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โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต 30/70 

โดยน้ําหนัก (Gel/HA) ถูกขึ้นรูปโดยการทําใหเปนเนื้อเดียวกนั และใชสารละลาย กลูตารัลดีไฮด

เขมขน 0.01 (โดยน้ําหนัก) เปนสารเชื่อมขวาง หลงัจากนั้นนําไปทําแหงแข็ง และเชือ่มขวางอกีครั้ง

ดวยการใชความรอนที่ 140 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ผลของการตรวจสอบดวยกลอง

จุลทรรศนอิเลก็ตรอนแบบสองกราดพบวา โครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มี

ขนาดของรูพรุน 121 ± 39 และ 148 ± 83 ไมโครเมตร ตามลําดับ โครงเลี้ยงเซลลทัง้สองชนิดมีรู

เชื่อมกันตลอดผนังของโครงเลี้ยงเซลลความพรนุรอยละ 55-60    ไฮดรอกซีอะพาไทตกระจายทัว่

ทั้ง Gel/HA และความทนแรงกดที่สภาวะแหงมีคา 118±21.68 และ 510±109.08 กิโลปาสคาล 

ตามลําดับ ผลของการเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกหน ู Wistar (MSC) ในสภาวะสถิตยบน

โครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีอัตราการแบงเซลลเปนสองเทาที่ 233.8 และ 

250.8 ชั่วโมง ตามลาํดับ เซลลบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA สามารถสรางเอน็ไซม alkaline 

phosphatase  (ALP) และแคลเซียมไดดีกวาโครงเลีย้งเซลล Gel  1.3 และ 1.4 เทาตามลําดับใน

อาหารปกติ การเลี้ยงเซลลบน Gel/HA ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพทําใหเซลลเจริญเติบโตไดดี การ

แบงเซลลเปนสองเทาใชเวลา 192.9 ชั่วโมง นอกจากนัน้การเลีย้งในเครื่องปฏิกรณชีวภาพยังชวย

ใหเซลลมีกจิกรรมของเอ็นไซม ALP และแคลเซียมสูงกกวาการเลี้ยงแบบสถิตย 1.7 และ 2.3 เทา

ตามลําดับในอาหารปกติ อัตราสวนแคลเซียมตอฟอสฟอรัสที่ MSC สรางขึ้นหลังการเลีย้งใน

เครื่องปฏิกรณชีวภาพ โดยใชอาหาร osteogenic medium เปนเวลา 28 วัน มีคา 1.61 นอกจากนี้

เครื่องปฏิกรณชีวภาพที่สรางขึ้นยังใชเพาะเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลโดยใชสารแขวนลอยของเซลล

เจือจางได โดยสามารถเพาะเซลลใหมีความหนาแนน 1.3x104 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร และ

เซลลกระจายตัวทั่วทัง้โครงเลี้ยงเซลล  
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             Two types of scaffolds, gelatin (Gel) and gelatin/HA (30/70 wt./wt.) (Gel/HA), were 

prepared using homogenization and freeze drying methods. Glutaraldehyde (0.01 wt./wt.) 

were used as a crosslinking agent. They were then crosslinked again using 

dehydrothermal method at 140°C for 48 hrs. The scaffolds had interconnected-

homogeneous sized pores with approximated pore size of 121±39, and 148±83 μm, and 

porosity of 65.4±4.6 and 50.9±5.9 %, for Gel and Gel/HA scaffold, respectively. 

Compressive modulus of Gel and Gel/HA scaffolds were at 118±21.68 and 510±109.08 

kPa, respectively at dry state. An in-house designed infusion bioreactor was used for cell 

culture on Gel/HA scaffolds to evaluate cells proliferation comparing to the static culture. 

The results on in vitro static cell culture showed that population doubling time (PDT) of 

MSC on Gel and Gel/HA scaffolds were at 233.8 and 250.8 hrs, respectively while in a 

bioreactor, the PDT of  Gel/HA scaffolds reduced to 192.3 hrs. In term of osteogenic 

differentiation, Gel/HA scaffolds enhanced alkaline phosphatase (ALP) activity and 

calcium content of MSC by 1.3 and 1.4 times, respectively compared to those of the Gel 

scaffold in normal medium. Culture in the bioreactor enhances ALP activity and calcium 

content of MSC on Gel/HA by 1.7 and 2.3 times, respectively over those cultured at static 

condition.  The results from energy-dispersive X-ray spectroscopy shown Ca:P ratio of 

Gel/HA scaffold culture MSC was at 1.61. The bioreactor also shows efficient cells seeding 

capability. The cell density of 1.3x104cells/mm3 could be achieved using cell solution of 

5x104cells/ml in 6 hrs. The cells were spreaded out homogeneously throughout the 

scaffolds. 
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บทที่  1 

บทนํา 
 
1.1 ที่มาของงานวจิัย 
  

งานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue engineering) เปนศาสตรที่นาํหลักการของวิศวกรรม 

และชีววทิยามาประยุกตใชในการฟนฟูรักษา และพัฒนาหนาทีก่ารทํางานของเนือ้เยื่อ (Tissue 

Function) ซึ่งสงผลกระทบตอระบบสาธารณสุขและเศรษฐกิจ จากการประมาณการของกระทรวง

สาธารณสุขของประเทศสหรัฐอเมริกานัน้ คาใชจายของผูปวยที่สูญเสียอวัยวะหรือเนื้อเยื่อตางๆมี

คาใชจายประมาณ 400,000 ลานเหรียญตอป หรือประมาณ 17.5 ลานลานบาท [Ma L. และคณะ 

2003] ของผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งนับวาเปนจาํนวนเงินที่มากที่ไมอาจมองขามได 

องคประกอบที่สําคัญในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ ไดแก โครงเลี้ยงเซลล (scaffolds) ที่ผลิต

จากชวีวัสดุ ซึ่งมีลักษณะและสมบัติที่เหมาะสมตอการชักนําใหเกิดการเจริญเติบโตของเซลลที่

นํามาเพาะลงบนโครงเลี้ยงเซลล ไดแก มีความพรุนทีต่อเนื่อง มีขนาดของรูพรุนที่เหมาะสม มี

ความสามารถในการเขากันไดทางชีวภาพกับรางกาย มีความแข็งแรง และมีความสามารถในการ

ยอยสลายภายในรางกายทีเ่หมาะสมกับลักษณะการเกิดของเนื้อเยือ่ใหม เซลลสําหรับเพาะเลี้ยง

บนโครงเลี้ยงเซลลซึ่งอาจเปนเซลลของเนือ้เยื่อจําเพาะ เชน เซลลผิวหนังแท เซลลกระดูก เซลล

ประสาท เปนตน หรือ เปนเซลลตนกําเนิดที่มีความสามารถในการเจรญิเติบโตเปลี่ยนแปลงไปเปน

เซลลเนื้อเยื่อจําเพาะตางๆ ได ซึ่งจากรายงานในตางประเทศในชวงทีผ่านมา พบวามีความสนใจ

ในการพัฒนาเซลลตนเกิดเพือ่ใชงานในวศิวกรรมเนื้อเยื่อตางๆ เพิม่ข้ึนอยางตอเนื่อง และ 

สภาพแวดลอมที่ทาํใหเซลลสามารถเจริญเติบโตใกลเคียงธรรมชาติมากที่สุด ซึ่งปจจัยสภาวะของ

สภาพแวดลอมดังกลาวมีอยูหลายหลาก เชน การใชสารเคมีบางชนิด และการใชเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพ (Bioreactor) ชวยกระตุนเพื่อการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อในรูปแบบตางๆ เปนตน 

Mesenchymal stem cells (MSC) เปนเซลลตนกาํเนดิจากเนื้อเยื่อช้ันกลาง 

(Mesoderm) สามารถเปลีย่นแปลงรูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดตางๆ ได เชน กระดูก, กระดูกออน, 

เนื้อเยื่อไขมัน, เสนเอน็และกลามเนื้อ จึงถูกนํามาใชรวมกับโครงเลีย้งเซลลแบบ 3 มิติ เพื่อ

ประโยชนในงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อไดอยางมาก แตปญหาของงานดานวศิวกรรมเนื้อเยือ่

คือโครงเลี้ยงเซลลมีความหนา ซึ่งทําใหผลเสีย เชน การใสเซลลลงในโครงเลีย้งเซลล (Cells 

seeding) ไมมีประสิทธิภาพ, การเลี้ยงให MSC เจริญเติบโตไดไมดี  เนื่องจากการจํากัดของ Mass 

transfer และการศึกษาใน in vitro ของงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อกระดูก  ตองการเครื่องปฏิกรณ 
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ชีวภาพที่มกีารใหแรงทางกลเพื่อให MSC เปล่ียนเปนเซลลกระดูกได ดังนั้นการใชเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพจงึมีบทบาทสําคัญสาํหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ในการควบคมุสภาวะตางๆ ใหเหมาะสม

กับการเลี้ยง MSC และเปลี่ยนแปลงใหเปนเนื้อเยื่อกระดูก ดังนัน้งานวิจัยเกี่ยวกบัเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ คือการออกแบบระบบใหเหมาะสมกบัการเลี้ยง MSC เพื่อขยาย

จํานวน (Proliferation) และเหนีย่วนําใหเปลี่ยนแปลง (Differentiation) ไปเปนเซลลกระดูก   
 
  

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 เพื่อออกแบบและสรางเครื่องปฏิกรณชีวภาพ (Bioreactor) แบบไหลผาน (Infusion) โครง

เลี้ยงเซลลที่ผลิตจากวัสดุทีส่ามารถยอยสลายไดทางชวีภาพ (Biodegradable) สําหรับการ

เพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก (Bone marrow-derived mesenchymal stem cells) 

และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มจาํนวน (Proliferation) ตลอดจนการเปลี่ยนแปลง 

(Differentiation) ไปเปนเซลลกระดูก 

 

 
1.3 ขอบเขตงานวจิัย 

1.  ข้ึนรูปโครงเลีย้งเซลลจากเจลาตินผสมแคลเซียมฟอสเฟต (Calcium Phosphate, 

Ca-P)  และทดสอบคุณสมบัติของโครงเลีย้งเซลลทางกายภาพ และทางชวีวทิยา ให

มีขนาดของรพูรุนในชวง 100-300 μm  ความพรนุ 50-80%  และความแข็งแรง 

(Compressive strength) ไมต่ํากวา 200 kPa 

2. ออกแบบและสรางเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผาน (infusion) และทดสอบการ

เลี้ยงเซลล  โดยหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิม่จํานวนของ MSC จากหน ู Wistar 

โดยมีการกระจายตัวของเซลลทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลลอยางดี    

3. ทดสอบคุณสมบัติการเหนี่ยวนาํใหเซลลตนกําเนิดมกีารเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลล
กระดูก  โดยการใช normal และ differentiating medium ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ  

และตรวจสอบสัญญาณการเปลี่ยนแปลงของเซลล ALP activity  และ Calcium 

content 

4. ทดสอบการเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชวีภาพ 
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1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ตนแบบ  และขอมูลของโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมแคลเซียมฟอสเฟต  

2. ตนแบบเครื่องปฏิกรณชีวภาพ  และสภาวะที่เหมาะสม สําหรับการเพิ่มปริมาณ  

และชักนําใหเซลลตนกําเนิดบนโครงเลี้ยงเซลลเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูก 

(oteoblast) 

3. ขอมูลการขยายปริมาณการเลี้ยงเซลลตนกําเนิดแบบสภาวะอยูนิ่ง และในเครื่อง
ปฏิกรณชีวภาพ 

4. ขอมูลการเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

 

 

 



บทที่  2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวของ  

 
2.1 กระดูก (Bones)  
 กระดูก (Bones) เปนอวยัวะที่ประกอบขึน้เปนโครงรางแข็งภายใน (endoskeleton) ของ

สัตวมีกระดูกสันหลงั หนาทีห่ลักของกระดูกคือการค้ําจุนโครงสรางของรางกาย การเคลื่อนไหว 

การสะสมแรธาตุและการสรางเซลลเม็ดเลอืด กระดูกประกอบดวยสวนที่เปนสารอินทรีย  สารอนิ

นทรีย  และน้าํ  โดยสัดสวนทัง้สามนี้จะเปลี่ยนแปรไปตามอายุของกระดูก  สําหรบักระดูกที่เจรญิ

เต็มที่แลวในผูใหญ  จะมีสวนประกอบของสารอินทรียประมาณรอยละ 25 สารอนนิทรียรอยละ 65 

และน้ํารอยละ 10 ซึ่งสวนที่เปนสารอนิทรีย จะประกอบไปดวยคอลลาเจนเปนสวนใหญถงึ

ประมาณรอยละ 93 ที่เหลอืจะเปน proteoglycan และโปรตีนอื่นๆ ซึ่งไมใชคอลลาเจน (non-

collagen proteins)  สําหรับสวนที่เปนสารอนินทรียคอื เกลือแรตางๆ ที่จับแฝงอยูกับเนื้อเยื่อพืน้ ที่

สําคัญคือแคลเซียม   และฟอสเฟต เนื้อเยือ่พื้นสวนนี้จะทําใหหระดูกมคีวามแข็งแรง และสามารถ

ทนตอแรงอัด (compressive strength) ในขณะที่สวนที่เปนสารอินทรียจะชวยใหกระดูกสามารถ

ตานทานตอแรงดึงและแรงบิด (tractional and torsional forces) นอกจากนั้นการจัดเรียงตวัที่

เหมาะสมเปนระเบียบของคอลลาเจน  การผสมผสานกนัอยางพอเหมาะของคอลลาเจนและแร

ธาตุตางๆ ในเนื้อเยื่อพืน้มคีวามสัมพันธโดยตรงตอการที่กระดูกมีอัตราสวนของความแข็งแรงตอ

น้ําหนกั (strength to weight ratio) สูงเมื่อเปรียบเทียบกับโครงสรางอื่นๆ ในรางกาย [Duthie R.B. 

และคณะ 1983]  การเจรญิพัฒนาของเนื้อเยื่อกระดูกในรูปแบบที่แตกตางกนั ทาํใหกระดูกเปน

อวัยวะที่มหีลายรูปรางลกัษณะ เพื่อใหสอดคลองกันกบัการทาํงานของกระดูกในแตละสวน เชน

กะโหลกศีรษะ (skull) ที่มีลักษณะแบนแตแข็งแรงมาก เพื่อปองกันการกระทบกระเทือนของสมอง 

หรือกระดูกตนขา (femur) ที่มีลักษณะยาวเพื่อเปนจดุเกาะของกลามเนื้อตางๆทีเ่กี่ยวของกับการ

เคลื่อนไหวของรยางคลาง เปนตน 

 กระดูกไมไดเปนโครงสรางที่แข็งทึบเพียงอยางเดยีว หากแตมีชองวางทีอ่ยูระหวาง

โครงสรางแข็ง ในกระดูกแบบยาวจะพบวาดานนอกของกระดูกจะมีเนื้อกระดูกที่แข็งมากๆ ซึ่งเรยีก

สวนนี้วา กระดูกเนื้อแนน (compact bone) ซึ่งมีชองวางของเนื้อกระดูกนอยมาก และคิดเปน

ประมาณ 80% ของเนื้อกระดูกในผูใหญ สวนชัน้ในของกระดูกจะมีลักษณะที่โปรงคลายเสนใย

สานกนั เรียกวา กระดูกเนือ้โปรง (spongy/cancellous bone) ซึ่งทําใหกระดูกมคีวามเบา และ

เปนที่อยูของหลอดเลือดและไขกระดูก (marrow) ดงัรูปที่ 2.1 นอกสุดของกระดูกจะมีเยื่อหุม

กระดูก (periosteum) หุมอยูโดยรอบ และมีหลอดเลือดและเสนประสาทมาเลี้ยงเนื้อกระดูก 

ยกเวนที่บริเวณขอตอซ่ึงไมมีเยื่อหุมกระดกูอยู [Elaine N. และคณะ 2006] 
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รูปที่ 2.1 สวนหวัของกระดกูตนขาตัดตามยาว (ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Bone ) 

 

เนื้อเยื่อพื้นฐานของกระดูกคอืเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดพิเศษ เรียกวาเนื้อเยื่อกระดูก 

(osseous tissue) ประกอบขึ้นจากวัสดุคอมโพสิทที่มคีวามแข็งแรงแตมีน้ําหนักนอย ซึง่สวนใหญ

จะประกอบดวยแคลเซียมฟอสเฟต (calcium phosphate) ในรูปของแคลเซียมไฮดรอกซีอะพา

ไทท (calcium hydroxyapatite) ซึ่งเปนสารประกอบที่มีความแข็งเกร็ง โดยมีคาความทนแรงกด

ประมาณ 130-180 MPa [Paul K. Chu และคณะ และคณะ 2008] และตอตานแรงกดไดมาก 

นอกจากนีย้ังมีคอลลาเจน (collagen) เปนโปรตีนเสนใยที่ชวยเพิม่ความยืดหยุนของกระดูก เมือ่ดู

โครงสรางของกระดูกเนื้อแนนใตกลองจุลทรรศน (รูปที 2.2) พบเนื้อเยื่อกระดูกมีลักษณะทีเ่ปนวง

ซอนๆกัน โดยที่มีศูนยกลางเปนชองขนาดใหญที่เรียกวา ชองฮาเวอรเชยีน (Haversian canal) ซึ่ง

เปนที่อยูของหลอดเลือดที่มาเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูก และวงรอบๆเปนทีอ่ยูของเซลลกระดูกที่โตเต็มที่

แลว 

 ในเนื้อเยื่อกระดูกประกอบดวยเซลลกระดกู (bone cells) ที่มีสวนสําคัญในการสรางและ

การกอรูปของกระดูกอีกดวย เซลลกระดูกมีสามชนิด ไดแก 

 ออสติโอบลาสต (Osteoblast) เปนเซลลสรางเนื้อกระดูกที่เจริญพัฒนามาจากเซลลตน

กําเนิดเซลลกระดูก (osteoprogenitor cells) เซลลนี้จะอยูตามขอบของเนื้อกระดูก และสราง

กระดูกเนื้อแนน 

compact bone 

กระดูกเนื้อโปรง 

spongy/cancellous bone  
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โปรตีนที่เรียกวา ออสติออยด (osteoid) ซึ่งโปรตีนดังกลาวนีจ้ะมีสารอนนิทรียมาสะสมและ

กลายเปนเนื้อกระดูก นอกจากนี้ออสติโอบลาสตยังสรางเอนไซมอัลคาไลน ฟอสฟาเทส (alkaline 

phosphatase) ซึ่งเกีย่วของกับการสรางเนื้อกระดูก รวมทั้งสารนอกเซลลอ่ืนๆอีกดวย  

 ออสติโอไซต (Osteocyte) เปนเซลลที่เจริญตอมาจากออสติโอบลาสตที่ไดสรางเนื้อ

กระดูกจนลอมรอบตัวเซลล และเปนเซลลกระดูกที่เจรญิเต็มที่แลว รอบๆเซลลจะเปนชองที่เรียกวา 

ลากูนา (lacuna) และแตละลากนูาจะติดตอกันดวยชองทางผานเล็กๆที่เรียกวา คานาลิคูไล 

(canaliculi) ซึ่งทาํใหแตละออสติโอไซตมีการติดตอส่ือสารกันได ออกซิเจนและสารอาหารก็จะถกู

สงจากหลอดเลือดภายในชองฮาเวอรเชียนเขามายงัแตละเซลลผานทางชองดังกลาวนี ้แมออสติโอ

ไซตจะเปนเซลลกระดูกที่โตเต็มที ่ แตมันยงัมหีนาทีใ่นการควบคุมระดับแคลเซียมและสารนอก

เซลลอ่ืนๆดวย  

 ออสติโอคลาสต (Osteoclast) เปนเซลลขนาดใหญที่มหีลายนวิเคลียส และเจริญมาจาก

เซลลตนกาํเนดิโมโนไซต (monocyte stem cells) เซลลนี้มหีนาที่สําคัญในกระบวนการกอรูป

กระดูก (bone remodeling) โดยอาศัยการผลิตเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase) 

ในการกรอนเนื้อกระดูก และทําใหกระดกูมีลักษณะที่เหมาะสม นอกจากนี ้ กระบวนการดังกลาว

ยังทาํใหมีการนําแคลเซียมออกสูกระแสเลอืดอีกดวย [Frank H. และคณะ 1987] 
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รูปที่ 2.2  ภาพแสดงภาคตัดขวางของกระดูกแบบยาว แสดงโครงสรางภายในของกระดูก 

(ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Bone ) 

 

 การเจริญพัฒนาของกระดูกจะเริ่มโดยกระบวนการสรางเนื้อกระดูก (ossification) 

สามารถแบงออกไดเปนสองรูปแบบ ไดแก 

 Intramembranous ossification เปนการสรางเนื้อกระดูกจากการรวมตัวของกลุมเซลล

ชนิดมีเซนไคม (mesenchymal cells) ซึ่งเปนเซลลทีเ่กี่ยวของกับการสรางเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิด

ตางๆ การรวมตัวของเซลลดงักลาวจะทําใหเกิดจุดการสรางกระดูกปฐมภูมิ (primary ossification 

center) และตามดวยการสะสมแคลเซียมในบริเวณดังกลาว กระบวนการนี้จะดําเนินตอไปจน

เสร็จสมบูรณ การสรางเนื้อกระดูกในลักษณะนี้มกัพบในกระดูกแบบแบน (flat bone) เชนกะโหลก

ศรีษะ  

 Endochondral ossification เปนการสรางเนือ้กระดูกที่มีแบบมาจากกระดูกออน 

(cartilage) ที่มีการเจริญมากอนแลว โดยที่กลุมเซลลมีเซนไคมจะเขาไปแทนที่เซลลกระดูกออน

ผานทางหลอดเลือด เร่ิมจากสวนกลางของกระดูกซึง่เปนจุดการสรางกระดูกปฐมภูมิ เมื่อเซลลมี

เซนไคมมีการพัฒนาไปเปนเซลลตนกําเนิดเซลลกระดูก จึงมีการสะสมของเนื้อกระดูกมากขึ้น 

นอกจากนี ้มกัพบวาจะมีจดุการสรางกระดูกทุติยภูมิ (secondary ossification center) ที่บริเวณ

ปลายกระดูก โดยการสรางกระดูกในจุดนี้จะเริ่มหลังจากคลอด การสรางกระดูกในทัง้สองจุดจะ

ดําเนนิตอไปจนกระทั่งมาบรรจบกันที่แนวแผนอิพิไฟเซยีล (epiphysial plate) ซึง่เปนแนวของ

กระดูกออนทีย่ังสามารถทําใหเกิดการยืดของกระดูกได จนกระทั่งเขาสูวัยผูใหญ แนวดังกลาวนี้จะ

ถูกแทนที่ดวยกระดูกทัง้หมด ดังรูปที ่2.3 
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 แมกระบวนการเจริญพัฒนาของกระดูกจะหยุดไปแลว แตยังคงมกีระบวนการกอรูปของ

กระดูกอยางตอเนื่อง เพื่อซอมแซมความเสียหายเล็กๆนอยๆ ของกระดูก และเปนการรักษาระดับ

แคลเซียมในกระแสเลือดอีกดวย [Bryan H. และคณะ 2005] 

 การศึกษาการเกิดแรธาตุจากเซลล osteoblastic ที่ไดจากการแยกจากเนื้อเยื่อกระดูกของ

มนุษย  และหน ูนาํมาเพาะเลี้ยงเซลล ซึง่เซลลที่แยกออกมาไดจะสังเคราะหโปรตนี  และเอนไซม 

ที่เกิดขึ้นในกระดูก เชน alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin และ คอลลาเจน type I  ใน

การเพาะเลี้ยง เซลล primary จากกระดูกของมนุษยสามารถเลี้ยงไวไดนาน 30 วนั และมีปุมเล็กที่

สรางขึ้นเซลล  ซึ่งปุมนี้บรรจุไปดวย matrix ที่หนาแนน  ประกอบไปดวย ผลึกของ calcium 

phosphate ฝงอยูใน matrix   กระบวนการปลดปลอยถุงบรรจ ุ matrix นี้ออกมาจากเซลล  เพือ่

เปนตัวเริ่มตนในการเกิดแรธาตุของกระดูก ในการเพาะเลี้ยงเซลลจะตองมีการชักนาํเพื่อใหเกิดการ

เปล่ียนแปลงของเซลลไปเปนเซลลกระดูกที่ประกอบไปดวยแรธาต ุ โดยใช β-glycerophosphate, 

glucocorticoids, sodium β-glycerophosphate, calcium hexose monophosphate และ 

dexamethasone [Kim H.J. 2005] 

 

 
 

รูปที่ 2.3 ข้ันตอนการเจริญพัฒนาของกระดูก แบบ Endochondral ossification 

(ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Bone ) 
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2.2 วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก (Bone Tissue engineering) 
 วัสดุทดแทนกระดูกซึ่งในการรักษาโดยใชวัสดุทดแทนกระดูกเกิดขึ้นไดเนื่องจากหลาย

สาเหต ุเชน โรคทางกระดูก การผาตัด และอุบัติเหต ุการปลูกถายกระดูกที่ใชโดยทั่วไปมี 3 วิธ ีคือ 

การปลูกถายดวยวัสดุจากตัวผูปวยเอง (autograft) การปลูกถายดวยวัสดุจากผูอ่ืน (allograft) 

และการปลูกถายดวยวัสดุเลียนแบบชีวภาพ (biomimetic materials) [Zhang N. และคณะ 

2007] แตทั้ง 3 วิธกี็ยังมขีอจํากัดอยูหลายดาน เชน ดานวัสดุ พื้นที่ผิวที่รับการปลูกถายกระดูก 

ปญหากายวิภาค และการติดเชื้อ จึงมกีารพัฒนาวิธีสังเคราะหวัสดุเพือ่มาแกปญหาดังกลาว โดย

อาศัยความรูความกาวหนาทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ (tissue engineering) ใหมีสวนเขามา

พัฒนาวัสดุทดแทน กระดูกไปยัง 

บริเวณกระดูกที่เสียหายเพื่อกระตุนการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อกระดกูภายในรางกาย วัสดุใหมนี้

ทํางานโดยการกระตุนใหเกดิการสรางเนือ้เยื่อกระดูกใหม หรือที่เรียกวา โครงเลี้ยงเซลล (scaffold) 

