
บทท่ี 3

วิธีดำเนินการวิจัย

วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี

แผ่นไคโตซานท่ีมีดีอะเซทิลเลชันร้อยละ 75.9 และ 95.4 (ได้รับความอนุเคราะห์ 
จาก ดร. มาลินี ประลิทธ้ีคิเลป็ ศูนย์เทคโนโลยีโลหะและชัลดุแห่งชาติ สำนัก 
งานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; GIBCO BRL, USA)

Hank's Balance Salt Solution (GIBCO BRL, USA)

Antibiotics -  antimycotics solution (GIBCO BRL, USA)

L -  glutamine (GIBCO BRL, USA)

Fetal bovine serum (GIBCO BRL, USA)

Trysin EDTA (GIBCO BRL, USA)

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 7.4

นํ้ายากลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 7.4

สารละลายออสเมียมเตตราออกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 2.0 ในสารละลาย 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์pH 7.4

น้ํายาฆ่าเช้ือโรค

แอลกอฮอล์ความเข้มข้นร้อยละ 100

อุปกรณ์เบ็ดเตล็ด เข้น พาลเจอร์ปิฟต (Pasteur pipette) ถุงมือ เทปติดฉลาก 
กระดาษซับ และอ่ืนๆ

จานเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 35 มม. (culture dish; Falcon, USA)
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อุปกรณ์Iพาะเลี้ยงเซลล์ (culture chamber) ที่ใซ้ในการทดลอบคุณลมปติการซึม 
ผ่านของของเหลวในแผ่นไคโตซาน (กาพท่ี 4A, 4B)

ตู้ปลอดเชื้อลำหรับเตรียมเซลล์ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (laminar flow; MDH, 
USA)

ตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ (C02 incubator; SHELL LAB, USA)

เครืองเหวียงแบบตังโต๊ะ (bench top centrifuge; Hermle Z 320, USA)

กล้องจุลทรรรศน์เฟลคอนทราสต์ซนิดหัวกลับ (inverted phase contrast 
microscope; Olympus, Japan)

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดลํองกราด (scanning electron microscope; 
JEOLJSM - 5410 LV, Japan)

แผ่นไคโตชานและวิธีการเตรึยม

แผ่นไคโตซานท่ีใช้ในการวิจัยน้ีมี 2 ชนิด คือ

1. ชนิดท่ีมีดีอะเซทิลเลชันร้อยละ 75.9 มีลักษณะเป็นแผ่นเรียบความ 
หนาเฉล่ีย 0.13 มม. แผ่นไคโตซานชนิดน้ืมีความขุ่นมากกว่าแผ่นชนิด 
ท่ี 2

2. ชนิดท่ีมีดีอะเซทิลเลชันร้อยละ 95.4 มีลักษณะเป็นแผ่นเรียบใล ความ 
หนาเฉล่ีย 0.12 มม.

นำแผ่นไคโตซานทั้ง 2 ชนิดท่ีตัดให้ได้ขนาดและรูปร่างตามต้องการลำหรับ 
แต่ละการทดลองไปแช่น้ืา เพ่ือให้แผ่นมีความยืดหยุ่นและความเหนียวมากช้ืน แผ่นไคโตซานมี 
คุณสมบัติในการอุ้มน้ําได้ดี ดังน้ันเม่ือผ่านการแช่น้ําแล้ว แผ่นจะมีความหนามากชื้นเป็น 2 เท่า คือ 
เป็น 0.26 และ 0.24 มม. ตามลำดับ และจะคงความหนานื้ไปตลอดแม้ว่าจะได้รับการแช่นํ้าที่นาน 
ช้ืน เม่ือผ่านการแช่นํ้าแล้ว นำไปทำให้ปลอดเชื้อโดยการแช่ในสารละลาย DMEM ท่ีมี antibiotics- 
antimycotics solution ร้อยละ 5 เป็นเวลา 1 ชัวโมง แล้วล้างออกอก 3 ครังด้วยสารละลาย 
DMEM ทีปราศจาก antibiotics-antimycotics solution จากนันจงนำไปทำการทดลองต่อไป
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ภาพท่ี 4 ภาพถ่ายแสดงลักษณะของอุปกรณ์เพาะเลี้ยงเซลล์พิเศษ (culture chamber)
ที่ประดิษฐ์ขึ้นมาเพื่อการทดสอบคุณสมบัติการยอมให้สารละลายอาหารซึมผ่านไป 
เลี้ยงเซลล์

