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บทคัดย่อภาษาไทย 

ต้นพร ล้้าเลิศ : การพัฒนาและความสามารถในการสร้างกระดูกของโครงเลี้ยงเซลล์ท่ีผลิตจากไฟโบรอินไหม
ไทย เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค (DEVELOPMENT AND OSTEOGENESIS OF SCAFFOLD 
PREPARED FROM THAI SILK FIBROIN, GELATIN AND HYALURONIC ACID) อ.ท่ีปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร.ศิริพร ด้ารงค์ศักดิ์กุล, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร. น.สพ.กัมปนาท สุนทร
วิภาต{, 139 หน้า. 

 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความสามารถในการสร้างเน้ือเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองของโครงเลี้ยง
เซลล์สามมิติ 3 ชนิด ท่ีมีไฟโบรอินไหมไทยเป็นองค์ประกอบหลัก ได้แก่ โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีเตรียมด้วยวิธี
ก้าจัดเกลือออกและปรับปรุงพื้นผิวด้วยการคอนจูเกตกับเจลาติน  (CGSF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีเตรียมด้วย
วิธีก้าจัดเกลือออกและปรับปรุงพื้นผิวด้วยการคอนจูเกตกับเจลาตินและการสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์  (CGSF4) และ
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีเตรียมด้วยวิธีก้าจัดเกลือออกและปรับปรุงพื้นผิวด้วยการเคลือบกรดไฮยาลูรอนิค  
(HSF) โดยโครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) และโครงเลี้ยงเซลล์
ไฟโบรอินไหมไทยท่ีเคลือบด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) มีพื้นผิวเรียบและมีรูพรุนเชื่อมต่อกัน ในขณะท่ีโครงสร้างสัณฐาน
ของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) น้ันมีพื้นผิวขรุขระ
เน่ืองจากการสะสมผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์บนโครงเลี้ยงเซลล์  จากการศึกษาความสามารถของโครงเลี้ยงเซลล์ในการ
สร้างเน้ือเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลอง โดยการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ท่ีผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไข
กระดูกของหนูแทนท่ีกระดูกเรเดียสของหนูวิสต้าท่ีถูกตัดออก (6 มิลลิเมตร) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมซึ่งไม่มีการฝัง
โครงเลี้ยงเซลล์ ด้วยการถ่ายภาพรังสี (X-ray) และการถ่ายภาพด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร (micro-
CT) พบว่า เมื่อเวลาผ่านไป 12 สัปดาห์ มีการสร้างกระดูกใหม่บริเวณส่วนต้นของกระดูกเรเดียสในเกือบทุกกลุ่ม  ยกเว้น
ในกลุ่มท่ีฝังโครงเลี้ยงเซลล์ CGSF4 ท่ีผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ (CGSF4 with cells) อน่ึง โครงเลี้ยงเซลล์ CGSF4 
สามารถชักน้าให้เกิดการสร้างกระดูกใหม่ได้ดีท่ีสุด โดยพบค่าร้อยละของความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูก (% BMD) 
ท่ีสูงท่ีสุดและมีค่าร้อยละของปริมาตรของกระดูกท่ีสร้างใหม่เทียบกับปริมาตรของเน้ือเยื่อท่ีสร้างใหม่ท้ังหมด  (% Bone 
volume) ท่ีสูง นอกจากน้ียังพบการสร้างกระดูกใหม่บริเวณตรงกลางของโครงเลี้ยงเซลล์ในกลุ่มท่ีฝังโครงเลี้ยงเซลล์
เท่าน้ัน ยกเว้นในกลุ่มท่ีฝังโครงเลี้ยงเซลล์ HSF ท่ีผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ (HSF with cells) โดยสังเกตเห็นว่าการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ CGSF และโครงเลี้ยงเซลล์ CGSF4 สามารถส่งเสริมการสร้างกระดูกและเพิ่มความ
หนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูกใหม่ที่สร้างขึ้นได้ใกล้เคียงกับกระดูกปกติ จากการวิเคราะห์ทางจุลพยาธิในเชิงกึ่งปริมาณ 
พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ CGSFและโครงเลี้ยงเซลล์ HSF มีศักยภาพในการสร้างเน้ือเยื่อกระดูกใหม่มากท่ีสุด ซึ่งพิจารณาได้
จากการเติมเต็มของเซลล์ Osteobalst การเกิดเนื้อเยื่อพังผืด การสร้างหลอดเลือดใหม่ และการเกิดสารแข็งคล้ายกระดูก 
โดยไม่พบความแตกต่างระหว่างกลุ่มท่ีผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกก่อนการฝัง  ผล
การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ CGSF4 และโครงเลี้ยงเซลล์ CGSF มีศักยภาพสูงในการใช้เป็นกระดูกเทียม
เพื่องานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก 
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This research aims to study in vivo osteogenic potential of three groups of three-
dimensional Thai silk fibroin-based scaffolds, including Thai silk fibroin scaffolds prepared via salt-
leaching and modified by gelatin conjugation (CGSF), Thai silk fibroin scaffold/conjugated 
gelatin/deposited hydroxyapatite (CGSF4), and Thai silk fibroin scaffold/coated hyaluronic acid. The 
morphology of Thai silk fibroin scaffold conjugated with gelatin (CGSF) and Thai silk fibroin scaffold 
coated with hyaluronic acid (HSF) showed smooth surface and interconnected porous network. In 
contrast, the morphology of Thai silk fibroin scaffold conjugated with gelatin and deposited with 
hydroxyapatite (CGSF4) showed rough surface because of the deposited hydroxyapatite crystal on 
the scaffold. The osteogenic potential of scaffolds (with or without mesenchymal stem cell (MSC) 
seeding) in wistar rat models was evaluated by implanting the scaffold in the bone defect (6 mm) in 
the radius bone of rat, comparing to a control group (sham, no implanted scaffold).  After 12 weeks, 
bone regeneration was analysed by X-ray and micro-CT. The images indicated that new bone was 
found from the proximal end of the bones in all groups with implanted scaffolds except CGSF4 
scaffold with cell sedding (CGSF4 with cells). In addition, the highest % bone mineral density (% 
BMD) and high % bone volume, analysed from micro-CT results, was notified in the case of CGSF4 
scaffold. Moreover, in all groups implanted with scaffolds, new bone in the middle of scaffolds was 
found, but not in the control group and HSF scaffold with cell seeding (HSF with cells). The results 
showed that pre-seeding of MSC on CGSF and CGSF4 scaffolds could support new bone formation 
in the middle of scaffolds and increase % BMD upto the value detected from normal bone. The result 
of histopathological semi-quantitative analysis showed that CGSF and HSF scaffolds effectively 
enhanced new bone formation as evaluated by osteoblast infiltration, fibrosis, neovascularization and 
callus formation. In addition, pre-cell seeding could not induce any remarked staining results in all 
groups. The in vivo study suggested that CGSF4 and CGSF scaffolds had a high potential to be 
employed as bone scaffold for bone tissue engineering. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1  ที่มาของงานวิจัย  

ต้ังแต่อดีตถึงปัจจุบัน กระดูกหัก (bone fraction) เป็นภาวะที่พบได้บ่อยทั้งในเด็กและ
ผู้ใหญ่ ส่วนมากมักเกิดจากการบาดเจ็บในผู้สูงอายุที่มีภาวะกระดูกเสื่อมและเปราะ ท้าให้เกิดการ
หักได้มากกว่าคนวัยหนุ่มสาว พบได้บ่อยบริเวณกระดูกต้นขาและสะโพก รักษาด้วยการใส่เฝือก
หรือดามกระดูกส่วนที่หัก หากกระดูกหักเป็นชิ้นเล็ก ๆ จ้านวนมาก หรือมีแผลเปิดจะเสี่ยงต่อการ
ติดเชื้อรุนแรง อาจต้องรักษาโดยการตัดอวัยวะหรือกระดูกส่วนนั้นไป ท้าให้เกิดช่องว่างระหว่าง
กระดูกซึ่งต้องท้าการรักษาโดยการใส่กระดูกทดแทน การรักษาที่ดีที่สุดคือ การปลูกถ่ายกระดูก
ผู้ป่วยเองเนื่องจากไม่ก่อให้เกิดภูมิคุ้มกันต่อต้านและไม่น้าพาเชื้อโรคแต่จะต้องท้าการผ่าตัดหลาย
ครั้ง ท้าให้เกิดความเจ็บปวดและเสี่ยงต่อการติดเชื้อเพิ่ม รองลงมาคือ การรักษาโดยการปลูกถ่าย
กระดูกจากผู้อ่ืน ซึ่งหลีกเลี่ยงการผ่าตัดซ้้าซ้อนของผู้ป่วยได้แต่เสี่ยงต่อการติดเชื้อและมีการแพร่
ของเชื้อโรคจากผู้บริจาคกระดูก อีกทั้งยังอาจก่อให้เกิดปฏิกิริยาตอบสนองทางภูมิคุ้มกันได้ 
(immune response) [Langer and Vacanti, 1993, Goldberg, V.M. 1987, Doron, I. และ 
Amy, L. 2002] ดังนั้นจึงมีการศึกษาพัฒนาวัสดุเลียนแบบชีวภาพ (biomimetic materials) มาใช้
เป็นกระดูกทดแทนเพื่อให้สามารถซ่อมแซมเนื้อเยื่อกระดูกได้ โดยใช้ความรู้ทางวิศวกรรมเนื้อเยื่อ
ซึ่งประกอบด้วย 3 องค์ประกอบคือ โครงเลี้ยงเซลล์ (scaffold) เซลล์ (cell) และสารโปรตีนกระตุ้น
การเจริญเติบโต (growth factor) [Drosse, I. และคณะ 2008] 

โครงเลี้ยงเซลล์เป็นโครงสร้างสามมิติที่สามารถเหนี่ยวน้าให้เซลล์มายึดเกาะได้ดี และ
กระตุ้นการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อกระดูกใหม่ในร่างกาย โครงเลี้ยงเซลล์มักจะถูกพัฒนามาจาก
ชีววัสดุที่ได้จากธรรมชาติเพื่อให้โครงเลี้ยงเซลล์มีความสามารถในการเข้ากันได้กับเซลล์ของมนุษย์
เป็นอย่างดีและไม่เป็นพิษต่อเซลล์ อาทิ  คอลลาเจน แอลจีเนต เจลาติน กรดไฮยาลูรอนิค              
ไฟโบรอินไหม ไคโตซาน เป็นต้น  หรือพัฒนาจากวัสดุสังเคราะห์เพื่อสะดวกต่อการใช้งานใน
ปริมาณมากและสามารถควบคุมสมบัติต่าง ๆ ได้ตามต้องการ  อาทิ ไฮดรอกซีอะพาไทต์ เบตา-   
ไตรแคลเซียมฟอสเฟต กรดพอลิไกลโคลิก กรดพอลิแลคติก เป็นต้น [Peter, X. M. และคณะ 
2004, Karageorgiou, V. และ Kaplan, D. 2005, Hutmacher, D. W. 2000]   
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ไฟโบรอินไหมไทย เป็นโปรตีนที่ได้จากรังไหมของหนอนไหมเลี้ยงสายพันธุ์ Bombyx mori 
แต่รังไหมไทยจะมีสีเหลือง และมีกาวไหม หรือ เซริซิน มากกว่าไหมชนิดอ่ืนๆ ไฟโบรอินเป็นโปรตีน
ที่ไม่ละลาย มีประมาณร้อยละ 75-80 ของน้้าหนักไหมดิบ ไฟโบรอินถูกน้ามาใช้เป็นชีววัสดุในการ
ท้าโครงเลี้ยงเซลล์ส้าหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อได้หลากหลายรูปแบบ ทั้งในรูปแบบแผ่นเจล เส้นใย 
นาโน และโครงสร้างพรุนคล้ายฟองน้้า เนื่องจากมีสมบัติเชิงกลที่ดี มีความแข็งแรง และมีสมบัติ
ทางชีวภาพที่เข้ากันกับเซลล์ในร่างกายได้เป็นอย่างดี  มีอัตราการย่อยสลายที่ช้า [Srihanam, P. 
และคณะ 2009, Inoue, S. และคณะ 2000] ส่วนเจลาตินเป็นโปรตีนที่สกัดได้จากคอลลาเจนที่
เป็นองค์ประกอบหลักของเนื้อเยื่อ  ผิวหนัง กระดูกของมนุษย์และสัตว์ โดยทั่วไปเจลาตินจะถูกใช้
งานทางด้านเภสัชกรรมและทางการแพทย์ เนื่องจากเจลาตินมีสมบัติในการย่อยสลายทางชีวภาพ
และมีสมบัติการเข้ากันได้ดีกับร่างกาย เจลาตินจึงได้รับการยอมรับว่าเป็นสารที่ปลอดภัยเมื่อ
น้ามาใช้เปน็ส่วนประกอบของยาและอวัยวะเทียม [Tabata, Y. และ Ikada, Y. 1998]  

วัสดุอีกชนิดหนึ่งคือ ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Hydroxyapatite) ซึ่งเป็นสารอนินทรีย์ที่เป็น
องค์ประกอบของกระดูกและเป็นผลึกที่เกิดจากการก่อตัวของแคลเซียมและฟอสฟอรัส มีสมบัติเข้า
กันได้กับเซลล์ของสิ่งมีชีวิต สามารถเพิ่มการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกของ Osteoblast 
ส่งเสริมการเคลื่อนย้ายของเซลล์กระดูกที่มีการเปลี่ยนแปลงแล้วนั้นไปยังบริเวณที่เกิดบาดแผล 
(osteoconduction) และเพิ่มการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกได้ [Chang, B. S. และคณะ 2000] จึงนิยม
ใช้ไฮดรอกซีอะพาไทต์เป็นวัสดุในการซ่อมเสริมกระดูกในรูปแบบของโครงเลี้ยงเซลล์ และน้ามา
เคลือบพื้นผิวของอวัยวะเทียมที่เป็นโลหะ เช่น ข้อต่อเทียม เพื่อปรับปรุงสมบัติทางชีวภาพให้มี
ความเข้ากันได้กับร่างกายมากยิ่งขึ้น [Yoshikawa, H. และคณะ 2009, Cox, S. C. และคณะ 
2015] 

จากผลงานวิจัยของคณะผู้วิจัยที่ท้าการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วย
เทคนิคการชะเกลือออกแล้วศึกษาผลกระทบจากการเชื่อมขวางเจลาตินที่มีต่อสมบัติทางกายภาพ 
และทางชีวภาพ พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่มีการปรบปรุงพื้นผิวด้วยการเชื่อมขวาง
กับเจลาตินมีโครงสร้างที่แข็งแรง โดยดูจากค่ามอดูลัสของการกดซึ่งมีค่าสูงขึ้นร้อยละ 93 และ
สามารถส่งเสริมการยึดเกาะ การเจริญเติบโตของเซลล์ mouse osteoblast-like cells (MC3T3-
E1) บนโครงเลี้ยงเซลล์ได้ดี [Chamchongkaset, J. และคณะ 2008] ต่อมาได้มีการพัฒนาโครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เชื่อมขวางด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์บนพื้นผิว แล้ว
น้าโครงเลี้ยงเซลล์ทั้งหมดไปศึกษาการตอบสนองของเนื้อเยื่อและการย่อยสลายทางชีวภาพ ผล
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การทดสอบการย่อยสลายทางชีวภาพในห้องปฏิบัติการโดยเอนไซม์คอลลาจีเนส พบว่าโครงเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรอินและเจลาตินที่ผ่านการเชื่อมขวางเกิดการย่อยสลายช้าที่สุด การทดสอบการย่อย
สลายในสิ่งมีชีวิต โดยการฝังใต้ผิวหนังของหนู wistar rat เป็นเวลา 12 สัปดาห์ และผลการ
ตอบสนองของเนื้อเยื่อตามมาตรฐาน ISO10993-6 พบว่าหลังจากการฝังเป็นเวลา 2 และ 4 
สัปดาห์ โครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 4 ชนิดถูกประเมินอยู่ในกลุ่มวัสดุประเภท “ไม่ระคายเคือง” ถึง “ระคาย
เคืองเล็กน้อย” เมื่อเปรียบเทียบกับ Gelfoam® ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์เชิงพาณิชย์ที่เป็นกลุ่มควบคุม จึง
สรุปได้ว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตจากไฟโบรอินไหมไทยเป็นองค์ประกอบหลัก มีศักยภาพในการ
น้าไปใช้เป็นวัสดุทางการแพทย์ได้ [Tungtasana, H. และคณะ 2010] นอกจากนี้โครงเลี้ยงเซลล์  
ไฟโบรอินไหมไทยด้วยเจลาตินที่มีการสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่พื้นผิวยังผ่านการทดสอบความ
ปลอดภัยโดยสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 4 ประเภท ได้แก่     
การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันต่อระบบร่างกายของสัตว์ทดลอง (Systemic injection test) 
การทดสอบการระคายเคืองต่อผิวหนังแบบเฉียบพลัน (Acute dermal irritation test) การทดสอบ
การแพ้ของผิวหนัง (Skin sensitization test) และการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อ
เพาะเลี้ยง (Cytotoxicity test) โดยผลการทดสอบระบุว่า โครงเลี้ยงเซลล์นี้ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และ
สัตว์ทดลอง ไม่มีการระคายเคืองแบบเฉียบพลัน ไม่ก่อให้เกิดผื่นแดงและการบวมที่ผิวหนังของ
สัตว์ทดลอง (ศิรพิร และคณะ, 2554) 

นอกจากไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และไฮดรอกซีอะพาไทต์แล้ว กรดไฮยาลูรอนิคซึ่งเป็น
ไกลโคอะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan) ที่พบได้มากในเนื้อเยื่อและ extracellular matrix 
ของระบบกล้ามเนื้อและกระดูก สามารถสกัดได้จากเนื้อเยื่อของสัตว์ เช่น หงอนไก่ ลูกตา สาย
สะดือ หรือผลิตจากกระบวนการหมักของจุลชีพ  มีสมบัติที่สามารถเข้ากันได้กับเซลล์ของสิ่งมีชีวิต 
(biocompatibility)  [Zanchetta, P. และคณะ 2003, Lei, Y. และคณะ 2011] โดยมีรายงาน
การศึกษาสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอิน/กรดไฮยาลูรอนิค ซึ่งเตรียมโดยการเติมกรดไฮยา-    
ลูรอนิคในสารละลายไฟโบรอินและใช้ EDC เป็นสารเชื่อมขวาง พบว่ามีสมบัติทางกายภาพที่ดี 
และการเพิ่มปริมาณของกรดไฮยาลูรอนิคมีผลต่อการบวมน้้าของโครงเลี้ยงเซลล์  อีกทั้งพบว่าโครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินและกรดไฮยาลูรอนิคเอ้ือต่อการมีชีวิตรอด (survival) มีการเคลื่อนที่ 
(migration) และเกาะยึด (adhesion) ของเซลล์ต้นก้าเนิดของประสาท (Neural stem cells) ของ
หนู Sprague Dawley บนพื้นผิวโครงเลี้ยงเซลล์ [Ren, Y.J. และคณะ 2009] นอกจากนี้ยังมี
รายงานผลของกรดไฮยาลูรินิคที่มีต่อการกระตุ้นให้เกิดการสร้างกระดูกใหม่ (Osteoinduction) ใน
สัตว์ทดลอง พบว่าในสัตว์ทดลองที่ไม่มีการปลูกถ่ายกรดไฮยาลูรอนิคลงไปในบริเวณช่องว่างของ



 10 

กระดูก จะมีการสร้างกระดูกใหม่โดยการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ Osteoblast ภายใน 1 
อาทิตย์ ในขณะที่สัตว์ทดลองที่ได้รับการปลูกถ่ายกรดไฮยาลูรอนิค มีการสร้างกระดูกใหม่ภายใน 
4 วัน [Sasaki, T. และ Watanabe, C. 1995] 

ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษาเปรียบเทียบความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อ
กระดูกในสัตว์ทดลองของโครงเลี้ยงเซลล์สามมิติ 3 ชนิด คือ โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
คอนจูเกตด้วยเจลาติน โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและมีการ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์บนพื้นผิว ซึ่งคัดเลือกมาจากรายงานของ Tungtasana, H. และคณะ 
2010 และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบด้วยกรดไฮยาลูรอนิคซึ่งเตรียมขึ้นในงานวิจัย
น้ี เพื่อประเมินศักยภาพการใช้ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกเบื้องต้น 
 

1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1.2.1 พัฒนาโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคและ
ศึกษาโครงสร้างพื้นฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ดังกล่าว 

1.2.2 ศึกษาความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองของโครงเลี้ยงเซลล์    
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่      
คอนจูเกตด้วยเจลาตินและมีการสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์บนพื้นผิว และโครงเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค ทั้งกรณีที่มีและไม่มีการ 
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกหนู 

 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

1.3.1 เตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วยวิธีการก้าจัดเกลือออก (Salt-leaching)  
1.3.2 เคลือบโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วยสารละลายกรดไฮยาลูรอนิค  
1.3.3 ผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน และโครงเลี้ยงเซลล์  

ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและมีการสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์บน
พื้นผิวตามรายงานของ Tungtasana, H. และคณะ 2010 

1.3.4 วิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 3 ชนิด  
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1.3.5 ทดสอบความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลอง (หนูวิสต้า) ของโครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและมีการสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์บนพื้นผิว และโครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบด้วยกรดไฮยาลูรอนิค โดยเปรียบเทียบกับโครง
เลี้ยงเซลล์ทั้ง 3 ชนิดที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกของหนู  
 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่ถูกเคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่สามารถ
เอื้อต่อการเจริญและเปลี่ยนแปลงของเซลล์ต้นก้าเนิดไขกระดูกไปเป็นเนื้อเยื่อกระดูก
ใหม่ 

1.4.2 โครงเลี้ยงเซลล์สามมิติที่มีไฟโบรอินไหมไทยเป็นองค์ประกอบหลักที่มีศักยภาพใน
การใช้เป็นกระดูกเทียมเพื่องานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก 
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บทที่ 2  

        ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

2.1 วิศวกรรมเนื้อเยื่อ  

วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue Engineering) เป็นศาสตร์สหสาขาแขนงหนึ่งที่อาศัยองค์
ความรู้ทางด้านวิศวกรรมศาสตร์ วัสดุศาสตร์ ชีววิทยาของเซลล์  อณูชีววิทยา เคมี ฟิสิกส์ และ
แพทยศาสตร์ เพื่อการทดแทน ซ่อมแซม ปรับปรุงการท้างาน และฟื้นฟูรักษาเนื้อเยื่อหรืออวัยวะที่
เกิดการเสียหาย ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อหรืออวัยวะที่ไม่สามารถสร้างใหม่ทดแทนได้ในมนุษย์ เช่น  กระดูก 
กระดูกอ่อน เส้นประสาท เป็นต้น [Langer, R. และ Vacanti, J.P. 1993, Cancedda, R. และ
คณะ 2003]  

ปัญหาการบาดเจ็บและเกิดความเสียหายของกระดูกเกิดขึ้นได้จากหลายสาเหตุ เช่น โรค
ทางกระดูก การบาดเจ็บจากอุบัติเหตุหรือการผ่าตัด ความพิการแต่ก้าเนิด เป็นต้น  โดยทั่วไป
รักษาโดยการใส่เฝือกหรือการผ่าตัดใส่โลหะเพื่อดามกระดูกส่วนที่หัก แต่หากกระดูกหักเป็นชิ้น  
เล็ก ๆ จ้านวนมาก หรือมีแผลเปิดจะเสี่ยงต่อการติดเชื้อรุนแรง อาจต้องรักษาโดยการตัดอวัยวะ
หรือกระดูกส่วนนั้นไป ท้าให้เกิดช่องว่างระหว่างกระดูก ต้องท้าการรักษาด้วยวิธีการปลูกถ่าย
กระดูกทดแทน ซึ่งโดยทั่วไปมี 3 วิธีคือ [Goldberg, V.M. 1987, Doron, I. และ Amy, L. 2002] 

1. การปลูกถ่ายกระดูกจากตัวผู้ป่วยเอง (autograft) เป็นวิธีการรักษาแบบมาตรฐาน 
เนื่องจากไม่ก่อให้เกิดภูมิคุ้มกันต่อต้านและไม่น้าพาเชื้อโรค อีกทั้งมีประสิทธิภาพสูง
กว่าการใช้วัสดุทดแทนชนิดอ่ืน เนื่องจากมีเนื้อเยื่อที่สามารถเจริญไปเป็นกระดูก 
(osteogenic) จึงสามารถเหนี่ยวน้าให้เกิดการสร้างกระดูก (osteoinductive) และ   
ชักน้าเนื้อเยื่อกระดูก (osteoconductive) แต่ต้องท้าการผ่าตัดหลายครั้งเพื่อให้ได้
จ้านวนกระดูกจากผู้ป่วยที่มากพอ ท้าให้เกิดความเจ็บปวด อีกทั้งการผ่าตัดที่มากครั้ง
ยังเพิ่มความเสี่ยงในการติดเชื้อซึ่งก่อให้เกิดการอักเสบ  และอาจกระทบอวัยวะ
ข้างเคียง 

2. การปลูกถ่ายกระดูกจากผู้อ่ืน (allograft) เป็นวิธีการรักษาโดยน้ากระดูกที่ได้รับจาก
สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน แต่ไม่ใช่ของตัวผู้ป่วยเองมาผ่านกระบวนการเตรียมก่อนปลูก
ถ่ายในผู้ป่วย เนื่องจากไม่ได้ใช้กระดูกจากตัวผู้ป่วยเองจึงหลีกเลี่ยงอาการบาดเจ็บ
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บริเวณที่ต้องตัดชิ้นกระดูกของผู้ป่วย สามารถรวบรวมจากผู้บริจาคหลายคน ท้าให้มี
กระดูกที่จะน้ามาปลูกถ่ายมากเพียงพอ แต่มีข้อเสียคือ เสี่ยงต่อการติดเชื้อและมีการ
แพร่ของเชื้อโรคจากผู้บริจาคกระดูก เช่น เชื้อเอชไอวี (Human immunodeficiency 
virus, HIV)  และเชื้อไวรัสตับอักเสบ เป็นต้น กระดูกผู้บริจาคถูกน้ามาผ่านกระบวน 
การเตรียมได้เป็นผลิตภัณฑ์หลายประเภท เช่น 1) กระดูกส้าหรับปลูกถ่ายชนิดแช่เย็น
จัด (fresh frozen allograft) มีสมบัติความแข็งแรงเชิงกลเหมือนกระดูกทั่วไปแต่ 
สามารถก่อให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันได้ (immunogenicity) 2) กระดูก
ส้าหรับปลูกถ่ายชนิดท้าให้แห้งด้วยความเย็น (freeze dry bone allograft, FDBA) มี
สมบัติความแข็งแรงเชิงกลน้อยกว่ากระดูกทั่วไปถึงร้อยละ 50 สามารถก่อให้เกิดการ
ตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน แต่มีอัตราการเกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันน้อยกว่า
กระดูกปลูกชนิดแช่เย็นจัด และ 3) กระดูกส้าหรับปลูกถ่ายชนิดที่ผ่านการลดปริมาณ
แร่ธาตุและแคลเซียม (demineralized allograft)  มีคุณสมบัติชักน้าการเกิดเนื้อเยื่อ
กระดูกที่ดี แต่มีคุณสมบัติเหนี่ยวน้าให้เกิดการสร้างกระดูกไม่ดีจึงต้องอาศัยการ
กระตุ้นจากเซลล์และสารกระตุ้นการเจริญ (growth factor) เพื่อให้เกิดการสร้าง
กระดูกต่อไป  

