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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

อวิกา ซุ่นมงคล : อิทธิพลของขนาดและองค์ประกอบของอนุภาคไมโครเจลาติน/ไฟโบรอิน
ไหมไทยต่ออัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ไฟโบรบลาสและเซลล์มะเร็ง (Influences of 
size and composition of gelatin/Thai silk fibroin microparticles on growth 
rate of fibroblast and cancer cells) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.โศรดา กนก
พานนท์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ศ. ดร.สุทธิลักษณ์ ปทุมราช{, 149 หน้า. 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ เพ่ือศึกษาอิทธิพลของขนาดและองค์ประกอบของอนุภาคไมโครเจ
ลาติน/ไฟโบรอินไหมไทย (สายพันธุ์เหลืองไพโรจน์) ต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ไฟโบรบลาส 
(Mouse cell line, L929) และเซลล์มะเร็ง (Cervical carcinoma cell line, CaSki) และพัฒนา
อนุภาคไมครอนเป็นพาหะขนส่งเซลล์ไปยังสัตว์ทดลอง อนุภาคขนาดไมครอนที่มีองค์ประกอบของเจ
ลาตินและไฟโบรอินไหมไทยอัตราส่วนผสมโดยน้้าหนักของเจลาตินต่อไฟโบรอินไหมไทย  ได้แก่ 
100/0, 90/10 และ 80/20 โดยใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมร้อยละ 2.5, 5 และ 7.5 โดยน้้าหนัก ถูก
ขึ้นรูปด้วยวิธีอิมั่ลชั่นแบบน้้าในน้้ามัน โดยใช้อัตราส่วนน้้าต่อน้้ามัน 1 ต่อ 30 และความเร็วรอบในการ
ปั่นกวน 3000 รอบ/นาที และเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์พบว่า การผลิตอนุภาคทุก
อัตราส่วนโปรตีน มีผลได้ในช่วง 60-80 เปอร์เซ็นต์ หลังการคัดแยกขนาดอนุภาคในช่วง 32-75 
ไมครอน มีร้อยละผลได้สูงสุด ซึ่งมีขนาดเหมาะสมในการฉีดผ่านหัวเข็มการแพทย์ได้ อนุภาคที่มี
องค์ประกอบของไฟโบรอินหรือปริมาณของแข็งมากขึ้น มีอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพต่้าลง (ใน
สารละลายเอนไซม์โปรตีเอส XIV) และดูดซับน้้าลดลง (ในน้้าปราศจากไอออน อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส พีเอช 5.8) ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ CaSki ที่เวลาเพาะเลี้ยง 6 ชม. บนอนุภาคขนาด 
32-75 ไมโครเมตร มีค่ามากที่สุด และอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะของเซลล์ (µ) บนอนุภาคขนาด 
32-100 ไมโครเมตร มีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และเซลล์ L929 และ CaSki 
สามารถเจริญเติบโตได้ดีบนอนุภาคไมครอนเจลาติน (100/0) มีค่า µ เท่ากับ 1.65x10-2 และ 
2.05x10-2 ต่อชั่วโมง ตามล้าดับ ผลการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกลงในหนูนู๊ดไมซ์ (BALB/c-
nude mice) พบว่าอนุภาคไมโครเจลาตินที่ใช้เป็นพาหะในการขนส่งเซลล์มะเร็ง สามารถกระตุ้นให้
เกิดการสร้างก้อนมะเร็งที่มีปริมาตรมากกว่า 7 เท่าและมีปริมาณหลอดเลือดเกิดใหม่สูงกว่า 2 เท่า 
เมื่อเปรียบเทียบกับการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งลงในหนูทดลองโดยตรง จะเห็นได้ว่า อนุภาคไมครอน
สามารถใช้เป็นพาหะขนส่งเซลล์มะเร็งส้าหรับงานวิจัยด้านเซลล์มะเร็งได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5770359921 : MAJOR CHEMICAL ENGINEERING 
KEYWORDS: MICROSPHERES / GELATIN / SILK FIBROIN / CELL CARRIERS / CASKI CELLS 

AVIGA SOONMONGKOL: Influences of size and composition of gelatin/Thai silk 
fibroin microparticles on growth rate of fibroblast and cancer cells. ADVISOR: 
ASST. PROF. SORADA KANOKPANONT, CO-ADVISOR: PROF. SUTHILUK PATUMRAJ {, 
149 pp. 

This research aimed to investigate the influences of size and compositions of 
gelatin/Thai silk fibroin (Leuang Pi Roj) (G/SF) microspheres on growth kinetics of fibroblast 
(Mouse cell line, L929) and cancer cells (Cervical carcinoma cell line, CaSki) for cell carrier 
application. The G/SF microspheres were fabricated by water in oil (w/o) emulsion 
technique, weight blending ratios of G/SF solution at 100/0, 90/10 and 80/20 at the total 
solid weight of 2.5, 5 and 7.5%. The optimized w/o ratio of 1/30 and homogenizing speed 
of 3000 rpm were chosen based on their maximum yield of desired sizes (32-75 µm), 
which was suitable for injection through medical needle. To stabilize microspheres, 
glutaraldehyde (GA) was used as a crosslinking agent. The yields of the obtained 
microspheres were at 60-80 %wt. The microspheres having high silk fibroin or solid 
contents had high stability (in protease XIV enzyme solution) and low swelling (in distilled 
water at 37ºC pH 5.8). The G/SF microspheres in the size range of 32-75 µm was found the 
greatest number of initial attachment compared to the size ranges of 75-100 and 100-200 
µm. However, the specific growth rate (µ) of CaSki cells was not significantly different if 
cultured on the microspheres in the size range of 32-100 µm. Agglomeration of 
microspheres during cells cultures were observed, compared to the well–distributed larger 
microspheres where cells attached on the their surface only. The highest µ of L929 and 
CaSki cells were observed in the cells cultured on G microspheres (100/0), at 1.65x10-2  and 
2.05x10-2 h-1. Gelatin microspheres were tested for tumor induction in nude mice (BALB/c). 
The microspheres accelerated tumor volume growth by 7 times and increased neocapillary 
densities by 2 times compared the conventional cells injection. Thus, microspheres 
approved to be an effective cell carrier. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ท่ีมาของงานวิจัย 

อนุภาคไมโคร (microspheres) เป็นทรงกลมขนาดเล็กที่มีขนาดอยู่ในช่วง 1-1000 

ไมโครเมตร ซึ่งสามารถผลิตได้จากพอลิเมอร์ทางธรรมชาติ เช่น คอลลาเจน กรดไฮยาลูรอนิค และอัล

จิเนต เป็นต้น (Kataria S. และคณะ 2011) และพอลิเมอร์สังเคราะห์ เช่น พอลิแลคติกแอซิด พอลิเอ

ทิลีนไกลคอล และ พอลิคาร์โพรแลคโทน เป็นต้น โดยพอลิเมอร์ทางธรรมชาตินั้นได้รับความนิยม

น้ามาใช้งานในการขึ้นรูปเป็นรูปแบบต่าง ๆ เนื่องจาก เป็นพอลิเมอร์ที่สามารถย่อยสลายได้ทาง

ชีวภาพ สามารถเข้ากันได้ดีกับเซลล์ และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ดังนั้น พอลิเมอร์ธรรมชาติจึงได้รับความ

นิยมในการประยุกต์ใช้งานทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ อาทิเช่น อนุภาคของทรงกลมของไคโตซานใน

การควบคุมการปลดปล่อยสารเพ่ือการเจริญเติบโต (growth factor) ชนิด TGF-β1 เพ่ือกระตุ้นการ

สร้างเนื้อเยื่อกระดูก (Sun E.K. และคณะ 2003) โครงเลี้ยงเซลล์ของไคโตซานและพอลิแลคติกแอซิด

โคไกลโคลิคแอซิดในการเพาะเลี้ยงเซลล์กระดูก (Tao J. และคณะ 2006) และอนุภาคทรงกลมของ

ไหมและเจลาตินในการน้าส่งยาเคอร์คูมินและไพเพอริน (Ratanavaraporn J. และคณะ 2014) เป็น

ต้น 

 ลักษณะของอนุภาคทรงกลมมีทั้งแบบอนุภาคตัน (solid microspheres) และแบบอนุภาค

กลวง (hollow microspheres) ซึ่งการใช้งานจะขึ้นกับวัตถุประสงค์ของการน้าไปใช้  ในการพัฒนา

โครงเลี้ยงเซลล์ให้มีลักษณะเป็นทรงกลมนั้นจะมีข้อดีที่ดีกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ในรูปแบบอ่ืน คือ มีขนาด

เล็ก จึงมีอัตราส่วนของพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรสูง สามารถควบคุมขนาดได้ง่าย มีกระบวนการผลิตที่ไม่

ซับซ้อน องค์ประกอบที่ส้าคัญของระบบเพาะเลี้ยงเซลล์มีด้วยกัน 3 ส่วน คือ เซลล์ โครงเลี้ยงเซลล์ 

และตัวควบคุม ตัวอย่างเช่น สารเพ่ือการเจริญเติบโต ฮอร์โมน เป็นต้น โดยองค์ประกอบที่มี

ความส้าคัญที่สุด คือ โครงเลี้ยงเซลล์ เปรียบเสมือนที่อยู่ของเซลล์ เซลล์สามารถยึดเกาะ (cell 

adhesion) และเจริญเติบโตหรือเพ่ิมจ้านวนได้ดี (proliferation) และมีส่วนของ extracellular 

matrix ที่เหมาะสมเพ่ือช่วยในการค้้าจุนโครงสร้างของเซลล์หรือหน้าที่ส้าคัญอ่ืน ๆ อาจมีรูปร่างหรือ

คุณสมบัติที่แตกต่างกันออกไปตามความเหมาะสม นอกจากนี้ โครงเลี้ยงเซลล์ต้องมีสมบัติให้สารต่าง 

ๆ เช่น สารอาหาร และของเสีย ผ่านเข้าออกได้ 
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 Sinthop S. และคณะ (2014) ได้มีการพัฒนาอนุภาคไมโครของเจลาตินและไหมไฟโบรอินที่

ผ่านการเชื่อมขวางอนุภาคด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์เพ่ือเป็นต้นแบบของโครงเลี้ยงเซลล์ต้นก้าเนิด

ไขกระดูกของหนูและเซลล์ไลน์มะเร็งเต้านม โดยอนุภาคที่ผลิตได้มีขนาดประมาณ 300-700 ไมครอน 

จากรายงานพบว่า อนุภาคเจลาตินที่มีขนาดเล็กที่สุด (300 ไมครอน) จะมีอัตราการเจริญเติบโต

จ้าเพาะและเวลาแบ่งตัวทวีคูณสูงที่สุด ซึ่งอนุภาคท่ีมีขนาดเล็กจะส่งเสริมการยึดเกาะและเจริญเติบโต

ของเซลล์ได้มาก งานวิจัยนี้จึงต้องการพัฒนาอนุภาคไมโครของเจลาตินและไหมไฟโบรอินที่มีขนาดอยู่

ในช่วงต่้ากว่า 100 ไมครอน เนื่องจากขนาดเหมาะสมในการฉีดผ่านหัวเข็มการแพทย์ได้ ด้วยวิธี

อิมัลชั่นแบบน้้าในน้้ามัน (water in oil emulsion) เพ่ือคาดหวังให้เซลล์สามารถยึดเกาะและเพ่ิม

จ้านวนได้ดีกว่าอนุภาคทรงกลมที่มีขนาดใหญ่ โดยผู้วิจัยจะทดสอบอนุภาคทรงกลมเพ่ือใช้เป็นพาหะ

ของเซลล์ (cell carrier) โดยใช้เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด CaSki เป็นต้นแบบเซลล์ เพ่ือกระตุ้นให้

สัตว์ทดลองเป็นมะเร็ง เพ่ือเป็นต้นแบบในการทดลองหรือศึกษาด้านมะเร็งในสัตว์ทดลอง 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  

 เพ่ือศึกษาอิทธิพลของขนาดและองค์ประกอบของอนุภาคไมโครเจลาติน/ไฟโบรอินไหมไทย

ต่ออัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ไฟโบรบลาสและเซลล์มะเร็ง 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

1.3.1 ขึ้นรูปอนุภาคไมโครของเจลาตินชนิดเอและไฟโบรอินไหมไทยด้วยวิธีอิมัลชั่นแบบน้้าในน้้ามัน 

(water in oil emulsion) และเชื่อมขวางอนุภาคทางเคมีด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 

 โดยตัวแปรที่จะศึกษาได้แก่ 

• ร้อยละความเข้มข้นของของแข็งรวม คือ 2.5, 5 และ 7.5 โดยน้้าหนัก 

• อัตราส่วนผสมโดยน้้าหนักของเจลาตินต่อไหมไฟโบรอิน คือ 100:0, 90:10 และ 80:20 

• อัตราส่วนผสมน้้าต่อน้้ามันคือ 1:15 และ 1:30 

• ความเร็วรอบในการปั่นกวนคือ 3000 และ 4000 รอบต่อนาที 

1.3.2 ศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีและกายภาพของอนุภาคทรงกลม 

• โครงสร้างสัณฐานของอนุภาคทรงกลมวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง

กราด (Scanning Electron Microscope; SEM)  
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• อัตราส่วนการดูดซับน้้าของอนุภาค 

• ร้อยละการเชื่อมขวางทางเคมีด้วยวิธีนินไฮดริน (Ninhydrin) 

1.3.3 ศึกษาลักษณะสมบัติทางชีวภาพของอนุภาคทรงกลม 

• การย่อยสลายได้ทางชีวภาพโดยใช้เอนไซม์โปรตีเอส XIV ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร 

ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 7.4 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในระดับห้องปฏิบัติการ (in vitro 

biodegradation) 

• การยึดเกาะและอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังหนู (L929) และเซลล์มะเร็งบน

อนุภาค (นอกร่างกาย) 

• ศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งที่เพาะเลี้ยงบนอนุภาคไมโครลงใน สัตว์ทดลอง โดย

ศึกษาปริมาตรก้อนมะเร็ง และปริมาณหลอดเลือดเกิดใหม่ 
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บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 เจลาติน 

 2.1.1 แหล่งที่มา 

 เจลาตินสามารถสกัดได้จากคอลลาเจน ซึ่งคอลลาเจนจะประกอบด้วยกรดอะมิโนชนิดโพรลีน 

(proline) และไฮดรอกซีโพรลีน (hydroxyproline) ในปริมาณสูง (Piez K. 1976) โครงสร้างของ

คอลลาเจนมีสายเปปไทด์ (peptides) 3 สาย เกี่ยวพันกันในลักษณะเกลียว (helix) โดยอาศัยแรงยึด

เหนี่ยวระหว่างโมเลกุล (intermolecular) เชื่อมต่อกัน (Ramachandran G. 1976, Light N. และ

คณะ 1982) เจลาตินที่สกัดจากคอลลาเจนจะมีแหล่งที่มาแตกต่างกัน ได้แก่  

ก.) สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 

 เจลาตินที่ได้จากสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมสามารถจ้าแนกได้ 2 ชนิด คือ ชนิดเอ (type A) และ

ชนิดบี (type B) โดยเจลาตินชนิดเอสามารถสกัดได้จากหนังสุกรโดยใช้กรด และเจลาตินชนิดบี

สามารถสกัดได้จากหนังวัวโดยใช้เบส เจลาตินทั้งสองชนิดนี้มีน้้าหนักโมเลกุลแตกต่างกัน คือ มีค่า

ตั้งแต่ 10 ถึง 400 กิโลดาลตัน ซึ่งมีความสัมพันธ์กับความแข็งแรงของเจลาตินเมื่ออยู่ในสถานะเจล 

รวมถึงคา่ไอโซอิเล็กทริกและจุดหลอมเหลวของสารละลายเจลาติน เจลาตินจากสุกรและวัวนั้นเป็นที่

นิยมน้ามาใช้ในงานด้านต่าง ๆ มากมาย  

 ข.) ปลา 

 เจลาตินจากปลาสามารถสกัดได้จากบริเวณหนังปลาและกระดูกปลา ซึ่งมีคอลลาเจนเป็น

ส่วนประกอบของอยู่ร้อยละ 30 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า มีการสกัดเจลาตินจากปลาคอด (cod) 

ปลาเฮก (hake) ปลามีกริม (megrim) และปลาทิลาเปีย (tilapia) เป็นต้น คุณภาพและปริมาณของ

เจลาตินที่สกัดได้ขึ้นอยู่กับสปีชีส์ (species) ของปลาแต่ละชนิด และกระบวนการสกัดที่มีค่าความเป็น

กรดด่าง อุณหภูมิ และระยะเวลาในการเตรียมวัสดุ (pre-treatment) ที่แตกต่างกัน  

 ค.) แมลง 

 กระบวนการในการสกัดเจลาตินจากแมลงนั้นมีด้วยกัน 3 กระบวนการ คือ การใช้กรดอ่อน

และน้้ากลั่นในการสกัด การใช้น้้ากลั่นในการสกัด และการใช้น้้าร้อนในการสกัด โดยที่วิธีการใช้น้้า
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ร้อนในการสกัดจะสามารถสกัดเจลาตินได้ในปริมาณมากที่สุด และการใช้น้้ากลั่นในการสกัดจะ

สามารถสกัดเจลาตินได้ในปริมาณน้อยที่สุด นอกจากนี้มีงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า เมื่อท้าการสกัดเจ

ลาตินจากแมลงชนิด A. Viduatus และ A. Pubescens โดยใช้สารละลายเบสจะให้ปริมาณเจลาติน

ต่้ากว่าการสกัดเมื่อใช้สารละลายที่เป็นกรดอ่อน เนื่องจากการสกัดโดยใช้สารละลายที่มีค่าความเป็น

กรดด่างสูง (เบส) จะท้าให้คอลลาเจนเกิดการสลายตัวมากกว่าการใช้สารละลายที่เป็นกรดอ่อน 

(Abdalbasit A.M. และคณะ 2013) 

 2.1.2 โครงสร้างเจลาติน 

 เจลาตินเป็นโปรตีนที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนเชื่อมต่อกันด้วยพันธะเปปไทด์ โครงสร้างมีการ

เกี่ยวพันกันระหว่างสายพอลิเปปไทด์ด้วยพันธะไฮโดรเจน โดยทั่วไปเจลาตินประกอบด้วยกรดอะมิโน

ที่ส้าคัญ 18 ชนิด และมีกรดอะมิโนหลัก 3 ชนิด คือ ไกลซีน (glycine) โพรลีน (proline) และไฮดร

อกซีโพรลีน (hydroxyproline) (Gómez-Guillén M.C. และคณะ 2011) ดังแสดงในตารางที่ 2.1 

 โครงสร้างเจลาตินสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ลักษณะคือ โครงสร้างปฐมภูมิ และโครงสร้าง

ทุติยภูมิ โดยโครงสร้างปฐมภูมิของเจลาตินมีลักษณะคล้ายคลึงกับโครงสร้างของคอลลาเจน แต่จะพบ

ความแตกต่างเพียงเล็กน้อยเท่านั้น คือ กรดอะมิโนชนิดแอสพาราจีน (asparagine) และ กลูตามีน 

(glutamine) ในโครงสร้างของเจลาตินจะมีหมู่เอไมด์ (amide group) ลดลง แต่จะพบหมู่คาร์บอก

ซิล (carboxyl group) ในกรดอะมิโนชนิดแอสพาติก (aspartic) และกลูตามิก (glutamic) มากกว่า

ในคอลลาเจน ส่งผลให้เจลาตินมีค่าไอโซอิเล็กทริก ( isoelectric point) ต่้าลง นอกจากนี้ 

ความสามารถในการเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชั่น (function group) ของเจลาตินขึ้นอยู่กับกระบวนการเตรียม

วัสดุ (pretreatment) ตัวอย่างเช่น หากใช้สารละลายที่เป็นกรดอ่อนในการสกัดเจลาตินจากหนังสุกร

จะท้าให้หมู่เอไมด์ลดลงเพียงเล็กน้อย ในขณะที่การใช้สารละลายที่เป็นกรดแก่ในการสกัดเจลาติน จะ

ท้าให้หมู่เอไมด์เกือบทั้งหมดจะถูกเปลี่ยนแปลงเป็นหมู่คาร์บอกซิล นอกจากนี้ ในกระบวนการสกัด   

เจลาตินจะเกิดการก้าจัดหมู่ยูเรีย (urea group) ออกจากโครงสร้างคอลลาเจนส่งผลให้กรดอะมิโน

ชนิดอาร์จีนีน (arginine) ในคอลลาเจน เปลี่ยนเป็นกรดอะมิโนชนิดออร์นีทีน (ornithine) ที่พบใน

โครงสร้างของเจลาติน โดยทั่วไป ระยะเวลาในการสกัดเจลาตินจากคอลลาเจนจะสอดคล้องกับ

ระยะเวลาในการเปลี่ยนแปลงชนิดของกรดอะมิโนโครงสร้าง ซึ่งพบว่าเมื่อใช้ระยะเวลาในการสกัดมาก 

จะพบการเปลี่ยนแปลงของชนิดกรดอะมิโน หรือการเปลี่ยนแปลงของหมู่ฟังก์ชั่นในโครงสร้างร้อยละ 
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34 ส่งผลให้โครงสร้างเจลาตินมีสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิว (surface-active) ที่สูงขึ้น แต่เมื่อใช้

ระยะเวลาในการสกัดน้อยจะพบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนหรือการเปลี่ยนแปลงหมู่ฟังก์ชั่นใน

โครงสร้างประมาณร้อยละ 3 เท่านั้น 

 ส้าหรับโครงสร้างทุติยภูมิ น้้าหนักโมเลกุลของเจลาตินมีความสัมพันธ์กับความสามารถในการ

ละลายและการเกิดเจล ซึ่งน้้าหนักโมเลกุลจะแตกต่างกันตามลักษณะการจัดเรียงตัวของสายโซ่

โมเลกุลแอลฟา (α-chain) และล้าดับกรดอะมิโนในสายโซ่โอลิโกเมอร์ (oligomer) สายพอลิเปปไทด์

ของโมเลกุลเจลาตินเป็นสายโซ่พอลิเมอร์ที่มีการจัดเรียงตัวหลายลักษณะ ประกอบด้วย สายโซ่

โมเลกุลแอลฟา (α-chain) สายโซ่โมเลกุลเบต้า (β-chain) และสายโซ่โมเลกุลแกมมา (γ-chain) ซึ่งมี

น้้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 80x103, 130 x103 และ 300x103 ตามล้าดับ (Harris P. 1990) 

ตารางท่ี 2.1 กรดอะมิโน 18 ชนิด ในเจลาตินชนิดเอจากหนังหมู และชนิดบีจากกระดูกวัว 
(Members of The Gelatin Manufacturers Institute of America (GMIA) 2012) 

กรดอะมิโน 
เจลาตินชนิดเอ  

(ร้อยละโดยน้้าหนัก) 

เจลาตินชนิดบี 

 (ร้อยละโดยน้้าหนัก) 

Alanine 8.6 10.1 

Arginine 8.3 5 

Aspartic Acid 6.2 4.6 

Cystine 0.1 0.4 

Glutamic Acid 11.3 8.5 

Glycine 26.4 24.5 

Histidine 0.9 0.4 

Hydroxylysine 1 0.7 
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กรดอะมิโน 
เจลาตินชนิดเอ  

(ร้อยละโดยน้้าหนัก) 

เจลาตินชนิดบี 

 (ร้อยละโดยน้้าหนัก) 

Hydroxyproline 13.5 11 

Isoleucine 1.4 1.3 

Leucine 3.1 2.8 

Lysine 4.1 2.1 

Methionine 0.8 0 

Phenylalanine 2.1 1.3 

Proline 16.2 13.5 

Serine 2.9 3.4 

Threonine 2.2 2 

Tyrosine 0.4 0 

Valine 2.5 2.4 

 

 2.1.3 การสกัดเจลาตินจากคอลลาเจน 

 วิธีที่ง่ายที่สุดในการเปลี่ยนรูปของคอลลาเจนให้อยู่ในรูปของเจลาติน คือ การท้าให้คอลลา

เจนเสียสภาพธรรมชาติ (denaturation) ด้วยกระบวนการไฮโดรไลซิส (hydrolysis) โดยกรดหรือ

เบส ซึ่งการไฮโดรไลซิสด้วยกรดนั้นจะใช้หลักการของการเสียสภาพธรรมชาติด้วยความร้อน 

(thermal denaturation) ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท้าให้พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonds) 

และ พันธะส่วนไม่ชอบน้้า (hydrophobic bonds) ในโครงสร้างของคอลลาเจนถูกท้าลาย รวมถึง

พันธะภายในโมเลกุลระหว่างสายโซ่เกลียว (helix) ของคอลลาเจน หลังจากกระบวนการไฮโดรไลซิส
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คอลลาเจนพบว่า สายโซ่โมเลกุลที่ได้จะมีการจัดเรียงตัวอยู่ 3 ลักษณะคือ สายโซ่โมเลกุลแบบแอลฟา 

สายโซ่โมเลกุลแบบเบต้า ซึ่งเป็นสายโซ่โมเลกุลของแอลฟาสองสายเชื่อมต่อกันด้วยพันธะโควาเลนซ์ 

และสายโซ่โมเลกุลแบบแกมมา ซึ่งเป็นสายโซ่โมเลกุลของแอลฟาสามสายเชื่อมต่อกันด้วยพันธะโควา

เลนซ ์

 ประเภทของเจลาตินสามารถแบ่งได้จากกระบวนการไฮโดรไลซิสของคอลลาเจน คือ (Lupke 

M. และ Bruckner H. 1998, Tabata Y. และ Ikada Y. 1998) 

 1. เจลาตินชนิดเอ (type A gelatin หรือ basic gelatin) 

 เจลาตินชนิดเอสามารถเตรียมได้จากการไฮโดรไลซิสของคอลลาเจนจากหนังหมูหรือปลาโดย

ใช้สารละลายกรด เช่น กรดไฮโดรคลอริก (HCl) กรดซัลฟิวริก (H2SO4) เป็นต้น กระบวนการไฮโดรไล

ซิสวิธีนี้จะท้าให้ได้ค่าไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point) ของเจลาตินใกล้เคียงกับค่าไอโซอิเล็กทริก

ของคอลลาเจน คือ 9 เนื่องจากกลุ่มพันธะเอไมด์ที่สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในคอลลาเจนมี

จ้านวนน้อย 

 2. เจลาตินชนิดบี (type B gelatin หรือ acidic gelatin) 

 เจลาตินชนิดบีสามารถเตรียมได้จากการไฮโดรไลซิสของคอลลาเจนจากหนังวัวหรือกระดูกวัว

โดยใช้สารละลายเบส เช่น แคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Ca(OH)2) เป็นต้น กระบวนการไฮโดรไลซิสวิธีนี้จะ

ท้าให้ได้ค่าไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point) ของเจลาตินประมาณ 4-5 เนื่องจากเจลาตินที่ได้มีหมู่

คาร์บอกซิลปริมาณมาก 

 

รูปที่ 2.1 การสกัดเจลาตินชนิดเอ (basic gelatin) และชนิดบี (acidic gelatin) 
(Tabata Y. และ Ikada Y. 1998) 
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 2.1.4 สมบัติทั่วไปของเจลาติน 

 เจลาตินเป็นสารที่ไม่มีสีและไม่มีกลิ่น เมื่อเป็นของแข็งจะมีลักษณะใสและเปราะง่าย เจลาติน

มีค่าร้อยละความชื้นประมาณ 8-13 โดยน้้าหนัก และมีความหนาแน่นสัมพัทธ์ 1.3-1.4 เจลาติน

ประกอบด้วยธาตุพ้ืนฐาน ได้แก่ คาร์บอน (ร้อยละ 50.5) ไฮโดรเจน (ร้อยละ 6.8) ไนโตรเจน (ร้อยละ 

17) และออกซิเจน (ร้อยละ 25.2) เมื่ออนุภาคของเจลาตินถูกแช่ในน้้าที่มีอุณหภูมิต่้า เจลาตินจะเกิด

การบวม แต่เมื่ออนุภาคเจลาตินถูกแช่ในน้้าอุณหภูมิสูง เจลาตินจะละลายเป็นสารละลาย (Members 

of The Gelatin Manufacturers Institute of America (GMIA) 2012) เจลาตินสามารถละลายได้

ในกลีเซอรอล (glycerol) โพรพิลีนไกลคอล (propylene glycol) หรือสารละลายที่มีขั้วสูง และ

สารละลายอินทรีย์ ตัวอย่างเช่น กรดอะซิติก (acetic acid) ไตรฟลูออโรเอทานอล (trifluoro 

ethanol) และฟอร์มาไมด์ (formamide) เป็นต้น เจลาตินไม่สามารถละลายได้ในสารละลายอินทรีย์

ที่มีขั้วต่้า ตัวอย่างเช่น เบนซีน (benzene) อะซิโตน (acetone) แอลกอฮอร์ปฐมภูมิ (primary 

alcohols) และไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethlyformamide) (Finch C.A. 1977) เป็นต้น 

 เจลาตินสามารถละลายได้ทั้งสารละลายที่เป็นกรดและเบส ในสารละลายกรด เจลาตินจะ

แสดงประจุบวก (cation) และในสารละลายเบสนั้น เจลาตินจะแสดงประจุลบ (anion) (Janus J. 

และคณะ 1951) อีกคุณสมบัติหนึ่งที่ส้าคัญของเจลาตินคือ เจลของแข็งของเจลาตินสามารถเปลี่ยน

สถานะกลับเป็นสารละลายเจลาตินได้เมื่อได้รับความร้อน (thermoreversible gel) หรือกล่าวคือ 

เมื่อสารละลายเจลาตินมีความเข้มข้นมากกว่าร้อยละ 0.5 โดยน้้าหนัก ถูกท้าให้เย็นลงที่อุณหภูมิต่้า

กว่า 35-40 องศาเซลเซียส เจลาตินจะมีความหนืดสูงขึ้นและจะกลายเป็นเจลในที่สุด ซึ่งความแข็งแรง

ของเจลจะขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารละลาย ค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ การจัดเรียงตัวของ

สายโซ่โมเลกุลภายในโครงสร้าง และน้้าหนักโมเลกุลของเจลาติน  อีกทั้ง ความแข็งของเจล (gel 

strength) และความหนืด (viscosity) ของเจลาตินจะมีค่าลดลงอย่างต่อเนื่อง เมื่อให้ความร้อนสูง

กว่า 40 องศาเซลเซียส การกระจายตัวของค่าน้้าหนักโมเลกุลจะส่งผลต่อค่าความหนืดมากกว่าความ

แข็งแรงของเจล ตัวอย่างเช่น เจลาตินที่มีความแข็งของเจลสูงอาจจะมีค่าความหนืดที่ต่้ากว่าเจลาตินที่

มีความแข็งของเจลต่้า ซึ่งค่าความหนืดของเจลจะมีค่าแปรผันตรงกับความเข้มข้นของสารละลายเจ

ลาติน และแปรผกผันกับอุณหภูมิของสารละลายเจลาติน นอกจากนี้ ความหนืดยังเป็นปัจจัยส้าคัญใน

การบอกความแข็งของเจล ในงานทางด้านอาหารและอุตสาหกรรม ความแข็งของเจลนั้น  สามารถ

บอกเป็นระดับ (grade) ของเจลาตินได้ โดยจะท้าการทดสอบภายใต้ strict guidelines คือ ท้าการ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 25 

วัดน้้าหนักที่ใช้กดกระบอกลูกสูบทรงกระบอกที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง ภายนอก 13 มิลลิเมตร 

และ เส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 4 มิลลิเมตร เมื่อบรรจุเจลาตินความเข้มข้นร้อยละ 6.67 โดยน้้าหนัก 

ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ภายในกระบอกสูบ โดยปกติแล้วจะมีค่าความ

แข็งของเจลาตินอยู่ที่ 50-300 ซึ่งค่าความแข็งของเจลาตินที่แตกต่างกันนั้นเป็นปัจจัยมาจาก

กระบวนการไฮโดรไรซิสที่ก้าหนดสภาวะแตกต่างกัน เช่น ค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ เอนไซม์ 

สภาวะกรดหรือเบส เป็นต้น ดังนั้น การประยุกต์ใช้งานของเจลาตินจึงแตกต่างกัน เช่น เจลาตินชนิดบี

ที่มีค่าความแข็งของเจล 125-250 จะใช้ในการผลิตลูกอม เจลาตินชนิดเอที่มีค่าความแข็งของเจล 70-

90 จะถูกน้ามาใช้ในกระบวนการกรองไวน์หรือน้้าผลไม้ เป็นต้น นอกจากนี้ เจลาตินสามารถย่อย

สลายได้ตามธรรมชาติ หรืออยู่ในสภาวะที่มีเอนไซม์ จุลินทรีย์ และมีค่าความเป็นกรดด่างที่

เปลี่ยนแปลงไป เป็นต้น (stickley F. 1987 และ Jacobson R.E. 1967 และ Jones R.T. 1987 และ 

Harris P. 1990) 

2.1.5 สมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์เจลาติน 

 สมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเซลล์ระดับห้องปฏิบัติการและสัตว์ทดลอง  

 Wang S. และคณะ (2009) ได้ท้าการศึกษาขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์สามมิติที่มีพอลิแลคติก   

แอซิด (polylactic, PLA) ไฟโบรอิน และเจลาตินเป็นองค์ประกอบ และท้าการทดสอบความเข้ากัน

ได้ทางชีวภาพของเซลล์ในระดับห้องปฏิบัติการโดยน้าโครงเลี้ยงเซลล์มาเพาะเลี้ยงเซลล์ผิวหนังหนู 

(3T3 mouse fibroblasts) ที่มีความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 5x104 เซลล์/2 ตารางเซนติเมตร ด้วย

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ที่มี fetal bovine serum 

(FBS) ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร เป็นองค์ประกอบ ท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้เพาะเชื้อที่มี

ความดันบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าเซลล์สามารถ

เจริญเติบโตและเพ่ิมจ้านวนเป็นเวลา 14 วัน และมีอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ที่สูงกว่าเมื่อ

เปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงแบบสองมิติ เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลล์สามมิตินั้นมีอัตราส่วนของพ้ืนที่ต่อ

ปริมาตรที่สูงกว่าและมีรูพรุนมากกว่า ดังนั้นจึงเหมาะแก่การยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ และ

ท้าการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเซลล์ในระดับสัตว์ทดลองโดยปลูกถ่ายโครงเลี้ยงเซลล์

ขนาด 10x10x0.5 ลูกบาศก์มิลลิเมตร (กว้างxยาวxสูง) ลงในหนูทดลองสายพันธุ์ Sprague-dawley 

บริเวณใต้ผิวหนังส่วนหลังหนู (Subcutaneous Implantation) พบว่า หลังการปลูกถ่ายเป็นเวลา 1 
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และ 2 เดือน ไม่มีการตรวจพบเม็ดเลือดขาวชนิด macrophage และ lymphocyte ซึ่งสามารถ

กล่าวได้ว่ามีเกิดการอักเสบน้อยมากและไม่มีการต่อต้านของสัตว์ทดลอง และหลังจากการปลูกถ่ายลง

หนูทดลองเป็นเวลา 3 เดือน เริ่มมีการสร้างเนื้อเยื่อเกี่ยวพันธุ์เกิดขึ้นและรูปร่างของโครงเลี้ยงเซลล์มี

ขนาดเล็กลงซึ่งสามารถบ่งบอกได้ถึงการย่อยสลายได้ทางชีวภาพด้วยเช่นกัน 

 จากงานวิจัยของ Ghasemi-Mobarakeh L. และคณะ (2008) ได้ท้าการขึ้นรูปโครงเลี้ยง

เซลล์ของพอลิคาโพรแลกโตน (poly-caprolactone) และเจลาตินในอัตราส่วนต่าง ๆ ส้าหรับเลี้ยง

เซลล์ต้นก้าเนิดของเซลล์ประสาท (C172) พบว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีองค์ประกอบ

ของเจลาตินสามารถเจริญเติบโตและมีชีวิตรอดได้นานกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ที่มี   

พอลิคาโพรแลกโตนเป็นองค์ประกอบเพียงอย่างเดียว 

 สมบัติความชอบน้้า 

 Jiankang H. และคณะ (2008) ได้ท้าการศึกษาขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์สามมิติของไคโตซาน

และเจลาตินเพื่อพัฒนาเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ เพ่ือจ้าลองลักษณะการท้างานของตับ และได้ศึกษาผลของ

การดูดซับน้้า (swelling) เมื่อแช่ลงในสารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟต (PBS) ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง

เท่ากับ 7.4 อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที โดยจะสังเกตผล ทุก ๆ 10 นาที พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์มี

ร้อยละการดูดซับน้้าเพ่ิมขึ้น 600 เท่าโดยน้้าหนัก กล่าวได้ว่าโครงเลี้ยงเซลล์นี้มีความชอบน้้าสูง 

สารอาหารหรือของเสียในกระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลล์สามารถไหลเข้าออกโครงเลี้ยงเซลล์ได้ดี 

 Shalumon K.T. และคณะ (2015) ได้ท้าการทดสอบค่ามุมสัมผัสน้้าของแผ่นฟิล์ม ที่มี

ส่วนประกอบของ Poly-L-lactic acid (PLLA) และเจลาติน โดยมีความเข้มข้นของเจลาตินร้อยละ 5, 

10 และ 20 โดยน้้าหนัก พบว่า แผ่นฟิล์มที่มีองค์ประกอบของ PLLA อย่างเดียวนั้น มีค่ามุมสัมผัส

ของน้้าและแผ่นฟิล์มที่มากที่สุด มีค่าเท่ากับ 145º ซึ่งแสดงถึงความไม่ชอบน้้า (hydrophobicity) 

เมื่อเปรียบเทียบกับแผ่นฟิล์ม PLLA ที่มีเจลาตินเป็นองค์ประกอบความเข้มข้นของร้อยละ 5, 10 และ 

20 โดยน้้าหนัก มีค่ามุมสัมผัสน้้า 135º, 127º และ 121º ตามล้าดับ แสดงให้เห็นว่า เมื่อเพ่ิมความ

