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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 พิมพ์นารา วัฒนะชัย : การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์จากไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคที

ฟกลาสเพื่องานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก . ( PREPARATION OF SCAFFOLDS FROM 
THAI SILK FIBROIN AND BIOACTIVE GLASSFOR BONE TISSUE ENGINEERING) 
อ.ที่ปรึกษาหลัก : ดร.พีรพัฒน์ ทองนึก, อ.ที่ปรึกษาร่วม : ดร.สุพรรษา ยอดเมือง 

  
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ส าหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก  

โดยใช้ไฟโบรอินไหมไทย (SF) และไบโอแอคทีฟกลาส (BG) เชื่อมขวางด้วย 3-ไกลซิดอกซีโพรพิล
ไตรเอทอกซีไซเลน ((3-Glycidoxypropyl)trimethoxysilane; GPTMS) และขึ้นรูปด้วยวิธีโฟมมิง 
(Foaming) ผลการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีด้วยเทคนิค FTIR ยืนยันการเชื่อมขวางระหว่าง SF 
และ BG เมื่อทดสอบการรับแรงกด พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ผสม SF-BG มีมอดูลัสการกดเพ่ิมขึ้นจาก
โครงเลี้ยงเซลล์ SF ถึง 11 เท่า และไม่มากเกินมอดูลัสของกระดูกจริงดังเช่นโครงเลี้ยงเซลล์ BG 
ทั้งนี้เสถียรภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมที่เชื่อมขวางทั้งสภาวะในน้ าหรือในสารละลายเอนไซม์โปรติ
เอส XIV ดีกว่าเสถียรภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ SF และโครงเลี้ยงเซลล์ผสมที่ไม่ผ่านการเชื่อมขวาง 
เมื่อทดสอบความไม่เป็นพิษต่อเซลล์ตาม ISO 10993 part 5 พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไม่มีความ
เป็นพิษ และผลการทดสอบฤทธิ์ชีวภาพในห้องปฏิบัติการโดยใช้เซลล์กระดูก (SaOS-2 cell line) 
พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ผสมมีความสามารถในการส่งเสริมการสร้างกระดูก เมื่อพิจารณาจากผลการ
ยึดเกาะ การเจริญเติบโต ระดับกิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส ปริมาณแคลเซียมที่
สะสมภายในเซลล์ และปริมาณแคลเซียมที่ตกตะกอนลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ ดังนั้นโครงเลี้ยงเซลล์
ผสมชนิดใหม่จาก SF และ BG มีศักยภาพในการใช้เป็นโครงเลี้ยงเซลล์ส าหรับงานวิศวกรรมทาง
เนื้อเยื่อต่อไปในอนาคต 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
# # 5970268621 : MAJOR BIOMEDICAL ENGINEERING 
KEYWORD: Silk fibroin, Bioactive glass, Scaffolds, Bone tissue engineering 
 Pimnara Wattanachai : PREPARATION OF SCAFFOLDS FROM THAI SILK 

FIBROIN AND BIOACTIVE GLASSFOR BONE TISSUE ENGINEERING. Advisor: 
Peerapat Thongnuek, Ph.D. Co-advisor: Supansa Yodmuang, Ph.D. 

  
The aim of this research is to prepare scaffolds for bone tissue engineering 

by using silk fibroin (SF) and bioactive glass (BG) cross-linked with (3-
Glycidyloxypropyl) trimethoxysilane (GPTMS), and fabricate through a foaming 
method. The FTIR result confirmed that SF and BG were successfully cross-linked. 
Compressive testing showed that the SF-BG scaffolds had the compressive 
modulus 11 times greater than that of SF scaffold. Unlike BG scaffold, the modulus 
of the SF-BG scaffolds did not exceed that of human bones. It was also found that 
the stability of cross-linked composite scaffolds is greater than that of SF scaffolds 
or non-cross-linked composite scaffolds when dissolved in water or proteinase XIV 
solution. Cytotoxicity testing following the ISO 10993-part 5 revealed that the 
composite scaffolds showed no cytotoxicity. In vitro bioactivity test with SaOS-2 
cells demonstrated the scaffold’s capability of promoting bone formation, as 
evaluated from cell attachment, proliferation, activities of alkaline phosphatase 
(ALP), the amount of intracellular calcium, and the amount of calcium 
precipitation on the scaffolds. Therefore, the SF-BG composite scaffolds have 
potential to be used for bone tissue engineering. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจ 
 ปัจจุบันหลายประเทศท่ัวโลกก าลังก้าวเข้าสู่การเป็นสังคมผู้สูงอายุ รวมถึงประเทศไทยด้วยที่

ก าลังเผชิญกับการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางประชากร ซึ่งมีการคาดการณ์ว่า ประเทศไทยจะเป็น

สังคมผู้สูงอายุอย่างสมบูรณ์ (Aged Society) ในปี พ.ศ.2567-2568 และจะเป็นสังคมสูงอายุระดับสุด

ยอดในปี พ.ศ.2578 ตามรายงานของส านักงานสถิติแห่งชาติ (ปี 2015) องค์การสหประชาชาติ ได้

นิยาม “ผู้สูงอายุ” คือ บุคคลที่มีอายุตั้งแต่ 60 หรือ 65 ปีขึ้นไป และการเข้าสู่สังคมผู้สูงอายุ คือ

ปรากฏการณ์ที่ผู้สูงอายุมีสัดส่วนสูงเมื่อเปรียบเทียบกับประชากรทั้งหมด  นอกจากการเปลี่ยนแปลง

โครงสร้างประชากรที่คาดว่าจะเกิดขึ้นในอนาคตและมีผลกระทบเชิงเศรษฐศาสตร์แล้ว ภาวะร่างกาย

หรือสุขภาพเสื่อมถอยตามธรรมชาติก็ยังเป็นผลที่ตามมา เช่น ข้อเข่าเสื่อม กระดูกเปราะแตกหักง่าย 

เป็นต้น โดยกระดูกเปราะแตกหักง่าย เป็นหนึ่งในปัญหาของผู้สูงอายุที่ส าคัญ ซึ่งการรักษาสามารถ

รักษาได้หลายวิธี เช่น การซ่อมแซมภายในร่างกายตามธรรมชาติ การปลูกถ่ายทดแทนด้วยวัสดุ เป็น

ต้น แต่ละวิธีการรักษาต่างมีข้อจ ากัด วิธีการรักษาโดยการซ่อมแซมภายในร่างกายตามธรรมชาติ

เกิดขึ้นได้ช้า ขณะเดียวกันวิธีการรักษาแบบใช้วัสดุปลูกถ่าย ซึ่งเป็นการน าวัสดุมาเพ่ือท าหน้าที่เป็น

โครงร่างกระตุ้นให้เกิดการสร้างกระดูกข้ึนใหม่โดยรอบบริเวณท่ีวางวัสดุปลูกถ่าย หรือมีการงอกเข้าไป

แทนที่ในชิ้นวัสดุปลูกถ่าย   

 ชนิดของวัสดุปลูกถ่ายทดแทนนั้นมี 3 ประเภท คือ 1. ปลูกถ่ายด้วยกระดูกจากตัวผู้ป่วยเอง 

(Autografts) 2. ปลูกถ่ายด้วยกระดูกที่รับบริจาคมาจากผู้อ่ืน (Allografts) 3. การใช้วัสดุเลียนแบบ

ธรรมชาติทดแทน (Biomimetic materials) [1] ซึ่งวัสดุปลูกถ่ายแต่ละชนิดต่างมีความเสี่ยง โดยการ

ปลูกถ่ายด้วยกระดูกจากตัวผู้ป่วยเองมีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อมากกว่าวิธีอ่ืน เนื่องจากต้องผ่าตัดถึง 

2 บริเวณนั่นคือ การผ่าตัดเก็บเกี่ยวกระดูกจากอวัยวะส่วนอ่ืน เพ่ือน าไปใช้ปลูกและการผ่าตัดเพ่ือ

ปลูกถ่ายทดแทน ณ ส่วนที่แตกหัก ส่วนการปลูกถ่ายแบบรับกระดูกจากผู้อ่ืนมีความเสี่ยง คือ การ

ปฏิเสธเนื้อเยื่อและการถ่ายเทโรคภัย [2] ดังนั้นการใช้วัสดุเลียนแบบธรรมชาติจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง

ของการรักษาการบาดเจ็บ [3] นอกจากนั้นวิธีนี้จะช่วยลดปัญหาการขาดแคลนกระดูกที่น ามาปลูก
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ถ่ายทดแทน เพราะฉะนั้นการวิจัยและพัฒนาโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ือผลิตเป็นวัสดุเลียนแบบธรรมชาติ

ทดแทนกระดูกจึงมีความจ าเป็นในปัจจุบัน  

 โครงเลี้ยงเซลล์ (Scaffolds) คือ โครงสร้างทรงสามมิติมีรูพรุนที่สร้างขึ้นเพ่ือท าหน้าที่เป็น

โครงให้เซลล์ยึดเกาะ เจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลงรูปร่างไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่เฉพาะอย่างตาม

ต้องการ [4] นอกจากนี้โครงเลี้ยงเซลล์บางชนิดยังมีหน้าที่กระตุ้นให้ร่างกายสร้างกระดูกขึ้นใหม่ใน

เนื้อเยื่อ โดยรอบบริเวณที่วางโครงเลี้ยงเซลล์และกระดูกใหม่อาจเติบโตเข้าไปภายในชิ้นโครงเลี้ยง

เซลล์ กระบวนการนี้จะเลียนแบบสรีรวิทยาของกระดูกปกติที่มีการละลายกระดูกจากผิวในกระดูก

และมีการสร้างกระดูกใหม่ที่ผิวภายนอก ซึ่งเป็นการท าให้กระดูกเจริญมีขนาดใหญ่ขึ้นจนสามารถ

เชื่อมสนิทกนัจนไม่มีรอยแผลตรงส่วนที่แตกหัก [5] 

 ชีววัสดุมีหลายประเภทที่สามารถน ามาขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ได้ เช่น พอลิเมอร์ธรรมชาติ    

พอลิเมอร์สังเคราะห์ หรือเซรามิก เป็นต้น ทั้งนี้การเลือกชนิดชีววัสดุที่น ามาขึ้นรูป เป็นปัจจัยส าคัญที่

น ามาสู่สมบัติที่เหมาะสมต่อการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ เช่น ขนาดรูพรุนและความ

พรุนที่ต่อเนื่อง ความแข็งแรง ความสามารถในการเข้ากันได้ทางชีวภาพกับร่างกาย และความสามารถ

ในการย่อยสลายภายในร่างกาย [6] จากปัญหาข้างต้นที่กล่าวถึงความเปราะและแตกหักง่ายของ

กระดูกในวัยสูงอายุ น ามาสู่การพัฒนาโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ือผลิตเป็นวัสดุเลียนแบบธรรมชาติทดแทน

กระดูก ซึ่งการพัฒนาโครงเลี้ยงเซลล์ที่น ามาใช้ทดแทนนั้นต้องค านึงถึงสรีรวิทยาของกระดูก เช่น 

กระดูกของมนุษย์ เป็นเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดพิเศษที่มีหลอดเลือดมาเลี้ยง ประกอบด้วยเซลล์กระดูก

และเนื้อกระดูกที่มีสารอินทรีย์ (Organic matrix หรือ Osteoid) ประมาณ 35% และสารอนินทรีย์ 

(Inorganic matrix) ประมาณ 65 % โดยเนื้อกระดูกที่เป็นสารอินทรีย์ ประกอบด้วยสารพ้ืนที่มี

ส่วนประกอบเป็นโปรตีโอไกลแคน (proteoglycans) กับส่วนที่เป็นโปรตีน และเนื้อกระดูกที่เป็นสา

รอนินทรีย์ จะท าให้กระดูกมีความแข็งแรงทนทานและคงรูปอยู่ได้  ประกอบด้วย แคลเซียมและ

ฟอสฟอรัสทีอ่ยู่ในรูปของผลึกแคลเซียมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (calcium hydroxyapatite) และสารอนิ

นทรีย์ อ่ืนๆ [7], [8] เพราะฉะนั้นงานวิจัยในวิทยานิพนธ์นี้ จึงอาศัยหลักการไบโอมิเมติกส์ 

(Biomimetics) มาใช้ในการเลือกวัสดุส าหรับพัฒนาโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีการเลียนแบบธรรมชาติกระดูก

ที่มีเส้นใยพอลิเมอร์คอลลาเจนอยู่ในเมทริกซ์ไฮดรอกซีอะพาไทต์  

 ไหม เป็นเส้นใยโปรตีนธรรมชาติที่น ามาประยุกต์ใช้งานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ โดยงานวิจัยนี้

น าโปรตีนไฟโบรอินจากไหมมาศึกษา เนื่องจากสมบัติเชิงกลที่ดีเมื่อเทียบเท่ากับพอลิเมอร์ธรรมชาติ
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ชนิดอ่ืนๆ มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพและไม่เป็นพิษต่อเซลล์ [9] อย่างไรก็ตาม ไฟโบรอินมีความ

เฉื่อยต่อการเชื่อมกับเนื้อเยื่อใหม่ [10] ดังนั้นจึงมีการผสมไบโอแอคทีฟกลาส ที่เป็นวัสดุอนินทรีย์ที่มี

ความว่องไวในการเกิดปฏิกิริยาที่พ้ืนผิวได้รวดเร็วเมื่อเข้าสู่ร่างกาย มีสมบัติส่งเสริมการยึดเกาะ การ

เจริญเติบโต และการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์ต้นก าเนิดไปเป็นเซลล์สร้างกระดูก ร่วมด้วยเพ่ือให้สมบัติ

ทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ดีขึ้น ทั้งการเชื่อมของกระดูกกับเนื้อเยื่อใหม่ [11] และการยึดเกาะของ

เซลล์บนวัสดุ [6] 

 อย่างไรก็ตาม การน าวัสดุที่มีสมบัติเฉพาะตัวต่างกันมาผสมกันและขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์

แบบคอมโพสิต (composite) อาจท าให้เกิดการขาดเสถียรภาพขององค์ประกอบในวัสดุคอมโพสิต 

[12] ดังนั้นการเชื่อมขวางโมเลกุลองค์ประกอบในวัสดุคอมโพสิตเป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถเพ่ิมความ

เสถียรของโครงเลี้ยงเซลล์ประเภทนี้ได้ การเชื่อมขวางสามารถท าได้ทั้ งทางกายภาพและทางเคมี มี

งานวิจัยที่น า 3-ไกลซิดอกซีโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน ((3-Glycidyloxypropyl) trimethoxysilane; 

GPTMS) มาใช้เป็นตัวเชื่อมขวางระหว่างโครงข่ายซิลิเกตและพอลิเมอร์โปรตีน เช่น เจลาติน [13] 

อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมีงานวิจัยใดเชื่อมขวางไบโอแอคทีฟกลาสกับไฟโบรอินมาก่อน เพราะฉะนั้น

งานวิจัยนี้จึงจะเป็นการทดลองแรกที่ใช้ GPTMS เป็นตัวเชื่อมขวางระหว่างไฟโบรอินไหมไทยกับ

โครงข่ายซิลิเกตของไบโอแอคทีฟกลาสเพ่ือขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีรูพรุน แล้วจึงศึกษาสมบัติทาง

กายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ผสม เพ่ืองานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก 

 

1.2 วัตถุประสงค์ 
 1.2.1 เพ่ือเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาส เพ่ือ

งานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก 

 1.2.2 เพ่ือศึกษาสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ผสม 

 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
 1.3.1 การศึกษาอัตราส่วนที่ใช้ในการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ 

             1.3.1.1 เตรียมสารละลายผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทย (SF) พันธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 1 

และสารละลายไบโอแอคทีฟกลาส (BG) โดยสารละลาย BG จะถูกเตรียมที่อัตราส่วนซิลิกาต่อ

แคลเซียมออกไซด์เป็น 70%โมล ต่อ 30%โมล 
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     1.3.1.2 ตัวแปรที่ศึกษาในการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ ได้แก่  

 1. อัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของ SF/BG ; 90/10, 80/20, 70/30, 60/40, 50/50, 

40/60, 30/70, 20/80, 10/90 เพ่ือคัดเลือกอัตราส่วนผสมที่เหมาะสมไปศึกษาขั้นต่อไป 

2. ปริมาณ GPTMS ที่ใช้ในการเชื่อมขวาง; 0%wt, 10%wt, 20%wt, 30%wt และ 

40%wt  

 1.3.2 วิเคราะห์คุณลักษณะและสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพของโครง

เลี้ยงเซลล์  

     1.3.2.1 โครงสร้างสัณฐานและขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์โดยใช้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็คตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) 

     1.3.2.2 ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ (Porosity) 

     1.3.2.3 โครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ด้วย Attenuated Total Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) 

              1.3.2.4 สัดส่วนของเจลที่ไม่ละลายน้ า (Gel fraction) 

   1.3.2.5 ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการ ( in vitro 

biodegradation) ของโครงเลี้ยงเซลล์ 

     1.3.2.6 ความสามารถในการทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล์ (Compression test) 

 1.3.2.7 ความสามารถในการปลดปล่อยแคลเซียม (Calcium Assay) 
 1.3.2.8 ความเป็นพิษต่อเซลล์ของโครงเลี้ยงเซลล์ (Cytotoxicity) 

 1.3.2.9 การยึดเกาะ (Attachment) และการเจริญเติบโต (Proliferation) ของเซลล์บน

โครงเลี้ยงเซลล์ 

     1.3.2.10 ความสามารถในการกระตุ้นกิจกรรม (activity) ของเซลล์กระดูก (Osteoblast 

cell line: SaOS-2)  

1. จ านวนเซลล์โดยวิธีการวัดปริมาณ DNA                

2. กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase activity, ALP) 

3. ปริมาณแคลเซียม (Calcium content) ทีส่ะสมภายในเซลล์  

4. ปริมาณแคลเซียมที่ตกตะกอน (Calcium deposition) โดยการย้อมสี Alizarin Red  
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1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 ต้นแบบโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่ถูกเชื่อมขวาง

ด้วย GPTMS ในปริมาณที่เหมาะสม มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ และมีฤทธิ์ทางชีวภาพในการ

ส่งเสริมการสร้างกระดูกในระดับห้องปฏิบัติการ เพ่ือพัฒนาเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ส าหรับงานวิศวกรรม

ทางเนื้อเยื่อกระดูกต่อไปในอนาคต 
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บทที่ 2  
ทฤษฎีที่เกี่ยวข้องและทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1 กระดูกของมนุษย์ (Bone)  
 กระดูก (Bone) เป็นเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดพิเศษที่มีหลอดเลือดมาเลี้ยง ประกอบด้วยเซลล์

กระดูกและเนื้อกระดูกที่มีสารอินทรีย์ (Organic matrix หรือ Osteoid) ประมาณ 35% และสาร  

อนินทรีย์ (Inorganic matrix) ประมาณ 65 %  

 เนื้อกระดูกที่เป็นสารอินทรีย์ ประกอบด้วยสารพ้ืนที่มีส่วนประกอบเป็น proteoglycans 

เช่น chondroitin 4-sulfate, chondroitin 6-sulfate และ keratin 6-sulfate กับส่วนที่เป็น

โปรตีนพวกเส้นใย คือ เส้นใยคอลลาเจน type I จ านวนมากถึง 90% ท าให้เนื้อกระดูกติดสี 

acidophilic และส่วนที่เป็นโปรตีนที่ไม่ใช่เส้นใยคอลลาเจนปริมาณ 5% เช่น osteocalcin สร้างโดย 

osteoblast, osteopontin สร้างโดย preosteoblast เป็นต้น 

 เนื้อกระดูกที่เป็นสารอนินทรีย์ ท าให้กระดูกมีความแข็งแรงทนทาน และคงรูปอยู่ได้ 

ประกอบด้วย แคลเซียมและฟอสฟอรัส อยู่ ในรูปของผลึก calcium hydroxyapatite 

(Ca10(PO4)6(OH)2) และสารอนินทรีย์อ่ืนๆ เช่น bicarbonate, citrate, magnesium, potassium 

และ sodium กระจายอยู่ตามสารพื้น และเกาะบนเส้นใยคอลลาเจน  

 

ตารางท่ี 1 แสดงโปรตีนในเนื้อกระดูก  

กลุ่มโปรตีน แหล่งที่มา อ้างอิง 

เส้นใยคอลลาเจน type I Osteoblast [14] 

โปรตีนที่มีหน้าที่เชื่อมเซลล์ : osteopontin, fibronectin, 

thrombospondin 

โปรตีนที่มีหน้าที่จับกับแคลเซียม : osteonectin, sialoprotein 

โปรตีนที่มีหน้าที่เกี่ยวกับการสะสมเกลือแร่ : osteocalcin 

เอนไซม์ : collagenase, alkaline phosphatase 
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เซลล์กระดูก [7], [8], [14] 

 เซลล์กระดูก มีปริมาณเป็น 10 % ของปริมาณกระดูกทั้งหมด โดยเซลล์กระดูกประกอบด้วย

เซลล์ที่มาจากแหล่งก าเนิด 2 แหล่ง คือ 

 1. Mesenchymal stem cell line ประกอบด้วย undifferentiated cells หรือ 

osteoprogenitor cells, osteoblasts และ osteocytes 

 2. Hematopoietic stem cell line ประกอบด้วย circulating หรือ marrow 

monocytes และ osteoclasts 

 Undifferentiated mesenchymal cells หรือ Osteoprogenitor cells เป็นเซลล์ที่มี

รูปร่างไม่แน่นอน มีนิวเคลียสเดียว มีไซโตพลาสซึมและจ านวนออร์แกแนลน้อย โดยเซลล์อยู่ในสภาพ

เช่นนี้จนกว่าถูกกระตุ้นให้เพ่ิมจ านวนและเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ออสติโอบลาสต์  (osteoblasts) 

เซลล์ชนิดนี้อาศัยอยู่ท่ี bone canals, endosteum, periosteum และ marrow 

 ออสติโอบลาสต์ (Osteoblast) เป็นเซลล์สร้างเนื้อกระดูกที่พัฒนามาจากเซลล์ต้นก าเนิด

เซลล์กระดูก (Osteoprogenitor cells) เซลล์นี้จะอยู่ตามขอบของเนื้อกระดูก และสร้างโปรตีนที่

เรียกว่า ออสติออยด์ (Osteoid) ซึ่งโปรตีนนี้จะมีสารอินทรีย์มาสะสมและกลายเป็นเนื้อกระดูก 

นอกจากนี้ออสติโอบลาสต์ยังสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเทส (Alkaline phosphatase) เซลล์    

ออสติโอบลาสต์  เมื่อหมดหน้าที่แล้วมีทางเลือกได้ 3 ทาง คือ 1. Osteoblasts lining bone          

2. ออสติโอไซต์ (Osteocyte) 3. กลับไปเป็น Osteoprogenitor cells 

 ออสติโอไซต์ (Osteocyte) เป็นเซลล์ที่มีจ านวนเป็น 90 % ของเซลล์กระดูกทั้งหมด เซลล์

ออสติโอไซต์เจริญต่อมาจากออสติโอบลาสต์และถูกล้อมรอบโดยเนื้อกระดูก (เป็นเซลล์กระดูกที่โต

เต็มที่แล้ว) โดยเซลล์นี้จะอยู่ในลากูนา ( lacuna) และมีแขนงเซลล์ที่ยาว ภายในแขนงเซลล์จะ

ประกอบด้วยท่อเล็กๆ (microfilaments) จ านวนมาก ซึ่งแต่ละแขนงของเซลล์มาสัมผัสกัน เชื่อมกัน

และสานกันเป็นตาข่าย เรียก คานาลิคูไล (canaliculi) กระจายอยู่ทั่วกระดูก ซึ่งท าให้ออสติโอไซต์มี

การติดต่อสื่อสารกันได้ และยังถ่ายทอดสัญญาณก าหนดให้มีการสร้างและการสลายของกระดูกได้ อีก

ทั้งควบคุมการไหลของแร่ธาตุระหว่างเนื้อกระดูกและของเหลวนอกเซลล์ของกระดูก 

 ออสติโอคลาสต์ (Osteoclast) หรือเซลล์สลายกระดูก เป็นเซลล์ที่มีต้นก าเนิดมาจาก 

hematopoietic stem cell  precursor ในกลุ่มของโมโนไซต์ (monocyte) โดยออสติโอคลาสต์ มี

ขนาดใหญ่ที่มีหลายนิวเคลียส ประมาณ 3-20 นิวเคลียส เซลล์ออสติโอคลาสต์มีหน้าที่ในกระบวนการ
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ก่อรูปกระดูก (bone remodeling) โดยจะผลิตเอนไซม์ acid phosphatase เข้ามาในการสลาย

กระดูก เพ่ือให้กระดูกมีลักษณะที่เหมาะสม 

 การแบ่งชนิดของกระดูกแข็ง แบ่งได้ 2 ชนิดตามความหนาแน่นของเนื้อกระดูก 

 1. กระดูกแข็งทึบ (Compact bone) ประกอบด้วยเนื้อกระดูกที่มีการจัดเรียงตัวแบบ 

haversian system หรือเรียกว่า osteon เป็นการจัดเรียงตัวเป็นชั้นๆ ซ้อนกันคล้ายหัวหอม เรียกว่า 

lamellae ล้อมรอบ haversian canal ซึ่งเป็นช่องว่างยาว วางอยู่ศูนย์กลาง haversian system 

ภายในบรรจุหลอดเลือด หลอดน้ าเหลือง และเส้นประสาท แสดงดังภาพที่ 1 กระดูกแข็งทึบจัดเป็น

เนื้อเยื่อกระดูกท่ีแข็งแรงที่สุด พบที่ส่วนแกนของกระดูกแข็งยาว 

 2. กระดูกแข็งโปร่ง (Spongy bone) มีลักษณะคล้ายฟองน้ า ประกอบด้วยกระดูกแข็งชิ้น

เล็กๆ ต่อกันคล้ายร่างแห แสดงดังรูปที่ 1 โดยช่องว่างระหว่างกระดูกชิ้นเล็กๆ เต็มไปด้วยไขกระดูก

แดง 

 กระดูกแข็งโปร่งแตกต่างจากกระดูกแข็งทึบ 2 อย่าง คือ กระดูกแข็งโปร่งเบาและเป็นที่อยู่

ของเซลล์เม็ดเลือดแดงและเซลล์เม็ดเลือดขาว จึงเป็นแหล่งผลิตเม็ดเลือดขาวที่โตเต็มวัยไหลเวียนใน

หลอดเลือดทั่วร่างกาย ต าแน่งที่พบกระดูกแข็งโปร่ง ได้แก่ กระดูกแข็งสั้น กระดูกแข็งแผ่น กระดูก

แข็งรูปร่างไม่แน่นอนและส่วนปลายของกระดูกแข็งยาว 

 

 

  

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 ภาพตัดขวางของกระดูกแสดงกระดูกแข็งทึบและโปร่ง 
 (https://th.wikipedia.org/wiki/กระดูกเนื้อแน่น) 

  

 

https://th.wikipedia.org/wiki/กระดูกเนื้อแน่น
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 การสร้างกระดูก (Bone formation) [7], [8], [14] 

 1. Intramembranous ossification เป็นขบวนการสร้างเนื้อกระดูกแข็งจากการแทนที่

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่เจริญมาจากตัวอ่อนโดยตรง การสร้างกระดูกลักษณะนี้พบที่กระดูกแข็งแผ่น เช่น 

กะโหลกศีรษะ กระดูกสะบัก และกระดูกทรวงอก แบ่งกระบวนการเป็น 4 ขั้นตอน แสดงดังรูปที่ 2 

 1) Development of center of ossification เริ่มมีการพัฒนาของการสร้างกระดูกแข็ง

ตรงกลาง โดย mesenchymal cell มาอยู่รวมกันเป็นกลุ่มและเปลี่ยนตัวเองเป็น osteoprogenitor 

cell และ osteoblast ตามล าดับ 

 2) Calcification เป็นต าแหน่งเนื้อกระดูกเริ่มมีแคลเซียมและสารอนินทรีย์อ่ืนๆมาสะสม 

