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              The aim of this research is to compare the physicochemical properties and 
biocompatibility of three silk fibroin domestic races, including Nangnoi Srisaket 1 
(NN), Nakhon Ratchasima 1 (K1) and Nakhon Ratchasima 2 (K8). The results on gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) and FTIR showed that molecular weight and chemical 
conformation of all silk fibroin races were not different. They were also similar in 
thermal properties and zeta potential. For water contact angle on fibroin films, it was 
found that the contact angle of water on K1 film was significantly lower than that on 
NN film, but not significantly different when compared to that on K8 film.  The 
percentages of hydrophilic amino acid groups of K1 were higher than those of the 
others. This corresponded with the water contact angle result. Therefore, it could be 
concluded that the hydrophlicity of K1 fiibroin race was significantly higher than that 
of NN fibroin race. The result of in vitro attachment and proliferation of L929 mouse 
fibroblast and bone marrow-derived mesenchymal stem cells (MSC) on silk fibroin 
films indicated that K1 film could enhance cell attachment slightly greater than the 
other two fibroin films. In vitro osteogenic differentiation of MSC was investigated by 
alkaline phosphatase activity (ALP) and calcium content. The results showed that K1 
films promote MSC osteogenic differentiation slightly greater than NN and K8 films. 
Thus, K1 silk fibroin tends to enhance the attachment and proliferation better than NN 
silk fibroin and K8 silk fibroin. 

 
 
 
 

Department :      Chemical Engineering 
 
 
  

Student’s Signature  
 
  

Field of Study :   Chemical Engineering  
  
signature..............................................    
  

Advisor’s Signature  
 
  
 

Academic Year : 2012 
 
  
signature..........................................      

Co-advisor’s Signature   
 



ฉ 

 

กิตตกิรรมประกาศ 

วิทยานิพนธ์ฉบบันีส้ าเร็จลลุว่งไปได้ด้วยดี  โดยได้รับความชว่ยเหลือจากหลายทา่น  ซึง่
ผู้วิจยัขอขอบพระคณุ  รองศาสตราจารย์  ดร. ศริิพร ด ารงค์ศกัดิก์ลุ  อาจารย์ท่ีปรึกษา , ผู้ชว่ย
ศาสตราจารย์ ดร .อมรรัตน์ พรหมบญุ  อาจารย์ท่ีปรึกษาร่วม  เป็นอยา่งสงูส าหรับการให้ค าปรึกษา
เก่ียวกบังานวิจยั วางแผนการวิจยั การตรวจแก้ไขวิทยานิพนธ์ และแนวทางในการด าเนินงานวิจยั  

ขอขอบคณุคณะกรรมการ ได้แก่ รองศาสตราจารย์ ดร. ศราวธุ ริมดสุิต ประธานกรรมการ ,
ผู้ชว่ยศาสตราจารย์ ดร. โศรดา กนกพานนท์  และ ดร.อิศราวธุ ประเสริฐสงัข์  กรรมการ ท่ีได้สละ
เวลาอนัมีคา่มาสอบวิทยานิพนธ์และให้ค าแนะน าท่ีมีคณุคา่ 

ขอขอบคณุทนุสนบัสนนุการวิจยัจาก ส านกับริหารโครงการสง่เสริมการวิจยัในอดุมศกึษา
และพฒันามหาวิทยาลยัวิจยัแหง่ชาติ   (AS615A) และส านกังานคณะกรรมการการอดุมศกึษา  
(สกอ.)  

ขอขอบคณุศนูย์หมอ่นไหมเฉลิมพระเกียรตสิมเดจ็พระนางเจ้าสิริกิติ ์พระบรมราชินีนาถ 
จงัหวดันครราชสีมา และกรมหมอ่นไหมท่ีอนเุคราะห์รังไหมสายพนัธุ์ตา่งๆ ท่ีใช้ในงานวิจยันี ้

ขอขอบคณุห้องปฏิบตักิารวิจยัวสัดทุางการแพทย์ และห้องปฏิบตักิารวิศวกรรมพอลิเมอร์ 
ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ , ห้องปฏิบตักิาร วิศวกรรมเนือ้เย่ือ ( i-Tissue Lab) 

คณะแพทยศาสตร์ , ศนูย์เคร่ืองมือวิเคราะห์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และห้องปฏิบตักิารชีวเคมี 
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ส าหรับสถานท่ีและอปุกรณ์ในการ
ท าการทดลองรวมทัง้เอือ้เฟือ้เคร่ืองมือในการวิเคราะห์ตา่งๆ 

ขอขอบคณุ ดร .จฑุามาศ รัตนวราภรณ์, คณุภกัดี อมรสทุธิวฒัน์, คณุสนุิสา สวุรรณพนัธุ์ 
และคณุปิยะนชุ ฐิตวิฒุิเกียรต ิรวมทัง้พ่ีๆ เพ่ือนๆ และน้องๆ ห้องปฏิบตักิารวิจยัวสัดทุางการแพทย์
และห้องปฏิบตักิารวิศวกรรมชีวเคมีท่ีได้ให้ก าลงัใจ ค าปรึกษา ค าแนะน า ตลอดทัง้ความชว่ยเหลือ
ในด้านตา่งๆ จนงานวิจยัส าเร็จลลุว่งไปได้ด้วยดี 

สดุท้ายนี  ้ผู้วิจยั กราบขอบพระคณุ  คณุพอ่ คณุแม่ และทกุคนในครอบครัวท่ีเป็นก าลงัใจ  
ท่ีให้การสนบัสนนุตลอดมาจนกระทัง่งานวิจยัส าเร็จลลุว่งไปได้ด้วยดี  

 



ช 

 

สารบัญ 
หน้า 

บทคดัยอ่ภาษาไทย ......................................................................................................... ง  
บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ .................................................................................................... จ  
กิตตกิรรมประกาศ .......................................................................................................... ฉ  
สารบญั .......................................................................................................................... ช  
สารบญัตาราง …………………………………………………………………..…………..… ฎ 
สารบญัรูป ……………………………………..……………………………..……………..... ฐ 
บทท่ี 
1 บทน า ...................................................................................................... ,.................. 1  
 1.1 ท่ีมาของงานวิจยั .......................................................................................... 1  
 1.2 วตัถปุระสงค์ของงานวิจยั .............................................................................. 3 
 1.3 ขอบเขตงานวิจยั............................................................................... ............ 3 
2 ทฤษฎีและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง ...................................................................................... 5 
 2. 1 ไหม....................…………………………………………………….................   5 
    2.1.1 การเจริญเตบิโตของไหม………………..…………………………...........   5 
  2.1.1.1 ระยะไข ่(Egg stage) …..………..…………...…………........... 5 
  2.1.1.2 ระยะหนอนไหม (Larvae stage) ………………….……........... 5 
  2.1.1.3 ระยะดกัแด้ (Pupae stage) ……………………….……........... 6 
  2.1.1.4 ระยะผีเสือ้ (Moth stage) ………………………….……........... 6 
 2.1.2 การจ าแนกประเภทของไหม…..………..…………………………...........   7 

2.1.2.1 การจ าแนกพนัธุ์ไหมตามจ านวนการฟักเป็นไขไ่หม 
ตามธรรมชาตติอ่ปี (Voltinism) ….……………………….......... 7 

2.1.2.2 การจ าแนกพนัธุ์ไหมตามชนิดของหนอนไหม ……….……......... 8 
2.1.2.3 การจ าแนกพนัธุ์ไหมตามลกัษณะการพกัตวัในระยะไขไ่หม........ 10 

 2.1.3 พนัธุ์ไหมท่ีน ามาใช้ในงานวิจยั …..………..…………...………….......... 13 
  2.1.3.1 พนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) ……………….…….……......... 13 
  2.1.3.2 พนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) ………………..…….…….……......... 13 
  2.1.3.2 พนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) ………………..…….…….……......... 14 



ซ 

 

บทท่ี           หน้า  

 2.1.4 โครงสร้างของเส้นใยไหม ………..………..…………...…………........... 15 
 2.1.5 สมบตัขิองเส้นใยไฟโบรอิน ………..………..…………...…………......... 19 
 2.1.6 การประยกุต์ใช้เส้นใยไฟโบรอินในงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือ…...……........... 20 

 2.2 ประเภทของเซลล์ ………………………………………....…………................    20 
  2.2.1 เซลล์ขัน้ปฐมภมูิ (Primary cells) …..……..…………...…………........... 20 
  2.2.2 เซลล์ท่ีสามารถเพาะเลีย้งอยา่งตอ่เน่ือง (Continuous cell line) ............. 21 

2.3 เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู (Bone marrow-derived mesenchymal stem cells, 
MSC) …………………………………………...….…………………..………..   22 

 2.4 วิศวกรรมเนือ้เย่ือ (Tissue Engineering) ………………………………......…..   25 
 2.5 งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง ……………………...………………………………......…..   26
  2.5.1 การศกึษาโครงสร้างและสมบตัทิางกายภาพของไหม………….…………   26 

2.5.2 การขึน้รูปไฟโบรอินไหมและการศกึษาผลการตอบสนองของเซลล์  
เพ่ือใช้งานทางการแพทย์ …………………………………………………   30 

3 วสัดแุละวิธีการด าเนินงานวิจยั…..…………….…………………………………………...   36 
 3.1 วสัดแุละสารเคมี……………………….....……………….……….........……...   36 
   3.1.1 วสัดแุละสารเคมีส าหรับเตรียมสารละลายไฟโบรอิน ……......................   36 
  3.1.2 วสัดแุละสารเคมีส าหรับเตรียมฟิล์มไฟโบรอิน ………..…......................   36 

3.1.3 วสัดแุละสารเคมีส าหรับเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์  
(Polyacrylamide gel) ………………………………..…......................   36 

3.1.4 วสัดแุละสารเคมีส าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์  …………….......................   37 
 3.2 อปุกรณ์…………………..................................….………………........……..   38 
 3.3 ขัน้ตอนการด าเนินงานวิจยั……………......…………….…………….....……..   40 
  3.3.1 ขัน้ตอนการเตรียมสารละลายไฟโบรอิน ….……..…..............................   41 

   3.3.2 ขัน้ตอนการขึน้รูปฟิล์มไฟโบรอิน ……..................................….......…..   43 
  3.3.3 การวิเคราะห์สมบตัทิางกายภาพของฟิล์มไฟโบรอิน ..........................…   43 
 3.3.3.1 การวิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุของไฟโบรอินด้วยเทคนิค  
                                      SDS-PAGE ……………………….……………………….…...   43 
  3.3.3.2 การวิเคราะห์สมบตัทิางความร้อนของฟิล์มไฟโบรอิน ...…….….   45 



ฌ 

 

บทท่ี           หน้า 

 3.3.3.3 การวิเคราะห์คา่ศกัย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอิน ............…....   46 
 3.3.3.4 การวิเคราะห์คา่มมุสมัผสัของฟิล์มไฟโบรอิน …………....……...   46 

 3.3.4 การวิเคราะห์สมบตัทิางเคมีของฟิล์มไฟโบรอิน ……...........................…   46 
  3.3.4.1 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของฟิล์มไฟโบรอิน …….…….....   46 

3.3.4.2 การวิเคราะห์ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโน 
ของสารละลายไฟโบรอิน …………………………..…….……...   47 

 3.3.5 การทดสอบสมบตัคิวามเข้ากนัได้ทางชีวภาพของฟิล์มไฟโบรอิน .............    47 
3.3.5.1 การเตรียมเซลล์และการเพาะเลีย้งเซลล์ผิวหนงัของหน ู

หรือเซลล์ L929 (L929 Mouse fibroblast) …...........................   47 
3.3.5.2 การยดึเกาะ (Attachment) และการเจริญเตบิโต (Proliferation)  

ของเซลล์ L929 บนฟิล์มไฟโบรอิน ………………………...........   48 
3.3.5.3 การเตรียมและการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู  

(Bone marrow-derived mesenchymal stem cells, MSC)...…   50 
3.3.5.4 การยดึเกาะ (Attachment) และการเจริญเตบิโต (Proliferation)  

 ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูบนฟิล์มไฟโบรอิน ………..............   51 
3.3.5.5 การเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู (Differentiation) ของเซลล์ 

ต้นก าเนิดไขกระดกูบนฟิล์มไฟโบรอิน ……...............................   51 
 3.4 การวิเคราะห์ทางสถิติ …………………………………….......………..............   54 
4 ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง ....................................................................    55 
 4.1 สมบตัทิางกายภาพของไฟโบรอิน ………………………….……………………   56 
 4.1.1 น า้หนกัโมเลกลุของไฟโบรอิน …………….……………….………..........   56 
 4.1.2 สมบตัทิางความร้อนของฟิล์มไฟโบรอิน…………………………….........   59 

4.1.2.1 อณุหภมูิการเปล่ียนแปลงสถานะคล้ายแก้วของฟิล์มไฟโบรอิน  
(Glass transition temperature; Tg) ………...........................   59 

4.1.2.2 อณุหภมูิการสลายตวัของฟิล์มไฟโบรอิน  
(Degradation temperature; Td) ………................................   61 

 
 



ญ 

 

บทท่ี           หน้า 

 4.1.3 คา่ศกัย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอิน ……………...............................   63 
 4.1.4 คา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอิน ……………...............................   65 

 4.2 สมบตัทิางเคมีของไฟโบรอิน …………...…………………………...............…   68 
 4.2.1 โครงสร้างทางเคมีของฟิล์มไฟโบรอิน ……..…………………................   68
 4.2.2 ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายไฟโบรอิน. .........   71 
 4.3 สมบตัทิางชีวภาพของฟิล์มไฟโบรอิน …………...……………….................…   75 

4.3.1 การยดึเกาะ (Attachment) และการเจริญเตบิโต (Proliferation)  
ของเซลล์ L929 บนฟิล์มไฟโบรอิน ………...........................................   75 

4.3.2 การยดึเกาะ (Attachment) และการเจริญเตบิโต (Proliferation)  
ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนบูนฟิล์มไฟโบรอิน ……..................   79 

4.3.1 การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู (Differentiation) ของเซลล์ 
ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนบูนฟิล์มไฟโบรอิน ………............................   84 

5 สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ ................................................................. ...........   95 
 5.1 สรุปผลการวิจยั………………………………………………….......................   95 
 5.2 ข้อเสนอแนะ……………………………………...................………….………   98 
รายการอ้างอิง ..................................................................................................... .........      99 
ภาคผนวก ................................................................................................................ ....  109 
 ภาคผนวก ก .............................................................................................  110 
 ภาคผนวก ข ......................................................................................... ....  113 
 ภาคผนวก ค ....................................................................................... ...... 115 
 ภาคผนวก ง ……………………………………………………………….......    116 
 ภาคผนวก จ …………………………………………………………………… 117 
 ภาคผนวก ฉ …………………………………………………………………… 118 
 ภาคผนวก ช …………………………………………………………………… 119 
 ภาคผนวก ซ …………………………………………………………………… 120 
 ภาคผนวก ฌ …………………………………………………………………… 121 
ประวตัผิู้ เขียนวิทยานิพนธ์..............................................................................................  122 
  



ฎ 

 

สารบัญตาราง 
ตาราง           หน้า  
2.1  สภาพสิ่งแวดล้อมท่ีสง่ผลตอ่การพกัตวัในระยะไขไ่หมส าหรับไหม  

ท่ีมีการฟักเป็นไขไ่หมตามธรรมชาต ิ2 ครัง้ตอ่ปี ………..…………………..………..   12 
2.2  เปรียบเทียบลกัษณะทางสายพนัธุ์ระหวา่งสายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ1  (NN) 

สายพนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) และสายพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8).…………...............   14 
2.3   การจดัเรียงล าดบักรดอะมิโนของไฟโบรอินในไหมแตล่ะสกลุ  ..................................   18 
2.4  เปรียบเทียบสมบตัเิชิงกลระหวา่งเส้นใยไฟโบรอินและวสัดปุระเภทตา่งๆ  .……..…...   19 
2.5 การขึน้รูปและการประยกุต์ใช้งานของเส้นใยไฟโบรอิน ………………………………   20 
4.1 สญัลกัษณ์ของสายพนัธุ์ไหมท่ีใช้ในการศกึษา ……………………………………….   55 
4.2  คา่ศกัย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ …………………….…........... 63 
4.3 คา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์  ……………………………..... 65 
4.4  สรุปคา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอินจากไหมบ้าน …………………................  66 
4.5 ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่มมุสมัผสัของของเหลวกบัพืน้ผิววสัดุ ................................ 67 
4.6 ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนชนิดตา่งๆ ในสารละลายไฟโบรอิน  

ของไหมแตล่ะสายพนัธุ์ ........................................................................................   73 
4.7 เปอร์เซ็นต์โดยโมลของปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนชนิดตา่งๆ   

ในสารละลายไฟโบรอินของไหมแตล่ะสายพนัธุ์ .......................................................   74 
4.8 ร้อยละการยดึเกาะของเซลล์ L929, เวลาการแบง่ตวัทวีคณู (PDT) และอตัราการ

เจริญเตบิโตจ าเพาะ (µ) ของเซลล์ L929 บนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์…………..   78 
4.9 ร้อยละการยดึเกาะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู, เวลาการแบง่ตวัทวีคณู  

(PDT) และอตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะ (µ) ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู  
บนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ ………………………………………………….…..  83 

 
 
 
 
 
 



ฏ 

 

ตาราง           หน้า  

4.10 ปริมาณธาต ุ(เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั) ท่ีตรวจสอบวิธี Energy Dispersive X-ray 
Spectroscopy (EDX) ท่ีมีอยูบ่นฟิล์มไฟโบรอินหลงัการเพาะเลีย้งด้วยเซลล์กระดกู 
ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนใูนอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลง  
ไปเป็นเซลล์กระดกูในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู (Osteogenic differentiation media; OM ท่ีสภาวะ 
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 ……………………………..…….……….….. 91 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
  



ฐ 

 

สารบัญรูป 
รูปท่ี           หน้า  
2.1  วงจรชีวิตของไหม  ……………………………………..……………………………..   6 
2.2  รูปร่างและลกัษณะของรังไหมชนิดตา่งๆ  ………………………………………...….   10 
2.3  โครงสร้างของเส้นใยไหม  ………………………………………………...………..…   15 
2.4  โครงสร้างของตอ่มไหม  …………...……………………………………………..……   16 
2.5  โครงสร้างเป็นแผน่พลีทหรือโครงสร้างแบบเบตาชีท (β - pleated sheet)  …………   17  
2.6 โครงสร้างโมเลกลุของไฟโบรอิน………………………………...……..………………   17 
2.7  ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่และการเกิดพนัธะไดซลัไฟด์จากหมูอ่ะมิโนซิสทีอีน  ……….……   18 
2.8  เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู(Bone marrow-derived mesenchymal  

stem cells) ……………………………………………………………...…………….   21 
2.9  เซลล์ผิวหนงัของหนหูรือเซลล์ L929 (L929 mouse fibroblast) ……………............   21 
2.10  เซลล์ไลน์กระดกูชนิด MC3T3 (MC3T3 mouse osteoblast) ………………....…….   22 
2.11  การเปล่ียนแปลงของเซลล์ต้นก าเนิดเนือ้เย่ือเก่ียวพนัไปเป็นเซลล์ตา่งๆ  …….….……   23 
2.12  สารส าคญัท่ีหลัง่ออกมาระหวา่งการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์เนือ้เย่ือกระดกู  ...........   24 
2.13  ขัน้ตอนโดยทัว่ไปของวิศวกรรมเนือ้เย่ือ  ………………………..……………..………   25 
3.1  แผน ผงัการด าเนินงานวิจยั ………..………….………………………………….……   40 
3.2  ขัน้ตอนในการการลอกกาวไหมและการเตรียมสารละลายไฟโบรอิน  ………..………   42 
3.3  ชดุอปุกรณ์อิเล็กโตรโฟริซิสแบบแนวตัง้  ……………………………………………....  44 
3.4  ชดุอปุกรณ์อิเล็กโตรโฟริซิสแบบแนวตัง้ท่ีตอ่เข้ากบัแหลง่จา่ยไฟฟ้า ……………….…  45 
3.5  การวดัคา่มมุสมัผสั ( ) ของน า้ .......................................................…………....... 46 
4.1 ลกัษณะภายนอกของรังไหม …………………...……………………………………..   56 
4.2 ผลการวิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุของไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ด้วย  

เทคนิค SDS –PAGE ………………………………………………………..……..…   58 
4.3 เทอรโมแกรม (DSC thermogram) ของฟิล์มไฟโบรอินของแตล่ะสายพนัธุ์  ...............   60 
4.4 เทอร์โมแกรม (TGA Thermogram) ของฟิล์มไฟโบรอินของแตล่ะสายพนัธุ์ ...............   62 
4.5 สเปกตรัมการดดูกลืนของฟิล์มไฟโบรอินฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์  ....................   70 
 
 



ฑ 

 

รูปท่ี           หน้า  
4.6 จ านวนเซลล์ L929 ท่ียดึเกาะและเจริญเตบิโตบนฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อย  

ศรีสะเกษ 1 (NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) และฟิล์มไฟโบรอิน 
พนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) เปรียบเทียบกบัถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน (TCP) 
ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 ..….   77 

4.7 อนัตรกิริยาระหวา่งอินทีกรินบนเย่ือหุ้มเซลล์กบัล าดบักรดอะมิโน RGD ...………......   81 
4.8 จ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนท่ีูยดึเกาะและเจริญเตบิโตบนฟิล์ม  

ไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1)  
และฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) เปรียบเทียบกบัถาดเพาะเลีย้งเซลล์ 
พอลิสไตรีน (TCP) ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด α-MEM ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส, 5 CO2 …………………………………………………………………....…   82 

4.9 จ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู(MSC) ท่ีเจริญเตบิโตบนถาดเพาะเลีย้งเซลล์ 
พอลิสไตรีน (TCP) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์
นครราชสีมา 1 (K1) และฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) ในอาหารเลีย้งเซลล์ 
ท่ีมีการเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู (Osteogenic 
differentiation media; OM) ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2......……   86 

4.10 กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาร์ไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase; ALP)  
บนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน (TCP) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1  
(NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) และฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 2 
(K8) ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็น  
เซลล์กระดกู (Osteogenic differentiation media; OM) ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส, 5% CO2 ..…....………………………………………................…………   87 

4.11 ปริมาณแคลเซียม (Calcium content) บนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน (TCP)  
ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) 
และฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเตมิสารท่ี 
ชว่ยกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู (Osteogenic differentiation media; 
OM) ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5%CO2 …….……………………………   88 

 
 



ฒ 

 

รูปท่ี           หน้า  

4.12 แผนภาพแสดงปริมาณธาตตุา่งๆ ท่ีมีอยูบ่นฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อย  
ศรีสะเกษ 1 (NN) ด้วยวิธี Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX)  
หลงัการเพาะเลีย้งด้วยเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนใูนอาหาร 
เลีย้งเซลล์ท่ีมีการเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู 
(Osteogenic differentiation media; OM) ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส,  
5% CO2 เป็นระยะเวลา 28 วนั ……………….........................……………..........   92 

4.13 แผนภาพแสดงปริมาณธาตตุา่งๆ ท่ีมีอยูบ่นฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ นครราชสีมา 1 (K1)  
ด้วยวิธี Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) หลงัการเพาะเลีย้ง 
ด้วยเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนใูนอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี  
การเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู (Osteogenic 
differentiation media; OM) ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2   
เป็นระยะเวลา 28 วนั ……………………………………………..….………..........   93 

4.14 แผนภาพแสดงปริมาณธาตตุา่งๆ ท่ีมีอยูบ่นฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ นครราชสีมา 2 (K8)  
ด้วยวิธี Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) หลงัการเพาะเลีย้ง 
ด้วยเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนใูนอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี  
การเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู (Osteogenic 
differentiation media;OM) ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2  
เป็นระยะเวลา 28 วนั ................................................................................…..… 95 

ข.1 ขัน้ตอนการสกดัไฟโบรอินจากตอ่มไหมสว่นท้ายท่ีได้จากหนอนไหม  …………….....  113 
ค.1  กราฟมาตรฐานของการวดัจ านวนเซลล์ผิวหนงัของหนหูรือเซลล์ L929  

โดยวิธี MTT…………………………………………………………………………...  115 
ง.1 กราฟแสดงการเจริญเตบิโตของเซลล์ผิวหนงัของหนหูรือเซลล์ L929 บนฟิล์ม 

ไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1)  
และฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) และถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน  
(TCP) ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส,  
5%CO2 …………………………………………………………………………….....  116 

จ.1  กราฟมาตรฐานของการวดัจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู( MSC)  
โดยวิธี MTT……………………………………………………………………..…….  117 



ณ 

 

รูปท่ี            หน้า 

ฉ.1 กราฟแสดงการเจริญเตบิโตของเซลลต์น้ก ำเนิดไขกระดูกของหนู (MSC) 
บนฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ 
นครราชสีมา 1 (K1) และฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) และถาด 
เพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน (TCP) ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด α-MEM  
ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5%CO2 ………………………………...….....  118 

ช.1  กราฟมาตรฐานของการวดัจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู( MSC)  
โดยวิธี DNA ………………………………………………………………...……….. 119 

ซ.1 กราฟมาตรฐานของการวดัคา่กิจกรรมของเอนไซม์ Alkaline phosphatase (ALP)...  120 
ฌ.1  กราฟมาตรฐานของการวดัปริมาณแคลเซียม ………………………………............. 121 
 



1 

 

บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ที่มาของงานวิจัย 

ไหมเป็นเส้นใยโปรตีนธรรมชาตท่ีิได้จากหนอนไหม เส้นใยไหมสามารถน าไปใช้ประโยชน์ใน
การผลิตเชิงการค้าในอตุสาหกรรมสิ่งทอและเคร่ืองนุง่หม่ได้เป็นอยา่งดี เน่ืองจากเส้นไหมเป็นใย
ธรรมชาตท่ีิมีความแข็งแรง ความมนัวาวสวยงาม แตกตา่งจากผ้าท่ีทอด้วยเส้นใยชนิดอ่ืน ซึง่เป็น
เอกลกัษณ์ส าคญัของผ้าไหม ไหมประกอบด้วยโปรตีนประมาณ 97 เปอร์เซ็นต์ และอ่ืนๆ อีก  
3 เปอร์เซ็นต์เป็นขีผ้ึง้ คาร์โบไฮเดรต สารมีสีธรรมชาติ  และสารอินทรีย์อ่ืนๆ โปรตีนหลกัท่ีเป็น
องค์ประกอบในไหมมี 2 ชนิด ได้แก่ ไฟโบรอิน ( Fibroin) เป็นเส้นใยคู ่2 เส้นประกบกนัหุ้มด้วย
โปรตีนเซริซิน (Sericin) หรือกาวไหม (Silk glue) ซึง่ไหมสามารถแบง่ออกเป็น  2 ประเภท คือ ไหม
บ้าน (Domestic silkworm) และไหมป่า (Wild silkworm) ทัง้นีก้วา่ 18 ปีท่ีผา่นมาได้มีรายงานการ
น าไหมมาใช้เป็นวสัดเุพ่ือการพฒันาเป็นโครงเลีย้งเซลล์ส าหรับใช้ในงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือ  
[Minoura, N.และคณะ 1995] เน่ืองจากไหมเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ  
มีสมบตัเิชิงกลท่ีดีและสามารถยอ่ยสลายได้ตามธรรมชาติ [Altman, G.H.และคณะ 2003] 

จากการศกึษาพบวา่ มีงานวิจยัท่ีน าไหมบ้าน สายพนัธุ์ ญ่ีปุ่ น (จาก Institute of Sericulture, 
Tsukuba, Japan) มาขึน้รูปเป็นโครงเลีย้งเซลล์ไหม 2 ประเภท คือ ประเภทท่ีขึน้รูปโดยใช้น า้ 
(Water-based silk scaffold) และประเภทท่ีขึน้รูปโดยใช้ตวัท าละลาย  Hexafluoro-2-propanol 
(HFIP) เม่ือน า โครงเลีย้งเซลล์ไหม ไปเพาะเลีย้ง เซลล์ไขกระดกูของมนษุย์  (hMSCs) ใน 
osteogenic medium พบวา่ โครงเลีย้งเซลล์ไหมประเภทท่ีขึน้รูปโดยใช้น า้จะชว่ยให้มีการสร้าง
กระดกูได้มากกวา่ [Kim, H.J. และคณะ 2005] นอกจากนีย้งัมีการน าไหมบ้านสายพนัธุ์จีน (จาก 
Xian Raw Silk Factory, China) เพ่ือขึน้รูปเป็นโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินผสมไคโตซาน  โดยศกึษา
การยอ่ยสลายทางธรรมชาตใินสารละลาย  Phosphate buffered saline (PBS) ท่ีอณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียสพบวา่ โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินผสมไคโตซานสามารถยอ่ยสลายได้  19.28%  
ภายในระยะเวลา 8 สปัดาห์ โดยน า้หนกั [She Z. และคณะ 2008] 

สว่นไหมป่าซึง่มีหลายชนิด เชน่ ไหมอีร่ี ( Eri silkworm) ไหมทาซาร์ (Tasar silkworm) ไหม 
มกูา (Muga silkworm) ได้มีรายงานการน าไหมสายพนัธุ์ทาซาร์ในสกลุ Antheraea pernyi มา
ศกึษาสมบตัทิางกลเปรียบเทียบกบัไหมบ้าน พบวา่ เส้นใยไหมสกลุ Antheraea pernyi มีคา่ความ
ต้านทานแรงดงึและความเหนียวสงูกวา่ไหม บ้านและฟิล์มไหมสกลุ Antheraea pernyi สามารถ
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ชกัน าให้เกิดการยดึเกาะ การเจริญเตบิโตของเซลล์  feline normal skin fibroblast (AH927) ได้
ดีกวา่ฟิล์มไหมบ้าน [Acharya, C. และคณะ 2009] 

ส าหรับในประเทศไทยมีการแบง่สายพนัธุ์ไหมบ้านออกเป็น 2 กลุม่ ได้แก่ ไหมพนัธุ์ แท้ ซึง่เป็น
ไหมท่ีได้รับการปรับปรุงพนัธุ์จนมีลกัษณะคงตวั ไมมี่การกระจายพนัธุ์ตามแบบพนัธุ์แท้ เชน่ พนัธุ์
นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) พนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) พนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) พนัธุ์นครราชสีมา 
60-13 (K13) และพนัธุ์นครราชสีมา 60–2 (K6) เป็นต้น อีกกลุม่หนึง่เป็นไหมพนัธุ์ใหมท่ี่ได้รับการ
ปรับปรุงสายพนัธุ์ให้มีสมบตัดีิขึน้ เชน่  พนัธุ์นครราชสีมาลกูผสม 1 พนัธุ์อบุลราชธานี 60-35 
(ดอกบวั)  พนัธุ์นครราชสีมาลกูผสม 60 (เหลืองโคราช)  พนัธุ์ไทยลกูผสมอดุรธานี และพนัธุ์ไทย
ลกูผสมสกลนคร  1 เป็นต้น โดยมีรายงานการศกึษาศกัยภาพการประยกุต์ใช้ไหมพนัธุ์นางน้อยศรี
สะเกษ 1 ในงานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือและการควบคมุการปลดปลอ่ยในชว่ง  5 ปีทีผ่า่นมา อาทิ 
การพฒันาโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยโดยใช้ไหมพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ  1 และปรับปรุง
พืน้ผิวด้วยการคอนจเูกตด้วยเจลาตนิ โดยพบวา่ โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีมีการปรับปรุง
พืน้ผิวด้วยการคอนจเูกตเจลาตนิมีการเช่ือมตอ่ของโครงสร้างท่ีแข็งแรงและสามารถสง่เสริมการยดึ
เกาะ การเจริญเตบิโตของเซลล์กระดกู ( MC3T3-E1) ได้ดีกวา่โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย  
[Chamchongkaset, J. และคณะ 2008] และโครงเลีย้งเซลล์ท่ีเตรียมโดยมีไฟโบรอินไหมไทยเป็น
องค์ประกอบหลกัไมมี่ความเป็นพิษตอ่เซลล์ในสตัว์ทดลอง ตามมาตรฐาน ISO 10993 Part 6 
[Tungtasana, H. และคณะ 2010] การพฒันาเปรียบเทียบสมบตัคิวามเข้ากนัได้ทางชีวภาพของ
ฟิล์มแบบตา่งๆ ได้แก่ ฟิล์มไฟโบรอิน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ ฟิล์มไฟโบรอิน/เจลาตนิ ฟิล์มไฟโบรอิน/
เจลาตนิ/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ และฟิล์มไฮดรอกซีอะพาไทต์/ไคโตซาน ในระดบัห้องปฏิบตักิาร โดย
ใช้เซลล์กระดกู ( MC3T3-E1) และเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูจากหน ู( Rat bone marrow-derived 
stem cells) พบวา่ เซลล์ยดึเกาะ และเจริญเตบิโตได้ดีท่ีสดุบนฟิล์มไฟโบรอิน/เจลาตนิ และเซลล์
สามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้ดีท่ีสดุบนฟิล์มไฟโบรอิน/เจลาตนิ/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 
[Vachiraroj, N. และคณะ 2009] รวมถึงการขึน้รูปแผน่เส้นใยผสมของไฟโบรอินไหมไทยสายพนัธุ์
นางน้อยศรีสะเกษ 1 กบัเจลาตนิโดยกระบวนการป่ันด้วยไฟฟ้าสถิตย์และประยกุต์ใช้ในการ
ควบคมุการปลดปลอ่ยสาร ซึง่พบวา่ เม่ือความตา่งศกัย์ทางไฟฟ้าเพิ่มขึน้จะท าให้ขนาดเส้นผา่น
ศนูย์กลางของเส้นใยเล็กลง และถ้าอตัราสว่นของเจลาตนิเพิ่มขึน้จะท าให้มีความสามารถยอ่ย
สลายทางชีวภาพเร็วขึน้ แผน่เส้นใยท่ีผลิตได้สามารถใช้ในการควบคมุกปลดปลอ่ย Methylene 
blue ได้ โดย Methylene blue จะถกูดดูซบับนแผน่เส้นใย และถกูปลดปลอ่ยตามอตัราการยอ่ย
สลายทางชีวภาพของแผน่เส้นใย [Okhawilai, M. และคณะ 2010]  
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นอกจากนีย้งัมีการน าไหมพนัธุ์นางลายและไหมพนัธุ์ผสมระหวา่งจีนกบัญ่ีปุ่ น ( DOAE-7) มา
ขึน้รูปเป็นแผน่เส้นใยด้วยกระบวนการป่ันด้วยไฟฟ้าสถิตย์  และศกึษาความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ
โดยใช้เซลล์กระดกู ( MC3T3-E1) พบวา่ แผน่เส้นใยท่ีขึน้รูปด้วยกระบวนการป่ันเส้นใยด้วยไฟฟ้า
สถิตย์จากไหมทัง้สองสายพนัธุ์มีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพเป็นอยา่งดี [Meechaisue, C. และ
คณะ 2007] 

เน่ืองจากความหลากหลายของแหลง่ท่ีมาของรังไหมบ้านและประกอบกบัยงัไมมี่รายงาน
เก่ียวกบัความสามารถในการเข้ากนัได้ทางชีวภาพของไหมบ้าน  (Domestic silkworms) สายพนัธุ์
ตา่งๆ ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึมุง่ท่ีจะศกึษาเปรียบเทียบไฟโบรอิน ของไหมบ้าน 3 สายพนัธุ์  ได้แก่ สาย
พนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ  1 (NN) ซึง่เป็นไหมสายพนัธุ์ไทยแท้ สาย พนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) ซึง่เป็น
ไหมพนัธุ์ผสม ( N124×C124) โดยมีการปรับปรุงสายพนัธุ์จนมีลกัษณะความคงตวัแบบสายพนัธุ์
ญ่ีปุ่ น  และสายพนัธุ์นครราชสีม า 2 (K8) เป็นไหมท่ีได้รับการปรับปรุงสายพนัธุ์ ( C134) จนมี
ลกัษณะคงตวัแบบสายพนัธุ์จีน  จากนัน้น าไหมดงักลา่วมาผา่นกระบวนการลอกกาวไหม
กระบวนการเตรียมสารละลายด้วยลิเทียมโบรไมด์และการไดอะไลส์ โดยจะน าไฟโบรอินท่ีได้มาท า
การทดสอบสมบตัทิางกายภาพ ทางเคมีและสมบตัคิวามเข้ากนัได้ทางชีวภาพในระดบั
ห้องปฏิบตักิารด้วยเซลล์ชนิดตา่งๆ โดยคาดหวงัวา่ ผลการศกึษาวิจยันีจ้ะเป็นข้อมลูเบือ้งต้นท่ี
ส าคญัในการเลือกใช้และพฒันาไฟโบรอินไหมบ้านสายพนัธุ์ตา่งๆ ให้เหมาะสมตอ่การประยกุต์ใช้
งานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือตอ่ไป 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
เพ่ือเปรียบเทียบสมบตัทิางกายภาพ ทางเคมี  และความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ ฟิล์ม ของ  

ไฟโบรอินจากไหม บ้าน  3 สายพนัธุ์ ได้แก่  สายพนัธุ์ นางน้อยศรีสะเกษ  1 (NN) สายพนัธุ์
นครราชสีมา 1 (K1) และสายพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

 1.3.1 เตรียมแผน่ฟิล์มจากสารละลายไฟโบรอินของไหมบ้านสายพนัธุ์ตา่งๆ ด้วยการท าแห้ง
ด้วยอากาศ ( Air dry) และชกัน าให้เกิดโครงสร้างแบบ เบต้าชีท (β – sheet structure) ด้วย
สารละลายเมทานอลท่ีมีความเข้มข้น 70% โดยปริมาตร 

1.3.2 วิเคราะห์เปรียบเทียบสมบตัทิางกายภาพและสมบตัทิางเคมีของฟิล์มไฟโบรอินไหม บ้าน
ทัง้ 3 สายพนัธุ์ ดงันี ้