เข้มข้นของเจลาติน แผ่นฟิล์มจะมีสมบัติความชอบน้้าที่เพ่ิมข้ึน 

 สมบัติการย่อยสลายทางชีวภาพ 
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 Ratanavaraporn J. และคณะ (2014) ได้ท้าการทดสอบความสามารถการย่อยสลายทาง

ชีวภาพของอนุภาคไมโครของไหมและเจลาตินที่อัตราส่วนโดยน้้าหนักต่าง ๆ ที่ผ่านกระบวนการเชื่อม

ขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ 0.05 โดยปริมาตร โดยท้าการทดสอบด้วยเอนไซม์  คอลลา

จีเนสที่มีความเข้มข้น 163 หน่วย/มิลลิกรัม ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 7.4 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน พบว่าอนุภาคไมโครที่มีอัตราส่วนโดยน้้าหนักของเจลาตินและ      ไฟโบ

รอินเท่ากับ 100:0 ถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ได้ทั้งหมด ที่อัตราส่วนการผสม 70:30 ถูกย่อยสลายด้วย

เอนไซม์เพียงร้อยละ 20 โดยน้้าหนัก และที่อัตราส่วนการผสม 50:50 และ 30:70 นั้นถูกย่อยสลาย

ด้วยเอนไซม์ได้เพียงเล็กน้อย 

 Gaowa A. และคณะ (2014) ได้ท้าการทดสอบการปลดปล่อยของสายเปปไทด์ที่ถูกกักเก็บ

อยู่ในอนุภาคขนาดนาโน โดยเปรียบเทียบการปลดปล่อยสายเปปไทด์ในสารละลายบัฟเฟอร์ซัลเฟต

และในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM ที่มีความเข้มข้นของ fetal bovine serum (FBS) แตกต่างกัน 

(ร้อยละ 5-100 โดยปริมาตร) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า อนุภาคนาโนที่ถูกแช่ในสารละลายบัฟเฟอร์

ซัลเฟตจะมีปริมาณของสายเปปไทด์ที่ถูกปลดปล่อยออกมาน้อยที่สุด และอนุภาคนาโนที่ถูกแช่ใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM จะมีปริมาณสายเปปไทด์ที่ถูกปลดปล่อยออกมาเพ่ิมขึ้น เมื่อเพ่ิมความ

เข้มข้นของ FBS เนื่องจากใน FBS นั้น มีเอนไซม์คอลลาจีเนส ที่สามารถย่อยสลายเจลาตินได้ 

 2.1.6 การประยุกต์ใช้งานเจลาติน 

 เจลาตินถูกน้ามาใช้ในงานต่างๆมากมาย เช่น การท้าให้เกิดโฟม (foaming) การท้าอิมัลชั่น 

(emulsifying) และ เป็นสารช่วยเคลือบผิว (wetting agent) ในทางอาหาร ยา และทางการแพทย์ 

เนื่องจากเจลาตินมีคุณสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิว (surface-active) นอกจากนั้นแล้ว เจลาตินยังเป็น

สารชนิดแรกที่น้ามาใช้เป็นวัตถุกันเสียส้าหรับเนื้อสัตว์ในอุตสาหกรรมอาหาร จากงานวิจัยที่ผ่านมามี

การน้าเจลาตินมาช่วยในการจ้าแนกชนิดของชา รวมถึงการกับเก็บสารอาหารหรือยาในลักษณะของ

แคปซูล (capsule) ส้าหรับการท้าอิมัลชั่น ต้องมีอัตราส่วนของเจลาตินและน้้ามันที่เหมาะสมเพ่ือ

หลีกเลี่ยงการเกาะรวมกลุ่มกันของอนุภาค 

 เจลาตินถูกน้ามาประยุกต์ใช้งานในด้านอุตสาหกรรมของยาอย่างมากมาย ส่วนใหญ่ถูก

น้ามาใช้ส้าหรับการกักเก็บยา เนื่องจากเจลาตินจะช่วยป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น 

(oxidation) เจลาตินที่มีค่าความแข็งประมาณ 0-140 จะถูกน้ามาขึ้นรูปเป็นแคปซูลในการกักเก็บ
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วิตามินเอ ดี และอี และในปัจจุบันนั้นแคปซูลเจลาตินนั้นถูกน้ามากักเก็บสารต่ าง ๆ มากมาย 

เนื่องจากเจลาตินสามารถป้องกันความชื้น ความร้อน และสภาวะที่รุนแรงได้ (Gibbs และคณะ 

1999)  

 การประยุกต์ใช้งานของเจลาตินในทางวิศวกรรมการแพทย์สามารถสรุปได้ดังตารางที่  2.2 

2.2 ไหม (silk) 

 ไหมเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติที่สกัดได้จากต่อมไหมของสัตว์ขาปล้องหลายชนิด (arthropods) 

เช่น หนอนไหม แมงมุม และผึ้งบางชนิด เป็นต้น ไหมที่ได้จากหนอนไหมซึ่งได้จากการสังเคราะห์

โปรตีนในต่อมท่ีท้าหน้าที่พิเศษ 2 ต่อมที่อยู่บริเวณหัวของหนอนไหมและโปรตีนไหมจะถูกปั่นหรือพ่น

ออกมาจากท่อพ่น (spinneret) บริเวณด้านข้างของปากหนอนไหม จนกลายเป็นเส้นใยธรรมชาติใน

ระหว่างกระบวนการเจริญเติบโตเปลี่ยนแปลงรูปร่างจากตัวอ่อนจนถึงตัวเต็มวัย โดยทั่วไปไหม

สามารถจ้าแนกออกได้ 2 ประเภท คือ ไหมเลี้ยงหรือไหมบ้าน (domesticated mulberry silk 

worm) ไหมชนิดนี้จะกินใบหม่อนเป็นอาหาร มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Bombyx mori จัดอยู่ในวงศ์ 

Bombycidae อีกประเภทหนึ่งคือไหมป่า (wild non-mulberry silkworm) จัดอยู่ในวงศ์ 

Saturnidae (Koha L. 2015) 

 2.2.1 โครงสร้างและสมบัติของไหม 

 ไหมเป็นโปรตีนที่ประกอบด้วยสมบัติส้าคัญ 2 ชนิด คือ ไฟโบรอินและเซริซิน และมี

ส่วนประกอบอ่ืนอีกเล็กน้อย ดังแสดงในตารางที่ 2.2 (Charu V. และคณะ 2007) โดยไฟโบรอินเป็น

โปรตีนเส้นใยที่เป็นส่วนท้าให้โมเลกุลของไหมมีความแข็งแรง และเซริซินเป็นโปรตีนก้อนกลม ท้า

หน้าที่เชื่อมเส้นใยไฟโบรอินให้อยู่รวมกันเป็นมัดเส้นใยที่มีขนาดใหญ่ขึ้น  
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ตารางท่ี 2.2 องค์ประกอบของไหม Bombyx mori (Mondal M.K. 2007) 

 

 2.2.2 ไฟโบรอิน 

 เส้นใยไฟโบรอินในไหมบ้านหรือไหมเลี้ยง (B. mori) มีขนาดเส้นใยผ่านศูนย์กลางประมาณ 

10-25 ไมโครเมตร ประกอบด้วยสายโซ่โมเลกุลโปรตีน 2 ชนิด คือ โปรตีนที่มีสายโซ่โมเลกุลต่้า (light 

chain) มีน้้าหนักโมเลกุลประมาณ 26 kDa และโปรตีนที่มีสายโซ่โมเลกุลสูง (heavy chain) มี

น้้าหนักโมเลกุลประมาณ 390 kDa ซึ่งพบโปรตีนทั้งสองชนิดในอัตราส่วน 1:1 ซึ่งถูกเชื่อมกันด้วย

พันธะไดซัลไฟด์ (Ruby A.J. และคณะ 1995) พันธะไดซัลไฟด์ที่เชื่อมระหว่างกรดอะมิโนซิสเทอีน

ล้าดับที่ 20 (cys-c20) จากโมเลกุลส่วนปลายคาร์บอกซิล (20th residue of carboxyl terminus) 

ในโปรตีนสายโซ่โมเลกุลสูง จะเชื่อมต่อกับกรดอะมิโนซิสเทอีน 172 (cys-172) ของโปรตีนสายโซ่

โมเลกุลต่้า ส่งผลให้โมเลกุลไหมไฟโบรอินสามารถอยู่รวมกันได ้

 สายโซ่โมเลกุลสูง จะประกอบด้วยหน่วยย่อยที่ซ้้ากันของกรดอะมิโนที่จัดเรียงตัวกันเป็น

ระเบียบ และมีความไม่ชอบน้้าเป็นจ้านวนมาก ส่งผลให้สายโซ่โมเลกุลส่วนนี้แสดงความเป็นผลึก 

(crystalline structure) ส่วนสายโซ่โมเลกุลต่้า จะประกอบด้วยกรดอะมิโนที่แสดงความเป็นประจุ

และมีความชอบน้้า นอกจากนี้เส้นใยไฟโบรอินยังมีส่วนไกลโคโปรตีน ที่เรียกว่า P25 มีน้้าหนัก

ประมาณ 30 kDa ที่สายโซ่ถูกเชื่อมด้วยอัตรกิริยาของส่วนไม่ชอบน้้า เป็นองค์ประกอบ ซึ่งโมเลกุล

องค์ประกอบ ปริมาณ (%) 

ไฟโบรอิน 70-80 

เซริซิน 20-30 

ไขมันและข้ีผึ้ง 0.8-1.0 

สารอินทรีย์และวัตถุมีสี 0.2-0.7 

รวม 100 
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ของไหมไฟโบรอินจะประกอบด้วยสายโซ่โมเลกุลชนิดต่าง ๆ (H-fibroin, L-fibroin และ P25) ใน

อัตราส่วน 6:6:1 (Banani K. และคณะ 2013) 

  องค์ประกอบของกรดอะมิโนในโมเลกุลของไหมไฟโบรอินประกอบด้วย ไกลซีน 43%,     

อะลานีน 30% และเซอรีน 12% พหุสัณฐาน (polymorphs) ของไหมไฟโบรอินสามารถจ้าแนกได้

สามชนิด คือ ไหม I (silk I) มีโครงสร้างแบบ random coil ที่อยู่ในสภาวะของเหลวในต่อมของหนอน

ไหมก่อนการตกผลึกเป็นเส้นใยโปรตีน สามารถละลายน้้าได้ (water-soluble state) และสามารถ

เปลี่ยนพหุสัณฐานเป็น ไหม II (silk II) ได้ง่ายเมื่อสัมผัสกับความร้อน, แรงทางกายภาพ, เอทานอล 

หรือโพแทสเซียมคลอไรด์ (Kudug E. 2004) ส้าหรับไหม II นั้น จะมีโครงสร้างทุติยภูมิแบบแผ่น

พับเบต้า (β-sheet structure) ซึ่งเป็นโครงสร้างอสมมาตร (asymmetrical) เนื่องจากสายโซ่โมเลกุล

ข้างหนึ่งประกอบด้วย สายโซ่ข้างของไฮโดรเจนจากกรดอะมิโนชนิดไกลซีน สายโซ่อีกข้างหนึ่ง 

ประกอบด้วย สายโซ่ของเมทิลจากกรดอะมิโนชนิดอะลานีนที่แสดงความไม่ชอบน้้า ซึ่งโครงสร้างแผ่น

พับเบต้านี้สามารถจัดเรียงตัวแบบสลับระหว่างหมู่ไฮดรอกซิลและหมู่เมทิลได้ ส่งผลให้เกิดเป็น

โครงสร้างผลึกที่มีความแข็งแรง ยึดเกาะกันด้วยพันธะไฮโดรเจนและแรงแวนเดอร์วาล์วที่แข็งแรง 

(Bhardwaj N. 2011) มากพอที่สามารถป้องกันการแยกของสายโซ่โมเลกุลไหม II จึงไม่ละลายน้้า 

รวมถึงตัวท้าละลายบางชนิด แต่สามารถละลายในตัวท้าละลายที่เป็นเกลือความเข้มข้นสูง เช่น 

ลิเทียมโบรไมด์ (LiBr) และลิเทียมไซโอไซยาเนต (LiSCN) เป็นต้น พหุสัณฐานของไหมไฟโบรอินอีก

ชนิดหนึ่งคือ ไหม III (silk III) โมเลกุลจะเรียงตัวแบบเกลียวเฮลิก (helical structure) ซึ่งเป็นส่วน

สัมผัสกับน้้าและอากาศระหว่างโมเลกุลไฟโบรอิน (Bhardwaj N. 2011 และ Gupta V. และคณะ 

2009 และ Manju S. 2011)  

 ไหมไฟโบรอิน เป็นเส้นใยโปรตีนธรรมชาติ ที่มีสมบัติทางกลที่ดีกว่าพอลิเมอร์ธรรมชาติชนิด

อ่ืน จากงานวิจัยของ Cilurzo F. และคณะ (2011) ได้ท้าการศึกษาสมบัติทางกลของไหมไฟโบรอิน

เปรียบเทียบกับวัสดุอ่ืน ๆ จะพบว่าไหมไฟโบรอินมีค่ามอดูลัส (modulus) ความแข็งแรงต่อการ

แตกหัก (breaking strength) และความแข็งแรงต่อการยืดตัว (elongation) ที่ดี ส่งผลให้ไฟโบรอินมี

ความแข็งแรง ทนทาน และมีความเหนียวสูง  

 2.2.3 สมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ไหมไฟโบรอิน 

 สมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเซลล์ระดับห้องปฏิบัติการและสัตว์ทดลอง  
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Biman B. และคณะ (2009) ได้ท้าการศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังมนุษย์ 

(humin foreskin fibroblast) เมื่อเพาะเลี้ยงในโครงเลี้ยงเซลล์ของไหมไฟโบรอินที่มีร้อยละน้้าหนัก

โดยปริมาตรแตกต่างกันคือ 2, 4 และ 6 โดยขึ้นรูปด้วยวิธีการท้าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze-drying) 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิแตกต่างกันคือ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส พบว่าความ

หนาแน่นของรูพรุน (porosity) และขนาดของรูพรุน (pore size) ที่เกิดขึ้นจะลดลงเมื่อเพ่ิมความ

เข้มข้นของไหมไฟโบรอิน เนื่องจากมีสัดส่วนมวลต่อปริมาตรที่เพ่ิมขึ้น และเมื่อลดอุณหภูมิของการท้า

แห้งแบบเยือกแข็ง ความหนาแน่นของรูพรุนจะเพ่ิมข้ึน แต่ขนาดของรูพรุนจะมีค่าลดลง เนื่องจากการ

ใช้อุณหภูมิที่สูงกว่าในการท้าแห้งแบบเยือกแข็ง อัตราเร็วในการเยือกแข็งจะต่้า  ดังนั้น ผลึกของ

น้้าแข็งที่เกิดขึ้นจึงมีขนาดใหญ่กว่าการใช้อุณหภูมิที่ต่้ากว่าในการท้าแห้งแบบเยือกแข็ง ซึ่งจะเกิดผลึก

น้้าแข็งที่มีขนาดเล็กกว่า และเมื่อน้าไปทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล์พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่มี

ความหนาแน่นของรุพรุนสูงและขนาดรูพรุนเล็ก อาจมีการเชื่อมกันระหว่างรูพรุน จะมีการ

เจริญเติบโตของเซลล์ที่มากที่สุด (อุณหภูมิที่ใช้การเยือกแข็งเท่ากับ -197 องศาเซลเซียส) และพบว่า

โครงเลี้ยงเซลล์ที่ใช้อุณหภูมิในการเยือกแข็งเท่ากับ -20 และ -80 องศาเซลเซียสนั้น เซลล์จะเริ่มตาย

ช้ากว่า เพราะโครงเลี้ยงเซลล์ที่ใช้อุณหภูมิในการเยือกแข็งเท่ากับ -196 องศาเซลเซียส จะมีความ

หนาแน่นของรูพรุนสูง ส่งผลให้รูพรุนมีโอกาสการเชื่อมติดกัน ท้าให้เซลล์สามารถเกิดการเคลื่อนย้าย

และมีการเจริญเติบโตที่มากกว่า เซลล์จึงเริ่มตายเร็วกว่า 

Chamchongkaset J และคณะ (2008) ได้ศึกษาผลกระทบจากการปรับปรุงพ้ืนผิวด้วยการ

คอนจูเกตเจลาตินของโครงเลี้ยงเซลล์ไหมไฟโบรอินของไหมไทยพันธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 ซึ่งขึ้นรูป

ด้วยวิธีการก้าจัดเกลือออก พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินที่มีการคอนจูเกต มีโครงสร้างที่แข็งแรง 

โดยดูจากค่าความต้านทานแรงกด ซึ่งมีค่าสูงขึ้น คิดเป็นร้อยละ 93 เป็นผลท้าให้เกิดการส่งเสริมการ

ยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ mouse osteoblast บนโครงเลี้ยงเซลล์ได้ดี 

 สมบัติการย่อยสลายทางชีวภาพ 

Okhawalai M. และคณะ (2010) ได้ท้าการศึกษาการย่อยสลายของโครงเลี้ยงเซลล์ขอเจ

ลาตินและไหมไฟโบรอิน พันธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 ที่มีอัตราส่วนผสมโดยน้้าหนักต่าง ๆ โดยทดสอบ

อัตราการย่อยสลายด้วยเอนไซม์คอลลาจีเนสความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิกรัม ที่ค่าความเป็นกรด
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ด่างเท่ากับ 7 พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนโดยน้้าหนักของไหมมากจะมีอัตราการย่อยสลายที่ช้า

กว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนของเจลาตินมาก 

Li M. และคณะ (2003) ได้ศึกษาเปรียบเทียบผลของการย่อยสลายทางชีวภาพของเมมเบรน 

ไหมไฟโบรอิน โดยท้าการเปรียบเทียบชนิดของเอนไซม์ที่ใช้  ได้แก่ เอนไซม์คอลลาจีเนส IA เอนไซม์

โปรตีเอส XIV และเอนไซม์ไคโมทริปซิน ที่มีความเข้มข้นของเอนไซม์แต่ละชนิดเท่ากับ 1 หน่วยต่อ

มิลลิลิตร พบว่า ภายในระยะเวลา 15 วัน ร้อยละน้้าหนักแห้งคงเหลือของเมมเบรนไฟโบรอินที่แช่ใน

สารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส IA เอนไซม์โปรตีเอส XIV เอนไซม์ไคโมทริปซิน และสารละลาย

บัฟเฟอร์ฟอสเฟตที่ไม่มีเอนไซม์ มีค่าเท่ากับ 48, 30, 68 และ 68 ตามล้าดับ แสดงให้เห็นว่า เอนไซม์

โปรตีเอส XIV สามารถย่อยสลายไหมไฟโบรอินได้ดีที่สุด รองลงมาคือ เอนไซม์คอลลาจีเนส IA โดย

พบว่าเอนไซม์โปรตีเอส XIV จะมีความจ้าเพาะเจาะจงกับโครงสร้างไหมไฟโบรอินมากกว่าเอนไซม์

คอลลาจีเนส IA ซึ่งภายในระยะเวลา 15 วัน ของการย่อยสลายไหมไฟโบรอินด้วยสารละลายเอนไซม์

โปรตีเอส XIV จะได้ผลิตภัณฑ์เป็นกรดอะมิโนชนิดอะลานีน (Ala), ซีสเทอีน (Cys), ไกลซีน (Gly) และ

เมไธโอนีน (Met) นอกจากนี้ยังพบว่า เอนไซม์ไคโมทริปซิน ไม่มีความจ้าเพาะเจาะจงกับโปรตีนไฟโบ

รอิน เนื่องจากน้้าหนักแห้งคงเหลือของแผ่นไฟโบรอินในสารละลายเอนไซม์ไคโมทริปซิน มีค่าเท่ากับ

น้้าหนักแห้งคงเหลือของแผ่นไฟโบรอินที่อยู่ในสภาวะไม่มีเอนไซม์ 

Wongnarat C. และคณะ (2013) ได้ท้าการศึกษาเปรียบเทียบการย่อยสลายของเส้นใยไหม

ไฟโบรอินที่แช่ในสารละลายเอนไซม์ต่างชนิดกัน ได้แก่ เอนไซม์โปรตีเอส XIV และเอนไซม์โปรตีเอส 

XXIII ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร พบว่า ภายในระยะเวลา 49 วัน ร้อยละน้้าหนักแห้งคงเหลือ

ของเส้นใยไฟโบรอินที่แช่ในสารละลายเอนไซม์โปรตีเอส XIV และสารละลายเอนไซม์ โปรตีเอส XXIII 

มีค่าเท่ากับ 17.5 และ 27.5 ตามล้าดับ แสดงให้เห็นว่า เอนไซม์โปรตีเอส XIV มีความจ้าเพาะเจาะจง

กับไหมไฟโบรอินมากกว่าเอนไซม์โปรตีเอส XXIII 

Yongzhong W. และคณะ (2008) ได้ท้าการศึกษาการย่อยสลายของโครงเลี้ยงเซลล์ไหม    

ไฟโบรอินในหนูทดลอง nude และ lewis โดยท้าการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีการจ้ากัดเกลือออก 

ซึ่งใช้สารละลายในการเตรียมสารละลายไหมแตกต่างกันคือน้้า (วิธี 1) และตัวท้าลายอินทรีย์เฮก

ซะฟลูออโรไอโซโพรพานอล (hexafluoroisopropanol, HFIP) (วิธี 2) พบว่าเมื่อปลูกถ่ายโครงเลี้ยง

เซลล์ลงในสัตว์ทดลอง โครงเลี้ยงเซลล์ที่ขึ้นรูปแบบวิธีที่ 1 สามารถย่อยสลายได้ภายใน 2 ถึง 6 เดือน 

และโครงเลี้ยงเซลล์ที่ข้ึนรูปด้วยวิธีที่ 2 ใช้เวลาย่อยสลายประมาณ 1 ปี และพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ขึ้น
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รูปด้วยวิธีที่ 1 นั้น จะมีการเจริญเติบโตของเซลล์ทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลล์ ส่งผลให้เกิดการย่อยสลายของ

โครงเลี้ยงเซลล์ได้ดีกว่า นอกจากนี้การย่อยสลายของโครงเลี้ยงเซลล์ไหมไฟโบรอินในสัตว์ทดลอง

ขึ้นอยู่กับลักษณะโครงสร้างสัณฐาน และการจัดเรียงตัวของโครงเลี้ยงเซลล์ซึ่งขึ้นอยู่กับกระบวนการ

ผลิตโครงเลี้ยงเซลล์นั้น ๆ 

 2.2.4 การประยุกต์ใช้งานของไหมไฟโบรอิน  

ไหมถูกน้ามาประยุกต์ใช้งานในด้านอุตสาหกรรมต่าง ๆ มากมาย ตัวอย่างเช่น อุตสาหกรรม

สิ่งทอ ซึ่งถูกน้ามาใช้อย่างมากจนได้รับสมญานามว่า ราชินีแห่งเส้นใย เนื่องจากมีคุณสมบัติที่ดีในเรื่อง

ของการระบายอากาศ ดูดซับความร้อนไว้ที่เนื้อผ้าและระบายความชื้นได้ดี สามารถดูดซับน้้าได้ดีกว่า

ผ้าฝ้าย 1.5 เท่า จึงถูกน้ามาผลิตเป็นชุดสวมใส่มากมาย นอกจากนั้นแล้วไหมยังสามารถประยุกต์ใช้

งานในด้านของเวชส้าอาง โปรตีนไหมไฟโบรอินเป็นสารที่ให้ความชุ่มชื้นถึง 300 เท่าของน้้าหนัก จึง

สามารถป้องกันผิวแห้งได้ดี จึงถูกน้ามาผลิตเป็นครีมบ้ารุงความชุ่มชื้น และยังถูกผลิตเป็นเครื่องส้าอาง

มากมาย ซึ่งพบว่าสามารถเข้ากับใบหน้าได้ดีกว่าเครื่องส้าอางชนิดอ่ืน (วีระศักดิ์ 2542) 

ไหมไฟโบรอินเป็นวัสดุทางชีวภาพที่ถูกน้ามาใช้งานทางการแพทย์เนื่องจากสามารถขึ้นรูปได้

หลายรูปแบบ เช่น แผ่นฟิล์ม เส้นใย อนุภาคทรงกลม และไฮโดรเจล เป็นต้น (Kasoju N. และคณะ 

2012) และถูกประยุกต์ใช้งานในรูปแบบต่าง ๆ ตัวอย่างเช่น โครงเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือใช้เป็นวัสดุทดแทน

กระดูกส่งเสริมให้เซลล์ข้างเคียงมายึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดี (Malay O.D. และคณะ 2008) ยังมี

การน้ามาใช้ในงานด้านศัลยกรรมคือเป็นวัสดุทดแทนหลอดเลือดและเส้นประสาท (Kasoju N. และ

คณะ 2012) นอกจากนั้นแล้ว ไหมไฟโบรอินยังสามารถใช้ในงานด้านการน้าส่งยา เช่น เมมเบรนไฟโบ

รอินใช้เป็นตัวน้าส่งยาและควบคุมการปลดปล่อยยาผ่านผิวหนัง (Wenk E. 2011) ซึ่งเหตุผลหลักใน

การเลือกไหมไฟโบรอินมาเป็นชีววัสดุในการใช้งานคือ มีคุณสมบัติเชิงกลที่ดี มีความสามารถเข้ากับ

เซลล์ได้ดี และสามารถย่อยสลายได้เองทางชีวภาพ 
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2.3 อนุภาคไมโคร (microspheres) 

 อนุภาคไมโครเป็นอนุภาคทรงกลมที่มีขนาดอยู่ในช่วง 1-1000 ไมโครเมตร ซึ่งอนุภาคไม

โครสามารถผลิตได้จากวัสดุทางธรรมชาติ (natural materials) และวัสดุจากการสังเคราะห์ 

(synthetic materials) โดยทั่วไปลักษณะของอนุภาคมี 2 ลักษณะ คือ ทรงกลมตัน (solid 

microspheres) และ ทรงกลมกลวง (hollow microspheres)  

ส้าหรับกระบวนการขึ้นรูปอนุภาคไมโครมีด้วยกันหลายวิธี สรุปดังตารางที่ 2.3 ซึ่งแต่ละวิธี

ขึ้นอยู่กับความเหมาะสมของวัสดุตั้งต้นและการประยุกต์การใช้งาน ตัวอย่างเช่น 

 1) การท้าแห้งแบบพ่นฝอย (spray drying) 

 วิธีการท้าแห้งแบบพ่นฝอย จะใช้พอลิเมอร์ที่สามารถละลายได้ในสารละลายที่ระเหยได้ง่าย 

เช่น ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) และอะซิโตน (acetone) เป็นต้น สารละลายพอลิเมอร์จะ

ถูกพ่นออกมาเป็นลักษณะของอนุภาคขนาดเล็กพร้อมกับลมร้อน ซึ่งช่วยในการระเหยของตัวท้า

ละลาย ท้าให้เหลือส่วนของแข็งของอนุภาคทรงกลม หลังจากนั้นอนุภาคทรงกลมจะถูกแยกออกจาก

ลมร้อนด้วยกระบวนการของเครื่องไซโคลน (cyclone separator) ข้อดีของวิธีนี้คือสามารถขึ้นรูป

อนุภาคทรงกลมภายใต้สภาวะปลอดเชื้อ (aseptic condition) ได้ และเป็นกระบวนการผลิตที่

รวดเร็ว 

 2) การสกัดตัวท้าละลายออก (solvent extraction) 

 วิธีการสกัดตัวท้าละลายออกนั้น พอลิเมอร์จะถูกละลายในสารละลายอินทรีย์ที่สามารถ

ระเหยได้ จากนั้นจะถูกน้ามาปั่นกวนในวัฏภาคของเหลวซึ่งต้องเป็นสารชนิดที่ไม่ละลายในสารละลาย

อินทรีย์ข้างต้น และปั่นกวนด้วยความเร็วรอบสูงจนเกิดเป็นลักษณะอนุภาคขนาดเล็ก จากนั้นท้าให้

อนุภาคแข็งตวั และสกัดตัวท้าละลายอินทรีย์นั้นออกด้วยความร้อน 

 3) การเกิดอิมัลชั่น (emulsion) 

 ระบบอิมัลชั่นจะประกอบด้วยของเหลวตั้งแต่ 2 ชนิดขึ้นไป โดยของเหลวแต่ละชนิดไม่

สามารถผสมเป็นเนื้อเดียวกันได้ ตัวอย่างเช่น น้้าและน้้ามัน เมื่อมีการให้แรงแก่สารละลายผสม เช่น

แรงจากการปั่นกวน ของเหลวจะเกิดการกระจายตัวเป็นอนุภาคขนาดเล็ก เรียกว่า วัฏภาคภายในหรือ

ส่วนกระจายตัว (internal or dispersed phase) โดยกระจายตัวแทรกอยู่ในของเหลวอีกชนิดหนึ่ง 

ซึ่งเรียกว่า วัฏภาคภายนอกหรือส่วนต่อเนื่อง (external or continuous phase) หากแบ่งชนิดของ
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อิมัลชั่นจากชนิดของของเหลวที่เป็นวัฏภาคภายในและภายนอก สามารถแบ่งได้ 3 ชนิด ชนิดแรก คือ 

อิมัลชั่นชนิดน้้าในน้้ามัน (water in oil emulsion) อิมัลชั่นชนิดนี้มีวัฏภาคภายในคือน้้า และวัฏภาค

ภายนอกคือน้้ามัน ชนิดที่สองคืออิมัลชั่นชนิดน้้ามันในน้้า (oil in water emulsion) วัฏภาคของ

อิมัลชั่นชนิดนี้จะสลับกับชนิดแรก คือ มีวัฏภาคภายใน คือ น้้ามัน และวัฏภาคภายนอก คือ น้้า ชนิดที่

สาม คือ อิมัลชั่นเชิงซ้อน (multiple emulsion) เป็นอิมัลชั่นที่มีวัฏภาคภายในซ้อนกันอยู่ เป็น

ของเหลวต่างชนิดกัน เช่น น้้าในน้้ามันในน้้า (water in oil in water emulsion) หรือ น้้ามันในน้้า

ในน้้ามัน (oil in water in oil emulsion) เป็นต้น (Kataria S. และคณะ 2011) 

ตารางท่ี 2.4 วิธีการข้ึนรูปอนุภาคไมโคร (พิมพร 2008 และ Kataria S. และคณะ 2011) 

วิธีการข้ึนรูป ข้อดี ข้อเสีย 

การท้าแห้งแบบพ่นฝอย 
 (spray drying) 

- สามารถขึ้นรูปอนุภาคทรงกลม   
  ภายใต้สภาวะปลอดเชื้อ 
- กระบวนการผลิตรวดเร็ว 
- ได้อนุภาคท่ีเสถียร 

- สารอาจเสียภาพเนื่องจาก 
  ความร้อน 
- ค่าใช้จ่ายสูง 

การสกัดตัวท้าละลายออก  
(solvent extraction) 

- ได้อนุภาคท่ีเสถียร - อาจเหลือสารเคมีตกค้าง
ในระบบ 

การเกิดอิมัลชั่น 
(emulsion) 

- กระบวนการผลิตไม่ซับซ้อน 
- ใช้ได้กับสารหลายประเภท 
- ได้อนุภาคท่ีเสถียร 

- กรณีท่ีใช้สารลดแรงตึงผิว 
อาจตกค้างในระบบ 

  

 กลไกการเกิดอิมัลชั่น 

 โดยทั่วไปเมื่อน้าของเหลวสองชนิดที่ไม่สามารถรวมเป็นเนื้อเดียวกันมาผสมกัน ของเหลวทั้ง

สองชนิดจะเกิดการแยกเป็น 2 ชั้น เนื่องจากเกิดแรงตึงผิวระหว่างผิวของของเหลวแต่ละชนิด แต่เมื่อ

มีการเพิ่มพลังงานแก่ระบบ เช่น การเขย่า จะท้าให้เกิดการเพิ่มของพ้ืนที่ผิวสัมผัสระหว่างของเหลวทั้ง

สองชนิด ท้าให้ของเหลวกระจายตัวเป็นหยดเล็ก ๆ ในอีกชนิดหนึ่ง ดังนั้นจึงเกิดเป็นลักษณะของ

อิมัลชั่น แต่จะเกิดเพียงชั่วคราวเท่านั้น กล่าวคือเมื่อเราหยุดให้พลังงานแก่ระบบ ของเหลวจะกลับมา

แยกชั้นกันเหมือนเดิม ซึ่งหลักการทางเทอร์โมไดนามิกส์ สามารถอธิบายได้ว่า การเขย่าเป็นการเพ่ิม

พลังงานอิสระแก่พ้ืนผิว (surface free energy) ของเหลวสองชนิดจึงสามารถเข้ากันได้ชั่วคราว    
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ถือว่าเป็นสภาวะที่ไม่คงตัว เนื่องจากเมื่อหยุดเขย่าหรือกวน ของเหลวสองชนิดนั้นจะกลับมารวมกัน

และแยกชั้นเหมือนเดิม เนื่องจากของเหลวแต่ละชนิดจะปรับสภาวะให้อยู่ในจุดคงตัว โดยการลดพ้ืนที่

ผิวสัมผัสระหว่างกันให้น้อยที่สุด แต่การเกิดอิมัลชั่นนั้นสามารถท้าให้เกิดขึ้นอย่างถาวรได้ คือ

ของเหลวชนิดหนึ่งสามารถกระจายตัวในของเหลวอีกชนิดหนึ่งได้อย่างคงตัว ไม่แยกชั้น โดยการเติม

ตัวท้าอิมัลชั่นลงไปเพ่ือป้องกันการเกาะรวมกลุ่มกันของอนุภาค ส่งผลให้อนุภาคของของเหลวเกิด

ความคงตัว และกระจายตัวได้ดี (พิมพร 2008) 

การเกิดอิมัลชั่นต้องอาศัยกระบวนการ 2 ขั้นตอน คือ 

 1) การท้าให้ของเหลวในส่วนวัฏภาคภายในกระจายตัวเป็นอนุภาคขนาดเล็กในวัฏภาค

ภายนอก โดยอาศัยการให้พลังงาน เช่น พลังงานความร้อน (heat) พลังงานทางกล (mechanical 

agitation) การสั่นสะเทือนโดยคลื่นเสียง (ultrasonic vibration) และพลังงานไฟฟ้า (electricity) 

เป็นต้น 

 2) การท้าให้อนุภาคเล็ก ๆ กระจายตัวในวัฏภาคภายนอกได้อย่างคงตัว เช่น การใช้ตัวท้า

อิมัลชั่นหรือใช้สมบัติของของเหลวแต่ละชนิด 

 นอกจากนั้น เวลาที่ใช้ในการท้าให้เกิดความคงตัวในอิมัลชั่นจะแตกต่างกันตามคุณสมบติของ

สารและเทคนิคท่ีใช้ ซึ่งมักจะได้จากการทดลองโดยต้องมีช่วงเวลาที่เหมาะสม กล่าวคือ หากใช้เวลาที่

น้อยกว่าระยะเวลาที่เหมาะสม อิมัลชั้นที่เกิดข้ึนจะไม่คงตัว แต่ถ้าใช้เวลาในการให้พลังงานมากเกินไป 

อิมัลชั่นอาจไม่คงตัวเนื่องจากฟิล์มที่ท้าหน้าที่ป้องกันการรวมตัวกันของอนุภาคเกิดการสลายตัวด้วย

แรงที่มากเกินไป (Hacharoen N. 2011) 

2.4 การเชื่อมขวาง (crosslinking)  

 การเชื่อมขวางเป็นการปรับปรุงคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์วิธีหนึ่ง เพ่ือปรับปรุงให้โครง

เลี้ยงเซลล์มีสมบิตเชิงกลที่ดี มีความแข็งแรงมากขึ้น ชะลอการย่อยสลายทางชีวภาพ มีความสามารถ

ในการบวมน้้าได้มากขึ้น และมีความเสถียรขององค์ประกอบของสารสูงขึ้น เพ่ือให้เหมาะสมกับการใช้

งานทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อมากขึ้น (Ma L. และคณะ 2003) โดยทั่วไปการเชื่อมขวางมีด้วยการ

หลายวิธี แต่สามารถจ้าแนกประเภทหลัก ๆ ได้ 2 ประเภท คือ การเชื่อมขวางทางกายภาพ และการ

เชื่อมขวางทางเคมี  
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 2.4.1 การเชื่อมขวางทางกายภาพ 

 การเชื่อมขวางโดยใช้ความร้อน (dehydrothermal treatment, DHT) 

 การเชื่อมขวางโดยการใช้ความร้อน เป็นการเชื่อมขวางระหว่างสายโซ่ ( interchain 

crosslink) ของโปรตีนที่อยู่ใกล้กัน โดยความร้อนจะเหนี่ยวน้าให้เกิดการเชื่อมขวางของหมู่เอมีน 

(amine group) และหมู่คาร์บอกซิลิก (carboxyl group) เกิดเป็นพันธะเอไมด์ (amide) และมีการ

ปลดปล่อยโมเลกุลของน้้าออกมา ซึ่งการเชื่อมขวางนี้จะกระท้าภายใต้สุญญากาศที่ความดั น 0 

มิลลิบาร์ อุณหภูมิคงที่ และระยะเวลาเหมาะสมตามการประยุกต์ใช้งาน (Ueda H. และคณะ 2002) 

การเชื่อมขวางโดยใช้ความร้อนนั้น จะท้าให้หมู่อะมิโนอิสระลดลง และความสามารถในการกักเก็บน้้า

ของโครงเลี้ยงเซลล์ลดลง ส่งผลให้โครงเลี้ยงเซลล์ทนต่อแรงดึงเพ่ิมมากขึ้น และมีอัตราการย่อยสลาย

ช้าลง (Pieper J.S. และคณะ 1998) ข้อดีของการเชื่อมขวางวิธีนี้ คือ ไม่มีสารเคมีตกค้างภายในโครง

เลี้ยงเซลล์ แต่มีข้อเสีย คือ สามารถเชื่อมขวางโมเลกุลของโปรตีนที่อยู่ใกล้กันเท่านั้น ดังนั้น 