 3) Formation of trabeculae เป็นการสร้างกระดูกแข็งชิ้นเล็กๆ ที่เชื่อมกันเป็นกระดูกแข็ง

โปร่ง ต่อมากระดูกหนาขึ้น หลอดเลือดแทรกเข้าไปในช่องว่างระหว่างกระดูกแข็งชิ้นเล็กๆ โดยที่

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ชิดกับหลอดเลือดเปลี่ยนแปลงไปเป็นไขกระดูกแดง 

 4) Development of the periosteum เป็นกระบวนการสร้างเยื่อหุ้มกระดูกแข็งที่เกิด

พร้อมการสร้างกระดูกแข็งชิ้นเล็กๆ โดย mesenchymal cell รวมกลุ่มล้อมรอบกระดูกแข็งแล้ว

พัฒนาไปเป็นเยื่อหุ้มกระดูกแข็ง และผิวบนของกระดูกแข็งโปร่งเปลี่ยนเป็นกระดูกแข็งทึบ ขณะที่

กระดูกแข็งโปร่งยังคงอยู่ตรงกลาง 

 

 
รูปที่ 2 Intramembranous ossification 

(http://slideplayer.com/slide/8030344/) 

http://slideplayer.com/slide/8030344/
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 2. Endochondral ossification เป็นขบวนการสร้างกระดูกแข็งแทนที่กระดูกอ่อน        

ไฮยาลีนที่มีการเจริญมาก่อนแล้ว โดยกลุ่มเซลล์ mesenchyme จะเข้าไปแทนที่กระดูกอ่อนไฮยาลีน

ผ่านทางหลอดเลือด เริ่มจากส่วนกลางของกระดูกซึ่งเป็นจุดการสร้างกระดูกปฐมภูมิ (primary 

ossification center) เมื่อเซลล์ mesenchyme พัฒนาเป็นเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์กระดูกจะท าให้มี

การสะสมเนื้อกระดูกมากขึ้น และมีจุดการสร้างกระดูกทุติยภูมิ (secondary ossification center) 

การสร้างกระดูกด าเนินไปจนจุดการสร้างมาบรรจบกัน การสร้างกระดูกลักษณะนี้พบที่ กระดูกแข็ง

ยาว แสดงดังรูปที่ 3 เช่น กระดูกแขนและขา กระดูกแข็งสั้น เช่น กระดูกข้อมือและข้อเท้า กระดูก

แข็งรูปร่างไม่แน่นอน เช่น กระดูกสันหลังและกระดูกเชิงกราน 

 

 
รูปที่ 3 Endochondral ossification 

 (http://boneandspine.com/endochondral-ossification-and-intramembranous-ossification/) 

 

2.2 วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue engineering) 
 วิศวกรรมเนื้อเยื่อ เป็นศาสตร์ที่น าความรู้ทางวิศวกรรมและวิทยาศาสตร์เข้ามาประยุกต์

ร่วมกัน ในกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อ เพ่ือพัฒนา ซ่อมแซม ฟ้ืนฟู ทดแทน หรือปรับปรุงการท างาน

ของอวัยวะที่ได้รับการบาดเจ็บหรือสูญเสีย [15] ซึ่งวิศวกรรมเนื้อเยื่อมีองค์ประกอบหลักที่ส าคัญ 3 

ส่วน คือ 1. โครงเลี้ยงเซลล์ (Scaffold) 2. สารชักน าชีวภาพ (Growth factors) 3. เซลล์ (Cells) ซึ่ง

งานทางด้านการพัฒนาชีววัสดุ เพ่ือท าหน้าที่เป็นโครงเลี้ยงเซลล์หรือโครงค้ าจุนให้เซลล์ยึดเกาะ เพ่ือ

เจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลง (Differentiate) ไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่เฉพาะอย่างตามต้องการ [4] มี

ความส าคัญต่อการรักษาและซ่อมแซมอย่างมาก ในปัจจุบันวิศวกรรมเนื้อเยื่อถูกน ามาใช้กับเนื้อเยื่อ

http://boneandspine.com/endochondral-ossification-and-intramembranous-ossification/
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และอวัยวะที่หลากหลาย เช่น กระดูก กระดูกอ่อน ผิวหนัง และหลอดเลือด เป็นต้น [15] การสร้าง

และออกแบบโครงเลี้ยงเซลล์จะมีการใช้วัสดุในการขึ้นรูปที่หลากหลายทั้งพอลิเมอร์ธรรมชาติ พอลิ

เมอร์สังเคราะห์ หรือเซรามิก เป็นต้น การเลือกชนิดของวัสดุเพ่ือขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์มีความส าคัญ

ต่อการก าหนดสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ โดยมากจะมีการเลือกชนิดของวัสดุให้มีคุณสมบัติใกล้เคียง

กับธรรมชาติและสภาวะของเนื้อเยื่อและอวัยวะนั้นๆ หรือให้ตรงตามวัตถุประสงค์ เช่น กระดูก มี

ส่วนประกอบทั้งที่เป็นสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ การพัฒนาโครงเลี้ยงเซลล์จะมีการเลียนแบบให้

คล้ายกับธรรมชาติของกระดูก เช่น โครงเลี้ยงเซลล์ไหม-ไฮดรอกซีอะพาไทด์ [16] โครงเลี้ยงเซลล์เจ

ลาติน-ไบโอกลาส [17] เป็นต้น ส่วนของสารชักน าชีวภาพ เช่น Growth factor เป็นกลุ่มโปรตีนที่ท า

หน้าที่เฉพาะเจาะจงในร่างกายและเป็นสารที่เซลล์ใช้สื่อสารระหว่างกัน เพ่ือกระตุ้นการเจริญเติบโต 

ซ่อมแซม และชักน าให้เซลล์เปลี่ยนไปเป็นเซลล์เฉพาะ โดยที่สารชักน าชีวภาพแต่ละชนิดจะมี

ความจ าเพาะต่อเซลล์หรืออวัยวะนั้นๆ เช่น Bone morphogenetic protein (BMP-2) เป็นโปรตีน

ในกลุ่มที่ชักน าให้เกิดการเจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลง (Growth and differentiation factor) ใน

กระดูกและกระดูกอ่อน เป็นต้น [18] และในส่วนสุดท้ายทางด้านเซลล์ เซลล์ที่ใช้ในงานวิศวกรรม

เนื้อเยื่อมีหลายประเภท เช่น เซลล์ต้นก าเนิด (Stem cells/progenitor cells) หรือจะเป็นเซลล์ที่

จ าเพาะ (Specialized cells) แยกมาจากอวัยวะหรือเนื้อเยื่อที่ต้องการซ่อมแซม [19] โดยทั้ง 3 ส่วน

ที่กล่าวข้างต้นท างานร่วมกันเพ่ือให้วิศวกรรมเนื้อเยื่อประสบความส าเร็จและสามารถน ามาใช้งานใน

ผู้ป่วยได ้

 

2.3 โครงเลี้ยงเซลล์  (Scaffold) 
 โครงเลี้ยงเซลล์ เป็นองค์ประกอบหลักที่ส าคัญในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ โดยเป็นโครงสร้าง

ทรงสามมิติที่สร้างขึ้นชั่วคราว ท าหน้าที่เป็นโครงให้เซลล์ยึดเกาะ เพ่ือเจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลง

รูปร่างไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่เฉพาะอย่างตามต้องการ [4] และในขณะเดียวกันโครงเลี้ยงเซลล์ก็ยัง

ช่วยค้ าจุนเนื้อเยื่อที่ได้รับความเสียหายในขณะที่กระบวนการซ่อมแซมก าลังด าเนินไป ดังนั้นหลักการ

ในการออกแบบและข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลล์จะต้องสนับสนุนหน้าที่ดังกล่าว ซึ่งมีดังนี้ [5], [6], [15] 

 1. โครงสร้างเป็นสามมิติมีรูพรุน (pore) ซึ่งขนาดรูพรุน 200-350 ไมโครเมตร พบว่า มีความ

เหมาะสมกับวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก และรูพรุนเหล่านั้นควรต้องเชื่อมต่อกันด้วยช่องหรือรูขนาดเล็ก 
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ขนาดรูที่ใช้เชื่อมต่อควรมีความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางอย่างน้อย 100 ไมโครเมตร เพ่ือให้เกิดการ

แลกเปลี่ยนสารอาหารและออกซิเจนให้แก่เซลล์ภายในโครงสร้างอย่างทั่วถึง 

 2. มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatible) และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

 3. สามารถย่อยสลายได้ในร่างกาย (biodegradable) โดยมีอัตราการย่อยสลายที่ใกล้เคียง

กับอัตราการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกใหม่ และสารที่เกิดจากการที่สลายตัวไม่เป็นพิษต่อร่างกาย สามารถ

ดูดซึมหรือขับออกจากร่างกายได้ 

 4. องค์ประกอบทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ ควรมีความใกล้เคียงหรือเลียนแบบองค์ประกอบ

ของเนื้อเยื่อกระดูก  เพ่ือส่งสัญญาณเชื่อมโยงกับเนื้อเยื่อและเปลี่ยนแปลงไปเป็นเนื้อเยื่อและอวัยวะ

ใหม่ตามต้องการได ้

 5. สมบัติทางกลหรือทางกายภาพ ควรมีการออกแบบให้ใกล้เคียงกับลักษณะเนื้อเยื่อกระดูก 

เพ่ือค านึงถึงความแข็งแรง การยึดเกาะของเซลล์ และการเจริญเติบโตของเซลล์ 

 

 ในปี 2009 งานวิจัยของ Murphy C และคณะ [20] ท าการศึกษาขนาดของรูพรุนที่มีผลต่อ

การเกาะของเซลล์และการเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์คอลลาเจน–ไกลโคสะมิโนไกลแคน ส าหรับ

งานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก โดยศึกษาขนาดรูพรุนที่ 85 , 120, 164, 190 และ 325 ไมโครเมตร 

และใช้เซลล์ pre-osteoblastic cell line (MC3T3-E1) พบว่า ที่ขนาดรูพรุน 325 ไมโครเมตร เซลล์

มีการเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์สูงสุด ทั้งในวันที่ 1, 2 และ 7 ของการเพาะเลี้ยง และมี

ประสิทธิภาพในการเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล์สูงสุด ทั้งในวันที่ 1 และ 2 ของการ เพาะเลี้ยงเซลล์บน

โครงเลี้ยงเซลล์ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Zhang Q และคณะ ในปี 2014 [21] ท าการศึกษาผลของ

ขนาดรูพรุนบนโครงเลี้ยงเซลล์คอลลาเจน ที่ขนาดรูพรุน 150-250, 250-355, 355-425 และ 425-

500 ไมโครเมตร พบว่า ที่ขนาดรูพรุน 250-355 ไมโครเมตร เซลล์มีการเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยง

เซลล์สูงสุดเมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน  

 ในปี 2015 งานวิจัยของ Luo Z และคณะ [22] ท าการศึกษาผลขนาดของรูพรุนบนโครง

เลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินต่ออัตราการย่อยสลาย โดยผู้วิจัยทดลองใช้โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีขนาดรูพรุน 190 , 

130, 80 และ 40 µm ท าการย่อยสลายในสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส IA ที่ความเข้มข้น 1 

U/ml บ่มที่ 37 ºC พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ยิ่งมีขนาดรูพรุนมาก การย่อยสลายเกิดข้ึนมากตามไปด้วย 
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2.4 ชีววัสดุ (Biomaterials) 
 2.4.1 ไหม (Silk)   

 ไหม จัดเป็นเส้นใยพอลิเมอร์ธรรมชาติและจัดเป็นโปรตีนที่มีแหล่งผลิตมาจากแมลงในไฟลัม 

Arthropoda เช่น หนอนไหม แมงมุม แมงป่อง แมลงหกขา และผึ้ง ซึ่งไหมที่ผลิตโดยหนอนไหม เป็น

ที่นิยมน ามาใช้เป็นชีววัสดุ หนอนไหมสามารถจ าแนกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ ไหมป่า (Wild silkworm 

หรือ Non-mulberry silkworm); ไหมที่กินพืชอ่ืนที่ไม่ใช่ใบหม่อนเป็นอาหาร และไหมกินใบหม่อน 

(Mulberry silkworms); ไหมที่เพาะเลี้ยงโดยกินใบหม่อนสด ซึ่งไหมชนิดนี้ถูกน ามาใช้ในงาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อ เนื่องด้วยปริมาณผลผลิตที่มีต่อเนื่อง โดยมีชื่อวิทยาศาสตร์ คือ Bombyx mori 

[23] 

 
รูปที่ 4 รังไหมและหนอนไหม 

 (www.silkbiomaterials.com) 
 

 โครงสร้างและองค์ประกอบของเส้นใยไหม [24] 

 เส้นใยไหมที่ได้จากหนอนไหม Bombyx mori  เป็นโครงสร้างพอลิเมอร์ประเภทโปรตีน ซึ่ง

เกิดจากการสังเคราะห์ในต่อมที่ท าหน้าที่พิเศษ 2 ต่อมที่อยู่ที่หัวของหนอนไหม โดยหลังจากการ

สังเคราะห์แล้วโปรตีนจะถูกส่งไปเก็บที่ช่องว่าง (Lumen) ของต่อมก่อนถูกพ่นมาเป็นเส้นใย เส้นใย

ไหมมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบหลัก 2 ชนิด ได้แก่ เส้นใยไฟโบรอิน (Fibroin) และเซริซิน (Sericin) ดัง

รูปที่ 5 นอกจากนี้เส้นใยไหมยังมีส่วนประกอบอื่นๆอีก ดังแสดงในตารางที่ 2  
 

http://www.silkbiomaterials.com/
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รูปที่ 5 โครงสร้างของเส้นใยไหมจากหนอนไหม  

[25] 
 

ตารางท่ี 2 องค์ประกอบของเส้นใยไหม  

องค์ประกอบ % อ้างอิง 
ไฟโบรอิน (Fibroin) 70-80 [26] 

เซริซิน (Sericin) 20-30 

แว๊กซ์ (Wax matter) 0.4-0.8 
คาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate) 1.2-1.6 

สารอินออร์แกนิค (Inorganic matter) 0.7 
สารสี (Pigment) 0.2 

รวม 100 

  

1. ไฟโบรอิน (Silk fibroin) [23], [24], [27], [28] 

 ไฟโบรอิน (Silk fibroin) เป็นโปรตีนเส้นใยที่ไม่ละลายน้ าและเป็นองค์ประกอบหลักของเส้น

ใยไหม (70-80% โดยน้ าหนัก) มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10-25 ไมโครเมตร ไฟโบรอินมีกรดอะมิ

โน 18 ชนิดเป็นองค์ประกอบ ดังตารางที่ 3 โดยไฟโบรอินมีกรดอะมิโนหลัก 4 ชนิด คือ ไกลซีน 

(Glycine; Gly ), อะลานิน (Alanine; Ala), เซริน (Serine; Ser) และไทโรซิน (Tyrosine; Tyr) ไฟโบ

รอินมีโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบอยู่ 3 ส่วน ได้แก่ สายโซ่โปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง (Heavy chain; 

H-chain) มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 350 กิโลดาลตัน ซึ่งเป็นหน่วยที่ใหญ่ที่สุด โดยท าหน้าที่เป็น

ตัวเชื่อมกับสายโซ่โปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า (Light chain; L-chain) มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 

25 กิโลดาลตัน เชื่อมกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ (Disulfide bond) และส่วนที่สาม คือ ไกลโคโปรตีน 
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P25 มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 30 กิโลดาลตัน โดย P25 เชื่อมด้วยอันตรกิริยาของส่วนที่ไม่ชอบน้ า 

(Hydrophobic interaction) กับ H-L complex และอัตราส่วนของ H-chain : L-chain : P25 คือ 

6 : 6 : 1 โดยสายโซ่โปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนที่ชอบน้ าและไม่ชอบน้ า 

ซึ่งมีจะมีการเรียงตัวสลับกัน ส่วนที่ไม่ชอบน้ ามีหมู่อะมิโนเรียงตัวซ้ ากัน คือ (Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-

Ser)n มีปริมาณ 2 ใน 3 ของสายโซ่ ซึ่งมีการจัดโครงรูปการเรียงตัวเบตาชีท (ß-sheet) แบบไม่ขนาน 

(antiparallel) ดังรูปที่  6 ขณะบริเวณที่สายโซ่โปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า มีความชอบน้ า 

(hydrophilic) มากกว่าสายโซ่โปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูงและมีความยืดหยุ่นสูง 
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ตารางท่ี 3 กรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบของไฟโบอินและเซริซินของ Bombyx mori   

กรดอะมิโน ไฟโบรอิน 

(g/100 g 

protein) 

เซริซิน 

(g/100 g 

protein) 

อ้างอิง 

Glycine 42.8 8.8 [24]           

Alanine 32.4 4.0 

Leucine 0.7 0.9 

Isoleucine 0.9 0.6 

Valine 3.0 3.1 

Arginine 0.9 4.2 

Histidine 0.3 1.4 

Lysine 0.5 5.5 

Aspartic acid 1.9 16.8 

Glutamic acid 1.7 10.1 

Serine 14.7 30.1 

Threonine 1.2 8.5 

Phenylalanine 1.2 0.6 

Tyrosine 11.8 4.9 

Proline 0.6 0.5 

Methionine 0.2 0.1 

Tryptophan 0.5 0.5 

Cystine 0.1 0.3 
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รูปที่ 6 โครงสร้างของไฟโบรอิน; การเรียงตัวของหมู่อะมิโนและลักษณะแผ่นเบต้า (ß-sheet)  

[26] 

 

 2. เซริซิน (Sericin) [26], [29] 

 เซริซิน (Sericin) หรือกาวไหม เป็นโปรตีนที่ละลายน้ าได้ พบในปริมาณ 20-30% ของ

น้ าหนักรังไหม โดยเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ห่อหุ้มและเคลือบ ยึดเส้นใยไหมไฟโบรอิน 2 เส้นให้ติดกัน มี

กรดอะมิโน 18 ชนิดเป็นองค์ประกอบเช่นเดียวกับโปรตีนไฟโบรอิน ดังตารางที่ 3 ข้างต้น แต่มีกรดอะ

มิโนหลัก 4 ชนิด คือ ซีรีน (Serine), ทรีโอนิน (Threonine), กรดแอสพาติก (Aspartic acid) และ

กรดกลูตามิค (Glutamic acid) โครงสร้างของเซริซิน แบ่งออกเป็น 3 ส่วน ดังรูปที่ 7 ได้แก่ Sericin I 

; เซริซินชั้นนอกสุด ละลายน้ าออกง่ายสุด มีประมาณ 40%, Sericin II ; เซริซินชั้นกลางมีประมาณ 

40%,  และ Sericin III เซริซินชั้นใน มีประมาณ 20% โดย Sericin II และ Sericin III ละลายน้ าได้

ยาก 

 
รูปที่ 7 โครงสร้างของเซริซิน (Sericin) 

 (http://www.fao.org) 

 

https://vpn.chula.ac.th/+CSCO+1075676763663A2F2F6A6A6A2E7462627479722E70622E6775++/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwiUp_LA7qfXAhUkSI8KHWWoBvMQjB0IBg&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2Fdocrep%2Fx2099e%2Fx2099e03.htm&psig=AOvVaw2D236DpggH7iidp0vYsTAj&ust=1509986025426707
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สมบัติของไหม [28] 

 ไหม Bombyx mori  มีสมบัติเด่นหลายประการ ได้แก่ 

 1. สมบัติทางกล (mechanical property); เนื่องจากธรรมชาติของไหมมีโครงสร้างการ

จัดโครงรูปการเรียงตัวเบตาชีท (ß-sheet) ที่ประกอบด้วยพันธะไฮโดรเจนภายในโครงสร้างจ านวน

มาก [23] จึงท าให้มีสมบัติทางกลที่ดี มีความเหนียวและยืดหยุ่นได้สูง สามารถทนแรงดึงได้ดีเมื่อเทียบ

กับพอลิเมอร์ชนิดอ่ืน [28] ดังตารางที่ 4  

ตารางท่ี 4 เปรียบเทียบสมบัติทางกลของเนื้อเยื่อกระดูก เอ็น และพอลิเมอร์    
Material Modulus 

(GPa) 

Ultimate 

Tensile 

strength 

(MPa) 

% Strain 

at break 

อ้างอิง 

Bone tissue 20 160 3 [28]         

Tendon 1.5 150 12 

B. mori silk 5-17 500-740 4-20 

Spider silk (N. clavipes) 11-13 875-972 17-18 

Collagen fibers 

(crosslinked) 

0.4-0.8 47-72 12-16 

Polylactid acid (PLA) 1.2-4.0 28-50 2-6 

Poly(methyl methacrylate) 

(PMMA) 

2.4-3.1 55-76 2-5 

 

  

2. การย่อยสลายทางชีวภาพ (biodegradation); ไหมสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 

แต่อัตราการย่อยสลายของไหมในร่างกายค่อนข้างช้า เนื่องจากโครงสร้างทุติยภูมิของไหมที่เป็น

แบบเบตาชีท (ß-sheet) ซึ่งมีพันธะไฮโดรเจนภายในโครงสร้างจ านวนมาก และร่างกายมนุษย์ไม่มี

เอนไซม์จ าเพาะในการย่อยโปรตีนไฟโบรอิน แต่อย่างไรก็ตามมีการทดลองแสดงให้เห็นว่าอัตราการ
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ย่อยสลายของไหมสามารถควบคุมได้จากปริมาณของเบตาชีท (ß-sheet) [9] และอัตราการย่อยสลาย

ของไหมสามารถควบคุมให้เกิดการย่อยสลายได้ตั้งแต่ 1 สัปดาห์จนถึง 1 ปี [30] 

งานวิจัยของ Lu Q และคณะในปี 2011 [31] ได้อธิบายกลไกการย่อยสลายของฟิล์ม        

ไฟโบรอินไหม ดังรูปที่ 8 คณะวิจัยของเขาท าการย่อยสลายฟิล์มไฟโบรอินไหม ในสารละลายเอนไซม์ 

protease XIV ที่ความเข้มข้น 0.23 U/ml และพบว่าส่วน Hydrophilic blocks ของไหมจะถูกย่อย

สลายเป็นส่วนแรก จากนั้นส่วน Hydropholic crystal blocks จะเริ่มถูกสารละลายเอนไซม์ไป

ล้อมรอบ ท าให้เป็น free particles และถูกย่อยสลายเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ  

 
รูปที่ 8 กลไกการย่อยสลายไฟโบรอินไหม  

[31] 
 การทดลองของ Zhou J และคณะ ในปี 2010 [32] ที่ท าการย่อยสลายโครงเลี้ยงเซลล์       

ไฟโบรอินที่ขึ้นรูปด้วยวิธี electro spinning ในสารละลาย Phosphate-buffered saline (PBS) 

และเอนไซม์ protease XIV ความเข้มข้น 1 U/ml พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินสามารถย่อยสลาย

ในสารละลายเอนไซม์ protease XIV และมีการย่อยสลายของโครงเลี้ยงเซลล์ถึงร้อยละ 65 ของ

น้ าหนักโครงเลี้ยงเซลล์เริ่มต้น ในวันที่ 24 ของการทดลอง ขณะที่การย่อยสลายในสารละลาย PBS 

เกิดการย่อยสลายของโครงเลี้ยงเซลล์เพียงร้อยละ 4 ของน้ าหนักโครงเลี้ยงเซลล์เริ่มต้น 

 นอกจากนี้ยังมีการทดสอบการย่อยสลายโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินที่มีวิธีการขึ้นรูปที่ต่างกัน

ในสารละลายเอนไซม์ protease XIV ความเข้มข้น 1 U/ml แสดงดังตารางที่ 5 

ตารางท่ี 5 การย่อยสลายโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินที่มีวิธีการขึ้นรูปที่ต่างกัน 
โครงเลี้ยงเซลล์ ระยะเวลาในการ

ย่อยสลาย (วัน) 

ร้อยละน้ าหนัก

คงเหลือ 

อ้างอิง 

Porous SF sheets 15 30 [33] 

Biospun silk fibers 28 46 [34] 
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 3. ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility); ไหม เป็นโปรตีนที่ได้จากธรรมชาติ 

ซึ่งมีการน าไหมมาใช้ท าไหมเย็บแผลมานาน ท าให้เป็นที่รู้ว่าไหมเป็นชีววัสดุที่มีความเข้ากันได้กับ

ร่างกาย ไม่ท าปฏิกิริยากับร่างกาย นอกจากนี้ยังมีผลการทดสอบระดับห้องปฏิบัติการ (in vitro) และ

ระดับภายในสิ่งมีชีวิต (in vivo) ยืนยันว่าไหมมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพและไม่เป็นพิษต่อเซลล์ [9] 

 การทดลองของ Correia C และคณะ ในปี 2012 [35] ได้น า human adipose-derived 

stem cells มาใช้กับโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่ขึ้นรูปด้วยการชะล้างเกลือและทดสอบความ

เป็นพิษต่อเซลล์ด้วย  MTT assay พบว่าไฟโบรอินไม่เป็นพิษต่อเซลล์ และเมื่อเวลาผ่านไป 14 วัน 

หลังจากเพาะเลี้ยงเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ เซลล์มีการเพ่ิมจ านวนเป็น 1.6 เท่าของจ านวนเริ่มต้น 

เช่นเดียวกับการทดลองของ Varkey A และคณะ ในปี 2015 [36] ได้น า human osteoblast-like 

cell (MG63) มาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วย MTT assay กับโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย

ที่ข้ึนรูปในลักษณะ Sponge, Fiber และ Film พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 3 ชนิด ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

 

2.4.2 ไบโอแอคทีฟกลาส (Bioactive glass) 
 ไบโอแอคทีฟกลาส (Bioactive glass) หรือแก้วที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เป็นหนึ่งในวัสดุ     

อนินทรีย์ที่มีความว่องไวในการเกิดปฏิกิริยาที่พ้ืนผิวได้รวดเร็วเมื่อเข้าสู่ร่างกาย จึงน ามาใช้ในการ

ทดแทน ซ่อมแซมส่วนที่สึกหรอของกระดูกที่อาจเกิดจากอุบัติเหตุหรือภาวะเสื่อมถอยของกระดูก 

ด้วยเหตุนี้ท าให้ไบโอแอคทีฟกลาสแตกต่างจากเซรามิคทั่วไป โดยไบโอแอคทีฟกลาสสามารถควบคุม

สมบัติทางเคมี และอัตราการยึดเกาะกับเนื้อเยื่อให้เหมาะสมเพ่ือประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ได้ [6]   

 ในปัจจุบันการสังเคราะห์ไบโอแอคทีฟกลาส  มีการเติมธาตุต่างๆ เข้าไปเพ่ือศึกษาผลของการ

ละลาย อิออนต่อการสร้างเนื้อเยื่อกระดูก จึงท าให้เกิดไบโอแอคทีฟกลาสชนิดต่างๆ ดังตารางที่ 6 
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ตารางท่ี 6 องค์ประกอบทางเคมีของไบโอแอคทีฟกลาส 

องค์ประกอบ

ทางเคมี 

(%wt) 

สูตรต่างๆของ Bioactive glass [37] 

45S5 13-

93 

6P53B 58S 70S 

30C 

13-

93B1 

13-

93B3 

P50C35 

N15 

Na2O 24.5 6.0 10.3 0 0 5.8 5.5 9.3 

K2O 0 12.0 2.8 0 0 11.7 11.1 0 

MgO 0 5.0 10.2 0 0 4.9 4.6 0 

CaO 24.5 20.0 18.0 32.6 28.6 19.5 18.5 19.7 

SiO2 45.0 53.0 52.7 58.2 71.4 34.4 0 0 

P2O5 6.0 4.0 6.0 9.2 0 3.8 3.7 71.0 

B2O3 0 0 0 0 0 19.9 56.6 0 

 

