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บทคัดย่อ 

 

เป้าหมายเริ่มต้นของงานวิจัยนี้คือการพัฒนาอนุภาคนาโนแคลเซียมฟอสเฟต (CaPNPs) คอนจูเกต

กับโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จ าเพาะกับ RANKL หรือที่เรียกว่า anti-RANKL เพื่อใช้เป็นพาหะในการน าส่ง 

anti-RANKL เพื่อยับยั้งการเจริญและพัฒนาการของเซลล์สลายกระดูก ขอบเขตของงานวิจัยถูกปรับให้แคบ

ลงเนื่องจากข้อจ ากัดของเวลาในการท าวิจัย งานวิจัยจึงมุ่งเน้นเพียงการสังเคราะห์ CaPNPs โดยใช้พอลิเมอร์

ที่มีหมู่คาร์บอกซิลเป็นสารท าให้เสถียร ได้แก่ คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC), พอลิแอคริลิกแอซิด (PAA) 

จากนั้นจึงน าอนุภาคที่เตรียมได้ไปคอนจูเกตกับโปรตีนจ าลองคือโบไวซีรัมแอลบูมิน (BSA) งานวิจัยนี้ใช้การ

ตกตะกอนร่วมในการสังเคราะห์ CaPNPs 3 ชนิด คือ CaPNPs-CMC, CaPNPs-PAA และ CaPNPs-citrate 

ซึ่งเป็นอนุภาคที่ท าให้เสถียรด้วย CMC, PAA และ ไอออนซิเตรท ตามล าดับ อนุภาคทุกชนิดมีลักษณะเป็น

สารแขวนลอยค่อนข้างขุ่นอยู่ได้ในช่วงเวลา 2-5 ช่ัวโมงก่อนตกตะกอน จากการวิเคราะห์ด้วยการกระเจิงแสง

แบบไดนามิกส์พบว่า CaPNPs-CMC (200 ± 7 นาโนเมตร) และ CaPNPs-PAA (345 ± 85 นาโนเมตร) มี

ขนาดเล็กกว่า CaPNPs-citrate (688 ± 370 นาโนเมตร). ค่าศักย์ซีต้าของ CaPNPs-CMC (-31.2 ± 0.6 มิลลิ

โวลต์) และ CaPNPs-PAA (-41.0 ± 0.8 มิลลิโวลต์) มีความเป็นลบมากกว่าของ CaPNPs-citrate (-15.4 ± 

0.7 มิลลิโวลต์) ท าให้อนุมานได้ว่าอนุภาค 2 ประเภทแรกมีเสถียรภาพมากกว่าประเภทหลงั การคอนจูเกตกบั 

BSA ท าให้อนุภาคเล็กลงยกเว้นในกรณีของ CaPNPs-CMC ค่าศักย์ซีต้ามีความเป็นลบลดลงหลังจากการคอน

จูเกตกับ BSA การวิเคราะห์ด้วยฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรสโกบีช่วยยืนยันการมีอยู่ของ CMC 

รอบอนุภาค CaPNPs-CMC และการเกิดพันธะเอไมด์ระหว่างหมู่คาร์บอกซิลของ CMC บนอนุภาค CaPNPs-

CMC กับหมู่แอมิโนของ BSA และจากการวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงให้

เห็นว่าอนุภาค CaPNPs-CMC ทั้งก่อนและหลังคอนจูเกตกับ BSA มีลักษณะเป็นทรงกลม และมีเส้นผ่าน

ศูนย์กลางเป็น 21.02±4.06 และ 30.54±6.84 นาโนเมตร ตามล าดับ 

 

ค าส าคัญ: อนุภาคนาโนแคลเซียมฟอสเฟต, สารชีวโมเลกลุ, การคอนจเูกตทางเคม ี
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Abstract 

An original goal of this research is to develop calcium phosphate nanoparticles 

(CaPNPs) conjugated with a monoclonal antibody specific to RANKL or anti-RANKL to be used 

as anti-RANKL carriers to inhibit Osteoclastogenesis. Due to the time limitation, a scope of 

this research was narrowed down. The research only focused on the synthesis of CaPNPs 

using carboxyl-containing polymers, namely carboxymethyl cellulose (CMC) and poly(acrylic 

acid) (PAA) as stabilizers. The synthesized CaPNPs were then conjugated with bovine serum 

albumin (BSA), a model protein. By using co-precipitation method, 3 types of CaPNPs were 

synthesized. CaPNPs-CMC, CaPNPs-PAA, and CaPNPs-citrate are the particles stabilized by 

CMC, PAA, and citrate, respectively. All particles remain as opaque suspension for up to 2-5 

h before precipitation. As determined by dynamic light scattering, CaPNPs-CMC (200 ± 7 nm), 

and CaPNPs-PAA (345 ± 85 nm) are much small than CaPNPs-citrate (688 ± 370 nm). The zeta 

potential values of CaPNPs-CMC (-31.2 ± 0.6 mV) and CaPNPs-PAA (-41.0 ± 0.8 mV) are much 

more negative than that of CaPNPs-citrate (-15.4 ± 0.7 mV) implying the first two are more 

stable than the latter. BSA conjugation caused the particles to be smaller in size, except 

CaPNPs-CMC. The zeta potential values became less negative as a result of BSA conjugation. 

Fourier transform-infrared spectroscopy can be used to confirm the presence of CMC 

surrounding CaPNPs-CMC and the amide bond formation between carboxyl groups of CMC 

on the CaPNPs-CMC and BSA. Scanning electron microscopic analysis verified that CaPNPs-

CMC both before and after BSA conjugation were spherical having a diameter of 21.02±4.06 

and 30.54±6.84 nm, respectively. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและมูลเหตุจูงใจ 

กระดูก (bone) เป็นอวัยวะโครงสร้างส าคัญของร่างกาย ท าหน้าที่เป็นที่ยึดเกาะของเอ็นและ

กล้ามเนื้อเพื่อท าใหร้่างกายสามารถเคลื่อนไหวได้ ป้องกันอวัยวะภายใน และท าหน้าที่ควบคุมสมดลุ

ของแร่ธาตุต่างๆ เช่น แคลเซียมและฟอสเฟต 1  กระดูกเป็นเนื้อเยื่อทีม่ีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา

ผ่านกระบวนการส าคัญ 2 กระบวนการทีเ่กิดข้ึนอย่างสมดลุคือ การสร้างกระดูก (bone formation) 

และการสลายกระดูก (bone resorption) กระบวนการนี้เกิดข้ึนเพื่อซอ่มแซมส่วนทีส่ึกหรอของ

กระดูก เกิดการผลัดเปลี่ยนให้เกิดกระดูกใหมท่ี่มีความแข็งแรง ความยืดหยุ่นอย่างสม ่าเสมอ  และยงั

เป็นการรกัษาสมดลุของแคลเซียมและฟอสฟอรสัในร่างกาย2 การสลายกระดูกเกิดข้ึนโดยเซลล์ออสติ

โอคลาสต์ (osteoclast) ส่วนการสร้างกระดูกใหม่เกิดข้ึนโดยเซลล์ออสติโอบลาสต์ (osteoblast)  

ตามปกติทัง้ 2 กระบวนการจะเกิดข้ึนอย่างสมดุลกัน แต่หากมีการสลายกระดูกมากกว่าการสร้าง

กระดูกซึ่งอาจเกิดจากการทีป่รมิาณแคลเซียมไม่เพียงพอตอ่กระบวนการสร้างหรอือาจเกิดจากความ

ผิดปกติของเซลล์กระดูกเองจะก่อให้เกิดความผิดปกติต่อกระดูก เช่น โรคกระดูกพรุน โรคปริทันต ์

เป็นต้น 2-3 

การเจรญิของเซลลส์ลายกระดกู (osteoclastogenesis) เริ่มต้นจากการกระตุ้นตัวรับ 

receptor activator of nuclear factor kappa-B (RANK) บนเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์สลายกระดูก

ด้วย RANK ligand (RANKL) ดังนั้นหากต้องการยบัยั้งการท างานของเซลล์สลายกระดูกสามารถท าได้

โดยยับยั้งการจบักันระหว่าง RANK กับ RANKL โดยใช้ RANKL inhibitor4 โดยการใช้ยาหรอื 

แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะกับ RANKL (anti-RANKL)  แต่เนื่องจากเซลล์สลายกระดูกมบีทบาท

ส าคัญในการควบคุมสมดลุของกระดกูทั่วร่างกาย2-4 ดังนั้นการใช้ยาหรือแอนตบิอดีที่ไมม่ี

ความจ าเพาะต่อบรเิวณที่ผิดปกติ อาจท าให้เกิดผลข้างเคียงต่อบรเิวณอื่นได้ 5 

อนุภาคระดับนาโนของแคลเซียมฟอสเฟต (calcium phosphate nanoparticles; 

CaPNPs ) ถูกน ามาใช้เป็นระบบน าส่งสารชีวโมเลกุลต่างๆ ทางการแพทย์อย่างแพร่หลาย เช่น ยา, ยีน

, โปรตีน และแอนติบอดี 6 เนื่องจากมสีมบัติเข้ากันได้กบัเนือ้เยื่อร่างกาย สามารถถูกย่อยสลายได้ทาง