1.3.2.1 น า้หนกัโมเลกลุของ ไฟโบรอิน ด้วยเทคนิ ค Sodium Dodecyl Sulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)  



4 

 

1.3.2.2 สมบตัทิางความร้อน โดยใช้เคร่ือง Differential Scanning Calorimeter (DSC) 
และเคร่ือง Thermogravimetric analyzer (TGA) 

1.3.2.3 คา่ประจทุางไฟฟ้าของสารละลายไฟโบรอิน (Zeta Potential)  
1.3.2.4 คา่มมุสมัผสัของฟิล์มไฟโบรอิน (Contact angle) 
1.3.2.5 โครงสร้างทางเคมีโดยใช้ด้วยเคร่ือง Fourier Transform Infrared 

Spectroscope (FTIR) 
1.3.2.6 ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโน ของสารละลายไฟโบรอิน ด้วยเคร่ือง  

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
1.3.3 ทดสอบสมบตัทิางชีวภาพของฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์โดยใช้เซลล์ 2 ชนิด ได้แก่ 

เซลล์ผิวหนงัของหนหูรือเซลล์ L929 (L929 mouse fibroblast) และเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของ
หน ู(Bone marrow-derived mesenchymal stem cells, MSCs) โดยท าการทดสอบ ดงันี ้

1.3.3.1 การยดึเกาะ ( Attachment) และการเจริญเตบิโต ( Proliferation) ของเซลล์
ผิวหนงัของหนหูรือเซลล์ L929 และเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู 

1.3.3.2 การเปล่ียนแปลงไปเป็น เนือ้เย่ือกระดกู (Differentiation) ของเซลล์ต้นก าเนิด
ไขกระดกูของหน ู  
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

2.1 ไหม  
2.1.1 การเจริญเตบิโตของไหม [Yataro Tazima, 1964] 

 ไหม เป็นแมลงท่ี มีการเจริญเตบิโตเปล่ียนแปลงรูปร่างตามขัน้ตอนแบบสมบรูณ์ 
(Completely metamorphosis insect) โดยวงจรชีวิตของไหมจะใช้เวลาตัง้แตเ่ป็นไขไ่หม
จนกระทัง่กลายเป็นไหม ทัง้หมดประมาณ 55-60 วนั ท่ีอณุหภมูิ 23 – 25 องศาเซลเซียส ซึง่วงจร
ชีวิตของไหมแบง่ออกได้ 4 ระยะ ดงันี ้ 

 2.1.1.1 ระยะไข่ (Egg stage) 
  ไข่ไหมจะมีลกัษณะกลมรี สีและขนาดของไขไ่หมจะแตกตา่งกนัไปตามสายพนัธุ์ 
โดยจะสามารถแบง่ชนิดของไขไ่หมเป็น  2 ชนิด คือ ไขไ่หมท่ีมีการพกัตวัหรือจ าศีล  (Hibernating 
eggs หรือ Diapause eggs) และไขไ่หมท่ีไม่ มีการพกัตวั (Non – hibernating eggs หรือ Non - 
diapause eggs) โดยไขไ่หมท่ีมีการพกัตวันัน้ จะพบในไหมสายพนัธุ์พืน้เมือง เชน่ สายพนัธุ์ยโุรป 
สายพนัธุ์ญ่ีปุ่ น เป็นต้น บางสายพนัธุ์มีระยะเวลาการ พกัตวัในฤดหูนาวนานประมาณ 4–10 เดือน 
แตส่ามารถกระตุ้นให้ฟักออกเป็นตวัได้เชน่เดียวกบัไขไ่หมชนิดไมพ่กัตวั ด้วยการฟักเทียม โดยการ
น าไขไ่หม ไปแชใ่น สารละลา ยกรดไฮโดรคลอริก เป็นเวลา 3–5 นาที  ซึง่จะใช้เวลาในการ ฟัก
ออกเป็นตวัภายใน 1 1–14 วนัท่ีอณุหภมูิ 23–25 องศาเซลเซียส  สว่นไขไ่หมชนิดไมพ่กัตวั จะพบใน
ไหมสายพนัธุ์ท่ีอยูใ่นแถบเขตร้อน เชน่ สายพนัธุ์อินเดีย เป็นต้น โดยใช้เวลาในการ ฟักออกเป็นตวั
ภายใน 9 – 12 วนั  

2.1.1.2 ระยะหนอนไหม (Larvae stage)  
ในระยะนีจ้ะใช้เวลาประมาณ  19–25 วนั โดยสามารถแบง่หนอนไหมออกเป็น 5 วยั 

คือ วยัท่ี 1 เร่ิมจากตวัหนอนฟักออกจากไข่  (Hatching) ลกัษณะของ หนอนไหมแรกเกิด จะมีสีด า
ยาว ล าตวัประมาณ  3 มิลลิเมตร มีน า้หนกัตวัประมาณ 0.45 มิลลิกรัม  ตอ่มาในวยัท่ี 2-5 หนอน
ไหมจะเร่ิมมีการลอกคราบ (Moulting) ประมาณ 4 ครัง้ หนอนไหมท่ีโตเตม็ท่ีจะมีน า้หนกัประมาณ 
10,000 เทา่ของน า้หนกั หนอนไหมแรกเกิด ซึง่หนอนไหมในวยัท่ี 1-3 จะเรียกวา่  ไหมวยัออ่น  สว่น
หนอนไหมในวยัท่ี 4–5 เรียกวา่ ไหมวยัแก่ โดยในระยะท่ีเป็นหนอนไหมเทา่นัน้ท่ีจะมีการกินอาหาร
และหยดุกินอาหารเม่ือลอกคราบ ส าหรับไหมบ้าน อาหารท่ีใช้ในการเลีย้งหนอนไหมคือ ใบหมอ่น  
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2.1.1.3 ระยะดกัแด ้(Pupae stage) 
ในชว่งปลายหนอนไหมวยัท่ี 5 หนอนไหมจะมีการเปล่ียนแปลงเพ่ือเข้าสูร่ะยะดั กแด้ 

คือ หนอนไหมจะหยดุกินอาหาร ล าตวัคอ่นข้างโปร่งแสง และหาสถานท่ีเหมาะสมส าหรับการสร้าง
รัง ในระยะนีจ้ะเรียกวา่ ไหมสกุ ในชว่งวนัแรกของการสร้างรัง เส้นใยท่ีพน่ออกมาท ารังจะเกาะอยู่
กบัสิ่งตา่งๆ  อาทิ กระด้ง จอ่ เป็นต้น หนอนไหมจะท ารังเสร็จภายใน 4-5 วนั จากนัน้จะเร่ิมลอก
คราบและพฒันากลายเป็นดกัแด้นอนนิ่งอยูภ่ายในรังไหม  ซึง่ระยะเวลาท่ี เป็นดกัแด้ประมาณ  
9-14 วนั 

2.1.1.4 ระยะผีเสือ้ (Moth stage) 
เม่ือผา่นระยะดกัแด้แล้วจะลอกคราบและพฒันากลายเป็นผีเสือ้อยูภ่ายในรังไหม 

เม่ือผีเสือ้โตเตม็ท่ีจะพน่น า้ลายท่ีมีฤทธ์ิเป็นดา่ง เพ่ือเจาะรังไหมออกมาสูโ่ลกภายนอก โดยผีเสือ้จะ
มีการผสมพนัธุ์และจะเร่ิมวางไขท่นัที หลงัจากวางไขเ่สร็จแล้วประมาณ 2–3 วนั ผีเสือ้ก็จะตาย ซึง่
วงจรชีวิตของไหมแสดงในรูปท่ี 2.1 

 

รูปท่ี 2.1 วงจรชีวิตของไหม [Yataro Tazima, 1964] 
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2.1.2 การจ าแนกประเภทของไหม [โมโตอิ มินะกาวะ, 2530 และไชยา อุ้ยสงูเนิน, 2543] 

 ไหมมีหลากหลายพนัธุ์และพบได้ในหลายประเทศทัว่โลก ซึง่นกัวิทยาศาสตร์สามารถจ าแนก
พนัธุ์ไหมได้หลายอยา่ง เชน่ การจ าแนกพนัธุ์ไหมตามจ านวนครัง้ในการลอกคราบของหนอนไหม 
การจ าแนกพนัธุ์ไหมตามสีของรังไหม การจ าแนกพนัธุ์ไหมตามรูปร่างของรังไหม การจ าแนกพนัธุ์
ไหมตามถ่ินก าเนิด การจ าแนก พนัธุ์ไหมตามจ านวน การฟักเป็นไขไ่หมตามธรรมชาตติอ่ ปี 
(Voltinism) การจ าแนกพนัธุ์ไหมตามชนิดของหนอนไหม การจ าแนกพนัธุ์ไหมตามลกัษณะการพกั
ตวัในระยะไขไ่หม เป็นต้น  

 2.1.2.1 การจ าแนกพนัธุ์ไหมตามจ านวน การฟักเป็นไข่ไหมตามธรรมชาติต่อ ปี (Voltinism) 
สามารถแบง่ได้ 3 ประเภท ดงันี ้
  1. ไหมทีมี่การฟักเป็นไข่ไหมตามธรรมชาติ 1 ครั้งต่อปี (Monovotine/Univoltine)  

 ไหมท่ีมีการฟักเป็นไขไ่หมตามธรรมชาต ิ1 ครัง้ตอ่ปี มกัพบในท้องถ่ินท่ีมีอากาศ
หนาว เชน่ ประเทศในแถบยโุรป เป็นต้น หนอนไหมประเภทมีจ้ะมีอายยืุนยาวกวา่หนอนไหม
ประเภทอ่ืน ลกัษณะของ หนอนไหมจะมีขนาดคอ่นข้าง ใหญ่ และเส้นไหม ท่ีได้มีคณุภาพดี ความ
ยาวเส้นไหมตอ่รังประมาณ 1,200 - 1,500 เมตร 
  2. ไหมทีมี่การฟักเป็นไข่ไหมตามธรรมชาติ 2 ครั้งต่อปี (Bivoltine)  

ไหมท่ีมีการฟักเป็นไขไ่หมตามธรรมชาต ิ 2 ครัง้ตอ่ปี มกัพบในท้องถ่ินท่ีมีอากาศ
อบอุน่ เชน่ จีน  ญ่ีปุ่ น เกาหลี เป็นต้น หนอนไหมแข็งแรง แต่ มีอายสุัน้และเส้นไหมมีคณุภาพด้อย
กวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัประเภทไหมท่ีมีการฟักเป็นไขไ่หมตามธรรมชาต ิ1 ครัง้ตอ่ปี  ความยาวเส้น
ไหมตอ่รังประมาณ 1,000 - 1,200 เมตร 
 3. ไหมทีมี่การฟักเป็นไข่ไหมตามธรรมชาติหลายครั้งต่อปี(Polyvoltine/Multivotine)  

ไหมท่ีมีการฟักเป็นไขไ่หมตามธรรมชาตหิลายครัง้ตอ่ปี มกัพบในท้องถ่ิน อากาศ
ร้อนชืน้ เชน่ ไทย ลาว เป็นต้น หนอนไหมมีอายสุัน้กวา่ทัง้ สองประเภทท่ีกลา่วมา ข้างต้นแต่มีความ
แข็งแรงมากกวา่ รังไหมท่ีได้มีขนาดเล็ก รังไหมมีทัง้สีขาวและสีเหลือง  แตเ่ส้นไหม ท่ีได้มีความมนั
เงาสงู ความยาวเส้นไหมตอ่รังประมาณ 200-400 เมตร 
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2.1.2.2 การจ าแนกพนัธุ์ไหมตามชนิดของหนอนไหม สามารถแบง่ได้ 2 ประเภท ได้แก่ 
1.  ไหมบา้น (Domesticated silkworms) 

   ไหมบ้าน ( Domesticated silkworms) เป็นแมลงชนิดหนึง่ท่ีมนษุย์เลีย้งกนัมา
เป็นอาชีพมากกวา่ 4,000 ปีมาแล้ว ตวัไหมท่ีใช้เลีย้งมีช่ือวิทยาศาสตร์ คือ Bombyx mori   ซึง่มี
ข้อมลูทางวิทยาศาสตร์ของไหมดงันี ้ 

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

2. ไหมป่า (Wild silkworms or Non – mulberry silkworms)   
ไหมป่าเป็นไหมท่ีสามารถด ารงชีวิตเองได้ในธรรมชาต ิสว่นใหญ่จะกินพืช โดยจะ

สามารถเก็บรังไหมป่าได้ 2 – 8 ครัง้ตอ่ปี ซึง่แบง่ออกเป็น 3 ชนิด ได้แก่ 
ก.) ไหมอีร่ี (Eri silkworms) 

 ไหมอีร่ีเป็นไหมป่ามีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่ Samia ricini มีถ่ินก าเนิดใน
ประเทศอินเดีย รังไหมสว่นมากมีสีขาว สีเหลืองและสีน า้ตาล ความยาวของรังไหมชนิดนีป้ระมาณ 
4–5 เซนตเิมตร เส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 1–2 เซนตเิมตร ลกัษณะของรังไหมจะยาวและรี 

ในประเทศไทย มีการ เพาะเลีย้งไหม อีร่ีเชน่กนัในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
โดยสายพนัธุ์ท่ีนิยมเพาะเลีย้ง ได้แก่ สายพนัธุ์จีน สายพนัธุ์ไทยและสายพนัธุ์เชียงใหม่  ซึง่ไหมอีร่ี
จะกินใบมนัส าปะหลงัและใบละหุง่ป็นอาหาร 

ข.) ไหมทาซาร์ (Tasar silkworms)  
ไหมทาซาร์ เป็นไหมป่าท่ี จดัอยูใ่นสกลุ Antheraea ซึง่สามารถแบง่สายพนัธุ์

ของไหมได้ดงันี ้
-  สายพนัธุ์จีน (Chinese tasar silkworms) ช่ือวิทยาศาสตร์คือ Antheraea 

pernyi ถือวา่เป็นไหมป่าท่ีให้เส้นใยมากท่ีสดุ รองลงมาจากไหมบ้าน ไหมชนิดนีมี้การเพาะเลีย้งใน
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ประเทศจีนและญ่ีปุ่ น รังไหมมีสีน า้ตาลแกมเหลือง ความยาวของรังไหมชนิดนีป้ระมาณ 4-5 
เซนตเิมตร เส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 2-3 เซนตเิมตร ลกัษณะของรังไหมจะคล้ายกบัไขย่าวๆ 

- สายพนัธุ์อินเดียน (Indian tasar silkworms) ช่ือวิทยาศาสตร์คือ 
Antheraea mylitta ซึง่ผลิตได้มากรองลงมาจากพนัธุ์จีน  มีแหลง่ผลิตในประเทศแถบอินโดจีน เส้น
ไหมท่ีได้จะมีสีเทาหรือสีน า้ตาลแกมเหลือง ความยาวของรังไหมชนิดนีป้ระมาณ 5 เซนตเิมตร เส้น
ผา่นศนูย์กลางประมาณ 3 เซนตเิมตร ลกัษณะของรังไหมจะเป็นวงรี 

- สายพนัธุ์ญ่ีปุ่ น (Japanese tasar silkworms) ช่ือวิทยาศาสตร์คือ 
Antheraea yamanai มีอีกช่ือหนึง่วา่ ไหมเทนซนั ( Tensan) นิยมเลีย้งกนัในญ่ีปุ่ นประเทศเดียว 
เส้นไหมท่ีได้จะมี สีเขียวหรือสีน า้ตาล ความยาวของรังไหมชนิดนีป้ระมาณ 4 –6 เซนตเิมตรและมี
เส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 2– 3 เซนตเิมตร  

 ทัง้ไหมพนัธุ์ญ่ีปุ่ นและพนัธุ์จีนมกัชอบกินใบโอ๊ค และใบพืชสกลุข้างเคียงอีก
หลายชนิดเป็นอาหาร สว่นไหมพนัธุ์อินเดียนชอบกินใบ จากต้นสมอเทศ (Termiralia sp.) หนอน
ไหมดงักลา่วอาจเป็นสายพนัธุ์ไหมท่ีมีการฟักเป็นไขไ่หม 1 ครัง้ตอ่ปีหรือ สายพนัธุ์ไหม ท่ีมีการฟัก
เป็นไขไ่หม  2 ครัง้ตอ่ปีก็ได้ ซึง่รังไหมป่าจ าพวกนีอ้าจน าไปสาวให้เป็นไหมดบิเชน่เดียวกบัรังไหม
พวกท่ีกินใบหมอ่น ส าหรับในประเทศไทยสามารถเพาะเลีย้งไหมชนิดนีด้้ว ยใบมะกอก และใบ
พะยอม 

ค.) ไหมมกูา (Muga silkworms) 
ไหมมกูา มีแหลง่ก าเนิดใน แคว้นอสัสมัของ ประเทศอินเดีย เป็นไหม ท่ีอยูใ่น

สกลุเดียวกนักบัไหมทาซาร์ คือ Antheraea assama แตใ่ห้เส้นไหมท่ีมีสีเหลืองทองเป็นประกาย
สวยงาม คณุภาพเส้นใยเหนีย ว ความยาวของรังไหมชนิดนีป้ระมาณ 4 –5 เซนตเิมตร และมี เส้น
ผา่นศนูย์กลางประมาณ 2.0 เซนตเิมตร  ลกัษณะของรังไหมจะ คล้ายกบัไขย่าวๆ ไหมชนิดนีจ้ะกิน
ใบพืชชนิดผลดัใบ ปริมาณเส้นใยท่ีผลิตได้ในแตล่ะปีคอ่นข้างน้อย  

 นอกจากท่ีกลา่วมาแล้ว ยงัมีไหมอีกหลายชนิด เชน่ ไหมเตกซุุซนัของไต้หวนั  
(Saturnnia pyretorum) ซึง่มีแหลง่ก าเนิดในประเทศไต้หวนั เส้นไหมท่ีได้จะมีสีน า้ตาลหรือสี
น า้ตาลแกมด า ลกัษณะของรังไหมจะ เหมือนหลอดป่ันด้าย โดยหนอนไหมจะกินใบการบรูเป็น
อาหาร ไหมชินจซุานของญ่ีปุ่ น (Sarnia cynthia pryeri) มีแหลง่ก าเนิดในจงัหวดันากาโน เส้นไหม
ท่ีได้จะมีสีน า้ตาลแกมเหลือง ลกัษณะของรังไหม เป็นวงรียาวๆ โดยหนอนไหมชนิดนีจ้ะกินใบของ
ต้นรักญ่ีปุ่ น (Japanese lacquer tree) เป็นอาหาร เป็นต้น ซึง่มีรูปร่างและลกัษณะของรังไหมชนิด
ตา่งๆ แสดงในรูปท่ี 2.2 
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รูปท่ี 2.2 รูปร่างและลกัษณะของรังไหมชนิดตา่งๆ (a) Bombyx mori (b) Samia cynthia ricini  
(c) Antheraea pernyi (d) Antheraea mylitta (e) Antheraea  yamanai (f) Antheraea assama  

(g) Saturnnia pyretorum (h) Sarnia cynthia pryeri [Chen, F. และคณะ 2012]  

 2.1.2.3 การจ าแนกพนัธุ์ไหมตามลกัษณะการ พกัตวัในระยะไข่ ไหม  [Wang San-ming, 

1989 และ Yataro Tazima, 1964] 

  ส าหรับการจ าแนกพนัธุ์ไหมตามลกัษณะการพกัตวัในระยะไขไ่หมสามารถแบง่ได้ 3 
ประเภท ดงันี ้  
  1. ไหมทีมี่การมีการพกัตวัในระยะไข่ไหม (Hibernating eggs/Diapause eggs) 
   ไหมท่ีมีการมีการพกัตวัในระยะไขไ่หม หรือมีการจ าศีล คือ ไขไ่หมมีการพกัตวั
นานประมาณ 4-10 เดือนก่อนเกิดการฟักเป็นหนอนไหม  

  2. ไหมทีไ่ม่มีการมีการพกัตวั ในระยะไข่ไหม  (Non - Hibernating eggs/Non - 
Diapause eggs) 

  ไหมท่ีไมมี่การมีการพกัตวัในระยะไขไ่หม  โดยใช้ระยะเวลาท่ีใช้ในการฟักตวัเป็น
หนอนไหมประมาณ 9-12 วนั  

   ในการจ าแนกประเภท พนัธุ์ไหมตามลกัษณะการพกัตวัในระยะไขไ่หม มี
ความสมัพนัธ์กบัการจ าแนกพนัธุ์ไหมตามจ านวนการฟักเป็นไขไ่หมตามธรรมชาตติอ่ปี (Voltinism) 
กลา่วคือ ไหมท่ีมีการฟักเป็นไขไ่หมตามธรรมชาต ิ1 ครัง้ตอ่ปี  (Monovotine/Univoltine) จะเป็น
ไหมท่ีมีการพกัตวัในระยะไขไ่หม  สว่น ไหมท่ีมีการฟักเป็นไขไ่หมตามธรรมชาตหิลายครัง้ตอ่ปี 
(Polyvoltine/Multivotine) จะเป็นไหมท่ีไมมี่การพกัตวัในระยะไขไ่หม  ในขณะท่ีไหมท่ีมีการฟักเป็น
ไขไ่หมตามธรรมชาต ิ2 ครัง้ตอ่ปี ( Bivoltine) จะเป็นไหมทัง้ท่ีมีการพกัตวัในระยะไขไ่หม และไหมท่ี
ไมมี่การพกัตวัในระยะไขไ่หมขึน้กบัสภาพสิ่งแวดล้อมท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งไขไ่หม (รุ่นพอ่แม)่ โดย
สภาพแวดล้อมท่ีมีผลตอ่การพกัตวัในระยะไขไ่หม ได้แก่ 
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   - อณุหภมูิ (Temperature) ท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งไขไ่หม (รุ่นพอ่แม)่ เป็นปัจจยัสิ่งท่ี
มีผลตอ่ลกัษณะของการพกัตวัของไขไ่หมในรุ่นถดัไป สามารถสรุปดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 ซึง่
แสดงให้เห็นวา่ สภาวะท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งไขไ่หมรุ่นพอ่แมมี่ความส าคญัท่ีสดุส าหรับ ไหมท่ีมีการ
ฟักเป็นไขไ่หมตามธรรมชาต ิ2 ครัง้ตอ่ปี วา่ ไข่ ไหมในรุ่นถดัไปจะ มีหรือไมมี่ การพกัตวัในระยะไข่
ไหม 
  - แสง  (Light) เป็นปัจจยัท่ีมีความส าคญัรองลงมาจากอณุหภมูิ โดยแสงจะไมมี่ผล
ชดัเจนในกรณีท่ี สภาวะท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งไขไ่หมรุ่นพอ่แม่ มีอณุหภมูิสงูมากกวา่ 25 องศา
เซลเซียสและอณุหภมูิต ่ากวา่ 15 องศาเซลเซียส แตใ่นกรณีท่ีเพาะเลีย้งในอณุหภมูิประมาณ  20 
องศาเซลเซียส  แสงจะชว่ยเพิ่มอตัราการเปล่ียนแปลงไปเป็นไขไ่หม ท่ีมีการพกัตวัในระยะไขไ่หม  
สว่นถ้าไมมี่แสงจะท าให้อตัราดงักลา่วเกิดช้าลง 
 - ความชืน้ ( Humidity) เป็นปัจจยัท่ีมีผลรองลงมาจากแสง และอาจไมเ่ห็นความ
แตกตา่งชดัเจนกรณีท่ีสภาวะท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งไขไ่หมรุ่นพอ่แม่ มีอณุหภมูิสงูมากกวา่ 25 องศา
เซลเซียสและอณุหภมูิต ่ากวา่ 15 องศาเซลเซียส  แตใ่นกรณีท่ีเพาะเลีย้งในอณุหภมูิประมาณ  20 
องศาเซลเซียส สภาวะท่ีมีความชืน้สงูจะเหมาะสมในการวางใขแ่บบท่ี การพกัตวัในระยะไขไ่หม
มากกวา่สภาะท่ีมีความชืน้ต ่า 

ทัง้นีล้กัษณะการพกัตวัในระยะไขไ่หม สามารถบง่บอกถึงคณุภาพของเส้นไหมท่ีได้ โดย
ไหมท่ีมีการมีการพกัตวัในระยะไขไ่หม  ท าให้เม่ือฟักออกมาจากไขไ่หมหนอนไหมท่ีได้ไมค่อ่ย
แข็งแรง แตเ่ส้นไหมท่ีได้มีคณุภาพดีและมีความยาวของเส้นไหมมากกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบั ไหมท่ี
ไมมี่การพกัตวัในระยะไขไ่หม 

 

 

 

 

 

 



12 

 

ตารางท่ี 2.1 สภาพสิ่งแวดล้อมท่ีสง่ผลตอ่การพกัตวัในระยะไขไ่หม ส าหรับ ไหมท่ีมีการฟักเป็นไข่
ไหมตามธรรมชาต ิ2 ครัง้ตอ่ปี (Bivoltine) [Wang San-ming, 1989] 

สภาวะท่ีใช้เพาะเลีย้ง 
ไขไ่หมรุ่นพอ่แม ่

ระยะหนอนไหม ระยะดกัแด้ 
ลกัษณะการพกัตวัใน
ระยะไขไ่หมรุ่นถดัไป 

อณุหภมูิสงู (มากกวา่ 
25 องศาเซลเซียส) 

อณุหภมูิสงู (มากกวา่ 
25 องศาเซลเซียส) 

อณุหภมูิสงู  
(28 องศาเซลเซียส) 

มีการพกัตวัในระยะไข่
ไหม 

อณุหภมูิต ่า  
(18 องศาเซลเซียส) 

อณุหภมูิต ่า  
(20 องศาเซลเซียส) 

มีการพกัตวัในระยะไข่
ไหม 

อณุหภมูิต ่า  
(15 องศาเซลเซียส) 

อณุหภมูิสงู (มากกวา่ 
25 องศาเซลเซียส) 

อณุหภมูิสงู  
(28 องศาเซลเซียส) 

ไมมี่การพกัตวัในระยะ
ไขไ่หม 

อณุหภมูิต ่า  
(18 องศาเซลเซียส) 

อณุหภมูิต ่า  
(20 องศาเซลเซียส) 

ไมมี่การพกัตวัในระยะ
ไขไ่หม 

อณุหภมูิประมาณ  
20 องศาเซลเซียส 

อณุหภมูิสงู (มากกวา่ 
25 องศาเซลเซียส) 

อณุหภมูิสงู  
(28 องศาเซลเซียส) 

สว่นใหญ่จะไม่ มีการ
พกัตวัในระยะไขไ่หม 

อณุหภมูิต ่า  
(18 องศาเซลเซียส) 

อณุหภมูิต ่า  
(20 องศาเซลเซียส) 

สว่นใหญ่จะ มีการพกั
ตวัในระยะไขไ่หม  
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2.1.3 พนัธุ์ไหมท่ีน ามาใช้ในงานวิจยั [สถาบนัวิจยัหมอ่นไหม, 2546] 

 ส าหรับในประเทศไทยจะนิยมเลีย้งไหมบ้านหรือไหมกินใบหมอ่น ( Mulberry silkworms) 
กนัอยา่งแพร่หลาย ปัจจบุนักรมวิชาการเกษตร โดยคณะอนกุรรมการวิจยัปรับปรุงพนัธุ์และ
ขยายพนัธุ์พืชได้รวบรวมและบ ารุงรักษาพนัธุ์ไหมในแหลง่ตา่ง ๆ ไว้ โดยเป็นไหมท่ีมีการฟักเป็นไข่
ไหมตามธรรมชาตหิลายครัง้ตอ่ปี ( Polyvoltine/Multivotine) จ านวน 27 สายพนัธุ์ และไหมท่ีมีการ
ฟักเป็นไขไ่หมตามธรรมชาต ิ2 ครัง้ตอ่ปี (Bivoltine) จ านวน 170 สายพนัธุ์  
 ในงานวิจยันีผู้้วิจยัเลือกศกึษาไหม 3 สายพนัธุ์ ได้แก่ สายพนัธุ์ไทย (พนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ
1; NN) สายพนัธุ์ญ่ีปุ่ น (พนัธุ์นครราชสีมา 1 ; K1) และสายพนัธุ์จีน (พนัธุ์นครราชสีมา 2 ; K8) มี
รายละเอียดดงันี ้

2.1.3.1. พนัธุ์นางนอ้ยศรีสะเกษ 1(NN)  
 ไหมพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 เป็นไหมสายพนัธุ์ไทยแท้ ซึง่ลกัษณะหนอนไหมและรัง

ไหมมีความสม ่าเสมอ ลกัษณะประจ าพนัธุ์ คือ เป็นไหมชนิดฟักออกตามธรรมชาตปีิละหลายครัง้ 
(Polyvoltine) เป็นไหมท่ีไมมี่การมีการพกัตวัในระยะไขไ่หม ( Non - Hibernating eggs/Non - 
Diapause eggs) ล าตวัของหนอนไหมสีขาวนวลตลอด อายขุองหนอนไหมประมาณ 18–22 วนั 
รังไหมจะมีลกัษณะหวัป้านท้ายแหลม เปลือกรังสีเหลืองสด ขนาดของรังไหม 1.5×3.0 เซนตเิมตร2 
มีน า้หนกัของรั งไหมสดเฉล่ีย 0.96 กรัมตอ่รัง ความยาวของเส้นใย ไหมประมาณ 370–410 เมตร 
ขนาดของเส้นใยไหมประมาณ 2.5 ดีเนียร์ และผา่นการรับรองจากกรมวิชาการเกษตรเม่ือวนัท่ี 19 
ธันวาคม พ.ศ. 2531 

  2.1.3.2 พนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) 
   ไหมพนัธุ์นครราชสีมา 1 เป็นไหมท่ีได้จากการผสมระหวา่งพนัธุ์ N124 กบัพนัธุ์ C124 
ซึง่เป็นพนัธุ์จากประเทศญ่ีปุ่ น จากนัน้น ามาปรับปรุงพนัธุ์จนมีลกัษณะคงตวั ไมมี่การกระจายพนัธุ์
ตามแบบพนัธุ์แท้สายพนัธุ์ญ่ีปุ่ น  ลกัษณะประจ าพนัธุ์ คือ เป็นไหมชนิดฟักออกตามธรรมชาตปีิละ 
2 ครัง้ ( Bivoltine) เป็น ไหมท่ีมีการมีการพกัตวัในระยะไขไ่หม ( Hibernating eggs/Diapause 
eggs) ล าตวั มีลายด าตรงสว่นอกและสว่นท้อง สีของผิวเป็นสีขาวขุน่อมเทา  อายขุองหนอนไหม
ประมาณ 20–22 วนั รังไหมจะมีลกัษณะ คอดกลางเล็กน้อย เป็นรูปฝักถัว่ลิสง ( Peanut shape) 
เปลือกรังสีขาวอมเหลือง ขนาดของรังไหม 1.7×3.5 เซนตเิมตร2 มีน า้หนกัของรังไหมสดเฉล่ีย  1.42 
กรัมตอ่รัง ความยาวของเส้นใย ไหมประมาณ 1,167 เมตร และผา่นการรับรองจากกรมวิชาการ
เกษตรในปี พ.ศ. 2529 
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 2.1.3.3 พนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) 
  ไหมพนัธุ์ นครราชสีมา 2  เป็นไหมท่ี ได้จากการคดัเลือกและปรับปรุงพนัธุ์ จากไหม
พนัธุ์ C134 ซึง่เป็นพนัธุ์แท้สายพนัธุ์จีนจนมีลกัษณะคงตวั ไมมี่การกระจายพนัธุ์  ลกัษณะประจ า
พนัธุ์ คือ เป็นไหมชนิดฟักออกตามธรรมชาตปีิละ 2 ครัง้ (Bivoltine) เป็นไหมท่ีมีการมีการพกัตวัใน
ระยะไขไ่หม ( Hibernating eggs/ Diapause eggs) ล าตวัมี สีขาวขุน่อมเ หลือง อายขุองหนอน
ไหมประมาณ 20 –22 วนั รังไหมจะมีลกัษณะ กลมรี  เปลือกรังสีขาว ขนาดของรังไหม 2.0×3.4 
เซนตเิมตร2 มีน า้หนกัของรังไหมสดเฉล่ีย  1.61 กรัมตอ่รัง ความยาวของเส้นใย ไหมประมาณ 911 
เมตร และผา่นการรับรองจากกรมวิชาการเกษตรในปี พ.ศ. 2529  โดยไหมท่ีน ามาใช้ ในงานวิจยันี ้
สามารถสรุปลกัษณะส าคญัของแตล่ะสายพนัธุ์ดงัแสดงในตารางท่ี 2.2 

ตารางท่ี 2.2 เปรียบเทียบลกัษณะทางสายพนัธุ์ระหวา่ง สายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ1  (NN) สาย 
พนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) และสายพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) 

                      สายพนัธุ์ 
ลกัษณะ 

สายพนัธุ์ NN สายพนัธุ์ K1 สายพนัธุ์ K8 

ประวตัคิวามเป็นมาของพนัธุ์ 
ท่ีมาของสายพนัธุ์ 
 
ประเภทการฟักไขต่อ่ปี 
การพกัตวัในระยะไขไ่หม 

ลกัษณะประจ าพนัธุ์ 
สีของรังไหม 
รูปร่างของรังไหม 
ขนาดของรังไหม (ซม.×ซม.) 
น า้หนกัของรังไหมสด (กรัมตอ่รัง) 
ความยาวของเส้นใย (เมตรตอ่รัง) 

 
พนัธุ์ไทยแท้ 

 
Polyvoltine 
ไมมี่การพกัตวั 

 

สีเหลือง 
ยาวรี 

1.2×3.6 
0.78 
312 

 
N124×C124 
(พนัธุ์ญ่ีปุ่ น) 
Bivoltine 
มีการพกัตวั 

 
สีขาวอมเหลือง 

คอคอดตรงกลางรัง 
1.7×3.5 

1.57 
1,167 

 

C134 
(พนัธุ์จีน) 
Bivoltine 
มีการพกัตวั 

 
สีขาว 
กลมรี 

2.0×3.4 
1.69 
911 
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2.1.4 โครงสร้างของเส้นใยไหม  

เส้นไหมเป็นเส้นใยธรรมชาติของพอลิเอไมด์ท่ีหนอนไหมสร้างขึน้ ประกอบด้วยกรดอะมิโนท่ี

ตอ่เป็นสายโซย่าว ( Long chain) โดยมีโปรตีนท่ีส าคญั  2 ชนิด ได้แก่  โปรตีนไฟโบรอิน ( Fibroin) 

คดิเป็นน า้หนกัประมาณ 70–75% (โดยน า้หนกั) และเคลือบด้วยโปรตีนเซริซิน (Sericin) ประมาณ 

25-30% (โดยน า้หนกั) แสดงในรูปท่ี 2.3 นอกจากนีย้งัมีไขมนัหรือน า้มนัอยูป่ระมาณ 0.5–1% สาร

สีธรรมชาตปิระมาณ  1–1.4% และมีสว่นประกอบอ่ืนอีกเล็กน้อย เชน่ ขีผ้ึง้ สารอนินทรีย์ เป็นต้น 

ปริมาณของเซริซินหรือกาวไหมจะขึน้กบัพนัธุ์ไหม เชน่ ไหม บ้านจะมีปริมาณของเซริซิน  20-30 % 

(โดยน า้หนกั ) ในขณะท่ีไหม ทาร์ซาร์จะมีปริมาณของเซริซิน  5-15 % (โดยน า้หนกั ) [สิรีรัตน์  

จารุจินดา, 2548] 

 
รูปท่ี 2.3 โครงสร้างของเส้นใยไหม [Shang, S. และคณะ 2013] 

ในกระบวนการสงัเคราะห์โปรตีนในเส้นใยไหมจะเกิดขึน้ท่ีตอ่มไหม ( Silk gland) ดงัแสดงใน
รูปท่ี 2.4 ท่ีอยูภ่ายในล าตวัของหนอนไหม โดยสารละลายไหมท่ีเป็นของเหลวจะถกูขบัออกมาทาง
ตอ่มไหมสว่นท้าย ( Posterior silk gland) หลงัจากนัน้สารละลายดงักลา่วจะถกูสง่ไปยงัตอ่มไหม
สว่นกลาง (Middle silk gland) ซึง่ระหวา่งท่ีสารละลายไหมอยูท่ี่ตอ่มไหมสว่นกลางจะกลายเป็น
สารท่ีมีลกัษณะคล้ายเจลาตนิ สว่นเซริซินจะถกูขบัออกมาจากสว่นอ่ืนของตอ่มไหมสว่นกลางเพ่ือ
ใช้ในการเคลือบสารละลายไหมท่ีมีลกัษณะเป็นเจลาตนิ ตอ่มาสารละลายไหมดงักลา่วจะมีความ
เหนียวมากขึน้โดยอาศยัการสา่ยหวัของหนอนไหมซึง่จะเกิดขึน้ท่ีบริเวณตอ่มไหมสว่นหน้า 
(Anterior silk gland) หลงัจากนัน้ไฟโบรอิน 2 เส้นจะรวมเข้าด้วยกนัด้วยเซริซิน (กาวไหม)  
เม่ือผา่นรูขนาดเล็ก ( Orifice of spinneret) ก็จะกลายเป็นเส้นใยไหม ( Silk fiber) [โมโตอิ  
มินะกาวะ, 2530] 
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รูปท่ี 2.4 โครงสร้างของตอ่มไหม [Yataro Tazima, 1978] 
เม่ือ a คือ Anterior silk gland, F คือ Filippi’s gland, fp คือ Fore part of the middle silk 

gland, hp คือ Hind part of the middle silk gland, md คือ Middle silk gland, mp คือ Mid 
part of the  middle silk gland, pd คือ  Posterior silk gland, s คือ Orifice of spinneret  