การสังเคราะห์ไบโอแอคทีฟกลาสชนิด 70S30C [38], [39], [40] 

 ไบโอแอคทีฟกลาสชนิด 70S30C ถูกเลือกน ามาใช้ในงานวิจัยนี้เนื่องจากอิออนจากกลาสชนิด

นี้ส่งเสริมกระบวนการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ เกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์ต้นก าเนิดไปเป็น

เซลล์สร้างกระดูกได้ อีกท้ังมีความสามารถในการยึดกับกระดูกที่มีชีวิตได้ [41] และที่ส าคัญไบโอแอค   

ทีฟกลาสชนิด 70S30C มีสารองค์ประกอบเพียงแค่ 2 ชนิดนั่นคือ SiO2 และ CaO จึงง่ายต่อการ

เตรียมสารโดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อกระบวนการผลิตถูกปรับเป็นสเกลใหญ่ การสังเคราะห์ไบโอแอค     

ทีฟกลาสชนิด 70S30C สามารถท าได้ดังนี ้

การสังเคราะห์ส่วนที่เป็นซิลิเกต [40] 

 การสังเคราะห์ใช้เตตระเอทอกซีไซเลน (Tetraethoxysilanes ;TEOS, รูปที่ 9) เป็นสารตั้ง

ต้นส าหรับโครงข่ายซิลิเกต การสังเคราะห์จะเริ่มด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ TEOS โดยมีกรดเป็น

ตัวเร่งปฏิกิริยา ท าให้เกิดหมู่ไซเลนอล (silanol groups; Si-OH) จากนั้นหมู่ไซเลนอล 2 หมู่หรือ

มากกว่าจะเกิดปฏิกิริยาควบแน่น (condensation reaction) ส่งผลให้เกิดการเชื่อมขวางกันของ

ซิลิกอนผ่านอะตอมของออกซิเจน (Si-O-Si bond ; silixone bonds) และเกิดเป็นโครงข่ายซิลิเกต 

ดังรูปที่ 10 
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         Si 

        

รูปที่ 9 โครงสร้างของเตตระเอทอกซีไซเลน (Tetraethoxysilanes ;TEOS)  
[40] 

 

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ; 

    

 

ปฏิกิริยาควบแน่น ;  

  

 

รูปที่ 10 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาควบแน่นของเตตระเอทอกซีไซเลน  
[40] 

 

การสังเคราะห์ส่วนที่เป็นแคลเซียมออกไซด์ [42] 

 แคลเซียม เป็นอีกองค์ประกอบส าคัญในไบโอแอคทีฟกลาส ท าหน้าที่ เป็น network 

modifier โดยที่แคลเซียมจะเข้าไปอยู่ในโครงข่ายซิลิเกต ดังรูปที่ 11 โดยแคลเซียมที่นิยมใช้เป็นสาร

ตั้งต้น ได้แก่ แคลเซียมไนเตรต (Ca(NO3)2) แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) และแคลเซียมเมทอกซีเอทอก

ไซด์ (C6H14CaO4) เป็นต้น นอกจากนี้แคลเซียมอิออน (Ca2+) ยังท าหน้าที่เป็นอิออนที่กระตุ้นการ

สร้างกระดูกเมื่อถูกปลดปล่อยออกมาจากโครงข่าย แคลเซียมอิออนส่งเสริมกระบวนการเพ่ิมจ านวน

ของเซลล์ เร่งการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์ต้นก าเนิดไปเป็นเซลล์สร้างกระดูก และผลึกของแคลเซียม

สามารถรวมตัวเข้ากับกระดูกได้ ท าให้เกิดการยึดกันระหว่างโครงเลี้ยงเซลล์และเนื้อกระดูก การศึกษา

OC2H5 

OC2H5 

OC2H5 

C2H5O 

 C2H5O    Si   OC2H5  +  4H2O              HO   Si   OH + 4C2H5OH 
OH  

HO  Si  OH   +   HO  Si  OH              HO  Si   O  Si  OH + H2O  
OH  
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OH  
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ในปี 1991 ของ Li R และคณะ [43] พบว่าการแทรกเข้าไปของแคลเซียมไอออนในโครงข่ายของซิลิ

เกต ท าให้ความยาวของโครงข่ายลดลง จึงส่งผลให้การละลายดีขึ้น  

 ไ บ โ อ แ อ ค ที ฟ ก ล า ส ช นิ ด  70S30C จ ะ ถู ก เ ต รี ย ม จ า ก เ ต ต ร ะ เ อ ท อ ก ซี ไ ซ เ ล น 

(Tetraethoxysilanes ;TEOS) และแคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) เมื่อเตตระเอทอกซีไซเลนผ่าน

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาควบแน่นจนฟอร์มตัวเป็นโครงข่ายซิลิเกต จากนั้นจึงใส่แคลเซียม

คลอไรด์ (CaCl2) ลงไป โดยแคลเซียมอิออนจะเข้าไปอยู่ในโครงข่ายซิลิเกต และท าหน้าที่เป็น 

network modifier แสดงดังรูปที่ 11 

 

 

           Si 

 

 

รูปที่ 11 ไบโอแอคทีฟกลาส  
[42] 

 
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเมื่อไบโอแอคทีฟกลาสสัมผัสกับของเหลวในร่างกาย [44] 

เมื่อไบโอแอคทีฟกลาสสัมผัสกับของเหลวในร่างกาย จะเกิดการย่อยสลายของโครงข่ายไบโอ

แอคทีฟกลาส โดยมีการแตกตัวของพันธะ ท าให้อิออนต่างๆถูกปลดปล่อยออกมา มีผลท าให้เกิดชั้น

ของผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์รวมตัวได้ดีกับกระดูก ดังแสดงในรูปที่ 12 มีกลไกดังนี้ 
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รูปที่ 12 ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเมื่อไบโอแอคทีฟกลาสสัมผัสกับของเหลวในร่างกาย  

[44] 
 

 ขั้นที่ 1 ; เกิดการแลกเปลี่ยนอิออนระหว่าง Ca2+ ที่ผิวของไบโอแอคทีฟกลาสกับ H+ ใน
สารละลาย  
 ขั้นที่ 2 ; โครงข่ายซิลิเกตถูกท าลายด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิลของพันธะซิลิโซน (silixone 
bond) เป็นผลให้เกิดการย่อยสลายของไบโอแอคทีฟกลาสและการละลายของอนุพันธ์จากการย่อย
สลาย เกิดการฟอร์มตัวเป็น silicic acid; Si(OH)4 ในสารละลาย และท าให้เกิดหมู่ฟังก์ชันไซเลนอล 
บนผิวไบโอแอคทีฟกลาส 
 Si-O-Si  +  H2O                  Si-OH  +  OH-Si 
 ขั้นที่ 3 ; เกิดปฏิกิริยา repolymerization ของชั้นซิลิกา (amorphous SiO2-rich layer)  
 2Si-OH         Si-O-Si  +  H2O   
 ขั้นที่ 4 ; เกิดการละลายของไบโอแอคทีฟกลาส ท าให้อิออน Ca2+ และ (PO4)

3- ละลายออก
จากไบโอแอคทีฟกลาส ท าให้เกิดชั้นของแคลเซียมฟอสเฟต (amorphous calcium phosphate ; 
ACP) 
 ขั้นที่ 5 ; ไบโอแอคทีฟกลาสละลายอย่างต่อเนื่อง ชั้นของแคลเซียมฟอสเฟต (amorphous 
calcium phosphate ; ACP) รวมกับ (OH)- และ (CO3)

2- ในสารละลาย เกิดเป็นชั้นไฮดรอกซี
คาร์บอเนตอะพาไทด์ (HCA)  
 ดังนั้น ไฮดรอกซีคาร์บอเนตอะพาไทด์บนพ้ืนผิว จะช่วยให้ไบโอแอคทีฟกลาสเชื่อมกับกระดูก 
เกิดการเกาะและเพ่ิมจ านวนเซลล์ ท าให้เกิดการยึดเกาะของเนื้อเยื่อกระดูกตามมา [45] 
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งานวิจัยของ Jones J.R. และคณะ ปี 2006 [46] ได้ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส
ชนิด 70S30C ที่มีการเผาผนึกที่อุณหภูมิ 600, 700, 800 และ 1000 ºC และศึกษาการละลายและ
การปลดปล่อยอิออน ของไบโอแอคทีฟกลาสในสารละลาย Simulated body fluid (SBF) โดยพบว่า 
เวลาที่เพิ่มขึ้นอัตราการละลายของซิลิกอนและแคลเซียมจะเพ่ิมขึ้นตามล าดับ เนื่องมาจากโครงข่ายซิ
ลิเกตถูกท าลาย แต่เมื่อผ่านไป 3 วันอัตราการละลายและการปลดปล่อยจะลดลง สารละลายเริ่ม
อ่ิมตัว ความไวของปฏิกิริยาทางชีวภาพลดลง  
 เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Midha S และคณะ ในปี 2013 [45] ที่ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ไบโอ
แอคทีฟกลาสชนิด 70S30C ด้วยวิธี Sol-gel glass foaming และศึกษาการละลายและการ
ปลดปล่อยอิออนของไบโอแอคทีฟกลาสในสารละลาย Simulated body fluid (SBF) คณะวิจัย
รายงานผลการปลดปล่อยอิออนเช่นเดียวกับงานวิจัยของ Jones J.R. และคณะ ปี 2006 [46] ข้างต้น
ที่อัตราการปลดปล่อยอิออนจะเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ เมื่อเวลาผ่านไป และการปลดปล่อยจะลดลงในวันที่ 3 
  

สมบัติของไบโอแอคทีฟกลาส  
 1. ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility); ไบโอแอคทีฟกลาส เป็นวัสดุที่ไวต่อ
ปฏิกิริยาชีวภาพ โดยมีคุณสมบัติส่งเสริมการยึดเกาะ การเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงจากเซลล์
ต้นก าเนิดไปเป็นเซลล์สร้างกระดูก เนื่องจากไบโอแอคทีฟกลาสมีอิออนที่เหมือนกับกระดูกมนุษย์ โดย
มีการทดลองทั้งระดับห้องปฏิบัติการและระดับสิ่งมีชีวิตที่บ่งชี้ว่าไบโอแอคทีฟกลาสไม่เป็นพิษและมี
ความเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อ [37] 
 การทดลองของ Midha S และคณะ ในปี 2013 [45] ได้น าโครงเลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟ 
กลาสชนิด 70S30C ที่ขึ้นรูปด้วยวิธี Sol-gel glass foaming มาทดสอบความเป็นพิษกับเซลล์ 
MC3T3-E1 pre-osteoblasts พบว่า ไบโอแอคทีฟกลาสไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ และเซลล์มีการ
ยึดเกาะและเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์ 
 2. การย่อยสลายทางชีวภาพ (biodegradation); ไบโอแอคทีฟกลาสสามารถถูกย่อย
สลายในร่างกายได้เมื่อเวลาผ่านไป และถูกแทนที่ด้วยเนื้อเยื่อที่บริเวณนั้นๆ ซึ่งอัตราการย่อยสลาย
สามารถปรับให้สัมพันธ์กับอัตราการเติบโตของเนื้อเยื่อได้ โดยเมื่อไบโอแอคทีฟกลาสสัมผัสกับ
สารละลายในร่างกายมันจะปลดปล่อยอิออนต่างๆ ออกมา [39] การย่อยสลายท าให้น้ าหนักของชิ้น
วัสดุไบโอแอคทีฟกลาสลดลงด้วย ดังงานวิจัยของ Fu Q และคณะ ในปี 2010 [47] ที่ท าการศึกษา
การย่อยสลายไบโอแอคทีฟกลาส 3 ชนิด คือ Silicate, borosilicate และ borate ในสารละลาย 
SBF พบว่าไบโอกลาสทั้ง 3 ชนิด ใช้เวลาในการย่อยสลายถึง 200 ชั่วโมง จึงไม่เกิดการย่อยสลายได้
อีก  
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3. สมบัติทางกล (mechanical property); ไบโอแอคทีฟกลาส มีความแข็งแรงทางแรง
กดต่ า เปราะ ไม่ยืดหยุ่น แตกหักง่าย ตารางที่ 7 แสดงตัวอย่างความทนต่อแรงอัดของไบโอกลาสชนิด
ต่างๆ เมื่อเปรียบเทียบกับกระดูกของมนุษย์ อย่างไรก็ตามไบโอแอคทีฟกลาสสามารถปรับให้มีความ
ทนต่อแรงอัดเพ่ิมขึ้นโดยลดความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ แต่การลดความพรุนลงอาจมีผลเชิงลบต่อ
การเจริญเติบโต 
ตารางท่ี 7 เปรียบเทียบสมบัติทางกลของไบโอแอคทีฟกลาสชนิดต่างๆ กับกระดูกมนุษย์ 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.5 กระบวนการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ 
 โครงเลี้ยงเซลล์สามมิติส าหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ สามารถขึ้นโครงรูปร่างได้หลากหลายวิธี 

โดยแต่ละวิธีให้ขนาดรูพรุน (pore size)  ความพรุน (porosity) และรูปร่างสัณฐานที่แตกต่างกัน ซึ่ง

ขนาดรูพรุนและความพรุนมีผลต่อสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ เช่น สมบัติทางกล (ความแข็งแรง, ความ

ยืดหยุ่น), อัตราการย่อยสลาย, ปฏิสัมพันธ์ระหว่างโครงเลี้ยงเซลล์กับเซลล์, การเจริญเติบโตและการ

เปลี่ยนแปลงไปเป็นเนื้อเยื่อและอวัยวะใหม่ เป็นต้น 

 โครงเลี้ยงเซลล์ชนิดรูพรุนสามารถขึ้นรูปได้หลายวิธี เช่น การชะล้างเกลือ (salt leaching) 

กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze drying) และการท าให้เกิดฟอง (foaming) เป็นต้น ดัง

แสดงในตารางที่ 8 

 

ชนิดของไบโอแอคทีฟกลาส Compressive 

strength (MPa) 

แหล่งอ้างอิง 

70S30C 0.36 [46] 

Calcium zirconium silicate 

(Ca3ZrSi2O9) 

1.3 [48] 

Ceramics (Portland+lime+quartz 

sand+calcium 

carbonate+aluminum powder) 

1.9±0.3 [49] 

13–93 bioactive glass 11±1 [50] 

Trabecular bone 0.1-16 [51] 
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ตารางท่ี 8 วิธีการข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลล์ 
วิธีการ การชะล้างเกลือ 

(salt leaching) [52] 

 

กระบวนการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง  

(freeze drying) [53] 

การท าให้เกิดฟอง

(foaming) [38] 

หลักการ อนุภาคของเกลือกระจาย

ในสารละลายพอลิ เมอร์ 

จากนั้ นท า ให้พอลิ เมอร์

แข็งตัวแล้วท าการล้างเกลือ

ออกด้วยน้ า จะได้โครงเลี้ยง

เซลล์ที่มีรูพรุน 

แช่แข็งเพื่อเปลี่ยนสถานะ

ของน้ าจากของเหลวมาเป็น

ของแข็ง จากนั้นท าให้เกิด

การระเหิดของน้ าแข็งให้

กลายเป็นไอโดยการปรับ

ความดันไอน้ าให้มีค่าต่ ากว่า

จุดร่วมสามสถานะ ของน้ า 

ซึ่ ง เ ป็ น จุ ดน้ า ใ น สถานะ

ของแข็ง ของเหลว และแก๊ส

สมดุลกัน ท าให้ชิ้นงานที่ได้

แห้ง มีรูพรุน และคงรูป 

ปั่นกวนสารละลายพอลิ

เมอร์ด้วยความเร็วคงตัวจน

เ กิ ด เ ป็ น ฟ อ ง อ า ก า ศ

หลากหลายขนาดกระจาย

ภายในโครงสร้าง อาจมีการ

ใช้สารเคมีจ าพวกสารลด

แรงตึงผิวช่วยท าให้เกิดฟอง 

และสารเคมีเร่งการเกิดเจ

ลของโครงร่าง เพื่อความ

เสถียรและการคงอยู่ของ

ฟองอากาศ 

 

porogen เกลือ น้ าแข็ง ฟองอากาศ 

ข้อดี ง่าย ราคาถูก  ใช้กับสารที่มีการสลายตัว

ด้วยความร้อนได้ง่าย  

- เกิ ดรูพรุนหลายขนาด

เชื่อมต่อกัน 

- ง่าย ราคาถูก 

ข้อเสีย เกลือตกค้างในพอลิเมอร์ - เครื่องมือมีราคาแพง 

- ใช้เวลาในการท าแห้งแต่

ละรอบนาน 24-72 ชม. 

- ใช้พลังงานสูง 

- ใช้สารเคมีในการท าให้เกิด

ฟองและเร่งความเสถียร

และคงอยู่ของฟองอากาศ 

- ควบคุมอัตราเร็วและเวลา

ที่ใช้ในการท าให้เกิดฟองทั่ว

ภาชนะยาก 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 28 

ในงานวิจัยนี้เลือกใช้เทคนิคการขึ้นรูป Sol-gel foaming process ในการขึ้นรูปโครงเลี้ยง

เซลล์ ซึ่งมีหลักการขึ้นรูปและข้อดีข้อเสียดังนี้ 

 Sol-gel foaming process [38] 

 Sol-gel foaming process เป็นเทคนิคการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ที่ก่อให้เกิดโครงร่างสามมิติ

ที่มีรูพรุนหลากหลายขนาดเชื่อมต่อกัน (Interconnected pore) รูพรุนเหล่านี้จะกระจายตัวทั่วทั้ง

โครงเลี้ยงเซลล์ จึงเหมาะสมที่จะน ามาใช้ประโยชน์ในงานทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก โดย

วิธีการข้ึนรูปแบบนี้จะท าให้เกิดรูพรุนโดยการปั่นกวนจนเกิดเป็นฟองอากาศกระจายภายในโครงสร้าง 

ซึ่งฟองอากาศเป็นตัวที่ท าให้เกิดรูพรุน (porogen) กระบวน sol – gel foaming เริ่มด้วยการน า

สารละลายพอลิเมอร์ มาเปลี่ยนสถานะจากของเหลวที่เรียกว่า “Sol” ให้อยู่ในรูปของสารแขวนลอย

และเกาะตัวเป็นร่างแหอย่างไม่เป็นระเบียบที่เรียกว่า “Gel” โดยระหว่างกระบวนการเกิดเจล 

(Gelation) ของพอลิเมอร์ มีการปั่นกวนให้เกิดฟองอากาศที่ก่อให้เกิดรูพรุนเชื่อมกัน โดยมีสารช่วยท า

ให้เกิดฟอง (Surfactant/Foaming agent) เช่น Teepol surfactant [54], [46], [55] ,Anionic 

surfactant SLES [56], [57] เป็นตัวช่วย และในกระบวนการที่เกิดเจลอาจมีการใช้กรด เช่น 

Hydrofluoric Acid (HF) [46], [54], [58] เป็นตัวเร่งกระบวนการเกิดเจลของโครงร่างเพ่ือความ

เสถียรและคงอยู่ของฟองอากาศ ดังรูปที่ 13 

 

 

รูปที่ 13 การท าให้เกิดฟอง  
[46], [54] 

 

 งานวิจัยของ Valliant E และ Jones J.R. ในปี 2011 [38] ได้อธิบายกระบวนการเตรียม

โครงเลี้ยงเซลล์ ส าหรับงานทางวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก โดยวิธี Sol-gel foaming ที่มีกระบวนการ

เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Pereira M.M และคณะในปี 2005 [54] และงานวิจัยของ Jone J.R. และ

คณะในปี 2006 [46] โดยมีส่วนผสมของพอลิเมอร์และ alkoxysilane เพ่ือสร้างวัสดุคอมโพสิต 
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คณะวิจัยเตรียมสารละลาย 2 ส่วน คือ ส่วนของสารละลายพอลิเมอร์และ alkoxysilane ผสมรวมกับ 

Teepol surfactant และ Hydrofluoric Acid (HF) จากนั้นท าการปั่นกวนให้เกิดฟองทั่วภาชนะ ใน

ระหว่างนี้ alkoxysilane จะเกิดปฏิกิริยา polycondensation จนได้ร่างแหที่เสถียรและถึงจุดที่เจล 

จากนั้นน าไปอบและท าให้แห้งโดยใช้ความร้อนเพื่อความเสถียรและคงตัวของโครงเลี้ยงเซลล์ 

 ข้อดีของวิธีการท าให้เกิดฟอง 

1. โครงเลี้ยงเซลล์มีรูพรุนหลากหลายขนาดเชื่อมต่อกัน  
2. กระบวนขึ้นรูปง่าย ไม่ซับซ้อน 
3. เครื่องมือที่ใช้มีราคาถูก 

ข้อเสียของวิธีการท าให้เกิดฟอง 
1. กระบวนการขึ้นรูปมีการใช้สารเคมีในการท าให้เกิดฟองและคงความเสถียรอยู่ของฟองอากาศ 

2. ใช้เวลาในกระบวนการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์นาน 
3. ควบคุมอัตราเร็วและเวลาที่ใช้ในการท าให้เกิดฟองทั่วภาชนะยาก 
 
2.6 การเชื่อมขวาง (Crosslinking) 
 การเชื่อมขวาง (Crosslinking) เป็นขั้นตอนหนึ่งของการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีความส าคัญ

มาก เพราะการเชื่อมขวางเป็นกระบวนการสร้างพันธะเคมีภายในหรือระหว่างโมเลกุลของสารที่เป็น

องค์ประกอบในโครงเลี้ยงเซลล์ ส่งผลให้สมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ เช่น เสถียรภาพมีการเปลี่ยนแปลง

ไปในทางท่ีดีขึ้น จึงเป็นที่นิยมน าการเชื่อมขวางมาใช้ในการปรับปรุงสมบัติต่างๆ  เช่น ปรับปรุงสมบัติ

ทางกล (mechanical property) อัตราการย่อยสลาย (degradation rate)  ลดการละลายน้ า 

ความสามารถในการบวมน้ า (swelling capacity)  เป็นต้น เพ่ือให้มีความเหมาะสมกับการน าไป

ประยุกต์ใช้ การเชื่อมขวางแบ่งออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ การเชื่อมขวางทางเคมี และการเชื่อม

ขวางทางกายภาพ โดยจะกล่าวถึงการเชื่อมขวางในบริบทของงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก 

 2.6.1 การเชื่อมขวางด้วยสารเคมี (Crosslinking by chemical agents)  
 การเชื่อมขวางด้วยสารเคมี เป็นการเชื่อมขวางของโมเลกุลโดยใช้สารเคมีในการเชื่อมขวาง

เพ่ือสร้างพันธะขึ้น โดยพันธะท่ีเกิดข้ึนเป็นพันธะโควาเลนต์ [59] สารเชื่อมขวางที่นิยมน ามาใช้มีหลาย

ชนิด เช่น กลูตารัลดีไฮด์ (Glutaraldehyde) คาร์โบไดไอไมด์ (Carbodiimide) เจนิพิน (Genipin) 

และสารจ าพวกอีพอกซี (Epoxy compounds) เป็นต้น ในทีนี้จะกล่าวถึงสารกลุ่มอีพอกซีในบริบท

ของงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก 
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การเชื่อมขวางด้วยสารกลุ่มอีพอกซี (Epoxy compounds) [60] 

 สารกลุ่มอีพอกซี เป็นสารเคมีที่ประกอบด้วยวงสามเหลี่ยมมีออกซิเจน 1 อะตอม และ

คาร์บอน 2 อะตอม ซึ่งจัดเป็นกลุ่มสารอินทรีย์ (organic compounds) สามารถท าปฏิกิริยากับหมู่เอ

มีน (amine) คาร์บอกซิล (carboxyl) และไฮดรอกซิล (hydroxyl)  

 ตัวอย่างสารกลุ่มอีพอกซีที่นิยมใช้ในการเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์เนื้ อเยื่อกระดูก ได้แก่ 3-

ไกลซิดอกซีโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน ((3-Glycidoxypropyl)trimethoxysilane; GPTMS)  พอลิเอ

ทิลีนไกลคอลไดไกลซิดิลอีเทอร์ (Polyethylene glycol diglycidyl ether) ไกลซิดิลเมทิลอีเทอร์ 

(glycidyl Methyl ether) เป็นต้น แสดงโครงสร้างทางเคมีดังรูปที่ 14 

  

   

ก) 3-ไกลซิดอกซีโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน         ข) พอลิเอทิลีนไกลคอลไดไกลซิดิลอีเทอร์ 

 

         ค) ไกลซิดิลเมทิลอีเทอร์ 

รูปที่ 14 โครงสร้างทางเคมีของสารกลุ่มอีพอกซี 
 (http://www.sigmaaldrich.com) 

 ในที่นี้จะกล่าวถึงการเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ืองานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกด้วย 3-ไกลซิ
ดอกซีโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน ((3-Glycidoxypropyl) trimethoxysilane; GPTMS) ที่นิยมใช้เพ่ือ
เชื่อมขวางโครงข่ายซิลิเกตกับสารอินทรีย์อ่ืนๆ [61-68] 
 3-ไกลซิดอกซีโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน ((3-Glycidoxypropyl) trimethoxysilane; 

GPTMS) [69], [70] 

 GPTMS เป็นสารเชื่อมขวางกลุ่มไซเลน (silane coupling agent) ที่ประกอบด้วย หมู่อีพอก

ซี (epoxy group) และหมู่เมทอกซีไซเลน (methoxysilane) โดยวงออกซิเรน (oxirane) บนโมเลกุล 

https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjVoa-l6LHXAhWF6Y8KHUrlAGMQjRwIBw&url=http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/454699&psig=AOvVaw2RKoJq1ejJrvd9wSUzN6Ao&ust=1510327856081787
https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjVoa-l6LHXAhWF6Y8KHUrlAGMQjRwIBw&url=http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/454699&psig=AOvVaw2RKoJq1ejJrvd9wSUzN6Ao&ust=1510327856081787
https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjVoa-l6LHXAhWF6Y8KHUrlAGMQjRwIBw&url=http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/454699&psig=AOvVaw2RKoJq1ejJrvd9wSUzN6Ao&ust=1510327856081787
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GPTMS สามารถท าปฏิกิริยาและสร้างพันธะโควาเลนต์กับหมู่เอมีน (amine group) ดังรูปที่ 15 ซึ่ง

เป็นตัวอย่างปฏิกิริยาการสร้างพันธะของ GPTMS กับเจลาติน 

 

 

รูปที่ 15 การเชื่อมขวางของวงออกซิเรนกับหมู่เอมีน  
[70] 

 

รูปที่ 16 การเกิด Si-O-Si bond โดยผ่านปฏิกิริยาควบแน่น (condensation reaction)  
[70] 

 ขณะเดียวกันหมู่เมทอกซีไซเลน (methoxysilane) ที่ อีกปลายด้านหนึ่งของ GPTMS 

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยมีกรดเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ท าให้เกิดหมู่ไซเลนอล (silanol groups; Si-

OH) จากนั้นหมู่ไซเลนอล 2 หมู่สามารถเกิดปฏิกิริยาควบแน่น (condensation reaction) ส่งผลให้

เกิดพันธะ Si-O-Si (รูปที่ 16) มากไปกว่านั้นการควบแน่นของหมู่ไซเลนอลนี้ยังสามารถเกิดเป็น 

Polysiloxane network ได้โดยปฏิกิริยา Polycondensation เมื่อมีหมู่ไซเลน (Silane) ที่เพ่ิมขึ้น 

[71] ดังรูปที่ 17  

 

รูปที่ 17 การเกิด Polysiloxane network โดยปฏิกิริยา Polycondensation  
[71] 
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ในปี 2004 Liu Y.L. และคณะ [72] น าสารเชื่อมขวาง GPTMS  มาใช้เชื่อมขวางเมมเบรนไค

โตซานกับซิลิกาและทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ชนิด MG-63 osteoblast-like คณะวิจัย พบว่าเมม