กระดูกในธรรมชาติประกอบดวยคอลลาเจน โปรตีนชนิดอื่นๆ ที่ไมใชคอลลาเจน คารโบไฮเดรต 

แคลเซียมฟอสเฟต และแคลเซียมคารบอเนต โดยมีอัตราสวนระหวางสารอินทรียตอสารอนินทรีย

ประมาณ 30:70 [Yuehuei H. A. และคณะ 2003] ดังนัน้ในวัสดุทดแทนกระดูกจึงควรมี

สวนประกอบของสารอินทรียที่คลายคลึงกับสวนประกอบในเนื้อเยื่อและสารอนินทรียที่คลายคลึง

กับสวนแรธาตทุี่มีอยูในกระดูกจริง และสามารถเตรียมใหมีอัตราสวนที่เหมาะสมระหวาง

สารอินทรียและสารอนนิทรียได โดยมีความสามารถในการเหนี่ยวนาํใหเซลลมายึดเกาะไดดี 

รวมถึงสามารถกระตุนใหเกดิการเจริญเติบโตของเนื้อเยือ่กระดูกได นอกจากนีจ้ะตองมีความเขา

กันไดทางชวีภาพและไมเปนพิษตอรางกายอีกดวย 

 
2.3 โครงเลีย้งเซลลสําหรบังานวศิวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก (Bone Tissue engineering 
Scaffold) 

 ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ วสัดุและการออกแบบโครงเลีย้งเซลลเปนสิง่สําคัญ โครงเลี้ยง

เซลล(Scaffold)หรือ Artificial extracellular matrices (ECM) คือ วัสดุที่สรางขึน้ชั่วคราวทรงสาม

มิติเพื่อใหเซลลสามารถเจริญเติบโตและสรางเนื้อเยื่อข้ึนใหมได โดยอาจทําการฉดีเซลลเขาไปใน

โครงเลี้ยงเซลลและเซลลจะเจริญเติบโตอยูภายในซึง่ตองมีสารอาหารและการควบคมุโมเลกุลที่

ตองแพรผานโครงเลี้ยงเซลล (โปรตีนและ growth factor เปนตน) ส่ิงกระตุนทางกายภายและ

เชิงกล อุณหภูมิ ความดนัและการขนสงมวลสารตองเหมาะสมกับการงอก การแบงเซลลและการ

เกิดเนื้อเยื่อหรืออวัยวะใหม ในขณะเดียวกันที่เนื้อเยื่อหรืออวัยวะเกดิขึ้นมาใหมนัน้ วัสดุที่ใชโครง
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เลี้ยงเซลลตองสามารถยอยสลายและไมทิง้สิ่งแปลกปลอมไวในรางกาย [Peter X.M. และคณะ 

2004] โดยทั่วไปเรานําโครงเลี้ยงเซลลใชกบัผิวหนัง กระดูก ประสาทและตับ เปนตน  

หลักที่ตองคํานึงในการสรางโครงเลี้ยงเซลลทั่วๆ ไป คือ  

1. โครงสรางเปนสามมิต ิเพื่อเปนโครงสรางค้ําจุนใหเซลลสามารถเจริญเติบโต  

2. มีความเปนรูพรุนสูง โดยมีความเปนรูพรุนมากกวา 90 เปอรเซ็นต และรูพรุนตองมีขนาดที่

เหมาะสม โดยทั่วไปขนาดรพูรุนประมาณ 100-200 ไมโครเมตร และรูพรุนควรเชื่อมตอกัน 

(Interconnected pore) เพื่อใหเซลลและเนื้อเยื่อสามารถเจริญเติบโตได สารอาหารและ

ของเสียตางๆ สามารถสงผานภายในโครงเลี้ยงเซลลไดอยางสะดวก  

3. มีลิแกนดหรือสมบัติทางเคมีสําหรับใหเซลลสามารถยดึเกาะ เจริญเติบโตและ

เปล่ียนแปลงรูปรางได  

4. สามารถยอยสลายไดในรางกาย โดยไมทิ้งสารที่เปนพิษไว รางกายสามารถกาํจัดได

ตลอดเวลา และมีอัตราการยอยสลายที่เหมาะสมกับอัตราการเกิดขึ้นของเนื้อเยื่อใหม  

5. มีโครงสรางทีแ่ข็งแรงพอสําหรับคํ้าจุนเนื้อเยื่อ  

6. ไมเปนพษิตอเซลล  
7. ควรมีสมบัติเพิ่มการเกาะของเซลลและการเจริญเติบโต  

8. มีความสามารถชักนาํใหเกิดการเปลี่ยนแปลงไปเปนกระดูก 

รายละเอียดของโครงเลี้ยงเซลลที่ตองพิจารณาคือ  

2.3.1 ขนาดรพูรุนและความพรุน  

ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลที่จะสรางขึน้นัน้ ข้ึนอยูกับชนิดของเนื้อเยื่อที่เราตองการ

นําไปใช เชน ผิวหนังที่ไดรับบาดเจ็บจากการเผาไหม โครงเลี้ยงเซลลทีเ่หมาะสมกับผิวหนังแท ควร

มีรูพรุนประมาณ 150 ไมโครเมตร และเซลล osteoblast จะสามารถเจริญเติบโตไดดีในโครงเลี้ยง

เซลลที่มีรูพรนุขนาดใหญประมาณ 200-400 ไมโครเมตร สําหรับโครงเลี้ยงเซลลเพื่อใชในการสราง

เนื้อเยื่อกระดกูใหมโดยทัว่ไปควรมีขนาดรพูรุนอยางนอย 100 ไมโครเมตร [Chang B.S. และคณะ 

2002] และโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีรูพรุน 150-710 ไมโครเมตร จะชวยใหเกดิการสรางเนือ้เยื่อกระดูกได

ดีข้ึน [Ishaug S.L. และคณะ 1998] ขนาดและความพรุนของวสัดุตางที่ใชทําโครงเลี้ยงเซลล

กระดูกแสดงในตารางที ่2.1 ขนาดรูพรุนสามารถแบงออกเปนสามประเภทคือ  

- Microporous มีขนาดเสนผาศนูยกลางของรูพรุนนอยกวา 2 ไมโครเมตร โมเลกลุขนาด

เล็กๆ เทานั้นทีส่ามารถเคลื่อนที่ผานได  

- Mesoporous ขนาดเสนผาศูนยกลางรูพรุนอยูในชวง 2-50 ไมโครเมตร โดยโมเลกุล

โปรตีนขนาดเล็กสามารถเคลื่อนที่ผานได  
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- Macroporous ขนาดเสนผาศูนยกลางรูพรุนใหญกวา 50 ไมโครเมตร โดยโมเลกุลโปรตีน

ขนาดใหญและเซลลสามารถเคลื่อนที่ผานได  

ขนาดของรูพรุน และความพรุนสาํหรับของโครงเลี้ยงเซลลกระดูกชนิดตางๆ แสดงใน

ตารางที่ 2.1 สําหรับเสนเลอืดจะสามารถแทรกเขาไปในโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนใหญกวา 10 

ไมโครเมตร และเมื่อขนาดรูพรุนและความพรุนของโครงเลีย้งเซลลเพิ่มข้ึนจะทําใหอัตราการ

เคลื่อนที่ของโมเลกุลตาง ๆ และเซลลเพิ่มมากขึ้น  

 นอกจากนีป้ฏิกริิยาการตอบสนองของเนื้อเยื่อขางเคียงและเซลลที่มีตอโครงเลี้ยงเซลล

ขึ้นอยูกับรูปราง พื้นผิวภายนอกและโครงสรางภายในของโครงเลีย้งเซลล โดยจากงานวิจยัของ 

Palsson B. เสนอวาโครงเลีย้งเซลลที่มีรูปรางโคงชวยใหปฏิกิริยาตอบสนองกบัเซลลและเนื้อเยื่อดี

ที่สุด [Palsson, B. และคณะ 2003] โครงเลี้ยงเซลลที่ดี โครงสรางของรูพรุนควรเชื่อมโยงกัน 

เพื่อใหเสนเลือดสามารถเขาไปหลอเลี้ยงเซลลที่เขาไปภายในโครงเลีย้งเซลลไดทําใหเกิดการสราง

เนื้อเยื่อใหมไดดี จากงานวิจัยของ Chang และคณะ (2002) เสนอวาโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีรูพรุน

เชื่อมโยงกนัสามารถชวยใหเกิดการสรางกระดูกไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรนุแบบไมเชื่อมโยง

กัน [Chang B.S. และคณะ 2002]  

 

ตารางที่ 2.1 ขนาดรูพรุนและความพรุนและความพรุนของวัสดุตางๆ ที่ใชทาํโครงเลี้ยงเซลล

กระดูก [Paul K.C. และคณะ 2008] 

ชนิดของวสัดุ ขนาดรพูรุน (ไมโครเมตร) ความพรนุ (%) 

CaP+PLGA 100 75 

β-TCP+Chitosan-Gelatin 322-355 85-96 

HA+PLLA 100-300 81-91 

HA+PLGA 800-1800 30-40 
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2.3.2 วัสดุสําหรับสรางโครงเลี้ยงเซลล  

โครงเลี้ยงเซลลสรางดวยวัสดุหลัก 3 ชนิดคือ  

 1. พอลิเมอรธรรมชาติ เชน คอลลาเจน ไกลโคอะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan) 

แปง ไคตินและไคโตซาน เปนตน พอลิเมอรธรรมชาติเปนวัสดุที่เหมาะสมสําหรับการนําไปใช

มากกวาวัสดุชนิดอื่นๆ เนื่องจากมีสมบัติสามารถเขากนัไดกับเซลล (biocompatibility) ที่ด ี 

 2. พอลิเมอรสังเคราะห เชน polylactic acid (PLA) polyglycolic acid (PGA) และโคพอ

ลิเมอร PLGA โดยวัสดุจากพอลิเมอรสังเคราะหถกูนาํมาใชกนัอยางแพรหลายเปนเวลากวา 20 ป 

อยางไรก็ตาม พอลิเมอรสังเคราะหประเภท poly(�-hydroxy acids) จะปลอยสารที่มีสมบัติเปน

กรดเมื่อผานการยอยสลายดวยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส คา pH ต่ําลงกวา pH ในสภาวะรางกายปกติ 

ซึ่งเปนสาเหตใุหเรงปฏิกิริยายอยสลายของพอลิเมอรนัน้เร็วขึ้น [Buckley C. และคณะ 2004]  

 3. เซรามิคส เชน hydroxyapatite (HA) และ �-tricalcium phosphate (�-TCP) 

เซรามิคสนยิมใชกันอยางแพรหลายเชนเดยีวกับวัสดุชนดิอื่นๆ เนื่องจากมีสมบัติทีส่ามารถเขากัน

ไดกับเซลล (biocompatibility) และมีสมบัติที่คลายคลึงกับสารประกอบอนนิทรียธรรมชาติของ

กระดูกและฟน [Chu T.M.G. และคณะ 2002] ขอเสียของเซรามิคสคือ เปราะ มขีอจํากัดในการ

นําไปใชในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ โดยเซรามิคสสามารถทนแรงกดไดดีกวาแรงดงึ  

 วัสดุที่เหมาะสมโครงเลี้ยงเซลลกระดูกจะนํามาทาํเปนโครงเลี้ยงเซลลกระดูกจําเปนตองใช

วัสดุทั้งจากพอลิเมอรและเซรามิคสประกอบกัน โดยพอลิเมอรทําหนาที่คลาย Extra cellular 

matrix (ECM) ชวยในการยดึเกาะและเจรญิเติบโตของเซลล สวนเซรามิคสจะเปนตวัชักนาํใหเซลล

เปล่ียนแปลงไปเปนเซลลกระดูก [Karageorgiou V. และคณะ 2005] 
 

2.4 เจลาติน  (Gelatin)  

 เจลาตินเปนโปรตีนที่ไดจากการนาํคอลลาเจนทาํปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Partial 

hydrolysis) จากนั้นผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์และทําใหแหงไดเจลาตินที่มลัีกษณะเปนผงสี

เหลือง คอลลาเจนเปนโปรตีนหลักทีพ่บในเสนเอน็ ผิวหนงั กระดูกและเนื้อเยื่อของสัตวเลี้ยงลกู

ดวยนม เชน วัวและหม ู เปนตน เจลาตินประกอบดวยโปรตีน 90-84%, แรธาตุ 1-2% และน้ํา 8-

15% ซึ่งองคประกอบของเจลาตนิจะแตกตางกนัไปขึ้นอยูกับชนิดของคอลลาเจนที่ใชและ

กระบวนการเกิดปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส เจลาตินมีขนาดโมเลกุลเทากับ 100,000 Da โดยเจลาตนิ

ประกอบดวยกรดอะมิโน 19 ชนิด โดยมปีริมาณกรดอะมิโนไกลซีน, โพรลีนและไฮดรอกซีโพรลนี

เปนองคประกอบสวนใหญ โดยรายละเอียดปริมาณกรดอะมิโนชนิดตางๆ ในเจลาตนิสรุปดัง
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ตารางที ่ 2.2 ลําดับ กรดอะมิโนของเจลาตินโดยทัว่ไปคือ –Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-

Pro- โครงสรางของเจลาตินแสดงดังรูปที ่2.4  

เจลาตินเปนพอลิเมอรธรรมชาติที่ไดรับความสนใจในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ เนื่องจากเจ

ลาตินมีสมบัติที่เหมาะสม คือ สามารถเขากันไดกับเซลลส่ิงมีชีวิต (biocaompatibility) สามารถ

ยอยสลายได (biodegradable) ไมกอใหเกิดการสรางภูมิคุมกนัโรค (nonimmunogenic) และ

ราคาถูก โดยทั่วไปเจลาตินแบงออกเปน 2 ชนิด คือ  

 1. Type A หรือเรียก Basic gelatin เจลาตินชนิดนี้ไดจากการผานกระบวนการไฮโดรไล

ซิสดวยกรด เชน กรดไฮโดรคลอริคและกรดซัลฟูริค เปนตน โดยใชคอลลาเจนที่ไดจากหนงัหมเูปน

สวนใหญ สมบัติของเจลาตนิชนิดนี ้คือ มคีา pI (isoelectric point) ประมาณ 9 เหมาะสําหรับการ

ใชงานกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนกรด  

 2. Type B หรือเรียก Acidic gelatin ไดมาจากการผานกระบวนการไฮโดรไลซิสดวยเบส

นิยมใชคอลลาเจนจากหนังวัวและกระดูก ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสดวยเบสนี้เกิดปฏิกริิยาที่กลุมเอไมด

ของคอลลาเจนซึ่งจะไดเจลาตินทีม่ีกลุมคารบอกซิล แสดงถึงเจลาตินชนิดนี้มีประจุเปนลบ เจ

ลาติน type B มีคา pI (isoelectric point) ประมาณ 5 เหมาะสาํหรับการใชงานกับโปรตีนที่มี

สมบัติเปนเบส กระบวนการผลิตเจลาตินและสมบัติของเจลาติน Type A และ B แสดงดังรูปที ่2.5 

และตารางที ่2.3 ตามลําดบั 

 

 
   R = glycine-X-Y triplet  

   X และ Y คือ proline และ hydroxyl proline ตามลําดบั  

รูปที ่2.4 แสดงโครงสรางของเจลาตนิ 

(ที่มา: Lee, SB., 2003; 24: 2503-2511.) 
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ตารางที ่2.2 แสดงปริมาณกรดอะมิโนในเจลาติน (ที่มา: Neuman, RE., 1949; 289-297.) 

Amino acid residue  ปริมาณในเจลาติน (%)  

Glycine  30.50  

Alanine  9.20  

Isoleucine  1.50  

Leucine  3.20  

Valine  2.70  

Serine  2.90  

Threonine  2.20  

Proline  16.30  

Phenylalanine  2.10  

Tyrosine  0.69  

Tryptophan  -  

Methionine  0.80  

Cystine  0.09  

Histidine  0.67  

Arginine  8.80  

Lysine  5.10  

Aspartic acid  6.30  

Glutamine acid  11.70  

 
ตารางที ่2.3 เปรียบเทียบสมบัติของเจลาติน Type A และ B  

Property  Type A  Type B  

pH  3.8 - 5.5  5.0 - 7.5  

Isoelectric point (pI)  7.0 – 9.0  4.7 – 5.4  

Gel strength (bloom)  50 -300  50 – 300  

Viscosity (cp)  15 -75  20 – 75  

Ash (%)  0.3 -2.0  0.5 – 2.0  
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รูปที ่2.5 แสดงกระบวนการผลิตเจลาติน Type A และ B  

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

 

ป ค.ศ. 2003 Young Moo Lee และคณะ ผลิตโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลูแคน 

(β-glucan) ที่อัตราสวนตาง ๆ โดยใชเทคนิคทําแหงเยอืกแข็ง โครงเลี้ยงเซลลมีรูพรุนเชื่อมตอกัน 

โดยขนาดรูพรุนเฉลี่ยเทากับ 90-150 ไมโครเมตร เมือ่นํามาทดสอบเลี้ยงเซลล L929 mouse 

fibroblast พบวา การยึดเกาะของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลูแคนใกลเคียงกบั

การยึดเกาะของเซลลบนจานเลี้ยงเซลล (polystyrene petri dish) เมื่อเวลาผานไป 2 วนั จํานวน

เซลลที่เจริญเติบโตเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน

ผสมเบตา-กลูแคน ที่อัตราสวน 90/10 wt/wt การยึดเกาะและการเจรญิเติบโตของเซลลเพิ่มข้ึนเมือ่

อัตราสวนของเจลาตินตอเบตา-กลูแคนเพิม่มากขึน้ ที่เวลา 48 ชั่วโมง โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน

ผสมเบตา-กลูแคนอัตราสวน 90/10 wt/wt มีจํานวนเซลลประมาณ 330,000 เซลล ในขณะที่โครง

เลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลูแคนอัตราสวน 50/50 wt/wt มีจํานวนเซลลประมาณ 200,000 

เซลล [Lee SB. และคณะ 2003]  
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ในป ค.ศ. 2005 Sang Bong Lee และคณะ สรางโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินโดยใชวิธ ี salt-

leaching โดยเปรียบเทยีบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่สรางขึ้นดวยเทคนิคทําแหงเยือกแข็ง วิธี 

salt-leaching สามารถสรางโครงเลี้ยงเซลลใหมีรูพรุนไดตามที่ตองการ งานวิจัยนีโ้ครงเลี้ยงเซลล

เจลาตินมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยเทากับ 350 ไมโครเมตร ความแข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลล และอัตรา

การยอยสลายเพิ่มข้ึนเมื่อความพรนุของโครงเลี้ยงเซลลเพิ่มข้ึน เมื่อนําโครงเลีย้งเซลลเจลาติน

ทดสอบการเลีย้งเซลลดวยเซลล human fibroblast เมื่อเวลา 1 สัปดาหผานไป พบวา โครงเลี้ยง

เซลลเจลาตินที่สรางดวยเทคนิค salt-leaching เซลลเกาะที่บริเวณรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล 

ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลที่สรางดวยเทคนคิทําแหงเยือกแข็งเซลลสวนใหญรวมตัวกนัอยูทีบ่ริเวณ

ดานบนและดานลางโครงเลีย้งเซลล ที่เวลา 2 สัปดาห เซลลมีการเจรญิเติบโตที่ดีและมีเซลลแผซึง่

แสดงถึงความเขากันไดอยางดี นอกจากนีโ้ครงเลี้ยงเซลลยังไมมีการยอยสลาย การทดลองภายใน

รางกาย (in vivo) พบวามีการเพิ่มจาํนวนเซลลและมีการสรางเนื้อเยื่อข้ึนมาใหม [Sang B.L. และ

คณะ 2005]  

ป ค.ศ. 2007 Lien, S.M. และคณะ ศึกษาวธิีการเชื่อมโยงพนัธะโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน

ดวย glutaraldehyde (GTA) และ genipin (GP) ที่แตกตางกนัไดแก วิธีที ่ 1 (mixing-

crosslinking) ผสมสารเชื่อมโยงพนัธะกับสารละลายเจลาตินและทาํแหงเยือกแขง็ วิธทีี ่ 2 

(scaffold-crosslinking) นําสารละลายเจลาตินแชเยน็ที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อให

สารละลายเจลาตินเปนเจล และทําแหงเยือกแข็ง จากนั้นทําการเชื่อมโยงพนัธะโดยการจุมใน

สารละลายตวัเชื่อมโยงพนัธะและทําแหงเยือกแข็ง และวิธีที ่3 (gel-crosslinking) คลายคลึงกับวธิี

ที ่ 2 หลังจากที่นาํสารละลายเจลาตนิแชเย็นที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีสและเปลี่ยนสภาพเปนเจล 

จากนั้นนําเจลจุมในสารละลายตัวเชื่อมโยงพนัธะและทาํใหแหงเยือกแข็ง วิธีการเชื่อมโยงพันธะ

สรุปดังรูปที ่ 2.6 Huang, T.G. และคณะศึกษาสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะ

ดวยวิธีตางๆ พบวาโครงสรางของโครงเลีย้งเซลลเจลาตินที่สรางดวยวิธีที ่ 1 มีรูพรุนสม่ําเสมอและ

เชื่อมโยงกนัแตมีขนาดรูพรุนเล็กกวาวิธทีี ่ 2 และ 3 เมื่อนาํโครงเลี้ยงเซลลทดสอบเลี้ยงเซลล 

chondrocytes จากขอตอของหน ูWistar และวิเคราะหดวยการยอมสี H&E พบวาเมื่อเวลาผาน 9 

วัน หลังจากการเพาะเซลล โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะดวย GP มีการสรางคอลลาเจนและ 

glycosaminoglycan เมื่อผานไป 30 วันหลังจากเพาะเซลล พบวาเซลลมีการกระจายทั่วเนื้อเยือ่

ลักษณะเชนเดียวกับเนื้อเยือ่กระดูก แสดงใหเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่สรางดวยวธิีที ่3 (gel-

crosslinking) สามารถประยุกตใชในวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก [Lien S.M. และคณะ 2007] 
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รูปที ่2.6 แสดงวิธีการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินดวยเชื่อมโยงพนัธะดวยวิธีตางๆ 

(ที่มา: Lien, S.M. และคณะ, 2006) 

 

2.5 ไฮดรอกซีอะพาไทต (Hydroxyapatite) 
 สารประกอบไฮดรอกซีอะพาไทต เปนสารประกอบจําพวกแคลเซียมฟอสเฟต  ที่มีสูตรทาง

เคมี คือ Ca10(PO4)(OH)2 หรือ 3Ca3(PO4)2Ca(OH)2 มีอัตราสวนโดยโมกุลของ  Ca:P เปน 1.67 

รูปผลึกเปนโครงสรางโมเลกลุจะเปนเสมือนโครงตาขาย (lattice work) สามมิติ  โดยมีไอออนบวก 

(cations) เปนแกนกลางลอมรอบดวยไอออนลบ (anions) ในลักษณะที่สมดุลกนัพอดี [Duthie 

R.B. และคณะ 1983]  

 Esmaiel Jabbari และคณะ  (2005) ไดศึกษาการเตรียมโครงเลี้ยงเซลลที่เปนนาโนคอม

โพสิตระหวาง hydrogel/apatite เพื่อการงอกของกระดูก โดยอนุภาคนาโนของ hydroxyapatite 

(HA) จะถูกนาํมาตอกิง่บน hydropholic unsaturated poly(ethylene glycol)oligomer กอนเพือ่

เพิ่มเสถยีรภาพในการแขวนลอยในสารละลายไฮโดรเจล การตอกิ่งจะมี 2 ข้ันตอน ในขั้นแรก 

poly(ethylene glycol)methacrylate (PEGMA) จะถูกควบแนนกับ 3-

isocyanatopropyltrimethoxysilane (iCPTMS) เพื่อเกิด PEGMA-PTMS urethane เพื่อใหเกิด 

PEGMA-PTMS urethane โดยมี unsaturated methylacrylate และ trimethoxysilane เปนหมู

ปลาย และในขั้นที่ 2 หมูปลายของ urethane ที่เปน trimethoxysilane จะถูกทาํปฏิกิริยาดวยหมู

ฟอสเฟต และคารบอเนต ทีผิ่วของ HA เพือ่สราง HA ทีม่ีกิ่ง PEGMA oligomers (gHA) [Esmaiel 

J. และคณะ 2005] 
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 โครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรนุของ hydrogel/apatite เตรียมไดจาก PLEOF ซึ่งใชเปนโมเลกุล

ขนาดใหญ ยอยสลายได สวนสารที่ทาํใหเกิดการเชือ่มโยง ไดแก methylenebisacrylamide 

(MBIS) และมี NaCl เปนสารที่ทําใหเกิดรู (porogen) นาํ gHA โดยน้าํหนักเทากับไฮโดรเจลใสลง

ในสวนผสมพอลิเมอร แลวยายไปใสในแมแบบเทฟลอน แลวนาํไปใสในเตาอบ เพื่อใหเกิดการ

เชื่อมโยง สวนสารที่ทาํใหเกดิรูนั้นจะเอาออกโดย scaffold ไปแชในน้าํกลั่นเปนเวลา 2 วัน ซึง่ตอง

เปลี่ยนน้ําทุกๆ 8 ชั่วโมงแลวนาํไปทําใหแหงในสุญญากาศเปนเวลา 12 ชั่งโมงกอนนาํไปใชงาน

โครงเลี้ยงเซลลถูกฆาเชื้อดวยเมทานอลแลวลางดวย PBS แลวนําไปทดสอบการยึดติดกับเซลล 

(neonatal heart fibroblast cells) เพาะไวเปนเวลา 48 ชั่วโมง เซลลที่ติดกับโครงเลี้ยงเซลล แลว

ลางดวย PBS แลวทําใหสามารถซึมน้ําไดโดยการแชใน PBS กับ 0.1%triton x-100 และ 0.1M 

glycine จากนั้นยอมสีนวิเคลียสของเซลลดวย 4’,6-Diamidino-2-phenylindole หรือ SYTOX 

Green แลวสลับดวย Texas Red-X Phalloidin เนื่องจาก PLEOF hydrogel นั้นเฉื่อยทําใหเซลล

ไมติดกับผิวของแบบจําลอง แตเมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลไปปรับปรุงพื้นผิวดวยดวยคอลลาเจน จะทํา