ความสามารถในการเชื่อมขวางได้จึงมีค่าต่้า (Friess W. 1998, Haugh M.G. และคณะ 2009) 

 การเชื่อมขวางโดยใช้รังสีอัลตราไวโอเลต (UV-irradiation) 

 การเชื่อมขวางวิธีนี้เป็นที่นิยมส้าหรับการเชื่อมขวางของคอลลาเจนและเจลาติน เนื่องจากไม่

มีการใช้ความร้อนในกระบวนการ การเชื่อมขวางโดยใช้รังสีอัลตราไวโอเลตเป็นการเชื่อมขวางอนุมูล

อิสระ (free radical) ของหมู่อะโรมาติกของกรดอะมิโน ซึ่งปริมาณหมู่อะโรมาติกของกรดอะมิโนนี้ 

สามารถบ่งบอกถึงความหนาแน่นในการเชื่อมขวางโมเลกุลของโปรตีน (Bhat R. และ Karim A.A 

2009) 

 2.4.2 การเชื่อมขวางทางเคมี 

 การเชื่อมขวางโดยใช้กลูตารัลดีไฮด์ (glutaraldehyde, GA) 

 กลูตารัลดีไฮด์เป็นสารเคมีที่ใช้เชื่อมขวางส้าหรับโปรตีนและพอลิเซคคาไรด์ โดยจะ

เกิดปฏิกิริยาระหว่างหมู่แอลดีไฮด์ (-CHO) ในโมเลกุลกลูตารัลดีไฮด์ และหมู่เอมีน (-NH2) ของ

โมเลกุลโปรตีน ข้อดีของการเชื่อมขวางวิธีนี้ คือ โครงเลี้ยงเซลล์มีความแข็งแรงมากขึ้น มีสมบัติเชิงกล

ที่ดี มีอัตราการย่อยสลายช้าลง และโครงเลี้ยงเซลล์มีความชอบน้้าลดลง แต่มีข้อเสีย คือ กลูตารัลดี

ไฮด์เป็นสารเคมีที่มีพิษและอันตราย ดังนั้น อาจมีสารเคมีตกค้างอยู่ในวัสดุหลังเสร็จสิ้นกระบวนการ 

จึงมีความจ้าเป็นต้องก้าจัดสารเคมีตกค้างออก โดยการใช้สารละลายไกลซีนช้าระล้างออก เนื่องจาก
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หมู่เอมีนของไกลซีนจะไปท้าปฏิกิริยากับกลูตารัลดีไฮด์ส่วนที่ไม่เกิดปฏิกิริยา (Ma L. และคณะ 2003, 

และ Lee C.R. 2001) 

 การเชื่อมขวางโดยใช้ 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) 

 EDC เป็นสารเคมีอีกชนิดหนึ่งที่นิยมใช้ในการเชื่อมขวาง เนื่องจากเป็นสารที่ไม่เป็นพิษและมี

ความเข้ากันได้ดีกับเซลล์ และส่วนใหญ่จะใช้ EDC เชื่อมขวางร่วมกับ N-hydroxysuccinimide 

(NHS) และบัฟเฟอร์ 2-morpholinoethane sulfonic acid (MES) เพ่ือให้เกิดกระบวนการเชื่อม

ขวางที่สมบูรณ์และเสถียรที่สุด กระบวนการเชื่อมขวางจะเริ่มจาก EDC จะท้าปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอก

ซิลิก (-COOH) ในโมเลกุลของโปรตีน เกิดเป็น O-acylisourea intermediate ซึ่งเป็นสารที่ไม่เสถียร 

หลังจากนั้น NHS จะท้าปฏิกิริยากับสารที่ไม่เสถียรนี้ เกิดเป็น NHS-ester และจะท้าปฏิกิริยากับหมู่

เอมีน (-NH2) ในโมเลกุลของโปรตีน เกิดเป็นพันธะเปปไทด์ที่มีความเสถียร และเกิดอนุพันธ์ของยูเรีย 

คือ 1-ethly-3-(3-dimethyl aminopropyl) urea สามารถก้าจัดออกได้โดยการละลายน้้า จึงไม่มี

สารเคมีตกค้างและไม่เป็นพิษต่อเซลล์ (Pieper J.S. และคณะ 2000) 

 นฤนาท (2550) ได้ท้าการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ของเจลาตินและไคโตโซนด้วยวิธีการท้าแห้ง 

และเปรียบเทียบการเชื่อมขวางด้วยวิธีการต่าง ๆ คือ การเชื่อมขวางแบบแช่ และแบบอบไอของ

สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ที่มีความเข้มข้นร้อยละ 0.03, 0.06, 0.085 และ 0.12 โดยปริมาตร ที่

อุณหภูมิ 4, 25 และ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่า เมื่อเชื่อมขวาง

แบบแช่สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.06 โดยปริมาตร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในที่มืด และเชื่อมขวางแบบอบไอสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 

0.0047 โดยปริมาตร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในที่มืด สามารถเชื่อมขวาง

โครงเลี้ยงเซลล์ได้ดีที่สุด และเมื่อท้าการเปรียบเทียบการเชื่อมขวางทั้งหมด 4 วิธี คือ การเชื่อมขวาง

แบบใช้ความร้อน (DHT) การเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์แบบแช่ การเชื่อมขวางด้วย

สารละลาย EDC แบบแช่ร่วมกับความร้อน และการเชื่อมขวางด้วยวิธีอบไอด้วยสารละลายกลูตารัลดี

ไฮด์ พบว่า การเชื่อมขวางด้วยวิธีใช้ความร้อนและการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์แบบ

แช่ โครงเลี้ยงเซลล์มีการหดตัวประมาณร้อยละ 5 และการเชื่อมขวางด้วยสารละลาย EDC แบบแช่

ร่วมกับความร้อน และการเชื่อมขวางด้วยวิธีอบไอด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ท้าให้โครงเลี้ยงเซลล์

เกิดการหดตัวมากถึงร้อยละ 40 สามารถสรุปได้ คือ โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 41 

สารละลายกลูตารัลดีไฮด์มีระดับการเชื่อมขวางมากที่สุด และโครงเลี้ยงเซลล์มีสมบัติเชิงกลดีที่สุด 

นอกจากนี้ โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวางแบบใช้ความร้อนและอบไอด้วยสารละลายกลูตารัลดี

ไฮด์ มีลักษณะสมบัติที่ไม่แตกต่างกับโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยสารละลาย EDC 

2.5 อนุภาคไมโครส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์  

 ระบบของการเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคไมโครได้มีการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง ตั้งแต่ในปี คศ. 

1967 Van Wezel ได้ท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์สัตว์ลงบนอนุภาคไมโครของไดเอทิลอะมิโนเอทิลเดกซ์

แทรน (diethyl amino ethyl dextran, DEAE) และได้มีการพัฒนาระบบเลี้ยงเซลล์นี้ไปเป็นพาหะ

เลี้ยงเซลล์ (microcarrier cell culture) ด้วยเช่นกัน พาหะขนาดเล็ก (microcarrier) ได้ถูกน้ามาใช้

ในงานทางด้านชีวภาพ การแพทย์ และวิศวกรรมเนื้อเยื่อต่าง ๆ มากมาย เช่น ผสมวัคซีน เอนไซม์ 

ฮอร์โมน หรือสารทางชีวภาพต่าง ๆ เข้ากับพาหะขนาดเล็กนี้ ซึ่งข้อดีของอนุภาคอนุภาคไมโครมี

มากมาย ตัวอย่างเช่น อนุภาคมีขนาดเล็ก มีอัตราส่วนระหว่างพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรสูง ท้าให้สารส้าคัญ

สามารถถูกกักเก็บไว้ได้ในปริมาณมาก หรือเซลล์สามารถเกาะบนอนุภาคไมโครได้มาก และเป็นการ

ลดพ้ืนที่การเพาะเลี้ยงเซลล์เมื่อเทียบกับการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบชั้นเดียว (monolayer cultures) 

รวมไปถึงปริมาณอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ใช้ จากงานวิจัยที่ผ่านมา มีการเพาะเลี้ยงเซลล์ปฐมภูมิของไตลิง 

(Van W 1972) เซลล์ไตสุกร (Meignier และคณะ 1979) เซลล์ผิวหนังของไก่ (Giard และคณะ 

1977 Mered และคณะ 1980) เซลล์ผิวหนังมนุษย์ (Griffiths และ Thornton 1980) และเซลล์รังไข่

ของหนูแฮมสเตอร์ (Crespi และ Thilly 1981) บนอนุภาคไมโครโดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์น้อยกว่าการ

เลี้ยงเซลล์แบบชั้นเดียว ซึ่งเป็นการลดต้นทุนในการเพาะเลี้ยงเซลล์ นอกจากนั้นแล้วการเพาะเลี้ยง

เซลล์บนอนุภาคไมโครสามารถควบคุมสภาวะสิ่งแวดล้อมต่าง ๆ ที่เหมาะสมกับการเลี้ยงเซลล์ได้ง่าย

กว่าการเพาะเลี้ยงแบบสองมิติ 

 ในปัจจุบันได้มีการขึ้นรูปอนุภาคไมโครจากวัสดุหลายชนิดด้วยกัน เช่น เดกซ์แทรน 

(dextran) คอลลาเจน (collagen) เจลาติน (gelatin) พอลิสไตลลีน (polystyrene) พอลิ อะคลิลา

ไมด์ (polyacrylamide) และเซลลูโลส (cellulose) เป็นต้น ซึ่งเมื่อใช้วัสดุตั้งต้นที่แตกต่างกัน สมบัติ

ต่าง ๆ ของวัสดุที่ได้ก็แตกต่างกัน ซึ่งส่งผลต่อลักษณะการแบ่งตัว และเจริญเติบโตของเซลล์  

(Guanghui M.A. 2013) 
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คุณสมบัติท่ีเหมาะสมส าหรับอนุภาคไมโครในการเพาะเลี้ยงเซลล์  

คุณสมบัติที่เหมาะสมของอนุภาคไมโคร (Guanghui M.A. 2013) สามารถสรุปได้ดังนี้  

1) ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ (nontoxicity) 

2) สนับสนุนการเกาะของเซลล์บนอนุภาค 

3) อนุภาคควรมีความหนาแน่นมากกว่าอาหารเลี้ยงเซลล์ (1.03-1.05 กรัม/มิลลิลิตร) 

4) ขนาดของอนุภาคแต่ละอนุภาคใกล้เคียงกัน  

5) อนุภาคมีลักษณะที่จะสามารถสังเกตการณ์เกาะของเซลล์ได้ 

6) มีระบบไหลเวียนของของไหลที่ดี 

ผลของประจุบนพื้นผิวและความหนาแน่นของประจุต่อการเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคไมโคร 

เซลล์สัตว์ส่วนใหญ่นั้นจะมีประจุที่พ้ืนผิวเป็นลบ (negative surface charge) จึงสามารถ

เกาะบนพ้ืนผิวที่มีประจุบวก (positive surface charge) ได้ดี วัสดุที่น้ามาขึ้นรูปเพ่ือประยุกต์ใช้ใน

การเลี้ยงเซลล์นั้นมีประจุรวมเป็นลบด้วยเช่นกัน แต่สามารถปรับปรุงพ้ืนผิวโดยการเติมประจุบวก

ให้แก่อนุภาคนั้นได้ เพื่อใช้เป็นสะพาน (bridge) เชื่อมการเกาะระหว่างเซลล์และอนุภาค (Maroudas 

1975) นอกจากนั้นแล้วความหนาแน่นของประจุมีผลต่อการเกาะของเซลล์ด้วยเช่นกัน กล่าวคือ ถ้า

อนุภาคมีความหนาแน่นของประจุต่้า เซลล์สามารถเกาะบนอนุภาคได้ และเมื่อเซลล์เริ่มเจริญเติบโต 

จะสามารถหลุดออกจากอนุภาคได้ ในทางกลับกัน ถ้าอนุภาคมีความหนาแน่นของประจุที่สูงเกินไป 

เซลล์สามารถเกาะอนุภาคได้อย่างรวดเร็ว แต่จะไม่สามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ เนื่องจากแรงดึงดูด

ทางไฟฟ้า (electrostatic interaction) ที่มีมากเกินไประหว่างเซลล์และอนุภาคจะยับยั้ง

กระบวนการปลดปล่อยของสารต่าง ๆ ของเซลล์ ท้าให้เซลล์ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ จากงานวิจัย

ของ Levine และคณะ (1978) ได้ท้าการขึ้นรูปอนุภาคของไดเอทิลอะมิโนเอทิลเดกซ์แทรนที่มีความ

หนาแน่นของประจุเท่ากับ 2 มิลลิโมล/กรัม ซึ่งเหมาะสมต่อการเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ แต่

เมื่อเพ่ิมความหนาแน่นของประจุเป็น 3.5 และ 9 มิลลิโมล/กรัม พบว่าเซลล์ไม่สามารถเจริญเติบโตได้

ดี โดยแต่ละเซลล์และวัสดุนั้นจะมีประจุที่แตกต่างกันออกไป ดังนั้น แรงดึงดูดทางไฟฟ้าระหว่างเซลล์

และวัสดุจะมีความแตกต่างด้วยเช่นกัน  

ผลของความชอบน้ าต่อการเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคไมโคร 
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เซลล์สามารถเพ่ิมจ้านวนได้ดีในสภาวะที่มีความชอบน้้า (hydrophilic) และมีงานวิจัย พบว่า 

ถ้าเพ่ิมส่วนที่ไม่ชอบน้้า (hydrophobicity) ลงบนบริเวณพ้ืนผิวของวัสดุ จะสามารถสนับสนุนการยึด

เกาะและการเพ่ิมจ้านวนของเซลล์ได้มากขึ้น (Horbett และคณะ 1985, Van W และคณะ 1987, 

Ikada 1994, Tamada และ Ikada 1994) 

Reuveny และคณะ (1983) ได้ท้าการเปรียบโครงเลี้ยงเซลล์ของอัลคีลแอมีน 

(alkyldamines) ที่มีความยาวของสายโซ่ของอัลคีล (alkyl chain, NH2-(CH2)n-NH2 เมื่อ n = 2, 4, 

6 และ 8) เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ไตของทารกหนูแฮมเตอร์ พบว่า บิวทิวแอมีน (butylamine) และเฮก

ซิวแอมีน (hexylamine) มีการเจริญเติบโตของเซลล์มากที่สุด โดยความยาวของสายโซ่อัลคีลสามารถ

บ่งบอกถึงความไม่ชอบน้้าได้ ดังนั้น โครงเลี้ยงเซลล์ที่ดีควรจะมีความไม่ชอบน้้าในสัดส่วนที่เหมาะสม 

Verma S. และ Kumar N. (2010) ได้ขึ้นรูปอนุภาคไมโครของ PLGA ด้วยวิธีการระเหยตัว

ท้าละลาย(solvent evaporation) และได้ปรับปรุงพื้นพิวของอนุภาคไมโครด้วยสายโซ่โปรตีน (P-15, 

GTPGPQGIAGQRGVV) ขนาดอนุภาคเฉลี่ยที่ได้เท่ากับ 103 ไมโครเมตร และได้ท้าการเปรียบเทียบ

การเจริญเติบโตของเซลล์ Osteoblast (MG-63) โดยมีจ้านวนเซลล์เริ่มต้นเท่ากันคือ 2x105 เซลล์ 

เมื่อเพาะเลี้ยงบนอนุภาคไมโคร PLGA และ อนุภาคไมโคร PLGA ที่ได้รับการปรับปรุงพ้ืนผิว พบว่าที่

เวลาการเพาะเลี้ยง 24 ชม. จ้านวนเซลล์เกาะยึดเกาะบนอนุภาคมีค่าเท่ากับ 3.2x104 และ 7.3x104 

เซลล์ และเมื่อท้าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 14 วัน จ้านวนเซลล์ที่เกาะบนอนุภาคไมโคร PLGA ที่ได้รับ

การปรับปรุงพ้ืนผิว มีจ้านวนมากกว่าบนอนุภาคไมโคร PLGA ซึ่งค่ามุมสัมผัสน้้าที่วัดได้บน PLGA 

และ PLGA ที่ได้รับการปรับปรุงพ้ืนผิว มีค่า 65.93º และ 57.21º แสดงให้เห็นว่า วัสดุที่ได้รับการ

ปรับปรุงพ้ืนผิวด้วยสายโซ่โปรตีนจะแสดงความชอบน้้าที่มากกว่า  จึงสนับสนุนการยึดเกาะและ

เจริญเติบโตของเซลล์ได้ดีกว่า 

ผลของขนาดอนุภาคต่อการเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคไมโคร 

ในการเพาะเลี้ยงเซลล์จะต้องเลือกขนาดของอนุภาคให้เหมาะสมกับชนิดของถังปฏิกรณ์

ชีวภาพ (bioreactor) ตัวอย่างเช่น อนุภาคขนาดเล็กประมาณ 38-75 ไมโครเมตร เหมาะกับการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบปั่นกวน (stirred tank bioreactor) อนุภาคขนาดใหญ่

ประมาณ 150-300 ไมโครเมตร เหมาะกับการเพาะเลี้ยงเซลล์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบฟลูอิดไดซ์ 

(fluidized bioreactor) เนื่องจากมีอัตราการตกตะกอนสูง (sedimentation rate)  
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ถ้าอนุภาคมีการกระจายตัวน้อย จะส่งผลดีต่อการปั่นกวนที่สมบูรณ์ (well mixing) ของถัง

ปฏิกรณ์ชีวภาพ และสนับสนุนการเจริญเติบโตของเซลล์ที่ดี (Handbooks GE healthcare, 2005)   

Zhu X.H.  และคณะ (2006)  ได้ท้ าการขึ้นรูปอนภาคไมโครของ poly(3 - 

hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate (PHBV) ด้วยวิธีการระเหยตัวท้าละลาย พบว่าได้ขนาด

อนุภาคเฉลี่ย 153, 242 และ 362 ไมครอน และได้น้ามาเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งตับโดยมีจ้านวนเซลล์

เริ่มต้นเท่ากันคือ 2.5x104 เซลล์ พบว่าร้อยละการยึดเกาะของเซลล์มีค่าเท่ากับ 29, 26 และ 21 

ตามล้าดับ และเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคเป็นเวลา 12 วัน พบว่าอนุภาคขนาดเฉลี่ย 153 

ไมครอน มีอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ (µ)ท่ีสูงที่สุด คือ 8.87x10-3 ชม.-1 และมีเวลาแบ่งตัวทวีคูณ

เท่ากับ 78.09 ชม. 

 การเพาะเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติบนอนุภาคไมโคร 

ในการเพาะเลี้ยงเซลล์สามมิตินั้น จะมีลักษณะการยึดเกาะของเซลล์ 2 ลักษณะ คือ  

1) เซลล์เกาะและเจริญเติบโตระหว่างอนุภาค  

2) เซลล์เกาะและเจริญเติบโตภายในอนุภาค 

การเพาะเลี้ยงเซลล์ในรูปแบบสามมิติเป็นการจ้าลองระบบให้คล้ายกับการเจริญเติบโต การ

แสดงออก และการท้างานของเซลล์ในสิ่งมีชีวิต (Hoffman R.M. 1993) การเพาะเลี้ยงเซลล์สามมิติ

ยังสามารถช่วยให้ได้จ้านวนเซลล์ตามที่ต้องการและเพียงพอต่อการวิเคราะห์ลักษณะการแสดงออก

ของเซลล์ การปลูกถ่ายเซลล์ หรือการฟ้ืนฟูร่างกายด้วยเซลล์บ้าบัด (cell therapy) ซึ่งเป็นการฉีด

อนุภาคขนาดเล็กเข้าสู่ร่างกายโดยตรง สิ่งที่ส้าคัญท่ีสุดส้าหรับการประยุกต์ใช้งานอนุภาคไมโครในงาน

ทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ คือ สามารถเข้ากันได้ดีกับสิ่งมีชีวิต (biocompatibility) สามารถย่อย

สลายได้ทางชีวภาพ (biodegradable) และเม่ือย่อยสลายแล้วต้องไม่เป็นพิษต่อเซลล์ (non-toxicity) 

(Guanghui M.A. 2013) 

 Sintop S. และคณะ (2014) ได้ศึกษาและพัฒนาอนุภาคไมโครจากเจลาตินและไฟโบรอิน 

ด้วยวิธีอิมัลชั่นน้้าในน้้ามัน และเชื่อมขวางอนุภาคทางกายภาพด้วยความร้อน และทางเคมีด้วย

สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ซึ่งอนุภาคไมโครที่ได้มีขนาดในช่วง 300-700 ไมโครเมตร จากนั้นท้าการ

เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านม และเซลล์ต้นก้าเนิดไขกระดูกของหนูในระดับห้องปฏิบัติการ พบว่า 
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อนุภาคไมโครเจลาติน (G100) มีการยึดเกาะของเซลล์มากที่สุด และอนุภาคไมโครที่มีขนาดประมาณ 

300 ไมโครเมตร ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 โดย

ปริมาตร จะมีอัตราการเจริญเติบโตและเวลาการแบ่งทวีคูณสูงที่สุด ซึ่งมีค่า 6.4x10-3 ชั่วโมง และ 

108.3 ± 0.4 ชั่วโมง ตามล้าดับ   

2.6 การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกในสัตว์ทดลอง 

ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยได้ศึกษาจ้านวนเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่ถูกปลูกถ่ายลงสัตว์ทดลอง เพ่ือ

กระตุ้นให้เกิดก้อนมะเร็ง จึงได้รวบรวมจ้านวนเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่ปลูกถ่ายลงสัตว์ทดลองและ

ปริมาตรก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นที่ระยะเวลาต่าง ๆ สามารถสรุปได้ดังตารางที ่2.4 
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ตารางที่ 2.5 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกลงในสัตว์ทดลอง โดยแสดงจ้านวนเซลล์ในการปลุกถ่าย ขนาดก้อนมะเร็งที่

เกิดขึ้นในแต่ละเวลา และสูตรที่ใช้ค้านวณปริมาตรก้อนมะเร็ง  
  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 47 

2.7 สิทธิบัตรที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย  

สิทธิบัตรในประเทศ 

 สิทธิบัตรที่เกี่ยวข้องกับการขึ้นรูปอนุภาคไมโครของเจลาตินและไฟโบรอิน การเพาะเลี้ยง

เซลล์แบบสามมิติบนอนุภาคไมโคร และการใช้อนุภาคไมโครเป็นพาหะของเซลล์ในการปลูกถ่ายลง

สัตว์ทดลอง ยังไม่มีรายงาน 

สิทธิบัตรต่างประเทศ 

1. Patent : US 7282220 B1, October 16, 2007 

 เจ้าของสิทธิบัตร : Sumg H.w และคณะ 

 ชื่อสิทธิบัตร Genipin-crosslinked gelatin microspheres as drug carrier 

 การเตรียมอนุภาคไมโครเจลาติน ด้วยวิธีการสกัดตัวท้าละลายในระบบอิมัลชั่น เพ่ือใช้ใน

ระบบควบคุมการปลดปล่อยยาในระดับสัตว์ทดลอง ซึ่งท้าได้โดย ละลายเจลาตินที่ได้จากหนังหมู 2.5 

กรัม ในสารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟตที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 7.4 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส จากนั้นเติมสารละลายเจลาตินที่ได้ (วัฏภาคน้้า) ในน้้ามันข้าวโพด (วัฏภาคน้้ามัน) ที่

อุ่นไว้ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นปั่นกวนสารละลายผสม เป็นเวลา 

20 นาที จนเกิดเป็นระบบอิมัลชั่น และลดอุณหภูมิของระบบเป็น 4 องศาเซลเซียส จะเกิดเป็น

อนุภาคเจลาติน และล้างน้้ามันออกจากอนุภาคด้วยอะซิโตนจ้านวนมาก และท้าแห้งอนุภาคเจลาติน 

จากนั้นท้าการเชื่อมขวางอนุภาคเจลาตินด้วยสารละลายเจนิพิน ความเข้มข้น 0.44 โมลต่อลิตร หรือ 

สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้น 0.22 โมลต่อลิตร อันดับการเชื่อมขวางอนุภาค สามารถ

วิเคราะห์ด้วย ninhydrin assay จากนั้นศึกษาความเข้ากันได้และความสามารถในการย่อยสลายทาง

ชีวภาพของอนุภาคเจลาตินที่ท้าการปลอดเชื้อด้วยสารละลายเอทานอลร้อยละ 70 ในระดับ

สัตว์ทดลอง โดยฉีดอนุภาคเจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์หรือเจนิพินลงในหนูทดลองบริเวณ

กล้ามเนื้อ จากผลการศึกษาพบว่า ขนาดอนุภาคทรงกลมเจลาตินสามารถวิเคราะห์ด้วยเครื่องวัด

ขนาด light-scattering particle-size analyzer ซึ่งมีขนาดอยู่ในช่วง 20-100 ไมโครเมตร และ

อันดับของปฏิกิริยาการเกิดการอักเสบภายหลังการทดสอบในหนูทดลองพบว่า อนุภาคไมโครเจลาติน
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ที่เชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ท้าให้เกิดการอักเสบในสัตว์ทดลองมากกว่าอนุภาคไมโครเจลาตินที่

เชื่อมขวางด้วยเจนิพิน และอนุภาคไมโครสามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ 

 ข้อถือสิทธิบัตร 

- วิธีการขึ้นรูปอนุภาคไมโครเจลาตินใช้วิธีการสกัดตัวท้าละลายในระบบอิมัลชั่น และได้อนุภาคที่มี

ขนาดในช่วง 20-100 ไมโครเมตร 

- ระบบการน้าส่งจะประยุกต์ใช้วิธีการทางปากและการฉีดเข้ากล้ามเนื้อของคนไข้ 

2. Patent : CN 102172498 B, Sep 7, 2011 

 เจ้าของสิทธิบัตร : Cheng-hong P. และคณะ 

 ชื่อสิทธิบัตร : Three-dimensional porous chitosan/gelatine microsphere,   

preparation method thereof and application in liver cell culture 

 การเตรียมอนุภาคไมโครของไคโตซานและเจลาตินชนิดบี ที่ถูกเชื่อมขวางทาง เคมีด้วย

สารละลายโซเดียมไตรพอลิฟอสเฟต และการเตรียมอนุภาคไมโครของไคโตซานและเจลาตินชนิดเอ ที่

ถูกเชื่อมขวางด้วยสารละลาย EDC/NHS หลังจากท้าอนุภาคแห้งแบบเยือกแข็ง อนุภาคมีขนาด 300-

800 ไมโครเมตร และมีขนาดรูพรุน 50-200 ไมโครเมตร เพ่ือน้ามาเพาะเลี้ยงเซลล์ตับในระดับ

ห้องปฏิบัติการ พบว่า สามารถเพาะเลี้ยงเซลล์ในความหนาแน่นที่สูงและเซลล์สามารถเจริญเติบโตได้

ดี เมื่อใช้เซลล์เริ่มต้นคือ 4.2x105 เซลล์ และมีจ้านวนเซลล์เมื่อเวลาผ่านไป 96 ชั่วโมง เท่ากับ 

2.8x106  เซลล์  

 ข้อถือสิทธิบัตร 

- การข้ึนรูปอนุภาคไมโครของไคโตนซานและเจลาตินที่มีความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยมวล เพ่ือใช้ในการ

เลี้ยงเซลล์ตับ 

3. Patent : US 20120187591 A1, Jul 26, 2012 

 เจ้าของสิทธิบัตร : Wang X. และ Kaplan D.L. 

 ชื่อสิทธิบัตร : Silk nanospheres and microspheres and methods of making same 

 การเตรียมอนุภาคนาโนและอนุภาคไมโครของไฟโบรอินและพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ด้วย

วิธีการแยกวัฏภาคโดยไม่ใช้ตัวท้าละลายอินทรีย์ เพ่ือใช้ในการน้าส่งยาหรือสารออกฤทธิ์ที่ส้าคัญ และ

ศึกษาปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อขนาด และรูปทรงของอนุภาคที่ได้ ได้แก่ ความเข้มข้นของสารละลายที่ใช้ 
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เป็นต้น การข้ึนรูปด้วยวิธีการแยกวัฏภาคจะได้เป็นฟิล์มผสมของไฟโบรอินและพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ 

จากนั้นน้าฟิล์มพอลิเมอร์ผสมไปล้างน้้า พร้อมกับให้แรงทางกายภาพ จะท้าให้ฟิล์มละลายกลายเป็น

อนุภาคไมโครและอนุภาคนาโนของพอลิเมอร์ผสม ซึ่งอนุภาคไมโครที่ได้มีการกระจายตั วของขนาด

ในช่วงแคบ ซึ่งมีขนาดอนุภาคอยู่ในช่วง 5-10 ไมโครเมตร และ อนุภาคนาโนที่ได้มีขนาดประมาณ 

330 นาโนเมตร และมีดัชนีการกระจายตัวของขนาดต่้ากว่า 0.4  

 ข้อถือสิทธิบัตร 

 วิธีการขึ้นรูปอนุภาคทรงกลมของไฟโบรอินที่มีช่วงขนาดอนุภาคในระดับนาโนเมตร และ

ไมโครเมตร ประกอบด้วย 

- การผสมสารละลายไฟโบรอินด้วยสารละลายพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ 

- กระบวนการท้าแห้งสารละลายให้เกิดเป็นฟิล์มพอลิเมอร์ผสม แล้วน้าฟิล์มท่ีได้ไปละลายน้้า 

- ความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอินที่ใช้น้อยกว่าร้อยละ 15 โดยน้้าหนัก และอัตราส่วนความ

เข้มข้นของไฟโบรอินต่อพอลิไวนิลแอลกอฮอล์อยู่ในช่วง 1:1 ถึง 1:4 โดยพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ที่ใช้มี

น้้าหนักโมเลกุลเฉลี่ยอยู่ในช่วง 30,000-124,000 ดาลตัล 

- อนุภาคของพอลิเมอร์จะถูกกรองและปั่นเหวี่ยง เพ่ือให้ได้อนุภาคทรงกลมที่มีขนาดเล็กในช่วง 330 -

500 นาโนเมตร ถึงช่วง 1-5 ไมโครเมตร 

4. Patent : WO 2013100109 A1, May 15, 2013 

เจ้าของสิทธิบัตร : Rui G. และคณะ 

ชื่อสิทธิบัตร : Silk fibroin composite scaffold loaded with vancomycin/gelatin 

microspheres and preparation method of silk fibroin composite scaffold 

ยาแวนโคมัยซินปริมาณ 10-50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ถูกดูดซับในอนุภาคไมโครของ เจลาติน 

ซึ่งถูกเตรียมด้วยวิธีอิมัลชั่น และเชื่อมขวางทางเคมีด้วยสาระลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 

25 โดยมวล เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ท้าแห้งอนุภาคด้วยวิธีท้าแห้งแบบเยือกแข็ง จากนั้นผสมอนุภาคใน

สารละลายไฟโบรอินที่มีความเข้มข้นร้อยละ 2-10 โดยน้้าหนัก และท้าแห้งแบบเยือกแข็ง จะได้โครง

เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินที่มีอนุภาคไมโครเจลาตินที่กักเก็บยาแวนโคมัยซินอยู่ภายใน โดยมีความหนาแน่น

ของรูพรุนบนโครงเลี้ยงเซลล์ร้อยละ 75-95 และขนาดรูพรุน 50-200 ไมโครเมตร ดังนั้นโครงเลี้ยง

เซลล์สามารถปลดปล่อยยาได้นานและมีประสิทธิภาพ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 50 

 ข้อถือสิทธิบัตร 

- ยาแวนโคไมซินปริมาณ 10-50 มิลลิกรัม/มิลลิลัตร ถูกดูดซับในอนุภาคไมโครของเจลตินที่มีขนาด 

50-300 ไมครอน 

- กระบวนการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ชองไฟโบรอินที่มีอนุภาคไมโครประกอบ และประยุกต์ใช้ในการ

ปลดปล่อยยาแวนโคมัยซิน 

2.8 ผลิตภัณฑ์ทางการค้า 

1. โครงเลี้ยงเซลล์สามมิติของบริษัท AMS Biotechnology (Europe) Limited 

 โครงเลี้ยงเซลล์สามมิติจากพอลิสไตรีน (polystyrene) ในจานเพาะเลี้ยงเเบบหลุม โดยโครง

เลี้ยงเซลล์มีความหนาแน่นของรูพรุนมากกว่าร้อยละ 90 และขนาดรูพรุนประมาณ 36-40 ไมครอน 

และความหนาของโครงเลี้ยงเซลล์ประมาณ 200 ไมครอน และได้มีการทดสอบโครงเลี้ยงเซลล์สามมิติ

เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงสองมิติจ้านวนมาก ตัวอย่างเช่น เมื่อท้าการทดสอบเพาะเลี้ยงเซลล์  

ปฐมภูมิของเซลล์ตับ (primary hepatocyte) ในระบบการเพาะเลี้ยงสองมิติและสามมิติในโครงเลี้ยง

เซลล์พอลิสไตรีน พบว่ามีจ้านวนเซลล์ตายเกิดขึ้นในระบบเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติน้อยกว่าร้อยละ 10-

50 เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยจ้านวนเริ่มต้นต่าง ๆ และเม่ือทดสอบความสามารถในการผลิตสารแอลบูมิ

นของเซลล์มะเร็งตับ (HepG2) เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ในรูปแบบสองและสามมิติ พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยง

เซลล์ในระบบสามมิติ จะมีการผลิตสารแอลบูมินที่สูงกว่า 4-5 เท่า เนื่องจากการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ

สามมิตินั้น จะสนับสนุนการเกาะของเซลล์และกิจกรรมต่าง ๆ ของเซลล์ ได้ดีกว่า ระบบเพาะเลี้ยง

แบบสองมิติ  

 

รูปที่ 2.2 ตัวอย่างจานเพาะเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติของบริษัท AMS Biotechnology (Europe) 
Limited (http://www.amsbio.com/alvetex.aspx สืบค้นวันที่ 28 มิถุนายน 2559) 

 

 

 

http://www.amsbio.com/alvetex.aspx%20สืบค้นวันที่%2028%20มิถุนายน%202559
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2. โครงเลี้ยงเซลล์ทรงกลมขนาดไมครอนของบริษัท Advanced BioMatrix, Inc. (USA) 

 โครงเลี้ยงเซลล์อนุภาคทรงกลมจะถูกเคลือบพ้ืนผิวไว้ด้วย คอลลาเจน Type I ของมนุษย์ 

ที่มาจากกระบวนการเพาะเลี้ยงเซลล์ผิวหนังมนุษย์ (human fibroblast) อนุภาคมีขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 125-212 ไมโครเมตร และมีพ้ืนที่ผิว 360 ซม2/กรัม และที่ผ่านมาได้มีการทดสอบกับเซลล์ 

hMSC มาแล้ว และเหมาะกับการเลี้ยงเซลล์แบบแขวนลอย (Suspension cell culture) โดยขนาด

ผลิตภัณฑ์ 10 กรัม ราคา €225.50 (ประมาณ 8,700 บาท) 

 
รูปที่ 2.3 ตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติของบริษัท Advanced BioMatrix, Inc. 