เบรนไคโตซานกับซิลิกาเชื่อมด้วย GPTMS ไม่เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ อีกทั้ง Si-OH และ Si-O-Si 

จาก GPTMS ยังส่งเสริมการยึดเกาะของเซลล์และการเจริญเติบโตของเซลล์อีกด้วย ผลการทดลอง

ของ Liu Y.L. และคณะ สอดคล้องกับผลงานวิจัยของ Tonda-Turo C และคณะ ในปี 2011 [70] ที่

น า GPTMS มาเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์เจลาติน และทดสอบความเป็นพิษกับเซลล์  MG-63 

osteoblast-like  

ข้อดีของการเชื่อมขวางทางเคมี คือ 1. ประสิทธิภาพการเชื่อมขวางสูง  

ข้อเสียของการเชื่อมขวางทางเคมี คือ 1. มีสารเคมีตกค้าง ซึ่งสารเคมีเชื่อมขวางบางชนิดอาจ

ก่อให้เกิดความเป็นพิษ 

     2. ต้องท าการล้างสารเชื่อมขวางส่วนเกินออก 

     3. ราคาสูงเมื่อเทียบกับการเชื่อมขวางด้วยวิธีทาง   

                                                    กายภาพ  

2.6.2 การเชื่อมขวางด้วยวิธีทางกายภาพ (Crosslinking by physical means)  
ตัวอย่างการเชื่อมขวางด้วยวิธีทางกายภาพ  เช่น การเชื่อมขวางด้วยรังสี  (Irradiation-

based techniques) การเชื่อมขวางด้วยความร้อน (Dehydrothermal method) การเชื่อมขวาง

โดยใช้พลาสมา (plasma method) เป็นต้น 

การเชื่อมขวางด้วยรังสี (Irradiation-based techniques) [60], [73], [74] 

 การเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยรังสี เป็นการน าพลังงานจากรังสีถ่ายทอดไปยังโมเลกุลซึ่ง

โดยมากเป็นพอลิเมอร์จนเกิดการเหนี่ยวน าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีในโครงสร้างของโมเลกุล

พอลิเมอร์ เช่น การเกิดอนุมูลอิสระ (free radical) โดยอนุมูลอิสระจะท าปฏิกิริยากัน เกิดเป็นพันธะ

เคมีเชื่อมระหว่างสายโซ่พอลิเมอร์ โดยมีปฏิกิริยาหลักเกิดขึ้น 2 ชนิด คือ การเกิดการเชื่อมขวาง 

(Crosslinking) และการแตกสลาย (Degradation) ทั้ง 2 ปฏิกิริยาสามารถเกิดขึ้นได้พร้อมๆ กัน โดย

มีปฏิกิริยาอันใดอันหนึ่งที่เกิดขึ้นมากกว่า ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับโครงสร้างทางเคมีของพอลิเมอร์ รังสีที่ฉาย 

และปริมาณรังสีที่ฉาย การเชื่อมขวางและการแตกสลายที่เกิดขึ้นจะส่งผลถึงคุณสมบัติทางกลและทาง

ความร้อนของพอลิเมอร์ รังสีที่นิยมน ามาใช้ในการเชื่อมขวาง ได้แก่ รังสีแกมมา รังสีอัลตราไวโอเลต 

เป็นต้น  
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 รังสีอัลตราไวโอเลตมีประสิทธิภาพในการเชื่อมขวางโมเลกุลจ าพวกโปรตีน นิยมน าวิธีการ

เชื่อมขวางนี้มาใช้เชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์คอลลาเจน  หรือโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีคอลลาเจนเป็น

องค์ประกอบ เนื่องจากวิธีนี้ไม่มีความร้อนเข้ามาเกี่ยวข้อง ซึ่งท าให้ไม่มีผลต่อการสลายตัวของคอลลา

เจนเมื่อในสภาวะที่มีความร้อนสูง [73] 

การเชื่อมขวางด้วยความร้อน (Dehydrothermal treatment ; DHT) [60] 

 การเชื่อมขวางด้วยความร้อน เป็นการน าความร้อนหรืออุณหภูมิที่สูง (สูงกว่า 100 องศา

เซลเซียส) ภายใต้สภาวะสุญญากาศมาใช้ โดยในกระบวนการเชื่อมขวางเกิดปฏิกิริยาควบแน่น 

(condensation) ก าจัดโมเลกุลน้ าออก ผ่านการเกิดปฏิกิริยาของ 2 หมู่ฟังก์ชัน อาทิ หมู่คาร์บอกซิล, 

หมู่เอมีน และหมู่ไฮดรอกซิล วิธีการเชื่อมขวางนี้นิยมใช้ในพอลิเมอร์จ าพวกพอลิอีเทอร์ (polyethers) 

พอลิเอสเทอร์ (polyesters) พอลิเอมีน (polyamines) พอลิเอไมด์ (polyamides) เป็นต้น การเชื่อม

ขวางด้วยวิธีนี้ง่ายและปลอดภัย แต่ความร้อนสูงก็อาจท าให้เกิดการเสียสภาพได้ ดังนั้นจึงไม่เหมาะกับ

การเชื่อมขวางโปรตีนที่เสียสภาพได้ง่าย 

 การเชื่อมขวางโดยใช้พลาสมา (Plasma method) [60] 

 พลาสมา คือ สภาวะที่ก๊าซเกิดการแตกตัว ประกอบด้วยอิเล็กตรอน ไอออน และอนุภาคของ

ก๊าซ ในสัดส่วนที่ท าให้ประจุสุทธิเป็นศูนย์ ท าให้พลาสมาคงสภาพเป็นกลางทางไฟฟ้า  

 การเชื่อมขวางโดยใช้พลาสมา เป็นการดัดแปลงพ้ืนผิวของวัสดุ เกิดได้โดยการน าก๊าซที่

ต้องการท าให้กลายเป็นพลาสมามาอยู่ในสภาวะกระตุ้นตลอดเวลาเกิดเป็นไอออน อิเล็กตรอน และ

อนุภาคของก๊าซ จากนั้นน าเอาวัสดุเข้าไปอยู่ในพลาสมา ซึ่งอนุภาคที่ไม่เสถียรเข้าท าปฏิกิริยากับหมู่

ฟังก์ชันของมอนอเมอร์จนเกิดอนุมูลอิสระ (free radicals) ซึ่งอนุมูลอิสระสามารถเข้าไปเกิดปฏิกิริยา

กับหมู่ฟังก์ชันของมอนอเมอร์เกิดพันธะโควาเลนต์กัน ซึ่งการเชื่อมขวางนี้ไม่เหมาะสมกับวัสดุปริมาณ

มวล (bulk material) 

ข้อดีของการเชื่อมขวางทางกายภาพ คือ 1. ไม่มีสารเคมีที่ก่อให้เกิดความเป็นพิษตกค้างภายในวัสดุ 

     2. ราคาถูก 

ข้อเสียของการเชื่อมขวางทางกายภาพ คือ 1. ประสิทธิภาพการเชื่อมขวางต่ า 

       2. ควบคุมการเกิดปฏิกิริยาการเชื่อมขวางได้ยาก 
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินงานวิจัย 

 
3.1 วัสดุและสารเคมี 

3.1.1 ไหมไทย Bombyx mori (พันธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 1, ศูนย์หม่อนไหมเฉลิมพระเกียรติ

สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์พระบรมราชินีนาถ จังหวัดนครราชสีมา) 

 3.1.2 เตตระเอทอกซีไซเลน (Tetraethoxysilanes; TEOS, Sigma-Aldrich, จีน) 

 3.1.3 แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2; Ajax Finechem, Pty’Ltd, ออสเตรเลีย) 

 3.1.4 3-ไกลซิดอกซีโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน ((3-Glycidoxypropyl) trimethoxysilane;  

GPTMS, Gelest, Inc, สหรัฐอเมริกา) 

 3.1.5 ไฮโดรคลอริก (HCl; 36.5-38%, J.T. Baker, NJ, สหรัฐอเมริกา) 

 3.1.6 ลิเทียมโบรไมด์ (LiBr; Sigma-Aldrich Laborchemikelien, เยอรมัน) 

 3.1.7 โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3, Ajax Finechem, Pty’Ltd, ออสเตรเลีย) 

 3.1.8 น้ าปราศจากประจ ุ(Deionized Water) 

 3.1.9 เอทานอล (99.9%, VWR international Ltd., อังกฤษ)  

 3.1.10 ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (PBS, Bio Basic Inc., ญี่ปุ่น) 

3.1.11 โซเดียมเอไซด์ (NaN3, Labchem, ออสเตรเลีย) 

3.1.12 โปรติเอส XIV (Protease = 3.5 U/mg, Sigma-Aldrich Laborchemikelien, 

เยอรมัน) 

3.1.13 สารละลายจ าลองไอออนพลาสมาของเลือดมนุษย์ (Simulated body fluid; SBF)      

3.1.14 เอทาโนลามีนบัฟเฟอร์ (Ethanolamine, 0.88 mol/l, pH 11, Sigma-Aldrich, 

สหรัฐอเมริกา) 

3.1.15 O-cresolphythalein complex substrate (OCPC, MW = 636.62, Sigma-

Aldrich, ญี่ปุ่น) 

 3.1.16 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

 3.1.17 Fetal bovine serum (FBS, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

 3.1.18 Penicillin/streptomycin antibiotic (Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 
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 3.1.19 Trypsin-EDTA (Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

 3.1.20 Sodium dodecyl sulfate lysis buffer (SDS, Bio basic, แคนาดา) 

 3.1.21 Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) 

 3.1.22 p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา)   

 3.1.23 p-Nitrophenol standard solution (Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา)      

 3.1.24 Trypan blue stain 0.4 % (Gibco, สหรัฐอเมริกา) 

 3.1.25 3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT,   

Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) 

 3.1.26 Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) 

3.2 อุปกรณ์ 
 3.2.1 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge, Universal 320R, Hettich, เยอรมัน) 

3.2.2 เครื่อง Microplate reader (FLUOstar, Omega, BGM LABTECH, เยอรมัน)  

 3.2.3 เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter, professional meter PP-50, เยอรมัน) 

 3.2.4 ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส (NR-BU343, Panasonics, ไทย) 

 3.2.5 เครื่องตีฟองนม (Koffeemart, จีน) 

 3.2.6 ตู้อบความร้อน (VD23, Binder, เยอรมัน) 

 3.2.7 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, 1235 PC, Shel-Lab, สหรัฐอเมริกา) 

 3.2.8 ตู้ดูดไอสารเคมี (fume hood, proLAB Laboratory, แคนาดา) 

 3.2.9 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow, Mars 1800, Scanlaf, เดนมาร์ก) 

 3.2.10 ตู้เลี้ยงเซลล์บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 Incubator, Galaxy 170R,      

New Brunswick, สหรัฐอเมริกา) 

 3.2.11 เครื่องชั่งน้ าหนักจุดทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Mettler-Toledo AG, สวิตเซอร์แลนด์) 

 3.2.12 เครื่องชั่งน้ าหนักจุดทศนิยม 2 ต าแหน่ง (RADWAG Wagi Elektroniczne,          

โปรแลนด์) 

 3.2.13 เตาไฟฟ้า (Electric Hot Plate, HOUSE WORTH, จีน) 

 3.2.14 Magnetic stirrer/ Hot plate (RCT Basic, lka labortechnik, เยอรมัน) 

 3.2.15 Autopipette (Eppendorf, เยอรมัน) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 42 

 3.2.16 ถุงไดอะไลซ์ (MWCO 12000-16000 Viskase Company Inc, ญี่ปุ่น) 

 3.2.17 Hemocytometer (Counting Chamber, Boeco, เยอรมัน) 

 3.2.18 24, 96-Well Polystyrene tissue culture plates (Corning, สหรัฐอเมริกา) 

 3.2.19 Tissue culture dish (Costar®, Corning, สหรัฐอเมริกา) 

 3.2.20 หลอดทดลอง ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร (Centrifuge tubes, Jet Biofil®, จีน) 

 3.2.21 กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ (Inverted Microscopes, Eclipse TS100, Nikon, ญี่ปุ่น) 

 3.2.22 ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส (Sandenintercool, ไทย) 

 3.2.23 ตู้แช่แข็ง -40 องศาเซลเซียส (Haier, จีน) 

 3.2.24 ตู้แช่แ่ข็ง -80 องศาเซลเซียส (New Brunswick scientific, สหรัฐอเมริกา) 

 3.2.25 เครื่องท าแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze dry, CHRIST®, เยอรมัน) 

 3.2.26 Microcentrifuge tube (Hycon plastics, ไทย) 
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3.3 แผนการด าเนนิงานวิจัย 
 การด าเนินงานวิจัยแบ่งออกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนแรกเป็นการศึกษาการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ 

และการเชื่อมขวางทางเคมีด้วย GPTMS และส่วนที่สองเป็นการวิเคราะห์คุณลักษณะและสมบัติทาง

กายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ รายละเอียดดังแสดงในรูปที่ 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

3.3.1 การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาส 

 

 
รูปที่ 18 แผนการด าเนินงานวิจัย 

สารละลายไฟโบรอินไหมไทย สารละลาย TEOS สารละลาย CaCl2 

  ขึ้นรูปโครงเลีย้งเซลล์ด้วยวิธี sol-gel ของสารผสมระหว่างสารละลายไฟโบรอินไหมไทยและโซลของ
สารละลายไบโอแอคทีฟกลาส และท าให้เกิดรูพรุนด้วยวิธีโฟมมิ่ง (foaming) 
ตัวแปรที่ศึกษา คือ 1. อัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของไฟโบรอินไหมไทยและสารละลายไบโอแอค-  
                           ทีฟกลาส ได้แก่ 90/10, 80/20, 70/30, 60/40, 50/50, 40/60, 30/70,   
                           20/80, 10/90 เพื่อคัดเลือกอัตราส่วนผสมท่ีเหมาะสมไปศึกษาขั้นต่อไป 

2. ปริมาณ GPTMS ทีใ่ช้เช่ือมขวาง ได้แก่ 0%, 10%, 20%, 30%, 40% โดย    
   น้ าหนัก  

โซลของไบโอแอคทีฟกลาส (Bioactiveglass sol) 

ท าการวิเคราะห ์
1. โครงสร้างสณัฐานและขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์โดยใช้ SEM 
2. ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์  
3. โครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ด้วย FTIR 
4. สัดส่วนของเจลทีไ่ม่ละลายน้ า  
5. ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการของโครงเลี้ยงเซลล์ 
6. ความสามารถในการทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล์ 
7. ความสามารถในการปลดปล่อยแคลเซียม  
8. ความเป็นพิษต่อเซลล์ของโครงเลี้ยงเซลล ์
9. การยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ 
10. ความสามารถในการกระตุ้นกิจกรรมของเซลล์กระดูก (Osteoblast cell line: SaOS-2)  

•   จ านวนเซลล์โดยวิธีการวัดปริมาณ DNA          
•   ระดับกิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส  

      •   ปริมาณแคลเซียมที่เซลล์สร้างขึ้น  
      •   ปริมาณแคลเซียมที่ตกตะกอนโดยการย้อมสี Alizarin Red 
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3.3.1 การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาส 
3.3.1.1 การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทย  

ตามรายงานของ Kim U.J และคณะ ปี 2005 [75] แบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน ดังแสดงในรูปที่ 19 

1) การก าจัดกาวไหม (Degumming) 

1.1) น ารังไหมไทยสายพันธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 1 มาท าความสะอาดดึงปุยไหมและตัวดักแด้

ออก ชั่งรังไหมน้ าหนัก 40 กรัม 

1.2) น ารังไหม 40 กรัม มาต้มในสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 0.02 

โมลต่อลิตร ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เป็นเวลา 20 นาท ี

1.3) น ารังไหมที่ต้มแล้วมาล้างด้วยน้ าปราศจากประจุ (Deionized water) ประมาณ 4-5 

รอบ เพื่อก าจัดส่วนของกาวไหมและสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 

1.4) ท าซ้ าข้อ 1.2) - 1.3) อีก 1 รอบ  

1.5) น าเส้นใยไหมท่ีผ่านการก าจัดกาวไหมไปผึ่งตากแห้งประมาณ 2 วัน  

1.6) น าเส้นไหมท่ีแห้งมาฉีกให้ฟู เพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่ผิวส าหรับเตรียมสารละลายไฟโบรอิน 

2) การเตรียมสารละลายไฟโบรอิน 

2.1) น าเส้นใยไฟโบรอินมาละลายในสารละลายลิเทียมโบรไมด์ (LiBr) ความเข้มข้น 9.3 โมล

ต่อลิตร ด้วยอัตราส่วนไหม 4 กรัมต่อ LiBr 16 มิลลิลิตร จ านวน 2 บีกเกอร์ น าไปอบที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จะได้สารละลายไฟโบรอิน 

2.2) น าสารละลายไฟโบรอินมาไดอะไลซ์ในน้ าปราศจากประจุ เพ่ือก าจัดลิเทียมโบรไมด์ 

(LiBr) โดยการเปลี่ยนน้ าในนาทีที่ 15, 35 และ 55 ของชั่วโมงแรก จากนั้นเปลี่ยนน้ าวันละ 3 ครั้งเป็น

เวลา 3 วัน 

2.3) เมื่อไดอะไลซ์เสร็จเก็บสารละลายไฟโบรอินไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน 

ที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เพ่ือก าจัดสิ่ง

ปนเปื้อน 

2.4) ค านวณความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอินโดยการอบแห้ง โดยสารละลายไฟโบรอิน

ที่ได้จะมีความเข้มข้นประมาณ 5-7% โดยน้ าหนัก 
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               รังไหมไทย    ต้มใน 0.02 M Na2CO3                เส้นใยไฟโบรอิน 

          20 นาที (2 ครั้ง) 

 

 

         

  

 

   สารละลายไฟโบรอิน            ไดอะไลซ์ในน้ าปราศจากไอออน    ละลาย 9.3 M LiBr 60 °C  

                                                                                                   4  ชม. 

รูปที่ 19 การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทย 
 

3.3.1.2 การเตรียมโซลของไบโอแอคทีฟกลาส  
ดัดแปลงจากรายงานของ Mahony O และคณะ ปี 2010 [76] และ Midha S และคณะ ปี 2013 

[45]  แบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน ดังนี้ 

1) การเตรียมสารละลาย TEOS 

1.1) ละลายเตตระเอทอกซีไซเลน (TEOS) ในน้ าปราศจากไอออนที่มีกรดไฮโดรคลอริก 

ความเข้มข้น 1 นอร์มอล โดยสัดส่วนของน้ าปราศจากประจุต่อกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 นอร์

มอล เป็น 3:1 มิลลิลิตร และสัดส่วนของเตตระเอทอกซีไซเลนต่อน้ า เป็น 4:1 โมล 

1.2) ท าการปั่นกวน เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดกระบวนการไฮโดรไลซิสและควบแน่น จน

ไดส้ารละลายที่มีลักษณะเสมือนเนื้อเดียวกันและใส 
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2) การเตรียมสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 

2.1) เตรียมสารละลายแคลเซียม โดยใช้แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) เป็นสารตั้งต้น ซึ่งละลาย

ในน้ าปราศจากประจุ โดยสัดส่วนของแคลเซียมคลอไรด์ต่อน้ าปราศจากประจุ เป็น 4:1 โมล 

2.2) ท าการปั่นกวน เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จนได้สารละลายใสเนื้อเดียวกัน 

น าสารละลาย TEOS จากข้อ 1 และสารละลายแคลเซียมคลอไรด์จากข้อ 2 ผสมกันโดย

ก าหนดสัดส่วนซิลิกาต่อแคลเซียมออกไซด์เป็น 70%โมล ต่อ 30%โมล ปั่นกวนจนสารละลายใสเป็น

เนื้อเดียวกัน 

 

3.3.2 การขึ้นรูปและการเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์ 
3.3.2.1. ศึกษาผลของอัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของไฟโบรอินไหมไทยและสารละลายไบ

โอแอคทีฟกลาสต่อการขึ้นรูป  
น าสารละลายไฟโบรอินและสารละลายไบโอแอคทีฟกลาสที่เตรียมจากข้างต้นมาผสมกันตาม

อัตราส่วนโดยน้ าหนัก คือ 90/10, 80/20, 70/30, 60/40, 50/50, 40/60, 30/70, 20/80, 10/90 

เพ่ือศึกษาการเป็นเนื้อเดียวกันของสารละลาย 2 ส่วนเมื่อผสมกันเป็นสารละลายรวมและการขึ้นรูป

เบื้องต้น 

3.3.2.2 การศึกษาการขึ้นรูปและการเชื่อมขวางของโครงเลี้ยงเซลล์ 
การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสเชื่อมขวางด้วย 

GPTMS โดยวิธีโฟมม่ิง (foaming)  

1) น าสารละลายไฟโบรอินมาเติมหมู่ฟังก์ชัน (functionalize) ด้วยการเติม GPTMS จนได้

ความเข้มข้น 0%, 10%, 20%, 30% และ 40%wt แล้วท าการปั่นกวนเบาๆ เป็นเวลา 1 นาที  

2) น าสารละลายไบโอแอคทีฟกลาสที่เตรียมข้างต้นในข้อ 3.3.1.2  มาผสมกับสารละลายไฟ

โบรอินที่เติมหมู่ฟังก์ชันแล้ว โดยอัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของสารละลายไฟโบรอินไหมไทยต่อโซล

ของไบโอแอคทีฟกลาส เป็น 1:1 แล้วท าการปั่นกวนเบาๆ เป็นเวลา 5 นาท ี

3) น าสารละลายมาตีฟองขึ้นรูปด้วยเครื่องตีฟองนมที่ระดับความเร็ว 8000 รอบ/นาที ท า

การตีปั่นกวนจนสารละลายหนืดและคงรูป จากนั้นปิดปากบีกเกอร์พลาสติกด้วยฟอยล์และน าไปอบที่ 

60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน  
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4) เมื่ออบที่ 60 องศาเซลเซียส ครบ 3 วัน น าฟอยล์ที่ปิดปากบีกเกอร์ออก จากนั้นอบที่ 60 

องศาเซลเซียส ต่ออีกเป็นเวลา 1 วัน 

 

3.3.3 การวิเคราะห์สมบัติทางเคมี สมบัติทางกายภาพ และสมบัติทางชีวภาพของโครง
เลี้ยงเซลล์ 

3.3.3.1 การวิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์โดยใช้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) 

โครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยผสมไบโอแอคทีฟกลาสที่เชื่อมขวาง

ด้วย GPTMS ที่มีความเข้มข้น 0%, 10%, 20%,30% และ 40%wt ถูกวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope) โดยตัดโครงเลี้ยงเซลล์ในแนวตัดขวาง 

(cross-section) จากนั้นน าโครงเลี้ยงเซลล์ไปวางบนแท่นเตรียมตัวอย่าง แล้วน าไปเคลือบด้วยทอง

เพ่ือให้ชิ้นงานเกิดการน าไฟฟ้า และส่องด้วยกล้องที่ก าลังขยาย 50 และ 100 เท่า จากนั้นน าภาพที่

ได้มาวิเคราะห์ขนาดรูพรุนโดยโปรแกรม Image J วัดขนาดรูพรุนทั้งหมด 100 จุด ค่าที่รายงานเป็น

ค่าเฉลี่ยขนาดรูพรุนและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของรูพรุนแบบสุ่ม 100 รู 

3.3.3.2 การวิเคราะห์ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ (Porosity) 
การวิเคราะห์ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ สามารถท าได้โดยใช้หลักการการแทนที่ของ

ของเหลว ในที่นี้ใช้เฮกเซน (Hexane) ซึ่งมีความสามารถในการซึมผ่านโครงเลี้ยงเซลล์โดยไม่ท าให้

โครงเลี้ยงเซลล์เกิดการบวมหรือหดตัว [75] โดยเริ่มจากการชั่งน้ าหนักสารละลายเฮกเซนปริมาตร 1 

มิลลิลิตร (W1) จากนั้นน าโครงเลี้ยงเซลล์ไปแช่ในสารละลายเฮกเซน เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้เฮกเซน

ซึมเข้าสู่โครงเลี้ยงเซลล์ แล้วชั่งน้ าหนักทั้งหมดของเฮกเซนที่มีโครงเลี้ยงเซลล์แช่อยู่ (W2) จากนั้นเอา

โครงเลี้ยงเซลล์ออกและชั่งน้ าหนักของเฮกเซนที่เหลืออยู่ (W3) โดยความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์

สามารถค านวณได้จากสูตร 
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ร้อยละความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ = W1 – W3   

 

โดยที่ W1 = น้ าหนักของสารละลายเฮกเซนปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

 W2 = น้ าหนักท้ังหมดของเฮกเซนที่มีโครงเลี้ยงเซลล์แช่อยู่ด้วย 

W3 = น้ าหนักของเฮกเซนที่เหลืออยู่ภายหลังจากน าโครงเลี้ยงเซลล์ออก 

ค่าท่ีได้จะต้องน ามาหาค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยท าซ้ า 5 ซ้ า (n=5) 

3.3.3.3 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ด้วย Attenuated Total 
Reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) 

วิเคราะห์เปรียบเทียบโครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย , โครงเลี้ยง

เซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส, GPTMS, โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยเชื่อมขวางด้วย GPTMS ที่มี

ความเข้มข้น 10%, 20%wt และโครงเลี้ยงเซลล์ผสมของไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่

เชื่อมขวางด้วย GPTMS 10%wt วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Fourier transform infrared 

spectrometer, Perkin Elmer โดยเทคนิค Attenuated Total Reflectance ที่ช่วงความยาวคลื่น 

4000-400 ต่อเซนติเมตร 

3.3.3.4 การศึกษาสัดส่วนของเจลที่ไม่ละลายน้ า (gel fraction) ของโครงเลี้ยงเซลล์ 
1) น าโครงเลี้ยงเซลล์แห้งน้ าหนัก 10±1 มิลลิกรัม ขนาด 2 มิลลิเมตร x 2 มิลลิเมตร x 2 

มิลลิเมตร แช่ในน้ าปราศจากประจุ 1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง    

2) น าโครงเลี้ยงเซลล์ที่เหลืออยู่ในน้ าหลังการบ่มไปอบแห้ง และชั่งน้ าหนักแห้ง ค านวณหา

ร้อยละโดยน้ าหนักที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลล์จากสูตร 

ร้อยละโดยน้ าหนักที่หายไป  =  W0 - W1  

                  W0 

โดยที ่ W0 =   น้ าหนักแห้งเริ่มต้นของโครงเลี้ยงเซลล์ก่อนแช่ในน้ าปราศจากประจุ 

W1 =   น้ าหนักแห้งของโครงเลี้ยงเซลล์หลังแช่ในน้ าปราศจากประจุเป็นเวลา       

                24 ชั่วโมง 

ค่าท่ีได้จะต้องน ามาหาค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยท าซ้ า 4 ซ้ า (n=4) 

W2 – W3 

X 100 

X  100 
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3.3.3.5 ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการ (in vitro 
biodegradation) ของโครงเลี้ยงเซลล์ 

การทดสอบการย่อยสลายโครงเลี้ยงเซลล์ ในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV (protease 

XIV) ในระดับห้องปฏิบัติการ สามารถท าได้โดย 

1) ชั่งน้ าหนักโครงเลี้ยงเซลล์ 50±1 มิลลิกรัม ขนาด 5 มิลลิเมตร x 5 มิลลิเมตร x 5 

มิลลิเมตร จากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 7.4) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีเอนไซม์โปรติ

เอส XIV ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร และสารละลายโซเดียมเอไซด์  (Sodium azide) ความ

เข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เพ่ือป้องกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และบ่มไว้

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยนสารละลายทุกๆ 2 วัน เก็บผลช่วงเวลา 1 , 3, 5, 7, 10 14, 