ใหเซลลติดที่ผิวของโครงเลี้ยงเซลลได 

 Guang Chen และคณะ (2004) ไดทําการปรับปรุง โครงเลี้ยงเซลล poly(ε-

caprolactone) (PCL) ดวยไฟโบรอินจากไหม (silk fibroin, SF) โดยจาก SEM แสดงใหเหน็วา

ความเขมขนของสารละลาย         ไฟโบรอินจะมีผลตอสัณฐานวิทยาของโครงเลี้ยงเซลลลูกผสม 

PCL-SF ที่ไดสวน ATR-FTIR ไดแสดงใหเห็นวาม ีSF อยูที่ผิวของ scaffold และมีการเปลี่ยนแปลง

รูปรางของโมเลกุล  และ wettability ของ โครงเลีย้งเซลลลูกผสมนัน้ดข้ึีนมาก เมื่อนาํเซลลเนื้อเยื่อ

ในรางกายมนษุยมาเพาะบนโครงเลี้ยงเซลลลูกผสมพบวาเซลล เพียงไมกี่เซลลที่นาํไปเพาะเมื่อ

เวลาผานไป 7 วันมีเซลลเกิดขึ้นจํานวนมาก การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเหน็วาการปรับปรุงพื้นผวิ

โครงเลี้ยงเซลลดวยไฟโบรอนิจากไหมเปนการทาํให PCL เขากับรางกายไดดีข้ึน จงึทําใหสามารถ

นําไปใชเปนเนื้อเยื่อวิศวกรรมไดจริงๆ [Guang C. และคณะ 2004] 

 Kong X.D. และคณะ (2004) ทําการตกผลึกระหวางไฮดรอกซีอะพาไทต (HA) บนไฟโบ

รอินจากไหม โดยใชแคลเซียมฟอสเฟตตกตะกอนในสารละลายของไฟโบรอินจากไหมที่ pH 8 และ

อุณหภูมิหอง จากผลการทดลอง คอนขางแข็งแรงซึ่งจะทําใหพีคของเอไมดนั้นเลื่อนไปจาก

ตําแหนง 1517-1539 cm-1 และจาก TEM แสดงใหเห็นอีกวาผลกึ HA รูปรางเหมือนทอนไม (rod-

like) เสนผานศูนยกลางประมาณ 2-3 นาโนเมตร [Kong X.D. และคณะ 2004] 

  Li Wang และคณะ (2004) ไดทําการสังเคราะหวัสดุประกอบระหวางไฮดรอกซีอะพาไทต 

(HA) กับไฟโบรอินจากไหม (SF) โดยวิธกีารตกตะกอนรวม ซึ่งทาํการเปลี่ยนแปลงอัตราสวนของไฮ

ดรอกซีอะพาไทตตอไฟโบรอินจากไหม พบวาที่ปริมาณไฟโบรอินจากไหมมากกวา 40% โดย
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น้ําหนกัขึ้นไป การกระจายตวัของขนาดอนภุาคของผลึก HA จะแคบลง วัสดุประกอบที่สังเคราะห

ไดนั้นรูพรุนจะเปนรูเปดประมาณ 62-74 % และประมาณ 70 % ของรูที่เชื่อมตอกันมีเสนผาน

ศูนยกลางประมาณ 40-115 ไมโครเมตร แตที่ปริมาณของไฟโบรอินจากไหมเทากบั 30% โดย

น้ําหนกั พบวาผลึกไฮดรอกซีอะพาไทตมีขนาดใกลเคยีงกนัและกระจายตัวของผลกึออกเปนสาม

มิติ [Li W. และคณะ 2004] 

 Chang M.C. และคณะ (2005) ไดทําการสังเคราะหวัสดุประกอบรวมของเจลาตนิ (GEL) 

กับ ไฮดรอกซอีะพาไทต (HA) โดยทาํการตกตะกอนผลกึไฮดรอกซีอะพาไทตในสารละลายเจลาตนิ

ที่ pH 8 และอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส พบวาในการวิเคราะหดวย FT-IR พนัธะเคมีระหวาง

แคลเซียมไอออนของไฮดรอกซีอะพาไทตกับคารบอกซลิไอออนของไฮดรอกซีอะพาไทต เมื่อ

วิเคราะหดวย TEM พบวา ไฮดรอกซีอะพาไทตจะรวมตวักันเปนผลกึระดับนาโนเมตรตลอดเสนใย

เจลาติน และมีขนาดของผลึกในสารละลายเจลาตินเพิม่ข้ึนเมื่ออัตราสวนระหวางเจลาตินกับไฮดร

อกซีอะพาไทตเพิ่มข้ึน โดยที่ความเขมขนของเจลาตนิมากจะทาํใหไดผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต

ขนาดเล็ก และที่ความเขมขนของเจลาตนินอยจะทําใหไดผลึกไฮดรอกซีอะพาไทตขนาดใหญ 

[Chang M.C. และคณะ 2005] 

 Hae-Won Kim และคณะ (2005)  ทําการเตรียมไฮดรอกซีอะพาไทตจากเจลาติน 2 ชนิด 

คือ เจลาตนิ (Type B)-calcium nitrate และ gelatin-ammonium hydrogen phosphate ละลาย

ในน้าํกลัน่ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส แลวปรับเปน pH 10 กวนทิ้งไว 24 ชั่วโมงที ่ 40 องศา

เซลเซียส  นําไปเทใสแมพิมพทีท่ําจากพอลสไตรลีน แชจนแข็งที ่ -20 องศาเซลเซยีส แลว freeze-

dried 72 ชั่วโมง ทําการเชื่อมโยงพนัธะดวย dimethylaminopropyl carbodiimide 

hydrochloride (EDC) แลวนําไปเลี้ยงเซลล osteoblastic MG63 พบวาเซลลสามารถยึดเกาะและ

เจริญเติบโตไดด ี และยังมกีจิกรรมของ alkaline phosphatase (ALP) ในปริมาณสูง [Hae-Won 

Kim และคณะ 2005] 

 นอกจากนีย้ังการใชวัสดุชนดิอื่นมาใชในการทําโครงเลี้ยงเซลลกระดูกชนิดอื่นอีก  เชน มี

การใช N-methyl-2-pyrrolodone มาใชรวมกับพอลิเมอรผสมชนดิอื่นในการผลิตเปนวัสดุทาง

การแพทยทีน่าํไปฝงในรางกายมนุษยซึ่ง  poly(D,L-lactide-co-caprolactone (PLCL) พอลิเมอร

ผสมเปนตัวเลอืกหนึง่ที่สามารถใชเปนสวนประกอบวัสดุนี้ ในทีน่ีผ้ลิตเพื่อใชสําหรับกระตุนการ

เจริญของกระดูกเนื่องจากสวนประกอบของพอลิเมอรทีผ่สมเขาดวยกนัมีคุณสมบัติเกี่ยวของกับ

การสรางกระดูก และยังชวยเพิม่การซอมแซมกระดูกหลังจากกระดกูหัก รวมถงึยังมีการใชพอลิ

เมอรผสม PLCL  ประกอบรวมกับ Hydroxyapatite และ Tricalcium phosphates สําหรับศึกษา

ในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อของกระดูกพอลิเมอรผสม PLCL  สังเคราะหโดยใช L-lactide และ 
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Caprolactone ดวยกระบวนการ Ring-opening polymerization และจะทาํการผสม 

Hydroxyapatite หรือ Tricalcium phosphates ลงในพอลิเมอรผสมเพื่อสรางเปน PLCL  พอลิเม

อรประกอบ สวนการขึ้นรูปนั้นจะทาํเปนฟลม (ทั้งของพอลิเมอรผสมธรรมดาและพอลิเมอรประ

กอบ ดวยวธิี Solvent casting  และทําใหฟลมมีโครงสรางเปนรูพรุนโดยใหอยูภายใต 

Supercritical CO2 ที่ 3300 psi ที่อุณหภมูิ 70 องศาเซลเซียส โดยขนาดรูพรุนจะอยูในชวง 40-80 

μm  จากการศึกษาพบวาฟลมที่มีรูพรุน (ทั้งของ Copolymer ธรรมดาและ Composite) สลายตวั

ใน Ringer solutions เร็วมากกวาฟลมที่ไมมีรูพรุน (Untreated non-porous films) [Aydin H. 

และคณะ 2004]  และมีการใช PLCL sponges โดยนาํไปเคลือบดวย Ca/apatite สําหรับทําเปน

วัสดุใสในกระดูกที่เสียหายเพื่อชวยสรางเนื้อกระดูก (Bone-filling material) และเปรียบเทียบกบั

กลุมควบคุม (Non coated control sponges) โดยทําการฝงเพื่อทดสอบในสวนเปลอืกของกระดูก

ตนขา (Femur cortical) ทีท่ําใหบาดเจ็บในหนูและภายใน Dorsal subcutaneous space แลว

ตรวจสอบทาง Histological หลังการฝงทีเ่วลา 2, 4, 33 สัปดาห จากการศึกษาพบวา วัสดุที่ใชฝง 

(Implants) พบปริมาณกระดูกเทาๆกนัเมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคมุ และพบการตอบสนองการ

อักเสบเล็กนอย สวนการสลายตัวของพอลิเมอรพบวาสวนใหญไมเปลี่ยนแปลง นอกจากนี้พบวา 

Osteoblasts เพิ่มจํานวนไดดีบนวัสดุ Ca/apatite-coated ในขณะที่กลุมควบคุมพบเล็กนอย

เทานั้น  จากการศึกษาสรุปไดวาการเคลือบ PLCL  sponges ดวยCa/apatite ชวยในติดของ 

Osteoblasts แตไมไดเพิ่มจํานวนการสรางเนื้อกระดูกมากไปกวากลุมควบคุม เมื่อศึกษาใน

ส่ิงมีชีวิต [Holmbom J. และคณะ 2005] 

 
2.6 โครงเลีย้งเซลลกระดกูที่มีในระบบการคา 

ในปจจุบนัมีการผลิตโครงเลี้ยงเซลลในเชิงการคาเพื่อใชสําหรับซอมแซมกระดูกสวนที่

เสียหาย ซึ่งวสัดุสวนใหญจะมี hydroxyapatite และ tricalcium phosphate เปนองคประกอบ

หลัก ดังตารางที ่ 2.4 โดยเปนที่ยอมรับกันแลววามคีุณสมบัติเหมาะสมสาํหรับการสรางกระดูก

ทดแทน  
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ตารางที ่2.4  ตัวอยางขอมลูโครงเลี้ยงเซลลกระดูกที่มีในระบบการคา 
ช่ือผลิตภัณฑ วัสดุที่ใชเตรียม ขอมูล ที่มา 

ApaPore ™ 

 

Hydroxyapatite โครงสรางคลายกระดูกเนื้อ

โปรง มีรุพรุนขนาดเล็ก ความ

พรุน 25% รูเชื่อมตอกันทําให

อาหารไหลผานไดดี และ

กระตุนใหเซลลเปล่ียนแปลง

เปนกระดูก  

Apatech Available at URL: 

http://www.medcompare.com/

details/39074/ApaPore-

Hydroxyapatite-Bone-Graft-

Substitute.html 

Bi-Ostetic ™ 

 

60% 

Hydroxyapatite 

และ 40% �-

Tricalcium 

Phosphate   

ฆาเชื้อดวยรังสีแกรมมา และ

ผานจากรับรองจาก FDA 

 

Berkeley Advanced 

Biomaterials Available at URL: 

http://www.medcompare.com/

details/31900/Bi-Ostetic-Slow-

Resorbtion-Bone-Filler.html 

Cem-Ostetic® 

 

Calcium Salts 

และ  

Nanocrystalline 

hydroxyapatite 

ฆาเชื้อดวยรังสีแกรมมา และ

ผานจากรับรองจาก FDA ใชกับ

ผูปวยอายุ 13-78 ป 

 

Berkeley Advanced 

Biomaterials Available at URL: 

http://www.medcompare.com/

details/31901/Cem-Ostetic-

Optimal-Bone-Generation.html 

VITOSS® 

 

beta-tricalcium 

phosphate  

อนุภาคขนาด 100 

nm 

ขนาดรูพรุน 1-1000 μm    

 

Orthovita Available at URL:  

http://www.medcompare.com/

details/20379/VITOSS-

Synthetic-Cancellous-Bone-

Void-Filler.htm 

Plexur™ P Bone Void Filler 

  

polylactide-co-

glycolide,  

มีการเติม calcium, 

phosphate, trace elements 

และ  extracellular matrix 

proteins ลงเพื่อชวยในการ

เชื่อมตอกรดูก 

Osteotech, Inc. Available at 

URL:   

http://www.medcompare.com/

prodalerts.asp?id=1409 
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2.7 Mesenchymal stem cells (MSCs)  

 Mesenchymal stem cells คือ เซลลตนกําเนิดจากเนื้อเยื่อช้ันกลาง (Mesoderm) ที่

สามารถเปลี่ยนแปลงรูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดตางๆ ได เชน กระดูก, กระดูกออน, เนื้อเยื่อไขมัน, 

เสนเอ็นและกลามเนื้อ แสดงดังรูปที ่ 2.7 MSC สามารถแยกออกมาจากไขกระดกู เนื้อเยื่อไขมัน

และเลือดสายสะดือ (cord blood) เปนตน ในป 1995 Lennon และคณะ แยก MSC จากไข

กระดูกจาก Fisher F-344 rat อาย ุ 2-4 เดือน [Lennon, D.P. และคณะ 1995] เซลล MSC เมื่อ

นํามาเลี้ยงในจานเลีย้งเซลล เซลลยึดเกาะบนจานเลีย้งเซลลและเริม่เจริญเติบโตรวมกันเปนกลุม

หรือเรียกวา fibroblastic-like cell cluster (fibroblast colony forming units: CFU-F) [Sautier 

J.M. และคณะ 1993] การควบคุมให MSC เปล่ียนแปลงรูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดตาง ๆ สามารถทาํ

ไดโดยการใส growth factor และ cytokines เปนตน นอกจากนีก้ารกําหนดใหเซลล MSC เปล่ียน

รูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดใดนัน้ ข้ึนอยูกับสวนประกอบในอาหารที่ใชเลีย้งเซลล โดยหลังจากการแยก 

MSC จากไขกระดูกและตองการเลีย้งเซลล MSC ใหเปล่ียนแปลงรูปรางเปนเซลลกระดูกควร

อาหารเลีย้งเซลลที่มีสวนประกอบของ dexamethasone, ascorbic acid และ β-

glycerolphosphate (osteogenic supplements) [Donzelli E. และคณะ 2007] การเกิดกระดกู

ตองการโครงเลี้ยงเซลลลักษณะสามมิติเพือ่ใหเซลลสามารถเจริญเติบโตและเปลี่ยนรูปรางได  

ป ค.ศ. 2006 International Society for Cellular Therapy (ISCT) ไดเสนอหลกัเกณฑ 3 

ประการเพื่อกาํหนดและบงชี้เซลล MSC ดังนี ้คือ [Dominici M. 2006]  ประการแรกเซลลจะตอง

ยึดคิด (adherent) กับจานพลาสติกบนจานทดลองเมื่อทําการเพาะเลีย้งเซลล  ประการที่สองเซลล

จะตองใหผลบอกตอแอนติเจนเหลานี ้ เชน CD105, CD73 และ CD90 นอกจากนี้ยงัตองไมมีการ

แสดงออกของ hematopoietic antigen เชน CD45, CD34 รวมถึง marker ของเซลลโมโนไซต  

เซลลแมโครฟาจและบีเซลล  ประการที่สามเซลลจะตองสามารถชกันาํใหเปล่ียนแปลงไปเปนเซลล

ชนิดอื่นไดอยางนอย 3 ชนดิคือ เซลล osteoblast, adipocytes และ  chondroblast 
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รูปที ่2.7 แสดงเนื้อเยื่อชนดิตาง ๆ ที่เกิดจากการเปลี่ยนรูปรางของ MSCs  

(ที่มา: Pountos A. และคณะ, 2005)  

 

ในป ค.ศ. 2004 Tabata Y. และคณะ [Tabata, Y. และคณะ 2004]  สรางโครงเลีย้งเซลล

จากเจลาตินและเติมเบตา-ไตรแคลเซียมฟอสเฟต (β-tricalcium phosphate: β-TCP) ใน

ปริมาณตาง ๆ และนําไปทดสอบเลี้ยงเซลล mesenchymal stem cells (MSCs) ทีแ่ยกจาก bone 

marrow ของหน ู (Fisher 344 rat เพศผู อาย ุ 3 สัปดาห) เพื่อศึกษาถงึความสามารถในการ

เปล่ียนแปลงเปนเนื้อเยื่อกระดูก เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสม β-TCP ที่อัตราสวนตาง ๆ ซึ่ง

มีขนาดรูพรุน 180-200 ไมโครเมตร ความพรุน 96% ทดสอบเลี้ยงเซลล MSC ในอาหารเลี้ยงเซลล 

DMEM ที่ม ี 15% FCS พบวาที่เวลา 6 ชั่วโมงหลงัจากการใสเซลล พบวาเซลลสามารถเกาะโครง

เลี้ยงเซลลที่ม ี β-TCP อัตราสวนตาง ๆไดดีเทากัน แตรูปรางของเซลลเปล่ียนแปลงตามปริมาณ

ของ β-TCP เมื่อปริมาณ   β-TCP มากเซลลมีรูปรางแบน และเมื่อเวลาผานไป 1 สัปดาหเซลล

สามารถเพิ่มจาํนวนไดอยางรวดเร็ว เมื่อพจิารณาการเกดิสรางเนื้อเยื่อกระดูกพบวาโครงเลี้ยงเซลล

ที่ประกอบดวย β-TCP 50 wt% เกิดการเปลี่ยนแปลงเปนเนื้อเยื่อกระดูกมากที่สุด และในป ค.ศ. 

2007 Donzelli, E. และคณะ [Donzelli E. และคณะ 2007] ใชโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน type I 

จากบริษทั Gingistat เพื่อเลี้ยงเซลล MSC ที่แยกออกจากไขกระดูกของ Sprague-Dawley rat 

เพศเมีย อาย ุ10 สัปดาห โดยใสเซลล 1x106 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล เปรียบเทียบการเลี้ยงเซลลที่ใช

อาหารเลีย้งเซลล (CTRL) และใชอาหารเลี้ยงเซลลทีม่ีสวนผสมของ osteogenic supplement 

(OS medium) ไดแก dexamethasone,      β-glycerolphosphate และ 2-phosphate-ascorbic 

acid ผลการวจิัยพบวา การเลี้ยงเซลลดวย OS medium ในวนัที ่7 หลังจากการเพาะเซลล เซลลมี
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การเจริญเติบโตทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนและเซลลเกิดการรวมกันเปนกลุม 

(colony)ในขณะที่การเลี้ยงเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลลธรรมดา (CTRL) เซลลเกิดการรวมกนัเปน

กลุมในวันที ่ 21 หลังจากการเพาะเซลล และขนาดของกลุมเซลลมีขนาดเล็กวาการเลีย้งเซลลดวย 

OS medium และผลการวิเคราะห ALP activity assay พบวาการเลีย้งเซลลใน OS medium มีคา 

ALP สูงกวา กลุม CTRL เมื่อทดสอบยอมสีดวย alizarin red พบวามีการสะสมของแคลเซียมเพิ่ม

มากขึ้นในการเลี้ยงเซลลดวย OS medium แสดงใหเห็นวาการเลี้ยงเซลลใน OS medium ชวย

กระตุนให MSC เปล่ียนแปลงเปนเซลลกระดูกได  

 นอกจากการเติมสารตางๆ เชน growth factor หรือ อาหารเลี้ยงเซลลที่มีการเหนี่ยวนาํให

เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปราง ของ MSC เปนเนื้อเยื่อชนิดตางๆ เพื่อควบคุมการเปลี่ยนรูปรางของ 

MSC สามารถทาํควบคมุการเปลี่ยนรปูรางไดโดยการดัดแปลงหรอืปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลใหมี

สมบัติเหมาะสมกับ MSC เชน สมบัติทางเคมีของพื้นผวิโครงเลีย้งเซลล ซึ่งสามารถควบคุม

พฤติกรรมของเซลล การยึดเกาะ, รูปรางและการเปลี่ยนแปลงหนาที่เปนเซลลชนิดอื่นๆ โดยพืน้ผิว

ของโครงเลี้ยงเซลลควรประกอบดวยหมู methyl (-CH3), hydroxyl (-OH), carboxyl (-COOH), 

amino (-NH2) และ silane   (-SH) ซึ่งหมูเหลานีพ้บใน biological system โดยในป ค.ศ. 2006 

Curran, J.M. และคณะ ศึกษาการปรับปรุงพืน้ผิว (silane-modified surface) เพื่อควบคุมการยึด

เกาะของ MSC และการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลชนิดอื่นในสภาวะเลยีนแบบรางกาย (in vitro) โดย

ทดสอบเลี้ยงเซลล human MSC ดวยจานแกวเพาะเชือ้ที่ดัดแปลงหมูที่พืน้ผวิไดแกหมู methyl (-

CH3), hydroxyl (-OH), carboxyl (-COOH), amino (-NH2) และ silane (-SH) พบวาหมู –NH2
 

และ -SH ชวยสามารถกระตุนให MSC เปล่ียนแปลงเปนเซลลกระดูกออน (osteoblasts) 

นอกจากนีห้มู -OH และ –COOH ชวยให MSC เปล่ียนแปลงเปน chondrocytes [Curran J.M. 

และคณะ 2006]  

  
2.8 เครื่องปฏิกรณชวีภาพ (Bioreactor) 

เครื่องปฏิกรณชีวภาพมีบทบาทสาํคัญสําหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ในการควบคุมสภาวะ

ตางๆใหเหมาะสมกับการเลีย้ง MSC เพือ่เปลี่ยนแปลงใหเปนเนื้อเยื่อกระดูก  เนื่องจากการเลีย้ง

เซลลบนโครงเลี้ยงเซลลที่มีความหนาในสภาวะที่อยูสถติย (Static) มีปญหาเชน ผลของการถาย

โอนมวลสารทาํใหไมสามารถกระจายอาหาร และออกซิเจนไปไดทั่วโครงเลี้ยงเซลล  และมีการ

สะสมของเสียที่สรางขึน้จากเซลลโดยไมมกีารระบายออก  ทาํใหเซลลไมสามารถกระจายตัวและ

เจริญเติบโตไดทั่วทัง้โครงเลีย้งเซลล  เซลลจะเจริญไดดีที่ผิวรอบนอกของโครงเลี้ยงเซลล  สวนดาน

ในของโครงเลีย้งเซลล  เซลลจะไมเจริญและตายในที่สุดทําใหสรางเนื้อเยื่อไดไมดี  รวมทั้งชวยใน



 

 
25 

การทดสอบ Intracellular matrix ที่เซลลสรางขึ้น  เพื่อใหไดผลไวและไมมีปญหาของระบบ

ภูมิคุมกันเขามาเกีย่วของ ดังนัน้การเลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพเพื่อใชในงานดาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อจึงชวยลดปญหาดังกลาวได   

ข้ันตอนของการเลี้ยงเซลลทาํโดยทาํการเตรียมเซลลจากไขกระดูกเพือ่แยก MSC 

ตอจากนัน้นํา MSC ที่แยกไดนํามาเลี้ยงกบัโครงเลี้ยงเซลลซึ่งทาํมาจากโพลีเมอรซึง่มีคุณสมบัติเขา

กับส่ิงมีชวีิตได เซลลเจริญเตบิโตไดดี และยอยสลายได  ทําการเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ

ซึ่งมีการควบคมุตาง ๆ เชน pH,  อุณหภูม,ิ ออกซิเจน, อาหาร  และแรงทางกลที่ใชในการชกันาํให

เซลลเจริญและเปลี่ยนแปลงหนาที่ไปเปนเซลลกระดูก   เครื่องปฏิกรณชีวภาพมีอยูหลายชนิด โดย

แบงออกเปนชนิดที่อยูกับที่ไดแก T-flasks, petri dishes, multi well plates  และแบบที่มีการกวน

ผสมในถงั เชน shake flasks, stirred vessels,  super spinner (รูปที ่2.8) การเลีย้งเซลลในโครง

เลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพสิ่งที่มีผลในการเปลี่ยนแปลงไปเปนเนื้อเยื่อตางๆ เชน ตบั, 

หลอดเลือดหวัใจ  และกระดูกออน  ข้ึนอยูกับ ชวงเวลาในการเลีย้ง, อาหารทีใ่ชเลี้ยง,  การ

หมุนเวียนของอาหารซึง่มีผลตอขนสงสารอาหารผานเซลลและการตรึงออกซิเจนของเซลล [Sajc 

L. และคณะ 2002, Pörtner R. และคณะ 2005] 

 

 
 
รูปที่ 2.8 ระบบการเลี้ยงเซลลที่ใชในงานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ (ที่มา: Pörtner R. และคณะ, 2005) 
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ตารางที ่ 2.5 เปรียบเทียบการกลศาสตรการไหลในเครือ่งปฏิกรณชีวภาพชนิดตางๆ [Feed และ

คณะ 1998] 

ชนิดของ 
เครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

กลไลของการผสม การถายโอน
มวลสาร 

แรงเฉือน 
(Shear) 

Static flask Diffusion Slow None 

Mixed flask Convective flow Fast Turbulent, steady 

Rotating vessel Construct setting Fast Laminar, dynamic 

Perfused Cartridge Convective flow Fast Laminar 

 
ตารางที่ 2.6 เปรียบเทยีบการเพิ่มจาํนวนของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก ในเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพชนิดตางๆ 

ชนิดของ 
เครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพ 

เวลาที่ใช     
ในการเลีย้ง 

การเพิม่จํานวน 
(เทาจากเซลล

เริ่มตน) 

เอกสารอางอิง 

biaxial rotating 7 วัน  2 Zhi-Yong และคณะ, 2009 

T-flasks 8 วัน 6.9 Yang และคณะ, 2006 

Rotating wall vessel 8 วัน 435.5 Yang และคณะ, 2006 

Stirred bioreactor 14 วัน 400 Collins และคณะ,1998 

Fixed bed 

bioreactor 

14 วัน 4.2 Meissner และคณะ, 1999 

Perfusion chamber 16 วัน 10 Koller และคณะ, 1993 

 

Freed และคณะ (1997) ไดทดสอบการเกิดกระดูกออนโดยการเลี้ยงเซลลในเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพแบบหมนุ (Rotating) โดยใชเซลลกระดูกขอตอของลูกววัเลี้ยงในโครงเลี้ยงเซลล

แบบ 3 มิติของ polyglycolic acid  ใชเซลล 5x106 เซลล ตอ PGA 1 ชิน้ ทีม่ีขนาด เสนผาน

ศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร  หนา 2 มิลลิเมตร  ใช PGA 10 ชิ้น ในปริมาตรอาหาร 125 มิลลิลิตร  โดย

เลี้ยงไว 3 เดือนบนโลก  และนําไปเลีย้งตออีก 4 เดือนบนสถานีอวกาศเมียร แลวเปรียบเทียบกบัที่

เลี้ยงบนโลกพบวาเซลลมีการเจริญเติบโตทั้งบนโลกและอวกาศ  เซลลมีการเปลี่ยนแปลงไปเปน

เซลลกระดูกออนซึ่งวัดไดจากปริมาณของ proteoglycan และ  type II collagen  แตรูปรางของ

เซลลที่เลี้ยงบนโลกจะมีลักษณะเปนจานแบน (Plate) ซึ่งเปนผลมาจากแรงโนมถวงของโลก  สวน
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ในอวกาศจะมลัีกษณะเปนทรงกลมเพราะไมมีผลจากแรงโนมถวงของโลกทําใหเซลลเจริญเติบโต

ไดทุกทิศทาง  คุณสมบัตทิางกลของโครงเลี้ยงเซลลบนโลกจะดีกวาที่สถานีอวกาศเมียร [Freed 

และคณะ 1997] 

ตอมาคณะเดียวกนั [Freed และคณะ 1998] ไดศึกษาการเกิดกระดกูออนในระบบเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพแบบหมนุ  เซลลนํามาจากขอตอของวัวเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล polyglycolic acid 

ซึ่งเปนโพลีเมอรที่ยอยสลายได โดยโครงสรางของเซลล-โพลีเมอรมขีนาดเสนผานศูนยกลาง 6.7 

มิลลิเมตร  หนา 5 มลิลิเมตร เลี้ยงไว 40 วัน เปรียบเทียบกบัการเกิดกระดูกออนจากธรรมชาติ  

พบวาม ีglucosaminoglycan (GAG) มากกวา 68%  และ type II collagen มากกวา 33% ของ

น้ําหนกัเปยก ในการเลีย้งเซลลแบบสามมิติการเพาะเซลลจะใชความหนาแนนสูงเพื่อทําใหเกิด

การเชื่อมตอกนัระหวางเซลลและพัฒนาไปเปนกระดูกออนตอไป  

Pei และคณะ (2002) ศึกษาการเลี้ยงเซลลในสภาวะตางๆ พบวาเมื่อเลี้ยงเซลลกระดูก

ออนของววั 3 วัน  ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพมเีซลลเพิ่มข้ึน 76–132% เปรียบเทียบกับจาน

เพาะเลี้ยงเซลลเพิ่มข้ึน 47–63%  มีปริมาณ glucosaminoglycan,  type II collagen  และความ

ยืดหยุนของโครงเลี้ยงเซลลในปฏิกรณชีวภาพมากกวาในจานเพาะเลี้ยง  ซึง่ผลของของการหมุนมี

ความเร็วต่าํเครื่องปฏิกรณชีวภาพทําใหอาหารผสมเขากนั  และมีแรงเฉือนต่ํา  แตมากกวาในจาน

ซึ่งอยูในสภาวะสถิตย  ซึง่การใหแรงทางกลจะมีผลตอการเจริญของเซลลและเปลี่ยนแปลงไปเซลล

กระดูกออน ดังนัน้งานวิจัยในอนาคตขางหนาเกีย่วกับเครื่องปฏิกรณชีวภาพในงานวิศวกรรม

เนื้อเยื่อ คือการออกแบบระบบใหเหมาะสมกับการเลีย้ง MSC เพื่อพฒันาไปเปนเซลลกระดูก [Pei 

M. และคณะ 2002] 

Marolt  และคณะ (2006) ไดทําการเลีย้ง  MSC จากไขกระดูกของมนษุยในโครงเลี้ยง

เซลลที่เตรียมจากไฟโบรอนิจากไหมในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบหมนุ  โดยใชอาหารที่อาหารที่ชกั

นําใหเกิดเซลลกระดูกออน  และกระดูก  ใชเซลล passage ที่สอง  เลีย้งเปนเวลา 5 สัปดาห  ไดผล

คือ ในอาหารที่ชักนําใหเกิดกระดูกออนมีเซลลเพิ่มข้ึน 1.5 เทา  มี glucosaminoglycan เพิ่มข้ึน 4 

เทา  ในอาหารทีช่ักนําใหเกิดกระดูก  พบวาเซลลเพิ่มข้ึน 1.6 เทา  กิจกรรมของ alkaline 

phosphatase (ALP) เพิ่มข้ึน 8 เทา  และปริมาณแคลเซียมเพิม่ข้ึน 100 เทา  เมื่อเปรียบเทียบกบั

ชุดอาหารควบคุม  [Marolt  และคณะ 2006]   

Mygind และคณะ (2007) ไดศึกษาการเกิดเซลลกระดูกบนโครงเลีย้งเซลลที่มีรูพรุน ทาํ

มาจาก hydroxyapatite ที่ไดจากปะการัง ขนาดของรพูรุน 200  และ 500  นาโนเมตร  ใช MSC 

ของมนุษย เลีย้งที่สภาวะสถิตย  และ spinner flasks เปนเวลา 21 วนั  พบวารูขนาด 200 นาโน

เมตร แสดงการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกเร็วกวารูพรุนขนาด 500 นาโนเมตร ซึ่งแสดงโดย
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กิจกรรมของ alkaline phosphatase  และ real-time reverse transcriptase polymerase chain 

reaction สําหรับการตรวจสอบโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเกิดกระดูก รูขนาด 500 นาโนเมตรมี

จํานวนเซลลสูงกวาจากการตรวจดวย ปริมาณ DNA, scanning electron microscopy และ 

fluorescence microscopy [Mygind T. และคณะ  2007] 

Zhi-Yong และคณะ (2009)  ไดทําการเลี้ยงเซลลตนกําเนิดของมนุษยบนโครงเลี้ยงเซลล 

polycaprolactone–tricalcium phosphate (PCL–TCP) ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ biaxial 

rotating เพื่อใหเจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลงไปเปนกระดูก พบวาหลังการเลี้ยงเปนเวลา 28 วันใน

อาหาร osteogenic medium พบวาเซลลเพิ่มจํานวนเปน 2 เทาของเซลลเร่ิมตน และเซลลมีชีวิต

อยูในโครงเลี้ยงเซลลหางจากผิว 2 เซนติเมตร มีการสราง alkaline phosphatase  และแคลเซียม 

1.5 เทา และ 5.5 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงในสภาวะสถิตย [Zhi-Yong และคณะ 2009]   

 
2.9 สิทธบิัตรที่เกี่ยวของกบังานวจิัย 
      ในประเทศไทย 

สําหรับในประเทศไทยยังไมมีการจดสิทธบิัตรที่เกี่ยวของกับเครื่องปฏกิรณชีวภาพสาํหรับ

งานวิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ใชเซลลตนกําเนิด 
      
       ตางประเทศ 

− เครื่องปฏิกรณชีวภาพสาํหรบัวิศวกรรมเนือ้เยื่อ 

 : European Patent 1359214 

 : ป 2003 

 เจาของผลงาน : Oostra และ Jaap 

 ทําการคิดคนเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบหมุนวนอาหารผานทอโดยใชปมจากถังพักเขาสู

ภายในเครื่องปฏิกรณชีวภาพซึ่งภายในบรรจุโครงเลี้ยงเซลล โดยมกีารผานอาหารจากทางดานลาง

ของ ผานโครงเลี้ยงเซลลแลวออกทางดานบน หมนุวนอาหารเขาถงัพกั แลวหมนุวนไปเรื่อยๆ เปน

วงจร  โดยโครงเลี้ยงเซลลทํามาจากวัสดุประเภทพลาสติก เชน polycarbonate (PC), 

polyethylene (PE) หรือ polypropylene (PP)  ซึ่งผานการฆาเชื้อโดยรังสีแกรมมา ระบบการเลี้ยง

เซลลอยูใน  5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยวิธนีี้สามารถนําไปใชเพาะเลี้ยงเซลลของ

ผูปวยเพื่อนาํไปใชรักษาตัวเองผูปวย (Autologous tissue) ได [Oostra และ Jaap 2003] 
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: United States  6943008 

 : ป 2005 

 เจาของผลงาน : Teng Ma 

  ทําการเลี้ยงเซลลจากไขกระดูก โดยตัวโครงเลี้ยงเซลลมีรูพรุน ซึ่งบรรจุเสนใย 

polyethylene terephthalate นําไปเลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ  ซึ่งมีชองผานอาหาร

ชองบน กลาง และลาง ชองขาเขาตรงขามกับขาออก โครงเลี้ยงเซลลชิ้นแรกอยูระหวาง

ชองบนและชองกลาง  และโครงเลี้ยงเซลลอีกชิ้นอยูระหวางชองกลางและชองลาง  โดยมี

การหมนุวนของอาหารตลอดเวลา  พบวาเซลลสามารถเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลไดดี  

เนื่องจากมกีารแพรผานของอาหารไดตลอดโครงเลี้ยงเซลล [Teng Ma 2005] 

− การเตรียมโครงเลี้ยงเซลลจากไฮดรอกซีอะพาไทต 
 : United States Patent 5487933 

 : ป 1996  

 เจาของผลงาน : Eugene W.W. 

เตรียมโครงเลีย้งเซลลจากไฮดรอกซีอะพาไทตเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบ 3 มิติเพื่อนํามาใช

ปลูกทดแทนกระดูกที่เสียหาย โดยเตรียมเปนไฮดรอกซีอะพาไทต, ไฮดรอกซีอะพาไทตผสม

คอลลาเจน และไฮดรอกซีอะพาไทตผสมเจลาติน ไดความพรนุ 20-80% และขนาดของรูพรุน 

25-2500 μm ทั้งนี้ข้ึนอยูกับอัตราสวนของการผสม  และการเอาไปใชทดแทนกระดูกในบริเวณ

ที่ตองการนาํไปใช [Eugene W.W. 1996] 

− การใช MSC เลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลลเพื่อทําใหเกิดเซลลกระดูก 

 : United States Patent 6214369 

 : ป 2001 

 เจาของผลงาน : Lucas P.A. และ Grande D.A. 

 เตรียมโครงเลีย้งเซลลจากพอลิเมอรสังเคราะหและพอลิเมอรธรรมชาติเลี้ยงเซลล MSC 

เพื่อซอมแซมกระดูกออน (cartilage) หรือกระดูก (bone) โดยการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลลทีม่ี 

MSC ลงในกระดูกหรือกระดูกออนที่เสยีหาย พบวา MSC สามารถเปลี่ยนแปลงเปนกระดูกออน

และกระดูกได โดยโครงเลี้ยงเซลลที่เหมาะสมควรมลัีกษณะเปนตาขาย (mesh), ฟองน้าํ 

(sponge) งานวิจยันี้ใชโครงเลี้ยงเซลลจาก polyglycolic acid ลักษณะเปนตาขาย โดยแยก MSC 

จากกลามเนื้อของกระตาย จากนั้นเลีย้ง MSC ในโครงเลี้ยงเซลล polyglycolic acid และฝงโครง

เลี้ยงเซลลที่ม ีMSC ที่กระดูกบริเวณหวัเขาใชโครงเลี้ยงเซลลที่ไมม ีMSC เปนกลุมควบคุม ที่เวลา 

6 สัปดาหหลงัการปลูกถายกลุมควบคุมเกิด fibrocartilage ในขณะที่กลุมทดลองมีเซลลซึ่งยังไมมี
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การเปลี่ยนแปลงรูปราง ที่เวลา 12 สัปดาห กลุมควบคมุไมมีการเกิด fibrocartilage เพิ่มข้ึน มีการ

สรางเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) เพิ่มมากขึน้แตไมพบการสรางกระดูก ในขณะทีก่ลุม

ทดลองเกิดชัน้ของกระดูกออนความหนาเทากับขอตอกระดูกออนพบการสรางกระดูกข้ึนใหม 

แสดงใหเหน็วาการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลลที่มีเซลล MSC สามารถชวยซอมแซมกระดูกและ

กระดูกออนที่เสียหายได [Lucas P.A. และ Grande D.A. 2001] 

 : United States Patent 20080033548  

 : ป 2008 

 เจาของผลงาน : Xuenong Zou, Li Haisheng และ Bunger Cody  

 เตรียมโครงเลีย้งเซลลจากไฮดรอกซีอะพาไทตที่มีขนาดของรูพรุน 400-500 ไมโครเมตร 

และความพรุน 50-90% นําโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีขนาดเทากับชวงการหักของกระดูกผูปวยมาเพาะ

เซลล MSC  และสารอื่นๆ ไดแก proteins, peptides, transcript factors, osteogenic genes, 

cytokines, therapeutic agents และ growth factors และในไปเลี้ยงในอาหาร Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM), 10% fetal calf serum, ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพที่  5% 

CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วนั  การนําไปฝงในผูปวย  และมีการใช hyaluronan 

และ dexamethasone  เพื่อเชื่อมตอกระดูก  โดยใชเวลาในการรักษา 12 สัปดาห [Xuenong Zou 

และคณะ 2008] 

 

รายงานการวิจัยดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกแสดงใหเห็นโดยสรุปวา การเลี้ยง MSC บน

โครงเลี้ยงเซลลที่ทําจากจากวัสดุที่สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติภายในระยะเวลาอยางนอย 

3 เดือน [Hutmacher, D.W. 2000] ขนาดของรูพรุน 100 ไมโครเมตรขึ้นไป ความทนแรงกด

ประมาณ 500-1000 kPa โดยมีสารประกอบอินทรียและอนินทรียในอัตราสวน 1 ตอ 2 [Paul, 

K.C. และคณะ 2008] ในสภาวะที่มีการใหอาหารผานโครงเลี้ยงเซลลตลอดเวลา โดยมีอัตราการ

ไหลของอาหาร 1-3 มิลลิลิตรตอนาที [Hosseinkhani, H., และคณะ 2006] จะทําใหเซลล

เจริญเติบโตไดดี และชวยเหนี่ยวนําให MSC เปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกได 

 



 

 

บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 แผนผังการดาํเนินงานวจิยั 

สรุปแผนการดําเนินงานวิจัย ดังรูปที่ 3.1 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปที่ 3.1 แผนผังการดําเนินงานวิจัย 

 
 
 
 

 

ออกแบบ  และสราง     

เครื่องปฏิกรณชีวภาพ     

ศึกษาคุณสมบัติโครง

เลี้ยงเซลล ทาง

กายภาพและชีววทิยา 

ทดสอบการเจริญเติบโต  

และเปลี่ยนแปลงไปเปน

เซลลกระดูก  

 ศึกษาธรรมชาติ 

และขยายจาํนวน

เซลล  ในหองทดลอง 

เพาะเซลลในโครง

เลี้ยงเซลลดวยวิธ ี

agitation seeding     

 เลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลใน

เครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

ทดสอบการยอยสลาย

ของโครงเลี้ยงเซลล  

ในสัตวทดลอง 

แยก Mesenchymal 

Stem Cells (MSC)     

จากไขกระดูกหน ู

ผลิตโครงเลี้ยงเซลล

จากเจลาติน ผสม      

แคลเซียมฟอสเฟต 
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3.2 สารเคมี 

1. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (USB 

corporation, Cleveland, OH, USA) 

2. Alpha-modified eagle medium (α-MEM) (Hyclone, MA, USA) 

3. L-Ascorbic (Sigma Co., St. Louis, USA) 

4. Bisbenzimide H33258 Fluorochrome Trihydrochloride 

5. Calcium carbonate standard (Sigma Co., St. Louis, USA) 

6. O-cresolphythalein complex substrate (Sigma Co., St. Louis, USA) 

7. Dexamethasone (Sigma Co., St. Louis, USA) 

8. Diethylether (K36335621 631, AnalaR, VWR International Ltd., England) 

9. Dimethylsulfoxide, DMSO (Sigma-Aldrich, Germany) 

10. Ethanol, absolute (Normapur, Fontenay Sous Bols) 

11. Ethanolamine (Sigma Co., St. Louis, USA) 

12. Fetal bovine serum (FBS) (Hyclone MA, USA)  

13. Gelatin type B (pI 5, Niita gelatin, Japan) 

14. Glutaraldehyde solution (Fluka, Buchs, Germany) 

15. β-glycerophosphate (Fluka, store at 4°C) 

16. Hemocytometer (Counting chamber, Boeco, Germany) 

17. Hexamethyldisilazane (HMDS) (Fluka, Buchs, Germany)  

18. Hydroxyapatite (Fluka, Buchs, Germany) 

19. p-Nitrophenol standard solution (Sigma Co., St. Louis, USA) 

20. p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (Sigma Co., St. Louis, USA) 

21. Penicillin-Streptomycin solution (10,000 units/ml) (Hyclone MA, USA) 

22. Phosphate buffer saline without Ca2+ and Mg2+ (1X PBS(-)) (Hyclone, MA, USA) 

23. Trypan blue solution (0.4%) (Sigma Co., St. Louis, USA) 

24. Trypsin/EDTA (0.25% Trypsin in EDTA.4Na) (Hyclone, MA, USA)  

25. Sigma Cote (Sigma Co., St. Louis, USA)  

26. Sodium chloride (Fluka, Buchs, Germany)  

27. Tri-sodium citrate (Sigma Co., St. Louis, USA) 

28. Sodium hydroxide (Fluka, Buchs, Germany)  
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3.3 วัสดุและอุปกรณ 
1. 1.5 ml sterilized vials (Corning USA) 

2. 10 cm. polystyrene tissue culture discs (NUNC, Denmark) 

3. 6 well polystyrene tissue culture plates (NUNC, Denmark) 

4. 48 well polystyrene tissue culture plates (NUNC, Denmark) 

5. 96-well black plate (Corning USA)) 

6. CO2 incubator (Series II 3110 Water Jacketed Incubator, Thermo Forma, USA) 

7. Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) (JSM-5800LV, JEOL Ltd., Tokyo, 

Japan)  

8. Ethylene oxide (Steri-VacTMgas sterilizer, 3M , USA) 

9. -80°C freezer (Heto, PowerDry LL3000, USA) 

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

11. Fluorescent microplate reader (F-2000, HITACHI, Japan) 

12. Homogenizer (EW-04739-01,IKA, USA) 

13. Laminar Flow (HWS Series 254473, Australia) 

14. Lyophilizer (Heto, PowerDry LL3000, USA) 

15. Micropipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, USA) 

16. Orbital shaker (Innova 2000, New Brunswick, USA)  

17. Paraffin film 

18. Peristaltic Pump (MCP V5.21 15M 726B-0773, Watson-Marlow, USA) 

19. Phase-contrast microscope (IX70, Olympus Optical Co., Japan) 

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

21. Spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning) 

22. Sterilized filter system (0.2 μm)  (Corning, USA) 

23. Sterilized pipette (Costar, USA) 

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

25. UV-Vis spectrophotometer (UV-2540, Shimadzu, Japan) 

26. Vacuum drying oven and pump (VD23, Binder, Germany) 
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3.4 ขั้นตอนการดําเนินงานวิจยั 
3.4.1 ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลกระดูกจากเจลาตินผสมผงไฮดรอกซีอะพาไทด 

สารละลายเจลาตินชนิด B (pI เทากบั 5) 5% โดยน้าํหนัก และผงไฮดรอกซีอะพาไทดที่

นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซยีส 4 ชั่วโมง และผานการรอนไดขนาดของอนุภาค 100-

212 ไมโครเมตร นาํมาผสมกันที่อัตราสวน 30:70 โดยน้ําหนกั เติมกูลตารอลดีไฮด 0.01%v/v  

นําไปปนดวยเครื่อง Homogenizer ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาท ี เติม

คลอโรฟอรมลงไปปนตออีก  15 วินาท ี  เทสารผสมลงในถาดสแตนเลสขนาดกวาง 10 เซนติเมตร 

ยาว 10 เซนตเิมตร สูง 1 เซนติเมตร ที่แชเย็นไวแลว ที่ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

นําไปทาํแหงแข็ง (Lyophillization) ที่ความดัน 0.1 Torr  เปนเวลา 48 ชั่วโมง และเชื่อมขวางอีก

คร้ังดวยการใชความรอนที ่140 องศาเซลเซียส ในสภาวะสูญญากาศ เปนเวลา 48 ชั่วโมง ตัดโครง

เลี้ยงเซลลใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 11 มิลลิเมตร สูง 2 มิลลิเมตร โดยตัดบริเวณดานบนและ

ดานลางออก แลวนําโครงเลีย้งเซลลที่ไดมาทาํใหปราศจากเชื้อดวยกาซ Ethylene oxide อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ความชืน้สัมพัทธรอยละ 40 ความดนั 46 Torr เวลา 8 ชัว่โมงกอนการทดสอบ

ลักษณะสมบตัิตอไป โดยใชสถานทีท่ี่คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

3.4.2 ศึกษาสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล  

1) รูปรางของโครงเลี้ยงเซลลโดยใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (Scanning Electron 

microscope, SEM) การหาขนาดของรพูรุนของโครงเลีย้งเซลลไดดัดแปลงมาจากวธิีของ 

Kang H.W. โดยวัดขนาดของรูพรุนที่มีขนาดเสนผานศนูยกลางแบบสุม 100 รู ในแนวราบ 

(horizontal) และแนวตัดขวาง (cross-section) จากนั้นนําขนาดของรูพรุนทีไ่ดมาหา

คาเฉลี่ย [Kang H.W. และคณะ 1999] 

2) การหาความพรุน (porosity) ของโครงเลี้ยงเซลลทาํไดโดยการแทนทีเ่อทานอลในชองวาง

ของโครงเลี้ยงเซลล [Jiankang และคณะ 2007] โดยคํานวณหาความพรุนจาก 

ความพรุน (% โดยน้ําหนัก) = (Ww-Wd)/Ww-Wl) x 100  …..(1) 

เมื่อ Ww = น้ําหนักเปยก 

 Wd = น้ําหนักแหง 

 Wl = น้ําหนักเปยกหลังซับเอทานอลออก  

3) การดูดซับน้ํา โดยชั่งน้ําหนกัของโครงเลี้ยงเซลลกอนและหลังแชในสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร (pH 7.4) เปนเวลา 3 ชั่วโมง สามารถคํานวณไดดังนี ้

การดูดซับน้ํา (%โดยน้าํหนกั) = (Ww- Wd)/ Ww x 100  …..(2) 
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เมื่อ Ww = น้ําหนักเปยก 

 Wd = น้ําหนักแหง 

4) สมบัติเชิงกล ความทนแรงกด (compressive modulus) โดยใชเครื่อง Universal Testing 

Machine ตามมาตรฐาน ASTM D-638 โดยใชอัตราการกด 0.5 มิลลิเมตรตอนาท ี เพื่อ

คํานวณหาคา young modulus โดยหาไดจากคาความชันระหวางกราฟของความเคน 

(compression stress) และความเครียด (compression strain) ที่ initial stress-strain 

ในชวง 5-30% แรกของแรงกด แบบแหงสามารถใชโครงเลี้ยงเซลลทําการทดสอบไดเลย 

สวนในแบบเปยกนาํโครงเลีย้งเซลลไปแชในสารละลาย PBS กอน 3 ชั่วโมง และซับน้าํ

สวนเกินออก แลวจึงนําไปทดสอบ (ดูรายละเอียดการคาํนวณในภาคผนวก ก) 

5) ทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพกับเซลล โดยเพาะเซลล 1x106 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล

ปริมาตร 69.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร ประเมนิการยึดเกาะของเซลล (Attachment) ที่เวลา 6 

ชั่วโมง และเจริญเติบโตของเซลล (Proliferation)  ที่เวลา 1, 3, 5 และ 7 วันในสภาวะ

สถิตย (Static culture) โดยมีการวัดจาํนวนเซลลดวยวิธ ีDNA (ดูหัวขอ 3.4.10) 

  

3.4.3 การออกแบบและสรางเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานทาํจากอะคริลิกมีลักษณะดังรูปที ่ 3.2 ตัวใสโครงเลี้ยง

เซลล (Chamber) ทําจากอะคริลิกและใชสายยางซลิิโคนเปนสายสําหรับลําเลียงอาหาร การ

ทดลองทําโดยใหมีการหมนุวนของอาหารจากถงัเก็บเขาสูตวัโครงเลี้ยงเซลลที่เพาะ MSC ดังรูปที่ 

3.3 โดยมีอัตราการหมุนวนคงที ่ 1-3 มลิลิลิตรตอนาที [Hosseinkhani H. และคณะ 2006]  

อุปกรณทั้งหมดฆาเชื้อโดยกาซ Ethylene oxide อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 8 ชั่วโมง การทดสอบ

ควบคุมอัตราการไหล ทําโดยเปลี่ยนความเร็วรอบของปม และวัดอัตราการไหลที่ผานโครงเลีย้ง

เซลลซึ่งอยูในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 
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รูปที่ 3.2 สวนประกอบและขนาดของตัวใสโครงเลี้ยงเซลล (Chamber) ทําจากอะคริลิก และ

อุปกรณภายใน 

 

L = 20 mm 

Din = 12 mm 
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รูปที่ 3.3 ภาพจําลองของเครื่องปฏิกรณชีวภาพที่ใชทําการการทดลอง ที่สภาวะ 5% CO2 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

 

3.4.4 การเตรยีม Mesenchymal Stem Cells (MSC) 

MSC ถูกสกัดจากกระดูกตนขาหลงัของ Wistar rat (เพศเมีย, อาย ุ3 สัปดาห ซื้อจากศูนย

สัตวทดลองแหงชาติ มหาวทิยาลยัมหิดล) ตามวิธีของ Ratanavaraporn J. และคณะ 2009 โดย

ผาเอากระดกูตนขาหลงัของหนูตัง้แตบริเวณสะโพก เลาะเศษเนื้อเยื่ออ่ืนออกใหสะอาด ตัดที่ปลาย

ทั้งสองขางของกระดูกจะพบชองไขกระดูก ใชเข็ม (26-gauge needle) ดูดอาหารเลี้ยงเซลล 1 

มิลลิลิตร (Alpha-modified eagle medium: α-MEM ที่ม ี 15% FCS และ 50 U/ml penicillin 

streptomycin) ชะลางผานชองไขกระดูกลงหลอดขนาดหนึง่มิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว ทําซ้าํ

หลายครัง้จนกระทั่งกอนไขกระดูกหลุดออกหมด  ทําสารแขวนลอยเซลลใหเปนเนื้อเดียวกนัโดยใช