3. การปลูกถ่ายกระดูกจากสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน (xenograft) เป็นวิธีการรักษาโดยน้ากระดูก
ที่ได้รับจากสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกันมาผ่านกระบวนการเตรียมและปลูกถ่ายในผู้ป่วย เช่น 
การปลูกกระดูกวัวเพื่อทดแทนกระดูกคน เป็นต้น การปลูกกระดูกชนิดนี้ได้ผลที่ดี 
ราคาไม่แพง ไม่มีปัญหาในแง่ศีลธรรม แต่เสี่ยงต่อการเกิดโรคติดต่อจากสัตว์สู่คน 
(zoonosis) และการเกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของร่างกายที่ต่อต้านกระดูกที่
ปลูกถ่าย  

การรักษาด้วยวิธีการปลูกถ่ายกระดูกทุกวิธีนั้นยังต้องการการพัฒนาเพื่อให้ได้การรักษาที่
ดียิ่งขึ้น โดยเฉพาะการพัฒนากระดูกทดแทนโดยใช้ความรู้ทางวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ซึ่งประกอบด้วย
องค์ประกอบ 3 ส่วน คือ โครงเลี้ยงเซลล์ (scaffold) เซลล์ (cell) และสารกระตุ้นการเจริญเติบโต 
(growth factor) ดังรูปที่ 2.1 องค์ประกอบทั้ง 3 ส่วนล้วนเกี่ยวข้องและเสริมซึ่งกันและกัน โดยโครง
เลี้ยงเซลล์สามารถเหนี่ยวน้าให้เซลล์มายึดเกาะ และกระตุ้นการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อกระดูก
ใหม่ในร่างกาย มักจะพัฒนาจากชีววัสดุที่ได้จากธรรมชาติเพื่อให้มีความสามารถในการเข้ากันได้
กับเซลล์ของมนุษย์และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ หรือพัฒนาจากวัสดุสังเคราะห์ซึ่งสามารถผลิต ใน
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ปริมาณที่มากและสามารถควบคุมสมบัติต่าง ๆ ได้ตามต้องการ จากนั้นเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ถูกคัด
แยกออกมาจากผู้ป่วยในโครงเลี้ยงเซลล์ เซลล์นั้นจะขยายพันธุ์จนมีปริมาณมากพอในโครงเลี้ ยง
เซลล์ในระดับห้องปฏิบัติการและน้าไปปลูกถ่ายในสิ่งมีชีวิต จากนั้นเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในโครงเลี้ยง
เซลล์มีการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเนื้อเย่ือกระดูกและซ่อมแซมกระดูกให้เป็นปกติ การปลูกถ่ายกระดูก
ด้วยวัสดุทดแทนมีข้อดีคือ ไม่มีการติดต่อของโรคจากคนสู่คนหรือจากสัตว์สู่คน แต่อาจก่อให้เกิด
ภาวะภูมิคุ้มกันต่อต้านได้หากวัสดุทดแทนนั้นได้มาจากสิ่งมีชีวิต 
 

 

รูปที่ 2.1 หลักการเบื้องต้นของวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกประกอบไปด้วย โครงเลี้ยงเซลล์ 3 มิติ 
เซลล์ และสารกระตุ้นการเจริญของเซลล์ จากนั้นจึงเพาะเลี้ยงเซลล์ในระดับห้องปฏิบัติการ และ

น้าไปปลูกถ่ายในสิ่งมีชีวิตเพื่อซ่อมแซมกระดูก 
[Drosse, I. และคณะ 2008] 

 

2.2 โครงเลี้ยงเซลล์ (scaffold)  

โครงเลี้ยงเซลล์ หรือ Artificial Extracellular Matrices คือ โครงสร้างสามมิติที่สามารถให้
เซลล์ยึดเกาะเจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลงเป็นเนื้อเยื่อที่ต้องการ โดยท้าการเพาะเซลล์เข้าไปใน
โครงเลี้ยงเซลล์ ซึ่งต้องมีการแพร่ผ่านเข้าออกโครงเลี้ยงเซลล์ของสารอาหารและสารชนิดอ่ืนๆ เช่น 
สารกระตุ้นการเจริญเติบโต เป็นต้น อีกทั้งยังต้องมีสิ่งกระตุ้นทางกายภาพ สิ่งกระตุ้นเชิงกล การ
ควบคุมอุณหภูมิและความดัน และการขนส่งมวลสาร ปัจจัยเหล่านี้ต้องมีการควบคุมปริมาณให้
เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของเซลล์ และการเปลี่ยนไปเป็นเซลล์ที่ต้องการและเนื้อเยื่อต่อไป 
[Peter, X.M. และคณะ 2004 , Karageorgiou, V. และ Kaplan, D. 2005, Hutmacher, D.W. 
2000]   
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โครงเลี้ยงเซลล์ที่น้ามาใช้ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก ต้องค้านึงถึงสมบัติทางกายภาพ 
สมบัติทางเคมี สมบัติเชิงกล และการย่อยสลายได้ทางชีวภาพ โดยหลักที่ต้องค้านึงถึงในการสร้าง
โครงเลี้ยงเซลล์โดยทั่วไป คือ 

1. เป็นโครงสร้างสามมิติ เพื่อเป็นโครงสร้างค้้าจุนให้เซลล์สามารถเจริญเติบโต  
2. มีโครงสร้างทางกายภาพที่มีความพรุนสูง โดยมีความพรุนมากกว่าร้อยละ 90 และ    

รูพรุนต้องมีขนาดที่เหมาะสม (ขนาดประมาณ 100-200 ไมโครเมตร) และรูพรุนควร
เชื่อมต่อกัน (Interconnected pore) เพื่อให้เซลล์และเนื้อเยื่อสามารถเจริญ เติบโตได้ 
เสริมการสร้างเส้นเลือดใหม่ในเนื้อเยื่อ อีกทั้งสารอาหารและของเสียต่างๆสามารถ
ส่งผ่านภายในโครงเลี้ยงเซลล์ได้อย่างสะดวก   

3. มีสมบัติทางกลศาสตร์ซึ่งให้ความแข็งแรง คงทน ไม่เกิดการยุบตัวขณะใช้ในบริเวณที่
ปลูกถ่าย  

4. มีสมบัติทางเคมีเอ้ือต่อการยึดเกาะของเซลล์ (attachment) การเจริญเติบโต
(proliferation) และเปลี่ยนแปลงไปเป็นเนื้อเย่ือที่ต้องการได้ (differentiation) 

5. ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatible) และสามารถ
ย่อยสลายได้ (biodegradable) และถูกก้าจัดออกนอกร่างกายโดยผลผลิตที่เกิดขึ้น
ไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ อีกทั้งต้องมีอัตราการย่อยสลายที่เหมาะสมกับอัตราการเกิด
ของเนื้อเยื่อใหม่  

6. สามารถผ่านการฆ่าเชื้อได้โดยไม่เกิดความเสียหายต่อโครงเลี้ยงเซลล์  

จากสมบัติข้างต้นพบว่ามีวัสดุหลายกลุ่มที่สามารถน้ามาผลิตเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ได้ วัสดุที่
นิยมได้แก่ เซรามิคประเภทไฮดรอกซีอะพาไทต์ (hydroxyapatite) ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของ  
สารอนินทรีย์ในกระดูก วัสดุอีกชนิดหนึ่งคือ พอลิเมอร์ โดยพอลิเมอร์ธรรมชาติที่นิยมใช้ ได้แก่
คอลลาเจน เจลาติน กรดไฮยาลูรอนิค แอลจีเนต และไคโตซาน เป็นต้น และพอลิเมอร์สังเคราะห์ที่
นิยมใช้ ได้แก่ พอลิไกลโคลิก (polyglycolic acid) พอลิแลคติก (polylactic acid) เป็นต้น   
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2.3 กระดูก (bone)  

กระดูกเป็นส่วนหนึ่งของระบบโครงร่างของร่างกายที่ส้าคัญ (skeleton system) โดยใน
ระบบจะประกอบด้วยกระดูก (bone) ต้ังแต่สองชิ้นขึ้นไปมาประกอบกันกลายเป็นข้อต่อ (joint) 
โดยมีเอ็นยึดข้อต่อ (articular ligament) และเยื่อหุ้มข้อ (joint capsule) ยึดเอาไว้ ระบบนี้ท้า
หน้าที่เป็นโครงร่างเพื่อการเคลื่อนไหวของร่างกาย โดยกระดูกจะมีการเคลื่อนไหวตามกล้ามเนื้อ
รอบกระดูกนั้นที่มีการหดและคลายตัว อีกทั้งยังเป็นเกราะป้องกันอวัยวะภายในต่างๆ รวมทั้งระบบ
ประสาทส่วนกลาง ไม่ให้ได้รับอันตรายจากภายนอก และเป็นแหล่งสะสมแร่ธาตุแคลเซียมของ
ร่างกายด้วย [Jee, W.S. 1998, Hancox, N.M. 1972, Bronzino, J.D. และคณะ 2006] 
 
ส่วนประกอบทางเคมีของกระดูก   

กระดูกสดจะมีน้้าเป็นส่วนประกอบร้อยละ 50 และของแข็งร้อยละ 50 ในส่วนที่เป็น
ของแข็งนั้นร้อยละ 67เป็นสารประกอบอนินทรีย์และอีกร้อยละ 33 เป็นสารประกอบอินทรีย ์

1. สารอนินทรีย์  ประกอบด้วยสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต (calcium 
phosphate) แคลเซียมคาร์บอเนต (calcium carbonate) แคลเซียมฟลูออไรด์ 
(calcium fluoride) แมกนีเซียมฟอสเฟต (magnesium phosphate) และโซเดียม
คลอไรด์ (sodium chloride)  โดยแคลเซียมฟอสเฟตเป็นองค์ประกอบหลักอยู่ใน
รูปไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Ca10(PO4)6(OH)2) สารดังกล่าวนี้อยู่ในส่วนของกระดูก
เปลือกนอก (cortical) และโครงกระดูกยึดต่อภายใน (trabecular) โดยมีหน้าที่
ส้าคัญในการเป็นโครงสร้างของกระดูกเองและมีส่วนในระบบเมตาบอลิซึมด้วย 
โดยกระดูกที่เกิดขึ้นใหม่ชนิด woven bone ยังไม่มีแร่ธาตุสะสมมากเท่ากับ 
lamellar bone แต่มีอนุภาคของผลึกขนาดเล็กกว่าจึงอาจเกิดการสลายตัวได้
มากกว่า   

2. สารอินทรีย์ ประกอบด้วยเซลล์ หลอดเลือด และสารที่มีลักษณะคล้ายวุ้น 
ประมาณร้อยละ 90 ของสารอินทรีย์ในกระดูกเป็นคอลลาเจนชนิดที่ 1 (collagen 
type I) ส่วนที่เหลือเป็นไกลโคโปรตีนที่ไม่มีคอลลาเจน (noncollagenous 
glycoprotein) ฟอสโฟโปรตีน (phosphoprotein) โปรตีโอไลปิด (proteolipid) 
มิวโคโพลีแซคคาไรด์ (mucopolysaccharide) และคอลลาเจนชนิดอ่ืนๆ รวมทั้ง
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ไซโตไคน์ (cytokine) และสารกระตุ้นการเจริญ (growth factor) สารทั้งหมดนี้
รวมเรียกว่า เนื้อเยื่อกระดูกอ่อน (osteoid) ซึ่งจะกลายเป็นกระดูกใหม่ในเวลา
ต่อมา สารอินทรีย์เป็นตัวก้าหนดโครงสร้าง สมบัติทางชีวเคมี และสมบัติเชิงกล
ของกระดูก  

อัตราส่วนของสารอนินทรีย์และสารอินทรีย์ในกระดูกจะเป็นตัวก้าหนดสมบัติเชิงกลของ
กระดูก โดยกระดูกของเด็กมีสารอนินทรีย์น้อยแต่มีสารอินทรีย์มากกว่าผู้ใหญ่ ดังนั้นกระดูกจึงยืด 
หยุ่นได้มาก ไม่หักง่าย เมื่ออายุมากขึ้นสารอนินทรีย์จะมากขึ้นตามล้าดับ ดังนั้นกระดูกของผู้สูง 
อายุจึงหักง่ายและเชื่อมต่อยาก   

 
การแบ่งชนิดของกระดูกตามลักษณะรูปร่าง  

กระดูกแข็งสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ชนิดคือ 
1. กระดูกแข็งยาว (long bone) เป็นกระดูกที่มีรูปร่างยาวทรงกระบอก (tubular) มีความ

ยาวมากกว่าความกว้าง กระดูกในกลุ่มนี้ได้แก่ กระดูกแขนและกระดูกขา เป็นต้น 
2. กระดูกแข็งสั้น (short bone) เป็นกระดูกที่มีความยาวและความกว้างพอๆกัน เช่น  

กระดูกข้อมือ (carpal bones) กระดูกข้อเท้า (tarsal bone) 
3. กระดูกแบน (flat bone) เป็นกระดูกที่มีรูปร่างแบน ประกอบด้วยกระดูกแข็งเนื้อแน่น  

(compact bone) 2 ชั้น ประกอบกันโดยมีกระดูกแข็งที่มีลักษณะพรุน (spongy 
bone) แทรกอยู่ตรงกลาง เช่น กะโหลกศีรษะ กระดูกซี่โครง กระดูกสะบัก (scapula) 

4. กระดูกที่มีรูปร่างอ่ืนๆ (irregular bone) กระดูกในกลุ่มนี้ได้แก่ กระดูกสะโพก (hip 
bone) กระดูกสันหลัง (vertebra) กระดูกขากรรไกรล่าง (mandible) เป็นต้น 
 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของกระดูกแข็ง (microscopic structure of bone) 

กระดูกแข็งประกอบด้วยสารประเภท intercellular substance ที่มีการสะสมแคลเซียม    
มีลักษณะเป็นแผ่น เรียงตัวซ้อนกันเป็นชั้นๆ เรียกว่า lamellae โดยระหว่าง lamellae จะมีเซลล์
ของกระดูกแข็งชนิด osteocyte ที่บรรจุอยู่ในช่องว่างเรียกว่า lacunae เรียงตัวอยู่เป็นระยะ แต่ละ 
lacunae จะเชื่อมติดต่อกันโดยช่องทางเล็กๆ เรียกว่า canaliculi ซึ่งเกิดจาก cytoplamid process 
ของ osteocyte เซลล์หนึ่งยื่นไปติดต่อกับเซลล์ข้างเคียง ท้าให้สารอาหารและก๊าซออกซิเจน
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สามารถซึมผ่านจากเซลล์หนึ่งไปยังอีกเซลล์หนึ่งได้ โดยทั่วไปกระดูกสามารถแบ่งออกเป็น 2 
ประเภทตามลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ดังนี้  

1. Woven bone เป็นกระดูกแรกเริ่มหรือกระดูกที่ยังเจริญไม่เต็มที่ โดยปกติพบในตัว
อ่อนระยะเอมบริโอและทารกแรกเกิด พบในกระดูกเกิดใหม่ภายหลังกระดูกหัก 
(fracture callus) และในส่วน metaphysis ของกระดูกยาว (long bone) นอกจากนี้
ยังพบได้บ่อยในบริเวณที่มีพยาธิสภาพของโรคเนื้องอกของกระดูก กระดูก Woven 
bone มีลักษณะเป็นเส้นใยหยาบ ประกอบด้วยเส้นใยคอลลาเจนที่มีการจัดเรียงตัวไม่
เป็นระเบียบ มีจ้านวนเซลล์ต่อปริมาตรมากกว่ากระดูก lamellar bone ด้วยเหตุนี้จึงมี
สมบัติเชิงกลเป็น isotropic property กล่าวคือ มีลักษณะทางกลศาสตร์คล้ายคลึงกัน
โดยไม่ขึ้นอยู่กับทิศทางของแรงที่มากระท้า 

2. Lamellar bone เริ่มเกิดขึ้นในทารกหลังคลอด 1 เดือน เมื่ออายุ 1 ปี จะเริ่มเกิดการ
ปรับแต่งของกระดูก  woven bone และกระดูก lamellar bone จะค่อยๆเจริญแทนที่ 
woven bone ในที่สุดเมื่ออายุ 4 ปีจะมีกระดูกส่วนใหญ่เป็น lamellar bone โดย
กระดูก lamellar bone พบได้ในกระดูกที่เจริญเต็มที่ทั้งกระดูกพรุน (cancellous 
bone) และกระดูกทึบ (compact bone) กระดูก lamellar bone สามารถเจริญด้วย
กระบวนการ intramembranous หรือ endochondral ossification กระดูกชนิดนี้
ประกอบด้วยเส้นใยคอลลาเจนที่เรียงตัวเป็นระเบียบ สมบัติเชิงกลเป็น anisotropic 
property  กล่าวคือ มีลักษณะทางกลศาสตร์แตกต่างกันขึ้นอยู่กับทิศทางแรงที่มา
กระท้า โดยมีความแข็งแรงสูงสุดในแนวแกนตามการเรียงตัวของเส้นใยคอลลาเจน  

 
ลักษณะทางมหกายวิภาคของกระดูก (macroscopic structure of bone) 

 กระดูกที่เป็นแท่งยาวจะประกอบด้วย 2 ส่วนคือ shaft of diaphysis และ epiphysis ซึ่ง
อยู่ที่ปลายทั้ง 2 ข้าง ในส่วน diaphysis นั้นตรงกลางจะมีโพรงใหญ่เรียกว่า Medullary cavity ซึ่ง
บรรจุด้วยไขกระดูก (bone marrow) ดังรูปที่  2.2 ส่วน epiphysis ประกอบด้วยกระดูกทึบ 
(compact bone) เป็นส่วนใหญ่แต่ภายในจะมีกระดูกพรุน (sponge bone) ด้วย โดยลักษณะทาง
กายวิภาคของกระดูกทึบและกระดูกพรุนจะแตกต่างกันอย่างชัดเจนดังรูปที่  2.3 ผิวนอกของ
กระดูกจะถูกหุ้มต่อด้วยเยื่อหุ้มกระดูก เรียกว่า periosteum ซึ่งจะมีหลอดเลือดที่เข้ามาเลี้ยง
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กระดูก หลอดน้้าเหลือง และเส้นประสาท  นอกจากนี้ยังมีอีกหลอดเลือดหนึ่งที่ส้าคัญคือ หลอด
เลือด Nutrient artery ซึ่งเข้าสู่ diaphysis ไปเลี้ยง medullary cavity   

กระดูกทึบ (dense, compact หรือ cortical bone) เป็นกระดูกมีลักษณะแน่นแข็ง สีขาว
คล้ายงาช้าง มีมวลกระดูกมากกว่ากระดูกพรุนถึง 4 เท่า ประกอบด้วย lamellae เรียงตัวเป็น
วงกลมซ้อนกันหลายชั้นอย่างเป็นระเบียบคล้ายเส้นวงของต้นไม้ โดย 1 กลุ่มของวงกลมที่ซ้อนกัน
นั้นนับเป็น 1 หน่วยของโครงสร้างท่ีเรียกว่า osteon ส่วนกลางของ osteon เป็นท่อยาวเรียกว่า 
Haversian canal หรือ central canal ระหว่าง osteon มี interstitial lamellae แทรกเรียงตัวอยู่
อย่างไม่เป็นระเบียบ  เรียกระบบทั้งหมดนี้ว่า Haversian system ดังรูปที่ 2.3  Haversian system 
จึงเป็นโครงสร้างพื้นฐานของกระดูกแข็ง ท้าหน้าที่เป็นทางผ่านของหลอดเลือด หลอดน้้าเหลือง
และเส้นประสาทที่มาเลี้ยงเซลล์ของกระดูกแข็ง Harversian canal แต่ละอันเชื่อมติดต่อกันและ
ติดต่อกับ osteon ผ่านทางท่อที่เรียกว่า Volkmann’s canal ซึ่งอยู่ในแนวต้ังฉากกับแกนยาวของ
กระดูกแข็ง 

กระดูกพรุน (trabecular, cancellous หรือ spongy bone) เป็นกระดูกที่มีลักษณะพรุน
คล้ายฟองน้้าสามารถเห็นได้ด้วยตาเปล่า ประกอบด้วยกระดูกแข็งชิ้นเล็กๆ เรียกว่า trabeculae 
เรียงตัวสานกันไปมาเป็นร่างแห มีช่องว่างเล็กๆ ที่บรรจุไขกระดูก (bone marrow) เมื่อดูด้วยกล้อง
จุลทรรศน์จะพบว่า กระดูกพรุนประกอบด้วย lamellae ที่เรียงตัวไม่เป็นระเบียบและมีจ้านวนไม่
มากนัก กระดูกพรุนมีการผลัดเปลี่ยนหมุนเวียน (turnover) สูงมากกว่า 8 เท่าของกระดูกทึบ 
เนื่องจากกระดูกพรุนมีพื้นที่ผิวส้าหรับเซลล์มากกว่ากระดูกทึบ  

 

 

 



 20 

 
 

รูปที่ 2.2 ลักษณะทางมหกายวิภาคของกระดูก 
[http://www.bbc.co.uk/schools/gcsebitesize/pe/appliedanatomy/2_anatomy_skeleton_re

v4.shtml] 
 

 
 

รูปที่ 2.3 ลักษณะทั่วไปของกระดูกพรุนและกระดูกทึบ 
[http://open.jorum.ac.uk/xmlui/bitstream/handle/123456789/2507/content/composition_of

_bone.htm] 

http://www.bbc.co.uk/schools/gcsebitesize/pe/appliedanatomy/2_anatomy_skeleton_rev4.shtml
http://www.bbc.co.uk/schools/gcsebitesize/pe/appliedanatomy/2_anatomy_skeleton_rev4.shtml
http://open.jorum.ac.uk/xmlui/bitstream/handle/123456789/2507/content/composition_of_bone.htm
http://open.jorum.ac.uk/xmlui/bitstream/handle/123456789/2507/content/composition_of_bone.htm
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เซลล์ของกระดูกแข็ง  

เซลล์ของกระดูกแข็งมีทั้งหมด 4 ชนิด [Baron, R. 2003, Lian, J.B., Stein, G.S. และ 
Aubin, J.E. 2003, Bilezikian, H.P., Raisz, L.G. และ Rodan, G.A. 2002] ดังนี้ 

1. Osteoprogeniator cell  

เป็นเซลล์ต้นก้าเนิดของเซลล์กระดูกแข็ง เจริญมาจาก embryonic mesenchymal cells 
มีลักษณะคล้าย fibroblast มักพบบริเวณผิวของกระดูกแข็งใกล้กับเยื่อหุ้มกระดูก (periosteum) 
ของกระดูกแข็งบริเวณ endosteum  ดาดอยู่ภายใน Harversian และ Volkmann’s canal    เซลล์
นี้มีความสามารถในการแบ่งตัวเพิ่มจ้านวน และเมื่อเซลล์ชนิดนี้ถูกกระตุ้นจะเจริญเปลี่ยนสภาพ
เป็นเซลล์กระดูกแข็งชนิด osteoblast และสร้างเนื้อกระดูกแข็งหรือซ่อมแซมเนื้อกระดูกส่วนที่ถูก
ท้าลายหรือแตกหักให้มาเชื่อมติดกันตรงบริเวณรอยหักเรียกว่า callus 

2. Osteoblast   

เป็นเซลล์ที่พบบริเวณผิวกระดูกใหม่ในเยื่อหุ้มกระดูก (periosteum) ในโพรงกระดูก 
(endosteum) และบริเวณผิวของกระดูกพรุน รวมทั้งในช่อง Harversian canal เซลล์มีขนาดใหญ่ 
มีลักษณะเป็นรูปทรงสี่เหลี่ยมคล้ายลูกบาศก์ (cuboid) เรียงตัวเป็นแถวชิดกัน ไซโตพลาสซึมติดสี
น้้าเงิน (basophilic stains) เซลล์มีนิวเคลียสอยู่ตรงข้ามกับผิวของกระดูก ลักษณะทางกล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอนพบนิวเคลียสขนาดใหญ่ rough endoplasmic reticulum มีจ้านวนมากเพื่อ
สังเคราะห์โปรตีนส่งออกนอกเซลล์ และ Golgi apparatus อยู่ใกล้กับนิวเคลียส นอกจากนี้ยังมี 
mitochondria และ cytoskeleton กระจายทั่วไปในไซโตพลาสซึม   

 เซลล์ Osteoblast ท้าหน้าที่สร้าง intercellular substance ให้กับกระดูก ซึ่งต่อมาเกิดการ
ตกผลึกและเจือแร่ธาตุต่างๆโดยเฉพาะแคลเซียม (mineralization หรือ calcification) กลายเป็น
เนื้อกระดูกแข็ง  สร้างเส้นใยคอลลาเจนชนิดที่ 1 (type I collagen) รวมทั้งสังเคราะห์ osteocalcin 
และ bone sialoprotein ซึ่งเป็นโปรตีนในเนื้อพื้นกระดูก เซลล์ osteoblasts มีการสร้างเอนไซม์ 
alkaline phosphatase (ALP) ซึ่งตรวจพบได้โดยการศึกษาทางชีวเคมีและทาง histochemistry 
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3. Osteocyte  

เป็นเซลล์ Osteobalst ที่ถูกล้อมรอบด้วย calcification intercellular substance จึงเป็น
เซลล์กระดูกที่เจริญเติบโตเต็มที่ อีกทั้งยังมีจ้านวนมากที่สุด เซลล์มีนิวเคลียสขนาดใหญ่ แต่มี     
ออร์แกแนล (organelle) ในไซโตพลาสซึมน้อย แต่ละเซลล์อาศัยอยู่ภายใน lacuna โดยติดต่อถึง
กันด้วย canaliculi และ cytoplasmid processes ที่ยื่นเข้าไปใน canaliculi เพื่อเกิดการแลก 
เปลี่ยนสารอาหาร ของเสีย ติดต่อสื่อสารระหว่างเซลล์หรือระหว่างเซลล์ที่อยู่ลึกเข้าไปในเนื้อ
กระดูกกับหลอดเลือดที่อยู่ภายใน central canal ด้วย gap junction  

เซลล์ Osteocyte มีความสามารถสร้างและสลายเนื้อกระดูกได้ในขอบเขตจ้ากัด ท้าหน้าที่
บ้ารุงรักษาและซ่อมแซมเนื้อกระดูกบริเวณที่เซลล์นั้นอยู่และช่วยควบคุมปริมาณแคลเซียมในเลือด
ภายใต้อิทธิพลของ parathyroid hormone 

