืนยนับทบาทของโปรตีน dynein ในการขนสง่สารได้ (66) เม่ือ polyplex 
เคลื่อนท่ีของไปยงันิวเคลียสแล้วจะสามารถเข้าสูนิ่วเคลียสได้ผ่านทาง nucleopore ซึ่งขึน้อยู่กับ
ปัจจัยส าคญัหลายอย่างเช่น ขนาดและรูปร่างของอนุภาค หรือความจ าเพาะต่อตวัรับบนเยื่อหุ้ม
นิวเคลียส เพื่อลดอุปสรรคในขัน้นีจ้ึงมีการคิดค้นวิธีน าส่งสารให้ประสบผลส าเร็จดียิ่งขึน้โดยเติม 
nuclear localization sequence ซึง่เป็นเปปไทด์ประจุบวกสายสัน้เข้าไปยงัพลาสมิดท่ีต้องการจะ
น าส่ง เปปไทด์นีส้ามารถจับกับ polyplex หรือดีเอ็นเอได้ผ่านแรงกระท าระหว่างประจุเพื่อให้
สามารถสง่สญัญาณผ่าน nuclear localization signal (NLS) และเคลื่อนท่ีเข้าสูนิ่วเคลียสของ
เซลล์ได้ ในปี ค.ศ. 2005 Mesika และคณะ ได้ท าการทดลองเติม nuclear localization 
sequence ในการน าส่งยีน พบว่าประสิทธิภาพในการน าส่งยีนผ่านเข้าสู่นิวเคลียสดีขึน้ (67)     
เม่ือดีเอ็นเอเคลื่อนท่ีเข้าสู่นิวเคลียสแล้วจะเกิดกระบวนการ transcription และ translation 
สงัเคราะห์ออกมาเป็นโปรตีนได้ตอ่ไป 

 
 

ภำพที่ 2.7 กลไกการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์โดยพอลเิมอร์ประจุบวก (68) 
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2.7 Cell penetrating peptides (CPPs) และ Trans-activating transcriptional peptide (TAT 
peptide) 

การพฒันาระบบน าสง่ยีนให้มีประสิทธิภาพสงูเป็นเร่ืองท่ีมีการศึกษาวิจัยและพฒันากัน
มาอยา่งตอ่เน่ือง ระบบน าสง่ท่ีได้รับความสนใจใช้อย่างแพร่หลายอีกอย่างหนึ่งก็คือการใช้โปรตีน
ช่วยในการน าสง่ยีน โปรตีนในกลุม่ CPPs เป็นสายเปปไทด์ท่ีประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 5-60 ตวั 
มีความสามารถในการแทรกผ่านเยื่อหุ้มเซลล์และน าสง่ชิน้สว่นเข้าสูไ่ซโตพลาสซึมหรือนิวเคลียส
ของเซลล์เป้าหมายได้ (69) จึงมีการพัฒนาน า CPPs มาใช้ในระบบน าส่งยีนเพื่อให้ได้
ประสทิธิภาพสงูสดุ ซึง่สามารถจ าแนกได้เป็น 3 กลุม่ ได้แก่ 

1. Protein-derived peptides เป็นเปปไทด์สายสัน้ ๆ ท่ีมีสว่นประกอบของโดเมนท่ีช่วยใน
การน าสง่ยีน เรียกว่า Protein Transduction Domains (PTDs) ยกตวัอย่างเปปไทด์ในกลุม่นี ้
ได้แก่ TAT peptide ซึ่งเป็นโปรตีนของเชือ้ไวรัส HIV (human immunodeficiency virus) (70) , 
penetratin จากโปรตีนของ Drosophilia Antennapedia (71) และ pVEC จากโปรตีนในหน ู(72) 

2. Model peptides เป็น CCPs ท่ีมีคุณสมบติัคล้ายกับ CCPs เดิมท่ีรู้คุณสมบติัอยู่แล้ว 
ยกตวัอยา่งเช่น model amphipathic peptide (MAP) (73) 

3. Designed peptides เป็นสายเปปไทด์ท่ีได้รับการออกแบบและสงัเคราะห์ขึน้ใหม่จาก
การน าส่วน hydrophilic และ hydrophobic ของสายเปปไทด์สองชนิดมาหลอมรวมกัน 
ยกตวัอย่างเช่น MPG ท่ีได้จากการผสมสายเปปไทด์ระหว่าง HIV-1 gp41 และ SV40 T-antigen 
(74) 

CPPs เป็นสายเปปไทด์ท่ีมีประจุรวมเป็นบวก เน่ืองจากสว่นใหญ่มีกรดอะมิโนไลซีนและ
อาร์จินีนเป็นองค์ประกอบ โดย TAT peptide เป็น CPPs ท่ีมีการศกึษาและนิยมใช้มากท่ีสดุ ได้รับ
การสงัเคราะห์ขึน้จาก trans-activating transcriptional protein ของเชือ้ HIV-1 มีล าดับ           
กรอะมิโนพืน้ฐานคือ YGRKKRRQRRR (Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg)               
ซึ่งประกอบไปด้วยกรดอะมิโนอาร์จินีนซ า้กัน 6 ต าแหน่งและไลซีน 2 ต าแหน่ง ท าให้มีประจุรวม
เป็นบวกสามารถจับกับประจุลบของดีเอ็นเอได้ดีและมีการศึกษาทดลองพบว่าการใช้                      
TAT peptide จะช่วยเพิ่มประสทิธิภาพและความรวดเร็วในการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์เป้าหมายได้ดี
ขึน้ (75, 76) ซึ่งมีสมมติฐานคาดว่ากลไลท่ีโปรตีนในกลุ่ม CPPs ใช้ในการเข้าเซลล์สามารถ              
เป็นไปได้ 4 กระบวนการ (ภาพท่ี 2.8)  ดงันี ้

1. Formation of peptide lined pores within the membrane กลไลนีย้งัไม่เป็นท่ีทราบ
แนช่ดั แตจ่ะอาศยัการเรียงตวัของเปปไทด์เป็นกลุม่แทรกผา่นรูของเยื่อหุ้มเซลล์ จึงสามารถน าสาร
ผา่นเข้าเซลล์ได้ 
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2. Direct penetration กระบวนการน าส่งสารผ่านกลไกนีจ้ะอาศัยการจับกันผ่าน                
แรงกระท าระหว่างประจุ ประจุบวกในสายเปปไทด์จะจับกับประจุลบบนเยื่อหุ้ มเซลล์ท าให้               
สายเปปไทด์รวมกบัผิวเยื่อหุ้มเซลล์และสามารถน าสง่สารเข้าสูเ่ซลล์ได้โดยไม่ต้องอาศยัพลงังาน 

3. Formation of inverted micelles กลไกการเข้าเซลล์รูปแบบนีอ้าศยัโครงสร้างเปปไทด์
ซึ่งมีความเป็นประจุบวกจับกับประจุลบบนผิวเยื่อหุ้มเซลล์เซลล์ จากนัน้จะเกิดการกลบัหวัของ             
ไมเซลล์ (inverted micelle) โดยหนัเอาด้านท่ีชอบน า้เข้าหากันและหนัด้านท่ีไม่ชอบน า้ออกด้าน
นอก ท าให้เปปไทด์ท่ีจับอยู่กับเยื่อหุ้มเซลล์หลดุเข้ามาอยู่ระหว่างสว่นท่ีชอบน า้และเ ข้าสูภ่ายใน
เซลล์ได้  

4. Endocytosis mediated translocation กลไลนีเ้ป็นวิธีแบบอาศยัพลงังาน โดยจะเกิด
การกินของเซลล์ แล้วสง่ผา่นโมเลกุลทางเยื่อหุ้มเซลล์ เช่น TAT peptide จากเชือ้ไวรัส HIV ให้ผล
ในการขนสง่สารผา่นเข้าสูเ่ซลล์เพาะเลีย้งได้หลายชนิด (77) 

 

 
 

ภำพที่ 2.8 กลไลการเข้าสูเ่ซลล์ของ CPPs, formation of peptide lined pores within the 
membrane (I), direct penetration (II), formation of inverted micelles (III), endocytosis 
mediated translocation (IV) (78) 
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2.8 Tryptophan hydroxylase (TPH) 
TPH เป็นเอนไซม์ท่ีส าคัญในกระบวนการสังเคราะห์สารสื่อประสาทซีโรโทนินจาก             

กรดอะมิโนทริปโตแฟน เร่ิมจากการท่ีทริปโตแฟนท่ีได้รับจากการรับประทานอาหารจะถูกขนสง่เข้า
สูส่มองโดยอาศยัโปรตีนตวัพาท่ีจ าเพาะและถูกเปลี่ยนเป็น 5-hydroxytryptophan (5-HTP) โดย
การท างานของเอนไซม์ TPH ซึ่งในขัน้ตอนนีจ้ัดเป็นขัน้ก าหนดอัตราเร็วในการเกิดปฏิกิริยา             
(rate-limiting step) ในการสังเคราะห์ซีโรโทนิน จากนัน้เอนไซม์ aromatic aminoacid 
decarboxylase (AADC) จะเปลีย่น 5-HTP เป็นซีโรโทนิน และถกูสง่ไปเก็บสะสมไว้ยงัเซลล์ต่าง ๆ 
ของร่างกาย โดยเฉพาะบริเวณ enterochromaffin cells ในระบบทางเดินอาหาร สว่นท่ีเหลอืจะถกู
สง่ไปเก็บไว้ท่ีเซลล์ในระบบประสาทสว่นกลางและเกลด็เลือด ซีโรโทนินบางสว่นอาจถูกสลายจาก
กระบวนการแคตาบอลิซึมภายในร่างกาย ด้วยการท างานของเอนไซม์  monoamine oxidase 
(MAO) และ aldehyde dehydrogenase ได้ผลิตภณัฑ์สดุท้ายเป็น 5-hydroxyindoleacetic acid 
(5-HIAA) (ภาพท่ี 2.9)  

เอนไซม์ TPH สามารถแบง่ได้เป็น 2 ประเภทได้แก่ เอนไซม์ TPH-1 จะท าหน้าที่สงัเคราะห์
ซีโรโทนินใน peripheral tissue เช่น บริเวณ enterochromaffin cells ในระบบทางเดินอาหารแต่
ส าหรับเอนไซม์ TPH-2 จะเป็นเอนไซม์หลกัท่ีท าหน้าท่ีสงัเคราะห์ซีโรโทนินในระบบประสาท
สว่นกลาง (79) ในภาวะท่ีร่างกายขาดทริปโตแฟนความผิดปกติท่ีพบได้ง่ายและบ่อยท่ีสดุคือการ
เกิดความเครียดและอารมณ์แปรปรวน ซึ่งจะเก่ียวข้องกับกลไกการท างานของสารสื่อประสาท      
ซีโรโทนิน (serotonergic mechanisms) หากในภาวะท่ีร่างกายขาดทริปโตแฟนจะท าให้การ
สงัเคราะห์ซีโรโทนินไม่เกิดขึน้หรือเกิดขึน้ได้น้อย มีรายงานการตรวจระดบัซีโรโทนินในผู้ ป่วยโรค
เครียด พบวา่ มีระดบัต ่ากวา่ในคนปกติท่ีมีสขุภาพดีและในผู้ ป่วยกลุม่นีพ้บวา่มีแนวโน้มในการเกิด
โรคซึมเศร้าและเกิดการฆ่าตวัตายต่อไปได้ในท่ีสุด (80) นอกจากนี ้ยงัพบว่าหากยีนท่ีท าหน้าท่ี
สร้างเอนไซม์ TPH-2 เกิดการกลายพันธ์ุหรือเกิดความผิดปกติแบบ single-nucleotide 
polymorphisms (SNPs) จะสง่ผลให้กระบวนการสงัเคราะห์ซีโรโทนินเกิดความผิดปกติ ท าให้เกิด
โรตจิตประสาทได้ เช่น การเกิด depression (81, 82) bipolar disorder (83, 84) และอาจน าไปสู่
พฤติกรรมเสีย่งตอ่การฆา่ตวัตายได้ในท่ีสดุ (85) 
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ภำพที่ 2.9 กระบวนการสงัเคราะห์และสลายซีโรโทนิน (86)  
 

ทัง้นีใ้นงานวิจัยได้น าอนุภาคแม่เหล็กนาโนหุ้มพอลิเมอร์ประจุบวก PMMA/PEI core-
shell magnetic nanoparticles (mag-PEI NP) ท่ีได้พฒันาขึน้มาตรวจสอบคุณลกัษณะทางเคมี
กายภาพ ประเมินประสิทธิภาพพร้อมทัง้ความเป็นพิษต่อเซลล์ภายหลงัการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์
ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 สภาวะการทดลองท่ีเหมาะสมจะถูกเลือกมาใช้ทดสอบการน าสง่ยีน 
TPH-2 ซึง่มีความส าคญัตอ่การผลติสารสือ่ประสาทซีโรโทนินในระบบประสาทสว่นกลาง อีกทัง้ยงั
ได้ทดสอบการเสริมประสทิธิภาพการน าสง่ยีนโดยใช้ mag-PEI NP ร่วมกบั TAT peptide เพื่อช่วย
ให้การเคลื่อนท่ีเข้าสู่เซลล์เกิดขึน้ได้ง่ายและมีประสิทธิภาพมากขึน้  โดยมีความมุ่งหวังในการ
พัฒนาระบบน าส่งยีนแบบไม่อาศัยไวรัสเป็นตัวพาโดยใช้อนุภาคนาโนน าส่งยีนเป้าหมาย          
เพื่อพฒันางานวิจยัในขัน้พืน้ฐานส าหรับตอ่ยอดงานวิจยัในการรักษาโรคโดยใช้ยีนบ าบดัในผู้ ป่วย
โรคจิตประสาทได้ตอ่ไปในอนาคต 
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บทที่  3 
วิธีด ำเนินกำรวจัิย 

 
3.1 เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสำรเคมีที่ใช้ในกำรทดลอง 

เคร่ืองมือ บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 
1. เคร่ืองวดัแสง luminescence (luminometer)   
รุ่น VICTORTM3       

PerkinElmer สหรัฐอเมริกา 

2. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลนืแสง Synergy Mx 
Monochromator-Based Multi-Mode Microplate 
Reader 

BioTek Instruments, 
Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

3. เคร่ืองวดัการดดูกลนืแสง Nanodrop 1000           Thermo Scientific, 
Inc 

สหรัฐอเมริกา 

4. กล้องจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั (inverted 
microscope) รุ่น Olympus CK30    

Olympus ญ่ีปุ่ น 

5. กล้อง confocal laser scaning microscope 
(LSM-700)    

Carl zeiss เยอรมนั 

6. เคร่ือง thermal cycler รุ่น DNA Engine PTC-
200                              

Bio-Rad สหรัฐอเมริกา 

7. เคร่ือง thermal cycler รุ่น PTC-200                              MJ Research, Inc. สหรัฐอเมริกา 
8. เคร่ือง thermal cycler รุ่น Mastercycler EP                              Eppendorf AG เยอรมนี 
9. ชุดถ่ายภาพเจล (Transilluminator และ             
Doc-Print)       

VILBER LOURMAT ฝร่ังเศส 

10. เคร่ืองถ่ายภาพเจล Gel Documentation  
systems (Gel Doc)  

Syngene สหราช
อาณาจกัร 

11. เคร่ือง Micro High Speed Refrigerated 
Centrifuge รุ่น VS-15000CFNII 

Vision Scientific 
Co.,Ltd 

เกาหลใีต้ 

12. เคร่ืองเขยา่ผสม (vortex mixer) รุ่น FINE 
VORTEX    

FINEPCR เกาหลใีต้ 
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13. เคร่ือง vacuum concentrator (DNA 
speedVacs) รุ่น DNA110-230  

Thermo Scientific, 
Inc. 

สหรัฐอเมริกา 
 

14. เคร่ือง cryocentrifuge รุ่น Biofuge Stratos        Kendro Laboratory 
Products 

เยอรมนี 

15. เคร่ืองชัง่แบบละเอียด รุ่น AB204-S CLASSIC             METTLER TOLEDO สวิสเซอร์แลนด์ 
16. ตู้อบ (incubator shaker) Minitron                                   Appropriate 

Technical 
Resources, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

17. ตู้อบเพาะเลีย้ง CO2 (CO2 incubator)                Sheldon 
Manufacturing Inc 

สหรัฐอเมริกา 

18. ตู้อบ (incubator)                                                                                 Memmert เยอรมนี 
19. ตู้ปลอดเชือ้ (class II biosafety cabinet)     
รุ่น NapFLOW (Napco)    

Thermo Scientific, 
Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

20. ตู้ปลอดเชือ้ (larminar flow cabinet)                        E.S.I. FLUFRANCE ฝร่ังเศส 
21. อ่างน า้ควบคมุอุณหภมิู (waterbath)                                                     Memmert เยอรมนี 
22. ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส (Top Open 
Chest Freezer)              

SANYO Electric 
Co.,Ltd 

ญ่ีปุ่ น 

23. ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส (ULT Deep 
Freezer) รุ่น DF8524          

ilShin Lab Co.,ltd. เกาหลใีต้ 

24. ถงั liquid nitrogen รุ่น XT20                                   TAYLOR-WHARTON สหรัฐอเมริกา 
25. เคร่ือง electroporator รุ่น EC100 Thermo Scientific, 

Inc. 
สหรัฐอเมริกา 

 
26. เคร่ือง Zetasizer Nano ZS Malvern 

Instruments, Ltd. 
สหราช

อาณาจกัร 
27. กล้อง Atomic force microscopy (SPA4000) Seiko Instruments, 

Inc. 
ญ่ีปุ่ น 
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อุปกรณ์ บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 
1. Auto pipette (ขนาด 20, 200, 1000 ไมโครลิตร)                                                   GILSON ฝร่ังเศส 
2. Auto pipette (ขนาด 10, 20, 200, 1000 
ไมโครลติร)                                                   

Eppendorf AG เยอรมนี 

3. Pipette aid รุ่น Portable XP                                   Drummond 
Scientific 

สหรัฐอเมริกา 

4. Pipette tips (ขนาด 10, 200, 1000 ไมโครลิตร)                           Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 
5. Barriertips (ขนาด 10, 20, 200, 1000 
ไมโครลติร)                                    

Thermo Fisher 
Scientific Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

6. Microcentrifuge tube (ขนาด 0.5 มิลลลิิตร 
และ 1.5 มิลลลิติร) และ PCR tube       

Continental Lab 
Products, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

7. Centrifuge tube (ขนาด 15 มิลลลิติร และ 50 
มิลลลิติร)              

Corning, Inc. สหรัฐอเมริกา 

8. SUB CELL รุ่น Mini-Sub Cell GT                                     Bio-Rad สหรัฐอเมริกา 
9. SUB CELL รุ่น Wide Mini-Sub Cell GT                            Bio-Rad สหรัฐอเมริกา 
10. เคร่ือง power supply รุ่น POWER PAC 200 
และ 300       

Bio-Rad สหรัฐอเมริกา 

11. เคร่ือง power supply รุ่น SX250 MightySlim 
PSU.          