ชีวภาพ  น าส่งจ าเพาะกบับริเวณของกระดูก (bone targeting) 5  อีกทั้งแคลเซียมและฟอสเฟตยัง

เป็นส่วนประกอบหลักในกระดูกและฟันจงึมสี่วนช่วยในการเจริญของเนือ้เยื่อกระดูก 3 

การตรงึสารชีวโมเลกลุบนอนุภาคแคลเซียมฟอสเฟตเพือ่ใช้เป็นพาหะน าส่ง (carrier) นั้น

สามารถท าได้ 2 วิธี คือการดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption) และการติดด้วยพันธะเคม ี

(chemical conjugation) การใช้แรงยึดเหนี่ยวทางกายภาพด้วยการดูดซับจะไม่แข็งแรงมากพอทีจ่ะ
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ยึดเหนี่ยวสารชีวโมเลกลุเมือ่เทียบกบัการใช้พันธะเคมี ส่งผลให้สารชีวโมเลกลุมีโอกาสหลุดออกจาก

พาหะน าสง่ก่อนไปถึงอวัยวะเป้าหมาย ดังนั้นการใช้พันธะเคมีในการตรึงสารชีวโมเลกุลจึงเป็น

ทางเลือกที่มีประสิทธิภาพมากกว่า 

ผู้วิจัยสนใจทีจ่ะน าสง่โมโนโคลนอลแอนติบอดีทีจ่ าเพาะกับ RANKLหรือ anti-RANKLด้วย 

CaPNPs ไปยังบรเิวณที่ต้องการยับยัง้การสร้างเซลล์สลายกระดูก โดยจะเช่ือมติด anti-RANKL เข้า

กับ CaPNPs ที่ถูกท าใหเ้สถียรด้วยสารให้ความเสถียร (stabilizer) ทีเ่ป็นพอลเิมอร์ทีม่ีหมู่คาร์บอกซลิ 

เช่น คาร์บอกซเีมทลิเซลลูโลส (carboxymethyl cellulose; CMC), พอลิแอครลิิกแอซิด 

(poly(acrylic acid); PAA) ด้วยพันธะเคม ี  ผ่านการท าปฏิกิริยาระหว่างหมู่คาร์บอกซลิของสารให้

ความเสถียรที่เคลอืบอยูบ่นผิว CaPNPs กบัหมู่แอมิโนของ anti-RANKL โดยใช้ 1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl) carbodiimide /N-hydroxysuccinimide; EDC/NHS) เป็นรีเอเจนต์คคู่

ควบ ดังแสดงในรูปท่ี 1.1 

 

 
 

รูปท่ี 1.1  แผนภาพแสดงการสงัเคราะห์ CaPNPs เช่ือมตดิด้วยพันธะทางเคมีกบั anti-RANKL โดย

ใช้ EDC/NHS เป็นรีเอเจนต์คู่ควบ 

 

1.2 ทฤษฎีท่ีเกี่ยวข้อง 

    1.2.1 ชีววิทยาพ้ืนฐานของกระดูกและกระบวนการปรบัแต่งกระดูก (Bone Remodeling) 3  

 กระดูกเป็นอวัยวะทีป่ระกอบด้วยเนื้อเยื่อกระดกู (osseous tissue) ที่มีความแข็งแรง       

แต่น ้าหนักเบา ซึ่งสามารถพฒันาไปเป็นกระดูกรูปแบบที่แตกต่างกันเพื่อใหส้อดคล้องกบัลักษณะการ

ท างานและหน้าที่ของกระดูกแต่ละส่วน กระดูกเป็นโครงสร้างค ้ายันจึงจ าเป็นต้องคงความแข็งแรง 

เพื่อใหส้ามารถรับแรงกด แรงดึง และน ้าหนกัของร่างกายได้ ในขบวนการทางสรรีะวิทยาของกระดูก           

จึงต้องมีกระบวนการปรับแต่งกระดกู (bone remodeling) โดยมีการสลายกระดูกเก่า (bone 

resorption) และมีการสร้างกระดูกใหม่ (bone formation) โดยขบวนการนีจ้ะเกิดข้ึนต่อเนื่องอย่าง

สมดุลตลอดชีวิตของมนุษย์  
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 การปรับแต่งกระดกูเป็นกระบวนการปกตทิี่เกิดข้ึนเพื่อซอ่มแซมกระดูกส่วนทีส่ึกหรอ ท าให้

เกิดการผลัดเปลี่ยนกระดูกใหม่ทีม่ีความแข็งแรง ทนทาน และมีความยืดหยุ่นอยู่เสมอ  นอกจากนี้ยัง

รักษาสมดลุของแคลเซียมและฟอสฟอรัสในร่างกายผ่านทางฮอร์โมนพาราไทรอยด์ วิตามินดี และ

ฮอร์โมนแคลซิโตนินอีกด้วย โดยการปรับแต่งกระดูกจะแบง่ออกเป็น 4 ระยะ คือ activation, 

resorption, reversal, formation 

 Activation เริ่มต้นที่หน่วยเล็กๆของกระดูกเรียกว่า Basic Multicellular Unit (BMU) โดย

ในเนื้อกระดูกปกติจะมีเซลล์ osteocyte แทรกอยู่โดยแต่ละเซลลจ์ะมรียางค์ (filopodia) ยื่นออกไป

รอบๆเป็นจ านวนมาก และเช่ือมตอ่กันระหว่างเซลลเ์ปน็ร่างแห โดยผ่านระบบท่อในกระดูก 

(canaliculi) ดงัรูปท่ี 1.2 ท าหน้าที่ตรวจจบัความผิดปกติ หากมีความเสียหายของกระดูกเกิดข้ึน 

(microdamage) จะท าใหร้ยางค์ของเซลล์ถูกตัดขาด osteocyte จะส่งสัญญาณโดยการสร้าง 

macrophage colony stimulating factor  (M-CSF) และ RANKL ซึง่จะไปกระตุ้น osteoclast 

precursor ใหพ้ัฒนาเป็น active osteoclast โดยมีลกัษณะเป็น multinucleated giant cell และ

มีขอบเซลล์เป็นคลื่น (ruffled border) เพื่อเพิม่พื้นทีผ่ิวในการย่อยสลายกระดูก ซึ่ง active 

osteoclast จะเกาะติดกบัเนือ้กระดูกโดยอาศัย αVβ3 integrin หลังจากนั้นจะเริ่มท าการย่อยสลาย

กระดูกโดยการหลัง่กรดเกลือ (HCl) กอ่ให้เกิด Resorption กล่าวคือการยอ่ยส่วนทีเ่ป็น

องค์ประกอบอนินทรีย์ (inorganic component) คือ calcium hydroxyapatite 

[Ca10(PO4)6(OH)2] และเอนไซม์ Cathepsin K ย่อยสว่นที่เป็นองค์ประกอบอินทรีย์ (organic 

components) คือคอลลาเจนและเมทริกซ์โปรตีนต่างๆ การสลายกระดูกนี้ใช้เวลาประมาณ 2 

สัปดาห์ หลังจากนั้น osteoclast จะตาย และมกีารหลัง่ BMPs (Bone Morphogenic Proteins) 

และไกลโคโปรตีนที่ท าหน้าที่ในการสง่สญัญาณระหว่างเซลล์ ที่กระตุ้นให้เกิดกระบวนการ Reversal 

กล่าวคือ osteoblast precursor เจริญไปเป็น active osteoblast ซึ่งจะท าหน้าที่สร้างกระดกูขึ้นมา

ใหม่โดยสร้างเป็น non-mineralized matrix (osteoid) ซึ่งก็คือกระบวนการ Formation ที่

ประกอบด้วย collagen type I และโปรตีนต่างๆก่อนแลว้จึงมีการสะสมแร่ธาตุ (mineralization) 

เช่น calcium hydroxyapatite ท าใหก้ระดกูมีความแข็งแรง ในระหว่างการสร้างกระดูก 

osteoblast บางส่วนจะเข้าไปแทรกในเนื้อกระดูกแล้วเปลีย่นเป็น osteocyte และสร้างเครือข่าย

เช่ือมกันระหว่างเซลลเ์ป็นร่างแหต่อไป  

กระบวนการสร้างกระดกูนี้ใช้เวลานานประมาณ 3-6 เดือน และการสะสมแร่ธาตุจะเพิ่มได้

มากที่สุดในช่วงระยะเวลาประมาณ 3 ปี จะเห็นได้ว่าหากมีสิง่ใดมารบกวนสมดุลในกระบวนการ

ปรับแตง่กระดูกนี้ เช่น กระตุ้นการท างานของ osteoclast หรือ ขัดขวางการท างานของ osteoblast 

หรือท าให้กระบวนการสะสมแร่ธาตุเกิดได้ไม่เตม็ที่ สง่ผลท าให้ความแข็งแรงของกระดกูลดลง และ

น าไปสู่โรคที่เกี่ยวข้องกับความผิดปกติของกระดูกเช่น โรคกระดูกพรุน เป็นต้น 
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รูปท่ี 1.2  กระบวนการปรบัแต่งกระดูกและการสง่สญัญาณต่างๆ 7 

 