(https://www.advancedbiomatrix.com สืบค้นวันที่ 13 กุมภาพันธุ์ 2561) 
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บทที่ 3 
วัสดุและวิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 วัสดุและสารเคมี 

3.1.1 ไหมไทย (พันธุ์เหลืองไพโรจน์, ศูนย์หม่อนไหมแห่งชาติเฉลิมพระเกียรติสมเด็จพระนาง

เจ้าสิริกิติ์พระบรมราชินีนาถ จังหวัดศรีสะเกษ) 

3.1.2 เจลาตินชนิดเอ (pI = 9, Nitta Gelatin Inc, Tokyo, Japan, lot # 160328) 

3.1.3 ลิเทียมโบรไมด์ (LiBr; Sigma-Aldrich Laborchemikelien, Germany, lot # 

STBF0310V) 

3.1.4 น้้ามันถั่วเหลือง (Thanakorn Vegetable Oil Products Co.,Ltd, Thailand) 

3.1.5 อะซิโตน (Acetone, Qrec , New Zealand, cat #67-64-1) 

3.1.6 กลูตารัลดีไฮด์ (25%, Fluka, Buchs, Germany, lot # LM06291311) 

3.1.7 กรดไฮโดรคลอริก (HCl 36.5-38%, J.T. Baker, USA, cat # 7647010) 

3.1.8 โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3, Ajax Finechem, Pty, Ltd, Australia, lot # 

J731401R0x) 

3.1.9 ไกลซีน (Sigma-Aldrich, Germany, cat # 1306251661) 

3.1.11 เอทานอล (99.7-100%, VWR International Ltd, England, cat # 

E702512501) 

3.1.12 บัฟเฟอร์ฟอสเฟต (PBS, pH 7.3-7.5, Bio basic Inc., Canada, lot # J910R0G) 

3.1.13 น้้าปราศจากไอออน (Deionized water, pH 5.8) 

3.1.14 ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl Sulfoxide (DMSO), (CH3)2SO2 = 78.13 g/mol, 

Riedel-de Haen®, Sigma-Aldrich Laborchemikaline, USA, lot # 1411057) 

3.1.15 Trypsin-EDTA (0.25% trypsin with EDTA, Hyclone, Thermo Scientific, 

USA, cat # SH30042.02) 

3.1.16 Minimum Essential Medium powder (MEM; HyClone® Powdered Tissue 

Culture Media, Thermo Scientific Supplier: Thermo Scientific, USA, cat # SH30008.02) 
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3.1.17 Fetal bovine serum (FBS; HyClone, Thermo Scientific, USA, cat # 

SV30160.03) 

3.1.18 Penicillin-Streptomycin Solution (Pen/Strep, Hyclone, Australia, cat # 

SV30010) 

3.1.19 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, 

Sigma-Aldrich, USA, lot # 1661374) 

3.1.20 Trypan blue Stain 0.4% (Gibco, USA, cat # SV30084.01) 

3.2 อุปกรณ์ 

3.2.1 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Universal 320R, Hettich, Germany) 

3.2.2 เครื่องท้าแห้งแบบเยือกแข็ง (CHRIST®, Germany) 

3.2.3 UV-Vis spectrophotometer (UV -2450, Shimudzu, Japan) 

3.2.4 กล้องจุลทรรศน์ (Light microscope Nikon, Eclipse 80i, Japan 

3.2.5 กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, JSM-5410LV, 

JEOL Ltd., Japan) 

3.2.6 เครื่อง microplate reader (FLUOstar, Omega, BGM LABTECH, Germany) 

3.2.7 ตู้เย็น (NR-BU343, Panasonic, Thailand) 

3.2.8 ตู้เย็น -20 °C (Sandenintercool, Thailand) 

3.2.9 ตู้เย็น -40 °C (Haier, China) 

3.2.10 เครื่อง sonicated bath (CREST, Malaysia) 

3.2.11 เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter, professional meter, pp-50, 

Germany) 

3.2.12 Hotplate Stirrer (Cimarac 3, Thermolyne, USA)  

3.2.13 ขวดแก้วก้นกลม ปริมาตร 500 มิลลิลิตร (Becthai, Thailand) 

3.2.14 Overhead stirrer (Model IKA Labortechnik, Germany) 

3.2.15 Homogenizer (Model IKA Labortechnik, Germany) 

3.2.16 เครื่อง Zetasizer (650, Malvern, England) 
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3.2.17 ใบพัด ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8 เซนติเมตร 

3.2.18 Autopipette (Eppendrof, Germany) 

3.2.19 อ่างควบคุมอุณหภูมิ ( 1235 PC, Shel-Lab, USA)  

3.2.20 ตะแกรงคัดแยกขนาด 32, 75, 100 ไมครอน (Sieve OSAKA IIDA, Co. Ltd, 

Japan) 

3.2.21 เข็มฉีดยา ชนิด U-100 INSULIN (1 ml, 29Gx1/2”, TERUMO, New Jersey, 

USA) 
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3.3 แผนผังการด าเนินงานวิจัย 

การด้าเนินงานวิจัยทั้งโครงการแสดงได้ดังรูปที่ 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 

รูปที่ 3.1 แผนผังการด้าเนินงานวิจัย 
 

เตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอ (GA) และไฟโบรอิน (SF) 
   - อัตราส่วน GA:SF คือ 100:0, 90:10 และ 80:20 
   - ร้อยละความเข้มข้นของของแข็งรวม คือ 2.5, 5 และ 7.5 
   - ความเร็วรอบในการปั่นกวน คือ 3000 และ 5000 rpm 
   - อัตราส่วนระหว่างน้้าและน้้ามนั คือ 1:15 

ศึกษาลักษณะสมบัติของ
สารละลาย 
     1. ความหนืด ที่
อุณหภูมิ 40 º 
     2. ศักย์เซต้า  

ขึ้นรูปอนุภาคไมโครด้วยวิธีอิมลัช่ันแบบน้้าในน้้ามันให้มีขนาดต่้ากวา่ 200 μm 
โดยใช้เครื่องโฮโมจีไนเซอร์ และเช่ือมขวางอนุภาคทางเคม ี

ด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด ์

ศึกษาลักษณะทางเคมีกายภาพของอนุภาคที่ผลติได ้
- โครงสร้างสณัฐานโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรา 
- ความสามารถในการดูดซับน้้าของอนุภาค 
- ร้อยละการเชื่อมขวางของอนุภาค 

ศึกษาลักษณะสมบตัิทางชีวภาพของอนุภาคท่ีผลิตได้ 

- ความสามารถในการย่อยสลายไดท้างชีวภาพโดยใช้เอนไซมโปรตเีอส XIV ใน
ระดับห้องปฏิบตัิการ 

- การยึดเกาะและจลศาสตร์การเจรญิเติบโตของเซลลผ์ิวหนังหนู (L929) และ
เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด CaSki บนอนุภาคในระดับห้องปฏิบัติการ 

- ศึกษาการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกโดยใช้อนุภาคไมโครในสตัว์ทดลอง 
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3.4 ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 
 3.4.1 การเตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอและสารละลายไฟโบรอินไหมไทย 

 3.4.1.1 สารละลายเจลาตินชนิดเอ 

 การเตรียมสารละลายเจลาติน สามารถท้าได้โดยแช่เจลาตินชนิดเอ (pI = 9, Nitta Gelatin 

Inc, Tokyo, Japan) ในน้้าปราศจากไอออน เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้สายโซ่โมเลกุลของเจ

ลาตินบวมตัวอย่างเต็มที่ จากนั้นปั่นกวนสารละลายพร้อมกับให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จะได้สารละลายเจลาตินที่ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

 3.4.1.2 สารละลายไฟโบรอินไหมไทย 

 การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทย (ดัดแปลงจากวิธีของ Kim U.J และคณะ 2005 และ 

Ratanavaraporn J และคณะ 2013) ซ่ึงสามารถเตรียมได้โดยน้าเส้นใยไฟโบรอินของไหมไทย    สาย

พันธุ์เหลืองไพโรจน์ จ้านวน 8 กรัม ละลายในสารละลายลิเทียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 9.3 โมลต่อลิตร 

จ้านวน 32 กรัม (ในอัตราส่วนของไฟโบรอินต่อลิเทียมโบรไมด์เท่ากับ 1:4) และน้าไปอบที่อุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นก้าจัดไอออนของลิเทียมโบรไมด์ออกโดยการน้า

สารละลายที่ได้มาไดอะไลซ์ในน้้าปราศจากไอออนที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน โดย

เปลี่ยนน้้าทุก ๆ 15 นาที ในชั่วโมงแรก หลังจากนั้นวัดค่าการน้าไฟฟ้าของน้้าปราศจากไอออน และ

เปลี่ยนน้้าปราศจากไอออนที่ใช้ในการไดอะไลซ์จนกว่าค่าการน้าไฟฟ้าของน้้าจะเท่ากับค่าการน้า

ไฟฟ้าของน้้าปราศจากไอออนก่อนการไดอะไลซ์ สารละลายไฟโบรอินไหมไทยหลังจากการไดอะไลซ์

จะถูกน้ามาปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 9000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 20 นาที เพ่ือก้าจัดสิ่งเจือปนต่าง ๆ สารละลายไฟโบรอินไหมไทยที่ได้มีความเข้มข้น

ประมาณ 6-7 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้าหนัก หลังจากนั้น เก็บสารละลายไฟโบรอินไหมไทยที่ได้ในตู้เย็น 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 3.4.2 การศึกษาลักษณะสมบัติของสารละลาย 

 ก. ค่าศักย์เซต้า (zeta potential) ของสารละลายเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย 

 ค่าศักย์เซต้าของสารละลายสามารถแสดงถึงค่าประจุไฟฟ้าที่พ้ืนผิวของอนุภาคที่อยู่ใน

สารละลาย ซึ่งข้ึนกับค่าความเป็นกรดด่าง ค่าการน้าไฟฟ้า ความเข้มข้นและประเภทของไอออน และ

ปริมาณของอนุภาคที่ใส่เข้าไปเพ่ือสัมผัสกับโมเลกุล เช่น สารลดแรงตึงผิวเป็นต้น โดยอาศัยหลักการ
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กระเจิงแสงของอนุภาคแบบพลวัต (Dynamic Light Scattering Techique) ที่เคลื่อนที่แบบ 

Brownian motion ซึ่งจะวัด backscattered light ที่มุม 173 องศา แล้วหาค่าสัมประสิทธิการแพร่

เคลื่อนที่ (Electric mobility) ซึ่งอนุภาคในของไหลเคลื่อนที่ได้ เมื่อให้สนามไฟฟ้าแก่ของผสม จะท้า

ให้ประจุไฟฟ้าใน electrical double layer เคลื่อนที่ไปยังขั้วอิเล็กโทรดที่มีประจุตรงข้าม ซึ่งโมเลกุล

ต่างกันจะเคลื่อนที่ด้วยความเร็วที่ต่างกัน ท้าให้สามารถวัดความเร็วที่อนุภาคเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้า

ได ้และแปลงเป็นค่าศักย์เซต้า (Brian J. และคณะ 2004) ซึ่งการทดสอบสามารถวิเคราะห์ได้โดย น้า

สารละลายผสมระหว่างเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่มี อัตราส่วนการผสมโดยน้้าหนักระหว่างเจ

ลาตินต่อไฟโบรอินไหมไทย เท่ากับ 100:0, 90:10 และ 80:20 ที่มีความเข้มข้นรวมร้อยละ 0.5 โดย

น้้าหนัก และมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5.8 (n=4) มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง zeta sizer (650, 

Malvern, United kingdom) 

 ข. ค่าความหนืด (apparent viscosity) 

 ความหนืด คือ ความเสียดทานที่เกิดข้ึนภายในของไหล แรงเสียดทานที่ต้านการเคลื่อนที่ของ

ของไหล จะเรียกว่า แรงหนืด (Viscous force) ของไหลที่มีความหนืดมากจะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่าของ

ไหลที่มีความหนืดน้อย ซึ่งความหนืดของสารละลายผสมจะมีผลต่อขนาดอนุภาคที่ผลิตได้ สามารถวัด

ความหนืดได้ด้วยเครื่อง Sine-Wave Vibro Viscometer ที่อาศัยวิธีการวัดแบบ Tuning-fork 

Vibration ที่ความถี่ 30 เฮิรตซ์ การทดสอบสามารถวิเคราะห์ได้โดย น้าสารละลายผสมระหว่างเจ

ลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่มีความเข้มข้นรวมเท่ากับ 2.5, 5 และ 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก ใน

อัตราส่วนผสมระหว่างเจลาตินต่อไฟโบรอินไหมไทยคือ 100:0, 90:10 และ 80:20 (n=4) มา

วิเคราะห์ค่าความหนืดด้วยเครื่อง viscometer (sv-10 vibro viscometer, A&D company Ltd., 

Japan) 

 3.4.3 การข้ึนรูปอนุภาคไมโครของเจลาตินชนิดเอและไฟโบรอินไหมไทย  

 อนุภาคไมโครของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยถูกเตรียมได้ด้วยวิธีอิมัลชั่นแบบน้้าในน้้ามัน 

(ดัดแปลงจากวิธีของ Ratanavaraporn J และ คณะ 2013 และ Li J.K และคณะ 1997) โดยใช้

เครื่องโฮโมจีไนเซอร์ ซึ่งประกอบด้วยวัฏภาคน้้า คือ สารละลายผสมของเจลาตินและไฟโบรอินไหม

ไทย และวัฏภาคน้้ามัน คือ น้้ามันถั่วเหลือง จากนั้นศึกษาเปรียบเทียบความเข้มข้นของของแข็งรวม 

เท่ากับ 2.5, 5 และ 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก และอัตราส่วนการผสมโดยน้้าหนักระหว่างเจลาตินต่อ
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ไฟโบรอินไหมไทย เท่ากับ 100:0, 90:10 และ 80:20 โดยใช้อัตราส่วนระหว่างวัฏภาคน้้าต่อน้้ามัน

เท่ากับ 1 ต่อ 15 และ 1 ต่อ 30 ซึ่งวัฏภาคน้้ามันถูกเตรียมโดยให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส จากนั้น หยดวัฏภาคน้้าที่เตรียมไว้ลงในวัฏภาคน้้ามัน และท้าการปั่นกวนสารละลายด้วย

เครื่องโฮโมจีไนเซอร์ เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือให้วัฏภาคน้้ากระจายตัวอยู่ในวัฏภาคน้้ามันในลักษณะ

อิมัลชั่นที่คงตัว จากนั้นลดอุณหภูมิของระบบเป็น 4 องศาเซลเซียส อย่างรวดเร็วโดยใช้น้้าแข็งอังรอบ

ภาชนะที่ใช้ในการขึ้นรูป ปั่นกวนต่อด้วยโฮโมจีไนซ์เซอร์ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมอะซิโตนเย็น

เพ่ือล้างน้้ามันที่อยู่รอบผิวอนุภาค ปั่นกวนต่อเป็นเวลา 10 นาที และแยกอนุภาคออกจากสารละลาย

โดยการปั่นเหวี่ยงด้วยอะซิโตนเย็นพร้อมกับก้าจัดน้้ามันส่วนเกินออกจากอนุภาค จ้านวน 5-6 ครั้ง 

และแยกขนาดอนุภาคด้วยตะแกรงคัดขนาด ที่มีขนาดในช่วงที่ใหญ่กว่า 100, 75-100 และ 32-75 ไม

โคร จากนั้นชั่งน้้าหนักอนุภาคเพ่ือค้านวณหาร้อยละผลได้ของอนุภาคก่อนการเชื่อมขวาง และเพ่ือให้

อนุภาคได้มีความคงตัวมากยิ่งขึ้น อนุภาคจะถูกเชื่อมขวางทางเคมีด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 

(ดัดแปลงจากวิธีของ Tabata Y และคณะ 1998 และ Ratanavaraporn J และ คณะ 2013) โดยน้า

อนุภาคไมโคร 1 กรัม แช่ในสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 โดยน้้าหนัก ใน

สารละลายผสมของน้้าและอะซิโตนที่มีอัตราส่วน 1 ต่อ 3 เชื่อมขวางอนุภาคในที่มืด อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ปั่นกวนที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 ชั่วโมง จากนั้นล้างอนุภาคด้วย

สารละลายไกลซีนความเข้มข้น 0.1 โมลต่อลิตร เพ่ือก้าจัดกลูตารัลดีไฮด์ส่วนที่ไม่เกิดปฏิกิริยาออก 

และล้างอนุภาคด้วยน้้าปราศจากไอออนจ้านวน 3 ครั้ง เพ่ือก้าจัดไกลซีนและ กลูตารัลดีไฮด์ที่ตกค้าง

ออก จากนั้น น้าอนุภาคท่ีได้มาท้าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze drying) ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วท้าการคัดแยกขนาดอนุภาคภายหลังการเชื่อมขวางโดยใช้ตะแกรงคัดแยก

ขนาดที่มีขนาดในช่วงที่ใหญ่กว่า 100, 75-100, และ 32-75 ไมโครเมตร จากนั้นชั่งน้้าหนักอนุภาค

เพ่ือค้านวณหาร้อยละผลได้ของอนุภาคไมโครภายหลังการเชื่อมขวาง  

 3.4.4 การศึกษาสมบัติทางกายภาพ และทางเคมีของอนุภาคไมครอน 

 ก. โครงสร้างสัณฐาน (morphology)  

 การศึกษาโครงสร้างสัณฐานของอนุภาคไมโครที่ผลิตได้สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM, JSM-5410LV, 

JEOL Ltd., Japan) โดยน้าอนุภาคไมโครแห้งไปติดบนแท่นเตรียมชิ้นงาน จากนั้นเคลือบทองบน
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อนุภาคเพ่ือให้เกิดการน้าไฟฟ้า และน้าไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดที่ก้าลังขยายต่าง  ๆ 

นอกจากนี้ การศึกษาลักษณะรูปร่างของอนุภาคไมโครแบบเปียก (สภาวะที่ใช้งานจริง) สามารถ

วิเคราะห์ได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์ (Nikon, Eclipse 80i, Japan) โดยน้าอนุภาคไมโครที่แช่ในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ชนิด MEM มาส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ที่ก้าลังขยาย 4 และ 10 เท่า บันทึกภาพและ

วิเคราะห์ขนาดอนุภาคไมโครที่ได้ด้วยโปรแกรม Image J (n=100)  

 ข. อัตราส่วนการดูดซับน้้าของอนุภาค 

 อัตราส่วนการดูดซับน้้าของอนุภาคไมโครสามารถวิเคราะห์ได้โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของ

อนุภาค เมื่อแช่ในสารละลายอะซิโตน (  ) และวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของอนุภาคเมื่อแช่ในสารน้้า

ปราศจากไอออนเป็นเวลา 24 ชั่วโมง (  ) (n=100) จากนั้น ค้านวณหาอัตราส่วนการดูดซับน้้าของ

อนุภาค ได้จากสมการ 

  อัตราส่วนการดูดซับน้้าของอนุภาค=       

  
 x100       (4) 

เมื่อ       =   เส้นผ่านศูนย์กลางของอนุภาคเม่ือแช่ในสารละลายอะซิโตน 

            =   เส้นผ่านศูนย์กลางของอนุภาคเมื่อแช่ในสารน้้าปราศจากไอออนเป็นเวลา 24 

ชั่วโมง 

 ค. ร้อยละการเชื่อมขวางของอนุภาค 

 ร้อยละการเชื่อมขวางของอนุภาควิเคราะห์จากปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนก่อนและ

หลังการเชื่อมขวางด้วยเทคนิค นินไฮดริน (Clercq. K.D. และคณะ 2016) วิธีการนี้เป็นวิธีการ

วิเคราะห์ความสามารถในการเชื่อมขวางโมเลกุลของโปรตีน โดยกรดอะมิโนจะท้าปฏิกิริยากับนินไฮด

รินและเกิดเป็นสารประกอบไฮดรินแดนติน อัลดี ไฮด์ คาร์บอนไดออกไซด์ และแอมโมเนีย ซึ่ง

แอมโมเนียจะท้าปฏิกิริยากับไฮดรินแดนตินและนินไฮดริน เกิดเป็นสารประกอบที่ให้สีน้้าเงินม่วง การ

วิเคราะห์ท้าได้โดย เตรียมสารละลายผสมของกรดซิตริกความเข้นข้นร้อยละ 4.20 โดยน้้าหนัก 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้นข้นร้อยละ 1.60 โดยน้้าหนัก และทินไดคลอไรด์ไฮเดรตความเข้นข้น

ร้อยละ 0.16 โดยน้้าหนัก ในน้้าปราศจากไอออน และเตรียมสารละลายนินไฮดรินความเข้มข้นร้อยละ 

4 โดยน้้าหนัก ในเมทอกซีเอทานอล หลังจากนั้นผสมสารละลายทั้ง 2 ชนิดในอัตราส่วน 1 : 1 และ

ปั่นกวนในที่มืดเป็นเวลา 45 นาที เติมสารละลายผสมปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในอนุภาคขนาดไมครอน 
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5 มิลลิกรัม ที่ถูกแช่ในน้้าปราศจากไอออน 100 ไมโครลิตร และบ่มที่อุณหภูมิ 100 ºซ เป็นเวลา 20 

นาที ในที่มืด หลังจากนั้นเติมไอโซโพรพานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 โดยปริมาตร ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร จากนั้นน้าสารละลายที่ได้มาวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร และน้า

ผลการทดลองที่ได้เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานไกลซีน ซึ่งมีหมู่ -NH2 จ้านวน 1 หมู่ ต่อ 1 โมล 

(n=4) จากนั้น ค้านวณร้อยละการเชื่อมขวางไดจ้ากสมการ  

  ร้อยละการเชื่อมขวาง  =    (4)  

เมื่อ              =    ปริมาณหมู่อะมิโนที่พบก่อนการเชื่อมขวาง 

            =    ปริมาณหมู่อะมิโนที่พบหลังการเชื่อมขวาง 

 3.4.5 การศึกษาลักษณะสมบัติทางชีวภาพของอนุภาคไมโครที่ผลิตได้ 

 ก. ความสามารถในการย่อยสลายได้ทางชีวภาพโดยใช้เอนไซม์คอลลาจีเนสและโปรตีเอส XIV 

ในระดับหอ้งปฏิบัติการ 

 ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพของอนุภาคสามารถทดสอบได้ด้วยเอนไซม์โปรตี

เอส XIVเอนไซม์ที่เลือกมาท้าการศึกษามีความสามารถในการย่อยสลายโปรตีนในเจลาตินและไฟโบ

รอินไหมไทยได้ ซึ่งท้าได้โดยแช่อนุภาคไมโครในสารละลายเอนไซม์โปรตีเอส XIV (Protease XIV = 

3.5 หน่วย/มิลลิกรัม, Sigma-Aldrich,เยอรมัน) ความเข้มข้น 0.5 หน่วยต่อมิลลิลิตร ที่มีค่าความเป็น

กรดด่างเท่ากับ 7.4 (Sungkhaphan P. และคณะ 2017) และเติมสารละลายโซเดียมเอไซด์ความ

เข้มข้นร้อยละ 0.01 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร เพ่ือป้องกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยจะเปลี่ยน

เอนไซม์ทุก ๆ 2 วัน และน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บผลตามช่วงเวลาจบครบ 10 วัน 

จากนั้นชั่งน้้าหนักแห้งของอนุภาคภายหลังการทดสอบการย่อยสลาย (n=4) จากนั้นค้านวณหาร้อย

ละน้้าหนักคงเหลือของอนุภาค ได้จากสมการ 

   ร้อยละของน้้าหนักคงเหลือ   =      

  
  x 100        (6) 

เมื่อ      = น้้าหนักแห้งของอนุภาคไมโครก่อนแช่ในสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส 

          = น้้าหนักแห้งของอนุภาคไมโครหลังแช่ในสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส 

               
       

× 100 
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ข. การยึดเกาะ (attachment) และอัตราการเจริญเติบโต (proliferation) ของเซลล์ผิวหนัง

หนู (L929) และเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด CaSki บนอนุภาคทรงกลมในระดับห้องปฏิบัติการ 

 การเพาะเลี้ยงเซลล์ผิวหนังหนู ชนิด L929 จะเพาะเลี้ยงเพ่ือให้เซลล์เจริญเติบโตและเพ่ิม

จ้านวนเซลล์แบบชั้นเดียว (monolayer) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) ที่มี fetal bovine serum (FBS) ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร เป็น

องค์ประกอบ ท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้เพาะเชื้อที่มีความดันบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์  ร้อยละ 

5 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เซลล์เจริญเติบโตและเพ่ิมจ้านวนเซลล์ต่อไป ส้าหรับ

เซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด CaSki ได้รับความอนุเคราะห์จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย สามารถเพาะเลี้ยงได้บนอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Minimal Essential 

Medium (MEM) ที่ประกอบด้วย Fetal Bovine Serum (FBS) ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร 

และเติมสารป้องกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิด Penicillin – Streptomycin ความเข้มข้น

ร้อยละ 1   โดยปริมาตร และควบคุมสภาวะการเพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้เพาะเลี้ยงเชื้อที่มีความดัน

บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 ที่อุณหภูมิ 37   องศาเซลเซียส เพ่ือให้เซลล์เจริญเติบโตและ

เพ่ิมจ้านวนที่เพียงพอต่อการทดลองต่อไป  

 การศึกษาปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะรวมถึงอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะของเซลล์ สามารถท้า

ได้โดยหาความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงบนอนุภาคทรงกลม ซึ่งจ้านวน

เซลล์เริ่มต้นที่ใช้มีค่าเท่ากับ 0.2x105 – 3.2x105 เซลล์ /มิลลิกรัมอนุภาค ท้าการเพาะเลี้ยงบนอนุภาค

ไมโครที่ผ่านการท้าให้ปราศจากเชื้อด้วยก๊าซเอทลิีนออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37   องศาเซลเซียส จ้านวน   3 

มิลลิกรัม ใน cryo tube ขนาด 1.8 มิลลิตร (1.8 ml, SPL Life Sciences Co., Ltd ,  Korea) ที่

สภาวะความดันบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส และเขย่าด้วย

เครื่องเขย่า (shaker 5170, RNew Brunswick Galaxy, USA) เป็นเวลา 6 ชั่วโมง จากนั้นประเมิน

จ้านวนเซลล์ที่สามารถยึดเกาะบนอนุภาคด้วยเทคนิค MTT assay โดยสาร MTT (3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) มีโครงสร้างเป็นวงแหวนสีเหลือง

ของเกลือ Tetrazolium จะถูกเปลี่ยนเป็นผลึก Formazan ซึ่งมีสีม่วง เมื่อถูกท้าลายด้วยเอนไซม์ 

Dehydrogenase ซึ่งอยู่ภายในไมโตคอนเดรียของเซลล์ที่ยังมีชีวิต แต่ผลึกสีม่วงยังไม่สามารถแพร่

ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ได้ แต่สามารถละลายได้ในตัวท้าละลายไดเมทิลซิลฟอกไซด์ (Dimethly sulfoxide, 

DMSO) และวัดค่าดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง micro plate 
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reader เพ่ือประเมินจลศาสตร์ของการเจริญเติบโตของเซลล์บนอนุภาคไมโครภายในระยะเวลา 14 

วัน โดยนับจ้านวนเซลล์และค้านวณหาอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะของเซลล์ (μ, specific growth 

rate) และเวลาแบ่งตัวทวีคูณ (td, population doubling time) ได้ดังสมการ 

อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะของเซลล์ (μ, specific growth rate) ; 

       
ln    ln   

     
     (7) 

เวลาแบ่งตัวทวีคูณ (td, population doubling time) ; 

        
ln  

 
      (8) 

เมื่อ     =   จ้านวนเซลล์เมื่อเวลา t1 

            =   จ้านวนเซลล์เมื่อเวลา t2   

 3.4.6 ศึกษาการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกที่เพาะเลี้ยงบนอนุภาคไมโครในระดับ 
สัตว์ทดลอง 

 การวิจัยในสัตว์ทดลองจะด้าเนินตามมาตรฐานการดูแลและใช้สัตว์ทดลอง Home office 

guideline on the scientific use of animal (Scienctific procedure) Act 1986 โดยมีการขอ

อนุมัติจากคณะกรรมการก้ากับดูแลและใช้สัตว์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

หมายเลขทะเบียนรับโครงการวิจัยเลขที่ ศสท .003/2561 ซึ่งอยู่ในขั้นตอนพิจารณาอนุมัติจาก

คณะกรรมการ  

 หนูนู๊ดไมซ์สายพันธุ์ BALB/c น้้าหนัก 20-25 กรัม จากบริษัท Nomura Siam 

International Co., Ltd ถูกเลี้ยงตามแนวปฏิบัติของ Home office guideline on scientific use 

of animal (scientific procedures) Act 1986 และควบคุมภายใต้สภาวะปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ 25 

± 2 องศาเซลเซียส ที่มีความชื้นสัมพัทธ์ ร้อยละ 60 ± 10 วงจรการให้แสง 12 ชั่วโมงสว่าง 12 ชั่วโมง

มืด มีการถ่ายเทอากาศเพียงพอ ดูแลให้อาหารและน้้าที่อาคารพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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 3.4.6.1 ศึกษาเปรียบเทียบลักษณะการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกลงในสัตว์ทดลอง 

 ด้าเนินการทดลองโดยดัดแปลงจากงานวิจัยของ Lertworapreecha, M. แล คณะ (2009) 

และYoysungnoen-Chintana, P. แล คณะ (2014) 

 การศึกษาลักษณะการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกบริเวณใต้ผิวหนังส่วนหลังหนู (dorsal 

skin-fold chamber) สามารถแบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น 4 กลุ่ม ดังนี้ 

 กลุ่มท่ี 1 การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด CaSki โดยตรง จ้านวน 2x106 เซลล์ ที่อยู่

ในอาหารเลี้ยงเซลล์ MEM ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

 กลุ่มที่ 2  การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด CaSki ที่เพาะเลี้ยงบนอนุภาคไมโคร 

จ้านวน 2x106 เซลล์ ที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ MEM ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

 กลุ่มที่ 3 การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด CaSki ที่เพาะเลี้ยงบนอนุภาคไมโคร 

จ้านวน 1x106 เซลล์ ที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ MEM ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

 กลุ่มที่ 4 การปลูกถ่ายอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน 6 มิลลิกรัม ที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 

MEM ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

 3.4.6.2 วิเคราะห์ปริมาตรก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นและความหนาแน่นของหลอดเลือดเกิดใหม่ 

 การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกในแต่ละกลุ่มการทดลอง สามารถวิเคราะห์ก้อนมะเร็งที่

เกิดขึ้นได้โดยวัดขนาดก้อนมะเร็งด้วยเวอร์เนียคาลิปเปอร์ ทุก ๆ 4-5 วัน จากนั้นค้านวณหาปริมาตร

ก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้น ได้ดังสมการที่ 6 และท้าการวัดปริมาณหลอดเลือดเกิดใหม่ (Neocapillary 

density; NCD) ด้วยวิธี  Intravital fluorescence microscopy เมื่อปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูก

ครบ 30 วัน ท้าได้โดย ให้ยาสลบ (pentobarbital sodium) ในอัตราส่วนโดยปริมาตรของยาสลบต่อ

น้้าเกลือ (normal saline) คือ 1:3 เป็นปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร/หนู 1 ตัว จากนั้นฉีดสีฟลูออเรส

เซนส์ (fluorescein isothiocyanate; FITC) เข้าทางหลอดเลือดด้า (jugular vein) หลังจากนั้น

บันทึกภาพหลอดเลือดฝอย (microvascular) บริเวณรอบก้อนมะเร็งปากมดลูกด้วยกล้องคอนโฟคอล 

 )confocal microscope (  จากนั้นค้านวณหาความหนาแน่นของหลอดเลือดเกิดใหม่ด้วยโปรแกรม 

NIS elements (Reynolds M.M 1989) 
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  ปริมาตรก้อนมะเร็ง  =  a2 x b x 0.52    (9) 

 โดย  a    =    ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางที่สั้นที่สุดของก้อนมะเร็ง  

   b    =    ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางที่ยาวที่สุดของก้อนมะเร็ง 

3.5 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 งานวิจัยนี้เปรียบเทียบค่าความแตกต่างของข้อมูล โดยน้ามาหาค่าเฉลี่ยเบี้ยงเบนมาตรฐาน 

จากนั้นวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติโดยใช้ One-way analysis of variance (ANOVA) ด้วย

โปรแกรม SPSS ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p- value < 0.05) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

 งานวิจัยนี้ได้ผลิตอนุภาคขนาดไมครอนที่มีองค์ประกอบของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย ที่

มีความเข้มข้นของแข็งรวมร้อยละ 7.5 โดยน้้าหนัก มีอัตราส่วนผสมโดยน้้าหนักของเจลาตินต่อไฟโบ

รอินไหมไทยเท่ากับ 100/0, 90/10 และ 80/20  และความเข้มข้นของแข็งรวมร้อยละ 2.5 และ 5 

โดยน้้าหนัก ที่อัตราส่วนผสมโดยน้้าหนักของเจลาตินต่อไฟโบรอินไหมไทยเท่ากับ 80/20 จากนั้นท้า

การเชื่อมขวางทางเคมีด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 โดยปริมาตร และ

ศึกษาสมบัติทางกายภาพ เคมี และชีวภาพของอนุภาคไมครอน และศึกษาระบบการเพาะเลี้ยงเซลล์

สามมิติบนอนภุาคไมครอนที่ผลิตได้กับเซลล์ผิวหนังหนู (L929) และเซลล์มะเร็งปากมดลูก (Caski) ใน

ระดับห้องปฏิบัติการ และศึกษาการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกลงในสัตว์ทดลองเมื่อใช้อนุภาค

ขนาดไมครอนเป็นพาหะของเซลล์ (cells carrier) 

4.1 สมบัติของสารละลายและอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย 

 4.1.1 สมบัติของสารละลายเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย 

  ก. ศักย์เซต้า (Zeta potential) 

  ค่าศักย์เซต้า (Zeta potential) คือความแตกต่างของประจุไฟฟ้าระหว่างประจุ

ไฟฟ้าในชั้นของสารละลายและประจุไฟฟ้าที่พ้ืนผิวของอนุภาค โดยค่าศักย์ไฟฟ้าสามารถบอกถึงความ

เสถียรของการกระจายตัวของอนุภาคได้ หากค่าศักย์ไฟฟ้าเป็นค่าบวกหรือลบมาก จะเกิดการหักล้าง

ของประจุต่อกัน ดังนั้นอนุภาคมีความเสถียรในการกระจายตัวสูง และถ้าค่าศักย์ไฟฟ้าเป็นค่าบวกหรือ

ลบน้อย ๆ จะไม่มีแรงป้องกันอนุภาคอ่ืนที่เข้ามา ดังนั้นอนุภาคเกิดการรวมกลุ่มกันหรือไม่เสถียรใน

การกระจายตัว ซึ่งปัจจัยที่ส่งผลต่อค่าศักย์เซต้าคือ ค่าพีเอช และค่าการน้าไฟฟ้าของตัวกลางซึ่งขึ้นกับ

ความเข้มข้น ประเภทไอออน และปริมาณของอนุภาคท่ีมีในระบบ (Hunter R และคณะ (1981)) 

  เมื่อพิจารณาค่าศักย์เซต้าของสารละลายเจลาตินและไฟโบรอินความเข้มข้นร้อยละ 

0.5 โดยน้้าหนัก ในน้้าปราศจากไอออน ที่พีเอช เท่ากับ 5.8 ดังแสดงในรูปที่ 4.1 พบว่า สารละลายเจ

ลาตินแสดงประจุบวกซึ่งเป็นลักษณะของเจลาตินชนิดเอ และมีค่าศักย์ไฟฟ้าเท่ากับ +3.71±0.68 

มิลลิโวลล์ และสารละลายไฟโบรอินแสดงประจุลบค่อนข้างสูง ซึ่งมีค่าศักย์ไฟฟ้าเท่ากับ -21.53±0.47 
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มิลลิโวลล์ เนื่องจากสารละลายเจลาตินที่ใช้ในการวิเคราะห์มีค่าไอโซอิเล็กทริก (Isoelectric point) 

เท่ากับ 9 ซึ่งมีค่ามากกว่าค่าพีเอชของสารละลายเจลาตินที่น้ามาใช้ในการวิเคราะห์ค่าศักย์ไฟฟ้า 

ส่งผลให้สารละลายเจลาตินแสดงประจุบวก ในขณะเดียวกันสารละลายไฟโบรอินมีค่าไอโซอิเล็กทริก

ประมาณ 3.8-4.2 (Malay O. และคณะ (2007)) ซึ่งมีค่าน้อยกว่าค่าพีเอชของสารละลายไฟโบรอินที่

น้ามาใช้ในการวิเคราะห์ค่าศักย์ไฟฟ้า ส่งผลให้สารละลายไฟโบรอินแสดงประจุลบ (ที่พีเอชเท่ากับ 

5.8)  

 นอกจากนี้ เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นสารละลายไฟโบรอินเท่ากับร้อยละ 10 และ 20 โดยน้้าหนัก 

จะพบว่า สารละลายผสมเจลาตินและไฟโบรอินจะมีค่าประจุรวมเป็นบวกน้อยลง คือ +2.89±0.77 

และ +2.50±0.36 มิลลิโวลล์ ตามล้าดับ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมาของ Sinthop S. และคณะ 

(2014) ได้ท้าการศึกษาค่าศักย์เซต้าของสารละลายเจลาตินและไฟโบรอินที่อัตราส่วนการผสมต่าง ๆ 

ที่ค่าพีเอชเท่ากับ 5.0 โดยเปรียบเทียบอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 0-100 โดยน้้าหนัก พบว่า

สารละลายเจลาตินมีค่าศักย์เซต้าเป็นบวก ซึ่งเท่ากับ +2.96±0.21 มิลลิโวลต์ เมื่อท้าการเพ่ิม

อัตราส่วนของสารละลายไฟโบรอินร้อยละ 50 โดยน้้าหนัก ค่าศักย์เซต้าของสารละลายผสมที่ได้จะมี

ค่า -0.45±0.30 มิลลิโวลต์ ซึ่งค่าศักย์เซต้าของสารละลายผสมจะแสดงประจุลบมากขึ้น เมื่อสัดส่วน

ของไฟโบรอินในระบบเพ่ิมขึ้น ทั้งนี้ ค่าศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินจะมีค่าเป็นลบมากที่สุด ซึ่ง

เท่ากับ -3.07±0.32 มิลลิโวลต์  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 67 

 

รูปที่ 4.1 ค่าศักย์เซต้าของสารละลายผสมเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 
โดยน้้าหนัก ที่พีเอช 5.8  
(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น p <0.05 เมื่อเปรียบเทียบค่า
ศักย์เซต้าสารละลายที่มีความเข้มข้น 0.5 %โดยน้้าหนัก เท่ากัน แต่อัตราส่วนมีG/SF ต่าง ๆ) 

ข. ความหนืด (Viscosity) 

  ความหนืด เป็นสมบัติของของเหลวที่บอกถึงความต้านทานการไหล โดยความหนืด

ของสารละลายแต่ละชนิดจะขึ้นกับ ความเข้มข้น อุณหภูมิ และน้้าหนักโมเลกุลของสารนัััน โดยในการ

ทดลองนี้ได้ท้าการวิเคราะห์ความหนืดของสารละลายโดยใช้เครื่องวัดความหนืดแบบสั่นสะเทือน 

(Vibro viscometer) ซึ่งอาศัยหลักการสั่นสะเทือนของของไหลส่งผ่านไฟฟ้าแม่เหล็กที่แช่ใน

สารละลายความถ่ี 30 เฮิร์ต 

  เมื่อพิจารณาค่าความหนืดของสารละลายผสมเจลาตินและไฟโบรอิน ความเข้มข้น

ของแข็งรวมร้อยละ 7.5 โดยน้้าหนัก และมีอัตราส่วนผสมโดยน้้าหนักของเจลาตินและไฟโบรอิน 

100/0, 90/10 และ 80/20 ดังแสดงในรูปที่ 4.2 พบว่ามีค่าความหนืดเท่ากับ 13.44±0.04, 

1.47±0.01 และ 15.89±0.01 เซนติพอยด์ ตามล้าดับ ซึ่งเห็นได้ว่า เมื่อเพ่ิมสัดส่วนของไฟโบรอิน 

สารละลายผสมจะมีความหนืดมากขึ้น เนื่องจากสารละลายไฟโบรอินมีความหนืดมากกว่าสารละลาย

เจลาติน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ผ่านมาของ Sinthop S. และคณะ (2014) ได้ศึกษาความหนืดของ

สารละลายเจลาตินและไฟโบรอินที่ความเข้มข้นเท่ากันคือ ร้อยละ 5 โดยน้้าหนัก พบว่าค่าความหนืด

ของสารละลายที่วิเคราะห์ได้เท่ากับ 4.42±0.04 และ 5.22±0.05 ตามล้าดับ แสดงให้เห็นว่า
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สารละลายไฟโบรอินมีความหนืดมากกว่าสารละลายเจลาติน ดังนั้นที่ความเข้มข้นของสารละลายที่

เท่ากัน การเพ่ิมสัดส่วนของสารละลายไฟโบรอินในระบบ ส่งผลให้สารละลายผสมมีความหนืดเพ่ิมขึ้น 

เนื่องจากน้้าหนักโมเลกุลของไฟโบรอินมีค่าประมาณ 390 กิโลดาลตัน (Kaewprasit K. และคณะ 

2014) ซึ่งมากกว่าน้้าหนักโมเลกุลของเจลาตินชนิดเอที่ใช้ ซึ่งมีค่าเท่ากับ 100.6 กิโลดาลตัน และเมื่อ

พิจารณาความหนืดของสารละลายผสมเจลาตินและไฟโบรอินในอัตราส่วนผสมเท่ากับ 80/20 แต่มี

ความเข้มข้นของแข็งรวมแตกต่างกันคือ 2.5, 5 และ 7.5 โดยน้้าหนัก พบว่าความหนืดมีค่าเท่ากับ 

1.24±0.03, 4.71±0.01 และ 15.89±0.01 เซนติพอยด์ ตามล้าดับ แสดงให้เห็นว่าเมื่อเพ่ิมความ

เข้มข้นของสารละลายผสม ความหนืดที่ได้จะมีค่าเพ่ิมขึ้น สอดคล้องกับรายงานของ Somvipart S. 