Hoefer, Inc. สหรัฐอเมริกา 

12. Luminometer plate                                                    PerkinElmer สหรัฐอเมริกา 
13. 96-well cell culture cluster, flat bottom  
with lid      

Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

14. 6-well cell culture cluster, flat bottom     
with lid      

Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

15. Cell culture dish (ขนาด 100 มิลลเิมตร × 20 
มิลลเิมตร)                  

Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

16. Cell culture flask (ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร 

และ 75 ตารางเซนติเมตร) 
Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 
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17. จานเพาะเลีย้งเชือ้ (petri dishes)                                Bibby Sterilin Ltd. สหราช
อาณาจกัร 

18. Disposable serological pipette (ขนาด 5 
มิลลลิติร, 10 มิลลลิติร และ 25 มิลลลิติร) 

Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

19. Pasteur pipette                                                     COPAN innovation สหรัฐอเมริกา 
20. MagnetoFACTOR-96 plate Chemicell GmbH เยอรมนี 

 

สำรเคม ี
 

บริษัทผู้ผลิต 
 

ประเทศ 
1. BACTO-AGAR                                                       Becton Dickinson สหรัฐอเมริกา 
2. Tryptone Peptone                                                  Becton Dickinson สหรัฐอเมริกา 
3. BactoTM Yeast Extract                                            Becton Dickinson สหรัฐอเมริกา 
4. Ampicillin sodium salt Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 
5. 5-Bromo-4-chloro-Indoly-β-D-Galactoside     
(X-gal) 

Bio basic, Inc. แคนนาดา 

6. Isopropyl-β-D-
thiogalactoside(galactopyranoside) 
(IPTG Dioxane Free) 

US Biological สหรัฐอเมริกา 

7. ชุดสกดั PureLinkTM HiPure Plasmid DNA 
Purification Kits   

Invitrogen สหรัฐอเมริกา 

8. NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel เยอรมนี 
9. ชุดสกดัแยกดีเอ็นเอจากเจล Freeze 'N 
Squeeze Spin Columns 

Bio-Rad สหรัฐอเมริกา 

10. Ribonuclease A                                                    Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 
11. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM) powder low glucose with 4.00 mM/L 
Glutamine, 1000 mg/L Glucose and 110 mg/L 
Sodium Pyruvate    

Gibco สหรัฐอเมริกา 

12. Fetal bovine serum (FBS)                                                             Hyclone สหรัฐอเมริกา 
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13. HyQ trypsin 0.25 % with EDTA with 2.5 g 
porcine trypsin without calcium, magnesium       

Hyclone สหรัฐอเมริกา 

14. Phosphate buffered saline  Hyclone สหรัฐอเมริกา 
15. 100x Antibiotic-Antimycotic solution 
10,000 units/ml    Penicillin, 10,000  µg/ml     
Streptomycin Amphotericin B 250 µg/ml      

Hyclone สหรัฐอเมริกา 

16. Thiazoyl blue tetrazolium bromide (MTT) Bio Basic Inc.  แคนนาดา 
17. Dimethyl sulfoxide (DMSO)                                                                            MERCK เยอรมนี 
18. Dimethyl sulfoxide (DMSO), for molecular 
biology                                                                           

Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 

19. TRIzol® RNA Isolation Reagents Invitrogen สหรัฐอเมริกา 
20. Chloroform Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 
21. 2-propanol                                                                 Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 
22. Absolute ethanol                                                                              MERCK เยอรมนี 
23. ชุดน า้ยา Taq DNA polymerase                         New England biolab 

(NEB) 
สหราช

อาณาจกัร 
24. ชุดน า้ยา Pfu DNA polymerase Fermentas สหรัฐอเมริกา 
25. Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP) Fermentas สหรัฐอเมริกา 
26. ชุดน า้ยา ImpromtTM II reverse transcriptase Promega สหรัฐอเมริกา 
27. RNase AWAY (for RNase 
decontamination)                

Continental Lab 
Products, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

28. เอนไซม์ Deoxyribonuclease I (DNase l), 
Amplification Grade                       

Promega 
 

สหรัฐอเมริกา 

29. RiboLockTM RNase Inhibitor Fermentas สหรัฐอเมริกา 
30. Diethyl pyrocarbonate (DEPC)                                   Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 
31. Restriction enzyme, HindIII Fermentas แคนนาดา 
32. Restriction enzyme, XbaI  New England biolab 

(NEB) 
สหราช

อาณาจกัร 
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33. Restriction enzyme, NheI New England biolab 
(NEB) 

สหราช
อาณาจกัร 

34. pGEM-T® easy vector  Promega สหรัฐอเมริกา 
35. T4 DNA Ligase  Takara bio, Inc. ญ่ีปุ่ น 
36. GenePure LE Agarose                                              ISC BioExpress สหรัฐอเมริกา 
37. gene ruler 100-3000 bp DNA ladder                            Fermentas สหรัฐอเมริกา 
38. Ethidium bromide                                                      Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 
39. Acridine orange dye Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 
40. n-butanol MERCK เยอรมนี 
41. Sodium chloride                                                                                 MERCK เยอรมนี 
42. Magnesium chloride                                               APS Finechem ออสเตรเลยี 
43. Sodium acetate                                                           MERCK เยอรมนี 
44. Potassium acetate                                                    Sigma-Aldrich สหรัฐอเมริกา 
45. Tris base                                                                                        Biobasic แคนนาดา 
46. Acetic acid                                                                                Biobasic แคนนาดา 
47. Ethylenediaminetetraacetic acid disodium 

salt                                      
BDH สหราช

อาณาจกัร 
48. Sodium hydroxide                                                Carlo Erba Reagenti อิตาล ี
49. Sodium dodecyl sulfate (SDS)                                     Bio-Rad สหรัฐอเมริกา 
50. Ortho-phosphoric acid 85% MERCK เยอรมนี 
51. Coomassie Brilliant Blue G-250 Dyes Thermo Scientific, 

Inc. 
สหรัฐอเมริกา 

52. Human Brain,Medulla Oblongata Total 
RNA  

BD Biosciences สหรัฐอเมริกา 

53. ชุดน า้ยา LipofectamineTM 2000                                                     Invitrogen สหรัฐอเมริกา 
54. ชุดน า้ยา PolyMAG Chemicell GmbH เยอรมนี 
55. ชุดน า้ยา Luciferase Assay system             Promega สหรัฐอเมริกา  
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3.2 กำรเตรียมและตรวจสอบคุณลักษณะทำงเคมีกำยภำพของ magnetoplex จำกอนุภำค
แม่เหล็กนำโนหุ้มพอลิเมอร์ประจุบวก PMMA/PEI core-shell magnetic nanoparticles 
(mag-PEI NP) จับกับพลำสมิดดีเอ็นเอ 

3.2.1 กำรเตรียม magnetoplex 
 เตรียม stock solution ของ mag-PEI NP โดยละลายในน า้ให้มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร เพื่อน าไปเตรียม complex กับพลาสมิดดีเอ็นเอ (plasmid pGL3-basic vector 
containing CMV promoter/enhancer) (87) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในอัตราสว่น 
N/P ตา่ง ๆ ได้แก่ 0.4, 0.8, 1.6, 4.3, 8.7 และ 17.5 (อตัราสว่น N/P โดยท่ี N คือ ไนโตรเจนอะตอม
ซึ่งเป็นสว่นประกอบของอนุภาคนาโนและ P คือ หมู่ฟอสเฟตของดีเอ็นเอ) จากนัน้บ่มรวมกันท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที mag-PEI NP และพลาสมิดดีเอ็นเอจะจับกันด้วยแรงแรงกระท า
ระหวา่งประจุ (electrostatic interaction) เกิดเป็น complex ท่ีเรียกวา่ “magnetoplex”  

3.2.2 ศึกษำอัตรำส่วนที่ เหมำะสมในกำรจับกันระหว่ำง  mag-PEI NP และ       
พลำสมิดดีเอ็นเอด้วย DNA binding assay โดยใช้วิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 

น า magnetoplex ท่ีเตรียมไว้ในอตัราสว่น N/P ตา่ง ๆ มาทดสอบอตัราสว่นท่ีเหมาะสมใน
การจับกัน โดยน า magnetoplex มาผสมกับ 10X loading dye และน ามาตรวจสอบด้วย          
วิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสใน 1% อะกาโรสเจล ท่ี 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้ย้อมเจลด้วย
สารละลาย ethydium bromide เพื่อให้สามารถมองเป็นแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงยูวี ซึ่งถ้ามีการ  
จับกันระหว่างดีเอ็นเอท่ีมีประจุเป็นลบและอนุภาคแม่เหล็กนาโนท่ีมีประจุเป็นบวก จะท าให้
โมเลกุลมีขนาดใหญ่ขึ ้ืน้ มีน า้หนักมากขึน้ จึงเคลื่อนท่ีได้ช้าลง สามารถเปรียบเทียบได้กับ
แถบพลาสมิดควบคมุ (control plasmid)  

3.2.3 กำรวัดขนำดและค่ำประจุของ mag-PEI NP และ magnetoplex ด้วยเคร่ือง 
Zetasizer Nano ZS ตำมหลักกำร dymamic light scattering   

น า mag-PEI NP และ magnetoplex ท่ีเตรียมไว้ในอตัราสว่น N/P ตา่ง ๆ มาปรับปริมาตร
สดุท้ายด้วยน า้กลัน่ให้เป็น 1 มิลลิลิตรและน ามาวัดขนาดและค่าประจุของอนุภาคท่ีอุณหภูมิ               
25 องศาเซลเซียส pH 7.4 ด้วยเคร่ือง Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., 
Malvern, UK) ตามหลกัการ dymamic light scattering  ซึ่งสามารถอธิบายได้ว่าการเคลื่อนท่ี
ของอนุภาคตลอดเวลาแบบบราวน์เนียนจะสง่ผลกระทบต่อความเข้มแสงท่ีกระเจิงจากอนุภาค 
อนภุาคขนาดใหญ่เคลือ่นท่ีช้าท าให้เกิดความถ่ีของแสงท่ีกระเจิงต ่าและอนุภาคขนาดเล็กเคลื่อนท่ี
ได้เร็วมีความถ่ีของแสงท่ีกระเจิงสงูกวา่ ดงันัน้ อนภุาคขนาดใหญ่อัตราการเปลี่ยนแปลงของแสงท่ี
กระเจิงจะช้ากว่าสัญญาณท่ีได้จากอนุภาคขนาดเล็ก จากนัน้ความถ่ีในการกระเพื่อมขึน้ -ลง             
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ของความเข้มแสงนีจ้ะถูกส่งไปยังหน่วยประมวลผล  เพ่ือน าไปค านวณหาค่าสัมประสิทธ์ิ                   
การแพร่เลือ่นต าแหนง่ (translation diffusion coefficiency) และน าไปหาขนาดของอนภุาค  

ส าหรับการวัดค่าประจุนัน้จะวัดจากค่าศักย์ซีต้า (ζ-potential) ของอนุภาคโดยอาศัย
สมการของเฮนร่ี (Henry’s equation) ในการค านวณ ในการวัดจะใช้หลกัการ Laser Doppler 
Electrophoresis ร่วมกบั Phase Analysis Light Scattering (PALS) และอาศยัคิวเวตชนิดพิเศษ
ท่ีมีขัว้บวกและลบในการวัดค่าศักย์ซีต้าทางอ้อม โดยจะวัดจากอัตราเร็วในการเคลื่อนท่ีของ
อนภุาคเม่ือท าให้อยูภ่ายใต้สนามไฟฟ้า เม่ือมีแสงไปตกกระทบอนภุาค ความแตกตา่งเฟสของแสง
เลเซอร์อ้างอิงและแสงเลเซอร์ท่ีกระเจิงจากอนภุาคท่ีมมุ 17 องศา จะสามารถน ามาค านวณหาค่า 
electophoretric mobility เม่ือแทนคา่ลงในสมการเฮนร่ีก็จะสามารถค านวณหาคา่ศกัย์ซีต้าได้ 

ตวัอยา่ง สมการของเฮนร่ี (Henry’s equation) 
UE = 2εz f(Ka)/3η 

เม่ือ z คือ ศกัย์ซีต้า 
 ε คือ คา่คงท่ีไดอิเลก็ทริก 
 UE คือ อตัราเร็วของอนภุาคหรือ electophoretric mobility ซึง่ได้จากการวดั 
 η คือ ความหนืด 

  f(Ka) คือ ฟังก์ชนัของเฮนร่ี (Henry’s funtion) มีคา่ประมาณ 1.5 หรือ 1.0 
   

3.2.4 ตรวจสอบรูปร่ำงและลักษณะพืน้ผิวโครงสร้ำงระดับอะตอมของ 
magnetoplex ด้วย atomic force microscopy (AFM) 

ศึกษารูปร่างและลักษณะพืน้ผิวโครงสร้างระดับอะตอมของ mag-PEI NP และ 
magnetoplex ในอัตราส่วน N/P 0.8 และ 4.3 ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน า้กลั่นให้เป็น                       
20 ไมโครลิตร หยดสารละลายลงบนแผ่นไมกา ทิง้ไว้ให้แห้ง จากนัน้น าไปตรวจวิเคราะห์รูปร่าง
และลกัษณะพืน้ผิวโครงสร้างระดบัอะตอม ด้วยเคร่ือง AFM รุ่น SPA4000 (Seiko Instruments, 
Inc., Chiba, Japan) ซึ่งมีหลกัการท างาน คือ การผ่านแสงเลเซอร์ไปยงัสว่นปลายแหลม ( tip)   
ของคานยื่นท่ีมีขนาดระดับอะตอม ซึ่งส่วนปลายแหลมของคานนัน้จะไปสมัผัสแบบกระดกใน
ทิศทางขึน้และลงกบัพืน้ผิวของวตัถ ุเม่ือเคร่ือง AFM ลากสว่นปลายแหลมผ่านโครงสร้างระดบันา
โน             แรงปฏิกิริยาท่ีกระท าในแนวตัง้ฉากท่ีเกิดขึน้ระหว่างอะตอมของพืน้ผิวกับปลายแหลม
จะดึงคาน ท าให้คานโก่งงอตัว  จึงสามารถตรวจวัดขนาดของแรงเชิงปฏิสัมพันธ์ระหว่าง
ความสมัพันธ์เชิงต าแหน่งของสว่นปลายแหลมและพืน้ผิวของวตัถุ ท าให้สามารถทราบถึงระดับ
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พลงังานท่ีเกิดขึน้และถูกน ามาแปรสญัญาณร่วมกันเพื่อน ามาสร้างเป็นภาพพืน้ผิวท่ีเป็นลกัษณะ
เชิงโครงสร้างระดบัอะตอมท่ีมีก าลงัการขยายสงูไปแสดงบนจอภาพท่ีเป็นมอนิเตอร์ 

 

3.3 กำรสกัดพลำสมิดจำกเซลล์แบคทีเรียในปริมำณมำก (Maxiprep) 
 การตรวจสอบประสิทธิภาพการน าสง่ยีนโดยใช้ mag-PEI NP เป็นตวัพาจะใช้พลาสมิด    
ดีเอ็นเอในการน าสง่ คือ พลาสมิด pGL-3-basic ท่ีบรรจุ CMV promoter/enhancer (ภาพท่ี 3.1) 
โดยมียีน luciferase เป็นยีนรายงานผลซึ่งถูกควบคุมการแสดงออกโดยโปรโมเตอร์ CMV 
(Cytomegalovirus) (87) พลาสมิดดีเอ็นเอถูกสกัดจากเซลล์แบคทีเรียด้วยชุดสกัด PureLinkTM 
HiPure Plasmid DNA Purification Kits (Invitrogen, CA, USA) ตามหลกัการ alkaline lysis   
เร่ิมจากเลีย้งเซลล์แบคทีเรียโดย pre-cultured ใน TB broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมยา 
ampicilin ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 0.1 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร บม่ท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส 
24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาน าแบคทีเรียท่ีบ่มไว้มา main-cultured ใน LB broth ปริมาตร 500 
มิลลลิติร เติมยา ampicilin ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส 48 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาน าแบคทีเรียท่ีเลีย้งไว้มาป่ันท่ีความเร็ว 4,000 รอบต่อ
นาที นาน 10 นาที เทสว่นใสทิง้และเติมสารละลาย resuspension buffer (R3), lysis buffer (L7) 
และ precipitation buffer (N3) อย่างละ 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเบา ๆ แล้วน ามาป่ันท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาทีดูดเฉพาะส่วนใสเติมลงในคอลมัน์ ท่ีท าการ 
equilibrated แล้ว ภายในคอลมัน์ จะมี anion-exchange resin จับกับประจุลบของดีเอ็นเอท่ีอยู่
ในสว่นใส ขณะท่ีสารอ่ืน ๆ จะถูกชะออกไปด้วย wash buffer 60 มิลลิลิตร จากนัน้ดีเอ็นเอท่ีอยู่
ภายในคอลมัน์จะถูกชะออกมาพร้อมกับ elution buffer 15 มิลลิลิตร จากนัน้ตกตะกอนดีเอ็นเอ
ด้วย 100% isopropanol ปริมาตร 10.5 มิลลิลิตร ป่ันท่ีความเร็วมากกว่า 15,000 รอบต่อนาที 
อุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาทีและล้างตะกอนด้วย 70% เอทานอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งแล้วละลายในน า้กลั่น (deionized water) ปริมาตร 200-500 
ไมโครลิตร วดัความเข้มข้นดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง Nanodrop 1000 (Thermo Scientific,Inc.,MD, 
USA) และปรับให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 1 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร จากนัน้น าสารละลายดีเอ็นเอ
ท่ีได้เก็บไว้ท่ีอุณหภมิู -20 องศาเซลเซียส  
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ภำพที่ 3.1 พลาสมิด pGL-3-basic ท่ีบรรจุ CMV promoter/enhancer และยีน firefly luciferase 
reporter (87) 
 

3.4 ศึกษำประสิทธิภำพของ mag-PEI NP ในกำรน ำส่งยีนและควำมเป็นพิษต่อเซลล์ใน
เซลล์ประสำทเพำะเลีย้ง LAN-5 

3.4.1 กำรเพำะเลีย้งเซลล์ประสำทเพำะเลีย้ง LAN-5 
ในการทดลองนีจ้ะใช้เซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง Human nuroblastoma cell line (LAN-5) 

เป็นเซลล์ต้นแบบในการทดลอง เพาะเลีย้งเซลล์ LAN-5 ใน cell culture flask โดยใช้อาหารเลีย้ง
เซลล์ DMEM ชนิดกลโูคสความเข้มข้นต ่า (Gibco, NY, USA) ท่ีมี 10% FBS (Sigma-Aldrich, 
MO, USA) เลีย้งในสภาวะควบคุมท่ีมี 5% คาร์บอนไดออกไซด์ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส                
จนได้ปริมาณเซลล์ 80% ของพืน้ท่ีโดยประมาณการจากการตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์จึงจะ
น ามาใช้ท าการทดลอง 

3.4.2 ศึกษำประสิทธิภำพของ mag-PEI NP ในกำรน ำส่งยีนเข้ำสู่เซลล์ LAN-5 
เม่ือเซลล์ท่ีท าการเพาะเลีย้งเจริญเต็มท่ีจึงท า trypsinization เปลี่ยนถ่ายเซลล์ลงไปใน 

96-well plate ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ 150 ไมโครลิตร โดยอาหารเลีย้งเซลล์ คือ 10% DMEM               
ใช้จ านวนเซลล์ 5×104 เซลล์ต่อหลมุ จากนัน้เลีย้งต่อไปเป็นเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อให้เซลล์เกาะติด
จานเพาะเลีย้ง จึงเข้าสูก่ระบวนการน าสง่ยีนด้วย magnetoplex ตามอัตราสว่น N/P ท่ีเตรียมไว้ 
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ในการน าสง่ยีนจะอาศยัแรงแม่เหล็กจากภายนอกช่วยเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนเข้าสูเ่ซลล์โดยใช้ 
MagnetoFACTOR-96 plate (Chemicell, Berlin, Germany) เหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนท่ี
ช่วงเวลาต่าง ๆ ได้แก่ 15, 30, 60, 120 และ 180 นาที เปรียบเทียบระหว่างการน าสง่ยีนท่ีถูก
เหน่ียวน าและไม่ถูกเหน่ียวน าด้วย MagnetoFACTOR plate และชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้า 
Lipofectamine 2000™ (Invitrogen, CA, USA), PolyMAG (Chemicell, Berlin, Germany) 
และ naked DNA เพื่อยืนยนัและเปรียบเทียบผลการทดลอง การน าสง่ยีนโดยใช้น า้ยาแต่ละชนิด
จะท าการทดลองจ านวนสามซ า้ (triplicate) ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีปราศจากซีรัม (serum free 
medium) เม่ือท าการถ่ายโอนยีนท่ีช่วงเวลาตา่ง ๆ เสร็จ จึงเปลีย่นอาหารเลีย้งเซลล์เป็นแบบมีซีรัม
และบม่เลีย้งเซลล์ตอ่อีก 24 ชัว่โมงก่อนจะน ามาท าการตรวจวดั ในการประเมินประสิทธิภาพการ
น าสง่ magnetoplex เข้าสูเ่ซลล์  LAN-5 จะตรวจวดัจากคา่สญัญาณ luciferase ด้วย Luciferase  
assay system (Promega, WI, USA) และน าผลท่ีได้มา normalization ด้วยการวัดปริมาณ
โปรตีนทัง้หมดในเซลล์ด้วย Bradford assay เพื่อน ามาใช้ในการค านวนค่า Relative Light unit 
(RLU) ให้มีความถกูต้องมากขึน้  