    1.2.2 การเจริญและพัฒนาของเซลล์สลายกระดูก (osteoclastogenesis) 8-9 

การสลายกระดูกเริ่มด้วยการชักน า osteoclast precursors ให้เข้ามาในบรเิวณที่จะเกิด

การสลายกระดูก โดยหน้าที่นี้ถูกควบคุมโดย osteoclasts ซึง่พัฒนามาจาก hemopoieitc stem 

cells ชนิดเดียวกับที่จะพัฒนาไปเป็น monocyte และ macrophage โดยการกระตุ้นของ M-CSF 

ร่วมกับปัจจัยเฉพาะที่ ได้แก่ RANKL, 6 (interleukin 1 , interleukin 2), colony-stimulating 

factors (CSF-1), tumor necrosis factor-a (TNF-a), transforming growth factor b (TGF-b) 

และปจัจัยเกี่ยวข้องทัง้ระบบ เช่น ฮอร์โมนพาราไทรอยด์ วิตามินดี และฮอรโ์มนแคลซิโตนิน จะท าให้ 

hemopoietic stem cells เปลี่ยนแปลงไปเป็น osteoclast progenitor cells และต่อจากนี้จะ

พัฒนาไปเป็น preosteoclast, inactive osteoclast, และ active osteoclast ตามล าดบั 

osteoclast ทีพ่ัฒนาเตม็ที่แล้ว จะมีความสามารถในการยอ่ยสลายกระดูก  

กลไกหลักในการกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงของ osteoclast คือ RANK และ RANKL 

ซึ่งประกอบด้วยกระบวนการ osteoclast maturation หรอื osteoclastogenesis ที่ถูกควบคุมโดย

โปรตีนบนผิวของ osteoblast คือ RANKL หากมสีารนีจ้ านวนมากมาจบักับ osteoclast จะส่งผลให้

เกิด osteoclast ทีพ่ัฒนาเต็มที่ (matured osteoclast) มากขึ้น ในขณะเดียวกัน osteoblast กห็ลัง่ 

decoy receptor คือ osteoprotegerin (OPG) ที่จะมาจับกับ RANKL เพื่อป้องกันการเกิด

ปฏิสัมพันธ์กบั RANK ทีผ่ิวของ pre-osteoclast cells สง่ผลใหล้ดจ านวน osteoclast ที่พฒันาเตม็ที่ 

และลดการย่อยสลายกระดกู ตามล าดับ นอกจากนี้ยังมีปจ้จัยอื่นๆทีส่่งผลกระตุ้นต่อ 

osteoclastogenesis เช่น ภาวะฮอร์โมนพาราไทรอยด์เกนิ ภาวะขาดฮอร์โมนเพศ ภาวะที่มีไซโต
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ดายน์ที่เกี่ยวกับการอกัเสบ (inflammatory cytokines) เพิ่มข้ึน เช่น IL-1, TNF-a เป็นตัน 

กระบวนการ osteoblastogenesis ถูกควบคุมโดย bone morphogenetic protein (bmp), core-

binding factor a-1 (Cbfa-1), TGF-b และ insulin-like growth factor-1 (IGF-1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.3 การพัฒนาของเซลล์สลายกระดูก 10 

 

    1.2.3 โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อ RANKL 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody ; mAbs) เป็นโปรตีนที่น ามาประยุกต์ใช้

รักษาโรคได้ เนือ่งจากความสามารถในการออกฤทธ์ิจ าเพาะต่อต าแหน่ง ซึง่ในปจัจบุันมีการพัฒนายา

ในกลุ่ม mAbs มาใช้ในการรักษาโรคต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง, โรคข้ออักเสบรมูาตอยด์ โรคกระดูก      

เป็นต้น 11 กลไกการท างานของ mAbs ที่จ าเพาะต่อ RANKL จะเริ่มจากการที่ mAbs จับกับ RANKL 

ส่งผลให้เกิดการยบัยั้งการท างานของ osteoclast และท าให้ลดการสลายกระดูกในทีสุ่ด 8 เช่น การ

ออกฤทธ์ิของยา denosumab ซึง่เป็น mAbs ชนิดหนึ่งโดยควบคุมสมดลุระหว่างกระบวนการสร้าง

และสลายกระดูก ดังรูปท่ี 1.4 
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รูปท่ี 1.4 แผนภาพแสดงการท างานของ denosumab ในการควบคุมสมดุลระหว่างกระบวนการ

สร้างและสลายกระดกู 12  

 

  1.2.4 การน าส่งสารชีวโมเลกุลโดยใช้อนุภาคระดับนาโนของแคลเซียมฟอสเฟตเปน็พาหะน าส่ง  

ระบบน าส่งสารชีวโมเลกุลโดยใช้อนุภาคระดับนาโนได้รับความนิยมอย่างแพร่หลาย          

ในการประยุกต์ใช้ส าหรับการน าส่งแบบจ าเพาะกับเป้าหมาย ซึ่ง CaPNPs เป็นอนุภาคระดับนาโนที่

ได้รับความสนใจโดยเฉพาะการใช้งานรักษาโรคเกี่ยวกับกระดูก เนื่องจากสมบัติที่สามารถคงตัวอยู่ได้

ในสภาวะร่างกาย (pH 7.4) ความเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อร่างกาย สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ เป็น

ส่วนประกอบที่มีอยู่แล้วในร่างกายมนุษย์ และมีส่วนเหนี่ยวน าให้เกิดการสร้างกระดูกอีกด้วย6, 13 

1.2.4.1 การสังเคราะห์อนุภาคระดบันาโนของแคลเซยีมฟอสเฟตส าหรับเป็นพาหะน าส่ง 

 วิธีการสังเคราะห์ CaPNPs ที่ได้รับความนิยมคือ การตกตะกอนร่วม (co-precipitation) 

เนื่องจากสามารถทำได้ง่ายและรวดเร็ว โดยการนำสารละลายที่มี Ca2+ และ PO4
3- เช่น Ca(NH3)2 

และ (NH4)2PO4 เป็นต้น มาผสมกันภายใต้สภาวะที่เหมาะสม อีกปจัจัยที่ต้องคำนึงถึงเมือ่นำอนุภาคที่

เตรียมได้ไปใช้งานคือความเสถียรของอนุภาค เพื่อป้องกนัการรวมตัวกันของอนุภาคและเพิ่มความ

เสถียรให้กบัอนุภาค ซึ่งสามารถปรับเปลี่ยนได้ตามชนิดของสารทำให้เสถียรและตัวกลางที่อนุภาคจะ

ถูกนำไปใช้งาน สารทำใหเ้สถียรในตัวกลางที่เป็นน้ำ ได้แก่ polyethylene imine (PEI), 

carboxymethyl cellulose (CMC) และ polyethylene glycol (PEG) 14 เป็นต้น  นอกจากนี้ยัง

สามารถทำการดัดแปรพื้นผิวของอนุภาคให้มีความจำเพาะต่อตำแหน่งที่ต้องการนำส่งได้โดยการ

เช่ือมติดกับสารนำส่งจำเพาะ (targeting agent) ผ่านการทำปฏิกริิยาเคมีระหว่างหมู่ฟังก์ชันบน

พื้นผิวอนุภาคกับสารดังกล่าว14 ดังรูปท่ี 1.5 
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รูปท่ี 1.5 ลักษณะทั่วไปของ CaPNPs ส าหรับการใช้เป็นพาหะน าสง่ 
6   
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1.2.4.2 การเชื่อมต่อของสารชีวโมเลกุลกับอนุภาคระดับนาโนของแคลเซียมฟอสเฟต 

 การเชื่อมต่อสารชีวโมเลกุลบนอนุภาค CaPNPs เพื่อใช้เป็นพาหะน าส่งนั้น สามารถท าได้      

2 วิธี คือการดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption) และการติดด้วยพันธะเคมี (chemical 

conjugation) 13  

 การดูดซับทางกายภาพเป็นการยึดเหนี่ยวระหว่างสารชีวโมเลกุลกับพื้นผิวของ CaPNPs 

ด้วยพันธะที ่ไม ่ใช่พ ันธะโควาเลนต์ (covalent bond)  จ ึงไม่แข็งแรง เช่น พันธะไฮโดรเจน 

(hydrogen bond), แรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลที ่ไม่ชอบน ้า (hydrophobic interactions), แรง

ดึงดูดระหว่างประจุไฟฟ้า (electrostatic forces) เป็นต้น โดยการเกิดอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุล

ข้างต้นจะข้ึนกับหมู่ฟังก์ชันบนพื้นผิว CaPNPs ด้วย 15 เช่น กรณีที่ CaPNPs ถูกท าให้เสถียรด้วย PEI 

ประจุบนพื้นผิวจะเป็นบวก ส่งผลให้เกิดแรงดึงดูดระหว่างประจุไฟฟ้ากับส่วนที่เป็นประจุลบของสาร

ชีวโมเลกุล เป็นต้น 

 การเช่ือมติดด้วยพันธะเคมีคือการสร้างพันธะโควาเลนต์ระหว่างสารชีวโมเลกลุกับพื้นผวิของ 

CaPNPs ซึ่งมีความแข็งแรงและเสถียรมากกว่าจึงได้รับความนิยมในการใช้ยึดติดสารชีวโมเลกุลของ

