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 Keratin was extracted from human hair using combinations of following substances, urea, 
thiourea, 2-mercaptoethanol (2-ME), sodium sulfide, sodium metabisulfite and SDS. Types of 
extractants and their concentrations as well as material preparation methods affected the extracted 
keratin yields. The maximal yield was 66% (wt/wt) when the mixture of urea and thiourea was 
used at 500C for 24 h. Results from electrophoresis (SDS-PAGE) showed protein predominated 
bands at 20-30 kDa and 40-60 kDa (α-helix). Structures of the extracted keratin by Raman 
spectroscopy showed peak of disulfide bond (S-S) at wavenumber 550-500 cm-1, the characteristic 
peak of keratin. 
                Series of scaffolds were fabricated using keratin/gelatin (K/G) solutions at various ratios 
of K/G (100/0, 90/10, 80/20, 70/30, 60/40 and 50/50 wt/wt) using freeze-drying followed by 
dehydrothermal cross-linking. Increasing compositions of gelatin increased swelling property and 
mechanical strength to the blended scaffolds.  The scaffolds were tested by culturing with L929 
mouse fibroblast or bone marrow derived mesenchymal stem cell (MSC) from Lewis rats. The K/G 
scaffolds showed superior cell proliferations to those of pure gelatin scaffolds, especially at K/G 
ratio of 80/20. Keratin/gelatin scaffolds implanted subcutaneously on Wistar rat’s back, induced 
fast neo-collagen production and angiogenesis. These experimental results clearly stated the high 
potential of using human hair keratin for tissue engineering applications. 
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  งานวิจัยนี้เปนการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัดโปรตีนเคราตินจากเสนผมมนุษยโดยใช
สวนผสมของสารตางๆ ไดแก urea, thiourea, 2-mercaptoethanol, sodium sulfide , sodium 
metabisulfite และ SDS ในปริมาณตางๆ พบวา สารเคมีที่ใชสกัด, ความเขมขนองสารที่ใช, 
ระยะเวลาที่ใชในการสกัดและวิธีการเตรียมวัสดุสงผลตอผลได (yield) การสกัดโดยใช urea และ 
thiourea เปนองคประกอบหลักใหคาเปอรเซ็นตผลไดสูงสุดที่ 66% น้ําหนักโมเลกุลของเคราติน
วิเคราะหโดยใชอิเล็กโตรโฟรีซิส (SDS-PAGE) พบที่สกัดไดสวนใหญมีขนาดโมเลกุล 20-30 kDa 

และบางสวน 40-60 kDa (แสดงโครงสรางα-helix) เมื่อวิเคราะหโครงสรางเคราตินดวยเทคนิครา
มานสเปกโตรสโกป พบพีคซึ่งแสดงการสั่นของพันธะไดซัลไฟด (S-S) ที่เลขคลื่น 550-500 cm-1 
ซ่ึงเปนลักษณะสมบัติของเคราติน  

เคราตินที่สกัดไดถูกนํามาผสมกับเจลาติน ชนิด A (คา pI ประมาณ 9) ที่อัตราสวน 100/0, 
90/10, 80/20, 70/30, 60/40 และ 50/50 โดยน้ําหนัก ขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบฟองน้ําดวย
เทคนิคทําแหงเยือกแข็งและเชื่อมโยงพันธะโดยการอบสุญญากาศ การทดสอบสมบัติทางกายภาพ
และเชิงกลของโครงเลี้ยงเซลลพบวาเจลาตินชวยปรับปรุงสมบัติการบวมน้ําและชวยเพิ่มความ
แข็งแรงใหแกโครงเลี้ยงเซลลผสม เมื่อทดสอบสมบัติการเขากันกับเซลล L929 mouse fibroblast 
และ MSC ซ่ึงสกัดจากไขกระดูกของ Wistar rat พบวาโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินทุก
อัตราสวน สงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินอยางเดียวอยางมี
นัยสําคัญ โดยเฉพาะที่อัตราสวน 80/20 (wt/wt) โครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินสามารถ
กระตุนการสรางเสนใยคอลลาเจนและเสนเลือดขึ้นมาใหมไดเร็วกวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินใน
สัตวทดลอง เคราตินที่สกัดจากเสนผมมนุษยจึงนับเปนชีววัสดุจากธรรมชาติที่มีศักยภาพสูงสําหรับ
งานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

1.1 ที่มาของงานวิจัย 

ปจจุบันกลุมนักวิจัยจํานวนมาก สนใจศึกษาพอลิเมอรธรรมชาติ เชน คอลลาเจน ไคโตซาน
และเจลาติน เปนตน เคราตินเปนพอลิเมอรธรรมชาติอีกชนิดหนึ่งที่มีโครงสรางของโปรตีนชนิด
เสนใยมีขนาดใหญ พบมากในผิวหนัง ขนสัตว เล็บ เขาสัตว  เสนขนและเสนผม เปนตน 
องคประกอบสวนใหญของเคราตินคือกรดอะมิโนซิสเตอีน (7-20% ของกรดอะมิโนทั้งหมด)  จึงมี
การสรางพันธะไดซัลไฟดขึ้นมากกวาโปรตีนชนิดอ่ืน ทําใหมีเสนใยเหนียวและมีความยืดหยุนสูง 
[Dowling, LM. และคณะ, 1986] รายงานวิจัยไดนําเสนอการนําเคราตินมาใชประโยชนในหลายๆ 
ดาน เชนในอุตสาหกรรมและสิ่งแวดลอม เคราตินมีคุณสมบัติสามารถดูดซับไขมัน สี [Yamauchi, 
K. และคณะ, 1997] หรือโลหะหนัก เชน ตะกั่วและปรอท เปนตน [Coello, W.F. และคณะ, 1998] 
เคราตินจึงมีศักยภาพจะถูกนํามาใชบําบัดน้ําเสียที่ปลอยจากโรงงานอุตสาหกรรม หรือกรณีน้ํามนัรัว่
ในทะเลจากเรือขนสงสินคา  ดานการแพทยเคราตินสามารถนํามาผสมกับตัวยาแลวข้ึนรูปเปนเม็ด 
แคปซูลหรือทําเปนผงขนาดเล็กเพื่อพนเขาสูระบบทางเดินหายใจ เปนตน  ดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 
เคราตินสามารถใชเปนโครงเลี้ยงเซลล (scaffold) เพื่อใหเซลลสามารถเจริญเติบโตได เพื่อซอมแซม
เนื้อเยื่อหรืออวัยวะตางๆ ที่บาดเจ็บหรือถูกทําลายไป โดยเคราตินสามารถขึ้นรูปไดหลายรูปแบบ 
เชน แผนฟลม [Tanabe, T. และคณะ, 2004] เม็ดขนาดตางๆ [Yamauchi, K. และคณะ, 1997] หรือ
ขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบมีรูพรุน (sponge) [Tachibana, A. และคณะ, 2002] เปนตน จาก
งานวิจัยตางๆ เซลลที่นํามาเลี้ยงกับโครงเลี้ยงเซลลคือเซลลไฟโบรบลาสตของหนู (L929 mouse 
fibroblast cell) ซ่ึงมีสมบัติคลายเซลลผิวหนังชั้นใน(dermis) ของมนุษย เคราตินนั้นมีสมบัติ
เหมาะสมที่จะนํามาประยุกตใชทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เนื่องจากเคราตินมีสมบัติที่สามารถเขากับ
เซลลได (biocompatibility) เปนอยางดี ไมกอใหเกิดอันตรายแกเซลลที่นําไปเลี้ยงและมีสมบัติ
สามารถยอยสลายไดในสภาวะเลียนแบบรางกาย (in vitro degradability) 

วิธีการสกัดเคราตินไมซับซอน โดยใชขนสัตวชนิดตางๆ เชน ขนแกะหรือขนไก ซ่ึงมีลวน
แตมีเคราตินเปนองคประกอบหลัก สําหรับขนสัตวนั้นมีปริมาณเคราตินประมาณ 80 เปอรเซ็นต 
[Nakamura, A. และคณะ, 2002] คณะผูวิจัยมีความสนใจที่จะใชเสนผมของมนุษยซ่ึงมีเคราตินเปน
สวนประกอบและมีปริมาณเคราตินสูงถึง 65-95เปอรเซ็นต [Akhtar, W. และคณะ, 1997] และ
สามารถหาไดไมยากในภาคบริการที่มีทั่วไป ถือเปนการนําวัตถุดิบที่ไมไดใชประโยชนมาสรางเปน
วัสดุที่มีคุณประโยชนได ขอดีของการนําเสนผมมาเปนวัตถุดิบในการสกัดแทนขนสัตวอีกประการ
หนึ่ง คือ ลดความเส่ียงตอการติดเชื้อโรคจากสัตว เนื่องจากปจจุบันมีการแพรระบาดของโรค
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ไขหวัดนกในแถบเอเชียรวมถึงประเทศไทยดวย ดังนั้นการนําโปรตีนเคราตินจากเสนผมมาใช
ประโยชนจึงนาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการพัฒนาพอลิเมอรธรรมชาติ และนอกจากนี้รายงาน
การวิจัยที่มีการใชเคราตินในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อนั้นมีการใชเคราตินที่สกัดไดจากขนแกะหรือขน
ไกทั้งส้ิน ผูวิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดเคราตินจากเสนผม เพื่อ
นํามาใชประโยชนทางดานการแพทย โดยการศึกษาลักษณะสมบัติของโปรตีนที่สกัดไดและ
ทดสอบความเขากันไดของเคราตินกับเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนม 

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

เพื่อทําการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษย แลวขึ้นรูปเปนแบบตางๆ เพื่อสรางเปนโครงเลี้ยง
เซลล โดยมีวัตถุประสงคจําเพาะดังตอไปนี้ 

1. สกัดเคราตินจากเสนผม โดยหาสภาวะที่เหมาะสมและศึกษาสมบัติของเคราตินที่สกัดได 
2. ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล ศกึษาสมบัติและทดสอบลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล 

1.3 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ทางดานงานวิจัย พัฒนาความรูทางดานพอลิเมอรธรรมชาติ โดยรูถึงสภาวะที่เหมาะสม
ในการสกัดและสมบัติเคราตินซึ่งเปนพอลิเมอรธรรมชาติจากเสนผม 

2. ทางดานการแพทยและวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ไดโครงเลี้ยงเซลลจากเคราตินและผลการ
ทดสอบสมบัติทางชีววิทยา 
 3.     ทางดานเศรษฐกิจ เคราตินที่สกัดจากเสนผม สามารถนํามาใชทดแทนหรือใชรวมกับ
พอลิเมอรธรรมชาติชนิดอ่ืนที่มีราคาแพง หรือตองนําเขาจากตางประเทศ ชวยลดตนทุนในการวิจัย
หรือการผลิตผลิตภัณฑดานการแพทย 

1.4 ขอบเขตงานวิจัย 

1.     สกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยและหาสภาวะในการสกัดที่เหมาะสม มีการศึกษาผล
ของเวลาในการสกัด สารเคมีหลักและความเขมขนของสารเคมีหลักที่ใชในการสกัด และวิธีการ
เตรียมวัสดุในการสกัด ที่มีตอผลได (yield) 

2.    ศึกษาสมบัติทางเคมีของโปรตีนที่สกัดได 
3.    ขึน้รูปเคราตินที่สกัดไดดวยวิธีที่เหมาะสมเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบรูพรุน 
4.  ศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางกลของโครงเลี้ยงเซลล ไดแก ลักษณะพื้นผิว

โครงสรางภายใน ลักษณะรูพรุนดวย Scanning electron microscope การดูดซับน้ําและความ
ทนทานตอแรงกด (compression test) 
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5. ทดสอบสมบัติทางชีววิทยาของโครงเลี้ยงเซลล  ไดแก การเขากันไดกับเซลลในสภาวะ
เลียนแบบรางกาย (in vitro biocompatibility) และภายในรางกาย (in vivo biocompatibility) และการ
ยอยสลายทางชีวภาพภายในรางกาย (in vivo biodegradable)  

6. ประเมินศักยภาพของโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากเคราตินที่สกัดจากเสนผม และ
เสนอแนะการปรับปรุงกระบวนการสกัด และการใชงานเคราตินที่สกัดได 

 

 



บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 เคราติน (Keratin) และเสนผม 

 เคราตินเปนโปรตีนแบบเสนใยที่มีขนาดใหญที่สุด  พบมากในผิวหนัง ขนสัตว เสนผม 
หรือ เขาสัตว เปนตน เคราตินหนึ่งโมเลกุลประกอบดวยกรดอะมิโน 18 ชนิด และกรดอะมิโนสวน
ใหญคือกรดอะมิโนซิสเตอีน เนื่องจากกรดอะมิโนซิสเตอีน (C3H7NO2S) มีซัลเฟอรเปน
องคประกอบ และสามารถเกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดระหวางโมเลกุลซิสเตอีนไดมากกวา
โปรตีนชนิดอ่ืน เชน คอลลาเจน เปนตน เคราตินจึงเปนโปรตีนที่ความแข็งแรง เสนใยเหนียว ใน
ผิวหนังเคราตินถูกสรางจากเซลลเคราติโนไซตซ่ึงผลิตเคราตินชนิด soft keratin ในขณะที่เสนผม
และเล็บประกอบดวยเคราตินชนิด hard keratin โดยเคราตินชนิดนี้มีปริมาณซัลเฟอรต่ํา (low-sulfur 
content)  [Alber, KM., 1996] เคราตินแบงออกเปนอยางนอย 30 ชนิดที่แตกตางกัน แตโดยทั่วไป
แบงชนิดเคราตินตามขนาดโมเลกุลและประจุ สามารถแบงออกเปน 2 ชนิด คือ 

1. Type I: มีขนาดเล็กและมีสมบัติเปนกรด  มีขนาดโมเลกุล 40-60 kDa เคราตินชนิดนี้มี
คา Isoelectric point (pI) 4.5-5.1 

2. Type II: มีขนาดใหญกวาชนิดแรก  และมีสมบัติเปนกลาง-เบส  มีขนาดโมเลกุล 55-65  
kDa เคราตินชนิดนี้มีคา Isoelectric point (pI) 6.0-7.2  [Folin, M. และคณะ, 1996]  

เสนใยเคราตินมีเสนผาศูนยกลางประมาณ   10  นาโนเมตร โดยเสนใยเคราตินมีลักษณะเปน
สายพอลิเมอร  ดังรูปที่ 2.1 ในสวน central alpha-helical domain ประกอบดวย subdomains 1A, 1B, 
2A และ 2B โดยเชื่อมตอกันดวยตัวเชื่อม L1, L12 และ L2 ซ่ึงไมไดมีโครงสรางเปนเกลียว  

 
รูปท่ี 2.1 แสดงโครงสรางของเคราติน Type I และ II 

(ที่มา: Alber, KM. Keratin Biochemistry 1996; 14: 309-20.) 



 
 

 

5 

นอกจากการแบงชนิดเคราตินตามขนาดและประจุแลว อาจแบงชนิดเคราตินดวยลักษณะโครงสราง 
โดยเคราตินมีโครงสรางที่สําคัญ 2 แบบ คือ  

1. แอลฟา-เคราติน (α-keratin) พบในมนุษยและสัตวเล้ียงลูกดวยนมชนิดอื่นๆ ในเสนผม
หรือเขาสัตว สายพอลิเพปไทดแอลฟา-เคราตินสามารถพันเกลียวเขาดวยกัน ดังรูปที่ 2.2 (ก) เกิด

เปนโครงสรางที่เรียกวา α-helix ระยะหางระหวางเกลียวมีขนาดเทากัน โดยมีคาเทากับ 5.4 โดย
สวนหัวและสวนหางของสายโครงสรางไมเปนเกลียว  สวนหัวมีหมูอะมิโน (amino) สวนหางมีหมู
คารบอกซิลิก (carboxylic) ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนในสวนปลายทั้งสองดานสามารถเปลี่ยนแปลงได 
แตในสวนกลางของสายโพลีเพปไทด  (α-helix rod domain) มีลําดับกรดอะมิโนที่แนนอน  โดย
ประกอบดวยกรดอะมิโน 310   amino acid residue เมื่อสายโพลีเพปไทดของแอลฟา-เคราตินพันกัน
เกิดเปนเกลียว (α-helix) สามารถเชื่อมตอกันเกิดเปนโครงสรางใหมที่เรียกวา protofilament โดย 
protofilament  สองสายเชื่อมตอกัน เกิดเปน protofibril [รูปที่ 2.2 (ข)] และ protofibril 4 สาย พัน
รวมกันเกิดเปนโครงสราง microfibril [รูปที่ 2.2 (ค)]         

0

A

        

(ก) (ข) (ค)  

 
รูปท่ี 2.2 แสดงโครงสรางของแอลฟา-เคราติน  

(ก) α-helix (dimer) (ข) Protofilament (ค) Microfibril 

(ที่มา: Kyte, J., Structure in protein chemistry, Garland Publishing 1995) 
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 2. เบตา-เคราติน (β-keratin) พบในนกและสัตวเล้ือยคลาน มีโครงสรางเปนแบบแผนพับ
หรือเรียกวาเบตาชีท (beta sheet) ซ่ึงเบตา-เคราตินมีความแข็งแรงกวาแอลฟา-เคราติน   

ในเสนผมของมนุษยมีปริมาณเคราตินประมาณ 65-95% ของน้ําหนักผมทั้งหมด และในขน
สัตวปก  เชน  ขนนกมีปริมาณเคราตินประมาณ  90% ของน้ําหนักทั้งหมด เสนผมเปนสวนที่เจริญ
ออกมาจากผิวหนังในสัตวเ ล้ียงลูกดวยนม  ชวยรักษาอุณหภูมิของรางกายใหคงที่  เสนผม
ประกอบดวยเซลลที่ตายแลว ภายในเสนผมมีไขมัน น้ํา แรธาตุ เมลานินและเคราติน องคประกอบ
ตางๆ และปริมาณกรดอะมิโนแตละชนิดภายในเสนผมมนุษยแสดงดังตารางที่ 2.1 และ 2.2 
ตามลําดับ เคราตินเปนโปรตีนที่องคประกอบหลักคือกรดอะมิโนซิสเตอีน (ตารางที่ 2.2) ซ่ึงทําให
โมเลกุลเคราตินสามารถสรางพันธะไดซัลไฟดภายในโมเลกุลและระหวางโมเลกุลของเคราตินได 
จึงทําใหเสนผมมีความแข็งแรงและเหนียว นอกจากนี้เคราตินมีลําดับกรดอะมิโน RGD (Arginine-
Glycine-Aspartic acid) และ LDV (Leucine-Aspartic acid-Valine) (แสดงดังรูปที่ 2.3) ซ่ึงเปน
บริเวณที่เซลลสามารถยึดเกาะไดดี โดยลําดับกรดอะมิโน RGD และ LDV พบมากใน extracellular 
matrix protein เชน fibronectin เปนตน [Tachibana, A. และคณะ, 2002] 

ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบตางๆ ภายในเสนผมมนุษย 

องคประกอบ ปริมาณ 
ธาตุ คารบอน 45%, ออกซิเจน 28%, ไนโตรเจน 15%, ไฮโดรเจน 7%, 

ซัลเฟอร 5%, เหล็ก 20-220 ppm, ทองแดง 10-20 ppm, สังกะสี 190 ppm 
และไอโอดิน 0.6 ppm 

กรดอะมิโน ประกอบดวยกรดอะมิโน 20 ชนิด สวนใหญประกอบดวยกรดอะมิโน
ซิสเตอีน 

โปรตีน 1. high-sulpher 80-100% 2. low-sulpher 20% โดยประกอบดวย a-helix 
10% 

ไขมัน 5% (คลอเรสโตรอล, กรดไขมัน polar lipid เปนตน) 
น้ํา 12% ของน้ําหนักผม 

(ท่ีมา: Akhtar, W. และคณะ, 1997) 
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      321    VESQLAEIRSDLERQNQEYQVLLDVRARLECEINTYRGLL      360 
       320    VESQLAEIRGDLERQNQEYQVLLDVRARLECEINTYRGLL     359 

รูปท่ี 2.3 แสดงลําดับกรดอะมิโนของโมเลกุลเคราติน โดยตัวอักษรหนาแสดงลําดับกรดอะมิโน 
RGD และ LDV (ที่มา: Tachibana, A. และคณะ, 2002) 

ตารางที่ 2.2 แสดงปริมาณกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ภายในเสนผมของมนุษย 

ปริมาณ (%) 
Amino acid residue 

เสนผมมนุษย เคราตินจากเสนผมมนุษย 
Alanine 3.7-4.15 4.55 
Arginine 4.92-5.10 5.79 

Aspartic acid 4.56-5.00 4.94 
Cysteine 0.35-0.41 17.8 

Glutamic acid 10.26 11.40 
Glycine 10.82 6.38 

Histidine 0.57-0.63 0.90 
Isoleucine 20.50-24.40 2.59 
Leucine 5.15-5.46 5.83 
Lysine 1.82-1.96 2.74 

Methionine 0.21-.37 0.58 
Phenylalanine 1.29-1.43 1.60 

Proline 6.15-6.83 8.44 
Serine 9.86-11.01 11.70 

Threonine 5.68-5.93 6.81 
Tyrosine 1.31-1.70 2.04 
Valine 4.21-4.93 5.81 

(ท่ีมา: Wolfram, L.J., J Am Acad Dermatol 2003; 48: 106-114 และ Gillespie, J.M. และ Frenkel, 
M.J., Comp. Biochem. Physiol. 1974; 47B: 339-346) 
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โครงสรางผมประกอบดวยสามสวนหลัก คือ 
1. คิวติเคิล (Cuticle) คือเปลือกนอกของเสนผม โดยประกอบดวยเซลลรูปรางแบน

เรียงตัวซอนกัน 6-8 ช้ัน ตั้งแตรากผมจนถึงปลายเสนผม  
2. คอรเทคซ (Cortex) เปนชั้นถัดจากชั้นคิวติเคิล โครงสรางภายในคอรเทคซ

ประกอบดวยเซลลรูปกระสวยซึ่งเปนเซลลที่ตายแลว (spindle-shaped cells) เรียงตัวแนนตาม
แนวแกนเสนผม คอรเทคซประกอบดวยเม็ดสีและโปรตีน ไดแก เคราติน โดยเคราตินในเสนผม
มนุษยอยูที่ช้ันนี้ทั้งหมด โปรตีนในชั้นคอรเทคซแบงออกเปน 2 ชนิดคือ 

2.1 High-sulpher protein ขนาดโมเลกุลเล็ก 
2.2 Low-sulpher protein ขนาดโมเลกุลใหญและโปรตีนมีโครงสรางเปนเสนใย 
เม็ดสีที่พบในผมมนุษย คือ ยูเมลานิน (eumelanin) ซ่ึงแสดงสีน้ําตาลถึงสีดํา และฟโอเมลา

นิน (pheomelanin) ซ่ึงแสดงสีบลอนดหรือสีแดง สําหรับผมขาวนั้นเกิดจากการขัดของในการสง
ถายเม็ดสีจากเมลาโนไซต (melanocyte) ไปยังเคราติโนไซต ผมสีเขมจะมีปริมาณกรดอะมิโนซิสเต
อีนมากกวาผมสีออน [Akhtar, W. และคณะ, 1997]  

3. เมดุลลา (Medulla) เปนชั้นในสุดของเสนผม ซ่ึงไมพบในสัตวช้ันต่ํา ในมนุษยเม
ดุลลาอาจมีโครงสรางที่ตอเนื่องกันหรือขาดเปนทอนๆ ดังรูปที่ 2.4  
 

                  

                                               รูปท่ี 2.4 โครงสรางของเสนผม 
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2.2 การสกัดเคราติน 

 การสกัดเคราตินจากเสนผม หรือขนสัตว ทําโดยการทําลายพันธะไดซัลไฟดระหวาง
โมเลกุลของเคราติน โดยสารเคมีหลักที่ใชคือ urea, thiourea, 2-Mercaptoethanol (2-ME) และ SDS 
(sodium dodecyl sulfate)  ซ่ึง urea และ thiourea ทําหนาที่ทําลายพันธะไฮโดรเจนภายในและ
ระหวางโมเลกุลของโปรตีน และ 2-ME มีสมบัติเปนตัวรีดิวซ ทําลายพันธะไดซัลไฟดภายใน
โมเลกุลของเคราติน SDS เปน surfactant ชวยใหสารละลายเคราตินเสถียร ไมเกิดการตกตะกอน
ของโปรตีน การสกัดเคราตินสามารถสกัดไดจาก 2 ปฏิกิริยา คือ 

1. ปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (oxidation reaction) โดยตัวรีดิวซที่นิยมใช ไดแก สารจําพวก
ไธออล เชน Thioglycolic acid, dithiothreitol (DTT), 2-mercaptoethanol ตัวอยางกลไกการ
เกิดปฏิกิริยาในการสกัดโดยใช 2-mercaptoethanol แสดงดังรูปที่ 2.5   

           

       Protein-CH2S-SCH2-Protein + 2OHCH2CH2-SH 

      2Protein-CH2-SH + HOCH2CH2S-SCH2CH2OH 

รูปท่ี 2.5  กลไกการสกัดเคราตินดวยปฏิกริิยาออกซิเดชนั โดยใช 2-mercaptoethanol 
(ที่มา: Aluigi, A. และคณะ, 2004) 

นอกจากนี้สามารถสกัดโดยใช sodium sulphite (Na2SO3)หรือ sodium metabisulfite 
(Na2S2O5) เกิดปฏิกิริยาที่เรียกวา Sulfitolysis ในการทําลายพันธะไดซัลไฟดของโมเลกุลเคราตินได
เชนกัน โดยพันธะไดซัลไฟดของซิสเตอีนถูกตัดดวย sulphite (SO3

2-) เกิดเปนสารประกอบพวกไธ
ออล (-SH) และ สารพวก S-Sulfonate (S-sulfo เคราติน) หรือเรียกวา Bunte salt กลไกการ

เกิดปฏิกิริยาแสดงดังรูปที่ 2.6 

           (Bunte salt) 

(sulphite) 
                 Protein-CH2S-SCH2-Protein +   SO3

2-  

                Protein-CH2-SH + Protein-S-SO3
-  

 

รูปท่ี 2.6 กลไกการสกัดเคราตินดวยปฏิกริิยาซัลฟโตไลซิส โดยใช sodium sulphite 
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2. ปฏิกิริยารีดักชั่น (reduction reaction) ตัวออกซิไดซที่ใชไดแกสารประเภท 
peracids เชน performic และ peracetic acid เปนตน หรืออาจใชสารประเภท peroxide เชน 
hydrogen peroxide เปนตน โดยเกิดสารประกอบประเภท sulfonic acid (SO2

-)  กลไกการ
เกิดปฏิกิริยาแสดงดังรูปที่ 2.7 

        (sulfonic group) 
                Protein-CH2-SH + Protein-S-SO2

-  
                                            

                 Protein-CH2S-SCH2-Protein +   HO-OH  

รูปท่ี 2.7 กลไกการสกัดเคราตินดวยปฏิกริิยาออกซิเดชนั โดยใช hydrogen peroxide 

 จาก Pharmaceutical patent (US6,544,548) ป ค.ศ. 2003 เสนอวิธีการสกัดเคราตินจากเสน
ผมดวยปฏิกิริยารีดักชั่น โดยใชตัวออกซิไดซคือ peracetic acid ที่ความเขมขน 1- 32% (w/v) และ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิและเวลาในการสกัดตั้งแต 0-1000C และ 0.5-24 ช่ัวโมง แตวิธีที่ดีที่สุดคือ สกดั
ดวย  peracetic acid 2% (w/v) เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 1000C  ไดผลิตภัณฑคือ cysteic acid 
residue ซ่ึงประกอบดวย sulfonic group (SO2

- ) ซ่ึงมีสมบัติเขากันไดกับน้ํา (hydrophilic) และ
สามารถสรางพันธะไอออนิกกับสารที่มีประจุบวกได [Cherly, R. และคณะ,2003] 