A. แสดงส1วนประกอบต่างๆของอุปกรณ์เพาะเลี้ยงเชลล์พิเศษอันได้แก่
สกรู (1), ยางปะเก็น (2), และแผ่นพลาสติกเจาะรู (3 และ4)

B. แสดงอุปกรณ์เพาะเล้ียงเซลล์ท่ีประกอบเรียบร้อยแล้ว และมีแผ่นไคโตซาน (C) 
บรรจุอยู่
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ว ิธ กึารดำเนินการวิจัย การศึกษาแบ่งออกเป็น 2 ฅอน

การส ิกษาตอนท่ี 1 ศึกษาความเข้ากันไค้ทางชีวภาพของแผ่นไคโตซานต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์
จากเหงือกของคนโดยศึกษาจากลักษณะพฤติกรรมและการยึดเกาะของเซลล์ไฟโบรบลาสต์บน 
แผ่นไคโตชาน

การเตรึยมเชลล์ไฟโบรบลาสดํ

เซลล์ท่ีใซ้ในการศึกษาครั้งน้ื คือ เซลล์ท่ีเพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อเหงือกของผู้ป่วยที่ 
มารับการรักษาด้วยวิธีตัลยกรรมป่รัทันต์ท่ีภาควิชาป่รทันตวิทยา คณะทันตแพทยศาลตร์
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยเนื้อเยื่อเหงือกท่ีนำมาไข้ในการศึกษาครั้งนี้เป็นเนื้อเยื่อปกติจาก
ผู้ป่วยไม่จำกัดเพศและอายุ จำนวน 4 ราย วิธีการที่ไข้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ไค้บรรยายไวิใน 
รายละเอียดโดย Swasdiaon และคณะ (2000) ซึ่งมีขั้นตอนการเตรียมดังนี้

1. เม่ือไค้เน้ือเย่ือเหงือกจากผู้ป่วยแล้ว ล้างเนื้อเยื่อให้ละอาดปราศจากเลือด 
และน้ืาลายด้วยนอร์มัลเซลายน์ (normal saline) จากนั้นนำมาแช่ไนสาร 
ละลาย DMEM ทีมี antibiotics -  antimycotics solution ร้อยละ 5 เป็น 
เวลา 1 ช่ัวโมง

2. ตัดเน้ือเย่ือเป็นช้ินเล็กๆ ขนาด 1x1x1 ลบ.มม. วางบนจานเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ 
มีขนาด 35 มม. จากนั้นเติมน้ํายาเล้ียงเซลล์ให้ท่วมช้ินเน้ือเล็ก  ๆ เหล่าน้ัน 
น้ํายาเล้ียงเซลล์ประกอบด้วย

DMEM ร้อยละ 88
Antibiotics -  antimycotics solution ร้อยละ 1
L -  glutamine ร้อยละ 1
Fetal bovine serum ร้อยละ 10

เก็บจานเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีชิ้นเนื้อเยื่อเหล่าน้ืไวิในตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ที่ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเชียล ระดับคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และ 
ความช้ินสัมพัทธ์สูงสุด

3. เปลี่ยนน้ืายาเลี้ยงเซลล์ทุกวันพร้อมกับศึกษาลักษณะและพฤติกรรมของ 
เซลล์ด้วยกล้องจุลทรรรศน์เฟสคอนทราลต์ซนิดหัวกลับ
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4. ประมาณวันท่ี 3 -7  ของการเพาะเลี้ยงชิ้นเนื้อเยื่อ จะพบว่ามีเซลล์เรมคืบ 
คลานออกจากช้ินเน้ือเย่ือ (ภาพท่ี 5A) เซลล์เหล่านื้ประกอบด้วยเซลล์
หลายชนิดปะปนกันอยู่ เม่ีอเซลล์คลานออกจากชิ้นเน้ือจนหนาแน่นแล้ว จะ 
ทำการ "ซับคัลเจอร์’' (subculture) ซึ่งเป็นการย้ายเซลล์ที่หนาแน่นเหล่านั้น 
ไปยังจานเพาะเลี้ยงใหม่ในจำนวนที่น้อยลง (ประมาณ 10,000 เซลล์ใน 1 
มล. ของน้ํายาเล้ียงเซลล์) การย้ายเช่นนื้นอกจากเป็นการลดความหนาแน่น 
ของเซลล์เพ่ือให้ได้รับอาหารอย่างเพียงพอแล้ว ยังเป็นการกำจัดเซลล์ซนิด 
อ่ีนที่ไม่ใช่เซลล์ไฟโบรบลาลต์ออกด้วย โดยอาศัยหลักการที่ว่าเซลล์
ไฟโบรบลาลต์สามารถยึดเกาะติดกับพื้นผิวของจานเพาะเลี้ยงได้ดีและเร็ว 
กว่าเซลล์ชนิดอ่ืน