20 และ 28 วัน 

2) น าโครงเลี้ยงเซลล์มาล้างน้ าปราศจากไอออน 3 รอบ และน าไปผ่านกระบวนการท าแห้ง

แบบเยือกแข็งและชั่งน้ าหนักแห้งคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์ ค านวณหาร้อยละของน้ าหนักคงเหลือ

จากสูตร 

ร้อยละของน้ าหนักคงเหลือ  =  Wf  

                                                              Wi 

โดยที่ Wf =  น้ าหนักแห้งคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์หลังแช่ในสารละลายเอนไซม์ 

Wi =  น้ าหนักแห้งเริ่มต้นของโครงเลี้ยงเซลล์ก่อนแช่ในสารละลายเอนไซม์ 

ค่าท่ีได้จะต้องน ามาหาค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยท าซ้ า 4 ซ้ า (n=4) 

3.3.3.6 ความสามารถในการทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล์ (Compression test) 

ทดสอบความสามารถในการทนแรงกด (Compression test) ของโครงเลี้ยงเซลล์โดยใช้

เครื่อง Universal Testing Machine ในการทดสอบใช้อัตราการกดคงที่ 0.5 มิลลิเมตรต่อนาที เพ่ือ

ค านวณค่ามอดูลัสของการกดของโครงเลี้ยงเซลล์ โดยหาได้จากความชันระหว่างกราฟของความเค้น 

(Compression stress) และความเครียด (Compression strain) การทดสอบแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ  

1) การทดสอบโครงเลี้ยงเซลล์แบบแห้ง  

2) การทดสอบโครงเลี้ยงเซลล์แบบเปียก : น าโครงเลี้ยงเซลล์ไปแช่ในสารละลาย PBS         

24 ชั่วโมง และซับน้ าส่วนเกินออกแล้วจึงน าไปทดสอบ 

ค่าท่ีได้จะต้องน ามาหาค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยท าซ้ า 7 ซ้ า (n=7) 
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3.3.3.7 การวิเคราะห์ความสามารถในการปลดปล่อยแคลเซียม (Calcium Assay) ของ
โครงเลี้ยงเซลล์ในสารละลายจ าลองไอออนพลาสมาของเลือดมนุษย์ (Simulated body fluid; 
SBF)   

ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสเชื่อมขวางด้วย GPTMS 

ด้วยวิธี Foaming โดยมีอัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของไฟโบรอินไหมไทยต่อไบโอแอคทีฟกลาส เป็น 

1:1 และก าหนดสัดส่วนซิลิกาที่ 70%โมลต่อแคลเซียมออกไซด์ 0, 10, 20, 30 และ 40%โมล   

1) เตรียมตัวอย่างโดยชั่งโครงเลี้ยงเซลล์หนัก 50±1 มิลลิกรัม ขนาด 5 มิลลิเมตร x 5 

มิลลิเมตร x 5 มิลลิเมตร และเติมสารละลาย SBF ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 

2) เตรียมกราฟมาตรฐานจากการละลายแคลเซียมคลอไรด์ 0.5 กรัม ในสารละลายจ าลอง

ไอออนพลาสมาของเลือดมนุษย์ (Simulated body fluid; SBF) แล้วเจือจางให้มีความเข้มข้นเป็น

ครึ่งหนึ่งของความเข้มข้นเดิมตามล าดับ คือ 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 และ 0.15625 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

3) ปิ เปตสารมาตรฐานและตัวอย่ างมา 10 ไมโครลิตร แล้วผสมกับสารละลาย 

ethanolamine buffer (ความเข้มข้น 0.88 M, pH 11) 1 มิลลิลิตร และสาร O-cresolphythalein 

complex substrate (OCPC) 100 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน แคลเซียมจะท าปฏิกิริยากับ OCPC ให้

สารสีม่วง แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ท าการเก็บผลหลังบ่มเป็น

เวลา 1, 2, 4, 6, 8 ชั่วโมง และ 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10 และ 14 วัน 

ค่าท่ีได้จะต้องน ามาหาค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยท าซ้ า 4 ซ้ า (n=4) 

3.3.3.8 ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของโครงเลี้ยงเซลล์ (Cytotoxicity) 
การวิเคราะห์ความเป็นพิษต่อเซลล์ของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอค  

ทีฟกลาสที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS ท าโดยใช้เซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของหนู (L929) ตามมาตรฐาน ISO 

10993 part 5 และใช้วิธีทางอ้อมในการตรวจสอบ (Indirect method) 

การเพาะเลี้ยงเซลล์ L929 

เพาะเลี้ยงเซลล์ L929 ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ 96 หลุม (96 well-plate) โดยในแต่ละหลุมใช้

เซลล์เริ่มต้น 1X104 เซลล์/0.32 ตารางเซนติเมตร (พ้ืนที่ผิวของแต่ละหลุม) ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 

DMEM ที่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบ เพาะเลี้ยงในตู้ เลี้ยงเซลล์ที่สภาวะความดันบรรยากาศที่มีก๊าซ
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คาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์

เจริญเติบโตและแผ่ตัวเป็นชั้นเดียว (confluence)  

การเตรียมตัวอย่างสารสกัด 

การเตรียมตัวอย่างสารสกัดโครงเลี้ยงเซลล์ในการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ตามมาตรฐาน 

ISO 10993 part 12 สามารถท าได้โดย 

1) น าโครงเลี้ยงเซลล์หนัก 0.1 กรัม ไปผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อ (Sterilization) ด้วยวิธี

อบก๊าซเอธิลีนออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

2) จากนั้นแช่โครงเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) ที่ไม่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบ 1 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง เพ่ือสกัดสารออกจากโครงเลี้ยงเซลล์ น าสารสกัดดังกล่าวไปท าการเจือจางด้วยอาหารเลี้ยง

เซลล์ชนิด DMEM ที่ไม่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบที่ความเข้มข้นต่างๆ 

กลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ทดสอบ 

1) กลุ่มควบคุมเชิงลบ (Negative control): เลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่ม ี

ซีรั่มเป็นองค์ประกอบ 

2) กลุ่มควบคุมเชิงบวก (Positive control): เลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วย

สารละลายซิงค์อะซีเตด (zinc acetate) ความเข้มข้น 20 ppm 

3) กลุ่มทดลอง (experiment): เลี้ยงเซลล์ในสารละลายตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่ความ

เข้มข้นของสารสกัด 100%, 50%, 25% และ 12.5%  

3.3.3.8 การวิเคราะห์ความเป็นพิษของโครงเลี้ยงเซลล์ โดยท าการประเมินจ านวนเซลล์ที่

มีชีวิตอยู่ด้วยเทคนิค MTT assay       

ท าการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจากจานเพาะเลี้ยงซึ่งมีเซลล์ที่แผ่เป็นชั้นเดียว และเติมสาร

สกัดโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีความเข้มข้นดังกล่าวไปแล้วลงไปในหลุมจานเพาะเลี้ยง น าไปเพาะเลี้ยงตาม

สภาวะข้างต้นและนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่ 24 ชั่วโมง ด้วยเทคนิค MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-

2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) assay โดยสาร MTT มีโครงสร้างเป็นวงแหวนของ

เกลือ Tetrazolium มีสีเหลือง ซึ่งวงแหวน Tetrazolium สามารถถูกท าลายได้โดยเอนไซม์ 

Dehydrogenase จากไมโตคอนเดรียที่อยู่ในเซลล์ที่มีชีวิต ท าให้เปลี่ยนเป็นผลึก Formazan ที่มีสี
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ม่วง ซึ่งละลายได้ในตัวท าละลาย Dimethyl sulfoxide (DMSO) และสารละลายสีม่วงที่ได้ถูกน าไป

วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร โดยปริมาณผลึก Formazan ที่ละลายออกมามีค่า

แปรผันโดยตรงกับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต 

จ านวนเซลล์สามารถหาได้จากการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างที่ใช้ทดสอบ 

โดยร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ (viability) ค านวณจากสูตร 

 ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ = OD570e      

                OD570b 

โดยที่ OD570b =  จ านวนเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ทีไ่ม่มีซีรั่ม   

                         เป็นองค์ประกอบ 

OD570e =  จ านวนเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในสารละลายตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ 

               เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยสารละลายซิงค์อะซีเตด  

               และเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่มซีีรั่มเป็น  

               องค์ประกอบ   

3.3.3.9 การยึดเกาะของเซลล์  (Attachment) และการเจริญเติบโตของเซลล์ 
(Proliferation) บนโครงเลี้ยงเซลล์  

การเพาะเลี้ยง SaOS-2 cell line (human osteoblast-like cells)  

เพาะเลี้ยง SaOS-2 cell line ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบ 

เพาะเลี้ยงในตู้เลี้ยงเซลล์ที่สภาวะความดันบรรยากาศที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เซลล์เจริญเติบโตและแผ่ตัวเป็นชั้นเดียว (confluence) 

การเพาะเลี้ยง SaOS-2 cell line ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ 

1) ตัดโครงเลี้ยงเซลล์ให้มีขนาด 5 มิลลิเมตร x 5 มิลลิเมตร x 1 มิลลิเมตร ใส่ในหลอดชนิด 

cryovial น าไปผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อ (Sterilization) ด้วยวิธีอบก๊าซเอธิลีนออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส  

2) เตรียมเซลล์โดยใช้ความหนาแน่นของเซลล์ 5x104, 1x105 และ 2x105 เซลล์/50 

ไมโครลิตร/โครงเลี้ยงเซลล์ โดยหยดเซลล์ให้ครอบคลุมพ้ืนที่โครงเลี้ยงเซลล์ทั้งหมดและน าไปเขย่าที่

ความเร็ว 200 รอบต่อนาที (agitation seeding) ในตู้เลี้ยงเซลล์ที่สภาวะความดันบรรยากาศที่มีก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
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3) เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบลงไป 500 ไมโครลิตร และ

เพาะเลี้ยงโดยมีการเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาทีเช่นเดิม เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

4) ย้ายโครงเลี้ยงเซลล์ไปที่จานเพาะเลี้ยงเซลล์ 24 หลุม (24 well-plate) จากนั้นเพาะเลี้ยง

ในตู้เลี้ยงเซลล์ที่สภาวะความดันบรรยากาศที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง, 1, 3, 5 และ 7 วัน  โดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 3 วัน แล้วจึงเก็บผลการ

ทดลอง 

5) เมื่อครบตามเวลาเพาะเลี้ยง วัดจ านวนเซลล์ที่ยึดเกาะและเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์

ด้วยวิธีการตรวจวัดปริมาณ DNA (DNA assay) โดยการวิเคราะห์ปริมาณสารเรืองแสง Hoechst 

33258 ที่แทรกใน DNA double strands ด้วยเครื่อง Fluorescence microplate reader 

การหาจ านวนเซลล์ที่ยึดเกาะและการเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์  

1) การเตรียมสารละลายมาตรฐานจากเซลล์ SaOS-2 cell line โดยน าเซลล์แขวนลอย 

4x106 เซลล์ ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทของเหลวที่แยกชั้นทิ้ง 

เติม SDS lysis buffer 8 มิลลิลิตร ผสมกันและน าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง

พร้อมการสั่นสะเทือนโดยใช้คลื่นเสียงความถี่สูง (sonicate) เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือท าให้เซลล์แตก

และปล่อย DNA ออกมา จากนั้นท าการเจือจางเซลล์ด้วย SDS lysis buffer ให้มีความหนาแน่นเป็น

ครึ่งหนึ่งของความหนาแน่นเดิมตามล าดับ คือ 5x105, 2.5x105, 1.25x105, 6.25x104, 3.125x104, 

1.5625 x104 และ 7.8125 x103 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

2) เตรียมตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่เพาะเลี้ยงตามเวลาที่ก าหนด ล้างด้วย PBS และตัดโครง

เลี้ยงเซลล์ให้เป็นชิ้นละเอียด จากนั้นเติม SDS lysis buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (เตรียมจาก 20 

มิลลิกรัมของ SDS ละลายในสารละลาย SSC 5 มิลลิลิตร และน้ าปราศจากไอออน 95 มิลลิลิตร) และ

น าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมงพร้อมการสั่นสะเทือนโดยใช้คลื่นเสียงความถี่สูง 

(sonicate) เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นท าการแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส และละลายที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท าซ้ า 3 รอบ เพื่อให้เซลล์แตก 

3) ตรวจวัดปริมาณ DNA   

3.1) เตรียมสารแขวนลอยเซลล์มาตรฐาน (cell suspension standard) และตัวอย่าง โดย 

ปิเปต 100 ไมโครลิตรของ cell lysate และสารแขวนลอยเซลล์มาตรฐาน ใส่ในถาดด าขนาด 96 

หลุม (black plate) 
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3.2) เตรียมสารละลาย Hoechst 33258 โดยน า Hoechst 33258 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร

ผสมกับน้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 19 มิลลิลิตร และ SSC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

3.3) เติมสารละลาย Hoechst 33258 100 ไมโครลิตร ลงในสารแขวนลอยเซลล์มาตรฐาน

และตัวอย่าง วัดความเข้มของสารเรืองแสง ด้วยเครื่อง Fluorescence microplate reader โดยใช้

ความยาวคลื่นกระตุ้นที่ 355 นาโนเมตร (Excitation wavelength) และวัดการเรืองแสงที่ความยาว

คลื่น 460 นาโนเมตร (Emission wavelength) 

4) ค านวณร้อยละการยึดเกาะ (Percentage of cell attachment) อัตราการเจริญเติบโต

จ าเพาะของเซลล์ (Specific growth rate, µ) บนโครงเลี้ยงเซลล์ และเวลาการแบ่งตัวทวีคูณ 

(Population doubling time, PDT) จาก 

4.1) ค านวณร้อยละการยึดเกาะ (Percentage of cell Attachment)   

ร้อยละการยึดเกาะ = จ านวนเซลล์ที่ยึดเกาะหลังการเพาะเลี้ยง   

                        จ านวนเซลล์ทั้งหมดท่ีใส่ในโครงเลี้ยงเซลล์ 

4.2) อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ (Specific growth rate, µ)  

 µ    = 1 dy 

                                x dx  

µ∫     dt = ∫   1/x dx 

 µ(t2 - t1)          =        lnx2 - lnx1 

 µ            =        lnx2 - lnx1 

                                  (t2 - t1) 

โดยที ่   x1  = จ านวนเซลล์ที่เวลา t1 

x2  = จ านวนเซลล์ที่เวลา t2 

4.3) เวลาการแบ่งตัวทวีคูณ (Population doubling time, PDT) 

        PDT         =    ln2 

             µ  

X  100 

t2 

t1 x1 
x2 
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3.3.3.10 ทดสอบความสามารถในการกระตุ้นกิจกรรม (activity) ของเซลล์กระดูก 
(Osteoblasts cell line: SaOS-2)  

ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ SaOS-2 cell line ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย, โครง

เลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส และโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาส ด้วย

วิธีที่กล่าวดังข้างต้นในหัวข้อ 3.3.3.9 และตรวจสอบจ านวนเซลล์ที่มีการเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยง

เซลล์ด้วยวิธีการตรวจวัดปริมาณ DNA (DNA assay) ที่กล่าวดังข้างต้นในหัวข้อ 3.3.3.9 วิเคราะห์

กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline Phosphatase activity, ALP) และวิเคราะห์

ปริมาณแคลเซียม (Calcium content) ที่เซลล์สร้างขึ้นจาก cell lysate ที่เวลา 1, 7, 14, 21 และ 

28 วัน และย้อมสี Alizarin Red เพ่ือศึกษาแคลเซียมที่ตกตะกอนลงบนพ้ืนผิวโครงเลี้ยงเซลล์ ที่เวลา 

28 วัน   

การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline Phosphatase 

activity, ALP)  

การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส ซึ่งกิจกรรมนี้เป็น Early marker ที่

บ่งบอกถึงความสามารถในการกระตุ้นกิจกรรม (activity) ของเซลล์กระดูก โดยดูจากเอนไซม์ ALP 

ภายในเซลล์ 

1) เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช้ p-nitrophenol (ความเข้มข้น 10 มิลลิโมล) ท าการเจือจาง

ในน้ าปราศจากประจุ ให้มีความเข้มข้นเป็นครึ่งหนึ่งของความเข้มข้นเดิมตามล าดับ คือ 0.625, 

0.3125, 0.15625, 0.07813, 0.03906, 0.01953 และ 0.00977 มิลลิโมล 

2) เตรียมตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ โดยเติมสาร SDS lysis buffer 1 มิลลิลิตร ลงไปในโครง

เลี้ยงเซลล์และบดให้เป็นชิ้นละเอียด บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง พร้อมการ

สั่นสะเทือนโดยใช้คลื่นเสียงความถี่สูง (sonicate) เป็นเวลา 1 นาที 

3) ปิเปตสารมาตรฐานและตัวอย่าง 20 ไมโครลิตร ใส่ลงในถาดเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม 

แล้วเติม p-nitrophenyl phosphate 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม 0.02 N โซเดียมไฮดรอกไซด์ 80 ไมโครลิตร โดย

เอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสจะเปลี่ยน p-nitrophenyl phosphate ให้เป็น p-nitrophenol และ

วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate reader  
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วิเคราะห์ปริมาณแคลเซียม (Calcium content) ทีส่ะสมภายในเซลล์ 

การวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียมที่สะสมภายในเซลล์ โดยแคลเซียมเป็น Late marker ที่

จัดเป็นอีกหนึ่งความสามารถในการกระตุ้นกิจกรรม (activity) ของเซลล์กระดูก โดยดูจากปริมาณ

แคลเซียมภายในเซลล์  

1) เตรียมกราฟมาตรฐานจากแคลเซียมคาร์บอนเนต 20 มิลลิกรัมในกรดไฮโดรคลอริก 

(ความเข้มข้น 1 โมลาร์) 1 มิลลิลิตร ท าการเจือจางให้มีความเข้มข้นเป็นครึ่งหนึ่งของความเข้มข้นเดิม

ตามล าดับ คือ 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31 และ 0.16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2) เตรียมตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ โดยเติมสาร SDS lysis buffer 1 มิลลิลิตร ลงไปในโครง

เลี้ยงเซลล์และบดให้เป็นชิ้นละเอียด บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง พร้อมการ

สั่นสะเทือนโดยใช้คลื่นเสียงความถี่สูง (sonicate) เป็นเวลา 1 นาท ี

3) ปิเปตตัวอย่าง 100 ไมโครลิตร เติมกรดไฮโดรคลอริก (ความเข้มข้น 1 โมลาร์) 100 

ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง และท าการปิเปตตัวอย่างมา 10 ไมโครลิตร 

ผสมกับสารละลาย ethanolamine buffer (ความเข้มข้น 0.88 M, pH 11) 1 มิลลิลิตร และสาร   

O-cresolphythalein complex substrate (OCPC) 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยแคลเซียม

จะท าปฏิกิริยากับ OCPC ให้สารสีม่วง แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโน

เมตร  

ปริมาณแคลเซียมที่ตกตะกอน (Calcium deposition) โดยการย้อมสี Alizarin Red  

1) น าโครงเลี้ยงเซลล์ที่เพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 28 และโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ได้เลี้ยงเซลล์ 

(Control) แช่ใน 70% เอทานอล เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

2) ท าการหยดสีย้อม 1% Alizarin Red solution ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ ทิ้งไว้ 5 นาที 

จากนั้นล้างสีย้อมออกด้วยน้ าปราศจากประจุ 3 รอบ น ามาส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์และถ่ายรูป เพ่ือ

เปรียบเทียบความเข้มของสีย้อมของโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีเซลล์และไม่มีเซลล์ โดยใช้โปรแกรม Image J 
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3.4 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 งานวิจัยเปรียบเทียบค่าความแตกต่างของข้อมูล แล้วน าข้อมูลมาหาค่าเฉลี่ยและค่าการ

เบี่ยงเบนมาตรฐาน เพื่อศึกษาว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญหรือไม่ โดยใช้การวิเคราะห์ทางสถิติ

แบบอะโนวา (Analysis of variance: Anova) ด้วยโปรแกรมมินิแทบ (Minitab 14) ที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% (P-value<0.05) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

งานวิจัยนี้ได้ท าการผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาส 

ด้วยวิธีโฟมมิ่ง (foaming) และท าการเชื่อมขวางด้วย 3-ไกลซิดอกซีโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน 

(GPTMS)  โดยทดสอบสมบัติทางเคมี  สมบัติทางกายภาพและสมบัติทางชีวภาพในระดับ

ห้องปฏิบัติการ เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยและโครงเลี้ยงเซลล์ ไบโอแอคทีฟ 

กลาสที่เป็นกลุ่มควบคุม ผลการศึกษาแสดงรายละเอียดในหัวข้อต่อไปนี้ 

 

4.1 การขึ้นรูปและการเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์ 
4.1.1 ผลของอัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของไฟโบรอินไหมไทยและสารละลายไบโอแอคทีฟกลาส 
ต่อการขึ้นรูป  
 การศึกษาผลของอัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของไฟโบรอินไหมไทย (SF) และสารละลายไบโอ

แอคทีฟกลาส (BG) ต่อการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ เพ่ือศึกษาการเป็นเนื้อเดียวกันของสารละลาย 2 

ส่วนเมื่อผสมกันเป็นสารละลายรวมและการขึ้นรูปเบื้องต้น จากผลการทดลองในรูปที่ 20 ซึ่งแสดง

ลักษณะของสารละลาย SF และสารละลาย BG เมื่อผสมกันและลักษณะโครงเลี้ยงเซลล์เบื้องต้น 

พบว่าที่อัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของ SF และสารละลาย BG 90/10, 80/20, 70/30 และ 60/40 

สารละลายผสมไม่รวมกันเป็นเนื้อเดียวกัน แต่มีการจับตัวเป็นก้อนรวมกลุ่มกัน และแยกสารละลาย

ออกเป็นส่วนเนื้อและน้ า แสดงดังรูป (a)-(d) โดยยิ่งมีปริมาณสารละลาย SF มากขึ้น สารละลายผสม 

SF-BG มีการจับตัวเป็นกลุ่มก้อนมากขึ้น ซึ่งชี้ให้เห็นว่าปริมาณสารละลาย SF มีผลต่อการจับตัวเป็น

ก้อนของสารละลายผสม ขณะที่อัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของสารละลาย SF และ BG 50/50, 

40/60, 30/70, 20/80 และ 10/90 พบว่าสารละลายผสมรวมกันเป็นเนื้อเดียวกัน จึงน ามาขึ้นรูปด้วย

วิธีการท าแห้งแบบเยือกแข็ง แสดงดังรูป (e)-(i) และจากการขึ้นรูปเบื้องต้น พบว่าอัตราส่วนผสมโดย

น้ าหนักของสารละลาย SF และ BG 40/60, 30/70, 20/80 และ 10/90 โครงเลี้ยงเซลล์มีลักษณะ

กรอบและเปราะบาง แตกออกจากกันเป็นชิ้นเล็กๆ เนื่องด้วยสมบัติของ BG ที่มีความแข็งแรงสูง 

(strength) แต่เปราะ (brittle) [46] ท าให้เมื่อยิ่งมีปริมาณ BG มากขึ้น โครงเลี้ยงเซลล์ผสมจะยิ่งมี

ลักษณะที่กรอบและเปราะมากขึ้น ซึ่งชี้ให้เห็นว่าปริมาณสารละลาย BG มีผลต่อโครงสร้างสัณฐาน

และสมบัติเชิงกลของโครงเลี้ยงเซลล์ ทั้งนี้โครงเลี้ยงเซลล์ที่เกิดจากอัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของ
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สารละลาย SF และ BG 50/50 สามารถข้ึนรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ที่สมบูรณ์ที่สุด จึงเลือกอัตราส่วนนี้

ไปศึกษาข้ันต่อไป    

  

 

 

 

 

 

อัตราส่วนผสมโดย

น้ าหนักของ SF/BG 

ลักษณะปรากฏ 

(a) 
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อัตราส่วนผสมโดย

น้ าหนักของ SF/BG 
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อัตราส่วนผสมโดย

น้ าหนักของ SF/BG 

(i) 

 

 

 

 

10/90 

   

 

รูปที่ 20 ลักษณะของสารละลายผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่อัตราส่วน
โดยน้ าหนัก (a) 90/10, (b) 80/20, (c) 70/30, (d) 60/40, (e) 50/50, (f) 40/60, (g) 30/70, (h) 
20/80 และ (i) 10/90 เมื่อขึ้นรูปด้วยวิธีการท าแห้งแบบเยือกแข็ง 
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4.1.2 การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่เชื่อมขวางด้วย 
GPTMS โดยวิธีโฟมม่ิง (Foaming) 
 

การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่เชื่อมขวางด้วย 

GPTMS ด้วยวิธีโฟมม่ิง โดยเริ่มจากการเติมหมู่ฟังก์ชั่นไฟโบรอินไหมไทยด้วย GPTMS แสดงปฏิกิริยา

ดังรูปที่ 21ก. โดยวงอีพอกซีบนโมเลกุล GPTMS สามารถท าปฏิกิริยาและสร้างพันธะโควาเลนต์กับหมู่

เอมีนของไฟโบรอินไหมไทย ในขณะเดียวกันหมู่เมทอกซีไซเลนที่อีกปลายด้านหนึ่งของ GPTMS 

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ท าให้เกิดหมู่ไซเลนอล (Si-OH) และมีเมทานอล (CH3OH) เป็นผลพลอยได้ 

ขณะที่ไบโอแอคทีฟกลาสถูกเตรียมจากเตตระเอทอกซีไซเลน (TEOS) แสดงปฏิกิริยาดังรูปที่ 21ข. 

โดยผ่านปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ท าให้เกิดหมู่ไซเลนอล (Si-OH) และมีเอทานอล (C2H5OH) เป็นผล

พลอยได้ และผ่านปฏิกิริยาควบแน่นจนฟอร์มตัวเป็นโครงข่ายซิลิเกต จากนั้นจึงใส่ CaCl2 ลงไป โดย

แคลเซียมอิออนจะเข้าไปอยู่ในโครงข่ายซิลิเกต แสดงโครงสร้างดังรูปที่ 21ค. ซึ่งการเชื่อมขวางไฟโบ

รอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาส จะเกิดผ่านปฏิกิริยาควบแน่นของหมู่ไซเลนอล 2 หมู่จากสาร

เชื่อมขวาง GPTMS และไบโอแอคทีฟกลาส ส่งผลให้เกิดการเชื่อมขวางผ่านอะตอมของออกซิเจน (Si-

O-Si ; bridging oxygen) แสดงปฏิกิริยาดังรูปที่ 21ง. 