4. Osteoclast  

เป็นเซลล์ที่ เจริญมาจากเซลล์ต้นก้าเนิดของเม็ดเลือดในไขกระดูก  (monocyte 
macrophage lineage precursors)  เซลล์มีขนาดใหญ่มาก มีหลายนิวเคลียส (multinucleated 
giant cell) ลักษณะทางกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน พบว่าภายในเซลล์มี rough endoplasmic 
reticulum จ้านวนน้อยมากแต่มีไมโตคอนเดรีย (mitochondria) ปนอยู่กับ vesicles ผิวเรียบ
จ้านวนมาก ลักษณะเด่นของเซลล์คือ มีเยื่อหุ้มเซลล์ด้านที่ชิดติดกับเนื้อกระดูกยื่นออกมาเรียกว่า 
ruffled (brush) border ซึ่งเกิดจากการม้วนพับของเยื่อหุ้มเซลล์เป็นหยัก ไซโตพลาสซึมบริเวณนี้มี 
vesicles ที่บรรจุน้้าย่อย acid phosphatase และมีผลึกแร่ธาตุจ้านวนมาก  

 เซลล์ Osteoclasts พบอยู่ตรงบริเวณผิวของกระดูกที่ก้าลังมีการกัดกร่อนโดยอยู่ในแอ่งที่
เรียกว่า Howship’s lacuna อยู่ชิดติดกับผิวกระดูกโดยอาศัยโปรตีนจับยึดบนเยื่อหุ้มเซลล์ที่
เรียกว่า integrins ซึ่งสามารถจับกับโปรตีนอ่ืนในเนื้อพื้นกระดูกด้วยล้าดับกรดอะมิโนที่จ้าเพาะ คือ 
RGD (arginine-glycine-aspartate) แล้วกระตุ้นให้เซลล์ Osteoclast ท้าหน้าที่กัดกร่อนสลายเนื้อ
กระดูก  

 เซลล์ Osteoclast สามารถกัดกร่อนสลายเนื้อกระดูกได้ เนื่องจากมี proton pump 
ATPase อยู่หนาแน่นบริเวณ ruffled border โดยได้รับโปรตอนจาก carbonic anhydrase 
system ซึ่งเปลี่ยนคาร์บอนไดออกไซด์และน้้าเป็นไบคาร์บอเนต (bicarbonate) และไฮโดรเจน
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ไอออน (hydrogen ions) ดังนั้น pH บริเวณนั้นลดต้่าลง อีกทั้งยังมีการปลดปล่อยเอนไซม์ acid- 
hydrolase จากถุง vesicles เพื่อละลายผลึก apatite crystals และยังมีการสังเคราะห์เอนไซม์ 
tartrate-resistant acid phosohatase (TRAP) จึงเกิดการสลายแร่ธาตุรวมและสารอินทรีย์ที่อยู่ใน
เนื้อพื้นกระดูก ท้าให้เนื้อกระดูกบางลง มีการปล่อยแคลเซียมออกสู่กระแสเลือดมากขึ้น  

 
การเกิดและเจริญของกระดูกแข็ง   

 การเกิดและเจริญของกระดูกแข็งมี 2 วิธี [Yang, Y. 2009] คือ 

1. Intramembranous (Periosteal) ossification 

การเกิดกระดูกโดยวิธีนี้จะเริ่มจากเซลล์ของตัวอ่อนเรียกว่า Mesenchymal cell มาเรียง
ตัวอัดกันแน่นเป็นแผ่น (membrane) ต่อมา Mesenchymal cell มีการเปลี่ยนแปลงไปเป็น
Osteobalst ท้าหน้าที่สร้าง bone matrix ออกมาและเกิดการตกผลึกและเจือแร่ธาตุต่าง ๆ โดย 
เฉพาะแคลเซียม (calcification) ได้เนื้อกระดูกแข็ง จากนั้น Osteobalst ถูกกักอยู่ใน lacunae 
กลายเป็น Osteocyte  

การเกิดกระดูกแข็งวิธีนี้ สามารถเกิดพร้อมกันได้หลายต้าแหน่ง ท้าให้ได้กระดูกแข็งชิ้น
เล็กๆ (trabaculae) เรียงตัวสานกันกลายเป็นกระดูกพรุน (spong bone)  ต่อมาผิวด้านนอกของ
กระดูกพรุนทั้งสองข้างมีการจัดเรียงตัวของ lamellae ใหม่ กลายเป็นกระดูกทึบ (compact bone) 
ท้าให้ได้กระดูกที่มีลักษณะเป็นกระดูกพรุนที่ขนาบข้างด้วยกระดูกทึบทั้ง 2 ด้าน โดยการเกิด
กระดูกโดยวิธีนี้พบในกระดูกที่มีลักษณะแบน (flat bone) และบริเวณผิวของกระดูกยาว (long 
bone)   

2. Endochondral (Intracartilagenous) ossification 

การเกิดกระดูกวิธีนี้เป็นการแทนที่แม่พิมพ์ซึ่งเป็นกระดูกอ่อน พบในกระดูกที่มีลักษณะ
ยาว (long bone) โดยเริ่มจากการเจริญเพิ่มจ้านวนและเพิ่มขนาดของเซลล์กระดูกอ่อน 
(chondrocyte)  มีการเจือแร่ธาตุในเนื้อกระดูกอ่อน   และเกิดการตายของเซลล์กระดูกอ่อนแบบ 
apoptosis ท้าให้เกิดช่องว่างภายในเนื้อกระดูกอ่อนที่เป็นแม่พิมพ์  ต่อมามีการสร้างหลอดเลือด
แทรกเข้าไปในช่องว่างเหล่านั้นท้าให้เซลล์ต้นก้าเนิดของไขกระดูกแข็ง (mesenchymal stem 
cells) เข้าไปบริเวณตรงกลางของกระดูกซึ่งเป็นต้าแหน่งของการสร้างกระดูกปฐมภูมิ (primary 
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ossification center) และเกิดการสร้างเนื้อกระดูกแข็งขยายออกไปที่ปลายทั้ง 2 ข้างของแท่ง
กระดูก เรียกการสร้างกระดูกแบบนี้ว่า diaphyseal ossification ในขณะเดียวกันมีการสร้าง
กระดูกบริเวณปลายทั้งสองข้างของกระดูก ซึ่งเป็นต้าแหน่งของการสร้างกระดูกทุติยภูมิ 
(secondary ossification center) โดยเกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงกระดูกเช่นเดียวกัน เรียกการ
สร้างกระดูกแบบนี้ว่า epiphyseal ossification ซึ่งสร้างกระดูกแผ่ขยายลงไปชิดกับ diaphyseal 
ossification โดยมีแผ่นของกระดูกอ่อนกั้นระหว่าง epiphyseal ossification  และ diaphyseal 
ossification เรียกว่า epiphyseal plate แผ่นของกระดูกอ่อนนี้จะคงอยู่และเจริญเพิ่มความยาว
ให้กับกระดูกจนกว่าร่างกายจะหยุดเจริญเติบโต epiphyseal cartilage  จึงจะหายไปกลายเป็น
กระดูกแข็งทั้งหมด 

 
สมบัติของกระดูก 

สมบัติของกระดูกที่มีความส้าคัญอย่างมากคือ มีความแข็งแรงแต่น้้าหนักเบา ท้าให้เกิด
ความคล่องตัวในการเคลื่อนไหว กระดูกขนาด 1 ตารางนิ้วจะสามารถรับน้้าหนักได้ถึง 2 ตัน สมบัติ
ด้านความทนแรงดึง (Tensile strength) ของกระดูกมีค่าใกล้เคียงสมบัติด้านความทนแรงดึงของ
โลหะ แต่ขณะเดียวกันน้้าหนักของกระดูกจะน้อยกว่าโลหะถึง 3 เท่าและมีความยืดหยุ่นมากกว่า 
10 เท่า ดังแสดงตัวอย่างในตารางที่ 2.1 

 
ตารางท่ี 2.1 สมบัติด้านความทนแรงดึงและค่ามอดูลัสของกระดูกชนิดต่างๆ 

[Karageorgiou, V. และ Kaplan, D.  2005] 
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2.4 เซลล์ต้นก าเนิดเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (Mesenchymal stem cells)  

เซลล์ต้นก้าเนิด (stem cells) เป็นเซลล์ที่พบได้ในมนุษย์และสัตว์ มีคุณสมบัติเฉพาะ คือ 
สามารถแบ่งตัวเพิ่มจ้านวนเซลล์ขึ้นใหม่ได้เอง (self-renewal) และเป็นเซลล์ที่มีลักษณะไม่จ้าเพาะ 
(unspecialization) จึงสามารถเจริญเปลี่ยนสภาพ (differentiation) ไปเป็นเซลล์ต้ังต้นสายพันธุ์ 
(progenitor cells) แล้วเจริญเปลี่ยนสภาพต่อเป็นเซลล์เฉพาะทางชนิดใดชนิดหนึ่งหรือหลายชนิด
ได้  

เซลล์ต้นก้าเนิดเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (mesenchymal stem cells, MSC) จัดอยู่ในเซลล์ต้น
ก้าเนิดที่เติบโตแล้ว (adult stem cells) พบในร่างกายมนุษย์ มีความสามารถแบ่งตัวเพิ่มจ้านวน
เซลล์ได้มาก และเมื่อได้รับสิ่งกระตุ้นที่เหมาะสมจะเจริญเปลี่ยนสภาพเป็นเซลล์สายพันธุ์ต่างๆ 
ของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน เช่น กระดูก กระดูกอ่อน กล้ามเนื้อ เอ็นและไขมัน ดังแสดงในรูปที่ 2.4 เซลล์ 
MSC ถูกน้ามาประยุกต์ใช้ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่ออย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะวิศวกรรมเนื้อเยื่อ
ของกระดูกและกล้ามเนื้อ เช่น การสร้างเนื้อเยื่อกระดูก กระดูกอ่อน หมอนรองเข่า (meniscus)        
เส้นเอ็น (tendon) และเอ็นยึดข้อ (ligament) เป็นต้น เนื่องจากสามารถแยกเซลล์ MSC จาก
แหล่งก้าเนิดและเพาะเลี้ยงเพิ่มจ้านวนในหลอดทดลองได้ง่าย [Satija, N.K. และคณะ 2007] 

 

คุณสมบัติของเซลล์ที่ใช้จ าแนกเพื่อเป็นเซลล์ต้นก าเนิดเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน  

International Society of Cell Therapy (ISCT) ได้ก้าหนดคุณสมบัติของเซลล์ต้นก้าเนิด
เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน [Baksh, D. และคณะ 2004] ดังนี้  

1. สามารถเกาะติดกับจานอาหารเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงเซลล์มาตรฐานได้  

2. มีการแสดงออกของ CD105, CD73 และ CD90 แต่ไม่มีการแสดงออกของ CD45, 
CD34, CD14 หรือ CD11b, CD79 หรือ CD19 และ HLA-DR  

3. สามารถเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ osteoblasts, adipocytes และ chondrocytes ภายใต้
การเพาะเลี้ยงในระดับห้องปฏิบัติการได้  
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รูปที่ 2.4 ความสามารถของเซลล์ MSC ในการเจริญเปลี่ยนสภาพเป็นเซลล์สายพันธุ์ต่างๆของ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 

[http://stem-cell-solutions.com.au/test/training/research/111-adult-mesenchymal-stem-
cells] 

 

การแยกเซลล์ต้นก าเนิดเนื้อเยื่อเกี่ยวพันและการเพาะเลี้ยง 

การแยกเซลล์ต้นก้าเนิดต้องพิจารณาจากแหล่งที่มาของเซลล์ โดยแหล่งของเซลล์ MSC   
ที่ส้าคัญคือ ไขกระดูก (bone marrow) เนื้อเยื่อไขมัน (adipose tissue) เยื่อหุ้มกระดูก 
(periosteum) เยื่อบุข้อ (synovial membrane) กล้ามเนื้อ ผิวหนัง กระดูก กระดูกอ่อน เลือดสาย
สะดือและรก โดยเมื่อเปรียบเทียบจ้านวนเซลล์ MSC ของมนุษย์ในไขกระดูก เลือดสายสะดือและ
เนื้อเยื่อไขมัน พบว่าเนื้อเยื่อไขมันมีเซลล์ MSC จ้านวนมากที่สุด ขณะที่เลือดสายสะดือมีเซลล์ 

http://stem-cell-solutions.com.au/test/training/research/111-adult-mesenchymal-stem-cells
http://stem-cell-solutions.com.au/test/training/research/111-adult-mesenchymal-stem-cells
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MSC จ้านวนน้อยที่สุดแต่เพาะเลี้ยงได้นานที่สุดและสามารถแบ่งตัวเพิ่มจ้านวนได้สูงที่สุด และ
เซลล์ MSC จากไขกระดูกสามารถแบ่งตัวเพิ่มจ้านวนได้ต้่าที่สุด [Kern,S. และคณะ 2006, 
Sakagushi,Y. และคณะ 2005] อีกปัจจัยที่มีผลต่อคุณภาพและปริมาณของเซลล์ MSC คือ อายุ 
เนื่องจากเมื่อท้าการแยกเซลล์ MSC จากคนที่มีอายุมาก เซลล์ MSC จะมีจ้านวนลดลง อีกทั้ง
ความสามารถในการแบ่งตัวเพิ่มจ้านวนและการเจริญเปลี่ยนสภาพของเซลล์ MSC ก็ลดต้่าลงด้วย  

ไขกระดูกเป็นแหล่งที่มาของเซลล์ MSC ที่นิยมใช้ เพราะแยกเก็บเซลล์ได้ง่าย ถึงแม้พบ
เซลล์ MSC ได้เพียงร้อยละ  0.001- 0.01 โดยประมาณของเซลล์ที่มีนิวเคลียสทั้งหมด การแยก
เซลล์ MSC นิยมท้าโดยวิธีปั่นเหวี่ยงในสาร Ficoll หรือ Percoll ซึ่งแยกตามความหนาแน่นของ
เซลล์ (density gradient centrifugation) จากน้ันน้าเซลล์มาเพาะลงในจานเลี้ยงเซลล์ และท้าการ
ล้างเซลล์ที่ไม่ยึดเกาะกับจานเลี้ยงเซลล์ออกไป เซลล์ที่ยึดเกาะกับจานเลี้ยงเซลล์นั้นมีรูปร่างเรียว
ยาวคล้ายกระสวย (spindle)  ซึ่งคล้ายกับเซลล์ fibroblast จากนั้นท้าการตรวจสอบชนิดของเซลล์
อย่างละเอียดด้วยการตรวจตัวบ่งชี้ที่ผิวของเซลล์ โดยผิวของเซลล์ MSC จะมีตัวบ่งชี้ เช่น CD29 
CD44 CD90 และ CD105 เป็นต้น ส่วนเซลล์เม็ดเลือดแดงจะมีตัวบ่งชี้ที่ต่างออกไปคือ CD34 
และ CD45 เป็นต้น [Gomillion, C. T. และ Burg, K. J. 2006] 

เซลล์ MSC สามารถเจริญเปลี่ยนสภาพเป็นเซลล์ osteoblasts และเกิดการสร้างกระดูก
ใหม่ได้ จึงนิยมน้ามาใช้ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก โดยการเพาะเลี้ยงในสภาพที่มีสาร 
dexamethasone, -glycerophosphate, acdorbic acid และ 1,25-dihydroxy vitamin D3 
เพื่อให้เซลล์ MSC มีการเจริญเปลี่ยนสภาพไปเป็นเซลล์กระดูก สามารถตรวจสอบการเจริญ
เปลี่ยนสภาพไปโดยการวัดปริมาณเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline phosphate, ALP) 
ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ของเซลล์ preosteoblasts และตรวจสอบการเจือแคลเซียมของเนื้อพื้นนอกเซลล์ 
(calcification of extracellular matrix) ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ของเซลล์ mature osteoblasts [Liao, S. 
และคณะ 2008, Seong, J. M. และคณะ 2010] 
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2.5 ชีววัสดุ 

 ไฟโบรอินไหมไทย (Thai silk fibroin)  2.5.1

ไหมเป็นเส้นใยธรรมชาติที่ได้มาจากแมลง และหนอนของแมลง เช่น แมงมุม แมงป่อง 
หนอนผีเสื้อ เป็นต้น โดยเส้นไหมที่นิยมน้ามาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมเครื่องนุ่งห่มและทางการ
แพทย์ จะเป็นไหมที่ได้จากหนอนผีเสื้อที่เรียกว่า หนอนไหม หรือ ตัวไหม ซึ่งสร้างเส้นใยขึ้นมา
ห่อหุ้มตัวเองอย่างหนาแน่นในระยะดักแด้เพื่อป้องกันการเป็นเหยื่อของนักล่า  โดยทั่วไปสามารถ
จ้าแนกหนอนไหมออกเป็น 2 ประเภทดังนี้ [Vepari, C. และคณะ 2007, Hardy, J.G. และ 
Scheibel, T.R. 2010] 

1. ไหมป่า (Wild silk หรือ Non mulberry silk) เป็นหนอนไหมที่อยู่ตามธรรมชาติ มนุษย์
ไม่ได้เพาะเลี้ยงให้อาหาร ดักแด้ของหนอนไหมจะเจาะรังไหมออกมาเอง ท้าให้รังไหม
ขาดจึงได้เส้นไหมที่สั้นกว่าไหมจากไหมเลี้ยง ไหมป่ามีหลายชนิด เช่น ไหมป่า        
ทาร์ซา (Antheraea paphia) ไหมป่าอีรี (Philosamia ricini)  

2. ไหมเลี้ยง (Domestic silk หรือ mulberry silk) มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Bombyx 
mori เป็นไหมที่มนุษย์เพาะเลี้ยงโดยการให้อาหารด้วยใบหม่อนสด จากนั้นต้มรังไหม
เพื่อให้ดักแด้ตายในรังและสาวไหมออกมา เส้นไหมที่ได้จะเป็นเส้นยาว  ไหมชนิดนี้จะ
มีสีค่อนข้างขาว มีความมันเงา โดยไหมไทยจัดอยู่ในไหมประเภทนี้ แต่ไหมไทยจะ
แตกต่างจากไหม Bombyx mori ชนิดอ่ืน ๆ คือ รังไหมมีสีเหลือง และมีกาวไหม
มากกว่าไหมเลี้ยงชนิดอ่ืน ไหมเลี้ยงนิยมน้ามาใช้ประโยชน์ในเชิงอุตสาหกรรมสิ่งทอ
และทางการแพทย์  

 

องค์ประกอบของเส้นใยไหม  

เส้นใยไหมเป็นเส้นใยโปรตีนที่มีโครงสร้าง 3 แบบคือ เบต้าชีท (β-sheet structure)     
แรนดอม คอยน์ (random coin) และ แบบเกลียว (α-helical structure)  เส้นใยไหมมีส่วน 
ประกอบหลัก 2 ส่วนคือ เส้นใยไฟโบรอิน ประมาณร้อยละ 75-83  โดยน้้าหนัก ท้าหน้าที่เป็นแกน
ของเส้นใย และเซริซินหรือกาวไหมมีประมาณร้อยละ 17-25 โดยน้้าหนัก ท้าหน้าที่เป็นกาวห่อหุ้ม
เส้นใยไฟโบรอินไว้ นอกจากนี้ยังมีองค์ประกอบรองอ่ืน ๆ ได้แก่ ไขมันและน้้ามันอีกประมาณร้อย
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ละ  1.5   โดยน้้าหนัก และสารธรรมชาติชนิดอ่ืน ๆ ร้อยละ  1-2  โดยน้้าหนัก [Robson, R. M. 
1985, Srihanam, P. และคณะ 2009] ดังรูปที่ 2.5 
 

 
รูปที่ 2.5 โครงสร้างของเส้นใยไหม 

[หนังสือ Sandoz colour chronicle, 1990] 
 

เซริซิน (sericin) 

เซริซินหรือกาวไหมเป็นไกลโคโปรตีน ท้าหน้าที่ยึดเส้นใยไฟโบรอิน 2 เส้นไว้ด้วยกัน เพื่อ
ท้าให้เส้นใยไหมมีความแข็ง  เซริซินมีลักษณะเป็นยางเหนียวประกอบด้วยกรดอะมิโนหลายชนิด  
ได้แก่   ทรีโอนิน (threonine) เซริซีน (sericin) กรดกลูตามิก (glutamic acid) กรดแอสปาติก 
(aspartic acid) กรดอาร์จีนิน (arginine) และไลซีน (lysine) เซริซินมีน้้าหนักโมเลกุลประมาณ 
10-300 กิโลดาลตัน ซึ่งสามารถถูกไฮโดรไลซ์ให้เป็นโมเลกุลเล็ก ๆ ที่ละลายน้้าได้  



 30 

ไฟโบรอิน (fibroin)   

ไฟโบรอินมีลักษณะเป็นเส้นใยโปรตีนที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 10-25 ไมโครเมตร ไฟโบรอิน
ประกอบด้วย 3 ส่วน ได้แก่ โปรตีนขนาดใหญ่ (heavy chain) มีน้้าหนักโมเลกุลประมาณ 350 กิโล
ดาลตัน  โปรตีนขนาดเล็ก (light chain) ที่มีน้้าหนักโมเลกุลประมาณ 25 กิโลดาลตัน อีกทั้งยังมี
ไกลโคโปรตีนขนาดเล็ก ที่เรียกว่า P25 มีน้้าหนักโมเลกุลโดยประมาณ 30 กิโลดาลตัน อยู่ร่วมกัน 
โดยโปรตีนขนาดใหญ่ท้าพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) กับโปรตีนขนาดเล็ก และไกลโคโปรตีน 
P25  นั้นได้จับกับอีก 2 ส่วนด้วยแรงประเภท non-covalent hydrophobic interaction อัตราส่วน
ของทั้ง 3 องค์ประกอบในโปรตีนไฟโบรอินได้แก่ โปรตีนขนาดใหญ่:โปรตีนขนาดเล็ก:P25 เท่ากับ  
6:6:1 โดยโปรตีนขนาดใหญ่นั้นมีความไม่ชอบน้้าสูงท้าให้ไฟโบรอินไม่ละลายน้้า [Inoue, S. และ
คณะ 2000]   

  ไฟโบรอินประกอบด้วยกรดอะมิโนประมาณ 15 ชนิดดังแสดงในตารางที่ 2.2  โดยมีกรด 
อะมิโนหลัก 4 ชนิดคือ ไกลซีน (Glycine) อะลานีน (Alanine) เซรีน (Serine) และไทโรซีน
(Tyrosine) ดังนั้นโครงสร้างปฐมภูมิของไฟโบรอินส่วนใหญ่จึงเป็นแบบ (Gly-Ala-Gly-X)n โดย 
Gly คือ ไกลซีน  Ala คือ อลานีน และ X คือ เซรีนหรือไทโรซีน  โครงสร้างทุตยภูมิหลักของ ไฟโบ
รอินเป็นแผ่นจีบหรือแบบเบต้าชีทเพลท (β-pleated sheet) หลายแผ่นต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน 
และมีแรงวันเดอร์วาลส์ระหว่างแผ่น ท้าให้ไฟโบรอินมีความแข็งแรงสูง เหนียว สามารถยืดได้  ดัง
รูปท่ี 2.6 
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รูปที่ 2.6 โครงสร้างของเส้นใยไฟโบรอิน 
[http://www.concord.org/~btinker/workbench_web/unitIV_revised/silk/silk_beta.html] 

 

สมบัติของเส้นใยไหม  

เส้นใยไหมสามารถคงสภาพ (stable) ที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส และสลายตัวเมื่อ
ได้รับความร้อน (thermal decomposition) ที่อุณหภูมิสูงกว่า 150 องศาเซลเซียส ไหมที่มีเซริซิน
จะมีความหนาแน่น 1320-1400 กรัมต่อลูกบาศก์เมตร และไหมที่ไม่มีเซริซินจะมีความหนาแน่น 
1300-1380 กรัมต่อลูกบาศก์เมตร เส้นใยไหมโดยธรรมชาตินั้นมีสมบัติในการต้านทานแรงดึงได้สูง 
มีความเหนียวและยืดหยุ่นสูง เส้นใยไหมสามารถคงรูปได้ในอุณหภูมิสูงถึง 250 องศาเซลเซียส 
[Lee, S.M. และคณะ 2005]    

 

การน าไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ 

ไฟโบรอินจากไหมถูกน้ามาใช้ประโยชน์ทางด้านชีววัสดุได้หลากหลาย โดยเฉพาะน้ามา
เป็นโครงเลี้ยงเซลล์ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เพราะมีสมบัติเชิงกลที่ดี คือ มีความแข็งแรงและมี
ความยืดหยุ่นสูง  อีกทั้งมีสมบัติทางชีวภาพที่ดีเพราะสามารถเข้ากันได้กับเซลล์ของมนุษย์          
จึงสามารถใช้เป็นวัสดุทดแทนและปลูกถ่ายลงในร่างกายมนุษย์ได้โดยไม่ก่อให้เกิดการกระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกัน ไฟโบรอินสามารถน้ามาผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ได้หลากหลายเพื่อน้าไปใช้ประโยชน์ที่
แตกต่างกันทั้งในรูปแบบฟิล์ม โครงสามมิติที่มีรูพรุน เส้นใย ไฮโดรเจล และอนุภาคทรงกลมขนาด       
ไมโคร [Meinel, L. และคณะ 2005] 
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ตารางท่ี 2.2 กรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบในเส้นใยไฟโบรอิน (residues/1000residues) 
[Robson,R.M. และคณะ 1985] 

Amino acid B.mori fibre 
Glycine 446.0 
Alanine 294.0 
Valine 22.0 

Leucine 5.3 
Isoleucine 6.6 

Serine 121.0 
Threonine 9.1 

Aspatic acid 13.0 
Glutamic acid 10.2 

Lysine 3.2 
Arginine 4.7 
Histidine 1.4 
Tyrosine 51.7 

Phenylalanine 6.3 
Proline 3.6 

Tryptophan 1.1 
Methionine 1.0 
(Cysteine)2 2.0 
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 เจลาติน (gelatin)  2.5.2

เจลาตินเป็นโปรตีนที่ไม่ได้เกิดขึ้นตามธรรมชาติ หากแต่เกิดจากการสกัดและแปรรูปจาก
คอลลาเจนซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ผิวหนังและกระดูกของมนุษย์และสัตว์ เช่น 
โค สุกร และปลา การผลิตเจลาตินจากคอลลาเจนนั้นจะใช้ความร้อนและสารอ่ืน เช่น กรด หรือ 
ด่างในการสลายพันธะของคอลลาเจน ท้าให้โครงสร้างมีการเปลี่ยนแปลงจากกรดอะมิโนที่ต่อกัน

และเรียงตัวเป็นเกลียวสามเส้น ( Triple α- Helix) ไปเป็นกรดอะมิโนที่ต่อกันแบบสายเด่ียว   
ลักษณะโดยทั่วไปของเจลาตินนั้นมีสีเหลืองอ่อน ไม่มีกลิ่น ไม่มีรส สามารถละลายน้้าได้ดี แต่ไม่
ละลายในตัวท้าละลายอินทรีย์ [Tabata, Y. และ Ikada, Y. 1998] 

 