ไฟโบรอินของเส้นใยไหม นัน้เกิดจากปฏิกิริยาการควบแนน่ ของ α-amino acid กลายเป็น
พนัธะเปปไทด์ซึง่ เกิดจากการเรียงล าดบัของกรดอะมิโนเป็นหนว่ยซ า้ๆกนั คือ Gly–Ser–Gly–
(Ala)2–Gly–[Ser–Gly–(Ala–Gly)n]8–Tyr (เม่ือ n เป็น 2 เสมอ) [Tokiwa และคณะ 1999] และมี
การเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งหมูค่าร์บอกซิลกบัหมู่ เอมีนของกรดอะมิโน  2 ตวั และ
เกิดผลิตภณัฑ์เป็น น า้  1 โมเลกลุ  ท าให้ มีลกัษณะ โครงสร้างเป็น แบบแผน่พลีทหรือโครง สร้าง
แบบเบตาชีท (β-pleated sheet) ชนิดท่ีสายเปปไทด์สวนทางกนั ( Anti-parallel) แสดงดงัรูปท่ี 2.5 
โดยแผน่พลีทไฟโบรอินแตล่ะแผน่จะซ้อนทบักนัด้วย แรงแวนเดอร์วาลส์  (Van der waals forces)
ระหวา่งแผน่เพ่ือเสริมความแข็งแกร่งอีกทางหนึง่ด้วย ท าให้เส้นใยไฟโบรอินมีความแข็งแรงสงูมาก 
และแตล่ะสายโซข่องเปปไทด์มีความไมช่อบน า้ (Hydrophobic) สงู  
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รูปท่ี 2.5 โครงสร้างเป็นแผน่พลีทหรือโครงสร้างแบบเบตาชีท (β - pleated sheet)   
[http://www.mun.ca/biology/scarr/Gr09-06.html] 

ส าหรับโครงสร้าง โมเลกลุตามธรรมชาตขิองไฟโบรอิน ซึง่แสดงในรูป 2.6 มีน า้หนกัโมเลกลุ
ประมาณ  391.367 กิโลดาลตนั  [Zhou C.Z.และคณะ 2001] ซึง่จะประกอบด้วย 3 สว่น ได้แก่ 
Heavy chain (H-chain), Light chain (L-chain) และ P25  

 

รูปท่ี 2.6 โครงสร้างโมเลกลุของไฟโบรอิน [Tanaka, K. และคณะ 1999] 

สว่นแรกเป็นสว่นของ Heavy chain (H-chain) เป็นหนว่ยยอ่ยท่ี มีขนาดใหญ่ท่ีสดุ มีน า้หนกั
โมเลกลุประมาณ 350 กิโลดาลตนัซึง่ภายในประกอบด้วยกรดอะมิโนท่ีส าคญั 2 ชนิด คือ ไกลซีน 
(Glycine, Gly) และอะลานีน ( Alanine, Ala) สว่นท่ีสองคือ สว่น Light chain (L-chain) มีน า้หนกั
โมเลกลุประมาณ 25 กิโลดาลตนั  ประกอบด้วยกรดอะมิโนหลายชนิด อาทิเชน่ ลิวซีน ( Leucine, 
Leu) ไอโซลิวซีน ( Isoleucine, Ile) วาลีน ( Valine, Val) เป็นต้น ซึง่ทัง้สว่น  Heavy chain  
(H-chain) และสว่น Light chain (L-chain) จะมีกรดอะมิโนซิสทีอีน  (Cysteine, Cys) โดยบริเวณ
ปลายด้านหนึง่จะมีหมูค่าร์บอกซิลเรียกวา่  ปลายซี (C terminal) ท าหน้าท่ีเช่ือมหนว่ยยอ่ย Heavy 
chain (H-chain) และ Light chain (L-chain) ด้วยการเกิดพนัธะไดซลัไฟด์ ( Disulfide bond) จาก
หมูอ่ะมิโนดงักลา่ว โดยจะท าปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ ได้เป็นองค์ประกอบท่ีมีความซบัซ้อนท่ีเรียกวา่  
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H-L complex และเกิด Dimeric amino acid ขึน้เรียกวา่ ซิสทีน (Cystine) โดยรูปท่ี 2.7 จะแสดง
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่และ การเกิดพนัธะไดซลัไฟด์  สว่นสดุท้ายคือ P25 เป็นไกลโคโปรตีน ซึง่มี
น า้หนกัโมเลกลุประมาณ 30 กิโลดาลตนั  ประกอบด้วยพอลิเปปไทด์  (Polypeptide) และโอลิ-
โกแซ็กคาไรด์ ( Oligosaccharide) ซึง่ประกอบด้วยน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยว 2-10 โมเลกลุ  ซึง่พบวา่ 
สว่นใหญ่จะเป็น น า้ตาล แมนโนส  (Mannose) โดยจะ เช่ือม อยู่ กบัหมูอ่ะมิโน แอสปาราจีน 
(Asparagine, Asn) ภายในพนัธะเปปไทด์ 3 ต าแหนง่และเช่ือมอยูก่บัสว่น  H-L complex ด้วยแรง
ดงึดดูระหวา่งโมเลกลุท่ีไมช่อบน า้ (Hydrophobic interaction) [Tanaka, K. และคณะ 1999] 

 

รูปท่ี 2.7 ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่และการเกิดพนัธะไดซลัไฟด์จากหมูอ่ะมิโนซิสทีอีน 
[http://philomath.exteen.com/20070910/r] 

 ไฟโบรอินประกอบด้วยกรดอะมิโน จ านวน 18 ชนิด โดยมีกรดอะมิโน ท่ีส าคญั  4 ชนิด ได้แก่ 
ไกลซีน (Glycine, Gly) อะลานีน (Alanine, Ala) ซีรีน (Serine, Ser/S) และไทโรซีน  (Tyrosine, Y) 
ส าหรับการจดัเรียงล าดบักรดอะมิโนของเส้นใยไหมในแตล่ะสกลุสามารถแสดงดงัตารางท่ี 2.3 

ตารางท่ี 2.3 การจดัเรียงล าดบักรดอะมิโนของไฟโบรอินในไหมแตล่ะสกลุ [Wang, Y. และคณะ 
2006] 

ล าดบั สกลุไหม การจดัล าดบักรดอะมิโน 

1. ไหมบ้าน GAGAGSGAAG[SGAGAG]8Y 

2. A. pernyi GSGAGG(X)GGGYGWGSGGYGSDS  
(เม่ือ X = S, A, V, R)    

3. Galleria mellonella 
GS(SAA)2(SGA)2GE(VI)2DDRS(SAA)2AASSG
ASGLGGLG 
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หมายเหต ุ  G = ไกลซีน, A = อะลานีน, S = ซีรีน, Y = ไทโรซีน,  V = วาลีน, R = อาร์จินีน,  
I = ไอโซลิวซีน, D = แอสปาตกิ, L = ลิวซีน 

2.1.5 สมบตัขิองเส้นใยไฟโบรอิน 

 เส้นใยไฟโบรอินเป็นเส้นใยธรรมชาตท่ีิมีความเสถียรตอ่ตวัท าละลายสงู ไอน า้และออกซิเจน
สามารถผา่นได้ เป็นวสัดท่ีุมีความ เข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์ มีความสามารถในการยอ่ยสลาย
ทางชีวภาพ นอกจากนีเ้ส้นใยไฟโบรอินยงัมีความสามารถในการทนตอ่แรงดงึได้ดีกวา่เม่ือ
เปรียบเทียบกบัวสัดอ่ืุนๆ แตไ่มดี่เทา่เส้นใยแมงมมุและเส้นใยเคฟลาร์ ส าหรับความสามารถในการ
ทนตอ่แรงกด นัน้เส้นใยไฟโบรอิ นสามารถ ทนแรงกดได้ดีกวา่วสัดทุกุชนิด รองลงมาจาก กระดกู
เทา่นัน้ โดยสมบตัเิชิงกลของเส้นใยไฟโบรอิน แสดงในตารางท่ี 2.4 

ตารางท่ี 2.4 เปรียบเทียบสมบตัเิชิงกลระหวา่ งเส้นใยไฟโบรอินและวสัดปุระเภทตา่งๆ [ Altman, 
G.H. และคณะ 2003 ] 

Material 
Ultimate Tensile Strength 

(MPa) 
Modulus (GPa) 

Bombyx mori silk (w/sericin) 500 5-12 
Bombyx mori silk (w/o sericin) 610-690 15-17 
Spider silk 875-972 11-13 
Collagen 0.9-7.4 0.0018-0.046 
Collagen X-linked 47-72 0.4-0.8 
Polylactic Acid (PLA) 28-50 1.2-3.0 
Tendon (comprised of mainly 
collagen) 

150 1.5 

Bone 160 20 
Kavlar 3,600 130 
Synthetic Rubber 50 0.001 
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2.1.6 การประยกุต์ใช้เส้นใยไฟโบรอินในงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือ 

 จากสมบตัขิองไหมท่ีได้กลา่วมาในหวัข้อข้างต้น จงึท าให้มีการน าไหมมาใช้ประโยชน์ได้
หลากหลายเชน่ สิ่งทอ เคร่ืองส าอาง  เป็นต้น โดยเฉพาะอยา่งยิ่งการน ามาประยกุต์ใช้ในงานทาง
การแพทย์และทางวิศวกรรมเนือ้เย่ือ ซึง่จะน าไฟโบรอินจากเส้นใยไหมมาขึน้รูปได้ในหลายรูปแบบ 
เชน่ การขึน้รูปเป็นแผน่ฟิล์มเพ่ือใช้ในเคลือบวสัดแุละการท าไบโอเซนเซอร์ การขึน้รูปเป็นไฮโดรเจล
เพ่ือใช้ท าตวัน าสง่ยาและเป็นโครงเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เกิดเป็นเซลล์กระดกู การขึน้รูปเป็นเมม
เบรนหรือแผน่เส้นใยเพ่ือใช้เป็นผ้าปิดแผล เป็นต้น โดยรายละเอียดแสดงดงัตารางท่ี 2.5  

ตารางท่ี 2.5 การขึน้รูปและการประยกุต์ใช้งานของเส้นใยไฟโบรอิน [Wang, Y และคณะ 2006] 

2.2 ประเภทของเซลล์ [Gstraunthaler G. 2002] 

โดยทัว่ไปเซลล์ท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งเพ่ืองานทางวิศวกรรมเนือ้เย่ือ สามารถ จ าแนกออกเป็น  2 
ประเภท ดงันี ้
2.2.1 เซลล์ขัน้ปฐมภมูิ (Primary cells)  

เซลล์ขัน้ปฐมภมูิเป็นเซลล์ท่ีสกดัได้จากเนือ้เย่ือของสิ่งมีชีวิต และสามารถเปล่ียนไปเป็น
เซลล์ท่ีต้องการได้อยา่งรวดเร็วขึน้อยูก่บัปัจจยัหลายชนิด ได้แก่ ชนิดของอาหารเลีย้งเซลล์ 
องค์ประกอบของเนือ้เย่ือนอกเซลล์ (Extracellular matrix) และชนิดของเซลล์ เชน่ เซลล์ต้นก าเนิด
ไขกระดกูของหนู  (Bone marrow-derived mesenchymal stem cells, MSCs) แสดงในรูปท่ี 2.8 
เป็นต้น 
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รูปท่ี 2.8 เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู (Bone marrow-derived mesenchymal stem cells) 
ท่ีระยะเวลาการเพาะเลีย้ง 3 วนั ในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ชนิด OM 

2.2 2 เซลล์ท่ีสามารถเพาะเลีย้งอยา่งตอ่เน่ือง (Continuous cell line)  

 เซลล์ท่ีสามารถเพาะเลีย้งอยา่งตอ่เน่ืองเป็นเซลล์ท่ีได้รับการปรับปรุงรูปแบบมาจากเซลล์ขัน้
ปฐมภมูิ มีลกัษณะเฉพาะ คือ สามารถเพิ่มจ านวนได้อยา่งไมจ่ ากดั และสามารถเก็บเซลล์ด้วย
วิธีการแชแ่ข็งได้ สว่นข้อจ ากดัของเซลล์ชนิดนีคื้อ จะมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างไปจากเดมิเพียง
เล็กน้อยและการน าไปใช้ในงานท่ีเก่ียวกบัการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ท่ีต้องการ เซลล์ท่ีสามารถ
เพาะเลีย้งอยา่งตอ่เน่ือง เชน่ เซลล์ผิวหนงัของหนหูรือเซลล์ L929 (L929 mouse fibroblast) เซลล์
ไลน์กระดกูชนิด MC3T3 (MC3T3 mouse osteoblast) เป็นต้น ซึง่แสดงรูปร่างและลกัษณะของ
เซลล์แสดงในรูปท่ี 2.9 และรูปท่ี 2.10  

 

รูปท่ี 2.9 เซลล์ผิวหนงัของหนหูรือเซลล์ L929 (L929 mouse fibroblast)  
ท่ีระยะเวลาการเพาะเลีย้ง 2 วนั ในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM 
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รูปท่ี 2.10 เซลล์ไลน์กระดกูชนิด MC3T3 (MC3T3 mouse osteoblast) ท่ีระยะเวลาการ
เพาะเลีย้ง 3 วนั ในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ชนิด α-MEM 

2.3 เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูก (Bone marrow-derived mesenchymal stem cells, MSCs) 

เซลล์ต้นก าเนิดเนือ้ เย่ือเก่ียวพนั (Mesenchymal stem cells) เป็นเซลล์ท่ีพบได้ในร่างกาย
มนษุย์ สามารถแบง่ตวัเพิ่มจ านวนได้มาก และสามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ตา่งๆ ของเนือ้เย่ือ
เก่ียวพนัได้ เม่ือได้รับสิ่งกระตุ้นท่ีเหมาะสม เชน่ กระดกู กระดกูออ่น กล้ามเนือ้ เอ็น และไขมนั เป็น
ต้น โดยเซลล์ต้นก าเนิดเนือ้เย่ือเก่ียวพนันีส้ามารถสกดัได้จากไขกระดกู ( Bone marrow) เนือ้เย่ือ
ของไขมนั (Adipose tissue) เลือดจากสายสะดือ (Cord blood) เย่ือหุ้มกระดกู (Periosteum) เย่ือ
บขุ้อ (Synovial membrane) กล้ามเนือ้ ผิวหนงั  ฟัน เป็นต้น  แต่ท่ีนิยมน ามาใช้ในการศกึษาคือ ไข
กระดกู นอกจากนีเ้ซลล์ต้นก าเนิดเนือ้เย่ือเก่ียวพนัยงัสามารถน ามาแย กเพาะเลีย้งเพื่อเพิ่ มจ านวน
ได้ง่ายในระดบัห้องปฏิบตักิาร ดงันัน้จึ งนิยมน าเซลล์ดงักลา่วมาประยกุต์ใช้ในงานด้านวิศวกรรม
เนือ้เย่ือของกระดกูและกล้ามเนือ้ [สิทธิศกัดิ ์หรรษาเวก, 2553] 

Friedenstein A.J. และคณะเป็น นกัวิจยักลุ่มแรกทีไ่ด้ รายงาน วา่ เซลล์ MSCs เป็นเซลล์ท่ี
ลกัษณะคล้ายกบัเซลล์ Fibroblasts อยู่รวมกนัเป็นกลุ่ม (Colony – forming fibroblast – like 
cells) สามารถยดึเกาะบนวสัด ุเจริญเตบิโตและเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้  [Friedenstein 
A.J. และคณะ 1966 ] การเปล่ียนแปลงของเซลล์ต้นก าเนิดเนือ้ เย่ือเก่ียวพนัไปเป็นเซลล์ตา่งๆ  
ดงัแสดงรูปท่ี 2.11  
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รูปท่ี 2.11 การเปล่ียนแปลงของเซลล์ต้นก าเนิดเนือ้เย่ือเก่ียวพนัไปเป็นเซลล์ตา่งๆ 
[http://www.discoverymedicine.com/Tracey-L-Bonfield/2010/04/15/adult-mesenchymal-

stem-cells-an-innovative-therapeutic-for-lung-diseases] 

การเจริญเตบิโตของเซลล์ต้นก าเนิดเนือ้เย่ือเก่ียวพนัจะสามารถแบง่ออกได้ 3 ชว่ง ได้แก่ 
ชว่งแรกเป็นการเจริญเตบิโตของเซลล์ ( Proliferation) โดยจะมีการแบง่ตวัและเพิ่มจ านวนเซลล์  
ซึง่จะใช้ระยะเวลาประมาณ 7 วนั ในชว่งนีจ้ะมีการแสดงออกของยีน Histone, Fibronectin, 
Collagen, cFos/cJun, TGFB1 และ Osteopontin ชว่งท่ีสองจะเป็นการสร้างและพฒันา 
Extracellular matrix (Matrix maturation) ซึง่เป็นชว่งท่ีเซลล์เร่ิมมีอตัราการเจริญเตบิโตลดลงและ
เร่ิมมีการสร้าง Extracellular matrix (ECM) ใช้เวลาประมาณ 14 วนั โดยจะเกิดการสร้างเอนไซม์ 
Alkaline phosphatase, Bone sialoprotein, Collagen และ Fra2/JunB ซึง่เป็น Early marker 
ของการท่ีเซลล์ต้นก าเนิดเนือ้เย่ือเก่ียวพนัจะเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ตา่งๆ ( Differetiation) ชว่ง
สดุท้ายเป็นชว่งท่ีเซลล์จะมีการสร้างแร่ธาตสุะสม ( Mineralization) เชน่ ถ้าเซลล์ต้นก าเนิดเนือ้เย่ือ
เก่ียวพนัจะเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์เนือ้เย่ือกระดกูจะมีการสร้างและสะสมแคลเซียม โดยชว่งนีจ้ะ
มีการแสดงออกของยีน Osteocalcin, Osteopontin และ Collagenase ซึง่เป็น Late marker 
ในชว่งนีจ้ะใช้เวลาประมาณ 21 วนั [Lian J.B.และคณะ 1992, Komori, T. และคณะ 1998]  
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ซึง่สารส าคญัท่ีหลัง่ออกมาระหวา่งกระบวนการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์เนือ้เย่ือกระดกูแสดง  
ดงัรูปท่ี 2.12 

 

รูปท่ี 2.12 สารส าคญัท่ีหลัง่ออกมาระหวา่งการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์เนือ้เย่ือกระดกู 
 [Lian J.B.และคณะ 1992] 

ส าหรับการควบคมุการเปล่ียนแปลงเซลล์เนือ้เย่ือเก่ียวพนัไปเป็นเซลล์เนือ้เย่ือตา่งๆ สามารถ
ท าได้โดยการเตมิสารอาหาร อาทิเชน่ Growth factor หรือสารท่ีมีฤทธ์ิสง่เสริมให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ท่ีต้องการ โดยมีการรายงานวา่ เม่ือเตมิสาร  β‐Glycerophosphate, 

Dexamethasone, L‐ascorbic และ Hexose monophosphate ในอาหารเลีย้งเซลล์พบวา่  
สามารถสง่เสริมให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์เนือ้เย่ือกระดกู ( Osteogenic differentiation)
ได้ซึง่จะเกิดขีน้ในชว่งสองสปัดาห์แรกของการเพาะเลีย้งเซลล์ [Kim และคณะ 2005] ส าหรับ 
Dexamethasone สามารถกระตุ้นหรือยบัยัง้การเกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์เนือ้เย่ือกระดกู
ได้ขึน้อยูก่บัปริมาณท่ีใช้  โดยถ้าใช้ท่ีความเข้มข้นต ่าจะมีผลกระตุ้นการเกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็น
เซลล์เนือ้เย่ือกระดกู  (Osteogenic differentiation) ได้แตถ้่าใช้ท่ีความเข้มข้นสงูจะเกิดการยบัยัง้
การเปล่ียนแปลงดงักลา่ว  และท าให้เกิด การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ไขมนั ( Adipogenic 
differentiation) [Evans, N.D.และคณะ 2006]  
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2.4 วิศวกรรมเนือ้เยื่อ (Tissue Engineering) [สิทธิศกัดิ ์หรรษาเวก, 2553] 

 วิศวกรรมเนือ้เย่ือเป็นการศกึษาทางวิทยาศาสตร์สหสาขาแขนงใหมโ่ดยอาศยัความรู้
ความก้าวหน้าทางชีวภาพระดบัเซลล์ เคมี ฟิสิกส์ วสัดศุาสตร์ วิศวกรรมศาสตร์และแพทยศาสตร์
เพ่ือท าการสร้างเนือ้เย่ือและอวยัวะใหมส่ าหรับทดแทนเนือ้เย่ือ และอวยัวะเดมิของผู้ ป่วย ท่ีสญูเสีย
หรือถกูท าลาย  

ในการสร้างเนือ้เย่ือสงัเคราะห์โดยวิศวกรรมเนือ้เย่ือจ าเป็นต้องอาศยัองค์ประกอบหลกั 3 
อยา่ง คือ 1) เซลล์ 2) โครงเลีย้งเซลล์ธรรมชาตหิรือวสัดท่ีุสงัเคราะห์ขึน้ 3) สิ่งแวดล้อมท่ีมีผลตอ่
การเจริญเตบิโตของเซลล์ ซึง่ในการสร้างเนือ้เย่ือทางวิศวกรรมเนือ้เย่ืออาจจ าเป็นต้องใช้
องค์ประกอบทัง้ 3 อยา่งนี ้หรืออาจใช้เพียงบางอยา่งก็ได้ ทัง้นีพ้ิจารณาจากความจ าเป็นในการ
สร้างเนือ้เย่ือแตล่ะชนิดและการน าไปประยกุต์ใช้งาน  

 
 

รูปท่ี 2.13 ขัน้ตอนโดยทัว่ไปของวิศวกรรมเนือ้เย่ือ  

[http://biomed.brown.edu/Courses/BI108/BI108_2007_Groups/group12/Homepage.html] 

ขัน้ตอนโดยทัว่ไปท่ีเก่ียวข้องกบัวิศวกรรมเนือ้เย่ือแสดงดงัรูปท่ี 2. 13 โดยเร่ิมต้นจาก
ขัน้ตอนท่ี 1 เป็นการคดัแยกเซลล์ท่ีต้องการจากเนือ้เย่ือในร่างกาย ขัน้ตอนท่ี 2 น ามาเพาะเลีย้ง
เพ่ือเพิ่มจ านวน ขัน้ตอนท่ี 3 เม่ือได้จ านวนเซลล์ท่ีมากเพียงพอแล้วจงึน าเซลล์เข้าสูโ่ครงเลีย้งเซลล์
ธรรมชาต ิหรือวสัดท่ีุสงัเคราะห์ขึน้ โดยอาจใช้โปรตีนกระตุ้นการเจริญของเซลล์ลงไปด้วย  
ขัน้ตอนท่ี 4 น าไปเพาะเลีย้ง และชกัน าให้เกิดการพฒันาเป็นเนือ้เย่ือท่ีต้องการ ขัน้ตอนสดุท้ายจะ
น าเนือ้เย่ือสงัเคราะห์ท่ีสร้างได้เข้าสูร่่างกายเพ่ือการบ าบดัรักษา 
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2.5 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 งานวิจยัท่ีเก่ียวข้องสามารถแบง่ออกได้  2 หวัข้อ ดงันี ้
2.5.1 การศกึษาโครงสร้างและสมบตัทิางกายภาพของไหม 

Chen, X. และคณะ (2001) ได้ศกึษาเก่ียวกบัสารท่ีใช้ส าหรับละลายเส้นใยไฟโบรอิน ไหม
บ้าน โดยสนใจเร่ืองพฤตกิรรมการไหลของสารละลายไฟโบรอินและโครงสร้างของเมมเบรนท่ีขึน้รูป
จากสารละลายดงักลา่ว สารท่ีใช้เป็นตวัท าละลาย ได้แก่ 1.) แคลเซียม -เอทานอล -น า้  
2.) แคลเซียมไนเตรต -เมทานอล-น า้ 3.) ลิเทียมโบรไมด์ -เอทานอล 4.) ลิเทียมโบรไมด์ -น า้ พบวา่ 
แคลเซียมไนเตรต-เมทานอล-น า้ และลิเทียมโบรไมด์-เอทานอล-น า้ ยงัคงสภาพสายโซไ่ฟโบรอินได้
อยา่งดีเห็นได้จากคา่ความหนืดท่ีคงท่ีในชว่งของอตัราการเฉือน ( Shear rate) 0.1-500 ตอ่วินาที 
จงึมีคณุสมบตัเิป็นของไหลชนิด Newtonian ซึง่ของไหลชนิดนีจ้ะเกิดปฏิกิริยาระหวา่งสายโซ ่
เปปไทด์และเกิดการรวมตวักนัของสายโซ ่ในทางตรงกนัข้ามสารละลายลิเทียมโบรไมด์ -น า้ท่ีมี
ความเข้มข้น 9.5 โมลาร์ มีสามารถในการละลายสายโซไ่ฟโบรอินได้ จากการทดสอบด้วยเคร่ือง 
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) ท าให้ทราบวา่ เมมเบรนไฟโบรอินท่ีขึน้รูปจาก
สารละลายทัง้ 4 ชนิดมีโครงสร้างสว่นใหญ่เป็นแบบ Random coil และมีโครงสร้างแบบ β-sheet 
เล็กน้อย 

Yamada, H. และคณะ (2001) ได้ศกึษาเก่ียวกบัน า้หนกัโมเลกลุของสารละลายไฟโบรอิน  
ด้วยวิธี  โซเดียมโดเดก็ซิลซลัเฟต  พอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟริซิส หรือ Sodium Dodecyl 
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) ในตวัท าละลายไหมท่ีแตกตา่งกนั 
โดยการเตรียมเจลท่ีมีความเข้มข้นตัง้แต่  2–15% และผสมตวัอยา่งท่ีต้องการทดสอบกบัอิเลคโตร -
โฟริซีสบฟัเฟอร์ ( 10% โซเดียมโดเดกคลิวซลัเฟต , 1% เมอร์แคป-โทเอทานอล  และยเูรีย 8 โมลาร์) 
เก็บท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีและย้อมสีด้วย Coomasie Brilliant Blue  
R-250 พบวา่ 1) โครงสร้างตามธรรมชาตขิองไฟโบรอินมีน า้หนกัโมเลกลุอยูท่ี่ 25 กิโลดาลตนัและ 
350 กิโลดาลตนั ซึ่งแสดงถึงสายโซโ่ปรตีนขนาดเล็กและสายโซโ่ปรตีนขนาดใหญ่ตามล าดบั 2 ) น า
ไหมท่ีผา่นการลอกกาวไหมออกแล้วมาละลายในสารละลาย Ajisawa (แคลเซียมคลอไรด์ :  
เอทานอล : น า้ ในอตัราสว่น   111 : 92 : 144 โดยน า้หนกั) พบวา่ น า้หนกัโมเลกลุของสารละลาย
ไฟโบรอินท่ีได้อยูใ่นชว่ง 70 กิโลดาลตนั  3) น ารังไหมสดละลายในสารละลาย Ajisawa จะพบ
น า้หนกัโมเลกลุของสารละลายไฟโบรอินท่ี 25 กิโลดาลตนัและ 200 กิโลดาลตนั 4) น ารังไหมสด
ละลายในสารละลายลิเทียมไธโอไซยาเนต พบวา่ สารละลายไฟโบรอินท่ีได้มีน า้หนกัโมเลกลุอยูท่ี่ 
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25 กิโลดาลตนั และ 350 กิโลดาลตนั  ซึง่เหมือนกบัโครงสร้างตามธรรมชาตขิองไฟโบรอิน  5) น า
ไหมท่ียงัไมไ่ด้ลอกกาวไหมละลายในสารละลายลิเทียมไธโอไซยาเนต พบวา่ สารละลายไฟโบรอิน
มีน า้หนกัโมเลกลุอยูท่ี่ 25 กิโลดาลตนั และอยูใ่นชว่งมากกวา่ 350 กิโลดาลตนั  6) น าไหมท่ีผา่น
การลอกกาวไหมออกแล้วมาละลายในสารละลายลิเทียมไธโอไซยาเนต พบวา่ สารละลาย  
ไฟโบรอินมีน า้หนกัโมเลกลุอยูใ่นชว่ง 100 กิโลดาลตนั ดงันัน้จะเห็นได้วา่ เม่ือน าไหมมาละลายใน
สารละลาย Ajisawa จะท าให้สายโซเ่ปปไทด์ท่ีมีขนาดใหญ่ (Heavy chain) ในโครงสร้างไฟโบรอิน
ถกูยอ่ยสลาย  ในขณะท่ีน าไหมมาละลายในสารละลายลิเทียมไธโอไซยาเนตจะไมก่่อให้เกิด
อนัตรายแก่สายโซเ่ปปไทด์ 

Wang, H. และคณะ (2005)  ศกึษาเก่ียวกบัอิทธิพลของอณุหภมูิและความเข้มข้นท่ีมีผล
ตอ่เสถียรภาพในการไหลของสารละลายไฟโบรอิน ซึง่พบวา่ เสถียรภาพในการไหลจะลดลงอยา่ง
รวดเร็วเม่ืออณุหภมูิและความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอินเพิ่มขึน้ จากการทดสอบด้วยเทคนิค 
X-ray diffraction (XRD), FTIR และ Raman spectroscopy analysis แสดงให้เห็นวา่ โครงสร้าง
สว่นใหญ่ของสารละลายไฟโบรอินเป็นแบบ Random coil และหลงัจากกระบวนการเกิดเจล 
โครงสร้างจะเปล่ียนไปเป็นแบบ α-helix และแบบ β-sheet ดงันัน้ในการเก็บรักษาสารละลาย  
ไฟโบรอินควรเก็บในท่ีท่ีมีอณุหภมูิและความเข้มข้นคอ่นข้างต ่า  

Hu, X. และคณะ ( 2007) ได้ศกึษาผลกระทบของน า้ในฟิล์มไฟโบรอินตอ่อณุหภมูิการ
เปล่ียนสถานะคล้ายแก้ว ( Glass transition temperature, Tg) พบวา่ ถ้ามีน า้อยู่ในฟิล์มไฟโบรอิน
จะชกัน าให้อณุหภมูิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้วต ่าลง  เม่ือต้องการเห็นการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิ
การเปล่ียนสถานะคล้ายแก้วท่ีชดัเจน จะต้องก าจดัน า้ออกจากไฟโบรอิน  โดยวิธีท่ีใช้ในการก าจดั
น า้คือ การเพิ่มอณุหภมูิ จากนัน้ลดอณุหภมูิลง ไปถึงอณุหภมูิห้องและเพิ่มอณุหภมูิซ า้อีกครัง้ โดย
ท าเป็นรอบดงักลา่วจ านวน 6 รอบ ซึง่อณุหภมูิสดุท้ายของแตล่ะรอบจะเพิ่มขึน้เร่ิมจาก 338 เคลวิน 
368 เคลวิน 398 เคลวิน, 428 เคลวิน 458 เคลวินและ 483 เคลวิน  นอกจากนีย้งัพบวา่ ฟิล์ม  
ไฟโบรอินมีอณุหภมูิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้วอยูท่ี่ 451 องศาเคลวินและไมพ่บจดุหลอมเหลว 
(Melting point) 

Tao, W. และคณะ (2007) ศกึษาโครงสร้างและสมบตัขิองสารละลายไฟโบรอินของไหม
สกลุ A. pernyi โดยน าไหมพนัธุ์ดงักลา่วมาละลายในสารละลายลิเทียมไธโอไซยาเนตจนได้เป็น
สารละลายไฟโบรอิน จากนัน้น าสารละลายไฟโบรอินท่ีได้ไปหาน า้หนกัโมเลกลุด้วยวิธี  SDS-PAGE 
โดยการเตรียมเจลท่ีมีความเข้มข้นตัง้แต ่ 7.5% และผสมตวัอยา่งท่ีต้องการทดสอบกบัอิเลคโตร - 
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โฟริซีสบฟัเฟอร์  พบวา่ มีน า้หนกัโมเลกลุกระจายตวัในชว่ง 20 ถึง 150 กิโลดาลตนั นอกจากนีย้งั
ศกึษาเก่ียวกบัโครงสร้างไฟโบรอินของไหมสกลุดงักลา่วเปรียบเทียบกบัไหม บ้าน พบวา่ โครงสร้าง
สว่นใหญ่ของไหมสกลุ A. pernyi เป็นแบบ α-helix และแบบ Random coil ซึง่อาจจ ะ
มีโครงสร้างแบบ  β-sheet เล็กน้อย สว่นไหม บ้าน  มีโครงสร้างสว่นใหญ่เป็นแบบ β-sheet และ
มีโครงสร้างแบบ α-helix เล็กน้อย 

Vasconcelos A. และคณะ (2008) ได้ศกึษาการยอ่ยสลายทางธรรมชาตขิองฟิล์ม  
ไฟโบรอินผสมเคอราตนิ โดย สารท่ีใช้เป็นตวัท าละลาย ได้แก่  น า้และกรดฟอร์มิกความเข้มข้น 1% 
(โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ) นอกจากนีย้งัสนใจศกึษาเก่ียวกบัคณุลกัษณะเบือ้งต้นเพ่ือวิเคราะห์หา
ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโน พบวา่ ไฟโบรอินมีปริมาณของกรดอะมิโนไกลซีน ( Gly), 
อะลานีน (Ala) และเซอรีน (Ser) รวมกนัเทา่กบั 85% (โดยโมล) ไทโรซีน 5.3% (โดยโมล) กลุม่ของ
กรดอะมิโนท่ีมีประจบุวก ( Acidic amino acid) 3.0% (โดยโมล)  และกลุม่ของกรดอะมิโนท่ีมีลบ 
(Basic amino acid) 1.1% (โดยโมล)  สว่นการวิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
พบวา่ ไฟโบรอิน มีน า้หนกัโมเลกลุอยู่ ในชว่ง  30-200 กิโลดาลตนั โดยทัว่ไปน า้หนกัโมเลกลุของ 
Heavy chain จะพบท่ี 350 กิโลดาลตนั ซึง่การพบน า้หนกัโมเลกลุในชว่งดงักลา่วอาจเกิดจากการ
ท่ีไฟโบรอินมีการยอ่ยสลายในระหวา่งกระบวนการก าจดัเซริซินและกระบวนการเตรียมสารละลาย
ไฟโบรอิน นอกจากนีย้งัพบน า้หนกัโมเลกลุท่ี 25 กิโลดาลตนัเล็กน้อยซึง่สอดคล้องกบัน า้หนกั
โมเลกลุของ Light chain ท่ีมกัพบในโปรตีนไหม 

Lu, Q. และคณะ (2010) ท าการศกึษาเก่ียวกบัฟิล์มไหมท่ีไมล่ะลายน า้ ( Water-insoluble 
silk film) ด้วยการเตรียมฟิล์ม  3 วธีิ คอื 1) การเตรียมฟิล์มไหมด้วยวิธีการท าแห้งอยา่งช้า ( Slow 
drying) 2) การเตรียมฟิล์มไหมด้วยการ  Air dry และน าไปแชน่ า้ภายใต้ความดนับรรยากาศ  
25 inHg เป็นเวลา 6 ชัว่โมง (Water annealing) 3) การเตรียมฟิล์มไหมด้วยการ Air dry และ
น าไปแช่เมทานอลความเข้นข้น 80% เป็นเวลา 1 ชัว่โมง (Methanol annealing) พบวา่ การเตรียม
ฟิล์มไหมประเภท  Water annealing ก่อให้เกิดโครงสร้าง α-form (Silk I) มากกวา่โครงสร้างแบบ 
β-sheet (Silk II) ท าให้มีความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพได้เร็วกวา่การเตรียมฟิล์มไหม
ประเภท Methanol annealing  

Nogueira, G. และคณะ (2010) ศกึษาเก่ียวกบัเมมเบรนท่ีไมมี่รูพรุนโดยเตรียมจากเส้นใย 
ไฟโบรอิน จากไหมบ้าน ท่ีลอกกาวไหมด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 0.5% 
(โดยน า้หนกั) ท่ีอณุหภมูิ 85 องศาเซลเซียส จากนัน้น าไปละลายด้วยสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 
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: เอทานอล : น า้ ในสดัสว่นโมลเทา่กบั 1 : 2 : 8 ท่ีอณุหภมูิ 85 องศาเซลเซียส จนได้เป็น
สารละลายไฟโบรอิน น าไปขึน้รูปเป็นเมมเบรนและแชใ่นสารละลายเมทานอลความเข้มข้น 70% 
(โดยปริมาตร) เพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างและลดความสามารถในการละลายน า้ เม่ือน าไปทดสอบด้วย
เทคนิค FTIR พบวา่ เมมเบรนท่ียงัไมไ่ด้แชใ่นสารละลายเมทานอล  มีโครงสร้างแบบ Random coil 
จะพบหมูเ่อไมด์ I และหมู่เอไมด์ II ท่ีเลขคลื่นเทา่กบั 1,656 และ 1,530 ตอ่เซนตเิมตร ตามล าดบั 
หลงัจากน าเมมเบรนไปแชใ่นสารละลายเมทานอล จะมีโครงสร้างแบบ β-sheet จะพบหมูเ่อไมด์ I 
และหมู่ เอไมด์ II ท่ีเลขคลื่น เทา่กบั 1,623 หรือ 1,700 และ 1,527 ตอ่เซนตเิมตร ตามล าดบั 
นอกจากนีย้งัทดสอบด้วยเคร่ือง Differential scanning calorimeter (DSC) พบวา่ เมมเบรนท่ี
น าไปแชใ่นสารละลายเมทานอลมีพีคดดูพลงังานท่ีอณุหภมูิต ่ากวา่ 100 องศาเซลเซียส ซึง่อาจเป็น
พีคท่ีเกิดจากการสลายตวัของน า้ระหวา่งการให้ความร้อน และมีพีคของการยอ่ยสลายตวัท่ี
อณุหภมูิ 283 องศาเซลเซียส และ 287 องศาเซลเซียส 