การทำซับศัลเจอร์ทำได้โดยการย่อยโปรทีนที่ช่วยในการยึดเกาะ 
ของเซลล์ ด้วยเอนไซม์ trypsin -  EDTA ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเชียล เป็น 
เวลา 5 - 1 0  นาที เซลล์ท่ียึดเกาะอยู่จะหลุดและลอยตัวข้ึนจากพื้นของจาน 
เพาะเล้ียง หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ด้วย trypsin inhibitor แล้วกรองเซลล์ท่ี 
ได้ ด้วยกระดาษเช็ดเลนล์ (lens paper) จากนั้นเหว่ียงไห้เซลล์ตกตะกอน 
ด้วยเครองเหว่ียงแบบต้ังโต๊ะท่ี 2000 g เป็นเวลา 5 นาที ดูดน้ํายาเพาะเล้ียง 
เซลล์เก่าท่ีมีเอนไซม์ผลมอยู่ออก และเปล่ียนเป็นน้ํายาเพาะเลี้ยงเซลล์ใหม่ 
นับจำนวนเชลล์ที่ได้ จากนั้นใล่ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ใหม่ด้วยความเข้มข้น 
ของเซลล์ประมาณ 10,000 เซลล์ใน 1 มล. ของนํ้ายาเพาะเลี้ยงเซลล์ 
เก็บเซลล์เหล่านั้นในตู้อบและเปลี่ยนน้ัายาเพาะเล้ียงเซลล์ทุกวัน เม่ือทำการ 
ซับศัลเจอร์หลายคร้ังพบว่า ลามารถทำให้ได้เชลล์ไฟโบรบลาลต์ล้วน เม่ือ 
ผ่านไปประมาณรอบที่ 4 หรือ 5 ของการทำซับศัลเจอร์ (ภาพท่ี 5B)

5. เซลล์ที่นำมาคืกษาเป็นเซลล์ที่ได้จากการซับศัลเจอร์ รุ่นท่ี 5 ถึงรุ่นท่ี 8

การเพาะเล้ียงเซลล์ไฟโบรบลาสต์บนแผ่นไคโตซาน
1. นำแผ่นไคโตซานท้ัง 2 ซนิดมาตัดเป็นรูปลี่เหลี่ยมผืนผ้าท่ีมีขนาดประมาณ 

4x2 มม. ชนิดละ 6 แผ่น ก่อนนำมาใช้ทดลอบนำแผ่นไคโตซานช้ินเล็กๆ 
เหล่าน้ืไปผ่านการแช่นํ้าและทำให้ปลอดเชื้อตังบรรยายไว่ในหัวข้อ 
‘'แผ่นไคโตซานและว ิธ ีการเตรียม” แล้วนำไปติดท่ีพ้ืนของจานเพาะเล้ียง 
เชลล์ด้วยข้ึผ้ึงทางทันตกรรม โดยติดที่พื้นด้านในของจานเพาะเล้ียง จานละ 
3 แผ่น (ภาพท่ี 6A)



35

ภาพท่ี 5 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์เฟสคอนทราสต์ชนิดหัวกลับของการเพาะเลี้ยงเซลล์ 
ไฟโบรบลาสต์จากชิ้นเนื้อเยื่อที่ได้จากผู้ป่วย

A. แสดงตัวอย่างชิ้นเนื้อ (G) ที่มีเซลล์ (F) คืบคลานออกมาจากชิ้นเนื้อ หลังทำ 
การเพาะเลี้ยงเซลล์ได้ 7 วัน

B. แสดงเซลล์1ฟโบรบลาสต์’ล้วนท่ีได้จากการทำ '‘ซับคัลเจอร์ ',คร้ังท่ี 4 สังเกตได้ 
จากเซลล์ที่ได้เป็นเซลล์รูปกระสวยลักษณะเดียวกันทั้งหมด
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ภาพท่ี 6 ภาพวาดแลดงวิธีการทดลองตอนที่ 1

A: ติดแผ่นไคโตซานในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยขี้ผึ้งทางทันตกรรม 
B: เล้ียงเซลล์!ฟโบรบลาสต'รวมกับแผ่นไคโตชานในจานเพาะเลี้ยงเซลล์