และคณะ (2013) ได้ศึกษาความหนืดของสารละลายผสมเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่อัตรา

ส่วนผสม 50/50 ที่ความเข้มข้นของแข็งรวม 5-15 โดยน้้าหนัก พบว่า ความหนืดมีค่าประมาณ 40-

290 เซนติพอยด์ และจากรายงานของ Das S. และคณะ (2013) ได้ศึกษาความหนืดของสารละลาย

ผสมเจลาตินและไฟโบรอิน ที่ความเข้มข้นของเจลาตินร้อยละ 10-50 โดยน้้าหนัก และไฟโบรอิน

เข้มข้นร้อยละ 5 โดยน้้าหนัก พบว่าค่าความหนืดมีค่าเพ่ิมขึ้น เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเจลาติน 

เนื่องจากสารละลายผสมมีความเข้มข้นของแข็งในส่วนของเจลาตินเพ่ิมขึ้น ส่งผลให้ความหนืดของ

สารละลายผสมเพิ่มขึ้นตามสัดส่วนของเจลาตินที่ใช้ 

 ทั้งนี้ ความหนืดของสารละลายผสมเจลาตินและไฟโบรอิน ที่อัตราส่วนการผสม และความ

เข้มข้น   ต่าง ๆ จะมีผลต่อลักษณะอนุภาคที่ผลิตได้ด้วยเทคนิคอิมัลชั่นแบบน้้าในน้้ามัน ซึ่งจะ

กล่าวถึงในล้าดับถัดไป  
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(ก) 

 

(ข) 

 

รูปที่ 4.2 ค่าความหนืดของสารละลายผสมเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย (ก) ที่อัตราส่วนเจลาตินต่อ
ไฟโบรอินคงท่ี 80/20 (ข) ที่อัตราส่วน G/SF ต่างๆ (7.5 %โดยน้้าหนัก) ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น p <0.05 เมื่อเปรียบเทียบความ
หนืดของสารละลายที่มีอัตราส่วน G80S/F20 เดียวกัน ที่ร้อยละความเข้มข้นของแข็งรวมแตกต่างกัน 
b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น p <0.05 เมื่อเปรียบเทียบความ

หนืดของสารละลายที่มีร้อยละความเข้มข้นของแข็งรวม 7.5%โดยน้้าหนัก ที่อัตราส่วนแตกต่างกัน) 

4.1.2 สมบัติของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย 

 ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยมีวัตถุประสงค์ที่จะขึ้นรูปอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนให้มีขนาดอนุภาค

ต่้ากว่า 100 ไมครอน เป็นพาหะขนส่งเซลล์(cell carriers) โดยอนุภาคที่ใช้จะต้องสามารถฉีดผ่านหัว

เข็มทางการแพทย์ขนาด 27G (0.41x12.7 มิลลิเมตร) ได้เป็นอย่างดี ซึ่งพบว่าอนุภาคขนาดในช่วง 

32-75 ไมครอน สามารถฉีดผ่านหัวเข็มฉีดยาขนาดดังกล่าวได้ ดังนั้น ผู้วิจัยจึงได้ท้าการศึกษาปัจจัยที่
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มีผลต่ออนุภาคขนาดไมครอนที่ผลิตได้ด้วยวิธีอิมัลชั่นแบบน้้าในน้้ามัน ซึ่งได้แก่ ความเร็วรอบในการ

ปั่นกวน อัตราส่วนของน้้าและน้้ามัน และอัตราส่วนของสารละลายผสมเจลาตินและไฟโบรอิน 

4.1.2.1 ปัจจัยที่มีผลต่ออนุภาคขนาดไมครอนที่ผลิตได้ด้วยวิธีอิมัลชั่นแบบน้้าใน
น้้ามัน 

  ก. ผลของความเร็วรอบในการปั่นกวน 

 ในการทดลองผู้วิจัยได้ท้าการทดลองข้ึนรูปอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนด้วยวิธีอิมัลชั่นแบบ

น้้าในน้้ามัน โดยใช้เครื่องปั่นผสมความเร็วรอบสูง (homogenizer) ในการปั่นกวน เพ่ือให้วัฏภาคน้้า

แตกตัวเป็นอนุภาคขนาดเล็กกระจายตัวในวัฏภาคน้้ามัน ที่ความเร็วรอบ 3000, 4000 และ 5000 

รอบ/นาที ผู้วิจัยได้ขึ้นรูปอนุภาคทรงกลมที่มีความเข้มข้นของสารละลายร้อยละ 7.5 โดยน้้าหนัก 

อัตราส่วนการผสมเจลาตินต่อไฟโบรอิน 80/20 โดยน้้าหนัก และอัตราส่วนน้้าต่อน้้ามัน 1/15 โดย

ปริมาตร พบว่า ที่ความเร็วรอบในการปั่นกวน 3000 รอบ/นาที อนุภาคที่ขึ้นรูปได้เมื่อส่องภายใต้

กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงมีลักษณะค่อนข้างกลม และกระจายตัวดี ดังรูปที่ 4.3 และเมื่อเพ่ิม

ความเร็วรอบในการปั่นกวนเป็น 4000 รอบ/นาที พบว่า อนุภาคที่ผลิตได้นั้นมีลักษณะเป็นทรงกลม 

เกาะรวมกลุ่มกันบางส่วน และมีฟองอากาศอยู่บริเวณพ้ืนผิวของอนุภาค ทั้งนี้ การท้าให้เกิดเป็น

อนุภาคทรงกลมจะอาศัยหลักการท้างานของเครื่องปั่นผสมความเร็วรอบสูง ที่ควบคุมให้ของเหลวผ่าน

วาล์วขนาดเล็กโดยใช้ความเร็วสูง จึงท้าให้ระบบเกิดแรงเฉือน แรงกระแทก และเกิดการแตกตัวของ

ฟองอากาศขนาดเล็ก ส่งผลให้เกิดการกระจายตัวของวัฎภาคน้้าในวัฎภาคน้้ามันเกิดเป็นอนุภาคทรง

กลมขนาดเล็ก อีกทั้งเมื่อใช้ความเร็วรอบในการปั่นกวนสูงเกินไป อาจท้าให้อากาศสามารถผ่านวาล์ว

โฮโมจิไนซ์เข้าไปรวมกับส่วนของเหลว (Pornchaloempong P และคณะ(2010)) อนุภาคไมครอนที่

เกิดข้ึนจึงมีฟองอากาศรวมอยู่บริเวณพ้ืนผิวอนุภาค ดังนั้น ในการทดลองนี้จึงได้เลือกความเร็วรอบใน

การปั่นกวน 3000 รอบ/นาที มาใช้ในการขึ้นรูปอนุภาคขนาดไมครอนเพ่ือศึกษาในการทดลองถัดไป 

เนื่องจากที่ความเร็วรอบนี้จะท้าให้เกิดอนุภาคไมครอนที่เป็นทรงกลม ไม่เกิดฟองอากาศรวมอยู่พ้ืนผิว

อนุภาค อีกท้ัง อนุภาคไมครอนที่เกิดขึ้นกระจายตัวได้ดี ไม่เกาะรวมกลุ่มกัน  
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รูปที่ 4.3 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ ก้าลังขยาย 10 เท่า แสดงลักษณะอนุภาคขนาดไมครอนของเจ
ลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่มี อัตราส่วนผสม G/SF 80/20 โดยน้้าหนัก (7.5 %โดยน้้าหนัก) ที่ถูก
ขึ้นรูปด้วยวิธีอิมัลชั่นแบบน้้าในน้้ามัน โดยใช้อัตราส่วนน้้าต่อน้้ามันเท่ากับ 1 ต่อ15 โดยปริมาตร ปั่น
กวนด้วยความเร็วรอบ (ก.) 3000 รอบ/นาที (ข.) 4000 รอบ/นาที  

  ข. ผลอัตราส่วนโดยปริมาตรของน้ าต่อน้ ามัน 

 ผู้วิจัยได้ท้าการเปรียบเทียบอัตราส่วนโดยปริมาตรของน้้าต่อน้้ามันที่ใช้ในการขึ้นรูปอนุภาค

ขนาดไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่มีอัตราส่วนผสมเจลาตินต่อไฟโบรอิน 80/20 

(7.5% โดยน้้าหนัก) และใช้อัตราส่วนโดยปริมาตรของน้้าต่อน้้ามันเท่ากับ 1 ต่อ 15 และ 1 ต่อ 30 

หลังจากนั้นเชื่อมขวางอนุภาคด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 โดยปริมาตร 

จากนั้นท้าแห้งอนุภาคด้วยเครื่องท้าแห้งแบบเยือกแข็ง ผลการศึกษาพบว่า ร้อยละผลได้ของอนุภาคที่

ผลิตได้ มีค่าประมาณ 60-80 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงใน ตารางที่ 4.1 โดยอัตราส่วนน้้าต่อน้้ามันทุก

สัดส่วนที่ใช้จะมีร้อยละผลได้ของอนุภาคในช่วงขนาด 32-75 ไมครอน มากที่สุด และเมื่อพิจารณาแต่

ละอัตราส่วนน้้าต่อน้้ามันที่ใช้ พบว่า อัตราส่วนน้้าต่อน้้ามัน เท่ากับ 1 ต่อ 30 สามารถผลิตอนุภาค

ขนาดไมครอนในช่วงขนาด 32-75 ไมครอน ได้มากกว่าการผลิตอนุภาคโดยใช้อัตราส่วนน้้าต่อน้้ามัน

เท่ากับ 1 ต่อ 15 เนื่องมาจากเมื่อมีการเพ่ิมส่วนวัฏภาคน้้ามันเข้าไปในระบบอิมัลชั่น เปรียบเสมือน

การเพ่ิมส่วนที่ไม่ชอบน้้าเข้าไปในระบบ ท้าให้วัฏภาคน้้าที่ประกอบด้วยสารละลายเจลาตินและไฟโบ

รอินไหมไทยถูกล้อมรอบด้วยส่วนที่ไม่ชอบน้้าจากวัฏภาคน้้ามันจ้านวนมาก เมื่อระบบเกิดเป็นอิมัลชั่น

ที่มีอนุภาคไมครอน ส่วนของวัฏภาคน้้าหรืออนุภาคนั้นจะพยายามลดพ้ืนที่ผิวสัมผัสกับส่วนที่ไม่ชอบ

น้้าในวัฏภาคของน้้ามัน ส่งผลให้อนุภาคท่ีเกิดข้ึนมีขนาดเล็กลง 

(ก.) (ข.) 
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 Peng Z.Y. และคณะ (2012) ได้เปรียบเทียบอัตราส่วนน้้าต่อน้้ามันที่ใช้ในการขึ้นรูปอนุภาค

ไมครอนของเจลาตินด้วยวิธีอิมัลชั่นน้้าในน้้ามันที่อัตราส่วน 1 ต่อ 5 และ 1 ต่อ 7 โดยใช้ความเข้มเข้น

สารละลายเจลาตินคงที่ 0.25 กรัม/มิลลิลตร และความเร็วรอบในการปั่นกวนคงที่ 300 รอบ/นาที 

พบว่าขนาดอนุภาคเฉลี่ยของการใช้อัตราส่วนน้้าต่อน้้ามัน 1 ต่อ 5 มีขนาดมากกว่าอัตราส่วน 1 ต่อ 7 

อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ซึ่งสามารถกล่าวได้ว่าเมื่อใช้อัตราส่วนน้้าต่อน้้ามันที่มากกว่าในการขึ้นรูป

อนุภาคด้วยวิธีอิมัลชั่น จะท้าให้ขนาดอนุภาคมีขนาดที่ใหญ่ขึ้น เนื่องจากเมื่อเพ่ิมวัฏภาคน้้าให้มากขึ้น 

แรงเฉือนที่กระท้าต่อวัฏภาคน้้าเพ่ือให้เกิดการกระจายตัวของอนุภาคมีค่าลดลง ท้าให้อนุภาคที่เกิดขึ้น

จึงมีขนาดใหญ่กว่า 

ตารางท่ี 4.1 ร้อยละผลได้ ของอนุภาคขนาดไมครอนที่มีอัตราส่วนผสมเจลาตินต่อไฟโบรอิน 80/20 
โดยน้้าหนัก (7.5% โดยน้้าหนัก) และผ่านการเชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ 0.05 %โดยปริมาตร 

อัตราส่วนน้้าต่อ
น้้ามัน 

ร้อยละผลได้ของอนุภาคที่ช่วงขนาดต่ัาง ๆ ร้อยละผลได้
ของอนุภาค

ทั้งหมด 32-75 µm 75-100 µm 100-200 µm 

1 ต่อ 15 39.44 ± 6.3 26.75 ± 5.9 33.81 ± 2.9 62.62 ± 7.1 
1 ต่อ 30 69.38 ± 6.9b 23.74 ± 2.1 6.88 ± 3.2 82.79 ± 6.9 

(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น p <0.05 เมื่อเปรียบเทียบกลุ่ม

ขนาดอนุภาคท่ีมี w/o คือ 1/15 

b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น p <0.05 เมื่อเปรียบเทียบกลุ่ม

ขนาดอนุภาคท่ีมี w/o คือ 1/30) 

ค. ผลของอัตราส่วนผสมของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย 

 เนื่องด้วยผู้วิจัยมีวัตถุประสงค์ที่จะผลิตอนุภาคขนาดไมครอน เพ่ือประยุกต์ใช้งานเป็นพาหะ

ขนส่งเซลล์ไปยังสัตว์ทดลอง เพ่ือต้องการให้เกิดก้อนมะเร็งบนสัตว์ทดลองในระยะเวลาประมาณ 14 

วัน ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีความประสงค์ที่จะให้อนุภาคขนาดไมครอนย่อยสลายทางชีวภาพภายใน 14 วัน 

จากงานวิจัยที่ผ่านมาของ Ratanavaraporn J. และคณะ (2014) ได้ศึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพ

ระดับห้องปฏิบัติการด้วยเอนไซม์คอลลาจีเนส (163 หน่วย/มิลลิกรัม, พีเอช 7.4) ความเข้มข้น 1 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ของอนุภาคเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่มีความเข้มข้นของแข็งรวมร้อยละ 10 
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โดยน้้าหนัก อัตราส่วนผสมเจลาตินต่อไฟโบรอินต่าง ๆ และผ่านการเชื่อมขวางด้วยสารละลายก

ลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 โดยปริมาตร ผลการศึกษาพบว่า อนุภาคขนาดไมครอนที่มี

อัตราส่วนร้อยละของไหมมากกว่าและเท่ากับ 30 โดยน้้าหนัก จะมีน้้าหนักคงเหลือเมื่อทดสอบการ

ย่อยสลายทางชีวภาพเป็นเวลา 14 วัน มีค่ามากกว่าร้อยละ 80 โดยน้้าหนัก ดังนั้น ผู้วิจัยจึงได้เลือก

อัตราส่วนผสมของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยเท่ากับ 100/0, 90/10 และ 80/20 โดยน้้าหนัก มา

ใช้ในการผลิตอนุภาคขนาดไมครอนในการทดลองนี้ 

 เมื่อท้าการขึ้นรูปอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนที่มีอัตราส่วนผสมเจลาตินต่อไฟโบรอิน 

100/0, 90/10 และ 80/20 โดยน้้าหนัก (7.5 %โดยน้้าหนัก) ด้วยวิธีอิมัลชั่นแบบน้้าในน้้ามัน โดยใช้

อัตราส่วนน้้าต่อน้้ามัน 1 ต่อ 30 และ ความเร็วรอบในการปั่นกวนเท่ากับ 3000 รอบ/นาที หลังจาก

นั้นเชื่อมขวางอนุภาคด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 โดยปริมาตร และท้า

แห้งแบบเยือกแข็ง พบว่าร้อยละผลได้ของอนุภาคที่ผลิตได้ทั้งหมดมีค่าประมาณ 60-80 เปอร์เซ็นต์ 

และร้อยละผลได้ของอนุภาคในช่วงขนาด 32-75 ไมครอน ในแต่ละอัตราส่วนการผสมของเจลาติน

และไฟโบรอินไหมไทยมีมากที่สุด ซึ่งร้อยละผลได้ของอนุภาคแต่ละช่วงขนาดที่ผลิตได้นั้นไม่แตกต่าง

กัน อาจเนื่องมาจากความหนืดของสารละลายผสมเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยทั้งสามอัตราส่วน

การผสมมีค่าไม่แตกต่างกันมากนัก ซึ่งจากผลการศึกษาก่อนหน้านี้ พบว่าความหนืดเป็นปัจจัยที่ส่งผล

ต่อขนาดอนุภาคที่ผลิตได้ แต่ในการทดลองครั้งนี้ พบว่าความหนืดของทั้งสามสารละลายผสมมีค่าไม่

แตกต่างกัน (13-16 เซนติพอยด์) ส่งผลให้ร้อยละผลได้ของอนุภาคในแต่ละช่วงขนาดไม่แตกต่างกัน

อย่างมีนัยส้าคัญ 

 เมื่อพิจารณาลักษณะอนุภาคที่ผลิตได้ โดยเปรียบเทียบอัตราส่วนผสมของเจลาตินและไฟโบ

รอินไหมไทย ได้แก่ 100/0, 90/10 และ 80/20 โดยน้้าหนัก ดังแสดงในรูปที่ 4.4 พบว่าลักษณะ

อนุภาคเป็นทรงกลมและกระจายตัวดี ในทุกอัตราส่วนผสมของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยและทุก

ช่วงขนาด 

  ง. ผลของร้อยละความเข้มข้นของแข็งรวม 

 ผู้วิจัยได้ท้าการศึกษาเปรียบเทียบร้อยละความเข้มข้นของแข็งรวมของอนุภาค (2.5, 5 และ 

7.5) ที่มีอัตราส่วนผสมของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย 80/20 ขึ้นรูปด้วยวิธีอิมัลชั่นแบบน้้าใน
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น้้ามันอัตราส่วน 1 ต่อ 30 โดยปั่นกวนที่ความเร็วรอบ 3000 รอบ/นาที และผ่านการเชื่อมขวางด้วย

สารละลาย กลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 โดยปริมาตร และท้าแห้งแบบเยือกแข็ง ผล

การศึกษาพบว่าร้อยละผลได้ของอนุภาคที่ขึ้นรูปได้เมื่อใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมต่าง ๆ มีค่าอยู่

ในช่วง 69-83 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางที่ 4.2 เมื่อพิจารณาขนาดของอนุภาคทุกความเข้มข้น

ของแข็งรวมภายหลังการคัดแยกขนาดจะพบว่า อนุภาคทรงกลมที่มีขนาดในช่วง 32-75 ไมครอน จะ

มีร้อยละผลได้มากที่สุด รองลงมาคือ ขนาดในช่วง 70-100 ไมครอน และ 100-200 ไมครอน 

ตามล้าดับ นอกจากนี้การใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมแตกต่างกัน จะส่งผลต่อร้อยละผลได้ของอนุภาค

ที่ผลิตได้ โดยผลการทดลองพบว่า การใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมร้อยละ 7.5 โดยน้้าหนัก อนุภาค

ทรงกลมจะมีร้อยละผลได้มากที่สุด เนื่องจากสารละลายผสมมีเนื้อสารเพ่ิมขึ้น ส่งผลให้เมื่อท้าการขึ้น

รูปอนุภาคทรงกลมด้วยวิธีอิมัลชั่นน้้าในน้้ามัน วัฏภาคน้้าที่มีเนื้อสารเพ่ิมขึ้น จะสามารถเกิดเป็น

อนุภาคทรงกลมท่ีมีความเสถียรมากขึ้น ร้อยละผลได้ของอนุภาคท่ีผลิตได้ทั้งหมดจึงมีค่าเพ่ิมขึ้น 

 เมื่อพิจารณาลักษณะอนุภาคที่ผลิตได้ โดยเปรียบเทียบอัตราส่วนผสมของเจลาตินและไฟโบ

รอินไหมไทย ดังแสดงในรูปที่ 4.4  พบว่าอนุภาคท่ีใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมร้อยละ 5 และ 7.5 โดย

น้้าหนัก จะมีลักษณะกระจายตัวได้ดี แต่เมื่อลดความเข้มข้นของแข็งรวมในสารละลายผสม เท่ากับ 

ร้อยละ 2.5 อนุภาคที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะเกาะรวมกลุ่มกันเป็นกลุ่มอนุภาคขนาดใหญ่ขึ้น อาจ

เนื่องมาจากสารละลายผสมมีร้อยละความเข้มข้นของแข็งรวมน้อยเกินไป วัฏภาคน้้ามีเนื้อสารที่

สามารถเกิดเป็นอนุภาคทรงกลมในปริมาณน้อย อนุภาคทรงกลมที่เกิดขึ้นจึงไม่เสถียรเมื่ออยู่ในระบบ

อิมัลชั่น ส่งผลให้เกิดการรวมกลุ่มกันของแต่ละอนุภาค ท้าให้เกิดเป็นกลุ่มอนุภาคที่มีขนาดใหญ่ขึ้น 

ดังนั้น ร้อยละผลได้ของช่วงขนาดอนุภาค 100-200 µm จึงมีค่ามากที่สุด 
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ตารางที่ 4.2 ร้อยละผลได้ของอนุภาคขนาดไมครอน อัตราส่วนผสมเจลาตินต่อไฟโบรอินโดยน้้าหนัก
ต่าง ๆ ที่ถูกขึ้นรูปด้วยวิธีอิมัลชั่นแบบน้้าในน้้ามัน โดยใช้อัตราส่วนน้้าต่อน้้ามัน 1 ต่อ 30 ปั่นกวนที่
ความเร็วรอบ 3000 รอบ/นาท ีและผ่านการเชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ 0.05 %โดยปริมาตร 

ร้อยละ
ความเข้มข้น
ของแข็งรวม 

อัตราส่วนผสม
เจลาตินต่อไฟ

โบรอิน 

ร้อยละผลได้ของอนุภาคที่ช่วงขนาดต่ัาง ๆ ร้อยละผลได้
ของอนุภาค

ทั้งหมด 32-75 µm 75-100 µm 
100-200 

µm 
2.5 80/20 51.20 ± 2.8c 28.69± 6.0 20.13 ± 3.2 69.77 ± 4.2 

5.0 80/20 52.41± 7.3c 30.12 ± 3.7 17.47 ± 5.3 68.94 ± 8.1 
7.5 80/20 69.38 ± 2.1a,c 23.74 ± 2.1c 6.88 ± 3.2a,c 82.79 ± 6.9 

7.5 90/10 61.56 ± 4.8c 25.58 ± 5.1 12.86 ± 6.5 80.35 ± 4.5 
7.5 100/0 70.85 ± 2.1c 19.84 ± 3.7 9.31 ± 2.6 65.26 ± 4.4 

(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น p <0.05 เมื่อเปรียบเทียบร้อย

ละผลได้ของขนาดอนุภาค G80/SF20 ที่มีร้อยละความเข้มข้นแตกต่างกัน 

b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น p <0.05 เมื่อเปรียบเทียบร้อยละ

ผลได้ของขนาดอนุภาคท่ีมีร้อยละความเข้มข้นของแข็งรวมเท่ากัน แต่มีอัตราส่วน G/SF แตกต่างกัน 

c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น p <0.05 เมื่อเปรียบเทียบร้อยละ

ผลได้ขนาดต่าง ๆ ของอนุภาคท่ีมีร้อยละความเข้มข้นของแข็งรวม และอัตราส่วน G/SF แตกต่างกัน) 
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 ขนาด 32-75 µm 
(ก าลังขยาย 20x) 

ขนาด 75-100 µm 
(ก าลังขยาย 20x) 

ขนาด 100-200 µm 
(ก าลังขยาย 20x) 

2.5%wt 
G/SF 
80/20 

 
   

5%wt 
G/SF 
80/20 

 
   

7.5%wt 
G/SF 
80/20 

 
   

7.5%wt 
G/SF 
90/10 

   

7.5%wt 
G/SF 
100/0 

 
   

 

รูปที่ 4.4 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ แสดงลักษณะอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอิน
ไหมไทยที่ม อัตราส่วนผสมเจลาตินต่อไฟโบรอินโดยน้้าหนักท่ีต่าง ๆ ขึ้นรูปด้วยวิธีอิมัลชั่นแบบน้้าใน
น้้ามัน อัตราส่วนน้้าต่อน้้ามันเท่ากับ 1/30 โดยปริมาตร ปั่นกวนด้วยความเร็วรอบต่าง 3000 รอบ/
นาที และผ่านการเชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 โดยปริมาตร และท้าแห้ง
แบบเยือกแข็ง 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 77 

  4.1.2.2 ร้อยละการลดลงของหมู่อะมิโนอิสระหลังท้าการเชื่อมขวางอนุภาคด้วย
สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 

 กระบวนการเชื่อมขวางนั้นเป็นกระบวนการปรับปรุงคุณสมบัติของวัสดุให้มีความคงตัวมาก

ขึ้นผ่านการสร้างพันธะเคมีภายในหรือระหว่างสายโซ่โมเลกุล ส่งผลให้สมบัติทางกายภาพ เคมี และ

ชีวภาพของวัสดุเปลี่ยนแปลงไป  

 การน้าเจลาตินมาประยุกต์ใช้งานทางด้านการแพทย์จึงจ้าเป็นต้องค้านึงถึงความสามารถใน

การละลายน้้า การบวมตัวและการดูดซับน้้าของเจลาติน แต่เนื่องด้วยอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพ

ของเจลาตินค่อนข้างเร็ว ในงานวิจัยนี้จึงได้น้าไฟโบรอินไหมไทยมาผสมกับเจลาติน ซึ่งโมเลกุลของไฟ

โบรอินเป็นโปรตีนที่ละลายน้้าได้น้อย แต่มีความแข็งแรงค่อนข้างสูง อีกทั้งผู้วิจัยได้ท้าการเชื่อมขวาง

สารผสมของเจลาตินและไฟโบรอินด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ซึ่งคาดหวังให้

ความสามารถในการละลายน้้า การดูดซับน้้า ตลอดจนอัตราการย่อยสลายของสารผสมลดลง  

 การเชื่อมขวางทางเคมีของสารผสมเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยด้วยสารละลายกลูตารัลดี

ไฮด์ เป็นการเชื่อมขวางพันธะทางเคมีเกิดเป็นพันธะโคเวเลนซ์ที่มีความแข็งแรง โดยหมู่แอลดีไฮด์ ( -

CHO) ในโมเลกุลของกลูตารัลดีไฮด์ จ้านวน 1 โมเลกุล สามารถเกิดอันตรกริยากับหมู่อะมิโนอิสระ (-

NH2) ในโมเลกุลของสารโซ่โปรตีนเจลาติน หรือไฟโบรอินไหมไทย จ้านวน 2 หมู่ และปลดปล่อย

โมเลกุลของน้้าออกมา การวิเคราะห์ความส้าเร็จในการเชื่อมขวางสามารถวิเคราะห์ได้จากปริมาณการ

ลดลงของหมู่อะมิโนอิสระในสายโซ่โปรตีนโดยเปรียบเทียบในสภาวะก่อนและหลังการเชื่อมขวาง โดย

ท้าการตรวจวัดปริมาณหมู่อะมิโนอิสระด้วยเทคนิคนินไฮดริน ซึ่งหมู่อะมิโนอิสระในสารโซ่โมเลกุล

โปรตีนจะท้าปฏิกิ ริ ยากับสารนินไฮดริน เกิด เป็นสารประกอบไฮดรินแดนติน อัลดี ไฮด์ 

คาร์บอนไดออกไซด์ และแอมโมเนีย ซึ่งแอมโมเนียจะท้าปฏิกิริยากับสารไฮดรินแดนตินและนินไฮดริน 

เกิดเป็นสารประกอบที่ให้สีน้้าเงินม่วง การวิเคราะห์หาปริมาณหมู่อะมิโนอิสระที่เหลืออยู่สามารถ

วิเคราะห์โดยอ้างอิงจากกราฟมาตรฐานของสารละลายเบต้า-อะลานีน (1 โมเลกุลของเบต้า-อะลานีน 

ประกอบด้วยหมู่อะมิโนอิสระ –NH2 จ้านวน 1 หมู่)  

 รายงานวิจัยที่ผ่านมาของ Sinthop S. และคณะ (2014) ได้ศึกษาผลของขนาดอนุภาค

ไมครอน (100-315, 315-500 และมากกว่า 710 µm) ต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของอนุภาค



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 78 

ไมครอนเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่อัตราส่วนผสมต่าง ๆ ผลการทดลองพบว่า ปริมาณหมู่อะมิ

โนอิสระของอนุภาคไมครอนในขนาดต่าง ๆ ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ อาจกล่าว

ได้ว่า ขนาดของอนุภาคไมครอนไม่มีผลต่อปริมาณหมู่อะมิโนอิสระที่อยู่ในอนุภาค  

 ดังนั้น ในงานวิจัยนี้ ผู้วิจัยจึงเลือกอนุภาคขนาด 32-75 µm ที่สามารถฉีดผ่านหัวเข็มทาง

การแพทย์ได้ มาท้าการศึกษาความส้าเร็จของการเชื่อมขวางทางเคมีในครั้งนี้ 

 ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.5 พบว่า เมื่อเปรียบเทียบอัตราส่วนการผสมของเจลาตินต่อไฟ

โบรอิน เท่ากับ 100/0, 90/10 และ 80/20 โดยมีร้อยละความเข้มข้นของแข็งรวมเท่ากับ 7.5 โดย

น้้าหนัก อนุภาคขนาดไมครอนของเจลาติน (100/0) จะมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระก่อนการเชื่อมขวาง

อนุภาคมากที่สุด คือ 2.81±0.10  ไมโครกรัม/มิลลิกรัม และเมื่ออัตราส่วนผสมของไฟโบรอินเพ่ิมขึ้น 

ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระจะมีค่าลดลง คือ อนุภาคขนาดไมครอนที่อัตราส่วนการผสมเจลาตินต่อไฟโบ

รอินไหมไทย เท่ากับ 90/10 และ 80/20 มีค่า 2.74±0.08 และ 2.58±0.09 ตามล้าดับ ซึ่งโดยปกติ

ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระในโมเลกุลของเจลาตินมีมากกว่าโมเลกุลไฟโบรอิน โดยกรดอะมิโนในเจลาติน

และไฟโบรอินที่มีหมู่อะมิโนอิสระเป็นองค์ประกอบ ได้แก่ Arginine, Asparagine, Glutamine และ 

Lysine ซึ่งในเจลาตินมีปริมาณ 5.3, 5.4, 8.9 และ 3.2 เปอร์เซ็นต์โมล ตามล้าดับ และในไฟโบรอินมี

ปริมาณ 0.3, 1.63, 1.15 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์โมล ตามล้าดับ จะเห็นได้ว่าหมู่อะมิโนอิสระทั้งหมดใน

เจลาติน (22.8 เปอร์เซ็นต์โมล) มีมากกว่าหมู่อะมิโนอิสระทั้งหมดในไฟโบรอิน (3.28 เปอร์เซ็นต์โมล) 

ดังนั้น เมื่อเพ่ิมอัตราส่วนของไฟโบรอิน สารผสมจึงมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระลดลง (Yasuhiko T. 

และ Yoshito I. (1998) และ Kaewprasit K. และคณะ (2014))  

 เมื่อพิจารณาปริมาณหมู่อะมิโนอิสระก่อนการเชื่อมขวางอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาติน

ต่อไฟโบรอินที่อัตราส่วนการผสมโดยน้้าหนักเท่ากับ 80/20 โดยใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมแตกต่าง

กัน ได้แก่ 2.5, 5 และ 7.5 โดยน้้าหนัก จะพบว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นของของแข็งรวมในปริมาณมาก

ขึ้น หมู่อะมิโนอิสระที่ตรวจพบจะมีปริมาณเพ่ิมมากข้ึนเช่นกัน เนื่องจากระบบมีเนื้อสารเพ่ิมขึ้น หมู่อะ

มิโนอิสระในโมเลกุลของสายโซ่โปรตีนเจลาตินและไฟโบรอินจึงมีปริมาณเพ่ิมขึ้น 

 นอกจากนี้ เมื่อวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระภายหลังการเชื่อมขวางทางเคมีด้วย

สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ของอนุภาคขนาดไมครอนที่ใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมเท่ากัน คือ 7.5 
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เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก แต่ใช้อัตราส่วนการผสมของเจลาตินต่อไฟโบรอินแตกต่างกัน ได้แก่ 100/0, 

90/10 และ 80/20 จะพบว่า เมื่อเพ่ิมอัตราส่วนของไฟโบรอิน ร้อยละการลดลงของปริมาณหมู่อะมิ

โนอิสระจะมีค่าเพ่ิมขึ้น โดยที่อัตราส่วนการผสม 100/0, 90/10 และ 80/20 จะมีร้อยละการลดลง

ของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระเท่ากับ 20.29±0.97, 22.57±1.08 และ 24.01±0.82 ตามล้าดับ 

เนื่องจากปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของอนุภาคขนาดไมครอนทุกอัตราส่วนการผสมที่วิเคราะห์ได้

ภายหลังการเชื่อมขวางมีปริมาณไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ แต่เนื่องด้วยอนุภาคขนาดไมครอนที่มี

ไฟโบรอินเป็นองค์ประกอบมากที่สุด จะมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระก่อนการเชื่อมขวางน้อยที่สุด ส่งผล

ให้เมื่อค้านวณร้อยละการลดลงของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระภายหลังการการเชื่อมขวางมีค่ามากที่สุด 

 เมื่อเปรียบเทียบร้อยละการลดลงของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของอนุภาคที่ใช้ความเข้มข้น

ของแข็งรวมแตกต่างกัน ได้แก่ 2.5, 5 และ 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก แต่ใช้อัตราส่วนการผสม

เดียวกัน คือ 80/20 จะพบว่า ร้อยละการลดลงของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของอนุภาคขนาดไมครอน

ที่ใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมร้อยละ 2.5, 5 และ 7.5 มีค่าเท่ากับ 26.62±0.80, 24.86±0.46 และ 

24.01±0.82 ตามล้าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.6 ซึ่งจะเห็นว่า เมื่อลดความเข้มของของแข็งรวมในสาร

ผสม จะท้าให้ร้อยละการลดลงของหมู่อะมิโนอิสระมีค่าเพ่ิมขึ้น ทั้งนี้เนื่องมาจากปริมาณหมู่อะมิโน

อิสระภายหลังการเชื่อมขวางอนุภาคทุกความเข้มข้นของแข็งรวม มีปริมาณไม่แตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคัญ แต่ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระก่อนการเชื่อมขวางอนุภาคที่ใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมน้อย

ที่สุด (2.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก) จะมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระน้อยที่สุด ส่งผลให้เมื่อค้านวณร้อยละ

การลดลงของหมู่อะมิโนอิสระภายหลังการเชื่อมขวาง อนุภาคขนาดไมครอนที่อัตราส่วนการผสม 

80/20 ที่ใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมร้อยละ 2.5 โดยน้้าหนัก จึงมีค่าร้อยละการลดลงของหมู่อะมิโน

อิสระมากที่สุด 

 ทั้งนี้ ความส้าเร็จของการเชื่อมขวางทางเคมีของอนุภาคอาจต้องค้านึงถึงสมบัติในด้านอ่ืนๆ 

ของวัสดุนอกเหนือจากการพิจารณาร้อยละการลดลงของหมู่อะมิโนอิสระ อาทิเช่น สมบัติในการดูด

ซับน้้า และอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพของวัสดุ ซึ่งจะกล่าวถึงในหัวข้อถัดไป 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 80 

(ก) 

 

(ข.) 

 

รูปที่ 4.5 ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระก่อนและหลังการเชื่อมขวางของอนุภาคไมโครเจลาตินและไฟโบ
รอินไหมไทย ขนาด 32-75 µm ที่ถูกเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ (ก) อนุภาคไมโครเจ
ลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่อัตราส่วนผสมต่าง ๆ ที่ความเข้มข้นของแข็งรวมร้อยละ 7.5 โดย
น้้าหนัก (ข.) อนุภาคไมโครเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่อัตราส่วนผสม 80/20 ที่ความเข้มข้น
ของแข็งรวมต่าง ๆ  
(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน p <0.05 เมื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระก่อนและหลังเชื่อมขวาง ของอนุภาคไมครอนสูตรต่าง ๆ 
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ร้อยละของแข็งรวมของเจลาตินและไฟโบรอิน 
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(ก.)  

 

(ข.) 