เข็มฉีดพนหลายๆ คร้ัง จากนัน้ดูดใสจานเลี้ยงเซลลทีใ่สอาหารเลีย้งเซลล 3 มิลลิลิตรไวเรียบรอย

แลว  ทาํการเพาะเซลลในสภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใน

วันที ่ 4 หลังจากการเพาะเซลล เพื่อกําจดัเซลลเม็ดเลือดที่ไมเกาะจานเลีย้งเซลล จากนัน้เปลีย่น

 

 

Flow rate 1 ml/min  

Scaffold 

Incubator 5% CO2, 37oC Media reservoir 

Silicone tube 

Fillter 

Peristaltic pump 
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อาหารเลีย้งเซลลทุก 3 วัน ในวันที ่ 7-10 หลังจากการเพาะเซลล สามารถทาํการแบงเซลล 

(subculture) ได โดยใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 100 mM (pH7.4) ที่ม ี 0.25 wt% trypsin 

และ 0.02 wt% EDTA อบไวที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาท ี สําหรับการทดลองใช

เซลลใน passage ที่สอง [Tabata, Y. และคณะ 2004] การทดลองดานเซลลทั้งหมดทาํ ณ 

หองปฏิบัติการวิศวกรรมเนือ้เยื่อ ชั้น 9 ตึก อ.ป.ร. คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 

 

3.4.5 การศึกษาธรรมชาติเซลลบนจานเพาะเลีย้ง  

1.) การขยายจํานวนเซลล เมื่อเซลลที่เพาะเลี้ยงบนจานเพาะเลีย้งชนิด Polystyrene ใหมี

ความหนาแนนประมาณ 90 เปอรเซ็นต (4 วัน) ทําการแบงเซลลโดยใชสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร 100 mM (pH7.4) ที่ม ี 0.25 wt% trypsin และ 0.02 wt% EDTA อบไวที่อุณหภูม ิ 37 

องศาเซลเซยีสเปนเวลา 5 นาที  เซลลจะหลุดออกจากจานเพาะเลีย้งหลงัจากนัน้แบงเซลลลงจาน

เพาะเลี้ยงใหมที่มีอาหาร α-MEM ขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 เซนติเมตร, 15% FCS และ 50 

U/ml penicillin streptomycin  

2.)  การเปลีย่นแปลงของเซลล (differentiation)  เปรียบเทียบเซลลบนจานเพาะเลี้ยงที่เลีย้ง

โดยอาหารปกติประกอบดวย α-MEM, 10% FCS และ 50 U/ml penicillin streptomycin กับที่

เลี้ยงดวยอาหาร Osteogenic medium ที่ประกอบดวย α-MEM, 10% FCS และ 50 U/ml 

penicillin streptomycin 0.5 ug/ml L-ascobic 2-phosphate, 10-8M dexamethasone  โดย

ศึกษารูปรางของเซลลวาเรียวยาวคลายกระสวย หรือมรูีปรางกลม ดวยกลองจุลทรรศน Nikon, 

TS100  และวดักิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase (ALP) ตามวิธีในหวัขอ 3.4.11 

 

3.4.6 การเพาะเลี้ยงเซลลในโครงเลี้ยงเซลล 

เตรียมสารละลายเซลล 5x105เซลล/200ไมโครลิตร (สําหรับทดสอบการเจริญเติบโต) และ 

1x106 เซลล/200ไมโครลิตร (สําหรับทดสอบการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูก) หยดลงโครง

เลี้ยงเซลลที่ฆาเชื้อดวยกาซ Ethylene oxide แลวนาํไปเขยาดวย Shaker ความเรว็ 200 รอบตอ

นาที ในตูบม 5% CO2 อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 6 ชัว่โมง   

 

3.4.7 การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล 

หลังจากเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลแลว นาํโครงเลี้ยงเซลลที่ไดไปเล้ียงใน อาหาร

ประกอบดวย α-MEM, 15% FCS และ 50 U/ml penicillin streptomycin ใน 6 well-plate ในตู

บม 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  โดยเปลีย่นอาหารทุกๆ 3 วนั ตรวจสอบการยึดเกาะของ



 

 
39 

เซลล (Attachment) ที่เวลา 6 ชั่วโมง และเจริญเติบโตของเซลล (Proliferation)  ที่เวลา 1, 3, 5 

และ 7วัน ดวยวิธี DNA assay (หัวขอ 3.4.10) 

 

3.4.8 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกบนโครงเลี้ยงเซลล 

หลังจากเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลแลว นาํโครงเลีย้งเซลลที่ไดแบงเซลลเปน 2 กลุม

การทดลอง คือ 1) กลุมที่มีการเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลลเปน Osteogenic Medium, OM (ซึ่ง

ประกอบดวย α-MEM, 10% FBS, 50 U/ml pen/strep, 50 μg/ml, L-ascorbic, 10-6 M 

dexamethasone และ1 M �-glycerophosphate) และ 2) กลุมควบคุมที่ยงัคงใชอาหารเลี้ยง

เซลลชนิดเดิม (Normal media, NM) ใน 6 well-plate ในตูบม 5% CO2 อุณหภูม ิ 37 องศา

เซลเซียส เปล่ียนอาหารทุกๆ 3 วัน แลวเพาะเลีย้งเซลลตอไปเปนเวลา 4 สัปดาห โดยมีการประเมิน

สัญญาณการเปลี่ยนแปลงไปเปนกระดูกทกุๆ 1 สัปดาห โดยการวัด ALP activity และ Calcium 

content (หัวขอ 3.4.11) 

 

3.4.9 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

เลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล ในสภาวะสถติย (Static Culture) เลี้ยงใน 6 well-plate ดัง

รูปที่ 3.4 ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพดงัรูป 3.5 โดยมกีารหมุนวนของอาหารจากถังเก็บเขาสูตัวโครง

เลี้ยงเซลลแบบไหลผาน (perfusion)  โดยมีอัตราการหมุนวนคงที่  เปรียบเทียบกับเซลลบนโครง

เลี้ยงเซลลแบบสถิตยที่เลีย้งใน 6 well-plate ในอาหารปกติ และอาหาร Osteogenic medium ที่ 

5% CO2 อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหารทกุๆ 3 วนั 

 



 

 
40 

 
 
รูปที่ 3.4 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในสภาวะสถิตย (Static Culture) เลี้ยงใน 6 well-plate 

ที่สภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

     

 
 
รูปที่ 3.5 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ ที่สภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส 
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3.4.10 การวัดปริมาณเซลล 

DNA assay เปนวธิีประมาณการเปลี่ยนแปลงของประชากรเซลลดวยการใสสารเรืองแสง

ที่มีคุณสมบัตจิับจําเพาะกับ DNA เชน  Bisbenzidine (Hoechst) มีมวลโมเลกุลขนาด 533.88  

และยอมบริเวณเบส A-T ใหเรืองแสงไดภายใตแสงฟลูออเรสเซนต  ทีม่ีการกระตุนดวยความถี่ 

340-380 nm  และปลดปลอยพลังงานแสงที่ 430-450 nm  ซึ่งสามารถใชในการสรางกราฟการ

เจริญของเซลล  เพื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเซลลที่ไดรับปจจัยเรงการเจริญได  [Takahashi Y. 

และคณะ 2005]  

โดยสามารถคํานวณเวลาการแบงตัวทวีคณู  (population doubling time, PDT) )  [Freshney 

และคณะ 1994] ไดจาก 

เวลาแบงตวัทวีคูณ  PDT  = 1/r  (ชั่วโมง)      …..(3) 

โดย  r =  จํานวนชั้นอายุตอหนึ่งหนวยเวลา   …..(4) 

= 3.32 (log NH - log NI) / (t2 –t1)   (รุนตอช่ัวโมง)  …..(5) 

เมื่อ  NI เปนจํานวนเซลลเร่ิมตน ที่เวลา t1 

NH คือจํานวนเซลลทั้งหมด ที่เวลา  t2  

หากเวลาการแบงตัวทวีคูณนอยแสดงวาเซลลเจริญเติบโตไดดี 
 
3.4.11 การทดสอบการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูก 

- กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase, ALP เปนวิธีการวดัปริมาณของเอนไซม 

ALP ซึ่งจะสรางขึ้นในเซลลกระดูก ทําโดยการใหทําใหเซลลแตกโดยใช sodium dodecyl sulfate 

(SDS) ซึง่เปนสารลดแรงตึงผิวทําใหผนงัเซลลแตก ของเหลวที่อยูภายในถูกปลอยออกมา ไดเปน 

cell lysate โดยเอนไซมจะอยูใน cell lysate นัน้ดวย  เอนไซม ALP จะทาํปฏิกิริยากับสารตั้งตน     

p-Nitrophenyl phostphate โดยบมไวที่ 37 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีหยุดปฏิกิริยาดวย 3N NaOH 

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 405nm  [Takahashi Y. และคณะ 2005] วิธีโดยละเอียดแสดงใน

ภาคผนวก จ 

- ปริมาณแคลเซียม โดยวธิีเติม 1M HCl ลงใน cell lysate แลวนําไปบมที่ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมงแลว  โดย HCl จะยอยชวยแคลเซียมใหออกมา หลงัจากนัน้ เติม

สารละลาย ethanolamine buffer และ O-cresolphythalein complex substrate (OCPC) 

แคลเซียมจะทาํปฏิกิริยากบั OCPC ใหสารสีมวง แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง 

spectrophotometer ที่ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร [Takahashi Y. และคณะ 2005] วิธีโดย

ละเอียดแสดงในภาคผนวก ฉ 
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การดูรูปรางของเซลลและวิเคราะหคาองคประกอบของธาตุที่เซลลหลั่งออกมาบนโครง

เลี้ยงเซลลโดยใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (Scanning Electron microscope, SEM)   และ 

energy dispersive X-ray (EDS) เพื่อดูปริมาณแคลเซียมตอฟอสฟอรัส (Ca:P) ที่เซลลสรางขึ้นมา 

หากเปนกระดูกมนษุยคาจะอยูประมาณ 1.15-1.71 [Hwang Y.S. และคณะ 2009] ปกติการเลี้ยง

เซลลตนกาํเนดิในหลอดทดลอง (in vitro) บนจานเพาะเลี้ยง ใน Osteogenic medium จะให

กิจกรรมของเอนไซม ALP สูงสุดในสัปดาหที ่ 2 และแคลเซียมจะสูงในสัปดาหที ่ 3 ของการ

เพาะเลี้ยง [Porter R. 2004] 

 

3.4.12 การศึกษาสมบัติทางชีวภาพในสิง่มีชีวิต  

โดยทําการศึกษาในหนู Rat สายพนัธ Wistar (outbred)  เพศเมีย น้ําหนกัประมาณ 150-

200 กรัม อายุ 8 สัปดาห ส่ังซื้อจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา ซึง่

พิจารณาการใชสัตวทดลองโดยเนนในเรื่อง ความตอตานทางภูมิคุมกัน (Immunological 

response) และความสามารถในการเคลือ่นที่ของเซลลเขามาที่ผิวหนงัชั้นในปราศจากเซลล (Cell 

infiltration) และความสามารถในการยอยสลาย (Biodegradability) ของโครงเลี้ยงเซลล วิธกีาร

ทดลองใชหนูในการปลกูถายจํานวน 3 ตัว (n = 3) และปลูกถายโครงเลี้ยงเจลาตนิและโครงเลี้ยง

เซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตขนาดเสนผาศูนยกลาง 11 มิลลิเมตร ความหนา 2 

มิลลิเมตร ฝงลงในหลงัหนเูปนเวลา 4 สัปดาห แลวผานาํชิ้นงานออกมาตรวจสอบ สรุปไดดัง

แผนผังในรูปที ่3.5 

การตรวจสอบเนื้อเยื่อทาง Histology เทคนิคการยอมสี (staining) ข้ันตอนการยอมสี 

ประกอบดวยขั้นตอนที่สําคญัดังนี้ นาํชิน้งานที่ไดไปเคลือบดวยพาราฟน  หลงัจากนัน้ตัดชิ้นงานให

เปนแผนบาง แลวนําไปวางบนแผนสไลด  จากนัน้ลาง wax medium ดวยไซลีน (Xylene) ที่

เคลือบเซลลและสวนอืน่ของเนื้อเยื่อไวไมใหติดสีที่ใชยอม จากนัน้ลางไซลีนออกจากเนื้อเยื่อดวย

แอลกอฮอลและนําเนื้อเยื่อลงสูน้าํเพื่อการยอมสี  

- H&E staining โดยใชฮีมาทอกซิลิน (hematoxylin) ทาํหนาที่เปนสยีอมสําหรับเนือ้เยื่อที่

มีประจุลบ  อีโอซิน (eosin) เปนสียอมสําหรับเนื้อเยื่อที่มปีระจุมาก ใชเปนสียอมทับเพื่อใหเห็น

สวนประกอบของเนื้อเยื่อชัดเจนขึ้น  คอลาเจนจะติดสีชมพูของอีโอซนิ สวนนวิเคลียสจะติดสีมวง

ของ ฮมีาทอกซิลิน [Hwang Y.S. และคณะ 2009] 

- Von Kossa staining โดยนําตัวอยางมาจุมในสารละลาย 5% silver nitrate ที่มีแสงจาก

หลอดไฟ 60 วัตต 1 ชัว่โมง หลังจากนัน้ลางดวยน้าํกลัน่ แลวตรงึดวยสารละลาย 5% sodium 

thiosulphate 5 นาที โดยแคลเซียมจะยอมติดสีดําของ Von Kossa [Hwang Y.S. และคณะ 
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2009] จากนัน้ทาํใหชิน้เนื้อเยื่อบนสไลดปราศจากน้ําที่เกิดจากสทีี่ใชยอม จากนัน้ทําใหชิ้นเนื้อเยื่อ

บนสไลดใสข้ึน โดยใชไซลีนเปนตวัดึงแอลกอฮอลที่ตกคางอยูที่ชิ้นเนือ้เยื่อออกใหหมด นําเอาแผน

กระจกบางๆ ปดทับลงบนชิน้เนื้อเยื่อสไลดโดยใช mounting medium ชวยยึดแผนใหติดกับสไลด 

ชวยใหการตรวจดวยกลองจลุทรรศนเหน็ภาพไดชัดเจนและเปนวิธีการเก็บรักษาสไลดเนื้อเยื่อได

นาน  [Moorehead W.R. 1974] ทําโดยคณุปรีชา เรืองเวชวรชัย หองปฏิบัติการพยาธิวทิยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
3.3.13 การวิเคราะหทางสถติิ 

ในงานวิจัยนี้เปรียบเทียบคาความแตกตางของขอมูล โดยเก็บตัวอยางแบบสุม 3 ซ้ํา 

นํามาหาคาเฉลี่ย และ คาการเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD) เพื่อศึกษาวาคาที่ได

มีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญหรือไม โดยใชการวิเคราะหทางสถิติแบบท ี (t-test) ดวย

โปรแกรมคอมพิวเตอรมนิิแทบ (Minitab system for Windows version 14) ที่ระดับความเชื่อมั่น 

95% (P-value < 0.05)  

 

 3.3.14 ปญหาทางจริยธรรม 

 การทาํการวิจยัในสัตวทดลอง ทําตามมาตรฐานการดูแลและใชสัตวทดลองแหง

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึง่ไดรับการอนมุัติจากคณะกรรมการกํากบัดูแลและใชสัตว คณะแพทย

ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  
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แผนผังขั้นตอนการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพสามารถสรุปไดดังนี ้
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.6 แผนผังขัน้ตอนการทดสอบความเขากนัไดทางชวีภาพ โดยการปลูกถายในสัตวทดลอง 

 

เตรียมโครงเลีย้งเซลลที่ทาํจากวัสดุชวีภาพ 

เจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทด 

ทําใหโครงเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อดวยเอทธิลีนออกไซด 

ทําการวางยาสลบหนทูดลอง แลวตัดเปดชั้นผิวหนงัดวยกรรไกร 

   นําโครงเลี้ยงเซลลทีท่าํจากวัสดุชีวภาพฝงเขาใตผิวหนังของหน ู

ทําการสังเกตผลหลังจากปลูกถาย ดวยการถายรูปของ

บริเวณทีท่ําการปลูกถาย, สังเกตการบวมแดงของผิวหนงั 

และ ตรวจดูสุขภาพของหนหูลังจากการปลูกถาย 

ใชยาสลบ overdose Barbiturate ฉีดยาเขาทางเยื่อบุชองทอง

ของหนทูดลองเพื่อทําใหหนตูาย และซากของหนทูดลอง  

จะถูกนําไปทําลายโดยการเผาในเตาเผาซากสัตวตอไป 

ทําการวางยาสลบหนทูดลอง แลวตัดเปดชั้นผิวหนงัและชั้น

กลามเนื้อดวยกรรไกร แลวเก็บตัวอยางของโครงเลี้ยงเซลลที่

ฝงลงเขากลามเนื้อของหนูในเดือนที่ 1, 2 และ 3 มาทดสอบ

ดวยการยอม H&E และ Von Kossa 



 

 

บทที่  4 

ผลการทดลอง และการวิเคราะหขอมูล 
 

ในการศึกษานีโ้ครงเลี้ยงเซลลเจลาตินชนิด B และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอก

ซีอะพาไทต (30:70) ที่ข้ึนรูปโดยการใหเปนเนื้อเดยีวกนั (Homogenization) รวมกับกระบวนการ

ทําแหงแข็ง (freeze-dried) และเชื่อมขวาง (crosslink) โดยใชวิธทีางความรอน (dehydrothermal 

treatment, DHT) โดยมีการเปรียบเทยีบลักษณะของโครงเลี้ยงเซลลในดานกายภาพ เคม ี และ

ชีววทิยา เพือ่ใหไดโครงเลี้ยงเซลลที่มีความเหมาะสมในการนําไปใชสําหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ

กระดูก (bone tissue engineering)  

 

4.1 ลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล  
4.1.1 ลักษณะทางกายภาพ  

ลักษณะทัว่ไปของโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินชนิด B (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินชนิด 

B ผสม ไฮดรอกซีอะพาไทตที่อัตราสวน 30/70 (Gel/HA) แสดงดังรูปที ่4.1 โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน

ยุบตัวไดงาย สีมันวาวและมีความยืดหยุนมากกวา แตเมื่อมีการผสมไฮดรอกซีอะพาไทตลงไปแลว 

โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต  มีความแข็งแรงมากขึน้สามารถจับไดงายขึน้   

 

     
   Gel   Gel/HA 

รูปที ่4.1 รูปถายโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินชนิด B (Gel) และเจลาติน Type B ผสมไฮดรอกซีอะพา

ไทตที่อัตราสวน 30/70 (Gel/HA) 

 

ผลการวิเคราะหลักษณะโครงสรางรพูรุนโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

(Scanning electron microscope, SEM) ของ Gel และ Gel/HA ลักษณะโครงสรางภายในของ 

Gel ที่ความเขมขน 5 % โดยน้ําหนกั มรูีพรุนที่เชื่อมโยงกนั  ผนงัของโครงเลี้ยงเซลลมีความพรุน

มาก  ผิวของโครงเลี้ยงเซลลเรียบ ดงัรูปที ่ 4.2 โดยขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลมีความพรนุ
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สม่ําเสมอ ขนาดเฉลี่ยอยูที่ 121 ± 39 ไมโครเมตร  สวนของโครงเลีย้งเซลล Gel/HA มีขนาดรูพรุน

ใกลเคียงกับโครงเลี้ยงเซลล Gel  โดยมีขนาดเฉลี่ยที่ 148 ± 83 ไมโครเมตร ผิวของโครงเลี้ยงเซลล

มีความขรุขระ เนื่องจากผลกึของผสมไฮดรอกซีอะพาไทตกระจายตัวบนผิวของเจลาตินทั่วทัง้โครง

เลี้ยงเซลล (รูปที ่4.3) โดยผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทตมีขนาดอยูที ่ 1-5 ไมโครเมตร (รูปที ่4.4) ซึ่ง

ขนาดของรูพรุนอยางนอยควรมีขนาด 100 ไมโครเมตร  ซึ่งเกีย่วของกับ ขนาด, การเคลื่อนที่ของ

เซลล และการขนสงอาหาร ออกซิเจนและของเสีย [Hutmacher DW. และคณะ 2000] และความ

หนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีคาเทากับ 0.07 ± 0.01 และ 0.40 

± 0.09 มิลลิกรัมตอลูกบาศกมิลลิเมตร ตามลําดับ ความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ที่

สูงขึ้นเกิดจากไฮดรอกซีอะพาไทตที่เติมเขาไป 

ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีคาเทากับรอยละ 65.4 

± 4.6 และ 50.9 ± 5.9 ตามลําดับ  เมื่อเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลล Gel และ Gel/HA พบวาโครง

เล้ียงเซลล Gel  มีความพรุนมากกวาโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA โดยไฮดรอกซีอะพาไทตที่เติมเขาไป

สงผลตอลักษณะผนังของโครงเลี้ยงเซลล คือ ความพรุนโครงเลี้ยงเซลลลดลง แตไฮดรอกซีอะพา

ไทตที่เติมเขาไปไมไดทําใหขนาดของรูพรุนเล็กลง จึงไมสงผลตอรูปรางของโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิต

ไดเมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเลี้ยงเซลล Gel ซึ่งหากโครงเลี้ยงเซลลมีความพรุนมากจะทําให

เกิดชองเชื่อมตอกันระหวางรูพรุนไดมาก เพื่อเปนชองใหเซลล และอาหารเคลื่อนที่ผานเขาไปได ซึ่ง

จะชวยใหเซลลเจริญไดดี แตความพรุนตองไมกระทบกับคุณสมบัติอ่ืนๆ เชน ความทนแรงกด 

[Oudadesse H. และคณะ 2005]  

โครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ถูกนาํมาวิเคราะหความสามารถในการ

ดูดซับน้ํา (water swelling) ของโครงเลี้ยงเซลลโดยการวัดน้ําหนักโครงเลี้ยงเซลลเปยกภายหลังแช

ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร pH 7.4 ที ่ 37 oC เทียบกับน้าํหนกัโครงเลี้ยงเซลลแหง พบวา

ความสามารถในการดูดซับน้ําของโครงเลีย้งเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีคาเทากบั 

20.52±1.45 และ 14.35±1.32 ตามลําดับ จากผลที่ไดจะเหน็วาโครงเลี้ยงเซลล Gel มี

ความสามารถในการดูดซับน้ําไดดีกวา เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลล Gel มีความหนาแนนนอยกวา

โครงเลี้ยงเซลล Gel/HA โดยโครงสรางภายในเกิดความพรนุมากกวา ซึง่สามารถทําใหโครงเลีย้ง

เซลล Gel กักเก็บน้ําไดดกีวา ความสามารถในการดูดซับน้ําจงึสูงกวาโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA และ

หลังจากการผสมไฮดรอกซีอะพาไทตบนโครงเลี้ยงเซลลพบวา มปีริมาณผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต

สะสมบนโครงเลี้ยงเซลลมาก สงผลตอความสามารถในการดูดซับน้าํของโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA 

ทําใหจํานวนเทาของการดูดซับลดลง 30%  [Oonishi H. และคณะ 1995]  
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รูปที ่4.2 ลักษณะโครงสรางรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel)  ดานบน (a-c) ตรงกลาง (d-

f) ดานลาง (g-i) กําลังขยาย 100x, 1,000x และ 2,000x จากซายไปขวาตามลําดับ 

 

 

 

 
 

 

(a) (b) (c) 

(d) (e) 

(g) (h) (i) 

(f) 

11 mm. 

10 mm. 

a-c 

d-f 

g-i 



 

 
48 

   
 

   
 

   
 
รูปที ่4.3 ลักษณะโครงสรางรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต (Gel/HA)  

ดานบน (a-c) ตรงกลาง (d-f) ดานลาง (g-i) กําลังขยาย 100x, 1,000x และ 2,000x จากซายไป

ขวาตามลาํดบั 

 

   
 
รูปที ่4.4 ผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทต (บริษัท Fluka, ประเทศ Germany) ที่นํามาใชผสมในโครง

เลี้ยง Gel/HA   1,000x (a)  และ 1,0000x (b) 

4.1.2 การทดสอบสมบัติทางกล 

(a) (b) (c) 

(g) (h) (i) 

(a) (b) 

(d) (e) (f) 
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โครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ถูกนาํมาวิเคราะหความสามารถในการ

ทนแรงกด (Compressive modulus) ของโครงเลี้ยงเซลลดวยเครื่อง Universal testing machine  

คาความทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA โดยทดสอบแบบแหง มีคา

เทากับ 118 ± 21 และ 510 ± 109 kPa ตามลําดับ จะเห็นวาเมื่อมีการเติมผสมไฮดรอกซีอะพา

ไทต  สงผลใหโครงเลี้ยงเซลลมีคาความทนแรงกดเพิ่มมากกวาแบบ Gel ถึง 5 เทา ความแข็งแรง

ของโครงเลี้ยงเซลลมีคาเพิ่มข้ึนเนื่องจากไฮดรอกซีอะพาไทตเขาไปฝงและกระจายตวัอยูในเนื้อของ

เจลาติน ทาํใหมีการเสริมความแข็งแรงจากโครงเลีย้งเซลลเจลาตินเพียงอยางเดียว [Takahashi, 

Y. และคณะ, 2005] (รูปที่ 4.5) 

นอกจากนั้นยังมีการทดสอบความทนตอแรงกดในสภาวะเปยก โดยนําโครงเลี้ยงเซลลแช

ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH 7.4 เปนเวลา 3 ชั่วโมง กอนนํามาซับน้ําสวนเกินออกและ

นําไปทดสอบความทนทานตอแรงกด โครงเลี้ยงเซลล Gel ไมสามารถวัดความทนแรงกดได

เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลมีความออนนุมมากจนเครื่อง Universal testing machine  ไมสามารถ

อานคาได   สวน Gel/HA มีความทนทานตอแรงกดที่ 124 ± 26 kPa ซึ่งลดลงมาประมาณ 5 เทา 
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รูปที ่4.5 ความทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดร

อกซีอะพาไทต (Gel/HA) ในสภาวะแหง และเปยก  (* แสดงความแตกตางกนัอยางมีนัยสาํคัญ (p 

< 0.05) เมื่อเทียบกับความสามารถในการทนแรงกดในโครงเลี้ยงเซลล Gel ในสภาวะเดียวกัน) 
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 การเปรียบเทยีบสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล Gel และ โครงเลี้ยงเซลล Gel/HA 

แสดงในตารางที ่ 4.1  ซึ่งคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีความเหมาะสมที่จะนํามาใช

ผลิตโครงเลี้ยงเซลลกระดูกตอไป จากรายงานการใชโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากเจลาตนิผสม              

β-tricalcium phosphate  มีขนาดของรพูรุน 180-200  ไมโครเมตร ความพรุนรอยละ 95 คา

ความทนแรงกด 2.6 MPa [Takahashi และคณะ 2004]  นอกจากนี้ยังมีรายงานลักษณะสมบตัิที่

เหมาะสมของโครงเลี้ยงเซลลดังนี้ ขนาดรพูรุนประมาณ 200-400 ไมโครเมตรความทนตอแรงกด 

(compressive modulus) 17-20 GPa [Paul .K. และคณะ 2008]  

 

ตารางที ่4.1 สรุปสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจ

ลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต (Gel/HA) 
 
Properties Gel Gel/HA 

Diameter Size (mm.)   