ระบบน าส่งยา ทั้งนี้สามารถใช้หมู่ฟังก์ชันบนพื้นผิวของอนุภาค เช่น คาร์บอกซิล (COOH), แอมิโน 

(NH2), หรือ ไทออล (SH) ท าปฏิกิริยาสร้างพันธะโควาเลนต์กับหมู ่ฟังก์ชันของสารชีวโมเลกุล             

ที่ต้องการน าส่ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.6 แผนภาพแสดงอันตรกริิยาในการยึดติดสารชีวโมเลกุลกับ CaPNPs 
16 
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1.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ในปี ค.ศ. 2012, Kozlova และคณะ 17 ตรึงแอนติบอดีลงบนพื้นผิวของ CaPNPs ที่ถูกท า

ให้เสถียรด้วย PEI  และดัดแปรพื้นผิวให้มีหมู่ซัลฟ์ไฮดริล (SH) หรือหมู่แอมิโน ผ่านการท าปฏิกิริยา

ระหว่าง CaPNPs ที่เคลือบด้วยชั ้นของซิลิกาและสารประกอบคู่ควบไซเลน  (silane coupling 

agent) และติดแอนติบอดีด้วย sulfo-N-hydroxysuccinimideester sodium salt (Sulfo-SMCC) 

ดังรูปท่ี 1.7 เพื่อใช้ในการตรวจจับเซลล์ (Cell targeting) 

 

 
รูปท่ี 1.7 การตรงึแอนติบอดลีงบน thiol-modified CaPNPs 17 

 

ในปี ค.ศ. 2014, Temchura และคณะ 18 ตรึงโปรตีน Hen Egg Lysozyme (HEL) และ 

Bovine serum albumin (BSA) ลงบนพื้นผิวอนุภาคแคลเซียมฟอสเฟตที่มีหมู่ซัลฟ์ไฮดริลที่ถกูท า

ให้เสถียรด้วย PEI และชั้นของซิลิกา ด้วย Sulfo-SMCC ดังแสดงในรูปที่ 1.8 เพื่อน าไปประยุกตใ์ช้

เป็นอนุภาค    ที่จับอย่างจ าเพาะกับแอนติเจนบนเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดบี (B cell) 

 
 

รูปท่ี 1.8 HEL-Alexa488- and BSA-FITC-คอนจูเกตกับ CaPNPs 18 
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ในปี ค.ศ. 2017, Meer  และคณะ 19 ตรึงโปรตีน avidin บนพื้นผิว CaPNPs โดยดัดแปร

พื้นผิวของอนุภาคให้มีหมู ่ซัลฟ์ไฮดริล ที ่ท าปฏิกิร ิยากับโปรตีน avidin ที่ผ่านการดัดแปรให้มี         

หมู่ maleimide จากการท าปฏิกิริยากับ Sulfo-SMCC โปรตีน avidin ที่ติดบนผิวอนุภาคถูกใช้

ส าหรับการเช่ือมติดกับโปรตีน biotin ดังรูปท่ี 1.9 

 

รูปท่ี 1.9 การตรงึโปรตีน avidin ลงบนพื้นผิวอนุภาคแคลเซียมฟอสเฟต 19 

 

ในปี ค.ศ. 2018, Jeon และคณะ 20 ได้ตรึงโปรตีนชนิด enhanced green fluorescent 

protein (EGFP) ลงบนพื้นผิวไฮดรอกซีอะพาไทต์ผ่านปฏิกิริยาแทนที่ (substitution) โดยใช้                 

รีเอเจนต์คู่ควบ ได้แก่ N,N-dicyclohexyl carbodiimide (DCC), N,N-diisopropylcarbodiimide 

(DIC), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) เป็นรเีอเจนต์คู่ควบ แสดงดัง

รูปท่ี 1.10 

 

 
 

รูปท่ี 1.10 วิธีการตรงึโปรตีน EGFP ลงบนพื้นผิวไฮดรอกซอีะพาไทต์ 20 
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ในปี ค.ศ.2019, Kopp และคณะ 21 ตรึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีลงบนพื้นผิวอน ุภาค

แคลเซียมฟอสเฟตที่ถูกท าให้เสถียรด้วย PEI และดัดแปรพื้นผิวให้มีหมู ่ซัลฟ์ไฮดริลผ่านการ           

ท าปฏิกิริยาระหว่างอนุภาคแคลเซียมฟอสเฟตที่เคลือบด้วยชั้นของซิลิกาและสารประกอบคู่ควบไซ

เลน ที่มีหมู่ไทออล จากนั้นจึงตรึงโมโนโคลนอลแอนติบอดีลงบนพื้นผิว  CaPNPs โดยใช้  Sulfo-

SMCC เป็นรีเอเจนต์คู่ควบ แสดงดังรูปที ่ 1.11 เพื่อน าส่งโมโนโคลนอลแอนติบอดีไปยับยั ้งการ

แพร่กระจายของเช้ือไวรัส 

 

รูปท่ี 1.11 การตรึงแอนติบอดลีงบน thiol-modified CaPNPs 
21 

 
จากงานวิจัยดังที ่กล่าวมาข้างต้น การยึดติดสารชีวโมเลกุลลงบน CaPNPs ด้วยพันธะ        

โควาเลนต์มักผ่านการท าปฏิกิริยาหลายข้ันตอน ส่วนใหญ่จะเริ่มจากการสังเคราะห์โดยใช้พอลิเมอร์

เป็นสารท าให้เสถียร เช่น PEI จากนั้นจะเป็นการสร้างช้ันซิลิกาเพื่อเคลือบบนพื้นผิว แล้วจึงตามด้วย

การใช้รีเอเจนต์คู่ควบในการสร้างพันธะทางเคมี งานวิจัยนี้สนใจที่จะลดขั้นตอนโดยการสังเคราะห์ 

CaPNPs ในสภาวะที่มีสารท าให้เสถียรเป็นพอลิเมอร์กลุ่มที่มีหมู่คาร์บอกซิล เช่น CMC และ PAA    

ซึ่งหมู่คาร์บอกซิลบนพอลิเมอร์เหล่านี้จะสามารถสร้างพันธะโควาเลนต์กับหมู่แอมิโนของสารชีว

โมเลกุลได้โดยตรง จากการใช้ EDC/NHS ซึ่งเป็นรีเอเจนต์คู่ควบสามัญที่นิยมใช้ในการตรึงสารชีว

โมเลกุลในน ้า แสดงข้ันตอนในรูปท่ี 1.12 กระบวนการดังกล่าวสามารถท าได้โดยไม่ต้องผ่านข้ันตอน

การสร้างชั้นซิลิกาดังที่รายงานไว้ในงานวิจัยก่อนหน้านี้ จากเวลาการท าวิจัยที่มีจ ากัด ผู้วิจัยได้

เลือกใช้ bovine serum albumin (BSA) เป็นโมเลกุลจ าลอง (model compound) ในการตรึงบน

พื้นผิวของ CaPNPs ที ่เตรียมได้ และคาดว่าจะใช้จะใช้ CaPNPs ที ่มีสมบัติเหมาะสมไปใช้ใน
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การศึกษาการตรึง anti-RANKL เพื่อประยุกต์เป็นพาหะน าส่งเพื่อยับยั้งการสร้างเซลล์สลายกระดูก

ต่อไป 

 

 
 

รูปท่ี 1.12   แผนภาพแสดงการติด BSA บน CaPNPs ทีท่ าให้เสถียรด้วยพอลิเมอร์ทีม่ีหมู่คาร์บอกซลิ

โดยใช้ EDC/NHS เป็นรีเอเจนต์คู่ควบ 

  

1.4 วัตถุประสงค ์

1) สังเคราะห์และพสิจูน์เอกลักษณ์ของ CaPNPs โดยใช้พอลิเมอร์ที่มหีมู่คาร์บอกซลิเป็นสารท า

ให้เสถียร 

2) ศึกษาการติดสารชีวโมเลกุลบน CaPNPs ที่ท าใหเ้สถียรด้วยพอลิเมอร์ที่มหีมู่คารบ์อกซิล 
 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบั 

ได้อนุภาคแคลเซียมฟอสเฟตที่ท าใหเ้สถียรด้วยพอลเิมอร์ทีม่หีมู่คารบ์อกซิลและสามารถยึด

ติดกับสารชีวโมเลกลุได้
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บทท่ี 2 

การทดลอง 

 

2.1 เครื่องมือและอุปกรณ ์

1. Fourier Transform-Infrared Spectrophotometer (FT-IR) ยี่ห้อ Thermo Scientific 

Nicolet 6700 

2. Field Emission Scanning Electron Microscope (FE-SEM) ยีห่้อ JEOL JSM-7610F 

3. Dynamic Light Scattering ยี่ห้อ Malvern Nano ZS90 

4. pH Meter) ยี่ห้อ PH-200 HM DIGITAL 

5. Freeze dryer ยี่ห้อ Thermo รุ่น super modulyo 

6. เครื่องช่ังละเอียด ทศนิยม 4 ต าแหนง่ ยี่ห้อ Mettler Toledo รุ่น AE 240 

7. Vortex mixer ยีห่้อ Scientific Industries รุ่น G560E 

8. Hot plate-stirrer ยี่ห้อ IKA รุ่น C-MAG HS7 

9. Syringe pump ยีห่้อ KF Technology รุ่น NE-1000 Single 

10. เครื่องปั่นเหว่ียง (Centrifuge) ยี่ห้อ Eppendorf, Germany รุ่น 5804R  

11. ขวดเก็บสาร (vials) ขนาด 5, 10 และ 20 มิลลิลิตร 

12. บีกเกอร ์(beaker) ขนาด 10, 50, 100, 150, 250, 500 และ 1000 มิลลลิิตร 

13. ขวดวัดปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 10, 25 และ 100 มิลลิลิตร 