 

รูปที่ 4.6 ร้อยละการลดลงของหมู่อะมิโนอิสระของอนุภาคไมโครเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย 
ขนาด 32-75 µm ที่ถูกเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ (ก) อนุภาคไมโครเจลาตินและไฟโบ
รอินไหมไทยที่อัตราส่วนผสมต่าง ๆ ที่ความเข้มข้นของแข็งรวมร้อยละ 7.5 โดยน้้าหนัก (ข.) อนุภาค
ไมโครเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่อัตราส่วนผสม 80/20 ที่ความเข้มข้นของแข็งรวมต่าง ๆ  
(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน p <0.05) 
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  4.1.2.3 โครงสร้างสัณฐาน (Morphology) 

 การศึกษาลักษณะสัณฐานพ้ืนผิวของอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอินไหม

ไทยที่ผ่านการขึ้นรูปด้วยวิธีอิมัลชั่นแบบน้้าในน้้ามัน สามารถวิเคราะห์โดยใช้เครื่องอิเล็กตรอนแบบ

ส่องกราด (Scanning Electron Microscopy, SEM) ผลการทดลองแสดงได้ดังรูปที่ 4.7 พบว่าเมื่อ

เปรียบเทียบอนุภาคท่ีผ่านการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 โดย

ปริมาตร ที่ใช้อัตราส่วนการผสมของเจลาตินต่อไฟโบรอินคงที่ เท่ากับ 80/20 แต่ใช้ความเข้มข้น

ของแข็งรวมในการขึ้นรูปแตกต่างกัน ได้แก่ 2.5, 5 และ 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก อนุภาคที่ผลิตได้

ภายหลังการคัดแยกขนาดในช่วง 32-75 ไมครอน มีลักษณะเป็นทรงกลม กระจายตัวได้ดี และอนุภาค

ที่ได้มีแนวโน้มเกาะรวมกลุ่มกันมากขึ้นเมื่อลดความเข้มข้นของแข็งรวม อาจเนื่องมาจากการลดความ

เข้มข้นของแข็งรวม ความคงตัวของอนุภาคที่ได้จึงน้อยลง ส่งผลให้มีบางกลุ่มอนุภาคเกิดการเกาะ

รวมกลุ่มกันจนกลายเป็นกลุ่มอนุภาคขนาดใหญ่ขึ้น 

 เมื่อพิจารณาอนุภาคที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้น 0.05 

โดยปริมาตร และใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมคงที่ เท่ากับ 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก แต่เปรียบเทียบ

อัตราส่วนการผสมของเจลาตินต่อไฟโบรอินในการขึ้นรูปแตกต่างกัน ได้แก่ 80/20, 90/10 และ 

100/0 จะพบว่าอนุภาคที่ผลิตได้ภายหลังการคัดแยกขนาดในช่วง 32-75 ไมครอน โดยใช้อัตราส่วน

การผสมเจลาตินต่อไฟโบรอิน เท่ากับ 100/0 มีลักษณะเป็นทรงกลม กระจายตัวดี แต่พ้ืนผิวของ

อนุภาคมีความขรุขระ อาจเกิดจากขั้นตอนการขึ้นรูปอนุภาคด้วยวิธีอิมัลชั่นน้้าในน้้ามัน อนุภาคอาจ

เกิดการเกาะติดกันที่ผิวบางส่วน จึงท้าให้พ้ืนผิวของอนุภาคไม่เรียบ แต่อย่างไรก็ตาม เมื่อเพ่ิม

อัตราส่วนของไฟโบรอินไหมไทย อนุภาคที่ได้ยังคงมีลักษณะเป็นทรงกลมที่มีพ้ืนผิวเรียบ อาจ

เนื่องจากกระบวนการขึ้นรูปในระบบอิมัลชั่นสามารถเกิดเป็นอนุภาคทรงกล อนุภาคไม่เกิดการเกาะ

ติดกันที่ผิว พ้ืนผิวอนุภาคที่ได้จึงมีลักษณะเรียบมากกว่าระบบที่มีเจลาตินเป็นองค์ประกอบมาก 

(อัตราส่วนการผสม 100/0)  
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 ก าลังขยาย 250 เท่า ก าลังขยาย 1400 เท่า 

2.5%wt 
G/SF 
80/20 

 
  

5%wt 
G/SF 
80/20 

 
  

7.5%wt 
G/SF 
80/20 

 
  

 
7.5%wt 
G/SF 
90/10 

 
  

7.5%wt 
G/SF 
100/0 

 
  

รูปที่ 4.7 ลักษณะโครงสร้างสัณฐานของอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่
ถูกเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 โดยปริมาตร และท้าแห้งแบบ
เยือกแข็ง โดยเปรียบเทียบการใช้อัตราส่วนการผสมของเจลาตินต่อไฟโบรอิน และความเข้มข้น
ของแข็งรวมแตกต่างกัน โดยวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดก้าลังขยาย 250 
และ 1400 เท่า 
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4.1.2.4 อัตราส่วนการดูดซับน้้าของอนุภาค (Swelling ratio) 

 รายงายวิจัยที่ผ่านมาของ Sinthop S. และคณะ (2014) ได้ศึกษาความสามารถในการดูดซับ

น้้าของอนุภาคไมโครเจลาตินที่อัตราส่วนต่าง ๆ 3 ช่วงขนาด ได้แก่ 100-315, 315-500 และมากกว่า 

710 ไมครอน ผลการศึกษาพบว่า ร้อยละการดูดซับน้้าของอนุภาคไมโครแต่ละช่วงขนาดไม่มีความ

แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ ดังนั้น ผู้วิจัยจึงได้เลือกอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอิน ที่มี

ขนาดในช่วง 32-75 µm ซึ่งมีความเหมาะสมในการฉีดผ่านหัวเข็มทางการแพทย์ได้เป็นอย่างดี มาท้า

ศึกษาอัตราส่วนการดูดซับน้้าของอนุภาคขนาดไมครอนที่ผลิตได้ 

 อัตราส่วนการดูดซับน้้าของอนุภาคขนาดไมครอนสามารถอธิบายความส้าเร็จในการเชื่อม

ขวางอนุภาคได้ กล่าวคือ อนุภาคที่ผ่านการเชื่อมขวางจะมีคุณสมบัติที่ เปลี่ยนแ ปลงไป คือ 

ความสามารถในการดูดซับน้้าลดลง และละลายน้้าได้น้อยลง ดังนั้น ผู้วิจัยจึงท้าการวิเคราะห์

อัตราส่วนการดูดซับน้้าของอนุภาคขนาดไมครอน โดยวัดขนาดของอนุภาคที่ผ่านการแช่ใน

สารละลายอะซิโตนเทียบกับอนุภาคที่ผ่านการแช่ในน้้าปราศจากไอออนเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ผลการ

ทดลองพบว่า เมื่อเปรียบอัตราส่วนการผสมของเจลาตินต่อไฟโบรอิน ได้แก่ 100/0, 90/10 และ 

80/20  อนุภาคขนาดไมครอนของเจลาติน (100/0) มีอัตราส่วนการดูดซับน้้ามากที่สุด ดังแสดงใน

ตารางที่ 4.3 เนื่องจากเจลาตินเป็นพอลิเมอร์ที่มีความชอบน้้าสูง ส่งผลให้อนุภาคขนาดไมครอนที่มีเจ

ลาตินเป็นองค์ประกอบมากมีอัตราส่วนการดูดซับน้้ามาก นอกจากนี้ อัตราส่วนการดูดซับน้้าจะลดลง

เมื่อเพ่ิมอัตราส่วนของไฟโบรอินในสารผสม เสมือนเพ่ิมโมเลกุลส่วนไม่ชอบน้้าให้กับสารผสม อนุภาค

ขนาดไมครอนจึงบวมตัวและดูดซับน้้าได้น้อยลง ผลการทดลองสอดคล้องกับผลการศึกษาร้อยละการ

ลดลงของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ กล่าวคือ ร้อยละการลดลงของปริมาณหมู่อะมิโนมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น

เมื่ออนุภาคขนาดไมครอนที่ไฟโบรอินเป็นองค์ประกอบเพิ่มขึ้น สอดคล้องกับรายงานวิจัยที่ผ่านมาของ 

Ratanavaraporn J. และคณะ (2014) ได้ศึกษาค่ามุมสัมผัสของน้้าของแผ่นฟิล์มเจลาตินและไฟโบ

รอินไหมไทยที่อัตราส่วนของไฟโบรอินเท่ากับ 0-70 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก ผลการศึกษาพบว่า เมื่อ

เพ่ิมอัตราส่วนของไฟโบรอิน ค่ามุมสัมผัสน้้ามีค่าเพ่ิมขึ้น (59.1-63.6º) ซึ่งแสดงถึงความชอบน้้าที่

ลดลง  

 นอกจากนี้ เมื่อเปรียบเทียบอนุภาคขนาดไมครอนที่ใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมแตกต่างกัน 

ได้แก่ 2.5, 5, แล 7.4 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก แต่ใช้อัตราส่วนการผสมของเจลาตินต่อไฟโบรอินคงที่ 
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เท่ากับ 80/20 จะพบว่า อนุภาคขนาดไมครอนที่ใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมมาก (7.5 เปอร์เซ็นต์โดย

น้้าหนัก) จะมีความสามารถในการดูดซับน้้าน้อยที่สุด เนื่องจากเมื่อระบบมีเนื้อสารที่สามารถเกิดการ

เชื่อมขวางกับสารละลายกลูตารัลดีไฮด์เพ่ิมขึ้น โอกาสที่อนุภาคขนาดไมครอนจะเกิดการเชื่อมขวาง

เกิดเป็นอนุภาคทรงกลมที่มีความคงตัวและมีความเสถียรจึงมีมากขึ้น ส่งผลให้อนุภาคขนาดไมครอนที่

ได้มีความสามารถในการละลายน้้าและบวมตัวต่้า อนุภาคที่ใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมในปริมาณมาก 

จึงมีอัตราส่วนการดูดซับลดลง ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผลการทดลองร้อยละการเชื่อมขวาง 

กล่าวคือ อนุภาคขนาดไมครอนที่มีอัตราส่วนการดูดซับน้้าน้อย จะมีร้อยละการเชื่อมขวาง อาจกล่าว

ได้ว่า ความสามารถในการดูดซับน้้าของอนุภาคแปรผกผันกับร้อยละการเชื่อมขวาง 

ตารางท่ี 4.3 ขนาดอนุภาคเฉลี่ย และอัตราการดูดซับน้้าของอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาตินและ
ไฟโบรอิน ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 

ร้อยละความ
เข้มข้น

ของแข็งรวม 

อัตราส่วนผสม
เจลาตินต่อ 
ไฟโบรอิน 

ขนาดเฉลี่ยของอนุภาค อัตราส่วนการ
ดูดซับน้้า 

(เปอร์เซ็นต์) 
แช่ในสารละลาย 

อะซิโตน 
แช่ในน้้าปราศจาก
ไอออน 24 ชม. 

2.5 80/20 39.90 ± 6.08 41.42± 4.32 104.33±5.13 

5.0 80/20 39.83± 5.59 41.93 ± 7.71 105.84±4.69 

7.5 80/20 38.32 ± 3.55 41.01 ± 4.41 106.92±1.61 

7.5 90/10 38.40 ± 3.68 41.70 ± 8.94 107.76±13.01 
7.5 100/0 41.73 ± 5.47 47.02 ± 5.61 112.79±1.35 

(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น p <0.05 เมื่อเปรียบเทียบ

อัตราส่วนการดูดซับน้้าของอนภาคไมครอน) 

  4.1.2.5 ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพของอนุภาคไมครอนในระดับ
ห้องปฏิบัติการ (In vitro biodegradability) 

 ไฟโบรอินไหมไทยเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติที่มีสมบัติทางกลที่ดี โมเลกุลมีความแข็งแรงสูง 

อัตราการย่อยสลายค่อนข้างช้า แต่ส้าหรับเจลาติน เป็นโมเลกุลที่มีความชอบน้้าสูง ละลายน้้าได้ดี 

ย่อยสลายทางชีวภาพได้เร็ว การน้าพอลิเมอร์ทั้งสองชนิดมาผสมกันเพ่ือคาดหวังให้เกิดการปรับปรุง

สมบัติของวัสดุ โดยส่วนนี้เป็นการศึกษาความสามารถในการย่อยสลายของอนุภาคขนาดไมครอนของ

เจลาตินและไฟโบรอินทางชีวภาพ ในการทดลองนี้ ได้ท้าการศึกษาการย่อยสลายขององค์ประกอบที่มี
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ความแข็งแรงสูง คือ โปรตีนไฟโบรอิน โดยใช้เอนไซม์ที่มีความจ้าเพาะเจาะจงกับโปรตีนไฟโบรอิน 

จากงานวิจัยที่ผ่านมาของ Li M. และคณะ (2002) ได้ศึกษาเปรียบเทียบเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อย

แผ่นฟิล์มไฟโบรอิน โดยแช่แผ่นฟิล์มในเอนไซม์ α-Chymotrypsin, คอลลาจีเนส IA, โปรตีเอส XIV 

และสารละลายบัฟเฟอร์ที่ไม่มีเอนไซม์ พบว่าร้อยละน ้าหนักคงเหลือของแผ่นฟิล์มภายหลังการแช่ใน

สารละลายที่มีเอนไซม์ชนิดต่าง ๆ ที่ระยะเวลา 15 วัน มีค่าเท่ากับ 68, 48, 30 และ 68 ตามล้าดับ 

จะเห็นว่าร้อยละคงเหลือของแผนฟิล์มเมื่อแช่ในสารละลายเอนไซม์โปรตีเอส XIV มีค่าที่น้อยที่สุด 

และเอนไซม์ α-Chymotrypsin ไม่มีความจ้าเพาะต่อการย่อยสลายโปรตีนไฟโบรอิน เนื่องจาก

น ้าหนักคงเหลือของแผ่นฟิล์มที่แช่ในเอนไซม์ α-Chymotrypsin เท่ากับน ้าหนักคงเหลือแผ่นฟิล์มที่

แช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ นอกจากนี ในงานวิจัยของ Wongnarat C. และคณะ (2013) ได้ศึกษาการ

ย่อยสลายทางชีวภาพของเส้นใยไฟโบรอินไหมไทยสายพันธุ์ส้าโรง และสายพันธุ์นางลาย โดยใช้

เอนไซม์โปรติเอส XIV และเอนไซม์โปรติเอส XXIII ความเข้มข้น 1 หน่วย/มิลลิลิตร พบว่าน ้าหนัก

คงเหลือของเส้นใยไฟโบรอินสายพันธุ์ส้าโรงภายหลังการแช่ในสารละลายเอนไซม์ดั งกล่าว ภายใน

ระยะเวลา 49 วัน มีค่าเท่ากับ 72.5 และ 82.5 เปอร์เซ็นต์โดยน ้าหนัก  และน ้าหนักคงเหลือของเส้น

ใยไฟโบรอินสายพันธุ์นางลาย มีค่าเท่ากับ 75 และ 87 เปอร์เซ็นต์โดยน ้าหนัก ตามล้าดับ แสดงให้เห็น

ว่าเอนไซม์โปรติเอส XIV มีความจ้าเพาะกับโปรตีนไฟโบรอินมากกว่าเอนไซม์โปรติเอส XXIII ดังนั น 

ในการทดลองนี ผู้วิจัยจึงเลือกใช้เอนไซม์โปรตีเอส XIV ความเข้มข้น 0.5 หน่วย/มิลลิลิตร มาใช้ใน

การศึกษาความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพของอนุภาคขนาดไมครอนเจลาตินและไฟโบรอิน

ไหมไทย 

 จากรูปที่ 4.8 พบว่า อนุภาคไมโครเจลาตินและไฟโบรอินถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์โปรตีเอส 

XIV ความเข้มข้น 0.5 หน่วย/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ได้หมดภายในระยะเวลา 10 วัน 

และเมื่อเปรียบเทียบอัตราส่วนผสมของเจลาตินต่อไฟโบรอินพบว่า อนุภาคที่มีอัตราส่วนการผสม

เท่ากับ 100/0, 90/10 และ 80/20 ภายหลังการแช่ในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV ภายใน

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีร้อยละน ้าหนักคงเหลือของอนุภาค เท่ากับ 27.33±4.16, 31.33±6.43 และ 

38.00±6.00 ตามล้าดับ ซึ่งความสามารถในการย่อยสลายของอนุภาคขนาดไมครอนสามารถแสดงได้

ด้วยค่าย่อยสลายครึ่งชีวิต (half life, t1/2) ดังแสดงในตารางที่ 4.4 จะเห็นได้ว่า เมื่ออนุภาคขนาด

ไมครอนที่ใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมคงที่ เท่ากับ 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก และมีไฟโบรอินเป็น
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องค์ประกอบในปริมาณมากขึ้นจะเกิดการย่อยสลายทางชีวภาพโดยเอนไซม์โปรติเอส XIV ได้ช้าลง 

ท้าให้มีค่าย่อยสลายครึ่งชีวิต และร้อยละน้้าหนักคงเหลือภายหลังการทดสอบการย่อยสลายมากข้ึน  

 นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาอนุภาคที่มีอัตราส่วนการผสมของเจลาตินต่อไฟโบรอินคงที่เท่ากับ 

80/20 แต่ใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมแตกต่างกัน ได้แก่ 2.5, 5 และ 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก จะ

พบว่า เมื่อความเข้มข้นของแข็งรวมเพ่ิมข้ึน อนุภาคขนาดไมครอนจะมีอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพ

ช้าลง จะเห็นได้จากค่าย่อยสลายครึ่งชีวิต และร้อยละน้้าหนักคงเหลือภายหลังการทดสอบการย่อย

สลายมีค่าเพ่ิมขึ้น โดยอนุภาคขนาดไมครอนที่มีความเข้มข้นของแข็งรวมเท่ากับ 2.5, 5 และ 7.5 

เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนัก จะมีร้อยละน้้าหนักคงเหลือของอนุภาคภายหลังการแช่ในสารละลายเอนไซม์

โปรติเอส XIV เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เท่ากับ 8.67±5.77, 18.67±4.16 และ 38.00±6.00 ตามล้าดับ 

ผลการทดลองสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ร้อยละการเชื่อมขวางลดลงเมื่ออนุภาคมีความเข้มข้น

ของแข็งรวมเพ่ิมข้ึน แสดงถึงอนุภาคเกิดการย่อยสลายทางชีวภาพได้ช้าลง 

ตารางท่ี 4.4 ค่าครึ่งชีวิต (half life, t1/2) ของการย่อยสลายอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาตินและไฟ
โบรอินไหมไทยในเอนไซม์โปรติเอส XIV ความเข้มข้น 0.5 หน่วย/มิลลิลิตร ภายหลังการทดสอบเป็น
เวลา 10 วัน 

ร้อยละความเข้มข้น 
ของแข็งรวม 

อัตราส่วนผสมเจลาตินต่อ 
ไฟโบรอิน 

ค่าครึ่งชีวิตของการย่อยสลาย  
(ชั่วโมง) 

2.5 80/20 2.23 

5.0 80/20 2.77 

7.5 80/20 15.9 
7.5 90/10 3.75 

7.5 100/0 2.88 

(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน p <0.05 เมื่อเปรียบเทียบค่าครึ่ง

ชีวิตของการย่อยสลายของอนุภาคไมครอน) 
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 (ก) 

 

 (ข.) 

 

รูปที่ 4.8 ร้อยละน้้าหนักคงเหลือของอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอิน ที่ผ่านการ
เชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ แสดงที่เวลา 24 ชั่วโมง (ก.) อนุภาคขนาดไมครอนที่ใช้ความ
เข้มข้นร้อยละของแข็งรวม 7.5 โดยน้้าหนัก โดยใช้อัตราส่วนการผสมแตกต่างกัน (ข .) อนุภาคขนาด
ไมครอนทีใ่ช้อัตราส่วนผสมเจลาตินต่อไฟโบรอิน 80/20 และใช้ความเข้มข้นของแข็งรวมแตกต่างกัน 
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ระยะเวลาการย่อยสลาย (ชั่วโมง) 
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4.2 ผลการศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพของอนุภาคขนาดไมครอนเจลาตินและไฟโบรอินไหม
ไทยต่อการยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังหนูและเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

 การเพาะเลี้ยงเซลล์ผิวหนังหนู (L929) และเซลล์มะเร็งปากมดลูก (Caski) บนอนุภาค

ไมครอนในระดับห้องปฏิบัติการ มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพของอนุภาค

ไมครอน และการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ โดยท้าการศึกษาความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นที่ใช้

เพาะเลี้ยง อัตราส่วนการผสมโดยน้้าหนักต่าง ๆ และขนาดของอนุภาค เพ่ือพัฒนาเป็นพาหะของเซลล์

ในการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งลงในสัตว์ทดลอง 

 4.2.1 ผลการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาค 

 จากรายงายวิจัยที่ผ่านมาของ Sinthop S. และคณะ (2014) ได้ศึกษาเปรียบเทียบร้อยละ

การยึดเกาะของเซลล์มะเร็งเต้านม (Breast cancer cells, MCF-7) บนอนุภาคไมโครเจลาตินและไฟ

โบรอินไหมไทย ที่เวลาการเพาะเลี้ยง 6 ชั่วโมง โดยใช้อนุภาคขนาดเฉลี่ย 555.66±23.58 ไมโครเมตร 

ศึกษาเปรียบเทียบการยึดเกาะของเซลล์ 2 วิธี ได้แก่ การเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีเขย่า (Agitation 

seeding) คือการเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคและน้าไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่า (shaker) ที่ความเร็วรอบ 

200 รอบ/นาที เป็นเวลา 6 ชั่วโมง อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้สภาวะปลอดเชื้อที่มี CO2 5 % 

(Takahashi Y. และคณะ (2015)) และวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยการปั่นเหวี่ยง (Centrifugal 

seeding) ท้าได้โดยเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคและน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง เป็นเวลา 5 

นาที ความเร็วรอบ 2500 รอบ/นาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

(Godbey W.T. และคณะ (2004)) โดยใช้ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 0.86x104 เซลล์/มิลลิกรัม 

เพาะเลี้ยงเซลล์ในหลอดก้นกลม ผลการทดลองพบว่า ที่เวลา 6 ชั่วโมง อนุภาคไมโครในทุกอัตราส่วน

การผสมเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยภายหลังการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีการเขย่าให้ค่าร้อยละการ

ยึดเกาะของเซลล์สูงกว่าอนุภาคไมโครที่ผ่านการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีปั่นเหวี่ยง คือ 37.39 และ 

23.91 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ 

 จากผลการศึกษาข้างต้น ผู้วิจัยจึงเลือกวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยการเขย่ามาใช้เป็นวิธีการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ผิวหนังหนู และเซลล์มะเร็งปากมดลูกต่อไป 

 ก. ผลการศึกษาการหาความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ 
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  การศึกษาการหาความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นท้าได้โดย เปรียบเทียบความหนาแน่นของ

เซลล์ผิวหนังหนู (L929) เริ่มต้นที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงบนอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาติน (100/0) 

ในช่วง 0.2x105-3.2x105  เซลล์/มิลลิกรัม เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณเซลล์ยึดเกาะและร้อยละการยึด

เกาะของเซลล์บนอนุภาคที่เวลา 6 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.9 พบว่า ปริมาณเซลล์เริ่มต้น

ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงบนอนุภาคขึ้น ปริมาณเซลล์ยึดเกาะที่ 6 ชั่วโมง มีค่าสูงขึ้นเช่นกัน และเมื่อ

ค้านวณค่าร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาคที่เวลา 6 ชั่วโมง มีแนวโน้มที่ลดลง จากผลการ

ทดลองนี้ สามารถแบ่งจ้านวนเซลล์ยึดเกาะบนอนุภาคที่เวลา 6 ชั่วโมง ได้เป็น 3 ช่วง ตามจ้านวน

เซลล์ยึดเกาะบนอนุภาค คือ ช่วงที่หนึ่งจ้านวนเซลล์ยึดเกาะที่ 6 ชั่วโมง มีจ้านวนน้อย เมื่อใช้ความ

หนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 0.2x105-0.8x105 เซลล์/มิลลิกรัม ช่วงที่สองจ้านวนเซลล์ยึดเกาะที่ 

6 ชั่วโมง มีจ้านวนปานกลาง เมื่อใช้ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 1.6x105-2x105 เซลล์/

มิลลิกรัม และช่วงที่ 3 จ้านวนเซลล์ยึดเกาะที่ 6 ชั่วโมง มีจ้านวนมาก เมื่อใช้ความหนาแน่นของเซลล์

เริ่มต้นเท่ากับ 2.4x105-3.2x105 เซลล์/มิลลิกรัม 

 ส้าหรับผลการทดลองจ้านวนเซลล์ที่ยึดเกาะบนอนุภาคช่วงที่หนึ่งนั้น (ความหนาแน่นเซลล์

เริ่มต้น 0.2x105-0.8x105 เซลล์/มิลลิกรัม) พบว่า จ้านวนเซลล์ที่ยึดเกาะบนอนุภาคที่เวลา 6 ชั่วโมง มี

ค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ แต่ค่าร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาคของความ

หนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 0.4x105 เซลล์/มิลลิกรัม มีค่ามากที่สุด ดังนั้นจึงเลือกความหนานแน่นเซลล์

เริ่มต้น 0.4x105 เซลล์/มิลลิกรัม มาทดสอบในการทดลองต่อไป ผลการทดลองจ้านวนเซลล์ที่ยึดเกาะ

บนอนุภาคในช่วงที่สอง (ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 1.6x105-2x105 เซลล์/มิลลิกรัม) จ้านวนเซลล์

และร้อยละการยึดเกาะบนอนุภาคมีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ดังนั้นจึงเลือกความ

หนาแน่น 1.6x105 เซลล์/มิลลิกรัม มาทดสอบในการทดลองต่อไป และผลการทดลองจ้านวนเซลล์ที่

ยึดเกาะบนอนุภาคในช่วงที่สาม (ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น เท่ากับ 2.4x105-3.2x105 เซลล์/

มิลลิกรัม) เมื่อใช้ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 3.2x105 เซลล์/มิลลิกรัม จะมีจ้านวนเซลล์ที่ยึดเกาะบน

อนุภาคท่ีเวลา 6 ชั่วโมง ที่สูงกว่า ดังนั้นจึงเลือกความแน่นนี้มาทดสอบในการทดลองต่อไป 

 ผู้วิจัยได้ท้าการเลือกความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น ได้แก่ 0.4x105, 1.6x105 และ 3.2x105 

เซลล์/มิลลิกรัม เนื่องจากในช่วงความหนาแน่นดังกล่าว ให้ค่าปริมาณการยึดเกาะของเซลล์และร้อย

ละการยึดเกาะแตกต่างกัน เพ่ือน้ามาใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์เพ่ือศึกษาผลของความหนาแน่นขอ ง
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เซลล์เริ่มต้นต่ออัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังหนูบนอนุภาคขนาดไมครอน โดยจะกล่าวถึงใน

หัวข้อถัดไป  
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  (ก) 

 

  (ข.) 

 

รูปที่ 4.9 (ก) จ้านวนเซลล์ผิวหนังหนูที่ยึดเกาะบนอนุภาคที่เวลา 6 ชม. (ข) ร้อยละการยึดเกาะของ
เซลล์ผิวหนังหนูบนอนุภาคที่เวลา 6 ชม. ภายหลังการเพาะเลี้ยงด้วยความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 
0.2x105, 0.4x105, 0.6x105, 0.8x105, 1.6x105, 2.0x105, 2.4x105 และ 3.2x105 เซลล์/มิลลิกรัม 
บนอนุภาคเจลาติน (100/0) 3 มิลลิกรัม  
(a, b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบ
ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาคที่เวลา 6 ชั่วโมง 
c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบจ้านวน

เซลล์ที่ยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาคที่เวลา 6 ชั่วโมง) 
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 ข. ผลการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังหนูบนอนุภาค 

 การศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังหนูบนอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาติน 

(100/0) โดยเปรียบเทียบความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น ได้แก่ 0.4x105, 1.6x105 และ 3.2x105 เซลล์/

มิลลิกรัม ท้าได้โดยเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาค 3 มิลลิกรัม ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้สภาวะปลอดเชื้อที่มี CO2 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 14 วัน โดยท้าการ

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ ทุก ๆ 2 วัน และนับจ้านวนเซลล์ด้วยวิธี MTT ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 

4.10 พบว่า เมื่อท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์โดยใช้ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น เท่ากับ 0.4x105 เซลล์/

มิลลิกรัม ปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะที่เวลา 6 ชั่วโมง มีค่าเท่ากับ 0.8x105 เซลล์ และไม่พบเซลล์ยึดเกาะ

เพ่ิมข้ึนเมื่อเวลาผ่านไป 1, 3 และ 5 วัน เนื่องจากความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง

เซลล์บนอนุภาคขนาดไมครอน จ้านวน 3 มิลลิกรัม มีปริมาณเซลล์เริ่มต้นน้อยเกินไป ส่งผลให้เกิดการ

ปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์ลดลง (cell-cell interaction) การผลิตสารต่าง ๆ ที่สนับสนุนการ

เจริญเติบโตและเพ่ิมจ้านวนของเซลล์ลดลง ดังนั้นเซลล์ไม่สามารถยึดเกาะและเพ่ิมจ้านวนได้ 

(Ahmad AAKaMR และคณะ (2015)) 

 ทั้งนี้ เมื่อท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์โดยเพิ่มความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 1.6x105 และ 

3.2x105 เซลล์/มิลลิกรัม จะพบว่าอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ และเวลาแบ่งตัวทวีคูณของเซลล์

บนอนุภาคมีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ ดังแสดงในตารางที่ 4.5 ซึ่งความหนาแน่นของเซลล์

เริ่มต้นเท่ากับ 3.2x105 เซลล์/มิลลิกรัม มีจ้านวนเซลล์ที่มากเกินไป ท้าให้อาหาร อากาศ และพ้ืนที่ใน

การยึดเกาะของเซลล์ไม่เพียงพอ ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเลือกความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 1.6x105 

เซลล์/มิลลิกรัม มาใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์เพ่ือวิเคราะห์หาอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังหนู

และเซลล์มะเร็งปากมดลูกบนอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยต่อไป 
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รูปที่ 4.10 จ้านวนเซลล์ผวิหนงัหนูที่เพาะเลี้ยงบนอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาติน (100/0) ที่มีขนาดอนุภาคในช่วง 75-100 µm
 จ้านวน 3 มิลลิกรัม เมื่อใช้

ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 0.4x10 5, 1.6x10 5 และ 3.2x10 5 เซลล์/มิลลิกรัม เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 14 วัน ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DM
EM

 ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ในตู้สภาวะปลอดเชือ้ที่มี CO
2  5 เปอร์เซ็นต์  
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ตารางท่ี 4.5 จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ หลังการเพาะเลี้ยงเซลล์ผิวหนังหนูเป็นเวลา 14 วัน 
ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้สภาวะปลอดเชื้อที่มี CO2 5 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อใช้ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 0.4x105, 1.6x105 และ 3.2x105 เซลล์/มิลลิกรัม 

หมายเหตุ – หมายถึง ไม่สามารถค้านวณหาอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะและเวลาแบ่งตัวทวีคูณได้ 
(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น p<0.05เมื่อเปรียบเทียบจ้านวน
เซลล์ยึดเกาะที่ 6 ชั่วโมง ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาคที่เวลา 6 ชั่วโมง อัตราการ
เจริญเติบโตจ้าเพาะ และ วลาแบ่งตัวทวีคูณ เมื่อใช้ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นแตกต่างกัน) 
 

 4.2.2 ผลการเจริญเติบโตของเซลล์บนอนุภาคไมครอน 

  4.2.2.1 จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์บนอนุภาคท่ีมีอัตราส่วนเจลาตินและไฟ
โบรอินไหมไทยแตกต่างกัน 

 การศึกษาผลของอัตราส่วนเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์

ผิวหนังหนูและมะเร็งปากมดลูดชนิด CaSki ท้าได้โดยเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคไมครอนขนาด 75-

100 ไมโครเมตร ที่มีอัตราส่วนเจอลาตินและไฟโบรอินไหมไทย (G/SF) แตกต่างกันคือ 100/0 90/10 

และ 80/20 ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 โดย

ปริมาตร โดยใช้ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น เท่ากับ 1.6x105 เซลล์/มิลลิกรัม ท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์ใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM และ MEM ตามล้าดับ ในหลอดก้นกลม (cryovial) ขนาด 1.8 

มิลลิลิตร จากนั้นเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 14 วัน โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก ๆ 2 วัน และ

วิเคราะห์จ้านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่เวลาต่าง ๆ ด้วยเทคนิค MTT assay  

จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ 
ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น (x105 เซลล์/มิลลิกรัม) 

0.4 1.6 3.2 

จ้านวนเซลล์ยึดเกาะที่ 6 ชั่วโมง 0.86±0.06a 2.59±0.07 3.34±0.99 

ร้อยละการยึดเกาะที่ 6 ชั่วโมง 71.94±5.09a 53.86±1.36 34.76±10.36 

อั ต ร า ก า ร เ จ ริ ญ เ ติ บ โ ต จ้ า เ พ า ะ 
 (x10-2 ชั่วโมง-1) 

- 1.66 1.69 

เวลาแบ่งตัวทวีคูณ (ชั่วโมง) - 41.78 40.99 
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 จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ L929 และ CaSki บนอนุภาคไมโคร ดังแสดงรูปที่ 11 

พบว่าเซลล์สามารถเจริญเติบโตบนอนุภาคไมโครของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยได้ดี เมื่อ

เพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 6 ชั่วโมง พบว่าจ้านวนเซลล์ L929 และ CaSki สามารถยึดเกาะได้ดีบน

อนุภาคที่มีอัตราส่วนเจลาตินมาก กล่าวคือ อนุภาคเจลาติน (G100/SF0) มีจ้านวนเซลล์ยึดเกาะสูง

ที่สุด คือ 68.707.56 และ 62.874.56 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ เนื่องจากเจลาตินมีองค์ประกอบของ

ล้าดับอะมิโนอาร์จีดี (RGD sequence) ซึ่งเป็นล้าดับของกรดอะมิโนสามตัวคือ อาร์จินีน ไกลซีน และ

กรดแอสพาติก โดยล้าดับกรดอะมิโนนี้ สามารถจับกับอินทิกริน (integrin) ซึ่งเป็นโมเลกุลของโปรตีน

ที่ฝังอยู่ในเยื่อหุ้มเซลล์ ด้วยพันธะโควาเลนต์ นอกจากนี้ล้าดับอาร์จีดียังช่วยในการกระตุ้นการแผ่ 

(spreading) และการย้ายที่ (migration) ของเซลล์ ดังนั้นพ้ืนผิวของวัสดุที่มีล้าดับอาร์จีดีจึงช่วย

ส่งเสริมการเกาะและการเพิ่มจ้านวนของเซลล์ได้ดี (Bellis SL (2011))  

 เซลล์ L929 และ CaSki ที่เพาะเลี้ยงบนอนุภาคไมโครของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย 

พบว่ามีช่วง lag phase (ระยะพัก) ประมาณ 1-3 วัน ซึ่งมีระยะที่สั้นกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ L929 และ CaSki แบบ 2 มิติ บนจานเพาะเลี้ยงเซลล์พอลิสไตรีน ซึ่งมีระยะเวลา lag 

phase 4 และ 5 วัน ตามล้าดับ เนื่องมาจาก ในการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ 3 มิติ บนอนุภาคไมโครนั้น 

ใช้วิธี Agitation seeding ท้าให้เซลล์มีโอกาสสัมผัสกับพ้ืนผิวอนุภาคได้อย่างต่อเนื่อง เพราะมีการให้

แรงกลด้วยการเขย่าอย่างต่อเนื่อง ส่งผลให้เซลล์สามารถยึดเกาะบนอนุภาคได้มาก ดังนั้นระยะเวลา

ของช่วง lag phase จึงสั้นกว่า ท้าให้การเจริญเติบโตของเซลล์เข้าสู้ระยะ log phase (ระยะแบ่งตัว

ทวีคูณ) ได้เร็ว เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเซลล์แบบ 2 มิติ (Paolo Arosio และคณะ (2015)) เมื่อ

เพาะเลี้ยงเซลล์ L929 และ CaSki บนอนุภาคเป็นเวลา 14 วัน พบว่า บนอนุภาคท่ีมีองค์ประกอบของ

เจลาตินมาก มีจลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ที่ดีที่สุด กล่าวคือ อนุภาคไมโครของเจลาติน 

(G100/SF0) มีค่าอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะและเวลาแบ่งตัวทวีคูณที่สูงที่สุด ดังตารางที่ 4.6 หรือ

อาจกล่าวได้ว่า เมื่อมีจ้านวนของเซลล์ที่ยึดเกาะบนอนุภาคที่สูงที่สุด ส่งให้ผลให้มีการเจริญเติบโตของ

เซลล์ที่สูงที่สุดเช่นกัน จากรายงานของ Brackenbury WJ. และคณะ (2013) ได้รายงานว่า ค่า

ศักย์ไฟฟ้าบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ fibroblast มีค่าอยู่ในช่วง -20 ถึง -30 และ ค่าศักย์ไฟฟ้าบริเวณเยื่อ

หุ้มเซลล์ของเซลล์มะเร็ง มีค่าอยู่ในช่วง -10 ถึง -20 ดังนั้นเซลล์ L929 และ CaSki จึงสามารถยึด

เกาะได้ดีในพ้ืนผิวที่มีประจุบวก ซึ่งพ้ืนผิวที่มีองค์ประกอบของเจลาตินที่มาก จะมีประจุบริเวณพ้ืนผิว
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ที่เป็นบวกมากเช่นกัน นอกจากนั้นแล้ว เซลล์ยังสามารถยึดเกาะได้ดีบนพ้ืนผิวที่มีความชอบน้้าสูง 

(hydrophillicity) กล่าวคือ อนุภาคท่ีมีองค์ประกอบของเจลาตินมาก จะมีความสามารถในการดูดซับ

น้้าได้สูงเช่นกัน ดังนั้นอนุภาคที่มีเจลาตินเป็นองค์ประกอบมาก จึงมีจลศาสตร์การเจริญเติบโตของ

เซลล์ดีที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Verma S. และ Kumar N. (2010) ได้ศึกษาการเพาะเลี้ยง 