โครงสร้างของเจลาติน 

เจลาตินเป็นโปรตีนสายเด่ียว ประกอบด้วยกระอะมิโนชนิดต่างๆประมาณ 18 ชนิด ดัง
แสดงในตารางที่ 2.3 กระอะมิโนเหล่านี้เชื่อมกันด้วยพันธะเปปไทด์ในแต่ละสายโซ่ของพอลิ -       
เปปไทด์ประกอบด้วยหน่วยที่ซ้้ากันของกระอะมิโน [Gly-X-Y-Gly-X-Y]n ดังตัวอย่างโครงสร้างใน
รูปที่ 2.7 โดยที่ Gly คือ ไกลซีน (Glycine) จะมีอยู่ในกรดอะมิโนทุกๆต้าแหน่งที่ 3  X และ Y คือ 
กรดอะมิโน ตัวอ่ืนๆ เช่น โพรลีน (Proline) และ ไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline) เป็นต้น 
กรดอะมิโนพวกนี้มีสมบัติชอบน้้า (Hydrophilic) ท้าให้เจลาตินสามารถละลายน้้าได้ดี 

 

 
 

รูปที่ 2.7 ตัวอย่างส่วนหนึ่งของสูตรโครงสร้างเจลาติน (Alanine-Glycine-Proline-Arginine-
Glycine-Glutamic acid-Hydroxyproline-Glycine-Proline) 

[Gaihre, B. และคณะ 2008] 
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ชนิดของเจลาติน 

เจลาตินสามารถแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ดังรูปที่ 2.8 ได้แก่  

1.          เจลาตินชนิด เอ (basic gelatin หรือ type A gelatin) 

เจลาตินชนิดนี้ได้จากการไฮโดรไลซิสคอลลาเจนด้วยกรด เช่น กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
กรดซัลฟิวริก (H2SO4) เป็นต้น กระบวนการนี้จะได้เจลาตินที่มีหมู่อะมิโนอยู่เป็นจ้านวนมากท้าให้
เจลาตินมีประจุเป็นบวก มีค่าความเป็นกรดด่างอยู่ที่ 3.8 - 5.5 และค่าไอโซอิเลคตริค (Isoelectric 
point) ท่ี 7.0 – 9.0 ซึ่งใกล้เคียงกับคอลลาเจน เจลาตินชนิดนี้เหมาะกับการใช้งานร่วมกับโปรตีนที่
มีสมบัติเป็นกรด 

2. เจลาตินชนิด บี (acidic gelatin หรือ type B gelatin) 

เจลาตินชนิดนี้ได้จากการไฮโดรไลซิสคอลลาเจนด้วยด่าง เช่นแคลเซียมไฮดรอกไซด์ 
(Ca(OH)2) เป็นการไฮโดรไลซิสกลุ่มเอไมด์ในคอลลาเจน ซึ่งจะได้เจลาตินที่มีกลุ่มคาร์บอกซิล    
จ้านวนมากท้าให้เจลาตินมีประจุลบ มีค่าความเป็นกรดด่างอยู่ที่ 5.0 - 7.5 และมีค่าไอโซอิเลคตริค 
(Isoelectric point) ที่ 4.6 – 5.2 เจลาตินชนิดนี้เหมาะกับการใช้งานร่วมกับโปรตีนที่มีสมบัติเป็น
เบส สมบัติของเจลาตินชนิด A และ B สรุปดังตารางที่ 2.3   
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รูปที่ 2.8 กระบวนการผลิตเจลาตินชนิด เอ และ บี 

[Tabata, Y. และ Ikada, Y. 1998] 
 

การน าไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ 

เจลาตินถูกน้ามาใช้ในการผลิตเครื่องส้าอางอย่างแพร่หลาย เนื่องจากมีความสามารถใน
การเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์ของสิ่งมีชีวิต (biocompatibility) กล่าวคือ ไม่กระตุ้นให้เกิด
กระบวนการในระบบภูมิคุ้มกัน อีกทั้งยังสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradable) ท้าให้
เจลาตินถูกน้ามาใช้ประโยชน์ทางด้านเภสัชกรรมโดยใช้เป็นส่วนประกอบของยา และทาง
การแพทย์  อีกทั้งยังน้ามาใช้ในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อด้วยเนื่องจากเจลาตินมีสมบัติในการช่วย
สนับสนุนให้เซลล์สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดี โดยสามารถขึ้นรูปเจลาตินให้มีลักษณะ
หลากหลายตามความต้องการ 
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2.5.3 กรดไฮยาลูรอนิค (Hyaluronic acid)  

กรดไฮยาลูรอนิคเป็นสารประเภทไกลโคอะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan) ตาม
ธรรมชาติ  ถูกค้นพบครั้งแรกโดย Meyer, K. และ Palmer, J. ในปีคริสต์ศักราช 1934 โดยชื่อ
กรดไฮยาลูรอนิคนั้นเป็นการผสมค้าของค้าว่า ไฮยาลอยด์ (hyaloids) ที่มีความหมายว่า ความ
คล้ายกับแก้ว (vitreous) และค้าว่า กรดยูรอนิค (uronic acid) กรดไฮยารูลอนิคนั้นยังสามารถ
เรียกได้อีกชื่อหนึ่งว่า ไฮยารูลอแนน (hyaluronan) ตามการบัญญัติของ Balázs, E.A. และคณะใน
ปีคริสต์ศักราช 1986   

กรดไฮยาลูรอนิคสามารถพบได้ในร่างกาย โดยพบมากที่เนื้อเยื่อและ extracellular 
matrix ของระบบกล้ามเนื้อและกระดูก  อีกทั้งยังพบกรดไฮยาลูรอนิคความเข้มข้นสูงในระหว่าง
การพัฒนาผิวหนังของตัวอ่อนมนุษย์ (fetal) มีรายงานว่ากรดไฮยาลูรอนิคเป็นโมเลกุลขนาดใหญ่
ชนิดแรกที่ปรากฏใน extracellular matrix ในกระบวนการสมานแผล (wound healing) 
[Alexander, S.A. และคณะ 1980, Fraser, J.R.E. และ Laurent, T.C. 1989, Schantéa, C. E. 
และคณะ 2011] 

กรดไฮยาลูรอนิคถูกน้ามาใช้ในเครื่องส้าอางและทางการแพทย์  นิยมสกัดจากมาเนื้อเยื่อ
ของสัตว์ เช่น หงอนไก่ ลูกตา สายสะดือ หรือผลิตจากกระบวนการหมักของจุลชีพ  เช่น แบคทีเรีย
สายพันธุ์ Streptococcus spp.  เนื่องจากพบกรดไฮยาลูรอนิคในส่วนแคปซูลของแบคทีเรียเหล่านี้ 
กรดไฮยาลูรอนิคได้รับความสนใจในการน้ามาเป็นชีววัสดุอย่างมากเนื่องจากเป็นสารที่พบได้ใน
ธรรมชาติ สามารถสกัดได้ มีสมบัติที่สามารถเข้ากันได้กับเซลล์ของสิ่งมีชีวิต กล่าวคือ ไม่กระตุ้นให้
เกิดกระบวนการในระบบภูมิคุ้มกัน สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ อีกทั้งยังเอ้ือต่อการ
เจริญเติบโตของเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกและเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก อีกทั้งยัง
ส่งเสริมการสร้างเนื้อเยื่อกระดูก (Osteoinduction) ได้ [Sasaki, T. และ Watanabe, C. 1995, 
Zanchetta, P. และคณะ 2003, Lei, Y. และคณะ 2011] 
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โครงสร้างของกรดไฮยาลูรอนิค 

กรดไฮยาลูรอนิคเป็นพอลิเมอร์สายโซ่ตรงที่มีน้้าหนักโมเลกุลในช่วงกว้าง  ต้ังแต่ 1 ถึง 
10,000 กิโลดาลตัน ประกอบด้วย 2 หน่วยย่อย คือ d-glucuronic acid และ N-acetyl 

glucosamine ที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β(1,4) และ β(1,3) glucosidic bonds ดังแสดงในรูปที่ 
2.9  

 
รูปที่ 2.9 หน่วยย่อยของกรดไฮยาลูรอนิค 

[Schanté, C.E. และคณะ 2011] 

 

สมบัติของกรดไฮยาลูรอนิค 

กรดไฮยาลูรอนิคมีประจุเป็นลบ (polyanionad) และมีค่า pKa ใกล้เคียง 2.9 [Šoltés, L. 
และ Mendischi, R. 2003] สามารถละลายน้้าได้ แต่เมื่อละลายน้้าจะมีความหนืดสูง เนื่องจากมี
น้้าหนักโมเลกุลสูงและพันธะภายในมีความแข็งแรง การเติมกรดหรือเบสลงไปจะช่วยเพิ่มการ
ไฮโดรไลซิสสายพอลิเมอร์ของกรดไฮยาลูรอนิค ท้าให้ความยาวของสายพอลิเมอร์ ลดลงและ
ละลายน้้าได้ดียิ่งขึ้น   

 

การปรับปรุงกรดไฮยาลูรอนิค  

กรดไฮยาลูรอนิคมักจะได้รับการปรับปรุงเพื่อให้มีสมบัติที่ตรงกับความต้องการใช้งาน เช่น 
มีอัตราการย่อยสลายที่ช้าลง ละลายน้้าได้ลดลง เป็นต้น โดยน้าไปท้าปฏิกิริยากับสารเคมี เพื่อให้
ได้กรดไฮยาลูรอนิคที่มีหมู่ฟังก์ชั่น (functional group) เพิ่มขึ้นหรือลดลง ดังตารางที่ 2.3 เพื่อ
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สามารถน้าไปท้าปฏิกิริยากับสารชนิดอ่ืนตามต้องการได้ วิธีการดัดแปรกรดไฮยาลูรอนิคเพื่อเพิ่ม
หมู่ฟังก์ชั่น มีดังนี้ 

1. การสลายพันธะระหว่างสายพอลิเมอร์ของกรดไฮยาลูรอนิคด้วยการใช้ความร้อน แรงดัน      
รังสีอัลตร้าไวโอเลต และเอนไซม์ เป็นต้น เพื่อให้สายพอลิเมอร์ของกรดไฮยาลูรอนิคสั้นลง 
ได้กรดไฮยาลูรอนิคที่มีน้้าหนักโมเลกุลต่้าประมาณ 1 – 500 กิโลดาลตัน  

2. การปรับปรุงสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคที่มีน้้าหนักโมเลกุลต้่าใน aqueous solution และ
ตัวท้าละลายอินทรีย์ (organic solvents) เช่น ไดเมทิลซัลโฟไซด์ (dimethyl sulfoxide 
หรือ DMS) และเฮกซะฟลูออโรไอโซโพรพานอล (hexafluoroisopropanol) โดยการ
ปรับปรุงจะมุ่งเน้นไปที่หมู่คาร์บอกซิลของกรดไฮยาลูรอนิค เนื่องจากเป็นต้าแหน่งที่
เอนไซม์ไฮยาลูรอนิเดส (hyaluronidase) สามารถใช้จับกับกรดไฮยาลูรอนิคและเกิดการ
ย่อยสลาย การเปลี่ยนจากหมู่คาร์บอกซิลให้กลายเป็นหมู่ฟังก์ชั่นชนิดอ่ืนจึงลดการจับของ
เอนไซม์ไฮยาลูรอนิเดส ท้าให้การย่อยสลายของกรดไฮยาลูรอนิคในร่างกายมนุษย์เกิดได้
ช้าลง เหมาะกับการน้าไปเป็นวัสดุทางการแพทย์มากย่ิงขึ้น และการมีหมู่ฟังก์ชั่นชนิดอ่ืนที่
เพิ่มขึ้นท้าให้สามารถน้ากรดไฮยาลูรอนิคที่ถูกปรับปรุงนี้ไปท้าปฏิกิริยากับสารชนิดอ่ืนๆได้
ต่อไป 

การดัดแปรกรดไฮยาลูรอนิคอีกวิธีหนึ่งที่นิยมท้า คือ การเชื่อมขวาง โดยการเชื่อมขวางจะ
ช่วยให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่ไม่ละลายน้้า หรือ ละลายน้้าได้น้อยลง สารเชื่อมขวางที่นิยมใช้  ได้แก่     
ไดอิพ็อกซี่บิวเทน (1,2,3,4-diepoxybutane) ในสารละลายด่าง, ไดไวนิลซัลโฟน (divinyl sulfone) 
ในสารละลายด่าง, ฟอร์มัลดีไฮด์ (formaldehyde), กลูตารัลดีไฮด์ (glutaraldehyde), ไดเมททิล- 
ออลยูเรีย (dimetylolurea), ไดเมททิลออลเอธิลีน ยูเรีย (dimethylolethylene urea),   เอธิลีน-
ออกไซด์ (ethylene oxide), พอลีอซิริดีน (polyaziridine), พอลีไอโซไซยาเนท (polyisocyanate) 
และคาร์โบไดอิไมด์ประเภทที่ละลายน้้าได้ (watersoluble carbodiimides) 
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ตารางท่ี 2.3 ตัวอย่างการเพิ่มหมู่ฟังก์ชั่นของกรดไฮยาลูรอนิคโดยใช้สารที่ท้าปฏิกิริยาต่างๆ 
[Oh, E.J. และคณะ 2010] 

 
 

การน าไปใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์ 

กรดไฮยาลูรอนิคนิยมถูกน้าไปใช้อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมเครื่องส้าอาง เนื่องจาก
เชื่อว่าสามารถเพิ่มความชุ่มชื้นให้แก่ผิวหนังได้ และยังน้าไปใช้ในทางการแพทย์ โดยองค์การ
อาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา (U.S. Food and Drug Administration, FDA) รับรอง
การใช้กรดไฮยาลูรอนิคเป็นสารเติมแต่งประเภท dermal fillers, joint viscosupplements, 
vitreous substitutes และ abdominal adhesion barriers ในทางวิศวกรรมเนื้อเยื่อได้น้ากรดไฮ
ยาลูรอนิคมาใช้ในรูปแบบต่างๆ เช่น ฟิล์ม เจล โครงเลี้ยงเซลล์ เป็นต้น ตัวอย่างการใช้ในทางด้าน
วิศวกรรมเนื้อเยื่อ คือ การใช้กรดไฮยาลูรอนิคในการสร้างเส้นเลือดเทียมและผิวหนังเทียม [Choi, 
Y.S. และคณะ 1999, Nishida, S. และคณะ1993, Kogan, G. และคณะ 2007, Price, R. D. และ
คณะ 2007] 

 

2.5.4 ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Hydroxyapaptite, HAp)  

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ เป็นสารประกอบอนินทรีย์ที่เป็นองค์ประกอบของกระดูกและฟัน  เป็น
ส่วนประกอบที่ท้าให้กระดูกมีความแข็งแรง จัดอยู่ในกลุ่มของเซรามิกทางชีวภาพ (bioceramics) 
ซึ่งเป็นกลุ่มของวัสดุเซรามิกที่มีความสามารถในการสร้างพันธะระหว่างวัสดุและเซลล์ในร่างกาย
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ได้ดี มีสมบัติเข้ากันได้กับเซลล์ของสิ่งมีชีวิต สามารถเพิ่มการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกของ 
osteoblast ส่งเสริมการเคลื่อนย้ายของเซลล์กระดูกที่มีการเปลี่ยนแปลงแล้วนั้นไปยังบริเวณที่เกิด
บาดแผล (osteoconduction) และเพิ่มการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกได้ [Chang, B. S. และคณะ 
2000] จากสมบัติที่ได้กล่าวมาข้างต้น จึงได้มีการศึกษาการใช้ไฮดรอกซีอะพาไทต์ในทาง
การแพทย์อย่างกว้างขวาง เช่น การใช้เป็นวัสดุด้านทันตกรรม และการใช้แทนกระดูก แต่มีข้อ
ก้าจัดในการใช้เป็นวัสดุทดแทนกระดูกมนุษย์ในส่วนที่ต้องรับน้้าหนักมาก เนื่องจากไฮดรอกซีอะ
พาไทต์มีข้อเสียคือ มีสมบัติทางกลต้่าและเปราะ จึงเกิดการแตกหักเสียหายได้ง่าย [Wu, C. และ 
Xiao, Y. 2009] 

 
 โครงสร้างและองค์ประกอบของไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์มีสูตรโมเลกุล Ca10(PO4)6(OH)2 ไฮดรอกซีอะพาไทต์บริสุทธิ์มี
องค์ประกอบทางทฤษฎีคือ มีแคลเซียมร้อยละ 39.68 โดยน้้าหนัก และฟอสฟอรัสร้อยละ 18.45 
โดยน้้าหนัก และมีอัตราส่วนระหว่างแคลเซียม:ฟอสฟอรัส คือ 2.151 โดยน้้าหนัก หรือ 1.67 โดย
โมล ไฮดรอกซีอะพาไทต์มีลักษณะโครงสร้างเป็นผลึก ดังรูปที่ 2.10 

 

 
รูปที่ 2.10 โครงสร้างผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

[Hu, W. และคณะ 2012] 
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การใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์  

จากสมบัติของไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่มีความสามารถในการสร้างพันธะระหว่างวัสดุหรือ
อุปกรณ์การแพทย์และเซลล์ในร่างกายได้ดี รวมถึงมีความสามารถเข้ากันได้กับเซลล์ของสิ่งมีชีวิต
ได้ดี จึงมีผลิตภัณฑ์เชิงพาณิชย์จากไฮดรอกซีอะพาไทต์เพื่อใช้ในทางการแพทย์อย่างมาก สาร   
ไฮดรอกซีอะพาไทต์แบบผง สามารถใช้เคลือบลงบนอวัยวะเทียมประเภทโลหะ เช่น ข้อสะโพก
เทียม เป็นต้น เพื่อให้อวัยวะเทียมนั้นมีความเข้ากันได้กับเซลล์ของสิ่งมีชีวิตมากยิ่งขึ้น เพิ่มความ
ทนทานของโลหะต่อการกัดกร่อนจากของเหลวภายในร่างกาย และยังช่วยสร้างพันธะระหว่าง
อวัยวะเทียมกับกระดูกของผู้ป่วยด้วย  

นอกจากการใช้ประโยชน์ในการเคลือบผิวโลหะแล้ว ยังมีการใช้ไฮดรอกซีอะพาไทต์เป็น
กระดูกเทียม ทั้งการใช้ในรูปแบบฉีด แบบโครงสร้างสามมิติ และแบบผง อีกทั้งยังใช้ในการ
ซ่อมแซมอวัยวะ อาทิโรค ทางปริทันตะวิทยา (periodontal disease) การฟื้นฟูขากรรไกรบน 
(maxillofacial reconstruction) อีกด้วย [Yoshikawa, H. และคณะ 2009, Cox, S. C. และคณะ 
2015] 

 

2.6 การเชื่อมขวาง 

การเชื่อมขวางเป็นกระบวนการปรับปรุงสมบัติของพอลิเมอร์ให้เป็นไปตามต้องการใน
กระบวนการสร้างวัสดุทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ โดยปรับปรุงวัสดุให้มีสมบัติทางกล (mechanical 
properties) อัตราการย่อยสลาย (degradation rate) และความสามารถในการบวมน้้า (swelling 
capacity) ที่เหมาะสมตามลักษณะการใช้งาน ซึ่งกระบวนการเชื่อมขวางนั้นมีอยู่ 2 วิธีหลักคือ 
การเชื่อมขวางทางเคมี และการเชื่อมขวางทางกายภาพ  

 

2.6.1 การเชื่อมขวางทางเคมี 

การเชื่อมขวางทางเคมีเป็นกระบวนการเชื่อมขวางที่ใช้สารเคมีท้าปฏิกิริยากับสารหรือ
โครงเลี้ยงเซลล์ที่เราต้องการปรับปรุง โดยสารเคมีที่นิยมใช้มักเป็นสารที่มีหมู่แอลดีไฮด์ เช่น 
กลูตารัลดีไฮด์ (glutaraldehyde, GA) ฟอร์มัลดีไฮด์ (formaldehyde) เป็นต้น หรือการเชื่อมขวาง
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ด้วย N-hydroxysuccinimide (NHS) และ 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 
(EDC) เป็นต้น [Zhang, Y. และคณะ 2006] 

 

2.6.1.1 การเชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ (Glutaraldehyde, GA)  

กลูตารัลดีไฮด์เป็นสารประเภทคาร์บอนจ้านวนห้าอะตอมที่ต่อกันแบบสายโซ่ตรง โดยที่
ปลายทั้งสองข้างของสายจะมีหมู่แอลดีไฮด์ (-CHO) อยู่ ซึ่งหมู่แอลดีไฮด์สามารถเชื่อมขวางกับหมู่
เอมีน (-NH2) ของโปรตีนได้ [Aragon, C. และ Lopez-Corcuera, B. 2003] เช่นการเชื่อมขวางกับ
คอลลาเจน หรือ เจลาติน เป็นต้น ดังรูปที่ 2.11 อีกทั้งยังสามารถเชื่อมขวางกับหมู่ไฮดรอกซิล         
(-OH) ของพอลิแซคคาไรด์ได้ (polysaccharide) [Collins, M.N. และ Birkinshaw, C. 2007] ดัง
รูปท่ี 2.12 

การใช้กลูตารัลดีไฮด์ในการเชื่อมขวางนั้นมีข้อดีคือ การเชื่อมขวางจะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว
และมีประสิทธิภาพสูง แต่มีข้อเสียคือ กลูตารัลดีไฮด์เป็นสารที่มีพิษต่อร่างกายและเซลล์ ดังนั้นเมื่อ
ท้าการเชื่อมขวางเสร็จสิ้นแล้วต้องท้าการก้าจัดกลูตารัลดีไฮด์ที่เหลือออกโดยการล้างด้วยไกลซีน  
(glycine) เพื่อให้ท้าปฏิกิริยากับกลูตารัลดีไฮด์ที่เหลืออยู่และล้างออกด้วยน้้า อย่างไรก็ตาม 
กลูตารัลดีไฮด์ได้การรับรองความปลอดภัยจากองค์การอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา
แล้วในปัจจุบัน (U.S. Food and Drug Administration, FDA) 



 43 

 

 
รูปที่ 2.11 การเชื่อมขวางของโปรตีนด้วยกลูตารัลดีไฮด์ 

[http://publish.uwo.ca/~jkiernan/formglut.htm] 
 
 

 

 
รูปที่ 2.12 การเชื่อมขวางของพอลิแซคคาไรด์ (polysaccharide) ด้วยกลูตารัลดีไฮด์ 

[Collins, M.N. และ Birkinshaw, C.   2007] 

 

http://publish.uwo.ca/~jkiernan/formglut.htm
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2.6.1.2 การเชื่อมขวางด้วย 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 
(EDC) 

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide มี ห มู่ ค า ร์ บ อ ก ซิ ล (-COOH) ซึ่ ง 
สามารถสร้างพันธะเอไมด์กับหมู่เอมีน (-NH2) ของโปรตีนได้ เช่นการเชื่อมขวางกับคอลลาเจน 
หรือ เจลาติน และสามารถสร้างพันธะเอสเตอร์กับหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) ของพอลิแซคคาไรด์
ได้ เช่น การเชื่อมขวางกับกรดไฮยาลูรอนิค เป็นต้น [Collins, M. N. และ Birkinshaw, C. 2007] 
ดังรูปที่ 2.13 ภายหลังเสร็จสิ้นกระบวนการเชื่อมขวางด้วย EDC นั้นจะได้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นอนุพันธ์
ของยูเรีย (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)urea) ซึ่งไม่เป็นพิษต่อร่างกายและก้าจัดออกได้
ด้วยการล้างน้้า จึงไม่เกิดสารพิษตกค้างในผลิตภัณฑ์  

ถึงแม้การเชื่อมขวางด้วย EDC นั้นไม่เกิดสารพิษตกค้างดังเช่นการเชื่อมขวางด้วย 
กลูตารัลดีไฮด์ แต่ EDC ยังไม่ได้รับการรับรองความปลอดภัยจากองค์การอาหารและยา  

 

 
รูปที่ 2.13 การเชื่อมขวางของพอลิแซคคาไรด์ (polysaccharide) ด้วย EDC 

[Collins, M.N. และ Birkinshaw, C. 2007] 
 

2.6.2 การเชื่อมขวางด้วยความร้อน (dehydrothermal treatment, DHT)  

การเชื่อมขวางด้วยความร้อนเป็นการเชื่อมขวางทางกายภาพอย่างหนึ่ง โดยเชื่อมขวาง
ระหว่างสายโซ่โปรตีน เมื่อมีการให้ความร้อน สายโซ่โปรตีนจะก้าจัดน้้าออกมา 1 โมเลกุล และหมู่
เอมีน (-NH2) ของโปรตีนนั้นจะเกิดการเชื่อมขวางกับหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) ของโปรตีนที่อยู่
ใกล้เคยีงกันเท่านั้น ความสามารถในการเชื่อมขวางด้วยวิธีนีจึงมีข้อก้าจัด จึงควรท้าการเชื่อมขวาง
ด้วยวิธีอ่ืนควบคู่กันเพื่อเพิ่มระดับการเชื่อมขวาง การเชื่อมขวางด้วยความร้อนนั้นมีข้อดีคือ ไม่มี
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การใช้สารเคมี จึงไม่เกิดสารเคมีตกค้างในวัสดุ แต่ข้อเสียของการเชื่อมขวางวิธีนี้คือ มีการใช้ความ
ร้อนสูง ซึ่งอาจท้าให้สารบางประเภทโปรตีนเกิดการเสื่อมสภาพได้ [Wess, T. และคณะ 2000, 
Friess W. และคณะ 1998]          

 

2.7 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

2.7.1 ผลการตอบสนองของเซลล์ในระดับห้องปฏิบัติการต่อชีววัสดุชนิด
ต่างๆ 

รายงานผลการตอบสนองของเซลล์ในระดับห้องปฏิบัติการ (in vitro) ต่อชีววัสดุชนิดต่าง 
ๆ แสดงในตารางที่ 2.4  
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2.7.2 ผลการตอบสนองและการสร้างกระดูกในสัตว์ทดลองต่อชีววัสดุชนิดต่างๆ 

รายงานผลการตอบสนองและการสร้างกระดูกในสัตว์ทดลอง (in vivo) ต่อชีววัสดุชนิดต่าง ๆ 
สรุปดังแสดงในตารางที่ 2.5 
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บทที่ 3 

วัสดุและวิธีการด าเนินวิจัย 

3.1  วัสดุและสารเคมี 

3.1.1 รังไหม Bombyx mori (พันธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 1 จากศูนย์หม่อนไหมเฉลิม-      
พระเกียรติสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิต์ิ พระบรมราชินีนาถ จังหวัดศรีษะเกษ) 

3.1.2 เจลาตินชนิด เอ (Type A gelatin, Mw 100,000 Da, pI = 9) (Nitta Gelatin 
Inc.,  Tokyo, Japan) 

3.1.3 กรดไฮยาลูรอนิค (hyaluronic acid, Mv 722,000 Da) (Namsiang Internatonal 
CO.,LTD., Bangkok, Thailand) 

3.1.4 Calcium chloride (CaCl2) (Ajax finechem, Australia) 
3.1.5 Sodium phosphate dibasic heptahydrtae (Na2HPO4.7H2O) (Sigma-

Aldrich Laborchemikelien, Germany) 
3.1.6 Sodium carbonate (Na2CO3) (Ajax finechem, Australia) 
3.1.7 Lithium bromind (LiBr) (Sigma-Aldrich Laborchemikelien, Germany) 
3.1.8 เกลือ (NaCl, ขนาดผลึก 600-700 µm) 
3.1.9 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) (EDC) (Sigma-Aldrich, USA) 
3.1.10 N-hydroxy-succinimide (NHS) (Sigma-Aldrich, USA)  