การสกัดเคราตินจากขนสัตวได yield อยูในชวง 4-6.5 %(wt) การสกัดเคราตินจากเสนผม
ได yield 24 %(wt) แตเมื่อเพิ่มสาร thiourea ในการสกัดได yield 67 %(wt) และการสกัดเคราตินให
อยูในรูป S-sulfo โดยใชวิธีซัลฟโตไลซิส (sulfitolysis) ดวยสาร sodium metabisulfite (Na2S2O5) 
เพื่อปองกันเคราตินที่สกัดถูกออกซิไดซดวยอากาศ เกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดขึ้นอีกครั้ง ซ่ึงได 
yield 5 %(wt) [Katoh, K. และคณะ, 2004] ดังตารางที ่2.3 
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ตารางที่ 2.3 แสดงวิธีการสกัดเคราตินที่สภาวะตาง ๆ  

วัตถุดิบและสารเคมี สภาวะ 
Yield 

(%wt/wt) 
ท่ีมา 

ขนแกะ (Corridale) 9 g, 8M urea, 1.66M 2-ME, 
0.26M SDS 

600C, 5 hr 4ก Tachibana, 
A. (2002) 

ขนแกะ (Corridale) 9 g, 8M urea, 1.66 M 2-ME, 
0.26 M SDS 

500C, 16 hr 6.5ก Tanabe, T. 
(2002) 

Conventional method: เสนผม 20 mg, 25 mM 
Tris-HCl, 8M urea, 5% 2-ME                                    

Conventional 
method: 24ข  

Shindai method: เสนผม 20 mg, 25mM Tris HCl, 
5M urea, 2.6M thiourea, 5% 2-ME 

500C, 24 hr 
  

Shindai 
method : 67ข

Nakamura, 
A. (2002) 
  

ขนแกะ (Merino)150 g, 8M urea, Na2S2O5 150 g, 
SDS 75 g 

1000C, 30 
min 

5ก Katoh, K. 
(2004) 

หมายเหตุ: วิเคราะหโปรตีนโดยใช ก) Lowry method ข) Bradford method  

2.3 การทดสอบสมบัติของเคราติน 

 2.3.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน   
 Lowry’s method เปนวิธีวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่นิยมกันมาก โดยใชเทคนิควัดคาการ
ดูดกลืนแสง (colorimetric assay) โดยคาการดูดกลืนแสงแปรผันตามความเขมขนของโปรตีน 
สามารถวัดคาการดูดกลืนแสงที่ชวงความยาวคลื่น 500-750 นาโนเมตร โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นสรุป
ไดดังนี้ 

1. ปฏิกิริยา Biuret reaction ซ่ึงเกิดปฏิกิริยารีดักชั่น Cu+2 เปน Cu+1  

     Cu2+ + peptide bonds → Cu1+-peptide bond complex 

 Cu2+ ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดทําปฏิกิริยากับพันธะเพปไทดเกิดสีน้ําเงินแกมมวง 
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2. ปฏิกิริยาขั้นที่สองคือ Cu+1 รีดิวซ Folin-Ciacalteu reagent (phosphomolybdate และ 
phosphotungstate) ใหสีน้ําเงินแกมเขียว  

                                   Folin reagent + Cu1+-complex → reduced Folin reagent 

สารละลาย Folin-Ciocalteu ซ่ึงเปนสารประกอบเชิงซอนกับเกลือ ทําปฏิกิริยากับหมูอะมิ
โนไทโรซีนและทริปโตเฟน เกิดสารละลายสีน้ําเงินเขมแกมเขียวข้ึน [Lowry, O.H. และคณะ, 
1951] 

  สําหรับในการทดลองนี้เมื่อทําการวิเคราะหแลวสรางกราฟมาตรฐาน (Standard curve) ซ่ึง
แสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขน การสรางกราฟมาตรฐานทําไดโดย
วัดคาการดูดกลืนแสงของโปรตีนที่ทราบความเขมขนแนนอน โดยใช bovine serum albumin 
(BSA) จากนั้นเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงของสารละลายเทียบกับคาการดูดกลืนแสงของ
โปรตีนอางอิงที่ทราบความเขมขน 

  ขอดี 
1. สามารถทดสอบไดในชวงความเขมขนกวาง คือ 2-100 ไมโครกรัม 
2. สามารถทําการทดสอบที่อุณหภูมิหองได สะดวก รวดเร็ว 
3. สารเคมีที่ใชวิเคราะหราคาถูก 
ขอเสีย 
1. อาจเกิดความคลาดเคลื่อนได เนื่องจากมีสารที่สามารถรบกวนการวิเคราะหได 
2. ในการเตรียมสารที่ใชวิเคราะห โดยเฉพาะ copper ในสารละลายเบสตองทําการเตรียม

ใหมทุกครั้งที่ทําการวิเคราะห เนื่องจากเมื่อเก็บไวนานจะเกิดสารพวกคารบอเนต ซ่ึง
จะทําใหการวัดคาการดูดกลืนแสงคลาดเคลื่อนไป 

3. การวิเคราะหนั้นไวตอแสงมาก ดังนั้นควรเก็บสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหใหพน
แสง 

 2.3.2 การวิเคราะหโครงสรางของเคราตินโดยวิธีรามานสเปคโตรสโกป (Fourier 
Transform Raman Spectroscopy) 

 เทคนิครามานสเปคโตรสโกปสามารถใชในการวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของสาร เชน 
สารตัวอยางประกอบดวยพันธะระหวางธาตุชนิดใดบาง โดยใชหลักการกระเจิงของแสง โดยสอง
ลําแสงพลังงานสูงผานสารตัวอยาง จะเกิดการกระเจิงของแสงไปในทุกทิศทาง ในป 1928 นัก
ฟสิกสชาวอินเดีย C.V.Raman ไดคนพบวา ลําแสงที่สองผานสารตัวอยางจะมีความยาวคลื่น
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เปลี่ยนไปสวนหนึ่ง เนื่องจากเกิดการกระเจิงของแสง และนอกจากนี้ยังพบวาความยาวคลื่นที่
เปลี่ยนแปลงไปจะแตกตางกันไปตามโครงสรางทางเคมีของโมเลกุลของสารตัวอยางอีกดวย  
 สําหรับเทคนิครามานสเปคโตรสโกปนั้นคลายกับเทคนิคอินฟาเรดสเปคโตรสโกปคือวัด
การสั่นของโมเลกุลนั่นเอง  ตางกันตรงที่หมูที่จะเกิด Raman active และ Infrared active บางครั้งใน
การใชวิเคราะหสารตัวอยางอาจใชเทคนิครามานสเปคโตรสโกปวิเคราะหไดดีกวาอินฟราเรดสเปค
โตรสโกป ในขณะที่สารตัวอยางบางตัวเหมาะที่จะใชเทคนิคอินฟราเรดสเปคโตรสโกปวิเคราะห 
ขอดีที่สําคัญของเทคนิครามานสเปคโตรสโกปคือ น้ําไมรบกวนการวิเคราะหเหมือนดังเชนเทคนิค
อินฟราเรดสเปกโตรสโกป เราสามารถใชเทคนิครามานวิเคราะหสารตัวอยางที่เปนสารละลาย จึง
เปนเทคนิคที่สําคัญสําหรับทางชีววิทยาและการศึกษาเกี่ยวกับมลพิษทางน้ํา 
 ในป 1997 W. Akhtar และคณะไดใชเทคนิครามานสเปคโตรสโกป ในการศึกษาเสนผม
ของมนุษยในสภาวะตาง ๆ คือ ผมธรรมชาติและผมกัดสีดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด [Akhtar, W. 
และคณะ, 1997] โดยใชเคราตินเปนขอมูลอางอิงสําหรับวิเคราะหเสนผม ดังรูปที่ 2.8                   

 

Amide I 
ν(C-C) 

ν(C-S) 

Amide III 

Amide A, B 

Wavenumber (cm-1) 

รูปท่ี 2.8 FT-Raman spectrum ของเคราติน; λ 1064 nm, 100 mW, 400 scans ที่ 4 cm-1 resolution 
                                (ที่มา: Akhtar, W. Spectrochem Acta Part A 1997; 53:1021-31.1997)  
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พิจารณาสเปกตรัมของเคราติน พบพีคที่แสดงการสั่นของแตละพันธะดังตอไปนี้ 
1. Amide A และ B: แสดงการสั่นของพันธะ N-H ซ่ึงพบพีค (doublet) ที่เลขคลื่น 

3,300-3,050 cm-1  
2. Amide I: แสดงถึงการสั่นของ peptide carbonyl stretching (CONH) และ CN 

stretching โดยจะพบพีคที่ประมาณ 1,652 cm-1 
3. Amide II: แสดงการสั่นของ NH in plane และ CN stretching ที่ 1,545-1,550 cm-1 
4. Amide III: แสดงการสั่นของ NH in-plane bending และ CN stretching พบที่ 

1,200-1,400 cm-1 
5. ที่เลขคลื่นในชวง 1,000-1,150 cm-1 แสดงการสั่นแบบยืดของพันธะ C-C (skeletal 

backbone) 
6. Amide IV: แสดงการสั่นของ CO in-plane bending และ CC stretching พบที่ 640-

645 cm-1  
7. Amide V, VI และ VII:  โดย amide V แสดงการสั่นของ NH  out-of plane 

bending  ในขณะที่ Amide VII เกิดจากการสั่นของ CO out-of-plane bending และ 
Amide VII เกิดจากการสั่นของ NH out-of-plane bending และ CN  

8. พันธะไดซัลไฟด ในโปรตีนพันธะไดซัลไฟดเกิดจากการสรางพันธะระหวาง
โมเลกุลซิสเตอีน  ซ่ึงจะพบการสั่นที่บริเวณ 500-550 cm-1 

         {O}-Cys_SH + HS-Cys   -Cys-S-S-Cys- 

จากขอมูลสเปกตรัมของเคราตินเมื่อวิเคราะหดวยเทคนิครามานสเปกโตรสโกป W. Akhtar 
และคณะ ศึกษาเสนผมที่ผานกระบวนการกัดสีเปรียบเทียบกับเสนผมธรรมชาติ โดยผลการ
วิเคราะหดวยเทคนิครามานสเปกโตรสโกปแสดงดังรูปที่ 2.9  
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ν(C-S) ν(C-S) 
ก 

ข 

ν(S -S) 

ง 

ค 

Wavenumber (cm-1) 

รูปท่ี 2.9 FT-Raman spectrum ของเสนผม โดย ก) ผมธรรมชาติ ข) ผมกัดสี ค) รากผม และ            
ง) เคราติน ที่เลขคลื่น 400-750 cm-1

 สเปกตรัมที่ชวงเลขคลื่นต่ํากวา 750 cm-1 แมจะมีความเขมต่ําแตสามารถใชบงบอกลักษณะ
ที่สําคัญไดแกพันธะ C-S และ S-S ซ่ึงเทคนิคอื่นไมสามารถวิเคราะหไดชัดเจน โดยจากการศึกษา
ของ W. Akhtar และคณะ พบวา สเปคตรัมเคราติน (รูป 2.8 ค.) เกิดพีคที่มีความเขมแตกตางกับ
สเปกตรัมของเสนผม (รูป 2.8 ก.) ที่เลขคลื่น 625 และ 648 cm-1 ซ่ึงแสดงการสั่นของพันธะ C-S 
นอกจากนี้ที่เลขคลื่นในชวง 500-550 cm-1 บอกการสั่นของพันธะเชื่อมระหวางกรดอะมิโนซิสเตอีน 
(CS-SC) ซ่ึงพบทั้งสเปคตรัมของเสนผมและเคราติน โดยสเปกตรัมพบการสั่นของ CS-SC ที่เลข
คล่ืนเทากับ 506 และ 529 cm-1  และเคราตินที่เลขคลื่นเทากับ 515 และ 535 cm-1  

2.3.4 การวิเคราะหขนาดโมเลกุลของโปรตีน โดยใช Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) 

 SDS-PAGE เปนเทคนิคที่ใชวิเคราะหขนาดโมเลกุลของโปรตีนดวยวิธีอิเล็คโตรโฟรีซิส 
โดยใช SDS หรือ Sodium dodecyl sulfate ซ่ึงมีประจุลบทําหนาที่จับโปรตีนในอัตราสวน SDS 1 
โมเลกุลตอกรดอะมิโน 2 ตัว ทําใหโปรตีนมีประจุสุทธิเปนลบ เปนสัดสวนกับจํานวนกรดอะมิโน
ในโปรตีน ใชสารละลายบัฟเฟอรเปนวัฏภาคเคลื่อนที่  ดังนั้น เมื่อทําอิเล็กโตรโฟรีซิสสามารถ
คํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนเทียบกับอัตราการเคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนตัวอยางกับ
อัตราการเคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนมาตรฐาน อัตราการเคลื่อนที่สัมพัทธคือสัดสวนของอัตรา
การเคลื่อนที่ของโปรตีนกับอัตราการเคลื่อนที่ของ Bromphenol blue [Grabski, A. และคณะ, 
มหาวิทยาลัย Wisconsin-Madison]  
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 เคราตินที่สกัดจากเสนผมมนุษยเมื่อนํามาวิเคราะหดวยเทคนิค SDS-PAGE พบวา การสกัด
เคราตินดวย urea และ thiourea สามารถสกัดไดเคราตินเสนใย (microfibril keratin) มีขนาดโมเลกุล 
40-60 kDa และขนาดโมเลกุลเล็ก 10-20 kDa และสวนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ 110-115 และ 125-
135 kDa ในขณะที่การสกัดเคราตินดวย urea พบเคราตินที่มีขนาดโมเลกุล 40-60 kDa เทานั้น 
[Nakamura, A. และคณะ, 2002] แสดงดังรูปที่ 2.10 

                                                           
รูปท่ี 2.10 วิเคราะหเคราตินดวย SDS-PAGE 

1.สกัดเคราตินดวยสารละลาย urea และ thiourea 2. สกัดเคราตินดวยสารละลาย urea 
(ที่มา: Nakamura, A. และคณะ, 2002) 

2.4 การขึ้นรูปเคราติน 

 จากการศึกษาผลงานวิจัยตางๆ พบวา เมื่อสกัดเคราตินจากขนสัตว เชน ขนแกะและขนไก
ดวยวิธีใดก็ตาม จากนั้นนักวิจัยทําการขึ้นรูปเคราตินที่สกัดไดเปนหลายรูปแบบ เชน  แผนฟลม เม็ด
ขนาดตางๆ หรือฟองน้ํา เปนตน แลวนําไปใชงาน โดยการขึ้นรูปในแตละแบบนั้น จะมีประโยชน
หรือการนําไปใชที่แตกตางกันไป  

 การขึ้นรูปมีสามลักษณะ คือ 

 2.4.1. แผนฟลม 

 จากงานวิจัยตางๆ ที่มีการขึ้นรูปเคราตินเปนแผนฟลม โดยมีการขึ้นรูปดวยวิธีตางๆ กัน 
เชน การใชความดันอัดเคราตินใหเปนแผนฟลม  [Katoh, K. และคณะ, 2004] หรือการเทสารละลาย
ลงบนพิมพ (cast) และอบใหแหง เปนตน โดยในป 2002 Tanabe, T. และคณะ ปรับปรุงแผนฟลม
เคราตินใหมีสมบัติเชิงกลดีขึ้นโดยการผสมเคราตินกับไคโตซาน เนื่องจากแผนฟลมเคราตินมี
สมบัติเชิงกลต่ํา เปราะบาง โดย Tanabe และคณะสกัดเคราตินจากขนแกะ (corriedale) และผสมกับ
ไคโตซานในสารละลายกรดอะซีติก 75% และขึ้นรูปฟลมโดยเทสารละลายผสมลงในแมพิมพและ
อบที่อุณหภูมิ 500C 24 ช่ัวโมง เมื่อทดสอบสมบัติเชิงกลของฟลมพบวา ไคโตซานชวยใหแผนฟลม
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เคราตินแข็งมากขึ้นแตไมชวยเพิ่มความยืดหยุนใหแกแผนฟลม เมื่อเพิ่มไคโตซาน 30%(wt) ฟลมมี
คา ultimate strength ประมาณ 27 MPa คา ultimate elongation 5% และคา Young’s modulus 310 
MPa ในขณะที่แผนฟลมเคราตินไมสามารถทดสอบได 

ในป ค.ศ. 2004 K. Katoh และคณะ หลังจากทําการสกัดเคราตินจากขนแกะ (Merino) ให
อยูในรูป S-Sulfo (Butane salt) เพื่อใหเคราตินที่สกัดไดมีความเสถียรไมถูกออกซิไดซดวยอากาศ
และเกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดอีกครั้ง โดยใชวิธี Sulfitolysis [Katoh, K. และคณะ, 2004] 
จากนั้นขึ้นรูปฟลมโดยนําสารละลายเคราตินที่สกัดไดทําใหเปนผงดวยวิธี spray drying จากนั้นนํา
ผงเคราตินละลายในสารละลายผสมระหวางน้ํากับเอธานอล จากนั้นเทสารละลายผสมที่ไดลง
แมพิมพแลวอัดความดัน 5 MPa 5 นาที และอัดที่ 10 MPa 50 นาที ที่อุณหภูมิ 70-1600C เมื่อนําไป
ทดสอบสมบัติเชิงกลพบวา เมื่ออัดความดันที่อุณหภูมิ 1200C ใหแผนฟลมที่มีสมบัติเชิงกลดีที่สุด 
โดยมีคา Young’s modulus 1218 MPa และคา ultimate strength 27.8 MPa  

ในปเดียวกัน T. Tanabe และคณะ ขึ้นรูปสารละลายเคราตินที่สกัดไดจากขนแกะ 
(Corriedale) เปนแผนฟลมเชนกัน โดยข้ึนรูปแผนฟลมดวยการเติมสารเชื่อมโยงพันธะประเภทไดอี
พอกซี (diepoxy) ไดแก ethylene glycol diglycidyl ether (EGDE) และ glycerol diglycidyl ether 
(GDE) [Tanabe, T. และคณะ, 2004] เพื่อเพิ่มความเหนียวและแข็งแรงใหกับแผนฟลม โดยเติมสาร
เชื่อมโยงพันธะในสารละลายเคราตินที่สกัดได จากนั้นเทสารละลายลงบนแมพิมพและอบที่
อุณหภูมิ 500C ไดแผนฟลมและนําไปทดสอบสมบัติเชิงกลพบวา เมื่อเติมสารเชื่อมโยงพันธะ 30 
มก. ทําใหแผนฟลมเหนียวที่สุด โดยมีคา ultimate elongation เทากับ 14%  ในขณะที่แผนฟลมเครา
ตินไมสามารนํามาทดสอบได และแผนฟลมเคราตินผสมไคโตซานซึ่งมีคา ultimate elongation 
เทากับ5% [Tanabe, T. และคณะ, 2002] 

 2.4.2 ฟองน้ํา (Sponge) 

 ในป ค.ศ. 2002 A. Tachibana และคณะ สรางโครงเลี้ยงเซลล โดยข้ึนรูปสารละลายเคราติน
ใหมีรูพรุนลักษณะคลายฟองน้ํา โดยใชเทคนิคการทําใหแหงโดยการใชความเย็น (lyophilization) 
หลังจากนําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -200C เปนเวลา 3 วัน จะไดโครงเล้ียงเซลลแบบฟองน้ําที่มีความ
เสถียร ไมเปลี่ยนรูปรางเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิ 600C เปนเวลาหลายชั่วโมง และศึกษา
โครงสรางภายใน  พบวามีความเปนรูพรุนดี โดยมีขนาดรูพรุนประมาณ  100 ไมโครเมตร 
[Tachibana, A. และคณะ, 2002] 
 ในปค.ศ. 2004 K. Katoh และคณะ ใชเทคนิค CM/PL หรือ compression-
molding/particulate-leaching ในการสรางโครงเลี้ยงเซลล S-sulfo keratin แบบฟองน้ํา โดยสามารถ
ควบคุมขนาดของรูพรุนและความพรุนได โดยสกัด S-Sulfo keratin จากขนแกะแลวทํา spray-dried 
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ได S-Sulfo keratin powder แลวผสมดวยยูเรียและ sieve NaCl-paticulate แลวขึ้นรูปโดยอัดความ
ดันที่อุณหภูมิสูงกวาจุดหลอมเหลวของยูเรีย จากนั้นกําจัดเกลือและยูเรียจะไดโครงเลี้ยงเซลลที่มีรู
เชื่อมตอกัน ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลคือ นอยกวา 100 ไมโครเมตร, 100-300 ไมโครเมตร
และ 300-500 ไมโครเมตร มีความเปนรูพรุนสูงถึง 90%  โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นมีความแข็งแรง
และไมละลายในน้ํา ไมมีการบวมน้ําที่ pH 7.4 และ 9.1 แตจะเกิดการบวมน้ําหรือละลายไดใน
สารละลาย 2-mercaptoethanol  การที่มีสมบัติไมละลายในน้ําทําใหเปนขอดีของเคราตินมากกวา
การผลิตจากคอลลาเจนเพราะคอลลาเจนละลายในน้ําถาไมมีการ crosslink ดวยรังสีอัลตราไวโอเล็ต 
หรือเติมสารเคมีที่มักเปนพิษตอเซลล โครงเล้ียงเซลลจากเคราตินขางตนสามารถนําไปเลี้ยงเซลลได
และยอยสลายไดทั้งในสิ่งมีชีวิตและในการทดลอง จึงเหมาะสมที่จะนําไปประยุกตใชในวิศวกรรม
เนื้อเยื่อและการรักษาบาดแผล [Katoh, K. และคณะ, 2004]  

 2.4.3 ไมโครแคปซูล (Microcapsule) 

 ในป ค.ศ.1997  Yamauchi และ Khoda ขึ้นรูปเคราตินใหมีลักษณะเปนเม็ด โดยการใชคลื่น
เสียง (sonication) นําสารละลายเคราตินที่สกัดไดที่มีตัวทําละลายอินทรีย เชน โทลูอีนและไซลีน 
ทําโซนิเคตสารละลาย จะไดเม็ดเคราตินขนาดเสนผาศูนยกลาง 2-10 มิลลิเมตร ผนังหนา 0.05-0.1 
มิลลิเมตร เมื่อนําน้ํามัน ไขมันและสีตาง ๆ ละลายในตัวทําละลาย พบวาเม็ดเคราตินจะกักไขมัน 
น้ํามันและสีตาง ๆไวขางใน และเม็ดเคราตินเสถียรในน้ําเดือดและตัวทําละลายอินทรียสวนใหญ 
รวมถึง Dimethyl formamide และ Dimethyl sulfoxide โดยเคราตินไมเสียรูปราง แตเม็ดเคราตินจะ
เสียรูปรางเมื่ออยูในสารละลายเจือจางของสารจําพวก Mercaptanol เชน 2-mercaptoethanol และ 
Dithiotheritol [Yamauchi, K. และคณะ, 1997] นอกจากนี้นักวิจัยยังสนใจที่จะนําเม็ดเคราตินเปนตวั
สงถายสารมีฤทธิ์ทางชีววิทยา (biologically active compound)  

2.5 เจลาติน 

 เจลาตินเปนโปรตีนที่ไดจากการนําคอลลาเจนทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Partial hydrolysis) 
จากนั้นผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์และทําใหแหงไดเจลาตินที่มีลักษณะเปนผงสีเหลือง คอลลา
เจนเปนโปรตีนหลักที่พบในเสนเอ็น ผิวหนัง กระดูกและเนื้อเยื่อของสัตวเล้ียงลูกดวยนม เชน วัว
และหมู เปนตน เจลาตินประกอบดวยโปรตีน 90-84%, แรธาตุ 1-2% และน้ํา 8-15% ซ่ึง
องคประกอบของเจลาตินจะแตกตางกันไปขึ้นอยูกับชนิดของคอลลาเจนที่ใชและกระบวนการเกิด
ปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส เจลาตินมีขนาดโมเลกุลเทากับ 100,000 Da โดยเจลาตินประกอบดวยกรดอะ
มิโน 19 ชนิด โดยมีปริมาณกรดอะมิโนไกลซีน, โพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนเปนองคประกอบ
สวนใหญ โดยรายละเอียดปริมาณกรดอะมิโนชนิดตางๆ ในเจลาตินสรุปดังตารางที่ 2.4 ลําดับ
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กรดอะมิโนของเจลาตินโดยทั่วไปคือ –Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-Pro-   โครงสรางของ
เจลาตินแสดงดังรูปที่ 2.11  

 
 
 

  
  

                 R = glycine-X-Y triplet 
                 X และ Y คือ proline และ hydroxyl proline ตามลําดับ 

รูปท่ี 2.11 แสดงโครงสรางของเจลาติน 
                                                        (ที่มา: Lee, SB., 2003; 24: 2503-2511.) 

เจลาตินเปนพอลิเมอรธรรมชาติที่ไดรับความสนใจในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เนื่องจากเจ
ลาตินมีสมบัติที่เหมาะสม คือ สามารถเขากันไดกับเซลลส่ิงมีชีวิต (biocaompatibility) สามารถยอย
สลายได (biodegradable) ไมกอใหเกิดการสรางภูมิคุมกันโรค (nonimmunogenic) และราคาถูก 
โดยทั่วไปเจลาตินแบงออกเปน 2 ชนิด คือ 

 1. Type A หรือเรียก Basic gelatin เจลาตินชนิดนี้ไดจากการผานกระบวนการไฮโดรไลซิส
ดวยกรด เชน กรดไฮโดรคลอริคและกรดซัลฟูริค เปนตน โดยใชคอลลาเจนที่ไดจากหนังหมูเปน
สวนใหญ สมบัติของเจลาตินชนิดนี้ คือ มีคา pI (isoelectric point) ประมาณ 9 เหมาะสําหรับการใช
งานกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนกรด  

 2. Type B หรือเรียก Acidic gelatin ไดมาจากการผานกระบวนการไฮโดรไลซิสดวยเบส
นิยมใชคอลลาเจนจากหนังวัวและกระดูก ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสดวยเบสนี้เกิดปฏิกิริยาที่กลุมเอไมด
ของคอลลาเจนซึ่งจะไดเจลาตินที่มีกลุมคารบอกซิล แสดงถึงเจลาตินชนิดนี้มีประจุเปนลบ เจลาติน 
type B มีคา pI (isoelectric point) ประมาณ 5 เหมาะสําหรับการใชงานกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนเบส  

 กระบวนการผลิตเจลาตินและสมบัติของเจลาติน Type A และ B แสดงดังรูปที่ 2.12 และ
ตารางที่ 2.5 ตามลําดับ  
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ตารางที่ 2.4 แสดงปริมาณกรดอะมิโนในเจลาติน 

Amino acid residue ปริมาณในเจลาติน (%) 

Glycine 30.50 

Alanine 9.20 

Isoleucine 1.50 

Leucine 3.20 

Valine 2.70 

Serine 2.90 

Threonine 2.20 

Proline 16.30 

Phenylalanine 2.10 

Tyrosine 0.69 

Tryptophan - 

Methionine 0.80 

Cystine 0.09 

Histidine 0.67 

Arginine 8.80 

Lysine 5.10 

Aspartic acid 6.30 

Glutamine acid 11.70 

                                           (ที่มา: Neuman, RE., 1949; 289-297.)    
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รูปท่ี 2.12 แสดงกระบวนการผลิตเจลาติน Type A และ B 
(ที่มา: Tabata, Y., 1998; 31: 287-301.) 