Luciferase assay 
ในการศึกษาวิจัยครัง้นีไ้ด้เลือกใช้พลาสมิดดีเอ็นเอ pGL3-basic vector containing 

CMV enhancer promoter ซึ่งมียีนของเอนไซม์ firefly luciferase (luciferase reporter gene 
construct) (87) เพื่อประเมินประสทิธิภาพของอนภุาคแม่เหลก็นาโนหุ้มพอลเิมอร์ประจุบวกในการ
น าสง่ยีน โดยใช้ชุดน า้ยา Luciferase  assay system (Promega, WI, USA) วดัการแสดงออก
ของยีน เอนไซม์ Firefly luciferase จะเข้าไปคะตะไลซ์ substrate คือ luciferin เกิดปฏิกิริยา 
oxidation เปลี่ยนเป็น oxyluciferin โดยมี ATP และ Mg2+ เป็น cosubstrate ช่วยในการ
เกิดปฏิกิริยา จากนัน้พลงังานเคมีท่ีเกิดขึน้จะเปลี่ยนเป็นพลงังานแสง จึงสามารถตรวจวัดการ
แสดงออกของยีนได้ 

 

 
 

ภำพที่ 3.2 การเกิดปฏิกิริยา bioluminescent จาก firefly luciferase (56) 
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Bradford assay 
 การวดัปริมาณโปรตีนทัง้หมดในเซลล์ด้วย Bradford assay มีหลกัการ คือ สี Coomassie 
Brilliant Blue G-250 หรือ Bradford’s reagent ภายใต้สภาวะกรดจะมีสีออกน า้ตาลแดง แต่เม่ือ
ท าปฏิกิริยากับโปรตีนในสิ่งตวัอย่างจะเปลี่ยนเป็นสีน า้เงิน เม่ือมีปริมาณกรดอะมิโนมากสีจะยิ่ง
เข้มมากขึน้ โดยสามารถวดัการเปลีย่นแปลงของสไีด้ท่ีความยาวคลืน่ 595 นาโนเมตร  
  

 
 

ภำพที่ 3.3 การเกิดปฏิกิริยาระหวา่งส ีCoomassie Brilliant Blue G-250 กบัโปรตีน (88)  
 

3.4.3 ประเมินควำมเป็นพิษของ mag-PEI NP ต่อเซลล์ LAN-5 
ประเมินความเป็นพิษของ magnetoplex ต่อเซลล์ LAN-5 โดยน าเซลล์ท่ีถ่ายโอนยีนเข้า

ไปแล้วตามวิธีในข้อ 3.4.2 มาประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์ ด้วยวิธี MTT assay (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีวดัการเปลี่ยนแปลง
ของส ี(colorimetric assays) ในเซลล์ท่ีมีชีวิตจะสามารถผลิตเอนไซม์ mitochondrial reductase 
มารีดิวซ์สาร MTT ซึ่งเป็นสารสีเหลือง เกิดเป็นตะกอน formazan สีม่วง สามารถละลายตะกอน 
formazan ด้วยสารตวัท าละลาย เช่น dimethyl sulfoxide (DMSO) จากนัน้วดัค่าการดูดกลืนแสง 
(absorbance) ด้วยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคลืน่ 550 นาโนเมตร ปริมาณตะกอน
จะแปรผันตามปริมาณเซลล์ท่ียังมีชีวิตอยู่และสามารถน ามาค านวณหาอัตราการรอดชีวิต                
ของเซลล์ได้ 
 ในการประเมินความเป็นพิษของ magnetoplex ต่อเซลล์ LAN-5 จะใช้น า้ยา MTT ความ
เข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร์, pH 7.5 น ามากรองด้วย                 
syringe filter ขนาด 0.2 ไมครอน โดยจะน าน า้ยา MTT มาทดสอบกบัเซลล์ท่ีถ่ายโอนยีนแล้วเลีย้ง
ตอ่อีกเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีปราศจากซีรัมปริมาตร 200 ไมโครลติร แตล่ะหลมุ
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จะมีความเข้มข้นสดุท้ายของน า้ยา MTT เป็น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนัน้บ่มเซลล์ร่วมกับ
น า้ยา MTT ต่ออีก 4 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาดูดอาหารเลีย้งเซลล์ออกจนหมด ระวังอย่าให้โดน
ตะกอนติดมาและละลายตะกอน formazan สีม่วงท่ีเกิดขึน้ด้วย DMSO ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
ผสมให้ตะกอนละลายใน DMSO จนหมดและน าไปป่ันท่ีความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  
10 นาที เม่ือครบเวลาดูดสารละลายสว่นบนปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาวดัการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลืน่ 550 นาโนเมตรและค านวณหาอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ ดงันี ้

- Cell viability (%) =   ความเข้มสท่ีีวดัจากตวัอยา่ง   × 100 
             ความเข้มสจีากกลุม่ควบคมุ  
 

 
 

ภำพที่ 3.4 การเกิดปฏิกิริยา oxidation โดยเอนไซม์ mitochondrial reductase (57) 
 

3.4.4 ตรวจสอบกำรเข้ำสู่เซลล์ของอนุภำค  
เพื่อยืนยันและตรวจติดตามการน าส่งยีนโดยใช้ mag-PEI NP เป็นตัวพา จะท าการ

ตรวจสอบการเข้าสู่เซลล์ของอนุภาคโดยน า mag-PEI NP มาติดฉลากด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ 
rhodamine-B-Isothiocyanate (RITC) (Mirus Bio LLC, WI, USA) mag-PEI NP จะถูกน ามา
เตรียม magnetoplex กับ พลาสมิดดีเอ็นเอในอัตราสว่น N/P ท่ีเหมาะสมจากการทดลองในข้อ 
3.4.2 จากนัน้น าสง่ magnetoplex เข้าสูเ่ซลล์ เปรียบเทียบระหวา่งการน าสง่ท่ีถูกเหน่ียวน าและไม่
ถูกเหน่ียวน าด้วย MagnetoFACTOR plate (Chemicell, Berlin, Germany) เป็นเวลา 60 นาที     
ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีปราศจากซีรัม เม่ือครบเวลาเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นแบบมีซีรัมและ        
บม่เลีย้งเซลล์ตอ่จบครบ 24 ชัว่โมง ในการตรวจสอบการเข้าสูเ่ซลล์ของอนุภาคจะน าเซลล์ LAN-5                 
มาย้อมด้วยส ีacridine orange ความเข้มข้น 1 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร เป็นเวลา 15 นาทีเพื่อดูโครง
ร่างของเซลล์ จากนัน้ล้างเซลล์ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์และน ามาตรวจสอบด้วยกล้อง 
confocal laser scaning microscope (CLSM) LSM 700 (Carl zeiss, Berlin, Germany) โดยส ี
RITC มี exicitation ท่ี 546 นาโนเมตร และ emission ท่ี 576 นาโนเมตร ส าหรับสี acridine 
orange มี excitation ท่ี 405 นาโนเมตร และ emission ท่ี 525 นาโนเมตร ผลการตรวจสอบการ
เข้าสูเ่ซลล์ของอนภุาคจะถกูวิเคราะห์และประมวลผลด้วยโปรแกรม LSM 700 ZEN 2009 
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3.5 ศึกษำกำรเพิ่มประสิทธิภำพในกำรน ำส่งยีนของ magnetoplex ด้วย TAT peptide และ
กำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์ของ magmetoplex /TAT ในเซลล์ประสำทเพำะเลีย้ง 
LAN-5 
 3.5.1 กำรเตรียม magmetoplex /TAT peptide 
 เลอืก magnetoplex ในอตัราสว่น N/P ท่ีมีประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนสงูสดุและมีความ
เป็นพิษตอ่เซลล์ต ่าจากการทดลองในข้อ 3.4.2 และ 3.4.3 เพื่อน ามาทดสอบการน าสง่ยีนร่วมกับ
การใช้ TAT peptide ในขัน้แรก mag-PEI NP ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะถูกน ามา
เตรียม magnetoplex โดยใช้พลาสมิดดีเอ็นเอ (plasmid pGL3-basic vector containing CMV 
promoter/enhancer (87) ตามอัตราส่วน N/P ท่ีเหมาะสม บ่มรวมกันท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา            
30 นาที จากนัน้ผสม TAT peptide ในสารแขวนลอยของ magnetoplex ให้มีความเข้มข้นสดุท้าย 
ตา่ง ๆ คือ 1.25, 2.50, 5, 25, 50, 100 และ 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มต่อท่ีอุณหภูมิห้องอีก 
30 นาที  จะไ ด้ complex ของ TAT peptide ท่ี เคลือบบน magnetoplex เ กิดเ ป็น 
magnetoplex/TAT peptide complex อยา่งสมบูรณ์  

3.5.2 กำรวัดขนำดและค่ำประจุของ magnetoplex/TAT peptide ด้วยเคร่ือง 
Zetasizer Nano ZS ตำมหลักกำร dymamic light scattering   

น า complex ท่ีเตรียมไว้ในอัตราสว่นต่าง ๆ มาปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยน า้กลัน่ให้เป็น           
1 มิลลิลิตร จากนัน้น ามาวัดขนาดและค่าประจุของอนุภาคท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส                 
ด้วยเคร่ือง Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) ตามหลกัการ 
dymamic light scattering ท่ีกลา่วไปในข้อ 3.2.3 

3.5.3 ศึกษำกำรเพิ่มประสิทธิภำพในกำรน ำส่งยีนของ magnetoplex ด้วย TAT 
peptide ในกำรน ำส่งยีนเข้ำสู่เซลล์ LAN-5 

เพาะเลีย้งเซลล์ LAN-5 ตามสภาวะท่ีกลา่วไปแล้วข้างต้น เม่ือเซลล์เจริญเต็มท่ีจึงท า 
trypsinization เปลีย่นถ่ายเซลล์ลงไปใน 96-well plate ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ 150 ไมโครลิตร โดย
อาหารเลีย้งเซลล์ คือ 10% DMEM ใช้จ านวนเซลล์ 5×104 เซลล์ต่อหลมุ จากนัน้เลีย้งต่อไปเป็น
เวลา 24 ชั่วโมงเพื่อให้เซลล์เกาะติดจานเพาะเลีย้ง จึงเข้าสูก่ระบวนการน าสง่ยีนด้วย complex 
ตามอัตราส่วนท่ีเตรียมไว้ (ข้อ 3.5.1) ในการน าส่งยีนจะอาศัยแรงแม่เหล็กจากภายนอกช่วย
เหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนเข้าสู่เซลล์โดยใช้ MagnetoFACTOR-96 plate (Chemicell, Berlin, 
Germany) ท่ีเวลา 60 นาที เปรียบเทียบระหว่างการน าสง่ยีนท่ีถูกเหน่ียวน าและไม่ถูกเหน่ียวน า
ด้วย MagnetoFACTOR plate และชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้า Lipofectamine 2000™ 
(Invitrogen, CA, USA), PolyMAG (Chemicell, Berlin, Germany) และ naked DNA เพื่อยืนยนั
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และเปรียบเทียบผลการทดลอง การน าสง่ยีนโดยใช้น า้ยาแต่ละชนิดจะท าการทดลองจ านวนสาม
ซ า้ (triplicate) ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีปราศจากซีรัม (serum free medium) เม่ือทดสอบการ
น าสง่ยีนท่ีเวลาต่าง ๆ เสร็จ จึงเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นแบบมีซีรัมและบ่มเลีย้งเซลล์ต่ออีก      
24 ชั่วโมงก่อนจะน ามาท าการตรวจวดั ในการประเมินประสิทธิภาพการน าสง่ comtoplex เข้าสู่
เซลล์ LAN-5 จะตรวจวัดจากค่าสัญญาณ luciferase ด้วย Luciferase assay system 
(Promega, WI, USA) และน าผลท่ีได้มา normalization ด้วยการวดัปริมาณโปรตีนทัง้หมดโดยใช้ 
Bradford assay เพื่อน ามาใช้ในการค านวนค่า Relative Light unit (RLU) ให้มีความถูกต้อง   
มากขึน้ 

3.5.4 ประเมินควำมเป็นพิษของ magmetoplex /TAT ต่อเซลล์ LAN-5 
ประเมินความเป็นพิษของ complex ตอ่เซลล์ LAN-5 โดยน าเซลล์ท่ีถ่ายโอนยีนเข้าไปแล้ว

ตามวิธีในข้อ 3.5.3 มาประเมินความเป็นพิษตอ่เซลล์ ด้วยวิธี MTT assay ตามหลกัการท่ีกลา่วไป
ในข้อ 3.4.3 

 

3.6 ศึกษำประสิทธิภำพในกำรน ำส่งยีน TPH-2 เข้ำสู่เซลล์ประสำทเพำะเลีย้ง LAN-5 
3.6.1 โคลนยีน TPH-2 และกำรสร้ำงเวคเตอร์ส ำหรับกำรแสดงออกของยีน TPH-2 

(pGL3-CMV-TPH-2) 
ในการตรวจติดตามประเมินผลระบบน าสง่ยีนท่ีพฒันาขึน้เพื่อน ามาประยุกต์ใช้ทางด้าน

ยีนบ าบดันัน้ ขัน้ตอนแรกได้โคลนยีน TPH-2 ซึ่งมีสว่นส าคญัในการผลิตเอนไซม์ในกระบวนการ
สงัเคราะห์สารสื่อประสาทซีโรโทนิน โดยเร่ิมจากการสงัเคราะห์ cDNA ด้วยปฏิกิริยา reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) โดยใช้ Human Brain, Medulla 
Oblongata Total RNA (CLONTECH cDNA panels, BD Biosciences, NJ, USA) เป็นแม่แบบ
และใช้เอนไซม์ ImPromt-IITM reverse transcriptase (Promega, WI, USA) ในการสงัเคราะห์            
ในปฏิกิริยา RT-PCR 20 ไมโครลติร ประกอบด้วย 

- 1 µg Human brain medulla oblongata (BD Biosciences, NJ, USA) 
- 1X Improm-II TM reaction buffer (Promega, WI, USA) 
- 0.4 µM primer (oligo dT15) (Bio basic, Inc., Ontario, Canada) 
- 1.5 mM MgCl2 (APS Finechem, MA, USA) 
- 0.5 mM dNTP mix (Promega, WI, USA) 
- 1 µl Improm-II TM reverse transcriptase (Promega, WI, USA) 
- 20 U RibolockTM RNase Inhitbitor (Fermentas, MD, USA) 
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ขัน้ตอนของ RT-PCR มีดงันี ้
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เม่ือได้ cDNA แล้ว ท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณยีน TPH-2 ด้วยไพรเมอร์ท่ีออกแบบจ าเพาะ

ต่อยีน TPH-2 ได้แก่ Tph2-NheI_pGL-CMV มีล าดบัเป็น 5’-CCT gCT AgC gCC TTC CTC 
TCA ATC TC-3’และ Tph2-XbaI_pGL-CMV  มีล าดบัเป็น 5’-CCC gCT CTA gAT AgT TCC 
Agg CAT CAA ATC C-3’ ผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีคาดว่าจะได้มีขนาด 1,585 bp ในการท า PCR 
(ตารางท่ี 3.4) ปฏิกิริยา 25 ไมโครลติร ประกอบด้วย 

 

เตรียม reverse transcription mix บม่ท่ี 25 oC เป็นเวลา 5 นาท ี
 

บม่ท่ี 70oC เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้จุ่มลงในน า้แข็งทนัทีเป็นเวลา 5 นาที 
 

RNA template 1 µg + oligo(dT15) primer 0.4 µM 

 

ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ reverse transcriptase ท่ี 70oC 15 นาท ี
 

สงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายแรกท่ี 42oC 65 นาที 

Complementary DNA  
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-1.3x Pfu Buffer (Fermentas, MD, USA) 
- 2.6 mM MgSO4 (Fermentas, MD, USA) 
- 5% DMSO (Sigma-Aldrich, MO, USA) 
- 2 mM dNTP mix (Fermentas, MD, USA) 
- 0.5 µM primer (Bio basic, Inc., Ontario, Canada) 
- 0.625 U Taq DNA polymerase (Fermentas, MD, USA) 
- 0.3125 U Pfu DNA polymerase (Fermentas, MD, USA) 
- 5 ไมโครลติร cDNA template 

เน่ืองจาก Pfu DNA polymerase มี 2.6x10-6 errors per nt per cycle ซึ่งต ่ากว่า               
Taq DNA polymerase แต่การใช้ Pfu DNA polymerase จะได้ชิน้ผลิตภณัฑ์ PCR มีปลายเป็น 
blunt end ดงันัน้จึงผสม Taq DNA polymerase ลงไปเติมในปฏิกิริยา ท าให้ผลติภณัฑ์ PCR ท่ีได้               
มีปลายเป็น A tail สามารถเช่ือมต่อกับ pGEM-T® easy vector (Promega, WI, USA) ได้โดยตรง 
โดยมีสภาวะส าหรับการท า PCR ดงันี ้

95oC    2 min 
95oC   30 sec 
65oC   30 sec 
68oC   2 min 
68oC   10 min 
4oC   

หลังจากไ ด้ผลิตภัณฑ์  PCR จึ งสกัดแยก ชิ น้ ดี เ อ็ น เอออกจากเจล ด้วยชุ ด                          
Freeze 'N Squeeze Spin Columns (Bio-Rad, CA, USA) (ภาพท่ี 3.6) ตดัเจลบริเวณดีเอ็นเอ
เป้าหมายท่ีต้องการและหัน่เจลเป็นชิน้เล็ก ๆ  น าชิน้เจลท่ีได้ย้ายไปยงัคอลมัม์ของชุดสกัด บ่มท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาทีและป่ันท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา      
3 นาที เม่ือครบเวลาป่ันเหวี่ยงจึงน าน า้ส่วนใสท่ีได้จากการป่ันมาตกตะกอนดีเอ็นเอ (DNA 
precipitation) เติมน า้ให้ได้ปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 ไมโครลิตรเติม 3 โมลาร์ โซเดียมอะซิเตด 
(pH 5.5) 10 ไมโครลิตร และเติม 100% เอทานอล 220 ไมโครลิตร จากนัน้บ่มท่ีอุณหภูมิ              
-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปป่ันท่ีความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที 10 นาที             
เม่ือครบเวลาล้างตะกอนด้วย 70% เอทานอล 200 ไมโครลิตร ตากตะกอนให้แห้ง โดยใช้             

35 cycles 
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Speed Vac เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยน า้ 10-20 ไมโครลิตร และบ่มท่ี
อุณหภมิู 65oC  เป็นเวลา 10 นาท ี

 

 
 

ภำพที่ 3.5 ขัน้ตอนสกดัดีเอ็นเอจากเจล (89) 
 

เม่ือตกตะกอนดีเอ็นเอแล้วเช่ือมชิน้ดีเอ็นเอท่ีได้เข้ากับ pGEM-T® easy vector 
(Promega, WI, USA) ในปฏิกิริยา ligation reaction 10 ไมโครลติร ประกอบด้วย 

- 1x Rapid Ligation buffer (Promega, WI, USA) 
- 25 ng pGEM-T® easy vector (Promega, WI, USA) 
- 3 Weiss units T4 DNA Ligase (Takara bio, Inc., Shiga, Japan) 
- DNA template 