Wadbua, P. และคณะ (2012) ศกึษาเก่ียวกบั การขึน้รูปและสมบตัขิอง โครงเลีย้งเซลล์
เส้นใย (Electrospun scaffold) ท่ีได้มาจากการแยกสว่นของ Light-chain และ Heavy-chain โดย
ทัง้สองนีเ้ป็นองค์ประกอบหลกัของไฟโบรอิน ซึง่ในงานนีส้นใจศกึษา การสกดัไฟโบรอินจากไหม
บ้านด้วยสารเคมีชนิดตา่งๆ 7 ชนิด ได้แก่ 1) Ajisawa’s reagent (แคลเซียมคลอไรด์: เมทานอล: 
น า้ = 1:2:8) ท่ีอณุหภมูิ 80 องศาเซลเซียส 2) สารละลายลิเทียมโอไซยาเนตความเข้มข้น 9 โมลาร์
ท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส  3) สารละลายลิเทียมโบรไมด์ความเข้มข้น 9 โมลาร์ท่ีอณุหภมูิ 60 
องศาเซลเซียส  4) สารละลายลิเทียมคลอไรด์ ท่ีความเข้มข้น 65% (โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร)  
ท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส  5) สารละลายลิเทียมคลอไรด์ ท่ีความเข้มข้น 75% (โดยน า้หนกัตอ่
ปริมาตร) ท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส  6) สารละลายลิเทียมคลอไรด์ ท่ีความเข้มข้น 85% (โดย
น า้หนกัตอ่ปริมาตร) ท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส 7) สารละลายลิเทียมคลอไรด์ ท่ีความเข้มข้น 
85% (โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร) ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส จากการศกึษาพบวา่ การสกดั  
ไฟโบรอินโดยใช้  Ajisawa’s reagent สามารถแยกไฟโบรอินได้ทัง้สว่น Light-chain และ Heavy-
chain เม่ือวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE ท าให้เห็นแถบของน า้หนกัโมเลกลุชดัเจน ท่ี 25 และ 
350 กิโลดาลตนั ตามล าดบั ในขณะท่ีสารเคมีชนิดอ่ืนสามารถแยก ได้เพียงสว่นของ  Light-chain 
และเกิดแถบครอบคลมุบริเวณท่ีน า้หนกัโมเลกลุสงู ( Smear) เม่ือน าสว่นของไฟโบรอินท่ีมีเฉพาะ
สว่น Heavy chain ไฟโบรอินท่ีมีเฉพาะสว่น  Light chain และสว่นไฟโบรอินผสม(ไฟโบรอินผสม
ระหวา่งสว่น Light-chain และสว่น Heavy-chain) มาขึน้รูปโดยใช้กระบวนการป่ันด้วยไฟฟ้า
สถิตย์ ( Electrspinning method)  พบวา่ ไฟโบรอิน ผสมและไฟโบรอินท่ีมีเฉพาะสว่น Heavy 
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chain มีโครงสร้างแบบ  β-sheet เหมือนกนั  ในขณะท่ีโครงสร้างของไฟโบรอิน ท่ีมีเฉพาะสว่น  
Light-chain จะมีโครงสร้างแบบ Random coil ทัง้ก่อนและหลงัการแชด้่วยเมทานอลความเข้มข้น 
50% (โดยปริมาตร) อยา่งไรก็ตามโครงเลีย้งเซลล์ เส้นใยท่ีได้จากไฟโบรอินผสมและไฟโบรอินใน ท่ี
มีเฉพาะสว่น Heavy chain นัน้มีสมบตัคิล้ายคลงึกนั ในขณะท่ีโครงเลีย้งเซลล์เส้นใยไฟโบรอินใน
ท่ีมีเฉพาะสว่น Light-chain จะมีสมบตัคิวามแตกตา่งอยา่งชดัเจน เชน่ สมบตัคิวามชอบน า้  
ความสามารถในการดดูซบัน า้ อตัราการยอ่ยสลายและผลการยดึเกาะของเซลล์ เป็นต้น 

2.5.2 การขึน้รูปไฟโบรอินไหมและการศกึษาผลการตอบสนองของเซลล์เพ่ือใช้งานทางการแพทย์  

Minoura, N. และคณะ (1995) ได้ศกึษาการยดึเกาะและการเจริญเตบิโตของเซลล์ L929 
บนฟิล์มไหมบ้าน (DSF) และฟิล์มไหมสกลุ A. pernyi (WSF) เปรียบเทียบกบัฟิล์มคอลลาเจน ซึง่
ฟิล์มไหมทัง้สองชนิดมีความแตกตา่งกนัในการจดัเรียงตวัของกรดอะมิโน โดยฟิล์มไหมชนิด WSF 
นัน้ไมเ่พียงแตจ่ะประกอบไปด้วยกรดอะมิโนพืน้ฐานท่ีมีขนาดใหญ่เหมือนกบัฟิล์มไหมชนิด DSF 
แตย่งัมีเปปไทด์ท่ีประกอบด้วยกรดอะมิโนท่ีส าคญัถึง 3 ชนิดคือ อาร์จินีน ( Arginine) ไกลซีน  
(Glycine) และกรดแอสปาร์ตกิ ( Aspartic acid) จากการทดสอบพบวา่ การยดึเกาะและกา ร
เจริญเตบิโตของเซลล์ L929 บนฟิล์มไหม ชนิด DSF ให้ผลดีเหมือนกบัฟิล์มคอลลาเจน แตเ่ม่ือ
สงัเกตภาพท่ีได้จากเคร่ือง Scanning electron microscope (SEM) พบวา่ เซลล์ L929 มีการยดึ
เกาะและแผข่ยายบนฟิล์มไหมชนิด DSF ได้ดีกวา่ฟิล์มคอลลาเจน แตอ่ยา่งไรก็ตามฟิล์มไหมชนิด 
WSF มีการยดึเกาะและการเจริญเตบิโตของเซลล์ได้ดีกวา่ฟิล์มชนิด DSF  

Meinel L. และคณะ  (2004) ได้ศกึษาเพ่ือเปรียบเทียบโครงเลีย้งเซลล์ 3  ชนิด ได้แก่  
1) โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน  2) โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินท่ีมีปรับปรุงการคอนจเูกตกบัล าดบัหมู ่
อะมิโน RGD (silk-RGD) 3)โครงเลีย้งเซลล์คอลลาเจน โดยทดสอบกบัเซลล์ต้นก าเนิดจากมนษุย์  
(Human mesenchymal stem cells, hMSCs) และเลีย้งเซลล์ดงักลา่วด้วยอาหารเลีย้งเซลล์สตูร 
osteogenic medium พบวา่ โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินท่ีมีการปรับปรุงด้วยการคอนจเูกตหมู่  
อะมิโน RGD (silk-RGD) แสดงผลการยดึเกาะของเซลล์ท่ีดี อีกทัง้สามารถตรวจวดัสญัญาณการ
เกิดกระดกูได้จาก กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase activity, 
ALP), Osteocalcin, Osteopontin และ Bone sialoprotein ได้อยา่งเดน่ชดัเม่ือเปรียบเทียบกบั
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน และโครงเลีย้งเซลล์คอลลาเจน  

Kim, H.J. และคณะ (2005)  ศกึษาผลของการขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์ไหม 2 ประเภท คือ 
ประเภทท่ีขึน้รูปโดยใช้น า้ (Water-based silk scaffold) และประเภทใช้ตวัท าละลาย Hexafluoro-
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2-propanol (HFIP) โดยใช้วิธีก าจดัเกลือออก  เพ่ือให้เกิดรูพรุนท่ีมีขนาด 900+50 ไมโครเมตร  
จากนัน้น ามาทดสอบความเข้ากนัได้ทางชีวภาพในระดบัห้องปฏิบตักิารโดยใ ช้ Human 
mesenchymal stem cells (hMSCs) ซึง่เพาะเลีย้งเซลล์ดงักลา่วใน  Osteogenic differentiation 
medium เม่ือเวลาผา่นไป 28 วนัได้มีการวิเคราะห์ กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
(Alkaline Phosphatase activity, ALP) และปริมาณแคลเซียม พบวา่ โครงเลีย้งเซลล์ไหมประเภท
ท่ีขึน้รูปโดยใช้น า้ ( Water-based silk scaffold) จะมีปริมาณเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส และ
ปริมาณแคลเซียมสงูกวา่โครงเลีย้งเซลล์ไหมท่ีขึน้รูปโดยใช้ตวัท าละลาย  HFIP นอกจากนีร้ะดบั
ของคอลลาเจน Type I และ Osteopontin ยงัมีปริมาณท่ีสงูกวา่ด้วย แสดงให้เห็นวา่ การเตรียม
โครงเลีย้งเซลล์ไหมประเภท Water-based silk scaffold จะชว่ยให้มีการสร้างกระดกูได้มากกวา่  
และเม่ือศกึษาภาพจากการย้อมชิน้งาน ( Histological staining) ก็ให้ผลในแนวทางเดียวกนั คือ 
โครงเลีย้งเซลล์ไหมประเภท Water-based silk scaffold มีการย้อม Alcian blue ตดิเป็นสีฟ้า  
แตส่ าหรับในโครงเลีย้งเซลล์ท่ีขึน้รูปแบบใช้ตวัท าละลาย พบวา่เม่ือท าการย้อม Alcian blue 
ไม่มีการตดิสี  

 Donzelli, E.และคณะ (2007) ได้ท าการขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์คอลลาเจน type I เพ่ือน ามา
เพาะเลีย้งเซลล์ด้วยเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู( Sprague-Dawley rat) เพศเมีย อาย ุ 10 
สปัดาห์ โดยเพาะเลีย้งเซลล์ดงักลา่วจ านวน 1×106 เซลล์/โครงเลีย้งเซลล์และเปรียบเทียบการใช้
อาหารเลีย้งเซลล์ 2 ชนิด ได้แก่ อาหารเลีย้งเซลล์ปกตแิละอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสว่นผสมของสารท่ี
ชว่ยกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู ( Osteogenic medium; OS medium) ประกอบ
ไปด้วย β-glycerophosphate, 2-phosphate-ascorbic acid, และ Dexamethasone พบวา่ ท่ี
ระยะเวลาการเพาะเลีย้งในวนัท่ี 7 เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด OS medium มีการ
เจริญเตบิโตบนโครงเลีย้งเซลล์คอลลาเจนอยา่งทัว่ถึงและเกิดการรวมตวักนัของเซลล์ แตเ่ม่ือ
เพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ปกต ิพบวา่ เซลล์จะเกิดการรวมตวักนัในระยะเวลาการ
เพาะเลีย้ง 21 วนั นอกจากนีเ้ม่ือวิเคราะห์ กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส  พบวา่ การ
เพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด OS medium จะมีปริมาณ ALP สงูกวา่การเพาะเลีย้ง
เซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ปกต ิและเม่ือวิเคราะห์ปริมาณการสะสมแคลเซียมด้วยการย้อมสี 
Alizarin red พบวา่ การเพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด OS medium มีการสะสม
แคลเซียมเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง (28 วนั)  
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Meechaisue, C. และคณะ ( 2007) น าไหม บ้านสายพนัธุ์นางลายและไหมพนัธุ์ผสม
ระหวา่งจีนกบัญ่ีปุ่ น ( DOAE-7) มาขึน้รูปเป็นแผน่เส้นใยด้วยกระบวนการป่ันด้วยไฟฟ้าสถิตย์โดย
จะเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอินและคา่ความตา่งศกัย์ทางไฟฟ้า พบวา่ เม่ือ
ความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอินของไหมทัง้สองสายพนัธุ์เพิ่มขึน้ (มากกวา่หรือเทา่กบั 30 
เปอร์เซนต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร) จะ ได้ผลิตภณัฑ์เป็นเส้นใยเรียบสม ่าเสมอ และเม่ือเพิ่มความ
ตา่งศกัย์ไฟฟ้ามากขึน้ จะท าให้เม็ดบีดบนเส้นใยลดลง ผลการทดสอบทางชีวภาพจะใช้เซลล์
กระดกู ( MC3T3-E1) พบวา่ โครงเลีย้งเซลล์ เส้นใย ท่ีขึน้รูปด้วยกระบวนการป่ันเส้นใยด้วยไฟฟ้า
สถิตย์จากไหมสายพนัธุ์นางลายมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ  

Chamchongkaset, J.และคณะ (2008) ได้พฒันาโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหม บ้านสาย
พนัธุ์ไทยด้วยวิธีการก าจดัเกลือออกโดยใช้ไหมพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 แล้วท าการคอนจเูกตด้วย
เจลาตนิเพ่ือชว่ยเพิ่มสมบตัทิางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย โครงเลีย้งเซลล์ 
ไฟโบรอินไหมไทยท่ีมีการปรับปรุงพืน้ผิวด้วยการคอนจเูกตเจลาตนิมีการเช่ือมตอ่ของโครงสร้างท่ี
แข็งแรง โดยดจูากคา่มอดลูสัของแรงกด ซึง่มีคา่สงูขึน้ 93% และสามารถสง่เสริมการยดึเกาะ การ
เจริญเตบิโตของเซลล์  Mouse osteoblast-like cells (MC3T3-E1) บนโครงเลีย้งเซลล์ได้ดีกวา่
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย  

 She Z. และคณะ ( 2008) ท าการศกึษาการยอ่ยสลายทางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์  
ไฟโบรอิน (SF) ผสมไคโตซาน (CS) ไหมท่ีใช้ในการศกึษาเป็นรังไหมบ้านสายพนัธุ์จีน (จาก  Yi 
Xian Raw Silk Factory, จีน) โดยใช้อตัราสว่นระหวา่งไฟโบรอินกบัไคโตซาน เทา่กบั 4wt%SF,  
3 wt%SF - 1wt%CS, 2 wt%SF - 2wt%CS, 1wt%SF - 3 wt%CS และ 4wt%CS พบวา่ โครง
เลีย้งเซลล์ไฟโบรอินผสมไคโตซานในอตัราสว่น  3wt%SF - 1wt%CS มีคา่ความต้านทานแรงกด
น้อยท่ีสดุเหมาะกบัการน าไปประยกุต์ใช้งานด้าน Soft tissue engineering จงึน าโครงเลีย้งเซลล์  
ไฟโบรอินผสมไคโตซานในอตัราสว่น  3wt%SF - 1wt%CS ไปทดสอบการยอ่ยสลายทางชีวภาพใน
ระดบัห้องปฏิบตักิารในสารละลาย  PBS ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสพบวา่ โครงเลีย้งเซลล์
ดงักลา่วสามารถยอ่ยสลายได้รวดเร็วในชว่ง 2 สปัดาห์แรก และมี อตัราสว่นของการยอ่ยสลายเม่ือ
เปรียบเทียบน า้หนกัท่ีหายไปกบัน า้หนกัเร่ิมต้นของโครงเลีย้งเซลล์ ( Degradation ratio)  
ท่ีระยะเวลา 8 สปัดาห์ เทา่กบั 19.28% โดยน า้หนกั  

Acharya, C. และคณะ (2009) ได้ศกึษาเก่ียวกบัการน าไหมสายพนัธุ์ทาซาร์ซึง่อยูใ่นสกุ ล
A. pernyi มาพฒันาเป็นวสัดสุ าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์ โดยมีการเปรียบเทียบกบัไหมบ้าน ในการ
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ทดสอบสมบตัเิชิงกลของเส้นใยไหม ป่า พบวา่ มีคา่ควา มต้านทานแรงดงึและคา่ความเหนียวสงู
กวา่ไหม บ้าน  สว่นความชอบน า้ท่ีทดสอบด้วยวิธีการวดัคา่มมุสมัผสัของน า้และนอร์มอล  
เฮปเทน บนฟิล์มไหมสกลุ A. pernyi พบวา่ มีความชอบน า้น้อยกวา่ฟิล์มไหม บ้าน  ส าหรับ
โครงสร้างของไหม ซึง่ตรวจสอบด้วยเคร่ือง Circular dichroism spectroscope พบวา่ ฟิล์มไหม
สกลุ A. pernyi มีโครงสร้างแบบ β-sheet ประมาณ 31.5% ในขณะที่ฟิล์มไหมบ้านมีโครงสร้าง
แบบ β-sheet ประมาณ 15.0% และผลการทดสอบทางชีวภาพ พบวา่ การยดึเกาะ และการ
เจริญเตบิโตของเซลล์  feline normal skin fibroblast (AH927) บนฟิล์มไหมสกลุ A. pernyi ดีกวา่
ฟิล์มไหมบ้าน  

Vachiraroj, N. และคณะ (2009) ได้พฒันาฟิล์มโดยเลือกใช้วสัดตุา่งๆ ได้แก่  ไฟโบรอิน
จากไหมสายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ  1 เจลาตนิ ไคโตซานและไฮดรอกซี อะพาไทต์ แล้วน าฟิล์ม
แบบตา่งๆ ได้แก่ 1) ฟิล์มไฟโบรอิน /ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 2) ฟิล์มไฟโบรอิน /เจลาตนิ 3) ฟิล์ม 
ไฟโบรอิน/เจลาตนิ/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 4) ฟิล์มไฮดรอกซีอะพาไทต์/ไคโตซาน มาทดสอบความเข้า
กนัได้ทางชีวภาพในระดบัห้องปฏิบตักิาร โดยใช้เซลล์กระดกู ( MC3T3-E1) และเซลล์ต้นก าเนิดไข
กระดกูของหนู  (Rat bone marrow-derived stem cells) พบวา่ เซลล์ยดึเกาะและเจริญเตบิโตได้
ดีท่ีสดุบนฟิล์มไฟโบรอิน /เจลาตนิ และเซลล์สามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้ดีท่ีสดุบน
ฟิล์มไฟโบรอิน /เจลาตนิ /ไฮดรอกซีอะพาไทต์ โดยวิเคราะห์จากปริมาณกิจกรรมของเอนไซม์ 
แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (ALP) และปริมาณแคลเซียม 

  Okhawilai, M. และคณะ (2010) ได้ศกึษาปัจจยัท่ีมีผลตอ่การขึน้รูปแผน่เส้นใยจากไหม 
ไฟโบรอิน/เจลาตนิโดยผา่นกระบวนการป่ันด้วยไฟฟ้าสถิตย์ เพ่ือน าไปใช้ในการควบคมุการ
ปลดปลอ่ยสาร ซึง่ปัจจยัท่ีศกึษา ได้แก่ ความตา่งศกัย์ทางไฟฟ้า ( 15 กิโลโวลต์ – 25 กิโลโวลต์) 
และอตัราสว่นผสมระหวา่งไหมไฟโบรอิน/เจลาตนิ ( 50/50 – 80/20) พบวา่ เม่ือความตา่งศกัย์ทาง
ไฟฟ้าเพิ่มขึน้จะท าให้ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของเส้นใยลดลงและเม่ืออตัราสว่นของไหม  
ไฟโบรอินน้อยกวา่ 50 เปอร์เซนต์โดยน า้หนกั ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของเส้นใยลดลง จากนัน้น า
แผน่เส้นใยท่ีมีอตัราสว่นระหวา่งไหมไฟโบรอิน/เจลาตนิท่ี 50/50, 30/70 และ 10/90 มาทดสอบ
การยอ่ยสลายทางชีวภาพ พบวา่ แผน่เส้นใยท่ีมีอตัราสว่นระหวา่งไหมไฟโบรอิน/เจลาตนิเทา่กบั 
50/50 จะมีการยอ่ยสลายทางชีวภาพช้าท่ีสดุเน่ืองจากมีปริมาณของไหมไฟโบรอินมาก สว่น
ความสามารถในการควบคมุการปลดปลอ่ยสารโดยใช้สารแมแ่บบ 2 ชนิด คือ Azo-casein และ 
Methylene blue พบวา่ แผน่เส้นใยท่ีผลิตได้สามารถใช้ในการควบคมุการปลดปลอ่ย Methylene 
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blue ได้ โดย Methylene blue จะถกูดดูซบับนแผน่เส้นใย และถกูปลดปลอ่ยตามอตัราการยอ่ย
สลายทางชีวภาพของแผน่เส้นใย 

Tungtasana, H. และคณะ ( 2010) ได้ศกึษาการยอ่ยสลายทางชีวภาพทัง้ในระดบั
ห้องปฏิบตักิารและในสตัว์ทดลอง รวมถึงการทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ในสตัว์ทดลอง ตาม
มาตรฐาน ISO 10993 Part 6 ของโครงเลีย้งเซลล์  ซึง่เตรียมจากองค์ประกอบ 3 สว่น ได้แก่  
 ไฟโบรอินจากไหมสายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ  1 เจลาตนิ และไฮดรอกซี อะพาไทต์ โดยผลิตโครง
เลีย้งเซลล์ 4 กลุม่ ได้แก่ 1) โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน 2) โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน /เจลาตนิ 3) โครง
เลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 4) โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน/เจลาตนิ/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 
ผลการศกึษาความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพ พบวา่ โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน /ไฮดรอก-
ซีอะพาไทต์มีความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพในระดบัห้องปฏิบตักิารได้ช้าท่ีสดุ
เน่ืองจากมีการเช่ือมขวางทางเคมี ( EDC/NHS) และการเช่ือมขวางทางความร้อน สว่นการยอ่ย
สลายทางชีวภาพในสตัว์ทดลอง พบวา่ เม่ือเวลาผา่นไป 12 สปัดาห์ โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินทกุ
ชนิดมีการยอ่ยสลายทางชีวภาพในสตัว์ทดลองไมม่ากนกั ส าหรับการทดสอบความเป็นพิษในหน ู
พบวา่ โครงเลีย้งเซลล์ ทัง้ 4 กลุม่ ไมมี่ความเป็นพิษตอ่เซลล์ในสตัว์ทดลอง ตามมาตรฐาน ISO 
10993 Part 6 

 Jetbumpenkul P. และคณะ (2012) ได้ศกึษาและเปรียบเทียบโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน
ไหมไทยผสมเจลาตนิ  ในอตัราสว่นระหวา่งไฟโบรอินไหมไทยตอ่เจลาตนิ เทา่กบั 0/100, 20/80, 
40/60, 50/50, 60/40, 80/20 และ 100/0 พบวา่ สารละลายไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตนิใน
อตัราสว่น 50/50 มีคา่ศกัย์เซต้าใกล้เคียงศนูย์ทัง้ในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ pH 5.6 และคา่ pH 
7.4 ซึง่แสดงให้เห็นวา่ อตัราสว่นผสมดงักลา่วก่อให้เกิดความสมดลุของประจใุนสารละลายของ  
ไฟโบรอินกบัเจลาตนิ นอกจากนีโ้ครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตนิในอตัราสว่น 
40/60, 50/50 และ 60/40 มีคา่ความต้านทานแรงกดสงูทัง้สภาวะแห้งและเปียกเม่ือเปรียบเทียบ
กบัโครงเลีย้งเซลล์ในอตัราสว่นอ่ืน และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตนิในอตัราสว่น 
50/50 มีคา่ความต้านทานแรงกดสงูสดุในสภาวะเปียก ส าหรับ การทดสอบทางชีวภาพในระดบั
ห้องปฏิบตักิารด้วยเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู( MSCs) พบวา่ โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยผสมเจลาตนิในทกุอตัราสว่นชว่ยสนบัสนนุให้เซลล์สามารถยดึเกาะและเจริญเตบิโตได้  

 Zhu H. และคณะ ( 2012) ได้ศกึษาคณุลกัษณะของฟิล์มไฟโบรอินท่ีผสมสาร  Nano 
bioactive glass (NBG) โดยน าไฟโบรอินมาจากรังไหมสกลุบ้านสายพนัธุ์จีน (จาก China nation 
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silk museum, จีน) ในขณะท่ีสาร NBG ได้จากการผสมระหวา่ง SiO2 : CaO : P2O5 เทา่กบั 58 : 
23 : 9 (อตัราสว่นโดยน า้หนกั ) จากการจะเตรียมฟิล์มในอตัราสว่นของสาร NBG กบัสารละลาย  
ไฟโบรอิน เทา่กบั 0/100 (SF pure), 1/99 (1 wt% NBG), 4/96 (4 wt% NBG), 7/93 (1 wt% 
NBG)   และ 10/90 (10 wt% NBG) พบวา่ การเพิ่มปริมาณสาร NBG ลงในฟิล์มไฟโบรอินไมไ่ด้
ก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมี ในขณะท่ีคา่มมุสมัผสัของน า้ซึง่แสดงถึงความชอบ
น า้ของวสัดนุัน้ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเพิ่มสาร NBG ลงไป 10% โดยน า้หนกั (10 wt% NBG) 
เม่ือทดสอบการยดึเกาะและการเจริญเตบิโตของ บนฟิล์มไฟโบรอินท่ีผสมสาร  NBG พบวา่ ท่ีเวลา 
6 ชัว่โมงจ านวนเซลล์ท่ียดึเกาะบนฟิล์มในทกุอตัราสว่นไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิต ิแตเ่ม่ือท าการเพาะเลีย้งท่ี 1, 3 และ 7 วนัมีจ านวนเซลล์เพิ่มขึน้ตามระยะเวลาการเพาะเลีย้ง 
และเม่ือเพิ่มปริมาณสาร NBG จะชว่ยให้เซลล์สามารถเจริญเตบิโตได้ดีขึน้ นอกจากนีใ้นวนัท่ี 7 
ของการเพาะเลีย้งเซลล์ พบวา่ เซลล์สามารถสร้าง กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส  
(ALP) ซึง่เป็นสญัญาณแรกของการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้สงูสดุอยา่งมีนยัส าคญับน
ฟิล์มไฟโบรอินผสมสาร NBG ท่ีอตัราสว่น 10% โดยน า้หนกั (10 wt% NBG)  
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บทที่ 3 

วัสดุและวิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 วัสดุและสารเคมี 

3.1.1 วสัดแุละสารเคมีส าหรับเตรียมสารละลายไฟโบรอิน 

3.1.1.1   รังไหมสายพนัธุ์ไทย (พนัธุ์ นางน้อยศรีษะเกษ 1; NN, สถาบนัหมอ่นไหมแหง่ชาติ
เฉลิมพระเกียรตสิมเดจ็พระนางเจ้าสิริกิติพ์ระบรมราชินีนาถ, นครราชสีมา, ไทย)   

3.1.1.2 รังไหมสายพนัธุ์ญ่ีปุ่ น (พนัธุ์นครราชสีมา 1; K1, สถาบนัหมอ่นไหมแหง่ชาตเิฉลิม
พระเกียรตสิมเดจ็พระนางเจ้าสิริกิติพ์ระบรมราชินีนาถ, นครราชสีมา, ไทย) 

3.1.1.3 รังไหมสายพนัธุ์จีน (พนัธุ์นครราชสีมา 2; K8, สถาบนัหมอ่นไหมแหง่ชาตเิฉลิมพระ
เกียรตสิมเดจ็พระนางเจ้าสิริกิติพ์ระบรมราชินีนาถ, นครราชสีมา, ไทย) 

3.1.1.4 โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3, Ajax Finechem, ออสเตรเลีย) 
3.1.1.5 ถงุไดอะไลส์ (MWCO 12,000-16,000, Viskase Company Inc., ญ่ีปุ่ น) 
3.1.1.6 ลิเทียมโบรไมด์ (LiBr, Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.2 วสัดแุละสารเคมีส าหรับเตรียมฟิล์มไฟโบรอิน 

3.1.2.1  กระจกใส (Glass slip 15 mm in diameter, Thermo Scientific, สหรัฐอเมริกา) 
 3.1.2.2  แมพ่ิมพ์เทฟลอน  (ญ่ีปุ่ น) 

3.1.2.3 Methanol (Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.3 วสัดแุละสารเคมีส าหรับการเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ (Polyacrylamide gel) 

3.1.3.1 Acrylamide (Plusone, สวีเดน) 
3.1.3.2 Ammonium persulphate ( (Fluka, สวิตเซอร์แลนด์) 
3.1.3.3 Bromophenolblue (Merck, เยอรมนั) 
3.1.3.4 Coomassie brilliant blue R-250 (Sigma-Aldric, สหรัฐอเมริกา)  
3.1.3.5 Glycerol (BDH, องักฤษ) 
3.1.3.6 N,N’-methylenebis acrylamide, BIS (Plusone, สวีเดน) 
3.1.3.7 β-mercaptoethanol (Sigma-Aldric, สหรัฐอเมริกา) 
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3.1.3.8 Sodium dodecyl sulfate (SDS, Merck, เยอรมนั) 
3.1.3.9 Sodium hydroxide (BDH, องักฤษ) 
3.1.3.10 N,N,N’,N’-tetramethylethylene diamine (TEMED, Plusone, สวีเดน) 
3.1.3.11 Tris (hydroxymethyl)aminmethane, Tris (Merck, เยอรมนั) 

3.1.4 วสัดแุละสารเคมีส าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์ 

3.1.4.1 Alpha-modified eagle powder medium (α-MEM, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 
3.1.4.2 Ascorbic acid for cell culture tested  
3.1.4.3 CO2 gas 
3.1.4.4 Dexamethasone (Sigma Co., St. Louis, สหรัฐอเมริกา ) 
3.1.4.5 Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) 
3.1.4.6 Deionized Water (DI water) 
3.1.4.7 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma-

Aldric, สหรัฐอเมริกา) 
3.1.4.8 Dulbecco’s modified eagle powder medium (D-MEM, Hyclone,  

สหรัฐอเมริกา) 
3.1.4.9 Ethanol (99.7 – 100 %, VWR International Ltd., องักฤษ) 
3.1.4.10 Ethanolamine (C2H7NO, Sigma-Aldric, สหรัฐอเมริกา) 
3.1.4.11 Fetal bovine serum (FBS, Hyclone,  สหรัฐอเมริกา) 
3.1.4.12 β-glycerophosphate disodium salt pentahydrate (Fluka, เยอรมนั) 
3.1.4.13 Hoechst 33258 (Sigma-Aldric, สหรัฐอเมริกา) 
3.1.4.14 Hydrochloric acid (HCl, J.T. Baker, NJ, สหรัฐอเมริกา)  
3.1.4.15 L-glutamine (200 mM, Hyclone, สหรัฐอเมริกา)  
3.1.4.16 O-cresolphythalein complex substrate (OCPC, Fluka, เยอรมนั) 
3.1.4.17 Penicillin-Streptomycin solution (10,000 units/ml, Hyclon, สหรัฐอเมริกา) 
3.1.4.18 Phosphate buffered saline (PBS, Bio basic inc., แคนาดา) 
3.1.4.19 p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (Sigm-Aldrich, สหรัฐอเมริกา)   
3.1.4.20 p-Nitrophenol standard solution (Sigm-Aldrich, สหรัฐอเมริกา)   

  

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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3.1.4.21 Sodium dodecyl sulfate lysis buffer (SDS, Bio basic inc., แคนาดา) 
3.1.4.22 Sodium hydroxide (0.02 N NaOH, Ajax Finechem, ออสเตรเรีย) 
3.1.4.23 Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3 99%, Merck, เยอรมนั) 
3.1.4.24 Trypan blue stain 0.4 % (Gibco, สหรัฐอเมริกา) 
3.1.4.25 Trypsin/EDTA (0.25 % Trypsin in EDTA.4Na, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

3.2 อุปกรณ์  

3.2.1 กล้องจลุทรรศน์อิเล็คตรอนแบบสอ่งกราด Scanning Electron Microscope (JEOL Ltd., 
ญ่ีปุ่ น) 
3.2.2 กล้องถ่ายรูป (D5000, Nikon, ญ่ีปุ่ น) 
3.2.3 เคร่ืองป่ันเหว่ียงสาร (Centrifuge, Universal 320R, Hettich, เยอรมนั) 
3.2.4 เคร่ืองท าแห้งด้วยความเย็น (Freeze dry, CHRIST®, เยอรมนั) 
3.2.5 ตู้แช ่4 องศาเซลเซียส (NR-BU343, Panasonics, ไทย) 
3.2.6 ตู้แชแ่ข็ง อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส (Sandenintercool, ไทย) 
3.2.7 ตู้แชแ่ข็ง อณุหภมูิ -40 องศาเซลเซียส (Haier, จีน) 
3.2.8 ตู้แชแ่ข็ง อณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส (New Brunswick scientific, สหรัฐอเมริกา) 
3.2.9 ตู้ปลอดเชือ้ (Laminar Flow) (Thermo sciencetific, สหรัฐอเมริกา) 
3.2.10 ตู้ดดูความชืน้ (SR Lab, ไทย) 
3.2.11 ตู้เพาะเชือ้บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ ( CO2 incubator) (Thermo sciencetific, 
สหรัฐอเมริกา)  
3.2.12 ตู้อบแห้งแบบสญูญากาศ และป๊ัม (VD23, Binder, เยอรมนั) 
3.2.13 Chemical Fume Hood (Dac 2005 plus, ProLAB laboratory Fume Hood, แคนาดา) 
3.2.14 Contact angle meter (Model CAM-PLUS MICCRO, TANTEC INC. , สหรัฐอเมริกา) 
3.2.15 Differential Scanning Calorimeter (DSC, TA Instrument, USA) 
3.2.16 Digital balance (AL204, Mettler TOLEDO, สหรัฐอเมริกา) 
3.2.17 Fluorescence microplate reader (Perkin elmer, 1420 multilabel counter,

สหรัฐอเมริกา) 
3.2.18 Fourier  transform infrared spectroscopy (FT-IR, Spectruum GX, Perkin Elmer,
องักฤษ)  
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3.2.19 Hemacytometer (Boeco, เยอรมนั) 
3.2.20 High performance liquid chromatography (HPLC) รุ่น LC – 10A (Shimadzu, ญ่ีปุ่ น) 
3.2.21 Micro plate reader (UVM 340, ASYS, ออสเตรเรีย) 
3.2.22 Micropipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, สหรัฐอเมริกา) 
3.2.23 Magnetic stirrer / Hot plate (RCT Basic, Ika labortechnik, เยอรมนั) 
3.2.24 Nonpyrogenic serological pipet (Costar®, Corning, สหรัฐอเมริกา) 
3.2.25 pH-meter (Denver, สหรัฐอเมริกา)  
3.2.26 24-well, 48 well and 96-well polystyrene tissue culture plates (Corning, 

สหรัฐอเมริกา)  
3.2.27 Thermogravimetric analyzer  (TGA, TA Instrument, USA) 
3.2.28 10 cm Tissue culture dish (Costar®, Corning, สหรัฐอเมริกา) 
3.2.29 Water bath (Grant, องักฤษ) 
3.2.30 Zeta sizer 650 (Malvern, องักฤษ) 
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ศกึษาสมบตัคิวามเข้ากนัได้ทางชีวภาพ ศกึษาคณุลกัษณะและสมบตัทิางกายภาพ ทางเคมี 

3.3 ขัน้ตอนการด าเนินงานวิจัย 

 แผงผงัการด าเนินงานวิจยัแสดงดงัรูปท่ี 3.1 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

                                                               

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.1 แผนผงัการด าเนินงานวิจยั 

 

เตรียมสารละลายไฟโบรอินท่ีความเข้มข้น 0.5 % (โดยน า้หนกั) จากไหมบ้าน 3 สายพนัธุ์ ได้แก่  
สายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ1 (NN) สายพนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) และสายพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) 

เตรียมฟิล์มไฟโบรอิน 

 

-  น า้หนกัโมเลกลุของ ไฟโบรอิน
ด้วยเทคนิค SDS-PAGE  
- สมบตัทิางความร้อนของฟิล์ม  
ไฟโบรอิน ด้วยเคร่ือง Differential 
Scanning Calorimeter และ  
Thermogravimetric analyzer  
- คา่ประจทุางไฟฟ้าของสารละลาย  
ไฟโบรอิน  
-  คา่มมุสมัผสัของฟิล์มไฟโบรอิน  
-  โครงสร้างทางเคมีด้วยเคร่ือง 
Fourier Transform Infrared 
Spectroscope 
- ปริมาณและองค์ประกอบของ  
กรดอะมิโนของไฟโบรอินด้วยเคร่ือง 
High performance liquid 
chromatography 
 

ทดสอบการยดึเกาะ 
(Attachment) และการเจริญ-
เตบิโต ( Proliferation) ของ
เซลล์ 3 ชนิด ดงันี ้
- เซลล์ผิวหนงัของหนหูรือ
เซลล์ L92 9 (L929 mouse 
fibroblast) 
- เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของ
หนู (Bone marrow-derived 
mesen-chymal stem cells, 
MSCs) 
โดยการวดั จ านวนเซลล์ ด้วย
วิธีวดัปริมาณ MTT  
 
  
  

 

 

ทดสอบการเปล่ียน 
แปลงไปเป็นกระดกู  
(Differentiation) ของเซลล์
ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู  
(Bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells) 
ดงันี ้
- จ านวนเซลล์ ด้วยวิธีวดั
ปริมาณDNA 
- กิจกรรมของเอนไซม์  
แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส  
(Alkaline Phosphatase 
activity, ALP) 
- ปริมาณแคลเซียม 
- โครงสร้างสณัฐานของเซลล์ 
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3.3.1 ขัน้ตอนการเตรียมสารละลายไฟโบรอิน [Kim, U.J และคณะ 2005] 

3.2.2.1 การลอกกาวไหม 

1. ชัง่รังไหมหนกั 40 กรัม 
2. เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ( Na2CO3) ให้มีความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ 

เพ่ือใช้ในการลอกกาวไหม โดยน ารังไหมต้มในสารละลาย โซเดียมคาร์บอเนต ในอตัราสว่นระหวา่ง
น า้หนกัของรังไหมกบัสารละลาย โซเดียมคาร์บอเนต เทา่กบั 1 : 25 ท่ีอณุหภมูิเดือดประมาณ 20 
นาที  

3. น ารังไหมท่ีต้มแล้วไปล้างด้วยน า้ปราศจาก ประจุ (Deionized Water, DI) 4 - 5 
ครัง้ เพ่ือก าจดัเซริซีนและสาระลายโซเดียมคาร์บอเนตออก และท าซ า้ในข้อ 2 – 3 อีกครัง้ 

4. น าเส้นใยไหมท่ีได้ไปผึง่ให้แห้งในตู้ดดูควนัเป็นเวลาประมาณ 2 วนั จากนัน้ฉีก
ไหมให้ฟเูพ่ือเตรียมท าสารละลายไฟโบรอิน 

3.2.2.2 การเตรียมสารละลายไฟโบรอิน  

1. น าเส้นใยไหมท่ี ผา่นการลอกกาวไหม 8 กรัมผสมกบัสารละลายลิเทียมโบรไมด์ 
(LiBr) 24 กรัม โดยใช้สารละลายลิเทียมโบรไมด์ท่ีมีความเข้มข้น 9.3 โมลาร์ 

2. น าไปอบท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซ ลเซียสเป็นเวลา 3 - 4 ชัว่โมง เพ่ือชว่ยเพิ่ม
ความสามารถในการละลายของเส้นใยไฟโบรอิน  