14. หลอดพลาสติกก้นแหลม (eppendorf tube) ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 

15. หลอดไมโครเซ็นติฟิวส์ (microcentrifuge tubes) 

16. กระบอกตวง (cylinder ) ขนาด 100 มิลลลิิตร 

17. ควอตส์คิวเวต (quartz cuvette) ขนาด 3 มิลลิลิตร 

18. ไมโครปเิปต (micropipette) ขนาด 10, 100 และ 1000 ไมโครลิตร 

19. ช้อนตักสาร (spatula) 

20. แท่งแก้วคนสาร (stirring rod) 

21. กระดาษช่ังสาร (weighing paper) 
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2.2 สารเคม ี

1. กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid, HCl) 

2. น ้าดีไอออไนซ์ (deionized water) 

3. น ้ามิลลิคิว (Milli-Q water) 

4. แคลเซียมคลอไรด์ (calcium chloride, CaCl2) 

5. แคลเซียมไนเตรท (calcium nitrate, Ca(NO3)2) 

6. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide, NaOH) 

7. โซเดียมซิเตรด ไดไฮเดรต (sodium citrate dihydrate, C6H5Na3O7•2H2O) 

8. ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (diammonium hydrogen phosphate, (NH4)2HPO4) 

9. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (disodium hydrogen phosphate, Na2HPO4) 

10. คาร์บอกซีเมทิลเซลลโูลส (carboxymethyl cellulose; CMC) น ้าหนักโมเลกลุ 90,000 กรมั

ต่อโมล degree of substitution เท่ากบั 0.7  

11. พอลิแอครลิิกแอซิด (poly(acrylic acid); PAA, Degree of polymerization (DP) เท่ากบั 

100 น ้าหนักโมเลกุล 7,206 กรัมตอ่โมล 

12. สารละลายแอมโมเนีย (ammonia solution, 30%(v/v)) 

13. โปรตีนโบวินซีรมัอลับูมิน (Bovine serum albumin, BSA) 

14. ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน (Phosphate Buffer Saline, PBS) 

15. น ้าแข็งแห้ง (dry Ice)  

16. เอ็น-ไฮดรอกซีซักซินิไมด์ (N-hydroxysuccinimide, NHS) 

17. 1-เอทิล-3-(3-ไดเมทิลแอมิโนโพรพิว)คารโ์บไอไมด์ (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimide; EDC) 
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2.3 วิธีการทดลอง 

     2.3.1 การสังเคราะห์ CaPNPs  

2.3.1.1 การสังเคราะห์ CaPNPs โดยใช้ CMC เปน็สารท าให้เสถียร  

 การสงัเคราะหท์ าได้โดยการตกตะกอนร่วมของสารละลาย 3 ชนิด คือ แคลเซียมไนเตรท 

ความเขมขน 18.0 มลิลโิมลาร์ ที่ถูกปรบัพเีอชให้เป็น 10 ด้วยสารละลายแอมโมเนีย สารละลาย           

ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 10.8 มิลลิโมลาร์ และสารละลายคาร์บอกซเีมทลิ

เซลลูโลสความเข้มข้น 1-4 กรัมต่อลิตร เตรียมสารละลายแต่ละชนิดในน ้ามิลลิคิวเป็นปริมาตร 20 

มิลลิลิตร บรรจุสารละลายแตล่ะชนิดในหลอดฉีดยาขนาด 20 มิลลิลิตร จากนั้นควบคุมการฉีด

สารละลายแตล่ะชนิดจากหลอดฉีดยาด้วย syringe pump โดยใช้อัตราการหยด 5 มลิลิลิตรต่อนาท ี

ลงในบกีเกอร์ขนาด 150 มิลลลิิตร บรรจุน ้ามลิลิคิวปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่ถูกกวนผสมด้วยแท่ง

แม่เหล็ก ที่อุณหภูมิหอ้ง  เป็นเวลา 20 นาที น าสารละลายผสมในบกีเกอร์ไปแยกอนุภาคที่เกิดข้ึนออก

ด้วยการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน ามาอนุภาคที่แยกได้ไป

ล้างด้วยน ้ามิลลิคิวด้วยการปั่นเหว่ียงอีก 3 รอบ จะไดผ้ลิตภัณฑ์เป็น CaPNPs-CMC น าอนุภาคส่วน

หนึ่งไปท าให้แหง้ด้วยกระบวนการแช่เยือกแข็ง (freeze dry)  เพื่อน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FT-IR 

ส่วนที่เหลือเกบ็ในรปูสารละลายเพื่อน าไปใช้ต่อและวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DLS และ FE-SEM 

  

2.2.1.2 การสังเคราะห์ CaPNPs โดยใช้โซเดียมซิเตรทเปน็สารท าให้เสถียร 

 น าสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ความเขมขน 40 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตรใส่ใน      

บีกเกอร์ขนาด 150 มิลลิลิตร จากนั้นฉีดสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขมขน 40 

มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 12 มิลลลิิตรด้วยลงในบีกเกอร์ข้างต้น ควบคุมการฉีดสารละลายจากหลอดฉีดยา

ด้วย syringe pump ให้มีอัตราการหยดเป็น 0.4 มิลิลิตรต่อนาที และกวนด้วยแท่งแม่เหล็ก จากนั้น

ปรับ พีเอชของสารละลายใหเ้ป็น 10 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร ์กวน

ด้วยแท่งแม่เหล็กเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมโซเดียมซเิตรท 30 มิลลิกรัม กวนด้วย

แท่งแม่เหลก็เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงที่อุณหภูมหิ้อง แยกอนุภาคที่เกิดข้ึนออกจากสารละลายด้วยการปั่น

เหว่ียงที่ ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาท ี จากนั้นน าอนุภาคที่แยกได้ไปล้างด้วยน ้า   

มิลลิคิวด้วยการปั่นเหว่ียงอีก 3 รอบ จะได้ผลิตภัณฑ์เปน็ CaPNPs-citrate เก็บอนุภาคในรูป

สารละลายเพื่อน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DLS  
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          2.2.1.3 การสังเคราะห์ CaPNPs โดยใช้ PAA เปน็สารท าให้เสถียร 

 เตรียมสารละลาย PAA ความเข้มข้น 5 มลิลิกรัมต่อมิลลลิิตร ในน ้ามิลลิคิว ช่ังสารไดโซเดียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2148 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนาด 150 มิลลลิิตร เตมิ 100 มลิลลิิตรของ

สารละลาย PAA ที่เตรียมไว้ จากนั้นฉีดสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 0.1055 กรัม ที่ละลายใน

สารละลาย PAA 10 มลิลลิิตร โดยควบคุมการฉีดสารละลายจากหลอดฉีดยาด้วย syringe pump 

อัตราการหยด 0.5 มิลลลิิตรต่อนาที และกวนด้วยแท่งแม่เหล็ก จากนั้นปรบัค่าพีเอชของสารละลาย

ให้เท่ากบั 10 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ กวนด้วยแท่งแม่เหล็กเป็น

เวลา 2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมหิ้อง แยกอนุภาคออกจากสารละลายด้วยการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 

รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้น าอนุภาคที่แยกได้ไปล้างด้วยน ้ามลิลิคิวด้วยการปั่นเหว่ียงอีก     

3 รอบ จะได้ผลิตภัณฑ์เป็น CaPNPs-PAA เกบ็อนุภาคในรูปสารละลายเพื่อน าไปวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค DLS 
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    2.3.2 การยึดติด BSA บน CaPNPs  

 ช่ัง CaPNPs-CMC 2 มลิลิกรมัลงในหลอดพลาสติกก้นแหลมทีบ่รรจุ PBS pH 7.4 ความ

เข้มข้น 0.01 โมลาร์ ปริมาตร 1 มลิลิลิตร น าไปเขย่าด้วยการสั่นสะเทือนบน Vortex mixer ความถ่ี 

50 เฮิร์ซ เป็นเวลา 30 นาที เติม EDC ความเข้มข้น 200 มลิลิโมลาร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ 

NHS ความเข้มข้น 500 มิลลิโมลาร์ ปรมิาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดพลาสติกก้นแหลม น าไป

เขย่าด้วยการสั่นสะเทือนบน Vortex mixer ที่ความถ่ี 50 เฮิร์ซ เป็นเวลา 5 นาที น าสารละลายผสม

ไปกวนต่อในบีกเกอร์ด้วยแทง่เมเ่หล็กที่อุณหภูมหิ้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นแยกอนุภาคออกจาก