3.1.11 Alpha-modified wagle medium (α-MEM) (Hyclone, USA)  
3.1.12 Dulbecco’s modified eagle powder medium (D-MEM) (Hyclone, USA) 
3.1.13 Fetal bovine serum (FBS) (Hyclone, USA)  
3.1.14 สารละลาย Penicillin-Streptomycin (Hyclone, USA) 
3.1.15 Phosphate buffer saline without calcium and magnesium (PBS (-) 

powder) (Nissui Pharmaceutical CO. Ltd, Japan) 
3.1.16 Trypsin/EDTA (0.25% Trypsin in EDTA.4 Na) (Gibco BRL., Canada)  
3.1.17 SDS lysis buffer 
3.1.18 สารละลาย SSC (17.999g NaCl+8.823g Na3Citrate.2H2O / 100ml)  
3.1.19 สารละลาย Hoechst 33258  
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3.1.20 ถุงไดอะไลซ์ (MWCO 12000-16000) (Viskase Companies, Inc., Japan)       
3.1.21 ยาสลบหนูทดลอง Isofuran (Pi ramal Critical Care, Inc., USA)    
3.1.22 Iodine solution 
3.1.23 70% Ethanol                                                                                       
3.1.24 10% formalin                                                                                                                
3.1.25 สีย้อมชิ้นเนื้อ Hematoxylin & Eosin   
3.1.26 สีย้อมชิ้นเนื้อ Masson’s Trichrome                                                                                                                         
3.1.27 ถาดเลี้ยงเซลล์พอลิสตรีน ขนาด 24 หลุม และ 48 หลุม (Corning, USA)    
3.1.28 ถาดเลี้ยงเซลล์พอลิสตรีน ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 มิลลิเมตร (Corning, 

USA)       
3.1.29 หลอดปั่นหวี่ยงสาร (Corning, USA)             

 

3.2 อุปกรณ ์

3.2.1 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow) (HWS series 254473. Australia)      
3.2.2 ตู้เพาะเชื้อบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 incubator) (series II 3110 

Water  Jacketed Incubator, Thermo Forma, USA)                
3.2.3 เครื่อง Fluorescence microplate reader (FLUOstar Omega, BMG 

Labyech, Germany)          
3.2.4 เครื่องดูดปล่อยสารอัตโนมัติ (micropipette) (Pipetman P20, P200, P1000, 

USA)          
3.2.5 เครื่องดูดปล่อยสารอัตโนมัติ (Multi-channel pipette)       
3.2.6 เครื่องชั่งน้้าหนักแบบดิจิตอล (AL204, Metter Toledo, USA)    
3.2.7 เครื่องปั่นเหวี่ยงสาร (Centrifuge) (Kubota corporation 6500, Japan)       
3.2.8 เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (Magnatic Stirrer/ Hot plate) (RCT basic, 

Ika labortechnik, Germany)         
3.2.9 ตู้เย็น – 40 องศาเซลเซียส   (Haier, China)      
3.2.10 ตู้เย็น – 20  องศาเซลเซียส  (Sandenintercool, Thailand)  
3.2.11 ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส (NR-BU343, Panasonic, Thailand)       
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3.2.12 เครื่องท้าแห้งแบบแช่แข็ง (Freeze dryer, CHRIST®, Germany)                                                                                  
3.2.13 ตู้อบแห้งแบบสุญญากาศ และปั๊ม Vacuum oven (VD23, Binder, Germany)  
3.2.14 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscopy) 

(JSM-5410LV, JEOL Ltd., Japan)   
3.2.15 กล้องจุลทรรศน์ (Eclipse 80i, Nikon, Japan) 
3.2.16 กล้องจุลทรรศน์ (Eclipse TS100, Nikon, Japan) 
3.2.17 Hemacytometer (Boeco, Germany) 
3.2.18 อุปกรณ์ผ่าตัด 
3.2.19 Oscilating saw  
3.2.20 เครื่องถ่ายภาพรังสี (X-ray) (โรงพยาบาลสัตว์เล็ก คณะสัตวแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย) 
3.2.21 เครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร (micro-CT) (Skyscan 1173, 

Bruker Company, Belgium, หน่วยบริการสถานที่และเครื่องมือวิจัย                   
คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล)      

                                                                                         

3.3 ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 

ขั้นตอนการด้าเนินงานวิจัยนี้แบ่งออกเป็น 2 ส่วนหลัก  ได้แก่ การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์
และวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพ และการทดสอบความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกของ
โครงเลี้ยงเซลล์ในสัตว์ทดลอง ดังแสดงในรูปท่ี 3.1 
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รูปที่ 3.1 แผนการด้าเนินงานวิจัยโดยรวม 

2. การทดสอบความสามารถในการสร้างเนื้อเย่ือกระดูก  
ของโครงเลี้ยงเซลล์ในสัตว์ทดลอง 

- เตรียมเซลล์ต้นก้าเนิดจาก 
ไขกระดูกของหนู  

- เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล ์
- ทดสอบการยึดเกาะของ

เซลล์ด้วยวิธี DNA assay  

วิเคราะห์ความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูก              
ด้วยเทคนิคดังต่อไปนี้ 

- ถ่ายภาพด้วยรังสี  
- ถ่ายภาพด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร  
- วัดความยาวของช่องว่างของกระดูก  
- วิเคราะห์ค่าร้อยละของความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูก  
- วิเคราะห์ร้อยละของปริมาตรของกระดูกที่สร้างใหม่เทียบกบั

ปริมาตรของเนื้อเยื่อที่สร้างใหม่ทั้งหมด 
- วิเคราะห์ทางจุลพยาธิวิทยา  

ผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ในหนทูดลอง 

วิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานและขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์ 

ดัดแปรโครงเลี้ยงเซลล์        
ไฟโบรอินไหมไทยด้วยการ
คอนจู เกตด้วยเจลาติน 
(CGSF) 

ดัดแปรโครงเลี้ยงเซลล์        
ไฟโบรอินไหมไทยด้วยการ
เคลือบพื้ นผิ วด้ วยกรด      
ไฮยาลูรอนิค (HSF) 

ดัดแปรโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอิน
ไหมไทยด้วยการคอนจูเกตด้วย   
เจลาติน และสะสมไฮดรอกซี -     
อะพาไทต์ (CGSF4)  

1. การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์และวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพ 

รังไหม Bombyx mori สายพันธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 
1 

เตรียมสารละลายไฟโบรอนิไหม
ไทย 

เตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอนิไหมไทยด้วยวิธีการก้าจัดเกลือ
ออก 
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3.3.1 การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทย  

การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทยในน้้าจะด้าเนินการตามรายงานของ Kim, U.J. 
และคณะ (2005) โดยน้ารังไหมไทยพันธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 1 มาต้มในสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนต 0.02 M เป็นเวลา  20 นาที จ้านวน 2 รอบเพื่อละลายเซริซินหรือกาวไหมออก แล้วน้า
เส้นใยไฟโบรอินที่ผึ่งแห้งแล้วไปละลายด้วยสารละลายลิเทียมโบรไมด์ 9.3 M ที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นน้าสารละลายไฟโบรอินที่ได้ไปไดอะไลซ์ด้วยน้้าปราศจาก
ประจุที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน  โดยท้าการเปลี่ยนน้้าเมื่อครบเวลา 15 นาที 20 นาที และ 20 
นาที จากนั้นเปลี่ยนน้้า 3 ครั้งต่อวัน เพื่อก้าจัดลิเทียมโบรไมด์ออก วิเคราะห์ความเข้มข้นของ      
ไฟโบรอินในสารละลายด้วยการชั่งน้้าหนักแห้งของไฟโบรอิน โดยควบคุมให้สารละลายที่ได้มีความ
เข้มข้นอยู่ในช่วงร้อยละ 6 - 6.5 โดยน้้าหนัก 

 

3.3.2 การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย  

การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยจะด้าเนินการตามรายงานของ Kim, U.J. 
และคณะ (2005)  โดยบรรจุสารละลายไฟโบรอินไหมไทยปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในกระปุก
ทรงกระบอก ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 เซนติเมตร สูง 3.3 เซนติเมตร และโรยผลึกเกลือ 
(NaCl) ขนาด 600-710 ไมโครเมตร ปริมาณ 7 กรัมลงไปในกระปุกอย่างช้าๆ ต้ังทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อให้สารละลายไฟโบรอินก่อตัวเป็นเจล จากนั้นน้าไปแช่ในน้้า
ปราศจากประจุพร้อมปั่นกวน โดยเปลี่ยนน้้าทุกๆ 10 นาทีเป็นเวลา 5 ครั้งและแช่น้้าปราศจาก
ประจุพร้อมปั่นกวนทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง เพื่อให้อนุภาคเกลือละลายน้้าออกมา ท้าให้เกิดเป็นรูพรุน
ภายในโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอิน จากนั้นตากโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินที่อุณหภูมิห้องให้แห้ง และ
น้ามาตัดเป็นชิ้นงานขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 11 มิลลิเมตร และหนา 2 มิลลิเมตร  

 
 

3.3.3 การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) 

การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินจะด้าเนินการตาม
รายงานของ Chamchongkaset, J. และคณะ (2008) โดยแช่โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยใน
สารละลายเจลาตินความเข้มข้นร้อยละ 0.5 น้้าหนักต่อปริมาตร  เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะ
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สุญญากาศ จากนั้นน้าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ได้ไปผ่านกระบวนการท้าแห้งด้วยความเย็น  (Freeze 
drying) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น้าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ได้มาท้าการเชื่อมขวางด้วยความร้อน 
(Dehydrothermal) โดยน้าไปอบที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส ความดัน 0.4 บาร์ ที่สภาวะ
สุญญากาศเป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นท้าการเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์และเจลาตินด้วยสาร
เชื่อมขวาง 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) (EDC) และ N-hydroxy-succinimide (NHS) 
โดยแช่ในสารละลาย EDC ความเข้มข้น 14 มิลลิโมลต่อลิตร ผสมกับสารละลาย NHS ความ
เข้มข้น 5.5 มิลลิโมลต่อลิตร เป็นเวลา 2 ชั่วโมง และแช่ในน้้าปราศจากประจุภายใต้สภาวะ
สุญญากาศ เป็นเวลา 30 นาที จ้านวนทั้งสิ้น 3 รอบ เพื่อล้าง EDC และ NHS ที่ตกค้างออก น้า
โครงเลี้ยงเซลล์ออกมาต้ังทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง  

 

3.3.4 การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4)  

การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซี-   
อะพาไทต์ จะด้าเนินการตามรายงานของ Tungtasana, H. และคณะ (2010) โดยโครงเลี้ยงเซลล์  
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินนั้นจะได้รับการสะสมไฮดรอกซีอะปาไทด์บนพื้นผิว
ภายในโครงเลี้ยงเซลล์ ด้วยวิธีการแช่สลับในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) ความเข้มข้น 
0.2 โมลต่อลิตร เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นแช่โครงเลี้ยงเซลล์ในน้้าปราศจากประจุเป็นเวลา 10 
นาทีก่อนน้าไปแช่ในสารละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ความเข้มข้น 0.12 โมลต่อ
ลิตร เป็นเวลา 30 นาที และแช่ในน้้าปราศจากประจุอีกครั้งหนึ่ง โดยท้าซ้้าทั้งสิ้น 4 รอบ  
 

3.3.5 การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยา-                   
ลูรอนิค (HSF)  

เตรียมสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคให้มีความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้้าหนัก น้าโครงเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยแช่ลงไปในสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคเป็นเวลา 2 ชั่วโมงภายใต้สภาวะ
สุญญากาศ จากนั้นน้าโครงเลี้ยงเซลล์ไปผ่านกระบวนการท้าแห้งด้วยความเย็น  
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3.3.6 การศึกษาโครงสร้างสัณฐานและขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์ 

น้าโครงเลี้ยงเซลล์ทั้งสามชนิดไปวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเลคตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope) บันทึกภาพโครงสร้างสัณฐานของ
โครงเลี้ยงเซลล์ และน้ามาวิเคราะห์หาขนาดของรูพรุนด้วยโปรแกรม Semafore 5.21 โดยวัดเส้น
ผ่านศูนย์กลางของรูพรุนทั้งหมด 100 จุด และรายงานเป็นค่าเฉลี่ย+ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 

3.3.7 การทดสอบความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกของโครงเลี้ยงเซลล์ใน
สัตว์ทดลอง 

 
3.3.7.1 การเตรียมเซลล์ต้นก าเนิดจากไขกระดูกของหนู (Rat bone marrow-

derived  mesenchymal stem cell, MSC)  

การเตรียมเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกของหนูจะด้าเนินการตามรายงานของ 
Takahashi, Y. และคณะ (2005) โดยสกัดเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกจากขาหลังของหนูวิสต้า 
อายุ 3 สัปดาห์ โดยผ่าเอากระดูกต้นขาหลังของหนู เลาะเศษเนื้อออกให้สะอาด ตัดปลายของชิ้น

กระดูกเพื่อเปิดช่องโพรงไขกระดูก จากนั้นใช้เข็มฉีดยาเบอร์ 26 ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด α-MEM 
(Alpha-modified eagle medium ที่มี 15%FBS และ 50 U/ml penicillin streptomycin)  1 
มิลลิลิตร ชะอาหารเลี้ยงเซลล์ผ่านชิ้นกระดูกหลายๆครั้งเพื่อชะไขกระดูกออกมาให้หมด ท้าสาร
แขวนลอยให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยการฉีดพ่นซ้้าหลายๆครั้งและดูดใส่จานเลี้ยงเซลล์ที่มีอาหารเลี้ยง
เซลล์ปริมาณ 10 มิลลิลิตรอยู่ เพาะเลี้ยงเซลล์โดยเลี้ยงในตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์วันที่ 1 เพื่อก้าจัด
เซลล์ที่ไม่เกาะกับพื้นผิวของจานเลี้ยงเซลล์ จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์วันเว้นวัน จนกระทั่ง
เซลล์เติบโตเต็มจานเลี้ยง จากนั้นเซลล์จะถูกถ่ายลงจานใหม่ โดยการย่อยด้วยเอนไซม์ทริพซิน -     
อีดีทีเอ ซึ่งจะย่อยเซลล์ให้หลุดออกจากพื้นผิวของจานเลี้ยง นับจ้านวนเซลล์ด้วยแผ่นสไลด์นับ
เซลล์ (Hemacytometer) จากนั้นน้าเซลล์ที่ได้ไปเพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงชุดใหม่ที่ความหนาแน่น
ประมาณ 5x104 เซลล์/ตารางเซนติเมตร เมื่อเซลล์มีจ้านวนมากขึ้นและมีการเรียงตัวหนาแน่นใน
จานเพาะเลี้ยง จึงท้าการหว่านเซลล์ใหม่ทุก 5-7 วัน และน้าเซลล์ passage ที่ 2 ไปใช้ในการ
ทดสอบต่อไป 
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3.3.7.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ 

 เตรียมเซลล์ที่ความหนาแน่น 41,666 เซลล์/ลูกบาศก์มิลลิเมตรของโครงเลี้ยงเซลล์ 
จากนั้นเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดลงไปที่โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยก๊าซเอทิลีนออกไซด์ 
ด้วยวิธีการ agitation seeding ตามรายงานของ Takahashi, Y. และคณะ (2005) โดยการเขย่าที่
ความเร็ว 200 รอบต่อนาทีในตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 6 ชั่วโมง โดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด α-MEM  (Alpha-
modified eagle medium ที่มี 15% FBS และ 50 U/ml penicillin streptomycin) จากนั้นน้าโครง
เลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ไปท้าการฝังในสัตว์ทดลองทันทีดังหัวข้อที่ 3.3.7.4 และน้า
โครงเลี้ยงเซลล์อีกชุดหนึ่งไปวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล์ดังหัวข้อที่ 3.3.7.3 

 
 

3.3.7.3 การทดสอบการยึดเกาะของเซลล์ ด้วยวิธี DNA assay  

 การทดสอบการยึดเกาะของเซลล์จะตรวจสอบปริมาณของเซลล์ภายหลังกระบวนการ 
agitation seeding โดยการวิเคราะห์ปริมาณ DNA ด้วยวิธีการตรวจวัดปริมาณสารเรืองแสง 
Hoechst 33258 ซึ่งเป็นสารที่สามารถแทรกเข้าไปในบริเวณ Double stand ของ DNA และ
ตรวจวัดด้วยเครื่อง spectrofluorimeter [Takahashi, Y. และคณะ (2005)]  โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานของเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก 

- เตรียมสารละลายมาตรฐานของเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกของหนูที่มีความหนาแน่น
เซลล์ 2x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร น้าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 5 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล์          
เทอาหารเลี้ยงเซลล์ทิ้ง 

- เติม SDS lysis buffer และน้าไปบ่มที่อุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เซลล์
ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกจะแตกและปลดปล่อย DNA ออกมา  

- เจือจางสารละลายมาตรฐานของเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกให้มีความหนาแน่นของ
เซลล์เป็น 1x106 ถึง 1.5625x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
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การเตรียมเซลล์จากโครงเลี้ยงเซลล์ 
- น้าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการ agitation seeding มาล้างด้วยสารละลาย PBS Buffer 

จากนั้นตัดโครงเลี้ยงเซลล์จนละเอียด  
- เติม SDS lysis buffer และเก็บตัวอย่างที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นน้าตัวอย่าง

มาต้ังที่อุณหภูมิห้องเพื่อละลายผลึกน้้าแข็งในตัวอย่าง ท้าซ้้าทั้งสิ้น 3 รอบ ผลึกน้้าแข็งที่
เกิดในระหว่างการแช่แข็งตัวอย่างที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจะช่วยให้เซลล์ต้นก้าเนิด
จากไขกระดูกของหนูเกิดการแตกมากขึ้น และปลดปล่อย DNA ออกจากเซลล์มากขึ้น 
 

การเตรียมสารละลาย Hoechst 33258 
- น้า Hoechst 33258 ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ผสมกับน้้าปราศจากประจุปริมาณ 19 

มิลลิลิตร และ SSC ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
 
การวัดปริมาณ DNA 

- น้าสารละลายมาตรฐานของเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกและสารตัวอย่างที่ผ่านการแช่
แข็งตัวอย่างที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาต้ังที่อุณหภูมิห้อง เพื่อให้สารทั้งสองละลาย
เป็นของเหลว จากนั้นปิเปตสารแต่ละชนิดลงในถาด 96 หลุม ปริมาณ 100 ไมโครลิตร 

- เติมสารละลาย Hoechst 33258 ลงไปในแต่ละหลุมปริมาณ 100 ไมโครลิตร 
- วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrofluorimeter โดยช่วงความยาวคลื่นที่ใช้ในการ

กระตุ้นที่ 355 นาโนเมตร และช่วงความยาวคลื่นของการแผ่รังสีที่ 460 นาโนเมตร 
- วิเคราะห์ปริมาณเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกหนูในสารตัวอย่าง โดยน้าค่าการดูดกลืน

แสงที่วัดได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของค่าการดูดกลืนแสงและปริมาณเซลล์ต้นก้าเนิด
จากไขกระดูกหนูในสารละลายมาตรฐานของเซลล์  

 

3.3.8 การผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ในหนูทดลอง   

การทดสอบในสัตว์ทดลองจะด้าเนินการภายใต้การอนุมัติจากคณะกรรมการจรรยาบรรณ
การใช้สัตว์ทดลอง คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เลขที่ 1431073  (วันที่ 3 
กันยายน พ.ศ. 2557) โดยท้าการฝังชิ้นงาน ขนาด 2x2x6 มิลลิเมตร ลงในช่องกระดูกเรเดียส 
(Radius) ของหนูพันธุ์วิสต้า (Wistar rat) อายุ 12 สัปดาห์ ซึ่งถูกตัดออกยาว 6 มิลลิเมตร ด้วย
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เลื่อยไฟฟ้า (Oscilating saw) โดยรอยตัดมีลักษณะเรียบตรง ไม่ท้าให้เกิดความเสียหายแก่เยื่อหุ้ม
กระดูกของปลายกระดูกชิ้นบนและล่าง โดยขนาดช่องว่างของกระดูกเรเดียสยาว 6 มิลลิเมตรนี้ 
เป็นขนาดของ Critical size defect ซึ่งกระดูกเรเดียสของหนูทดลองจะไม่สามารถสร้างกระดูก
ใหม่เพื่อเติมเต็มช่องว่างได้อย่างสมบูรณ์ด้วยตัวเอง [Hollinger, J. O. และ Kleinschmidt, J. C. 
1990] การทดสอบนี้ใช้หนูทดลองกลุ่มละ 3 ตัว โดยฝังโครงเลี้ยงเซลล์ 1 ชิ้นในขาซ้ายของหนูแต่ละ
ตัว หนูทดลองได้รับการดูแลและให้อาหารตามหลักสากล [Ratanavaraporn, J. และคณะ 2012]    
 
โดยกลุ่มที่ท้าการศึกษาทั้งหมด 7 กลุ่ม ได้แก่ 
กลุ่มที่ 1   กลุ่มควบคุม (sham) 
กลุ่มที่ 2   โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) 
กลุ่มที่ 3   โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์

(CGSF4)  
กลุ่มที่ 4   โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) 
กลุ่มที่ 5   โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

(CGSF with cells) 
กลุ่มที่ 6   โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ (CGSF4 with cells) 
กลุ่มที่ 7   โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะ 

เลี้ยงเซลล์ (HSF with cells) 
 
ขั้นตอนการผ่าตัดหนูทดลอง 

- วางยาสลบ Isoflurane แก่หนูวิสต้า โกนขนบริเวณต้นขาหลังด้วยบัตตาเลี่ยน และท้า
ความสะอาดผิวหนังด้านนอกด้วยด้วยสารละลายไอโอดีน 

- กรีดมีดผ่าตัดลงบนผิวหนังของหนูทดลองตามแนวยาวของขาหน้าข้างซ้ายของหนู และ
เลาะตามร่องของกล้ามเนื้อจนพบกระดูกขา (Radius) 

- วัดความยาวของบริเวณที่จะตัดด้วยไม้บรรทัดและ ตัดบริเวณกลางกระดูก (central of 
shaft diaphysis) ของกระดูก Radius ด้วยเลื่อยไฟฟ้า (Oscilating saw) ให้เป็นบาดแผล
เรียบตรง ความยาว 6 มิลลิเมตร  
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- ท้าการฝังโครงเลี้ยงเซลล์สูตรที่ไม่ได้ท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดไขกระดูกที่ผ่านการ
ฆ่าเชื้อด้วยก๊าซเอทิลีนออกไซด์แล้ว และโครงเลี้ยงเซลล์สูตรที่ผ่านการเลี้ยงเซลล์ต้น
ก้าเนิดไขกระดูกลงไปแทนที่ต้าแหน่งกระดูกที่ถูกตัดออกไป 

- เย็บปิดแผล  
 

3.3.9 การทดสอบความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองด้วย
การถ่ายภาพรังสี (X-ray)  

การทดสอบความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองด้วยการถ่ายภาพ
ด้วยรังสีจะด้าเนินการภายหลังการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทันที เพื่อพิจารณารอยตัดและต้าแหน่งที่ตัด
กระดูก และท้าการถ่ายภาพด้วยรังสี เพื่อตรวจการสร้างกระดูกใหม่ที่เวลา 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 
สัปดาห ์ 

 

3.3.10 การทดสอบความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองด้วย
เครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร (micro-CT) 

เมื่อฝังโครงเลี้ยงเซลล์ในช่องว่างของกระดูกเรเดียสขาหน้าข้างซ้ายของหนูทดลองเป็น
เวลา 12 สัปดาห์ หนูทดลองจะถูกท้าให้เสียชีวิตโดยการรมด้วยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์  และ
ผ่าตัดซาก จากนั้นน้าขาหน้าข้างซ้ายของหนูทดลองที่มีการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไปแช่ในสารละลาย
ฟอร์มาลีน ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร เพื่อคงสภาพของเนื้อเยื่อและกระดูกของหนู
ทดลอง จากนั้นจึงวิเคราะห์ความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองโดยการ
ถ่ายภาพด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตรเพื่อเปรียบเทียบการสร้างกระดูกใหม่
จากภาพสามมิติ ภายหลังการฝังโครงเลี้ยงเซลล์12 สัปดาห์  

กระดูกเรเดียสของหนูทดลองจะถูกวัดความยาวของช่องว่างของกระดูก ด้วยโปรแกรม CT 
analysis โดยการลากเส้นความยาวจากปลายของกระดูกที่สร้างใหม่ส่วนต้นไปจรดส่วนปลายของ
กระดูกที่สร้างใหม่ส่วนปลายของภาพสามมิติที่ผ่านการถ่ายภาพด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์
ระดับไมโครเมตร โดยท้าการวัดช่วงที่แคบที่สุด จากนั้นท้าการค้านวณค่าความหนาแน่นของเกลือ
แร่ในกระดูก (Bone mineral density, BMD) ในบริเวณส่วนต้นของกระดูกเรเดียสของหนูทดลอง 
ด้วยโปรแกรม CT analysis ซึ่งได้จากการเทียบความหนาแน่น (Density) ของกระดูกที่ต้าแหน่งที่
วัดได้กับค่าความหนาแน่นมาตรฐานที่วัดได้จากกระดูกเทียม (Phantom) โดยจะท้าการวิเคราะห์
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ในต้าแหน่งที่กระดูกสร้างใหม่ และต้าแหน่งของกระดูกปกติ (บริเวณเหนือกว่าต้าแหน่งที่ฝังชิ้นงาน
ประมาณ 6 มิลลิเมตร) จากนั้นจึงค้านวณค่าร้อยละของความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูก 
(%Bone mineral density, % BMD) โดยการเปรียบเทียบค่าความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูก
ที่สร้างใหม่ กับค่าความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูกปกติ ดังสมการต่อไปนี ้ 
 

%BMD =
ค่าความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูกที่สร้างใหม่

ค่าความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูกปกติ
 × 100 

 
นอกจากนี้ กระดูกเรเดียสทางส่วนต้นของหนูทดลองจะถูกวิเคราะห์ร้อยละของปริมาตร

ของกระดูกที่สร้างใหม่เทียบกับปริมาตรของเนื้อเยื่อที่สร้างใหม่ทั้งหมด (% Bone volume) เพื่อ
พิจารณาว่าในเนื้อเยื่อที่สร้างใหม่ มีเนื้อเยื่อกระดูกมากน้อยเพียงใด โดยน้าปริมาตรของกระดูกที่
สร้างใหม่ส่วนต้นของกระดูกเรเดียส (Bone volume, BV) มาหารด้วยปริมาตรของเนื้อเยื่อทั้งหมด
ในบริเวณกระดูกที่สร้างใหม่ส่วนต้นของกระดูกเรเดียส (Tissue volume, TV) และท้าให้เป็นร้อย
ละ ซึ่งค่าทั้งหมดดังกล่าวถูกวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CT analysis โดยค่า % Bone volume จะเป็น
ค่าทีบ่่งชี้ว่าในเนื้อเยื่อที่สร้างใหม่ มีเนื้อเยื่อกระดูกมากน้อยเพียงใด 