3. ไดอะไล ส์สารละลายไฟโบรอินโดยใช้ถงุไดอะไล ส์ ( MWCO เทา่กบั 12,000-
16,000) ในน า้ปราศจาก ประจุ เพ่ือก าจดัลิเทียมโบรไมด์  ในชว่งแรกจะเปล่ียนน า้ทกุ 15 นาที 
จ านวน 3 ครัง้ หลงัจากนัน้ในวนัถดัมาจะเปล่ียนน า้  3 ครัง้ตอ่วนั คือ ชว่ง เช้า ชว่งกลางวนัและชว่ง
เย็น จนคา่การน าไฟฟ้าของน า้ท่ีผา่นการไดอะไลส์แล้วมีคา่เทา่กบัคา่การน าไฟฟ้าของน า้ปราศจาก
ประจ ุ

4. น าสารละลายไฟโบรอินท่ีได้ไปกรองด้วยตะแกรง ท่ีมีขนาด 212 ไมโครเมตร แล้ว 
น าไปป่ันเหว่ียง ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอ่นาที  เป็นเวลา 20 นาที 
เพ่ือก าจดัตะกอนและฝุ่ นละอองในสารละลายไฟโบรอิน  จากนัน้น าสารละลายไฟโบรอินท่ีได้ไปหา
ความเข้มข้นของสารละลายโดยการอบแห้งเพ่ือหาน า้หนกัไฟโบรอิน ( Solid  weight) ซึง่ความ
เข้มข้นของสารละลายไฟโบรอินท่ีได้จะมีคา่ประมาณ 7.0 - 7.5% (โดยน า้หนกั) และน าสารละลาย
ไฟโบรอิน เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซ ลเซียส  โดยขัน้ตอนทัง้หมดในการ การลอกกาวไหม และการ
เตรียมสารละลายไฟโบรอินแสดงในรูปท่ี 3.2 
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รูปท่ี 3.2 ขัน้ตอนในการการลอกกาวไหมและการเตรียมสารละลายไฟโบรอิน 

รังไหม ก าจดัเซริซินด้วยการต้มใน 0.02 M 
Na2CO3 ในอตัราสว่นไหม 1 กรัมตอ่ 

Na2CO3 25 มิลลิลิตร 

น ามาล้างด้วยน า้ DI 
 ประมาณ 4-5 รอบ 

น าเส้นใยไหมท่ีได้ 
ผึง่ให้แห้ง 

น าเส้นใยไฟโบรอินผสมกบั 9.3 M 
LiBr และอบท่ีอณุหภมูิ 60 องศา

เซลเซียส 

น าสารละลายท่ีได้มาไดอะไลส์
และเปล่ียนน า้วนัละ 3 ครัง้ 

เป็นเวลา 3 วนั 

น ามาป่ันเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 9,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 20 นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

น าสารละลายไฟโบรอิน
ท่ีได้เก็บท่ีอณุหภมูิ  
4 องศาเซลเซียส 
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3.3.2 ขัน้ตอนการขึน้รูปฟิล์มไฟโบรอิน  

1.  น าสารละลายไฟโบรอินท่ีได้ไปเจือจาง ให้มีความเข้มข้น 0.5% (โดยน า้หนกั) จากนัน้น า
สารละลายไฟโบรอิน 100 ไมโครลิตรหยดลง ในถาดเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 24 หลมุ ( 24 well 
polystyrene tissue culture plates) แล้วเกล่ียให้ทัว่หลมุโดยใช้ปลายปิเปตขนาด 100 ไมโครลิตร  

2. ผึง่ไว้ให้แห้ง ( Air dry) เป็นเวลา 1 วนัในตู้ดดูควนั และชกัน าให้เกิดโครงสร้าง แบบ 

β-sheet ซึง่ดดัแปลงวิธีการมาจาก Ishida M. และคณะ [Ishida M. และคณะ 1990] โดยการเตมิ
สารละลายเมทานอลท่ีมีความเข้มข้น 70% โดยปริมาตร  ปริมาณ 1 มิลลิลตรในแตล่ะหลมุ  แชท่ิง้
ไว้เป็นเวลา 30 นาที  จากนัน้เทสารละลายเมทานอลออกและปลอ่ยให้แห้งในท่ีๆ สะอาด  

3.3.3 การวิเคราะห์สมบตัทิางกายภาพของฟิล์มไฟโบรอิน 

 3.3.3.1 การวิเคราะห์น ้าหนกัโมเลกลุของไฟโบรอินดว้ยเทคนิค SDS-PAGE  
   การหาน า้หนกัโมเลกลุของสารละลายไฟโบรอินด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl 
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) ด้วยชดุอปุกรณ์อิเล็กโตรโฟริซิส
แบบแนวตัง้ซึง่แสดงในรูปท่ี 3.3 โดยก่อนตดิตัง้อปุกรณ์จะต้องเช็ดท าความสะอาดแผน่กระจกด้วย
สารละลายเอทานอลความเข้มข้น 70 % (โดยปริมาตร) จากนัน้น าแผน่กระจก 2 แผน่ ประกบกนั
และคัน่ด้วย spacer ท่ีขอบกระจก ตดิตัง้กระจกดงักลา่วเข้ากบัแทน่อิเล็กโตรโฟริซิสแล้วหนีบ
กระจกให้แนน่ด้วยตวัหนีบทัง้สองข้าง เตรียม Separating gel แล้วเทลงในชอ่งระหวา่งกระจกทัง้ 
2 แผน่ประมาณ 3 ใน 4 สว่นของความสงูกระจกและปรับผิวหน้าเจลให้เรียบด้วยน า้กลัน่ ตัง้ทิง้ให้
เจลเกิดการแข็งตวัประมาณ 30 นาที เทน า้กลัน่ออก จากนัน้เตรียม Stacking gel และเททบัสว่น
ด้านบนของ  Separating gel ประมาณ 1 ใน 4 สว่นของความสงูกระจกและน าหวีเสียบ 
(Template comb) กดลงในสว่นของ Stacking gel เพ่ือให้เกิดเป็นชอ่ง (Well) ส าหรับใสต่วัอยา่ง
เพ่ือทดสอบ ตัง้ทิง้ให้เจลแข็งตวัประมาณ 30 นาที ดงึหวีเสียบออกแล้วน าไปตดิตัง้ใน Chamber 
เทอิเล็กโทรดบฟัเฟอร์ให้ทว่มถึงชอ่งท่ีใสต่วัอยา่ง  
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รูปท่ี 3.3 ชดุอปุกรณ์อิเล็กโตรโฟริซิสแบบแนวตัง้ 

   การเตรียมตวัอยา่งเพื่อใช้ในการวิเคราะห์นัน้จะน าสารละลายไฟโบรอินท่ีได้ไปผา่น
กระบวนการท าให้แห้งด้วยความเย็น (Freeze dry) จากนัน้จะชัง่ตวัอยา่งประมาณ  20 มิลลิกรัม
ละลายในน า้กลัน่ 1 มิลลิลิตร โดยอาศยัการป่ันและอุน่ในน า้ร้อนท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียสเพ่ือ
ชว่ยเพิ่มประสิทธิภาพการละลาย จากนัน้น าสารละลายท่ีได้ประมาณ 20 ไมโครลิตรผสมกบัสาร 
Sample buffer ปริมาณ 3 ไมโครลิตรแล้วน าไปอุน่ท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียสเพ่ือชว่ยให้เกิด
การเส่ือมสภาพของโปรตีนไฟโบรอิน ตอ่มาน าสารละลายท่ีได้ใสล่งในชอ่งใสต่วัอยา่ง โดย Protein 
marker ท่ีใช้ในการวิเคราะห์คือ Fermentas #SM 0661 หลงัจากนัน้น าชดุอปุกรณ์อิเล็กโตรโฟริซิส
แบบแนวตัง้ตอ่แหลง่จา่ยไฟฟ้า ดงัแสดงในรูปท่ี 3.4 โดยกระแสไฟฟ้าจะเคล่ือนจากขัว้ลบไปยงั
ขัว้บวก ในการวิเคราะห์ (รันเจล) จะให้กระแสไฟฟ้า 30 มิลลิแอมแปร์ เวลาท่ีใช้ประมาณ 90 นาที
หรือกระทัง่โปรตีนเคล่ือนมาจนสดุแผน่กระจก จากนัน้หยดุกระแสไฟฟ้าและแกะแผน่เจลด้วย
ความระมดัระวงั น าแผน่เจลไปย้อมสีด้วย Staining solution เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปล้างสี
ย้อมออกด้วยสาร Destaining จนเจลใสจะเห็นแถบโปรตีนปรากฏขึน้ชดัเจน ซึง่รายละเอียดของ
สารเคมีท่ีใช้แสดงในภาคผนวก ก  
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รูปท่ี 3.4 ชดุอปุกรณ์อิเล็กโตรโฟริซิสแบบแนวตัง้ท่ีตอ่เข้ากบัแหลง่จา่ยไฟฟ้า  

 3.3.3.2 การวิเคราะห์สมบติัทางความร้อนของฟิล์มไฟโบรอิน 

   การทดสอบ สมบตัทิางความร้อนของฟิล์มไฟโบรอิน ทัง้ 3 สายพนัธุ์  โดย น า
สารละลายไฟโบรอินเจือจาง ท่ีความเข้มข้น 2% (โดยน า้หนกั ) และเทสารละลาย ดงักลา่ว   
2 มิลลิลิตร ลงในแมพ่ิมพ์ น าไปผึง่ไว้ให้แห้งเป็นเวลา 2 วนั ในตู้ดดูควนัและชกัน าให้เกิดโครงสร้าง
แบบ β-sheet น าฟิล์มไฟโบรอินท่ีได้ท าการวิเคราะห์ดงัตอ่ไปนี ้

ก.) อณุหภมูิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้ว (Glass transition temperature; Tg) 

  น าฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง Differential Scanning 
Calorimeter (DSC) โดยชว่งอณุหภมูิท่ีใช้ในการทดสอบตัง้แต่  30 องศาเซลเซียส ถึง 200 องศา
เซลเซียส ใช้อตัราการให้ความร้อนท่ี 5 องศาเซลเซียสตอ่นาทีและอตัราการไหลของแก๊สไนโตรเจน  
50 มิลลิมิตรตอ่นาที  

ข.) อณุหภมูิการสลายตวั (Degradation temperature; Td)  
    น าฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง Thermogravimetric 
Analyzer (TGA) โดยชว่งอณุหภมูิ ท่ีใช้ในการทดสอบตัง้แต่  30 องศาเซลเซี ยส ถึง 600 องศา
เซลเซียส  ใช้อตัราการให้ความร้อน ท่ี 10 องศาเซลเซียสตอ่นาที และอตัราการไหลของแก๊ส
ไนโตรเจน 90 มิลลิมิตรตอ่นาที 

 3.3.3.3.การวิเคราะห์ค่าประจุทางไฟฟ้าของสารละลายไฟโบรอิน 

   ใน การวิเคราะห์คา่ประจทุางไฟฟ้าของสารละลายไฟโบรอิน จะเจือจางสารละลาย  
ไฟโบรอินใน PBS (Phosphate buffered saline, pH 7.4) ให้มีความเข้มข้น 0.5% (โดยน า้หนกั) 
แล้วน าไปวดัคา่ศกัย์เซต้าด้วยเคร่ือง Zeta sizer ในการวิเคราะห์นีจ้ะท าเพ่ือศกึษาความเสถียรของ
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สารละลายไฟโบรอิน โดยพิจารณาจากแนวโน้มท่ีอนภุาคจะเกิดการรวมตวักนัเป็นก้อนใน
สารละลาย โดยจะใช้การวดัอตัราเร็วในการเคล่ือนท่ีของอนภุาคเม่ืออยูภ่ายใต้สนามไฟฟ้าด้วย 
Laser Doppler Velocimetry 

 3.3.3.4 การวิเคราะห์ค่ามมุสมัผสัของฟิล์มไฟโบรอิน 
   การวิเคราะห์ คา่มมุสมัผสั  (Contact angle) ของฟิล์มไฟโบรอิน โดยใช้ น า้ ท่ี
ปราศจากไอออนเป็นสารท่ีใช้ในการทดสอบ  โดยจะขึน้รูปฟิล์มไฟโบรอินจากสารละลายไฟโบรอิน
ท่ีมีความเข้มข้น 0.5% (โดยน า้หนกั) หยดบนกระจกใส ( Glass slip) แล้วน าฟิล์มแห้งไปวดัคา่มมุ
สมัผสั (θ) ของน า้ท่ีเวลา 30 วินาที อณุหภมูิห้องแสดงดงัรูปท่ี 3.5 โดยใช้วิธี Static sessile drop 
[Bachmann J. และคณะ 2000] ด้วยเคร่ือง Contact angle meter  

 

รูปท่ี 3.5 การวดัคา่มมุสมัผสั (θ) ของน า้ 

3.3.4 การวิเคราะห์สมบตัทิางเคมีของฟิล์มไฟโบรอิน 

  3.3.4.1 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของฟิล์มไฟโบรอิน 

   การ วิเคราะห์ โครงสร้างทางเคมี ของฟิล์มไฟโบรอิน ทัง้ 3 สายพนัธุ์  โดยขึน้รูปฟิล์ม  
ไฟโบรอินจากสารละลายไฟโบรอินท่ีมีความเข้มข้น 2% (โดยน า้หนกั) น าไปผึง่ไว้ให้แห้งเป็นเวลา 
2 วนั ในตู้ดดูควนั และชกัน าให้เกิดโครงสร้างแบบ เบต้าชีท  ตอ่มาน าแผน่ฟิล์มท่ีได้ไปแชใ่น
ไนโตรเจนเหลว แล้วบดจนได้ผงละเอียด น าสารตวัอยา่งดงักลา่วประมาณ 2 มิลลิกรัมผสมกบั
โพแทสเซียมโบรไมด์ ( KBr) ประมาณ 198 มิลลิกรัม [Aznar-Cervantes S.D. และคณะ 2013] 
แล้วบรรจลุงใน  Holder และอดัให้ได้เป็น เหรียญ (Dise) ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 1 เซนตเิมตร 
จากนัน้น าไปวิเคราะห์ด้วย เคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectroscope (FTIR) โดยใช้ชว่ง
เลขคล่ืน (Wave number) ตัง้แต ่400 - 4,000 ตอ่เซนตเิมตร  
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 3.3.4.2 การวิเคราะห์ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนของสารละลายไฟโบรอิน  
   ในการวิเคราะห์ ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนของไฟโบรอิน ทัง้ 3 สาย
พนัธุ์ จะเตรียมสารละลายไฟโบรอินท่ีความเข้มข้น 20% (โดยน า้หนกั) ด้วยเคร่ืองกลัน่ระเหยแห้ง
แบบหมนุ ( Rotary Evaporator) และน าสารตวัอยา่งสง่วิเคราะห์ท่ี สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแหง่ประเทศไทย (วว. บางปู ) ซึง่วิเคราะห์ด้วย เคร่ือง  High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) ซึง่เฟสหยดุนิ่งหรือคอลมัน์ท่ีใช้ในการทดสอบ คือ Shim-pack ISC-
07/S1504Na และใช้เฟสเคล่ือนท่ีหรือ Mobile phase 3 ชนิด ได้แก่  
   - โซเดียมซิเตรตในเอทานอลความเข้มข้น 2 นอร์มอล (pH 3.2) 
   - โซเดียมซิเตรตความเข้มข้น 0.6 นอร์มอลผสมกบักรดบอร์ริกความเข้มข้น 0.2  
โมลาร์ (pH 10)   
   - โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์   

3.3.5 การทดสอบสมบตัคิวามเข้ากนัได้ทางชีวภาพของฟิล์มไฟโบรอิน 
 3.3.5.1 การเตรียมเซลล์และการเพาะเลีย้ง เซลล์ผิวหนงัของหนูหรือ เซลล์ L929 (L929 

Mouse fibroblast) 

  น าเซลล์ L929 ท่ีถกูแชแ่ข็งในไนโตรเจนเหลวมาละลายน า้แข็งและเลีย้งด้วย อาหาร

เลีย้งเชือ้ชนิด  DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) ซึง่ประกอบด้วย DMEM ท่ีมี 10% 

Fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine, 1% antibiotic (penicillin-streptomycin) จากนัน้

เปล่ียนอาหารทกุ 3 วนั หลงัการเพาะเลีย้งเซลล์สามารถ แบง่เซลล์  (subculture) ด้วยสารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ท่ีมีความเข้มข้น 100  มิลลิโมลลาร์  (pH 7.4) ท่ีมี Trypsin ความเข้มข้น  0.25% 

(โดยน า้หนกั)  และ EDTA ความเข้มข้น  0.02% (โดยน า้หนกั)  น าไปบม่ ไว้ท่ีอณุหภมูิ 37  องศา

เซลเซียส 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 5  นาที โดยจะเพาะเลีย้งเซลล์ให้ได้จ านวนตามท่ี

ต้องการเพ่ือน าใช้ในการทดสอบตอ่ไป 

 3.3.5.2 การยึดเกาะ (Attachment) และการเจริญเติบโต (Proliferation) ของเซลล์  L929  

บนฟิล์มไฟโบรอิน  

   เตรียมสารละลายเซลล์  L929 จ านวน 2×104 เซลล์ตอ่หลมุ (1×104 เซลล์ตอ่ตาราง
เซนตเิมตร)  จากนัน้น าไปเพาะเลีย้ง ลงบนฟิล์มไฟโบรอิน เพ่ือตรวจสอบจ านวนเซลล์ท่ี ยดึเกาะท่ี
เวลา 6 ชัว่โมงและจ านวนเซลล์ท่ีเจริญเตบิโตท่ีเวลา 1, 2 และ 3 วนั ด้วยวิธีการตรวจวดัปริมาณ 
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MTT [Mosmann T. และคณะ 1983] และเทียบกบักราฟมาตรฐานท่ีทราบจ านวนเซลล์  โดยสาร 
MTT หรือ 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ซึง่มีโครงสร้างเป็น
วงแหวนของเกลือ Tetrazolium มีสีเหลือง  จะเปล่ียนเป็นผลกึ Formazan ท่ีมีสีมว่งเม่ือถกูท าลาย
วงแหวน Tetrazolium ด้วยเอนไซม์ Dehydrogenease จากไมโตคอนเดรียท่ีอยูใ่นเซลล์ท่ียงัมีชีวิต
อยู่ โดยผลกึสีมว่งท่ีเกิดขึน้ภายในเซลล์ไมส่ามารถแพร่ผา่นเย่ือหุ้มเซลล์ได้ แตส่ามารถละลายได้
ในตวัท าละลาย  เชน่   Dimethyl suklfoxide (DMSO) เป็นต้น ซึง่สารละลายสีมว่งท่ีได้จะถกูน าไป
วดัคา่ดดูกลืนแสงในชว่งความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร โดยปริมาณผลกึ Formazan ท่ีถกูละลาย
ออกมาจะมีคา่แปรผนัโดยตรงกบัปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิต ซึง่ขัน้ตอนในการด าเนินการมีดงันี ้
 - กราฟมาตรฐานจากเซลล์  L929 จะเตรียมจากสารละลาย เซลล์  L929 ท่ีทราบ
ปริมาณเซลล์ 1x106 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร ใสใ่นถาดเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 24 หลมุ จากนัน้ท าการเจือ
จางความเข้มข้นเซลล์ ( Serial dilution) ให้มีความหนาแนน่ของเซลล์เป็นคร่ึงหนึง่ของความ
หนาแนน่เดมิ โดยเร่ิมจาก 5x105 ถึง 1.5625x104 เซลล์ตอ่หลมุ เพาะเลีย้งเป็นเวลา 6 ชัว่โมง  

- เตรียมสารละลาย MTT ท่ีมีความเข้มข้น  0.5 % (โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ) ละลาย
ในอาหารเลีย้งเซลล์ ท่ีไมมี่ Phenol red หรือ PBS โดยจะต้องระมดัระวงัไมใ่ห้ถกูแสง 

- น าสารมาตรฐานจากเซลล์  L929 และตวัอยา่ง ฟิล์มไฟโบรอินท่ีเพาะเลีย้งตาม
ชว่งเวลาตา่งๆ มาดดูอาหารเลีย้งเซลล์ออกแล้วล้างด้วย PBS ตอ่มาใสส่ารละลาย MTT ในแตล่ะ
หลมุแล้วน าไปบม่ ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์  เป็นเวลา 30 นาที 
จากนัน้ดดูสารละลาย MTT ออก จะเห็นผลกึ Formazan ท่ีมีสีมว่ง ใส่  DMSO ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
เพ่ือไปละลายผลกึดงักลา่วออกมาแล้วท า ให้สารละลายเป็น เนือ้เดียวกนัโดยใช้ ปิเปตขนาด 1 
มิลลิลิตรพน่ซ า้หลายครัง้ จากนัน้ปิเปตสารละลายมา 100 ไมโครลิตร ใสล่งในถาด เพาะเลีย้งเซลล์
ขนาด 96 หลมุ (96-well polystyrene tissue culture plates)  น าไปวดัคา่ดดูกลืนแสงในชว่ง
ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตรด้วยเคร่ือง Micro plate reader 

- ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยดึเกาะของเซลล์  อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของ
เซลล์ (Specific growth rate, µ) รวมถึงระยะเวลาท่ีเซลล์เพิ่มจ านวนขึน้เป็น 2 เทา่ (Population 
doubling time, PDT) บนฟิล์มไฟโบรอิ น และวิเคราะห์โครงสร้างสณัฐา น (Morphology) ด้วย
เทคนิคกล้องจลุทรรศน์แบบสอ่งกราด ( Scanning electron microscope, SEM) โดยสตูรท่ีใช้ใน
การค านวณมีดงัตอ่ไปนี ้
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เปอร์เซ็นต์การยึดเกาะของเซลล์ (% Cell attachment) 

% Cell attachment =  (N1/N0) × 100 … (1) 

เม่ือ N0    คือ จ านวนเซลล์เร่ิมต้น 
N1 คือ จ านวนเซลล์เม่ือเพาะเลีย้งเป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ (Specific growth rate, µ, หน่วย: ต่อชัว่โมง) ค านวณได้
จาก 
  

µ = 
1

X

dx

dt
 … (2) 

    

µ dt
t2

t1
 =  

1

X

X2

X1

dX … (3) 

    

µ(t2 –t1) = ln X2 – ln X1 … (4) 
µ = ln X2 – ln X1  … (5) 

      (t2 –t1)  
 
เม่ือ       X1     คือ จ านวนเซลล์ ท่ีเวลา t1 

X2     คือ จ านวนเซลล์ ท่ีเวลา t2 

ระยะเวลาทีเ่ซลล์เพ่ิมจ านวนข้ึนเป็น 2 เท่า ( Population doubling time, PDT, หน่วย: ชัว่โมง) 
ค านวณได้จาก   

PDT =  
1

r
 … (6) 

โดย อตัราการแบ่งตวั (Multiplication rate, r, หนว่ย: รุ่นตอ่ชัว่โมง) สามารถค านวณได้จาก   

r =  
n

 t2- t1 
 … (7) 

จากสมการ 
    NH  = Nl2

n … (8) 
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            log NH = log NI + n log 2 … (9) 
    

n = 3.32 (log NH-log NI) … (10) 
ดงันัน้อตัราการแบง่ตวั คือ 

r = 3.32 (log NH-log NI) … (11) 
             (t2 –t1)  

เม่ือ NI    คือจ านวนเซลล์เร่ิมต้น ท่ีเวลา t1     
 NH   คือจ านวนเซลล์ทัง้หมด ท่ีเวลา t2   

 3.3.5.3 การเตรียมและการเพาะเลีย้งเซลล์ ตน้ก าเนิดไขกระดูก (Bone marrow-derived 

mesen-chymal stem cells, MSCs) [Takahashi Y. และคณะ 2003]    

  เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูท่ีใช้ในการทดสอบจะถกู แยกมาจากขาหลงัจากหนพูนัธุ์
วิสต้า เพศเมีย อาย ุ3 สปัดาห์ (จากศนูย์สตัว์ทดลองแหง่ชาต ิมหาวิทยาลยัมหิดล)  เร่ิมจากการผา่
กระดกูต้นขาหลงัของหนอูอกตัง้แตบ่ริเวณสะโพก ก าจดัชิน้เนือ้ออกให้หมดจนสะอาด จากนัน้ตดัท่ี
ปลายทัง้สองข้างของกระดกูและใช้เข็มฉีดยา เบอร์ 24 (24 gauge needle) ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ 1 

มิลลิลิตร (Alpha-modified eagle medium: -MEM ท่ีมี 15 % FBS และ 50 U/ml penicillin 
streptomycin) ชะล้างผา่นชอ่งไขกระดกูลงหลอดขนาด 1 มิลลิลิตร ท าซ า้หลายครัง้จนกระทัง่ก้อน
ไขกระดกูหลดุออกหมดและสีของกระดกู ขาวใสขึน้ ท าสารแขวนลอยเซลล์ท่ีได้ให้เป็นเนือ้เดียวกนั
โดยใช้เข็มฉีดพน่ ซ า้หลายครัง้ น า สารแขวนลอย เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู ท่ีได้ใสจ่านเพาะเลีย้ง
เซลล์ท่ีมีเส้นผา่นศนูย์กลางขนาด 10 เซนตเิมตร  (10 cm Tissue culture dish) ท่ีใสอ่าหารเลีย้ง
เซลล์ 10 มิลลิลิตร น าไปเลีย้งไว้ในตู้บม่ ( Incubator) ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 5%แก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ในวนัท่ี 4 เพ่ือก าจดัเซลล์เม็ดเลือดท่ีไมเ่กาะจาน
เพาะเลีย้งเซลล์ จากนัน้ เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุๆ 3 วนั จนกระทัง่เซลล์มีการเจริญเตบิโต
ประมาณ 80% ของพืน้ท่ีเพาะเลีย้งเซลล์ จะ ท าการแบง่เซลล์ (subculture) ไปเพาะเลีย้งในจาน
เพาะเลีย้งเซลล์ เพ่ือให้ได้จ านวนเซลล์ตามท่ีต้องการ โดยจะเพาะเลีย้ง เป็นเวลาประมาณ 2 - 3 
สปัดาห์ ซึง่เซลล์ท่ีน าไปใช้จะเป็นเซลล์ใน Passage ท่ี 2 -3  
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 3.3.5.4  การยึดเกาะ  (Attachment) และการเจริญเติบโต (Proliferation) ของเซลล์ตน้
ก าเนิดไขกระดูกบนฟิล์มไฟโบรอิน  
   เตรียมสารละลาย เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู จ านวน 2×104 เซลล์ตอ่หลมุ  (1×104 
เซลล์ตอ่ตารางเซนตเิมตร)  น าไปเพาะเลีย้ง ลงบนฟิล์มไฟโบรอิน เพ่ือตรวจสอบจ านวนเซลล์ท่ี
เกาะตดิท่ีเวลา 6 ชัว่โมง และจ านวนเซลล์ท่ีเจริญเตบิโตท่ีเวลา 1, 3, 5 และ 7 วนั ด้วยวิธีการ
ตรวจวดัปริมาณ MTT ตามขัน้ตอนและค านวณคา่ตา่งๆ เหมือนในหวัข้อ 3.3.5.2  

 3.3.5.5  การเปลีย่นแปลงไปเป็น เนือ้เยือ่ กระดูก (Differentiation) ของเซลล์ตน้ก าเนิด  
ไขกระดูกบนฟิล์มไฟโบรอิน   

 เตรียมสารละลาย เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูบนฟิล์มไฟโบรอิน จ านวน 5×104 เซลล์
ตอ่หลมุ (หลมุ ( 2.5×104 เซลล์ตอ่ตารางเซนตเิมตร) จากนัน้น าไปเพาะเลีย้ง ลงบนฟิล์มไฟโบรอิน

ใน Osteogenic differentiation media ซึง่ประกอบด้วย -MEM ท่ีมี 10% FBS, 50 U/ml 

penicillin streptomycin, 50 g/ml L-ascorbic, 10-6 M dexamethasone และ  1 M  
β-glycerophosphate เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุๆ  3 วนั จากนัน้ตรวจสอบจ านวนเซลล์ต้น
ก าเนิดไขกระดกูด้วย วิธีการตรวจวดัปริมาณ DNA หรือ DNA assay [Takahashi, Y และคณะ 
2005]  โดยวิธีการนีจ้ะวิเคราะห์ปริมาณสารเรืองแสง Hoechst 33258 ซึง่มีคณุสมบตัจิบัจ าเพาะ
กบั DNA โดยสารดงักลา่วจะแทรกเข้าสู ่DNA double strands จากนัน้น าไปวดัคา่ fluorescent 
intensity ท่ีมีการกระตุ้น  (Excitation) ท่ีความยาวคล่ืน เทา่กบั 355 นาโนเมตร และปลดปลอ่ย
พลงังานแสง  (Emission) ท่ี 460 นาโนเมตร  ด้วยเคร่ือง Fluorescent microplate reader  และ
เทียบกบักราฟมาตรฐานท่ีทราบจ านวนเซลล์ ซึง่ขัน้ตอนในการด าเนินการมีดงันี ้

- เตรียมสารมาตรฐานจากเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูซึง่ ทราบปริมาณเซลล์ 4x106 
เซลล์ตอ่มิลลิลิตร  ใสใ่น vial แล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ี  3,000 รอบตอ่นาที  เป็นเวลา 5 นาที เทอาหาร
ออก แล้วเตมิสาร Sodium dodecyl sulfate lysis buffer (SDS) ปริมาณ 4 มิลลิลิตรลงใน  vial 
ผสมให้เข้ากนั  น าไปบม่ ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา  
1 ชัว่โมง  เพ่ือท าให้เซลล์แตกและปลอ่ย DNA ออกมา จากนัน้ท าการเจือจางความเข้มข้นเซลล์ 
(Serial dilution) ให้มีความหนาแนน่ของเซลล์เป็นคร่ึงหนึง่ของความหนาแนน่เดมิโดยเร่ิมจาก  
5x105 ถึง 1.5625x104 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร 

- เตรียมตวัอยา่งฟิล์มไฟโบรอินท่ีเพาะเลีย้งตามชว่งเวลาตา่งๆ มาดดูอาหารเลีย้ง
เซลล์ออกแล้วล้างด้วย PBS จากนัน้ใสส่าร SDS ลงไป ปริมาณ 1 มิลลิลิตร น าตวัอยา่งไปเก็บไว้ท่ี 
-20 องศาเซลเซียส  



52 

 

- เตรียมสารละลาย Hoechst 33258 ปริมาณ 20 ไมโครลิตรผสมกบัน า้ปราศจาก
ประจปุริมาณ19 มิลลิลิตรและ SSC ปริมาณ1 มิลลิลิตร  

- น าสารมาตรฐานและตวัอยา่งไปวดัปริมาณ DNA โดยให้น าตวัอยา่งมาละลายท่ี
อณุหภมูิห้อง แล้วท าให้สารละลายเป็น เนือ้เดียวกนัโดยใช้ ปิเปตขนาด 1 มิลลิลิตรพน่ซ า้หลายครัง้ 
จากนัน้ปิเปตสารละลายมา 100 ไมโครลิตร ใสล่งในถาดเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 96 หลมุ  

- เตมิสารละลาย Hoechst 33258 ลงไป 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปวดัปริมาณ 
DNA ด้วยเคร่ือง spectrofluorimeter ท่ีชว่งความยาวคล่ืน 355 และ 460 นาโนเมตร  
   นอกจากนีย้งัมีการ วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline 
Phosphatase activity, ALP) การหาปริมาณแคลเซียมในชว่งเวลา 7, 14, 21 และ 28 วนั การ
วิเคราะห์โครง -สร้างสณัฐาน ( Morphology) ของเซลล์ ด้วยเทคนิคกล้องจลุทรรศน์แบบสอ่งกราด 
(Scanning electron microscope, SEM) และการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของพืน้ผิว ของ
ฟิล์มไฟโบรอินภายหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์แล้ว 28 วนั 

   การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส  (Alkaline Phosphatase 
activity, ALP) [Hofmann, S. และคณะ 2007] 

ในการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส ซึง่กิจกรรมนีเ้ป็น Early 
marker ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูท่ีมีการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู โดยจะดจูากเอนไซม์ 
ALP ภายในเซลล์ ซึง่มีขัน้ตอนในการด าเนินการมีดงันี ้

- เตรียมกราฟมาตรฐานจาก p-nitrophenol (ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์) ท าการ
เจือจางความเข้มข้น ของสารดงักลา่วให้มี ความเข้มข้น เป็นคร่ึงหนึง่ของ ความเข้มข้น เดมิโดยเร่ิม
จาก 10 ถึง 0.0097 มิลลิโมลาร์ 
 - น าตวัอยา่งท่ีต้องการวิเคราะห์มาใส ่SDS ปริมาณ 1 มิลลิลิตรเพ่ือท าให้เซลล์แตก 
แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จาก
นัน้ปิเปตตวัอยา่งมา 20 ไมโครลิตร ใสล่งในถาด เพาะเลีย้งเซลล์ขนาด  96 หลมุ แล้วเตมิสาร  
p-nitrophenyl phostphate ซึง่เป็นซบัสเรทของเอนไซม์  ปริมาณ 100 ไมโครลิตรลงในแตล่ะหลมุ  
น าบม่ ท่ี 37 องศาเซลเซี ยส 5% แก๊สคาร์บอนได -ออกไซด์ เป็ นเวลา 15 นาที หลงัจากนัน้ หยดุ
ปฏิกิริยาด้วยการเตมิ สารละลาย โซเดียมไฮดรอกไซด์ ท่ีความเข้มข้น 0.02 นอร์มอล ปริมาณ  80 
ไมโครลิตร โดยเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสจะเปล่ียน p-nitrophenyl phostphate ให้เป็น  
p-nitrophenol และน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสง ในชว่งความยาวคล่ืน ท่ี 405 นาโนเมตรด้วยเคร่ือง 
Micro plate reader   
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 การวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียม  (Calcium assay) [Takahashi Y. และคณะ , 

2005] 

ในการ วิเคราะห์ปริมาณแคลเซียม ซึง่เป็น Late marker ของกระบวนการ
เปล่ียนแปลงไปเป็นเนือ้เย่ือกระดกู มีขัน้ตอนในการด าเนินการดงันี ้

- เตรียมกราฟมาตรฐานจากสารละลาย แคลเซียมคาร์บอนเนต ในกรดไฮโดรคลอริก  
(ความเข้มข้น 1 โมลาร์) จากนัน้ท า การเจือจางความเข้มข้น ของสารดงักลา่วให้มี ความเข้มข้นเป็น
คร่ึงหนึง่ของความเข้มข้นเดมิโดยเร่ิมจาก 2.5 ถึง 0.0097 มิลลิโมลาร์  
   - น าตวัอยา่งท่ีต้องการวิเคราะห์มาใส ่SDS ปริมาณ 1 มิลลิลิตรเพ่ือท าให้เซลล์แตก 
แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จาก
นัน้ปิเปตตวัอยา่งมา 100 ไมโครลิตรใสล่งในถาด เพาะเลีย้งเซลล์ขนาด  48 หลมุ  (48-well 
polystyrene tissue culture plates)   แล้วเตมิกรดไฮโดรครอ ริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาณ  
100 มิลลิลิตรเพ่ือเพิ่มความสามารถในการยอ่ยแคลเซียม น าไปไว้ในตู้บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส 5% 
แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ เป็ นเวลา 4 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ปิเปตตวัอยา่งมา 10 ไมโครลิตรใสล่งใน
ถาดเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด  48 หลมุแล้วเตมิสารละลาย  ethanolamine buffer ความเข้มข้น 0.88 
โมลาร์  ปริมาณ 1 มิลลิลิตร และสาร O-cresolphythalein complex substrate (OCPC)  
ความเข้มข้น 0.63 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 100 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากนั ซึง่ถ้า ในตวัอยา่งมีแคลเซียม
อยู่จะท าปฏิกิริยากบั สาร OCPC และเปล่ียนเป็นสาร Calcium-O- cresolphythalein complex  
ซึง่มีสีมว่ง น าสารท่ีได้ไป วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Micro 
plate reader  

 การวิเคราะห์ลกัษณะของเซลล์และองค์ประกอบทางเคมีของฟิล์มไฟโบรอิน 

ส าหรับการวิเคราะห์ลกัษณะของเซลล์และธาตแุคลเซียม ฟอสฟอรัสท่ีเซลล์ผลิตขึน้
บนฟิล์มไฟโบรอิน ภายหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 28 วนั จะใช้กล้องจลุทรรศน์แบบสอ่ง
กราด (Scanning electron microscope, SEM) และ Energy dispersive X-ray (EDX) โดยใน
การวิเคราะห์จะแบง่ออกเป็น 2 สว่นคือ การตรวจวดัปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรัสท่ีสะสม
บนตวัเซลล์ และการตรวจวดัปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรัสท่ีสะสมบนพืน้ผิวของฟิล์ม อยา่ง
ละ 6 จดุ 
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3.4 การวิเคราะห์ทางสถติ ิ

 ในงานวิจยันีเ้ปรียบเทียบคา่ความแตกตา่งของข้อมลู  โดยจะเก็บตวัอยา่งมา 4 ซ า้แล้วน า
ข้อมลูมาหาคา่เฉล่ีย  (Average) และคา่การเบี่ยงเบนมาตรฐาน  (Standard Deviation, SD) เพ่ือ
ศกึษาวา่ ข้อมลู มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัหรือไม ่โดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(Analysis of Variance : ANOVA) ด้วยโปรแกรมมินิแทบ  (Minitab 14) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
(P-value < 0.05) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง และการวเิคราะห์ผลการทดลอง 