 

 

 

ก) การเติมหมู่ฟังก์ช่ันไฟโบรอินไหมไทยด้วย GPTMS [70] 
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ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  

 

ปฏิกิริยาควบแน่น  

 
 

ข) โครงข่ายซิลิเกต [40] 

 

ค) ไบโอแอคทีฟกลาส [42] 

 

ง) ไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสทีเ่ชื่อมขวางด้วย GPTMS 

รูปที่ 21 ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟ   

กลาสเชื่อมขวางด้วย GPTMS 

 

TEOS หมู่ไซเลนอล 

หมู่ไซเลนอล หมู่ไซเลนอล โครงข่ายซิลิเกต 
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 เมื่อขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่เชื่อมขวางด้วย 

GPTMS ที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยวิธีโฟมมิ่ง (ตารางที่ 11) จะได้โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะภายนอก 

ดังแสดงในรูปที่ 22  

 โครงเลี้ยงเซลล์ที่ได้มีสีเหลืองอ่อน เนื่องมาจากสารละลาย SF มีสีเหลืองใส ขณะที่สารละลาย 

BG เป็นสารละลายใส จึงท าให้โครงเลี้ยงเซลล์ที่ขึ้นรูปได้มีสีเหลืองอ่อน และเมื่อสัมผัสด้วยมือ พบว่า

โครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 40 มีลักษณะที่แข็งกว่า SF-BG 30, SF-BG 20, SF-BG 10 และ SF-BG 0 

ตามล าดับ เนื่องมาจากการเชื่อมขวางที่เพ่ิมขึ้นของไฟโบรอินไหมไทยกับโครงข่ายซิลิเกตของไบโอ

แอคทีฟกลาส จึงท าให้โครงเลี้ยงเซลล์มีความแข็งแรงที่เพ่ิมข้ึน 

 

ตารางท่ี 11 ชนิดของตัวอย่างและสัญลักษณ์ของโครงเลี้ยงเซลล์ 
ชนิดของตัวอย่างโครงเลี้ยงเซลล์ สัญลักษณ์ 

โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (กลุ่มควบคุม) SF 

โครงเลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส (กลุ่มควบคุม) BG 

โครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสทีเ่ชื่อม

ขวางด้วย GPTMS 0%wt 

SF-BG 0 

โครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสทีเ่ชื่อม

ขวางด้วย GPTMS 10%wt 

SF-BG 10 

โครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสทีเ่ชื่อม

ขวางด้วย GPTMS 20%wt 

SF-BG 20 

โครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสทีเ่ชื่อม

ขวางด้วย GPTMS 30%wt 

SF-BG 30 

โครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสทีเ่ชื่อม

ขวางด้วย GPTMS 40%wt 

SF-BG 40 
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GPTMS (%wt) 

ลักษณะปรากฏโครงเลี้ยงเซลล์ผสม SF-BG ทีมี่อัตราส่วนผสมโดยน้ าหนัก

ของ SF/BG เป็น 50/50 และเชื่อมขวางด้วย GPTMS ความเข้มข้นต่างๆ 

(a) 
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รูปที่ 22 โครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS 

ความเข้มข้นต่างๆ (a) 0%wt, (b) 10%wt, (c) 20%wt, (d) 30%wt และ (e) 40%wt 
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4.2 สมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ 
4.2.1. โครงสร้างสัณฐานภายในของโครงเลี้ยงเซลล์ 
 เมื่อศึกษาโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning 

Electron Microscopy, SEM ) เพ่ือวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานภายใน (รูปที่ 23) และเพ่ือวัดขนาดรู

พรุนของโครงเลี้ยงเซลล์แสดงในตารางที่ 12 

จากรูปที่ 23 พบว่าโดยทั่วไปโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG เชื่อมขวางด้วย GPTMS ที่ความเข้มข้น

ต่ า งๆ มี รูพรุนขนาดเล็ กและใหญ่ กระจายตั วสม่ า เสมอ  (Homogeneous)  และมี รู เ ชื่ อม 

(interconnected pore) ที่ผนังของรูพรุนเหล่านั้น และทะลุต่อกันทั่ว โครงเลี้ยงเซลล์ เมื่อ

เปรียบเทียบผลของความเข้มข้น GPTMS ที่ใช้ในการเชื่อมขวาง พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG ที่มี

ความเข้มข้นของ GPTMS มากขึ้น จะมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยใหญ่ขึ้น ผนังรูพรุนขรุขระมากขึ้น และมีก้อน

มวลสารสะสมบนผนังรูพรุนมากขึ้น (ตารางท่ี 12)  

หากพิจารณาขนาดรูพรุนเฉลี่ยที่วัดจากรูป SEM จะพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์จาก SF หรือ BG 

จะมีขนาดรูพรุนที่ใหญ่กว่าโครงเลี้ยงเซลล์คอมโพสิต (แม้ว่าโครงเลี้ยงเซลล์ SF จะขึ้นรูปด้วยกรรมวิธี

ที่แตกต่างจากพวกก็ตาม) อย่างไรก็ตามขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์คอมโพสิต SF-BG 10, 

SF-BG 20 และ SF-BG 30 ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และความเข้มข้นของ 

GPTMS ที่ส่งผลให้ขนาดรูพรุนเฉลี่ยใหญข่ึ้น มีความเป็นไปได้ว่าความเข้มข้น GPTMS ช่วยเพ่ิมขนาดรู

พรุน มีรายงานการขึ้นรูปเยื่อที่มีรูพรุน (porous membrane) เพ่ือการใช้ในลิเธียมแบตเตอรี่จาก 

polystyrene-block-poly(4-vinylpyridine) block copolymer โดยคณะวิจัยได้เปลี่ยนแปลง

ความเข้มข้นของ GPTMS ที่ใช้ พบว่าขนาดของรูพรุนใหญ่ขึ้นเมื่อความเข้มข้นของ GPTMS มากขึ้น

เช่นเดียวกัน [77] และรายงานของ Wang และคณะปี 2017 [62] ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ไคโตซานและ

ซิลิกาเชื่อมขวางด้วย GPTMS ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ GPTMS ที่ใช้ พบว่า ขนาดของรู

พรุนใหญ่ขึ้นจาก 150 ไมโครเมตร เป็น 400 ไมโครเมตร โดยคณะวิจัยได้อภิปรายผลว่า GPTMS อาจ

ช่วยเพิ่มขนาดรูพรุนได้ เนื่องจาก GPTMS แสดงพฤติกรรมเป็นสารลดแรงดึงผิว 

รูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ SF มีรูปทรงหลายหน้า (polyhedron) ผนังของรูพรุนมีลักษณะ

เป็นแผ่นเรียบ และมีรูเชื่อมทะลุผนังขนาดประมาณ 100-200 ไมโครเมตร ส่วนโครงเลี้ยงเซลล์ BG 

จะมีรูพรุนรูปทรงกลมขนาดเล็กและใหญ่ผสมกัน กระจายตัวอย่างทั่วถึงในโครงเลี้ยงเซลล์ และมีรู

เชื่อมขนาดประมาณ 25-50 ไมโครเมตร มีรายงานว่ารูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ มีผลต่อการถ่ายเท
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และแลกเปลี่ยนสารอาหาร ออกซิเจนให้แก่เซลล์ภายในโครงสร้าง [6] และขนาดรูพรุนที่เหมาะสม

ส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ควรมีขนาดรูพรุนอย่างน้อย 100 ไมโครเมตร [78] นอกจากนี้มีรายงาน

ของ Vorrapakdee R และคณะ ในปี 2013 [79] พบว่า กระดูกมนุษย์ประเภท cancellous มีรูพรุน

เฉลี่ยประมาณ 255 ไมโครเมตร ซึ่งใกล้เคียงกับโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 40 

เป็นที่น่าสังเกตว่าบนผนังที่ขรุขระของโครงเลี้ยงเซลล์คอมโพสิตมีการทับถมกันของมวลสาร

บางอย่างซึ่งไม่ได้ถูกตรวจสอบในวิทยานิพนธ์นี้ มีความเป็นไปได้ว่ามวลสารเหล่านี้เป็น GPTMS ที่

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและพอลิคอนเดนเซชันของหมู่ฟังก์ชัน Si-O-CH2 จนเกิดเป็นโครงข่ายขนาด

ใหญ่ที่แยกตัวออกมา [80] หรืออีกทางหนึ่งก้อนมวลสารเหล่านี้คือโปรตีนไฟโบรอินบางส่วนที่ทับถม

บนผนังรูพรุนอันเกิดจาก BG ที่เชื่อมขวางกับ SF 
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ตารางท่ี 12 ขนาดรูพรุนเฉลี่ยและลักษณะผนังของรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย, โครง
เลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส และโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาส 
 

ชนิดของโครงเลี้ยง

เซลล์ 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

(ไมโครเมตร) 

ความขรุขระของผนัง

รูพรุน 

การทับถมของมวล

สารบนผนัง 

SF (กลุ่มควบคุม)  247±53a - - 

BG (กลุ่มควบคุม) 313±67b - - 

SF-BG 0 128±36c + + 

SF-BG 10 177±74d + + 

SF-BG 20 185±23d + + 

SF-BG 30 189±26d ++ ++ 

SF-BG 40 236±54a +++ +++ 

(a, b, c และ d แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดย

เปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิด) 

 

ระดับความขรุขระของผนังรูพรุนและการทับถมของมวลสารบนผนัง 

 -       หมายถึง     ไม่มีความขรุขระของผนังรูพรุนหรือการทับถมของมวลสารบนผนัง 

+      หมายถึง     เริ่มมีความขรุขระของผนังรูพรุนหรือการทับถมของมวลสารบนผนัง 

++    หมายถึง     มีความขรุขระของผนังรูพรุนหรือการทับถมของมวลสารบนผนังปานกลาง 

+++  หมายถึง     มีความขรุขระของผนังรูพรุนหรือการทับถมของมวลสารบนผนังมาก 
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4.2.2. ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ (Porosity) 
เมื่อวัดค่าความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์โดยใช้หลักการการแทนที่ของของเหลว ในการ

ทดลองนี้ใช้เฮกเซน (Hexane) ซึ่งมีความสามารถในการซึมผ่านโครงเลี้ยงเซลล์โดยไม่ท าให้โครงเลี้ยง

เซลล์เกิดการบวมหรือหดตัว [75] จะได้ค่าความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ดังแสดงในตารางที่ 13  

โครงเลี้ยงเซลล์กลุ่มควบคุม ทั้งโครงเลี้ยงเซลล์ SF และโครงเลี้ยงเซลล์ BG มีความพรุน

ประมาณร้อยละ 91.62และ 87.14 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG ที่เชื่อม

ขวางด้วย GPTMS ความเข้มข้นต่างๆ พบว่าความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ลดลง โดยมีความพรุน

ประมาณร้อยละ 73-84 แต่เมื่อเปรียบเทียบผลของความเข้มข้น GPTMS ที่ใช้ในการเชื่อมขวาง 

พบว่าหากใช้ความเข้มข้นของ GPTMS ในการเชื่อมขวางมากขึ้นส่งผลให้โครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG มี

ความพรุนมากขึ้น มีความเป็นไปได้ว่าความเข้มข้น GPTMS ช่วยเพ่ิมขนาดรูพรุนและความพรุน 

เนื่องจาก GPTMS แสดงพฤติกรรมเป็นสารลดแรงดึงผิว [62] ทั้งนี้มีงานวิจัยของ Cheng M และคณะ 

ในปี 2013 [81] กล่าวว่าหากโครงเลี้ยงเซลล์มีรูพรุนมากท าให้เกิดช่องเชื่อมต่อกันระหว่างรูพรุนได้

มาก ส่งผลให้เกิดการแลกเปลี่ยนสารอาหารและออกซิเจนให้แก่เซลล์ภายในโครงสร้างอย่างทั่วถึง ซึ่ง

ช่วยให้เซลล์เจริญได้ดียิ่งข้ึน  

 

ตารางท่ี 13 ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย, โครงเลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส และ
โครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาส 

ชนิดของโครงเลี้ยงเซลล์ ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ (%) 

SF (กลุ่มควบคุม)  91.62±1.59a 

BG (กลุ่มควบคุม) 87.14±1.95a,c 

SF-BG 0 73.87±2.15b 

SF-BG 10 77.01±1.82b,e 

SF-BG 20 81.22±2.71d,e 

SF-BG 30 83.48±3.18d,c 

SF-BG 40 84.32±3.08d,c 

(a, b, c, d และ e แสดงความแตกตา่งกันอยา่งมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดย

เปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิด) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 69 

4.2.3. โครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ 
 ผลการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ือศึกษาการเชื่อมขวางระหว่างไฟ  

โบรอินไหมไทย (SF) กับ GPTMS ด้วยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy โดยใช้

เทคนิค Attenuated total reflectance mode (ATR-FTIR) แสดงดังรูปที่ 24 พบว่าสเปกตรัมการ

ส่องผ่านรังสีอินฟาเรดของ SF เกิดท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1650 ต่อเซนติเมตร ซึ่งสอดคล้องกับพันธะเอ

ไมด์ I (Amide I) ที่เกิดจากการสั่นแบบยืดของพันธะ C=O (C=O stretching) ต าแหน่งถัดมา คือ 

ท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1514 ต่อเซนติเมตร สอดคล้องกับพันธะเอไมด์ II (Amide II) ซึ่งแสดงการสั่นของ

พันธะ C-N (C-N stretching) และที่เลขคลื่น 1233 ต่อเซนติเมตร สอดคล้องกับพันธะเอไมด์ III 

(Amide III) ซึ่งแสดงการสั่นของพันธะ N-H (N-H deformation) ซึ่งทั้ง 3 ต าแหน่งข้างต้นแสดงหมู่

ฟังก์ชั่นที่พบในโปรตีนไฟโบรอินทั่วไป ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Wongputtaraksa T [82] และ

คณะ ในปี 2012 ที่แสดงสเปกตรัมการส่องผ่านรังสีอินฟาเรดของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่

ขึ้นรูปด้วยวิธีการก าจัดเกลือ โดยมีท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1650 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงพันธะเอไมด์ I ที่

มีในโครงสร้างแบบ random coil, 1550-1525 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงพันธะพันธะเอไมด์ II (N-H 

deformation and C-N stretching) และ 1250, 1225  ต่อเซนติเมตร แสดงถึงพันธะเอไมด์ III (C-

N stretching and N-H deformation) ที่มีในโครงสร้างแบบ ß-sheet และ random coil 

ตามล าดับ 

 ส าหรับสเปกตรัมการส่องผ่านรังสีอินฟาเรดของ GPTMS (โครงสร้างแสดงในรูปที่ 25) เกิด

ท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1254, 909 และ 854 ต่อเซนติเมตร ซึ่งสอดคล้องกับวงแหวนอีพอกซี (epoxy 

ring) ที่มีลักษณะการสั่นแบบ breathing (breathing vibration), การสั่นแบบยืดไม่สมมาตร 

(asymmetric stretching) และการสั่นแบบยืดสมมาตร (symmetric stretching) ตามล าดับ 

นอกจากนี้ยังเกิดท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1191 ต่อเซนติเมตร ที่แสดงถึงหมู่ฟังก์ชั่น Si-C ผลการทดลองนี้

สอดคล้องกับรายงานของ Hernandez-Barrios และคณะ ในปี 2017 [83] ที่แสดงสเปกตรัมการส่อง

ผ่านรังสีอินฟาเรดของ GPTMS โดยมีท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1250, 910 และ 860 ต่อเซนติเมตร แสดง

ถึงวงแหวนอีพอกซี (epoxy ring) และท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1190 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงหมู่ฟังก์ชั่น 

Si-C 

 เมื่อท าการเติมหมู่ฟังก์ชัน (functionalization) SF ด้วย GPTMS ความเข้มข้น 10 %wt 

และ 20 %wt แล้วน ามาทดสอบด้วย ATR-FTIR พบว่ามีท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1621 ต่อเซนติเมตร ซึ่ง

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wongputtaraksa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23015285
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สอดคล้องกับพันธะเอไมด์ I (Amide I) ท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1514 ต่อเซนติเมตร ซึ่งสอดคล้องกับ

พันธะเอไมด์ II (Amide II) และท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1233 ต่อเซนติเมตร สอดคล้องกับพันธะเอไมด์ III 

(Amide III) ท้องคลื่นเหล่านี้แสดงถึงการคงอยู่ของไฟโบรอิน 

 เมื่อสังเกตกราฟ FTIR ของไฟโบรอินที่เติม GPTMS จะพบการเกิดไหล่ของคลื่นบนกราฟ 

FTIR ที่เลขคลื่น 1690 ต่อเซนติเมตร ซึ่งตรงกับ C=O stretching ในพันธะเอไมด์ และท้องคลื่นขยับ 

(shift) ไปเลขคลื่น 1621 ต่อเซนติเมตรมากขึ้น (พันธะเอไมด์ I) จึงมีความเป็นไปได้ว่ามีพันธะเอไมด์ที่

เกิดจากปฏิกิริยาระหว่าง epoxy ring กับหมู่เอมีนของไฟโบรอินก็เป็นได้ หรืออีกทางหนึ่ง คือ 

GPTMS อาจจะท าให้โครงสร้างไฟโบรอินเปลี่ยนเป็นแผ่นบีต้ามากขึ้น เนื่องจากการเติมหมู่ฟังก์ชัน 

(functionalization) SF ด้วย GPTMS เกิดเมทานอลเป็นผลพลอยได้ สังเกตได้จากรูปที่ 26 ทั้งนี้

สอดคล้องกับรายงานของ Kaewprasit K และคณะ ปี 2014 [84] ที่แสดงสเปกตรัมการส่องผ่านรังสี

อินฟาเรดของฟิล์ม SF ที่ผ่านการแช่ในเมทานอล ซึ่งเกิดท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1630 ต่อเซนติเมตร 

แสดงถึงพันธะเอไมด์ I ที่มีในโครงสร้างแบบ ß-sheet 

 อีกข้อสังเกตหนึ่ง คือ ไม่พบท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1735-1750 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแสดงถึง C=O 

stretching ในพันธะเอสเตอร์ จึงเป็นไปได้ว่าการสร้างพันธะเชื่อมระหว่างไฟโบรอินและ GPTMS 

เกิดขึ้นโดยปฏิกิริยา ring opening ที่ท าให้เกิดพันธะเอไมด์เป็นหลัก สอดคล้องกับ Tonda-Turo C 

และคณะ ในปี 2013 [70] ต่างจากการเติม GPTMS ลงไปบนเจลาติน ซึ่งมีรายงานว่าเกิดผ่าน 

esterification ที่ท าให้เกิดพันธะเอสเตอร์เป็นหลัก [85] นอกจากนี้ยังพบท้องคลื่นที่เลขคลื่น 832 ต่อ

เซนติเมตร ซึ่งสอดคล้องกับหมู่ฟังก์ชั่น Si-OH ที่เกิดจากปฏิกิริยาไฮโดไรซิสของหมู่เมทอกซีไซเลน 

(methoxysilane) ที่อีกปลายด้านหนึ่งของ GPTMS และท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1071-1100 ต่อ

เซนติเมตร ซึ่งสอดคล้องกับหมู่ฟังก์ชั่น Si-O-Si ที่เกิดจากหมู่ไซเลนอล (Si-OH) 2 หมู่เกิดปฏิกิริยา

ควบแน่น ท าให้เกิดพันธะ Si-O-Si ดังกล่าวขึ้น สังเกตโครงสร้างทางเคมีได้จากรูปที่ 26 ที่แสดง

ปฏิกิริยาเติมหมู่ฟังก์ชัน SF ด้วย GPTMS 

ทั้งนี้หากเปรียบเทียบกราฟของการเชื่อมขวางระหว่าง SF และ GPTMS ที่ 20 %wt และที่ 

10 %wt พบว่าเกิดท้องคลื่นที่เลขคลื่น 909 ต่อเซนติเมตรข้ึนเมื่อเชื่อมขวางด้วย GPTMS 20%wt ซึ่ง

สอดคล้องกับวงแหวนอีพอกซี จึงอาจสรุปได้ว่า GPTMS มีปริมาณเกินความจ าเป็นต่อการเชื่อมขวาง 
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รูปที่ 24 สเปกตรัมการส่องผ่านรังสีอินฟาเรดโดยดูการเชื่อมขวางระหว่างไฟโบรอินไหมไทยกับ 3-
ไกลซิดอกซีโพรพิลไตรเอทอกซีไซเลน ด้วยเทคนิค FTIR 
 

 

 

รูปที่ 25 โครงสร้างทางเคมีของ GPTMS 
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ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

 

 

ปฏิกิริยาควบแน่น 

 

รูปที่ 26 การเติมหมู่ฟังก์ชัน (functionalization) SF ด้วย GPTMS 
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 เมื่อน าโครงเลี้ยงเซลล์ผสมของไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่เชื่อมขวางด้วย 

GPTMS เข้มข้น 10%wt มาวิเคราะห์ด้วย ATR-FTIR (รูปที่ 27, เส้นกราฟบนสุด และรูปที่ 28 แสดง

โครงสร้างทางเคมี)  ยังคงพบท้องคลื่นที่แสดงถึงหมู่ฟังก์ชันที่เป็นองค์ประกอบในโปรตีนไฟโบรอิน 

ได้แก่ ท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1622 ต่อเซนติเมตร ซึ่งสอดคล้องกับพันธะเอไมด์ I (Amide I) ท้องคลื่นที่

เลขคลื่น 1519 ต่อเซนติเมตร ซึ่งสอดคล้องกับพันธะเอไมด์ II (Amide II) และที่เลขคลื่น 1233 ต่อ

เซนติเมตร สอดคล้องกับพันธะเอไมด์ III (Amide III) และพบท้องคลื่นที่เป็นลักษณะของ BG และ 

GPTMS ได้แก่ ที่เลขคลื่น 832 ต่อเซนติเมตร ซึ่งสอดคล้องกับหมู่ฟังก์ชั่น Si-OH ที่เกิดจาก

ปฏิกิริยาไฮโดไรซิสของหมู่เมทอกซีไซเลน (methoxysilane) และท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1071 ต่อ

เซนติเมตร ซึ่งสอดคล้องกับหมู่ฟังก์ชั่น Si-O-Si ที่เกิดจากหมู่ไซเลนอล (Si-OH) 2 หมู่เกิดปฏิกิริยา

ควบแน่นกัน จากโครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมของ SF-BG สังเกตได้ว่ามีท้องคลื่นหมู่

ฟังก์ชั่น Si-OH ที่เลขคลื่น 977 ต่อเซนติเมตรเพ่ิมขึ้นมา อีกทั้งพันธะ Si-O-Si ท้องคลื่นมีลักษณะที่

สูงขึ้น ชี้ให้เห็นว่ามีหมู่ฟังก์ชั่นที่เพ่ิมขึ้น เนื่องมาจากการมี BG เข้ามาเป็นองค์ประกอบของโครงเลี้ยง

เซลล์ ซึ่งมีท้องคลื่นที่เลขคลื่น 1071 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงหมู่ฟังก์ชั่น Si-O-Si และท้องคลื่นที่เลข

คลื่น 832 และ 977 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงหมู่ฟังก์ชั่น Si-OH 
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รูปที ่27 สเปกตรัมการส่องผ่านรังสีอินฟาเรดของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมของไฟโบรอินไหมไทยและไบโอ
แอคทีฟกลาส ด้วยเทคนิค FTIR 
 

 
รูปที่ 28 โครงสร้างทางเคมีไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS 
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4.2.4. สัดส่วนของเจลที่ไม่ละลายน้ า (gel fraction) ของโครงเลี้ยงเซลล์ 
การทดสอบสัดส่วนของเจลที่ไม่ละลายน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์ เป็นการวิเคราะห์หาน้ าหนักที่

คงอยู่ของโครงเลี้ยงเซลล์ภายหลังการแช่ในน้ าปราศจากประจุ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง ซึ่งแสดงถึงเสถียรภาพของโครงสร้าง จากผลการศึกษาในรูปที่ 29 พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ 

SF-BG ที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS ที่ความเข้มข้น 10-40%wt มีร้อยละโดยน้ าหนักคงเหลือของโครง

เลี้ยงเซลล์สูงประมาณ 69-70 ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG ที่ไม่

ถูกเชื่อมขวาง มีร้อยละโดยน้ าหนักคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์ประมาณ 34 ในขณะที่กลุ่มโครงเลี้ยง

เซลล์ควบคุมทั้งโครงเลี้ยงเซลล์ SF และโครงเลี้ยงเซลล์ BG มีร้อยละโดยน้ าหนักคงเหลือของโครง

เลี้ยงเซลล์ประมาณ 19 และ 83 ตามล าดับ ทั้งนี้การละลายน้ าของ SF มีความเป็นไปได้ว่าโครงสร้าง

ของไหมไม่ได้จัดเรียงตัวที่เป็นระเบียบ จึงท าให้เกิดการละลายน้ าที่ง่าย ขณะที่ BG มีการละลายน้ าได้

น้อย อาจเป็นไปได้จากโครงสร้างที่เป็นโครงข่ายซิลิเกตต่อเชื่อมกัน 

การทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าการเชื่อมขวางด้วย GPTMS มีประสิทธิภาพช่วยเพ่ิมเสถียรภาพ

ของโครงเลี้ยงเซลล์ในน้ าได้ อีกท้ังยังแสดงว่าความเข้มข้นของ GPTMS 10%wt เพียงพอต่อการเชื่อม

ขวางของโมเลกุลในวัสดุคอมโพสิตที่มีสมบัติเฉพาะตัวต่างกันมาผสมกัน 
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รูปที่ 29 ร้อยละโดยน้ าหนักคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์ภายหลังการแช่ในน้ าปราศจากประจุ ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
(a, b, c และ d แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดย
เปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิด) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

SF BG SF-BG 0 SF-BG 10 SF-BG 20 SF-BG 30 SF-BG 40

ร้อ
ยล

ะโ
ดย

น้ า
หน

ักค
งเห

ลือ
ขอ

งโ
คร

งเล
ี้ยง

เซ
ลล

์ 

โครงเลี้ยงเซลล์ 

 c 

d d d d 

 a 

  b 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 77 

4.2.5. ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพระดับห้องปฏิบัติการของโครงเลี้ยงเซลล์ 
 เพ่ือศึกษาผลสัมฤทธิ์ของการเชื่อมขวางในการเพ่ิมเสถียรภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ งานวิจัยนี้

จึงศึกษาความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG เชื่อมขวางด้วย 

GPTMS ที่ความเข้มข้นต่างกัน ในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร 

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ถูกเชื่อมขวางเป็นกลุ่มควบคุม 

 จากผลการศึกษา (รูปที่ 30) พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ทุกสูตรเกิดการย่อยสลายในสารละลาย

เอนไซม์โปรติเอส XIV แต่มีอัตราการย่อยสลายที่ต่างกัน โดยในช่วงวันที่ 1 โครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 0 

เกิดการย่อยสลายรวดเร็วเหลือน้ าหนักแห้งต่ ากว่าร้อยละ 50 ของน้ าหนักเริ่มต้น ในขณะที่โครงเลี้ยง

เซลล์ SF-BG 40, SF-BG 30, SF-BG 20 และ SF-BG 10 เกิดการย่อยสลายจนเหลือน้ าหนักแห้ง

ตามล าดับความเข้มข้นของสารเชื่อมขวาง 

เมื่อระยะเวลาด าเนินไป โครงเลี้ยงเซลล์ที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS ความเข้มข้นต่างกันเกิด

การย่อยสลายด้วยอัตราเร็วใกล้เคียงกันซึ่งพิจารณาได้จากความชันของกราฟ เมื่อสิ้นสุดการทดลองที่ 

28 วัน โครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 40 มีร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือมากที่สุด ซึ่งมีค่าประมาณร้อยละ 54 

รองลงมา คือ SF-BG 30, SF-BG 20, SF-BG 10 และ SF-BG 0 โดยมีร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือ

ประมาณร้อยละ 37, 31, 19 และ 14 ซึ่งสรุปได้ว่า การย่อยสลายของโครงเลี้ยงเซลล์ จะขึ้นอยู่กับ

ความเข้มข้นของสารเชื่อมขวาง GPTMS ที่ใช้ในโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG การข้ึนรูป  
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รูปที ่30 ร้อยละของน้ าหนักแห้งคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟ 
กลาสเชื่อมขวางด้วย GPTMS ที่ความเข้มข้น 0%, 10%, 20%,30% และ 40%wt ภายหลังการแช่ใน
สารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 
7.4 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน 
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จากตารางได้ท าการสรุปสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS ที่แตกต่างกัน 

จากการทดลองข้างต้น  

การทดลอง ผลการทดลอง 

1. โครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ สารเชื่อมขวาง GPTMS เข้มข้น 10%wt

เพียงพอต่อการเชื่อมขวาง  

2. ขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 0     :    128±36 µm 

SF-BG 10   :    177±74* µm 

SF-BG 20   :    185±23* µm 

SF-BG 30   :    189±26* µm 

SF-BG 40   :    236±54 µm 

3. ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 0     :    73.87±2.15 

SF-BG 10   :    77.01±1.82 

SF-BG 20   :    81.22±2.71 

SF-BG 30   :    83.48±3.18 

SF-BG 40   :    84.32±3.08 

4. น้ าหนักแห้งคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์

ภายหลังการแช่ในน้ าปราศจากประจุ 24 

ชั่วโมง 

โครงเลี้ ยงเซลล์  SF-BG 10 -40 มีร้อยละ

น้ าหนักคงเหลือประมาณ 69 -70 ซึ่ ง ไม่

แตกต่างกัน  

5. น้ าหนักแห้งคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์

ภายหลังการย่อยสลายในสารละลายเอนไซม์   

โปรติเอส XIV  

โครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG ที่เชื่อมขวางด้วย 

GPTMS ทีค่วามเข้มข้นสูง จะมีอัตราการย่อย

สลายที่ต่ า 
 

จากตารางสรุปสมบัติข้างต้น ผู้วิจัยได้ท าการเลือกโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 ไปท าการ