ตารางที่ 2.5 เปรียบเทียบสมบัติของเจลาติน Type A และ B  
  

Property  Type A Type B 

pH 3.8 - 5.5 5.0 - 7.5 

Isoelectric point (pI) 7.0 – 9.0 4.7 – 5.4 

Gel strength (bloom) 50 -300 50 – 300 

Viscosity (cp) 15 -75 20 – 75 

Ash (%) 0.3 -2.0 0.5 – 2.0 

 

 

 

 

 

 

ป ค.ศ. 2003 Young Moo Lee และคณะ ผลิตโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลูแคน (β-
glucan) ที่อัตราสวนตาง ๆ โดยใชเทคนิคทําแหงเยือกแข็ง โครงเลี้ยงเซลลมีรูพรุนเชื่อมตอกัน โดย
ขนาดรูพรุนเฉลี่ยเทากับ 90-150 ไมโครเมตร เมื่อนํามาทดสอบเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast 
พบวา การยึดเกาะของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลูแคนใกลเคียงกับการยึดเกาะ
ของเซลลบนจานเลี้ยงเซลล (polystyrene petri dish) เมื่อเวลาผานไป 2 วัน จํานวนเซลลที่
เจริญเติบโตเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-
กลูแคน ที่อัตราสวน 90/10 wt/wt  าการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลลเพิ่มขึ้นเมื่ออัตราสวน
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ของเจลาตินตอเบตา-กลูแคนเพิ่มมากขึ้น ที่เวลา 48 ช่ัวโมง โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลู
แคนอัตราสวน 90/10 wt/wt มีจํานวนเซลลประมาณ 330,000 เซลล ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลเจ

ลาตินผสมเบตา-กลูแคนอัตราสวน 50/50 wt/wt มีจํานวนเซลลประมาณ 200,000 เซลล [Lee, Y.M. 
และคณะ, 2003]  

ในป ค.ศ. 2005 Young Moo Lee และคณะ สรางโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินโดยใชวิธี salt-
leaching โดยเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่สรางขึ้นดวยเทคนิคทําแหงเยือกแข็ง วิธี salt-
leaching สามารถสรางโครงเลี้ยงเซลลใหมีรูพรุนไดตามที่ตองการ งานวิจัยนี้โครงเลี้ยงเซลลเจ
ลาตินมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยเทากับ 350 ไมโครเมตร ความแข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลล และอัตราการ
ยอยสลายเพิ่มขึ้นเมื่อความพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเพิ่มขึ้น เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินทดสอบ
การเลี้ยงเซลลดวยเซลล human fibroblast เมื่อเวลา 1 สัปดาหผานไป พบวา โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน
ที่สรางดวยเทคนิค salt-leaching เซลลเกาะที่บริเวณรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล ในขณะที่โครงเลี้ยง
เซลลที่สรางดวยเทคนิคทําแหงเยือกแข็งเซลลสวนใหญรวมตัวกันอยูที่บริเวณดานบนและดานลาง
โครงเล้ียงเซลล ที่เวลา 2 สัปดาห เซลลมีการเจริญเติบโตที่ดีและมีเซลลแผซ่ึงแสดงถึงความเขากัน
ไดอยางดี นอกจากนี้โครงเล้ียงเซลลยังไมมีการยอยสลาย การทดลองภายในรางกาย (in vivo) พบวา
มีการเพิ่มจํานวนเซลลและมีการสรางเนื้อเยื่อข้ึนมาใหม [Lee, Y.M. และคณะ, 2005] 

ป ค.ศ. 2007 Lien, S.M. และคณะ ศึกษาวิธีการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินดวย 
glutaraldehyde (GTA) และ genipin (GP) ที่แตกตางกันไดแก วิธีที่ 1 (mixing-crosslinking) ผสม
สารเชื่อมโยงพันธะกับสารละลายเจลาตินและทําแหงเยือกแข็ง วิธีที่ 2 (scaffold-crosslinking) นํา
สารละลายเจลาตินแชเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อใหสารละลายเจลาตินเปนเจล และทําแหง
เยือกแข็ง จากนั้นทําการเชื่อมโยงพันธะโดยการจุมในสารละลายตัวเชื่อมโยงพันธะและทําแหงเยือก
แข็ง และวิธีที่ 3 (gel-crosslinking) คลายคลึงกับวิธีที่ 2 หลังจากที่นําสารละลายเจลาตินแชเย็นที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและเปลี่ยนสภาพเปนเจล จากนั้นนําเจลจุมในสารละลายตัวเชื่อมโยง
พันธะและทําใหแหงเยือกแข็ง   วิธีการเชื่อมโยงพันธะสรุปดังรูปที่ 2.13 Huang, T.G. และคณะ
ศึกษาสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะดวยวิธีตางๆ พบวาโครงสรางของโครง
เล้ียงเซลลเจลาตินที่สรางดวยวิธีที่ 1 มีรูพรุนสม่ําเสมอและเชื่อมโยงกันแตมีขนาดรูพรุนเล็กกวาวิธีที่ 
2 และ 3 เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลทดสอบเลี้ยงเซลล chondrocytes จากขอตอของ Wistar rat และ
วิเคราะหดวยการยอมสี H&E พบวาเมื่อเวลาผาน 9 วัน หลังจากการเพาะเซลล โครงเลี้ยงเซลลที่
เชื่อมโยงพันธะดวย GP มีการสรางคอลลาเจนและ glycosaminoglycan เมื่อผานไป 30 วันหลังจาก
เพาะเซลล พบวาเซลลมีการกระจายทั่วเนื้อเยื่อลักษณะเชนเดียวกับเนื้อเยื่อกระดูก แสดงใหเห็นวา
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โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่สรางดวยวิธีที่ 3 (gel-crosslinking) สามารถประยุกตใชในวิศวกรรม
เนื้อเยื่อกระดูก [Lien, S.M. และคณะ, 2006] 

 
รูปท่ี 2.13 แสดงวิธีการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินดวยเชื่อมโยงพนัธะดวยวิธีตางๆ 

(ที่มา: Lien, S.M. และคณะ, 2006) 

2.6 โครงเลี้ยงเซลล 

 สําหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อ วัสดุและการออกแบบโครงเลี้ยงเซลลเปนสิ่งสําคัญ โครงเลี้ยง
เซลล(Scaffold)หรือ Artificial extracellular matrices (ECM)  คือ วัสดุที่สรางขึ้นชั่วคราวทรงสาม
มิติเพื่อใหเซลลสามารถเจริญเติบโตและสรางเนื้อเยื่อข้ึนใหมได โดยอาจทําการฉีดเซลลเขาไปใน
โครงเล้ียงเซลลและเซลลจะเจริญเติบโตอยูภายในซึ่งตองมีสารอาหารและการควบคุมโมเลกุลท่ีตอง
แพรผานโครงเลี้ยงเซลล (โปรตีนและ growth factor เปนตน) ส่ิงกระตุนทางกายภายและเชิงกล 
อุณหภูมิ ความดันและการขนสงมวลสารตองเหมาะสมกับการงอก  การแบงเซลลและการเกิด
เนื้อเยื่อหรืออวัยวะใหม ในขณะเดียวกันที่เนื้อเยื่อหรืออวัยวะเกิดขึ้นมาใหมนั้น วัสดุที่ใชโครงเลี้ยง
เซลลตองสามารถยอยสลายและไมทิ้งสิ่งแปลกปลอมไวในรางกาย [Peter, X. Ma, 2004] โดยทั่วไป
เรานําโครงเลี้ยงเซลลใชกับผิวหนัง กระดูก ประสาทและตับ เปนตน 
 หลักที่ตองคํานึงในการสรางโครงเลี้ยงเซลลทัว่ๆ ไป คือ  

1. โครงสรางเปนสามมิติ เพื่อเปนโครงสรางค้ําจุนใหเซลลสามารถเจริญเติบโต 
2. มีความเปนรูพรุนสูง โดยมีความเปนรูพรุนมากกวา 90 เปอรเซ็นต 

และรูพรุนตองมีขนาดที่ เหมาะสม  โดยทั่วไปขนาดรูพรุนประมาณ  100-200    
ไมโครเมตร และรูพรุนควรเชื่อมตอกัน (Interconnected pore) เพื่อใหเซลลและเนื้อเยื่อ



 
 

 

24 

สามารถเจริญเติบโตได สารอาหารและของเสียตางๆ สามารถสงผานภายในโครงเลี้ยง
เซลลไดอยางสะดวก  

3. มีลิแกนดหรือสมบัติทางเคมีสําหรับใหเซลลสามารถยึดเกาะ  เจริญเติบโตและ
เปลี่ยนแปลงรูปรางได 

4. สามารถยอยสลายไดในรางกาย โดยไมทิ้งสารที่เปนพิษไว รางกายสามารถกําจัดได
ตลอดเวลา และมีอัตราการยอยสลายที่เหมาะสมกับอัตราการเกิดขึ้นของเนื้อเยื่อใหม 

5. มีโครงสรางที่แข็งแรงพอสําหรับค้ําจุนเนื้อเยื่อ 
6. ไมเปนพิษตอเซลล 
7. ควรมีสมบัติเพิ่มการเกาะของเซลลและการเจริญเติบโต 

รายละเอียดของโครงเลี้ยงเซลลที่ตองพิจารณาคือ 

2.6.1. ขนาดรพูรุนและความพรุน 

ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลที่จะสรางขึ้นนั้น ขึ้นอยูกับชนิดของเนื้อเยื่อที่เราตองการ
นําไปใช เชน ผิวหนังที่ไดรับบาดเจ็บจากการเผาไหม โครงเล้ียงเซลลที่เหมาะสมกับผิวหนังแท ควร
มีรูพรุนประมาณ 150 ไมโครเมตร และเซลล osteoblast จะสามารถเจริญเติบโตไดดีในโครงเลี้ยง
เซลลที่มีรูพรุนขนาดใหญประมาณ 200-400 ไมโครเมตร สําหรับโครงเลี้ยงเซลลเพื่อใชในการสราง
เนื้อเยื่อกระดูกใหมโดยทั่วไปควรมีขนาดรูพรุนอยางนอย 100 ไมโครเมตร [Chang, B.S และคณะ, 
2000] และโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรุน 150-300 ไมโครเมตรและ 500-710 ไมโครเมตร จะชวยใหเกิด
การสรางเนื้อเยื่อกระดูกไดดีขึ้น[Ishaug, S.L. และคณะ, 1998] ขนาดรูพรุนสามารถแบงออกเปน
สามประเภทคือ 

- Microporous มีขนาดเสนผาศูนยกลางของรูพรุนนอยกวา 2 นาโนเมตร โมเลกุลขนาด
เล็กๆ เทานั้นที่สามารถเคลื่อนที่ผานได 

- Mesoporous ขนาดเสนผาศูนยกลางรูพรุนอยูในชวง 2-50 นาโนเมตร โดยโมเลกุลโปรตีน
ขนาดเล็กสามารถเคลื่อนที่ผานได 

- Macroporous ขนาดเสนผาศูนยกลางรูพรุนใหญกวา 50 นาโนเมตร โดยโมเลกุลโปรตีน
ขนาดใหญและเซลลสามารถเคลื่อนที่ผานได  

สําหรับเสนเลือดจะสามารถแทรกเขาไปในโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนใหญกวา 10 
ไมโครเมตร และเมื่อขนาดรูพรุนและความพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเพิ่มขึ้นจะทําใหอัตราการ
เคล่ือนที่ของโมเลกุลตาง ๆ และเซลลเพิ่มมากขึ้น 

นอกจากนี้ปฏิกิริยาการตอบสนองของเนื้อเยื่อขางเคียงและเซลลที่มีตอโครงเลี้ยงเซลล
ขึ้นอยูกับรูปราง พื้นผิวภายนอกและโครงสรางภายในของโครงเลี้ยงเซลล โดยจากงานวิจัยของ 
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Palsson B. เสนอวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูปรางโคงชวยใหปฏิกิริยาตอบสนองกับเซลลและเนื้อเยื่อดี
ที่สุด [Palsson, B., 2003] โครงเล้ียงเซลลที่ดี โครงสรางของรูพรุนควรเชื่อมโยงกัน เพื่อใหเสนเลือด
สามารถเขาไปหลอเล้ียงเซลลที่เขาไปภายในโครงเลี้ยงเซลลไดทําใหเกิดการสรางเนื้อเยื่อใหมไดดี 
จากงานวิจัยของ Chang และคณะ เสนอวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรุนเชื่อมโยงกันสามารถชวยใหเกิด
การสรางกระดูกไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรุนแบบไมเชื่อมโยงกัน [Chang, B.S. และคณะ, 
2000] 

2.6.2 วัสดุสําหรับสรางโครงเลี้ยงเซลล 

 โครงเล้ียงเซลลสรางดวยวัสดุหลัก 3 ชนิดคือ 
 1. พอลิเมอรธรรมชาติ เชน คอลลาเจน ไกลโคอะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan) แปง 
ไคตินและไคโตซาน เปนตน พอลิเมอรธรรมชาติเปนวัสดุที่เหมาะสมสําหรับการนําไปใชมากกวา
วัสดุชนิดอื่นๆ เนื่องจากมีสมบัติสามารถเขากันไดกับเซลล (biocompatibility) ที่ดี 
 2. พอลิเมอรสังเคราะห เชน polylactic acid (PLA) polyglycolic acid (PGA) และโคพอลิ
เมอร PLGA โดยวัสดุจากพอลิเมอรสังเคราะหถูกนํามาใชกันอยางแพรหลายเปนเวลากวา 20 ป 
อยางไรก็ตาม พอลิเมอรสังเคราะหประเภท poly(α-hydroxy acids) จะปลอยสารที่มีสมบัติเปนกรด
เมื่อผานการยอยสลายดวยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส คา pH ต่ําลงกวา pH ในสภาวะรางกายปกติ ซ่ึงเปน
สาเหตุใหเรงปฏิกิริยายอยสลายของพอลิเมอรนั้นเร็วขึ้น  [Buckley, C. และ O’Kelly, K. ,2004] 
 3. เซรามิคส เชน hydroxyapatite (HA) และ β-tricalcium phosphate (β-TCP) เซรามิคส
นิยมใชกันอยางแพรหลายเชนเดียวกับวัสดุชนิดอื่นๆ เนื่องจากมีสมบัติที่สามารถเขากันไดกับเซลล 
(biocompatibility) และมีสมบัติที่คลายคลึงกับสารประกอบอนินทรียธรรมชาติของกระดูกและฟน 
[Chu, T.M.G., 2002] ขอเสียของเซรามิคสคือ เปราะ มีขอจํากัดในการนําไปใชในงานวิศวกรรม
เนื้อเยื่อ โดยเซรามิคสสามารถทนแรงกดไดดีกวาแรงดึง 

งานวิจัยเกี่ยวกับการเลี้ยงเซลลดวยโครงเลี้ยงเซลลเคราตินสรุปดังตารางที่ 2.7 โดยในป 
ค.ศ. 2002 T. Tanabe และคณะไดทดสอบการเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast ดวยการเคลือบ
สารละลายผสมของเคราตินและไคโตซานในอัตราสวน 1:1 บนจานเลี้ยงเซลล เปรียบเทียบกับการ
เคลือบดวยเคราตินและไคโตซานเพียงอยางเดียว พบวาที่เวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากใสเซลล พบวา
เซลลบนจานเลี้ยงเซลลที่เคลือบดวยเคราตินเพียงอยางเดียวและเคลือบดวยเคราตินผสมไคโตซาน 
(1:1) พบวาเซลลมีรูปรางเปนกระสวย ในขณะที่บนจานเลี้ยงเซลลที่เคลือบดวยไคโตซานเพียงอยาง
เดียวเซลลคงมีรูปรางกลมเซลลมีรูปรางกลม  ที่เวลา 96 ช่ัวโมง เซลลบนจานเลี้ยงเซลลที่เคลือบดวย
เคราตินและไคโตซานมีการเจริญเติบโตอยางหนาแนน แสดงใหเห็นวามีเคราตินผสมไคโตซานมี
คุณสมบัติเปนโครงเลี้ยงเซลลที่ดี [Tanabe, T.และคณะ, 2002]  
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 และในปเดียวกัน Tachibana A. และคณะ สรางโครงเลี้ยงเซลลแบบรูพรุนจากสารละลาย
เคราตินที่สกัดจากขนแกะ โดยใชเทคนิคทําแหงเยือกแข็ง  ไดโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนเทากับ 
100 ไมโครเมตร เมื่อนําไปทดสอบการเลี้ยงเซลลดวยเซลลไฟโบรบลาสตของหนู (l929 mouse 
fibroblast cells) พบวา ภายในหนึ่งชั่วโมง เซลลสามารถยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล และเมื่อหนึ่งวัน
ผานไป พบเซลลแผขยายไปพื้นผิวของโครงเลี้ยงเซลล นอกจากนี้เมื่อท้ิงไวเปนระยะเวลา 23-43 วัน 
จํานวนเซลลยังคงที่ ประมาณ 4.2-7.4 ลานเซลลตอโครงเลี้ยงเซลลเสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร 
โดยจํานวนเซลลสูงสุดประมาณ 7.4 ลานเซลล ซ่ึงมากกวาการเลี้ยงเซลลดวยจานปกติ พิจารณา
เซลลที่ยังมีชิวิตอยูบนโครงเล้ียงเซลลในวันที่ 23-43 พบวารูปรางของเซลลยังคงปกติ แสดงใหเห็น
วาโครงเลี้ยงเซลลแบบรูพรุนจากเคราติน สามารถใชเปนโครงเลี้ยงเซลลในชวงระยะเวลาที่ยาวได 
[Tachibana, A. และคณะ, 2002] 

ในป ค.ศ. 2004 K. Katoh และคณะ ไดทดสอบเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสต L929 ของหนู 
ดวยแผนฟลมที่ทําจากเคราตินที่เติมสาร crosslink ประเภทไดอีพอกซี (EGDE) โดย Katoh 
เปรียบเทียบผลการเลี้ยงเซลลของแผนฟลมเคราตินที่เติม EGDE กับแผนฟลมเคราตินและแผนฟลม
เคราตินผสมไคโตซาน พบวาที่เวลา 24 ช่ัวโมงหลังจากการใสเซลล เซลลที่ผิวของแผนฟลมเครา
ติน EGDE มีรูปรางกลม ในขณะที่แผนฟลมที่ทําจากเคราติน เคราตินผสมไคโตซานและไคโตซาน 
จะพบเซลลที่ยืด ขยายตัว แสดงใหเห็นวาฟลมที่ทําจากเคราตินที่เติมสาร crosslink นั้นเซลลเกาะตัว
ไมดีเทาฟลมชนิดอ่ืน และเมื่อ 48 ช่ัวโมงผานไป เซลลที่เล้ียงบนแผนฟลมที่เติมสาร crosslink นั้น 
เซลลยังคงมีรูปรางกลมเชนเดิม ที่เวลา 96 ช่ัวโมง พบวาเซลลมีการเจริญเติบโต แตนอยเมื่อเทียบกับ
แผนฟลมชนิดอื่น แสดงใหเห็นวาแผนฟลมนี้มีคุณสมบัติในการใหเซลลยึดเกาะไดไมดีนัก แตเซลล
สามารถเจริญเติบโตได และในปเดียวกัน Katoh K. และคณะ นําแผนฟลม S-Sulfo keratin ทดสอบ
การเลี้ยงเซลลดวยเซลลไฟโบร บลาสต L929 พบวา เมื่อเทียบกับจานเลี้ยงเซลลที่ไมไดเคลือบสาร
ใดๆ นั้น การยึดเกาะของเซลลบนฟลม S-Sulfo keratin นั้นนอยกวาในสองชั่วโมงแรก เมื่อเวลา 24 
และ 48 ช่ัวโมง เซลลเปลี่ยนรูปรางเปนแบบเข็มและมีการงอกเจริญเติบโตไดอยางดีคลายกับจาน
เล้ียงเซลลที่ไมไดเคลือบสารใดๆ ที่เวลา 96 ช่ัวโมง เซลลแผขยายเต็มจาน แสดงใหเห็นวาฟลม S-
Sulfo keratin นั้นสามารถทําเปนโครงเลี้ยงเซลลที่ดีได [Katoh, K.และคณะ, 2004]  

สรุปผลการนําโครงเลี้ยงเซลลที่มีเคราตินเปนสวนประกอบไปทดสอบการเลี้ยงเซลลดวย
เซลลไฟโบรบลาสต L929 ของหนู ดังตารางที่ 2.6
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ตารางที่ 2.6 แสดงผลการทดสอบการเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast  

สวนประกอบของ
โครงเลี้ยงเซลล 

ลักษณะ
ชิ้นงาน 

วิธีการสกัดเคราติน วิธีการขึ้นรูป 
ทดสอบการเลี้ยงเซลล                   

(L929 mouse fibroblast cell) 
แหลงอางองิ 

 เคราติน+ไคโตซาน ฟลม ขนแกะ(Corridale) 9 g, 
0.26 M SDS, 8M urea, 
1.66 M 2-ME 500C, 16 
h 

ผสมเคราตินและไคโตซาน (1:1) ใน
กรดอะซิติก 75% และเทลงบนจานเลี้ยง
เซลลและอบที่ 500C 24 ชั่วโมง  

สังเกตการยึดเกาะและการเจริญเติบโตดวย
กลองจุลทรรศน พบวาที่ 48 ชม. เซลลมี
รูปรางแบบกระสวย ที่ 96 ชั่วโมง เซลล
เจริญเติบโตเต็มแผนฟลมและมีรูปราง
แบบกระสวย (เซลลเริ่มตน 50,000 เซลล/
โครงเลี้ยงเซลล) 

Tanabe, T. 
และคณะ 
(2002) 

เคราติน ฟองน้ํา ขนแกะ (Corridale), 
8M urea, 1.66M 2-
ME, 0.26M SDS 600C, 
6 h 

นําสารละลายเคราตินแชแข็งที่ -200C 3 
วันและทําการระเหยแหง นําโครงเลี้ยง
เซลลทําปฏิกิริยากับกรดไอโอโดอะซีติก
ใน tris-HCl buffer (pH 8.5) และลาง
ดวย PBS ที่ 600C 1h และลางดวย 70% 
EtOH 1h และลางดวย medium MEM-E 
ที่มี 10% FBS 

เซลลยึดเกาะอยางรวดเร็ว (ที่เวลา 1 ชม.) 
เมื่อเวลาผานไป 23-43 วัน จํานวนเซลล
ประมาณ 4.2-7.4 ลานเซลล (เซลลเริ่มตน 
5000 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล) 

Tachibana, A. 
และคณะ 
(2002) 

หมายเหตุ: SDS คือ sodium dodecyl sulfate และ 2-ME คือ 2-mercaptoethanol 
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สวนประกอบของ
โครงเลี้ยงเซลล 

ลักษณะ
ชิ้นงาน 

วิธีการสกัดเคราติน วิธีการขึ้นรูป 
                      ทดสอบการเลี้ยงเซลล  

 

(L929 mouse fibroblast cell) 
แหลงอางองิ 

เคราติน+ GDE  ฟลม ขนแกะ(Corridale) 9 g, 
0.26 M SDS, 8M urea, 
1.66 M 2-ME 500C, 16 
h 

เติม GDE ลงในสารละลายเครา
ตินผสมใหเขากัน และเทลงบน
พิมพโพลีโพรพิลีน อบที่ 500C 
24 ชม.  

สังเกตการยึดเกาะและการเจริญเติบโตดวยกลอง
จุลทรรศน ที่เวลา 24 ชม. เซลลสามารถยึดเกาะ
ไดและมีรูปรางกลม ที่ 48 ชม. เซลลยังคงมี
รูปรางกลมและที่เวลา 96 ชั่วโมงเซลลมีรูปราง
แบบกระสวยและเจริญเติบโตเต็มแผนฟลม 
(เซลลเริ่มตน 50,000 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล) 

Katoh, K. 
และคณะ
(2004) 

S-sulfo keratin ฟลม ขนแกะ (Merino)150 g, 
SDS 75 g, urea 8 M, 
Na2S2O5 150 g ที่ 
1000C, 30 min 

ละลายผงเคราตินในสารละลาย
ผสมของน้ําและเอทานอล 1:1 
(wt/wt) เทลงแมพิมพสแตนเลส
และอัดความดัน 5 MPa 5 นาที 
จากนั้นอัดความดัน 10MPa 5 
นาที และอบที่อุณหภูมิ 1200C 

สังเกตการยึดเกาะและการเจริญเติบโตดวยกลอง
จุลทรรศนพบวาที่เวลา 2 ชม. เซลลสามารถยึด
เกาะและมีรูปรางกลม ที่เวลา 24 และ 48 ชม. 
เซลลเริ่มมีรูปรางแบบกระสวย และที่ 96 ชม. 
เซลลเจริญเติบโตหนาแนน ประมาณ 400,000 
เซลล   (เซลลเริ่มตน 60,000 เซลล/โครงเลี้ยง
เซลล)  

Katoh, K. 
และคณะ 
(2004) 

หมายเหตุ: SDS คือ sodium dodecyl sulfate, GDE คือ Glyceral diglycidyl ether และ 2-ME คือ 2-mercaptoethanol 
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2.7 Mesenchymal stem cells (MSCs) 

 Mesenchymal stem cells เปนเซลลตนกําเนิดที่สามารถเปลี่ยนแปลงรูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิด
ตางๆ ได เชน กระดูก, กระดูกออน, เนื้อเยื่อไขมัน, เสนเอ็นและกลามเนื้อ แสดงดังรูปที่ 2.14 MSC 
สามารถแยกออกมาจากไขกระดูก (ภาคผนวก จ), เนื้อเยื่อไขมันและเลือดสายสะดือ (cord blood) 
เปนตน ในป 1995 Lennon และคณะ แยก MSC จากไขกระดูกจาก Fisher F-344 rat อายุ 2-4 เดือน 
[Lennon และคณะ, 1995] เซลล MSC เมื่อนํามาเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลล เซลลยึดเกาะบนจานเลี้ยง
เซลลและเริ่มเจริญเติบโตรวมกันเปนกลุมหรือเรียกวา fibroblastic-like cell cluster (fibroblast 
colony forming units: CFU-F) [Krampera, M. และคณะ, 2006] การควบคุมให MSC เปลี่ยนแปลง
รูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดตาง ๆ สามารถทําไดโดยการใส growth factor และ cytokines เปนตน 
นอกจากนี้การกําหนดใหเซลล MSC เปล่ียนรูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดใดนั้น ขึ้นอยูกับสวนประกอบ
ในอาหารที่ใชเล้ียงเซลล โดยหลังจากการแยก MSC จากไขกระดูกและตองการเลี้ยงเซลล MSC ให
เปลี่ยนแปลงรูปรางเปนเซลลกระดูกควรอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสวนประกอบของ dexamethasone, 
ascorbic acid และ β-glycerolphosphate (osteogenic supplements) [Donzella, E. และคณะ, 2007]  
การเกิดกระดูกตองการโครงเลี้ยงเซลลลักษณะสามมิติเพื่อใหเซลลสามารถเจริญเติบโตและเปลี่ยน
รูปรางได  

 
 

  

                  