 
 ในการศกึษาคณุลกัษณะและความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของไฟโบรอินจากไหมสายพนัธุ์
ตา่งๆ นีรั้งไหมท่ีน ามาใช้ในการศกึษาเป็นไหมบ้านได้รับการสนบัสนนุจากศนูย์หมอ่นไหมเฉลิม
พระเกียรติ สมเดจ็พระนางเจ้าสิริกิติ ์พระบรมราชินีนาถ  จงัหวดันครราชสีมา จ านวน 3 สายพนัธุ์ 
ประกอบด้วย สายพนัธุ์ไทยจะเลือกใช้ไหมสายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ  1 สายพนัธุ์ ญ่ีปุ่ นจะเลือกใช้
ไหมสายพนัธุ์นครราชสีมา 1 และสายพนัธุ์จีนจะเลือกใช้ไหมสายพนัธุ์นครราชสีมา 2 ดงัสรุปพร้อม
สญัลกัษณ์ในตารางท่ี 4.1  

ตารางท่ี 4.1 สญัลกัษณ์ของสายพนัธุ์ไหมท่ีใช้ในการศกึษา  

สายพนัธุ์ของไหมท่ีใช้ในการศกึษา สญัลกัษณ์ 

สายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ1 NN 
สายพนัธุ์นครราชสีมา 1 K1 
สายพนัธุ์นครราชสีมา 2 K8 

เม่ือพิจารณาจากลกัษณะภายนอกของรังไหมในแตล่ะสายพนัธุ์พบวา่ มีลกัษณะภายนอก
แตกตา่งกนัอยา่งเห็นได้ชดัเจน โดยรังไหมสายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ  1 จะมีลกัษณะหวัป้านท้าย
แหลม เปลือกรังไหมมีสีเหลืองสด สว่นรังไหมสายพนัธุ์นครราชสีมา 1 นัน้ จะมีลกัษณะคอดกลาง
รังเล็กน้อย มีรูปร่างคล้ายฝักถัว่ลิสง (Peanut shape) เปลือกรังไหมมีสีขาวอมเหลือง และรังไหม
สายพนัธุ์นครราชสีมา 2 จะมีลกัษณะกลมรี เปลือกรัง ไหมมี สีขาว ดงัแสดงในรูปท่ี 4.1 เม่ือน า  
ไฟโบรอินท่ีได้มาผา่นกระบวนการเตรียมสารละลายด้วยสารละลายลิเทียมโบรไมด์ความเข้มข้น 
9.3 โมลาร์ พบวา่ สารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ นางน้อยศรีสะเกษ  1 มีสีเหลืองใส ในขณะท่ี
สารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ นครราชสีมา 1 จะมีสีขาวอมเหลือง สว่นสารละลายไฟโบรอินพนัธุ์
นครราชสีมา 2 จะมีสีขาวขุน่  
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รูปท่ี 4.1 ลกัษณะภายนอกของรังไหม  (a) สายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ  1 (NN) (b) สายพนัธุ์
นครราชสีมา 1 (K1) (c) สายพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) 

4.1 สมบัตทิางกายภาพของไฟโบรอิน 

 หลงัจากน ารังไหมมาผา่นกระบวนการลอกกาวไหมและกระบวนการไดอะไลซ์จนได้เป็น
สารละลายไฟโบรอิน จากนัน้น าไปขึน้รูปเป็นฟิล์มไฟโบรอินแล้ว ชกัน าให้เกิดโครงสร้างแบบ 
 β-sheet และผึง่ไว้ให้แห้ง (Air dry) ตอ่มาน าฟิล์มไฟโบรอินท่ีได้มาทดสอบคณุลกัษณะและสมบตัิ
ทางกายภาพของไฟโบรอินจากไหมแตล่ะสายพนัธุ์  ได้แก่ การวิเคราะห์หาน า้หนกัโมเลกลุของไฟ
โบรอิน ด้วยเทคนิค SDS-PAGE การวิเคราะห์สมบตัทิางความร้อนเพ่ือหาอณุหภมูิการเปล่ียน
สถานะคล้ายแก้ว (Glass transition temperature; Tg) และอณุหภมูิการสลายตวั ( Degradation 
temperature; Td) การวิเคราะห์คา่ ศกัย์เซต้า ของสารละลายไฟโบรอิน และการวิเคราะห์คา่มมุ
สมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอิน 

4.1.1 น า้หนกัโมเลกลุของไฟโบรอิน 

 ผลการวิเคราะห์ หาน า้หนกัโมเลกลุของไฟโบรอิน แตล่ะสายพนัธุ์ ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
แสดงดงัรูปท่ี 4.2 
 จากรูปท่ี 4.2 (a) เป็นผลการวิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุของไฟโบรอินโดยใช้เทคนิค  
SDS–PAGE ท่ีใช้ความเข้มข้นของเจลท่ี 12% เม่ือน าไฟโบรอินท่ีได้จากตอ่มผลิตไหมสว่นท้าย 
(Posterior silk gland) ของหนอนไหม โดยมีวิธีการสกดัไฟโบรอินดงักลา่วแสดงในภาคผนวก ข  
ซึง่เปรียบเสมือนโครงสร้างไฟโบรอินจากธรรมชาต ิพบวา่ มีแถบครอบคลมุ ( Smear band) เป็น
ชว่งกว้างตัง้แต ่ 20-200 กิโลดาลตนั และพบมีแถบครอบคลมุท่ีน า้หนกัโมเลกลุสงูกวา่ 200  
กิโลดาลตนั ซึง่คาดวา่นา่จะเป็นสว่น Heavy chain (H-chain) ซึง่มีน า้หนกัโมเลกลุอยูท่ี่ 350  
กิโลดาลตนั และเม่ือน าไฟโบรอินจากไหมพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค
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เดียวกนัพบแถบน า้หนกัโมเลกลุท่ีต าแหนง่เดียวกบัท่ีพบใน ไฟโบรอินท่ีได้จากตอ่มผลิตไหม
สว่นท้ายของหนอนไหม  
 เม่ือเปรียบเทียบน า้หนกัโมเลกลุของไฟโบรอินท่ีได้จากไหมทัง้ 3 สายพนัธุ์ด้วยเทคนิค SDS–
PAGE ท่ีใช้ความเข้มข้นของเจลท่ี 15% ซึง่แสดงดงัรูปท่ี 4.2 (b) พบแถบน า้หนกัโมเลกลุท่ี 25  
กิโลดาลตนั นอกจากนีย้งัพบแถบครอบคลมุบริเวณท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุในชว่ง 70-120 กิโลดาลตนั 
และพบแถบครอบคลมุบริเวณท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุมากกวา่ 200 กิโลดาลตนั ซึง่สอดคล้องกบัแถบ
ครอบคลมุท่ีน า้หนกัโมเลกลุสงูกวา่ 200 กิโลดาลในรูปท่ี 4.2 (a) โดยทัว่ไปโครงสร้างตามธรรมชาติ
ของไฟโบรอินจะประกอบด้วยโครงสร้าง 3 สว่น คือ สว่น Heavy chain (H-chain), สว่น Light 
chain (L-chain) และ P25 ซึง่มีน า้หนกัโมเลกลุอยูท่ี่ 350, 25 และ 30 กิโลดาลตนั ตามล าดบั 
[Tanaka, K. และคณะ 1999]  
 ทัง้นีจ้ากรายงานของ  Yamada, H. และคณะ [Yamada, H. และคณะ 2001] พบวา่ เม่ือน า
รังไหมสดมาละลายในสารละลายลิเทียมไธโอไซยาเนต  (LiSCN) ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส   
พบแถบน า้หนกัโมเลกลุอยูท่ี่ 25 กิโลดาลตนั และพบแถบครอบคลมุคอ่นข้างจางท่ีบริเวณน า้หนกั
โมเลกลุ 350 กิโลดาลตนั  ซึง่คล้ายกบัโครงสร้างตามธรรมชาตขิองไฟโบรอิน  แตเ่ม่ือน าไหมท่ีผา่น
กระบวนการ ลอกกาวไหมออกแล้วมาละลายในสารละลายลิเทียมไธโอไซยาเนต จะพบแถบ
ครอบคลมุบริเวณน า้หนกัโมเลกลุอยูใ่นชว่ง 100 กิโลดาลตนั จากรายงานของ Vasconcelos A. 
และคณะ [Vasconcelos,  A. และคณะ 2008] พบวา่ เม่ือน าไหมท่ีผา่นกระบวนการลอกกาวไหม
มาละลายในสารละลายลิเทียมโบรไมด์ ( LiBr) ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส พบ แถบครอบคลมุ
บริเวณน า้หนกัโมเลกลุอยู่ ในชว่ง  30-200 กิโลดาลตนั ในขณะท่ีรายงานของ Siri, S. และคณะ  
[Wadbua, P. และคณะ 2012] พบวา่ หลงัจากน าไหมท่ีผา่นกระบวนการลอกกาวไหมด้วย
สารละลายแคลเซียมคาร์บอเนต  (ไหม : สารละลายแคลเซียมคาร์บอเนตเทา่กบั 1:50 โดยน า้หนกั
ตอ่ปริมาตร ) แล้วน าไหมมาละลายใน สารละลายลิเทียมโบรไมด์ความเข้มข้น 9 โมลาร์ท่ีอณุหภมูิ 
60 องศาเซลเซียส พบแถบของน า้หนกัโมเลกลุชดัเจน ท่ี 25 กิโลดาลตนัและแถบครอบคลมุบริเวณ
ท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุสงู  
 ส าหรับสาเหตท่ีุท าให้ พบแถบครอบคลมุ ในชว่งน า้หนกัโมเลกลุน้อยกวา่ 200 กิโลดาลตนั 
อาจจะเกิดจากการท าลายโครงสร้างไฟโบรอินในระหวา่งกระบวนการลอกกาวไหมและ
กระบวนการเตรียมสารละลายไฟโบรอิน  [Vasconcelos, A. และคณะ 2008, Wadbua, P. และ
คณะ 2012, Tao, W. และคณะ 2007] รวมไปถึงเซริซินบางสว่นท่ียงัถกูก าจดัออกไปไมห่มด 
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 จากผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นวา่ ไฟโบรอินท่ีได้จากไหมทัง้ 3 สายพนัธุ์ซึง่ผา่น
กระบวนการลอกกาวไหมและการเตรียมสารละลายไฟโบรอินโดยน าไหมมาละลายใน สารละลาย
ลิเทียมโบรไมด์ความเข้มข้น 9.3 โมลาร์ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส  จะประกอบไปด้วยสายโซท่ี่มี
น า้หนกัโมเลกลุเหมือนกนั 

 

รูปท่ี 4.2 ผลการวิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุของไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ด้วยเทคนิค SDS–PAGE  
(a) การวิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุของไฟโบรอิน โดยใช้ 12% SDS–PAGE เม่ือ Pd คือ Posterior 
silk gland (b) การวิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุของไฟโบรอิน โดยใช้ 15% SDS–PAGE เม่ือ NN คือ 
ไฟโบรอินสายพนัธุ์ นางน้อยศรีสะเกษ1 , K1 คือ ไฟโบรอินสาย พนัธุ์นครราชสีมา 1 และ K8 คือ  
ไฟโบรอินสายพนัธุ์นครราชสีมา 2 
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4.1.2 สมบตัทิางความร้อนของฟิล์มไฟโบรอิน 

 4.1.2.1 อณุหภูมิการเปลีย่นสถานะคลา้ยแก้วของฟิล์มไฟโบรอิน (Glass transition 
temperature; Tg) 
  ผลการวิเคราะห์ ด้วยเคร่ือง Differential Scanning Calorimeter (DSC) ของฟิล์ม
ไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์แสดงดงัรูปท่ี 4.3 จะพบ Endothermic peak ซึง่เม่ือใช้วิธีการตดักราฟ
แบบ Linear interpolation แล้วจะได้คา่อณุหภมูิของปรากฏการณ์ Endothermic ดงักลา่วของ
ฟิล์มไฟโบรอินของสายพนัธุ์ NN, K1 และ K8 เทา่กบั 144, 139 และ 136 องศเซลเซียส ตามล าดบั  
  จากรายงานของ Cilurzo, F. และคณะ [Cilurzo, F. และคณะ 2011] เม่ือน าไหมใน
สกลุ Bombyx mori ท่ีผา่นกระบวนการลอกกาวไหมและการเตรียมสารละลายไฟโบรอินโดยใช้
สารผสมระหวา่งแคลเซียมคลอไรด์, น า้และเอทานอลในอตัราสว่น 1:8:2 (โดยโมล) จากนัน้น า
สารละลายไฟโบรอินท่ีได้ไปขึน้รูปเป็นฟิล์ม พบอณุหภมูิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้วท่ี 179 องศา
เซลเซียส สว่นรายงานของ Xu, Y. และคณะ [Xu, Y. และคณะ 2005] พบวา่ เม่ือน า  
ไฟโบรอินจากไหมบ้านท่ีผา่นกระบวนการลอกกาวไหมแล้วมาละลายในสารละลายลิเทียมโบรไมด์
ความเข้มข้น 9.3 โมลาร์ พบอณุหภมูิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้วเทา่กบั 175 องศาเซลเซียส  
  ทัง้นีย้งัมีรายงานของ Hu, X. และคณะ [Hu, X. และคณะ 2007] พบวา่ โมเลกลุ
ของน า้ท่ีอยู่ในฟิล์มไฟโบรอิน ท่ีได้จากไหมบ้าน  (รังไหมสายพนัธุ์ญ่ีปุ่ นจาก Tsukuba, ญ่ีปุ่ น) มีผล
ตอ่อณุหภมูิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้ว  กลา่วคือ  ถ้ามีโมเลกลุน า้อยู่ในฟิล์มไฟโบรอินมากจะท า
ให้อณุหภมูิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้วต ่าลดลง ถ้าต้องการเห็นอณุหภมูิการเปล่ียนสถานะคล้าย
แก้วท่ีชดัเจน จะต้องก าจดัน า้ออกจาก ฟิล์ม ไฟโบรอิน ด้วยการน าฟิล์มดงักลา่วไปอบในตู้อบ
สญุญากาศเป็นเวลา 3 – 4 วนัเพ่ือก าจดัความชืน้และโมลกลุของน า้ชนิด Freezing free water 
และเม่ือท าการศกึษาอณุหภมูิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้วด้วยเคร่ือง DSC จะต้องมี การเพิ่ม
อณุหภมูิ จากนัน้ลดอณุหภมูิลง ไปถึงอณุหภมูิห้องและเพิ่มอณุหภมูิซ า้อีกครัง้  เพ่ือเป็นการก าจดั
โมเลกลุของน า้ชนิด  Non-freezing bound water ซึง่เป็นพนัธะท่ีเกิดจากอนัตรกิริยาท่ีแข็งแรง
ระหวา่งโมเลกลุของน า้กบัวสัดพุอลิเมอร์ (ในท่ีนีคื้อ โมเลกลุไฟโบรอิน)  
  จากรายงานข้างต้นท าให้สามารถสนันิษฐานได้วา่ คา่อณุหภมูิท่ีได้จาการวิเคราะห์
ปรากฏการณ์ Endothermic อาจจะเกิดจากการสลายพนัธะของโมเลกลุของน า้ชนิด Non-
freezing bound water ในฟิล์มไฟโบรอินซึง่เป็นพนัธะท่ีแข็งแรงและอาจจะยงัมิได้ถกูก าจดัออก
ทัง้นีส้ง่ผลให้ Endothermic peak ท่ีเกิดขึน้บดอาจบงัอณุหภมูิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้วของ
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ฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์  ท าให้ไมส่ามารถเห็นอณุหภมูิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้วของฟิล์ม
ได้อยา่งชดัเจน 

 

รูปท่ี 4.3 เทอรโมแกรม (DSC thermogram) ของฟิล์มไฟโบรอินของแตล่ะสายพนัธุ์ ซึง่วิเคราะห์
ด้วยเคร่ือง Differential Scanning Calorimeter (DSC) โดยชว่งอณุหภมูิ 30-200 องศาเซลเซียส  
อตัราการให้ความร้อน 5 องศาเซลเซียสตอ่นาที และอตัราการไหลของแก๊สไนโตรเจน 50 มิลลิลิตร
ตอ่นาที  เม่ือ NN คือ ไฟโบรอินสายพนัธุ์ นางน้อยศรีสะเกษ1 , K1 คือ ไฟโบรอินสาย พนัธุ์
นครราชสีมา 1 และ K8 คือ ไฟโบรอินสายพนัธุ์นครราชสีมา 2 
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4.1.2.2 อณุหภูมิการสลายตวัของฟิล์มไฟโบรอิน (Degradation temperature; Td) 

  ผลการศกึษาอณุหภมูิการ สลายตวั ของฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ด้วยเคร่ือง 
Thermogravimetric Analysis (TGA) แสดงในรูปท่ี 4.4 ผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นวา่  
เทอร์โมแกรมมีลกัษณะคล้ายคลงึกนัและมีการสญูเสียน า้หนกัของฟิล์มไฟโบรอิน 2 ชว่ง ได้แก่ 
ชว่งแรกของการสญูเสียน า้หนกัดงักลา่ว เป็นการสลายตวัของน า้ซึง่ ใช้เป็นตวักลางในการเตรียม
ฟิล์มไฟโบรอิน  เน่ืองจากน า้เป็นสารโมเลกลุเล็กจงึมีชว่งอณุหภมูิในการสลายตวัท่ีต ่าคือ  ชว่ง
อณุหภมูิประมาณ 100 องศาเซลเซียส  ชว่งท่ีสองเป็นการสลายตวั ( Degradation) ของโมเลกลุ  
ไฟโบรอิน โดยใช้การลากเส้นสมัผสักบัเส้นกราฟดงัแสดงในรูปท่ี 4.4 อณุหภมูิการ สลายตวัของ
ฟิล์มไฟโบรอินของแตล่ะสายพนัธุ์ ได้แก่ NN, K1 และ K8 มีคา่เทา่กบั 264.8, 264.2 และ 265.0 
องศาเซลเซียส ตามล าดบั  
  จากรายงานของ Lu, Q. และคณะ  [Lu, Q. และคณะ  2010] พบวา่ เม่ือน าฟิล์ม 
ไฟโบรอินท่ีได้จากไหมบ้าน (รังไหมสายพนัธุ์ญ่ีปุ่ นจากบริษัท Tajima Shoji, Yokohama, Japan) 
ไปแช่ในสารละลาย เมทานอลความเข้นข้น 80% (โดยปริมาตร ) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง พบอณุหภมูิ
การสลายตวัประมาณ 260 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีรายงานของ Yuan, Q. และคณะ [Yuan, Q 
และคณะ  2010] กลา่ววา่ ฟิล์มไฟโบรอินท่ีผา่นการชกัน าให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของ  
ไฟโบรอินจากโครงสร้างแบบ Random coil ไปเป็นโครงสร้างแบบ β-sheet ด้วยการแชใ่น
สารละลายเอทานอลความเข้มข้น 80% (โดยปริมาตร ) เป็นเวลา 2, 5, 10, 20, 60 นาทีและ 24 
ชัว่โมง พบวา่ เม่ือเพิ่มเวลาการแชฟิ่ล์มไฟโบรอินในสารละลายเอทานอลจะท าให้อณุหภมูิการ
สลายตวัลดลงจาก 300 องศาเซลเซียสเป็น 270 องศาเซลเซียส เน่ืองจากความแตกตา่งในการ
จดัเรียงตวัของระหวา่งโดเมนท่ีเกิดความผิดปกต ิ( Disordered domain) กบัโดเมนท่ีมีโครงสร้าง
แบบ β-sheet ซึง่สง่ผลตอ่อณุหภมูิการสลายตวั นอกจานีย้งัมีรายงานของ  Um, I.C. และคณะ 
[Um, I.C. และคณะ 2001] พบวา่ ฟิล์มไฟโบรอิน ท่ีได้จากไหมในสกลุ Bombyx mori หลงัจาก
น าไปแชใ่นสารละลายเมทานอลเป็นเวลา 10 นาทีเพ่ือเปล่ียนแปลงโครงสร้างแบบ Random coil 
เป็นโครงสร้างแบบ β-sheet มีอณุหภมูิการสลายตวัอยูใ่นชว่ง 270 – 370 องศาเซลเซียส ซึง่จะ
ขึน้อยูก่บัการสลายตวัของกรดอะมิโนท่ีท าหน้าท่ีเป็นสายข้าง (Side chain) และการสลายตวัของ
พนัธะเปปไทด์ 
  จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ คา่อณุหภมูิการ สลายตวัของฟิล์มไฟโบรอินทัง้  
3 สายพนัธุ์ไมมี่ความแตกตา่งกนัแตมี่คา่ต ่ากวา่รายงานก่อนหน้านีเ้ล็กน้อย ทัง้นีอ้าจเน่ืองจาก
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ความแตกตา่งในสภาวะท่ีใช้ในการเปล่ียนแปลงโครงสร้างจากโครงสร้างแบบ Random coil เป็น
โครงสร้างแบบ β-sheet 

 

รูปท่ี 4.4 เทอร์โมแกรม (TGA Thermogram) ของฟิล์มไฟโบรอินของแตล่ะสายพนัธุ์ ซึง่วิเคราะห์
ด้วยเคร่ือง Thermogravimetric Analysis (TGA) เม่ือใช้ชว่งอณุหภมูิ ในการทดสอบ 30 – 600 
องศาเซลเซียส  อตัราการให้ความร้อน  10 องศาเซลเซียสตอ่นาที  และอตัราการให้แก๊สไนโตรเจน   
90 มิลลิลิตรตอ่นาที  โดย         ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN),          ฟิล์ม 
ไฟโบรอินสายพนัธุ์ญ่ีปุ่ น (K1) และ         ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์จีน (K8) 
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4.1.3 คา่ศกัย์ไฟฟ้าของสารละลายไฟโบรอิน 

 ผลการศกึษาคา่ศกัย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ใน สารละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์  (pH = 7.4) แสดงในตารางท่ี 4.2 โดยสารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ NN มีคา่ศกัย์เซต้า
เทา่กบั -3.88±0.07 มิลลิโวลต์ สว่นสารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ K1 และพนัธุ์ K8 มีคา่ศกัย์เซต้า
เทา่กบั -4.73±0.06 และ -4.29±0.27 มิลลิโวลต์ ตามล าดบั ทัง้นีจ้ะสงัเกตได้วา่ คา่ศกัย์เซต้าของ
สารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ K1 มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% 
เม่ือเปรียบเทียบกบัสารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ NN แตเ่ม่ือเปรียบเทียบกบัสารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ 
K8 พบวา่ไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั จากผลการวิเคราะห์คา่ศกัย์เซต้าซึง่เป็น คา่ความ
ตา่งศกัย์ทางไฟฟ้าระหวา่งผิวของโมเลกลุกบับริเวณชัน้ของประจขุองสารละลาย ฟอสเฟตบฟัเฟอร์  
(pH = 7.4) ท่ีล้อมรอบโมเลกลุไฟโบรอินของไหมทัง้ 3 สายพนัธุ์ พบวา่ คา่ศกัย์เซต้าของ
สารละลายไฟโบรอินทกุสายพนัธุ์แสดงประจเุป็นลบเล็กน้อย  

ตารางท่ี 4.2 คา่ศกัย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ เม่ือน ามาละลายในสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (pH = 7.4) ท่ีความเข้มข้น 0.5% (โดยน า้หนกั) 

สายพนัธุ์ของไหม คา่ศกัย์เซต้า (มิลลิโวลต์) 

พนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) -3.88±0.07 a 

พนัธุ์ญ่ีปุ่ น (K1) -4.73±0.06 b 

พนัธุ์จีน (K8)   -4.29±0.27 a,b 

 (เม่ือ a และ b แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05 
ของข้อมลู “คา่ศกัย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอิน”) 

 จากรายงาน Malay, Ö . และคณะ [Malay, Ö . และคณะ 2007] พบวา่ เม่ือน าไหมบ้าน 
(จาก Bursa Institute for Silkworm Research, Bursa, Turkey) มาผา่นกระบวนการลอกกาว
ไหมและเตรียมสารละลายไฟโบรอินด้วยสาระลายลิเทียมโบรไมด์ความเข้มข้น 9 โมลาร์ ท่ี
อณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส พบคา่  Isoelectric point หรือคา่ IEP ของสารละลายไฟโบรอินอยู่
ในชว่ง 3.80 – 4.20 สว่นรายงานของ Chen, B. และคณะ [Chen, B. และคณะ 2011] พบวา่ เม่ือ
เตรียมสารละลายไฟโบรอินท่ีได้จากไหมบ้าน (รังไหมสายพนัธุ์จีนจาก College of Textiles and 
Garments, Southwest University, Chongqing, China) ด้วยสารละลายลิเทียมโบรไมด์ความ
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เข้มข้น 9 โมลาร์ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส พบคา่ IEP ประมาณ 4.20 ในขณะท่ีรายงานของ 
Wang, X. และคณะ [Wang, X. และคณะ 2007] พบวา่ เม่ือเตรียมสารละลายไฟโบรอินจากไหม
บ้าน (จาก Institute of Sericulture, Tsukuba, Japan) ด้วยสารละลายลิเทียมโบรไมด์  
ความเข้มข้น 9.3 โมลาร์ท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส  พบคา่ IEP ประมาณ 4.03 ซึง่สอดคล้องกบั
ผลการวิเคราะห์คา่ศกัย์เซต้าข้างต้น ดงันัน้เม่ือโมเลกลุไฟโบรอินอยูใ่นสารละลายท่ีมีคา่ pH = 7.4 
จะท าให้สารละลายไฟโบรอินแสดงประจเุป็นลบ  
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4.1.4 คา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอิน 

 ผลการศกึษาคา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์แสดงในตารางท่ี 4.3 
ส าหรับฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ NN, K1 และ K8 มีคา่มมุสมัผสัของน า้เทา่กบั 58.7±3.5, 49.5±3.7 
และ 52.2±3.5 องศาตามล าดบั ทัง้นีจ้ะสงัเกตได้วา่ คา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ K1 
มีคา่ต ่าท่ีสดุและมีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ NN แต่
ไมพ่บความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ K8  

ตารางท่ี 4.3 คา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ ด้วยวิธี Static sessile drop 

สายพนัธุ์ของไหม คา่มมุสมัผสัของน า้ (องศา) 

พนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) 58.7±3.5 a 

พนัธุ์ญ่ีปุ่ น (K1) 49.5±3.7 b 

พนัธุ์จีน (K8)   52.2±3.5 a,b 

         (เม่ือ a และ b แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%,  
p < 0.05 ของข้อมลู “คา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอิน”) 

 นอกจากนีย้งัมีรายงานเก่ียวกบัคา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอิน จากไหมบ้าน  ดงัสรุป
ในตารางท่ี 4.4 พบวา่ คา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอินจะอยูใ่นชว่งคอ่นข้างกว้าง ( 55 – 68 
องศา) จากผลการศกึษาพบวา่ คา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอินของไหมทัง้ 3 สายพนัธุ์อยู่
ในชว่งท่ีมีการรายงานดงัท่ีสรุปไว้ในตารางท่ี 4.4 ทัง้นีค้า่มมุสมัผสัของน า้ท่ีได้มีความแตกตา่ง ซึง่
นา่จะเป็นผลมาจากปัจจยัหลายอยา่ง เชน่ แหลง่ท่ีมาของรังไหม ตวัท าละลายทีใช้ในการเตรียม
สารละลายไฟโบรอิน การเตรียมฟิล์มไฟโบรอิน เป็นต้น 
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ตารางท่ี 4.4 สรุปคา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอินจากไหมบ้าน 

รายงานวิจยัท่ีเก่ียงข้อง แหลง่ท่ีมาของรังไหม 
ตวัท าละลายท่ีใช้เตรียม
สารละลายไฟโบรอิน 

การเตรียมฟิล์มไฟโบรอิน 
คา่มมุสมัผสัของน า้ 

(องศา) 

Hofmann, S. และคณะ 
[Hofmann, S. และคณะ 2006] 

บริษัท Trudel Silk Inc. 
(Zurich,Switzerland) 

สารละลายลิเทียมโบรไมด์ 
ความเข้มข้น 9 โมลาร์ 

แชฟิ่ล์มไฟโบรอินใน
สารละลายเมทานอลความ
เข้มข้น 90% (โดยปริมาตร) 

55.0 

Murphy, A.R. และคณะ 
[Murphy, A.R. และคณะ 2008] 

บริษัท Tajima Shoji 
(Yokohama, Japan) 

สารละลายลิเทียมโบรไมด์ 
ความเข้มข้น 9 โมลาร์ 

แชฟิ่ล์มในสารละลายเมทา
นอลเป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

58.0±5.0 

Acharya, C. และคณะ 
[Acharya, C. และคณะ 2009] 

West Bengal, India สารละลายลิเทียมโบรไมด์ 
ความเข้มข้น 9.3 โมลาร์ 

- 67.2±2.9 

Du, C.และคณะ  
[Du, C.และคณะ 2009] 

Huzhou Academy of 
Agricultural Science  
(Huzhou, China) 

สารผสมระหวา่งแคลเซียม
คลอไรด,์ น า้และเอทานอลใน
อตัราสว่น 1:8:2 (โดยโมล) 

- 56.4±1.4 

Zhu, H. และคณะ  
[Zhu, H. และคณะ 2012] 

China National Silk 
Museum (Hangzhou, 
China) 

สารผสมระหวา่งแคลเซียม
คลอไรด,์ น า้และเอทานอลใน
อตัราสว่น 1:8:2 (โดยโมล) 

- 67.7±1.0 
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 คา่มมุสมัผสัของของเหลวบนพืน้ผิววสัดท่ีุเป็นของแข็งจะแสดงถึงความชอบน า้/ไมช่อบน า้
ของพืน้ผิววสัด ุกลา่วคือ ถ้ามมุสมัผสัมีคา่น้อยแสดงวา่ พืน้ผิววสัดมีุความชอบน า้ ในขณะท่ีถ้าคา่
มมุสมัผสัมีคา่มากแสดงวา่ พืน้ผิววสัดมีุความไมช่อบน า้ ซึง่ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่มมุสมัผสัของ
ของเหลวกบัพืน้ผิววสัดแุสดงในตารางท่ี 4.5 จากเกณฑ์ดงักลา่วแสดงให้เห็นวา่ พืน้ผิวของฟิล์ม  
ไฟโบรอินจากไหมทัง้ 3 สายพนัธุ์จดัอยูใ่นกลุม่วสัดท่ีุมีความชอบน า้ โดยพืน้ผิวของฟิล์มไฟโบรอิน
พนัธุ์ K1มีแนวโน้มท่ีจะมีความชอบน า้มากท่ีสดุ  รองลงมาคือ พืน้ผิวของฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ K8 
และพืน้ผิวของฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ NN มีแนวโน้มท่ีจะมีความชอบน า้น้อยท่ีสดุ 

ตารางท่ี 4.5 ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่มมุสมัผสัของของเหลวกบัพืน้ผิววสัดุ [Förch, R. และคณะ 

2009] 

คา่มมุสมัผสัของของเหลว  
(θ ; องศา) 

ระดบัความชอบน า้ของพืน้ผิววสัด ุ 

θ = 0 พืน้ผิววสัดมีุความชอบน า้มาก (Hydrophilic) 

0 < θ < 90 พืน้ผิววสัดมีุความชอบน า้ (Less strongly hydrophilic) 

90 ≤ θ < 150 พืน้ผิววสัดมีุความไมช่อบน า้ (Hydrophobic) 

θ > 150 พืน้ผิววสัดมีุความชอบน า้มาก (Superhydrophobic) 
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4.2 สมบัตทิางเคมีของไฟโบรอิน 
 ส าหรับ คณุลกัษณะและสมบตัทิางเคมี ของ ไฟโบรอินจากไหมสายพนัธุ์ ตา่งๆ จะท าการ  
ศกึษา โครงสร้างทางเคมีของฟิล์มไฟโบรอินด้วยเทคนิค Fourier Transform Infrared 
Spectrophotometer (FTIR) และวิเคราะห์หาปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนชนิด  
ตา่งๆ ในสารละลายไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ โดยใช้เคร่ือง High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) 

4.2.1 โครงสร้างทางเคมีของฟิล์มไฟโบรอิน 

  ส าหรับการศกึษาสมบตัทิางเคมีของฟิล์มไฟโบรอิน ด้วยเคร่ือง Fourier Transform Infrared 
Spectrophotometer (FTIR) โดยใช้เทคนิค  Attenuated Total Reflectance (ATR) เพ่ือวิเคราะห์
หมูฟั่งก์ชัน่ของฟิล์มไฟโบรอินภายหลงัการแชใ่นสารละลายเมทานอลความเข้มข้น 70% (โดย
ปริมาตร) เป็นเวลา 30 นาที ซึง่เป็นการชกัน าให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างจากโครงสร้างแบบ 
Random coil เป็นโครงสร้างแบบ β-sheet ผลการวิเคราะห์แสดงดงัรูปท่ี 4.5 พบวา่ สเปกตรัมการ
ดดูกลืนแสงของฟิล์มไฟโบรอินเกิดพีคท่ีชดัเจน 3 ต าแหนง่ กลา่วคือ ต าแหนง่ท่ีหนึง่เกิดพีคท่ีเลข
คล่ืน 1630 ตอ่เซนตเิมตร ซึง่ สอดคล้องกบัพนัธะเอไมด์  (Amide ) ท่ีเกิดจากการสัน่แบบยืดของ
พนัธะ C=O (C=O stretching) ท่ีมีในโครงสร้างแบบ β-sheet ต าแหนง่ท่ีสองเกิดพีคท่ีเลขคล่ืน
เทา่กบั 1530 ตอ่เซนตเิมตร โดยพีคท่ีปรากฏสอดคล้องกบั พนัธะเอไมด์  (Amide ) ท่ีเกิดจาก
การสัน่แบบงอของพนัธะ N-H (N-H bending) และเกิดจากการสัน่แบบยืดของพนัธะ  C-N (C-N 
stretching) ท่ีมีในโครงสร้างแบบ β-sheet และต าแหนง่ท่ีสามจะพบ 2 พีค คือพีคแรกพบท่ีเลข
คล่ืน 1235 ตอ่เซนตเิมตร ซึง่สอดคล้องกบั พนัธะเอไมด์  (Amide ) เกิดจากการสัน่แบบงอ
ของพนัธะ  N-H (N-H deformation) และการสัน่แบบยืดของพนัธะ C-N (C-N stretching) ท่ีมีใน
โครงสร้างแบบ Radom coil/α-helix พีคท่ีสองพบท่ีเลขคล่ืน 1265 ตอ่เซนตเิมตร ซึง่พีคนี ้
สอดคล้องกบัพนัธะเอไมด์  (Amide ) ท่ีมีในโครงสร้างแบบ β-sheet นอกจากนีย้งัพบพีคท่ี
ชว่งเลขคล่ืนเทา่กบั 1020 และ 1050 ตอ่เซนตเิมตรแสดงถึงการสัน่ของพนัธะ C-C, C-OH และ  
C-H โดยพนัธะเหลา่นีม้กัพบในโซข้่าง ( Side chain) ของกรดอะมิโน [Mizi Fan, 2012] ดงันัน้จาก
ผลการวิเคราะห์ แสดงให้เห็นวา่ ไมพ่บความแตกตา่งของ หมูฟั่งก์ชัน่ บนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสาย
พนัธุ์ 
 จากรายงานวิจยัของ Nogueira, G.M. และคณะ [Nogueira, G.M. และคณะ 2010] กลา่ว
วา่ เม่ือน ารังไหมบ้าน  (จาก Bratac, São Paulo, Brazil) ท่ีผา่นการลอกกาวไหมและละลายใน
สารละลายผสมระหวา่งแคลเซียมคลอไรด์ :น า้:เอทานอล ( 1:8:2โดยโมล) ท่ีอณุหภมูิ 85 องศา
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เซลเซียส จากนัน้น ามาขึน้เป็นเมมเบรนและชกัน าให้เปล่ียนแปลงโครงสร้างด้วยสารละลายเอทา
นอลความเข้มข้น 70% (โดยปริมาตร) พบวา่ เม่ือน ามาทดสอบด้วยเคร่ือง FTIR จะพบพีคท่ี 1623 
และ 1527 ตอ่เซนตเิมตร ซึง่สอดคล้องกบั พนัธะเอไมด์  (Amide ) และพนัธะเอไมด์  (Amide 
) ท่ีอยูใ่นโครงสร้างแบบ β-sheet 
 ทัง้นีจ้ากรายงานของ  Murphy, A.R. และคณะ [Murphy, A.R. และคณะ 2008] พบวา่ ฟิล์ม
ไฟโบรอินจากไหมบ้าน (จากบริษัท Tajima Shoji, Yokohama, ญ่ีปุ่ น) ท่ีผา่นการลอกกาวไหมและ
ละลายในสารละลายลิเทียมโบรไมด์ความเข้มข้น 9 โมลาร์ มาแชใ่นสารละลายเมทานอลเป็นเวลา 
2 ชัว่โมงเพ่ือชกัน าให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นโครงสร้างแบบ β-sheet พบพีคแรกท่ีเลขคล่ืน 
1630 ตอ่เซนตเิมตรซึง่แสดงถึงพนัธะเอไมด์  (Amide ) ท่ีอยูใ่นโครงสร้างแบบ β-sheet พีคท่ีสอง
พบท่ีเลขคล่ืนเทา่กบั 1520 ตอ่เซนตเิมตร โดยพีคท่ีปรากฎนีส้อดคล้องกบั พนัธะเอไมด์  (Amide 
) ท่ีอยูใ่นโครงสร้างแบบ β-sheet ส าหรับพีคท่ีสามพบท่ี เลขคล่ืนเทา่กบั 1270 ตอ่เซนตเิมตร ซึง่
สอดคล้องกบัพนัธะเอไมด์   (Amide ) ท่ีอยูใ่นโครงสร้างแบบ β-sheet และพีคสดุท้ายพบท่ี
เลขคล่ืน 1235 ตอ่เซนตเิมตร ซึง่สอดคล้องกบั พนัธะเอไมด์  (Amide ) ท่ีมีโครงสร้างแบบ 
Radom coil 
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รูปท่ี 4.5 สเปกตรัมการดดูกลืนของ ฟิล์มไฟโบรอินฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ ซึง่วิเคราะห์ ด้วย
เคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FTIR) เม่ือ NN คือ ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์
นางน้อยศรีสะเกษ 1 , K1 คือ ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ นครราชสีมา 1 และ K8 คือ ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์
นครราชสีมา 2  
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4.2.2 ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายไฟโบรอิน 