1= แผ่นไคโตซาน 
2= ขี้ผึ้งทางทันตกรรม
3= เซลล์ไฟโบรบลาสต์
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2. จากนั้นย้ายเซลล์ที่ได้จากการทำซับคัลเจอf จนได้เป็นเชลล์ไฟโบรบลาสต์ 
ล้วนใส่ลงไปในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีแผ่นไคโตซานติดอยู่ ด้วยความหนา 
แน่น 100,000 เซลล์ใน 1 มล. ของนั้ายาเพาะเลี้ยงเซลล์(ภาพที่ 6 B)

3. เก็บจานเพาะเลี้ยงเซลล์ไว้ในด้อบเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเซียส ระคับคาfบอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และความช้ืนล้มพัทธ์สูงสุด

4. สืกษาลักษณะและพฤติกรรมของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรรศน์เฟสคอนทราสต์ 
ชนิดหัวกลับเป็นระยะ และบันทึกผลการสืกษาด้วยภาพถ่ายจากกล้อง 
จุลทรรศน์เฟสคอนทราลด์ซนิดหัวกลับ เมื่อเพาะเลี้ยงเชลล์ร่วมกับแผ่น
ไคโตซานเป็นเวลา 3, 5, 7 และ 10 วันตามลำคับ

5. จากนั้นนำไปเตรียมคัวอย่างเพื่อการสืกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
ชนิดส่องกราด (วิธีการเตรียมคัวอย่างเพื่อสืกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
อิเล็กตรอนได้บรรยายไวิในหัวข้อ”การเตรียมแผ่นไคโตซาน
สำหรับการสืกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด” )

6 . ทำการ,ทดลอง1ซ้ํา 4 คร้ัง โดยไข้เซลล์จากผู้ป่วยไม่ชํ้ารายกัน

การสืกษาตอนท่ี 2 สืกษาเรองการยอมให้สารละลายอาหารซึมผ่านของแผ่นไคโตซานไปยัง
เซลล์ที่เพาะเลี้ยงอยู่คนละด้านกับสารละลาย

การทดสอบการธีมผ่านของสารละลายอาหารของแผ่นไคโตชานโดยวิธีการ!.พาะเล้ียง 
เชลล์ ทำได้โดย

1. นำแผ่นไคโตชานทั้ง 2 ชนิดมาคัดเป็นรูปลี้เหลี่ยมขนาด 8x8 มม.
ชนิดละ 2 แผ่น โดยที่แต่ละชนิดใช้เป็นแผ่นทดลอง 1 แผ่น และเป็นแผ่น 
ควบคุม 1 แผ่น จากนั้นนำมาเฟนั้าและทำให้ปลอดเชื้อดังบรรยายไว้ใน 
หัวข้อ “แผ่นไคโตซานและวิธีการเตรียม"

2. นำแผ่นไคโตซานท่ีเตรียมไว้มาขึงบนอุปกรณ์เพาะเลี้ยงเซลล์ชนิดพิเศษ 
(culture chamber) ที่ประดิษฐ์ชื้นมาเพื่อทดสอบการสืกษาการซีมผ่านของ 
สารละลายอาหารของแผ่นไคโตซาน (ภาพท่ี 7A)

3. ย้ายเซลล์ไฟโบรบลาสด์ที่ได้จากการทำซับคัลเจอรีลงไปในหลุมของอุปกรณ์ 
เพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีแผ่นไคโตชานขึงอยู่ด้วยความหนาแน่น 100,000 เซลล์ 
ใน 1 มล. ของนํ้ายาเพาะเลี้ยงเซลล์ (ภาพท่ี 7B, 7D)
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4. 1ก็บไว้!นดู้อบเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
ระดับคาf บอนไดออกไซด์รอยละ 5 และความช้ืนสัมพัทธ์สูงสุดเป็นเวลา 
24 ช่ัวโมง

5. เม่ือเพาะเล้ียงครบ 24 ช่ัวโมงแล้ว ไนกลุ่มทดลองจะทำการกสับด้านของ 
อุปกรณ์เพาะเล้ียงเซลล์และใส่น้ํายาเพาะเล้ียงเซลล์ในหลุมที่ไม่มีเซลล์ซื่ง 
อยู่อีกด้านหน่ึง ส่วนด้านที่มีเซลล์ใล์นํ้ายา Hank’s Balance Salt Solution 
ให้สัมผัสกับเซลล์ (ภาพท่ี 7E) สำหรับกลุ่มควบคุมยังคงอยู่ในลักษณะเดิม 
(ภาพท่ี 7C)