สารละลายด้วยการปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 

นาที น าอนุภาคที่แยกได้มากระจายตัวในสารละลาย BSA ใน PBS pH 7.4 (ความเข้มข้น 0.01          

โมลาร์) ความเข้มข้น 10 มิลลกิรมัต่อมลิลลิิตร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าไปเขย่าด้วยการ

สั่นสะเทือนบน Vortex mixer ที่ความถ่ี 50 เฮิร์ซ เป็นเวลา 5 นาที ปล่อยใหส้ารละลายเกิดปฏิกริิยา

เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกอนุภาคออกจากสารละลายด้วยการปั่นเหว่ียงที่

ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิน้อยกว่า 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน า

อนุภาคที่แยกได้ไปล้างด้วยสารละลายแช่เย็นของ PBS pH 7.4 ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ และปั่น

เหว่ียงอกี 3 รอบ จะได้เป็น CaPNPs-CMC-BSA น าอนุภาคส่วนหนึ่งไปท าให้แห้งด้วยกระบวนการแช่

เยือกแข็ง ท าการทดลองเช่นเดียวกันกับ CaPNPs-citrate  และ CaPNPs-PAA 

 

    2.3.3 การพิสูจน์เอกลักษณข์อง CaPNPs 

พิสูจนเ์อกลักษณ์อนุภาค CaPNPs-CMC และ CaPNPs-CMC-BSA ทีส่ังเคราะห์ด้วยกลอ้ง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron Microscopy; SEM) เพื่อศึกษาสัณฐาน

วิทยาของอนุภาค โดยน าตัวอย่างมาหยดลงบนกระจกสไลด ์จากนั้นรอให้แห้ง น าไปเคลอืบทองก่อน

การวิเคราะห ์

วิเคราะห์ขนาดและค่าศักย์ชีต้า (zeta potential) ด้วยเทคนิคการกระเจิงแสงแบบ

ไดนามิกส์ (Dynamic Light Scattering ) ใช้แสง  He-Ne laser ความยาวคลื่น 658 นาโนเมตร        

ที่ก าหนดมมุการกระเจงิของแสงเท่ากบั 173° โดยน าอนุภาคมากระจายตัวในน ามิลลิคิวในกรณีของ

อนุภาคก่อนการติด BSA และกระจายตัวใน PBS ส าหรับอนุภาคหลังติด BSA โดยท าการตรวจวัด

สารละลายที่มีความเข้มข้น 0.5 กรมัต่อมลิลลิิตร ที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส  
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บทท่ี 3 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 

3.1 การสังเคราะห์ CaPNPs  

     3.1.1 การสังเคราะห์ CaPNPs โดยใช้ CMC เป็นสารท าให้เสถียร  

อนุภาค CaPNPs ถูกสังเคราะหผ์่านเทคนิคการตกตะกอนร่วมระหว่างแคลเซียมไนเตรท,     

ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต และ CMC ซึ่งท าหน้าที่เป็นสารช่วยเพิม่ความเสถียร จากการ

ทดลองพบว่าได้สารแขวนลอย (suspensions) สีขาวของอนุภาค CaPNPs-CMC ซึ่งสามารถคงตัวอยู่

ในรูปสารแขวนลอยได้ 1-2 ช่ัวโมงก่อนตกตะกอน ในขณะที่ CaPNPs ที่เตรียมโดยไม่ใช้ CMC        

เป็นสารท าให้เสถียร จะตกตะกอนภายใน 5 นาที แสดงดังรปูที่ 3.1(a) 

จากการพิสจูน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิค FT-IR แสดงผลในรปูที ่ 3.2 พบว่าสเปกตรัมของ

อนุภาค CaPNPs ที่สังเคราะห์โดยใช้ CMC เป็นสารท าให้เสถียร หรือ CaPNPs-CMC (รูปท่ี 3.2c) 

ปรากฏสญัญาณ asymmetric และ symmetric C=O stretching ที่ 1593 และ 1422 cm-1 

ตามล าดับ ของหมู่คาร์บอกซเีลต ซึ่งสอดคล้องกับพีกที่ปรากฏในสเปกตรัมของ CMC (รปูที่ 3.2a)     

จึงสามารถยืนยันได้ว่ามี CMC เป็นส่วนหนึง่ของ CaPNPs ทั้งนี้คาดว่าการท าหน้าที่เป็นสารช่วยให้

เสถียรนั้นเกิดจากอันตรกิริยาระหว่างส่วนทีม่ีความหนาแน่นของอิเล็กตรอนสงูของอะตอมของ

ออกซเิจนในโครงสร้างของ CMC กับประจุบวกของ Ca2+ ซึ่งเป็นองค์ประกอบส าคัญทีท่ าใหเ้กิดเป็น

อนุภาคของ CaPNPs 22 ดังรูปท่ี 3.1(b) นอกจากนี้ยังพบพกีกว้างของ O-H stretching แสดงถึงการ

เกิดพันธะไฮโดรเจนในโครงสร้าง CMC (รูปท่ี 3,2a) ซึ่งยังคงอยู่ในโครงสร้างของ CaPNPs-CMC (รูป

ท่ี 3.2c) แต่ด้วยความเข้มของพีกที่ต ่าลง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.1 (a) สารแขวนลอยของ CaPNPs ที่ไม่ใช้ (ซ้าย) และใช้ (ขวา) CMC เป็นสารท าใหเ้สถียร 

หลงัตั้งทิง้ไว้ 1 ช่ัวโมง, (b) แบบจ าลองของ CaPNPs-CMC โดยที่ S คือ Ca2+ และ  * คือบริเวณที่มี

ความหนาแน่นของอิเล็กตรอนสงูในโครงสร้างของ CMC22
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รูปท่ี 3.2 FT-IR สเปกตรัมของ (a) CMC, CaPNPs สงัเคราะห์โดย (b) ไม่ใช้ และ (C) ใช้ CMC เป็น

สารท าให้เสถียร 

 
 จากที่ได้รายงานไปแล้วข้างต้นพบว่าการใช้สารละลาย CMC ความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร 

ยังให้ CaPNPs-CMC ที่กระจายตัวได้ดีในเบื้องต้น แต่ยังตกตะกอนหลังตัง้ทิ้งไว้ 2 ช่ัวโมง ผู้วิจัยจึงลอง

ปรับเพิ่มความเข้มข้นของ CMC ข้ึนเป็น 2 เท่าคือ 4 กรัมตอ่ลิตร ผลปรากฏว่าอนุภาคมีขนาดลดลง

เล็กนอ้ย จาก 217±37 นาโนเมตร เป็น 200±7 นาโนเมตร แต่ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของ 

polydispersity index (PDI) อย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่ค่าศักย์ชีต้ามีค่าติดลบเพิม่ขึ้น ซึ่งน่าจะเป็น

ผลมาจากการมปีรมิาณของ CMC ล้อมรอบอนุภาค CaPNPs ในสัดส่วนทีสู่งข้ึน ส่งผลให้ CaPNPs-

CMC มีเสถียรภาพมากขึ้น และสามารถกระจายตัวในน ้าได้ดีข้ึนจาก 2 ช่ัวโมงเป็น 4-5 ช่ัวโมง ในขณะ

ที่การลดความเข้มข้นของสารละลาย CMC ลงเหลือ 1 กรัมต่อลิตร ท าให้ได้อนุภาค CaPNPs-CMC     

ที่มีขนาดใหญ่ข้ึนเป็น 2 เท่า มเีส้นผ่านศูนย์กลางเป็น 413±59 นาโนเมตร มีค่า PDI เพิม่ขึ้น แสดงถึง

การกระจายขนาดทีก่ว้างขึ้น ในขณะที่ค่าศักย์ซีต้ามีค่าลดลงจากค่าของ CaPNPs-CMC ที่เตรียมโดย

ใช้ความเข้มข้นของ CMC เป็น 2 กรัมต่อลิตร ผลการทดลองด้วย DLS แสดงในตารางท่ี 3.1 
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ตารางท่ี 3.1 ขนาดเฉลี่ยและประจุของอนุภาค CaPNPs-CMC วิเคราะห์ด้วยเทคนิค DLS 

[CMC] (g/L) 
เส้นผา่นศูนย์กลาง 

(นาโนเมตร) 
PDI 

ค่าศักย์ชีตา้ 

(มิลลิโวลต์) 

1.0 

2.0 

4.0 

413±59 

217±37 

200±7 

0.44±0.08 

0.31±0.04 

0.30±0.02 

-20.3±1.4 

-23.0±1.5 

-31.2±0.6 

 

3.1.2 การสังเคราะห์ CaPNPs โดยใช้โซเดยีมซิเตรทเป็นสารท าให้เสถียร  

 นอกจากการเตรียม CaPNPs โดยใช้ CMC เป็นสารท าให้เสถียรแล้ว ผู้วิจัยยังสนใจที่จะใช้

การตกตะกอนร่วมระหว่างสารละลายแคลเซียมคลอไรด์และสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

ในสภาวะที่มีการเติมโซเดียมซิเตรทเป็นสารช่วยเพิ ่มความเสถียร เพื ่อเตรียม CaPNPs-citrate       

โดยคาดหวังว่าจะใช้หมู่คาร์บอกซิลของซิเตรทที่อยู่รอบนอกของอนุภาคในการติดกับโปรตีน จากผล