 

3.3.11 การทดสอบความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองด้วย
การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา  

กระดูกขาหน้าข้างซ้ายและเนื้อเยื่อบริเวณของหนูทดลองที่ผ่านการแช่ในสารละลาย
ฟอร์มาลีน ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร จะถูกน้าไปก้าจัดแคลเซียมออก 
(decalcification) โดยการแช่ในสารละลายกรดไนตริก ความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยปริมาตร เป็น
เวลาทั้งสิ้น 3 วัน เพื่อให้เนื้อเยื่อและกระดูกมีความอ่อนนุ่มมากพอที่จะตัดเป็นชิ้นได้ จากนั้นจึงผ่า
กลางกระดูกเรเดียสและกระดูกอัลนาในแนวขนานกับความยาวของกระดูก ดังรูปที่ 3.2 จากนั้นน้า
ชิ้นเนื้อทั้ง 2 ส่วนใส่ในบล็อกและแช่ในสารละลายพาราฟิน เพื่อท้าชิ้นเนื้อจากพาราฟินบล็อก 
(paraffin-embedded specimen)  จากนั้นน้าชิ้นเนื้อเยื่อที่ผ่านการฝังในพาราฟินบล็อก มาตัด
ด้วยเครื่องตัดชิ้นเนื้อ (rotary microtome)  เพื่อให้ได้เนื้อเยื่อแผ่นบางๆส้าหรับน้าไปย้อมสี 
Hematoxylin and Eosin (H&E) และสี Masson's trichrome เพื่อดูลักษณะภายในของเนื้อเยื่อ
กระดูก ตัวอย่างทั้งหมดจะได้รับการประเมินโดยสัตวแพทย์สาขาพยาธิวิทยา โดยไม่ระบุชนิด
ตัวอย่างให้ทราบ (blind samples)  
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รูปที่ 3.2 ระนาบการตัดกระดูกเรเดียสและกระดูกอัลนา เพื่อท้าชิ้นเนื้อจากพาราฟินบล็อก 
(paraffin-embedded specimen) ส้าหรับการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง และการวิเคราะห์ผลการทดลอง 

4.1 โครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ 

การวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 3 ชนิด เทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์        
ไฟโบรอินไหมไทยโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ได้ผลของลักษณะโครงสร้างรูพรุน
ของโครงเลี้ยงเซลล์ดังแสดงในรูปที ่4.1 และขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์ดังสรุปในตารางที่ 
4.1 จากการวิเคราะห์พบว่า ลักษณะโครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (SF)         
มีรูพรุนเชื่อมต่อกันเป็นเครือข่าย มีความพรุนสม่้าเสมอ พื้นผิวภายในเรียบ โดยขนาดรูพรุนเฉลี่ย 
ของโครงเลี้ยงเซลล์เท่ากับ 511+40 ไมโครเมตร ซึ่งเล็กกว่าขนาดอนุภาคของเกลือ 600-710 
ไมโครเมตร ที่น้ามาใช้เป็นสารที่ท้าให้เกิดรูพรุน (รูปที่ 4.2) เมื่อเปรียบเทียบขนาดรูพรุนเฉลี่ยของ
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยนี้กับขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคย
มีการรายงาน พบว่า ขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยมีขนาดเล็กกว่าขนาด  
รูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยจากรายงานของ Chamchongkaset, J. และคณะ 
(2008) และ Wongputtaraksa, T. และคณะ (2012) ซึ่งพบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
ผลิตโดยวิธีการก้าจัดเกลือออก มีขนาดรูพรุนเฉลี่ย 557+54 ไมโครเมตร และ 570+52 ไมโครเมตร 
ตามล้าดับ  

โครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF)  
มีลักษณะรูพรุนขนาดเล็ก  ซึ่งเกิดจากสารละลายเจลาตินที่เข้าไปแทรกอยู่ภายในรูพรุนขนาดใหญ่
ของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยและถูกท้าให้แห้งด้วยความเย็น จึงเกิดเป็นรูพรุนขนาดเล็ก
เชื่อมโยงเป็นเครือข่ายภายในรูพรุนเดิมของโครงเลี้ยงเซลล์ไหมไทยที่เตรียมโดยวิธีก้าจัดเกลือ โดย 
ขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์เท่ากับ 351+65 ไมโครเมตร ซึ่งเล็กกว่ารูพรุนของโครงเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินของ Tungtasana, H (2010) ที่รายงานขนาด        
รูพรุนเฉลี่ยเท่ากับ 485 ± 42 ไมโครเมตร   

ในขณะที่โครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน 
และสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) มีลักษณะการสร้างผนังรูพรุนใหม่ เกิดเป็นรูพรุนขนาด
เล็กเชื่อมโยงเป็นเครือข่ายภายในรูพรุนเดิมเช่นเดียวกับสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม
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ไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน และยังพบการสะสมผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์บนพื้นผิวรูพรุนของโครง
เลี้ยงเซลล์ ท้าให้พื้นผิวโครงเลี้ยงเซลล์มีลักษณะขรุขระ ไม่เรียบ โดยขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครง
เลี้ยงเซลล์เท่ากับ 242+45 ไมโครเมตร และร้อยละโดยน้้าหนักของไฮดรอกซีอะพาไทต์ในโครง
เลี้ยงเซลล์เท่ากับร้อยละ 39.76 ซึ่งมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยเล็กกว่าและมีร้อยละโดยน้้าหนักของ        
ไฮดรอกซีอะพาไทต์น้อยกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินความ
เข้มข้นร้อยละ 0.5 น้้าหนักต่อปริมาตรและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ของ Tungtasana, H. (2010) 
ที่รายงานขนาดรูพรุนเฉลี่ยเท่ากับ 286±82 ไมโครเมตรและมีร้อยละโดยน้้าหนักของไฮดรอกซี-    
อะพาไทต์ในโครงเลี้ยงเซลล์เท่ากับร้อยละ 45 (อัตราส่วนระหว่างสารอินทรีย์ (ไฟโบรอินไหมไทย
และเจลาติน) ต่อสารอนินทรีย์ (ไฮดรอกซีอะพาไทต์) ในโครงเลี้ยงเซลล์เท่ากับ 55 ± 0.40 : 45 ± 
0.40)  

โครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยา-      
ลูรอนิค (HSF) มีลักษณะเป็นรูพรุนคล้ายก้าแพง ซึ่งเกิดจากกรดไฮยาลูรอนิคเข้าไปอยู่ภายใน        
รูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ไหมไทยที่เตรียมโดยวิธีก้าจัดเกลือออก เกิดเป็นรูพรุนขนาดเล็ก  มีขนาด   
รูพรุนเฉลี่ยเท่ากับ 235+63 ไมโครเมตร 
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 A B 

SF 

  

CGSF 

  

CGSF4 

  

HSF 

  
รูปที่ 4.1 ลักษณะโครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (SF) โครงเลี้ยงเซลล์         
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกต
ด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) (A) สเกลบาร์เท่ากับ 500 ไมโครเมตร (B) สเกลบาร์
เท่ากับ 100 ไมโครเมตร 
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รูปที่ 4.2 ลักษณะอนุภาคของผลึกเกลือ (NaCl) ขนาด 600-710 ไมโครเมตร ที่ใช้เป็นสารที่ท้าให้
เกิดรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลล์ (A) สเกลบาร์เท่ากับ 500 ไมโครเมตร (B) สเกลบาร์เท่ากับ 100 
ไมโครเมตร 
 
 
ตารางที่ 4.1 ขนาดรูพรุนเฉลี่ยและอัตราส่วนระหว่างสารอินทรีย์ต่อสารอนินทรีย์ของโครงเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (SF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF)         
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) 
และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF)  
 

 โครงเลี้ยงเซลล์ 
ร้อยละของสารประกอบ         

โดยน้ าหนัก 
ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

  SF ไฟโบรอินไหมไทย 100% 511+40 μm 

       CGSF 
ไฟโบรอินไหมไทย 92.45% 

เจลาติน 7.55% 
351+65 μm 

      CGSF4 

ไฟโบรอินไหมไทย 56.36% 

     เจลาติน 3.88% 
 ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 39.76% 

      242+45 μm 

        HSF 
ไฟโบรอินไหมไทย 78.03% 

กรดไฮยาลูรอนิค 21.97% 
235+63 μm 

A B 
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4.2 การทดสอบปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล์ก่อนท าการฝังในสัตว์  
ทดลอง 

เซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกจากหนูวิสต้าถูกเพาะเลี้ยงลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ความ
หนาแน่น 1x106 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ (41,666 เซลล์/ลูกบาศก์มิลลิเมตร) ภายใต้การสั่น 
(agitation seeding) เป็นเวลา 6 ชั่วโมงก่อนท้าการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ลงในสัตว์ทดลอง แต่เนื่อง 
จากในขัน้ตอนการเพาะเลี้ยงเซลล์อาจมีเซลล์ที่ไม่สามารถยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล์ จึงต้องมีการ
ตรวจวัดปริมาณของเซลล์ที่ยึดเกาะได้จริงบนโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี DNA assay จากผลการ
วิเคราะห์แสดงดังตารางที่ 4.2 พบว่า ปริมาณเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกที่สามารถยึดเกาะบน
พื้นผิวของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) โครงเลี้ยงเซลล์         
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) ไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญ โดยมีปริมาณเซลล์เท่ากับ 10.36+0.67 x104 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์, 10.64+0.27 x104 
เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ และ 14.11+4.07 x104 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ ตามล้าดับ แต่ปริมาณเซลล์ที่
ยึดเกาะมีน้อยกว่าของ Vachiraroj, N. และคณะ (2009) ที่รายงานปริมาณเซลล์ต้นก้าเนิดจาก   
ไขกระดูกหนูที่ยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน และโครงเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์โดยประมาณ 3.50-
8.00 x105 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ (จากความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 2,632 เซลล์/ลูกบาศก์
มิลลิเมตร) อีกทั้งยังน้อยกว่าของ Wongputtaraksa, T.  และคณะ (2012) ที่รายงานปริมาณเซลล์
ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกหนูที่ยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย โครงเลี้ยงเซลล์           
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย
เจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์โดยประมาณ 2.00-2.50 x105 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ (จาก
ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 2,212 เซลล์/ลูกบาศก์มิลลิเมตร) 
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ตารางที่ 4.2 จ้านวนเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกที่ยึดเกาะและร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บน
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์           
ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) ภายหลังการเพาะเลี้ยงแบบสั่นเป็น
เวลา 6 ชั่วโมง ในอาหารเลี้ยงเซลล์ธรรมดาที่สภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 (จ้านวน
เซลล์เริ่มต้นที่เพาะเลี้ยง 1x106 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ หรือ 41,666 เซลล์/ลูกบาศก์มิลลิเมตร) 

โครงเลี้ยงเซลล์ 
ปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะ 

(x104 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์) 
ร้อยละการยึดเกาะ 

CGSF 10.36+0.67a 10.36+0.67% 

CGSF4 10.64+0.27a 10.64+0.27% 

HSF 14.11+4.07a 14.11+4.07% 

         (a ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ, p>0.05)  
 

4.3 ผลการทดสอบความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองด้วย
การถ่ายภาพรังสี (X-ray)  

เมื่อท้าการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) โครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และ
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) ทั้งกลุ่มที่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกและกลุ่มที่ไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ ลงในช่องว่างตรง
กึ่งกลางกระดูกกระดูกเรเดียส (radius) ข้างซ้ายของหนูทดลอง และถ่ายภาพด้วยรังสีเพื่อติดตาม
การเจริญของกระดูกที่ระยะเวลาต่างๆ เทียบกับกลุ่มควบคุม (sham) ซึ่งไม่มีการใส่โครงเลี้ยงเซลล์
ในช่องว่างกระดูก ได้ผลการวิเคราะห์ดังแสดงในตารางที่ 4.3 และตารางที่ 4.4 โดยพบว่า 

ภาพถ่ายรังสีภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ แสดงรอยตัดบริเวณกึ่งกลางของกระดูกเรเดียส 
โดยรอยตัด มีลักษณะเรียบตรง ขนาดยาว 6 มิลลิเมตร ทั้งนี้ไม่สามารถมองเห็นโครงเลี้ยงเซลล์ได้
ในภาพถ่ายรังสี 
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เมื่อพิจารณาภาพถ่ายรังสีภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ ไฟโบรอินไหมไทยที่      
คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วย
กรดไฮยาลูรอนิค (HSF) เทียบกับกลุ่มควบคุม (sham) ที่เวลาต่างๆ พบว่า เกิดการสร้างกระดูก
ใหม่จากบริเวณรอยตัดกระดูกทางส่วนต้น (proximal) ของกระดูกในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยง
เซลล์ทั้ง 3 ชนิดและกลุ่มควบคุม การสร้างกระดูกใหม่ทางส่วนต้นนี้มีลักษณะเป็นปลายแหลมยื่น
ออกจากรอยตัดกระดูกเดิมที่มีลักษณะเรียบตรง โดยเริ่มพบการสร้างกระดูกใหม่ในสัปดาห์ที่ 4 
ภายหลังการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ พบเช่นเดียวกับการสร้างกระดูกใหม่ในกลุ่มควบคุม (ไม่มีการฝัง
โครงเลี้ยงเซลล์) เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบภาพถ่ายรังสีของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 3 
ชนิด พบว่า การสร้างกระดูกใหม่ในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกต
ด้วยเจลาติน (CGSF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสม        
ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรด       
ไฮยาลูรอนิค (HSF) มีความคล้ายกัน ไม่มีความแตกต่างจากภาพถ่ายรังสี 

เมื่อพิจารณาภาพถ่ายรังสีภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่      
คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells)       
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF 
with cells) เทียบกับกลุ่มควบคุม (sham) ที่เวลาต่างๆ (ตารางที่ 4.4) พบว่า ในหนูทดลองที่ฝัง
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจาก
ไขกระดูก (CGSF with cells) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยา-        
ลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with cells) และกลุ่มควบคุม เกิด
การสร้างกระดูกใหม่จากบริเวณรอยตัดกระดูกทางส่วนต้นของกระดูกในลักษณะเป็นปลายแหลม
ยื่นออกจากรอยตัดกระดูกเดิม เช่นเดียวกับการสร้างกระดูกใหม่ของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์
ที่ไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ โดยเริ่มพบการสร้างกระดูกใหม่ในสัปดาห์ที่ 4 ภายหลังการฝังโครง
เลี้ยงเซลล์ และไม่พบความแตกต่างของการสร้างกระดูกใหม่ในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ที่
ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ทั้ง 2 ฃนิดเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ทั้งนี้ไม่พบการสร้างกระดูกใหม่ในหนู
ทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพา
ไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) อนึ่ง ผลการวิเคราะห์
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ในกลุ่มนี้ได้จากจ้านวนของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย        
เจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 
with cells) เพียง 1 ตัวเท่านั้น (เนื่องจากสูญเสียหนูทดลองไปในระหว่างการผ่าตัด 1 ตัว และพบ
การสลายของกระดูกเรเดียสส่วนต้นในหนูทดลองอีกตัวหนึ่ง) ในขณะที่ผลการวิเคราะห์ในกลุ่ม
อ่ืนๆ ได้จากการวิเคราะห์หนูทดลองจ้านวน 3 ตัว (n=3) ผลการวิเคราะห์ในกลุ่มโครงเลี้ยงเซลล์     
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์
ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) จึงมีความน่าเชื่อถือต้่ากว่ากลุ่มอื่นๆ 

เมื่อเปรียบเทียบผลของการเพาะเลี้ยงเซลล์ในโครงเลี้ยงเซลล์ชนิดเดียวกัน ทั้งกรณี โครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF และ CGSF with cells) และโครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF และ HSF with cells) 
ภายหลังการฝังที่ช่วงเวลาเดียวกัน พบว่า การสร้างกระดูกใหม่ไม่แตกต่างกัน อนึ่ง ไม่สามารถ
พิจารณาเปรียบเทียบภาพถ่ายรังสีภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่              
คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิด
จากไขกระดูก (CGSF4 with cells) ได้ เนื่องจากจ้านวนหนูทดลองในกลุ่มโครงเลี้ยงเซลล์              
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์
ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) มีเพียง 1 ตัวดังกล่าวแล้วข้างต้น  
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ตารางท่ี 4.3 ภาพถ่ายรังสีภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย
เจลาติน (CGSF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซี - 
อะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค 
(HSF) ในกระดูกเรเดียสของหนูทดลอง ที่เวลาต่างๆ เทียบกับกลุ่มควบคุม (sham) ซึ่งไม่มีการฝัง
โครงเลี้ยงเซลล์ในช่องว่างกระดูก      

โครงเลี้ยง
เซลล์ 

SHAM CGSF CGSF4 HSF 

ภายหลัง
การผ่าตัด
ทันที     

สัปดาห์ท่ี 
2     

สัปดาห์ท่ี 
4     

สัปดาห์ท่ี 
6     

สัปดาห์ท่ี 
8     

สัปดาห์ท่ี 
10     

สัปดาห์ท่ี 
12     
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ตารางท่ี 4.4 ภาพถ่ายรังสีภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย
เจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) โครงเลี้ยงเซลล์     
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์
ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิว
ด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with cells) ใน
กระดูกเรเดียสของหนูทดลอง ที่เวลาต่างๆ เทียบกับกลุ่มควบคุม (sham) ซึ่งไม่มีการฝังโครงเลี้ยง
เซลล์ในช่องว่างกระดูก  

โครงเลี้ยง
เซลล์ 

SHAM CGSF with cells CGSF4 with cells HSF with cells 

ภายหลัง
การผ่าตัด
ทันที     

สัปดาห์ท่ี 
2     

สัปดาห์ท่ี 
4     

สัปดาห์ท่ี 
6     

สัปดาห์ท่ี 
8     

สัปดาห์ท่ี 
10     

สัปดาห์ท่ี 
12     
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4.4 ผลการทดสอบความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองด้วย
เครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร (micro-CT) 

เมื่อท้าการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) โครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และ
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) ทั้งกลุ่มที่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกและกลุ่มที่ไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ ลงในช่องว่างตรง
กึ่งกลางกระดูกกระดูกเรเดียส (radius) ข้างซ้ายของหนูทดลอง เป็นเวลา 12 สัปดาห์ หนูทดลองใน
กลุ่มที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์และกลุ่มควบคุม (sham) ถูกท้าให้เสียชีวิตด้วยการรมก๊าซคาร์บอน-        
ไดออกไซด์ และน้าขาหน้าของหนูทดลองไปถ่ายภาพด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับ
ไมโครเมตร เพื่อวิเคราะห์การสร้างใหม่ของกระดูกขาหน้า (กระดูกเรเดียส) ผลการวิเคราะห์แสดง
ในรูปที่ 4.3 ซึ่งพบว่า โดยส่วนมากเกิดการสร้างกระดูกใหม่จากบริเวณรอยตัดกระดูกทั้งส่วนต้น 
(proximal) และส่วนปลาย (distal) ของกระดูก การสร้างกระดูกใหม่นี้มีลักษณะเป็นปลายแหลม
ยื่นออกจากรอยตัดกระดูกที่เดิมมีลักษณะเรียบตรง ทั้งนี้ไม่สามารถมองเห็นโครงเลี้ยงเซลล์ได้ใน
ภาพที่ถ่ายภาพด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร  

เมื่อพิจารณาการสร้างกระดูกใหม่เฉพาะส่วนต้นของกระดูกเรเดียส พบว่า เกิดการสร้าง
กระดูกใหม่ทั้ง 6 กลุ่มทดลอง ยกเว้นหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกต
ด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก 

(CGSF4 with cells) ซึ่งพบว่ากระดูกเรเดียสส่วนต้นไม่เกิดการสร้างใหม่ ลักษณะรอยตัดยังเรียบ
ตรงอยู่ โดยผลที่ได้นี้สอดคล้องกับภาพถ่ายรังสีในหัวข้อ 4.3 ข้างต้น 

เมื่อพิจารณาการสร้างกระดูกใหม่เฉพาะส่วนปลายของกระดูกเรเดียส พบว่า กระดูกมีการ
สร้างใหม่ โดยมีทิศทางการสร้างเข้าหากระดูกอัลนา (ulna) ซึ่งอยู่ข้างกระดูกเรเดียส และพบการ
เชื่อมต่อของกระดูกที่สร้างใหม่กับกระดูกอัลนาในบางกลุ่มทดลอง ซึ่งแสดงว่ากระดูกเรเดียสส่วน
ปลายไม่มีความแข็งแรงมากพอจะรับน้้าหนักกดทับจากการเคลื่อนที่ของหนูทดลองได้ กระดูกที่
สร้างใหม่จึงมีทิศทางการสร้างที่เบนเข้าหากระดูกอัลนาและเกิดการเชื่อมต่อกัน เพื่อถ่ายเทน้้าหนัก
กดทับจากการเคลื่อนที่ของหนูทดลองสู่กระดูกอัลนา  
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CGSF with cells 

 
CGSF4 withcells 

 
HSF with cells 

 
รูปที่ 4.3 ภาพสามมิติที่ได้จากการถ่ายภาพด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร 
(micro-CT) ภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 12 สัปดาห์ ของโครงเลี้ยงเซลล์           
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกต
ด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย         
เจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) โครงเลี้ยงเซลล์      
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์
ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วย      
กรด ไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with cells) เทียบกับ
กลุ่มควบคุม (sham)  
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4.4.1 ความยาวของช่องว่างของกระดูก  

 จากภาพสามมิติที่ผ่านการการถ่ายภาพด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร 
ในรูปที่  4.3 สามารถวิเคราะห์ความยาวของช่องว่างของกระดูกได้ถูกวัดด้วยโปรแกรม CT 
analysis โดยการลากเส้นความยาวจากปลายของกระดูกที่สร้างใหม่ส่วนต้นไปจรดส่วนปลายของ
กระดูกที่สร้างใหม่ส่วนปลาย โดยท้าการวัดช่วงที่แคบที่สุด รูปที่ 4.4 แสดงความยาวของช่องว่าง
ของกระดูกขาหน้าของหนูทดลองที่ได้รับการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 ประเภท เทียบกับกลุ่มควบคุม 
ภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ลงในช่องว่างของกระดูกขนาด  6 มิลลิเมตร เป็นเวลา 12 
สัปดาห์ พบว่า หนูทดลองกลุ่มควบคุมมีความยาวของช่องว่างกระดูกเท่ากับ 3.58 มิลลิเมตร โดย
มีความยาวใกล้เคียงกับความยาวของช่องว่างกระดูกในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์กลุ่มอ่ืนๆ 
ยกเว้นหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสม           
ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) ซึ่งมีความยาวของช่องว่างกระดูกน้อยที่สุดเท่ากับ 2.61 มิลลิเมตร 
และน้อยกว่าความยาวของช่องว่างกระดูกในหนูทดลองกลุ่มควบคุม  

อนึ่ง ในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) 
มีความยาวของช่องว่างของกระดูกมากที่สุด คือเท่ากับ 5.9 มิลลิเมตร ซึ่งใกล้เคียงกับความยาว
ของช่องว่างกระดูกที่ถูกตัดออกก่อนท้าการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ ทั้งนี้ จ้านวนของหนูทดลองที่ท้าการ
ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่าน
การเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) และถูกวิเคราะห์ความยาวของ
ช่องว่างของกระดูกมีเพียง 1 ตัวดังที่กล่าวไว้ข้างต้น  
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รูปที่ 4.4 ความยาวของช่องว่างของกระดูกเรเดียสของหนูทดลองภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยง
เซลล์ทั้ง 6 กลุ่ม เป็นเวลา 12 สัปดาห์ เทียบกับกลุ่มควบคุม (sham) วัดจากภาพสามมิติที่ผ่านการ
การถ่ายภาพด้วยด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร 
 

4.4.2 ค่าร้อยละของความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูก (% Bone mineral density, % 
BMD) และร้อยละของปริมาตรของกระดูกที่สร้างใหม่เทียบกับปริมาตรของเนื้อเยื่อที่
สร้างใหม่ทั้งหมด (% Bone volume)   

ผลการวิเคราะห์ด้วยภาพสามมิติจากเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตรของ
กระดูกเรเดียสของหนูทดลองได้ถูกน้ามาวิเคราะห์ค่าร้อยละของความหนาแน่นของเกลือแร่ใน
กระดูก (% Bone mineral density, % BMD) โดยค้านวณจากสัดส่วนค่าความหนาแน่นของเกลือ
แร่ในกระดูก (BMD) ในต้าแหน่งของกระดูกที่สร้างใหม่ทางส่วนต้นของกระดูกเรเดียสเทียบกับค่า
ความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูกเรเดียสปกติ (ส่วนที่ไม่ได้ตัดช่องว่างของกระดูก) ดังรูปที่ 4.5 
ผลการวิเคราะห์ค่า % BMD ของหนูทดลองที่ได้รับการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 ประเภท เทียบกับ
กลุ่มควบคุม (Sham) แสดงในรูปที่ 4.6 พบว่า หนูทดลองกลุ่มควบคุม มี % BMD เท่ากับร้อยละ 
51.89 และหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสม            
ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) มี % BMD ของกระดูกที่สร้างใหม่ด้านส่วนต้นกระดูก เทียบกับ
กระดูกปกติสูงที่สุดถึงร้อยละ 66.44 และสูงกว่าในกลุ่มควบคุม  ซึ่งแสดงว่ากระดูกที่สร้างใหม่นี้มี
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ความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูกใกล้เคียงกับกระดูกปกติมากที่สุด ค่า % BMD นี้แสดงถึง
คุณภาพของกระดูกที่สร้างใหม่ ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) สามารถชักน้าให้เกิดการสร้าง
กระดูกใหม่ได้ดีที่สุด 