น า ligation reaction ท่ีได้บม่ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 16-18 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาเติม
น า้ให้ครบ 10 ไมโครลติร บม่ท่ีอุณหภมิู 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีแล้วถ่ายโอนยีนเข้าสู ่
Escherichia coli ด้วยวิธี electroporation โดยน า ligation reaction ท่ีเตรียมไว้มาเติม n-butanol 
200 ไมโครลิตร ป่ันท่ีความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิง้แล้ว                   
ตากตะกอนให้แห้ง โดยใช้ Speed Vac เป็นเวลา 5 นาที เติมน า้ 20 ไมโครลิตร จากนัน้น า
แบคทีเรียผสมกับ ligation reaction แล้วดูดสว่นผสมท่ีได้ใส ่electroporation cuvettes ขนาด                 
0.1 เซนติเมตร ท่ีความต่างศกัย์ไฟฟ้า 1800 โวลต์ เม่ือถ่ายโอนเสร็จรีบเติม LB-broth ท่ีเย็น แล้ว
จึงน าแบคทีเรียไปเลีย้งท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาน าแบคทีเรีย spread 
ลงบน LB agar ท่ีมี X-gal ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 40 ไมโครลิตร                
(Bio basic, Inc., Ontario, Canada) และ IPTG 40 ไมโครลิตร ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์      
(US Biological, MA, USA) บ่มท่ี อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 12-16 ชั่วโมง จากนัน้จึงคดัเลือก   
พลาสมิดท่ีมีการเช่ือมต่อกับชิน้ผลิตภณัฑ์ PCR ด้วยวิธีโคโลนี PCR ในปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย 
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- 1.3x Pfu Buffer (Fermentas, MD, USA) 
- 2.6 mM MgSO4 (Fermentas, MD, USA) 
- 5% DMSO (Sigma-Aldrich, MO, USA) 
- 2 mM dNTP (Fermentas, MD, USA) 
- 0.5 µM primer (SP6, T7) (Bio basic, Inc., Ontario, Canada) 
- 0.625 U Taq DNA polymerase (Fermentas, MD, USA) 

สภาวะส าหรับการท า PCR เป็นดงันี ้
94oC    3 min 
94oC   30 sec 
50.1oC   30 sec 
70oC   2 min 
70oC   5 min 
4oC   

 

จากนัน้เลือกโคโลนีท่ีมีชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีต้องการมาเลีย้งต่อใน LB-broth ท่ีมี Amplicilin 
เ ป็น เวลา  12-16 ชั่ ว โมง จากนัน้น าแบคที เ รีย ท่ี เลี ย้ ง ไ ว้มาสกัดพลาสมิด ด้วยชุด 
NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel, Düren, Germany) และยืนยนัผลการโคลนยีนโดย
การตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NheI และ XbaI โดยในปฏิกิริยาประกอบด้วย 

- Buffer2 (NEB, Hertfordshire, UK)     
- 10x BSA (1มิลลกิรัมตอ่มิลลลิิตร) (NEB, Hertfordshire, UK)        
- NheI (10 unit) (Fermentas, MD, USA)  
- XbaI (20 unit) (NEB, Hertfordshire, UK)   
- Template    

น าพลาสมิดท่ีตัดเอนไซม์บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 ชั่วโมง และ
ตรวจสอบผลการทดลองด้วยวิธีอิเลก็โตรโฟรีซิสหลงัจากได้ชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีต้องการภายหลงัจาก
ถูกตดัเอนไซม์แล้วให้แยกชิน้ดีเอ็นเอเป้าหมายออกจากเจลด้วยชุด Freeze 'N Squeeze Spin 
Columns (Bio-Rad, Hercules, USA) ตามวิธีท่ีกลา่วไปแล้วข้างต้น จากนัน้จึงย้ายยีนเป้าหมายท่ี
ได้สู่ pGL3-basic containing CMV promoter/enhancer ซึ่งมีการดัดแปลงให้มี CMV 
promoter/enhancer region เพื่อปรับปรุงการแสดงออกของยีนในเซลล์เพาะเลีย้งมนุษย์ (87)   

35 cycles 
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โดยเช่ือมชิน้ดีเอ็นเอท่ีได้เข้ากับ pGL3-basic containing CMV promoter/enhancer ในปฏิกิริยา     
10 ไมโครลติร ประกอบด้วย  

- 1X Rapid Ligation buffer (Promega, WI, USA) 
- 3  Weiss units T4 DNA Ligase (Takara bio, Inc., Shiga, Japan) 
- pGL3-basic containing CMV promoter/enhancer cut with HindIII, 
XbaI  
- DNA template 
 

น า ligation reaction ท่ีได้บม่ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 16 ชัว่โมง แล้วถ่ายโอนยีนเข้าสู ่
Escherichia coli ด้วยวิธี electroporation ตามท่ีกล่าวไปข้างต้น เม่ือถ่ายโอนเสร็จรีบเติม              
LB-broth ท่ีเย็น แล้วจึงน าแบคทีเรียไปเลีย้งท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา
น าแบคทีเรีย spread ลงบน LB agar ท่ีท่ีมี X-gal ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 
40 ไมโครลิตร (Bio basic, Inc., Ontario, Canada) และ IPTG 40 ไมโครลิตร ความเข้มข้น 100 
มิลลโิมลาร์ (US Biological, MA, USA) บม่ท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส 12-16 ชัว่โมง จากนัน้จึง
คดัเลอืกพลาสมิดท่ีมีการเช่ือมตอ่กบัชิน้ผลติภณัฑ์ PCR ด้วยวิธีโคโลนี PCR เลีย้งเชือ้จากโคโลนีท่ี
เลือกได้ใน LB-broth ท่ีมี Amplicilin เป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง และน าแบคทีเรียท่ีเลีย้งไว้มาสกัด 
พลาสมิดด้วยชุด NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel, Düren, Germany) ยืนยนัผลการ
โคลนยีนด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ HindIII และ XbaI จากนัน้ตรวจสอบล าดบัเบสของชิน้ดีเอ็นเอ
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลด้วยวิธี DNA sequencing เพื่อยืนยนัความถูกต้องเป็นล าดบัสดุท้าย  
จึงได้พลาสมิดท่ีบรรจุยีน TPH-2 ให้ช่ือวา่ pGL2-CMV-TPH-2 

3.6.2 กำรน ำส่งยีน TPH-2 เข้ำสู่เซลล์ LAN-5 
สกัดพลาสมิด pGL3-CMV-TPH-2 ด้วยชุดน า้ยา PureLinkTM HiPure Plasmid DNA 

Purification Kits (Invitrogen, CA, USA) ตามหลกัการ alkaline lysis ท่ีได้กลา่วไปข้างต้น             
เม่ือเซลล์ท่ีท าการเพาะเลีย้งเจริญเต็มท่ีจึงท า trypsinization เปลี่ยนถ่ายเซลล์ลงไปใน                 
6-well plate ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ 2 มิลลิลิตร โดยใช้จ านวนเซลล์ 7.5×105 เซลล์ต่อหลมุ จากนัน้
เลีย้งตอ่ไปเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อให้เซลล์เกาะติดจานเพาะเลีย้ง จึงเข้าสูก่ระบวนการถ่ายโอนยีน           
โดยใช้ mag-PEI NP/DNA ในอัตราสว่น N/P ท่ีมีประสิทธิภาพในการน าสง่ยีนสงูสดุและมีความ
เป็นพิษต่อเซลล์ต ่าจากการทดลองในข้อ 3.4.2 และ 3.4.3 เช่นเดียวกับการถ่ายโอน 
magnetoplex/TAT peptide ซึ่งเลือกในอัตราส่วนท่ีมีประสิทธิภาพในการน าส่งยีนสูงสดุและ         
มีความเป็นพิษต่อเซลล์ต ่าจากการทดลองในข้อ 3.5.3 และ 3.5.4 เป็นตัวพาในการน าส่งยีน            
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TPH-2 เข้าสูเ่ซลล์ LAN-5 ขัน้ตอนการน าสง่ยีนจะอาศยัแรงแม่เหล็กจากภายนอกช่วยเหน่ียวน า
การถ่ายโอนยีนเข้าสูเ่ซลล์โดยใช้ MagnetoFACTOR-96 plate (Chemicell, Berlin, Germany)          
ท่ีเวลา 60 นาท ีเปรียบเทียบระหวา่งการน าสง่ยีนท่ีไม่ถกูเหน่ียวน าด้วย MagnetoFACTOR plate,         
ชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้าท่ีเป็น liposome-based carrier คือ Lipofectamine 2000™ 

(Invitrogen, CA, USA), ชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้าที่เป็น magnetic-coated polymeric carrier 
คือ PolyMAG (Chemicell, Berlin, Germany) และ naked DNA เพื่อยืนยนัและเปรียบเทียบผล
การทดลองการน าส่งยีนโดยใช้น า้ยาแต่ละชนิดท าการทดลองจ านวนสามซ า้ (triplicate)                
ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีปราศจากซีรัม (serum free medium) เม่ือท าการถ่ายโอนยีนเสร็จ              
จึงเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นแบบมีซีรัมและบ่มเลีย้งเซลล์ต่ออีก 18, 24 ชั่วโมง 3 และ 7 วนั 
ก่อนจะน ามาท าการตรวจวดัการแสดงออกของยีนท่ีช่วงเวลาตา่ง ๆ ด้วย RT-PCR  

3.6.3 กำรสกัดอำร์เอ็นเอจำกเซลล์เพำะเลีย้ง 
น าเซลล์ท่ีท าการน าสง่ยีน TPH-2 แล้วมาสกดัอาร์เอ็นเอเพื่อตรวจสอบการแสดงออกของ

ยีน ขัน้แรกล้างเซลล์ด้วย phosphate buffered saline (HyClone,CA, USA) 2 ครัง้ แล้วเติมน า้ยา 
TRIzol (Invitrogen, CA, USA)ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปในจานเพาะเลีย้ง บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง      
5 นาท ีปิเปตต์สารละลายเซลล์ท่ีได้ใสห่ลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเติม 
chloroform ท่ีเย็นลงไป 200 ไมโครลิตร ต่อปริมาตรน า้ยา TRI-Reagent 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้า
กันแล้วน าไปป่ันท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วไม่เกิน 12,000 รอบต่อนาที                  
นาน 15 นาที สารละลายท่ีได้จะแยกออกเป็น 3 ชัน้ ชัน้ลา่งสดุของหลอดคือชัน้ท่ีมีสีแดงซึ่งเป็น   
ชัน้ของ organic phase (phenol-chloroform phase) ถดัขึน้มาเป็นชัน้ interphase และบนสดุคือ
ชัน้น า้สว่นใสเป็นชัน้ของ aqueous phase ซึ่งอาร์เอ็นเอจะอยู่ในชัน้นี ้จากนัน้ดูดเฉพาะสว่นใส    
ชัน้บนสดุมาท าการตกตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 100% Isopropanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตรต่อ
ปริมาตรน า้ยา TRI-Reagent 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส                     
นาน 30 นาที เม่ือครบเวลาน าไปป่ันท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วไม่เกิน                  
12,000 รอบตอ่นาที นาน 10 นาที และล้างตะกอนด้วย 75% เอทานอล ปริมาตร 1 มิลลลิิตร ป่ันท่ี
อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วไม่เกิน 7,500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที สดุท้ายตาก
ตะกอนอาร์เอ็นเอให้แห้งแล้วละลายด้วยน า้ท่ีปราศจากเอนไซม์ RNase (DEPC-treated water)  
ท่ีอุณหภูมิ 55-65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ซึ่งสารละลายอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้นีส้ามารถเก็บ
รักษาไว้ท่ีอุณหภมิู -80 องศาเซลเซียส 
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3.6.4 ตรวจสอบกำรแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR  
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน TPH-2 ท่ีน าสง่เข้าสูเ่ซลล์ LAN-5 โดยใช้ตวัพาชนิดต่าง ๆ 

จากการทดลองในขัน้ 3.6.2 ด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ชุดน า้ยา Impromt IITM reverse 
transcription (Promega, WI, USA) ซึ่งการทดลองนีใ้ช้ยีนควบคุมคือ Glyceraldehyde                    
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) ขัน้แรกน าตะกอนอาร์เอ็นเอท่ีสกัดแยกได้จากเซลล์   
ในขัน้ 3.6.3 ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง 
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific,Inc, MD, USA) และน ามาเจือจางด้วยน า้ให้มีความเข้มข้น
เป็น 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร จากนัน้ก าจัดดีเอ็นเอท่ีปนเปื้อนจากขัน้ตอนการสกัดอาร์เอ      
โดยใช้เอนไซม์ Deoxyribonuclease l (DNase l) (Promaga, Madison, USA) ดงัตารางท่ี 3.1   

 

ตำรำงที่ 3.1 ขัน้ตอนการเติมน า้ยาเพื่อก าจดัดีเอ็นเอปนเปือ้นออกจากตวัอยา่งอาร์เอ็นเอ 
 

น ำ้ยำ ปริมำตรต่อ 1 ปฏิกิริยำ (ไมโครลิตร) 
10X DNase I Reaction buffer 1 
DNase I 1 
DEPC-treated water 6 
RNA (100 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร) 2 
รวมปริมาตรทัง้หมดเป็น 10 ไมโครลติร บม่ท่ีอุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี

25 มิลลโิมลาร์ EDTA, pH 8.0  1 
บม่ท่ีอุณหภมิู 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

 
จากนัน้อาร์เอ็นเอท่ีผ่านการก าจัดดีเอ็นเอ จะถูกน ามาใช้เป็นต้นแบบในการท าปฏิกิริยา 

RT-PCR ซึ่งเร่ิมจากการเปลี่ยนสารพันธุกรรมจากอาร์เอ็นเอให้เป็น cDNA ในการทดลองนีใ้ช้            
ชุดน า้ยา ImpromtTM II reverse transcriptase และใช้  Oligo dT(T17) ความเข้มข้น 0.4 ไมโครโม
ลาร์เป็นไพร์เมอร์ในการท าปฏิกิริยาดงัตารางท่ี 3.2 สภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา คือ                    
25 องศาเซลเซียส 5 นาท,ี 42 องศาเซลเซียส 65 นาที และ 70 องศาเซลเซียส 15 นาท ี
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ตำรำงที่ 3.2 ขัน้ตอนการเติมน า้ยาเพื่อสร้าง cDNA จากอาร์เอ็นเอ 
 

น ำ้ยำ ปริมำตรต่อ 1 ปฏิกิริยำ (ไมโครลิตร) 
DEPC-treated water 1.3 
Improm-II™ 5X Reaction Buffer 4 
1.5 mM MgCl2 1.2 
10 mM dNTP Mix 1 
10 µM Oligo dT(T17) 1 
40 unit RiboLock 0.5 
Improm-II™ Reverse Transcriptase 1 
RNA 10 

รวมปริมาตรสดุท้าย 20 ไมโครลติร 
 
จากนัน้น า cDNA ท่ีได้จากการท าปฏิกิริยามาใช้เป็นต้นแบบในการท า PCR และ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีน TPH-2 และมียีนควบคุมคือ GAPDH (ตารางท่ี 3.3) สภาวะท่ี
เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาส าหรับยีน TPH-2 คือ pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส 2 นาที  
(1 รอบ); denatuation 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที; annealing 60 องศาเซลเซียส 30 วินาที; 
extension 68 องศาเซลเซียส 30 วินาที (35 รอบ); post-extension 68 องศาเซลเซียส 10 นาที         
(1 รอบ) และส าหรับยีน GAPDH มีสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา คือ pre-denaturation 
94 องศาเซลเซียส 5 นาที (1 รอบ); denaturation 94 องศาเซลเซียส 15 วินาที; annealing            
55 องศาเซลเซียส 15 วินาที; extension 72 องศาเซลเซียส 15 วินาที (35 รอบ); post-extension 
72 องศาเซลเซียส 15 นาที (1 รอบ) ในการท าปฏิกิริยาจะใช้ไพร์เมอร์ท่ีออกแบบจ าเพาะต่อยีน 
TPH-2 และยีนควบคมุ GAPDH ดงัตารางท่ี 3.4 
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ตำรำงที่ 3.3 ขัน้ตอนการเติมน า้ยาเพื่อเพิ่มจ านวนชิน้สว่นดีเอ็นเอของยีนท่ีสนใจศกึษา 
 

น ำ้ยำ 
ปริมำตรต่อ 14 ปฏิกิริยำ 

(ไมโครลิตร) 
TPH-2 GAPDH 

Milli-Q water 122.94 122.94 
10X Standard Buffer - 22.75 
10X ThermoPol Buffer 22.75 - 
DMSO 8.75 8.75 
10 mM dNTP Mix 3.5 3.5 
10 µM Forward primer 0.875 0.875 
10 µM Reward primer 0.875 0.875 
Taq DNA polymerase 1.31 1.31 
cDNA 1 1 

รวมปริมาตรสดุท้าย 12.5 ไมโครลติร 
 

ขัน้ตอนสุดท้ายท าการตรวจสอบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอท่ีได้บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 
2% ย้อมเจลด้วยสาร ethidium bromide และถ่ายภาพเจลท่ีได้ด้วยจากเคร่ืองถ่ายภาพเจล 
G:box chemi (Syngene, Cambridge, UK) เพื่อวิเคราะห์การแสดงออกด้วยโปรแกรม 
GeneTools (Syngene, Cambridge, UK) 

 

ตำรำงที่ 3.4 ล าดบัเบสของไพร์เมอร์ท่ีใช้ส าหรับการโคลนยีนและตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

Primer Sequence 
Product 

(bp) 
References 

GAPDH Sense 5'-GACCACAGTCCATGCCATCACT-3' 
452 

Divy and 
Pillai; 2006 

(90) 
GAPDH Anti-
sense 

5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’ 

TPH-2 Sense 
5’- AACCACTATTGTGACGCTGAATCC 
TCCAGAGAA-3’ 

217 

 

 

This study 

TPH-2 Anti-sense 
5’- ACCCATAACCCATCGCCACATCCA 
CAAAA-3’ 
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3.7 กำรรวบรวมและวิเครำะห์ข้อมลู 
 งานวิจัยนีใ้นแต่ละการทดลองจะท าการทดสอบจ านวน 3 ครัง้ (triplicate) น าค่าท่ีได้    
มาหาคา่เฉลีย่และคา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากนัน้วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติโดยใช้หลกัการ          
ทางสถิติ Independent Samples t-test ในการประเมินประสิทธิภาพและความเป็นพิษของตวัพา
ชนิดตา่ง ๆ ในการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ LAN-5 เปรียบเทียบระหวา่งการน าสง่โดยอาศยัแรงแม่เหล็ก
และปราศจากแรงแม่เหล็กช่วยเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีน  และใช้หลกัการทางสถิติ One-Way 
ANOVA ตามด้วย Tukey’s HSD multiple comparison test ในการวิเคราะห์การแสดงออกของ
ยีน TPH-2 ท่ีช่วงเวลาตา่ง ๆ โดยใช้ตวัพาตา่งชนิดกันเปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีนโดยใช้                 
naked DNA เพียงอยา่งเดียว โดยพิจารณาที่ระดบันยัส าคญั P < 0.05 
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลอง 

 
4.1 กำรเตรียมและตรวจสอบคุณลักษณะทำงเคมีกำยภำพของ magnetoplex จำกอนุภำค
แม่เหล็กนำโนหุ้มพอลิเมอร์ประจุบวก PMMA/PEI core-shell magnetic nanoparticles 
(mag-PEI NP) จับกับ พลำสมิดดีเอ็นเอ 

4.1.1 ศึกษำอัตรำส่วนที่ เหมำะสมในกำรจับกันระหว่ำง  mag-PEI NP และ      
พลำสมิดดีเอ็นเอด้วย DNA binding assay โดยใช้วิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 

 
 

ภำพที่ 4.1 การจับกันระหว่าง mag-PEI NP และพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีอัตราสว่น N/P ต่าง ๆ ด้วย 
DNA binding assay แถวท่ี 1 คือ แถบพลาสมิดควบคุม pGL3-basic vector containing CMV 
promoter/enhancer ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แถวท่ี 2-7 คือ mag-PEI NP/DNA 
magnetoplex ในอตัราสว่น N/P 0.4, 0.8, 1.6, 4.3, 8.7 และ 17.5 ตามล าดบั 

 