รูปท่ี 2.14 แสดงเนื้อเยื่อชนดิตาง ๆ ที่เกิดจากการเปลี่ยนรูปรางของ MSCs 
(ที่มา: Pountos A. และคณะ, 2005) 
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ในป ค.ศ. 2005 Tabata Y. และคณะ สรางโครงเลี้ยงเซลลจากเจลาตินและเติมเบตา-ไตร
แคลเซียมฟอสเฟต (β-tricalcium phosphate: βTCP) ในปริมาณตาง ๆ และนําไปทดสอบเลี้ยงเซลล 
mesenchymal stem cells (MSCs) ที่แยกจาก bone marrow ของหนู (Fisher 344 rat เพศผู อายุ 3 
สัปดาห) เพื่อศึกษาถึงความสามารถในการเปลี่ยนแปลงเปนเนื้อเยื่อกระดูก เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลเจ
ลาตินผสม βTCP ที่อัตราสวนตาง ๆ ซ่ึงมีขนาดรูพรุน 180-200 ไมโครเมตร ความพรุน 96% 
ทดสอบเลี้ยงเซลล MSC ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM ที่มี 15% FCS  พบวาที่เวลา 6 ช่ัวโมงหลังจาก
การใสเซลล พบวาเซลลสามารถเกาะโครงเลี้ยงเซลลที่มี  βTCP อัตราสวนตาง ๆไดดีเทากัน แต
รูปรางของเซลลเปลี่ยนแปลงตามปริมาณของ βTCP เมื่อปริมาณ βTCP มากเซลลมีรูปรางแบน และ
เมื่อเวลาผานไป 1 สัปดาหเซลลสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็ว  เมื่อพิจารณาการเกิดสราง
เนื้อเยื่อกระดูกพบวาโครงเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวย βTCP 50 wt% เกิดการเปลี่ยนแปลงเปนเนื้อเยื่อ
กระดูกมากที่สุด [Tabata Y. และคณะ, 2005] และในป ค.ศ. 2007 Donzelli, E. และคณะ ใชโครง
เล้ียงเซลลคอลลาเจน type I จากบริษัท Gingistat เพื่อเล้ียงเซลล MSC ที่แยกออกจากไขกระดูกของ 
Sprague-Dawley rat เพศเมีย อายุ 10 สัปดาห โดยใสเซลล 1,000,000 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล 
เปรียบเทียบการเลี้ยงเซลลที่ใชอาหารเลี้ยงเซลล (CTRL) และใชอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสวนผสมของ 
osteogenic supplement (OS medium) ไดแก dexamethasone, β-glycerolphosphate และ 2-
phosphate-ascorbic acid ผลการวิจัยพบวา การเลี้ยงเซลลดวย OS medium ในวันที่ 7 หลังจากการ
เพาะเซลล เซลลมีการเจริญเติบโตทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนและเซลลเกิดการรวมกันเปน
กลุม (colony)ในขณะที่การเลี้ยงเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลลธรรมดา (CTRL) เซลลเกิดการรวมกัน
เปนกลุมในวันที่ 21 หลังจากการเพาะเซลล และขนาดของกลุมเซลลมีขนาดเล็กวาการเลี้ยงเซลล
ดวย OS medium และผลการวิเคราะห ALP activity assay พบวาการเลี้ยงเซลลใน OS medium มีคา 
ALP สูงกวาการเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลธรรมดา (CTRL) เมื่อทดสอบยอมสีดวย alizarin red 
พบวามีการสะสมของแคลเซียมเพิ่มมากขึ้นในการเลี้ยงเซลลดวย OS medium แสดงใหเห็นวาการ
เล้ียงเซลลใน OS medium ชวยกระตุนให MSC เปลี่ยนแปลงเปนเซลลกระดูกได [Donzella, E. และ
คณะ, 2007]   
 นอกจากการเติมสารตางๆ เชน growth factor หรือ อาหารเลี้ยงเซลลที่มีการเหนี่ยวนําให
เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปราง ของ MSC เปนเนื้อเยื่อชนิดตางๆ เพื่อควบคุมการเปลี่ยนรูปรางของ 
MSC สามารถทําควบคุมการเปลี่ยนรูปรางไดโดยการดัดแปลงหรือปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลใหมี
สมบัติเหมาะสมกับ MSC เชน สมบัติทางเคมีของพื้นผิวโครงเลี้ยงเซลล ซ่ึงสามารถควบคุม
พฤติกรรมของเซลล การยึดเกาะ, รูปรางและการเปลี่ยนแปลงหนาที่เปนเซลลชนิดอื่นๆ โดยพื้นผิว
ของโครงเลี้ยงเซลลควรประกอบดวยหมู methyl (-CH3), hydroxyl (-OH), carboxyl (-COOH), 
amino (-NH2) และ silane (-SH) ซ่ึงหมูเหลานี้พบใน biological system  โดยในป ค.ศ. 2006 Curran, 
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J.M. และคณะ ศึกษาการปรับปรุงพื้นผิว (silane-modified surface) เพื่อควบคุมการยึดเกาะของ 
MSC และการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลชนิดอื่นในสภาวะเลียนแบบรางกาย (in vitro) โดยทดสอบ
เล้ียงเซลล human MSC ดวยจานแกวเพาะเชื้อที่ดัดแปลงหมูที่พื้นผิวไดแกหมู methyl (-CH3), 
hydroxyl (-OH), carboxyl (-COOH), amino (-NH2) และ silane (-SH) พบวาหมู -NH2 และ -SH 
ชวยสามารถกระตุนให MSC เปลี่ยนแปลงเปนเซลลกระดูกออน (osteoblasts) นอกจากนี้หมู -OH   
และ –COOH ชวยให MSC เปลี่ยนแปลงเปน chondrocytes [Curran, J.M. และคณะ, 2006] 
 จาก United States Patent 6,214,369 ป ค.ศ. 2001 Grande และคณะ ใชโครงเลี้ยงเซลลจาก
พอลิเมอรสังเคราะหและพอลิเมอรธรรมชาติเล้ียงเซลล MSC เพื่อซอมแซมกระดูกออน (cartilage) 
หรือกระดูก (bone) โดยการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลลที่มี MSC ลงในกระดูกหรือกระดูกออนที่
เสียหาย พบวา MSC สามารถเปลี่ยนแปลงเปนกระดูกออนและกระดูกได โดยโครงเลี้ยงเซลลที่
เหมาะสมควรมีลักษณะเปนตาขาย (mesh), ฟองน้ํา (sponge) งานวิจัยนี้ใชโครงเลี้ยงเซลลจาก 
polyglycolic acid ลักษณะเปนตาขาย โดยแยก MSC จากกลามเนื้อของกระตาย จากนั้นเลี้ยง MSC 
ในโครงเลี้ยงเซลล polyglycolic acid และฝงโครงเลี้ยงเซลลที่มี MSC ที่กระดูกบริเวณหัวเขาใช
โครงเลี้ยงเซลลที่ไมมี MSC เปนกลุมควบคุม ที่เวลา 6 สัปดาหหลังการปลูกถายกลุมควบคุมเกิด 
fibrocartilage ในขณะที่กลุมทดลองมีเซลลซ่ึงยังไมมีการเปลี่ยนแปลงรูปราง ที่เวลา 12 สัปดาห 
กลุมควบคุมไมมีการเกิด fibrocartilage เพิ่มขึ้น มีการสรางเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) เพิ่ม
มากขึ้นแตไมพบการสรางกระดูก ในขณะที่กลุมทดลองเกิดชั้นของกระดูกออนความหนาเทากับขอ
ตอกระดูกออนพบการสรางกระดูกขึ้นใหม แสดงใหเห็นวาการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลลที่มีเซลล 
MSC สามารถชวยซอมแซมกระดูกและกระดูกออนที่เสียหายได [Grande และคณะ, 2001] 

 



บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 แผนการดําเนินงานวิจัย 
 สรุปแผนการดําเนินงานวิจัย ดังรูปที่ 3.1 

    

     

 

 

 

 

 

 

 

เคราตินจากการสกัดดวย urea, 
2-mercaptoethanol และ SDS 

เคราตินจากการสกัดดวย urea, 
sodium metabisulfite และ SDS 

(S-sulfo keratin) 

ศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมี 

1. วิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry’s method) 

2. รามานสเปคโตรสโกป (FT-RAMAN) 

3. SDS-PAGE 

สกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยและหาสภาวะที่เหมาะสมโดยเปลี่ยนแปลง 
1. เวลา 2. ชนิดและความเขมขนสารเคมี 3. วิธีการเตรียมวัตถุดิบ 

 ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลแบบรูพรุน 
โดยผสมเคราตินกับเจลาติน type A (total solid weight 0.8%) 
[เคราติน/เจลาติน(wt/wt)] : 100/0 90/10 80/20 70/30 60/40 50/50 

 

 

ทดสอบสมบัติโครงเลี้ยงเซลล 
1. กายภาพ : SEM, การดูดซับน้ํา 
2. เชิงกล : ทดสอบแรงกด 
3. ชีวิวิทยา 

 ความเขากันไดกับเซลลในสภาวะเลียนแบบรางกาย : L929 mouse 
fibroblast, Mesenchymal stem cell (MSC) 
 การเขากันไดกับเซลลภายในรางกาย : ยอมสีช้ินเนื้อ 
 การยอยสลายทางชีวภาพในรางกาย: TGA 

 

 

 

 

 

 

วิเคราะหและสรุปผล  

                รูปท่ี 3.1 แสดงแผนการดําเนนิงานวิจยั  
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3.2 วัสดุและอุปกรณ  

1. เสนผม 
2. Urea (A817, Univar, Australia) 
3. Thiourea (A1235, Unilab, Australia) 
4. 2-mercaptoethanol (A027163001, New Jersy, USA) 
5. Sodium dodecyl sulfate (A1241, Ajax Finechem, Australia) 
6. Sodium sulphide X-hydrate QP (211682.1610, Panreac Quimica SA, Barcelona) 
7. Sodium metabisulfite (A487, Univar, Ajax Finechem, Australia) 
8. Sodium potassium tatrate (A416, Ajax Finechem, Australia) 
9. Folin ciocalteous (64271, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
10. Sodium hydroxide (บริษัทไทยสงวนวัตนเคมีภัณฑ จํากัด, กรุงเทพฯ, ประเทศไทย) 
11. Gelatin type A (300 g bloom, pH 4.5, pI 9, Niita gelatin, Japan) 
12. Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (Merck, Darmstadt, Germany) 
13. Sodium hydrogen carbonate (Fluka, Buchs, Germany) 
14. Sodium phosphate dibasic heptahydrate (Sigma Co., St. Louis, USA) 
15. Ethanol (VWR International Ltd., Poole Dorset, United Kingdom) 
16. Mouse skin fibroblasts (L929 or murine fibroblasts) 
17. Dulbecco’s modified eagle medium, DMEM (10%medium + L-glutamine + AB, 

Hyclone, Utah, USA)  

18. Trypsin-EDTA (0.25% trypsin with EDTA⋅Na, Gibco BRL, Canada) 
19. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (USB 

corporation, Cleveland, OH, USA) 
20. Dimethylsulfoxide, DMSO (Sigma-Aldrich, Germany) 
21. Diethylether (K36335621 631, AnalaR, VWR International Ltd., England) 
22. Absolute ethanol (Normapur, Fontenay Sous Bols) 
23. Seamless Cellulose tubing (UC 30-32-100, size 30/32, Lot 621592, Viskase 

Companies Inc., Japan) 
24. -40°C freezer (Heto, PowerDry LL3000, USA) 
25. Lyophilizer (Heto, PowerDry LL3000, USA) 
26. Vacuum drying oven and pump (VD23, Binder, Germany) 
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27. UV-Vis spectrophotometer (UV-2540, Shimadzu, Japan) 
28. Fine coat (JFC-1100E, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 
29. Scanning Electron Microscopy (JSM-5400, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 
30. Universal Testing Machine (No. 5567, Instron, USA) 
31. Laminar Flow (HWS Series 254473, Australia) 
32. CO2 incubator (Series II 3110 Water Jacketed Incubator, Thermo Forma, USA) 
33. Spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning) 
34. Polystyrene tissue culture discs (NUNC, Denmark) 
35. 24-well polystyrene tissue culture plates (NUNC, Denmark) 
36. Micropipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, USA) 
37. FT-Raman (Perkin Elmer Spectrum GX NIR FT-Raman) 
38. เครื่อง Thermalgravimetric Analysis (SDT Q600) 
39. Vibration mill (Hitachi) 
40. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope  ,SEM) 

ของบริษัท Joel รุน JSM 5400, Japan 
41. เครื่อง centrifuge, KUBOTA 

3.3 ระเบียบวิธีการทดลอง 

 3.3.1 การสกัดเคราติน 

วิธีการสกัดเคราตินจากเสนผม ดัดแปลงวิธีการสกัดเคราตินของ T. Tanabe [Tanabe T. 
2004] กอนทําการสกัดเคราตินจากเสนผมนั้น มีขั้นตอนในการทําความสะอาดเสนผมเพื่อลางสิ่ง
สกปรกตาง ๆ และไขมันออกตามวิธีของ Folin [Folin, M. และคณะ, 1996] จากนั้นทําการสกัดเครา
ตินโดยมีขั้นตอนสรุปดังนี้ 

3.3.1.1 ทําความสะอาดผม 
เตรียมผมเปนวัสดุ ตัดใหยาวประมาณ 3 เซนติเมตร ทําความสะอาดโดยแชในไดเอทิล

อีเทอรเพื่อลางไขมัน และลางดวย Triton X-100 เพื่อขจัดสิ่งสกปรก จากนั้นลางดวยเอทานอลและ
น้ํากลั่น ตากใหแหงและตัดเปนชิ้นเล็กๆ รายละเอียดดังตอไปนี้ 

การทําความสะอาดผม 

1. ตัดผมใหยาวประมาณ 3 เซนติเมตร  
2. นําผมแชในไดเอทิลอีเทอรเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อกําจัดไขมันจากเสนผม 
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3. เทไดเอทิลอีเทอรทิ้งและระเหยไดเอทิลอีเทอรที่ตกคางที่อุณหภูมิหอง  
4. ลางผมดวยสารละลาย Triton-X 100 ความเขมขน 1%v/v โดยการปนกวนเปนเวลา 15 

นาที เพื่อกําจัดส่ิงสกปรกตาง ๆ 

5. ลาง Triton-X 100 ออก ดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง คร้ังละ 20 นาท ี

6. ลางผมดวย absolute ethanol เปนเวลา 20 นาท ี

7. ลางผมดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง คร้ังละ 20 นาท ี

8. ตากผมใหแหงและตัดเปนชิน้เล็ก 

วิธีการสกัดเคราติน 

1. นําเสนผมแชในสารละลายผสมของสารเคมีชนิดตางๆ ดังตารางที่ 1 ปนกวนที่อุณหภูมิ 
500C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

2. นําสารละลายเคราตินที่สกัดได หมุนเหวี่ยงดวยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3000 
rpm อุณหภูมิ 250C เปนเวลา 20 นาท ี

3. นําสวนสารละลายใสทําไดอะไลซิสดวยน้ํากลั่น 5 ลิตร เปนเวลา 3 วัน โดยเปล่ียนน้ํา
วันละ 3 คร้ัง ทุกวัน 

4. วิเคราะหปริมาณโปรตีนที่สกัดไดดวยวิธีลอร่ี (Lowry’s method) 

3.3.1.2 สกัดเคราติน ศึกษาผลการเปลี่ยนแปลงปจจัยดังตอไปนี้  

ก) เวลา โดยศึกษาผลของการเพิ่มระยะเวลาในการสกัดตอปริมาณเคราตินที่สกัด ศึกษาที่
เวลา 6, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

ข) ชนิดสารเคมีและความเขมขนของสารเคมีหลักที่ใชในการสกัด ไดแก urea, 2-
mercaptoethanol, sodium sulfide, sodium metabisulfite และ SDS โดยศึกษาอิทธิพลของสารเคมี
ชนิดตางๆ ตอปริมาณเคราตินที่สกัดได และศึกษาผลการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารเคมีหลัก
ที่ใชในการสกัดตอปริมาณเคราตินที่สกัดได (ตารางที่ 3.1) 

ค) การเตรียมวัสดุ แบงเปน 3 วิธี คือ การตัดแบบละเอียดดวยกรรไกร, การตัดแบบหยาบ
ดวยกรรไกร และการบดเสนผมดวยเครื่อง Ball mill เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 3.1 สรุปชนิดสารเคมีและความเขมขนของสารเคมีหลักที่ใชในการสกัด 

ความเขมขน (โมลตอลิตร) 
วิธี urea 2-ME Thiourea Sodium sulfide 

(Na2S) 
Sodium metabisulfite 

(Na2S2O5) 
SDS 

1 8 1.66 - - - 0.26 
2 5 1.66 3 - - 0.26 
3 5 1.66 - 3 - 0.26 
4 5 1.66 - - 3 0.26 
5 5 - - - 3 0.26 
6 5 - - 3  - 0.26 
7 5 - 3 - - 0.26 
8 5 - 3 0.5  - 0.26 
9 5 - 3 - 0.5 0.26 
10 5 1.66 3 - 0.5 0.26 
11 5 1.66 3 0.5 - 0.26 

หมายเหตุ: สกดัเคราตินที่อุณหภูมิ 500C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

3.3.2 ทดสอบสมบัติของเคราตินท่ีสกัดได  
ทดสอบสมบัติทางเคมี  
การทดสอบสมบัติทางเคมีของเคราติน ไดแก การวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีลอร่ี 

(Lowry’s method) และการศึกษาโครงสรางทางเคมีของเคราติน โดยใชเทคนิครามานสเปคโตรสโก
ป (FT-Raman spectroscopy) โดยมีรายละเอียดดังตอไปนี้ 

ก) การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 

วิธีลอร่ีเปนวิธีที่งายและสะดวกนิยมใชกันทั่วไป สามารถวิเคราะหที่อุณหภูมิหอง วิธีลอร่ีเปน
การวิเคราะหความเขมขนของโปรตีน โดยอาศัยหลักการดูดกลืนแสงของสารละลายที่คาความยาว
คล่ืนหนึ่ง ซ่ึงคาการดูดกลืนแสงแปรผันตามความเขมขนของโปรตีน สารละลายมีสีเขม คาการ
ดูดกลืนแสงมาก ความเขมขนของโปรตีนมีคามาก โดยสีของสารละลายเกิดจากปฏิกิริยาระหวาง 
Cu2+ ในสารละลายเบสกับพันธะเพปไทดเกิดสารละลายสีน้ําเงินแกมมวง เมื่อเติมสารละลาย Folin-
Ciocalteu ที่เปนสารประกอบเชิงซอนกับเกลือ จะทําปฏิกิริยากับหมูอะมิโนไทโรซีนและทริป
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โตเฟน เกิดสารละลายสีน้ําเงินเขมแกมเขียวข้ึน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงจะทราบความเขมขน
ของโปรตีน [Lowry, O.H. และคณะ, 1951] รายละเอียดในหัวขอ 2.3.1 

การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนในสารละลายตัวอยาง ตองสรางกราฟมาตรฐานของโปรตีน
อางอิงที่เราทราบความเขมขนแนนอน เพื่อที่หาปริมาณโปรตีนในสารละลายตัวอยาง โดยเตรียม
สารละลายของโปรตีนอางอิงความเขมขนตาง ๆ โดยใช BSA หรือ Bovine Serum Albumin เปน
โปรตีนอางอิง สารละลายตัวอยางจะทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนซ้ํา 4 ตัวอยาง เพื่อลดความ
ผิดพลาด (ดูภาคผนวก ก) 

ข) การวิเคราะหโครงสรางเคราตินดวยเทคนิครามานสเปคโตรสโกป 

วิเคราะหโครงสรางเคราตินโดยใชเครื่อง FT-Raman (Perkin Elmer, Spectrum GX NIR FT-
Raman) สภาวะที่ใชคือ พลังงานกระตุนที่ความยาวคลื่น 1064 นาโนเมตร, จํานวนการกราดตรวจ 
400 scan และการแยกชัด 4 cm-1 ตัวอยางที่วิเคราะหไดแก เสนผมมนุษยซ่ึงตัดใหมีขนาดประมาณ 1 
เซนติเมตร, ผงเคราตินจากขนแกะ (Wako pure chemical, Japan) และเคราตินที่สกัดไดจากวิธีที่ 1-
11ขึ้นรูปเปนฟองน้ํา (sponge)โดยนําสารละลายเคราตินที่สกัดไดแตละวิธีปเปตใส 24- well plate 
ปริมาตรแตละหลุมเทากับ 0.75 มิลลิลิตร จากนั้นแชแข็งที่อุณหภูมิ -500องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมงและทําแหงเยือกแข็ง (lyophilized) ที่อุณหภูมิ -500 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ได
เคราตินแบบฟองน้ําขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 14 มิลลิเมตร ความหนาประมาณ 3.5 มิลลิเมตร  

การวิเคราะหโครงสรางเคราตินซ่ึงมีพันธะไดซัลไฟด (S-S) เปนลักษณะสมบัติที่สําคัญของ
เคราติน เกิดพีคที่แสดงการสั่นของพันธะ S-S ที่เลขคลื่น 500-550 cm-1 และการสั่นของพันธะ C-S 
ที่เลขคลื่นประมาณ 700-750 cm-1 รายละเอียดและตัวอยางการวิเคราะหอธิบายไวในหัวขอ 2.3.2 

ค) การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเคราตินดวยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulphate 
Polyacrylamide gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลเคราตินดวยเทคนิค SDS-PAGE โดยเตรียม polyacrylamide gel 
15% ซ่ึงสามารถแยกโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลในชวง 14,000-100,000 kDa โดยใช Phosphorylase B 
(97,000 Da), bovine serum albumin (66,000 Da), ovalbumin (45,000 Da), carbonic anhydrase 
(31,000 Da), soybean trypsin inhibitor (21,000) และ lysozyme (14,400 Da) เปนตัวบงชี้น้ําหนัก
โมเลกุล (molecular weight marker) การเตรียมตัวอยางวิเคราะหดวยเทคนิค SDS-PAGE แสดงดัง
ภาคผนวก ข  
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3.3.3 การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลแบบรูพรุน 
เตรียมโครงเลี้ยงเซลลแบบรูพรุนโดยดัดแปลงวิธีของ Tachibana [Tachibana A. และคณะ 

2002] ใชเทคนิคการทําแหงเยือกแข็ง (Freeze drying)  

3.3.3.1 การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและ S-sulfo เคราติน 
1. นําสารละลายเคราตินที่สกัดดวยวิธีที่ 1 ปเปตใสจานเลี้ยงเซลลที่ทําจาก polystyrene 

แบบ 24 หลุม (24-well plate)  หลุมละ 0.75 มิลลิลิตร  
2. แชแข็งที่อุณหภูมิ   -500C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และทําแหงเยือกแข็ง เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง  
3. นําโครงเลี้ยงเซลล ที่ไดทําการเชื่อมโยงพันธะ ดวยวิธี dehydrothermal treatment ที่

อุณหภูมิ 1400C ภายใตความดันสุญญากาศ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  
สําหรับการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล S-sulfo เคราติน มีขั้นตอนเชนเดียวกัน แตสารละลาย

เคราตินที่นํามาใชมาจากการสกัดดวยวิธีที่ 5  

3.3.3.2 การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและ S-sulfo เคราตินผสมเจลาติน type A 
1. นําสารละลายเคราตินที่สกัดดวยวิธีที่ 1 ผสมกับเจลาติน Type A โดยละลายเจลาตินใน

น้ํากลั่นที่อุณหภูมิ 400C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ในอัตราสวนตางๆ กัน แสดงดังตารางที่ 
3.2 

2. นําสารละลายผสมของเคราตินและเจลาตินอัตราสวนตาง ๆ  ปเปตใสจานเลี้ยงเซลลที่
ทําจาก polystyrene แบบ 24 หลุม (24-well plate) หลุมละ 0.75 ml และนําไปแชแข็งที่ 
-50 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง และทําแหงแบบเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -500 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  

3. นําโครงเลี้ยงเซลล ที่ไดทําการเชื่อมโยงพันธะ ดวยวิธี dehydrothermal treatment ที่
อุณหภูมิ 1400C ภายใตความดันสุญญากาศ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  

สําหรับการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล S-sulfo เคราตินผสมเจลาตินมีขั้นตอนเชนเดียวกัน แต
สารละลายเคราตินที่นํามาใชมาจากการสกัดดวยวิธีที่ 5 รหัสของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อผสมเจลาตินที่
อัตราสวนตาง ๆ แสดงดังตารางที่ 3.3 
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ตารางที่ 3.2 แสดงรหัสโครงเลี้ยงเซลลของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน Type A ที่
อัตราสวนตาง ๆ 

  
 

รหัสโครงเลี้ยงเซลล 
เคราติน 
(%wt) 

เจลาติน Type A 
(%wt) 

K100 100 0 
KG91 90 10 

KG82 80 20 
KG73 70 30 

KG64 60 40 
KG55 50 50 

G100 0 100 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ตารางที่ 3.3 แสดงรหัสโครงเลี้ยงเซลลของโครงเลี้ยงเซลล S-sulfo เคราตินผสมเจลาติน Type A ที่
อัตราสวนตาง ๆ  

 
 

รหัสโครงเลี้ยงเซลล 
S-sulfo เคราติน 

(%wt) 
เจลาติน Type A 

(%wt) 
s-K100 100 0 
s-KG91 90 10 

s-KG82 80 20 
s-KG73 70 30 

s-KG64 60 40 
s-KG55 50 50 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 
 

40 

3.3.4 การทดสอบสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล 
 3.3.4.1   สมบัติทางกายภาพ  

ก) พิจารณาลักษณะพื้นผิว ขนาด และรูปรางของรูพรุนดวย SEM (Scanning electron 
microscope)  

ข) การดูดซับน้ํา (Swelling) โดยชั่งน้ําหนักของโครงเลี้ยงเซลลกอนและหลังแชในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร (pH 7.4) เปนเวลา 3 ช่ัวโมง สามารถคํานวณไดดังนี้ 

Ww 

Ww -Wd × 100  เปอรเซ็นตการดูดซับน้ํา =  

W w และ W d คือ น้ําหนักเปยกและแหงของตัวอยาง ตามลําดับ  
ทําการวัดซ้ํา 5 คร้ังแลวหาคาเฉลี่ย 

 3.3.4.2   สมบัติเชิงกล
Compression test โดยใชเครื่อง Universal testing machine ที่ constant tensile deformation 

rate (0.5 มิลลิเมตร/นาที) ในสภาพที่แหงที่ 25 องศาเซลเซียส พิจารณา คา compressive modulus 

โดยคํานวณจาก 
Stress (kPa) 
Strain (%) 

 Compressive modulus (kPa) =  

โดยเลือกพิจารณาคา strain (%) ที่ชวง 5%-30% เพื่อใหอยูในชวงการวัดคาคงที่ โดยทําการ
วัดซ้ํา 5 ครั้ง วิเคราะหความทนทานตอแรงกดทั้งสภาวะแหงและสภาวะเปยก ในสภาวะเปยก
สามารถทําไดโดยแชโครงเล้ียงเซลลในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 เปนเวลา 3 ช่ัวโมง และ
ซับน้ําสวนเกินออกดวยกระดาษไมมีขุยและนําไปทดสอบความทนทานตอแรงกด 

3.3.4.3 สมบัติทางชีววิทยา
ก) ความสามารถในการเขากันไดกับเซลลในสภาวะเลียนแบบรางกาย (In vitro 

biocompatibility)  
นําโครงเลี้ยงเซลลทดสอบการเลี้ยงเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนม ไดแก เซลล L929 mouse 

fibroblast และเซลล mesenchymal stem cell (MSC) ซ่ึงแยกออกจากไขกระดูกของ Wistar rat เพศผู 
อายุ 3 สัปดาห (ภาคผนวก ค) โดยพิจารณาความสามารถในการยึดเกาะของเซลลและการ
เจริญเติบโต นําโครงเลี้ยงเซลลฆาเชื้อดวย 70% เอทานอล 5 นาทีและลางดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร pH 7.4 3 คร้ัง ครั้งละ 20 นาที จากนั้นเพาะเซลลลงในโครงเลี้ยงเซลลและเลี้ยงเซลลที่
อุณหภูมิ 370C ในสภาวะที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5% จากนั้นพิจารณาการยึดเกาะ, การ
เจริญเติบโตของเซลลและประเมินความเขากันไดทางชีวภาพ โดยพิจารณาจํานวนเซลลที่มีชีวิตดวย
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เทคนิค MTT  method  ใช spectrophotometer วัดสีที่เกิดขึ้นจาก MTT หรือ (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ซ่ึงมีสีเหลืองเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
เปลี่ยนเปนสีมวงของ formazan ซ่ึงปฏิกิริยาออกซิเดชันจะเกิดขึ้นเมื่อเอนไซมในไมโตคอนเดรีย
ทํางาน แสดงถึงการมีชีวิตของเซลล วัดคาการดูดกลืนแสง โดยคาการดูดกลืนแสงแปรผันตาม
จํานวนเซลลที่มีชีวิต [Freimoser, F. และคณะ, 1999] (ภาคผนวก ง) 

ข) การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลภายในรางกาย (In vivo biodegradability) 
วิเคราะหคาอุณหภูมิการยอยสลาย (Td) ของโครงเลี้ยงเซลลหลังจากการฝงในสัตวทดลองที่

ระยะเวลา 1, 2 และ 4 สัปดาห โดยเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลที่ไมไดปลูกถายในสัตวทดลอง 
โดยใชเครื่อง Thermalgravimetric analysis (TGA) วิเคราะหในชวงอุณหภูมิ 35-600 องศาเซลเซียส 
ที่อัตราการใหความรอน 20 องศาเซลเซียสตอนาที ตัวอยางการวิเคราะหแสดงในภาคผนวก ช 

ค) ความสามารถในการเขากันไดของเซลลภายในรางกาย (In vivo biocompatibility) 
- นําโครงเลี้ยงเซลลปลูกถายที่บริเวณดานหลังของหนูสายพันธ Wistar rat เพศเมีย อายุ 5 

สัปดาห 
- ผาตัดเอาโครงเลี้ยงเซลลมาทําการตรวจสอบเนื้อเยื่อ (Histological) ที่เวลา 1, 2 และ 4 

สัปดาห ดวยการยอมสีแบบ H&E (ภาคผนวก จ)  

การใชสัตวทดลอง 

1. การทดลองแบงออกเปน  3 รูปแบบ โดยทําการศึกษาในสัปดาหที่ 1, 2 และ 4 แตละ
ชวงเวลาใชหนูในการปลูกถายจํานวน 2 ตัว (n = 2) และปลูกถายโครงเลี้ยงเคราตินที่ไดรับการ
ปรับปรุงดวยเจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินขนาดเสนผาศูนยกลาง 14 มิลลิเมตร ความหนา 3.5 
มิลลิเมตร 