เมื่อพิจารณา ค่า % BMD ของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่          
คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่
ผ่านการเพาะ เลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) จะพบว่ามีค่าเท่ากับร้อยละ 
19.17 และ 35.73 ตามล้าดับ แสดงให้เห็นว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอิน
ไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) มีผลต่อการเพิ่มความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูก 
แต่เมื่อพิจารณาค่า % BMD ของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิว
ด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยา-   
ลูรอนิคที่ผ่านการเพาะ เลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with cells) พบว่า ทั้งสองกลุ่มมี 
% BMD ไม่แตกต่างกัน โดยมีค่า %BMD เท่ากับร้อยละ 40.77 และ 37.03 ตามล้าดับ ทั้งนี้น่าจะ
เนื่องมาจากกระบวนการผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยา-        
ลูรอนิคนั้นไม่ได้มีการเชื่อมขวางกรดไฮยาลูรอนิคกับโครงเลี้ยงเซลล์ และกรดไฮยาลูรอนิคเป็นสาร
ที่มีความชอบน้้าสูง ละลายน้้าได้ง่าย กรดไฮยาลูรอนิคจึงสามารถละลายออกจากโครงเลี้ยงเซลล์
ในขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเซลล์ก่อนน้าไปฝังในหนูทดลอง โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกจึงอาจไม่มี
กรดไฮยาลูรอนิคเหลืออยู่ในโครงเลี้ยงเซลล์ดังกล่าว ซึ่งกรดไฮยาลูรอนิคเป็นสารที่มี รายงานว่ามี
ผลต่อการกระตุ้นให้เกิดการสร้างกระดูกใหม่ (Osteoinduction) ในสัตว์ทดลอง [Sasaki, T. และ 
Watanabe, C. (1995), Yoshigawa, M. และคณะ (2007) และ Loken, S. และคณะ (2008)] ผล
การวิเคราะห์ทีได้จึงใกล้เคียงกับกลุ่มโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรด     
ไฮยาลูรอนิค (HSF) นอกจากนี้ เซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงลงบนโครงเลี้ยงเซลล์นั้น
คัดแยกได้จากหนูทดลองอีกตัวหนึ่งซึ่งไม่ใช่หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ เซลล์ต้นก้าเนิดจากไข
กระดูกนี้จึงเป็นเซลล์ที่ปลูกถ่ายชนิด allograft ซึ่งอาจกระตุ้นการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน
ของหนูทดลองและอาจไม่มีความสามารถในการเปลี่ยนไปเป็นเซลล์กระดูกได้ การเพาะเลี้ยงเซลล์
ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ก่อนการฝังในหนูทดลองในการศึกษานี้จึงไม่เห็น
ผลกระทบต่อการส่งเสริมการสร้างของกระดูกใหม่อย่างมีนัยส้าคัญ 
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อนึ่ง โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซี-         
อะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) ไม่สามารถ
ค้านวณค่า % BMD ได้ ดังเหตุผลที่กล่าวไว้ในหัวข้อ 4.4.1 
 

 
 
รูปที่ 4.5 ต้าแหน่งระนาบตัดขวางของภาพสามมิติจากเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับ
ไมโครเมตรและภาพตัดขวางที่ได้ของกระดูกที่สร้างใหม่ทางส่วนต้นของกระดูกเรเดียส (ในวงกลม
สีแดง) และกระดูกเรเดียสปกติในส่วนที่ไม่ได้ตัดช่องว่างของกระดูก (ในวงกลมสีน้้าเงิน) ที่ใช้
วิเคราะห์ค่าร้อยละของความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูก (% Bone mineral density, % 
BMD)   
 

ผลการวิเคราะห์ร้อยละของปริมาตรของกระดูกที่สร้างใหม่เทียบกับปริมาตรของเนื้อเยื่อที่
สร้างใหม่ทั้งหมด (% Bone volume) ที่ค้านวณได้จากการน้าปริมาตรของกระดูกที่สร้างใหม่ส่วน
ต้นของกระดูกเรเดียส (Bone volume, BV) มาหารด้วยปริมาตรของเนื้อเยื่อทั้งหมดในบริเวณ
กระดูกที่สร้างใหม่ส่วนต้นของกระดูกเรเดียส (Tissue volume, TV) ซึ่งค่าดังกล่าวถูกวิเคราะห์ด้วย
โปรแกรม CT analysis โดยค่า % Bone volume จะเป็นค่าที่บ่งชี้ว่าในเนื้อเยื่อที่สร้างใหม่ มี
เนื้อเยื่อกระดูกมากน้อยเพียงใด จากรูปที่ 4.7 ซึ่งแสดง % Bone volume ของกระดูกที่สร้างใหม่
ทางส่วนต้นของกระดูกเรเดียสของหนูทดลองที่ได้รับการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 ประเภท เทียบกับ
กลุ่มควบคุม ภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 12 สัปดาห์ พบว่า กลุ่มควบคุมมี % 
Bone volume เท่ากับร้อยละ 77.20 และหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่       
คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) มี % 
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Bone volume มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มทดลองอ่ืนๆ โดยมีค่าเท่ากับร้อยละ 82.00 ซึ่งมี
ค่ามากกว่าในกลุ่มควบคุมด้วย ค่า % Bone volume นี้แสดงถึงปริมาตรของกระดูกที่สร้างใหม่ 
ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย        
เจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) มีปริมาตรของ
กระดูกที่สร้างใหม่มากที่สุด รองลงมาคือ หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่      
คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) ซึ่งมี % Bone volume เท่ากับร้อย
ละ 77.81 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุม อนึ่ง หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with 
cells) มีค่า % Bone volume น้อยที่สุดเท่ากับร้อยละ 45.60 และน้อยกว่ากลุ่มควบคุม ดังนั้นจึง
สามารถสรุปได้ว่า หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยา-  
ลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with cells) มีปริมาตรของกระดูก
ที่สร้างใหม่น้อยที่สุด 

เมื่อพิจารณา ค่า % Bone volume ของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่
ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) พบว่า % Bone volume 
เท่ากับร้อยละ 65.13 และ 82.00 ตามล้าดับ ซึ่ง % Bone volume ของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยง
เซลล์ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกมีมากกว่าในกลุ่มที่ไม่ผ่านการเพาะเลี้ยง
เซลล์ จึงสรุปได้ว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย     
เจลาติน (CGSF) ก่อนการฝังในหนูทดลอง ช่วยส่งเสริมให้เกิดการสร้างกระดูกใหม่ในปริมาณที่
มากขึ้น 

แต่เมื่อพิจารณาค่า % Bone volume ของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบ
พื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with cells) 
พบว่า % Bone volume เท่ากับร้อยละ 55.61 และ 45.60 ตามล้าดับ ซึ่งหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิด
จากไขกระดูก มี % Bone volume น้อยกว่ากลุ่มทดลองที่ไม่ได้ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ แสดงการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วย
กรดไฮยาลูรอนิค (HSF) ก่อนการฝังในหนูทดลอง ไม่มีผลต่อการส่งเสริมการสร้างกระดูกใหม่ อาจ
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เนื่องมาจากโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกอาจสูญเสียกรดไฮยาลูรอนิคไปในขั้นตอนการเพาะเลี้ยง
เซลล์ และข้อจ้ากัดของเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกที่ปลูกถ่ายเป็นชนิด allograft ดังที่กล่าวไว้
ข้างต้น 

อนึ่ง โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซี-         
อะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) ไม่สามารถ
ค้านวณค่า % Bone volume ได้ ดังเหตุผลที่กล่าวไว้ในหัวข้อ 4.4.1 

เมื่อพิจารณาผลการวิเคราะห์ทั้ง 2 ค่า ได้แก่ ค่าร้อยละของความหนาแน่นของเกลือแร่ใน
กระดูก (% BMD) ที่แสดงถึงคุณภาพของกระดูกที่สร้างใหม่ทางส่วนต้นของกระดูกเรเดียส และค่า
ร้อยละของปริมาตรของกระดูกที่สร้างใหม่เทียบกับปริมาตรของเนื้อเยื่อที่สร้างใหม่ทั้งหมด (% 
Bone volume) ที่แสดงถึงปริมาตรของกระดูกที่สร้างใหม่ทางส่วนต้นของกระดูกเรเดียส พบว่า หนู
ทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซี-          
อะพาไทต์ (CGSF4) มี % BMD มากกว่าทุกกลุ่มทดลอง ในขณะที่มี % Bone volume สูง
ใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุม แสดงถึงศักยภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย
เจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต ์(CGSF4) ที่สามารถเอ้ือต่อการเจริญของเนื้อเยื่อกระดูกทั้ง
ในเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพได้เป็นอย่างดี 
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รูปที่ 4.6 ค่าเปอร์เซนต์ความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูกที่สร้างใหม่เทียบกับกระดูกปกติ        
(% BMD) และร้อยละของปริมาตรของกระดูกที่สร้างใหม่เทียบกับปริมาตรของเนื้อเยื่อที่สร้างใหม่
ทั้งหมด (% Bone volume) ทางส่วนต้นของกระดูกเรเดียสในหนูทดลอง ภายหลังการผ่าตัดฝัง
โครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 กลุ่ม เป็นเวลา 12 สัปดาห์ เทียบกับกลุ่มควบคุม (sham)  
หมายเหตุ: ค่า %BMD และ %Bone volume ของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกต
ด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก 
(CGSF4 with cells) ไม่สามารถค้านวณได้ 
 

4.4.3 การเกิดเนื้อเยื่อกระดูกบริเวณกึ่งกลางโครงเลี้ยงเซลล์  

ในการวิเคราะห์ภาพจากเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร เพื่อวิเคราะห์การ
สร้างใหม่ของกระดูกเรเดียสของหนูทดลอง มีการพบการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกบริเวณกึ่งกลางของ
ช่องว่างของกระดูกเรเดียสซึ่งมีโครงเลี้ยงเซลล์ชนิดต่าง ๆ ฝังอยู่ จากภาพตัดขวางบริเวณกึ่งกลาง
ของช่องว่างของกระดูกเรเดียส ผลการวิเคราะห์ภาพตัดขวางบริเวณกึ่งกลางของโครงเลี้ยงเซลล์
ด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตรแสดงในตารางที่ 4.5 จะเห็นว่า ไม่พบการสร้าง
กระดูกใหม่บริเวณกึ่งกลางช่องว่างนี้ในหนูทดลองกลุ่มควบคุม (sham) ที่ไม่มีการฝังโครงเลี้ยง
เซลล์ลงในช่องว่างของกระดูกนั้น  
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เมื่อพิจารณาภาพตัดขวางบริเวณกึ่งกลางของช่องว่างกระดูกในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยง
เซลล์ทั้ง 6 ชนิด พบว่า ในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ 5 ชนิด พบการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกใหม่
บริเวณกึ่งกลางของช่องว่างกระดูกที่มีการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ ซึ่งแสดงว่าโครงเลี้ยงเซลล์มี
ความสามารถในการชักน้าเซลล์กระดูกจากเยื่อหุ้มกระดูกให้เข้ามาในโครงเลี้ยงเซลล์ และมีการ
เจริญเติบโตเป็นเนื้อเยื่อกระดูกได้ ยกเว้นในกลุ่มทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with 
cells) ซึ่งไม่พบการสร้างกระดูกใหม่บริเวณก่ึงกลางของโครงเลี้ยงเซลล์เช่นเดียวกับกลุ่มควบคุม  

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกบริเวณกึ่งกลางของโครงเลี้ยงเซลล์
ระหว่างหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ชนิดเดียวกันที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์และไม่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ โดยการวิเคราะห์ความยาวของกระดูกที่เกิดใหม่ตรงกลางโครงเลี้ยงเซลล์ตามแนว
ยาวของช่องว่างของกระดูกและค่า % BMD ของเนื้อเยื่อกระดูกใหม่บริเวณกึ่งกลางโครงเลี้ยงเซลล์
นี้ พบว่า หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) มีกระดูกที่สร้างใหม่บริเวณกึ่งกลาง
ของโครงเลี้ยงเซลล์ยาวเท่ากับ 1.257 มิลลิเมตร ซึ่งมากกว่าหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์          
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) ซึ่งมีความยาวกระดูกเพียง 0.233 มิลลิเมตร 
อีกทั้งกระดูกที่สร้างใหม่บริเวณกึ่งกลางของโครงเลี้ยงเซลล์ในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบ
รอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF 
with cells) มีค่า % BMD ถึงร้อยละ 112.6 โดยไม่สามารถค้านวณค่า % BMD ของกระดูกที่
สร้างใหม่บริเวณกึ่งกลางของโครงเลี้ยงเซลล์ในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) ได้ เนื่องจากชิ้นกระดูกมีขนาดที่เล็กเกินไป ซึ่งสอดคล้องกับผล
วิเคราะห์กระดูกที่สร้างใหม่ทางส่วนต้นของกระดูกเรเดียสในรูปที่ 4.6 

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกบริเวณกึ่งกลางของโครงเลี้ยงเซลล์
ระหว่างหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสม        
ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) 

พบว่า หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสม         
ไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) มี
ความยาวของกระดูกที่สร้างใหม่บริเวณกึ่งกลางของโครงเลี้ยงเซลล์มากกว่า โดยมีความยาวของ
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กระดูกเท่ากับ 1.78 มิลลิเมตร แต่ไม่สามารถค้านวณค่า % BMD ในชิ้นกระดูกที่สร้างใหม่นี้ได้ 
เนื่องจากค้านวณค่า % BMD จากพื้นที่หน้าตัดของกระดูก เมื่อชิ้นกระดูกมีลักษณะเรียวยาว จึงมี
พื้นที่หน้าตัดไม่เพียงพอส้าหรับการค้านวณ % BMD ในขณะที่กระดูกที่สร้างใหม่บริเวณกึ่งกลาง
ของโครงเลี้ยงเซลล์ของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน
และสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) มีความยาวของกระดูกเท่ากับ 0.909 มิลลิเมตร แต่
สามารถค้านวณ % BMD ได้ โดยมีค่า %BMD มากถึงร้อยละ 120.8  

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกบริเวณกึ่งกลางของโครงเลี้ยงเซลล์
ระหว่างหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค 
(HSF) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with cells) พบว่า หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์   
ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) มีความยาวของกระดูกที่สร้างใหม่
บริเวณกึ่งกลางของโครงเลี้ยงเซลล์ เท่ากับ 0.639 มิลลิเมตร โดยไม่สามารถค้านวณ % BMD ได้
เนื่องจากชิ้นกระดูกมีขนาดเล็กเกินไป ในขณะที่หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with 
cells) ไม่พบการสร้างใหม่ของกระดูกบริเวณกึ่งกลางของโครงเลี้ยงเซลล์ อาจเนื่องมาจากโครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้น
ก้าเนิดจากไขกระดูกอาจสูญเสียกรดไฮยาลูรอนิคที่เคลือบผิวของโครงเลี้ยงเซลล์ไปในขั้นตอนการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ และข้อจ้ากัดของเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกที่เป็นเซลล์ปลูกถ่ายชนิด allograft 
ดังที่กล่าวข้างต้น ท้าให้ไม่สามารถสรุปผลของการเพาะเลี้ยงเซลล์ในโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF 
with cells) ได้ 

จากผลการเปรียบเทียบการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกบริเวณกึ่งกลางของโครงเลี้ยงเซลล์ระหว่าง
หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ชนิด CGSF ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์และไม่ผ่านการเพาะเลี้ยง
เซลล์ อาจสรุปได้ว่า เซลล์ที่เพาะเลี้ยงลงบนโครงเลี้ยงเซลล์นั้นสามารถเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกได้ 
อีกทั้ง โครงเลี้ยงเซลล์มีความสามารถในการชักน้าเซลล์กระดูกจากเยื่อหุ้มกระดูกให้เข้ามาในโครง
เลี้ยงเซลล์ ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเซลล์ในโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน 
(CGSF) ก่อนฝังลงในหนูทดลองน่าจะมีส่วนช่วยเสริมศักยภาพการชักน้าให้เกิดการสร้างกระดูก
ใหม่ของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF 
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ตารางที่ 4.5 ผลการวิเคราะห์การสร้างกระดูกใหม่บริเวณกึ่งกลางโครงเลี้ยงเซลล์ภายหลังการ
ผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 กลุ่ม เทียบกับกลุ่มควบคุม (sham) เป็นเวลา 12 สัปดาห์ ในวงกลมสี
เหลืองคือกระดูกที่สร้างใหม่บริเวณกึ่งกลางโครงเลี้ยงเซลล์ และกระดูกที่อยู่ข้างเคียง คือ 
กระดูกอัลนา 
 

โครงเลี้ยง
เซลล์ 

ภาพตัดขวางตรงกึ่งกลาง
ของช่องกระดูก 

ความยาว
กระดูก (mm) 

%BMD เทียบกับกระดูก
ปกติทางส่วนต้น 

Sham 

 

- - 

CGSF 

 

0.233 ค้านวณไม่ได้ 

CGSF 
with cells 

 

1.257 ร้อยละ 112.6 

CGSF4 

 

0.909 ร้อยละ 120.8 

CGSF4 
with cells 

 

1.78 ค้านวณไม่ได้ 

HSF 

 

0.639 ค้านวณไม่ได้ 

HSF      
with cells 

 

- - 
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4.5 ผลการทดสอบความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองด้วย
การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา  

ภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ในช่องว่างของกระดูกขาหน้าข้างซ้าย (กระดูก
เรเดียส) ของหนูทดลองเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ กระดูกขาหน้าข้างซ้ายและเนื้อเยื่อโดยรอบของ
หนูทดลองจะถูกตรึงสภาพในน้้ายาฟอร์มาลินที่มีความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตรก่อนเข้าสู่
กระบวน การก้าจัดแคลเซียมออก และผ่ากลางกระดูกออกเป็น 2 ซีก แล้วท้าการฝังในพาราฟิน 
จากนั้นท้าการตัดให้ได้เนื้อเยื่อแผ่นบางๆ และน้าไปย้อมด้วยสี Hematoxylin and Eosin (H&E 
stain) และสี Masson's trichrome เพื่อดูลักษณะทางจุลพยาธิของช่องกระดูกที่เกิดการซ่อมแซม
กระดูกผ่านกล้องจุลทรรศน์แสงสว่าง การซ่อมแซมกระดูกในหนูทดลองนี้เป็นกระบวนการที่
เรียกว่า การซ่อมแซมกระดูกที่หักแบบทุติยภูมิ (Secondary bone healing) เนื่องจากเป็นการ
เหนี่ยวน้าให้มีการหักที่ปลายกระดูกแยกออกจากกัน และไม่ได้มีการดามช่วยในกระบวนการ
ซ่อมแซม ซึ่งขบวนการซ่อมแซมจะเริ่มจากการเกิดก้อนเลือด (hematoma) ที่เกิดขึ้นภายหลังการ
ตัดกระดูก ต่อมาจะมีการสร้างเนื้อเยื่อพังผืด (fibrous tissue) ที่ประกอบไปด้วยเส้นใยคอลลาเจน 
(collagen fiber) ที่สร้างจากเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) เพื่อช่วยในการยึดส่วนกระดูกที่
เสียหาย หลังจากนั้นจะมีการสร้างหลอดเลือดใหม่ (neovascularization) เพื่อน้าสารอาหารที่
จ้าเป็นต่อการสร้างกระดูกเข้ามายังต้าแหน่งที่จะสร้างกระดูกใหม่ และจะมีการเปลี่ยนแปลงของ
เซลล์ต้นก้าเนิดจากเยื่อหุ้มกระดูกไปเป็นเซลล์ Osteoblast และเคลื่อนสู่บริเวณกระดูกที่ต้องการ
ซ่อมแซม ซึ่งเซลล์ Osteoblast นี้จะท้าหน้าที่สร้าง bone matrix ก่อนเกิดการตกผลึกและเจือแร่
ธาตุต่าง ๆ โดยเฉพาะแคลเซียม (calcification) เกิดเป็นเนื้อกระดูกแข็งต่อไป และมีการสร้างสาร
แข็งคล้ายกระดูก (callus formation) ห่อหุ้มกระดูกที่หักหรือช่องว่างของกระดูกที่ถูกตัด  

ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกในเชิงกึ่งปริมาณ (semi- 
quantitative) ของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 ชนิดเทียบกับกลุ่มควบคุม (sham) ดังแสดง
ในตารางที่ 4.6 และภาพตัวอย่างเนื้อเยื่อของช่องกระดูกที่มีการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ที่ย้อมด้วยสี 
H&E stain และสี Masson's trichrome ดังแสดงในรูปที่ 4.7 และ 4.8 พบว่า หนูทดลองในกลุ่มที่
ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทุกสูตรมีโครงเลี้ยงเซลล์เหลืออยู่ในช่องว่างของกระดูก แต่ไม่พบเซลล์ที่แสดงถึง
การอักเสบหรือการปฏิเสธโครงเลี้ยงเซลล์ที่ปลูกถ่าย เช่น เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล 
(Neutrophils) ลิมโฟซัยต์ (Lymphocytes) มาโครแฟจ (Macrophages) และ เซลล์ยักษ์ (Giant 
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cells) ในขณะที่ไม่สามารถวิเคราะห์ผลในหนูทดลองกลุ่มควบคุม (sham) ได้เนื่องจากไม่มีเนื้อเยื่อ
ใด ๆ ในช่องว่างของกระดูก  

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการเติมเต็มของเซลล์ Osteobalst (Osteoblast infiltration) ใน
โครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 กลุ่ม พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่าน
และไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF และ CGSF with cells) และโครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยง
เซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF และ HSF with cells) มีการเติมเต็มของเซลล์ Osteobalst 
มากที่สุด โดยมีอยู่ในช่วงประมาณร้อยละ 31-70 ของต้าแหน่งที่มีการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ ดังนั้นหนู
ทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านและไม่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF และ CGSF with cells) และโครงเลี้ยงเซลล์        
ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้น
ก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF และ HSF with cells) จึงมีโอกาสในการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกใหม่มาก
ที่สุด เนื่องจากเซลล์ Osteoblast เป็นเซลล์ที่มีหน้าที่ในการสร้าง osteoid ก่อนที่จะมีการสะสมแร่
ธาตุ โดยเฉพาะแคลเซียมเพื่อเปลี่ยนเป็นกระดูกแข็งต่อไป 

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการเติมเต็มของเซลล์ Osteobalst ระหว่างหนูทดลองที่ฝังโครง
เลี้ยงเซลล์ชนิดเดียวกันที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์และไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ พบว่า หนูทดลอง
ที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) มีการเติมเต็มของเซลล์ 
Osteoblast เท่ากับหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่าน
การเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) ก่อนฝังในหนูทดลอง เช่นเดียวกับ
กรณีของหนูทดลองในกลุ่มที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรด                
ไฮยาลูรอนิคที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF และ HSF with 
cells)  และหนูทดลองในกลุ่มที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 
และ CGSF4 with cells) ซึ่งอาจเป็นเพราะเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกหนูที่เพาะเลี้ยงลงบนโครง
เลี้ยงเซลล์ทั้ง 3 ชนิดนั้นมีการตายหรือไม่สามารถเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ Osteoblast ได้ 
เนื่องจากเป็นเซลล์ปลูกถ่ายชนิด allograft ที่คัดแยกจากหนูทดลองตัวอ่ืน อีกทั้งโครงเลี้ยงเซลล์   
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกต
ด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
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เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) อาจมีศักยภาพในการชักน้าเซลล์กระดูกให้เคลื่อนที่เข้า
มาบริเวณโครงเลี้ยงเซลล์ได้ด้วยตนเอง การเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกหนูลงบนโครง
เลี้ยงเซลล์ทั้ง 3 ชนิดก่อนการฝังในหนูทดลองจึงไม่ก่อให้เกิดความแตกต่างของปริมาณเซลล์ 
Osteoblast เมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ในกลุ่มที่ไม่ได้ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการเกิดเนื้อเยื่อพังผืด (Fibrosis) ในโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 กลุ่ม 
พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยง
เซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF และ CGSF with cells) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไข
กระดูก (HSF และ HSF with cells) มีการเกิดเนื้อเยื่อพังผืดมากที่สุด ประมาณร้อยละ 70-100 
ของต้าแหน่งที่มีการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ ซึ่งเนื้อเยื่อพังผืดนี้แสดงถึงความสามารถในการเกิด
กระบวนการซ่อมแซมกระดูก ดังนั้นโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่
ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF และ CGSF with cells) และ
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะ 
เลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF และ HSF with cells) จึงสามารถชักน้าให้เกิดการ
ซ่อมแซมกระดูกได้มากที่สุด 

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการเกิดเนื้อเยื่อพังผืดระหว่างหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์
ชนิดเดียวกันที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์และไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ พบว่า หนูทดลองที่ฝังโครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) มีการเกิดเนื้อเยื่อพังผืดเท่ากับหนู
ทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้น
ก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) เช่นเดียวกับกรณีของหนูทดลองในกลุ่มที่ฝังโครงเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์
ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF และ HSF with cells)  

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการเกิดเนื้อเยื่อพังผืดในหนูทดลองในกลุ่มที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์     
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านและไม่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 และ CGSF4 with cells) พบว่า มีการเกิด
เนื้อเยื่อพังผืดในหนูทดลองในกลุ่มที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน
และสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with 
cells) มากกว่าในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
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สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) จึงอาจสรุปได้ว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์   
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) ก่อนการฝังลง
ในหนูทดลองจะชักน้าให้เกิดกระบวนการซ่อมแซมกระดูกเพิ่มมากขึ้น 

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการสร้างหลอดเลือดใหม่ (Neovascularization) ในโครงเลี้ยง
เซลล์ทั้ง 6 กลุ่ม พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านและไม่ผ่าน
การเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF และ CGSF with cells) และโครงเลี้ยงเซลล์     
ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจาก       
ไขกระดูก (HSF with cells) มีการสร้างหลอดเลือดใหม่มากที่สุด ประมาณร้อยละ 70-100 ของ
ต้าแหน่งที่มีการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ ซึ่งแสดงถึงความสามารถของโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีศักยภาพใน
การชักน้าให้เกิดการสร้างหลอดเลือดใหม่เพื่อขนส่งออกซิเจน สารอาหาร และไซโตไคน์ที่จ้าเป็นต่อ
การซ่อมแซมกระดูกมายังบริเวณช่องว่างของกระดูกนี้    

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการสร้างหลอดเลือดใหม่ระหว่างหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์
ชนิดเดียวกันที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์และไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ พบว่า หนูทดลองที่ฝังโครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) มีการสร้างหลอดเลือดใหม่เท่ากับ
หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์
ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) ประมาณร้อยละ 70-100 ของต้าแหน่งที่มีการฝังโครง
เลี้ยงเซลล์ จึงอาจสรุปได้ว่า โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านและ
ไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF และ CGSF with cells) มีศักยภาพใน
การชักน้าให้สร้างหลอดเลือดใหม่ได้ดีมาก 

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการสร้างหลอดเลือดใหม่ในหนูทดลองกลุ่มที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์    
ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้น
ก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF และ HSF with cells)  พบว่า หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอิน
ไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก 
(HSF with cells) มีการสร้างหลอดเลือดใหม่มากกว่าในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอิน
ไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF)  เช่นเดียวกับกรณีของหนูทดลองในกลุ่มที่ฝัง
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านและ
ไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 และ CGSF4 with cells) จึงอาจสรุป
ได้ว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์ลงในโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยา-      
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ลูรอนิค (HSF) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซี-    
อะพาไทต ์(CGSF) ก่อนการฝังในหนูทดลองมีศักยภาพในการเพิ่มการสร้างหลอดเลือดใหม่ได้ 

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการเกิดสารแข็งคล้ายกระดูก (Callus formation) ในโครงเลี้ยง
เซลล์ทั้ง 6 กลุ่ม พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ (CGSF) และ
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านและไม่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF และ HSF with cells) มีการเกิดสารแข็งคล้าย
กระดูกมากที่สุด ประมาณร้อยละ 70-100 ของต้าแหน่งที่มีการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ ซึ่งสารแข็งคล้าย
กระดูกนี้เป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการซ่อมแซมกระดูก โดยอาจสร้างมาจากกระดูกเรเดียสเอง 
หรือมาจากปฏิกิริยาตอบสนองของเยื่อหุ้มกระดูกของกระดูกอัลนาที่อาจถูกรบกวนในขั้นตอนการ
ผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ก็เป็นได้  