การทดลองพบว่าได้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นสารแขวนลอยสีขาวขุ่นของอนุภาค CaPNPs-citrate สามารถคง

ตัวอยู่ในรูปสารแขวนลอยได้ 3-4 ช่ัวโมงก่อนตกตะกอน แต่ลักษณะของตะกอนที่กระจายตัวอยู่ในน า้

จะค่อยๆ มีขนาดใหญ่ข้ึนจากการรวมกลุ่ม จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DLS พบว่า อนุภาคมีขนาด 

688±370 นาโนเมตร PDI เท่ากับ 0.73±0.28 และค่าศักย์ชีต้าเท่ากับ -15.4±0.7 มิลลิโวลต์ ซึ่ง

ข้อมูลสอดคล้องกับสิง่ที่สงัเกตเห็นคือ อนุภาคมีขนาดใหญ่ มีการกระจายขนาดที่กว้าง และความเป็น

ประจุต ่า บ่งบอกถึงความสามารถในการกระจายตัวในน ้าที่ไม่ดี ทั้งนี้หากเทียบกับ CaPNPs-CMC จะ

พบว่า CaPNPs-citrate มีสมบัติที่ด้อยกว่าทั้งในแง่ของขนาดและความเสถียรของการกระจายตัวใน

น ้า      ซึ ่งน่าจะเป็นผลจากการที ่ซิเตรทเป็นเพียงไอออนประจุลบขนาดเล็ก การท าให้อนุภาค 

CaPNPs เสถียร เป็นผลจากแรงผลักระหว่างประจุ (charge-charge repulsion) เท่านั้น ในขณะที่ 

CMC เป็นพอลิเมอร์ที่มีประจุลบ การท าให้อนุภาคของ CaPNPs เสถียร เป็นผลจากทั้งแรงผลัก

ระหว่างประจุและ ความเกะกะของโซ่ CMC (steric stabilization) จึงมีประสิทธิภาพในการท าให้

เสถียรสูงกว่าไอออนซิเตรท 

 

3.1.3 การสังเคราะห์ CaPNPs โดยใช้ PAA เป็นสารท าให้เสถียร  

 จากข้อจ ากัดข้างต้นในเรื่องเสถียรภาพของการกระจายตัวในน ้าของทั้ง CaPNPs-CMC และ 

CaPNPs-citrate ผู้วิจัยจึงเกิดแนวคิดที่จะใช้พอลิแอคริลิกแอซิด (poly(acrylic acid); PAA) ซึ่งเป็น

พอลิเมอร์สังเคราะห์ที่มีหมู่คาร์บอกซิลเป็นจ านวนมากเช่นเดียวกับ CMC มาใช้เป็นสารท าให้เสถียร 

ข้อดีของการใช้พอลิเมอร์สังเคราะห์คือสามารถเลือกปรับเปลี่ยนน ้าหนักโมเลกุลได้ จากการควบคุม

สภาวะในการสังเคราะห์ แต่เนื่องด้วยเวลาในการท าวิจัยมีจ ากัด ผู้วิจัยจึงเลือกศึกษากับ PAA ที่มีอยู่
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แล้วในห้องปฏิบัติการ ที่มีจ านวนหน่วยซ ้า 100 หรือน ้าหนักโมเลกลุ 7,206 กรัมต่อโมล ในการศึกษา

เบื้องต้น จากการทดลองพบว่า CaPNPs ที่มี PAA เป็นสารท าให้เสถียรหรือ CaPNPs-PAA สามารถ

คงตัวอยู่ในรูปสารแขวนลอยได้ 2-3 ชั่วโมงก่อนตกตะกอน โดยมีสมบัติใกล้เคียงกับ CaPNPs-CMC 

จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DLS พบว่า อนุภาคมีขนาด 354±58 นาโนเมตร PDI เท่ากับ 

0.26±0.01 และค่าศักย์ชีต้าเท่ากับ -41.0±0.8 มิลลิโวลต์ จะเห็นได้ว่าขนาดอนุภาคมีขนาดใหญ่กว่า 

CaPNPs-CMC ที่มีขนาดเล็กที่สุด คือประมาณ 200±7 นาโนเมตร แต่ CaPNPs-PAA มค่ีาศักย์ชีต้าที่

สูงกว่าซึ่งเป็นปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อเสถียรภาพในการกระจายตัวในน ้า  และป้องกันการรวมตัวของ

อนุภาค นอกจากนี้ยังมีปริมาณหมู่คาร์บอกซิลที่เหมาะสมจะน าไปใช้ในการติดโปรตีนต่อไปอีกด้วย 

ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่าจะสามารถปรับขนาด CaPNPs-PAA ให้เล็กลงและมีเสถียรภาพสงูข้ึน    

ซึ่งจะต้องท าการศึกษาต่อไปโดยการปรับเปลีย่นสภาวะในการเตรียม เช่น น ้าหนักโมเลกุล และความ

เข้มข้นของ PAA 

  

3.2 การยึดติด BSA บน CaPNPs 

 ผู ้วิจัยทดลองเลือก CaPNPs-CMC, CaPNPs-citrate และ CaPNPs-PAA มาใช้ในการติด

ด้วย BSA ได้ผลการวิเคราะห์ขนาดและประจุของอนุภาคเปรียบเทียบก่อนและหลังการติดด้วย BSA 

แสดงดังผลในตารางท่ี 3.2 จากข้อมูลจะพบว่าอนุภาคมีขนาดเล็กลงหลังการติดด้วย BSA ยกเว้นใน

กรณีของ CaPNPs-CMC ที่มีขนาดใหญ่ข้ึนหลังการติด สันนิษฐานได้ว่าโซเดียมซิเตรท และ PAA อาจ

ท าหน้าที่สารท าให้เสถียรได้ไม่ดี หรืออาจใส่ในปริมาณที่ไม่เพียงพอจึงส่งผลให้ไม่สามารถเคลือบ

พื้นผิวของอนุภาคทั้งหมดได้ และเนื่องจาก BSA มีส่วนของหมู่ฟังก์ชั่นส่วนที่มีความหนาแน่นของ

อิเล็กตรอนสูง คือบริเวณที่มีอะตอมของออกซิเจน ไนโตรเจน ซึ ่งสามารถท าหน้าที ่ในลักษณะ

เดียวกันกับสารท าให้เสถียรจึงส่งผลให้อนุภาคมีขนาดเล็กลง  ในขณะที่ PDI จะมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น

หลังการติด BSA ทุกกรณี ซึ่งเป็นผลของ BSA ซึ่งเป็นโมเลกุลโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ท าให้การกระจาย

ตัวในน ้าของอนุภาคลดลง ส่งผลให้มีการกระจายขนาดที่กว้างขึ ้น ค่าศักย์ซีต้าที่ ลดลงและมีค่า

ใกล้เคียงกัน ท าให้อนุมานได้ว่ามีการติดของ BSA บนผิวนอกของอนุภาค อย่างไรก็ตามค่าศักย์ซีต้าที่

ต ่าแสดงถึงเสถียรภาพการกระจายตัวที่ต ่าลงด้วย ทั้งนี้การติดโปรตีนไปที่ผิวของอนุภาคส่งผลให้มี

ประจุที่พื้นผิวลดลงดังที่คาดไว้ เนื่องจากเกิดพันธะเอไมด์ในการเช่ือมต่อ BSA กับอนุภาค ท าให้เกิด

การลดลงของจ านวนหมู่คาร์บอกซิลของ CMC บนพื้นผิวของอนุภาค 

จากข้อจ ากัดในเรือ่งเวลาในการท าวิจัย ผู้วิจัยสามารถพสิจูน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค FT-IR 

และวิเคราะห์สัณฐานวิทยาของอนุภาคด้วยเทคนิค SEM ได้เฉพาะระบบ CaPNPs-CMC เท่านั้น      

ซึ่งแสดงผลในรูปท่ี 3.3 และ 3.4 ตามล าดับ หากพิจารณาสเปกตรมั c ในรูปท่ี 3.3  จะพบสญัญาณ

ของ C=O stretching ที่ต าแหน่ง 1643 cm-1 เกิดพันธะเอไมด์ระหว่างหมู่คาร์บอกซลิของ CMC และ
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หมู่แอมิโนของ BSA แสดงว่าติด BSA ลงบนผิวของ CaPNPs-CMC ได ้นอกจากนี้ยังพบสญัญาณของ 

N-H bending ที่ 1584 cm-1 อีกด้วย อย่างไรก็ตามสองสญัญาณดังกล่าวปรากฏข้ึนในช่วงเดียวกับ 

asymmetric และ symmetric C=O stretching ของหมูค่าร์บอกซีเลตในโครงสร้างของ  CMC ที่

ปรากฏที่ 1593 และ 1422 cm-1 ตามล าดับ ดงันั้นหากต้องการพสิูจน์ยืนยันการติดอย่างชัดเจนด้วย

เทคนิค FT-IR จ าเป็นต้องใช้การท า subtraction เพื่อพิสจูน์ยืนยันต่อไป 

 