2. หนู Rat สายพันธ Wistar (outbred) เพศเมีย น้ําหนักประมาณ 30-40 กรัม อายุ 3-5 
สัปดาห ส่ังซ้ือจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา ซ่ึงพิจารณาการใช
สัตวทดลองโดยเนนในเรื่อง ความตอตานทางภูมิคุมกัน (Immunological response) และ
ความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลลเขามาที่ผิวหนังชั้นในปราศจากเซลล (Cell infiltration) และ
ความสามารถในการยอยสลาย (Biodegradability) ของโครงเลี้ยงเซลล วิธีการทดลอง สรุปไดดัง
แผนผังในรูปที่ 3.2 
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แผนผังขั้นตอนการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ 
 

 
 
 
 

เตรียมโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราติน-
เจลาติน (เคราติน : เจลาติน เทากับ 80/20 และ 50/50 %wt) 

 
 
 

ฆาเชื้อโครงเลี้ยงเซลลโดยการแชดวย 70% เอทานอล 30 
นาทีและลางดวยน้ํากลั่น 5 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 

 
 
 
 
 

นําโครงเลี้ยงเซลลฝงใตแผนหลังของหนูทดลอง 

วางยา thiopental 60 mg/นน.หนู1 กก. หนูทดลองและ
ตัดเปดหนังบริเวณสวนหลังดวยกรรไกร 

 
 
 
 
 

สังเกตผลหลังการปลูกถายและพิจารณา
อาหารบวมแดงของผิวหนังและตรวจดู

สุขภาพของหนูหลังการปลูกถาย 

 
 
 
 
 

วางยาสลบหนูทดลองและตัดเปดหนังบริเวณสวนหลังดวยกรรไกร
และเก็บตัวอยางที่ฝงในสัปดาหที่ 1, 2 และ 4 สัปดห มายอมสีดวย

เทคนิค H&E และวัดขนาดหลังกายยอยสลาย  

 
 
 

ใชยาสลบ overdose Barbiturate ฉีดเขา IV 
ของหนูทดลองเพื่อทําใหหนูตายและซาก
ของหนูทดลองจะถูกนําไปทําลายโดยการ

รูปท่ี 3.2 แผนผังขั้นตอนการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ 
โดยการปลูกถายในสัตวทดลอง 
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การทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ โดยการปลูกถายในสัตวทดลองมีรายละเอียดดังนี้ 

1. ทําการวางยาสลบหนูทดลองโดยวิธีฉีด Barbiturate (Pentobarbital) เขาที่ชองทอง ดวย
ปริมาณ 60 มิลลิกรัม/น้ําหนักหนู 1 กิโลกรัม เนื่องจาก Barbiturate  มีฤทธ์ิกดการหายใจ ดังนั้นการ
เดินยาเขาชองทองอยางรวดเร็วจะทําใหสัตวหยุดหายใจ ฉะนั้นควรเดินยาอยางชาๆ และตรวจดูการ
ตอบสนองของสัตวโดยดูจากการกระพริบตาเมือใชนิ้วเคาะที่หัวถาสัตวกระพริบตาแสดงวายังไม
สลบ แตถาหยุดกระพริบตาแสดงวาสลบใหหยุดเดินยา 

2. หลังจากที่หนสูลบแลว โกนขนบริเวณสวนหลังที่มีลักษณะโคงเปนสัน (dorsa) ของหนู
ดวยปตตาเลี่ยน ทําการฆาเชือ้ดวยเบตาดีน และตัดเปดหนังบริเวณนั้นดายกรรไกรใหมีความยาวของ
แผลประมาณ 2 เซนติเมตร ใชคีมคีบทําโพรง (pocket) ใตผิวหนังบริเวณหลังของหนู นําโครงเลี้ยง
เซลลฝงใตผิวหนังของหนูโดยจะตองฝงใหหางจากกลางหลังที่ผาเพื่อปองกันผลจากการอักเสบตอ
การเคลื่อนที่ของเซลลเขาสูช้ินตัวอยาง หลังจากนั้นเย็บปดแผลดวยดายเย็บแผล  และทําความ
สะอาดแผลโดยไมตองปดแผล ดังแสดงในแผนภาพในรปูที่ 3.3 
 
 

รอยแผล 

 
 
 
 
 
 
 
 

โครงเลี้ยงเซลล  
รูปท่ี 3.3 แผนภาพแสดงการฝงช้ินงานบนหลังสัตวทดลอง 

 
3. ทําการสังเกตผลหลังจากปลูกถาย ดวยการถายรูปของบริเวณที่ทําการปลูกถาย, สังเกตการ

บวมแดงของผิวหนัง และ ตรวจดูสุขภาพของหนูหลังจากการปลูกถาย ทําการเก็บตวัอยางของโครง
เล้ียงเซลลที่ฝงลงในใตผิวหนังของหนูในสัปดาหที่ 1,2 และ 4 โดยกอนที่จะทําการเก็บตัวอยางจะ
ทําการวางยาสลบหนูทดลองโดยใชวิธีการดังที่กลาวไวในขอที่ 1 และทําการถายภาพชิ้นตวัอยาง
หลังการปลูกถาย ณ เวลาตางๆ 
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4. นําตัวอยางที่ไดมายอมดวยเทคนิค hematoxylin and eosin (H&E) เพื่อดูผล cell infiltration 
การเปลี่ยนแปลงเปนเนื้อเยื่อ  และวดัขนาดของแตละตวัอยางในแตละชวงเวลา 1, 2 และ 4 สัปดาห 
เพื่อวัดขนาดของตัวอยางหลังการยอยสลาย 

5. เมื่อเสร็จสิ้นการทดลอง หนูที่ทําการทดลอง จะถูกทาํใหตายโดยใหมคีวามทรมานนอย
ที่สุด โดยการใชยาสลบ overdose Barbiturate (Pentobarbital) ฉีดเขา IV ของหนูทดลองเพื่อทําให
หนูตาย และซากของหนูทดลอง จะถูกนําไปทําลายโดยการเผาในเตาเผาซากสัตวตอไป   

3.4. การวิเคราะหทางสถิติ 

 ในงานวิจัยนี้เปรียบเทียบคาความแตกตางของขอมูล เพื่อศึกษาวาคาที่ไดมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญหรือไม โดยใชการวิเคราะหทางสถิติแบบที (t-test) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรมินิ
แทบ (Minitab system for Windows version 14, USA) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P-value < 0.05) 

 



บทท่ี 4 
ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง 

 การทดลองแบงออกเปนสองสวนคือ สวนการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยโดยหาสภาวะ
ที่เหมาะสมและศึกษาสมบัติของเคราตินที่สกัดได สวนที่สองคือการนําเคราตินไปใชขึ้นรูปโครง
เล้ียงเซลลและทดสอบสมบัติตางๆ  

4.1 การสกัดเคราตินและหาสภาวะที่เหมาะสม 

การสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยสามารถสกัดไดโดยการทําลายพันธะไดซัลไฟดภายใน
โมเลกุลของเคราตินดวยสารเคมีที่มีสมบัติเปนตัวรีดิวซไดแก 2-mercaptoethanol, Sodium sulfide 
(Na2S) และ Sodium metabisulfite (Na2S2O5) โดยใชรวมกับสารเคมีที่สามารถทําลายพันธะ
ไฮโดรเจนไดแก urea และ thiourea ดังที่กลาวไวในหัวขอ 2.2 งานวิจัยนี้ศึกษาผลของตัวรีดิวซชนิด
ตางๆ ที่มีผลตอปริมาณเคราตินที่สกัดได ผลการวิจัยแสดงดังตารางที่ 4.1 

การทดลองแบงออกเปน 4 กลุม กลุมที่ 1 (วิธีที่ 1-4) ศึกษาผลของการเปลี่ยนแปลงชนิดตัว
รีดิวซไดแก thiourea, sodium sulfide และ sodium metabisulfite กลุมที่สอง (วิธีที่ 5-7) ศึกษาผลการ
สกัดเมื่อไมใช 2-mercaptoethanol กลุมที่ 3 (วิธีที่ 8-9) ศึกษาผลการสกัดโดยใช urea ผสม thiourea 
แทน 2-mercaptoethanol และกลุมที่ 4 (วิธีที่ 10-11) ศึกษาผลการสกัดเมื่อใช urea, thiourea และ 2-
mercaptoethanol เมื่อเปล่ียนแปลงชนิดของตัวรีดิวซไดแก sodium sulfide และ sodium 
metabisulfite (ตารางที่ 4.1) การสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยดวย 8M urea, 1.66M 2-ME และ 
0.26M SDS ที่อุณหภูมิ 500C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (วิธีที่ 1) เปอรเซ็นตผลไดเทากับ 36% เมื่อเพิ่มสาร 
thiourea (วิธีที่ 2) เปอรเซ็นตผลไดเพิ่มขึ้นเปน 60% เนื่องจาก thiourea มีคุณสมบัติในการทําลาย
พันธะไฮโดรเจนไดเชนเดียวกับ urea  ทําใหประสิทธิภาพในการทําลายพันธะไฮโดรเจนมากขึ้น 
สงผลใหสามารถสกัดเคราตินไดมากขึ้น เมื่อเปล่ียนแปลงชนิดตัวรีดิวซเปน Sodium sulfide (วิธีที่ 
3) ซ่ึงเปนสวนประกอบในผลิตภัณฑกําจัดขน เปอรเซ็นผลไดเทากับ 39% ซ่ึงมากกวาวิธีแรก แต
เมื่อเพิ่ม Sodium metabisulfite (วิธีที่ 4) เปอรเซ็นตผลไดลดลงอยางชัดเจน โดยมีคาเทากับ 4% เมื่อ
ทําการศึกษาผลของ 2-mercaptoethanol ซ่ึงเปนตัวรีดิวซที่นิยมใชกันทั่วไป เมื่อสกัดเคราตินโดยไม
ใช 2-mercaptoethanol เปอรเซ็นตผลไดมีคาต่ํากวากรณีที่มี 2-mercaptoethanol แตเมื่อสกัดดวย
สารละลายผสมของ urea และ thiourea (วิธีที่ 8 และ 9) เปอรเซ็นตผลไดเพิ่มมากขึ้นกวากรณีที่ใช 2-
mercaptoethanol นอกจากนี้การสกัดโดยใช urea, thiourea, 2-mercaptoethanol และเติม sodium 
sulfide หรือ sodium metabisulfite พบวากรณีที่เติม sodium metabisulfite สามารถสกัดเคราตินได
มากที่สุด  เปอรเซ็นตผลไดเทากับ 66% แตในปจจุบันงานวิจัยตางๆ นิยมสกัดเคราตินจากขนแกะ 
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ตารางที่ 4.1 ตารางแสดงผลการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษย เมื่อเปลี่ยนแปลงชนิดและความเขมขนสารเคมีที่ใชในการสกัด ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง  

วิธี ความเขมขน (โมลตอลิตร) เปอรเซ็นตผลได (SD) ที่มา 
 Urea 2-ME Thiourea Sodium sulfide    (Na2S) Sodium metabisulfite   (Na2S2O5) SDS   
         
1 8 1.66 - - - 0.26 36 (3.46) Tachibana, A. (2002) 
2 5 1.66 3 - - 0.26 60 (2.12) Nakamura, A. (2002) 
3 5 1.66 - 3 - 0.26 39 (1.41) - 
4 5 1.66 - - 3 0.26 4 (0.71) - 
5 5 -  - 3 0.26 31 (1.41) Katoh, K. (2004) 
6 5 - - 3 - 0.26 22 (2.83) - 
7 5 - 3 - - 0.26 13 (1.41) - 
8 5 - 3 0.5 - 0.26 49 (2.83) - 
9 5 - 3 - 0.5 0.26 52 (2.12) - 
10 5 1.66 3 - 0.5 0.26 57 (2.83) - 
11 5 1.66 3 0.5 - 0.26 66 (3.54) - 

หมายเหตุ:  เปอรเซ็นตผลได (%Yield)   =        

น้ําหนกัแหงของเสนผมที่ใชสกัด (กรัม) 

 ปริมาณโปรตีนที่สกัดได (กรัม)    × 100% 
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ดวยวิธีที่ 1 [Tanabe, T. และคณะ, 2002, Tachibana, A. และคณะ, 2002] แมสามารถสกัดเคราติน
ไดเปอรเซ็นตผลไดต่ําก็ตาม 

4.2 ลักษณะสมบัติของเคราตินท่ีสกัดได 
4.2.1 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเคราตินดวย Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
electrophoresis (SDS-PAGE) 

จากการสกัดเคราตินดวยวิธีตางๆ ดังขางตน นํามาพิจารณาลักษณะสมบัติดวยเทคนิคอิเล็ก
โตรโฟรีซิส โดยใช 15% polyacrylamide gel แสดงผลดังรูปที่ 4.1 การวิเคราะหเคราตินจากขนแกะ 
(WK: wool keratin) ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.5 M พบแถบโปรตีนที่ขนาดโมเลกุล
ประมาณ 20-30 kDa การสกัดเคราตินจากเสนผมวิธีที่ 1 โดยใช urea ในสารละลายผสมของ 2-
mercaptoethanol (2-ME) และ SDS เกิดแถบโปรตีน 3 ชวง ไดแกในชวงขนาดโมเลกุลต่ําๆ คือ 20-
30 kDa และขนาดโมเลกุล 40-60 kDa ซ่ึงอาจเปนเคราตินที่มีโครงสรางเปนเกลียวแบบแอลฟา พบ
เคราตินขนาดโมเลกุลใหญประมาณ 70 และ 100 kDa สําหรับวิธีที่ 2 (เพิ่ม thiourea) พบแถบ
โปรตีนคลายกับการสกัดดวย urea ในวิธีที่1 และยังพบแถบโปรตีนที่ขนาดโมเลกุลประมาณ 40 
kDa แสดงใหเห็นวาการเพิ่ม thiourea ในการสกัดไมสงผลตอโครงสรางเคราตินในเสนผม เมื่อสกัด
โดยเปลี่ยนชนิดตัวรีดิวซเปน sodium sulfide (วิธีที่ 3) พบแถบโปรตีนคลายคลึงกับการสกัดวิธีที่ 1 
และ 2 และพบแถบโปรตีนในชวง 40-60 kDa เชนกัน สวนวิธีที่ 4 (สกัดดวย urea, 2-
mercaptoethanol และ sodium metabisulfite) ไมพบแถบโปรตีนใดๆ เนื่องจากเปอรเซ็นตผลไดใน
การสกัดมีคานอยมาก (4%) การสกัดวิธีที่ 4 สาร 2-mercaptoetanol และ sodium metabisulfite ทํา
ปฏิกิริยากันเอง การสกัดดวยวิธีที่ 5 หรือ วิธีซัลฟโตไลซิส (sulfitolysis) โดยใช urea และ sodium 
metabisulfite ซ่ึงเคราตินที่สกัดได เรียกวาซัลโฟเคราติน (S-sulfo keratin) [Katoh, K., 2004] เกิด
แถบโปรตีนคลายกับการสกัดวิธีที่ 1 แตวิธีนี้เปอรเซ็นตผลไดต่ํากวาวิธีที่ 1 โดยพบแถบโปรตีน
สวนใหญที่ 20-30 kDa นอกจากนี้การสกัดโดยไมใช 2-ME ดังวิธีที่ 6 และ 7 ซ่ึงสกัดโดยใชเพียง 
urea และเปลี่ยนชนิดตัวรีดิวซเปน sodium sulfide และ sodium metabisulfite พบวา โปรตีนที่สกัด
ไดมีขนาดโมเลกุลใหญเทานั้น คือชวง 70-100 kDa แสดงใหเห็นวา 2-ME สงผลตอขนาดโมเลกุล
ของโปรตีนที่สกัดได โดยเมื่อสกัดในสภาวะที่มี 2-ME โปรตีนมีขนาดโมเลกุลเล็กลงอยูในชวง 20-
60 kDa นอกจากนี้ถาสกัดโดยไมใช 2-ME แตใช thiourea ในการสกัดแทน 2-ME (วิธีที่ 8 และ 9) 
พบวา สามารถสกัดโปรตีนใหมีขนาดโมเลกุลเล็กได (20-60 kDa) เชนเดียวกับการสกัดโดยใช 2-
ME จากผลการสกัดดวย urea, 2-ME, thiourea และ sodium sulfide (วิธีที่ 11) ซ่ึงมีคาเปอรเซ็นต
ผลไดมีคาสูงสุดเทากับ 66% พบโปรตีนขนาดโมเลกุล 20, 30, 40, 45 kDa และที่ขนาดโมเลกุลใหญ
ตั้งแตขนาดประมาณ 70-100 kDa การสกัดดวยวิธีนี้ โดยการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเคราติน
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ที่สกัดไดมีเติมสาร 2-meraptoethanol ในสารละลายบัฟเฟอร (ภาคผนวก ง) โดยสาร 2-
mercaptoethanol มีหนาที่ตัดพันธะไดซัลไฟด น้ําหนักโมเลกุลอาจเล็กลง ซ่ึงอาจสงผลใหการ
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคลาดเคลื่อน ดังนั้นจึงนําสารละลายเคราตินจากการสกัดวิธีที่ 11 มา
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยดัดแปลงวิธีการเตรียมตัวอยางโดยไมเติม 2-mercaptoethanol ใน
สารละลายบัฟเฟอร พบวา น้ําหนักโมเลกุลของเคราตินที่สกัดไดใกลเคียงกับการวิเคราะหโดยการ
เติมสาร 2-mercaptoethanol ในสารละลายบัฟเฟอร ดังภาคผนวก ง เพราะฉะนั้นการใช 2-
mercaptoethanol ในสารละลายบัฟเฟอรไมมีผลตอลักษณะสมบัติของโปรตีน การตัดสายโซของ
โมเลกุลใหเล็กเกิดขึ้นตั้งแตกระบวนการสกัด 

 
 

 WK      1          2         3         4        5          6           7          8        9        10        11          

          

MW 
(kDa) 
97 

66 

45 
α-helix keratin 

   30 
20.1 
14.4 

  

รูปท่ี 4.1 SDS-PAGE ของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 1-11 ดังตารางที่ 4.1 โดยภายในกรอบ
เสนประแสดงชวงของขนาดโมเลกุลเคราตินที่มีโครงสรางแบบเกลียวแอลฟา (WK: wool keratin, 
เลข 1-11 คือวิธีสกัดที่ 1-11) 

 

 

 

 



 

49 

สามารถสกัดโปรตีนไดขนาดโมเลกุลหลายขนาด  ในขณะที่เปลีย่นตัวรีดิวซจาก sodium 
sulfide เปน sodium metabisulfite (วิธีที่ 10) ขนาดโมเลกุลโปรตีนที่สกัดไดมีเพียงขนาดโมเลกุล
ใหญเทานัน้โดยขนาดโมเลกุลอยูในชวง 70-100 kDa แมการสกัดดวย sodium metabisulfite ให
เปอรเซ็นตผลไดสูงและใกลเคียงกับการสกัดโดยใช sodium sulfide ก็ตาม แตขนาดโมเลกุลทีไ่ด
แตกตางกัน  

 งานวิจัยนี้เลือกการสกัดเคราตินวิธีที่ 1 ในการศึกษาผลของระยะเวลาที่ใชในการสกัดและ
วิธีการเตรียมวัสดุที่มีตอปริมาณเคราตินที่สกัดได โดยระยะเวลาที่ใชในการสกัดที่เลือกศึกษา คือ 6, 
24, 48 และ 72 ช่ัวโมง โดยใชระยะเวลาในการสกัด 6 ช่ัวโมงเปนตัวควบคุม [Tachibana, A และ
คณะ, 2002] ผลการสกัดแสดงดังรูปที่ 4.2  

เมื่อใชเวลาในการสกัดเพิ่มมากขึ้น ปริมาณเคราตินที่สกัดไดมากขึ้น โดยเมื่อใชเวลาในการ
สกัด 6 ช่ัวโมง พบวา สามารถสกัดเคราตินไดเปอรเซ็นตผลได 11% เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการสกัด
เปน 24 ช่ัวโมง เปอรเซ็นตผลไดเพิ่มขึ้นอยางชัดเจน โดยมีคาเทากับ 36% และเมื่อเพิ่มระยะเวลา
เปน 48 และ 72 ช่ัวโมง เปอรเซ็นตผลไดมีคาเพิ่มขึ้น โดยมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกับการสกัดที่ใชเวลา 6 ช่ัวโมง แตเมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาที่ใชในการสกัด 24 และ 
48 ช่ัวโมง เปอรเซ็นตผลไดที่เพิ่มขึ้นไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ การสกัดที่ใชเวลา 72 ช่ัวโมงมี
เปอรเซ็นตผลไดแตกตางกับการสกัดที่ใชเวลา 24 ชั่วโมงอยางมีนัยสําคัญ แตถาเลือกใชเวลาในการ
สกัด 72 ช่ัวโมง ซ่ึงใชเวลาคอนขางมากและอาจสงผลตอขนาดโมเลกุลของเคราตินที่สกัดได อาจมี
ขนาดโมเลกุลเล็กเกินไป 
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รูปท่ี 4.2 กราฟแสดงผลการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยเมื่อเปล่ียนแปลงเวลาที่ใชในการสกัด 
โดยสกัดดวย 8M Urea+ 1.66M 2-ME+ 0.26M SDS (วิธีที่ 1 ในตารางที่ 4.1) ที่อุณหภูมิ 500C 
(สัญลักษณ *, # แสดงความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
เปรียบเทียบกับการสกัดที่ใชเวลา 6 ช่ัวโมงและเปรียบเทียบระหวางกลุม ตามลําดับ ที่ n = 3) 

การศึกษาผลของการเปลี่ยนแปลงวิธีการเตรียมวัสดุตอปริมาณเคราตินที่สกัดได โดยแบง
วิธีการเตรียมวัสดุออกเปน 3 วิธี คือ วิธีที่ 1 ตัดผมแบบหยาบ วิธีที่ 2 ตัดผมแบบละเอียด (ดวย
กรรไกร) และวิธีที่ 3 บดผมดวยเครื่อง Ball mill แสดงดังรูปที่ 4.3 การนําเสนผมมาบดดวยเครื่อง 
Ball mill โดยใชเวลา 6 ช่ัวโมง บดดวยลูกหินขนาดแตกตางกัน 3 ขนาด ไดแก ขนาด
เสนผาศูนยกลาง  1 นิ้ว  จํานวน 20 ลูก  ขนาดเสนผาศูนยกลาง  0.75 นิ้ว  15 ลูก และขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.5 นิ้ว 20 ลูก ตอเสนผม 500 กรัม  ผลการสกัดเมื่อเปลี่ยนแปลงวิธีการเตรียมวัสดุ
แสดงดังรูปที่ 4.4 เมื่อวัสดุขนาดเล็ก ปริมาณเคราตินที่สกัดไดมากขึ้น เนื่องจากวัสดุมีพื้นที่
ผิวสัมผัสตอการเกิดปฏิกิริยาเพิ่มมากขึ้น สามารถสัมผัสกับสารเคมีที่ใชในการสกัดไดมากขึ้น เมื่อ
พิจารณาลักษณะเสนผมที่ตัดดวยกรรไกรและบดดวยเครื่อง Ball mill พบวา พื้นผิวของเสนผมที่บด
ดวยเครื่อง Ball mill มีลักษณะเปอยยุย ในขณะที่เสนผมที่ตัดดวยกรรไกรพื้นผิวเรียบ แสดงดังรูปที่ 
4.5  
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                            (ก)                                                   (ข)                                                (ค) 
รูปท่ี 4.3 แสดงการเตรียมวัสดุในการสกัดเคราติน (ก) วิธีที่ 1 ตัดแบบหยาบ (ข) วิธีที่ 2 ตัดแบบ
ละเอียด (ค) วิธีที่ 3 บดดวยเครื่อง Ball mill 
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รูปท่ี 4.4 กราฟแสดงผลการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยดวย 8M Urea+1.66M -2-ME+0.26M 
SDS (วิธีที่ 1 ในตารางที่ 4.1) ที่อุณหภูมิ 500C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยเปลี่ยนแปลงวิธีการเตรียม
วัสดุ (*แสดงความแตกตางกันของขอมูลอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%เปรียบเทียบกับ
การเตรียมวัสดุวิธีที่ 1 เมื่อ n = 3) 
      

 
 
 
         
    (ก)                             (ข)  

รูปท่ี 4.5 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของ (ก) เสนผม และ (ข) เสนผมเมื่อบด
ดวยเครื่อง Ball mill เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
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4.2.2 การวิเคราะหโครงสรางเคราตินท่ีผานกระบวนทําแหงเยือกแข็งโดยวิธีรามานสเปคโตรสโก
ป (Fourier Transform Raman Spectroscopy) 

การศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 1-11(ตารางที่ 4.1) 
โดยใชเทคนิครามานเสเปกโตรสโกป ซ่ึงสามารถใชวิเคราะหลักษณะโครงสรางของเคราติน เตรียม
ตัวอยางโดยนําสารละลายเคราตินที่สกัดไดขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบฟองน้ําดวยเทคนิคทํา
แหงเยือกแข็งแลวนําไปวิเคราะหโครงสรางดวยเครื่อง FT-Raman (Perkin Elmer) ในชวงความยาว
คล่ืน 3400-400 cm-1  สเปกตรัมของเสนผมและเคราตินจากขนแกะ(Commercialized) แสดงดังรูปที่ 
4.6  เคราตินเปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนซิสเตอีนเปนสวนใหญ ซ่ึงสามารถสรางพันธะ
ไดซัลไฟดระหวางโมเลกุลเคราติน (-S-S) ดังนั้นพันธะนี้จึงเปนลักษณะเฉพาะของเคราติน ซ่ึงจาก
การวิเคราะหดวยเทคนิครามานสเปกโตรสโกป การสั่นของพันธะไดซัลไฟดเกิดพีคขึ้นในชวงเลข
คล่ืน 500-550 cm-1 ซ่ึงเห็นอยางชัดเจนในเคราตินจากขนแกะ แตเสนผม (รูปที่ 4.6ก.) ไมเห็นพีค
ตางๆ อยางชัดเจน อาจเกิดจากสภาวะของวัสดุที่แตกตางกัน เคราตินจากขนแกะผานกระบวนการ
สกัดซึ่งทําลายโครงสรางแบบ bundle ของโปรตีนใหอยูในรูป random coil เมื่อผานกระบวนการทํา
แหงเยือกแข็ง เกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดใหมอีกครั้ง ทําใหสามารถเห็นพีคของพันธะไดซัลไฟด
ไดอยางชัดเจนกวาเสนผม การสกัดเคราตินจากเสนผมมีการใชสารเพื่อทําลายพันธะไดซัลไฟด ทํา
ใหเคราตินสามารถละลายน้ําออกมาหมด โดยท่ัวไปจะไมพบพีคของพันธะ S-S แตเมื่อนํา
สารละลายเคราตินที่สกัดไดมาทําแหงเยือกแข็ง ทําใหเกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดขึ้นใหมอีกครั้ง 
แตอาจมีปริมาณนอยลง เนื่องจากบางสวนถูกทําลายไปตามสภาวะการสกัด  

เมื่อนําเคราตินที่สกัดดวยวิธีที่ 1-11 วิเคราะหดวยเทคนิครามานสเปกโตรสโกป ผลการ
วิเคราะหแสดงดังรูปที่ 4.7-4.10 เมื่อพิจารณาสเปกตรัมของเคราตินที่สกัดไดแตละวิธี พบวา
สเปกตรัมแบงออกเปน 2 กลุมคือ กลุมที่หนึ่ง ไดแก วิธีสกัดที่ 1, 7, 8, 9, 10 และ 11 ลักษณะ
สเปกตรัมมีพีคแสดงการสั่นของพันธะ C-S (650 และ 600 cm-1) และ S-S (540, 520 และ 500 cm-1) 
เดนชัด และกลุมที่สองซึ่งเห็นพีคแสดงกันสั่นของพันธะ C-S และ S-S ไมชัดเจน ไดแกวิธีสกัดที่ 2, 
3, 4, 5 และ 6 เมื่อพิจารณาจาก SDS-PAGE พบวา กลุมที่หนึ่ง ยกเวนวิธีที่ 7  (วิธีที่ 1, 8, 9, 10 และ 
11) พบขนาดโมเลกุลในชวง 40-60 kDa ซ่ึงคือเคราตินที่มีโครงสรางแบบเกลียวแอลฟา มีพันธะได
ซัลไฟดสมบูรณ (-CS-SC-) พบพีคการสั่นของพันธะ C-S และ  S-S อยางชัดเจน ในขณะที่กลุมที่
สอง (วิธีที่ 2, 3, 4, 5 และ 6) ไมพบแถบโปรตีนในชวงขนาดโมเลกุล 40-60 kDa (รูปที่ 4.1) อาจเกิด
การสกัดคราตินตัดสายโซโมเลกุลของเคราตินมากเกินไป ทําใหการสกัดในกลุมที่สองเห็นพีค
พันธะ C-S และ S-S ไมชัดเจนเทากลุมแรก 
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 จากสเปกตรัมของเคราตินที่สกัดไดจากเสนผมแตละวิธี พบวา ทุกวิธีเกิดพีคที่แสดง