ทดลองต่อไป เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 ให้ขนาดรูพรุนและความพรุนที่เหมาะสมส าหรับ

การเพาะเลี้ยงเซลล์ อีกท้ัง GPTMS 20%wt ยังมีความเหมาะสมในเรื่องของปริมาณท่ีใช้และราคาของ

สารเชื่อมขวาง ดังนั้นผู้วิจัยน าโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 ไปทดสอบความสามารถในการทนแรงกด 
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ความสามารถในการปลดปล่อยแคลเซียมของโครงเลี้ยงเซลล์ในสารละลายจ าลองไอออนพลาสมาของ

เลือดมนุษย์ และสมบัติทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ต่อไป       

4.2.6 ความสามารถในการทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล์ (Compression test) 
 ความสามารถในการทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (SF), โครงเลี้ยงเซลล์ไบ

โอแอคทีฟกลาส (BG) โครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่เชื่อมขวางด้วย 

GPTMS เข้มข้น 20%wt (SF-BG 20) ที่ถูกทดสอบในสภาวะแห้ง แสดงผลในรูปของ Hencky 

stress-strain (Non-Hookean Material) เนื่องจากวัสดุมีค่า strain ที่เกิน 10% (รูปที่ 31) พบว่า

โครงเลี้ยงเซลล์ SF เมื่อมีความเค้นจากแรงกด จะมีความเครียดสูงขึ้นเรื่อยๆ จนเกินขอบเขตของ

เครื่องวัดแรงกด ทั้งนี้เมื่อพิจารณาค่ามอดูลัสของการกด (ตารางที่ 14) ส าหรับในสภาวะแห้ง ค่า

มอดูลัสของการกดของโครงเลี้ยงเซลล์ SF มีค่าประมาณ 0.264 MPa ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ 

Chamchongkaset J และคณะ ในปี 2008 [86] ที่รายงานว่าโครงเซลล์ SF มีค่ามอดูลัสของการกด

ประมาณ 0.262 MPa ขณะที่โครงเลี้ยงเซลล์ BG เมื่อได้รับแรงกด โครงเลี้ยงเซลล์สามารถทนต่อแรง

กดได้ประมาณ 0.8 MPa และจะแตกหักออกจากกัน จากนั้นจะสามารถรับแรงกดได้เพ่ิมจนถึงระดับ

ประมาณ 0.9 MPa แล้วแตกหักอีกรอบเป็นเช่นนี้ไปเรื่อยๆ จนกระทั่งถึงระดับความเครียดประมาณ 

1.3 MPa ซึ่งเป็นระดับความเครียดสูงสุด และมีมอดูลัสการกดเท่ากับ 10.561 MPa ลักษณะกราฟ

ของโครงเลี้ยงเซลล์ BG เป็นลักษณะของวัสดุประเภท elastic-brittle foam โดยการแตกหักแต่ละ

รอบเป็นการพังทลาย (collapse)  ของผนังรูพรุนในแต่ละชั้นของวัสดุ  ก่อนจะเข้าสู่ ระยะ 

densification ที่เกิดจากผนังรูพรุนทั้งหมดพังทลายลงเป็นผลให้ความหนาแน่น (density) ของวัสดุ

มากขึ้น จึงท าให้โครงเลี้ยงเซลล์ BG มีความเครียดสูงขึ้นเรื่อยๆ ในขณะที่ SF-BG 20 เมื่อได้รับแรงกด

จะอยู่ในระยะ linear elasticity จนถึงประมาณ 0.2 MPa แล้วจึงเข้าสู่ระยะ plateau ที่แสดงถึงการ

พังทลายของผนังรูพรุน แล้วตามด้วย densification ตามแบบ elastic brittle foam เช่นกัน โดยมี

ค่ามอดูลัสของการกดประมาณ 2.917 MPa 

เมื่อเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลล์ SF, BG และ SF-BG 20 จะพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 

มีความแข็งแรงและความแข็งแกร่ง (stiffness) ที่ดีกว่า SF อีกทั้งมีระยะ linear elasticity ที่กว้าง

กว่า และมีค่าความแข็งแกร่งที่น้อยกว่า BG ซึ่งเป็นข้อได้เปรียบ หากโครงเลี้ยงเซลล์กระดูกมีค่าความ

แข็งแกร่งมากเกินไปเช่น BG จะท าให้เกิด stress-shielding เมื่อปลูกถ่ายเป็นเวลานาน เป็นผลให้



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 81 

กระดูกบริเวณปลูกถ่ายไม่ได้รับแรงกดมากเท่าท่ีควรจะเป็นมีผลให้สูญเสียมวลกระดูก แต่หากค่าความ

แข็งแกร่งน้อยเกินไปเช่น SF จะท าให้กระดูกโดยรอบรับแรงกดมากเกินไปซึ่งเสียงต่อการหักหรือแตก

ซ้ าซ้อน [87] โดยโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 สามารถปรับปรุง stiffness ได้มากถึง 11 เท่าหรือ

ประมาณ 1 order of magnitude 

 ตามรายงานของ Vorrapakdee R และคณะ ในปี 2013 [79] พบว่าค่ามอดูลัสของการกด

ของกระดูกมนุษย์ในสภาวะแห้ง มีค่าประมาณ 3.7 MPa ซึ่งมากกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 

ประมาณ 0.8 เท่าเท่านั้น ผู้วิจัยเชื่อว่าในอนาคตหากมีการเพ่ิมความหนาแน่นของโครงเลี้ยงเซลล์ก็จะ

ช่วยให้ค่ามอดูลัสการกดเข้าใกล้กระดูกมนุษย์จริงมากยิ่งขึ้น 

 หากเปรียบเทียบความสามารถในการทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 ในสภาวะ

แห้งและสภาวะเปียก (รูปที่ 32) พบว่าขณะที่โครงเลี้ยงเซลล์  SF-BG 20 ในสภาวะแห้งแสดง

พฤติกรรมแบบ elastic-brittle foam โครงเลี้ยงเซลล์แบบเดียวกันในสภาวะเปียกเปลี่ยนไปแสดง

พฤติกรรมเป็น elastic-plastic foam เนื่องจากโมเลกุลน้ าเข้าไปแทรกตัวในโครงเลี้ยงเซลล์และ

แรงดันจากน้ าอาจท าให้โครงเลี้ยงเซลล์ทนการกระทบ (impact) ได้ดีขึ้น 

อย่างไรก็ตามโครงเลี้ยงเซลล์ SF และโครงเลี้ยงเซลล์ BG เกิดการละลายภายหลังแช่ใน

สารละลาย PBS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าให้มีการเสียรูป ดังแสดงในรูปที่ 33 จึงไม่สามารถน ามาหาค่า

มอดูลัสของการกดของโครงเลี้ยงเซลล์ในสภาวะเปียกได้ ขณะที่โครงเลี้ยงเซลล์  SF-BG 20 คงรูปร่าง

ปกติเช่นเดียวกับโครงเลี้ยงเซลล์ในสภาวะแห้ง จึงสามารถหาค่ามอดูลัสของการกดของโครงเลี้ยงเซลล์

ในสภาวะเปียกได้ มีค่าประมาณ 0.929 MPa ซึ่งน้อยกว่าในสภาวะเปียกประมาณ 3 เท่า 
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รูปที่ 31 ความสามารถในการทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (SF), โครงเลี้ยง

เซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส (BG) และโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่

เชื่อมขวางด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt (SF-BG 20)  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

0.4

0.8

1.2

1.6

2

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Tr
ue

 st
re

ss
  (

M
Pa

) 

True strain 

BG
SF-BG 20
SF



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 83 

 
 

รูปที ่32 ความสามารถในการทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟก
ลาสที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt (SF-BG 20) ที่สภาวะแห้งและสภาวะเปียก 
 

ตารางท่ี 14 มอดูลัสของการกดของโครงเลี้ยงเซลล์ 

โครงเลี้ยงเซลล์ มอดูลัสของการกดของโครงเลี้ยงเซลล์ 

(MPa) 

SF 0.2638±0.0786a 

BG 10.5610±1.6158b 

SF-BG 20 (สภาวะแห้ง) 2.9173±0.3453c 

SF-BG 20 (สภาวะเปียก) 0.9294±0.2022d 

กระดูกมนุษย์ประเภท cancellous*  3.7±0.1e 

* อ้างอิงจากรายงานของ Vorrapakdee R et al., 2013 [79] 

(a, b, c, d และ e แสดงความแตกตา่งกันอยา่งมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดย

เปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิด) 
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       (a)                                     (b)                                      (c) 

 

 

           

      

 

 

รูปที่ 33 ลักษณะ (a) โครงเลี้ยงเซลล์เซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (SF), (b) โครงเลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟ 
กลาส (BG) และ (c) โครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่เชื่อมขวางด้วย 
GPTMS เข้มข้น 20%wt (SF-BG 20) ภายหลังแช่ในสารละลาย PBS 24 ชั่วโมง 
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4.2.7. ความสามารถในการปลดปล่อยแคลเซียมของโครงเลี้ยงเซลล์ในสารละลายจ าลองไอออน
พลาสมาของเลือดมนุษย์         

การปลดปล่อยแคลเซียมออกจากโครงเลี้ยงเซลล์เป็นขั้นตอนหนึ่งในกลไกการเกิดไฮดรอก

ซีอะพาไทต์ที่พ้ืนผิวของโครงเลี้ยงเซลล์ ดังนั้นการทดลองนี้จึงศึกษาความสามารถในการปลดปล่อย

แคลเซียมของโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG เมื่อขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยสัดส่วนแคลเซียมออกไซด์ที่ต่างกัน 

(ร้อยละ 0, 12.5, 22.2, 30 และ 36.36%โดยโมล) และเชื่อมขวางด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt ใน

สารละลายจ าลองไอออนพลาสมาของเลือดมนุษย์ (SBF) ที่ 37 องศาเซลเซียส ที่ช่วงเวลาต่างๆ (รูปที่ 

34) พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิดมีการปลดปล่อยแคลเซียมอย่างต่อเนื่อง โดยในช่วงวันแรกของ

การทดลองโครงเลี้ยงเซลล์ปลดปล่อยแคลเซียมออกจากโครงเลี้ยงเซลล์ได้เร็ว จากนั้นการปลดปล่อย

แคลเซียมของโครงเลี้ยงเซลล์เริ่มมีการปลดปล่อยน้อยลง เมื่อเวลาผ่านไป 1 วัน และเริ่มเข้าสู่สภาวะ

คงที่ในวันที่ 4 ของการทดลอง เมื่อเปรียบปริมาณแคลเซียมที่ปลดปล่อยออกมาจากโครงเลี้ยงเซลล์

แต่ละชนิดกับปริมาณแคลเซียมที่มีอยู่ในโครงเลี้ยงเซลล์ พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีสัดส่วนแคลเซียม

ออกไซด์ 12.5%mol (Si87.5Ca12.5) ปลดปล่อยแคลเซียมออกมาในปริมาณมากกว่าปริมาณ

แคลเซียมที่ใส่ไปเพ่ือขึ้นรูป ซึ่งมีความเป็นไปได้ว่าอาจเกิดจากความคลาดเคลื่อนในการวัดปริมาณ

แคลเซียม ขณะที่โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีสัดส่วนแคลเซียมออกไซด์  22.2%mol (Si77.8Ca22.2), 

30%mol (Si70Ca30) และ36.36%mol (Si63.64Ca36.36) ปลดปล่อยแคลเซียมในสารละลาย SBF 

ประมาณร้อยละ 87, 74 และ 64 ตามล าดับ (ตารางที่ 15) เป็นที่น่าสังเกตว่ายิ่งมีสัดส่วนแคลเซียม

ออกไซด์มาก ร้อยละของแคลเซียมที่ปลดปล่อยออกมากลับน้อยลง แต่อย่างไรก็ตามปริมาณแคลเซียม

ที่ปลดปล่อยออกมาในหน่วยมิลลิกรัมจะยังคงมากข้ึนตามสัดส่วนแคลเซียมออกไซด์ที่ใช้ขึ้นรูป 

สิ่งที่น่าสนใจ คือ เมื่อท าการแช่โครงเลี้ยงเซลล์ Si70Ca30 และ Si63.64Ca36.36 ใน

สารละลาย SBF ในระยะเวลาต่อเนื่องเป็นเวลา 9 วัน จะพบว่าวันที่ 9 ของการแช่ เกิดกลุ่มผลึกขุ่นสี

ขาวขึ้นรอบๆ โครงเลี้ยงเซลล์ แสดงดังในรูปที่ 35 และเมื่อท าการแช่โครงเลี้ยงเซลล์ต่อเนื่องจนครบ 

14 วัน Si87.5Ca12.5 และ Si77.8Ca22.2 ไม่มีผลึกเกิดขึ้น  

เมื่อน าผลึกที่ได้มาวิเคราะห์ต่อด้วยเทคนิคกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราดและ

เอ็กซเรย์สเปคโตรสโคปีแบบกระจายพลังงาน (Scanning electron microscope-Energy 

dispersive X-ray spectrometry; SEM-EDX) เพ่ือวิเคราะห์รูปร่างผลึกและปริมาณธาตุ

องค์ประกอบ ซึ่งแสดงดังรูปที่ 36 พบว่าผลึกท่ีเกิดจากโครงเลี้ยงเซลล์ Si70Ca30 มีอัตราส่วนระหว่าง
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แคลเซียมต่อฟอสเฟตบนผลึกที่มีสัดส่วนประมาณ 1.47 ขณะที่ผลึกที่เกิดจากโครงเลี้ยงเซลล์ 

Si63.64Ca36.36 มีอัตราส่วนระหว่างแคลเซียมต่อฟอสเฟตบนผลึก มีสัดส่วนประมาณ 1.56 ซึ่ง

อัตราส่วนระหว่างแคลเซียมต่อฟอสเฟตบนผลึกที่ได้จากโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 2 ชนิดข้างต้น สอดคล้อง

กับแคลเซียมฟอสเฟต (CaP) ประเภท amorphous calcium phosphate (ACP) มีอัตราส่วน

ระหว่างแคลเซียมต่อฟอสเฟตระหว่าง 1.2-2.2 [88] อีกท้ังผลึกท่ีเกิดขึ้นมีรูปร่างลักษณะคล้ายกับผลึก

ประเภท ACP ตามงานวิจัยของ Ihli J และคณะ ในปี 2013 [89] และมีอัตราส่วนระหว่างแคลเซียม

ต่อฟอสเฟตบนผลึก มีสัดส่วนประมาณ 1.7 ทั้งนี้ผลึกที่เกิดขึ้น อาจเป็นเพราะปริมาณแคลเซียมที่ใส่

เข้าไปเพื่อขึ้นรูปและปลดปล่อยออกมาจากโครงเลี้ยงเซลล์มีผลต่อการตกผลึกได้ [44] 

 
 

รูปที่ 34 ความเข้มข้นของแคลเซียมที่ปลดปล่อยออกจากโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทย
และไบโอแอคทีฟกลาสที่ขึ้นรูปจากโซลของไบโอแอคทีฟกลาสที่มีสัดส่วนแคลเซียมออกไซด์ต่างกัน 
และเชื่อมขวางด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt ในสารละลายจ าลองไอออนพลาสมาของเลือดมนุษย์ ที่ 
37 องศาเซลเซียส ในช่วงชั่วโมงท่ี 1, 2, 4, 6, 8 และวันที่ 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10,14 
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ตารางที่ 15 ความสามารถในการปลดปล่อยแคลเซียมของโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG เมื่อขึ้นรูปโครง

เลี้ยงเซลล์ที่มีสัดส่วนแคลเซียมออกไซด์ต่างกัน (ร้อยละ 0, 12.5, 22.2, 30 และ 36.36% โดยโมล ใน

โซลของ BG ที่ใช้) 

 

โซลของไบโอแอคทีฟกลาส ร้อยละปลดปล่อยแคลเซียมในสารละลาย SBF 

Si87.5Ca12.5 ปลดปล่อยแคลเซียมออกมาในปริมาณมากกว่า

ปริมาณแคลเซียมที่ใส่ไป 

Si77.8Ca22.2 86.98 

Si70Ca30 73.64 

Si63.64Ca36.36 64.24 
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ระยะเวลาที่แช่ใน

สารละลาย SBF 

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นหลังแช่โครงเลี้ยงเซลล์ในสารละลาย SBF 

วันที่ 9   

 

 

 

วันที่ 10  

 

 

 

วันที่ 14   

 

 

 

 

รูปที ่35 ลักษณะผลึกสีขาวเกิดข้ึนหลังแช่โครงเลี้ยงเซลล์ในสารละลาย SBF ในวันที่ 9, 10 และ 14  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  SBF      0%    12.5%   22.2%  30%   36.36% 

 SBF     0%     12.5%  22.2%      30%     36.36% 

 SBF    0%     12.5% 22.2%     30%   36.36% 
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กลุ่มผลึกที่เกิดจาก โครงเลี้ยงเซลล์ 

Si70Ca30 

 

 

 

 

 

 

 
 

ธาตุบนผลึก (Atomic%) 

Ca P Ca:P 

3.87±3.17 2.62±2.14 1.47±0.005 

กลุ่มผลึกที่เกิดจาก โครงเลี้ยงเซลล์ 

Si63.64Ca36.36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ธาตุบนผลึก (Atomic%) 

Ca P Ca:P 

5.64±0.95 3.62±0.65 1.56±0.06 
 

 

รูปที่ 36 รูปร่างผลึกและปริมาณธาตุองค์ประกอบที่พบบนโครงเลี้ยงเซลล์ Si70Ca30 และ 

Si63.64Ca36.36 ภายหลังการแช่ในสารละลาย SBF 14 วัน 

 
 

 

 

 

 

Spectrum 2 

Spectrum 2 

Spectrum 3 
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4.2.8. ความเป็นพิษของโครงเลี้ยงเซลล์ 
การทดสอบความเป็นพิษของโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ชนิด L929 

ในงานวิจัยนี้ใช้วิธีการทางอ้อมตามมาตรฐาน ISO 10993 part 5 และเตรียมตัวอย่างสารสกัดตาม

มาตรฐาน ISO 10993 part 12 โดยสารที่ใช้สกัดโครงเลี้ยงเซลล์ คือ อาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ไม่มี

ซีรั่มเป็นองค์ประกอบ (serum-free DMEM) เพ่ือให้ได้สารสกัดโครงเลี้ยงเซลล์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 

100, 50, 25 และ 12.5 จากนั้นจึงน าสารสกัดเหล่านี้ไปเลี้ยงเซลล์แล้ววัดร้อยละการมีชีวิตรอดของ

เซลล์ด้วย MTT assay เพ่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงลบ ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร DMEM ที่มีซีรั่ม

เป็นองค์ประกอบ (DMEM w/ serum) และกลุ่มควบคุมเชิงบวกที่เพาะเลี้ยงในอาหาร DMEM 

ประกอบด้วยสารละลายซิงค์อะซีเตด 20 ppm (DMEM w/ 20 ppm Zn) ดังแสดงในรูปที่ 37  

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับสารสกัดจากโครงเลี้ยงเซลล์ทุกความ

เข้มข้นมีร้อยละการรอดชีวิตที่สูงกว่าร้อยละ 70 ซึ่งเป็นเกณฑ์ก าหนดไว้ว่า “ ร้อยละการรอดชีวิตของ

เซลล์จะต้องไม่ต่ ากว่าร้อยละ 70 จึงจะถือว่าวัสดุไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์  ” (ISO 10993 part 5) 

ขณะที่เซลล์กลุ่มควบคุมเชิงลบที่เพาะเลี้ยงในอาหาร DMEM ที่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบมีร้อยละการ

รอดชีวิตสูงถึงร้อยละ 138 และเซลล์กลุ่มควบคุมเชิงบวกที่เพาะเลี้ยงในอาหาร DMEM ประกอบด้วย

สารละลายซิงค์อะซีเตด มีร้อยละการรอดชีวิตเพียงร้อยละ 8 ดังนั้นสรุปได้ว่าสารสกัดจากโครงเลี้ยง

เซลล์ SF-BG 20 ทุกความเข้มข้นของสารสกัด ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ L929 ในระดับ

ห้องปฏิบัติการ 
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รูปที ่37 ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ L929 ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับสารสกัดจากโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟ
โบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสเชื่อมขวางแบบผสมด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt ที่ความ
เข้มข้นของสารสกัดต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
(a, b และ c แสดงความแตกต่างกันอยา่งมีนยัส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 เมื่อเปรียบ
กับเซลล์กลุ่มที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่มีและไม่ซีรั่มเป็นองค์ประกอบ และอาหาร
เลี้ยงเซลล์ DMEM ทีป่ระกอบด้วยสารละลายซิงค์อะซีเตด) 
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4.2.9. การยึดเกาะของเซลล์และการเจริญเติบโตของเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ 
 งานวิจัยนี้ท าการศึกษากิจกรรมของเซลล์กระดูกชนิด SaOS-2 cell line ที่ความหนาแน่น

ของจ านวนเซลล์ต่างกัน ได้แก่ 5x104, 1x105 และ 2x105 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ บนโครงเลี้ยงเซลล์ 

SF-BG 20 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่สภาวะความดันบรรยากาศและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์

ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน โดยวิเคราะห์จ านวนเซลล์ที่ยึดเกาะและการ

เจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์ด้วย DNA assay แสดงผลในรูปที่ 38 รวมถึงค่าร้อยละการยึดเกาะของ

เซลล์ SaOS-2 cell line บนโครงเลี้ยงเซลล์, เวลาการแบ่งตัวทวีคูณ (PDT) และอัตราการ

เจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ (µ) แสดงในตารางที่ 16 

 เมื่อเปรียบเทียบการยึดเกาะของเซลล์ SaOS-2 cell line ที่เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์เป็น

เวลา 6 ชั่วโมง ที่ความหนาแน่นของจ านวนเซลล์ต่างกัน ได้แก่ 5x104, 1x105 และ 2x105 เซลล์/

โครงเลี้ยงเซลล์ พบว่าความหนาแน่น 2x105 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ สามารถยึดเกาะบนโครงเลี้ยง

เซลล์ได้สูงถึงร้อยละ ในขณะที่ความหนาแน่น 1x105 และ 5x104 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ สามารถยึด

เกาะบนโครงเลี้ยงเซลล์ได้ประมาณร้อยละ 88 และ 79 ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้ว่ายิ่งความหนาแน่น

ของจ านวนเซลล์เริ่มต้นมาก ประสิทธิภาพการยึดเกาะของเซลล์มีแนวโน้มสูงขึ้นตามไปด้วย  

 เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ SaOS-2 cell line บนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ความหนาแน่นของจ านวนเซลล์

ต่างกัน ได้แก่ 5x104, 1x105 และ 2x105 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ เป็นเวลา 7 วัน เพ่ือดูการเจริญเติบโต

ของเซลล์ พบว่าที่ความหนาแน่น 2x105 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ เซลล์เจริญเติบโตได้มากที่สุด 

รองลงมา คือที่ความหนาแน่น 1x105 และ 5x104 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ ตามล าดับ โดยมีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ อีกท้ังที่ความหนาแน่น 2x105 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ ยังพบว่าเข้าสู่ระยะ

คงจ านวนเซลล์ (stationary phase) ได้เร็วสุดนั่นคือ ในวันที่ 5 ของการเพาะเลี้ยง เมื่อพิจารณาค่า

เวลาการแบ่งตัวทวีคูณของเซลล์ ซึ่งค านวณจากช่วงการเพาะเลี้ยงในวันที่ 1 -5 และอัตราการ

เจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ พบว่าความหนาแน่นของจ านวนเซลล์ 2x105 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ มี

ค่าเวลาการแบ่งตัวทวีคูณของเซลล์สูงประมาณ 61 ชั่วโมง และอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของ

เซลล์ประมาณ 0.0113 เซลล์ต่อชั่วโมง และที่ความหนาแน่นของจ านวนเซลล์ 1x105 และ 5x104

เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ มีค่าเวลาการแบ่งตัวทวีคูณของเซลล์ประมาณ 52 และ 47 ชั่วโมง และอัตรา

การเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ประมาณ 0.0133 และ 0.0147 เซลล์ต่อชั่วโมง ตามล าดับ โดยไม่มี
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ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ และจะสังเกตเห็นว่า เมื่อความหนาแน่นของจ านวนเซลล์มากขึ้น 

เวลาการแบ่งตัวทวีคูณมากขึ้น อาจเป็นเพราะการยับยั้งแบบ natural inhibition [90] 

 ทั้งนี้วัสดุที่น ามาใช้ขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ มีผลต่อจ านวนเซลล์ที่ยึดเกาะและการ

เจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์ ไฟโบรอินไหมไทยเป็นชีววัสดุที่ได้รับการยอมรับว่ามีความเข้ากันได้

ทางชีวภาพที่ดี ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ แต่ไม่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ดีเท่ากับโปรตีนในกลุ่ม

คอลลาเจนและเจลาตินที่มีล าดับกรดอะมิโน RGD ซึ่งช่วยสนับสนุนการยึดเกาะและเจริญเติบโตของ

เซลล์ [91] ดังในรายงานของ Correia C และคณะ ในปี 2012 [35] ได้น า human adipose-

derived stem cells มาใช้กับโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยที่ขึ้นรูปด้วยการชะล้างเกลือ พบว่า

เมือ่เพาะเลี้ยงเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ 14 วัน เซลล์มีการเพ่ิมจ านวนเพียง 1.6 เท่าของจ านวนเริ่มต้น 

ทั้งนีก้ารยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ผสม SF-BG 20 เป็นไปได้ด้วยดี อาจ

เป็นผลมาจากไบโอแอคทีฟกลาสที่มีสมบัติส่งเสริมการยึดเกาะ การเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลง

จากเซลล์ต้นก าเนิดไปเป็นเซลล์สร้างกระดูก [37] ดังในรายงานของ Zhu H และคณะ ในปี 2012 

[92] ขึ้นรูปฟิล์มไฟโบรอินที่ผสมร่วมกับนาโนไบโอแอคทีฟกลาส (SiO2 : CaO : P2O5 = 58 : 23 : 9) 

พบว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณของนาโนไบโอแอคทีฟกลาสในฟิล์ม จะช่วยให้เซลล์สามารถยึดเกาะ

เจริญเติบโตได้ดีขึ้น  

จากผลการทดลองนี้ พบว่าความหนาแน่นของจ านวนเซลล์ SaOS-2 cell line ที่ใช้

เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 มีผลต่อการยึดเกาะของเซลล์และการเจริญเติบโตของเซลล์ที่

เข้าสู่ระยะคงจ านวนเซลล์ (Stationary phase) ได้เร็ว โดยความหนาแน่น 2x105 เซลล์/โครงเลี้ยง

เซลล์ มีจ านวนเซลล์มายึดเกาะมากที่สุดภายหลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 ชั่วโมงและเข้าสู่ระยะคง

จ านวนเซลล์ได้เร็วสุด จึงได้ท าการเลือกความหนาแน่นของจ านวนเซลล์ที่ 2x105 เซลล์/โครงเลี้ยง

เซลล์ มาศึกษากิจกรรมของเซลล์กระดูกต่อไป 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 94 

 

 
 