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการเกิดสารแข็งคล้ายกระดูกระหว่างหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยง
เซลล์ชนิดเดียวกันที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์และไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ พบว่า หนูทดลองที่ฝัง
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) และหนูทดลองที่ฝัง
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้น
ก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with cells) มีการเกิดสารแข็งคล้ายกระดูกเท่ากัน เช่นเดียวกับหนู
ทดลองในกลุ่มที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสม                 
ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells)  

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการเกิดสารแข็งคล้ายกระดูกระหว่างหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) และ โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) 
พบว่า ในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) มีการ
เกิดสารแข็งคล้ายกระดูกมากกว่า จึงอาจสรุปได้ว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์          
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) ไม่สามารถชักน้าให้เกิดการซ่อมแซมกระดูกที่
มากขึ้น 
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ตารางท่ี 4.6 ผลการวิเคราะห์ทางจุลพยาธิวิทยาของช่องกระดูกที่มีการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ภายหลัง
การผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 กลุ่ม เทียบกับกลุ่มควบคุม (sham) เป็นเวลา 12 สัปดาห์  

โครงเลี้ยง
เซลล์ 

ลักษณะทางจุลพยาธิวิทยา 
Osteoblast 
infiltration 

Fibrosis Neovascularization 
Callus 

formation 
sham ND ND ND ND 
CGSF ++ +++ +++ +++ 
CGSF  

with cells 
++ +++ +++ ++ 

CGSF4 + + + + 
CGSF4  

with cells 
+ ++ ++ + 

HSF ++ +++ ++ +++ 
HSF 

 with cells 
++ +++ +++ +++ 

หมายเหตุ : ND; ไม่พบ (not determined), +; mild (ประมาณร้อยละ 1-30 ของต้าแหน่งที่ฝังโครง
เลี้ยงเซลล์), ++; moderate (ประมาณร้อยละ 31-70 ของต้าแหน่งที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์) และ 
+++marked (ประมาณร้อยละ 70-100 ของต้าแหน่งที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์) 
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รูปที่ 4.7 ภาพตัวอย่างเนื้อเยื่อกระดูกที่ย้อมด้วยสี H&E ภายหลังการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ เป็นเวลา 
12 สัปดาห์ แสดงการเกิดสารแข็งคล้ายกระดูก (Callus formation) โครงเลี้ยงเซลล์ที่เหลืออยู่และ
ปฏิกิริยาของเนื้อเยื่อต่อโครงเลี้ยงเซลล์ (tissue reaction) 

a) ภาพก้าลังขยาย 4 เท่า ของต้าแหน่งของปลายกระดูกเรเดียสที่ถูกตัดให้เป็นช่องว่าง (Bo) 
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF4 with cells) ที่เหลืออยู่ในช่องว่างของกระดูก (Ia) 
และสารแข็งคล้ายกระดูก (Callus formation) ที่สร้างขึ้นห่อหุ้มช่องว่างของกระดูก โดยพบหลอด
เลือดที่สร้างใหม่ในกระดูกเรเดียสที่สร้างใหม่และเนื้อเยื่อพังผืดในบริเวณโครงเลี้ยงเซลล์ 

b) และ c) ภาพก้าลังขยาย 4 เท่าและ 40 เท่า ของต้าแหน่งของปลายกระดูกเรเดียสที่ถูกตัด
ให้เป็นช่องว่าง (Bo) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) ที่เหลืออยู่
ในช่องว่างของกระดูก (Ia) สารแข็งคล้ายกระดูก (Callus formation) ที่สร้างขึ้นห่อหุ้มช่องว่างของ
กระดูก และ bone trabecular (T) โดยพบเนื้อเยื่อพังผืดและหลอดเลือดที่สร้างใหม่ในบริเวณ
กระดูกที่สร้างใหม่ 
หมายเหตุ : Bo= กระดูกเรเดียสปกติ, C= callus formation, T=bone trabecular, หัวลูกศรสี
เหลือง= เนื้อเยื่อพังผืด (fibrosis), ลูกศรสีแดง = หลอดเลือดที่สร้างใหม่ (neovascularization) 

b c 

a 
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รูปที่ 4.8 ภาพตัวอย่างเนื้อเยื่อกระดูกภายหลังการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ เป็นเวลา 12 สัปดาห์ แสดง
โครงเลี้ยงเซลล์ที่เหลืออยู่และปฏิกิริยาของเนื้อเยื่อต่อโครงเลี้ยงเซลล์  (tissue reaction) โดยย้อม
ด้วยสี H&E (a และ b) และสี Masson’s Trichrome (c และ d) 

a) แสดงโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) ท่ี
เหลืออยู่ในช่องว่างของกระดูก โดยพบเนื้อเยื่อพังผืด เซลล์ Osteoblast และเซลล์ Osteoclast ใน
บริเวณโครงเลี้ยงเซลล์ (ก้าลังขยาย 10 เท่า) 

b) แสดงโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) ที่เหลืออยู่ใน
ช่องว่างของกระดูก โดยพบเนื้อเยื่อพังผืด หลอดเลือดที่สร้างใหม่เซลล์ Osteoblast และเซลล์ 
Osteoclast ในบริเวณโครงเลี้ยงเซลล์ (ก้าลังขยาย 40 เท่า) 

c) และ d) แสดงโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) ที่เหลืออยู่ในช่องว่างของกระดูก โดย
พบเนื้อเยื่อพังผืด จ้าพวกเส้นใยคอลลาเจนที่ย้อมติดสีน้้าเงินในการย้อมด้วยสี  Masson’s 
Trichrome และหลอดเลือดที่สร้างใหม่ในบริเวณโครงเลี้ยงเซลล์  ภาพ c) และ  d) ก้าลังขยาย 10 
และ 40 เท่า ตามล้าดับ 
หมายเหตุ : Bo= กระดูกเรเดียสปกติ, C= callus formation, T=bone trabecular, หัวลูกศรสี
เหลือง= เนื้อเยื่อพังผืด (fibrosis), ลูกศรสีเขียว= เซลล์ osteoblast, ลูกศรสีแดง = หลอดเลือดที่
สร้างใหม่ (neovascularization) 

a b 

c d 



 109 

Vachiraroj, N. และคณะ (2009) ได้รายงานความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกใน
ระดับห้องปฏิบัติการของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) และ
โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) 
ซึ่งพบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 2 ชนิดมีศักยภาพในการเอ้ือต่อการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกในระดับ
ห้องปฏิบัติการได้ดี โดยโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน ( CGSF) 
สามารถเอ้ือต่อการเกาะและการเจริญของเซลล์กระดูกของหนู (MC3T3-E1) และเซลล์ต้นก้าเนิด
จากไขกระดูกของหนู ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) สามารถส่งเสริมการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกของ
เซลล์กระดูกของหนู (MC3T3-E1) และเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกของหนูได้ดี ซึ่งสอดคล้องกับ
ผลการทดสอบความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองนี้  ซึ่งพบว่า โครงเลี้ยงเซลล์
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) สามารถเอ้ือ
ต่อการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกใหม่ได้ดีในหนูทดลองภายหลังการฝังเป็นเวลา 12 สัปดาห์ โดยพบ
ความยาวของช่องว่างกระดูกน้อยที่สุดและน้อยกว่ากลุ่มควบคุม อีกทั้งยังพบ % BMD ของกระดูก
ที่สร้างใหม่ด้านส่วนต้นกระดูกเทียบกับกระดูกปกติสูงที่สุดถึงร้อยละ 66.44 ซึ่งสูงกว่ากลุ่มควบคุม 
และ % Bone volume มีค่าเท่ากับร้อยละ 77.81 ซึ่งใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุม นอกจากนี้ยังมีการ
พบกระดูกที่สร้างใหม่บริเวณกึ่งกลางโครงเลี้ยงเซลล์ยาว 0.909 มิลลิเมตร และมี % BMD ของ
กระดูกที่สร้างใหม่นี้เท่ากับร้อยละ 120.8  

อนึ่ง ผลการทดสอบความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกในหนูทดลองของโครง
เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) แสดงให้เห็นว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์
ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ก่อนการฝังในหนูทดลองสามารถเอ้ือต่อการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกใน
สัตว์ทดลองได้ดีกว่า หนูทดลองที่ฝังโดยโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน
ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ (CGSF with cells) เป็นเวลา 12 สัปดาห์  % BMD ของกระดูกที่
สร้างใหม่ด้านส่วนต้นกระดูกเทียบกับกระดูกปกติสูงกว่าหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ผ่าน
การเพาะเลี้ยงเซลล์ และ % Bone volume มีค่าเท่ากับร้อยละ 82.00 ซึ่งมีมากที่สุดและมากกว่า
กลุ่มควบคุม อีกทั้งยังพบกระดูกที่สร้างใหม่บริเวณกึ่งกลางโครงเลี้ยงเซลล์ยาว 1.257 มิลลิเมตร 
และมี % BMD ของกระดูกที่สร้างใหม่นี้เท่ากับร้อยละ 112.6 ในขณะที่ผลการวิเคราะห์ทาง         
จุลพยาธิวิทยาแสดงถึงความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกในเชิงกึ่งปริมาณที่ใกล้เคียงกัน
ของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) และโครงเลี้ยงเซลล์            
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ (CGSF with cells) โดยโครง
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เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) จะมีการสร้างสารแข็งคล้ายกระดูก 
(Callus formation) มากกว่า 

จากรายงานของ Tungtasana, H. และคณะ (2010) ที่ศึกษาการตอบสนองต่อเนื้อเยื่อใน
สิ่งมีชีวิตของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) และโครงเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) โดย
ทดสอบตามมาตรฐาน ISO10993-6 พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 2 ชนิดถูกประเมินอยู่ในกลุ่มวัสดุ
ประเภท “ไม่ระคายเคือง” ถึง “ระคายเคืองเล็กน้อย” เมื่อเปรียบเทียบกับ Gelfoam® ซึ่งเป็นวัสดุ
ทางการแพทย์เชิงพาณิชย์ที่ใช้เป็นกลุ่มควบคุม ซึ่งแสดงถึงการไม่เป็นพิษต่อเซลล์และมีความเข้า
กันได้ทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง  2 ชนิด ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดสอบความสามารถใน
การเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลอง ที่พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกต
ด้วยเจลาติน (CGSF) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสม 
ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) ไม่ก่อให้เกิดการอักเสบหรือการปฏิเสธโครงเลี้ยงเซลล์ที่ปลูกถ่าย
เมื่อฝังลงในกระดูกเรเดียสของหนูทดลอง โดยพิจารณาจากผลการวิเคราะห์ทางจุลพยาธิวิทยาซึ่ง
ไม่พบเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล (Neutrophils) ลิมโฟซัยต์ (Lymphocytes) มาโครแฟจ 
(Macrophages) และ เซลล์ยักษ์ (Giant cells) ในเนื้อเย่ือบริเวณที่มีการฝังโครงเลี้ยงเซลล์  
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

งานวิจัยนี้ได้ท้าการศึกษาโครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่                 
คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรด            
ไฮยาลูรอนิค (HSF) และความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองของโครงเลี้ยง
เซลล์ทั้ง 3 ชนิดที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ โดยเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย
ด้วยวิธีการก้าจัดเกลือออก ซึ่งพบว่าลักษณะโครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยมีรูพรุนเชื่อมต่อกันเป็นเครือข่าย มีความพรุนสม่้าเสมอ พื้นผิวภายในเรียบ และมีขนาดรูพรุน
เฉลี่ยเท่ากับ 551+40 ไมโครเมตร  

เมื่อดัดแปรโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยโดยการคอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) 
พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์มีรูพรุนขนาดเล็กเชื่อมโยงเป็นเครือข่ายภายในรูพรุนเดิม โดยมีขนาดรูพรุน
เฉลี่ยเท่ากับ 351+65 ไมโครเมตร ซึ่งเกิดจากสารละลายเจลาตินเข้าไปแทรกอยู่ภายในรูพรุนขนาด
ใหญ่ของโครงเลี้ ยง เซลล์และถูกท้าให้แห้ ง ด้วยความเย็น  สอดคล้องกับรายงานของ 
Chamchongkaset, J. และคณะ (2008) เมื่อดัดแปรโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยโดยการ
คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์มีรูพรุน
ขนาดเล็กเชื่อมโยงเป็นเครือข่ายภายในรูพรุนเดิม พื้นผิวโครงเลี้ยงเซลล์มีลักษณะขรุขระ ไม่เรียบ 
ซึ่งเกิดจากการสะสมผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์บนพื้นผิวของโครงเลี้ยงเซลล์ โดยมีขนาดรูพรุนเฉลี่ย
เท่ากับ 242+45 ไมโครเมตร และมีร้อยละโดยน้้าหนักของไฮดรอกซีอะพาไทต์ในโครงเลี้ยงเซลล์
เท่ากับร้อยละ 39.76 เมื่อดัดแปรโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยา-   
ลูรอนิค (HSF)  พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์มีรูพรุนคล้ายก้าแพง ซึ่งเกิดจากสารละลายกรดไฮยาลูรอนิค
เข้าไปแทรกอยู่ภายในรูพรุนขนาดใหญ่ของโครงเลี้ยงเซลล์และถูกท้าให้แห้งด้วยความเย็น โดยมี
ขนาดรูพรุนเฉลี่ยเท่ากับ 235+63 ไมโครเมตร 
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จากการทดสอบปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล์ก่อนท้าการฝังในสัตว์ทดลอง 
พบว่า ปริมาณเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกหนูที่ยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่    
คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์(CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรด          
ไฮยาลูรอนิค (HSF) ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ โดยมีปริมาณเซลล์เท่ากับ 10.36+0.67 x104 
เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์, 10.64+0.27 x104 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ และ 14.11+4.07 x104 เซลล์/โครง
เลี้ยงเซลล์ ตามล้าดับ (จากปริมาณเซลล์เริ่มต้น 1 x106 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ หรือเท่ากับ 41,666 
เซลล์/ลูกบาศก์มิลลิเมตร) 

การศึกษาความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองของโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 
ชนิด เทียบกับกลุ่มควบคุม (sham) ภายหลังการฝังลงในหนูทดลองเป็นเวลา 12 สัปดาห์ สามารถ
สรุปได้ดังตารางที่ 5.1 โดยการศึกษาความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองด้วย
การถ่ายภาพรังสี (X-ray) และการถ่ายภาพด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร 
(micro-CT) พบว่า เกิดการสร้างกระดูกใหม่บริเวณส่วนต้นของกระดูกเรเดียสในลักษณะปลาย
แหลมยื่นจากรายตัดเดิมที่เรียบตรง โดยพบในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์และกลุ่มควบคุม 
ยกเว้นในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสม     
ไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ (CGSF4 with cells) อนึ่ง ผลการวิเคราะห์ในกลุ่มนี้
มีความน่าเชื่อถือต้่ากว่ากลุ่มอ่ืนๆ เพราะวิเคราะห์ผลจากหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอิน
ไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ (CGSF4 
with cells) เพียง  1 ตัวเท่านั้น และเมื่อพิจารณาการสร้างใหม่ของกระดูกเฉพาะส่วนปลายของ
กระดูกเรเดียส พบว่า กระดูกมีการสร้างใหม่ โดยมีทิศทางการสร้างเข้าหากระดูกอัลนา และพบ
การเชื่อมต่อของกระดูกที่สร้างใหม่นี้กับกระดูกอัลนา ซึ่งแสดงว่ากระดูกเรเดียสส่วนปลายไม่มี
ความแข็งแรงมากพอจะรับน้้าหนักกดทับจากการเคลื่อนที่ของหนูทดลองได้ จึงต้องเชื่อมต่อกับ
กระดูกอัลนาเพื่อถ่ายเทน้้าหนักกดทับของหนูทดลองสู่กระดูกอัลนา 

จากผลการวิเคราะห์ด้วยภาพสามมิติจากเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร 
(micro-CT) สามารถวิเคราะห์ความยาวของช่องว่างกระดูกเรเดียสที่มีการฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 
ชนิด และกลุ่มควบคุม ภายหลังการฝังลงในหนูทดลองเป็นเวลา 12 สัปดาห์ พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์
ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ (CGSF4) สามารถชัก
น้าให้เกิดการสร้างกระดูกใหม่ได้ดีที่สุด โดยมีความยาวของช่องว่างกระดูกน้อยที่สุดและน้อยกว่า
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กลุ่มควบคุม และในหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ (CGSF4 with cells) มีความยาวของช่องว่าง
กระดูกมากที่สุดและใกล้เคียงกับช่องว่างกระดูกที่ท้าการตัดก่อนฝังโครงเลี้ยงเซลล์ ซึ่งอาจเพราะ
หนูทดลองได้มีการเจริญเติบโตขึ้นในระยะเวลา 12 สัปดาห์ที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ ท้าให้กระดูก   
เรเดียสเองมีความยาวเพิ่มมากขึ้น ช่องว่างกระดูกจึงขยายและยาวมากยิ่งขึ้น 

นอกจากนี้ ค่าร้อยละของความหนาแน่นของเกลือแร่ในกระดูก (%BMD) และค่าร้อยละ
ของปริมาตรของกระดูกที่สร้างใหม่เทียบกับปริมาตรของเนื้อเยื่อที่สร้างใหม่ทั้งหมด (% Bone 
volume) ซึ่งค้านวณได้จากภาพสามมิติจากเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร (micro-
CT) แสดงให้เห็นว่า หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินและ
สะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ (CGSF4) สามารถชักน้าให้เกิดการสร้างกระดูกใหม่ได้ดีที่สุด โดยพบ 
% BMD ที่สูงที่สุดและสูงกว่ากลุ่มควบคุม และมี % Bone volume ใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุม         
ซึ่งแสดงถึงศักยภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ในการเอ้ือต่อการเจริญของเนื้อเยื่อกระดูกทั้งในเชิง
ปริมาณและเชิงคุณภาพได้เป็นอย่างดี ในขณะที่หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ (CGSF with cells) มีปริมาตรของกระดูกที่
สร้างใหม่มากที่สุด และมากกว่ากลุ่มควบคุม  

ในการวิเคราะห์ภาพจากเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ระดับไมโครเมตร (micro-CT) มีการ
พบการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกบริเวณกึ่งกลางของช่องว่างของกระดูกเรเดียสในหนูทดลองที่ฝังโครง
เลี้ยงเซลล์เกือบทุกกลุ่ม ยกเว้นในหนูทดลองกลุ่มควบคุมและหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์          
ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ (HSF with cell) 
ในขณะที่หนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ (CGSF with cells) มีการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกบริเวณกึ่งกลางของช่องว่างของ
กระดูกในเชิงคุณภาพและปริมาณมากที่สุด 

ในการวิเคราะห์ความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกทางจุลพยาธิของช่องกระดูก
ที่เกิดการซ่อมแซมกระดูกของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 ชนิดเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(sham) พบว่า หนูทดลองในกลุ่มที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทุกสูตรมีโครงเลี้ยงเซลล์เหลืออยู่ในช่องว่าง
ของกระดูก แต่ไม่พบเซลล์ที่แสดงถึงการอักเสบหรือการปฏิเสธโครงเลี้ยงเซลล์ที่ปลูกถ่าย ในขณะ
ที่ไม่สามารถวิเคราะห์ผลในหนูทดลองกลุ่มควบคุม (sham) ได้เนื่องจากไม่มีเนื้อเยื่อใด ๆ ใน
ช่องว่างของกระดูก  
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ในการวิเคราะห์ความสามารถในการเจริญเป็นเนื้อเยื่อกระดูกทางจุลพยาธิในเชิงกึ่ง
ปริมาณของช่องกระดูกที่เกิดการซ่อมแซมกระดูกของหนูทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 ชนิด 
พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาตินที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยง
เซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF และ CGSF with cells) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจาก        
ไขกระดูก (HSF และ HSF with cells) มีการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกใหม่มากที่สุด โดยพบการเติมเต็ม
ของเซลล์ Osteobalst การเกิดเนื้อเยื่อพังผืด การสร้างหลอดเลือดใหม่มากที่สุด ซึ่งแสดงถึง
ความสามารถในการเกิดกระบวนการซ่อมแซมกระดูก และศักยภาพในการชักน้าให้เกิดการสร้าง
หลอดเลือดใหม่เพื่อขนส่งออกซิเจน สารอาหาร และไซโตไคน์ที่จ้าเป็นต่อการซ่อมแซมกระดูก
มายังบริเวณช่องว่างของกระดูก นอกจากนี้ โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย      
เจลาตินที่ (CGSF) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคท่ี
ผ่านและไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF และ HSF with cells) ยังเกิด
สารแข็งคล้ายกระดูกมากที่สุด ทั้งนี้การเพาะเลี้ยงเซลล์ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต ์(CGSF4) ก่อนการฝังลงในหนูทดลองนั้นพบ
การเกิดเนื้อเยื่อพังผืดที่เพิ่มมากขึ้น และการเพาะเลี้ยงเซลล์ลงในโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย
ที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย  
เจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF) ก่อนการฝังในหนูทดลองมีศักยภาพในการเพิ่ม
การสร้างหลอดเลือดใหม่ได้  

จากผลศึกษาสามารถสรุปได้ว่า โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วยเจลาติน
และสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ (CGSF4) และโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย
เจลาติน (CGSF) สามารถชักน้าให้เกิดการสร้างกระดูกใหม่ได้ดี และมีศักยภาพในการประยุกต์ใช้
ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. ควรพัฒนาการเชื่อมขวางกรดไฮยาลูรอนิคบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 
เพื่อลดการสูญเสียกรดไฮยาลูนิคไปในกระบวนการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

2. ควรทดสอบการตอบสนองของเซลล์ในระดับห้องปฏิบัติการของโครงเลี้ยงเซลล์   
ไฟโบรอินไหมไทยที่เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค 

3. ควรท้าการทดสอบความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกในหนูทดลองอีกครั้ง
และท้าการทดสอบความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกในสัตว์ทดลองชนิด
อ่ืนต่อไป   
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ภาคผนวก 

 

ภาคผนวก ก. 

กราฟมาตรฐานของการวัดจ้านวนเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกของหนูโดยวิธี DNA 

 
รูปที่ ก. 1 กราฟมาตรฐานของการวัดจ้านวนเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูกของหนูโดยวิธี DNA       
( ช่วงความยาวคลื่นที่ใช้ในการกระตุ้นที่ 355 นาโนเมตร และช่วงความยาวคลื่นของการแผ่รังสีที่ 
460 นาโนเมตร ) 
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ภาคผนวก ข. 

 
ตารางที่ ข.1 ภาพถ่ายรังสี (X-ray) ภายหลังการผ่าตัดในหนูกลุ่มควบคุม (sham) ซึ่งไม่มีการฝัง     
โครงเลี้ยงเซลล์ในช่องว่างกระดูก      

โครงเลี้ยง
เซลล์ 

SHAM SHAM SHAM 

ภายหลังการ
ผ่าตัดทันที   

NA 

สัปดาห์ท่ี 2 
   

สัปดาห์ท่ี 4 
   

สัปดาห์ท่ี 6 
   

สัปดาห์ท่ี 8 
   

สัปดาห์ท่ี 10 
   

สัปดาห์ท่ี 12 
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ตารางที่ ข.2 ภาพถ่ายรังสี (X-ray) ภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่           
คอนจูเกตด้วยเจลาติน (CGSF) ในช่องว่างกระดูก 

โครงเลี้ยง
เซลล์ 

CGSF CGSF CGSF 

ภายหลังการ
ผ่าตัดทันที    

สัปดาห์ท่ี 2 
   

สัปดาห์ท่ี 4 
   

สัปดาห์ท่ี 6 
   

สัปดาห์ท่ี 8 
   

สัปดาห์ท่ี 10 
   

สัปดาห์ท่ี 12 
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ตารางที่ ข.3 ภาพถ่ายรังสี (X-ray) ภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่         
คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (CGSF4) ในช่องว่างกระดูก 

โครงเลี้ยง
เซลล์ 

CGSF4 CGSF4 CGSF4 

ภายหลังการ
ผ่าตัดทันที    

สัปดาห์ท่ี 2 
   

สัปดาห์ท่ี 4 
   

สัปดาห์ท่ี 6 
   

สัปดาห์ท่ี 8 
   

สัปดาห์ท่ี 10 
   

สัปดาห์ท่ี 12 
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ตารางที่ ข.4 ภาพถ่ายรังสี (X-ray) ภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิค (HSF) ในช่องว่างกระดูก 

โครงเลี้ยง
เซลล์ 

HSF HSF HSF 

ภายหลังการ
ผ่าตัดทันที   

NA 

สัปดาห์ท่ี 2 
  

NA 

สัปดาห์ท่ี 4 
  

NA 

สัปดาห์ท่ี 6 
  

NA 

สัปดาห์ท่ี 8 
  

NA 

สัปดาห์ท่ี 10 
  

NA 

สัปดาห์ท่ี 12 
  

NA 
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ตารางที่ ข.5 ภาพถ่ายรังสี (X-ray) ภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่          
คอนจูเกตด้วยเจลาติน ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (CGSF with cells) ใน
ช่องว่างกระดูก 

โครงเลี้ยง
เซลล์ 

CGSF with cells CGSF with cells CGSF with cells 

ภายหลังการ
ผ่าตัดทันที    

สัปดาห์ท่ี 2 
   

สัปดาห์ท่ี 4 
   

สัปดาห์ท่ี 6 
   

สัปดาห์ท่ี 8 
   

สัปดาห์ท่ี 10 
   

สัปดาห์ท่ี 12 
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ตารางที่ ข.6 ภาพถ่ายรังสี (X-ray) ภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่          
คอนจูเกตด้วยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไข
กระดูก (CGSF4 with cells) ในช่องว่างกระดูก 

โครงเลี้ยง
เซลล์ 

CGSF4 with cells CGSF4 with cells CGSF4 with cells 

ภายหลังการ
ผ่าตัดทันที   

NA 

สัปดาห์ท่ี 2 
  

NA 

สัปดาห์ท่ี 4 
  

NA 

สัปดาห์ท่ี 6 
  

NA 

สัปดาห์ท่ี 8 
  

NA 

สัปดาห์ท่ี 10 
  

NA 

สัปดาห์ท่ี 12 
  

NA 
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ตารางที่ ข.7 ภาพถ่ายรังสี (X-ray) ภายหลังการผ่าตัดฝังโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่
เคลือบพื้นผิวด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิดจากไขกระดูก (HSF with 
cells)ในช่องว่างกระดูก 

โครงเลี้ยง
เซลล์ 

HSF with cells HSF with cells HSF with cells 

ภายหลังการ
ผ่าตัดทันที    

สัปดาห์ท่ี 2 
   

สัปดาห์ท่ี 4 
   

สัปดาห์ท่ี 6 
   

สัปดาห์ท่ี 8 
   

สัปดาห์ท่ี 10 
   

สัปดาห์ท่ี 12 
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