ลักษณะสมบัติของเคราติน โดยที่เลขคลื่นประมาณ 650 และ 600 cm-1 แสดงการสั่นแบบยืดของ
พันธะ C-S และที่เลขคลื่นประมาณ 540, 520 และ 500 cm-1 แสดงการสั่นของพันธะ S-S ซ่ึงเปน
ลักษณะโครงสรางเฉพาะของเคราตินที่แตกตางจากโปรตีนชนิดอ่ืน เนื่องจากเคราตินประกอบดวย
กรดอะมิโนซิสเตอีนเปนจํานวนมาก สามารถเกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดระหวางโมเลกุล (S-S) 
พิจารณาการสั่นที่เลขคลื่น 520 และ 500 cm-1 สามารถบอกโครงรูปของพันธะ C-C และ C-S ได 
โดยที่เลขคลื่น 540 cm-1 แสดงโครงรูปแบบ trans-gauche-trans ที่เลขคลื่น 520 cm-1 แสดงโครง
รูปแบบ gauche-gauche-gauche conformation ซ่ึงเปนโครงรางที่มีความเสถียรที่สุด เมื่อพิจารณา
สเปกตรัมในรูปที่ 4.9 พบวาวิธีการสกัดวิธีที่ 1 เกิดพีคที่เลขคลื่น 520 cm-1 ความเขมมากกวาวิธีอ่ืน 
แสดงวาวิธีที่ 1 สามารถสกัดเคราตินใหอยูในรูปที่เสถียรมากกวาวิธีอ่ืน และที่เลขคลื่น 500 cm-1 
แสดงโครงรูปแบบ gauche-gauche-trans conformation  แสดงดังรูปที่ 4.11 
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รูปท่ี 4.6 FT-Raman spectra ของเสนผมมนุษยและเคราตินจากขนแกะ (Commercialized) ในชวง
เลขคลื่น 3400-400 cm-1 โดยเสนประแสดงตําแหนงเลขคลื่นที่เกิดการสัน่ของพันธะตาง ๆ   
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รูปที่ 4.7 FT-Raman spectra ของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 1, 7, 8, 9, 10 และ 11 ในตารางที่ 4.1 (ตัวเลขบนเสนกราฟแสดงถึงวิธีในการสกัด) ในชวงเลขคลื่น
3400-400 cm-1 โดยเสนประแสดงตําแหนงเลขคลื่นที่เกิดการสั่นของพันธะตาง ๆ   
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รูปที่ 4.8 FT-Raman spectra ของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 2, 3, 4, 5 และ 6 ในตารางที่ 4.1 (ตัวเลขบนเสนกราฟแสดงถึงวิธีในการสกัด) ในชวงเลขคลื่น3400-
400 cm-1 โดยเสนประแสดงตําแหนงเลขคลื่นที่เกิดการสัน่ของพันธะตาง ๆ   
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รูปที่ 4.9 FT-Raman spectra ของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 1, 7, 8, 9, 10 และ 11 ในตารางที่ 4.1 (ตัวเลขบนเสนกราฟแสดงถึงวิธีในการสกัด) ในชวงเลขคลื่น 
800-400 cm-1 โดยเสนประแสดงตําแหนงเลขคลื่นที่เกิดการสั่นของพันธะตาง ๆ   
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รูปที่ 4.10 FT-Raman spectra ของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 2, 3, 4, 5 และ 6 ในตารางที่ 4.1 (ตัวเลขบนเสนกราฟแสดงถึงวิธีในการสกัด) ในชวงเลขคลื่น 800-
400 cm-1 โดยเสนประแสดงตําแหนงเลขคลื่นที่เกิดการสัน่ของพันธะตาง ๆ   
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รูปท่ี 4.11 แผนภาพแสดงโครงรูปของพันธะ Cα-Cβ-S1-S2- Cβ- Cα ของพันธะไดซัลไฟดในเครา
ติน (ก) gauche-gauche-gauche (ข) gauche-gauche-trans และ (ค) trans-gauche-trans [Edwards, 
H.G.M. และคณะ, 1997] 
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4.3 ลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล      
4.3.1 ลักษณะทั่วไปทางกายภาพ                                                                                                                                                   
 ลักษณะทั่วไปของโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (วิธีที่ 1), เอส-ซัลโฟเคราติน (วิธีที่ 5), เคราติน
ผสมเจลาตินและเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาติน แสดงดังรูปที่ 4.12  

โครงเลี้ยงเซลลเคราติน โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน        

           

  

                                           K100 
 

s-K100 

 

  

 
KG91 s-KG91  

 

  

 KG82 s-KG82 
 

 

  

KG73 s-KG73  

 

  

 
KG64 s-KG64 

 

 

  

 
KG55 

 

s-KG55 

 
รูปท่ี 4.12รูปถายโครงเล้ียงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินเมื่อผสมเจลาติน 
Type A ที่อัตราสวนตางๆ (K: เคราติน, s-K: เอส-ซัลโฟเคราติน, G: เจลาติน รหัสโครงเลี้ยงเซลล
แสดงในหัวขอ 3.3.3 ตารางที่ 3.1 และ 3.1) 
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โครงเลี้ยงเซลลเคราตินยุบตัวไดงายแตเมื่อมีการผสมเจลาตินโครงเลี้ยงเซลลมีความ
แข็งแรงมากขึ้นสามารถจับไดงายขึ้น โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีสีมันวาวและมีความ
ยืดหยุนมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน ขนาดของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน
ผสมกับเจลาติน Type A แสดงดังตารางที่ 4.2 เมื่อพิจารณาปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อข้ึนรูป
ดวยเทคนิคทําแหงแบบเยือกแข็ง พบวา กรณีโครงเลี้ยงเซลลเคราตินเมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาติน 
ปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้น แตกรณีโครงเล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 
ปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลใกลเคียงกันเมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาติน เมื่อพิจารณาเปอรเซ็นตการหด
ตัวของโครงเลี้ยงเซลลดังรูปที่ 4.13 เปอรเซ็นตการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลลคํานวณดังสมการ
ตอไปนี้ 

 
ปริมาตรสารละลายที่ใชขึ้นรูป – ปริมาตรโครงเลี้ยงเซลล 

% การหดตัว =  × 100 
ปริมาตรสารละลายที่ใชขึ้นรูป   

 

โดยปริมาตรสารละลายที่ใชขึ้นรูปเทากับ 0.75 มิลลิลิตร โครงเลี้ยงเซลลเคราตินมี
เปอรเซ็นตการหดตัวลดลงเมื่ออัตราสวนเจลาตินตอเคราตินเพิ่มมากขึ้น ในขณะที่กรณีโครงเลี้ยง
เซลลเอส-ซัลโฟเคราตินเปอรเซ็นตการหดตัวใกลเคียงกัน แสดงใหเห็นถึงโครงเลี้ยงเซลลเอส-
ซัลโฟเคราตินมีความคงตัวมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน  
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ตารางที่ 4.2 แสดงขนาดของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อผสมกับเจลาติน Type A ที่อัตราสวนตาง ๆ (n =5) 

 

อัตราสวนเคราติน/เจลาตนิ 
 (wt/wt)                     โครงเลี้ยงเซลลเคราติน         โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 
 เสนผาศูนยกลาง (mm)ความหนา(mm)ปริมาตร(ml) เสนผาศูนยกลาง (mm) ความหนา(mm) ปริมาตร(mm) 
100/0     14.19+0.13 3.96+0.04 0.63+0.01      14.17+0.06 3.99+0.22 0.63+0.03 
90/10     14.21+0.15 4.27+0.27 0.65+0.02      13.90+0.13 4.33+0.10 0.66+0.01 
80/20     14.09+0.24 4.07+0.24 0.65+0.03  14.05+0.10 4.18+0.18 0.66+0.03 

70/30     14.22+0.15 4.11+0.15 0.66+0.04δ  14.30+0.12 4.36+0.13 0.69+0.01#

60/40     14.26+0.17 4.12+0.15 0.67+0.02*     14.26+0.11 4.43+0.22 0.67+0.02#

50/50     14.43+0.12 4.36+0.15 0.72+0.01*     14.08+0.19 4.37+0.18 0.68+0.02#

 
หมายเหตุ: สัญลักษณ *, # และ δ แสดงความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p-value < 0.05 โดยเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเคราติน, 
โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินและเปรียบเทียบระหวางโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวนเดียวกัน 
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รูปท่ี 4.13 การหดตัวของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อผสมเจลาตินที่
อัตราสวนตางๆ (สัญลักษณ * และ # แสดงความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95%, p-value < 0.05 โดยเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเอส-
ซัลโฟเคราตินตามลําดับ) 

 
 

ลักษณะโครงสรางภายในของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเคราตินผสมเจลาติน type A 
อัตราสวนเคราตินตอเจลาติน(wt/wt) เทากับ 100/0 (K100), 90/10(KG91), 80/20 (KG82), 70/30 
(KG73), 60/40 (KG64) และ 50/50 (KG55) 0.8% total solid weight มีรูพรุนที่เชื่อมโยงกัน เคราติน
ชวยใหผนังของโครงเลี้ยงเซลลผสมมีความพรุนมากขึ้น ดังรูปที่ 4.14 โดยขนาดรูพรุนของโครง
เล้ียงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวนตาง ๆ อยูในชวง 65-112 
ไมโครเมตร (ตารางที่ 4.3) เมื่ออัตราสวนของเจลาตินเพิ่มขึ้น ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลใหญ
ขึ้น ลักษณะโครงสรางภายในของโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจ
ลาติน type A อัตราสวนเอส-ซัลโฟเคราตินตอเจลาติน (wt/wt) 100/0 (s-K100), 90/10 (s-KG91), 
80/20 (s-KG82), 70/30 (s-KG73), 60/40 (s-KG64) และ 50/50 (s-KG55) 0.8% total solid weight 
ดังรูปที่ 4.15 โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีขนาดรูพรุนฉลี่ยใหญกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน
ประมาณสองเทา (ตารางที่ 4.3)  
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ลักษณะโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีความพรุนมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 
เคราตินสงผลตอลักษณะผนังของโครงเลี้ยงเซลล ทําใหมีความเชื่อมโยงภายใน (interconnectivity) 
สูงกวา ขนาดรูพรุนที่แตกตางกันของโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ นาจะเกิดจากลักษณะของ
โครงสรางของเคราตินที่กระจายตัวในน้ํา คือ โครงเลี้ยงเซลล K100, KG91, KG82 และ KG73 มี
ปริมาณเคราตินมาก สายพอลิเมอรกระจายตัวในน้ําไดดี เมื่อทําแหงเยือกแข็ง ทําใหเกิดรูพรุนขนาด
เล็ก ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล KG64 และ KG55 โครงเลี้ยงเซลลมีลักษณะของเจลาตินมากกวา คือ 
อาจเกิดเจลระหวางกระบวนการเย็นตัว ทําใหไดผนังของรูพรุนหนากวา สวนโครงเลี้ยงเซลล s-
K100, s-KG91 และ s-KG82 รูพรุนมีลักษณะคลายใบไม มีผนังที่ตอเนื่องกันมากกวา แสดงถึง
โมเลกุลของน้ําที่เกิดการรวมตัวกันเปนกลุมใหญกอนการทําแหงเยือกแข็ง นอกจากนี้คาประจุของ
สารสงผลตอลักษณะรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล โดยที่คา pH ในการเตรียมสารละลายเทากับ 8.1 
เคราตินแสดงประจุลบ (คา pI ของเคราตินเทากับ 4.9 และ 6.1 [Alber, K.M., 1996]) และเจลาติน
แสดงประจุบวก (คา pI เทากับ 9) เมื่ออัตราสวนเจลาตินเพิ่มมากขึ้น เกิดการสรางพันธะทางไฟฟา
ระหวางประจุลบและบวกมากขึ้น อาจมีสวนทําใหผนังโครงเลี้ยงเซลลหนามากขึ้น นอกจากนี้
สมบัติการเขากันไดกับน้ําของเอส-ซัลโฟเคราตินอาจมีสวนทําใหลักษณะของโครงเลี้ยงเซลลคลาย
กับโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินซึ่งมีสมบัติการเขากับน้ําไดดีเชนกัน    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                             

K100 KG91 

KG82 
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KG73 

                                                                 

                    

KG55 KG64 

          

                                       

G100 

รูปท่ี 4.14 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลเคราติน โครงเลี้ยง
เซลลเจลาติน type A และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน type A อัตราสวนเคราตินตอเจลาติน 
(wt/wt) เทากับ 100/0 (K100), 90/10 (KG91), 80/20 (KG82), 70/30 (KG73), 60/40 (KG64), 50/50 
(KG55) และ 0/100 (G100) โครงเล้ียงเซลลมีปริมาณของแข็งรวมทั้งหมดเทากับ 0.8% โดยน้ําหนัก 
ที่กําลังขยาย 100 เทา 
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s-KG91 

     

s-K100 

     

s-KG82 s-KG73 

s-KG64 

    

องกราดของโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 
ิน type A อัตราสวนเอส-ซัลโฟเคราตินตอเจ

70/30 (s-KG73), 60/40 
ีปริมาณของแข็งรวมทั้งหมดเทากับ 0.8% โดย

s-KG55 

 

รูปท่ี 4.15 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบส
และโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาต
ลาติน (wt/wt) เทากับ 100/0 (s-K100), 90/10 (s-KG91), 80/20 (s-KG82), 
(s-KG64) และ 50/50 (sKG55) โครงเลี้ยงเซลลม
น้ําหนัก ที่กําลังขยาย 100 เทา 
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เมื่ออัตราสวนเจลาตินเพิ่มมากขึ้นเปอรเซ็นตการหดตัวมีแนวโนมลดลง ดังนั้นขนาดรูพรุน
ของโครงเลี้ยงเซลลควรมีขนาดใหญขึ้น เมื่อพิจารณาตารางที่ .3 ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล
เคราตินผสมเจลาตินอัตราสวน 70/30, 60/40 และ 50/50 มีขนาดรูพรุนสอดคลองกับเปอรเซ็นตการ
หดตัว แตเมื่อพิจารณาที่อัตราสวนอื่นๆ ขนาดรูพรุนไมสอดคลองกับเปอรเซ็นตการหดตัว เมื่อ
พิจารณาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซ

4

ัลโฟเคราตินซ่ึงมีเปอรเซ็นตอัตราการหดตัวใกลเคียงกันเมื่อผสมเจ
าตินที่อัตราสวนตางๆ โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีเปอรเซ็นตการหดตัวสูงที่สุดควรมี

ขนาดรูพรุนเล็กที่สุด แตเมื่อพิจารณาตารางที่ 4.3 พบวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีขนาดรู
พรุนให

ล

ญมากและเมื่อเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินซึ่งมีเปอรเซ็นต
การหดตัวเทากันแตมีขนาดรูพรุนแตกตางกันประมาณสองเทา ดังนั้นเปอรเซ็นตการหดตัวหลังจาก
การขึ้นรูปไมนาสงผลตอขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล อัตราสวนของเคราตินตอเจลาตินและ
เอส-ซัลโฟเคราตินตอเจลาติน มีผลเปนอยางมากตอรูปรางของโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตได 

ตารางที่ 4.3 แสดงขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อผสมเจลาติน
ที่อัตราสวนตางๆ 

 
อัตราสวนเคราตินตอเจลาตนิ       ขนาดรพูรุน (ไมโครเมตร) 

       (wt/wt)         โครงเลี้ยงเซลลเคราติน     โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 

       100/0                    70+0.19 *δ 210+0.12 #

       90/10  65+0.15 *δ 206+0.28 #

      80/20  68+0.21 *δ 170+0.22 #

      70/30  72+0.19 *δ  115+0.21#

5+      60/40  7 0.2 δ .26 #6 *  112+0

      50/50  112+0.24 *  216δ + 0.20#

 

หมาย ลักษณ *, # และ δ แสด ที่ระดับความ
เชื่อม -value < 0.05 โดยเปรีย เลี้ยงเซลลเอส-
ซัลโฟ ะเปรียบเทียบระหวางโคร ินผสมเจลาติน
ที่อัตร กัน 

 

เหตุ: สัญ งความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญ
ลเครั่น 95%, p บเทียบกับโครงเลี้ยงเซล าติน, โครง

เคราตินแล งเลี้ยงเซลล ัลโฟเคราตเคราตินและเอส-ซ
าสวนเดียว
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4.3.2 การดูดซับน้ํา  

 เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (K100) เจลาติน (G100) และเคราตินผสมเจลาตินอัตราสวน
ตาง ๆ ไดแก อัตราสวนเคราตินตอเจลาติน (wt/wt) 90/10 (KG91), 80/20 (KG82), 70/30 (KG73), 
60/40 (KG64) และ 50/50 (KG55) มาทดสอบสมบัติการดูดซับน้ํา พบวา เมื่ออัตราสวนของเจลาติน
เพิ่มมากขึ้น โครงเล้ียงเซลลสามารถดูดซับน้ําไดมากขึ้น เมื่อพิจารณาปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลล
เคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน อัตราสวนเจลาตินเพิ่มมากขึ้นปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลมี
แนวโนมเพิ่มขึ้น (ตารางที่ 4.2) เมื่อปริมาตรโครงเลี้ยงเซลลมากขึ้นสงผลใหโครงเลี้ยงเซลลสามารถ
ดูดซับน้ําไดมากขึ้น พิจารณาเปอรเซ็นตการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล (รูปที่ 4.13) โครงเลี้ยงเซลล
เคราตินมีเปอรเซ็นตการหดตัวมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อเปอรเซ็นตการหดตัว
มากทําใหปริมาตรลดลง สงผลใหการดูดซับน้ํานอยลง นอกจากนี้ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล
อาจสงผลตอสมบัติการดูดซับน้ําดวย โดยขนาดรูพรุนใหญขึ้นเมื่ออัตราสวนเจลาตินมากขึ้น สมบัติ
การดูดซับน้ําของโครงเลี้ยงเซลลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน 
(0/100) แสดงดังรูปที่ 4.16 โดยขอมูลมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับโครง
เล้ียงเซลลเจลาติน (G100) แตไมมีความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับโครง
เล้ียงเซลลเคราติน (K100) โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีสมบัติการดูดซับน้ําเชนเดียวกับ
โครงเลี้ยงเซลลเคราติน คือ เมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาติน ทําใหโครงเลี้ยงเซลลดูดซับน้ําไดมากขึ้น ดัง
รูปที่ 4.16 โดยโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินผสมกับเจลาตินอัตราสวน (wt/wt) 60/40 และ 
50/50 มีความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญโดยเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเครา
ตินและโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน เมื่อพิจารณาสมบัติการดูดซับน้ําของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและ
เอส-ซัลโฟเคราติน พบวา โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีการดูดซับน้ําไดมากกวาโครงเลี้ยง
เซลลเคราติน 2-3 เทา แตเมื่อพิจารณาปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลล (ตารางที่ 4.2) พบวาปริมาตรของ
โครงเล้ียงเซลลทั้งสองชนิดไมแตกตางกันโดยอยางมีนัยสําคัญ ดังนั้นกรณีนี้สมบัติการดูดซับน้ําที่
แตกตางกันอาจเนื่องจากความแตกตางของขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟ
เคราตินซึ่งมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ  
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รูปท่ี 4.16 กราฟแสดงอัตราการดูดซับน้ําของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจ
ลาติน Type A (wt/wt) ที่อัตราสวนตางๆ กัน โดยแชในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 เปน
เวลา 3 ช่ัวโมง [สัญลักษณ *, # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมัน 95% 
เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (0/100) และโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน (100/0)] 

โครงเลี้ยงเซลลเคราตนิ 

โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตนิ 

โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน 

4.4 สมบัติทางกลของโครงเลีย้งเซลล 

 คา compressive modulus ของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเจลาตินมีคาโดยเฉลี่ย 22 และ 24 
kPa ตามลําดับ เมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน พบวา เมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาติน
มากขึ้น สงผลใหโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีคา compressive modulus เพิ่มมากขึ้น ความทนทานตอ
แรงกดมากขึ้น ความแข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลลมีคาเพิ่มขึ้นเนื่องจากเกิดการสรางพันธะไอออ นิ
คระหวางเคราตินและเจลาติน เนื่องจากในการเตรียมสารละลายเทากับ 8.1 เคราตินมีคา pI เทากับ 
4.9 และ 6.1 จะมีประจุเปนลบ ในขณะที่เจลาติน Type A มีคา pI เทากับ 9 ดังนั้นในสารละลายนี้เจ
ลาตินจึงมีประจุเปนบวก [Tanabe, T. และคณะ,2002] ประจุตรงขามกันทําใหสามารถเกิดการสราง
พันธะไอออนิคอาจสงผลใหโครงเลี้ยงเซลลแข็งแรงมากขึ้น โดยโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจ
ลาตินอัตราสวน 50/50 (KG55) มีคา compressive modulus สูงสุด โดยมีคาเทากับ 35 kPa ซ่ึงมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเจลาติน ดังรูปที่ 4.17 
แนวโนมของคา compressive modulus เพิ่มขึ้นเรื่อยๆ เมื่ออัตราสวนเจลาตินมากขึ้น ซ่ึงแสดงถึง
ความแข็งแรงของพันธะไอออนิค ดังนั้นอาจลดปริมาณเคราตินที่ใชลงอีกได เนื่องจากน้ําหนัก
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โมเลกุลของเคราตินต่ํากวาเจลาตินมาก ทําใหสัดสวนโดยน้ําหนักที่เคราตินสามารถสรางพันธะกับ
เจลาตินพอดีไดคือปริมาณเจลาตินมากและปริมาณเคราตินนอย 
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โครงเลี้ยงเซลลแคราติน 
โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตนิ 

โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน 

รูปท่ี 4.17 กราฟเปรียบเทียบคา Compressive modulus ของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟ
เคราติน เมื่อผสมกับเจลาติน Type A (แบบแหง) ที่อัตราสวนตางๆ (สัญลักษณ * และ # แสดงถึง
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมัน 95% เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน 
(0/100) และโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (100/0) ตามลําดับ) 

 ความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อผสมกับเจลาติน ผลการ
ทดลองมีแนวโนมเชนเดียวกับโครงเลี้ยงเซลลเคราติน คือ เมื่อเพิ่มปริมาณเจลาตินมากขึ้น ความ
ทนทานตอแรงกดมีคามากขึ้น โครงเลี้ยงเซลลมีความแข็งแรงมากขึ้น โดยขอมูลมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) แตไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน (s-K100) ดังรูปที่ 4.17 เมื่อ
เปรียบเทียบความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน พบวา โครง
เล้ียงเซลลเคราตินมีคา compressive modulus มากกวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน อาจ
เนื่องจากขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินซึ่งมีขนาดรูพรุนใหญกวาโครงเลี้ยง
เซลลเคราตินถึงสองเทา สงผลใหยุบตัวไดงายเมื่อถูกแรงกด  
 การทดสอบความทนทานตอแรงกดในสภาวะเปยก  โดยนําโครงเลี้ยงเซลลแชใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH 7.4 เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นนําโครงเลี้ยงเซลลมาซับ
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรสวนเกินออกและนําไปทดสอบความทนทานตอแรงกด กรณีโครง
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เล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน พบวา คา compressive modulus มีแนวโนมเชนเดียวกับการทดสอบ
ในสภาวะแหง กลาวคือ เมื่ออัตราสวนเจลาตินเพิ่มขึ้น คา compressive modulus มีคามากขึ้น ดังรูป
ที่ 4.18 เมื่อเปรียบเทียบคา compressive modulus ในสภาวะเปยกและแหง พบวา คา compressive 
modulus มีคาไมแตกตางกันมากนัก โดยคา compressive modulus ในสภาวะเปยกมีคาสูงกวาใน
สภาวะแหง เนื่องจากในสภาวะเปยก โครงเล้ียงเซลลอ่ิมตัวไปดวยน้ํา ทําใหมีแรงดันจากน้ํา สงผล
ใหคา compressive modulus มีคาสูงกวาในกรณีสภาวะแหง สําหรับโครงเลี้ยงเซลลเคราตินไม
สามารถวัดคา compressive modulus ในสภาวะเปยกไดเชนโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 
เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีโครงสรางเปนแบบเสนใยมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเครา
ติน เมื่อแชในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร โครงเลี้ยงเซลลคอนขางแบน แผเปนเสนใย เมื่อนําไป
ทดสอบวัดคา compressive modulus ไมสามารถกดแรงและวัดคาได สําหรับโครงเลี้ยงเซลลเอส-
ซัลโฟเคราตินมีโครงสรางที่แข็งแรงกวาเคราตินในสภาวะเปยก เมื่อพิจารณาปริมาตรของโครงเลี้ยง
เซลลเอส-ซัลโฟเคราตินเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (ตารางที่ 4.1) พบวาปริมาตรของ
โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาตินมีคามากกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน
เพียงเล็กนอยปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลอาจสงผลตอความแข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลล นอกจากนี้
สมบัติการเขากันไดกับน้ําอาจมีผลตอความทนทานตอแรงกดในสภาวะเปยก หลังจากผาน
กระบวนการทําแหงเยือกแข็ง เคราตินมีการสรางพันธะไดซัลไฟดใหมอีกครั้ง ทําใหไมสามารถ
ละลายในน้ําได สวนเอส-ซัลโฟเคราตินมีสมบัติการเขากันไดกับน้ําไดดีกวาเคราติน โดยพิจารณา
จากรูป SEM (รูปที่ 4.15) พบวาโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีความเปนเนื้อ
เดียวกันกับเจลาติน ลักษณะรูพรุนคลายกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินอยางเห็นไดชัด อาจมีสวนในการ
ดูดซับน้ําไดมากเชนเดียวกับเจลาติน นอกจากนี้โครงเล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินสามารถดูดซับน้ํา
ไดมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน อาจเนื่องจากขนาดรูพรุนที่ใหญกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน 
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รูปท่ี 4.18 กราฟเปรียบเทียบคา Compressive modulus แบบเปยกและแบบแหงของโครงเลี้ยงเซลล 
ซัลโฟเคราตินผสมกับเจลาติน Type A ที่อัตราสวนตางๆ (* และ # แสดงถึงความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมัน 95% เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) เมื่อวัดคา 
Compressive modulus แบบเปยกและแบบแหง ตามลําดับ) 

   

4.5 สมบัติทางชีววิทยา 

4.5.1 ความเขากันไดกับเซลลในสภาวะเลียนแบบรางกาย (In vitro biocompatibility) 

 เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวนตางๆ 
ทดสอบเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast ที่ระยะเวลา 5, 24, 72 และ 96 ช่ัวโมงหลังจากการเพาะ
เซลล เพื่อประเมินความสามารถในการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล แสดงดังรูปที่ 4.19 
โดยการทดสอบการเขากันไดกับเซลลพิจารณาจากรอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธ 
คํานวณไดจาก  