จากการทดสอบอัตราสว่นท่ีเหมาะสมในการจับกันระหว่าง mag-PEI NP และพลาสมิด  
ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค DNA binding assay (ภาพท่ี 4.1) เม่ือดีเอ็นความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร จับกับ mag-PEI NP เกิดเป็น complex ท่ีมีอัตราสว่น N/P เป็น 0.4, 0.8, 1.6, 4.3, 8.7 
และ 17.5 ผลการทดลองพบว่าท่ี N/P 0.4  อนุภาค mag-PEI NP ไม่สามารถจับกับดีเอ็นเออย่าง
สมบูรณ์ ท าให้ดีเอ็นเออิสระท่ีเหลืออยู่สามารถเคลื่อนท่ีให้เห็นแถบดีเอ็นเอบนเจลได้ (แถวท่ี 2)    
แตเ่ม่ือเพิ่มอตัราสว่น N/P มากขึน้มีผลให้ดีเอ็นเอถกูหนว่งการเคลือ่นท่ีมากขึน้ จึงไม่พบแทบดีเอ็น
เอปรากฎบนเจล (แถวที่ 2-7) ผลการทดลองพบวา่อนภุาคสามารถจับกับดีเอ็นเอได้อย่างสมบูรณ์
เร่ิมต้นท่ี N/P 0.8 (แถวท่ี 3) ทัง้นีเ้น่ืองจากประจุบวกซึ่งเป็นองค์ประกอบของผิวอนุภาคสามารถ  
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จับกับประจุลบของดีเอ็นเอได้อย่างสมบูร ณ์ผ่านแรงกระท าระหว่างประจุ  (electrostatic 
interaction) เกิดเป็น complex ท่ีเรียกวา่ “magnetoplex” ซึ่งมีค่าประจุเป็นบวก เม่ือทดสอบการ
เคลื่อนท่ีภายใต้สนามไฟฟ้าโดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสจากขัว้ลบไปยงัขัว้บวกก็จะถูกหน่วงไว้ ท าให้     
ไม่มีแถบดีเอ็นเอปรากฏให้เห็นบนเจล เม่ือน าไปสอ่งภายใต้แสงยูวีและเปรียบเทียบกับแถบพลาส
มิดควบคมุ (control plasmid)  

4.1.2 ขนำดและค่ำประจุของ mag-PEI NP และ magnetoplex จำกกำรวัดด้วย
เคร่ือง Zetasizer Nano ZS ตำมหลักกำร dymamic light scattering   

ในการวัดขนาดและค่าประจุของ magnetoplex จะน า magnetoplex ท่ีเตรียมไว้ใน
อตัราสว่น N/P ตา่ง ๆ มาปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยน า้กลัน่ให้เป็น 1 มิลลิลิตร น ามาวดัขนาดและ
ค่าประจุท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส pH 7.4 ด้วยเคร่ือง Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments Ltd., Malvern, UK) ตามหลกัการ dymamic light scattering ผลการทดลอง 
(ตารางท่ี 4.1) พบว่า mag-PEI NP มีขนาดประมาณ 123.8 ± 3.1 นาโนเมตร มีความเป็นประจุ
บวกสงูวดัค่าได้ประมาณ 39.3 ± 1.9 มิลลิโวลต์ โดย mag-PEI NP มีขนาดใหญ่ขึน้เม่ือจับกับ 
พลาสมิดดีเอ็นเอเกิดเป็น magnetoplex ท่ี N/P ตัง้แต่ 0.4 - 17.5 พบว่าขนาดของ magnetoplex 
                 215-370 นาโนเมตร และค่าประจุ (ζ-potential) มีการเปลี่ยนแปลงไปตาม N/P    
อนัสะท้อนให้เห็นถึงความเสถียรทางไฟฟ้า (electrically stability) ของ magenetoplex ท่ีอยู่ในรูป
สารแขวนลอย กลา่วคือในช่วง N/P เทา่กบั 0.4 เป็นช่วงที่ดีเอ็นเอเร่ิมมีการเกาะรอบอนุภาค แต่ยงั
ไม่สมบูรณ์  ζ-potential ท่ีไ ด้จึงมีค่าต ่า  (6.3 ± 1.7 มิลลิโวลต์) และ magnetoplex 
จะม ค ามเสถ  รขึ ้เรื    ๆ เมื  ม การเพิ่มปริมาณอนุภาคจนเกิดการจับอย่างสมบูรณ์และเสถียร
ในช่วง N/P 0.8, 1.6 และ 4.3    ม  ζ-potential สงูขึน้เป็น 25 ± 1.4, 34.8 ± 2.3 และ 22.4 ± 3.2 
มิลลโิวลต์ ตามล าดบั อย่างไรก็ตาม หากเพิ่มปริมาณอนุภาคจนมากเกินพอ เช่นท่ี N/P 8.7 และ 
17.5 ค่า ζ-potential ลดลงเป็น 5.6 ± 0.5 และ 3.3 ± 0.7 มิลลิโวลต์ ตามล าดบั ชีใ้นเห็นว่า 
magnetoplex ไม่มีความเสถียร อนุภาคส่วนเกินจะเกิดการเกาะกลุ่มกันและมีบางส่วน                
ท่ีไม่สามารถจบัได้อยา่งสมบูรณ์์คา่ประจุรวมท่ีวดัได้จึงมีคา่ลดลง  
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ตำรำงที่ 4.1 ผลการตรวจวดัขนาดและประจุของอนุภาค mag-PEI NP และ mag-PEI NP/DNA 
magnetoplex ตัง้แต ่N/P 0.4-17.5 
 

ตัวอย่ำง 
 

อัตรำส่วน 
N/P 

ขนำด                
(นำโนเมตร) 

ค่ำประจุ                
(มิลลิโวลต์) 

ค่ำดัชนีกำร
กระจำยตัวของ

อนุภำค) 

 mag-PEI NP   123.8 ± 3.1 39.3 ± 1.9 0.26 ± 0.02 

 mag-PEI NP/DNA 0.4 231.3 ± 24.7 6.3 ± 1.7 0.36 ± 0.03 

  0.8 370.0 ± 32.4 25.0 ± 1.4 0.45 ± 0.05 

  1.6 298.5 ± 65 34.8 ± 2.3 0.75 ± 0.15 

  4.3 286.8 ± 23.3 22.4 ± 3.2 0.42 ± 0.06 

  8.7 251.3 ± 5.1 5.6 ± 0.5 0.34 ± 0.06 

  17.5 215.4 ± 17.5 3.3 ± 0.7 0.36 ± 0.05 

 
4.1.3 ผลกำรตรวจสอบรูปร่ำงและลักษณะพืน้ผิวโครงสร้ำงระดับอะตอมของ 

magnetoplex ด้วย atomic force microscopy (AFM) 
ผลการทดลองจากการท า DNA binding assay รวมทัง้การวดัขนาดและค่าประจุของ 

magnetoplex ท่ีอัตราสว่น N/P ต่าง ๆ พบว่าอนุภาค mag-PEI NP สามารถเร่ิมจับดีเอ็นเอได้
อย่างสมบูรณ์และเสถียรท่ี N/P 0.8 และเสียความเสถียรโดยเร่ิมมีการรวมกลุ่มท่ี N/P 4.3                     
จึงเตรียม magnetoplex    ทัง้สอง N/P ดงักลา่ว เ ื  ตรวจสอบรูปร่างและลกัษณะพืน้ผิวโครงสร้าง
ระดบัอะตอมของ magnetoplex ท่ีเกิดขึน้เทียบกับอนุภาค mag-PEI NP ผลการทดลองแสดง     
ในภาพท่ี 4.2 พบวา่ magnetoplex ท่ีอตัราสว่น N/P 0.8 และ 4.3 เกิดเป็น magnetoplex ระหว่าง
อนุภาคนาโนและดีเอ็นเอเกิดขึน้จริง สามารถตรวจพบได้ภายใต้กล้อง AFM รูปร่างของ 
magnetoplex ท่ีได้จาก N/P 0.8 มีลกัษณะกลม มีขนาดเล็ก และมีการกระจายตวัได้ดี เม่ือเพิ่ม
อัตราสว่นของ mag-PEI NP ในการจับกับดีเอ็นเอจาก N/P 0.8 เป็น 4.3 อนุภาคมีการจับกลุม่      
มีขนาดหลากหลายซึ่งสอดคล้องกับผลการวดัขนาดและค่าประจุของ magnetoplex ด้วยเคร่ือง 
Zetasizer Nano ZS 
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ภำพที่ 4.2 รูปร่างของและลกัษณะพืน้ผิวโครงสร้างระดบัอะตอมของ magnetoplex ภายใต้การ
ตรวจสอบโดย AFM ภาพ A คือ mag-PEI NP ท่ีไม่มีการจับกับดีเอ็นเอ, ภาพ B และ C คือ 
magnetoplex N/P 0.8 และ 4.3 ตามล าดบั 
 
4.2 ศึกษำประสิทธิภำพของ mag-PEI NP ในกำรน ำส่งยีนและควำมเป็นพิษต่อเซลล์ใน
เซลล์ประสำทเพำะเลีย้ง LAN-5 
 4.2.1 ผลกำรประเมินประสิทธิภำพของ mag-PEI NP ในกำรน ำส่งยีนเข้ำสู่เซลล์ 
LAN-5 

ภายหลงัจากศึกษาคุณสมบติัทางเคมีกายภาพของอนุภาค  mag-PEI NP แล้วพบว่ามี
ความเหมาะสมในการน ามาใช้เป็นตวัพาน าสง่ยีน จึงได้ท าการทดสอบประสทิธิภาพของ mag-PEI 
NP ในการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ LAN-5 โดยเตรียม magnetoplex  ตัง้แต่อัตราสว่น N/P 0.4-17.5 
เปรียบเทียบระหวา่งการน าสง่ยีนท่ีถกูเหน่ียวน าและไม่ถกูเหน่ียวน าด้วย MagnetoFACTOR plate 
(Chemicell, Berlin, Germany) และชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้า Lipofectamine 2000™ 
(Invitrogen, CA, USA), PolyMAG (Chemicell, Berlin, Germany) และ Naked DNA                     
ท่ีช่วงเวลาตา่งๆ ได้แก่ 15, 30, 60, 120 และ 180 นาที ผลการทดลอง (ภาพท่ี 4.3A) เม่ือค านวณ
ออกมาเป็นค่า Relative Light unit (RLU) พบว่า magnetoplex ในทุกอัตราส่วน N/P                       
มีประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนเพิ่มสงูขึน้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) เม่ือใช้แรงแม่เหล็ก
ช่วยเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีน โดย magnetoplex ในอัตราสว่น N/P 0.8 มีประสิทธิภาพในการ
น าสง่ยีนสงูสดุ จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าการน าสง่ยีนโดยใช้ mag-PEI NP เป็นตวัพาจะมี
ประสิทธิภาพสูงขึน้เม่ือเพิ่มเวลาในการ เหน่ียวน าให้นานขึน้ (time-dependent induction)         
แต่ส าหรับ PolyMAG ซึ่งเป็นชุดน า้ยาถ่ายโอนยีนทางการค้าในระบบ magnetofection นัน้ใช้
ระยะเวลาในการเหน่ียวน าคอ่นข้างสัน้ก็สามารถน าสง่สารพนัธุกรรมเข้าสูเ่ซลล์ได้ เม่ือท าการเพิ่ม
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เวลาจาก 15 นาทีจนถึง 180 นาที ผลการถ่ายโอนยีนเม่ือเหน่ียวน าด้วยเวลาท่ีต่างกันจึงมีความ
แตกต่างกันไม่มากนัก ทัง้นีเ้น่ืองจาก PolyMAG มีคุณสมบัติความเป็นแม่เหล็กค่อนข้างสูง                 
จึงให้ผลการทดลองท่ีแตกต่างจาก mag-PEI NP อย่างไรก็ตามเม่ือเพิ่มเวลาในการเหน่ียวน ายีน
เป็น 120 นาที mag-PEI NP ให้ผลการทดลองในระดับท่ีมีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับชุดน า้ยา 
PolyMAG และสูงมากขึน้เม่ือเพิ่มเวลาจนถึง 180 นาที นอกจากนี ้ผลการทดลองยังพบว่า               
เม่ือเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนเป็นเวลา 60 นาที mag-PEI NP มีประสิทธิภาพในการน าสง่ยีนสงู
กว่า Lipofectamine 2000™  ซึ่งเป็นชุดน า้ยาถ่ายโอนยีนทางการค้าในระบบ liposome-based 
system และพบว่าการน าส่งยีนโดยใช้ Lipofectamine 2000™ ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบระหว่างการน าส่งท่ีถูกเหน่ียวน าและไม่ถูก
เหน่ียวน าด้วย MagnetoFACTOR plate (ภาพท่ี 4.3A) อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพของ 
Lipofectamine 2000™ นัน้ จะดีท่ีสดุหากเหน่ียวน าการถ่ายโอนเป็นเวลาประมาณ 4 ชั่วโมงตาม
วิธีการมาตรฐานแนะน าโดยบริษัทผู้ผลติ 
 4.2.2 ผลกำรประเมินควำมเป็นพิษของ mag-PEI NP ต่อเซลล์ LAN-5 

ในการประเมินความเป็นพิษของ magnetoplex ต่อเซลล์ LAN-5 ได้ท าการทดลอง              
ในรูปแบบเดียวกบัการศกึษาประสทิธิภาพในการน าสง่ยีน และตรวจสอบผลโดยใช้วิธี MTT assay  
ผลการทดลองพบว่า mag-PEI NP เม่ือน ามาเตรียมเป็น magnetoplex กับดีเอ็นเอในทุก
อัตราสว่น N/P มีความเป็นพิษต่อเซลล์ค่อนข้างต ่า พบว่าด้วยความเข้มข้น mag-PEI NP ท่ีใช้     
ยงัท าให้มีอตัราการรอดชีวิตของเซลล์มากกวา่ 80 เปอร์เซ็นต์ ทัง้ในช่วงเวลาเหน่ียวน าการถ่ายโอน
ยีนเป็นเวลา 15, 30, 60, 120 และ 180 นาที (ภาพท่ี 4.3B) ซึ่งจากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า
อนภุาค mag-PEI NP มีความเหมาะสมในการพฒันาน ามาใช้เป็นตวัพาส าหรับการน าสง่ยีนแบบ
ไม่อาศยัไวรัส เน่ืองจากมีประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนสงูและมีความเป็นพิษตอ่เซลล์ต ่า (91, 92) 
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ภำพที่ 4.3 A การประเมินประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนของ mag-PEI NP ในรูปแบบของ magnetoplex ท่ี N/P 0.4-17.5 เม่ือเหน่ียวน าการถ่ายโอนท่ีเวลา 
15, 30, 60, 120 และ 180 นาที โดยเปรียบเทียบกับชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้า Lipofectamine 2000TM , PolyMAG และ naked DNA กราฟแท่ง               
 และ  แสดงการน าสง่ยีนท่ีไม่ถกูเหน่ียวน าและถูกเหน่ียวน าการถ่ายโอนด้วย MagnetoFACTOR plate ตามล าดบั เคร่ืองหมาย * แสดงผลการทดลอง            
ท่ีมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) ระหว่างการน าสง่ยีนท่ีไม่ถูกเหน่ียวน าและถูกเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนด้วย MagnetoFACTOR 
plate เม่ือวิเคราะห์ความแตกตา่งโดยใช้หลกัการทางสถิติ Independent Samples t-test  
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ภำพที่ 4.3 B การประเมินความเป็นพิษตอ่เซลล์ LAN-5  ของ mag-PEI NP ในรูปแบบของ magnetoplex ท่ี N/P 0.4-17.5 เม่ือเหน่ียวน าการถ่ายโอนท่ีเวลา 
15, 30, 60, 120 และ 180 นาที โดยเปรียบเทียบกับชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้า Lipofectamine 2000TM , PolyMAG และ naked DNA กราฟแท่ง                    
 และ  แสดงการน าสง่ยีนท่ีไม่ถกูเหน่ียวน าและถูกเหน่ียวน าการถ่ายโอนด้วย MagnetoFACTOR plate ตามล าดบั เคร่ืองหมาย * แสดงผลการทดลอง          
ท่ีมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) ระหว่างการน าสง่ยีนท่ีไม่ถูกเหน่ียวน าและถูกเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนด้วย MagnetoFACTOR 
plate เม่ือวิเคราะห์ความแตกตา่งโดยใช้หลกัการทางสถิติ Independent Samples t-test 
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4.3 ผลกำรตรวจสอบกำรเข้ำสู่เซลล์ของอนุภำค 
จากการศึกษาประสิทธิภาพของอนุภาค mag-PEI NP ในการน าสง่เข้าสูเ่ซลล์ประสาท

เพาะเลีย้ง LAN-5 พบวา่มีประสทิธิภาพสงูในการใช้เป็นตวัพาส าหรับการน าสง่ยีนและมีความเป็น
พิษต่อเซลล์ต ่าโดยเฉพาะอย่างยิ่งการใช้ magnetoplex N/P 0.8 ภายใต้การเหน่ียวน าจากแรง
แม่เหล็ก ซึ่งจะช่วยเร่งการตกและท าให้ magnetoplex สมัผสักับผิวเซลล์ได้รวดเร็ว การน าสง่ยีน
เข้าสูเ่ซลล์จึงประสบผลส าเร็จ เพื่อเป็นการยืนยนัและตรวจติดตามการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์จึงได้น า 
mag-PEI NP มาติดฉลากด้วยสีฟลอูอเรสเซนต์ เตรียมเป็น magnetoplex กับพลาสมิดดีเอ็นเอ           
ในอตัราสว่น N/P 0.8 และผลการตรวจสอบภายใต้กล้อง CLSM ในเวลา 24 ชั่วโมงภายหลงัการ
น าสง่ยีนเปรียบเทียบระหวา่งการน าสง่ท่ีถกูเหน่ียวน าและไม่ถูกเหน่ียวน าด้วย MagnetoFACTOR 
plate (Chemicell, Berlin, Germany) เป็นเวลา 60 และ 180 นาที  

ผลการทดลองพบวา่ mag-PEI NP สามารถใช้เป็นตวัพาในการน าสง่ยีนได้ดีโดยสามารถ
น าสง่ดีเอ็นเอให้เคลือ่นท่ีเข้าสูภ่ายในเซลล์ได้ จากภาพภายใต้กล้อง CLSM (ภาพท่ี 4.4) แสดงให้
เห็นว่ามีความหนาแน่นของ magnetoplex ภายในเซลล์เพิ่มมากขึน้เม่ือใช้แรงแม่เหล็กจาก
ภายนอกช่วยเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนและเร่งการตกของดีเอ็นเอ เพื่อสมัผสักับผิวเซลล์ได้อย่าง
รวดเร็ว ทัง้การเหน่ียวน าโดยใช้เวลาท่ี 60 และ 180 นาที  โดย magnetoplex สว่นใหญ่เคลื่อนท่ี
เข้าสูบ่ริเวณไซโตพลาสซมึของเซลล์และมีบางสว่นสามารถเข้าสูนิ่วเคลยีสของเซลล์ได้ 
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ภำพที่  4.4 การตรวจสอบการเข้าสู่เซลล์ของอนุภาค mag-PEI NP ภายใต้กล้อง CLSM                

โดยเปรียบเทียบระหว่างการน าสง่ยีนท่ีไม่ถูกหน่ียวน า (magnet -) และถูกเหน่ียวน า (magnet +) 
การถ่ายโอนยีนด้วย MagnetoFACTOR plate ท่ีเวลา 60 นาที (ภาพ A) และ 180 นาที (ภาพ B) 
เซลล์ LAN-5 ท่ีย้อมด้วยส ีacridine orange (AO) คือบริเวณสเีขียว และ mag-PEI NP ท่ีติดฉลาก
ด้วย สี RITC ปรากฎเป็นจุดสีแดง โดยแถว a คือ เซลล์ LAN-5 ท่ีย้อมด้วยสี AO แถว b คือ     
mag-PEI NP ท่ีติดฉลากด้วยสี RITC และแถว c คือ การซ้อนภาพระหว่างเซลล์ LAN-5 และ 
mag-PEI NP ปรากฏให้เห็นทัง้ส ีAO และ RITC   
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นอกจากนี ้ยงัได้ท าการทดลองเพื่อยืนยนัการเข้าสูเ่ซลล์ของอนุภาคโดยใช้ภาพในรูปแบบ 
Z-stack (ภาพท่ี 4.5 A-D) ซึง่กล้อง CLSM จะถ่ายภาพโดยตดัผ่านพืน้ผิวของเซลล์ในแต่ละระดบั
แสดงให้เห็นการเคลือ่นท่ีของอนภุาคท่ีสามารถแทรกผา่นเข้าสูเ่ซลล์ได้จริง โดยจากผลการทดลอง
พบว่า มีความสอดคล้องกับการประเมินประสิทธิภาพในการน าสง่ยีนโดยใช้ Luciferase assay   
ซึง่จะมีประสทิธิภาพการน าสง่ยีนสงูขึน้เม่ือเพิ่มเวลาในการเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนจาก 60 นาที
เป็น 180 นาท ี