        Height 

10 ± 0.6 

2 ± 0.2 

11  ± 0.9 

2 ± 0.4 

Density (mg./mm3) 0.07 ± 0.01 0.40 ± 0.09 

Pore size (μm) 121 ± 39 148 ± 83 

Porosity (%) 65.4 ± 4.6 50.9 ± 5.9 

Dry 118 ± 21 510 ± 109 Compressive modulus (kPa) 

Wet - 124 ± 26 

Water swelling (times) 20.52±1.5 14.35±1.32 

 
 
4.1.3 ธาตุองคประกอบในโครงเลี้ยงเซลล 

 ผลการวิเคราะหธาตุดวยเครื่อง energy dispersive x-ray spectrometry (EDS) ดังรูป 

4.6 พบวาโครงเลี้ยงเซลล Gel ประกอบดวยธาตุคารบอน, ไนโตรเจน และออกซิเจน สวนในโครง

เลี้ยงเซลล Gel/HA จะมีแคลเซียม และฟอสฟอรัสเพิม่เขามา โดยอัตราสวนระหวางแคลเซยีมตอ

ฟอสฟอรัส มคีาเทากับ 1.78  สวนของไฮดรอกซีอะพาไทตประกอบดวย ออกซิเจนแคลเซียม และ 

ฟอสฟอรัส โดยอัตราสวนระหวางแคลเซยีมตอฟอสฟอรัส มีคาเทากบั 1.60 (ตารางที่ 4.2) ซึ่ง

อัตราสวนของแคลเซียมตอฟอสฟอรัสในโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีคาใกลเคยีงกับกระดูกของ

มนุษยซึ่งมีรายงานวาอยูระหวาง 1.15-1.70 [Hwang Y.S. และคณะ 2009] 
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ตารางที ่4.2 แสดงผลจากการตรวจสอบดวย EDS ของพืน้ผิวภายในโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน, 

โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต และผลกึไฮดรอกซีอะพาไทต 

 

Scaffold type 
Element 

Gel Gel/HA HA 

C 44.95 23.31 - 

N 20.50 20.73 - 

O 34.55 35.21 71.61 

P - 7.39 10.92 

S - 0.18 - 

Ca - 13.17 17.47 

Total 100 100 100 

Ca:P - 1.78 1.60 
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(a) 

 

 

(b) 

 

(c) 

 

 

รูปที ่4.6 ขวา กราฟแทง และซาย กราฟเสนแสดงผลจากการตรวจสอบดวย EDS ของโครงเลี้ยง

เซลลเจลาติน (a), โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต (b) และไฮดรอกซีอะพาไทต 

(c) 
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4.2 การศึกษาคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดที่แยกจากไขกระดูก (Mesenchymal stem 
cells, MSC) ของหนูพันธุ Wistar และเซลลไลนกระดูก (MT3C3) 
4.2.1 การศึกษาธรรมชาติของการขยายจํานวนเซลล  

 การศึกษาธรรมชาติของการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดที่แยกจากไขกระดูก (MSC) 

และเซลลไลนกระดูก (MT3C3) ซึ่งเปนเซลลไลนจาก calvarias ของหนู Mus musculus (mouse) 

[Isama K. และคณะ 2003]  (รูปที่ 4.7)   ในถาดเลีย้งเซลลที่ผลิตจาก polystyrene มีการวัดอัตรา

การเจริญเติบโตของเซลลทัง้ 2 ชนิด ทีถู่กเพาะเลีย้งดวยวิธมีาตรฐานในหองปฏิบัติการ ทําเพื่อ

ทดสอบความคงตัวและศักยภาพของเซลลทั้งสองชนิดในสภาวะปกตภิายนอกรางกาย (in vitro 

culture) ลักษณะรูปราง (Morphology) ของเซลลที่ถกูเพาะเลี้ยงในสภาวะเดียวกนั คือ MSC มี

รูปรางยาวกวา MC3T3 เนือ่งจากความแตกตางของเซลลทั้ง 2 ชนิด ซึ่ง MSC เปนเซลลตนกําเนิด

ที่ประกอบดวยเซลลเนื้อเยื่อหลายๆ ชนิดที่ยังไมเปล่ียนแปลง สวน MC3T3 มีรูปรางคลายเซลล

กระดูกประเภท Osteoblast มากกวา [Manfred R และคณะ, 2002] เนื่องจากเปนเซลลที่

เปล่ียนแปลง (differentiate) แลว  ผลของอัตราการเจริญเติบโตของเซลลทัง้สองชนิด แสดงใน

ตารางที่ 4.3 และ รูปที่ 4.8 จะเหน็วา MSC และ MC3T3 ที่เจริญเติบไดบนถาดเลีย้งเซลล 

polystyrene ดวยอัตราที่แตกตางกนัเล็กนอย โดย MSC ที่แยกจาก Wistar rat เจริญเติบโตชากวา 

MC3T3 จะเหน็ไดจากอัตราการแบงตัวเปน 2 เทา  (population doubling time, PDT) ของ  MSC 

ที่เลี้ยงใน passage ที่ 2-3 ต่ํากวาของ MC3T3 ประมาณ 2.2-3.6 ชั่วโมง โดย PDT ของเซลลทัง้

สองชนิดมีคาเพิ่มข้ึนเลก็นอยเมื่อมีการยายเซลลไปเล้ียง  (trypsinization) เพื่อขยายจาํนวนใน 

passage ตอๆ มา แมวาการทดลองนี ้ไมไดมีการทดสอบความคงตวัของความเปนเซลลตนกาํเนดิ  

โดยตรวจสอบแอนติเจน และเปปไทดที่ผิวเซลล ไดแก CD105 และ CD73 เปนตน ซึ่งถือเปน 

Primary cells [Park และคณะ 2007] แตไดมีรายงานการแยกเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกของ

หน ูWistar ดวยวธิีนี้และไดทําการทดสอบแลววาเซลลที่แยกไดเปนเซลลตนกําเนิด [Hong L. และ

คณะ 2007] สวนเซลล MC3T3 ซึ่งมีตนกําเนิดจากเซลลมะเรง็กระดูกที่ไดรับการปรับปรุง

พันธกุรรม แตถือวาเปนเซลลมาตรฐานที่สามารถนํามาใชในการทดสอบวัสดุเลี้ยงเซลลกระดูกได 

โดยมีรายงานการใชงานวิจยัดานวิศวกรรมเนื้อเยื่ออยางกวางขวาง [Langer, R. และคณะ 2000, 

Freed  L. และคณะ 1997]  

การเพาะเลี้ยงเซลลแบบ Static Culture ที่มีการเปลี่ยนอาหารทุกๆ 2 วัน เซลลทั้งสองชนดิ

มี Lag phase ในชวง 48 ชั่วโมงแรก  เนื่องจากเซลลมีการใชพลังงานเพื่อปรับตัว  เกาะติดพื้นผิว  

และสราง Extra cellular metric (ECM) โดยมีอัตราการเพิ่มประชากรต่ําที่สุด  โดยเริ่มมีการเพิ่ม

จํานวนประชากรอยางรวดเร็ว (Log phase) ในชวง 48-120 ชั่วโมงโดยหากคํานวณอัตราการ
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เจริญเติบโตในชวงนี้จะพบวา MSC มีอัตราการแบงตัว 1.3 เทาตอ 1 ชั่วโมง และ MC3T3 มีอัตรา

การแบงตัว 2.1 เทาตอ 1 ชั่วโมง หลังจาก 120 ชั่วโมงปริมาณประชากรของเซลลทั้งสองชนิดเริ่ม

เขาสู Stationary phase โดยปริมาณเซลลเร่ิมคงที่ เนื่องจากขอจํากัดในดานพื้นที่ และอาหาร 

ปริมาณสูงสุดของ MSC อยูที่ 1.2 x105 เซลล/2.8x104 มม.2 และ MC3T3 อยูที่ 2x105 เซลล/

2.8x104 มม.2   (รูปที่ 4.8) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 ภาพถายภายใตกลองจุลทรรศนของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกหนูพันธุ Wistar Rat 

(Mesenchymal Stem cells (MSC)) (a) และเซลลไลนกระดูก (MC3T3) (b) ที่ใชในงานวิจัยนี้

เพาะเลี้ยงบน จานเพาะเลี้ยงชนิด polystyrene ดวยอาหารเลี้ยงเซลล α-MEM+FBS 15% และ 

10% สําหรับ MSCและ MC3T3 ตามลําดับ  ที่สภาวะ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, บรรยากาศ 

5% CO2  เปนเวลา 5 วัน กําลังขยาย 20 เทา (Nikon, TS100)   

(a) 

(b) 
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รูปที่ 4.8 จลศาสตรของการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกหนูพันธุ Wistar Rat 

(Mesenchymal Stem cells (MSC)) Passage ที่ 2 และ 3  (a) และเซลลไลนกระดูก (MC3T3) 

Passage ที่ 1 ถึง 8 (b) ดวยอาหารเลี้ยงเซลล α-MEM, 15% FBS  ที่สภาวะ อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส, 5% CO2 บนจานเลี้ยงเซลล polystyrene พื้นที่ 2.8x104 มม. กราฟแสดง a คือ Lag 

phase, b  คือ Exponential phase และ c  คือ Stationary phase  

b 

c 

a 

a 

b 

c 
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ตารางที่ 4.3 ธรรมชาติของการเจริญเติบโตบนจานเพาะเลี้ยงชนิด polystyrene ของเซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกหนูพันธุ Wistar Rat (Mesenchymal Stem cells (MSC)) และเซลลไลน

กระดูก (MC3T3)  

อัตราการแบงตัว 

(multiplication rate, r) 

(รุนตอช่ัวโมง) 

เวลาการแบงตัวทวีคูณ 

(population doubling time, PDT) 

(ชั่วโมง) 

 

 

Passage 

Mesenchymal 

Stem cells 

(MSC) 

Bone Cell 

Line (MC3T3) 

Mesenchymal 

Stem cells 

(MSC) 

Bone Cell 

Line (MC3T3) 

1  0.0417  23.99 

2 0.038 0.0423 25.99 23.62 

3 0.038 0.0417 26.33 23.99 

4 0.0418 23.90 

5 0.0417 23.95 

6 0.0417 23.99 

7 0.0416 24.03 

8 

 

0.0415 

 

24.12 

 หมายเหตุ 

1) อัตราการแบงตัว (multiplication rate, r)  คํานวณจาก  

   อัตราการแบงตัว  r =  จํานวนชั้นอายุตอหนึ่งหนวยเวลา 

        = 3.32 (log NH - log NI) / (t2 –t1)   (รุนตอช่ัวโมง) 

  เมื่อ  NI เปนจํานวนเซลลเร่ิมตน ที่เวลา t1 

   NH คือจํานวนเซลลทั้งหมด ที่เวลา  t2  

2)   เวลาการแบงตัวทวีคูณ  (population doubling time, PDT) คํานวณจาก  

          เวลาแบงตวัทวีคูณ  PDT  = 1/r   (ชั่วโมง)  [Freshney และคณะ 1994] 
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4.2.2 การศึกษาการเปลีย่นแปลงไปเปนกระดูกของเซลล MSC บนจานเพาะเลีย้งเซลล 

polystyrene 

เมื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกของเซลลตนกําเนิด MSC บนจานเพาะเลีย้ง

เซลล polystyrene เลี้ยงในอาหารปกติ (Normal medium, NM) และอาหารที่ชกันําใหเกิดการ

เปล่ียนแปลงไปเปนเซลลกระดูก (Osteogenic medium, OM) ใน passage 2 และ 3 (รูปที ่4.10) 

พบวาเซลลทีเ่ลี้ยงใน OM เหนีย่วกจิกรรมของ เอนไซม alkaline phosphatase  (ALP) มากกวา

เซลลเลี้ยงใน NM ทุกชวงเวลา ที่เปนทีน่าสงัเกตคือในวนัที่ 7 เซลลมีการเจริญเติบโตมาก แต

กิจกรรมของเอนไซม ALP ตอจํานวนเซลลยังคงเดิม (รูปที่ 4.9) แตเซลลที่เลี้ยงใน NM จะมีการ

เจริญเติบโตของเซลลไดดีกวาใน OM มีรายงานการวิจัยวาอาหารเลี้ยงเซลลที่องคประกอบของ 

สารจําพวก osteo-inductive agents เชน β-glycerophosphate, glucocorticoids, sodium β-

glycerophosphate, calcium hexose monophosphate และ dexamethasone [Kim และ 

2005] มีผลดีตอการเกิดกระดูก  และกิจกรรมของ ALP เกิดขึ้นสูงสดุในชวงสองสปัดาหแรก ของ

การเปลี่ยนไปเปนเซลลกระดกู [Kim และคณะ 2005] เอนไซม ALP ที่เซลลสรางขึ้นถือเปน

สัญญาณการเปลี่ยนเปนกระดูกชวงแรก (early marker) จากผลการทดลองในรูปที่ 4.9 กิจกรรม

ของ ALP ใน OM สูงกวา NM ตั้งแตวันที ่3 โดยยังไมพบ ALP สูงสุดอาจเนื่องจากยังเลี้ยงในเวลา

ที่ส้ันไป 

 รูปราง (morphology) ของเซลลที่สังเกตดวยตาของ MSC ใน NM และ OM แตกตางกนั 

(รูปที่ 4.9) โดยเซลลทีถู่กเลีย้งใน OM ที่มีกิจกรรมของ ALP สูงกวามรูีปรางกลมกวา และสังเกตได

ชัดกวาใน Passage 3 เซลลมีอัตราการแบงตวัลดลง แสดงใหเหน็ผลของของการใชอาหาร 

Osteogenic Medium ที่ลดอัตราการเจรญิเติบโต  แตเพิ่มกิจกรรมของ ALP ที่เดนชัดในชวง 7 วนั  

MSC เปนเซลลตนกําเนิดทีม่ีแนวโนมที่เปลี่ยนแปลงเปนเซลลกระดูกงายกวาเซลลตนกําเนิดที่แยก

จากไขมัน [Zhang D.Z. และคณะ 2008]  รายงานทีผ่านมา MSC ทีถู่กเลี้ยงใน passage ที ่ 5 

เปนตนไปหลังจากการแยก จะมีเร่ิมมีการเสียสภาพการเปนเซลลตนกาํเนิดไป [Strem และคณะ 

2005] ทําใหงานวิจัยที่เกี่ยวของจํานวนมากใช MSC ใน passage ตนๆ เทานัน้ 
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รูปที่ 4.9 กราฟแสดงกจิกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase (ALP) และการเจริญเติบโต

ของเซลลตนกาํเนิด (MSC) ที่เลี้ยงในอาหาร Normal Medium และ Osteogenic Medium ของ 

Passage ที่ 2 และ 3 บน Polystyrene cell culture plate ที่สภาวะ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส, 

5% CO2 (* แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติระหวาง NM และ OM ที่ความเชื่อมัน่ 

95% ในชวงเวลาเดียวกนั) (ไมมีการทดสอบนัยสําคญัทางสถิติในรูปลางเนื่องจากใชตัวอยางหา

ปริมาณ ALP 3 ซ้ํา และใชนยัสําคัญจํานวนเซลลโดยตรง 1 ซ้ํา) 
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(a) passage 2 

 
(b) passage 3 

 
รูปที่ 4.10 เซลลตนกําเนิดกําเนิดจากไขกระดูก (MSC) (a) passage 2 และ (b) passage 3 ที่

เจริญเติบโตบนจานเลี้ยงเซลล polystyrene ในอาหารเลี้ยงเซลล Normal Medium และ 

Osteogenic Medium ที่สภาวะ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 
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4.3 สมบัติทางชีววิทยาของโครงเลี้ยงเซลล 
4.3.1 การทดสอบการยึดติดและเจริญเติบโตของเซลล 
  

การทดสอบความเขากันไดทางชีววิทยาของ MSC บนโครงเลี้ยงเซลล Gel และ Gel/HA 

ทําโดยวัดจํานวนเซลลที่ยึดเกาะ และเจริญเติบโตของเซลลเลี้ยงในอาหารปกติ  (α-MEM, 15% 

FBS, 100 U/ml penicillin/streptomycin) โดยการวัดจํานวนเซลลโดยใชวิธี DNA assays การ

ทดลองชี้ใหเห็นวาเซลลสามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตไดบนโครงเลี้ยงทั้งสองชนิด โดย MSC 

สามารถยึดบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA สูงกวาโครงเลี้ยงเซลล Gel  อาจเนื่องมาจากคณุสมบตัทิาง

กายภาพของโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ที่มีพื้นผิวของโครงเลี้ยงเซลลที่ขรุขระ ทําใหมีพื้นที่การยึด

เกาะไดมากกวาพื้นผิวของโครงเลี้ยงเซลล Gel ที่มีผิวเรียบ การเจริญเติบโตของเซลลที่เวลา 3, 5 

และ 7 วัน พบวาเซลลสามารถเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลทั้ง 2 ชนิดไดโดยไมมีความแตกตาง

อยางมีนัยสําคัญ คาเวลาการแบงตัวทวีคูณ (population doubling time, PDT) ของโครงเลี้ยง

เซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีคาเปน 233.8 และ 250.8 ชั่วโมงตามลําดับ 
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รูปที่ 4.11  การยึดเกาะ และเจริญเติบโตเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก (MSC) บนโครงเลี้ยงเซลล

เจลาติน (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต (Gel/HA) ในอาหารเลี้ยงเซลล 

Normal Medium ที่สภาวะแบบสถิตยที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส, 5% CO2  (* แสดงความ

แตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน) 
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4.3.2 การเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูกของ MSC บนโครงเลี้ยงเซลลในสภาวะการเลี้ยงแบบ

สถิตย 

การทดสอบการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกของของเซลล MSC บนโครงเลี้ยง Gel

และโครงเลี้ยง Gel/HA โดยนํามาเพาะเซลลจํานวน 6x106 เซลลตอซม.3  ซึ่งมีรายงานวาเหมาะสม

ในการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูก เนื่องจากเซลลมี cell-cell interaction เมือ่เลี้ยงในอาหาร 

NM และอาหาร OM [Ozawa และคณะ 1996]   ในอาหาร NM พบวาจํานวนเซลลที่เลี้ยงใน

สัปดาหที่ 3 และ 4 จํานวนเซลลบนโครงเลี้ยง Gel มีจํานวนสูงกวาโครงเลี้ยง Gel/HA อยางมี

นัยสําคัญ สวนในอาหารที่เลี้ยงดวย OM สัปดาหที ่  4 จํานวนเซลลบนโครงเลี้ยง Gel มีจํานวน

มากกวาโครงเลี้ยง Gel/HA อยางมนีัยสําคัญ (รูปที่ 4.12 (a)) โดยจํานวนเซลลทีเ่ลี้ยงในอาหาร 

OM มีจํานวนเซลลนอยกวาในอาหาร NM ตลอด 4 สัปดาห เนื่องจากมีเซลลการเปลี่ยนแปลงไป

เปนกระดูกทําใหมีการเจริญเติบโตของเซลลลดลง [Belmonte และคณะ 2005]  

เซลลตนกาํเนดิที่เลี้ยงในอาหาร NM บนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มกีิจกรรมของเอนไซม 

ALP สูงกวาโครงเลี้ยงเซลล Gel อยางมนีัยสําคัญทางสถิติในสัปดาหที่ 2-4 เซลลสามารถสราง 

ALP บนโครงเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิดใน OM มากกวาในอาหาร NM เมื่อเทียบจํานวนเซลลที่เทากนั  

แตในโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มี ALP สูงกวาอยางมีนยัสําคัญทางสถิติในสัปดาหที ่ 4 เมื่อ

เปรียบเทียบกบัโครงเลี้ยงเซลล Gel  (รูปที่ 4.12 (b)) ปริมาณของแคลเซียมในโครงเลี้ยงเซลล 

Gel/HA สูงกวาโครงเลี้ยงเซลล Gel อยางมีนัยสาํคัญในอาหารทั้ง 2 ชนิด ที่สัปดาห 3 และ 4 ดงัรูป

ที่ 4.12 (c) แสดงใหเหน็วาเซลลมีการสรางแคลเซียมขึ้นมา เนื่องจากเซลลถูกชักนําให

เปล่ียนแปลงไปเปนกระดูก  

ผลการทดลองแสดงใหเหน็วา OM ทําใหเซลลเจริญเติบโตชา และมีผลกระตุนกิจกรรม

ของเอนไซม ALP ในโครงเลี้ยงเซลล Gel แตไมมีผลตอปริมาณแคลเซียมเพราะ 4 สัปดาหอาจยงั

ไมเห็นการใหแคลเซียมสูงสดุ ใน Osteogenic medium จะใหกิจกรรมของเอนไซม ALP สูงสุดใน

สัปดาหที่ 2 ซึ่งเปน early marker และแคลเซียมจะเริม่สูงในสัปดาหที ่ 3 เปนตนไป โดยเปน late 

marker ซึ่งแสดงใหเห็นวาเซลลตนกําเนิดมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูก [Porter R. 2004] 

จากรายงานการเลี้ยง MSC ในโครงเลี้ยงเซลลไคโตซานและคอลลาเจนจะเริ่มปริมาณแคลเซียมสูง

ที่สุดในสัปดาหที่ 3 [Arpornmaeklong และคณะ 2007] แต OM ไมมีผลตอโครงเลี้ยงเซลล 

Gel/HA เพราะมี  ไฮดรอกซีอะพาไทตซึ่งทําใหเซลลเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดกูไดอยูแลว แต 

OM จะมีผลอยางชัดเจนตอเซลลตนกาํเนดิก็ตอเมื่อเซลลไมไดรับการชักนาํจากตัวโครงเลี้ยงเซลล  
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รูปที่ 4.12  กราฟแสดงจํานวนของเซลล (a), กิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase (ALP) 

(b) และปริมาณแคลเซียม (c) จากเซลลตนกําเนิดไขกระดูกจากหนู Wistar ที่เลี้ยงในอาหาร NM 

และ OM บน โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต 

(Gel/HA) ที่สภาวะ อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2   (* แสดงความแตกตางกนัอยางมี

นัยสําคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล Gel) 

(a) 
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รูปรางของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลทัง้สองชนิดในสัปดาหที่ 4 แสดงดงัรูปที่ 4.13 เมื่อเลี้ยง

บนโครงเลี้ยงเซลล Gel ในอาหาร NM  เซลล MSC มีรูปรางแผยาวเรียวคลายกระสวย (spindle 

shape) แตเมื่อใชโครงเลี้ยงเซลล Gel เลี้ยงอาหาร OM หรือโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ที่เลี้ยงใน

อาหารทั้งสองชนิดจะมีรูปรางกลม (round shape) ดังนัน้จะเหน็ไดวาไฮดรอกซีอะพาไทตจะเปน

ตัวที่ชักนําใหเซลลตนกําเนิด (MSC) สามารถเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกได [Shimaoka H. 