     
  รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธ    =   × 100 % 

จํานวนเซลลที่มีชีวิต ณ เวลาใด ๆ 

จํานวนเซลลที่เพาะในโครงเลี้ยงเซลลเร่ิมตน  
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การวิเคราะหจํานวนเซลลที่ยังมีชีวิตอยูโดยใช MTT method โดยเซลลที่มีชีวิตไมโตคอน 
เดรียจะทํางานและปลอยเอนไซมดีไฮโดรจีเนสซึ่งทําปฏิกิริยากับสารMTT [3-(4, 5-
dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide] เกิดเปนผลึกสีน้ําเงินเขม โดยจํานวน
เซลลที่มีชิวิตเปนสัดสวนโดยตรงกับผลึกฟอรมาซานที่เกิดขึ้น [Tour, U. และคณะ, 1999] 

พิจารณารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธหลังจากการเพาะเซลลที่เวลา 5 ช่ัวโมง 
พบวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (K100) มีรอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงสุด เมื่อ
อัตราสวนของเจลาตินมากขึ้น รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธลดลง แสดงถึงเซลล
สามารถยึดเกาะที่โครงเลี้ยงเซลลเคราตินไดดีกวาเจลาติน เนื่องจากเคราตินมีลําดับกรดอะมิโน 
RGD (-Arg-Gly-Asp-Ser-) และ LDV (-Leu-Gly-Val-) ที่เซลลสามารถยึดเกาะไดดี [Yamauchi, K. 
และคณะ, 2003] เมื่อเวลาผานไป 24 ช่ัวโมง รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธมีคาสูงที่สุด 
โดยมีคาเพิ่มขึ้น 2 เทาจากที่เวลา 5 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Tachibana, A. และคณะ
ในป ค.ศ. 2002 ซ่ึงเลี้ยงเซลลดวยโครงเลี้ยงเซลลเคราตินที่ดัดแปลงหมู SH ของเคราตินดวยกรดไอ
โอโดอะซีติก พบวาที่เวลา 24 ช่ัวโมงมีรอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มเพียง 1.6 เทา 
เทานั้น [Tachibana, A และคณะ, 2002] และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินอัตราสวน 80/20 
(wt/wt) หรือ KG82 มีรอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงสุด ที่เวลา 72 ช่ัวโมง และที่ 96 
ช่ัวโมง รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธลดลง และโครงเลี้ยงเซลล KG82 มีรอยละของ
ปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงสุด รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธที่ลดลง  อาจเนื่องจาก
การเปลี่ยนแปลงสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล เมื่อพิจารณาลักษณะพื้นผิวของโครงเลี้ยง
เซลลเคราตินหลังจากการเพาะเซลลลงในโครงเลี้ยงเซลล เมื่อระยะเวลาผานไป ลักษณะพื้นผิวของ
โครงเล้ียงเซลลเคราตินมีสภาพเปอยยุยมากขึ้น พิจารณาผลการทดสอบการเขากันไดของเซลลที่
เวลา 24 ช่ัวโมง พบวารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว แสดงถึงมี
จํานวนเซลลมากและอาจปลอยเอนไซมหรือของเสียตางๆ ออกมาทําลายโครงเลี้ยงเซลล สงผลให
รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธลดลง  และเมื่อพิจารณาจากภาพถายโครงเลี้ยงเซลลเครา
ตินหลังจากทดสอบการเลี้ยงเซลล พบวาโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีขนาดเล็กลงและมีลักษณะเปอย
ยุยมากขึ้น ดังรูปที่ 4.21 และ 4.22 

    

 

 



 

74 

 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

5 24 72 96
เวลา (ชั่วโมง)

รอ
ยล
ะข

อง
ปร

ิมา
ณเ
ซล

ลที่
มีช

ีวิต
สัม

พัท
ธ (

%
)

K100

KG91

KG82

KG73

KG64

KG55

G100

*
*#

*#

*#

*#

*#

*#

*#*#***

*#

*

*#
*#

*

#

*#

*#**

*#

*#

Keratin/gelatin  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปท่ี 4.19 กราฟแสดงรอยละของปริมาณเซลล L929 mouse fibroblast ที่มีชีวิตสัมพัทธ เมื่อทดสอบ
ดวยโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน Type A ที่อัตราสวนตางๆ กัน 
โดยจํานวนเซลลที่เพาะในโครงเลี้ยงเซลลเทากับ 20,000 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล (สัญลักษณ * และ # 
แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล G100 
และโครงเลี้ยงเซลล K100 ตามลําดับ) 
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รูปท่ี 4.20 กราฟแสดงรอยละของปริมาณเซลล L929 mouse fibroblast ที่มีชีวิตสัมพัทธ เมื่อทดสอบ
ดวยโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาติน Type A 
ที่อัตราสวนตางๆ กัน โดยจํานวนเซลลที่ใสในโครงเลี้ยงเซลลเทากับ 20,000 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล 
(สัญลักษณ * และ # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เปรียบเทียบกับ
โครงเล้ียงเซลลเจลาติน (G100) และโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (K100) ตามลําดับ) 
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การทดสอบเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast ดวยโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินและ
โครงเล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาติน type A แสดงดังรูปที่ 4.20 เมื่อเวลาผานไป 5 ช่ัวโมง
หลังจากการเพาะเซลลพบวา โครงเล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน (s-K100) เซลลสามารถยึดเกาะไดดี
ที่สุด และเมื่อเพิ่มอัตราสวนของเจลาตินการยึดเกาะของเซลลมีคาลดลง เชนเดียวกับโครงเลี้ยงเซลล
เคราตินผสมเจลาติน ที่เวลา 24 ช่ัวโมง รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มมากขึ้น โดย
โครงเล้ียงเซลล s-K100 รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงที่สุด ที่เวลา 72 ช่ัวโมง โครง
เล้ียงเซลล s-KG82 มีอัตราการรอดชีวิตของเซลลสูงที่สุด โดยขอมูลมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
เมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล s-K100 และโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) โครงเล้ียงเซลล
ชนิดอื่นๆ มีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มขึ้นจากที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง ที่เวลา 96 
ช่ัวโมง พบวาโครงเลี้ยงเซลลทุกชนิดมีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มมากขึ้น และ
โครงเลี้ยงเซลล s-KG82 มีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงที่สุด โดยมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน เมื่อเปรียบเทียบรอยละของปริมาณเซลล
ที่มีชีวิตสัมพัทธระหวางโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน พบวามี
แนวโนมสวนทางกัน โครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มขึ้น
อยางรวดเร็วภายในเวลา 24 ช่ัวโมง แตมีคาลดลงที่เวลา 72 และ 96 ช่ัวโมง ในขณะที่โครงเลี้ยง
เซลล G100 และโครงเลี้ยงเซลล s-KG ที่อัตราสวนตางๆ คารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิต
สัมพัทธเพิ่มขึ้นอยางชาๆ และมีคาสูงสุดที่ 96 ช่ัวโมง โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีคารอยละ
ของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มมากขึ้นเมื่อระยะเวลาผานไป อาจเนื่องจากโครงสรางของเอส-
ซัลโฟเคราตินที่มีความแข็งแรงมากกวาเคราติน เมื่อพิจารณารูปที่ 4.22 เมื่อเวลาผานไปหลังจากการ
ทดสอบเลี้ยงเซลลพบวาลักษณะโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินยังคงเหมือนเดิม ไมเห็นลักษณะ
เปอยยุยของโครงเลี้ยงเซลล เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Katoh, K. และคณะ ในป ค.ศ. 2004 ซ่ึง
เล้ียงเซลล L929 บนแผนฟลมเอส-ซัลโฟเคราติน ซ่ึงรอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธที่เวลา 
96 ช่ัวโมงเพิ่มขึ้นเปน 6.7 เทา สําหรับงานวิจัยนี้รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มขึ้น 2.6 
เทา แตเนื่องจากงานวิจัยของ Katoh ใชปริมาณเคราตินสูงถึง 10% wt  ในขณะที่งานวิจัยนี้ใชเครา
ตินนอยกวาประมาณ 10 เทา  (0.8% wt) แตเปนโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีรูปรางเปนสามมิติ ทําใหมี
พื้นที่ใหเซลลสามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตไดมากกวาโครงเลี้ยงเซลลแบบฟลม [Katoh, K. และ
คณะ 2004] 
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รูปท่ี 4.21 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลเคราติน เมื่อ
ทดสอบการเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast ที่ระยะเวลาตางๆ ที่กําลังขยาย 500 เทา 

 

 

5 h 24 h   72 h 96 h 

โครงเล้ียงเซลลเคราติน 

โครงเล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 

รูปท่ี 4.22 ภาพถายโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (K100) และเอส-ซัลโฟเคราติน (s-K100) หลังจาก
ทดสอบการเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast ที่ระยะเวลาตาง ๆ (เสนผาศูนยกลางของหลุมเทากับ 
1.7 มิลลิเมตร) 
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ตารางที่ 4.4 แสดงปริมาณเซลลที่มีชีวิตสูงสุดที่เวลา 96 ช่ัวโมงและเวลาที่เซลลมีปริมาณ
เพิ่มขึ้นเปนสองเทา (Doubling time: tD) ในโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินเมื่อผสม
เจลาตินที่อัตราสวนตาง ๆ โครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีปริมาณเซลลที่มีชีวิตนอยกวาโครงเลี้ยงเซลล
เอส-ซัลโฟเคราติน โดยโครงเลี้ยงเซลลที่มีเคราตินเปนองคประกอบมีปริมาณเซลลที่มีชีวิตประมาณ 
16,000-40,000 เซลล โครงเลี้ยงเซลล KG55 มีปริมาณที่มีชีวิตเซลลต่ําที่สุด (16,688 เซลล) และ
โครงเลี้ยงเซลล KG82 มีปริมาณเซลลที่มีชีวิตสูงสูด (41,188 เซลล) โครงเลี้ยงเซลลที่มีเอส-ซัลโฟ
เคราตินเปนองคประกอบมีปริมาณเซลลที่มีชีวิตประมาณ 52,000-64,000 เซลล โครงเลี้ยงเซลล s-
K100 มีปริมาณเซลลที่มีชีวิตต่ําที่สุด (52,563 เซลล) โครงเลี้ยงเซลล s-KG82 มีปริมาณเซลลที่มีชีวิต
สูงสุด (64,000 เซลล) โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) มีปริมาณเซลลที่มีชีวิตเทากับ 61,430 เซลล
ซ่ึงมากกวาโครงเลี้ยงเซลล KG82 แตนอยกวาโครงเลี้ยงเซลล s-KG82 เมื่อพิจารณาคา doubling 
time พบวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีเคราตินเปนองคประกอบมีคา doubling time ส้ันกวาโครงเลี้ยงเซลลที่
มีเอส-ซัลโฟเคราตินเปนองคประกอบและโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน เซลลในโครงเลี้ยงเซลลที่มีเครา
ตินเปนองคประกอบใชเวลาในการเพิ่มปริมาณเซลลเปนสองเทานอยกวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีเอส-
ซัลโฟเคราตินเปนองคประกอบและโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน โครงเล้ียงเซลล KG55 ปริมาณเซลล
เพิ่มขึ้นเล็กนอยเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นและเริ่มลดลงที่เวลา 72 และ 96 ช่ัวโมง ไมสามารถพิจารณาคา 
doubling time ได รายละเอียดแสดงดังตารางที่ 4.4  
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ตารางที่ 4.4 แสดงปริมาณเซลล L929 mouse fibroblast ที่มีชีวิตที่เวลา 96 ช่ัวโมงและคา Doubling 
time ในโครงเลี้ยงเซลลชนิดตาง ๆ 

 
ชนิดโครงเลี้ยงเซลล ปริมาณเซลลสูงสุด Doubling time (ชั่วโมง) 
        K100            39,688   23.9 
        KG91            38,438   18.0 
       KG82            41,188   12.1 
       KG73            26,250   17.8 
       KG64            22,875   24.0 
       KG55            16,688   - 
      s-K100            52,563   73.0 
      s-KG91            56,246   48.0 
      s-KG82            64,000   40.0 
     s-KG73            59,800   48.7 
     s-KG64           58,500   46.1 
     s-KG55           59,483   41.1 
     G100           61,438   48.1 

 

นอกจากการนําโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน type A 
ทดสอบเลี้ยงเซลลดวยเซลล L929 mouse fibroblast แลว ยังนําโครงเลี้ยงเซลลเหลานั้นไปทดสอบ
การเลี้ยงเซลล mesenchymal stem cells (MSC) ซ่ีงถือเปนงานวิจัยแรกที่ใชเคราตินที่สกัดจากเสน
ผมในการเลี้ยง mesenchymal stem cells โดย MSC เปนเซลลตนกําเนิดที่แยกออกมาจากไขกระดูก
ของ Wistar rat เพศผู อายุ 3 สัปดาห (รูปที่ 4.23) พบวาที่เวลา 5 ช่ัวโมงหลังจากการเพาะเซลลลงใน
โครงเลี้ยงเซลล เซลลสามารถยึดเกาะโครงเลี้ยงเซลลเคราตินไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน 
เนื่องจากเคราตินประกอบดวยหมู –SH และลําดับกรดอะมิโน RGD-peptide และ LDV (-Leu-Gly-
Val-)  [Yamauchi, K. และคณะ, 2003]  เปนหมูที่ชวยให MSC สามารถยึดเกาะไดดี [Curran, J.M., 
และคณะ, 2006] อัตราสวนของเจลาตินมีผลตอความสามารถในการยึดเกาะของเซลล เมื่อ
อัตราสวนของเจลาตินตอเคราตินมากขึ้น รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธลดลงอยางมี
นัยสําคัญ ที่เวลา 24 ช่ัวโมง พบวารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธมากขึ้น โดยโครงเลี้ยง
เซลลเคราตินมีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงที่สุด และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสม
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เจลาตินที่อัตราสวน 50/50 wt/wt (KG55) มีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธต่ําที่สุด ที่
เวลา 72 ช่ัวโมง โครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวน 90/10 wt/wt (KG91) มีคารอยละ
ของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงที่สุด แตที่เวลา 96 ช่ัวโมง โครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน
ที่อัตราสวน 70/30 wt/wt (KG73) มีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงสุด โดยมี
คาประมาณ 150% ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินมีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธ
คอนขางคงที่ตั้งแตที่เวลา 24 ช่ัวโมง  
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Keratin/gelatin 

รูปท่ี 4.23 กราฟแสดงรอยละของปริมาณเซลล Bone marrow derived mesenchymal stem cells ที่มี
ชีวิตสัมพัทธ เมื่อทดสอบดวยโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน Type 
A ที่อัตราสวนตางๆ กัน โดยจํานวนเซลลที่ใสในโครงเลี้ยงเซลลเทากับ 20,000 เซลล/โครงเลี้ยง
เซลล (สัญลักษณ * และ # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) และโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (K100) ตามลําดับ)  
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 พิจารณาปริมาณเซลลที่มีชีวิตสูงสุดที่เวลา 96 ช่ัวโมง (ตารางที่ 4.5) โครงเลี้ยงเซลลเจ
ลาตินมีปริมาณเซลลที่มีชีวิตต่ําที่สุดเทากับ 13,200 เซลล โครงเลี้ยงเซลล KG73 มีปริมาณเซลลที่มี
ชีวิตสูงที่สุดเทากับ 30,800 เซลล โดยมีคา doubling time เทากับ 89.9 ชั่วโมง  

ตารางที่ 4.5 แสดงปริมาณเซลล Mesenchymal stem cell (MSC) ที่มีชีวิตที่เวลา 96 ช่ัวโมงและคา 
Doubling time ในโครงเลี้ยงเซลลชนิดตาง ๆ 

 
ชนิดโครงเลี้ยงเซลล ปริมาณเซลลท่ีมีชีวิตสูงสดุ 

K100 25,200 
KG91 29,938 
KG82 18,620 
KG73 30,800 
KG64 25,688 
KG55 15,750 
G100 13,200 

เคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินสงผลตอการยึดเกาะของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล คือชวย
เหนี่ยวนําใหเซลลสามารถยึดเกาะไดอยางรวดเร็ว และเซลลสามารถเพิ่มจํานวนบนโครงเลี้ยงเซลล
เคราตินไดรวดเร็วกวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตระหวาง
เซลล L929 mouse fibroblast และเซลล mesenchymal stem cell (MSC) พบวาเซลล L929 และ 
MSC สามารถยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ ไดใกลเคียงกัน แตเซลล L929 สามารถ
เจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ ไดดีกวาเซลล MSC อาจเนื่องจากเซลล MSC เปนเซลล
ตนกําเนิดซ่ึงสามารถเปลี่ยนแปลงเปนเซลลชนิดตาง ๆ ได เมื่อเซลลมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางเปน
เซลลชนิดอื่นๆ สงผลใหเซลลมีการเพิ่มจํานวนอยางชา ๆ  
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4.5.2 การเขากันไดกับเซลลภายในรางกาย (In vivo biocompatibility) 

           การทดสอบความเขากันไดกับเซลลภายในรางกาย โดยนําโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) 
และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวน 80/20 (KG82) และ 50/50 wt/wt (KG55) 
เนื่องจากเมื่อทดสอบผลการเขากันไดกับเซลลภายในสภาวะเลียนแบบรางกาย KG82 มีผลการ
ทดสอบดีที่สุดแตสมบัติเชิงกลของ KG82 ยังไมดีเทาที่ควร ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจเลือก KG55 
อีกตัวอยางซึ่งมีสมบัติเชิงกลดีที่สุด โดยผานการฆาเชื้อดวยเอธานอลและลางดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 จากนั้นฝงใตแผนหลังของ Wistar rat เพศเมีย อายุ 5 สัปดาห ดังรูปที่ 4.24 
 
 

 

โครงเลี้ยงเซลล 

รูปท่ี 4.24 แสดงการฝงโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ ใตแผนหลังของ Wistar rat 

ลักษณะโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ  เมื่อฝงบริเวณใตแผนหลังของหนูที่เวลา 1, 2 และ 4 
สัปดาห  ไดผลดังรูปที่ 4.25 พิจารณาที่เวลา 1 สัปดาห โครงเลี้ยงเซลลทุกชนิดกอใหเกิดการอักเสบ
ที่ผิวหนังของหนู สังเกตจากผิวหนังของหนูมีสีแดงและมีลักษณะบวมเกิดขึ้นบริเวณโครงเลีย้งเซลล 
โดยเฉพาะโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินเกิดอาการบวมแดงและการสรางพังผืดหุมโครงเลี้ยงเซลล
มากกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน(KG82 และ KG55) พังผืดที่เกิดที่โครงเล้ียงเซลลเจลาตินซ่ึงเปน
ปฏิกิริยาตอตานสิ่งแปลกปลอมของรางกายโดยธรรมชาติ เนื้อเยื่อพังผืดที่หุมรอบโครงเลี้ยงเซลลนี้
อาจทําใหเกิดการจํากัดในการถายเทมวลสารเขาสูโครงเล้ียงเซลล ทําใหเซลลภายในโครงเลี้ยงเซลล
ไดรับอาหารและปจจัยตางๆ ที่จําเปนตอการเจริญเติบโตและเคลื่อนที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลนอยลง 
และที่เวลา 2 สัปดาห ผิวหนังของหนูอาการอักเสบลดลง และเร่ิมมีเสนเลือดมาเลี้ยงบริเวณโครง
เล้ียงเซลล KG82 และ KG55 มีเสนเลือดแดงขนาดใหญเขามาหลอเล้ียง ในขณะที่โครงเล้ียงเซลล 
G100 พบเสนเลือดนอยกวาและมีขนาดเล็กลงและยังพบพังผืดบางหุมโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินอยู 
เมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลล KG55 พบพังผืดสีขาวอยูรอบโครงเลี้ยงเซลลบางแตสามารถลอกออก
ได และที่เวลา 4 สัปดาห พบพังผืดสีขาวอยูรอบโครงเลี้ยงเซลล KG82 และ KG55  เมื่อพิจารณาการ
ยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลล เมื่อระยะเวลาผานไปโครงเลี้ยงเซลลเกิดการยอยสลายมากขึ้น ขนาด
ของโครงเลี้ยงเซลลเล็กลง โดยที่ระยะเวลา 4 สัปดาห โครงเล้ียงเซลลเจลาตินยอยสลายหมดไป 
ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล KG82 และ KG55 ยังคงเหลือช้ินโครงเลี้ยงเซลลอยูเล็กนอย จะเห็นวา
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โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินจะมีคา Compressive modulus มากกวาโครงเลี้ยงเซลลชนิดอื่นๆ  แตอัตรา
การยอยสลายภายในรางกายสูงกวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีเคราตินเปนองคประกอบ 

เมื่อทําการตรวจสอบเนื้อเยื่อโดยใชเทคนิคการยอมสีแบบ H&E ในสัปดาหที่ 1-4 โครง
เล้ียงเซลลทุกชนิดพบเซลล macrophage ซ่ึงสังเกตจากเซลลกลมขนาดใหญที่มีนิวเคลียสหลาย
นิวเคลียสหลายนิวเคลียส (multinucleated cell) ยอมติดสีน้ําเงินซึ่งมีหนาที่ทําลายสิ่งแปลกปลอมถือ
เปนภาวะปกติเมื่อมีส่ิงแปลกปลอมเขาสูรางกาย  เซลลชนิดนี้จะเขามาในโครงเลี้ยงเซลลในชวงแรก
และเมื่อทําลายสิ่งแปลกปลอมหมดจะไมพบเซลลชนิดนี้อีก แตในสัปดาหที่ 4 ยังคงพบเซลลนี้ใน
โครงเลี้ยงเซลล KG82 และ KG55 ซ่ึงอาจแสดงถึงอาการติดเชื้อเร้ือรังเนื่องจากผานการฆาเชื้อท่ีไม
เพียงพอ ในโครงเลี้ยงเซลล KG55 พบลักษณะคลายเลือดซึ่งอาจเกิดจาก 2 สาเหตุคือ เกิดจาก
ขั้นตอนการฝงชิ้นงานในสัตวทดลอง เกิดบาดแผลภายในตัวสัตวทดลองทําใหเลือดออกและพบ
เซลล Hemo-Siderin-Laden ซ่ึงมีหนาที่เก็บกินเม็ดเลือดที่ออกมาบริเวณปลูกถาย หรืออาจเกิดจาก
สารเคมีที่อยูในโครงเลี้ยงเซลลทําใหเสนเลือดในตัวสัตวทดลองแตกออกหรือมีการตกเลือดเกิดขึ้น 
เมื่อพิจารณาการเคลื่อนที่ของเซลลเขาสูโครงเลี้ยงเซลล ที่สัปดาหที่ 1โครงเลี้ยงเซลล KG82 (รูปที่ 
4.31, 4.40-4.42) เซลลสามารถเขามาภายในโครงเลี้ยงเซลลไดอยางทั่วถึง มีเสนเลือดงอกใหมเพื่อ
หลอเล้ียงโครงเลี้ยงเซลลและมีการสรางเสนใยคอลลาเจนขึ้นมาใหม ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล 
G100 ในสัปดาหแรก ( รูปที่ 4.26, 4.34-4.36) เซลลสามารถเขามาถึงดานในของโครงเลี้ยงเซลล
เพียงเล็กนอยและพบการสรางเสนใยคอลลาเจนขึ้นมาใหมเพียงเล็กนอยแตยังคงมีเสนเลือดเขามา
หลอเล้ียงโครงเลี้ยงเซลล และโครงเลี้ยงเซลล KG55 (รูปที่ 4.28, 4.37-4.39)เซลลสามารถเขามา
ภายในโครงเลี้ยงเซลลไดอยางทั่วถึงเชนเดียวกับโครงเลี้ยงเซลล KG82 มีการสรางเสนใยคอลลาเจน
ขึ้นมาใหมเล็กนอยแตไมพบเสนเลือด ที่เวลา 2 สัปดาห โครงเล้ียงเซลลมีการสรางเสนใยคอลลาเจน
เพิ่มมากขึ้นทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลลและมีเสนเลือดเล็กๆ เกิดขึ้นใหมเพิ่มมากขึ้น โครงเลี้ยงเซลล 
G100 มีการสรางเสนใยคอลลาเจนขึ้นใหมเชนเดียวกันแตนอยกวาโครงเลี้ยงเซลล KG82   และ
โครงเล้ียงเซลล KG55 ไมพบเสนเลือดที่เขามาหลอเล้ียงหรือเกิดขึ้นใหมแตมีการสรางเสนใยคอลลา
เจนขึ้นมาใหม ที่เวลา 4 สัปดาหโครงเล้ียงเซลล G100 เกิดการยอยสลายหมด โครงเลี้ยงเซลล KG82 
มีการสรางเสนใยคอลลาเจนเพิ่มขึ้นอีกและสวนของโครงเลี้ยงเซลลเร่ิมนอยลง (สีชมพูเขม) 
เนื่องจากเกิดการยอยสลาย พิจารณาโครงเลี้ยงเซลล KG55 เหลือสวนที่เปนโครงเลี้ยงเซลลนอยกวา 
KG82 แสดงวา KG55 ยอยสลายเร็วกวา KG82 และพบเสนใยคอลลาเจนใหมซ่ึงมีสีชมพูบริเวณ
ดานนอก จากการการตรวจสอบเนื้อเยื่อนี้แสดงใหเห็นวา โครงเลี้ยงเซลล KG82 มีสมบัติการเขากัน
ไดกับเซลลภายในรางกายไดดีที่สุด มีการสรางเสนใยคอลลาเจนขึ้นมาใหมอยางรวดเร็วและมีอัตรา
การยอยสลายชากวาโครงเลี้ยงเซลลอ่ืนๆ รูปภาพโครงเลี้ยงเซลลแสดงดังรูปที่ 4.26-4.42  

  



 83 

 
4 สัปดาห 1 สัปดาห 2 สัปดาห  

 

                                         

ยอยสลายหมด G100 

 

                                            

KG82 

 

                                             

KG55 

 
 
รูปท่ี 4.25 ภาพถายโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน type A 
ที่อัตราสวน 80/20 (KG82) และ 50/50 wt/wt (KG55) หลังจากฝงใตแผนหลัง Wistar rat อายุ 5 
สัปดาห ที่ระยะเวลา 1, 2 และ 4 สัปดาห 
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G100-1W 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.26 โครงเล้ียงเซลลเจลาติน (G100) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 1 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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G100-2W 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 4.27 โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 2 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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รูปท่ี 4.28 โครงเล้ียงเซลลเคราติน (KG55) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 1 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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KG55-2W 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.29 โครงเล้ียงเซลลเคราติน (KG55) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 2 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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KG55-4W 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.30 โครงเล้ียงเซลลเคราติน (KG55) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 4  
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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KG82-1W 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.31 โครงเล้ียงเซลลเคราติน (KG82) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 1 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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KG82-2W 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.32 โครงเล้ียงเซลลเคราติน (KG82) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 2 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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4.6 การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลภายในรางกาย (in vivo biodegradability) 

  พิจารณา คาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลกอนนําไปทดสอบการยอยสลายทาง
ชีวภาพภายในรางกายสัตวทดลอง แสดงดังรูปที่ 4.43 โดยวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตวัท่ีเปลีย่นไป
ดวยเครื่อง Themalgravimetric Analysis (TGA)  
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รูปท่ี 4.43 กราฟแสดงการวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตัวดวยเครื่อง TGA ของโครงเลี้ยงเซลลเครา
ติน (K100), เจลาติน (G100), เคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวน 80/20wt/wt (KG82) และอัตราสวน 
50/50wt/wt (KG55) 0.8% total solid weight กอนการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ 

 จากผลการวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลชนิดตาง ๆ โดยคิดจากวิธี on 
set (ภาคผนวก ช) พบวา โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินมีคาอุณหภูมิการสลายตัวสูงที่สุด คือ 260 0C และ
โครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีคาอุณหภูมิการสลายตัวเทากับ 240 0C และเมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาติน คา
อุณหภูมิในการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลมีคาเพิ่มขึ้น อุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล
เคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวน 80/20wt/wt (KG82)) เทากับ 242 0C ซ่ึงใกลเคียงกับโครงเลี้ยง
เซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลล KG55 มีคาอุณหภูมิการสลายตัวเทากับ 2500C ซ่ึงมีคาอยูระหวาง
โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและ KG82  ดังตารางที่ 4.6 จากผลคาอุณหภูมิการสลายตัวแสดงใหเห็นวา
โครงเล้ียงเซลลเจลาตินมีเสถียรภาพทางความรอนมากกวาโครงเลี้ยงเซลล KG55, KG82 และ K100 
ตามลําดับ อาจเนื่องจากน้ําหนักโมเลกุลของเจลาตินมากกวาเคราติน แมเคราตินมีพันธะไดซัลไฟด
ซ่ึงควรมีเสถียรภาพทางความรอนสูงกวาเจลาติน จากงานวิจัยของ Ionashiro, E.Y. และคณะ พบวา