 
 

 

 



62 
 

 

 



63 
 

 

 



64 
 

 

 
 

ภำพที่ 4.5 การตรวจสอบการเข้าสูเ่ซลล์ของอนุภาค mag-PEI NP ภายใต้กล้อง CLSM โดยใช้
รูปแบบ Z-stack เปรียบเทียบระหวา่งการน าสง่ยีนท่ีไม่ถูกหน่ียวน า (magnet -) และถูกเหน่ียวน า 
(magnet +) การถ่ายโอนยีนด้วย MagnetoFACTOR plate ท่ีเวลา 60 นาที (ภาพ A และ C) และ 
180 นาที (ภาพ B และ D) เซลล์ LAN-5 ท่ีย้อมด้วยสี acridine orange คือบริเวณสีเขียว และ 
mag-PEI NP ท่ีติดฉลากด้วยส ีRITC ปรากฎเป็นจุดสแีดง โดยแถว a คือ เซลล์ LAN-5 ท่ีย้อมด้วย
สี AO แถว b คือ mag-PEI NP ท่ีติดฉลากด้วยสี RITC และแถว c คือ การซ้อนภาพระหว่าง    
เซลล์ LAN-5 และ mag-PEI NP ปรากฏให้เห็นทัง้ส ีAO และ RITC     



65 
 

 

4.4 กำรเพิ่มประสิทธิภำพในกำรน ำส่งยีนของ magnetoplex ด้วย TAT peptide และกำร
ทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์ของ magmetoplex /TAT ในเซลล์ประสำทเพำะเลีย้ง LAN-5 

4.4.1 ขนำดและค่ำประจุของ magnetoplex/TAT จำกกำรวัดด้วยเคร่ือง Zetasizer 
Nano ZS ตำมหลักกำร dymamic light scattering 
 จากการประเมินประสิทธิภาพและความเป็นพิษต่อเซลล์ของ mag-PEI NP พบว่า             
mag-PEI NP ท่ีจับกับพลาสมิดดีเอ็นเอเกิด magnetoplex ในอัตราส่วน N/P 0.8 จะมี
ประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนสงูสดุ อีกทัง้ยงัมีความเป็นพิษต่อเซลล์ต ่าด้วย เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
การน าสง่ให้มากยิ่งขึน้จึงได้เลือก magnetoplex ในอัตราสว่นนีม้าทดสอบการน าส่งยีนร่วมกับ 
TAT peptide โดยในการทดลองนีไ้ด้ผสม TAT peptide ในสารแขวนลอยของ magnetoplex ให้มี
ความเข้มข้นสดุท้ายตา่ง ๆ คือ 1.25, 2.50, 5, 25, 50, 100 และ 150 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร จะได้
เป็น complex ของ TAT peptide ท่ีเคลือบบน magnetoplex ด้วยหลกัการ layer-by-layer 
coating เกาะเป็นชัน้ด้วย electrostatic interaction (ภาพท่ี 4.6) เกิดเป็น magnetoplex/TAT 
complex จากนัน้จึงตรวจสอบคุณลกัษณะทางเคมีกายภาพของ complex โดยการวดัขนาดและ
ค่าประจุ  ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.2 พบว่า เ ม่ือเตรียม complex โดยมีการใช้                    
TAT peptide ร่วมกับ magmetoplex นัน้ ขนาดของ complex จะเล็กลงและมีความเป็นประจุ
บวกเพิ่มมากขึน้ โดยเฉพาะในช่วงท่ีเติม TAT ปริมาณ 5-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ขนาดท่ีเล็ก
ลงและ   ค่าประจุท่ีสงูขึน้นีน้่าจะมาจากการท่ี TAT peptide เป็นตวัช่วยให้ magnetoplex ขดตวั
แนน่ยิ่งขึน้ เน่ืองจากเม่ือประจุบวกของ TAT จับกันได้อย่างดีกับดีเอ็นเอซึ่งมีประจุลบ ท าให้มีการ
ขดแน่นของพอลิเมอร์ทัง้สองชนิดเคลือบอยู่รอบพืน้ผิวของอนุภาค อย่างไรก็ตาม การเติม TAT 
peptide ปริมาณมากเกินพอดีก็มีแนวโน้นท าลายความเสถียรของ complex ท่ีเกิดขึน้ได้เช่นกัน 
ดงัจะเห็นได้จากการท่ี magnetoplex/TAT complex มีการขยายขนาดและมีการลดของค่าประจุ 
เม่ือเติม TAT ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 150 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร กลา่วโดยสรุปคือปริมาณ
ความเข้มข้นสุดท้ายของ TAT peptide ท่ีเหมาะสมส าหรับเตรียม magnetoplex/TAT คือ                    
5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเตรียม complex ได้ขนาด 248 ± 21.3 นาโนเมตรและค่าประจุ               
34.9 ± 3.0 มิลลโิวลต์ 
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ภำพที่ 4.6 ภาพจ าลองแสดงการจับกันระหว่าง mag-PEI NP, ดีเอ็นเอ และ TAT peptide ด้วย
หลกัการ layer-by-layer coating 
 

ตำรำงที่ 4.2 ผลการตรวจวัดขนาดและประจุของ mag-PEI NP/DNA (magnetoplex) และ 
magnetoplex/TAT peptide 
 

ตัวอย่ำง 
 

ควำมเข้มข้นสุดท้ำย
ของ TAT peptide 
(ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) 

ขนำด                
(นำโนเมตร) 

ค่ำประจุ                
(มิลลิโวลต์) 

ค่ำดัชนีกำร
กระจำยตัว
ของอนุภำค) 

 mag-PEI NP/DNA N/P 
0.8 (magnetoplex) 

  370.0 ± 32.4 25.0 ± 1.4 0.45 ± 0.05 

magnetoplex/ TAT  1.25 237.5 ± 2.0   10.3 ± 2.7 0.35 ± 0.01 

  2.5 270.1 ± 17.3 18.4 ± 3.7 0.31 ± 0.02 

  5 248 ± 21.3 34.9 ± 3.0 0.34 ± 0.01 

  2.5 214.2 ± 13.7 23.7 ± 4.8 0.44 ± 0.06 

  5 199.3 ± 23.1 27.5 ± 6.6 0.68 ± 0.22 

  100 185.9 ± 23.3 25.3 ± 10.0 0.58 ± 0.25 

 150 215.1 ± 15.8 25.1 ± 8.6 0.42 ± 0.03 
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4.4.2 ผลกำรเสริมประสิทธิภำพของ mag-PEI NP ในกำรน ำส่งยีนเข้ำสู่เซลล์ 
LAN-5 ด้วย TAT peptide 

จากการประเมินประสิทธิภาพของ mag-PEI NP ร่วมกับการใช้ TAT peptide ท่ีความ
เข้มข้นต่าง ๆ ในการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ LAN-5 เปรียบเทียบระหว่างการน าสง่ยีนท่ีถูกเหน่ียวน า
และไม่ถูกเหน่ียวน าด้วย MagnetoFACTOR plate (Chemicell, Berlin, Germany) ท่ีเวลา         
60 นาที และชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้า Lipofectamine 2000™ (Invitrogen, CA, USA), 
PolyMAG (Chemicell, Berlin, Germany) และ naked DNA  ผลการทดลอง พบว่า การน าสง่
โดยใช้ mag-PEI NP ร่วมกับ TAT peptide สามารถเสริมประสิทธิภาพในการน าส่งยีนได้ 
โดยเฉพาะการผสม TAT peptide ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะมี
ประสิทธิภาพในการน าส่งยีนสูงท่ีสุด (ภาพท่ี 4.7 A)  และมีค่าใกล้เคียงกับชุดน า้ยาถ่ายโอน
ทางการค้า PolyMAG และมีประสิทธิภาพเพิ่มสูงขึน้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05)         
เม่ืออาศยัแรงแม่เหลก็จากภายนอกช่วยเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีน  

4.4.3 ผลกำรประเมินควำมเป็นพิษของ magnetoplex/TAT peptide ต่อเซลล์               
LAN-5 

การประเมินความเป็นพิษของ magnetoplex/TAT peptide ต่อเซลล์ LAN-5 ได้ท าการ
ทดลองในรูปแบบเดียวกบัการศกึษาประสทิธิภาพในการน าสง่ยีน และตรวจสอบผลโดยใช้วิธี MTT 
assay เม่ือใช้ mag-PEI NP ร่วมกับ TAT peptide ในการน าส่งยีน โดยใช้ความเข้มข้น             
TAT ตัง้แต่ 1.25-150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการทดลองพบว่า magnetoplex/TAT มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์ค่อนข้างต ่า (ภาพท่ี 4.7 B) เน่ืองจากพบว่าเซลล์ทดสอบมีอัตราการรอดชีวิตสงู
มากกวา่ 80 เปอร์เซ็นต์ จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าการใช้ TAT peptide ร่วมกับอนุภาคนาโน
นัน้ เป็นอีกทางเลอืกหนึง่ท่ีมีความเหมาะสมในการช่วยเสริมประสิทธิภาพการน าสง่ยีน เน่ืองจาก
ท าให้การน าสง่สารพนัธุกรรมเข้าสูเ่ซลล์มีประสทิธิภาพดีขึน้และมีพิษตอ่เซลล์ในระดบัคอ่นข้างต ่า  
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ภำพที่ 4.7 A การเสริมประสทิธิภาพของ magnetoplex /TAT peptide ในการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ LAN-5 โดยเปรียบเทียบกับชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้า 
Lipofectamine 2000TM, PolyMAG, naked DNA และ magnetoplex กราฟแท่ง  และ  แสดงการน าสง่ยีนท่ีไม่ถูกเหน่ียวน าและถูกเหน่ียวน าการถ่าย
โอนยีนด้วย MagnetoFACTOR plate เคร่ืองหมาย * แสดงผลการทดลองท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ  (P < 0.05) ระหว่างการน าสง่ยีน
ด้วย mag-PEI NP และ magnetoplex/TAT peptide เม่ือวิเคราะห์ความแตกตา่งโดยใช้หลกัการทางสถิติ Independent Samples t-test  
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ภำพที่ 4.7 B การประเมินความเป็นพิษตอ่เซลล์ LAN-5 ของ magnetoplex /TAT peptide โดยเปรียบเทียบกบัชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้า Lipofectamine 
2000TM, PolyMAG, naked DNA และ magnetoplex กราฟแท่ง  และ  แสดงการน าสง่ยีนท่ีไม่ถูกเหน่ียวน าและถูกเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนด้วย 
MagnetoFACTOR plate เคร่ืองหมาย * แสดงผลการทดลองท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P < 0.05) ระหว่างการน าสง่ยีนด้วย                 
mag-PEI NP และ magnetoplex/TAT peptide เม่ือวิเคราะห์ความแตกตา่งโดยใช้หลกัการทางสถิติ Independent Samples t-test  
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4.5 กำรน ำส่งยีน TPH-2 เข้ำสู่เซลล์ประสำทเพำะเลีย้ง LAN-5 ด้วย magnetoplex และ 
magnetoplex/TAT 

4.5.1 กำรโคลนยีน TPH-2 และกำรสร้ำงเวคเตอร์ส ำหรับกำรแสดงออกของยีน 
TPH-2 (pGL3-CMV-TPH-2) 

การโคลนยีน TPH-2 เร่ิมจากการสงัเคราะห์สาย complementary DNA (cDNA) โดยใช้ 
medulla oblongata total RNA (CLONTECH cDNA panels, BD Biosciences, Franklin 
Lakes, NJ, USA)  ท่ีได้จากเซลล์สมองมนุษย์เป็นแม่แบบแล้ว จากนัน้จึงเพิ่มปริมาณยีน TPH-2 
ด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะและสภาวะดงัท่ีได้กลา่วในวิธีการทดลองข้อ 3.6.1 
แล้วน าผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้มาตรวจสอบเบือ้งต้นโดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส ในอะกาโรสเจล 2%    
พบชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส ซึ่งเป็นขนาดของชิน้ดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีต้องการจะ
น าไปโคลน (ภาพท่ี 4.8)   

 

 
 

ภำพที่  4.8 แสดงผลิตภัณฑ์ PCR จากการเพิ่มจ านวนด้วยไพรเมอร์จ าเพาะต่อยีน TPH-2              
แถวท่ี 1 คือ 100 bp DNA ladder (Fermentas, MD, USA), แถวท่ี 2-6 คือ ผลิตภณัฑ์ PCR เม่ือ
ตรวจสอบด้วยไพรเมอร์จ าเพาะ และแถวที ่7 คือ negative control 

 

ชิน้ดีเอ็นเอ ท่ีได้ถูกน ามาตัดและแยกสกัดออกจากเจล แล้วโคลนเข้าสู่พลาสมิด               
pGEM-T® easy vector (Promega, WI, USA) เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิดในแบคทีเรีย E. coli สกดั
แยกพลาสมิดท่ีได้ออกจาก E. coli เพื่อวิเคราะห์ขนาดของชิน้ดีเอ็นเอท่ีโคลนเข้าไปด้วยการตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NheI และ XbaI และตรวจสอบผลการตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์             
โดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส  ในอะกาโรสเจล 2% พบชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส               
(ภาพท่ี 4.9)   



71 
 

 

 
 

ภำพที่ 4.9 การตรวจสอบโคลน pGEM-T ®-TPH2 ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NheI และ XbaI ลกูศร
ชีข้นาดชิน้ดีเอ็นเอท่ีคาดว่าจะเป็นยีนท่ีต้องการ แถวท่ี 1 คือ 100 bp DNA ladder (Fermentas, 
MD, USA), แถวท่ี 2 คือพลาสมิด pGEM-T ®-TPH2 ท่ีถูกตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ NheI และ 
XbaI มีขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส และแถวท่ี 3 คือ พลาสมิด pGEM-T ®-TPH2 ท่ีไม่ถูกตดัด้วย
เอนไซม์ 
 

 จากนัน้น าชิน้ดีเอ็นเอท่ีได้มาตดัและแยกสกดัออกจากเจล แล้วน าไปโคลนเข้าสูพ่ลาสมิด 
pGL3-basic containing CMV promoter/enhancer ซึ่งเป็นพลาสมิด pGL3 basic (Promega, 
WI, USA)  ท่ีมีการดดัแปลงให้มี CMV promoter/enhancer region เพื่อปรับปรุงการแสดงออก
ของยีนในเซลล์เพาะเลีย้งมนษุย์ (87) ยืนยนัผลการโคลนยีนด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ HindIII และ 
XbaI และตรวจสอบผลการตดัพลาสมิดด้วยเอนไซม์โดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส ในอะกาโรสเจล 2% 
พบชิน้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส ดงัแสดงในภาพท่ี 4.10 และเม่ือตรวจสอบล าดบัเบส
ด้วยวิธี DNA sequencing  เปรียบเทียบกับยีนในฐานข้อมูลพบว่าล าดบัเบสของ TPH-2 ท่ีโคลน
ได้มีความเหมือนกับยีน Homo sapiens tryptophan hydroxylase 2 (TPH-2) mRNA                   
99.5 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) สามารถน ามาใช้ทดสอบการแสดงออกของยีน TPH-2 ในการ
ทดลองขัน้ตอ่ไปได้ 
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ภำพที่ 4.10 การตรวจสอบโคลน pGL3-CMV-TPH-2 ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ HindIII และ XbaI 
ลกูศรชีข้นาดชิน้ดีเอ็นเอท่ีคาดว่าจะเป็นยีนท่ีต้องการ แถวท่ี 1 คือ 100 bp DNA ladder 
(Fermentas, MD, USA), แถวท่ี 2 คือพลาสมิด pGL3-CMV-TPH-2  ท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์               
ตดัจ าเพาะ HindIII และ XbaI มีขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส และแถวท่ี 3 คือ พลาสมิด pGL3-
CMV-TPH-2 ท่ีไม่ถกูตดัด้วยเอนไซม์ 

 
4.5.2 ผลกำรแสดงออกของยีน TPH-2 จำกกำรตรวจสอบโดยเทคนิค RT-PCR  

 จากการประเมินประสิทธิภาพการน าส่งยีนด้วยการตรวจสอบการแสดงออกของยีน
เคร่ืองหมาย luciferase พบว่า magnetoplex ท่ี N/P 0.8 ให้ผลการน าสง่ท่ีดี อีกทัง้ยงัสามารถ
เสริมประสิทธิภาพการน าส่งได้ด้วยการเคลือบ TAT peptide ดงันัน้เพื่อยืนยันและตรวจตาม
ประสทิธิภาพของระบบน าสง่ magneplex ในการน าสง่ยีนบ าบดั จึงได้เลือกยีน TPH-2 ซึ่งมีสว่น
ส าคัญในการผลิตเอนไซม์ TPH-2 ช่วยสงัเคราะห์สารสื่อประสาทซีโรโทนินในระบบประสาท              
โดยเอนไซม์ชนิดนีจ้ัดว่ามีความส าคญัในขัน้ก าหนดอัตราเร็วในการเกิดปฏิกิริยา ( rate-limiting 
step) การสงัเคราะห์ซีโรโทนินเพื่อให้เกิดการขนส่งกระแสประสาทไปยังเซลล์ประสาทต่อไป      
โดยได้ทดลองน าส่งยีนเข้าสู่เซลล์ LAN-5 ด้วยตัวพาชนิดต่าง ๆ ได้แก่  magnetoplex, 
magnetoplex/TAT, Lipofectamine 2000TM , PolyMAG และ naked DNA เหน่ียวน าการถ่าย
โอนเป็นเวลา 60 นาที เซลล์ท่ีผา่นการถ่ายโอนยีนเป็นเวลา 18, 24 ชั่วโมง, 3 และ 7 วนัได้ถูกสกัด 
อาร์เอ็นเอและตรวจสอบการแสดงออกของยีน TPH-2 ด้วยเทคนิค RT-PCR และอิเล็กโตรโฟรีซิส 
(ภาพท่ี 4.11 A-D) ในการวิเคราะห์ผลจะวดัความเข้มของแถบดีเอ็นเอด้วยโปรแกรม GeneTools 
(Syngene, Cambridge, UK) เปรียบเทียบกับ housekeeping gene คือ GAPDH เพื่อแปรผล
การแสดงออกของยีนเชิงในปริมาณ ผลการทดลองพบวา่ เซลล์ในทกุช่วงเวลาหลงัการถ่ายโอนยีน 
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ท่ีผา่นการน าสง่โดยใช้ magnetoplex, magnetoplex/TAT ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ PolyMAG เป็นตวัพานัน้ มีการแสดงออกของยีน TPH-2 เพิ่มมากขึน้อย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (P < 0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับการน าสง่โดยใช้ naked DNA เม่ือวิเคระห์ทางสถิติด้วย   
One-Way ANOVA ตามด้วย Tukey’s HSD multiple comparison test ท่ีระดบันยัส าคัญ           
P < 0.05 (ภาพท่ี 4.12) โดยสามารถตรวจพบการแสดงออกของยีนท่ี 18 ชัว่โมงภายหลงัการน าสง่
ยีนและการแสดงออกนีมี้เพิ่มมากขึน้เร่ือย ๆ จนถึงวันท่ี 3 จากนัน้การแสดงออกของยีนจะเร่ิม
ลดลงในวนัท่ี 7 ทัง้นีใ้นแต่ละช่วงเวลาให้รูปแบบของการแสดงออกการทดลองเหมือนกันทัง้การ
น าสง่โดยใช้แรงแม่เหล็กและปราศจากแรงแม่เหล็กช่วยเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีน ทัง้นี ้การลด
ระดับการแสดงออกของยีน   TPH-2 อาจเป็นเพราะดีเอ็นเอท่ีน าส่งเข้าไปถูกย่อยด้วยเอนไซม์ 
enconuclease ภายในเซลล์ อย่างไรก็ตาม จะเห็นได้ชัดว่าดีเอ็นเอท่ีถูกปกป้องด้วยตัวพา      
mag-PEI NP, mag-PEI NP/TAT prptide, Lipofectamine 2000TM และ PolyMAG จะมีการ
แสดงออกของยีนได้ภายหลงัน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์แตกต่างจากดีเอ็นเอท่ีไม่ถูกปกป้องโดยตวัพาใด
เช่นกลุม่ naked DNA ซึง่อาจจะถกูท าลายโดยเอนไซม์ท าให้ไม่เกิดการแสดงออกของยีนหรือมีการ
แสดงออกได้ในระดบัท่ีน้อยมาก  สอดคล้องกับผลงานวิจัยก่อนหน้าท่ีพบว่าการน าสง่ยีนโดยใช้ 
naked DNA สามารถถูกย่อยสลายได้อย่างรวดเร็วภายใน 90 นาทีหลงัจากมีการน าสง่ยีน (93) 
และเม่ือใช้ microparticle หรือ nanoparticle เป็นตวัพาในการน าสง่ยีนจะช่วยเพิ่มระยะเวลาการ
แสดงออกของยีนให้นานขึน้มากกว่าการใช้ naked DNA ซึ่งไม่มีตวัพาช่วยปกป้องจากการถูก
ท าลายโดยเอนไซม์ (94)  