รูปที ่38 จ านวนเซลล์ SaOS-2 cell line ที่ยึดเกาะ (6 ชม.) และเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์ผสม
ไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสเชื่อมขวางด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt ในอาหารเลี้ยง
เซลล์ DMEM ทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สภาวะความดันบรรยากาศและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์
ร้อยละ 5 โดยที่ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 5x104, 1x105 และ 2x105 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์  
(a - m แสดงความแตกต่างกันอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดับความเชื่อม่ัน 95%, p < 0.05) 
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ตารางที่ 16 ค่าการยึดเกาะของเซลล์ SaOS-2 cell line เวลาการแบ่งตัวทวีคูณ และอัตราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ บนโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสเชื่อม
ขวางแบบผสมด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt 
 

จ านวนเซลล์

เริ่มต้น (เซลล์) 

ร้อยละการยึดเกาะ

ของเซลล์  

เวลาการแบ่งตัวทวีคูณ 

(PDT) (ชั่วโมง) 

 

อัตราการเจริญเติบโต

จ าเพาะของเซลล์ (µ)   

(เซลล์ต่อชั่วโมง) 

5X104 79.47±6.35a 47.64±4.49d 0.0147±0.0014f 

1X105 88.92±5.4a,c 52.38±3.49d 0.0133±0.0009f,h 

2X105 90.89±1.07b,c 61.79±3.84e 0.0113±0.0007g,h 

 

(a, b และ c แสดงความแตกต่างกันอยา่งมีนยัส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของข้อมูล 

“ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ SaOS-2 cell line” โดยเปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น

ทั้ง 3 จ านวน) 

(d และ e แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของข้อมูล 

“เวลาการแบ่งตัวทวีคูณ” โดยเปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นทั้ง 3 จ านวน) 

(f, g และ h แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของข้อมูล 

“อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์” โดยเปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นทั้ง 3 

จ านวน) 
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4.2.10. การทดสอบความสามารถในการกระตุ้นกิจกรรม (activity) ของเซลล์กระดูก 
(Osteoblast cell line: SaOS-2)  

การทดลองนี้ทดสอบความสามารถในการกระตุ้นกิจกรรม (activity) ของเซลล์กระดูกบน

โครงเลี้ยงเซลล์ โดยใช้ SaOS-2 cell line ที่ความหนาแน่น เท่ากับ 2x105 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ บน

โครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM สภาวะความดันบรรยากาศและมีก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 1, 7, 14, 21 

และ 28 วัน โดยวิเคราะห์การเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์ด้วย DNA assay (รูปที่ 39) โดยมีกลุ่ม

ควบคุม คือ เซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ SF และโครงเลี้ยงเซลล์ BG  

จากผลการทดลองชี้ให้เห็นว่าหลังจากเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 1 วัน โครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 

20 มี SaOS-2 cell line ยึดเกาะและเจริญเติบโตสูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ SF และ

โครงเลี้ยงเซลล์ BG และเมื่อระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงนานขึ้น จ านวนเซลล์เพ่ิมสูงขึ้นตามไปด้วย 

และจะสูงที่สุดในวันที่ 14 ของการเพาะเลี้ยงในโครงเลี้ยงเซลล์ทุกชนิด จากนั้นจ านวนเซลล์หลังจาก

เพาะเลี้ยง 14 วัน แล้วเริ่มไม่เปลี่ยนแปลงและมีแนวโน้มลดลง ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยง

เซลล์ SF และโครงเลี้ยงเซลล์ BG อาจกล่าวได้ว่าโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 เซลล์มีการยึดเกาะและ

เจริญเติบโตได้ดีที่สุด 
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รูปที่ 39 จ านวนเซลล์ SaOS-2 cell line ที่เจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (SF) 
โครงเลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส (BG) และโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟก
ลาสที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt (SF-BG 20) โดยใช้ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นที่ 
2x105 เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สภาวะความ
ดันบรรยากาศและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 
(a - p แสดงความแตกต่างกันอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05) 
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เพ่ือศึกษาผลของโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีต่อกิจกรรมในวิถีการสร้างกระดูก ( osteogenic 

pathway) งานวิจัยนี้จึงศึกษากิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสจากเซลล์ SaOS-2 cell 

line ซึ่งเป็นเครื่องหมายของวิถีการสร้างกระดูก บนโครงเลี้ยงเซลล์ SF, โครงเลี้ยงเซลล์ BG และโครง

เลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 ภายหลังการเพาะเลี้ยงในอาหาร DMEM เป็นเวลา 28 วัน (รูปที่ 40) 

ผลการทดลองเผยให้เห็นว่าในช่วงวันที่ 1-14 ปริมาณของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสมีค่า

เพ่ิมขึ้นในโครงเลี้ยงเซลล์ทุกชนิด และปริมาณของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสมีค่าสูงสุดในวันที่ 

14 เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์นานขึ้นในช่วงวันที่ 14-28 พบว่าปริมาณของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสมี

ค่าลดลงในโครงเลี้ยงเซลล์ทุกชนิด ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Zhang Z.Y และคณะ ในปี 2009 [1] 

ว่ากิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสจะเกิดข้ึนสูงสุดในช่วง 2 สัปดาห์แรกของการเพาะเลี้ยง

เซลล์และถือเป็นสัญญาณการเปลี่ยนแปลงไปเป็นกระดูกช่วงแรกหรือ Early marker 

 เมื่อเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิดที่ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 7-14 วัน พบว่าโครง

เลี้ยงเซลล์ SF มีปริมาณของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสน้อยที่สุด และเมื่อมีการน า BG เข้ามาร่วม

เป็นโครงเลี้ยงเซลล์SF-BG 20 พบว่ามีปริมาณของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสมากขึ้น แต่ยังไม่

เทียบเท่ากับโครงเลี้ยงเซลล์ BG ที่มีปริมาณของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสสูงที่สุด ผลการทดลอง

แสดงให้เห็นว่า BG สามารถชักน าให้เซลล์สร้างกิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสได ้
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รูปที ่40 กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (SF), โครง
เลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส (BG) และโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาส
ที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt (SF-BG 20) โดยใช้ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 2x105 
เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สภาวะความดัน
บรรยากาศและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 
(a - j แสดงความแตกต่างกันอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05) 
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ปริมาณแคลเซียมในเซลล์เป็นอีกหนึ่งตัวชี้วัดของกิจกรรมการสร้างกระดูก จากรูปที่ 41 แสดง

ปริมาณของแคลเซียมภายในเซลล์ที่เลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ SF, โครงเลี้ยงเซลล์ BG และโครงเลี้ยง

เซลล์ SF-BG 20 ภายหลังการเพาะเลี้ยงในอาหาร DMEM เป็นเวลา 28 วัน พบว่าปริมาณของ

แคลเซียมภายในเซลล์เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ เมื่อเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ชนิดใดก็ตาม และมีปริมาณของ

แคลเซียมสูงสุดในวันที่ 28 ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Kim U.J. และคณะ ในปี 2005 [75] ว่า

แคลเซียมที่เกิดขึ้นเป็น Late marker ที่แสดงว่าเซลล์มีการสะสมแคลเซียมภายในเซลล์เพ่ือ

เตรียมพร้อมส าหรับการสร้างกระดูก และปริมาณของแคลเซียมจะเริ่มสูงในสัปดาห์ที่ 3 ของการ

เพาะเลี้ยงเป็นต้นไป 

เมื่อเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิดที่ช่วงระยะเวลาการเพาะเลี้ยงใน 21 -28 วัน พบว่า

โครงเลี้ยงเซลล์ SF มีปริมาณของแคลเซียมสะสมภายในเซลล์น้อยที่สุด และเมื่อมีการน า BG เข้า

มาร่วมเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 พบว่ามีปริมาณแคลเซียมสะสมมากขึ้น แต่ยังไม่เทียบเท่ากับ

โครงเลี้ยงเซลล์ BG ที่มีปริมาณของแคลเซียมสะสมสูงที่สุด ซึ่งผลการวิเคราะห์ปริมาณของแคลเซียม

สะสมภายในเซลล์สอดคล้องกับกิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส คือ โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีผล

กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสสูงจะให้ปริมาณของแคลเซียมสะสมภายในเซลล์สูงด้วย 

[79] 
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รูปที่ 41 ปริมาณแคลเซียมภายในเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย  (SF), โครง
เลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส (BG) และโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาส
ที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt (SF-BG 20) โดยใช้ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้น 2x105 
เซลล์/โครงเลี้ยงเซลล์ ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สภาวะความดัน
บรรยากาศและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 
(a - j แสดงความแตกต่างกันอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05) 
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เพ่ือยืนยันผลที่กล่าวมาข้างต้น งานวิจัยนี้จึงศึกษาปริมาณแคลเซียมที่ตกตะกอน (Calcium 

deposition) ออกมาบนโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยการย้อมสี Alizarin Red บนโครงเลี้ยงเซลล์ SF, โครง

เลี้ยงเซลล์ BG และโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 ภายหลังการเพาะเลี้ยงในอาหาร DMEM สภาวะความ

ดันบรรยากาศและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน 

(รูปที่ 42) พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ทุกชนิดมีผลให้เกิดการตกตะกอนแคลเซียม เนื่องจากติดสีแดงของ 

Alizarin Red ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล์กลุ่มควบคุมที่ไม่มีการเพาะเลี้ยงเซลล์ ไม่ติดสีแดงของ 

Alizarin Red ผลการทดลองนี้จึงชี้ให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์มีฤทธิ์เหนี่ยวน าให้เกิดการตะตะกอน

แคลเซียมซึ่งน่าจะมีส่วนช่วยในการเร่งการซ่อมแซม 

 เมื่อเปรียบเทียบความเข้มของสีแดงของ Alizarin Red  ที่ติดบนโครงเลี้ยงเซลล์ SF, โครง

เลี้ยงเซลล์ BG และโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 ที่เพาะเลี้ยงเซลล์และไม่มีการเพาะเลี้ยงเซลล์ ด้วย

โปรแกรม Image J (รูปที่ 43ก) พบว่าหลังเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 28 วัน โครงเลี้ยงเซลล์ SF ติดสี

ย้อมสูงขึ้นกว่าแบบไม่มีเซลล์ประมาณร้อยละ 170 เมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ BG และโครงเลี้ยง

เซลล์ผสม SF-BG 20 ติดสีย้อมสูงขึ้นประมาณร้อยละ 26 และ 98 ตามล าดับ (รูปที่ 43ข) ซึ่งมีความ

เป็นไปได้ที่โครงเลี้ยงเซลล์ SF ติดสีย้อมสูงขึ้นกว่า เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลล์ SF มีปริมาณของ

แคลเซียมสะสมภายในเซลล์น้อยที่สุด (จากผลการทดลองวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียมภายในเซลล์) 

ปริมาณแคลเซียมนั้นอาจตกตะกอนออกมาบนโครงเลี้ยงเซลล์  
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                ไม่มีการเพาะเลี้ยงเซลล์            ด้านเพาะเลี้ยง        ด้านสัมผัสกับจานเลี้ยงเซลล์ 

                      (กลุ่มควบคุม)                   (Seeding) 

 SF  

 

 

 

 BG 

 

 

 

 SF-BG 20 

                     

 

 

 

รูปที่ 42 การติดสีย้อม Alizarin Red (Calcium secretion) ของโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 
(SF) , โครงเลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส (BG) และโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอ
แอคทีฟกลาสที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt (SF-BG 20) หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 28 
วัน ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สภาวะความดันบรรยากาศและมีก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 
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ก) ความเข้มของสีแดงของ Alizarin Red บนโครงเลี้ยงเซลล์ SF, โครงเลี้ยงเซลล์ BG และโครงเลี้ยง 

SF-BG 20 ที่ไม่มีและมีการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

(a - d แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05) 
 

 
ข) ร้อยละความเข้มของสีแดงของ Alizarin red ที่เกิดขึ้น หลังจากมีการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

รูปที ่43 ความเข้มของสีแดงของ Alizarin Red บนโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (SF), โครงเลี้ยง
เซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส (BG) และโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่
เชื่อมขวางด้วย GPTMS เข้มข้น 20%wt (SF-BG 20) หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 28 วัน ในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ DMEM อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สภาวะความดันบรรยากาศและมีก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 
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 จากรูปที่ 44 แสดงลักษณะการเกาะของเซลล์ SaOS-2 cell line บนโครงเลี้ยงเซลล์ BG 

และโครงเลี้ยงเซลล์ SF-BG 20 ภายหลังการเพาะเลี้ยงในอาหาร DMEM เป็นเวลา 28 วัน พบว่า มี

เซลล์เกาะแผ่ขยายอยู่บนพ้ืนผิวของโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 2 ชนิด ทั้งนี้โครงเลี้ยงเซลล์ SF ไม่สามารถ

แสดงภาพลักษณะการเกาะของเซลล์ได้ อาจเนื่องมาจากการเตรียมตัวอย่างที่ผ่านกระบวนการรักษา

สภาพด้วยสารละลายอินทรีย์ เช่น เอทานอล ที่ความเข้มข้น 30 -100% โดยปริมาตร (serial 

dilution) และการท าแห้งด้วยเทคนิคการใช้คาร์บอนไดออกไซด์เหลวไปแทนที่สารละลายอินทรีย์ 

แล้วคาร์บอนไดออกไซด์เหลวเปลี่ยนสถานะจากของเหลวเป็นแก๊ส (critical point dry) ที่ท าให้เซลล์

เสียสภาพ 

โครงเลี้ยงเซลล์ 

                             BG                                                   SF-BG 2 

 

 

 

                                                                       

 

 

 

รูปที่ 44 ลักษณะเซลล์ SaOS-2 cell line ที่เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส (BG) 
และโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาสที่เชื่อมขวางด้วย GPTMS เข้มข้น 
20%wt (SF-BG 20) เป็นเวลา 28 วัน ในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่สภาวะอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และสภาวะความดันบรรยากาศและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 
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 ภาคผนวก ก 
การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยและไบโอแอคทีฟกลาส (กลุ่มควบคุม) 

- การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย  

1. น าสารละลายไฟโบรอินที่มีความเข้มข้น 4% โดยน้ าหนัก  

2. เทสารละลายลงในแม่พิมพ์เทฟลอนและน าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 24 

ชั่วโมง 

3. จากนั้นน าไปผ่านกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze-dry) เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

- การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส (ดัดแปลงจาก Midha S., 2013 [45]) 

การเตรียมโซลของไบโอแอคทีฟกลาส แบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอนดังนี้ 

การเตรียมสารละลายซิลิกา 

1. เตรียมสารละลายซิลิกา โดยละลายเตตระเอทอกซีไซเลน (TEOS) ในน้ าปราศจากประจุที่มีกรด

ไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 1 นอร์มอล โดยสัดส่วนของน้ าปราศจากประจุต่อกรดไฮโดรคลอริกความ

เข้มข้น 1 นอร์มอล เป็น 3:1 มิลลิลิตร และสัดส่วนของเตตระเอทอกซีไซเลนต่อน้ า เป็น 4:1 โมล 

2. ท าการปั่นกวน เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จนได้สารละลายใสเนื้อเดียวกัน และ TEOS จะผ่าน

กระบวนการไฮโดรไลซิสและควบแน่น 

การเตรียมสารละลายแคลเซียม 

1. เตรียมสารละลายแคลเซียม โดยใช้แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) เป็นสารตั้งต้น ซึ่งละลายในน้ า

ปราศจากประจุ โดยสัดส่วนของแคลเซียมคลอไรด์ต่อน้ าปราศจากประจุ เป็น 4:1 โมล 

2. ท าการปั่นกวนเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จนได้สารละลายใสเนื้อเดียวกัน 

น าสารละลายซิลิกาและแคลเซียมผสมกันโดยก าหนดสัดส่วนซิลิกาต่อแคลเซียมเป็น 70%

โมล ต่อ30%โมล ปั่นกวนจนสารละลายใสเป็นเนื้อเดียวกัน 

- การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ไบโอแอคทีฟกลาส 

1. น าสารละลายซิลิกาและแคลเซียมที่เตรียมโดยข้างต้น (สัดส่วนซิลิกาต่อแคลเซียมเป็น 70%โมล 

ต่อ 30%โมล) ใส่ Teepol (สารที่ท าให้เกิดฟอง) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ 5%HF (สารเร่งให้

เกิดการเจล) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

2. ท าการตีฟองเป็นเวลา 45 นาที จนสารละลายเป็นฟองคงที่ทั่วบีกเกอร์  

3. จากนั้นปิดปากบีกเกอร์พลาสติกด้วยฟอยล์และน าไปอบที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารละลายจ าลองไอออนพลาสมาของเลือดมนุษย์  

(Simulated Body Fluid ; SBF) [93]    

ส่วนผสมของสารละลาย SBF ปริมาณ 1 ลิตร 

ล าดับ สารเคมี ความบริสุทธิ์ (%) ปริมาณ (กรัม) 

1 NaCl 99.5 7.996 
2 NaHCO3 99.5-100 0.350  

3 KCl 99.5 0.224  

4 K2HPO4.3H2O 99 0.228  
5 MgCl2.6H2O 98 0.305  

6 1 M HCl - 40 ml 

7 CaCl2 95 0.278  
8 Na2SO4 99 0.071  

9 (CH2OH3)CNH2 99 6.057  
10 1 M HCl - 0 ถึง 5 ml 

 

วิธีการเตรียมสารละลาย SBF 

1. เตรียมน้ าปราศจากประจุปริมาตร 700 มิลลิลิตร ใส่ในบีกเกอร์พลาสติกขนาด 1000 มิลลิลิตร วาง

บน magnetic stirrer เพ่ือให้ความร้อนอุณหภูมิ 36.5±1.5 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิห้ามสูงเกิน 38 

องศาเซลเซียส) และปิดด้วยกระจกนาฬิกาพร้อมปั่นกวนตลอดการเตรียมสารละลาย 

2. ค่อยๆ ละลายสารเคมีทีละตัวตามล าดับ โดยให้สารเคมีละลายหมดก่อน จึงใส่สารละลายตัวต่อไป  

3. CaCl2 มีผลต่อการตกตะกอน ให้ละลายช้าๆ  

4. ในการชั่งสาร KCl, K2HPO4.3H2O, MgCl2.6H2O, CaCl2 และ Na2SO4 ต้องท าอย่างรวดเร็ว 

เพราะเป็นสารเคมีดูดความชื้น  

5. ก่อนละลาย (CH2OH3)CNH2 พีเอชอยู่ที่ 2.0±1.0 โดยค่อยๆใส่ (CH2OH3)CNH2 ช้าๆ ถ้าระหว่าง

การใส่พีเอชมากกว่า 7.45 ให้หยุดใส่(CH2OH3)CNH2 แล้วหยด 1 M HCl เพ่ือปรับพีเอชลงให้อยู่ที่ 

7.42 (ใส่ (CH2OH3)CNH2 ต่อและปรับพีเอชไปพร้อมๆกัน) 

6. หลังใส่ (CH2OH3)CNH2 หมด ค่อยๆปรับพีเอช โดยให้พีเอชเป็น 7.40 ด้วย 1 M HCl   
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7. ปรับปริมาตรด้วยน้ าปราศจากประจุให้ปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร 

6. เก็บสารละลาย SBF ในขวดพลาสติกที่ปิดฝาแน่น เก็บที่ความเย็น 4-10 องศาเซลเซียสและ

สามารถใช้ไดภ้ายใน 30 วันหลังจากทีเ่ตรียม 
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ภาคผนวก ค 
ร้อยละโดยน้ าหนักที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลล์ภายหลังการแช่ในน้ าปราศจากประจุ 

 

ตารางที่ 17 ร้อยละโดยน้ าหนักคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์ภายหลังการแช่ในน้ าปราศจากประจุที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

โครงเลี้ยงเซลล์ ร้อยละโดยน้ าหนักคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์ 

SF 19.87±3.04a 

BG 83.49±3.67b 

SF-BG 0 34.21±0.95c 

SF-BG 10 69.36±1.15d 

SF-BG 20 69.45±1.20d 

SF-BG 30 70.20±1.80d 

SF-BG 40 70.65±1.21d 

 

(a, b, c และ d แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% , p < 0.05 โดย

เปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิด) 
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ภาคผนวก ง 
ความสามารถในการปลดปล่อยแคลเซียมของโครงเลี้ยงเซลล์ในสารละลายจ าลอง

ไอออนพลาสมาของเลือดมนุษย์ 
 

ตารางที่ 18 ความเข้มข้นของแคลเซียมที่ปลดปล่อยออกจากโครงเลี้ยงเซลล์ในสารละลายจ าลอง
ไอออนพลาสมาของเลือดมนุษย์ ที่ 37 องศาเซลเซียส ที่เวลาต่างๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

โครงเลี้ยงเซลล ์SF-BG 20  

ที่ BG ก าหนดสัดส่วนซิลิกา

ต่อแคลเซียมออกไซด์ที่  

%mol ต่างๆ 

ความเข้มข้นของแคลเซียมที่ปลดปล่อยออกจากโครงเลี้ยงเซลล์ในสารละลายจ าลองไอออนพลาสมาของเลอืดมนุษย์  

ชม.ที่ 1 ชม.ที่ 2 ชม.ที่ 4 ชม.ที่ 6 ชม.ที่ 8 วันที่ 1 วันที่ 2 

Si87.5Ca12.5 0.085±0.089 0.157±0.069 0.200±0.045 0.315±0.070 0.502±0.106 1.349±0.055 1.361±0.063 

Si77.8Ca22.2 0.127±0.058 0.236±0.053 0.309±0.065 0.448±0.074 0.629±0.067 1.609±0.058 1.688±0.033 

Si70Ca30 0.296±0.042 0.351±0.067 0.460±0.072 0.623±0.072 0.786±0.041 1.760±0.064 1.924±0.093 

Si63.64Ca36.36 0.399±0.045 0.508±0.070 0.587±0.081 0.726±0.049 0.926±0.040 1.948±0.057 2.166±0.168 

โครงเลี้ยงเซลล ์SF-BG 20  

ที่ BG ก าหนดสัดส่วนซิลิกา

ต่อแคลเซียมออกไซด์ที่  

%mol ต่างๆ 

ความเข้มข้นของแคลเซียมที่ปลดปล่อยออกจากโครงเลี้ยงเซลล์ในสารละลายจ าลองไอออนพลาสมาของเลอืดมนุษย์  

วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 วันที่ 6 วันที่ 7 วันที่ 10 วันที่ 14 

Si87.5Ca12.5 1.446±0.041 1.512±0.030 1.525±0.040 1.500±0.042 1.512±0.084 1.537±0.085 1.549±0.104 

Si77.8Ca22.2 1.730±0.024 1.809±0.048 1.809±0.040 1.773±0.040 1.748±0.085 1.779±0.050 1.797±0.023 

Si70Ca30 1.990±0.052 2.045±0.062 2.015±0.020 2.039±0.137 2.033±0.091 2.051±0.078 2.087±0.035 

Si63.64Ca36.36 2.178±0.210 2.202±0.134 2.196±0.160 2.190±0.224 2.166±0.288 2.190±0.198 2.238±0.178 
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ภาคผนวก จ 
ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลอืของโครงเลี้ยงเซลล์ภายหลังการแช่ในสารละลาย 

เอนไซม์โปรติเอส XIV 
 

ตารางที่ 19 ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์ภายหลังการแช่ในสารละลายเอนไซม์   
โปรติเอส XIV ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่เวลาในการแช่ต่างๆ 

โครงเลี้ยง

เซลล์ 

ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์ 

ภายหลังการแช่ในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร            

1 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน 10 วัน  14 วัน 20 วัน 28 วัน 

SF-BG 0 47.50±1.45 40.10±1.11 35.90±1.04 32.15±0.68 29.70±0.68 24.90±1.24 18.40±1.64 14.90±1.44 

SF-BG 10 62.25±3.04 55.10±2.05 49.50±1.72 43.10±0.90 37.25±1.60 33.05±1.11 27.80±0.63 19.45±2.33 

SF-BG 20 81.95±1.02 68.65±0.60 60.10±1.37 55.10±1.87 50.50±0.84 42.80±1.48 37.80±2.51 31.95±1.61 

SF-BG 30 83.80±1.74 72.95±3.90 67.65±2.53 60.80±2.98 56.65±1.78 50.20±0.75 47.25±0.85 37.75±0.66 

SF-BG 40 85.05±2.40 79.90±1.24 74.00±2.47 70.65±1.71 65.50±1.31 60.60±2.30 57.30±1.04 54.40±1.32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 121 

ภาคผนวก ฉ 
กราฟมาตรฐานการวัดปริมาณแคลเซียมของความสามารถในการปลดปล่อยแคลเซียม

ของโครงเลี้ยงเซลล์ในสารละลายจ าลองไอออนพลาสมาของเลือดมนุษย์ 
 

 
 

รูปที่ 45 กราฟมาตรฐานของการวัดปริมาณแคลเซียม 
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ภาคผนวก ช 
กราฟมาตรฐานของการวัดจ านวนเซลล์ SaOS-2 cell line โดยวิธี DNA 

 

 
 

รูปที่ 46 กราฟมาตรฐานของจ านวนเซลล์ SaOS-2 cell line 
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ภาคผนวก ซ 
กราฟมาตรฐานของการวัดค่าระดับกิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส  

(Alkaline phosphatase activity, ALP) 

 

 
 

รูปที่ 47 กราฟมาตรฐานของการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ Alkaline phosphatase (ALP) 
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ภาคผนวก ฌ 
กราฟมาตรฐานของการวัดปริมาณแคลเซียมที่สะสมภายในเซลล์ 

(ความสามารถในการกระตุ้นกิจกรรม (activity) ของเซลล์กระดูก  

(Osteoblast cell line: SaOS-2)) 

 

 
 

รูปที่ 48 กราฟมาตรฐานของการวัดปริมาณแคลเซียม 
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ภาคผนวก ญ 
การวิเคราะห์ธาตุของผลึกที่เกิดขึ้นจากโครงเลี้ยงเซลล์ Si70Ca30 และ 

Si63.64Ca36.36 ด้วย Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 49 ผลึกท่ีเกิดจากโครงเลี้ยงเซลล์ Si70Ca30 

ธาตุบนผลึก (Atomic%) 

Ca P Ca:P 

4.78 1.30 3.68 

ธาตุบนผลึก (Atomic%) 

Ca P Ca:P 

6.11 4.13 1.48 

ธาตุบนผลึก (Atomic%) 

Ca P Ca:P 

1.62 1.10 1.47 
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รูปที่ 50 ผลึกท่ีเกิดจากโครงเลี้ยงเซลล์ Si63.64Ca36.36 

 
 

ธาตุบนผลึก (Atomic%) 

Ca P Ca:P 

4.55 2.89 1.57 

ธาตุบนผลึก (Atomic%) 

Ca P Ca:P 

6.23 3.87 1.61 

ธาตุบนผลึก (Atomic%) 

Ca P Ca:P 

6.15 4.11 1.50 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล นางสาวพิมพ์นารา วัฒนะชัย 
วัน เดือน ปี เกิด 22 มิถุนายน 2536 
สถานที่เกิด ชลบุร ี
วุฒิการศึกษา ส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต คณะวิทยาศาสตร์ 

สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ปีการศึกษา 2558   
และเข้าศึกษาต่อระดับปริญญาโท วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต   
หลักสูตรสหสาขาวิชาวิศวกรรมชีวเวช คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2559 

ที่อยู่ปัจจุบัน 18/2 ม.7 ต.หน้าพระธาตุ อ.พนัสนิคม จ.ชลบุรี 20140 
ผลงานตีพิมพ์ Wattanachai, P., and Thongnuek, P. Crosslinking of Thai silk 

fibroin and bioactive calcium silicate glass for development of 
bone scaffolds. Pure and Applied Chemistry International 
Conference 2018 (PACCON 2018), The 60th Aniversary of His 
Majesty the King’s Accession to the Throne International 
Convention Center, Hat Yai, Songkhla, Thailand, February 7-9, 
2018.   
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