 ผลการวิเคราะห์หา ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายไฟโบรอิน 
สายพนัธุ์ตา่งๆ ด้วยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) แสดงดงัตาราง
ท่ี 4.6 ซึง่แสดงให้เห็นวา่ กรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบหลกัของไฟโบรอิน ได้แก่ ไกลซีน ( Gly)  
อะลานีน ( Ala) เซอรีน ( Ser) และไทโรซีน ( Tyr) เม่ือเปรียบเทียบกบัรายงานวิจยัของ Suzuki, Y. 
และคณะ [Suzuki, Y. และคณะ 2009] ท่ีมีการน ารังไหมบ้าน (Shunrei× Shogetsu) มาวิเคราะห์  
พบวา่ ปริมาณของกรดอะมิโนแตล่ะชนิดมีความแตกตา่งกนั  ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากความแตกตา่ง
ของแหลง่ท่ีมาของรังไหมท่ีใช้ในการท าการทดลองและขัน้ตอนในการเตรียมสารสาระลาย  
ไฟโบรอิน 
 เม่ือพิจารณาการแบง่ประเภทของกรดอะมิโนตามลกัษณะของโซข้่าง ( Side chain) สามารถ
แบง่ได้ดงันี ้[Mhuka, V. และคณะ 2013] 
ก.) โซข้่างแสดงประจบุวก (Positive side chain) ได้แก่ อาร์จินีน ไลซีน และฮิสทีดีน 
ข.) โซข้่างแสดงประจลุบ (Negative side chain) ได้แก่ แอสปาร์ตคิ และกลตูามิค 
ค.) โซข้่างแสดงความมีขัว้แตไ่มมี่ประจ ุ(Polar side chain) ได้แก่ เซอรีน ทรีโอนีน ซิสทีอีน  
ง.) โซข้่าง เป็นอะลิฟาตกิไฮโดรคาร์บอน  (Aliphatic side chain) ได้แก่ ไกลซีน อะลานีน วาลีน  
ลิวซีน โพรลีน ไอโซลิวซีน และเมทไธโอนีน 
จ.) โซข้่าง เป็นอะโรมาตกิไฮโดรคาร์บอน  (Aromatic side chain) ได้แก่ ฟีนิลอะลานีน ไทโรซีน 
และทริปโต-แฟน 
 โดย โซข้่างแสดงประจบุวก โซข้่างแสดงประจลุบ และโซข้่างแสดงความ มีขัว้แต่ไมมี่ประจุจดั
อยูใ่นกลุม่ของกรดอะมิโนท่ีมีความชอบน า้ ( Hydrophilicity) ในขณะท่ีโซข้่าง เป็น อะลิฟาตกิ
ไฮโดรคาร์บอน และโซข้่าง เป็นอะโรมาตกิไฮโดรคาร์บอน จดัอยูใ่นกลุม่ของกรดอะมิโนท่ีมีความ  
ไมช่อบน า้ ( Hydrophobicity) ดงัแสดงในตารางท่ี 4.7 พบวา่ ผลรวมเปอร์เซ็นต์โดยโมล เม่ือ
พิจารณากลุม่อะมิโนท่ีมีความชอบน า้ของ สารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ NN, K1และ K8 มีคา่เทา่กบั 
18.33, 22.93 และ 22.83 ตามล าดบั ในทางตรงกนัข้าม ผลรวมเปอร์เซ็นต์โดยโมล เม่ือพิจารณา
กลุม่อะมิโนท่ีมีความไมช่อบน า้ของ สารละลายไฟโบรอิน พนัธุ์  NN มีคา่เทา่กบั 81.67 สว่น
สารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ K1 และพนัธุ์ K8 มีคา่เทา่กบั 77.07 และ 77.17 ตามล าดบั จะเห็นได้วา่ 
สารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ K1 มีคา่ ผลรวมเปอร์เซ็นต์โดยโมล เม่ือพิจารณากลุม่อะมิโนท่ีมี
ความชอบน า้มากท่ีสดุ รองลงมาคือ สารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ K8 และสารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ 
NN มีคา่ต ่าท่ีสดุ ซึง่สอดคล้องกบัผลการวิเคราะห์ คา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอิน  กลา่วคือ 
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ฟิล์มไฟโบรอิน พนัธุ์ K1 มีคา่มมุสมัผสัต ่าท่ีสดุ รองลงมาคือ ฟิล์มไฟโบรอิน พนัธุ์ K8 และ ฟิล์ม 
ไฟโบรอิน พนัธุ์ NN โดยคา่มมุสมัผสัของของเหลวบนพืน้ผิววสัดท่ีุเป็นของแข็งจะแสดงถึง
ความชอบน า้/ไมช่อบน า้ของพืน้ผิววสัด ุถ้ามมุสมัผสัมีคา่น้อยแสดงวา่ พืน้ผิววสัดมีุความชอบน า้ 
ในขณะท่ีถ้าคา่มมุสมัผสัมีคา่มากแสดงวา่ พืน้ผิววสัดมีุความไมช่อบน า้ ดงันัน้สามารถเรียงล าดบั
ความชอบน า้ของไฟโบรอินจากมากไปหาน้อยดงันี ้ สายพนัธุ์ K1 > สายพนัธุ์ K8 > สายพนัธุ์ NN 
ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 และสายพนัธุ์ K8 ได้มาจากรังไหมท่ีมีลกัษณะทาง
สายพนัธุ์เป็นพนัธุ์ตา่งประเทศและ เป็นไหมชนิดฟักออกตามธรรมชาตปีิ ละ 2 ครัง้ ( Bivoltine) 
ในขณะท่ีไฟโบรอินพนัธุ์ NN ได้มาจากรังไหมท่ีมีลกัษณะทางสายพนัธุ์เป็นพนัธุ์ไทยแท้และ เป็น
ไหมชนิดฟักออกตามธรรมชาตปีิละหลายครัง้ ( Polyvoltine) ด้วยเหตนีุจ้งึอาจท าให้สมบตัขิอง  
ไฟโบรอินท่ีได้จากหนอนไหมมีความแตกตา่งกนั และอาจสง่ผลถึงสมบตัิ ความชอบน า้/ไมช่อบน า้
ของพืน้ผิววสัด ุ
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ตารางท่ี 4.6 ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนชนิดตา่งๆ ในสารละลายไฟโบรอินของไหม
บ้านแตล่ะสายพนัธุ์ 

ล าดบั ชนิดของกรดอะมิโน 
เปอร์เซ็นต์โดยโมล (%) 

สายพนัธุ์ 
NN 

สายพนัธุ์ 
 K1 

สายพนัธุ์ 
K8 

Suzuki, Y. และ
คณะ 2009 

1 ไกลซีน (Gly) 38.32 33.00 35.76 44.40 
2 อะลานีน (Ala) 34.29 31.26 29.39 29.30 
3 เซอรีน (Ser) 13.42 16.87 16.30 12.10 
4 ไทโรซีน (Try) 5.75 7.66 7.16 5.20 
5 แอสปาร์ตคิ ( Asp) 1.63 2.08 2.18 1.30 
6 วาลีน (Val) 1.15 1.67 1.53 2.20 
7 กลตูามิค (Glu) 1.15 1.52 1.51 1.00 
8 ฟีนิลอะลานีน (Phe) 0.98 1.69 1.39 0.60 
9 ฮิสทีดีน (His) 0.83 0.81 1.02 0.30 
10 ทรีโอนีน (Thr) 0.80 1.08 1.08 0.90 
11 โพรลีน (Pro) 0.42 0.64 0.64 0.30 
12 อาร์จินีน  (Arg) 0.30 0.31 0.44 0.60 
13 ลิวซีน (Leu) 0.27 0.38 0.43 0.50 
14 ทริปโตแฟน(Trp) 0.21 0.33 0.45 0.30 
15 ไลซีน (Lys) 0.20 0.26 0.30 0.30 
16 ไอโซลิวซีน (lle) 0.20 0.31 0.32 0.70 
17 เมทไธโอนีน (Met) 0.08 0.13 0.10 0.00 
18 ซิสทีอีน (Cys) 0.00 0.00 0.00 0.00 

รวม 100 100 100 100 
หมายเหตุ : Suzuki, Y. และคณะ 2009 ศกึษาองค์ประกอบของกรดอะมิโนจากสารละลาย  
ไฟโบรอินของไหมบ้าน (Shunrei× Shogetsu) จาก Usui Seishi Agricultural Association (ญ่ีปุ่ น) 
โดยน ารังไหมบ้านมาผา่นกระบวนการลอกกาวไหมด้วยสารละลายยเูรียความเข้มข้น 8 โมลาร์และ
เตรียมสารละลายไฟโบรอินด้วยสาระลายลิเทียมโบรไมด์ความเข้มข้น 9 โมลาร์  
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ตารางท่ี  4.7 เปอร์เซ็นต์โดยโมลของ ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนชนิดตา่งๆ  ใน
สารละลายไฟโบรอินของไหมแตล่ะสายพนัธุ์ เม่ือพิจารณาแบง่ตามกลุม่ความชอบน า้ 
(Hydrophilicity) และความไมช่อบน า้ (Hydrophobicity) 

ลกัษณะของโซข้่าง 

(Side chain) 

เปอร์เซ็นต์โดยโมล 

พนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 
(NN) 

พนัธุ์ญ่ีปุ่ น 
(K1) 

พนัธุ์จีน 
(K8) 

กรดอะมิโนกลุม่ท่ีมีความชอบน า้ (Hydrophilicity) 

โซข้่างแสดงประจบุวก  
(Positive side chain) 

1.33 1.38 1.76 

โซข้่างแสดงประจลุบ 
(Negative side chain) 

2.78 3.60 3.69 

โซข้่างแสดงความมีขัว้แตไ่มมี่
ประจ ุ 
(Polar side chain) 

14.22 17.95 17.38 

ผลรวมกลุ่มที่มีความชอบน า้ 18.33 22.93 22.83 

กรดอะมิโนกลุม่ท่ีมีความไมช่อบน า้ (Hydrophobicity) 

โซข้่างเป็นอะลิฟาตกิ
ไฮโดรคาร์บอน  
(Aliphatic side chain) 

74.73 67.39 68.17 

โซข้่างเป็นอะโรมาตกิ
ไฮโดรคาร์บอน 
(Aromatic side chain) 

6.94 9.68 9.00 

ผลรวมกลุ่มที่มีความไม่ชอบน า้ 81.67 77.07 77.17 
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4.3 สมบัตทิางชีวภาพของฟิล์มไฟโบรอิน 
4.3.1 การยดึเกาะ ( Attachment) และการเจริญเตบิโต ( Proliferation) ของเซลล์ L929 บนฟิล์ม  
ไฟโบรอิน 
  ในการ ทดสอบการยดึเกาะและการเจริญเตบิโตของเซลล์ L929 บนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสาย
พนัธุ์ท าเพ่ือศกึษาความเข้ากนัได้ทางชีวภาพฟิล์มไฟโบรอิน  โดยตรวจวดัจ านวนเซลล์ด้วยวิธี MTT 
assays แสดงผลในรูปท่ี 4.6 และ รวมถึงค านวณร้อยละของการยดึเกาะของเซลล์ L929, เวลาการ
แบง่ตวัทวีคณู ( PDT) และอตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะขอ งเซลล์ L929 (µ) ซึง่แสดงในตาราง  
ท่ี 4.8 
 ผลการ ทดสอบการยดึเกาะและการเจริญเตบิโตของเซลล์ L929 บนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสาย
พนัธุ์พบวา่ ฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์มีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพและชว่ยสง่เสริมให้มีการ
เจริญเตบิโตของเซลล์ L929 เพิ่มมากขึน้เม่ือระยะเวลาในการเพาะเลีย้งเซลล์เพิ่มขึน้ เม่ือพิจารณา
การยดึเกาะของจ านวน เซลล์ L929 บนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ท่ีระยะเวลา 6 ชัว่โมง พบวา่ 
ร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ียดึเกาะ บนฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ NN, K1 และ K8 มีคา่ประมาณ 60.6, 
79.4 และ 66.9 ตามล าดบั จะเห็นได้วา่  เซลล์ L929 สามารถยดึเกาะบนฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ 
K1 ได้ดีมากกวา่ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์อ่ืน แตเ่ม่ือเปรียบเทียบกบั ถาด เพาะ เลีย้งเซลล์ 
พอลิสไตรีน  (TCP) ซึง่ใช้เป็นตวัควบคมุในการทดลอง พบวา่ ร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ียดึเกาะ 
บนถาด เพาะ เลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน มีคา่ประมาณ 98.1 ซึง่มากกวา่คา่ร้อยละของจ านวนเซลล์  
ท่ียดึเกาะบนฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์ และมีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ 
 หลงัจากนัน้เม่ือเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลา 1 , 2 และ 3 วนั เพ่ือ ศกึษาการเจริญเตบิโตของ
เซลล์  L929 บนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน และฟิล์มไฟโบรอิน สายพนัธุ์ตา่งๆ  พบวา่ เซลล์
เจริญเตบิโตบนถาด เพาะ เลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนได้มากกวา่ ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ตา่งๆ โดย
พิจารณาจากคา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ( Population doubling time, PDT) ของเซลล์  ซึง่ค านวณ
จากชว่งการเพาะเลีย้ง 1-2 วนั แสดงดงัรูปในภาคผนวก ง. พบวา่ คา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ของ
เซลล์ท่ีเจริญเตบิโตบนถาด เพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนมีคา่เทา่กบั 14.8±1.3 ชัว่โมง ซึง่สอดคล้อง
กบัรายงานของ Theerakittayakorn, K. และคณะ [Theerakittayakorn, K. และคณะ 2011] ท่ีวา่ 
คา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ของเซลล์ L929 เทา่กบั 14 ชัว่โมง เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์ดงักลา่วบน ถาด
เพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน โดยใช้ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นเทา่กบั 1x104  เซลล์/หลมุ  
 สว่น คา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ของเซลล์ท่ีเจริญเตบิโตบนฟิล์มไฟโบรอิน พนัธุ์ NN, K1 และ 
K8 มีคา่ประมาณ 16.5±1.7, 18.1±1.6 และ 16.5±2.1 ชัว่โมง ตามล าดบั จะเห็นได้วา่ คา่เวลาการ
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แบง่ตวัทวีคณู ของเซลล์บนฟิล์มไฟโบรอิน สายพนัธุ์ตา่งๆ มีคา่มากกวา่ คา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณู
ของเซลล์บนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน  สว่นฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ NN และสายพนัธุ์ K8 มีคา่
เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ของเซลล์ใกล้เคียงกนั และมีแนวโน้มน้อยกวา่ คา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณู
ของเซลล์บนฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ K1 แตเ่ม่ือทดสอบทางสถิต ิพบวา่ คา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ของ
เซลล์บนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน และฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์ไมมี่ความแตกตา่งกนั
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ินอกจากนีเ้ม่ือพิจารณาการเพาะเลีย้งเซลล์ในวนัท่ี 3 แสดงในรูปท่ี 4.6 
พบวา่ จ านวนเซลล์ท่ีเจริญเตบิโตบนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนมีคา่มากกวา่อยา่งมีนยัส าคญั
เม่ือเปรียบเทียบกบัจ านวนเซลล์ท่ีเจริญเตบิโตบนฟิล์มไฟโบรอิน แตเ่ม่ือเปรียบเทียบจ านวนเซลล์ท่ี
เจริญเตบิโตบน ฟิล์มไฟโบรอิน แตล่ะสายพนัธุ์ พบวา่ ฟิล์มไฟโบรอิน ทัง้ 3 สายพนัธุ์มีคา่ใกล้เคียง
กนั และไมพ่บความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
 จากผลการทดลองนีแ้สดงให้เห็นวา่ ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ทัง้ 3 สายพนัธุ์มีความเข้ากนัได้ทาง
ชีวภาพและชว่ยสง่เสริมให้มีการเจริญเตบิโตของเซลล์ L929 โดย ฟิล์มไฟโบรอิน พนัธุ์ K1  
มีแนวโน้มท่ีจะชว่ยสนบัสนนุเซลล์ในการยดึเกาะได้ดีกวา่ ฟิล์มไฟโบรอิน สายพนัธุ์อ่ืนเล็กน้อย  
แตเ่ม่ือพิจารณาการเจริญเตบิโตของเซลล์ L929 บนฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์พบวา่ไมมี่ความ
แตกตา่งกนั  
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รูปท่ี 4.6 จ านวนเซลล์ L929 ท่ียดึเกาะและเจริญเตบิโต บนฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อย  
ศรีสะเกษ 1 (NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ นครราชสีมา 1 (K1) และฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 2 
(K8) เปรียบเทียบกบัถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน  (TCP) ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM ท่ี
สภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ปริมาณเซลล์ท่ีใช้ 1x104เซลล์ตอ่
ตารางเซนตเิมตร  
(a, b, c และ d แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05  
เม่ือพิจารณาในชว่งเวลาเดียวกนั) 
 

 

 

 

 

 

 



78 

 

ตารางท่ี 4.8 ร้อยละการยดึเกาะของเซลล์  L929, เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ( PDT) และอตัราการ
เจริญเตบิโตจ าเพาะ (µ) ของเซลล์ L929 บนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ 

ชนิดของวสัด ุ
ร้อยละของการยดึเกาะ

ของเซลล์ L929 
เวลาการแบง่ตวั
ทวีคณู (ชัว่โมง) 

อตัราการเจริญเตบิโต
จ าเพาะของเซลล์  

(ตอ่ชัว่โมง) 
ถาดเพาะเลีย้งเซลล์ 
พอลิสไตรีน (TCP) 

98.1±6.3   a 14.8±1.3   d 4.7±0.4× 10
-2
  e 

ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ 
นางน้อยศรีสะเกษ 1 
(NN) 

60.6±6.2    b,c 16.5±1.7   d 4.2±0.4× 10
-2
  e 

ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ 
นครราชสีมา 1 (K1) 

79.4±10.8  a,c 18.1±1.6   d 3.9±0.4× 10
-2
  e 

ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์
นครราชสีมา 2 (K8) 

66.9±6.3   b,c 16.5±2.1   d 4.3±0.5× 10
-2
  e 

- เม่ือ a, b และ c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%,  
p < 0.05 ของข้อมลู “ร้อยละของการยดึเกาะของเซลล์ L929” 

- เม่ือ d แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05 
ของข้อมลู “เวลาการแบง่ตวัทวีคณู” 

- เม่ือ e แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05 
ของข้อมลู “อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์ L929” 
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4.3.2 การยดึเกาะ ( Attachment) และการเจริญเตบิโต ( Proliferation) ของเซลล์ต้นก าเนิด  
ไขกระดกูของหนบูนฟิล์มไฟโบรอิน 
  ในการ ทดสอบการยดึเกาะและการเจริญเตบิโตของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนบูนฟิล์ม
ไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ท าเพ่ือศกึษา ความเข้ากนัได้ทางชีวภาพเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู
บนฟิล์มไฟโบรอิน  โดยการตรวจวดัจ านวนเซลล์ด้วยวิธี MTT assays แสดงผลในรูปท่ี 4. 8 รวมถึง
ค านวณ ร้อยละของการยดึเกาะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู , เวลาการแบง่ตวัทวีคณู 
(PDT) และอตัรากา รเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู( µ) ซึง่แสดงใน
ตารางท่ี 4.9 
 ผลการทดสอบการ ยดึเกาะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนบูนถาด เพาะ เลีย้งเซลล์  
พอลิสไตรีน และฟิล์มไฟโบรอิน สายพนัธุ์ตา่งๆ ในระยะเวลา 6 ชัว่โมง พบวา่ ร้อยละของจ านวน
เซลล์ท่ียดึเกาะบนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนซึง่ใช้เป็นตวัควบคมุในการทดลอง มีคา่ประมาณ
95.6 สว่นร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ียดึเกาะบนฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ NN, K1 และ K8 มีคา่ประมาณ 
68.9, 81.1 และ 78.9 ตามล าดบั จะเห็นได้วา่ เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนูสามารถยดึเกาะบน
ถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนได้ดีท่ีสดุ เม่ือเปรียบเทียบการยดึเกาะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู
ของหนบูนฟิล์มไฟโบรอิน พบวา่ ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีแนวโน้มในการชว่ยสง่เสริมให้เซลล์
ยดึเกาะได้ดีกวา่ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K8 และสายพนัธุ์ NN เล็กน้อย 
 เม่ือพิจารณาการเจริญเตบิโตของเซลล์ต้นก าเนิดไขระดกูของหน ูพบวา่ เซลล์เจริญเตบิโต
บนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนได้มากกวา่ ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ตา่งๆ โดยพิจารณาจาก คา่
เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ( Population doubling time, PDT) ของเซลล์ ในชว่งระยะเวลาการ
เพาะเลีย้งท่ี 1-3 วนั แสดงดงัรูปในภาคผนวก ฉ. ซึง่สามารถค านวณคา่ เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ของ
เซลล์ท่ีเจริญเตบิโตบนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนได้เทา่กบั 27.9±1.4 ชัว่โมง จากรายงานของ 
Vachiraroj และคณะ  [Vachiraroj และคณะ , 2009] กลา่ววา่ เม่ือเพาะเลีย้ง เซลล์ต้นก าเนิดไข
กระดกูของหน ูโดยใช้ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นเทา่กบั 2x104 เซลล์ตอ่หลมุในถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอ
ลิสไตรีน พบวา่ มีคา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณูของเซลล์ประมาณ 2 6.0-26.3 ชัว่โมง นอกจากนีจ้าก
งานวิจยัของรุ่งนภา แย้มเดช (2555) ได้รายงานคา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณูของ เซลล์ต้นก าเนิดไข
กระดกูของหนูบนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนประมาณ 25.7-26.3 ชัว่โมง  ซึง่ใช้ปริมาณ เซลล์
เร่ิมต้น เทา่กบั  2x104  เซลล์/ หลมุ จะเห็นได้วา่ คา่ เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ของเซลล์ ต้นก าเนิดไข
กระดกูของหนท่ีูรายงานข้างต้นมีคา่ใกล้เคียงกนักบัคา่ท่ีได้จากผลการทดสอบนี ้
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 เม่ือเปรียบเทียบ คา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ของเซลล์ท่ี เจริญเตบิโตบนฟิล์มไฟโบรอิน พนัธุ์ 
NN, K1 และ K8 มีคา่ประมาณ 36.0±1.1, 34.5±1.4 และ 36.4±1.4 ชัว่โมง ตามล าดบั ซึง่เม่ือ
ทดสอบทางสถิต ิพบวา่ คา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณู ของเซลล์บนฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์ไมมี่
ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั แตมี่คา่มากกวา่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบกบั
คา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณูของเซลล์บนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรี น ซึง่แสดงให้เห็นวา่ เซลล์ต้น
ก าเนิดไขกระดกูของหนู เจริญเตบิโตบนฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์ได้ในอตัราการเจริญเตบิโตท่ี
ใกล้เคียงกนั แตย่งัช้ากวา่บนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรี น ดงันัน้เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์เป็นวนัท่ี 7 
จงึพบวา่ จ านวนเซลล์ท่ีเจริญเตบิโตบนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน มีคา่มากท่ีสดุและมากกวา่
จ านวนเซลล์ท่ีเจริญเตบิโตบน ฟิล์มไฟโบรอิน สายพนัธุ์ตา่งๆ ประมาณ 26-31% ส าหรับจ านวน
เซลล์ท่ีเจริญเตบิโตบน ฟิล์มไฟโบรอิน ในแตล่ะสายพนัธุ์ พบวา่ มีจ านวนเซลล์ใกล้เคียงกนั ซึง่ผล
การทดสอบนีมี้แนวโน้มเดียวกนักบัผลการทดสอบการยดึเกาะและการเจริญเตบิโตของเซลล์ L929 
บนฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ตา่งๆ 
 ส าหรับ การยดึเกาะและแผก่ระจายตวัของเซลล์ สามารถอธิบายได้ด้วย สมบตัทิางเคมี
กายภาพ (Physicochemical properties) ของพืน้ผิววสัดแุละการดดูซบัของโปรตีน ส าหรับกลไก
ของกระบวนการแบง่ออกเป็น 2 สว่น กลา่วคือ สว่นแรกเซลล์จะยดึเกาะกบัวสัดแุบบ  
ไม่เฉพาะเจาะจง โดยขึน้กบัสมบตัทิาง เคมีกายภาพ ของวสัด ุซึง่วสัดท่ีุมีความชอบน า้จะชว่ย
สง่เสริมให้มีการยดึเกาะ การแผข่ยายตวัของเซลล์และการจดัเรียงตวัของ ไซโทสเกลเลตอน 
(Cytoskeleton) ของเซลล์ได้ดีกวา่วสัดท่ีุไมช่อบน า้ และสว่นท่ีสองเซลล์จะมีการยดึเกาะกบัวสัดุ
แบบเฉพาะเจาะจงกบัโปรตีนบนพืน้ผิววสัด ุซึง่พบวา่ไฟโบรเนคตนิ เป็นโปรตีนท่ีสามารถสง่เสริม
การยดึเกาะของเซลล์ได้ดี โดยการจบักบัอินทีกริน (Integrins) บนเย่ือหุ้มเซลล์ [Yang, M. และ
คณะ 2004]  
 ดงันัน้จากเหตผุลท่ีกลา่วมาข้างต้นจงึ คาดวา่ ความชอบน า้ของวสัดนุา่จะมีบทบาทส าคญั  
ในการยดึเกาะของเซลล์ โดยถ้าพืน้ผิววสัดท่ีุมีความชอบน า้จะชว่ยสง่เสริมให้เซลล์สามารถยดึเกาะ
ได้ดีขึน้ ซึง่สอดคล้องกบัผลการทดสอบการยดึเกาะ การเจริญเตบิโตของเซลล์ L929 และเซลล์ต้น
ก าเนิดไขกระดกูของหนบูนฟิล์มไฟโบรอิน สายพนัธุ์ตา่งๆ  เน่ืองจาก ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1  
มีความชอบน า้มากกวา่ ฟิล์มไฟโบรอินอีกสองสายพนัธุ์ เม่ือพิจารณาจาก คา่มมุสมัผสัของน า้บน
ฟิล์มไฟโบรอินและปริมาณของกรดอะมิโนกลุม่ท่ีมีความชอบน า้ของสารละลายไฟโบรอิน ซึง่แสดง
ในตารางท่ี 4.3 และ 4.7 ตามล าดบั ประกอบกบัการพิจารณาความแตกตา่งของลกัษณะทางสาย
พนัธุ์ท่ีแสดงในตารางท่ี 2.2 จะพบวา่ ไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 และสายพนัธุ์ K8 ได้มาจากรังไหมท่ีมี
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ลกัษณะทางสายพนัธุ์เป็นพนัธุ์ตา่งประเทศและ เป็นไหมชนิดฟักออกตามธรรมชาตปีิ ละ 2 ครัง้ 
(Bivoltine) และมีแนวโน้มท่ีจะมีความชอบน า้มากกวา่ไฟโบรอินพนัธุ์ NN ซึง่ได้มาจากรังไหมท่ีมี
ลกัษณะทางสายพนัธุ์เป็นพนัธุ์ไทยแท้และ เป็นไหมชนิดฟักออกตามธรรมชาตปีิละหลายครัง้ 
(Polyvoltine)  
 จากรายงานท่ีผา่นมา ไหมไฟโบรอินเป็นชีววสัดท่ีุได้รับการยอมรับวา่มีความเข้ากนัได้ทาง
ชีวภาพท่ีดี ไมเ่ป็นพิษตอ่เซลล์ แตไ่มส่ง่เสริมการเจริญเตบิโตของเซลล์ได้ดีเทา่กบัโปรตีนในกลุม่
คอลลาเจนและเจลาตนิ ดงัในรายงานของ Acharya, C. และคณะ [Acharya, C. และคณะ 2008] 
พบวา่ เซลล์ L929 สามารถเจริญเตบิโตบนฟิล์มคอลลาเจนได้ดีกวา่ฟิล์มไฟโบรอินจากไหมสกลุ 
Bombyx mori เม่ือใช้ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นเทา่กบั 4× 104 เซลล์ตอ่ตวัอยา่ง นอกจากนี ้ Vachiraroj, 
N. และคณะ [Vachiraroj, N. และคณะ  2009] รายงาน วา่ เซลล์ ไลน์กระดกู ( MC3T3-E1) และ
เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู สามารถยดึเกาะและเจริญเตบิโตได้ดีท่ีสดุบนฟิล์มไฟโบรอิน ผสม
เจลาตนิ  จะเห็นได้วา่ คอลลาเจนและเจลาตนิชว่ยสนบัสนนุในการยดึเกาะและเจริญเตบิโตของ
เซลล์ เน่ืองมาจากคอลลาเจนและเจลาตนิมีล าดบักรดอะมิโน RGD (Arg–Gly–Asp) ซึง่อินทีกรินท่ี
อยูบ่นเย่ือหุ้มของเซลล์จะจบักบัล าดบักรดอะมิโนดงักลา่ว ท าให้เซลล์สามารถ ยดึเกาะบนวสัดไุด้ดี
ยิ่งขึน้ [Pierschbacher,  M. D. และคณะ 1984] ดงัแสดงในรูปท่ี 4.7  
 สว่น ถาด เพาะ เลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน ท่ีมีขายโดยทัว่ไปจะมีการปรับปรุงพืน้ผิวของ  
ถาดเพาะเลีย้งเซลล์ด้วยพลาสมา่แก๊สออกซิเจน ท าให้พืน้ผิวมีประจลุบและความชอบน า้  
เพิ่มขึน้ ซึง่ชว่ยให้เซลล์ยดึเกาะและแผข่ยายตวัได้ดีขึน้ [http://www.corning.com/lifesciences 
/us_canada/en/technical_resources/surfaces/culture/stc_treated_polystyrene.aspx] 

 

รูปท่ี 4.7 อนัตรกิริยาระหวา่งอินทีกรินบนเย่ือหุ้มเซลล์กบัล าดบักรดอะมิโน RGD  
[Walluscheck, K.P. และคณะ 1996] 
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รูปท่ี 4.8 จ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนูท่ียดึเกาะและเจริญเตบิโตบนฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์
นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) และฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์
นครราชสีมา 2 (K8) เปรียบเทียบกบัถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน (TCP) ในอาหารเลีย้งเซลล์

ชนิด -MEM ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ปริมาณเซลล์ท่ี
ใช้ 1x104เซลล์ตอ่ตารางเซนตเิมตร  
(a, b, c และ d แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05  
เม่ือพิจารณาในชว่งเวลาเดียวกนั) 
 

 

 

 

 



83 

 

ตารางท่ี 4.9 ร้อยละการยดึเกาะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู , เวลาการแบง่ตวัทวีคู ณ 
(PDT) และอตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะ  (µ) ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู บนฟิล์ม  
ไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ 

ชนิดของวสัด ุ
ร้อยละของการยดึเกาะ
ของเซลล์ต้นก าเนิด 
ไขกระดกูของหนู 

เวลาการแบง่ตวั
ทวีคณู (ชัว่โมง) 

อตัราการเจริญเตบิโต
จ าเพาะของเซลล์  

(ตอ่ชัว่โมง) 
ถาดเพาะเลีย้งเซลล์ 
พอลิสไตรีน (TCP) 

95.6±5.1   a 27.9±1.4   d 2.5±0.1× 10
-2
  f 

ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ 
นางน้อยศรีสะเกษ 1 
(NN) 

68.9±1.9    b,c 36.0±1.1   e 1.9±0.1× 10
-2
  g 

ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ 
นครราชสีมา 1 (K1) 

81.1±5.1   a,c 34.5±1.4   e 2.0±0.1× 10
-2
  g 

ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์
นครราชสีมา 2 (K8) 

78.9±6.9   b,c 36.4±1.4   e 1.9±0.1× 10
-2
  g 

- เม่ือ a, b และ c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%,  
p < 0.05 ของข้อมลู “ร้อยละของการยดึเกาะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน”ู 

- เม่ือ d และ e แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%,  
p < 0.05 ของข้อมลู “เวลาการแบง่ตวัทวีคณู” 

- เม่ือ f และ g แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%,  
p < 0.05 ของข้อมลู “อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์” 
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4.3.3 การเปล่ียนแปลงไปเป็น เซลล์กระดกู (Differentiation) ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู
บนฟิล์มไฟโบรอิน 

 การทดสอบการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู  
บนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ท่ีระยะเวลาเพาะเลีย้งตา่งๆ ได้แก่ 7, 14, 21 และ 28 วนั โดยท า
การวดัจ านวนเซลล์ ด้วยวิธี DNA assays แสดงผลในรูปท่ี 4.9 จากผลการทดสอบจะเห็นได้วา่ 
เม่ือเพิ่มระยะเวลาในการเพาะเลีย้งเซลล์ ปริมาณเซลล์มีแนวโน้มลดลงเล็กน้อย ทัง้นีเ้น่ืองมาจาก
การใช้อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู 
(Osteogenic differentiation media; OM) โดยทัว่ไปเม่ือเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู  
ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด  OM เซลล์จะต้องมีการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูท าให้การแบง่ตวั
ของเซลล์ลดลง  [Belmonte และคณะ 2005] โดยในระยะเวลาการเพาะเลีย้งเซลล์ท่ี 7 และ 14 วนั  
ไมพ่บความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิในขณะท่ีระยะเวลาการเพาะเลีย้งท่ี 21 และ 28 วนั 
พบวา่ ปริมาณเซลล์บนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน มากกวา่อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบ
กบัปริมาณเซลล์ท่ีเจริญเตบิโตบน ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ตา่งๆ  แตเ่ม่ือเปรียบเทียบปริมาณเซลล์
ท่ีเจริญเตบิโตบนฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์นัน้ไมพ่บ ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั  
จากงานวิจยัของรุ่งนภา แย้มเดช ( 2555) พบวา่ เม่ือเพาะเลีย้ง เซลล์เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดู กบน
ถาดเพาะเลีย้งเซลล์ พอลิสไตรีน ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด OM จ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดู ก
ลดลงแตไ่มมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัในแตล่ะชว่งเวลา ซึง่สอดคล้องกบัผลทดสอบข้างต้น 
 จากรูปท่ี 4.10 แสดงคา่ กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาร์ไลน์ฟอสฟาเตส ( Alkaline 
phosphatase; ALP) ท่ีระยะเวลาเพาะเลีย้งตา่งๆ บนฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ตา่งๆ ในอาหารเลีย้ง
เซลล์ชนิด OM พบวา่ ในชว่งระยะเวลาการเพาะเลีย้ง  7-14 วนั คา่กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาร์ -
ไลน์ฟอสฟาเตส มีคา่เพิ่มขึน้ และมีคา่สงูสดุท่ีะยะเวลาการเพาะเลีย้งเซลล์  14 วนั หลงัจากนัน้คา่
กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาร์ไลน์ฟอสฟาเตส มีคา่ลดลง  เม่ือพิจารณาท่ีระยะเวลาการเพาะเลีย้ง
เซลล์  14 วนั พบวา่  ถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน มีปริมาณ ALP น้อยท่ีสดุ ส าหรับฟิล์ม  
ไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีปริมาณ ALP สงูกวา่ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN และสายพนัธุ์ K8 โดย
ไมพ่บความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K8 แตพ่บความ
แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN ทัง้นีส้อดคล้องกบั
รายงาน ของ  Kim, H.J. และคณะ [Kim, H.J. และคณะ 2005] ท่ีกลา่ววา่ เม่ือเตมิสาร  

β‐Glycerophosphate, Dexamethasone, L‐ascorbic และ Hexose monophosphate ซึง่เป็น
สารท่ีมีฤทธ์ิสง่เสริมให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ท่ีต้องการในอาหารเลีย้งเซลล์  สามารถ
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สง่เสริมให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์เนือ้เย่ือกระดกู ( Osteogenic differentiation) และ
ปริมาณ กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาร์ไลน์ฟอสฟาเต สท่ีเซลล์สร้างขึน้ถือเป็นสญัญาณการ
เปล่ียนเป็นกระดกูชว่งแรก  หรือ Early maker โดยจะเกิดขึน้ในชว่งสองสปัดาห์แรกของการ
เพาะเลีย้งเซลล์ จากรายงานของ Colelho, M.J. และคณะ [Colelho, M.J. และคณะ 2000] กลา่ว
วา่ เม่ือเปรียบเทียบการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของมนษุย์ด้วย การใช้อาหารเพาะเลีย้ง
เซลล์ 2 ชนิด คือ  Alpha modified eagle's medium (α-MEM) และ Dulbecco's modified 

eagle's medium (DMEM) ท่ีมีสว่นผสมของ  Dexamethasone, β-glycerophosphate และ 
Ascorbic acid  พบวา่ อาหารเพาะเลีย้งเซลล์ชนิด  α-MEM ท่ีผสมสารกระตุ้นทัง้ 3 ชนิดสามารถ
ชว่ยกระตุ้นให้เซลล์เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้ ดีกวา่อาหารเพาะเลีย้งเซลล์ชนิด  