ในสว่นของผลการถ่ายโอนท่ีได้จากชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้า Lipofectamine 2000TM 
ในช่วงเวลา 18, 24 ชั่วโมง และ 3 วนั จะมีการแสดงออกของยีนเพิ่มมากขึน้แต่ไม่แตกต่างจาก 
naked DNA จนถึงวนัท่ี 7 หลงัจากเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนจะมีการแสดงออกของยีนเพิ่มขึน้
สงูสดุและแตกตา่งจาก naked DNA อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) ทัง้การน าสง่โดยใช้แรง
แม่เหลก็และปราศจากแรงแม่เหลก็ช่วยเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีน อยา่งไรก็ตาม สภาวะท่ีใช้ในการ
ถ่ายเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนเป็นเวลา 60 นาทีนัน้เป็นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมส าหรับการถ่ายโอน
ยีนด้วย Lipofectamine 2000TM การทดลองนีใ้ช้ Lipofectamine 2000TM เป็นชุดควบคุมเท่านัน้ 
ผลการแสดงออกของยีนในกลุ่มท่ีถ่ายโอนด้วย Lipofectamine 2000TM อาจมีค่าสูงกว่านี ้         
เม่ือเหน่ียวน าเป็นเวลาประมาณ 4 ชัว่โมง ตามค าแนะน าของผู้ผลติ  
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ภำพที่ 4.11 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน TPH-2 และยีนควบคุม GAPDH หลงัจาก
การถ่ายโอนยีนท่ีเวลา 18 ชั่วโมง (ภาพ A), 24 ชั่วโมง (ภาพ B), 3 วนั (ภาพ C) และ 7 วนั               
(ภาพ D) โดยใช้ตวัพาชนิดต่าง ๆ แถบดีเอ็นเอของยีน TPH-2 มีขนาด 217 เบส และยีน GAPDH 
มีขนาด 452 เบส เคร่ืองหมาย (-) คือเซลล์ไม่ถูกเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนโดยใช้แรงแม่เหล็ก            
และ (+) คือเซลล์ท่ีถกูเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนโดยใช้แรงแม่เหลก็  
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ภำพที่ 4.12 ผลแสดงออกของยีน TPH-2 เม่ือวิเคระห์เชิงปริมาณด้วยโปรแกรม GeneTools (Syngene, Cambridge, UK) เปรียบเทียบกับ housekeeping 
gene คือ GAPDH จากการตรวจสอบโดยเทคนิค RT-PCR  ท่ีช่วงเวลา 18, 24 ชั่วโมง 3 และ 7 วนั หลงัจากการถ่ายโอนด้วย magnetoplex N/P 0.8, 
magnetoplex N/P 0.8/TAT เปรียบเทียบกบัชุดน า้ยาถ่ายโอนทางการค้า Lipofectamine 2000TM, PolyMAG และ naked DNA ระดบัการแสดงออกของยีน
เม่ือถกูเหน่ียวน าและไม่เหน่ียวน าด้วย  MagnetoFACTOR plate แสดงใน ภาพ A และ ภาพ B ตามล าดบั เคร่ืองหมาย * แสดงผลการแสดงออกของยีนท่ีมี
ความแตกต่างจาก naked DNA อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) เม่ือวิเคราะห์ความแตกต่างโดยใช้หลกัการทางสถิติ One-Way ANOVA ตามด้วย 
Tukey’s HSD multiple comparison test 
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 จากข้อมลูการแสดงออกของยีน TPH-2 ท่ีได้เม่ือวิเคระห์เชิงปริมาณแล้ว เพื่อเปรียบเทียบ
ให้เห็นชัดเจนระหว่างการใช้ตวัพา mag-PEI NP และ mag-PEI NP/TAT จึงได้แสดงกราฟ
เปรียบเทียบผลการแสดงออกของยีนท่ีได้จากตัวพาทัง้สองดงักล่าว (ภาพท่ี 4.12) พบว่า เซลล์ 
LAN-5 ท่ีผา่นการน าสง่ยีนเป็นเวลา 18, 24 ชัว่โมง และ 3 วนัโดยใช้ mag-PEI NP/TAT เป็นตวัพา
จะมีการแสดงออกของยีนเพิ่มมากขึน้อยา่งมีนยัส าคญัอย่างสถิติ (P < 0.05) ทัง้ในสภาวะท่ีมีการ
เหน่ียวน าโดยแรงแม่เหลก็และปราศจากแรงแม่เหลก็  แตใ่นวนัท่ี 7 นัน้ ระดบัการแสดงออกของยีน
ไม่แตกตา่งกนัระหวา่งการน าสง่โดยใช้ mag-PEI NP และ mag-PEI NP/TAT peptide เป็นตวัพา 

 

 
 

ภำพที่ 4.13 ผลแสดงออกของยีน TPH-2 จากการตรวจสอบโดยเทคนิค RT-PCR เม่ือถ่ายโอนยีน
เป็นเวลา 18, 24 ชัว่โมง, 3 และ 7 วนั โดยเปรียบเทียบระหวา่งการใช้ mag-PEI NP และ mag-PEI 
NP/TAT peptide เป็นตัวพา และระหว่างการน าส่งยีนท่ีไม่ถูกเหน่ียวน า (magnet -) และ                 
ถูกเหน่ียวน า (magnet +) ด้วย MagnetoFACTOR plate เคร่ืองหมาย * แสดงผลการทดลองท่ีมี
ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) ระหว่างการน าสง่ยีนด้วยตวัพา mag-PEI 
NP และ mag-PEI NP/TAT peptide เม่ือวิเคราะห์ความแตกต่างโดยใช้หลกัการทางสถิติ 
Independent Samples t-test 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรวจัิย อภปิรำยผล และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลกำรวิจัย อภปิรำยผล และข้อเสนอแนะ 

การพฒันาระบบน าสง่ยีนแบบไม่อาศยัไวรัสเป็นตวัพาเพื่อน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ประสาทให้
มีประสทิธิภาพนัน้เป็นเร่ืองท่ีท าได้ยากและยงัไม่มีเทคนิคท่ีดีท่ีสดุในการน าสง่ยีน ในการทดลองนี ้
จึงได้น าอนุภาคแม่เหล็กนาโนหุ้ มพอลิเมอร์ประจุบวกท่ีพัฒนาขึน้โดยอาศัยคุณสมบัติของ               
พอลเิมอร์ประจุบวกคือ PEI และอนภุาคแม่เหลก็นาโนมาช่วยเพิ่มประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนเข้า
สู่เซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง LAN-5 อนุภาคนีไ้ด้รับการสงัเคราะห์ขึน้จากศูนย์นาโนเทคโนโลยี
แหง่ชาติ ส านกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) โดย Pimpha และคณะ, 
2012 (4) จากการตรวจสอบด้วยกล้อง TEM พบวา่อนภุาคท่ีสงัเคราะห์ขึน้มีสว่นประกอบของสาร
เหล็ก iron oxide กระจายอยู่ภายในอนุภาค  อีกทัง้เม่ือทดสอบคุณลกัษณะทางกายภาพด้วย 
DNA binding assay พบวา่ mag-PEI NP และดีเอ็นเอสามารถจบักนัเกิดเป็น complex ท่ีเรียกวา่ 
“magnetoplex” ผ่านแรงกระท าระหว่างประจุ (electrostatic interaction) โดยประจุลบจากหมู่
ฟอสเฟตของดีเอ็นเอสามารถจบักบัประจุบวกของอนภุาคได้ (ภาพท่ี 5.1) ซึง่การใช้ magnetoplex 
ในอัตราส่วน N/P 0.8 mag-PEI NP และดีเอ็นเอจะสามารถจับกันได้อย่างสมบูรณ์ ท าให้ไม่มี       
ดีเอ็นเออิสระเหลืออยู่ เม่ือน าไปทดสอบการเคลื่อนท่ีภายใต้สนามไฟฟ้าโดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส     
จึงไม่มีแถบดีเอ็นเอปรากฏให้เห็นบนเจล อีกทัง้การจับกันอย่างสมบูรณ์จะท าให้ประจุรวมของ 
magnetoplex มีคา่เป็นบวก จึงถูกหน่วงการเคลื่อนท่ีไว้ภายใต้สนามไฟฟ้า เม่ือน าไปสอ่งภายใต้
แสงยูวีจึงไม่ปรากฎให้เห็นแถบดีเอ็นเอบนเจล โดยสามารถเปรียบเทียบผลการทดลองได้กับ
แถบพลาสมิดควบคมุ (control plasmid) ทัง้นีอ้ัตราสว่นท่ีเหมาะสมในการจับกันระหว่างอนุภาค
ตวัพาและดีเอ็นเอเป็นปัจจัยส าคญัท่ีสง่ผลต่อประสิทธิภาพในการน าสง่ยีน โดยควรพิจารณาถึง
รูปร่างลกัษณะความยาวของสายดีเอ็นเอ และชนิดของสารพนัธุกรรมที่จะน ามาใช้ในการน าสง่ยีน
ร่วมด้วย เพื่อให้ได้อตัราสว่นท่ีเหมาะสมท่ีสดุในแตล่ะสภาวะการทดลอง 
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ภำพที่ 5.1 ภาพจ าลองแสดงการจับกันระหว่าง mag-PEI NP และดีเอ็นเอ เกิดการฟอร์มเป็น 
magnetoplex ด้วยแรง electrostatic interaction 

 

จากการวัดขนาดของ mag-PEI NP และ magnetoplex พบว่า อนุภาคมีขนาด                 
123.8 ± 3.1 นาโนเมตร mag-PEI NP มีขนาดใหญ่ขึน้เม่ือจับกับพลาสมิดดีเอ็นเอเกิดเป็น 
magnetoplex ท่ี N/P ตัง้แต่ 0.4-17.5 พบว่าขนาดของ magnetoplex ท่ีวัดได้ด้วยเคร่ือง 
Zetasizer Nano ZS อยู่ในช่วง 215-370 นาโนเมตร เน่ืองจากความเป็นประจุลบของดีเอ็นเอ
สามารถจับกับผิวของอนุภาคซึ่งมีความเป็นประจุบวกได้ อย่างไรก็ตามเม่ือเพิ่มอัตราส่วนของ 
mag-PEI NP ในการจบักบัดีเอ็นเอ พบวา่ magnetoplex จะมีขนาดเลก็ลงเน่ืองจากมีการจับกันท่ี
สมบูรณ์มากขึน้ ท าให้เกิดการขดแน่นของดีเอ็นเอ ทัง้นี ้อนุภาคท่ีมีขนาดน้อยกว่า 1 ไมโครเมตร 
(sub-micron) จะมีความสามารถในการเคลื่อนท่ีเข้าสู่เซลล์ได้ดีกว่าอนุภาคท่ีมีขนาดในระดับ
ไมโครเมตร (95) เช่นเดียวกับผลในสัตว์ทดลองท่ีพบว่าอนุภาคขนาดระดับนาโนเมตรจะมี
ประสทิธิภาพในการเข้าสูเ่ซลล์มากกว่าอนุภาคท่ีมีขนาด 1 และ 10 ไมโครเมตรประมาณ 15-250 
เท่า โดยสามารถผ่านเข้าสูช่ัน้ sub-mucosal ของเซลล์ได้ โดยท่ีอนุภาคระดบัไมโครเมตรจะผ่าน
เข้าถึงเพียงผิวเซลล์ชัน้นอกเท่านัน้ (96) และจากการทดสอบในสตัว์ทดลองพบว่าอนุภาคนาโน
สามารถผ่าน blood brain barrier ท่ีถูกรบกวนการท างานในสมองได้ดีกว่าอนุภาคระดบัไมโคร     
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อีกด้วย (97) ส าหรับการวัดค่าประจุ (ζ-potential) ของอนุภาคพบว่า mag-PEI NP และ 
magnetoplex ท่ี N/P ตัง้แต ่0.4-17.5 มีความเป็นประจุบวก ซึ่งเป็นปัจจัยส าคญัอย่างหนึ่งท่ีช่วย
ให้การน าสง่ยีนมีประสิทธิภาพเพิ่มสงูขึน้ อีกทัง้การวดัค่าประจุของอนุภาคยังสะท้อนให้เห็นถึง
ความเสถียรทางไฟฟ้า (electrically stability) ของอนุภาคซึ่งเปลี่ยนแปลงไปตามอัตราสว่น N/P      
ท่ีเพิ่มมากขึน้ โดยในกระบวนการการน าสง่ยีนนัน้อนภุาคท่ีมีความเป็นประจุบวกจะมีประสทิธิภาพ
ในการน าส่งยีนดีกว่าอนุภาคประจุลบ เน่ืองจากประจุบวกของอนุภาคสามารถจับกับสาร
พนัธุกรรมท่ีต้องการน าสง่และจับกับสารประจุลบบนผิวของเยื่อหุ้มเซลล์ เช่น proteoglycans, 
sialic acid และสามารถน าสารพนัธุกรรมท่ีต้องการน าสง่เข้าสูเ่ซลล์ได้ในท่ีสดุ (98) อีกทัง้ ความ
เป็นประจุบวกของอนุภาคยงัมีผลต่อความสามารถในการถูกปลดปลอ่ยออกจากเอนโดโซม เช่น 
การใช้อนภุาคนาโนจากพอลเิมอร์ ประจุบวก PEI ในการน าสง่ยีน ท าให้ polyplex รอดพ้นจากการ
ถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ภายในเอนโดโซม เน่ืองจากคุณสมบัติเฉพาะของ PEI ท่ีเรียกว่า            
“proton sponge effect” (99) อย่างไรก็ตามการใช้ mag-PEI NP ในปริมาณมากเกินพอดี จะท า
ให้เกิดการเกาะกลุม่กนัของ magnetoplex ซึง่จะไปขดัขวางการเข้าสูเ่ซลล์และท าให้เกิดความเป็น
พิษตอ่เซลล์ได้ ประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนจึงลดน้อยลง อีกทัง้ค่า ζ-potential ท่ีวดัได้จะมีความ
เป็นประจุบวกลดลง เน่ืองจากเสยีความเสถียรไป  

เม่ือท าการตรวจสอบรูปร่างและลกัษณะพืน้ผิวโครงสร้างระดบัอะตอมของ mag-PEI NP 
และ magnetoplex โดยกล้อง AFM พบวา่ รูปร่างของอนภุาค mag-PEI NP มีลกัษณะกลม มีการ
กระจายตัวได้ดีและเม่ือจับกับดีเอ็นเอเกิดเป็น magnetoplex จะมีขนาดเล็กลง อย่างไรก็ตาม      
การเพิ่มอัตราสว่น N/P ท่ีมากขึน้ เช่น ในการทดลองนีเ้ลือก magnetoplex N/P 4.3 ซึ่งพบว่า 
magnetoplex เร่ิมสญูเสียความเสถียร และเกิดการเกาะกลุม่กันของอนุภาคเม่ือทดสอบภายใต้
กล้อง AFM ผลการทดลองท่ีได้นัน้สอดคล้องกับผลการวัดขนาดและค่า ζ-potential ของ 
magnetoplex แสดงให้เห็นถึงประสทิธิภาพท่ีดีขึน้เม่ือน าอนุภาค mag-PEI NP มาใช้ในการน าสง่
ยีน เม่ือเปรียบเทียบระหว่างอนุภาคท่ีมีขนาดเท่ากันนัน้ พบว่า อนุภาคท่ีมีรูปร่างกลมจะมี
ประสทิธิภาพในการเคลือ่นท่ีเข้าสูเ่ซลล์ได้ดีกวา่อนภุาครูปร่างแทง่ถึง 500 เทา่ (100)  