 102 
คาอุณหภูมิการสลายตัวของเคราตินจากเสนผมมนุษยมีคาเทากับ 230 องศาเซลเซียส [Ionashiro, 
E.Y. และคณะ, 2004] งานวิจัยนี้คาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีคาสูงกวา
เนื่องจากผานกระบวนการเชื่อมโยงพันธะดวยความรอน (240 องศาเซลเซียส, ตารางที่ 4.6) 

ตารางที่ 4.6 แสดงคาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ กอนการทดสอบการยอย
สลายทางชีวภาพ  

 
การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลภายในรางกาย (in vivo biodegradability) โดย

พิจารณาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลดวยเครื่อง TGA หลังจากนําโครงเลี้ยงเซลล        
เจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน type A ที่อัตราสวนเคราตินตอเจลาตินเทากับ 
80/20 และ 50/50(wt/wt) 0.8% total solid weight ฝงใตผิวหนังบนหลังของ Wistar Rat เพศเมีย อายุ 
4-5 สัปดาห และวิเคราะหผลที่เวลา 1, 2 และ 4 สัปดาห คาอุณหภูมิการยอยสลายแสดงดังรูปที่ 
4.44-4.46 

ชนิดโครงเลี้ยงเซลล อุณหภูมิการสลายตัว (0C) 
K100 240 
KG82 242 
KG55 250 
G100 260 
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รูปท่ี 4.44 กราฟแสดงการวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตัวดวยเครื่อง TGA ของโครงเลี้ยงเซลลเจ
ลาติน (G100) 0.8% total solid weight หลังจากการยอยสลายภายในรางกายสัตวทดลองที่เวลาตางๆ 
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รูปท่ี 4.45 กราฟแสดงการวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตัวดวยเครื่อง TGA ของโครงเลี้ยงเซลลเครา
ตินผสมเจลาติน อัตราสวน 50/50wt/wt (KG55) 0.8% total solid weight หลังจากการยอยสลาย
ภายในรางกายสัตวทดลองที่เวลาตาง ๆ 



 104 

0

20

40

60

80

100

100 150 200 250 300 350 400 450 500
อุณหภูมิ (0C)

รอ
ยล

ะข
อง
น้ํา
หน

ักที่
เห
ลือ

 (%
) 1 สัปดาห

2 สัปดาห

4 สัปดาห

 

KG82 

รูปท่ี 4.46 กราฟแสดงการวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตัวดวยเครื่อง TGA ของโครงเลี้ยงเซลลเครา
ตินผสมเจลาติน อัตราสวน 80/20wt/wt (KG82) 0.8% total solid weight หลังจากการยอยสลาย
ภายในรางกายสัตวทดลองที่เวลาตาง ๆ 

 คาอุณหภูมกิารยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อนําไปฝงใตผิวหนังบนหลังหนู 
มีคาลดลงเมื่อระยะเวลาฝงโครงเลี้ยงเซลลในสัตวทดลองมากขึ้น คาอุณหภูมิการยอยสลายทาง
ชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลหลังจากฝงในสัตวทดลองแสดงดังตารางที่ 4.7 พิจารณาคาอุณหภูมิการ
สลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลกับผลการยอยสลายในรางกาย พบวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินซึ่งมีคา
อุณหภูมิการยอยสลายสูงที่สุดควรมีการยอยสลายในรางกายชา และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจ
ลาตินซึ่งมีคาอุณหภูมิการสลายตัวต่ํากวาควรยอยสลายไดเร็วกวา แตจากผลการยอยสลายในรางกาย 
(รูปที่ 4.25) โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินยอยสลายหมดเร็วที่สุด อาจเนื่องจากเอนไซมในรางกายมีความ
เฉพาะเจาะจงกับเจลาตินมากกวา 
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ตารางที่ 4.7 แสดงคาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลแตละชนิด หลังจากฝงโครงเลี้ยง
เซลลในสัตวทดลองที่ระยะเวลาตางๆ 

ระยะเวลาที่ฝงโครงเลี้ยงเซลล         อุณหภูมิการสลายตัว (0C) 
        ในสัตวทดลอง (สัปดาห)            G100                       KG55            KG82 

0 260 250 242 
1 258 250 242 
2 210 248 240 
4 - 225 220 

หมายเหตุ: สัญลักษณ – แสดงถึงโครงเลี้ยงเซลลเกิดการยอยสลายหมดไป 
 

 เมื่อพิจารณาคาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลทุกชนิดพบวา เสถียรภาพของโครง
เล้ียงเซลลตอความรอนลดลงเมื่อระยะเวลาที่ฝงโครงเลี้ยงเซลลในสัตวทดลองมากขึ้น คาอุณหภูมิ
การสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและเคราตินที่เวลา 0 สัปดาหมีคาใกลเคียงกันอาจเกิดจาก
การที่สารเปนโปรตีนธรรมชาติเชนเดียวกัน มีโครงสรางที่คลายคลึงกันและพันธะไดซัลไฟดใน
โมเลกุลเคราตินที่สกัดมีปริมาณนอย ทําใหการวิเคราะหปริมาณเนื้อสารที่เหลือดวยเครื่อง TGA 
ไมได จึงควรใชวิธีอ่ืนๆ เชน การทดสอบการยอยสลายในสภาวะเลียนแบบรางกายโดยใชเอนไซม
เคราติเนสแลวหาน้ําหนักที่หายไป 
 



บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 งานวิจัยนี้ศึกษาการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษย  โดยเปล่ียนแปลงชนิดและความเขมขน
ของสารเคมีที่ใชในการสกัด ไดแก urea, thiourea, 2-mercaptoethanol, sodium sulfiide, sodium 
metabisulfite และ SDS พบวาการสกัดดวย 5M urea, 3M thiourea, 0.5M sodium sulfide, 1.66M 2-
mercaptoethanol และ 0.26M SDS (วิธีที่ 11) ใหเปอรเซ็นตผลไดสูงสุดคือ 66% ผลของการ
เปลี่ยนแปลงระยะเวลาในการสกัดเมื่อใชเวลาในการสกัดมากขึ้น เปอรเซ็นตผลไดมีคามากขึ้น การ
สกัดโดยใชเวลา 72 ช่ัวโมงใหเปอรเซ็นตผลไดสูงสุดเทากับ 40% การเตรียมวัสดุโดยการบดเสนผม
ดวยเครื่อง Ball mill ทําใหไดเปอรเซ็นตผลไดสูงสุดเทากับ 76% เมื่อนําเคราตินที่สกัดไดแตละวิธี
ไปศึกษาลักษณะสมบัติดวยเทคนิครามานสเปกโตรสโกปพบวา เคราตินที่สกัดแตละวิธีแสดงการ
ส่ันของพันธะ S-S ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของเคราติน นอกจากนี้ การสกัดแตละวิธีสามารถสกดัเครา
ตินไดน้ําหนักโมเลกุลที่แตกตางกัน โดยพบแถบโปรตีนอยูในชวง 20-30 kDa และ 40-60 kDa ซ่ึง
แสดงถึงโครงสรางของเคราตินแบบแอลฟา ซ่ึงคลายโครงสรางเคราตินธรรมชาติในเสนผมมนุษย 
แตทุกวิธีการสกัดไดเคราตินที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําเปนสวนใหญ โดยสาร 2-mercaptoethanol มี
หนาที่ตัดพันธะไดซัลไฟด  
 เมื่อนําเคราตินที่สกัดไดจากเสนผมมนุษยดวยวิธีที่ 1 (เคราติน) และวิธีที่ 5 (เอส-ซัลโฟเครา
ติน) ผสมกับเจลาติน type A ที่อัตราสวนตาง ๆ และขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบฟองน้ําดวย
เทคนิคทําแหงเยือกแข็ง (freeze-drying) และทําการเชื่อมโยงพันธะดวยเทคนิค dehydrothermal 
treatment ที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวทดสอบสมบัติเชิงกลโดยวัดคา 
compressive modulus พบวาโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีคา compressive modulus สูงกวาโครงเลี้ยง
เซลลเอส-ซัลโฟเคราติน โดยเมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาตินในโครงเลี้ยงเซลลทําใหมีความแข็งแรงมาก
ขึ้น ผลการทดสอบสมบัติการเขากันไดกับเซลลในสภาวะเลียนแบบรางกาย (In vitro 
biocompatibility) โดยใชเซลล L929 mouse fibroblast พบวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมี
จํานวนเซลลเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ เมื่อระยะเวลามากขึ้น ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลเคราตินจํานวนเซลล
เร่ิมลดลงที่เวลา 72 ช่ัวโมง เนื่องจากโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลเปอยยุย ผลการทดสอบการเลี้ยง
เซลลที่ดีที่สุดคือโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวน 80/20 (KG82) เมื่อพิจารณาคา 
doubling time พบวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีเคราตินเปนองคประกอบมีคา doubling time ส้ันกวาโครง
เล้ียงเซลลที่มีเอส-ซัลโฟเคราตินเปนองคประกอบและโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน เมื่อนําโครงเลี้ยง
เซลลเจลาติน (ตัวควบคุม), โครงเลี้ยงเซลล KG82 ซ่ึงมีผลการเลี้ยงเซลลดีที่สุดและโครงเลี้ยงเซลล 
KG55 ซ่ึงมีสมบัติทางกลดีที่สุด ฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่เวลา 1, 2 และ 4  สัปดาหตรวจสอบ
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เนื้อเยื่อดวยเทคนิค H&E พบวาโครงเลี้ยงเซลล KG82 ใหผลดีที่สุด โดยมีการสรางเสนใยคอลลา
เจนขึ้นมาใหมทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลลอยางรวดเร็วตั้งแตสัปดาหแรกและมีเสนเลือดเกิดขึ้นใหมเพื่อ
หลอเล้ียงในโครงเลี้ยงเซลล โครงเลี้ยงเซลลเหลานี้ไมไดมีการเติม GAG (Glycosaminoglycan) ซึ่ง
จําเปนใน Extra Cellular Matrix (ECM) ซ่ึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติม 

5.2 ขอเสนอแนะและงานวิจัยตอไปในอนาคต 

 1. การสกัดเคราตินอาจสกัดโดยใชเวลาในการสกัดใหนอยลง เพื่อใหเคราตินที่สกัดไดมี
ขนาดโมเลกุลที่อยูในชวงที่ตองการและยังคงมีโครงสรางแบบเกลียวอัลฟาซึ่งเปนโครงสรางที่
สมบูรณ นอกจากนี้ควรนําเคราตินที่สกัดไดจากวิธีที่ใหเปอรเซ็นตผลไดสูงสุด (วิธีที่ 11) ขึ้นรูปเปน
โครงเล้ียงเซลลและนําไปทดสอบสมบัติตางๆ 

 2. ควรมีการแยกใช เคราตินที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทาๆ กัน เพื่อใหโครงเลี้ยงเซลลมีลักษณะ
เปนเนื้อเดียวกันมากขึ้น 

 3. การศึกษาลักษณะสมบัติของเคราตินที่สกัดได นอกจากการวิเคราะหดวยเทคนิครามานส
เปกโตรสโกปและ SDS-PAGE แลว อาจใชเครื่องวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนแตละชนิดในเครา
ตินที่สกัดไดหรือหาลําดับกรดอะมิโนเพื่อใหทราบวามี RGD-peptide เหลืออยูหรือไมถาสกัดได
น้ําหนักโมเลกุลขนาดตางๆ 

 4. นอกจากการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยแลว อาจเปลี่ยนวัสดุจากเสนผมเปนขนสัตว
ชนิดอื่น เชน ขนหนูทดลอง เพื่อลดปญหาในเรื่องเม็ดสีเสนผม แมวาเม็ดสีดูจะไมเปนปญหาตอ
สมบัติการเขากันไดทางชีวภาพ 

 5. ปรับปรุงสมบัติทางกลของโครงเลี้ยงเซลลโดยทําการเชื่อมโยงพันธะวิธีอ่ืนๆ เชน เติม
สารเชื่อมโยงพันธะ ไดแก EGDE (ethylene glycol diglycidyl ether) เปนตน 

 6. ปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลโดยการเติม GAG ซ่ึงจําเปนใน ECM หรืออาจจะเพิ่มเนื้อโครง
เล้ียงเซลลเพื่อลดความเร็วในการยอยสลายดวย 

 7. นําโครงเลี้ยงเซลลเคราตินไปทดสอบเลี้ยงเซลลอ่ืนๆ เชน เซลลประสาท และเซลล
กระดูก เปนตน เพื่อใหทราบศักยภาพของวัตถุดิบ 
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 ภาคผนวก ก 

  การวิเคราะหปริมาณโปรตนี 
 
 Lowry’s method เปนวิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีน หลักการวิเคราะหในหัวขอ 2.3.1 โดย
มีขั้นตอนดังตอไปนี ้
 
สารเคมีท่ีใช 

1. สารละลาย A: 0.5% (w/v) Copper(II) sulfate 
2. สารละลาย B: 2% (w/v) Sodium potassium tatrate 
3. สารละลาย C: 2% (w/v) Sodium carbonate 
4. สารละลาย D: 0.1 M Sodium hydroxide 
5. สารละลาย E: ผสมสารละลาย C 49 มิลลิลิตร, สารละลาย D 49 มิลลิลิตร, สารละลาย 

A 1 มิลลิลิตร และสารละลาย B 1 มิลลิลิตร ตามลําดับ 
6. สารละลาย F: เจือจาง Folin Ciocalteuas Reagent ดวยน้ํากล่ันในอัตราสวน 1:1 v/v 

 
วิธีการวิเคราะห 

1. เติมสารละลาย E 2.5 มิลลิลิตรลงในตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัและตั้งทิ้งไว 
10 นาที 

2. เติมสารละลาย F 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันตั้งทิ้งไว 30 นาที 
3. วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ทีค่วามยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 

(ที่มา: Lowry, O.H. และคณะ, 1951) 
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ตัวอยางกราฟมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนดวย 

Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  

 

การเตรียมสารเคมี 
1. 30% acrylamide, 0.8% bis-acrylamide :ละลาย acrylamide 29.2 กรัม และ bis-

acrylamide 0.8 กรัม ดวยน้ํากลั่นและปรับปริมาตรสารละลายเปน 100 มิลลิลิตรและ
กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4 

2. 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 : ละลาย Tris-HCl 18.17 กรัมในน้ํากลั่น ปรับ pH เปน 8.8 ดวย 
1M HCl และปรับปริมาตรสารละลาย เปน 100 มิลลิลิตร 

3. 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 : ละลาย Tris-HCl 6.06 กรัมในน้ํากลั่น ปรับ pH เปน 6.8 ดวย 
1M HCl และปรับปริมาตรสารละลายเปน 100 มิลลิลิตร 

4. 1% SDS : ละลาย SDS 1 กรัมในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
5. 10% ammonium persulfate : ละลาย ammonium persulfate 0.1 กรัมในน้ํากลั่น 1 

มิลลิลิตร (สารละลายนี้ควรเตรียมใหมทกุครั้ง) 
6. Tetramethyl ethylenediamine (TEMED) ซ่ึงเปนตัวเรงปฏิกิริยาการเกดิพอลีเมอรของ 

polyacrylamide gel ทําใหเจลแข็งตัว 
7. 5X Sample buffer : ผสม 1M Tris-HCl (pH 6.8) 0.6 มิลลิลิตร, 50% v/v glycerol 5 

มิลลิลิตร, 10% SDS 2 มิลลิลิตร, 2-mercaptoethanol 0.5 มิลลิลิตร, 1% bromophenol 
blue 1 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 0.9 มิลลิลิตร 

8. Electrophoresis buffer : ละลาย Tris-HCl 3.03 กรัม, glycine 14.40 กรัม, SDS 1.0 กรัม 
ในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร 

9. Staining Solution : ผสม Coomassie Brilliant Blue R 0.04 กรัม ใน 95% ethanol 27 
มิลลิลิตร, copper sulfate 0.5 กรัม ในน้ํากล่ัน 63 มิลลิลิตร, กรดอะซีติก 10 มิลลิลิตร
และกรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4 

10. First destaining solution : ละลาย copper sulfate 5 กรัมดวย 95% ethanol 120 
มิลลิลิตร, กรดอะซ ีติก 70 มลิลิลิตรและน้ํากลั่น 810 มลิลิลิตรและกรองดวยกระดาษ

กรอง Whatman เบอร 4 

11. Second destaining solution : เตรียมเชนเดียวกับ First destaining solution แต

ไมตองใส copper sulfate    
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ตารางการผสม polyacrylamide gel 
 

Stacking Gel (3% gel) Separating gel (15%gel) 
สารเคมี 

ปริมาตร (μl) 
30% acrylamide 500 5000 
1.5 M Tris-HCl pH 8.8 - 2500 
0.5 M Tris-HCl pH 6.8 1250 - 
1% SDS 500 1000 
น้ํากลั่น 2750 1500 
10% ammonium persulfate 25 50 
TEMED 5 5 
รวม (μl) 5000 10000 

 
ตัวการผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยเทคนิค SDS-PAGE 
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รูปตัวอยางการวิเคราะหน้ําหนกัเคราติน ก) เติมสาร 2-ME และ ข) ไมเติมสาร 2-ME  

ในสารละลายบัฟเฟอร (5X sample buffer) 
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ภาคผนวก ค 
การสกัด Mesenchymal Stem Cells (MSC) จากไขกระดูก 

 
วิธีสกัด 

1. สกัด MSC จากกระดูกตนขาหลังของ Wistar rat เพศผู อายุ 3 สัปดาห น้าํหนัก 30-40 
กรัม ทําใหหนเูสียชีวิตโดยการฉีดยาสลบ thiopental เกินขนาด (มากกวา 60 มก.ตอ
น้ําหนกัตัวหน ู1 กก.) 

2. โกนขนหนูใหเกลี้ยงและพน 70% ethanol ใหทั่วตวัหนูเพือ่ฆาเชื้อโรค 
3. ผาเอากระดูกตนขาหลังของหนูตั้งแตบริเวณสะโพก เลาะเศษเนื้อเยื่ออ่ืนออกใหสะอาด 
4.  ตัดที่ปลายทั้งสองขางของกระดูกจะพบชองไขกระดูก ใชเข็ม (26-gauge needle) ดูด

อาหารเลี้ยงเซลล  1 มิลลิลิตร (Dulbecco’s modified Eagle mimimal essential 
medium: DMEM ที่มี 15% FCS และ 50 U/ml penicillin streptomycin)ชะลางผานชอง
ไขกระดูกลงหลอดขนาดหนึ่งมิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว ทําซ้ําหลายครั้งจนกระทั่ง
กอนไขกระดูกหลุดออกหมด  

5. ทําสารแขวนลอยเซลลใหเปนเนื้อเดยีวกันโดยใชเข็มฉีดพนหลายๆ คร้ัง จากนั้นดูดใส
จานเลี้ยงเซลลที่ใสอาหารเลี้ยงเซลล 3 มิลลิลิตรไวเรียบรอยแลว 

6. ทําการเพาะเซลลในสภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
7. เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลในวนัที่ 4 หลังจากการเพาะเซลล เพื่อกําจดัเซลลเลือดที่ไม

เกาะจานเลี้ยงเซลล จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 3 วัน 
8. ในวนัที่ 7-10 หลังจากการเพาะเซลล สามารถทําการแบงเซลลได โดยใชสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร 100 mM (pH7.4) ที่ม ี0.25 wt% trypsin และ 0.02 wt% EDTA อบ
ไวที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที 

9. สําหรับการทดลองทดสอบความเขากันไดกับเซลลใชเซลลใน passageที่สอง   
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ภาคผนวก ง 
MTT assay หรือ (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay    

  
เปนเทคนิคที่ใชวิเคราะหจํานวนเซลลที่ยังมีชีวิตอยู หลักการคือ เซลลที่มีชีวิตอยูไมโตคอน

เดรียปลอยเอนไซมดีไฮโดรจีเนส ซ่ึงทําปฏิกิริยากับสาร MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide]  ซ่ึงมีสีเหลือง เกิดเปนผลึกฟอรมาซาน (Formarzan) สีน้ําเงินเขม 
จากนั้นทําการละลายผลึกสีน้ําเงินที่เกิดขึ้นดวย dimethylsulfoxide นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะห
ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยจํานวนเซลลที่มีชิวิตเปนสัดสวนโดยตรงกับผลึกฟอรมาซานที่
เกิดขึ้น [Tour, U. และคณะ, 1999] 

วิธีวิเคราะห 

1. ดูดอาหารเลี้ยงเซลลในจานเลี้ยงเซลลทิ้ง 

2. เติม 0.5%  3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT 
solution) 0.35 มิลลิลิตรตอโครงเลี้ยงเซลล อบในสภาวะ 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที โดยหอกระดาษฟลอยดเพื่อปองกันแสงรบกวนปฏิกิริยา 

3. ดูดสารละลาย MTT ทิ้ง และละลายผลึก formazan ซ่ึงมีสีน้ําเงินดวยสารละลายผสม
ระหวาง dimethylsulfoxide (DMSO) และ glycine ในอัตราสวน 9:1 v/v 1 มิลลิลิตรตอโครงเลี้ยง
เซลล 

4. วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก จ 
การตรวจสอบเนื้อเยื่อทาง Histology 

 
เทคนิคการยอมสี (staining) 

การยอมสีมีหลายวิธี เชน ยอมขณะเนื้อเยื่อยังมีชีวิตอยู หรือยอมหลังจากเนื้อเยื่อถูกทําใหคง
สภาพแลว อยางไรก็ตาม เนื้อเยื่อโดยทั่วไปไมปรากฏสีเดนชัดพอที่จะเห็นความแตกตางของ
สวนประกอบ จึงตองมีวิธีที่จะทําใหสวนประกอบเหลานั่นเดนชัดขึ้นมาเมื่อตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศน ดังนั้นจึงมีการเลือกสีที่เหมาะสม เพื่อใหเห็นลักษณะเดนของเนื้อเยื่อแตละชนิดและ
สามารถทราบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อแตละชนิด 

1. การยอมสีขณะมีชีวิต (vital staining) เปนการยอมสีสวนประกอบของเซลลที่ยังมี
ชีวิตอยูในรางกาย (in vitro staining) โดยฉีดสียอมเขาไปในอวัยวะ หรือทําโดย
การตัดชิ้นสวนเนื้อเยื่อสดแชในสารละลายสียอม (in vitro staining) การยอมสวีธีินี้
เปนการยอมสีเพื่อศึกษาเซลลออรแกเนลล เชน ไมโตคอนเดรีย หรือเพื่อศึกษา
กลไกการทํางานของเซลล 

2. การยอมสีเนื้อเยื่อที่ทําใหคงสภาพแลว 
1. การยอมสีโดยตรง (direct staining) คือ การยอมสีเนื้อเยื่อเพื่อใหเกิดเพียง

สีเดียว แตสวนประกอบของเนื้อเยื่อติดสีเขมหรือจากตางกัน 
2. การยอมสีทางออม (indirect staining) คือ การยอมสีโดยใชสารชวยติดสี 

เพื่อใหเห็นลักษณะเดนของสวนประกอบของเนื้อเยื่อ 
3. การยอมแบบกาวหนา เปนการยอมสีเนื้อเยื่อเรียงตามขั้นตอนที่กําหนดไว 

ไมมีการลางสีออกใหจางลง ควบคุมคุณภาพการยอมสีโดยการตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศน 

4. การยอมสีแบบถอยหลัง เปนเทคนิคที่เนื้อเยื่อถูกยอมจนมากเกินพอดีแลว
จึงลางสียอมออก ทําใหสีจางลง เพื่อใหเห็นสวนประกอบสวนใดสวนหนึ่งของเซลลหรือ
เนื้อเยื่อเดนกวาสวนอื่น 

สียอม 
1. ฮีมาทอกซิลิน (hematoxylin) ทําหนาที่เปนสียอมสําหรับเนื้อเยื่อที่มีประจุลบ  
2. อีโอซิน (eosin) เปนสียอมสําหรับเนื้อเยื่อที่มีประจุมาก ใชเปนสียอมทับเพื่อใหเห็น

สวนประกอบของเนื้อเยื่อชัดเจนขึ้น 
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3. ฮีมาทอกซิลิน-อีโอซิน (Harris’s hematoxylin-eosin) เปนสียอมที่นิยมใช สามารถใช
แสดงสวนประกอบของเนื้อเยื่อไดเกือบทุกชนิด ยกเวน เนื้อเยื่อที่มีไขมันมาก ใชยอม
เนื้อเยื่อเพื่อศึกษาความสัมพันธการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลเนื้อเยื่อและ
อวัยวะ 

ขั้นตอนการยอมสี ประกอบดวยข้ันตอนที่สําคัญ ดังนี้ 
 1. Deparaffinization เปนขั้นตอนละลาย wax medium ที่เคลือบเซลลและสวยอ่ืนของ
เนื้อเยื่อไวไมใหติดสีที่ใชยอม 

2. Hydration เปนการลางไซลีนออกจากเนื้อเยื่อดวยแอลกอฮอลและนําเนื้อเยื่อลงสูน้ําเพื่อ
การยอมสี 
 3.  Staining เปนการยอมสีช้ินเนื้อเยื่อ 
 4.  Dehydration ทําใหช้ินเนื้อเยื่อบนสไลดปราศจากน้ําที่เกิดจากสีที่ใชยอม 

5. Clearing เปนการทําใหช้ินเนื้อเยื่อบนสไลดใสขึ้น โดยใชไซลีนเปนตัวดึงแอลกอฮอลที่
ตกคางอยูที่ช้ินเนื้อเยื่อออกใหหมด 

6. Mounting เปนขั้นตอนการนําเอาแผนกระจกบางๆ ปดทับลงบนชิ้นเนื้อเยื่อสไลดโดยใช 
mounting medium ชวยยึดแผนใหติดกับสไลด ชวยใหการตรวจดวยกลองจุลทรรศนเห็นภาพได
ชัดเจนและเปนวิธีการเก็บรักษาสไลดเนื้อเยื่อไดนาน 
 ผลที่ไดจากการยอม คือ นิวเคลียสติดสีน้ําเงินของฮีมาทอกซิลิน และไซโตพลาสซึมติดสี
สมแดงของอีโอซิน ตัวอยางแสดงดังรูป 1  

 

 

 

เสนใยคอลลาเจน 

เสนเลือด 

รูปแสดงชิ้นเนือ้เมื่อผานการยอมสีแบบ H&E 
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ภาคผนวก ช 
เคร่ือง Thermalgravimetric Analysis (TGA) 

หลักการทํางาน 
 เครื่อง TGA วัดคาน้ําหนักที่เปลี่ยนแปลงไปตออุณหภูมิ ซ่ึงเกิดจากการสลายตัวของสาร ผล
การที่วิเคราะหที่ไดประกอบดวย คาน้ําหนักที่หายไปซึ่งเปนฟงกชันกับอุณหภูมิและอัตราการ
หายไปของน้ําหนักตออุณหภูมิ โดยผลการวิเคราะหแสดงใหเห็นถึงลักษณะเฉพาะของสาร การ
เปล่ียนแปลงของน้ําหนักเกิดจากการสลายตัวที่อุณหภูมิที่สูงขึ้น นอกจากนี้สามารถใชเครื่อง TGA 
วิเคราะหหาคาอุณหภูมิการสลายตัว (Td) ของตัวอยางได ดังรูป  

การเตรียมตัวอยาง 
 ควรอบตัวอยางที่นํามาวิเคราะหที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลาหนึ่งชั่วโมง เพื่อไล
ความชื้นที่มีอยูในตัวอยาง ไมใหการวิเคราะหคลาดเคลื่อน ตัวอยางที่นํามาวิเคราะหควรมีน้ําหนัก
ไมเกิน 10 มิลลิกรัม เพื่อลดผลกระทบจากความแตกตางของอุณหภูมิ 
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การหาคาอุณหภูมิการสลายตวัของโครงเลี้ยงเซลล 
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