และคณะ 2006] ไมวาจะอยูในอาหาร OM หรือ NM  

 
   NM      OM 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.13 ลักษณะของเซลลตนกําเนิดกําเนิดจากไขกระดูก (MSC) โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินใน

อาหารเลีย้งเซลล Normal Medium (a), Osteogenic Medium (b)  และ โครงเลีย้งเซลลเจลาติน

ผสมไฮดรอกซีอะพาไทตในอาหารเลี้ยงเซลล Normal Medium (c) และ Osteogenic Medium 

(d) ที่เวลา 4 สัปดาห สภาวะ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 
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4.4 การออกแบบ และทดสอบเครื่องปฏิกรณชวีภาพ 
 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานที่สรางขึ้นโดยใชอะคริลิกเปนวัสดุในการผลิต 

ประกอบดวยตัวใหโครงเลีย้งเซลล และรังผึ้งเพื่อใหอาหารกระจายตัวไดดีทั้งโครงเลีย้งเซลล ใชทอ

ซิลิโคนเปนตัวขนสงอาหาร สามารถประกอบและใชงานไดงาย และสามารถฆาเชื้อดวยกาซเอธิลีน

ได แสดงในภาคผนวก ข การทดสอบเครื่องปฏิกรณชีวภาพกับปม Peristaltic โดยใหปมหมุนที่

ความเร็วรอบตางๆ โดยหาอตัราการไหลผานเครื่องปฏกิรณชีวภาพ แสดงในภาคผนวก ค โดย

ความเร็วรอบของการหมุนสามารถควบคุมอัตราการไหลได หลังจากนั้นเลือกใชความเร็วรอบที ่ 70 

รอบตอนาที ซึง่ทาํใหไดอัตราการไหลอยูที ่1 มิลลิลิตรตอนาที และใชอัตราการไหลนี้ทาํการทดลอง 

ซึ่งอัตราไหลดงักลาวทีเ่ลือกใชเปนอัตราการไหลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานในชวง 1-3 

มิลลิลิตรตอนาท ี ซึ่งทาํใหเซลลตนกําเนิดเจริญเติบโต และชักนาํใหเซลลเปล่ียนแปลงไปเปนเซลล

กระดูกไดด ี [Hosseinkhani H. และคณะ 2006]   

 
4.5 การทดสอบการเจริญเติบโตและการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูกในเครื่อง
ปฏิกรณชวีภาพ 
4.5.1 การเจรญิเติบโตและการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกของเซลลตนกําเนิดกําเนิดจากไข

กระดูก (MSC) ที่เลี้ยงในอาหารปกต ิ(NM)  

การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก (MSC) เพาะเซลล 5x105 เซลลตอโครง

เล้ียงเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในอาหารเลี้ยงเซลลปกติ เปรียบเทียบกันระหวางสภาวะ

สถิตย โดยนําโครงเลี้ยงเซลลที่เพาะไดไปเล้ียงใน 6-well plate และอีกสภาวะของการเลี้ยงนําไป

เล้ียงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผาน โดยมีการหมุนวนของอาหารผานโครงเลี้ยงเซลลที่

อัตราเร็ว 1 มิลลิลิตร/นาที พบวาการเลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพมีจํานวนเซลลบนโครงเลี้ยง

เซลลมากกวาในสภาวะแบบสถิตย ดังรูป 4.14 (a) โดยตั้งแตวันที่ 7 จนถึงวันที่ 14 ของการเลี้ยงมี

ความแตกตางกันทางสถิติ โดยคาเวลาการแบงตัวทวีคูณของการเลี้ยงสภาวะสถิตยและเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพมีคาเปน 253.1 และ 192.9 ชั่วโมงตามลําดับ ทั้งนี้เนื่องจากการเจริญเติบโตของ

เซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานจะมีอาหารไหลผานโครงเลี้ยงเซลลตลอดเวลา ไมมี

การสะสมของเสียไวในสวนกลางของตัวโครงเลี้ยงเซลล เนื่องจากการเลี้ยงแบบนี้จะทําใหไมมี

ปญหาเรื่องการถายโอนมวลสาร (mass transfer) เซลลสามารถเจริญและมีชีวิตรอดทั่วทั้งโครง

เลี้ยงเซลล ซึ่งจะแตกตางกับแบบสภาวะสถิตยที่เซลลจะสามารถเจริญเติบโตไดมากเฉพาะที่ผิว

ของเซลล [Martin I. และคณะ 2004] 
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เซลลตนกาํเนดิที่เลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในอาหารปกติ เลีย้งในเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพแบบไหลผานมีกิจกรรมของ ALP สูงกวาการเลีย้งในสภาวะสถิตย 1.67 เทาในวนัที่ 14 ซึ่ง

มีความแตกตางอยางมีนยัสาํคัญทางสถิตใินวนัที ่ 3-14 เมื่อเทียบจาํนวนเซลลที่เทากัน  ดังรูปที่ 

4.14 (b)  ปริมาณของแคลเซียมดังรูปที่ 4.14 (c)  ในโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพา

ไทตที่เลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพสงูกวาสภาวะสถิตย 2.3 เทา และมีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญวันที ่ 7-14 แสดงใหเห็นวาเซลลมีการสรางแคลเซียม เนื่องจากเซลลถูกชักนําให

เปล่ียนแปลงไปเปนกระดูก โดยการเลี้ยงในเครื่องปฏกิรณชีวภาพมกีารใหแรงทางกล เชน แรง

เฉือน (Shear force) จากการไหลของอาหารเลี้ยงเซลล ทําใหเกิดการชักนาํใหเซลลเปล่ียนแปลง

ไปเปนเซลลกระดูก [Singh H. และคณะ 2005] 
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รูปที่ 4.14  กราฟแสดงจํานวนของเซลล (a), กิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase (ALP) 

(b) และปริมาณแคลเซียม (c) บนโครงเลีย้งเซลล Gel/HA ที่เลีย้งแบบสถิตย  และแบบใชเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพในอาหาร Normal Medium ที่สภาวะ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส, 5% CO2 (*

แสดงความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับการเลี้ยงแบบสถิตย) 

(a) 

(b) 

(c) 
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4.5.2 การเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูกของเซลลตนกาํเนิดกาํเนิดจากไขกระดูกของหนู Wistar 

ที่เลี้ยงในอาหาร Osteogenic Medium  

เซลลตนกาํเนดิที่เลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในอาหาร Osteogenic Medium พบวา

การเลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพมจีํานวนเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลมากกวาในสภาวะแบบสถิตย

ในสัปดาหที่ 2 และ 4 ดังรูป 4.15 (a)  การเลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานมกีิจกรรม

ของ ALP สูงกวาการเลี้ยงในสภาวะสถิตย ดังรูปที่ 4.15 (b)  ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ

ทางสถิติในสปัดาหที่ 2 และ 4 เมื่อเทยีบจํานวนเซลลทีเ่ทากัน  ปริมาณของแคลเซียมดังรูปที ่4.15 

(c) ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพสูงกวาแบบสถิตยอยางมนียัสําคัญสัปดาหที ่2 และ 4 แสดงใหเหน็วา

เซลลเปล่ียนแปลงไปเปนเซลลกระดูกและมีการสรางแคลเซียมขึ้นมา ปริมาณเซลลในโครงเลี้ยง

เซลลในสัปดาหที ่ 4 ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพมีความหนาแนนมากกวาในสภาวะแบบสถิตย ดงัรูป

ที ่4.16 การตรวจสอบการเลี้ยงเซลลตนกาํเนิดบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในอาหาร OM ในเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพใหผลของ ALP และแคลเซียมสูงกวา 1.2 และ 1.14 เทาตามลําดับเมือ่

เปรียบเทียบกบัสถาวะสถิตย เมื่อเปรียบเทียบกับผล 4.5.1 ในอาหารปกติในวนัที ่14 ซึ่งเปนผลมา

จากทั้ง 2 ปจจัย คือ อาหารและสภาวะการเลี้ยงทีจ่ะทําใหเซลลมกีารเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลล

กระดูกไดดี  ผลของ EDS โดยมีลําอิเลก็ตรอน (electron beam) รัศมีขนาด 5 ไมโครเมตร และ

เซลลมีขนาดประมาณ 10 ไมโครเมตร ทําใหลําอเิล็กตรอนยิงทีเ่ซลลโดยไมตกกระทบบริเวณ

ขางเคียง พบวาเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตในอาหารเลีย้งเซลล 

Osteogenic Medium แบบสภาวะสถิตย  และแบบใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพที่เวลา 4 สัปดาห 

แสดงในรูป 4.15 (c)  ไดคา แคลเซียมตอฟอสฟอรัส (Ca:P) เทากับ 1.55 และ 1.61 ตามลําดับ 

(ตารางที่ 4.4) ซึ่งแคลเซียมตอฟอสฟอรัส ของกระดูกมนษุยจะอยูในชวง 1.15 – 1.70 ซึ่งอัตราสวน

ดังกลาวขึ้นอยูกับโครงสรางของแคลเซียมและฟอสฟอรสั โดย 1.00 เปน ไดแคลเซยีมฟอสฟอเฟต, 

1.33 เปน ออกตะแคลเซียมฟอสฟอเฟต 1.50 เปน ไตรแคลเซียมฟอสฟอเฟต และ 1.67 เปน ไฮด

รอกซีอะพาไทต [Hwang Y.S. และคณะ 2009] 

จากรายงานการวิจัยที่ผานมา Takashi Y. และคณะ (2004) ใช MSC เล้ียงบนโครงเลี้ยง

เซลลจากเจลาตินผสม β-tricalcium phosphate ที่อัตราสวนรอยละ 10 ตอ 90 โดยใชเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพแบบปนกวนเปรียบเทียบกับสภาวะสถิตย เปนเวลา 28 วัน พบวาการเลี้ยงใน

เครื่องปฏิกรณชีวภาพมีปริมาณเซลลสูงกวา 1.33 เทา กิจกรรมของเอนไซม ALP สูงกวา 7 เทา 

และปริมาณ Osteocalcin สูงกวา 1.1 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะสถิต [Takashi Y. และคณะ 

2004]  และ Zhi-Yong และคณะ (2009)  ไดทําการเลี้ยงเซลลตนกําเนิดของมนุษยบนโครงเลี้ยง

เซลล polycaprolactone–tricalcium phosphate (PCL–TCP) ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ 
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biaxial rotating เพื่อใหเจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลงไปเปนกระดูก พบวาหลังการเลี้ยงเปนเวลา 

28 วันในอาหาร osteogenic medium พบวาเซลลเพิ่มจํานวนเปน 2 เทาของเซลลเร่ิมตน และ

เซลลมีชีวิตอยูในโครงเลี้ยงเซลลลึกจากผิว 2 เซนติเมตร มีการสราง alkaline phosphatase  และ

แคลเซียม 1.5 เทา และ 5.5 เทา ตามลําดับเมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงในสภาวะสถิตย [Zhi-

Yong และคณะ 2009]   

ดังนัน้การเพาะเลี้ยงเซลลการเพาะเลีย้งเซลลตนกําเนิดบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA โดยใช

เครื่องปฏิกรณชีวภาพจะชวยใหเซลลเจรญิเติบโตไดดี เนื่องจากมีการไหลของอาหารตลอดเวลา 

ทําใหเซลลในสวนกลางของโครงเลี้ยงเซลลไดรับอาหาร และออกซิเจนตลอดเวลา นอกจากนัน้ยงั

ชวยในการขับของเสียออกจากโครงเลีย้งเซลลอยางไดด ี และการใชแรงเฉือนจากการไหลของ

อาหารยังชวยทําใหเซลลสามารถเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกไดดวย ดังสรุปในตารางที่ 4.5 

โดยขอดีของการใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานคือทําใหเซลลเจริญเติบโต และชกันํา

เปล่ียนแปลงไปเปนกระดูกไดดี เมื่อเปรียบเทียบกับการใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบหมนุทีม่ีการ

ลอยแบบอิสระของโครงเลี้ยงเซลล ทําใหโครงเลี้ยงเซลลไปชนกับผนังของเครื่องปฏิกรณชีวภาพ

โดยเซลลไดรับความเสยีหาย [Zhang Z.Y. และคณะ 2009]   
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รูปที่ 4.15  กราฟแสดงจาํนวนของเซลล (a), กิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase (b) 

และปริมาณแคลเซียม (c) บนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ที่เลี้ยงแบบสถิตย (Static) และแบบใช

เครื่องปฏิกรณชีวภาพ (Bioreactor) ในอาหาร Osteogenic Medium ที่สภาวะ อุณหภูม ิ37 องศา

เซลเซียส, 5% CO2 (* แสดงความแตกตางกันอยางมนียัสําคัญ (p < 0.05) เมื่อเทยีบกับการเลี้ยง

แบบสถิตย) 

(a) 

(b) 

(c) 
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รูปที่ 4.16 ลักษณะของเซลลตนกําเนิดกําเนิดจากไขกระดูก (MSC) โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสม     

ไฮดรอกซีอะพาไทตในอาหารเลี้ยงเซลล Osteogenic Medium แบบสภาวะสถิตย (a-b) และแบบ

ใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพ  (c-d)  ที่เวลา 4 สัปดาห สภาวะ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 
 
ตารางที ่4.4 แสดงผลจากการตรวจสอบดวย EDS  ของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดร

อกซีอะพาไทตในอาหารเลีย้งเซลล Osteogenic Medium แบบสภาวะสถิตย  และแบบใชเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพที่เวลา 4 สัปดาห ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 

Condition 
Element 

Static Bioreactor 

O 64.36 66.80 

P 13.93 12.73 

Ca 21.72 20.47 

Total 100 100 

Ca:P 1.55 1.61 

* หมายเหตุ Ca:P ในกระดูกมนุษยคาจะอยูประมาณ 1.15-1.70 [Hwang Y.S. และคณะ 2009] 

(a) (b) 

(c) (d) 
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รูปที ่ 4.17 กราฟเสนแสดงผลจากการตรวจสอบดวย EDS ของเซลลบนโครงเลีย้งเซลลเจลาติน

ผสมไฮดรอกซีอะพาไทตในอาหารเลี้ยงเซลล Osteogenic Medium แบบสภาวะสถติย (a)  และ

แบบใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพ (b) ที่เวลา 4 สัปดาห ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 
 
 

(a) 

(b) 

Ca:P = 1.55 

Ca:P = 1.61 
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ตารางที ่4.5 สรุปการเลี้ยง MSC บนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในสภาวะแบบสถิตย และเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพในอาหาร Normal Medium และ Osteogenic Medium ที่อุณหภูม ิ37 องศา

เซลเซียส, 5% CO2  

Static Bioreactor 
Condition of culture 

NM OM NM OM 

Time (days) 14 14 14 14 

Cells seeded (cells) 5x105 1x106 5x105 1x106 

PDT (hrs) 253.08 261.13 233.80 242.23 

Number of cells attached 

at 6 hrs (cells/mm3) 

5.2x103 

(91%) 

13.5x103 

(93%) 

5.2x103 

(91%) 

13.5x103 

(93%) 

Maximum cells density 

(cells/mm3) at 14 days 

1.0x104 1.3x104 1.5x104 2.8 x104 

ALP (x10-7 mM/cell) 14.7 19.3 24.8 31.2 

Calcium (x10-7 mg/cell) 1.6 1.8 3.7 4.3 

* จานเพาะเลีย้งเซลลพื้นที่ = 188.57 ตารางมิลลิเมตร 

   โครงเลี้ยงเซลลปริมาตร = 69±3 ลูกบาศกมิลลิเมตร  
 
 
4.6 การเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลโดยเครื่องปฏิกรณชวีภาพ 
 การเพาะเซลลลงบนโครงเลีย้งเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพซึง่มกีารติดตั้งเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพคลายกับการทดลองในสวนของการทดลองที่ 3.4.10  แตวางโครงเลี้ยงเซลลเปลา

ลงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ และใชเซลลแขวนลอยในอาหารอาหารปกติ (α-MEM, 15% FBS, 

100 U/ml penicillin/streptomycin) เขมขน 2x104 และ 5x104 เซลล/มิลลิลิตร  ใสในขวดอาหาร

เลี้ยงเซลล และใหใหเซลลแขวนลอยหมนุอยูในระบบ ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาท ีและเกบ็

ตัวอยางที่เวลา 6 และ 24 ชั่วโมง นาํตัวอยางชิน้งานมาตัด 3 ตําแหนง คือ ชวงทีเ่ซลลแขวนลอย

ไหลเขาโครงเลี้ยงเซลล (0-0.6 มิลลิเมตร), ชวงตรงกลางของโครงเลีย้งเซลล (0.6 –1.4 มิลลิเมตร) 

และชวงทายของโครงเลี้ยงเซลล (1.4-2 มลิลิเมตร) ดังรูปที่ 4.18 เพื่อประเมินการยดึเกาะของเซลล

ตลอดทั้งโครงเลี้ยงเซลล พบวาเมื่อเวลาผานไป 6 และ 24 ชัว่โมง เซลลสามารถยึดเกาะใน

ตําแหนงตางๆ ไดประมาณรอยละ 20 ของปริมาณเซลลทั้งหมดแมวาจะใชเซลลแขวนลอยที่ความ

เขมขนของเซลลตางกนั โดยเมื่อใชเซลลแขวนลอยเจือจาง (2x104 เซลล/มิลลิลิตร) จะไดปริมาณ
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เซลลยึดเกาะรวม 3.5x105 เซลล (5.1x103 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร) และเมื่อเพิ่มความเขมขน

ของเซลลแขวนลอยเปน 5x104 เซลล/มิลลิลิตร ปริมาณเซลลที่ยึดเกาะเพิ่มข้ึนเปน 8.9 x105 เซลล 

(1.3x104 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร) เมื่อเพิ่มเวลาในการหมนุวนของเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

พบวาปริมาณเซลลที่ยึดเกาะไมเพิ่มข้ึนอยางมนีัยสาํคัญเทียบกบัการเพาะเซลลโดยใชเวลา 6 

ชั่วโมง (รูปที ่ 4.19) ปริมาณเซลลทีก่ระจายในโครงเลีย้งเซลลขนาดนี้คอนขางสม่าํเสมอ โดยที่

ทางเขาของสายปอนมีปริมาณเซลลสูงกวาเล็กนอย การกระจายตวัของเซลลหลงัการเพาะแสดง

รูปที่ 4.20  ชวงทางเขา, กลาง และทายโครงเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิดมีรอยละการยดึเกาะของเซลล

เทากับ 22.994, 20.332 และ 20.474 ตามลาํดับ เซลลสามารถยดึเกาะและกระจายตวัไดดีทั้ง

โครงเลี้ยงเซลล โดยดูไดจากภาพ SEM ที่ตําแหนงตางๆ ของโครงเลีย้งเซลล (ตารางที่ 4.6) จาก

รายงานการเพาะเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบตางๆ โดยใหเซลลแขวนลอยเคลื่อนที่ผาน

เขาไปในโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรุน พบวาเซลลสามารถยดึเกาะกับโครงเลี้ยงเซลลไดดีตลอดทั้งชิ้น 

ความหนาแนนของเซลลที่เพาะได 2x104 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร โดยคิดเปนรอยละ 80 ของ

ปริมาณเซลลที่ใชทัง้หมด [Bueno M. และคณะ 2007]  ปริมาณเซลลยึดเกาะไดบนโครงเลี้ยง

เซลลนอกจากจะขึ้นอยูกับชนิดของสารทีน่ํามาผลิตโครงเลี้ยงเซลล, พื้นผวิที่สัมผัสภายใน และ

ความพรุน ทําใหปริมาณเซลลที่เกาะไดสูงสุดจากรายงานการวิจัยตางๆตางกนั งานวิจัยนี้ถึงแมจะ

ใชเจลาตินที่มหีมูกรดอะมิโน RGD ซึ่งเซลลสามารถยดึเกาะไดดี แตโครงเลี้ยงเซลลมีความพรนุ

คอนขางต่ํา คือประมาณ 50-60%   เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานอื่นๆ และมีความหนาแนนของ

โครงเลี้ยงเซลลคอนขางสงูสบืเนื่องจากใชวิธีการขึ้นรูป แตก็ไดแสดงใหเหน็วาการเพาะเซลลลงบน

โครงเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ สามารถใชเซลลแขวนลอยเจือจางเพาะใหไดเซลลมีความ

หนาแนนสูงขึน้บนโครงเลี้ยงเซลล โดยเซลลสามารถกระจายตวัทัว่ทัง้โครงเลี้ยงเซลล 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

รูปที่ 4.18 แสดงตําแหนงหนวยมิลลิเมตรของโครงเลี้ยงเซลลที่ตัดนาํมาวิเคราะหหาปริมาณเซลล 

I←0.6→I←0.8→I←0.6→I 

Medium Inlet 
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รูปที ่ 4.19 รอยละของเซลลหลังการเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลล Gel และ Gel/HA เมื่อเทยีบ

กับจํานวนเซลลทั้งหมดที่ใชในการทดลอง โดยเครือ่งปฏิกรณชีวภาพโดยใชเซลลความเขมขน 

2x104 และ 5x104 เซลล/มิลลิลิตร ที่เวลา 6 และ 24 ชั่วโมง โดยมีเซลลวนอยูในระบบ 30 มิลลิลิตร 

เพาะในอาหาร α-MEM+FBS 15% ที่สภาวะ อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 (*,# แสดง

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับเซลลความเขมขน 2x104 ที่เวลา 6 

และ  24 ชั่วโมง) 
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0 mm.    1.00 mm.   2.0 mm 

 
 

 
 

 
 

 
 
รูปที ่ 4.20 การกระจายตัวของเซลลหลงัการเพาะเซลลลงบนโครงเลีย้งเซลลเจลาตินผสมไฮดรอก

ซีอะพาไทต โดยเครื่องปฏิกรณชีวภาพโดยใชเซลลความเขมขน  2x104 เซลล/มิลลิลิตร ที่เวลา 6 

ชั่วโมง (A), 2x104 เซลล/มิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง (B),  5x104 เซลล/มิลลิลิตร ที่เวลา 6 ชั่วโมง 

(C) และ 5x104 เซลล/มิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง (D)  รูปซายมือเปนตําแหนงที่ 0 มิลลิเมตร รูป

กลาง 1.0 มิลลิเมตร และรูปขวามือ 2.0  มิลลิเมตร จากทางเขาของสายปอน  โดยมีเซลลวนอยูใน

ระบบ 30 ml เพาะในอาหาร α-MEM+FBS 15% ที่สภาวะ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส, 5% CO2 
 

A 

B 

C 

D 
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ตารางที ่ 4.6 เปรียบเทียบการเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ

ตางๆ    

เครื่องปฏิกรณ
ชีวภาพ 

เซลล โครงเลี้ยงเซลล/
ขนาด 

(มิลลิเมตร) 

ความหนาแนน
ของเซลล 

(เซลล/ลูกบาศก
มิลลิเมตร) 

แหลงอางอิง 

spinner flask chondrocytes Alginate/ 

7x5x2 

 

7.1x105 Almarza และ 

Athanasiou 

(2004) 

radial perfusion NIH/3T3 PLLA/ 

1x3x20 

3.3x104 Kitagawa และ

คณะ (2006) 

oscillating 

perfusion 

MSC Hyaff 11® 

D=5 , H=4 

2.5x105 Wendt และคณะ 

(2003) 

perfusion MSC PET 

D=1.6, H=1.2 

3.1x105 Zhao และ Ma 

(2005) 

static MSC β-Tricalcium 

phosphate 

5x5x5 

4x104 Wang และคณะ 

(2006) 

 
 
4.7 การเขากันไดกับเซลลภายในรางกาย (In vivo biocompatibility) 

การทดสอบความเขากันไดกับเซลลภายในรางกาย โดยนําโครงเลี้ยงเซลล Gel และโครง

เล้ียงเซลล Gel/HA โดยผานกาซเอธิลีนออกไซด จากนั้นฝงใตแผนหลังของ Wistar rat เพศเมีย 

อายุ 8 สัปดาห ดังรูปที่ 4.21 
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รูปที่ 4.21 แสดงโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel) และ โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพา

ไทต (Gel/HA) ที่ฝงใตแผนหลังของหนู Wistar ในสัปดาหที ่4 หลังจากการฝง 

 

ลักษณะโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ  เมื่อฝงบริเวณใตแผนหลังของหนูที่เวลา 4 สัปดาห  

ไดผลดังรูปที่ 4.22  สุขภาพของหนูปกติตลอด 4 สัปดาหของการเลี้ยง โดยไมพบผื่นแดงขึ้นที่

ผิวหนัง ขนหนูไมรวง และไมเกิดการเปนหนองบริเวณที่ฝงโครงเลี้ยงเซลล เมื่อพิจารณาการยอย

สลายของโครงเลี้ยงเซลล เมื่อระยะเวลาผานไปโครงเลี้ยงเซลลเกิดการยอยสลายมากขึ้น ขนาด

ของโครงเลี้ยงเซลลเล็กลง โดยที่ระยะเวลา 4 สัปดาห โครงเลี้ยงเซลล Gel เกิดการยอยสลายหมด 

Gel/HA Gel 



 

 
78 

ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ยังคงเหลือชิ้นโครงเลี้ยงเซลลอยู พิจารณาพังผืดที่หอหุมบริเวณ

ที่เคยฝงโครงเลี้ยงเซลล Gel  ไว และที่โครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ที่เหลืออยู ซึ่งแสดงถึงการมีส่ิง

แปลกปลอมเขาสูรางกาย ทําใหมีเซลลที่มีหนาที่กําจัดสิ่งแปลกปลอมเขามากําจัดหรือยอยสลาย

โครงเลี้ยงเซลลหมดกอนเวลา 4 สัปดาห  

เมื่อทําการตรวจสอบเนื้อเยื่อโดยใชเทคนิคการยอมสีแบบ H&E  พิจารณา พบวาโครง

เล้ียงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต  ที่สัปดาหที่ 4 (รูปที่ 4.25, 4.26) เปรียบเทียบกับโครง

เลี้ยงเซลลกอนการนําไปฝงใตผิวหนังของหนู (รูปที่ 4.24) เซลลไฟโบรบลาสสามารถเขามาภายใน

โครงเลี้ยงเซลลไดอยางทั่วถึง มีเสนเลือดงอกใหมเพื่อหลอเลี้ยงโครงเลี้ยงเซลลและมีการสรางเสน

ใยคอลลาเจนขึ้นมาใหม (สีชมพูออน)  สวนของโครงเลี้ยงเซลลเร่ิมนอยลง (สีชมพูเขม) เนื่องจาก

เกิดการยอยสลาย (รูปที่ 4.27)  สวนการยอมสีแบบ Von Kossa ซึ่งจะติดสีน้ําตาลบริเวณที่เปน

แคลเซียมพบวาไฮดรอกซีอะพาไทดยังคงอยูทั่งโครงเลี้ยงเซลล แตยังไมมีแคลเซียมที่สรางขึ้นมา

ใหม (รูปที่ 4.29)  เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลกอนการนําไปฝงใตผิวหนังของหนู (รูปที่ 4.28)   

จากการการตรวจสอบเนื้อเยื่อนี้แสดงใหเห็นวา โครงเลี้ยงเซลลที่โครงเลี้ยงเซลล Gel/HA 

มีสมบัติการเขากันไดกับเซลลภายในรางกายได ไมมีการอักเสบ มีการสรางเสนใยคอลลาเจนและ

มีอัตราการยอยสลายชากวาโครงเลี้ยงเซลล Gel 
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รูปที่ 4.22 ภาพถายโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต (Gel/HA)  หลังจากฝงใต

แผนหลัง Wistar rat อายุ 8 สัปดาห ที่ระยะเวลา 4 สัปดาห 

 

Gel/HA 
Gel 

Gel/HA 
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รูปที่ 4.23 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่ยงัไมไดฝงใตผิวหนงับนหลังหนู โดยผานการตดัตามขวางและ

ยอมสีดวยเทคนิค H&E  

500 um 
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รูปที่ 4.24 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตทีย่ังไมไดฝงใตผิวหนังบนหลงัหน ูโดย

ผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  

500 um 
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รูปที่ 4.25 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตที่ฝงใตผิวหนังบนหลังหนูเปนเวลา 4 

สัปดาห โดยผานการตัดตามขวางและยอมสีดวยเทคนคิ H&E สวนทีอ่ยูในกรอบสี่เหลี่ยมแสดง

ภาพกาํลังขยายสูงในรูปที่ 4.26 

500 um 
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รูปที่ 4.26 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตที่ฝงใตผิวหนังบนหลังหนูเปนเวลา 4 

สัปดาห โดยผานการตัดตามขวางและยอมสีดวยเทคนคิ H&E กําลังขยาย 40  เทา (ภาพจากสวน

ที่อยูในกรอบสี่เหลี่ยมรูปที่ 4.25) 
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รูปที่ 4.27 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตที่ฝงใตผิวหนังบนหลังหนูเปนเวลา 4 