Osteoblast (MG-63) บนอนุภาคไมโคร PLGA และอนุภาคไมโคร PLGA ที่มีการปรับปรุงพ้ืนผิวด้วย

สายโซ่โปรตีนเพ่ือให้พ้ืนผิววัสดุมีความชอบน้้าสูงขึ้น ซึ่งพ้ืนผิวของอนุภาคมีค่ามุมสัมผัสน้้าเท่ากับ 

65.93º และ 57.21º และพบว่าที่ระยะการเพาะเลี้ยงเซลล์เท่ากับ 24 ชั่วโมง จ้านวนเซลล์ที่ยึดเกาะ

บนอนุภาค PLGA และอนุภาค PLGA ที่ได้รับการปรับปรุงพ้ืนผิว มีจ้านวนเซลล์ยึดเกาะ เท่ากับ 

3.2x104 และ 7.3x104 เซลล์ แสดงให้เห็นว่าพ้ืนผิวของวัสดุที่มีความชอบน้้ามากกว่า จะสนับสนุนการ

ยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ได้ดีกว่า ทั้งนี้ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงเซลล์ L929 และ CaSki ที่

เวลา 11 ถึง 14 วันนั้น พบว่ามีจ้านวนเซลล์ที่ลดลง หรืออยู่ในช่วง death phase เนื่องจากอนุภาค

เกิดการย่อยสลาย จากการทดสอบที่ผ่านมาการย่อยสลายทางชีวภาพของอนุภาคไมโครด้วยเอนไซม์

โปรตีเอส XIV ในระดับห้องปฏิบัติการ พบว่าอนุภาคสามารถย่อยสลายได้สมบูรณ์ในระยะ 10 วัน 

โดยอนุภาคที่มีองค์ประกอบของเจลาตินสูงที่สุด จะมีอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพเร็วที่สุด ดังนั้น

อาจกล่าวได้ว่า ในระบบการเลี้ยงเซลล์ที่มีจ้านวนเซลล์ลดลงในวันที่ 14 ของการเพาะเลี้ยงเซลล์ อาจ

เป็นสาเหตุมาจาก อนุภาคเกิดการย่อยสลาย โดยสังเกตได้ว่า เซลล์ L929 ที่เพาะเลี้ยง บนอนุภาคเจ

ลาติน (G100/SF0) จะมีอัตราการตายของเซลล์ที่สูงที่สุด คือ 1.13x10-2 ชั่วโมง-1 เมื่อเทียบกับ 

อนุภาคที่มีองค์ประกอบของไฟโบรอินไหมไทย 10 และ 20 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีอัตราการตายของเซลล์ 

L929 เกิดขึ้นเท่ากับ 0.21x10-2 และ 0.86x10-2 ชั่วโมง-1 และส้าหรับเซลล์มะเร็ง CaSki พบว่าค่า

อัตราการตายของเซลล์มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติและมีค่าสูงกว่าอัตราการตายของเซลล์ L929 

ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้เลือกอนุภาคไมครอนของเจลาติน (G100/SF0) มาศึกษาผลของขนาดต่อจลศาสตร์

ของเซลล์ในการทดลองต่อไป เนื่องจากจลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์บนอนุภาคเจลาตินมีค่าสูง

ที่สุด 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 98 

  4.2.2.2 จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์บนอนุภาคท่ีมีปริมาณเนื้อสารรวม
แตกต่างกัน 

 การศึกษาผลของเนื้อสารรวมของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยต่อการเจริญเติบโตของเซลล์

ผิวหนังหนู L929 และมะเร็งปากมดลูกชนิด CaSki ท้าได้โดยเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคไมครอนขนาด 

75-100 ไมโครเมตร ที่มีความเข้มข้นของสารละลายในขั้นตอนการขึ้นรูปอนุภาคแตกต่างกัน คือ 2.5 

5 และ 7.5 %โดยน้้าหนัก ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 

0.05 โดยปริมาตร โดยใช้ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น เท่ากับ 1.6x105 เซลล์/มิลลิกรัม ท้าการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM และ MEM ตามล้าดับ ในหลอดก้นกลม (cryovial) 

ขนาด 1.8 มิลลิลิตร จากนั้นเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 14 วัน โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก ๆ 2 วัน 

และวิเคราะห์จ้านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่เวลาต่าง ๆ ด้วยเทคนิค MTT assay 

 จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ L929 และ CaSki บนอนุภาคไมโคร ดังแสดงรูปที่ 12 

พบว่าเซลล์สามารถเจริญเติบโตบนอนุภาคไมโครของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่มีความเข้มข้น

ของสารละลายในกระบวนการขึ้นรูปอนุภาคแตกต่างกัน จ้านวนเซลล์ L929 และ CaSki ที่ยึดเกาะ

บนอนุภาคที่เวลาการเพาะเลี้ยง 6 ชั่วโมง พบว่า อนุภาคที่มีปริมาณเนื้อสารน้อยที่สุด จะมีจ้านวน

เซลล์ยึดเกาะที่สูงที่สุด และจ้านวนเซลล์ที่ยึดเกาะที่เวลา 6 ชั่วโมง มีแนวโน้มลดลงเมื่ออนุภาคมี

ปริมาณเนื้อสารรวมที่มากขึ้น ทั้งนี้เนื่องมาจากอนุภาคที่มีความเข้มข้นของสารละลายน้อยที่สุด (2.5 

%โดยน้้าหนัก) ในกระบวนการขึ้นรูปอนุภาค มีความหนาแน่นของอนุภาคที่ต่้า ดังนั้นจ้านวนอนุภาค

ทั้งหมดในน้้าหนักอนุภาค 3 มิลลิกรัม จึงมีจ้านวนสูงที่สุด ส่งผลให้มีพ้ืนที่ผิวรวมมีมากกว่า อนุภาคที่มี

ปริมาณเนื้อสารรวมสูง ดังนั้นเมื่อพ้ืนที่ผิวสูง จึงมีโอกาสที่เซลล์สามารถยึดเกาะได้มากกว่าที่เวลาการ

เพาะเลี้ยง 6 ชั่วโมง และจากการทดลองนี้พบว่า ระยะการเจริญเติบโตของเซลล์ในช่วง lag phase 

เมื่อเพาะเลี้ยงบนอนุภาค (3 มิติ) มีระยะเวลาของ lag phase ที่สั้นกว่า การเพาะเลี้ยงเซลล์บนจาน

เพาะเลี้ยงเซลล์พอลิสไตรีน (2 มิติ) เช่นกัน ซึ่งให้ผลการทดลองสอดคล้องกับการทดลองก่อนหน้า 

เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ L929 และ CaSki ที่มีปริมาณเนื้อสารรวมแตกต่างกันเป็นเวลา 14 วัน พบว่าจล

ศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์บนอนุภาคที่มีความเข้มข้นของสารละลายในกระบวนการขึ้นรูป

อนุภาคเท่ากับ 5 %โดยน้้าหนัก ดีที่สุด คือมีอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะเท่ากับ 2.17x10-2 และ 

1.88 x10-2  ตามล้าดับ ทั้งนี้อนุภาคที่มีเนื้อสารรวมแตกต่างกันนี้ มีอัตราส่วนของเจลาตินและไฟโบ
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รอินไหมไทยที่เท่ากันคือ G80/SF20 ดังนั้นคุณสมบัติทางกายภาพ เคมี หรือชีวภาพของวัสดุบาง

ประการอาจไม่มีความแตกต่างกันมากนัก เช่น ประจุที่แสดงบนพ้ืนผิวอนุภาค แต่มีคุณสมบติหนึ่งที่

แตกต่างกันคือ ความแข็งของอนุภาค (stiffness) ท้าให้จ้านวนเซลล์ที่ยึดเกาะและความสามารถใน

การเจริญเติบโตของเซลล์มีความแตกต่างกัน โดยทั่วไปเซลล์จะสามารถเจริญเติบโตได้ดีในพ้ืนผิวที่

ค่อนข้างแข็ง (Amornsudthiwat P และคณะ (2014)) และจากผลการทดลองนี้คือ อนุภาคที่มีความ

เข้มข้นของสารละลายในกระบวนการขึ้นรูปอนุภาคต่้าท่ีสุดเท่ากับ 2.5 %โดยน้้าหนัก มีจลศาสตร์การ

เจริญเติบโตของเซลล์ที่ต่้าที่สุด นอกจากนี้ ระยะการเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคที่เวลาเท่ากับ 7 วัน 

พบว่าอนุภาคขนาดไมครอนที่มีความเข้มข้นของสารละลายในกระบวนการขึ้นรูปอนุภาคแตกต่างกัน 

มีเซลล์ L929 และ CaSki ยึดเกาะบนอนุภาคมากที่สุด โดยมีประมาณ 7x105 ถึง 8x105 และ 7x105 

ถึง 11x105 ตามล้าดับ ทั้งนี้ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงเซลล์ L929 และ CaSki ที่เวลา 11 ถึง 14 วันนั้น 

พบว่ามีจ้านวนเซลล์ที่ลดลง หรืออยู่ในช่วง death phase ซึ่งให้ผลการทดลองที่คล้ายคลึงกันกับการ

ทดลองก่อนหน้า เนื่องจากอนุภาคเกิดการย่อยสลาย ท้าให้ไม่มีพ้ืนที่ผิวที่มากพอส้าหรับการยึดเกาะ

ของเซลล์ที่เพ่ิมสูงขึ้น จากตารางที่ 4.7 สังเกตได้ว่าอัตราการตายของเซลล์ L929 และ CaSki บน

อนุภาคที่มีความเข้มข้นของสารละลายในกระบวนการขึ้นรูปอนุภาคเท่ากับ 2.5 %น้้าหนัก มีอัตรา

การตายที่ต่้าที่สุด เท่ากับ 0.04x10-2 และ 0.52x10-2 ตามล้าดับ ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้เลือกอนุภาค

ไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่มีเนื้อสารรวม 5 %น้้าหนัก มาศึกษาผลของขนาดต่อจล

ศาสตร์ของเซลล์ในการทดลองต่อไป เนื่องจากจลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์บนอนุภาคเจลาติน

และไฟโบรอินไหมไทยที่มีเนื้อสารรวม 5 %น้้าหนัก มีค่าสูงที่สุด 
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ตารางที่ 4.6 จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ หลังการเพาะเลี้ยงเซลล์ผิวหนังหนู L929 และเซลล์มะเร็งปากมดลูก CaSki บนอนุภาคไมครอนเจลาตอน

และไฟโบรอินที่อัตราส่วนต่าง ๆ เป็นเวลา 14 วัน ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DM
EM

 และ M
EM

 ตามล้าดับ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้สภาวะปลอด
เชื้อที่มี CO

2  5 เปอร์เซ็นต์  

 

(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น p<0.05 เมื่อเปรียบ ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาคที่เวลา 6 ชั่วโมง อัตราการ

เจริญเติบโตจ้าเพาะ เวลาแบ่งตัวทวีคูณ และอัตราการตาย เมื่อเพาะเลี้ยงบนอนุภาคที่มีอัตราส่วน G/SF แตกต่างกัน) 
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รูปที่ 4.11 (ก.) จ้านวนเซลล์ผิวหนังหนู L929 (ข) จ้านวนเซลล์มะเร็ง CaSki ที่เพาะเลี้ยงบนอนุภาค G100 , อนุภาค G90SF10 และอนุภาค 
G80SF20 (7.5%

โดยน้้าหนัก) จ้านวน 3 มิลลิกรัม เมื่อใช้ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 1.6x10 5 เซลล์/มิลลิกรัม เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 14 วัน ในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ชนิด DM
EM

 และ M
EM

 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้สภาวะปลอดเชื้อที่มี CO
2  5 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางที่ 4.7 จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ หลังการเพาะเลี้ยงเซลล์ผิวหนังหนู L929 และเซลล์มะเร็งปากมดลูก CaSki บนอนุภาค
ไมครอนเจลาตอนและไฟโบรอินที่มีปริมาณเนื้อสารรวมแตกต่างกัน เป็นเวลา 14 วัน ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DM

EM
 และ M

EM
 ตามล้าดับ ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้สภาวะปลอดเชื้อที่มี CO
2  5 เปอร์เซ็นต์  

(a 
แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น p<0.05 เมื่อเปรียบ ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาคที่เวลา 6 

ชั่วโมง อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ เวลาแบ่งตัวทวีคูณ และอัตราการตาย เมื่อเพาะเลี้ยงบนอนุภาคที่มีปริมาณเนื้อสารรวมแตกต่างกัน) 
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รูปที่ 4.12 (ก.) จ้านวนเซลลผ์ิวหนังหนู L929 (ข) จ้านวนเซลล์มะเร็ง CaSki ที่เพาะเลี้ยงบนอนุภาคที่มีเนื้อสารรวม 2.5 5 และ 7.5%
โดยน้้าหนัก จ้านวน 3 

มิลลิกรัม เมื่อใช้ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 1.6x10 5 เซลล์/มิลลิกรัม เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 14 วัน ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DM
EM

 และ M
EM

 ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ในตู้สภาวะปลอดเชื้อที่มี CO
2  5 เปอร์เซ็นต์  
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  4.2.2.3 ลักษณะการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาคท่ีมีอัตราส่วนเจลาตินและไฟโบ
รอินแตกต่างกันและเนื้อสารรวมแตกต่างกัน 

 ลักษณะการยึดเกาะของเซลล์ผิวหนังหนูบนอนุภาคขนาดไมครอนขนาดช่วง 75-100 m 

ของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 วัน สามารถตรวจสอบได้ด้วย

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ดังแสดงในรูปที่ 4.13 และ 4.14 พบว่าอนุภาคขนาด

ไมครอนทุกอัตราส่วนการผสม และทุกความเข้มข้นของแข็งรวมที่ใช้ จะมีลักษณะการยึดเกาะของ

เซลล์คล้ายคลึงกัน คือ เซลล์จะยึดเกาะระหว่างอนุภาค เมื่อเวลาผ่านไปเซลล์มีการเจริญเติบโต และ

เพ่ิมจ้านวนเซลล์บนอนุภาคจนท้าให้แต่ละอนุภาคเกิดการเกาะติดกัน รวมกลุ่มกันเป็นกลุ่มอนุภาค

ขนาดใหญ่ขึ้น ซึ่งจากงานวิจัยของ Rui Chen และคณะ (2006) ได้เพาะเลี้ยงเซลล์ human 

chondrosarcoma line OUMS-27 บนอนุภาคไมครอนขนาด 100-200 m ในอาหารเลี้ยงเซลล์

ชนิด DMEM และวิเคราะห์ลักษณะการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาคถายใต้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ซึ่งสามารถสังเกตุได้ว่าเซลล์ยึดเกาะบนอนุภาคไมครอนในลักษณะการแผ่

ขยายบนอนุภาค ท้าให้เกิดการรวมกลุ่มกันของอนุภาค ซึ่งลักษณะการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาค

ขนาดไมครอน คล้ายคลึงกับงานวิจัยของ Cheng D และคณะ (2013) ได้ศึกษาลักษณะการยึดเกาะ

ของเซลล์ Human osteosarcoma (MG-63 cell line) บนอนุภาคไมครอน PLGA ขนาดเฉลี่ย 225 

m ที่เวลา 11 วัน พบว่าส่วนใหญ่เซลล์ยึดเกาะกันระหว่างอนุภาค ท้าให้เกิดการรวมกลุ่มกันของ

อนุภาคไมครอน 
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 ก าลังขยาย 1400 เท่า ก าลังขยาย 3000 เท่า 

2.5%wt 
G/SF 
80/20 

 
  

5%wt 
G/SF 
80/20 

 
  

7.5%wt 
G/SF 
80/20 

 
  

 
7.5%wt 
G/SF 
90/10 

 
  

7.5%wt 
G/SF 
100/0 

 
 

 

รูปที่ 4. 13 แสดงการยึดเกาะของเซลล์ผิวหนังหนูบนอนุภาคไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอิน หลัง
การเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 วัน ตรวจสอบโดยใช้กล้องอิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
ก้าลังขยาย 1400 และ 3000 เท่า 

 ก าลังขยาย 1400 เท่า ก าลังขยาย 3000 เท่า 
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2.5%wt 
G/SF 
80/20 

 
  

5%wt 
G/SF 
80/20 

 
  

7.5%wt 
G/SF 
80/20 

 
  

 
7.5%wt 
G/SF 
90/10 

 
  

7.5%wt 
G/SF 
100/0 

 
  

รูปที่ 4.14 แสดงการยึดเกาะของเซลล์มะเร็งปากมดลูกบนอนุภาคไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอิน 
หลังการเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 วัน ตรวจสอบโดยใช้กลอ้งอิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
ก้าลังขยาย 1400 และ 3000 เท่า 
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  4.2.2.4 จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ CaSki บนอนุภาคท่ีมีขนาดแตกต่างกัน 

 การศึกษาผลของขนาดอนุภาคเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็งปากมดลูก ท้าได้โดยเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคไมครอนของเจลาติน (7.5%น้้าหนัก 

G100) และ อนุภาคไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอิน (5%น้้าหนัก G80/SF20) ที่มีขนาด 32-75, 

75-100 และ 100-200  ไมโครเมตร ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ความเข้มข้น

ร้อยละ 0.05 โดยปริมาตร โดยใช้ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 1.6x105 เซลล์/มิลลิกรัม ในอาหารเลี้ยง

เซลล์ชนิด MEM ในหลอดก้นกลม (cryovial) ขนาด 1.8 มิลลิลิตร จากนั้นเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 

14 วัน โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก ๆ 2 วัน และวัดจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่เวลาต่าง ๆ ด้วยเทคนิค 

MTT assay 

 จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ CaSki บนอนุภาคไมครอนของเจลาติน ที่มีขนาด

แตกต่างกัน ดังแสดงรูปที่ 4.15 พบว่าเซลล์สามารถเจริญเติบโตบนอนุภาคไมโครของเจลาตินและไฟ

โบรอินไหมไทยได้ดี เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 6 ชั่วโมง พบว่าจ้านวนเซลล์ CaSki สามารถยึดเกาะ

ได้ดีบนอนุภาคเจลาติน (7.5%น้้าหนัก G100) และ อนุภาคไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอิน 

(5%น้้าหนัก G80/SF20) ที่มีขนาดเล็กกล่าวคือ อนุภาคขนาด 32-75 ไมครอน มีจ้านวนเซลล์ยึดเกาะ

สูงที่สุด คือ 85.27±4.86 และ 88.05±7.68เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ และร้อยละการยึดเกาะของเซลล์มี

ค่าเพ่ิมขึ้นเมื่อขนาดของอนุภาคเพ่ิมขึ้น เนื่องจาก อนุภาคที่ขนาดเล็กกว่าจะมีอัตราส่วนของพ้ืนที่ผิว

ต่อปริมาตรที่มากกว่า ในอนุภาคไมครอนที่มีปริมาตรที่เท่ากัน ส่งผลให้อนุภาคเล็กมีพ้ืนที่ผิวในการยึด

เกาะของเซลล์ที่มากกว่า ดังนั้นจึงเพ่ิมโอกาสในการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาค เซลล์ CaSki ที่

เพาะเลี้ยงบนอนุภาคไมโครของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย พบว่ามีช่วง lag phase (ระยะพัก) 

ประมาณ 1-3 วัน ซึ่งมีระยะที่สั้นกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงเซลล์ CaSki แบบ 2 มิติ บน

จานเพาะเลี้ยงเซลล์พอลิสไตรีน ซึ่งมีระยะเวลา lag phase 5 วัน ซึ่งให้ผลคล้ายคลึงกันกับการ

ทดลองก่อนหน้า เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ CaSki บนอนุภาคเป็นเวลา 14 วัน พบว่า บนอนุภาคที่มีขนาด 

32-75 และ 75-100 ไมครอน มีอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญของ

อนุภาคทั้ง 2 สูตร แสดงดังตารางที่ 4.8 ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากเซลล์ CaSki มีขนาดประมาณ 50-80 

ไมครอน ซึ่งมีขนาดที่ใกล้เคียงกับขนาดของอนุภาคไมครอน (32-100 ไมครอน) ส่งผลให้เซลล์ไม่

สามารถแยกความแตกต่างของขนาดอนุภาคไมครอนได้ และเซลล์อาจเข้าใจว่าพ้ืนผิวที่ยึดเกาะ เป็ น
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ลักษณะพ้ืนผิวที่มีความขรุขระ ท้าให้เซลล์ยึดเกาะกันระหว่างอนุภาค ดังแสดงในรูปที่ 4.16 จึงส่งผล

ให้อัตราการเจริญเติบโตและเวลาแบ่งตัวทวีคูณที่สูงที่สุดของเซลล์บนอนุภาคขนาด 32-100 ไมครอน 

มีค่าสูงที่สุดและไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ซึ่งจากงานวิจัยที่ผ่านมา พบว่าพ้ืนผิวยึดวัสดุ

ที่มีลักษณะขรุขระ จะมีจ้านวนเซลล์ยึดเกาะ อัตราการเจริญเติบโตและเวลาแบ่งตัวทวีคูณที่ของเซลล์ 

สูงกว่า พ้ืนผิวที่มีลักษณะผิวเรียบ จากงานวิจัยของ Yuchang และคณะ (2010) ได้เปรียบเทียบจล

ศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งรังไข่บนอนุภาคไมครอน PLGA (ขนาด 132-156 ไมครอน) ที่

มีลักษณะพ้ืนผิวเรียบและพ้ืนผิวขรุขระที่ถูกปรับปรุงด้วยคอลลาเจน พบว่าอนุภาคที่มีพ้ืนผิวขรุขระมี

จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ที่สูงกว่า ( = 5.73x10-3 ชั่วโมง-1, PDT=120.9 ชั่วโมง) เนื่อง

มากจากอนุภาคที่มีพ้ืนที่ผิวขรุขระสามารถเพ่ิมการไหลเวียนของอาหารได้สูงกว่าและเพ่ิมพ้ืนที่

ผิวสัมผัสบนอนุภาค ส่งผลให้จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์สูงกว่า และจากการทดลองนี้อาจ

กล่าวได้ว่าอนุภาคที่มีขนาดเล็กกว่า (32-100 ไมครอน) มีจลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์สูงกว่า

อนุภาคที่มีขนาดใหญ่กว่า (100-200 ไมครอน) เนื่องจากอนุภาคที่มีขนาดเล็กมีพ้ืนที่ผิวที่มากกว่า 

ส่งผลให้ที่จ้านวนเซลล์ยึดเกาะที่สูง ดังนั้นการเกิดปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์จึงเกิดได้อย่างรวดเร็ว 

ส่งผลให้จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์สูงกว่า ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ สวรรยา และคณะ 

(2014) ได้ศึกษาจลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม บนอนุภาคไมครอนของเจลาติน 

(10%น้้าหนัก G100/SF0) และอนุภาคไมโครเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย (10%น้้าหนัก 

G50S/F50) ที่มีขนาดแตกต่างกัน โดยมีขนาดเฉลี่ยเท่ากับ 317, 556 และ 737 ไมโครเมตร พบว่า

อนุภาคขนาดเล็กที่สุดมีจลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ที่ดีที่สุด คือ มีค่าอัตราการเจริญเติบโต

จ้าเพาะสูงสุดเท่ากับ 6.4x10-3 และ 6.1x10-3 ชั่วโมง-1 ตามล้าดับ และจากงานวิจัยของ Xin Hao 

Zhu และคณะ (2006) ได้ศึกษาอิทธิพลของขนาดต่อจลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งตับบน

อนุภาคไมครอนของ PHBV ที่มีขนาด 153, 242 และ 362 ไมครอน พบว่าจ้านวนเซลล์ที่เกาะบน

อนุภาคขนาด 153 ไมครอน ที่เวลา 2, 4, 6, 9 และ 12 ชั่วโมง มีจ้านวนเซลล์ยึดเกาะสูงที่สุด หรือ

กล่าวได้ว่าขนาดอนุภาคท่ีเล็กที่สุด มีค่าอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์สูงที่สุด  
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รูปที่ 4. 15 จ้านวนเซลล์มะเรง็ปากมดลูกที่เพาะเลี้ยงบนอนุภาค (ก.) อนุภาคเจลาติน G100 7.5 %
น้้าหนัก (ข.) อนุภาคเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย 

G80/SF20 5 %
น้้าหนัก ขนาด 32-75, 75-100 และ 75-100 µm

 ตามล้าดับ เป็นเวลา 14 วัน ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด M
EM

 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ในตู้สภาวะปลอดเชือ้ที่มี CO
2  5 %
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ตารางที่ 4.8 จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ หลังการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งปากมดลูก CaSki บนอนุภาคไมครอนเจลาตินและไฟโบรอินที่มีขนาด

แตกต่างกัน เป็นเวลา 14 วัน ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด M
EM

 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้สภาวะปลอดเชื้อที่มี CO
2  5 เปอร์เซ็นต์  

 

(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น p<0.05 เมื่อเปรียบ ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาคที่เวลา 6 ชั่วโมง 

อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ เวลาแบ่งตัวทวีคูณ และอัตราการตาย เมื่อเพาะเลี้ยงบนอนุภาคที่มีปริมาณเนื้อสารรวมแตกต่างกัน) 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 อนุภาค 5% โดยน้ าหนัก G80SF20 อนุภาค 7.5 %โดยน้ าหนัก G100 

ขนาด  
32-75 µm 

 

  

ขนาด  
75-100 µm 

 

  

ขนาด  
100-200 µm 

 

  

รูปที่ 4.16 แสดงการยึดเกาะของเซลล์มะเร็งปากมดลูกบนอนุภาคไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอิน
ที่มีขนาดต่างกัน หลังการเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 7 วัน ตรวจสอบโดยใช้กล้องอิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด (SEM) ก้าลังขยาย 1400 เท่า 
 4.3 ผลการศึกษาการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกลงในสัตว์ทดลอง 

 ในการศึกษาผลของการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกลงในสัตว์ทดลอง มีวัตถุประสงค์ที่

ต้องการเพ่ิมประสิทธิภาพการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งในสัตว์ทดลองเพ่ืองานวิจัย โดยใช้เซลล์มะเร็งปาก

มดลูกโดยเปรียบเทียบวิธีการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกสู่สัตว์ทดลองแบบปกติ 

 จากการศึกษาผลของการเจริญเติบโตของเซลล์บนอนุภาคไมครอน พบว่าเซลล์ปากมดลูก

สามารถเจริญเติบโตได้ดีบนอนุภาคเจลาติน (G100) ที่มีความเข้มข้นของแข็งรวม 7.5 %โดยน้้าหนัก 

ขนาด 32-75 ไมโครเมตร ซึ่งเป็นขนาดที่ฉีดผ่านหัวเข็มทางการแพทย์ขนาด 27G (0.41x12.7 

มิลลิเมตร) ได้ดี ดังนั้นในการทดลองการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูก ผู้วิจัยได้เลือกอนุภาคเจลาติน 

(G100) ที่มีความเข้มข้นของแข็งรวม 7.5 %โดยน้้าหนัก มาท้าการทดลองนี้ 
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 การทดลองนี้ใช้หนูนู๊ดไมซ์สายพันธุ์ BALB/c น้้าหนัก 20-25 กรัม อายุ 8 สัปดาห์ จากบริษัท 

Nomura Siam International Co., Ltd ถูกเลี้ยงตามแนวปฏิบัติของ Home office guideline on 

scientific use of animal (scientific procedures) Act 1986 และควบคุมภายใต้สภาวะปลอดเชื้อ

ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ที่มีความชื้นสัมพัทธ์ ร้อยละ 60 ± 10 วงจรการให้แสง 12 ชั่วโมง

สว่าง 12 ชั่วโมงมืด มีการถ่ายเทอากาศเพียงพอ ดูแลให้อาหารและน้้าที่อาคารพยาธิวิทยา คณะ

แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 ผู้วิจัยได้ท้าการแบ่งกลุ่มการทดลองเป็น 4 กลุ่ม คือ  

กลุ่มท่ี 1 การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด CaSki โดยตรง จ้านวน 2x106 เซลล์ ที่อยู่ในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ MEM ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (n=2) 

กลุ่มท่ี 2 การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด CaSki จ้านวน 1x106  เซลล์ ที่เพาะเลี้ยงบนอนุภาค

ไมโคร 3 มิลลิกรัม ที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ MEM ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (n=2) 

กลุ่มท่ี 3 การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด CaSki จ้านวน 2x106  เซลล์ ที่เพาะเลี้ยงบนอนุภาค

ไมโคร 6 มิลลิกรัม ที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ MEM ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (n=2) 

กลุ่มที่ 4 การปลูกถ่ายอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน 6 มิลลิกรัม ที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ MEM 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (n=1 เนื่องจากหนูทดลองอีก 1 ตัว มีบาดแผลบริเวณหลัง จึงไม่เลือกมา

ศึกษา) 

 ในการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งลงในหนูทดลองของกลุ่มการทดลองที่ 2 จะเตรียมอนุภาคที่มี

เซลล์ยึดเกาะ 1x106 เซลล์ โดยท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคไมคอรน 3 มิลลิกรัม เป็นเวลา 7 วัน 

โดยความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง คือ 1.6x105 เซลล์/มิลลิกรัม และในกลุ่มการ

ทดลองที่ 3 จะเตรียมอนุภาคที่มีเซลล์ยึดเกาะ 2x106 เซลล์ โดยท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคไม

คอรน 6 มิลลิกรัม เป็นเวลา 7 วัน โดยความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง คือ 3.2x105 

เซลล์/มิลลิกรัม รูปที่ 4.17 แสดงจ้านวนเซลล์ยึดเกาะบนอนุภาค 3 และ 6 มิลลิกรัม จะเห็นได้ว่า 

จ้านวนเซลล์ที่ยึดเกาะบนอนุภาคที่เวลา 7 วัน มีจ้านวน เท่ากับ 1.23x106 และ 1.82x106 เซลล์ 

ตามล้าดับ ซึ่งเป็นจ้านวนเซลล์ที่ใกล้เคียงกับจ้านวนเซลล์ที่คาดไว้เริ่มต้นส้าหรับการปลูกถ่าย
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เซลล์มะเร็งลงในสัตว์ทดลอง และส้าหรับกลุ่มการทดลองที่ 4 จะเตรียมอนุภาค 6 มิลลิกรัม แช่ใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM เป็นเวลา 7 วัน 

(ก) 

 

(ข) 

 
รูปที่ 4.17 จ้านวนเซลล์มะเร็งปากมดลูกท่ีเพาะเลี้ยงบน อนุภาคเจลาติน (G100) ที่มีความเข้มข้น
ของแข็งรวม 7.5 %โดยน้้าหนัก ขนาด 32-75 (ก) อนุภาค G100 3 มิลลิกรัม โดยมีความหนาแน่น
เซลล์เริ่มต้น 1.6x105 เซลล์/มิลลิกรัม (ข) อนุภาค G100 3 มิลลิกรัม โดยมีความหนาแน่นเซลล์
เริ่มต้น 3.2x105 เซลล์/มิลลิกรัม ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้
สภาวะปลอดเชื้อที่มี CO2 เปอร์เซ็นต์ 
 หนูทดลองถูกปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกทางใต้ผิวหนัง (subcutaneous) บนหลังบริเวณ 

dorsal skin-fold chamber ดังแสดงในรูปที่ 4.17 และสังเกตุสุขภาพหนูทดลอง โดยการชั่งน้้าหนัก 

ทุก ๆ 4-5 วัน แสดงในตารางที่ 4.9 พบว่าหนูทดลองมีน้้าหนักประมาณ 20-26 กรัม ซึ่งอยู่ในเกณฑ์
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 การศึกษาผลของการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งลงในสัตว์ทดลอง ผู้วิจัยได้ประเมินปริมาตรของ

ก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นโดยการวัดขนาดด้วย เวอร์เนียคาลิปเปอร์ ทุก ๆ 4-5 วัน และศึกษาความ

หนาแน่นหลอดเลือดฝอยเกิดใหม่ (Neocapillary density, NCD) ด้วยวิธี  Intravital fluorescence 

microscopy เมื่อปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกครบ 30 วัน 

ตารางท่ี 4.9 น้้าหนักหนูทดลองก่อนฉีด (วันที่0) และหลังปลูกมะเร็งปากมดลูก ณ วันต่าง ๆ 

วันที่ 

น้้าหนัก (กรัม) 

กลุ่มท่ี 1 กลุ่มท่ี 2 กลุ่มท่ี 3 กลุ่มท่ี 4 

ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 1 
0 22.96 23.17 22.42 24.10 22.77 24.25 23.16 

1 23.02 22.27 22.21 24.83 22.80 23.30 23.40 

4 23.47 22.88 22.95 25.70 23.85 24.01 23.46 

7 23.61 22.91 22.80 25.23 2368 23.91 23.79 

9 22.44 22.08 22.32 23.93 23.23 24.63 23.40 
14 21.81 23.09 23.49 24.46 24.01 24.33 23.60 

21 24.59 23.21 22.41 24.62 23.83 24.51 24.06 
24 24.50 23.14 22.52 23.10 24.35 23.81 24.06 

28 24.15 23.27 21.44 23.02 23.47 24.40 23.96 

30 24.62 23.53 22.05 23.30 24.33 24.55 24.64 
 

 หลังการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งลงในสัตว์ทดลอง พบว่าบริเวณผิวหนังที่ฉีดเซลล์มะเร็ง มี

ลักษณะเป็นตุ่มบวมขึ้นมา ซึ่งอาจเกิดจากกลไกการอักเสบ ในทุก ๆ กลุ่มการทดลองและในวันที่ 4 

หลังการปลูกถ่าย พบว่าสามารถสังเกตุเห็นก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้น โดยแสดงปริมาตรของกลุ่มก้อน

เนื้อเยื่อที่เกิดขึ้นในรูปที่ 4.19 ในกลุ่ม การทดลองที่ 2 และ 3 ซึ่งมีปริมาตรเท่ากับ 81-98 และ 159-

173 มม3  ส้าหรับกลุ่มการทดลองที่ 4 สามารถเห็นลักษณะนูนขึ้นมา และค้านวณปริมาตรได้ 100 

มม3 และในช่วงวันที่ 7-21 ของการทดลองพบว่า ขนาดก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นมีความแปรปรวนกล่าวคือ 

ไม่สามารถอธิบายแนวโน้มการเพ่ิมหรือลดลงของปริมาตรก้อนมะเร็งได้ แต่ในวันที่  21 พบว่าหนู

ทดลอง 1 ตัว ในกลุ่มการทดลองที่ 1 สามารถสังเกตเห็นได้ว่ามีก้อนมะเร็งสองก้อนเกิดขึ้นในบริเวณ
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ใกล้ ๆ กัน และมีปริมาตรที่ใกล้เคียงกัน คือ 15.52 และ 17.08 มม3 ใน วันที่ 21-30 พบว่า 

ก้อนมะเร็งในกลุ่มการทดลองที่ 1, 2 และ 3 มีปริมาตรที่เพ่ิมขึ้น และในกลุ่มการทดลองที่ 4 ลักษณะ

ที่นูนขึ้นมาบริเวณผิวหนัง มีปริมาตรที่ลดลง และในวันที่ 30 ปริมาตรก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นในหนู

ทดลองกลุ่มที่ 1 เท่ากับ 54.36 และ 25.23-28.47 มม3 (หนูทดลองตัวที่ 2 มีก้อนมะเร็งสองก้อนเกิด

บริเวณที่ใกล้กัน), กลุ่มที่ 2 เท่ากับ 73.82 และ 100.32 มม3 และในกลุ่มการทดลองที่ 3 เท่ากับ 

296.52 และ 300.40 มม3 ส้าหรับกลุ่มการทดลองที่ 4 สามารถสังเกตเห็นว่า ที่บริเวณผิวหนังมี

ลักษณะนูนขึ้นมา เมื่อวัดขนาดและค้านวณปริมาตรแล้ว มีค่าลดลง ตั้งแต่วันที่ 21 ซึ่งคาดว่าอนุภาค

ไมครอนสามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้ และยังมีส่วนหนึ่งที่ยังย่อยสลายไม่หมด ปริมาตรก้อน

เนื้อเยื่อที่เกิดขึ้นในระยะเวลาต่าง ๆ สามารถแสดงได้ดังแสดงในรูปที่ 4.19 

 

 

 

  

 

 

รูปที่ 4.18 การฉีดปลูกเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิดบนหลังบริเวณ dorsal skin-fold chamber ซ่ึง
ในขณะฉีดหนูทดลองจะได้รับยาสลบ Isoflurane 5 เปอร์เซ็นต์ 
  

 

 

 

 

ยาสลบ Isoflurane 

5 เปอร์เซ็นต์ 
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รูปที่ 4. 19 การเปลี่ยนแปลงปริมาตรเนื้อเยื่อที่เกิดขึ้นบริเวณที่ปลูกถ่ายเซลล์มะเร็ง Caski ที่เวลาต่าง ๆ  

 
 

 
 

 
 (1) และ (2) แสดงหมายเลขหนูทดลองในแต่ละกลุ่มการทดลอง  
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เมื่อเปรียบเทียบการทดลองในกลุ่มที่ 1 และ 3 ปริมาตรก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นในวันที่ 30 ของ

กลุ่มการทดลองที่ 3 มีขนาดใหญ่กว่าปริมาตรก้อนมะเร็งของกลุ่มการทดลองที่ 1 ประมาณ 7 เท่า 

โดยที่จ้านวนเซลล์เริ่มต้นในการปลูกถ่ายมีจ้านวนที่ใกล้เคียงกัน และเมื่อเปรียบเทียบกลุ่มการทดลอง

ที่ 1 และ 2 พบว่า ที่เวลา 30 วัน ปริมาตรก้อนมะเร็งของกลุ่มการทดลองที่ 2 นั้น มีปริมาตรมากกว่า

กลุ่มการทดลองท่ี 1 ประมาณ 2 เท่า อาจกล่าวได้ว่า การใช้อนุภาคไมครอนเป็นพาหะขนส่งเซลล์ จะ

สามารถกระตุ้นให้เกิดก้อนมะเร็ง ที่มีขนาดใหญ่กว่า เนื่องมาจาก ในการเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาค

เป็นเวลา 7 วัน เซลล์จะยังอยู่ในสภาวะ log phase หรือสภาวะที่เซลล์สามารถแบ่งตัวในอัตราที่คงที่ 

ดังนั้นเมื่อปลูกถ่ายเซลล์ที่อยู่ในสภาวะนี้ เซลล์จึงสามารถเพ่ิมจ้านวนและรวมกลุ่มกันได้ดีกว่าเซลล์

เดี่ยวๆ ที่แขวนลอยอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นจึงมีปริมาตรที่มากกว่าเมื่อปลูกถ่าย

เซลล์ที่แขวนลอยอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์  

 Mahasiripanth T. และคณะ (2012) ได้ท้าการกระตุ้นให้หนูทดลองเป็นมะเร็งเพ่ือศึกษา

การยับยั้งการเกิดมะเร็งด้วยสารสกัดจาก Acanthus ebracteatus (เหงือกปลาหมอ) ในการกระตุ้น

สัตว์ทดลองให้เกิดมะเร็งนั้น ท้าโดยปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด Caski จ้านวน 10x106 เซลล์ 

ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM 200 µl ลงในหนูทดลงนู๊ดไมซ์ พบว่าที่ระยะเวลา 30 วัน มีปริมาตร

ก้อนมะเร็งเฉลี่ย 236 มม3 (สูตรที่ใช้ค้านวณคือ ปริมาตร = 0.52xเส้นผ่านศูนย์กลางด้านยาวxเส้น

ผ่านศูนย์กลางด้านสั้น2) 

 Konngton P. และคณะ (2016) ได้ท้าการกระตุ้นหนูทดลองนู๊ดไมซ์ให้เป็นมะเร็ง เพ่ือศึกษา

ผลของเคอร์คูมินเพ่ือต้านมะเร็งในสัตว์ทดลอง ในการกระตุ้นสัตว์ทดลองให้เป็นมะเร็ง ท้าโดยปลูก

ถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกชนิด Caski จ้านวน 10x106 เซลล์ ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM 200 µl 

ลงในสัตว์ทดลอง พบว่าที่ระยะเวลา 30 วัน มีปริมาตรก้อนมะเร็งเกิดขึ้น 61-90 มม3 (สูตรที่ใช้

ค้านวณคือ ปริมาตร = 0.52xเส้นผ่านศูนย์กลางด้านยาวxเส้นผ่านศูนย์กลางด้านสั้น2) และหนูทดลอง

ที่สามารถเกิดก้อนมะเร็งได้หลังจากการปลูกถ่ายเพียงครั้งเดียวคิดเป็น 15 ตัวจากทั้งหมด 23 ตัว 

หรือคิดเป็นร้อยละ 65 ซึ่งกล่าวได้ว่า ในการกระตุ้นให้หนูทดลองเป็นมะเร็ง อาจจะต้องปลูกถ่าย

เซลล์มะเร็งมากกว่า 1 ครั้ง 
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 จากงานวิจัยของ Mahasiripanth T. และคณะ (2012) และ Konngton P. และคณะ 

(2016) พบว่าปริมาตรก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้น (จ้านวนเซลล์ปลูกถ่าย 10x106 เซลล์) มีปริมาตรน้อยกว่า

ปริมาตรก้อนมะเร็งที่ถูกปลูกถ่ายโดยใช้อนุภาคไมครอนเจลาตินเป็นพาหะขนส่งเซลล์ (จ้านวนเซลล์

ปลูกถ่าย 2x106 เซลล์)  คิดเป็น 1.26 และ 3.31 เท่า  

 เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มการทดลองที่ 2 และ 3 พบว่า เมื่อเพ่ิมปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะบน

อนุภาคในการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งลงสัตว์ทดลอง ปริมาตรก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้น จะมีปริมาตร

ก้อนมะเร็งจะมีปริมาตรที่สูงขึ้นเช่นกัน ในการทดลองนี้พบว่าปริมาตรก้อนมะเร็งของกลุ่มการทดลอง

ที่ 3 มีค่ามากกว่ากลุ่มการทดลองท่ี 2 ประมาณ 3 เท่า เนื่องจากจ้านวนเซลล์เริ่มต้นที่มากกว่า โอกาส

ที่เซลล์จะเกิดปฏิสัมพันธ์กันสูงกว่า (cell-cell interaction) จะสามารถเจริญเติบโตและเพ่ิมจ้านวน

ได้ดีกว่าในสภาวะที่มีจ้านวนเซลล์ที่น้อยกว่า 

 ในกลุ่มการทดลองที่ 1 หนูทดลองตัวที่ 2  มีก้อนมะเร็งเกิด 2 ก้อน บริเวณที่ใกล้เคียงกัน 

อาจกล่าวได้ว่า การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งที่ยึดเกาะบนอนุภาคลงสัตว์ทดลอง จะสามารถควบคุมให้

ก้อนมะเร็งเกิดท่ีบริเวณเดียวกันได้ โดยสังเกตได้จากผลการทดลองในหัวข้อ 4.2.2.3. คือ ลักษณะการ

ยึดเกาะของเซลล์บนอนุภาคไมครอนเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาคไมครอนในหลอดก้นกลม พบว่า

เซลล์จะเกาะกันระหว่างอนุภาค ท้าให้อนุภาคสามารถเชื่อมติดกันเป็นกลุ่มก้อนขนาดใหญ่ได้ ดังนั้น

เมื่อปลูกถ่ายเซลล์ที่ยึดเกาะบนอนุภาคเข้าสู่เซลล์ การเกิดก้อนมะเร็งในสัตว์ทดลองนั้นจะเกิดใน

ลักษณะก้อนเดี่ยว ๆ  

 เมื่อพิจารณา ปริมาตรก้อนมะเร็งของกลุ่มการทดลองที่ 3 ในวันที่ 21-30 พบว่า มีปริมาตรที่

เปลี่ยนแปลงน้อยมาก คือจาก 265 ถึง 300 มม3 ซึ่งอาจกล่าวได้ว่า ระบบการขนส่งเซลล์โดยมี

อนุภาคเจลาตินเป็นพาหะ จะสามารถช่วยลดระยะเวลาในการกระตุ้นให้สัตว์ทดลองเป็นมะเร็งได้ 
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 ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 

กลุ่มท่ี 1 

  

กลุ่มท่ี 2 

  

กลุ่มท่ี 3 

  

กลุ่มท่ี 4 

 

 

 

รูปที่ 4.20 การวัดขนาดก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นหลังจากปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกลงในหนูทดลอง
เป็นเวลา 30 วัน โดยจะวัดด้านที่ยาวที่สุดและสั้นที่สุดของก้อนเนื้อเยื่อ เพื่อค้านวณเป็นปริมาตร  
(ปริมาตร = 0.52xเส้นผ่านศูนย์กลางด้านยาวxเส้นผ่านศูนย์กลางด้านสั้น2) (Yoysungnoen-
Chintana P. และคณะ (2010) 
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 อย่างไรก็ตาม ปริมาตรก้อนมะเร็งที่เปลี่ยนแปลงไป อาจไม่สามารถอธิบายได้ว่า สัตว์ทดลอง

นั้นถูกกระตุ้นให้เป็นมะเร็งจริงหรือไม่ โดยทั่วไปหนูทดลองที่เป็นมะเร็งนั้น จะมีกลไกลการสร้างหลอด

เลือดเกิดใหม่ เพ่ือท้าให้เซลล์มะเร็งมีการเจริญเติบโตและพัฒนาให้เนื้อเยื่อมีขนาดใหญ่ขึ้น  

(Yoysungnoen-Chintana P. และคณะ (2010)) ดังนั้นงานวิจัยนี้ ได้มีการทดลองหาปริมาณหลอด

เลือดที่เกิดใหม่ (Neocapillary density) บริเวณรอบ ๆ ก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นด้วยวิธี Intravital 

fluorescence videomicroscopy ของกลุ่มการทดลองทั้ง 4 การทดลอง 

 ตารางที่ 4.10 แสดงความหนาแน่นของเส้นเลือดฝอยบริเวณรอบ ๆ ก้อนมะเร็ง ในการ

วิเคราะห์ความหนาแน่นของเส้นเลือดฝอยนั้น จะวิเคราะห์จากพ้ืนที่ของเส้นเลือดฝอยเทียบกับพ้ืนที่

ของภาพทั้งหมด (รูปที่ 4.22) ซึ่งพบว่าค่าความแน่นหลอดเลือดฝอยของกลุ่มการทดลองที่ 1 

ประมาณ 11.38-12.65 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับ กลุ่มการทดลองที่  2 คือ 12.36-13.67 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งในกรณีนี้ ปริมาตรก้อนมะเร็งที่มากกว่า อาจไม่สามารถบอกได้ถึงความหนาแน่นเส้น

เลือดฝอยที่มากกว่า เนื่องมาจาก กลุ่มการทดลองที่ 2 นี้ ปริมาตรที่เกิดขึ้นนั้น อาจรวมส่วนของ

อนุภาคไมครอนที่ยังย่อยสลายไม่หมดไว้อยู่ด้วย ดังนั้นในกรณีนี้ ผลของปริมาตรก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้น

และร้อยละความหนาแน่นเส้นเลือดฝอย อาจยังไม่เพียงพอต่อการอธิบายว่าหนูทดลองถูกกระตุ้นให้

เป็นมะเร็งได้ ดังนั้นอาจจะต้องใช้วิธีการตรวจทางพยาธิวิทยา (histopathology) ในการตรวจสอบ

เพ่ิมเติม ว่าก้อนเนื้อนั้นใช่ก้อนมะเร็งจริงหรือไม่ ในการตรวจสอบทางพยาธิวิทยา เป็นการน้าเนื้อเยื่อ

ไปย้ อมด้ ว ย อิมมู โ น  ( Immunohistochemical)  แ ละตรวจสอบภาย ใต้ กล้ อ ง จุ ลทรรศน์ 

(Mahasiripanth T. และคณะ (2012))  

  ในกลุ่มการทดลองที่ 4 พบว่ามีค่าความแน่นหลอดเลือดฝอยเท่ากับ 19.7 ซึ่งมีค่ามากกว่า

กลุ่มการทดลองท่ี 1และ 2 แสดงให้เห็นว่าการฉีดอนุภาคไมครอนที่ไม่มีเซลล์ยึดเกาะ สามารถกระตุ้น

ให้เกิดการสร้างหลอดเลือดเกิดใหม่เพ่ิมขึ้นได้เช่นกัน แต่อย่างไรก็ตามในงานวิจัยของ Konngton P. 

และคณะ (2016) ได้ศึกษาผลการปลอดปล่อยเคอร์คูมินจากอนุภาคเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย

เพ่ือยับยั้งการเกิดมะเร็งในหนูนู๊ดไมซ์ โดยวิเคราะห์จากปริมาตรก้อนมะเร็งที่ลดลงและความหนาแน่น

ของเส้นเลือดฝอย ภายหลังการฉีดอนุภาคที่บรรจุเคอร์คูมินเข้าไปยับยั้งมะเร็งในสัตว์ทดลอง พบว่า

ปริมาตรของก้อนมะเร็งมีปริมาตรลดลง และความหนาแน่นของเส้นเลือดฝอยที่ลดลง อาจกล่าวได้ว่า
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หากใช้อนุภาคไมครอนเจลาตินปลูกถ่ายลงในสัตว์ทดลอง จะอนุภาคไมครอนเจลาตินจะไม่มีผลต่อ

การเกิดมะเร็งในสัตว์ทดลอง 

 เมื่อเปรียบเทียบความหนาแน่นของเส้นเลือดฝอยที่เกิดขึ้น ความหนาแน่นของเส้นเลือดฝอย

ของกลุ่มการทดลองที่ 3 ให้ค่ามากที่สุด คือ 20.98-31.39 เปอรเซ็นต์ โดยที่กลุ่มการทดลองที่ 3 มีค่า

ความหนาแน่นเส้นเลือดฝอยที่มากกว่ากลุ่มการทดลองที่ 1, 2 และ 4 ตามล้าดับ โดยมีค่ามากกว่า

ประมาณ 2,2 และ 1.3 เท่า ตามล้าดับ และจากภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซ้นต์ของ

หลอดเลือดฝอยบริวเณที่เป็นก้อนมะเร็งและอนุภาคของกลุ่มการทดลองที่ 3 นั้น สามารถสังเกตุเห็น

ว่ามีเส้นเลือดฝอยแทรกอยู่ระหว่างอนุภาค ดังรูปที่ 4.21 ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีเซลล์มะเร็งที่เกาะอยู่บน

อนุภาคไมครอน ดังนั้นจึงสามารถกล่าวได้ว่า เมื่อใช้อนุภาคไมครอนเจลาตินเป็นพาหะขนส่ง

เซลล์มะเร็ง อนุภาคไมครอนจะสามารถช่วยให้เซลล์ยึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดีกว่า เซลล์ที่

แขวนลอยอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ดังนั้นระบบการขนส่งเซลล์โดยมีอนุภาคไมครอนของเจลาตินเป็น

พาหะน้าส่ง จะสามารถช่วยลดระยะเวลาในการกระตุ้นหนูทดลองให้เป็นมะเร็งได้ และลดปริมาณ

เซลล์เริ่มต้นในการกระตุ้นให้หนูทดลองเป็นมะเร็ง นอกจากนั้นแล้ว ยังสามารถควบคุมบริเวณการเกิด

ก้อนมะเร็งบนผิวหนังได้ ไม่ให้กระจายไปยังส่วนต่าง ๆ ของร่ายกายสัตว์ทดลอง 

 ทั้งนี้จ้านวนสัตว์ทดลองที่น้ามาวิเคราะห์ไม่มากเพียงพอกับการวิเคราะห์ทางสถิติ จึงไม่

สามารถเทียบค่าปริมาตรก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นและร้อยละความแน่นเส้นเลือดฝอยในเชิงสถิติได้ จึง

จ้าเป็นต้องมีการศึกษาการทดลองในสัตว์ทดลองซ้้าต่อไป 
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ตารางท่ี 4.10 ร้อยละความหนาแน่นเส้นเลือดฝอยเฉลี่ยบริเวณรอบก้อนเนื้อเยื่อ (n=3) ที่เวลา 30-
33 วัน หลังการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็ง เมื่อวิเคราะห์จากภาพถ่ายถายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซ้นต์ 
ของกลุ่มการทดลองที่ 1-4  

กลุ่มการทดลอง ตัวที ่ ร้อยละความหนาแน่นเส้นเลือดฝอย 

1 
1 11.38 

2* 12.65 

2 
1 12.36 

2 13.67 

3 
1 20.98 
2* 31.39 

4 1* 19.70 

* หมายถึง กลุ่มการทดลองที่ 1 ตัวที่ 2, กลุ่มการทดลองที่ 3 ตัวที่ 2 และกลุ่มการทดลองที่ 4 

วิเคราะห์หลังการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็ง 33 วัน 

 

 

รูปที่ 4.21 ภาพถ่ายหลอดเลือดของหนูทดลองผ่านกล้องฟลูออเรสเซนต์ต้าแหน่ง ต้าแหน่งบริเวณ
ก้อนมะเร้งและอนุภาคไมครอน ของกลุ่มการทดลองที่ 3 หลังการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งลงหนูทดลอง
เป็นเวลา 33 วัน 
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รูปที่ 4.22 ภาพถ่ายหลอดเลือดของหนูทดลองผ่านกล้องฟลูออเรสเซนต์ต้าแหน่ง ๆ รอบ ๆ ก้อนมะเร็ง หลังการปลูกถ่ายเป็นเวลา 30 และ 33 วัน (กลุ่มการ

ทดลองที่ 1 ตัวที่ 2, กลุ่มการทดลองที่ 3 ตัวที ่2 และกลุ่มการทดลองที่ 4 วิเคราะห์หลังการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็ง 33 วัน  
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 งานวิจัยนี้ได้ผลิตอนุภาคขนาดไมครอนของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยให้มีขนาดอนุภาค

ต่้ากว่า 100 ไมครอนด้วยวิธีอิมัลชั่นน้้าในน้้ามัน เนื่องจากต้องการพัฒนาอนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนให้เป็นพาหะขนส่งเซลล์ไปยังสัตว์ทดลอง โดยใช้เซลล์มะเร็งปากมดลูก (Caski) เป็นต้นแบบ 

โดยพัฒนาอนุภาคขนาดไมครอนที่มีองค์ประกอบของเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยที่มีอัตราส่วนผสม

โดยน้้าหนักของเจลาตินต่อไฟโบรอินไหมไทย ได้แก่ 100/0, 90/10 และ 80/20 โดยใช้ความเข้มข้น

ของแข็งรวมร้อยละ 2.5, 5 และ 7.5 โดยน้้าหนัก ผลการศึกษาค่าประจุบริเวณพ้ืนผิวจะแสดงเป็นค่า

ศักย์เซต้าของสารละลายที่ค่าพีเอช 5.8 พบว่า สารละลายเจลาตินชนิดเอ (ค่าไอโซอิเล็กทริก เท่ากับ 

9) แสดงประจุบวก และมีค่าศักย์ไฟฟ้าเท่ากับ +3.71±0.68 มิลลิโวลต์ และสารละลายไฟโบรอิน (ค่า

ไอโซอิเล็กทริก เท่ากับ 3.8-4.2) แสดงประจุลบ ซึ่งมีค่าศักย์ไฟฟ้าเท่ากับ -21.53±0.47 มิลลิโวลต์ 

ส้าหรับสารละลายผสมของเจลาตินและไฟโบรอินที่อัตราส่วนการผสมเท่ากับ 90/10 และ 80/20 จะ

มีค่าประจุรวมเป็นบวกน้อยลง คือ +2.89±0.77 และ +2.50±0.36 มิลลิโวลต์ ตามล้าดับ นอกจากนี้ 

เมื่อเพ่ิมอัตราส่วนของไฟโบรอิน และเพ่ิมความเข้มข้นของแข็งรวม สารละลายผสมมีความหนืดมาก

ขึ้น สารละลาย        ไฟโบรอินมีความหนืดมากกว่าสารละลายเจลาตินที่ความเข้มข้นเดียวกัน  

 อนุภาคขนาดไมครอนถูกขึ้นรูปด้วยวิธีอิมัลชั่นน้้าในน้้ามันโดยใช้เครื่องปั่นผสมความเร็วรอบ

สูงเมื่อใช้ความเร็วรอบในการปั่นกวน 3000 รอบ/นาที อนุภาคที่ขึ้นรูปได้มีลักษณะค่อนข้างกลม และ

กระจายตัวดี โดยอัตราส่วนน้้า:น้้ามัน เท่ากับ 1:30 ท้าให้ผลิตอนุภาคขนาดไมครอนในช่วงขนาด 32-

75 ไมครอน ได้มากที่สุด (83%) 

 เมื่ออนุภาคขนาดไมครอนถูกเชื่อมขวางทางเคมีด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ท้าให้อนุภาคมี

ความคงตัวยิ่งขึ้น อนุภาคที่ได้มีลักษณะเป็นทรงกลม กระจายตัวได้ดี โดยร้อยละผลได้ของอนุภาคที่

ผลิตได้ทั้งหมดมีค่าประมาณ 60-80 เปอร์เซ็นต์ โดยอนุภาคที่ G100, G90SF10 และ G80SF20 (7.5 

%โดยน้้าหนัก) ที่มีขนาดอยู่ในช่วง 32-75 ไมครอน มีปริมาณสูงสุด 50-70 เปอร์เซ็นต์ และสามารถ

ฉีดผ่านหัวเข็มทางการแพทย์ได้  
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 อนุภาคไมโครเจลาตินและไฟโบรอินถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ โปรตีเอส XIV ความเข้มข้น 

0.5 หน่วย/มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ได้อย่างสมบูรณ์ภายในระยะเวลา 10 วัน โดย

พบว่าอนุภาคที่มีไฟโบรอินเป็นองค์ประกอบในปริมาณมากขึ้นจะเกิดการย่อยสลายทางชีวภาพได้ช้า

กว่าอนุภาค เจลาติน (100/0) มีร้อยละการดูดซับน้้า (ในน้้าปราศจากไอออน อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส พเีอช 5.8) มากที่สุด คือ 115 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเพ่ิมปริมาณไฟโบรอินอนุภาคจะมีร้อยละ

การดูดซับน้้าที่ลดลง 

 อนุภาคเจลาติน (100/0) สามารถเหนี่ยวน้าให้เซลล์ผิวหนังหนู (L929) และเซลล์มะเร็งปาก

มดลูก (CaSki) มายึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดีที่สุด โดยมีร้อยละการยึดเกาะช่วงเริ่มต้น (6 ชั่วโมง) 

ของเซลล์แต่ละชนิด เท่ากับ 68.70±7.56 และ 62.87±4.56 ตามล้าดับ ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ 

CaSki บนอนุภาคเจลาติน (100/0) ขนาดช่วง 32-75 และ 75-100 ไมโครเมตร มีค่าสูงที่สุด โดย

อนุภาคท้ังสองช่วงขนาดนี้มีลักษณะการยึดเกาะของเซลล์ที่คล้ายคลึงกัน คือเซลล์จะยึดเกาะรวมกลุ่ม

กันระหว่างอนุภาคและเกิดเป็นอนุภาคขนาดใหญ่ เซลล์ L929 และ CaSki สามารถเจริญเติบโตได้ดี

บนอนุภาคไมครอนเจลาติน (100/0) มีค่าอัตราส่วนการเจริญเติบโตจ้าเพาะเท่ากับ 1.65x10-2 และ 

2.05x10-2 ต่อชั่วโมง ตามล้าดับ 

 การปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งปากมดลูกบริเวณใต้ผิวหนังหนูนู๊ดไมซ์สายพันธุ์ BALB/c โดยใช้

อนุภาคเจลาติน (100/0) เป็นต้นแบบ ทุกกลุ่มการทดลองเกิดตุ่มบวมอักเสบบริเวณหลังหนู หลังการ

ปลูกถ่ายเป็นเวลา 7 วัน ปริมาตรก้อนมะเร็งและความหนาแน่นของหลอดเลือดฝอยที่เกิดใหม่ 

(วิเคราะห์วันที่ 30) ของการทดลองในกลุ่มที่ใช้เซลล์ 1x106เซลล์/อนุภาค 3 มิลลิกรัม เกิดปริมาตร

ก้อนมะเร็งมากกว่ากลุ่มควบคุม (กลุ่มที่ฉีดเซลล์มะเร็งโดยตรง 2x106 เซลล์) 2 เท่า แต่มีความ

หนาแน่นของหลอดเลือดฝอยใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุม ขณะเดียวกัน ปริมาตรก้อนมะเร็งและความ

หนาแน่นของหลอดเลือดฝอย ของกลุ่มที่ใช้เซลล์ 2x106เซลล์/อนุภาค 6 มิลลิกรัม มีปริมาตร

ก้อนมะเร็งมากกว่ากลุ่มควบคุม 7 เท่า และมีความหนาแน่นของหลอดเลือดฝอยมากกว่ากลุ่มควบคุม 

2 เท่า จะเห็นได้ว่า อนุภาคไมครอนเจลาตินสามารถใช้เป็นพาหะขนส่งเซลล์มะเร็งส้าหรับงานวิจัย

ด้านเซลล์มะเร็งได้อย่างใรประสิทธิภาพ  
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5.2 ประโยชน์ที่ได้รับ 

 5.2.1 ทราบวิธีการพัฒนาอนุภาคขนาดไมครอน (32-75 ไมครอน) ที่เหมาะสมส้าหรับการใช้

เป็นพาหะของเซลล์ด้วยวิธีการขึ้นรูปในระบบอิมัลชั่นน้้าในน้้ามัน โดยใช้ความเร็วรอบ 3000 รอบต่อ

นาที อัตราส่วนน้้า:น้้ามัน เท่ากับ 1:30  

 5.2.2 ทราบลักษณะสมบัติของอนุภาคขนาดไมครอนที่ผลิตจากเจลาตินและไฟโบรอินไหม

ไทย ในอัตราส่วนต่าง ๆ ได้แก่ 100/0, 90/10 และ 80/20  

 5.2.3 สามารถใช้อนุภาคเจลาตินเป็นพาหะขนส่งเซลล์ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการกระตุ้น

ให้เกิดก้อนมะเร็งที่มีปริมาตรมากกว่าการฉีดเซลล์มะเร็งโดยตรง 7 เท่า 

5.3 ข้อเสนอแนะ 

 1. ปรับปรุงอนุภาคขนาดไมครอนให้มีพ้ืนผิวมีรูพรุนมากข้ึน เพ่ือส่งเสริมให้เซลล์ยึดเกาะ และ

เจริญเติบโตได้ดียิ่งขึ้น โดยวิธีการน้าอนุภาคขนาดไมครอนมาผ่านกระบวนการท้าแห้งแบบเยือกแข็ง

ก่อนการเชื่อมขวางอนุภาคทางเคมี  

 2. เพ่ือให้เห็นแนวโน้มของการทดสอบกับสัตว์ทดลองมากขึ้น ควรเพ่ิมปริมาณเซลล์ที่

เพาะเลี้ยงบนอนุภาคขนาดไมครอนก่อนการน้ามาทดสอบกับสัตว์ทดลองเพ่ือให้เห็นผลการทดลองที่

ชัดเจนยิ่งขึ้น และเพ่ือการวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ จึงจ้าเป็นต้องท้าการทดลองซ้้าอีกครั้งหนึ่ง 

 3. ในการวิเคราะห์ก้อนมะเร็งที่เกิดขึ้นในสัตว์ทดลองท้าได้โดยการวิเคราะห์ปริมาตร

ก้อนมะเร็ง และความหนาแน่นของเส้นเลือดฝอยบริเวณรอบก้อนมะเร็ง ซึ่งผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี

ดังกล่าวอาจยังไม่สามารถบอกได้ว่าหนูทดลองเป็นมะเร็งจริงหรือไม่ ดังนั้น ควรน้าก้อนมะเร็งบนหลัง

หนูทดลองมาตรวจทางพยาธิวิทยา (histopathology) เพ่ือยืนยันผลอีกครั้ง 

 4. อาจทดสอบอนุภาคเจลาตินที่เป็นต้นแบบพาหะขนส่งเซลล์กับยาต้านมะเร็งที่ใช้ จริงใน

ปัจจุบัน 
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ภาคผนวก ก 

การวิเคราะห์ร้อยละการลดลงของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระด้วยวิธี ninhydrin 

 การหาร้อยละการลดลงของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ ด้วยสารประกอนินไฮดริน โดยหมู่อะมิ

โนอิสระปฐมภูมิจะท้าปฏิกิริยากับนินไฮดริน ได้สารประกอบ กับไฮดรินแดนติน อัลดีไฮด์ 

คาร์บอนไดออกไซด์ และแอมโมเนีย ซึ่งแอมโมเนียจะท้าปฏิกิริยากับไฮดรินแดนตินและนินไฮดริน 

เกิดเป็นสารประกอบที่ให้สีน้้าเงินม่วง และวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร )Clercq .K.D . และ

คณะ 2016( 

 

 

 

 

รูปที่ ก.1 การท้าปฏิกิริยาระหว่างสารประกอบนินไฮดรินกับหมู่อะมินอิรสระ และนินไฮดรินกับไฮด
รินแดนติน เกิดเป็นสารประกอบสีน้้าเงิน 
วิธีการทดลอง (ดัดแปลงจาก )Clercq. K.D . และคณะ (2016( และ Hyman R.  ) 1957() 

1. เตรียมสารละลายผสมของกรดซิตริกความเข้นข้นร้อยละ 4.20 โดยน้้าหนัก โซเดียมไฮดรอก
ไซด์ความเข้นข้นร้อยละ 1.60 โดยน้้าหนัก และทินไดคลอไรด์ไฮเดรตความเข้นข้นร้อยละ 
0.16 โดยน้้าหนัก ในน้้าปราศจากไอออน 

2. เตรียมสารละลายนินไฮดรินความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้้าหนัก ในเมทอกซีเอทานอล 
3. ผสมสารละลายในข้อ 1 และ 2 เข้าด้วยกัน ในอัตราส่วน 1 : 1 และปั่นกวนในที่มืดเป็นเวลา 

45 นาที 
4. เติมสารละลายผสมในข้อ 3 ปริมาตร 1 มิลลิลตร ลงใน อนุภาค 5 มิลลิกรัม ที่ถูกแช่ในน้้า

ปราศจากไอออน และบ่มที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ในที่มืด 
5. เตมิไอโซโพรพานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 โดยปริมาตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
6. น้าสารละลายที่ได้มาวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 
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วิธีท ากราฟมาตรฐานเบต้า-อะลานีน 

1. เตรียมสารละลายเบต้า-อะลานีน โดยการเจือจางเป็นล้าดับเท่า (Serial dilution) ความ
เข้มข้น 0-130 ไมโคกรัม/มิลลิลิตร และเตรียม blank โดยใช้น้้าปราศจากไอออน 

2. ท้าตามขั้นตอน 1-6 โดยเปลี่ยนจากอนุภาค เป็นสารละลายเบต้า-อะลานีน 
3. พล๊อตกราฟมาตรฐานความเข้มข้นของ เบต้า-อะลานีน (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) กับค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ ความยาวเคลื่อน 570 นาโนเมตร 
 

 

รูปที่ ก.2 กราฟมาตรฐานเบต้า-อะลานีน (n=4) 
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ภาคผนวก ข 

 การตรวจวัดจ านวนเซลล์ด้วยวิธี MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) 

 วิธีการนี้เป็นวิธีการวัดจ้านวนเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่ ด้วยสารละลาย MTT ที่มีโครงสร้างเป็นวง

แหวนของเกลือ Tetrazolium (สารละลายมีสีเหลือง) ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นคือ MTT จะท้าปฏิกิริยากับ

เอนไซม์ mitrochondrial reductase  ซึ่งหลั่งมาจากไมโตคอนเดรียของเซลล์ที่ยังมีชีวีัตอยู่ หลังจาก

นั้นเกิดเป็นผลึกสีม่วงของ Formazan ดังรูปที่ ข.1 หลังจากนั้นจะลลายผลึกสีม่วง Formazan ด้วย

สารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) ได้เป็นสารละลายสีม่วง และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 นา

โนเมตร (Mosman T. (1983)) 

 

 

รูปที่ ข.1 ปฏิกิริยาระหว่างสาร MTT กับเอนไซม์ท่ีหลั่งจากไมโตคอนเดรียของเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่เกิด
เป็นผลึก Formazan 
วิธีการทดลอง 

1. เตรียมสารละลาย MTT ความเข้มข้น 0.5 mg/ml ในสารละลาย PBS 
2. ปิเปตอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก และชะล้างเศษเซลล์ด้วยสารละลาย PBS 
3. ปิเปต สารละลาย MTT 500 µl ลงในตัวอย่างที่ต้องการวัด และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 30 นาท ี
4. ปิเปตสารละลาย MTT ออก และชะล้างสีของผลึก Formazan ด้วย DMSO ปริมาณ 1 ml 
5. วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายสีม่วงที่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร  
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รูปที่ ข.2 กราฟสแกนความยาวคลื่นท่ัมีค่าการดูดกลืนแสงต่าง ๆ ของ จ้านวนเซลล์ต่าง ๆ ของเซลล์ 
L929 หลังท้า MTT assay 
 

 

รูปที่ ข.3 กราฟมาตรฐานของเซลล์ L929 เมื่อวิเคราะห์จ้านวนเซลล์ด้วยวิธ ีMTT 
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รูปที่ ข.4 กราฟสแกนความยาวคลื่นท่ัมีค่าการดูดกลืนแสงต่าง ๆ ของ จ้านวนเซลล์ต่าง ๆ ของเซลล์ 
CaSki หลังท้า MTT assay 
 

 

รูปที่ ข.5 กราฟมาตรฐานของเซลล์ CaSki เมื่อวิเคราะห์จ้านวนเซลล์ด้วยวิธี MTT 
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ภาคผนวก ค 

การหาอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังหนู L929 

วิธีการทดลอง 

1. เพาะเลี้ยงเซลล์ผิวหนังหนูในจานเพาะเลี้ยงเซลล์พอลิสไตรีน 24 หลุม (24 well-plate) ที่
จ้านวนเซลล์เริ่มต้น 10,000 เซลล์/ซม2 (19,000 เซลล์/หลุม) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 
DMEM 

2. ท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้เพาะเลี้ยงเชื้อที่สภาวะความดันบรรยากาศที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน และเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ ทุก ๆ 2 วัน 

3. ตรวจวัดจ้านวนเซลล์ด้วยวธิี MTT assay 
 

 

รูปที่ ค.1 แสดงจ้านวนเซลล์ L929 ที่ระยะเวลาต่าง ๆ บนจานเพาะเลี้ยงเซลล์พอลิสไตรีน 24 หลุม  
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การค้านวณอัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (specific growth rate, µ) 

 

   μ  =  0.0279 ต่อชั่วโมง 

การค้านวณเวลาการแบ่งตัวทวีคูณ  

ระยะเวลาที่เซลล์เพ่ิมจ้านวนขึ้นเป็น 2 เท่า  โดยที่     PDT = t2-t1    และ   X2 = 2X1  

จากสมการ   

   

  

   

    PDT =  24.76 ชั่วโมง 

 

 

μ  =  ln(2X
1
) – lnX

1
 

PDT 

PDT  =  ln2 
μ 

เมื่อ X1 คือ จ้านวนเซลล์ที่เวลา t1 = 144 ชม. 

      X2 คือ จ้านวนเซลล์ที่เวลา t2 = 96 ชม. 
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6 ชั่วโมง 1 วัน 2 วัน 

   
3 วัน 4 วัน 5 วัน 

  

 

6 วัน 7 วัน  
รูปที่ ค.2 รูปเซลล์ผิวหนังหนู (L929) เมื่อเพาะเลี้ยงบน 24 well plate ที่ระยะเวลาต่างๆ 
(ก้าลังขยาย 10x) 
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ภาคผนวก ง 

การหาอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปากมดลูก CaSki 

วิธีการทดลอง 

1. เพาะเลี้ยงเซลล์ผิวหนังหนูในจานเพาะเลี้ยงเซลล์พอลิสไตรีน 24 หลุม (24 well-plate) ที่
จ้านวนเซลล์เริ่มต้น 5,000 เซลล์/ซม2 (9,500 เซลล์/หลุม) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด MEM 

2. ท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้เพาะเลี้ยงเชื้อที่สภาวะความดันบรรยากาศที่มี 5% CO2 อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน และเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ ทุก ๆ 2 วัน 

3. ตรวจวัดจ้านวนเซลล์ด้วยวธิี MTT assay 
 

 

รูปที่ ง.1 แสดงจ้านวนเซลล์ L929 ที่ระยะเวลาต่าง ๆ บนจานเพาะเลี้ยงเซลล์พอลิสไตรีน 24 หลุม  
อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ (specific growth rate, µ) 

  µ = 2.19x10-2 ต่อชั่วโมง   เมื่อที่ t1 = 120 ชั่วโมง และ t2 = 6 ชั่วโมง 

เวลาการแบ่งตัวทวีคูณ (population doubling time, PDT) 

   PDT = 31.63 ชั่วโมง 
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6 ชั่วโมง 1 วัน 2 วัน 

   
3 วัน 4 วัน 5 วัน 

   
6 วัน 7 วัน 8 วัน 

 

  

9 วัน   
รูปที่ ง.2 รูปเซลล์ผิวหนังหนู (L929) เมื่อเพาะเลี้ยงบน 24 well plate ที่ระยะเวลาต่างๆ 
(ก้าลังขยาย 10x) 
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ภาคผนวก จ 

ปริมาตรก้อนเนื้อเยื่อที่เกิดขึ้นหลังการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็ง 

ตารางท่ี จ.1 ปริมาตรก้อนเนื้อเยื่อ/มะเร็งที่เกิดขึ้นภายหลังการปลูกถ่ายเซลล์มะเร็งไปยังหนูนู๊ดไมซ์ 
ที่ระยะเวลาต่าง ๆ 

วันที่ 
กลุ่มท่ี 1 กลุ่มท่ี 2 กลุ่มท่ี 3 กลุ่มท่ี 4 

ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 1 ตัวที่ 2 ตัวที่ 1 
1 0.00 0.00 81.39 98.12 159.32 173.02 100.01 

4 35.20 20.49 100.48 80.49 310.44 299.25 164.21 

7 24.71 35.23 70.00 106.57 374.24 305.56 72.77 
9 32.77 20.25 90.46 80.35 374.24 502.25 70.37 

14 34.44 18.46 70.23 75.46 156.31 304.43 65.45 

17 24.71 15.54 73.77 60.23 208.24 289.35 70.76 
21 25.07 15.52 74.48 49.99 265.75 300.78 71.12 

24 39.77 16.89 80.99 50.88 275.99 298.99 69.65 
28 51.49 18.06 82.05 70.47 290.10 290.99 50.46 

30 54.36 28.48 100.33 73.82 296.52 300.40 43.79 
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ภาคผนวก ฉ 

การวัดปริมาณหลอดเลือดฝอยด้วยวิธี Intravital fluorescence microscopy 

ขั้นตอนการวัดปริมาณหลอดเลือดฝอยด้วยวิธี  Intravital fluorescence microscopy 

(Yoysungnoen-Chintana, P. แล คณะ (2014)) 

 

1 ผสมยาสลบ Pentobarbital sodium (50 mg/ml) ใน normal 
saline สัดส่วน 1:3 และฉีดยา Pentobarbital sodium ที่ผสม
แล้วปริมาตร 120-150 µl เข้าทางช่องท้อง 
  

2 ผ่าเปิดผิวหนังบริเวณข้างล้าคอเพ่ือหาหลอดเลือด jugular vein 
สอดสาย catheter เข้าทางหลอดเลือด jugular vein และฉีด
สาร FITC-dextran 

  
3 ผ่าเปิดผิวหนังและขึงก้อนมะเร็งและดูหลอดเลือดผ่านคอนโฟคอล 

)confocal microscope(  
 

 
4 น้าภาพถ่ายมาค้านวณความปริมาณหลอดเลือดที่เกิดใหม่  ด้วย

โปรแกรม NIS elements 
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