ตารางที ่ 3.2 ขนาดเฉลี ่ยและประจุของอนุภาค CaPNPs ชนิดต่างๆก่อนและหลังการติด BSA 

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค DLS 

อนุภาค 
เส้นผา่นศูนย์กลาง 

(นาโนเมตร) 
PDI 

ค่าศักย์ชีตา้ 

(มิลลิโวลต์) 

CaPNPs-CMC 

CaPNPs-CMC-BSA 

CaPNPs-Citrate 

CaPNPs-Citrate-BSA 

CaPNPs-PAA 

CaPNPs-PAA-BSA 

217±37 

444±22 

688±370  

240±32 

354±58 

225±87 

0.31±0.04 

0.45±0.07 

0.73±0.28 

0.95±0.07 

0.26±0.01 

0.49±0.16 

-23.0±1.5 

-17.1±0.7 

-15.4±0.7 

-11.7±0.6 

-41.0±0.8 

-11.5±0.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

รูปท่ี 3.3 FT-IR สเปกตรัมของ (a) BSA, (b) CaPNPs-CMC และ (C) CaPNPs-CMC-BSA 
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จากการวิเคราะห์สัณฐานวิทยาของอนุภาคด้วยเทคนิค SEM (รูปท่ี 3.4) พบว่าทั้ง CaPNPs-

CMC และ CaPNPs-CMC-BSA มีลักษณะเป็นทรงกลม มีขนาด 21.02±4.06 และ 30.54±6.84 นา

โนเมตร ตามล าดับ ซึ่งในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SEM ท าในสภาวะแห้ง จึงเห็นอนุภาคขนาดเล็กลง

มากกว่าที่วิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค DLS ซึ่งท าในสภาวะอุ้มน ้า (hydrated state) จะเห็นได้ว่าการติด 

BSA ลงบนผิวของอนุภาคส่งผลให้อนุภาคมีขนาดใหญ่ขึ้นสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 

DLS เฉพาะในกรณีของ CaPNPs-CMC 

 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 3.4 ภาพ SEM ของ (a)  CaPNPs-CMC และ  (b) CaPNPs-CMC-BSA  
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บทท่ี 4 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

งานวิจัยน้ีสนใจสงัเคราะห์อนุภาค CaPNPs สามชนิด สองชนิดแรกถูกสงัเคราะหผ์่านการ

ตกตะกอนร่วมระหว่างแคลเซียมไนเตรทและไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต โดยใช้พอลิเมอรท์ี่มี

หมู่คารบ์อกซิล 2 ชนิดเป็นสารท าให้เสถียร ได้แก่ CMC และ PAA ท าให้ได้ CaPNPs-CMC และ 

CaPNPs-PAA ตามล าดับ เป็นผลิตภัณฑ์ CaPNPs ชนิดทีส่ามถูกสังเคราะห์ด้วยการตกตะกอนร่วม

ระหว่างแคลเซียมคลอไรด์และไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ในสภาวะที่มีการเติมโซเดียมซิเตรทเป็น

สารช่วยเพิ่มความเสถียรเพื่อเตรียม CaPNPs-citrate  จากการทดลองพบว่า CaPNPs-CMC และ 

CaPNPs-PAA สามารถกระจายตัวในน ้าได้ดีกว่า CaPNPs-citrate ซึง่เป็นผลจากการที่ CMC และ 

PAA ช่วยท าใหอ้นุภาค CaPNPs เสถียรด้วยอทิธิพลของทั้งแรงผลักระหว่างประจุและความเกะกะ

ของโซ่พอลเิมอร์ ในขณะที่ไอออนซเิตรทช่วยท าให้อนุภาค CaPNPs เสถียรด้วยอิทธิพลของแรงผลัก

ระหว่างประจเุพียงอย่างเดียว จากการวิเคราะห์ขนาดของอนุภาคด้วยเทคนิค DLS พบว่า CaPNPs-

CMC (200±7 นาโนเมตร) และ CaPNPs-PAA (345±85 นาโนเมตร) มีขนาดเล็กกว่า CaPNPs-

citrate (688±370 นาโนเมตร) และค่าศักย์ซีต้าของทั้ง CaPNPs-CMC และ CaPNPs-PAA ซึง่มีค่า 

41.0±0.8 และ -31.2±0.6 มิลลิโวลต์ ตามล าดับ มีความเปน็ลบสูงกว่าของ CaPNPs-citrate ซึ่งมีค่า

เพียง -15.4±0.7 มิลลิโวลต์ แสดงใหเ้ห็นถึงเสถียรภาพทีสู่งกว่าของ CaPNPs-CMC และ CaPNPs-

PAA หากเทียบกบั CaPNPs-citrate 

จากการทดลองน า CaPNPs ทั้งสามชนิดไปติดด้วย BSA พบว่าอนุภาคมีขนาดเล็กลงหลังการ

ติดด้วย BSA ยกเว้นในกรณีของ CaPNPs-CMC ที่มีขนาดใหญ่ข้ึนหลังการติด ในขณะที่ PDI จะมี

แนวโน้มเพิ่มข้ึนหลังการติด BSA ทุกกรณี ซึ่งเป็นผลของ BSA ที่ท าให้การกระจายตัวในน ้าของ

อนุภาคลดลง ส่งผลให้มีการกระจายขนาดทีก่ว้างขึ้น ค่าศักย์ซีต้าที่ลดลงและมีค่าใกล้เคียงกัน ท าให้

อนุมานได้ว่ามีการติดของ BSA บนผิวนอกของอนุภาคเนื่องจากการทีห่มู่คารบ์อกซิลถูกใช้ในการติด 

BSA มีปริมาณลดลง การติดตามความส าเร็จในการสังเคราะห์ CaPNPs ทัง้ก่อนและหลงัการติด BSA 

ด้วยเทคนิค FTIR และ SEM สามารถท าได้เฉพาะระบบ CaPNPs-CMC โดยพบสญัญาณ 

asymmetric และ symmetric C=O stretching ที่ 1593 และ 1422 cm-1 ตามล าดับ ของหมู่คาร์

บอกซเีลตแสดงการมีอยู่ของ CMC รอบอนุภาค CaPNPs-CMC และพบสัญญาณของ C=O 

stretching และ N-H bending ที่ต าแหน่ง 1643 และ 1584 cm-1 ตามล าดับ แสดงถึงพันธะเอไมด์

ระหว่างหมู่คารบ์อกซิลของ CMC และหมู่แอมิโนของ BSA หลงัการติด BSA จากการวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค SEM พบว่า CaPNPs-CMC และ CaPNPs-CMC-BSA มีลกัษณะเป็นทรงกลม มีขนาด 
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21.02±4.06 และ 30.54±6.84 นาโนเมตร ตามล าดับ ผลการวิเคราะห์ในส่วนน้ีแสดงใหเ้ห็นว่าการ

ติด BSA ลงบนผิวของอนุภาคส่งผลให้อนุภาคมีขนาดใหญ่ข้ึนสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค DLS 

จากข้อจ ากัดของเวลาในการท าการวิจัย การพสิูจนเ์อกลักษณ์ของอนุภาคจึงท าได้ไม่สมบรูณ์ 

ยังขาดการวิเคราะห์โครงสร้างและความเป็นผลึกของ CaPNPs ที่สงัเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค XRD ขาด

การพสิูจนเ์อกลักษณ์ด้วยเทคนิค FT-IR ของ CaPNPs-citrate และ CaPNPs-PAA ทั้งก่อนและหลงั

การติดด้วย BSA นอกจากนี้ยังจ าเป็นต้องมกีารศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสงัเคราะห์  

CaPNPs-PAA โดยเฉพาะอย่างยิ่งผลของน ้าหนักโมเลกลุของ PAA และปรมิาณของ PAA ที่มีตอ่

เสถียรภาพของการกระจายตัวในน ้า ขนาดและ PDI และศักย์ซีต้าของ  CaPNPs-PAA รวมทั้งการ

วิเคราะหส์ัณฐานวิทยาของ CaPNPs ทกุระบบทั้งกอ่นและหลังติด BSA โดยใช้เทคนิค transmission 

electron microscopy (TEM) เพือ่วิเคราะห์ความหนาของช้ันสารอินทรียท์ี่เคลอืบอยูบ่นอนุภาค 

CaPNPs และขนาดที่แท้จริงของอนุภาค CaPNPs ซึง่เป็นสารอนินทรีย์  

อย่างไรก็ตามผลจากการศึกษาวิจัยเบื้องต้นนี้แสดงให้เห็นว่าสามารถเตรียม CaPNPs ที่ท า

ให้เสถียรด้วยพอลเิมอร์ทีม่ีหมู่คาร์บอกซลิได้ และหมู่คารบ์อกซลิของพอลเิมอรส์ามารถใช้ในการยึด

ติดกับ BSA ซึ่งเป็นโมเลกลุจ าลองของโปรตีนได้ตามเป้าหมายเบื้องต้นที่ตั้งไว้ ทั้งนี้คาดว่าหากสามารถ

หาสภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะห์ CaPNPs ที่มสีมบตัิตามต้องการแล้ว จะสามารถน าไปใช้ใน

การตรงึ anti-RANKL เพื่อประยกุต์เป็นพาหะน าส่ง anti-RANKL เพื่อยับยัง้การสร้างเซลลส์ลาย

กระดูกต่อไปได้ 
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