DMEM ท่ีมีสว่นผสมของสารดงักลา่ว 
 จากผลการวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียมท่ีเซลล์สร้าง ขึน้ เม่ือ เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์
ชนิด OM ดงัแสดงในรูปท่ี 4.11 พบวา่ ปริมาณแคลเซียมสะสมบนฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์ มี
ปริมาณเพิ่มขึน้เม่ือระยะเวลาในการเลีย้งเซลล์ เพิ่มขึน้  และพบ ปริมาณแคลเซียมสงูท่ีสดุท่ี
ระยะเวลาการเพาะเลีย้งเซลล์ 28 วนั ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของ Komori, T. และคณะ [Komori, 
T. และคณะ 1998] ท่ีกลา่ววา่ ปริมาณ แคลเซียมท่ีเกิดขึน้เป็น Late marker ท่ีแสดงวา่เซลล์ต้น
ก าเนิดมีการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู  เม่ือพิจารณาท่ีระยะเวลาการเพาะเลีย้งท่ี 28 วนั 
พบวา่ ปริมาณแคลเซียมท่ีเกิดจากเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ตา่งๆ มีคา่มากกวา่
ท่ีเพาะเลีย้งบนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนประมาณ 44% ซึง่แสดงให้เห็นวา่ ฟิล์มไฟโบรอิน
สง่เสริมการเปล่ียงแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้ดีกวา่ถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน เม่ือพิจารณา
ฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ พบวา่ ปริมาณแคลเซียมสะสมท่ีตรวจพบไมมี่ความแตกตา่งกนั
อยา่งมีนยัส าคญั แตมี่แนวโน้มวา่ปริมาณแคลเซียมสะสมบนฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีคา่
มากกวา่ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN และ K8 เล็กน้อย ซึง่อาจจะเกิดจากฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ 
K1 มีสมบตัคิวามชอบน า้มากกวา่ฟิล์มไฟโบรอินอีกสองสายพนัธุ์ โดยพิจารณาจากความแตกตา่ง
ของลกัษณะทางสายพนัธุ์ คา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอินและผลปริมาณของกรดอะมิโน
กลุม่ท่ีมีความชอบน า้ของสารละลายไฟโบรอิน ซึง่แสดงในตารางท่ี 2.2 , 4.3 และ 4.7 ตามล าดบั 
ท าให้ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีแนวโน้มท่ี ชว่ยสง่เสริมการยดึเกาะของเซลล์ได้มากกวา่ฟิล์ม  
ไฟโบรอินสายพนัธุ์อ่ืน และอาจสง่ผลให้เซลล์สามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้ดีกวา่ด้วย  
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 จากผลการทดลองท่ีได้กลา่วมาข้างต้นอาจ กลา่วได้วา่  ฟิล์มไฟโบรอินทัง้สามสายพนัธุ์ ชว่ย
สง่เสริมให้เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูเปล่ียนแปลงไปเป็น เซลล์กระดกูได้ดีกวา่ถาดเพาะเลีย้งเซลล์
พอลิสไตรีน และฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีแนวโน้มชว่ยสง่เสริมการเปล่ียนแปลงไปเป็น เซลล์
กระดกูได้ดีเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN และ K8 

 

รูปท่ี 4.9 จ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของ หนู (MSC) ท่ีเจริญเตบิโตบนถาดเพาะเลีย้งเซลล์
พอลิสไตรีน (TCP) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 (NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ นครราชสีมา 
1 (K1) และฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเตมิสารท่ีชว่ย
กระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู ( Osteogenic differentiation media; OM) ท่ีสภาวะ
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ปริมาณเซลล์ท่ีใช้ 2.5x104เซลล์ตอ่
ตารางเซนตเิมตร 
(a, b และ c, แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05  
เม่ือพิจารณาในชว่งเวลาเดียวกนั) 
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รูปท่ี 4.10 กิจกรรมของเอนไซม์ แอลคาร์ไลน์ฟอสฟาเตส ( Alkaline phosphatase; ALP) บนถาด
เพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน ( TCP) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 ( NN) ฟิล์มไฟโบรอิน
พนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) และฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการ
เตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู ( Osteogenic differentiation media; 
OM) ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส , 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ปริมาณเซลล์ท่ีใช้ 
2.5x104เซลล์ตอ่ตารางเซนตเิมตร 
(a, b และ  c แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% , p < 0.05  
เม่ือพิจารณาในชว่งเวลาเดียวกนั) 
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รูปท่ี 4.1 1 ปริมาณแคลเซียม  (Calcium content) บนถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน ( TCP) 
ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 ( NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ นครราชสีมา 1 (K1) และฟิล์ม
ไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู ( Osteogenic differentiation media; OM) ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส, 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 2.5x104เซลล์ตอ่ตารางเซนตเิมตร 
(a, b, c และ d แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% , p < 0.05  
เม่ือพิจารณาในชว่งเวลาเดียวกนั) 



89 

 

ผลการตรวจวดัปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรัสด้วยวิธี  Energy Dispersive X-ray 
Spectroscopy (EDX) ท่ีมีอยูบ่นตวัอยา่งฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์ แสดงในตารางท่ี 4.10 และ
รูปท่ี 4.12-4.14 โดยในการวิเคราะห์จะแบง่ออกเป็น 2 สว่นคือ การตรวจวดัปริมาณธาตแุคลเซียม
และฟอสฟอรัสท่ีสะสมบนตวัเซลล์ และ การตรวจวดัปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรั สท่ีสะสม
บนพืน้ผิวของฟิล์ม ภายหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด OM
เป็นระยะเวลา 28 วนั 

จากการวิเคราะห์ปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรัสท่ีเกิดขึน้และสะสมบนตวัเซลล์ พบวา่ 
เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั ของ ธาตแุคลเซียม และฟอสฟอรัสท่ีตรวจพบ บนฟิล์มไฟโบรอิน ทัง้ 3  
สายพนัธุ์มีคา่ใกล้เคียงกนั และไมพ่บความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิเม่ือพิจารณา คา่
อตัราสว่นโดยน า้หนกัระหวา่งแคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัส ของฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN, K1 และ 
K8 มีคา่เทา่กบั 1.54±0.05, 1.60±0.09 และ 1.46±0.09 ตามล าดบั ซึง่มีคา่ใกล้เคียงกนัเชน่กนั 

เม่ือวิเคราะห์ปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรั สท่ีเกิดขึน้และสะสมบนพืน้ผิวฟิล์ม พบวา่ 
เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั ของธาตแุคลเซียม ท่ีตรวจพบบนฟิล์มไฟโบรอิน สายพนัธุ์ K1 มีคา่มากกวา่
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบกบั เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั ของธาตแุคลเซียมบนฟิล์ม  
ไฟโบรอิน สายพนัธุ์ NN และสายพนัธุ์ K8 ทัง้นีเ้ม่ือพิจารณา คา่อตัราสว่นโดยน า้หนกัระหวา่ง
แคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัส ท่ีเกิดขึน้และสะสมบนพืน้ผิวฟิล์ม พบวา่ ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN,  
K1 และ K8 มีคา่เทา่กบั  1.28±0.04, 1.58±0.02 และ 1.07±0.05 ตามล าดบั จะเห็นได้วา่ ฟิล์ม 
ไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 เป็นฟิล์มไฟโบรอินท่ีมีคา่ อตัราสว่นโดยน า้หนกัระหวา่งแคลเซียมตอ่
ฟอสฟอรัส ท่ีตรวจพบบนพืน้ผิวฟิล์มใกล้เคียงกบัท่ีตรวจพบบนตวัเซลล์ ในขณะท่ีฟิล์มไฟโบรอิน  
สายพนัธุ์ NN และสายพนัธุ์ K8 มีคา่อตัราสว่นดงักลา่วน้อยกวา่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิอยา่งไร
ก็ตาม คา่ท่ีได้จากการทดสอบมีคา่ต ่ากวา่และไมส่อดคล้องกบัรายงานของ Zhang, L. และคณะ
[Zhang, L. และคณะ 2009] ท่ีกลา่ววา่  คา่อตัราสว่นระหวา่งแคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัสใน
สารประกอบเชิงซ้อนของแคลเซียมและฟอสเฟตจะแตกตา่งกนัตามประเภทของสารประกอบ  เชน่
สารประกอบไฮดรอกซีอะปาไทต์มีอตัราสว่นโดยน า้หนกั Ca/P เทา่กบั 2.15 (อตัราสว่นโดยโมล 
Ca/P เทา่กบั 1.67), ไบฟาสิกแคลเซียมฟอสเฟตมี อตัราสว่นโดยน า้หนกั Ca/P เทา่กบั 2.06 
(อตัราสว่นโดยโมล Ca/P เทา่กบั 1.60) และเบต้าไตรแคลเซียมฟอสเฟต อตัราสว่นโดยน า้หนกั 
Ca/P เทา่กบั 1.94 (อตัราสว่นโดยโมล Ca/P เทา่กบั 1.50) 

จากแผนภาพแสดง ปริมาณธาตุ ตา่งๆ ท่ีมีอยูบ่นฟิล์มไฟโบรอิน แตล่ะสายพนัธุ์  หลงัการ
เพาะเลีย้ง ด้วย เซลล์กระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด OM  

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1280&bih=669&sa=X&ei=AtJcTqL1II_rrQeDyNWeDw&ved=0CB0QBSgA&q=%E0%B9%80%E0%B8%9A%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%B2+%E0%B9%84%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1%E0%B8%9F%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%95&spell=1
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ท่ีสภาวะอณุหภมูิ  37 องศาเซลเซียส , 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นระยะเวลา 28 วนั  
ซึง่วิเคราะห์ด้วยวิธี Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) แสดงดงัรูปท่ี 4.12-4.14 จะ
สงัเกตพบวา่ เม่ือตรวจวดัปริมาณธาตบุนตวัเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์พบ
พีคของธาตแุคลเซียม ( Ca) และฟอสฟอรัส  (P) ในปริมาณคอ่นข้างสงู ในขณะท่ีเม่ือตรวจวดั
ปริมาณธาตท่ีุสะสมบน พืน้ผิวของฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN และสายพนัธุ์ K8 จะพบพีคของซิลิ
กา (Si) ซึง่ซิลิกาเป็นองค์ประกอบหลกัของกระจกท่ีใช้เป็นวสัดรุองรับในการขึน้รูปฟิล์มและพบพีค
ธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรัสเล็กน้อย ทัง้นีก้ลบัไมพ่บพีคของซิลิกาบนฟิล์ม ไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 
แตพ่บพีคธาตขุองแคลเซียมและฟอสฟอรัสเหมือนท่ีตรวจวดัปริมาณธาตบุนตวัเซลล์ ดงันัน้อาจ
กลา่วได้วา่มีการสะสมของแคลเซียมและฟอสฟอรัสในปริมาณมากและสม ่าเสมอบนฟิล์ม  
ไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1  

จากผลการวิเคราะห์ ปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรั สและแผนภาพแสดงปริมาณธาตุ
ตา่งๆ ท่ีมีอยูบ่นฟิล์มไฟโบรอิน  โดยท าการ ตรวจวดัปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรัสท่ีสะสม
บนตวัเซลล์และท่ีสะสมบนพืน้ผิวของฟิล์มด้วยวิธี  Energy Dispersive X-ray Spectroscopy 
(EDX) มีความสอดคล้องกบัผล การวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียม ด้วยเทคนิค Calcium assay ซึง่
แสดงในรูปท่ี 4.11 กลา่วคือ ปริมาณของแคลเซียมท่ีตรวจพบกรณีเพาะเลีย้งบนฟิล์มฟิล์ม  
ไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีคา่มากกวา่กรณีเพาะเลีย้งบนฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN และสายพนัธุ์ 
K8 ซึง่แสดงวา่ ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีแนวโน้มท่ีจะ ชว่ยสนบัสนนุให้ เซลล์ต้นก าเนิด  
ไขกระดกูเปล่ียนแปลงไปเป็น เซลล์ กระดกู ได้ดีกวา่ฟิล์มไฟโบรอินอีกสองสายพนัธุ์ ทัง้นีอ้าจ
เน่ืองมาจากฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีสมบตัคิวามชอบน า้มากกวา่ ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ 
NN และสายพธัุ์ K8 (เม่ือพิจารณาจากปริมาณ ของกรดอะมิโนกลุม่ท่ีมีความชอบน า้ของ
สารละลายไฟโบรอินและคา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอิน) ท าให้ชว่ยสง่เสริมการยดึเกาะของ
เซลล์ได้มากกวา่สง่ผลให้มีปริมาณเซลล์ท่ีสามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้ดีกวา่  
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ตารางท่ี 4.10 ปริมาณธาต ุ(เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั) ท่ีตรวจสอบวิธี  Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) ท่ีมีอยูบ่นฟิล์มไฟโบรอินหลงัการ
เพาะเลีย้งด้วยเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี
การเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู ( Osteogenic differentiation media; OM ท่ีสภาวะอณุหภมูิ  37 องศาเซลเซียส, 5% แก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นระยะเวลา 28 วนั โดยเปรียบเทียบตรวจวดั 2 ต าแหนง่ ได้แก่ บนตวัเซลล์และบนพืน้ผิวฟิล์ม 
 

 

 

 

 

 

- เม่ือ a, b และ c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05 ของข้อมลู “เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั ของธาตแุคลเซียม  
เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัของธาตฟุอสฟอรัสและอตัราสว่นโดยน า้หนกัระหวา่งแคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัส เม่ือตรวจวดัธาตบุนตวัเซลล์” ตามล าดบั 

 - เม่ือ d, e, f / g, h, I / j, k, l แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05 ของข้อมลู  “เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั ของ
ธาตแุคลเซียม  เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั ของธาตฟุอสฟอรัสและอตัราสว่นโดยน า้หนกัระหวา่งแคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัส เม่ือ ตรวจวดัธาตบุนพืน้ผิวฟิล์ม ” 
ตามล าดบั 

ฟิล์มไฟโบรอิน 
ตรวจวดัธาตบุนตวัเซลล์ ตรวจวดัธาตบุนพืน้ผิวฟิล์ม 

Ca (%) P (%) Ca : P Ca (%) P (%) Ca : P 

NN 60.62±0.73 a 39.38±0.73 b 1.54±0.05 c 56.02±0.80 d 43.92±0.77 g 1.28±0.04 j 

K1 61.45±0.16 a 38.55±016 b 1.60±0.09 c 61.21±0.28 e 38.81±0.24 h 1.58±0.02 k 

K8 59.38±1.40 a 40.62±1.40 b 1.46±0.09 c 51.56±1.13 f 48.44±1.13 i 1.07±0.05 l 
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รูปท่ี 4.12 แผนภาพแสดง ปริมาณธาตุ ตา่งๆ ท่ีมีอยูบ่นฟิล์มไฟโบรอิน พนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 
(NN) ด้วยวิธี  Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) หลงัการเพาะเลีย้ง ด้วยเซลล์
กระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนใูนอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิด
การเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู ( Osteogenic differentiation media; OM) ท่ีสภาวะอณุหภมูิ  37 
องศาเซลเซียส, 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์  เป็นระยะเวลา 28 วนั (a) ตรวจวดับนตวัเซลล์  
(b) ตรวจวดับนพืน้ผิวของฟิล์ม 
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รูปท่ี 4.1 3 แผนภาพแสดง ปริมาณธาตุ ตา่งๆ ท่ีมีอยูบ่นฟิล์มไฟโบรอิน พนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) 
ด้วยวิธี Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) หลงัการเพาะเลีย้ง ด้วยเซลล์กระดกูของ
เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู ( Osteogenic differentiation media; OM) ท่ีสภาวะอณุหภมูิ  37 
องศาเซลเซียส, 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นระยะ เวลา 28 (a) ตรวจวดั บนตวัเซลล์  
(b) ตรวจวดับนพืน้ผิวของฟิล์ม 
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รูปท่ี 4.1 4 แผนภาพแสดง ปริมาณธาตุ ตา่งๆ ท่ีมีอยูบ่นฟิล์มไฟโบรอิน พนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) 
ด้วยวิธี Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) หลงัการเพาะเลีย้ง ด้วยเซลล์กระดกูของ
เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเตมิสารท่ีชว่ยกระตุ้นให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู ( Osteogenic differentiation media; OM) ท่ีสภาวะอณุหภมูิ  37 
องศาเซลเซียส, 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นระยะเวลา 28 วนั (a) ตรวจวดับนตวัเซลล์  
(b) ตรวจวดับนพืน้ผิวของฟิล์ม 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

งานวิจยันี ไ้ด้ท าการศกึษาคณุลกัษณะและความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของไฟโบรอินจากไหม
บ้านจ านวน 3 สายพนัธุ์ ได้แก่ สายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1  (NN) สายพนัธุ์นครราชสีมา 1 (K1) 
และสายพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) เม่ือวิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุไฟโบรอิน ท่ีผา่นการเตรียมโดย
กระบวนการท าแห้ง ด้วยความเย็น  (Freeze dry) ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบวา่ ไฟโบรอินจาก
ไหมทัง้ 3 สายพนัธุ์ประกอบด้วยสายโซท่ี่มีน า้หนกัโมเลกลุเหมือนกนั เม่ือพิจารณาสมบตัทิาง
ความร้อนของฟิล์มไฟโบรอิน พบวา่ ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 และสายพนัธุ์ K8 มีคา่อณุหภมูิ
การเปล่ียนแปลงสถานะคล้ายแก้ว ( Tg) ใกล้เคียงกนั ในขณะท่ีฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN มีคา่
อณุหภมูิดงักลา่วสงูกวา่ประมาณ 4 - 7 องศาเซลเซียส  สว่นอณุหภมูิการสลายตวั ( Td) ของฟิล์ม  
ไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์ไมมี่ความแตกตา่งกนั  ส าหรับคา่ศกัย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ 
K1 มีคา่มากกวา่อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัสารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ NN แตไ่มมี่ความ
แตกตา่งเมื่อเปรียบเทียบกบัสารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ K8 จากผลการวิเคราะห์คา่ศกัย์เซต้าของ
สารละลายไฟโบรอินของไหมทัง้ 3 สายพนัธุ์ท่ีคา่ pH = 7.4 ท าให้ราบวา่ โมเลกลุไฟโบรอินทกุสาย
พนัธุ์แสดงประจเุป็นลบเล็กน้อยและอนภุาคของไฟโบรอินไมมี่ความเสถียร หรืออาจจะรวมตวัเกาะ
กนัเป็นกลุม่ก้อนได้ และจากการทดสอบคา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอิน พบวา่ คา่มมุสมัผสั
ของน า้บนฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีคา่ต ่าท่ีสดุ  (49.5±3.7) และมีความแตกตา่งอยา่งมี
นยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ NN (58.7±3.5) แตไ่มพ่บความแตกตา่งอยา่งมี
นยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ K8 (52.2±3.5) 
 จากการศกึษาโครงสร้างทางเคมีของฟิล์มไฟโบรอิน ด้วยเทคนิค Fourier Transform Infrared 
Spectroscope (FTIR) พบวา่ ไมพ่บความแตกตา่งของโครงสร้างทางเคมีของ ฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะ
สายพนัธุ์ แตเ่ม่ือพิจารณาปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนในสารละลายไฟโบรอิน โดย
แบง่กรดอะมิโนออกเป็น 2 กลุม่ ได้แก่ กรดอะมิโนกลุม่ท่ีมีความชอบน า้ (Hydrophilicity) และกรด 
อะมิโนกลุม่ท่ีมีความไมช่อบน า้ (Hydrophobicity) พบวา่ สารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ K1 มีคา่
ผลรวมเปอร์เซ็นต์โดยโมลเม่ือพิจารณากลุม่อะมิโนท่ีมีความชอบน า้มากท่ีสดุ  (23.70%) รองลงมา
คือ สารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ K8 (23.57%) และสารละลายไฟโบรอินพนัธุ์ NN  มีคา่ต ่าท่ีสดุ
(18.84%) ซึง่สอดคล้องกบัผลการวิเคราะห์คา่มมุสมัผสัของน า้บนฟิล์มไฟโบรอิน กลา่วคือ ถ้ามมุ
สมัผสัมีคา่น้อยแสดงวา่ พืน้ผิววสัดมีุความชอบน า้ ในขณะท่ีถ้าคา่มมุสมัผสัมีคา่มากแสดงวา่ 
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พืน้ผิววสัดมีุความไมช่อบน า้  นอกจากกนีเ้ม่ือ พิจารณาความแตกตา่งของลกัษณะทางสายพนัธุ์ท่ี
แสดงในตารางท่ี 2.2 พบวา่ ไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 และสายพนัธุ์ K8 ได้มาจากรังไหมท่ีมีลกัษณะ
ทางสายพนัธุ์เป็นพนัธุ์ตา่งประเทศและเป็นไหมชนิดฟักออกตามธรรมชาตปีิ ละ 2 ครัง้ (Bivoltine) 
และมีแนวโน้มท่ีจะมีความชอบน า้มากกวา่ไฟโบรอินพนัธุ์ NN ซึง่ได้มาจากรังไหมท่ีมีลกัษณะทาง
สายพนัธุ์เป็นพนัธุ์ไทยแท้และเป็นไหมชนิดฟักออกตามธรรมชาตปีิละหลายครัง้ ( Polyvoltine) 
ดงันัน้จากผลการวิเคราะห์ ปริมาณและองค์ประกอบของกรดอะมิโนของสารละลายไฟโบรอินและ
คา่มมุสมัผสัของน า้บน ฟิล์มไฟโบรอิน รวมทัง้ความแตกต่างของลกัษณะทางสายพนัธุ์ของไฟโบรอิน
ท าให้สามารถสรุปได้ว่า ไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีความชอบน า้มากกว่าไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN อย่าง
มีนยัส าคญั ในขณะที่ไฟโบรอินสายพนัธุ์ K8 มีความชอบน า้อยู่ระหว่างไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 และ
สายพนัธุ์ NN แตไ่มมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั 
 ในการศกึษา สมบตัทิางชีวภาพในระดบัห้องปฏิบตักิาร โดยศกึษาการยดึเกาะและการ
เจริญเตบิโตของเซลล์ผิวหนงัของหน ู(L929) และเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนู  (MSC) บนฟิล์ม
ไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ กลา่วคือ ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ทัง้ 3 สายพนัธุ์มีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ
และชว่ยสง่เสริมให้มีการเจริญเตบิโตของเซลล์ L929 และเซลล์ MSC ซึง่พบวา่ ร้อยละของจ านวน
เซลล์ท่ียดึเกาะบนฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีแนวโน้มท่ีจะชว่ยสนบัสนนุเซลล์ในการยดึเกาะได้
ดีกวา่ฟิล์มไฟโบรอิน สายพนัธุ์ NN และสายพนัธุ์ K8 แตเ่ม่ือพิจารณาการเจริญเตบิโต แบง่ตวัของ
เซลล์บนฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์ไมพ่บความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั ทัง้นี อ้าจจะ
เน่ืองมาจากความชอบน า้ของวสัดซุึง่มีบทบาทส าคญัในการยดึเกาะของเซลล์  โดยถ้าพืน้ผิววสัดท่ีุ
มีความชอบน า้จะชว่ยสง่เสริมให้เซลล์สามารถยดึเกาะได้ดีขึน้ ดงันัน้ ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1  
มีแนวโน้มท่ีชว่ยสง่เสริมการยดึเกาะของเซลล์ได้ดีกวา่ฟิล์มไฟโบรอินอีกสองสายพนัธุ์  
 เม่ือศกึษาผลการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนบูนฟิล์ม
ไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ท่ีระยะเวลาการเพาะเลีย้งท่ี 14 วนั พบวา่  คา่กิจกรรมของเอนไซม์แอล
คาร์ไลน์ฟอสฟา  ((Alkaline phosphatase; ALP) ท่ีเกิดขึน้บน ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีคา่
มากกวา่อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K8 โดยไมพ่บความแตกตา่ง
เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN โดยเม่ือพิจารณา ปริมาณแคลเซียมท่ีเซลล์สร้าง
ขึน้ พบวา่ ปริมาณแคลเซียมสะสมบนฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์มีปริมาณเพิ่มขึน้เม่ือระยะเวลา
ในการเลีย้งเซลล์เพิ่มขึน้ และพบปริมาณแคลเซียมสงูท่ีสดุท่ีระยะเวลาการเพาะเลีย้งเซลล์  28 วนั 
และไมพ่บความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั แตมี่แนวโน้มวา่ปริมาณแคลเซียมสะสมบนฟิล์ม  
ไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีคา่มากกวา่ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN และสายพนัธุ์ K8 เล็กน้อย ซึง่
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อาจจะเกิดจากฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีสมบตัคิวามชอบน า้มากกวา่ฟิล์มไฟโบรอินอีกสอง
สายพนัธุ์ ท าให้ ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีแนวโน้มท่ี ชว่ยสง่เสริมการยดึเกาะของเซลล์ได้
มากกวา่ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์อ่ืน และอาจสง่ผลให้เซลล์สามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์
กระดกูได้ดีกวา่ด้วย  
 เม่ือตรวจวดัปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรัสด้วยวิธี  Energy Dispersive X-ray 
Spectroscopy (EDX) โดยตรวจวดั 2 สว่นคือ การตรวจวดัปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรัสท่ี
สะสมบนตวัเซลล์ และการตรวจวดัปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรัสท่ีสะสมบนพืน้ผิวของ
ฟิล์ม โดยผลการ วิเคราะห์ปริมาณธาตท่ีุเกิดขึน้และสะสมบนตวัเซลล์  พบวา่ คา่อตัราสว่นโดย
น า้หนกัระหวา่งแคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัสของฟิล์มไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์มีคา่ใกล้เคียงกนั  แตเ่ม่ือ
วิเคราะห์ปริมาณธาตท่ีุเกิดขึน้และสะสมบนพืน้ผิวฟิล์ม  พบวา่ คา่อตัราสว่นโดยน า้หนกัระหวา่ง
แคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัส ของ ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 ใกล้เคียงกบัท่ีตรวจพบบนตวัเซลล์ 
ในขณะท่ีฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN และสายพนัธุ์ K8 มีคา่อตัราสว่นดงักลา่วน้อยกวา่อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิต ิจากแผนภาพแสดงปริมาณธาตตุา่งๆ ท่ีมีอยูบ่นฟิล์มไฟโบรอิน จะสงัเกตพบวา่ 
เม่ือตรวจวดัปริมาณธาตบุนตวัเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนฟิล์มไฟโบรอินทัง้ 3 สายพนัธุ์พบพีคของธาตุ
แคลเซียม ( Ca) และฟอสฟอรัส  (P) ในปริมาณคอ่นข้างสงู  เม่ือตรวจวดัปริมาณธาตท่ีุสะสมบน
พืน้ผิวของฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN และสายพนัธุ์ K8 จะพบพีคของซิลิกา ( Si) ซึง่เป็ น
องค์ประกอบหลกัของกระจกท่ีใช้เป็นวสัดรุองรับในการขึน้รูปฟิล์มและพบพีคธาตแุคลเซียมและ
ฟอสฟอรัสเล็กน้อย ทัง้นีก้ลบัไมพ่บพีคของซิลิกาบนฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 แตพ่บพีคธาตขุอง
แคลเซียมและฟอสฟอรัสเหมือนท่ีตรวจวดัปริมาณธาตบุนตวัเซลล์  ผลการวิเคราะห์แคลเซียมด้วย
เทคนิค EDX มีความสอดคล้องกบัผลการวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียมด้วยเทคนิค Calcium assay 
กลา่วคือ ปริมาณของแคลเซียมท่ีตรวจพบกรณีเพาะเลีย้ง เซลล์บนฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มี
มากกวา่กรณีเพาะเลีย้ง เซลล์บนฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN และสายพนัธุ์ K8 ซึง่แสดงวา่ ฟิล์ม  
ไฟโบรอินสายพนัธุ์ K1 มีแนวโน้มท่ีจะชว่ยสนบัสนนุให้เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูเปล่ียนแปลงไป
เป็นเซลล์กระดกูได้ดีกวา่ฟิล์มไฟโบรอินอีกสองสายพนัธุ์ ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากฟิล์มไฟโบรอินสาย
พนัธุ์ K1 มีสมบตัคิวามชอบน า้มากกวา่ฟิล์มไฟโบรอินสายพนัธุ์ NN และสายพันธุ์ K8 ท าให้ชว่ย
สง่เสริมการยดึเกาะของเซลล์ได้มากกวา่ และสง่ผลให้มีเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหนสูามารถ
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูได้ดีกวา่  

 

 



98 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 ในการวิเคราะห์สมบตัทิางเคมีของฟิล์มไฟโบรอิน ควรมีการวิเคราะห์สมบตัพืิน้ผิวของฟิล์ม  

ไฟโบรอินแตล่ะสายพนัธุ์ด้วยเทคนิค X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) เพ่ือชว่ยในการ

อธิบายสมบตัอ่ืินได้ดียิ่งขึน้ แตใ่นงานวิจยันีไ้มไ่ด้ท าเพราะมีข้อจ ากดัเก่ียวกบัเคร่ืองมือท่ีใช้ในการ

วิเคราะห์ 
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ภาคผนวก ก. 

การเตรียมสารเคมีส าหรับใช้ในการท า Gel Electrophoresis 

การเตรียมสารละลายผสมระหวา่ง Acrylamide ท่ีมีความเข้มข้น 30% และ Bis-acrylamide ท่ีมี

ความเข้มข้น 0.8% 

1. ชัง่สาร  Acrylamide และ Bis-acrylamide ปริมาณ 75 และ 2 กรัม ตามล าดบั  
2. น าสารในข้อท่ี 1 มาละลายในน า้กลัน่และปรับปริมาตรให้ได้ 250 มิลลิลิตร แล้วน าสารละลยท่ี
ได้กรองด้วยกระดาษกรอง 
3. น าสารละลายผสมท่ีได้เก็บในขวดสีชาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

การเตรียมสารละลาย Tri-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ (คา่ pH = 8.8) 

1. ชัง่สาร Tris(hydroxymethyl)-aminomethane ปริมาณ 45.41 กรัม แล้วน าไปละลายในน า้กลัน่  
2. น าสารละลายจากข้อท่ี 1 มาปรับคา่  pH ให้เทา่กบั 8.8 โดยใช้สารละลายกรดไฮโดรคลอริก
ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
3. เตมิน า้กลัน่และปรับปริมาตรให้ได้ 250 มิลลิลิตร 

การเตรียมสารละลาย Tri-HCl ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ (คา่ pH = 6.8) 

1. ชัง่สาร Tris(hydroxymethyl)-aminomethane ปริมาณ 15.14 กรัม แล้วน าไปละลายในน า้กลัน่  
2. น าสารละลายจากข้อท่ี 1 มาปรับคา่  pH ให้เทา่กบั 6.8 โดยใช้สารละลายกรดไฮโดรคลอริก
ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
3. เตมิน า้กลัน่และปรับปริมาตรให้ได้ 250 มิลลิลิตร 

สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม 12% Separating gel 

30% Acrylamide/0.8% Bisacrylamide 4.0 มิลลิลิตร 
1.5 M Tris-HCl 2.5 มิลลิลิตร 
10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 100 ไมโครลิตร 
น า้กลัน่ 3.3 มิลลิลิตร 
10% Ammonium persulfate 100 ไมโครลิตร 
N,N,N’,N’-tetramethylethylene diamine (TEMED) 8 ไมโครลิตร 
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สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม 15% Separating gel 

30% Acrylamide/0.8% Bisacrylamide 5.0 มิลลิลิตร 
1.5 M Tris-HCl 2.5 มิลลิลิตร 
10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 100 ไมโครลิตร 
น า้กลัน่ 2.3 มิลลิลิตร 
10% Ammonium persulfate 100 ไมโครลิตร 
N,N,N’,N’-tetramethylethylene diamine (TEMED) 8 ไมโครลิตร 

สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม 5% Stacking gel 

30% Acrylamide/0.8% Bisacrylamide 0.67 มิลลิลิตร 
0.5 M Tris-HCl 0.5 มิลลิลิตร 
10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 40 ไมโครลิตร 
น า้กลัน่ 2.7 มิลลิลิตร 
10% Ammonium persulfate 40 ไมโครลิตร 
N,N,N’,N’-tetramethylethylene diamine (TEMED) 4 ไมโครลิตร 

สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม 5 เทา่ของ Electrophoresis buffer 

Tris base 15.1 กรัม 
Glycine 72 กรัม 
SDS 5 กรัม 
น า้กลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 
หมายเหตุ: มีการควบคมุคา่ pH เทา่กบั 8.4 และเม่ือน าไปใช้จะต้องท าการเจือจางเป็น 1 เทา่ 

สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม 5 เทา่ของ Samaple buffer 

1M Tris-HCl (pH 6.8) 0.6 มิลลิลิตร 

50% Glycerol 5 มิลลิลิตร 

10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 2 มิลลิลิตร 

β-mercaptoethanol 0.5 มิลลิลิตร 

1% Bromphynol blue 1 มิลลิลิตร 
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สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม Staining solution 

Coomassie Brilliant blue R-250 1 กรัม 

Methanol 450 มิลลิลิตร 

Glacial acetic acid 100 มิลลิลิตร 

น า้กลัน่ 450 มิลลิลิตร 

สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียม Staining solution 

Methanol 100 มิลลิลิตร 

Glacial acetic acid 100 มิลลิลิตร 

น า้กลัน่ 300 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข. 
 

การสกัดไฟโบรอินจากต่อมไหมส่วนท้าย (Posterior silk gland; Pd) ที่ได้จากหนอนไหม 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
   
 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปท่ี ข.1 ขัน้ตอนการสกดัไฟโบรอินจากตอ่มไหมสว่นท้ายท่ีได้จากหนอนไหม  

หนอนไหมสายพนัธุ์
นางลาย 

ก าจดัสว่นทางเดนิอาหารและตอ่ม
ไหมสว่นหน้าออก แล้วสกดัเฉพาะ

ตอ่มไหมสว่นท้าย 
ตอ่มไหมสว่นท้าย 

น าตอ่มไหมสว่นหลงัผสมกบั  
สาระละลายลิเทียมโบรไมด์ 
ความเข้มข้น 9.3 โมลาร์ 

น าสารละลายท่ีได้มาไดอะไลส์
และเปล่ียนน า้วนัละ 3 ครัง้ 

เป็นเวลา 3 วนั 

สารละลายไฟโบรอินท่ีสกดั
ได้จากตอ่มไหมสว่นท้าย 
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การสกดัไฟโบรอินจากตอ่มไหมสว่นท้ายท่ีได้จากหนอนไหม 

1. น าหนอนไหมท่ีผา่นการแชแ่ข็งมาตัง้ทิง้ไว้เพ่ือให้น า้แข็งละลายและตรึงด้วยเข็มหมดุบริเวณ
สว่นหวัและสว่นท้ายของล าตวัหนอนไหม 

2. ก าจดัสว่นท่ีเป็นทางเดนิอาหารและตอ่มไหมสว่นหน้า (Anterior silk gland) ออก 

3. น าตอ่มไหมสว่นท้าย (Posterior silk gland) ท่ีได้ผสมกบัสารละลายลิเทียมโบรไมด์ ( LiBr) 
ท่ีมีความเข้มข้น 9.3 โมลาร์ 

4. ไดอะไลส์สารละลายไฟโบรอินโดยใช้ถงุไดอะไลส์ ( MWCO เทา่กบั 12,000-16,000) ในน า้
ปราศจากประจุ เพ่ือก าจดัลิเทียมโบร์ไมด์ โดยจะเปล่ียนน า้  3 ครัง้ตอ่วนั คือ ชว่งเช้า ชว่งกลางวนั
และชว่งเย็น จนคา่การน าไฟฟ้าของน า้ท่ีผา่นการไดอะไลส์แล้วมีคา่เทา่กบัคา่การน าไฟฟ้าของน า้
ปราศจากประจ ุ

5. น าสารละลายไฟโบรอินท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 9,000 
รอบตอ่นาที  เพ่ือก าจดัตะกอนและฝุ่ นละอองในสารละลายไฟโบรอิน จะได้เป็นสารละลาย  
ไฟโบรอินท่ีต้องการ โดยขัน้ตอนการสกดัไฟโบรอินจากตอ่มไหมสว่นท้ายท่ีได้จากหนอนไหม   
แสดงดงัรูป ข.1  
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ภาคผนวก ค. 
 

กราฟมาตรฐานของการวัดจ านวนเซลล์ผิวหนังของหนูหรือเซลล์ L929 โดยวิธี MTT 
 

 

รูปท่ี ค.1 กราฟมาตรฐานของการวดัจ านวนเซลล์ผิวหนงัของหนหูรือเซลล์ L929 โดยวิธี MTT 
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ภาคผนวก ง. 
 

กราฟแสดงการเจริญเตบิโตของเซลล์ผิวหนังของหนู (L929) บนพืน้ผิววัสดุประเภทต่างๆ 
 

 

รูปท่ี ง.1 กราฟแสดงการเจริญเตบิโตของ เซลล์ผิวหนงัของหนหูรือเซลล์ L929 บนฟิล์มไฟโบรอิน
พนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 ( NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ นครราชสีมา 1 (K1) และฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์
นครราชสีมา 2 (K8) และถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน  (TCP) ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM  
ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์  
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ภาคผนวก จ. 
 

กราฟมาตรฐานของการวัดจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูกของหนู (MSC) โดยวิธี MTT 
 

 

รูปท่ี จ.1 กราฟมาตรฐานของการวดัจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู(MSC) โดยวิธี MTT 
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ภาคผนวก ฉ. 
 

กราฟแสดงการเจริญเตบิโตของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูกของหนู (MSC)  
บนพืน้ผิววัสดุประเภทต่างๆ 

 

 

รูปท่ี ฉ.1 กราฟแสดงการเจริญเตบิโตของ เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู( MSC) บนฟิล์ม  
ไฟโบรอินพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 ( NN) ฟิล์มไฟโบรอินพนัธุ์ นครราชสีมา 1 (K1) และฟิล์ม  
ไฟโบรอินพนัธุ์นครราชสีมา 2 (K8) และถาดเพาะเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีน  (TCP) ในอาหารเลีย้ง
เซลล์ชนิด α-MEM ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 
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ภาคผนวก ช. 
 

กราฟมาตรฐานของการวัดจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูกของหนู (MSC) โดยวิธี DNA 
 

 

รูปท่ี ช.1 กราฟมาตรฐานของการวดัจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูของหน ู(MSC) โดยวิธี DNA 
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ภาคผนวก ซ. 
 

กราฟมาตรฐานของการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ Alkaline phosphatase (ALP) 
 

 

รูปท่ี ซ.1 กราฟมาตรฐานของการวดัคา่กิจกรรมของเอนไซม์ Alkaline phosphatase (ALP) 
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ภาคผนวก ฌ. 
 

กราฟมาตรฐานของการวัดปริมาณแคลเซียม 
 

 

รูปท่ี ฌ.1 กราฟมาตรฐานของการวดัปริมาณแคลเซียม 
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