6. จากนั้นทำการเปลี่ยนนํ้ายาเลี้ยงเชลล์ทุกวัน และเม่ือครบระยะเวลา 3 วัน 
และ 7 วัน นำแผ่นไคโตซานท่ีมีเซลล์ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองเกาะอยู่ 
ไปเตรียมตัวอย่างเพื่อสีกษาด้วยกล้องจุลทรรรศนํอิเล็กตรอนซนิดส่องกราด

7. ทำการสีกษาช้ืา 4 ครั้งโดยใช้เซลล์จากผู้ป่วยไม่ซํ้ารายกัน

การเตรียมแผ่นไคโตชานสำหรับการสกีษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด

เม่ือครบกำหนดเวลาของการเพาะเลี้ยงเชลล์ในแต่ละการทดลองแล้ว นำแผ่น
ไคโตซานออกจากจานเพาะเลี้ยงเซลล์หรีออุปกรณ์เพาะเลี้ยงเชลล์ ล้างด้วยสารละลายฟอสเฟต 
บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 7.4 (PB) จำนวน 3 คร้ัง จากน้ันนำไปแซ่ในสาร
ละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 2 ใน PB ไม่น้อยกว่า 1 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา 
เซลเซียส ล้างแผ่นไคโตซานด้วย PB อีก 3 คร้ัง นำไปแซ่ต่อในสารละลายออสเมียมเตตราออกไซด์ 
ความเข้มข้นร้อยละ 2 ใน PB เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ล้างด้วย PB อีก 3 คร้ัง ก่อนทำการกำจัดน้ํา 
ออก (dehydration) ด้วยการแซ่ตัวอย่างในเอธานอลท่ีมีความเข้มข้นร้อยละ 35, 50, 75, 95, 100 
และ 100 ตามลำดับ โดยใช้เวลาแซ่นาน 15 นาทีในแต่ละความเข้มข้นของเอธานอล นำช้ืนตัว 
อย่างไปทำให้แห้งที่จุดวิกฤติ (critical point drying) จากนั้นนำแผ่นไคโตซานไปยึดติด (mount) 
บนแท่นทองเหลือง (stub) และเคลือบผิวตัวอย่าง (coat) ด้วยอนุภาคทอง สีกษาการยึดเกาะของ 
เซลล์ (ในการสีกษาตอนที่1) และการอยู่รอดของเซลล์ที่ได้รับสารละลายอาหารที่ซึมผ่านแผ่น
ไคโตซาน (ในการสีกษาตอนท่ี 2) ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดท่ีกำสังขยาย
200, 1000 และ 3500



ภาพวาดแสดงวิธีการทดลองตอนที 2

A. แสดงอุปกรณ์เพาะเลี้ยงเซลล์พิเศษที่มีแผ่นไคโตซานติดอยู่
(1= สกรู, 2 = ยางปะเก็น 1 3 = แผ่นพลาสติก, และ 4 = แผ่นไคโตซาน)

B. และ อ แลดงการเพาะเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (HGF) บนแผ่นไคโตซานใน 
อุปกรณ์เพาะเล้ียงเซลล์ในกลุ่มควบคุม (ธ) และกลุ่มทดลอง (อ)

C. แสดงการเพาะเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาลต์บนแผ่นไคโตซานในอุปกรณ์เพาะเลี้ยง 
เซลล์ในกลุ่มควบคุม หลังจากผ่านการเลี้ยงไปได้ 24 ช่ัวโมง ซึ่งยังคงเพาะ 
เลี้ยงไนลักษณะเดิมต่อไป

E. แสดงการทดลอง โดยการกลับด้านของอุปกรณ์เพาะเลี้ยงเซลล์หลังจากผ่าน 
การเลี้ยงเซลล์ไปได้ 24 ช่ัวโมง เซลล์ไฟโบรบลาสต์จะถูกกลับไปอยู่ด้านล่าง 
และสัมผัสกับสารละลาย Hank’s Balance Salt Solution แทน ส่วนด้าน 
บนใส่น้ํายาเพาะเล้ียงเซลล์เหมือนเดิม

(*) = นํ้ายาเพาะเลี้ยงเซลล์
(*) = สารละลาย Hank’s Balance Salt Solution
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