จากการประเมินประสทิธิภาพของ mag-PEI NP ในการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ LAN-5 พบว่า 
magnetoplex มีประสทิธิภาพในการเข้าสูเ่ซลล์เพิ่มสงูขึน้เม่ือใช้แรงแม่เหลก็ช่วยเหน่ียวน าการถ่าย
โอนยีน แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของอนุภาคแม่เหล็กนาโนท่ีมีส่วนประกอบของสารเหล็ก            
iron oxide กระจายอยู่ภายในอนุภาค จึงช่วยเร่งการตกและท าให้อนุภาคสมัผสักับผิวเซลล์ได้
รวดเร็ว  เพื่อให้อนภุาคเคลือ่นท่ีเข้าสูเ่ซลล์ได้ในระยะเวลาเพียง 15 นาที และเม่ือเพิ่มระยะเวลาท่ี
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ใช้เหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนจนถึง 180 นาที พบว่าค่าสญัญาณ luciferase จะเพิ่มสงูขึน้ตาม
ระยะเวลาที่เพิ่มมากขึน้ (time-dependent induction) เช่นเดียวกบัการทดลองก่อนหน้าท่ีมีการใช้
อนุภาคแม่เหล็กนาโนร่วมกับพอลิเมอร์ประจุบวก PEI เป็นตัวพาส าหรับน าส่งยีนท่ีท าหน้าท่ี
สงัเคราะห์ green fluorescent proteins (GFP) เข้าสูเ่ซลล์ไฟโบรบลาสต์เพาะเลีย้ง ผลการทดลอง
พบวา่ ระดบัการแสดงออกของยีนจะเพิ่มสงูขึน้ตามระยะเวลาเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนท่ีเพิ่มมาก
ขึน้ (101) จากการทดลองนีแ้สดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของแรงแม่เหล็กท่ีช่วยเหน่ียวน าการถ่าย
โอนยีน โดยเม่ือเพิ่มระยะเวลาในการสมัผัสกับแรงแม่เหล็กจะท าให้  magnetoplex สามารถ
เคลื่อนท่ีเข้าสู่เซลล์ได้อย่างสมบูรณ์ รอดพ้นจากการถูกท าลายโดนเอนไซม์ภายในเซลล์และ
สามารถลดปริมาณของดีเอ็นเอท่ีต้องการน าส่งได้ อนุภาค mag-PEI NP ท่ีพัฒนาขึน้โดยใช้
คณุสมบติัของอนภุาคแม่เหล็กนาโนและพอลิเมอร์ประจุบวก PEI มารวมกันจึงมีประสิทธิภาพใน
การเป็นตวัพาท่ีดีในการน าสง่ยีน ไม่เพียงแตก่ารเข้าสูเ่ซลล์ได้ดีจะเป็นปัจจยัส าคญัในการน าสง่ยีน
เท่านัน้การปลดปล่อยดีเอ็นเอก็มีส่วนช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการน าส่งยีนได้เช่นกัน การเกิด 
“proton sponge effect” ซึ่งเป็นคุณสมบติัเฉพาะของ PEI สามารถช่วยปลดปลอ่ยดีเอ็นเอออก
จากเอนโดโซมก่อนถกูท าลายจากเอนไซม์ ท าให้เกิดการแสดงออกของยีนตอ่ไปได้ ในการทดลองนี ้
magnetoplex ในอัตราส่วน N/P 0.8 มีประสิทธิภาพในการน าส่งยีนสูงสุดสอดคล้องกับการ
ตรวจสอบคณุลกัษณะทางกายภาพของอนภุาคท่ีพบวา่การจบักนัอยา่งสมบูรณ์ของ mag-PEI NP 
และดีเอ็นเอเร่ิมท่ี N/P 0.8 ซึง่เป็นอตัราสว่นน้อยท่ีสดุท่ีเร่ิมมีการจับกันอย่างสมบูรณ์จึงไม่เกิดการ
เกาะกลุม่กันของ magnetoplex  เม่ือตรวจสอบด้วย AFM อีกทัง้ผลการวดัขนาดของอนุภาคก็มี
ความเหมาะสมในระดบั sub-micron และมีความเป็นประจุบวกจึงท าให้ประสทิธิภาพในการน าสง่
ยีนสงู ทัง้นี ้การใช้ mag-PEI NP ในปริมาณท่ีน้อยเกินไป (N/P < 0.8) อาจท าให้เกิดการจับกัน
ระหวา่งดีเอ็นเอและอนุภาคเกิดเป็น magnetoplex ท่ีไม่สมบูรณ์ ดีเอ็นถูกย่อยสลายจากเอนไซม์ 
แต่ถ้ามีการใช้ mag-PEI NP ในปริมาณท่ีมากเกินไป (N/P > 0.8) magnetoplex ท่ีได้จะสญูเสีย
ความเสถียรท าให้เกิดการเกาะกลุม่กนัของอนภุาคซึง่มีขนาดหลากหลายไปขดัขวางการเข้าสู่เซลล์ 
เน่ืองจากอนุภาคสญูเสียความเสถียรไป ท าให้ความเป็นประจุบวกลดลง ความสามารถในการ    
จบักบัดีเอ็นเอและการเกาะติดกบัเยื่อหุ้มเซลล์จึงมีประสทิธิภาพลดลง นอกจากนี ้การเกาะกลุม่กนั
ของ magnetoplex จะท าให้การแทรกผา่นเยื่อหุ้มเซลล์เกิดขึน้ได้ยากและมีความเป็นพิษต่อเซลล์ 
เน่ืองจากการถกูท าลายของเยื่อหุ้มเซลล์ได้ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Cui และคณะ, 2012 (102)  
ซึ่งพบว่าการใช้อนุภาคแม่เหล็กนาโนร่วมกับ PEI ส าหรับน าสง่ยีน GFP เข้าสูเ่ซลล์เนือ้เยื่อไต
เพาะเลีย้งในปริมาณท่ีมากเกินไป จะท าให้อนุภาคจับกลุ่มกันเกิดเป็น complex ขนาดใหญ่             
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การเข้าสูเ่ซลล์โดยวิธีเอนโดไซโตซิสจึงมีประสทิธิภาพลดลง และมีแนวโน้มท่ีจะก่อให้เกิดความเป็น
พิษตอ่เซลล์  ประสทิธิภาพการน าสง่ยีนจึงลดลงในท่ีสดุ ดงันัน้ จะเห็นได้วา่การเลอืกอตัราสว่นของ 
mag-PEI NP/DNA เพื่อสร้าง magnetoplex ท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการน าสง่ยีนนัน้ ขึน้อยู่กับหลาย
ปัจจยัโดยต้องพิจารณาถึงคณุลกัษณะทางเคมีกายภาพอ่ืน ๆ ร่วมด้วย นอกจากนี ้ผลการประเมิน
อตัราการรอดชีวิตของเซลล์เม่ือใช้ magnetoplex N/P 0.8 ในการถ่ายโอนยีน พบว่า มีความเป็น
พิษตอ่เซลล์คอ่นข้างต ่า ซึง่มีความเหมาะสมในการพฒันาน ามาใช้เป็นตวัพาส าหรับการน าสง่ยีน
แบบไม่อาศยัไวรัส   
 นอกจากนี ้เพื่อพฒันาระบบน าส่งยีนด้วยตวัพา mag-PEI NP ให้มีประสิทธิภาพมากขึน้
จึงได้ศึกษาการเสริมประสิทธิภาพในการน าสง่ยีนโดยใช้ TAT peptide ในการทดลองนีไ้ด้เลือก 
magnetoplex ท่ีมี N/P 0.8 ซึง่มีประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนสงูและมีความเป็นพิษต่อเซลล์ต ่ามา
ทดสอบการน าส่งยีนร่วมกับการใช้ TAT peptide ผลการทดลองพบว่า magnetoplex/TAT 
peptide มีประสทิธิภาพการน าสง่ยีนสงูเม่ือเทียบกับ magnetoplex และมีความเป็นพิษต่อเซลล์
ต ่า โดยเฉพาะเม่ือใช้ TAT peptide ท่ีความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ร่วมกับ 
magnetoplex N/P 0.8 ในการน าส่งยีน ทัง้นีเ้น่ืองจาก TAT peptide เป็นโปรตีนในกลุ่ม            
cell penetrating peptides สามารถช่วยเพิ่มประสทิธิภาพในการน าสง่ยีนได้ นอกจากนีล้ าดบัเบส
บนสายเปปไทด์นัน้ยงัประกอบด้วยกรดอะมิโนอาร์จินีนซ า้กัน 6 ต าแหน่งและไลซีน 2 ต าแหน่ง  
ท าให้สายเปปไทด์มีความเป็นประจุบวกสูง (74) ความเป็นประจุบวกสูงของสายเปปไทด์นี  ้       
เม่ือน ามาจับกับ  magnetoplex ท าให้เกิดการจับกับดีเอ็นเอได้ดียิ่งขึน้ มีผลให้ขนาดของ 
magnetoplex เลก็ลง เน่ืองจากมีการจับกันขดแน่นมากขึน้ระหว่าง TAT peptide ซึ่งมีความเป็น
ประจุบวกสูงกับประจุลบของดีเอ็นเอท่ีจับอยู่กับ mag-PEI NP ด้วยหลักการ layer-by-layer 
coating ด้วยแรง electrostatic interaction สอดคล้องกับผลการวัดขนาดและค่าประจุของ        
mag-PEI NP และ magnetoplex (ภาพท่ี 5.2) mag-PEI NP ท่ีไม่มีการจับกับดีเอ็นจะมีขนาด
ประมาณ 123.8 ± 3.1 นาโนเมตร และวดัค่าประจุได้ 39.3 ± 1.9 มิลลิโวลต์ แต่เม่ือน ามาใช้เป็น
ตวัพาในการน าสง่พลาสมิดดีเอ็นเข้าสูเ่ซลล์จะเกิดการจับกันระหว่าง mag-PEI NP และดีเอ็นเอ 
เกิดเป็น magnetoplex ท่ีมีขนาดใหญ่ขึน้และค่าความเป็นประจุบวกจะลดลงเน่ืองจากถูกลบล้าง
ด้วยประจุลบจากดีเอ็นเอ อยา่งไรก็ตาม เม่ือมีการเพิ่ม TAT peptide ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมตอ่
มิลลลิติร เข้าไปในระบบ เพื่อเสริมประสทิธิภาพในการน าสง่ยีน จะท าให้ขนาดของ magmetoplex 
N/P 0.8 ลดลงจาก 370.0 ± 32.4 นาโนเมตร เป็น 248 ± 21.3 นาโนเมตร ท าให้การผ่านเข้าสู่
เซลล์มีประสิทธิภาพมากขึน้  และเม่ือวัดค่าประจุพบว่ามีความเป็นบวกเพิ่มมากขึน้จาก                    



83 
 

 

25.0 ± 1.4 มิลลโิวลต์เป็น 32.3 ± 4.9 มิลลิโวลต์ ซึ่งช่วยเพิ่มการยึดเกาะกับประจุลบของดีเอ็นเอ
และเยื่อหุ้มเซลล์ได้ดียิ่งขึน้ นอกจากนีย้งัมีรายงานการใช้ TAT peptide รวมกับพอลิเมอร์ชนิดอ่ืน
ช่วยเสริมประสิทธิภาพในการน าสง่ยีน เช่น การใช้ TAT peptide ร่วมกับไคโตซาน ในการน าสง่ 
siRNA เข้าสู่เซลล์เนือ้เยื่อปอดเพาะเลีย้ง (103) หรือการใช้ TAT peptide ร่วมกับ gold 
nanoparticles เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการน าสง่ยีนเข้าสู่นิวเคลียส (104) ดงันัน้ จะเห็นได้ว่า 
TAT peptide สามารถช่วยเสริมประสิทธิภาพการน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ชนิดต่าง ๆ รวมถึงเซลล์
ประสาท ซึ่งมีการน าสง่ยีนเข้าไปได้ยาก การใช้ TAT peptide จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งท่ีจะช่วย
เสริมประสทิธิภาพการน าสง่ยีนแบบไม่อาศยัไวรัส โดยเฉพาะการน าสง่ยีนเข้าสูร่ะบบประสาทได้
ตอ่ไปในอนาคต 
 

 
 

ภำพที่ 5.2 ผลการวดัขนาด ( ) และค่า ζ-potential ( ) ด้วยเคร่ือง Zetasizer Nano ZS 
เปรียบเทียบระหว่าง mag-PEI NP, magnetoplex N/P0.8 และ magnetoplex N/P 0.8/TAT          
5 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร  

 

  เพื่อยืนยนัและตรวจตามประสิทธิภาพของระบบน าส่ง magneplex ในการน าส่งยีน
บ าบดั จึงได้เลือกยีน TPH-2 ซึ่งมีส่วนส าคญัในกระบวนการสงัเคราะห์สารสื่อประสาทซีโรโทนิน            
มาทดสอบระบบน าส่งยีนเพื่อดูประสิทธิภาพและระยะเวลาการแสดงออกของยีนภายหลงัจาก
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น าสง่ยีน TPH-2 เข้าสูเ่ซลล์ ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าอนุภาค mag-PEI NP สามารถใช้เป็น  
ตวัพาแบบไม่อาศยัไวรัสในการน าสง่ยีนได้อยา่งมีประสทิธิภาพ โดยตรวจพบการแสดงออกของยีน
ได้ตัง้แต่ 18 ชั่วโมงภายหลงัการน าสง่ยีนและเพิ่มมากขึน้จนถึงวนัท่ี 3 จากนัน้การแสดงออกของ
ยีนจะเร่ิมลดลงในวันท่ี 7 เน่ืองจากการดีเอ็นเอท่ีน าส่งถูกท าลายโดยเอนไซม์ endonuclease 
ภายในเซลล์ แต่มีระดับการแสดงออกท่ีสงูกว่าการน าสง่ดีเอ็นเอเปลา่อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ  
โดยเฉพาะอย่างยิ่งการใช้แรงแม่เหล็กช่วยเหน่ียวน าการถ่ายโอนยีนจะท าให้ประสิทธิภาพดีขึน้ 
นอกจากนี ้เม่ือเปรียบเทียบการน าสง่ยีนโดยใช้ magnetoplex และ magnetoplex N/P 0.8/TAT 
peptide ผลการทดลองพบว่าเซลล์ LAN-5 ท่ีถูกน าสง่ยีนโดยใช้ magnetoplex N/P 0.8/TAT 
peptide มีการแสดงออกของยีนเพิ่มมากขึน้สอดคล้องกับผลการประเมินประสิทธิภาพการน าสง่
ยีนโดยใช้ luciferase assay แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของ TAT peptide ท่ีสามารถช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการน ายีน ซึ่งเป็นเป็นผลมาจากปัจจัยด้านกายภาพต่าง ๆ ทัง้ในเร่ืองขนาดของ  
magnetoplex ท่ีเลก็ลงและความเป็นประจุบวกท่ีเพิ่มมากขึน้ ท าให้การน าสง่ยีนเกิดขึน้ได้อย่างมี
ประสทิธิภาพ การแสดงออกของยีนจึงเพิ่มขึน้สงูตามไปด้วย  

การพัฒนาระบบน าส่งยีนแบบไม่อาศัยไวรัสเป็นตัวพา โดยใช้อนุภาคแม่เหล็กนาโน    
mag-PEI NP สามารถเพิ่มประสทิธิภาพเป็นตวัพาส าหรับน าสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ประสาทเพาะเลีย้งได้
เป็นอย่างดี มีต้นทุนในการผลิตต ่า อีกทัง้ปัจจัยด้านเคมีกายภาพของอนุภาคมีความเหมาะสม 
สามารถจับกับดีเอ็นเอได้อย่างสมบูรณ์ เม่ือใช้อัตราส่วนท่ีเหมาะสม อนุภาคมีขนาดในระดับ     
sub-micron มีความเป็นประจุบวกสงู ช่วยในการจับกับดีเอ็นเอและเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้การเข้าสู่
เซลล์เกิดขึน้ได้อยา่งมีประสทิธิภาพ และยงัมีความเป็นพิษต่อเซลล์ต ่า เหมาะส าหรับน ามาใช้เป็น
ตวัพาน าสง่ยีน อยา่งไรก็ตาม การพฒันาอนภุาค mag-PEI NP ส าหรับใช้เป็นตวัพาน าสง่ยีนเข้าสู่
เซลล์ชนิดอ่ืนหรือการน าสง่โดยใช้สารพนัธุกรรมในรูปแบบท่ีแตกต่างออกไป ควรท าการทดสอบ
สภาวะทดลองให้เหมาะสมส าหรับการทดลองในแต่ละรูปแบบ เพื่อประสิทธิภาพท่ีดีท่ีสุดในการ
น าส่งยีน นอกจากนี ้ในงานวิจัยได้ทดสอบการเสริมประสิทธิภาพการน าส่งยีนโดยใช้ TAT 
peptide ผลการทดลองพบว่า มีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึน้เม่ือใช้ TAT peptide ช่วยในการน าสง่
ยีน อีกทัง้สามารถน าส่งยีนเข้าสู่เซลล์ให้มีการแสดงออกของยีนได้อย่างรวดเร็วภายในเวลา         
18 ชัว่โมงภายหลงัการน าสง่ยีนและท าให้มีการแสดงออกของยีนในระยะเวลานาน ไม่ต้องมีการ
น าสง่ยีนเข้าไปบอ่ยครัง้ ซึ่งการพฒันาระบบน าสง่ยีนในครัง้นีเ้ป็นผลดีในการน ามาประยุกต์ใช้ใน
การรักษาโรคโดยใช้ยีนบ าบดัตอ่ไปได้ในอนาคต อยา่งไรก็ตามควรมีการพฒันางานวิจัยทางด้านนี ้
ใน in vivo เพื่อตรวจสอบประสทิธิภาพเม่ือน าสง่สูร่ะบบร่างกายอยา่งแท้จริงตอ่ไป 
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ภำคผนวก ก 
 

1. กำรเตรียม LB broth (1 ลิตร) 
 Bacto-tryptone  10 กรัม 
 Bacto-yeast extracts 5 กรัม 
  Nacl   10 กรัม 
 เติมน า้จนครบ 1 ลติร 
2. กำรเตรียม DEPC-treated water  
 ประกอบด้วย 0.01% Diethylpyrocarbonate (DEPC) 
 ผสมกบัน า้ในภาชนะท่ีปราศจาก Rnase 
 ตัง้ทิง้ไว้ข้ามคืนและน าไปอบฆา่เชือ้ (autoclave) 
3. กำรเตรียม 10% DMEM with glucose (50 มิลลิลิตร) 
  DMEM     45  มิลลลิติร 
  Fetal Bovine Serum   5  มิลลลิติร 

Antibiotic - Antimycotic  500  ไมโครลติร      
ผสมให้เข้ากนัในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลลิติร เก็บไว้ท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 

4. กำรเตรียม Tris-acetate Buffer (TAE) (50X) 
 Tris base  242 กรัม 
 Glacial acetic acid 57.1 มิลลลิติร 
 0.5 โมลาร์ EDTA, pH 8 100 มิลลลิติร 
 เติมน า้จนครบ 1 ลติร 
5. กำรเตรียมอะกำโรสเจล 2% (100 มิลลิลิตร) 
  ชั่งผงอะกาโรส 2 กรัมแล้วเติม 1X TAE buffer จนมีปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากนัจากนัน้น าเข้าไมโครเวฟจนละลายเป็นเนือ้เดียวกัน เทลงแม่พิมพ์เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้องโดย
การแช่ไว้ใน 1X TAE buffer 
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ภำคผนวก ข 
 

ล าดบัเบสของยีน TPH-2 ท่ีได้จากการโคลนเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลด้วยวิธี DNA sequencing 
พบวา่ล าดบัเบสของชิน้ดีเอ็นเอมีความเหมือนกับยีน Homo sapiens tryptophan hydroxylase 2 
(TPH-2) mRNA 99.5 เปอร์เซ็นต์ อ้างอิงจากล าดบัเบสในฐานข้อมูล GenBank accession                          
No. NM_173353 
 
CCCCCCGGCG CTTGCCTACT GGCCCCTCTA GTACCCCCTT GCTGCAGAGA 
AAGAATATTA CACCGGGATC CATGCAGTCA GCAATGATGA TGTTTTCCAG 
TAAATACTGG GCACGGAGAG GGTTTTCCCT GGATTCAGCA GTGCCCGAAG 
AGCATCAGCT ACTTGGCAGC TCAACACTAA ATAAACCTAA CTCTGGCAAA 
AATGACGACA AAGGCAACAA GGGAAGCAGC AAACGTGAAG CTGCTACCGA 
AAGTGGCAAG ACAGCAGTTG TTTTCTCCTT GAAGAATGAA GTTGGTGGAT 
TGGTAAAAGC ACTGAGGCTC TTTCAGGAAA AACGTGTCAA CATGGTTCAT 
ATTGAATCCA GGAAATCTCG GCGAAGAAGT TCTGAGGTTG AAATCTTTGT 
GGACTGTGAG TGTGGGAAAA CAGAATTCAA TGAGCTCATT CAGTTGCTGA 
AATTTCAAAC CACTATTGTG ACGCTGAATC CTCCAGAGAA CATTTGGACA 
GAGGAAGAAG AGCTAGAGGA TGTGCCCTGG TTCCCTCGGA AGATCTCTGA 
GTTAGACAAA TGCTCTCACA GAGTTCTCAT GTATGGTTCT GAGCTTGATG 
CTGACCACCC AGGATTTAAG GACAATGTCT ATCGACAGAG AAGAAAGTAT 
TTTGTGGATG TGGCCATGGG TTATAAATAT GGTCAGCCCA TTCCCAGGGT 
GGAGTATACT GAAGAAGAAA CTAAAACTTG GGGTGTTGTA TTCCGGGAGC 
TCTCCAAACT CTATCCCACT CATGCTTGCC GAGAGTATTT GAAAAACTTC 
CCTCTGCTGA CTAAATACTG TGGCTACAGA GAGGACAATG TGCCTCAACT 
CGAAGATGTC TCCATGTTTC TGAAAGAAAG GTCTGGCTTC ACGGTGAGGC 
CGGTGGCTGG ATACCTGAGC CCACGAGACT TTCTGGTAGG ACTGGCCTAC 
AAAGTGT 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยำนิพนธ์ 
 

 นางสาวเกวลิน คลงัทอง เกิดเม่ือวนัท่ี 29 มิถุนายน พ.ศ.2531 ณ โรงพยาบาลชุมแพ 
จงัหวดัขอนแก่น ส าเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต เกียรตินิยมอันดบั 2 สาขาวิชา
เทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปีการศึกษา 2552 และ                
ได้เข้าศกึษาตอ่ในระดบับณัฑิตศกึษา หลกัสตูรปริญญาวิทยาศาสตร์มหาบณัฑิต สาขาวิชาชีวเคมี
คลินิกและอณูทางการแพทย์ ภาควิชาเคมีคลินิก คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั                  
ในปีการศึกษา 2553 ได้รับทุนสนับสนุนจากสถาบันบัณฑิตวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีไทย 
(TGIST) ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ ทุนจากศูนย์ความเป็นเลิศ           
โอมิกส์-นาโน เมดิคัล เทคโนโลยี คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั โดยมีผลงาน
ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดบันานาชาติ International Journal of Nanomedicine หวัข้อเร่ือง 
“Acceleration of gene transfection efficiency in neuroblastoma cells through 
polyethyleneimine/poly(methyl methacrylate) core-shell magnetic nanoparticles”  
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