สัปดาห โดยผานการตัดตามขวางและยอมสีดวยเทคนคิ H&E  กาํลังขยาย 100  เทา (โดย NC คือ 

เสนเลือดที่เกดิขึ้นใหม และ CF คือ คอลลาเจนที่สรางขึ้น) 

 

 

 

NC 

CF 
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รูปที่ 4.28 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตทีย่ังไมไดฝงใตผิวหนังบนหลงัหน ูโดย

ผานการตัดตามขวางและยอมสีดวยเทคนคิ Von Kossa 

500 um 
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รูปที่ 4.29 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตที่ฝงใตผิวหนังบนหลังหนูเปนเวลา 4 

สัปดาห โดยผานการตัดตามขวางและยอมสีดวยเทคนคิ Von Kossa  

500 um 



 

 

บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจยั 

 

งานวิจยันี้ไดเปรียบเทียบการการเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกของ

เซลลตนกาํเนดิ ในโครงเลี้ยงเซลล 2 ชนิด คือ โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินชนิด B (Gel) และโครงเลี้ยง

เซลลเจลาตินชนิด B ผสมไฮดรอกซีอะพาไทต อัตราสวน 30/70 โดยน้ําหนัก (Gel/HA) ที่

อัตราสวนตาง ๆ ข้ึนรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบทําใหเปนเนื้อเดยีวกนั (Homogenization) ใช

สารละลายกลตูารัลดีไฮดเขมขน 0.01 โดยน้ําหนักเพื่อการเชื่อมขวาง และใชคลอโรฟอรมเปนสาร

ทําใหคงรูป ตามดวยเทคนิคทําแหงเยือกแข็ง (freeze-drying) และทําการเชื่อมโยงพนัธะโดยใช

ความรอนที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลววัดขนาดของรพูรุนพบวาโครง

เลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีขนาดของรูพรุนประมาณ 120 ไมโครเมตร และ

ความพรุนรอยละ 50-60 ซึ่งขนาดของรูพรุนและความพรุนของโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ตรียมไดอาจยัง

นอยเกนิไป ตองมีการปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลใหมีความพรุนมากขึ้น เมื่อทดสอบสมบัติเชิงกลโดย

วัดคาความทนแรงกดที่สภาวะแหง พบวาโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มคีาความทนแรงกดสูงกวาโครง

เลี้ยงเซลล Gel ผลการทดสอบสมบัตกิารทางชวีวทิยาของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกของหนู 

Wistar  (MSC) พบวาเมื่อเลี้ยงในอาหารปกติ  โครงเลีย้ง Gel สามารถทําใหเซลลเจริญเติบโตได

ดีกวา 1.25 เทา แตโครงเลีย้งเซลล Gel/HA สามารถทาํใหเซลลเปล่ียนแปลงไปเปนเซลลกระดูกได

ดีกวาโดยกิจกรรมของเอนไซม ALP สูงกวา 1.33 เทา และปริมาณแคลเซียมมากวา 1.29 เทา และ

ในอาหาร Osteogenic medium (OM) โครงเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิดสามารถทาํใหเซลล

เปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกได 

การเปรียบเทยีบการเลี้ยงเซลลโดยใชสภาวะแบบสถิตย (Static) และการใชเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพ (Bioreactor) บนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในอาหารปกติ พบวาเซลลสามารถเจริญเติบโต

ไดดีในระบบทีเ่ลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ เนื่องจากเวลาที่เซลลแบงตัวเปน 2 เทา (Population 

doubling time, PDT) นอยกวา 1.3 เทาในระบบที่เลีย้งในสภาวะแบบสถิตย และมีการชกันาํให

เกิดการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ ซึง่พบไดจากปริมาณของ

เอนไซม Alkaline phosphatase (ALP) และปริมาณของแคลเซียมที่เซลลสรางขึ้น  อัตราสวน

แคลเซียมตอฟอสฟอรัส (Ca:P) ที่ไดจากการวัดโดยใช Energy-dispersive X-ray spectroscopy 

(EDS) มีคาเทากับ 1.61 ซึ่งใกลเคียงกับกระดูกของมนุษย  
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ผลของการเพาะเซลลดวยเครื่องปฏิกรณชีวภาพโดยใหเซลลแขวนลอยไหลผานโครงเลี้ยง

เซลลทั้งสองชนิด พบวาที่ความเขมขนของเซลลแขวนลอยตางกนัมีไมผลตอรอยละการยึดเกาะ

ของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล แตไดเซลลที่มีความหนาแนนตางกนั โดยที่ความเขมขนของเซลล

เร่ิมตน 5x104 เซลล/มิลลิลิตร ทําใหมีความหนาแนนของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลมากกวา 2.5 เทา 

เมื่อเปรียบเทยีบกับความเขมขนของเซลลเร่ิมตน 2x104 เซลล/มิลลิลิตร โดยเวลา 6 และ 24 ชั่วโมง

มีผลไมแตกตางกนัหากใชเซลลแขวนลอยที่ความเขมขนเทากนั ดงันัน้เครื่องปฏิกรณชีวภาพไดเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการเพาะเซลล โดยเซลลสามารถกระจายตัวทัว่ทัง้โครงเลี้ยงเซลล และเพาะเซลล

จากเซลลแขวนลอยทีม่ีความเขมขนต่ําไดดี 

โครงเลี้ยงเซลลสองชนิดนําไปฝงใตผิวหนงับนหลงัหนทูี่เวลา 4 สัปดาห พบวาโครงเลี้ยง

เซลล Gel มีการยอยสลายไปหมด แตยงัคงพบโครงเลีย้งเซลล Gel/HA เมื่อตรวจสอบเนื้อเยื่อดวย

เทคนิค H&E และ Von Kossa พบวามกีารสรางเสนใยคอลลาเจนขึ้นมาใหมทัว่ทัง้โครงเลี้ยงเซลล 

และมีเสนเลือดเกิดขึ้นใหมเพื่อหลอเลีย้งโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA แสดงวาโครงเลี้ยงเซลลสามารถ

เขากันไดกับสัตวทดลองไดดี โดยไมเกิดการอักเสบรุนแรงผิดปกต ิ

5.2 ขอเสนอแนะ 
 

1. ปรับปรุงวิธีการผลิตโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องตีฟอง (foaming) และแชแข็งที่อุณหภูมิ

ต่ําลงเพื่อใหเปนโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดของรูพรุน และความพรุนสงูขึ้นตามที่ตองการ 

2. ใชสารประกอบอนินทรียตัวอ่ืนเขามารวมในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลดวย เชน β-

tricalcium phosphate (β-TCP) ซึ่งสารอนินทรียในกระดูกประกอบดวยไฮดรอกซีอะพา

ไทด และ β-TCP เปนหลัก นอกจากนีย้ังชวยการชักนําใหเซลลเปล่ียนไปเปนเซลลกระดูก 

3. ใชโปรตีนบางชนิด เชน Bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) มาเติมในโครงเลี้ยง

เซลล และทดสอบการปลดปลอยเพื่อการชักนาํใหเกิดกระดูกไดดีข้ึน 

4. มีการทดสอบอัตราการไหลของอาหารในเครื่องปฏิกรณชีวภาพวามีผลตอการเจริญ และ

การเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกหรือไม 

5. ทดสอบสัญญาณตัวอื่นๆ ของการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูกดวย เชน Osteocalcin 

ซึ่งเปนตวับงชีก้ารเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูก จะแสดงใหเห็นในสัปดาหที่ 3 ของการ

เลี้ยงเซลล 

6. มีการเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพกอนเพื่อใหเซลลเจริญเติบโต 

และนําไปฝงในสัตวทดลอง เพื่อดูความสามารถในการชกันาํใหเกิดกระดูกไดเร็วขึ้น

หรือไมในสัตวทดลอง 
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ภาคผนวก ก 
การวัดความทนตอแรงกด 

 
การทดสอบความทนทานตอแรงดึงโดยใชเครื่อง Universal Testing Machine ตาม

มาตรฐาน ASTM D-638 โดยใชอัตราการกด 0.5 มิลิเมตรตอนาที เพื่อคํานวณหาคา young 

modulus โดยหาไดจากคาความชนัระหวางกราฟของความเคน (compression stress) และ

ความเครียด (compression strain) ที่ initial stress-strain ในชวง 5-30% แรกของแรงกด แบบ

แหงสามารถใชโครงเลี้ยงเซลลนําทดสอบไดเลย สวนในแบบเปยกนาํโครงเลีย้งเซลลไปแชใน

สารละลาย PBS กอน 3 ชั่วโมง และซับน้าํสวนเกนิออก แลวจึงนําไปทดสอบ 

การหาคาความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลสามารถหาไดจากคาความชัน 

(Compressive modulus) ที ่ constant tensile deformation rate 0.5 มลิลิเมตร/นาท ี ในสภาพ

แหงที ่25 องศาเซลเซียส จากสูตร  

 

Compressive modulus  =  
(%)

)(
strain

kPastress  x 100 

 

การวิเคราะหความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลทําโดยการหาคาความชนั 

(Compressive modulus) ในตอนเริ่มตนจากกราฟที่ถกู plot ระหวาง strain (%) และ stress 

(kPa) โดยเลือกคา strain (%) ที่ 5 ถึง 30 จากขอมูล ซึ่งจะไดคา Young Modulus =  521 kPa 

เปนคาแสดงความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA ที่สภาวะแหง แสดงดังรูปที ่ก.1  



 

 
97 

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

0.18

0 5 10 15 20 25 30 35

Strain (%) 

St
re

ss
 (k

Pa
)

 
 

รูปที ่ ก.1 กราฟแสดงคา Young Modulus ซึ่งหาไดจากคาความชนัระหวาง stress กับ strain 

ของโครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA ที่สภาวะแหง 
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ภาคผนวก ข 
การออกแบบเครื่องปฏิกรณชวีภาพ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ข.1 แสดงสวนประกอบตางๆ ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 
 
 
 
 
 
 
 

 

โครงเลี้ยงเซลล 

D = 11 mm., H = 2 mm., Volume 9.14 mm.3 

รังผึ้ง (เพื่อใหอาหารกระจายตัวทัว่

โครงเลี้ยงเซลล) 

D = 11 mm., H = 1 mm. 

Din = 11 mm. 
L = 30 mm. 

Din = 5 mm. 

    

LT = 50 mm. 
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ภาคผนวก ค 
อัตราการไหลในเครื่องปฏิกรณชวีภาพ 

 

การทดลองเปลี่ยนความเร็วรอบการหมนุของปม Peristaltic Pump Pump (MCP V5.21 

15M 726B-0773,  Watson-Marlow, USA) และวัดปริมาตรของน้าํและอาหารเลี้ยงเซลลที่ไหล

ผานเครื่องปฏกิรณชีวภาพ ในเวลา 1 นาที พบวาไมวาจะใชน้าํหรืออาหารอัตราการไหลจะเทากนั

เมื่อใชความเร็วรอบของปมเทากนั ทดสอบไดกราฟดังนี ้
 

y = 0.0132x + 0.032
R2 = 0.9977
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รูปที่ ค.1 กราฟแสดงความสัมพันธของความเรว็รอบในการหมนุของปมตออัตราการไหล  
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ภาคผนวก ง 
การวัดจํานวนเซลลโดยวธิี DNA  

 
สารเคม ี

A. SSC solution (20X) 

17.999 g NaCl + 8.823 g Na3Citrate. 2H2O upto 100 ml 

B. SDS lysis buffer  

SDS 20 mg + (5ml of 20X SSC (A.) + 95 ml DDW) 

C. Hoechst 33258 solution = Bisbenzimide H33258 Fluorochrome Trihydrochloride 

DMSO solution (1mg/ml), C25H24N6O.3HCl, FW= 533.88), store at –20 ºC [Hoechst 

(20 μl) + DDW (19 ml) + SSC (1 ml)] 

D. DDW 

 
วิธีการ 

1. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใชเซลลแขวนลอยในอาหาร 5x105 เซลลตอมิลลิลิตร ใน vial 

แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 3000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาที เทอาหารทิ้ง แลวเติมสาร B. 1 

มิลลิลิตรลงใน vial ผสมใหเขากัน บมที่ 37 องศาเซลเซยีส 1 ชัว่โมง เจือจางเซลล

มาตรฐานโดยใชสาร B.  ให เปนความเขมขน

5x105→2.5x105→1.25x105→6.25x104→3.125x104→1.5625x104 เซลลตอ

มิลลิลิตร 

2. สําหรับตัวอยางเติมสาร B. 1 มิลลิลิตรลงในโครงเลี้ยงเซลลและตัดใหเปนชิ้นละเอียด บม

ที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง เก็บที่ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใหเซลลแตกและปลอย 

DNA ออกมา กอนการวัดนาํมาละลายที ่37 องศาเซลเซยีส  

3. ใชสาร B. เปน Blank และโครงเลี้ยงเซลลทีไ่มไดเพาะเซลลเปนตัวควบคุม 

4. ปเปตสารจากขอ 1-3 มา 100 ไมโครลิตร ใสลงใน 96-well black plate เติมสียอม 

Hoechst ลงไป 100 ไมโครลิตร  เพื่อยอม DNA แลวนําไปวัด fluorescence intensity ที่ 

355 นาโนเมตร (Excitation) and 460 นาโนเมตร (Emission) 
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R2 = 0.9931

0

5000

10000

15000

20000

25000

0 1 2 3 4 5 6

Number of cells (x105)

Fl
uo

re
sc

en
t i

nt
en

si
ty

 
 

รูปที่ ง.1 กราฟมาตรฐานของการวัดจํานวนเซลลโดยวธิี DNA  
 
 
ตัวอยางการคํานวณ โครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA เลี้ยงทีส่ภาวะสถิตยในอาหาร OM เปนเวลา 28 

วัน นาํตัวอยางไปวัดคา Fluorescent intensity ได 39,285 

     จํานวนเซลล = (Fluorescent intensity ของตัวอยาง-ตัวควบคุม)/ความชนั 

∴จํานวนเซลล = (39,285-2,314)/0.04 = 924,275 เซลลในโครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
102 

ภาคผนวก จ 
การวัดกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase (ALP)  

 
สารเคม ี

A. p-Nitrophenol standard solution (10mM, Sigma, store at 4°C) 

B. p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (pNPP, Sigma, store at -20°C) 

C. 0.02 N NaOH 

D. SDS lysis buffer 

 
วิธีการ 

1. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช p-nitrophenol  เจือจางในน้าํกลัน่ใหไดความเขมขน 

10 → 5 → 2.5 → 1.25 → 0.625 → 0.3125 → 0.15625 → 0.078125 mM  

2. สําหรับตัวอยางเติมสาร D. 1 มิลลิลิตรลงในโครงเลี้ยงเซลลและตัดใหเปนชิ้นละเอยีด บม

ที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง 

3. ใชน้ํากลัน่เปน Blank และโครงเลี้ยงเซลลทีไ่มไดเพาะเซลลเปนตัวควบคุม 

4. ปเปตสารในขอ 1-3 มา 20 ไมโครลิตร ใสลงใน 96-well plate แลวเติมสาร B. 100 

ไมโครลิตรลงในแตละหลุม บมที่ 37 องศาเซลเซียส 15 นาที หยุดปฏกิิริยาดวยการเติม C. 

80 ไมโครลิตร เอ็นไซม Alkaline phosphatase (ALP) จะเปลี่ยน pNPP ใหเปน p-

Nitrophenol ไดสารสีเหลือง วัดคาการดูดกลืนแสงที ่405 นาโนเมตร 
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รูปที่ จ.1 กราฟมาตรฐานของการวัดกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase (ALP) 
 
ตัวอยางการคํานวณ โครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA เลี้ยงที่สภาวะสถิตยในอาหาร OM เปนเวลา 28 

วัน นาํตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่405 นาโนเมตรได 0.137 

     กิจกรรมของเอนไซม ALP = (OD ของตัวอยาง-ตัวควบคุม)/ความชัน 

∴ กิจกรรมของเอนไซม ALP = (0.137-0.002)/0.5874 = 0.3 mM/15 mins 

      จํานวนเซลล = 924,275 เซลล 

∴ กิจกรรมของเอนไซม ALP ตอจํานวนเซลล = 0.135/0.5874/924,275   

      = 24.8x10-7 mM/15 mins/cell 
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ภาคผนวก จ 
การวัดปริมาณแคลเซียม 

 
สารเคม ี

A. SDS lysis buffer 

B. 1 M HCl 

C. CaCO3  

D. O-cresolphythalein complex substrate (OCPC, MW 636.62) (2 mg in 1M HCl  5 

ml) 

E. Ethanolamine buffer (0.88 mol/l, pH 11) 

 
วิธีการ 

1. เตรียม CaCO3 มาตรฐานโดยละลาย C.  5 กรัม ใน B.100 มิลลิลิตร ไดเปน CaCO3 50 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร (แคลเซียม 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

2. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใชสารจากขอ 1. นํามาเจือจางในสาร B.  ใหเปน  

20 → 10 → 5 → 2.5 → 1.25 → 0.625 → 0.3125 → 0.15625 มิลลิกรมัตอ

มิลลิลิตร 

3. สําหรับตัวอยางเติมสาร A. 1 มิลลิลิตรลงในโครงเลี้ยงเซลลและตัดใหเปนชิ้นละเอยีด บม

ที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง  จากนั้นปเปตมา 100 ไมโครลิตรผสมกับสาร B. 100 

ไมโครลิตร บมที่ 4 องศาเซลเซียส 4 ชัว่โมง 

4. ใชสาร B. เปน Blank และโครงเลี้ยงเซลลทีไ่มไดเพาะเซลลเปนตัวควบคุม 

5. ปเปตสารในขอ 2-4 มา 10 ไมโครลิตรใสลงใน 48-well plates แลวเติมสาร E. 1 มิลลิลิตร 

และสาร D. 100 ไมโครลิตรผสมใหเขากัน แคลเซยีมจะทําปฏิกิริยากับ OCPC ใหสารสี

มวง จากนัน้ปเปต 300 ไมโครลิตรใสใน 96-well plate และวัดคาการดูดกลืนแสงที ่ 570 

นาโนเมตร 
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รูปที่ จ.1 กราฟมาตรฐานของการวัดปริมาณแคลเซียม 

 
 
 

ตัวอยางการคํานวณ โครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA เลี้ยงที่สภาวะสถิตยในอาหาร OM เปนเวลา 28 

วัน นาํตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่570 นาโนเมตรได 0.042 

     ปริมาณแคลเซียม = (OD ของตัวอยาง-ตัวควบคุม)/ความชนั 

∴ ปริมาณแคลเซียม= (0.042 -0.001)/0.233 = 0.3 มิลลิกรัม 

      จํานวนเซลล = 924,275 เซลล 

∴ ปริมาณแคลเซียมตอจํานวนเซลล = 0.041/0.233/924,275   

                                                                    = 1.9x10-7 มิลลิกรัมตอเซลล 
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ภาคผนวก ฉ 
การคํานวณอัตราการแบงตัวของเซลลทวีคูณ (Population doubling time, PDT) 

 

เวลาการแบงตัวทวีคูณ  (population doubling time, PDT) คํานวณจาก  

        เวลาแบงตวัทวีคูณ  PDT  = 1/r   (ชั่วโมง) 

เมื่อ อัตราการแบงตัว(multiplication rate, r)  คํานวณจาก  

  อัตราการแบงตัว  r =  จํานวนชั้นอายุตอหนึ่งหนวยเวลา 

        = 3.32 (log NH - log NI) / (t2 –t1)   (รุนตอช่ัวโมง) 

  โดย  NI เปนจํานวนเซลลเร่ิมตน ที่เวลา t1 

   NH คือจํานวนเซลลทั้งหมด ที่เวลา  t2  

 

เชน การเลี้ยงเซลลตนกําเนิดบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทดในอาหารปกตโิดย

ใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพ โดยเลือกเวลาที่อยูในชวง log phase 

ที่เวลา 7 วัน  มีเซลล 10x105 เซลล 

ที่เวลา 14 วัน มีเซลล 15x105 เซลล 

อัตราการแบงตัว  r =  3.32 [log (15x105)- log(10x105)] / (336–240) 

=  5.18x103 รุนตอช่ัวโมง 

เวลาแบงตวัทวีคูณ  PDT  = 1/r    

= 1/ 5.18x103  

= 192.9 ชั่วโมง 
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ภาคผนวก ช 
จรรยาบรรณในการใชสัตวทดลอง 

 
ตามมาตรฐานการดูแลและใชสัตวทดลองแหงจฬุาลงกรณมหาวิทยาลยั 

1. การจัดการสภาพแวดลอมของสถานที่เลี้ยงสัตว 
การจัดการสภาพแวดลอมของสถานที่เล้ียงสัตว สามารถปองกันการติดเชื้อ มีการควบคุม

อุณหภูมิที่ 25 +/- 3 oC   ความชื้นสัมพัทธ 60 +/- 90 % มีการระบายอากาศ แสง และเสียงให

คงที่และเหมาะสมกับความตองการของสัตวทดลอง ไมสรางความเครียดใหแกสัตว 

2. วัสดุอุปกรณเลี้ยงสัตวทดลอง 
 กรงหรือคอกเลี้ยงสัตว  

กรงหรือคอกที่ใชเล้ียงสัตว มีความแข็งแรงมั่นคงเพียงพอที่จะปองกันสัตวหลบหนีได และ

ถูกตองตามมาตรฐานสากลที่กําหนดไวสําหรับชนิด ขนาด และจํานวนสัตว ไมมีสวนประกอบ

ที่จะทําใหสัตวบาดเจ็บและทําดวยวัสดุที่คงทนตอสารเคมีหรือความรอนที่ใชปองกันการติด

เชื้อ 

 วัสดุรองนอน 

วัสดุที่ใชรองนอนมีความเหมาะสมกับสัตวทดลอง ไมแหลมคม มีคุณสมบัติที่ซึมซับน้ํา

แลวไมเปอยยุย และปลอดจากสารพิษและเชื้อโรค 

 การใหอาหารสัตวทดลอง 

สัตวทดลองไดรับอาหารและน้ําที่สะอาดปราศจากเชื้อโรค สารพิษและสารกอมะเร็ง ไดรับ

อาหารและน้ํากินในปริมาณที่เพียงพอกับความตองการตามระยะเวลา สวนประกอบของ

อาหารจะมีโปรตีน ไขมัน แปง วิตามิน แรธาตุและกาก อยางครบถวนเหมาะสมกับความ

ตองการของสัตวทดลอง 

3. การจัดการ 
 สัตวทดลองจะถูกเลี้ยงในหองควบคุมเชื้อที่ภาควิชาสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร 

การเลี้ยงสัตวจะเลี้ยงตามระบบการเลี้ยงแบบ Strict hygienic conventional อยางตอเนื่อง 

และเขมงวดในการปองกันการติดเชื้อ โดยดําเนินการตามระบบดังกลาวขางตนอยางเครงครัด 

 หนวยงานเลี้ยงสัตว  มีสัตวแพทยหรือนักวิชาการที่มีพื้นฐานความรูและ

ประสบการณดานสัตวทดลอง และมีพนักงานเลี้ยงสัตวที่ผานการอบรมการเลี้ยงสัตวทดลองที่

ไดมาตรฐาน 
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  หนวยงานเลี้ยงสัตว มีขอมูลแหลงที่มาของวัสดุอุปกรณที่ใชในการเลี้ยงสัตว การ

ปองกันการติดเชื้อ การควบคุมการตรวจสอบสภาพแวดลอม และการชวยใหสัตวตายอยาง

สงบในกรณีที่จําเปน เพื่อใหสามารถจัดหาวัสดุอุปกรณดังกลาวไดอยางตอเนื่อง และถูกตอง

ตามความตองการ พรอมทั้งมีอุปกรณสํารอง และหนวยซอมบํารุงที่มีประสิทธิภาพ โดยไดรับ

งบประมาณในการดําเนินการดังกลาวอยางเพียงพอและตอเนื่อง 

 หนวยงานเลี้ยงสัตว มีการกําจัดซากสัตวทดลองดวยวิธีการเผาเทานั้น ไมใชวธิอ่ืีน 

และมีการกําจัดขยะปฏิกูลอยางถูกตองและเหมาะสม 

4. เทคนิคในการปฏิบัติตอสัตวทดลอง 
 ผูใชสัตวทดลอง มีการกําหนดแผนงานและวิธีการปฏิบัติตอสัตวอยางถูกตอง

สอดคลองกับมาตรฐานสากลไวในโครงการอยางชัดเจน 

 ผูใชสัตวและพนักงานเลี้ยงสัตว มีการปฏิบัติตอสัตวดวยความเมตตา ไมทําให

สัตวไดรับความเจ็บปวดหรือเกิดความเครียดในกรณีที่ไมสามารถหลีกเลี่ยงได จะมีการแสดง

เหตุผลทางวิชาการที่ชัดเจนวาไมมีทางเลือกอื่นแลว 

 ผูใชสัตว มีการเรียนรูเทคนิคพื้นฐานการปฏิบัติตอสัตวและมีความชํานาญพรอม

ในเรื่องตางๆดังตอไปนี้ 

1. การจับและควบคุมสัตว 
2. การทําเครื่องหมายบนตัวสัตว 
3. การแยกเพศ 

4. การใหสารทางปาก ผิวหนัง กลามเนื้อ เสนเลือด 

5. การเก็บตัวอยางเลือด อุจจาระ ปสสาวะ ชิ้นเนื้อ 

6. การทําใหสัตวสลบ 

7. การทําใหตายอยางสงบ 

8. การชันสูตรซากศพ 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นายณัฐพล วชิรโรจน เกิดที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร ในวันที่ 19 กันยายน 2526 สําเร็จการศึกษา

ระดับชั้นมัธยมศึกษาตอนปลายในป พ.ศ.2544   จากโรงเรียนบดินทรเดชา (สิงห สิงหเสนี) 2 กรุงเทพมหานคร 

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรี ศิลปศาสตรบัณฑิต สาขารัฐศาสตร คณะรัฐศาสตร มหาวิทยาลัยรามคําแหง ในป

การศึกษา 2547 และปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร สถาบัน

เทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ในปการศึกษา 2548 หลังจากจบการศึกษาในระดับปริญญา

บัณฑิตไดเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และเปนผูชวยวิจัยโครงการวิจัยบูรณาการดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อเพื่อการพัฒนากระดูก

เทียม 
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