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The current studies investigated the effects of crosslink methods on characteristics 

of gelatin-chitosan scaffolds (0.5 and 0.8% wt/wt total solids) for soft tissue engineering 

applications. The freeze-dried scaffolds were crosslinked by immersion under 

glutaraldehyde solution (GA) (GAS) or vacuum heat treatment followed by GA vapor 

treatment (DGAV). The crosslink processes were done at variable temperatures (4, 25, 

37°C), time of crosslink (6, 12, 24, 48 h), and concentration of GA solution (0.03, 0.06, 

0.085, 0.12% wt/v). Physico-chemical properties of these scaffolds were evaluated. The 

optimum conditions for GAS process, and DGAV process were 0.06%GA concentration, at 

4°C for 24 hours and 0.0047%GA concentration at 4°C for 24 hours respectively. Pore size 

of these scaffolds were in the range of 95-105 and 85-95 microns, compressive moduli were 

0.4-0.5 and 0.25-0.35 kPa, and their half lives in collagenase (32 U/ml) 8-9 and 7-8 days 

respectively. In comparison to the scaffolds crosslinked using other methods, such as, 

dehydrothermal crosslinking (DHT) and DHT followed by immersion under 

dimethylaminopropyl carbodiimide hydrochloride/N-hydroxysuccinimide solution (DEDC). 

Pore sizes of all scaffolds had no significant differences. However the scaffolds from 

chemical crosslink processes showed higher degree of crosslinking, compressive moduli, 

weight loses and shrinkages than those of the DHT. Characteristics of the scaffolds from 

DGAV method led to more weight loses and shrinkages similar to those from DEDC method. 

The DGAV scaffolds were tested on cytotoxicity (indirect method) and the samples were 

found to be nontoxic according to ISO 10993 (1998).   
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ที่มาของงานวิจัย 
 ผิวหนังแบงไดเปน 2 ชั้นคือ ผิวหนงักาํพรา (epidermis) และผิวหนงัแท (dermis) เมื่อมีการ

สูญเสียผิวหนงักําพรารางกายสามารถที่จะสรางผวิหนังสวนนั้นขึน้มาใหมได แตเมื่อมีการสญูเสีย

ผิวหนังแท รางกายจะไมสามารถสรางผิวหนงัสวนนัน้ขึน้มาใหมได จงึเกิดปญหาในการรักษาบาดแผล 

เนื่องจากจะทาํใหเกิดแผลเปนขึ้น (scar) กับบริเวณที่สูญเสียผวิหนังไป จึงไดมีการศึกษาและวิจัย

ผิวหนังที่จะมาทดแทนผิวหนังสวนที่สูญเสียไป เชน การใชผิวหนงัจากตางเผาพนัธุ (xenografts), การ

ใชผิวหนังจากเผาพนัธุเดียวกัน (allografts) และการใชผิวหนังของตัวเองจากผวิหนังสวนอืน่มาแทน

ผิวหนังสวนทีสู่ญเสียไป (autografts) แตพบวาการรักษาบาดแผลดวยวธิีเหลานี้ยงัไมไดรับความนิยม 

เนื่องจากปญหาความสามารถที่จะกระตุนใหเกิดการสรางภูมิคุมกนั (antibody) ในรางกาย และ

เนื้อเยื่อที่มาทดแทนไมสามารถเขากับเนือ้เยื่อบริเวณบาดแผลได รวมทัง้ขอจํากัดในปรมิาณของ

ผิวหนังทดแทนที่จะนาํมาใชได [Jones, I. และคณะ, 2002] ดวยสาเหตนุี้การวิจัยดานวิศวกรรม

เนื้อเยื่อจึงไดมกีารเปลี่ยนแปลงแนวทางใหมในการสรางเนื้อเยื่อใหมโดยเปลี่ยนมาใชโครงเลี้ยงเซลล 

(scaffold) โดยสรางเลียนแบบแหลงที่อยูของเซลล ซึง่จะเหนีย่วนําเซลลใหเคลื่อนที่เขามาอยูในโครง

เลี้ยงเซลลเพื่อใหเซลลเกิดการแพรจํานวนเซลลและใหเซลลเจริญเติบโตอยูภายใน โดยโครงเลี้ยงเซลล

ที่ใชตองมีความเขากนักับเซลลไดและมีโครงสรางที่เหมาะสม [Ma, L. และคณะ, 2003] 

 โครงเลี้ยงเซลลที่นาํมาใชสรางขึ้นมาจากพอลิเมอรที่สามารถเขากนัไดดีกับเนื้อเยื่อบริเวณนัน้ 

(biocompatibility) รางกายสามารถยอยสลายไดโดยไมเกิดอันตราย รวมทั้งมอีายุการใชงานนาน

พอที่จะทาํใหสารชีวโมเลกลุตางๆที่รวมอยูกันทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยคณุสมบัติดังกลาวนี้

มักพบอยูในพอลิเมอรที่ไดจากธรรมชาต ิ ซึ่งในปจจุบนัมีอยูดวยกันหลายชนิด และทีน่ิยมนํามาใชข้ึน

รูปเปนโครงเลีย้งเซลลกันมาก คือ คอลลาเจน เนื่องจากมีความเขากนักับเนื้อเยื่อบริเวณที่เกิดบาดแผล

ได, มีความสามารถในการยอยสลายทางชีวภาพที่ดี และใหความปลอดภัยกบัรางกายสงู เมื่อ

เปรียบเทยีบกบัพอลิเมอรธรรมชาติชนิดอืน่ แตมีปญหาอยูบางประการในการนํา คอลลาเจน มาใช

งาน เนื่องจาก คอลลาเจน มีราคาแพง มีอายุการใชงานสั้น เก็บรักษายาก รวมถึงมีอัตราการยอย

สลายทีเ่ร็วเกนิไป และสมบัติเชิงกลที่ต่ํา ซึง่เปนปญหาสําคัญที่จะนาํ คอลลาเจน มาสรางเปนโครง

เลี้ยงเซลลเพียงอยางเดียว [Lee, CH. และคณะ, 2001] เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลที่นาํมาใชในงาน
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วิศวกรรมเนื้อเยื่อ ตองมีอัตราการยอยสลายของโครงเลีย้งเซลลกับอัตราการสรางเนือ้เยื่อที่สอดคลอง

กัน จงึมักมีการนําวัสดุชนิดอื่นผสมเพิ่มเตมิลงไป เชน ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน ไดนําไคโตซาน

ผสมเพิ่มลงไป ซึ่งไคโตซานมีคุณสมบัติในการหามเลือดที่ดี และเรงการสรางเนื้อเยื่อใหม ดงันัน้จึงมี

การนาํคอลลาเจน และไคโตซานมาผสมกันเปนโครงเลีย้งเซลล [Tangsadthakun, C. และคณะ, 

2005]  

เจลาตินเปนโปรตีนจากธรรมชาติอีกชนดิหนึง่มีมวลโมเลกุลประมาณ 100,000 ดาลตัน ซึ่ง

เกิดจากการเสยีสภาพของ คอลลาเจน โดยขบวนการ acidic และ alkaline gelatin โดยทัว่ไปเจลาติน

จะถูกใชงานทางดานเภสัชกรรม และทางการแพทย เนื่องจากเจลาตินมีสมบัติในการยอยสลายทาง

ชีวภาพ  และมีสมบัติการเขากันไดดีกับรางกาย รวมทัง้มีราคาที่ต่ํากวาคอลลาเจนมาก  ดวยสมบัติ

เหลานี้ทาํใหเจลาตินไดรับการยอมรับวาเปนสารปลอดภัยเมื่อนํามาใชกับรางกายมนุษย [Young, S. 

และคณะ, 2005] ในการทําวิจัยนี้ไดนําเจลาตินมาผสมรวมกับไคโตซาน โดยมีการควบคุมอัตราการ

ยอยสลายดวยวิธกีารเชื่อมโยงพนัธะทัง้แบบวิธีการใหความรอนในตูอบสูญญากาศ (dehydrothermal 

treatment, DHT)  การใชสารเคมี glutaraldehyde (GA) และ 1-ethyl-3-(3-dimethylamino 

propyl)carbodiimide hydrochloride (EDC) การเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนเปนการเชื่อมโยง

พันธะระหวางโซของโมเลกุลจากปฏิกิริยาการรวมตัว (condensation) ดวยการสรางพนัธะเอไมด

ระหวางหมูเอมีนกับหมูคารบอกซิลิกและมีการขับโมเลกุลของน้าํออกมา [Pieper, J.S, และคณะ, 

2000] การเชือ่มโยงพันธะของ GA เกิดจากหมูแอลดีไฮดของ GA เชื่อมโยงพนัธะกับหมูอะมิโน ของเจ

ลาตนิ โดยวิธนีี้ GA จะเขาไปแทรกอยูภายในโครงเลีย้งเซลล [Ruiz, M. และคณะ, 2002] สวนการ

เชื่อมโยงพนัธะของ EDC เกิดจากหมูเอมีนของ EDC เชื่อมโยงพันธะกับหมูคารบอกซิลิกของเจลาติน 

โดยที ่ EDC จะเขาไปเคลือบผิวของโครงเลี้ยงเซลล มีรายงานวาผลิตภัณฑที่ไดจากการเชื่อมโยงพันธะ

ดวย GA มีความเปนเนือ้เดียวกนัมาก เนื่องจากมกีารกระจายตวัของพนัธะอยางเปนระเบียบใน

โมเลกุลซ่ึงสงผลใหผลิตภัณฑนัน้มีสมบัตทิางกลที่ดีข้ึน นอกจากนี ้ GA ยังไดรับรองคุณภาพจาก

องคการอาหารและยาจากประเทศสหรัฐอเมริกา แต EDC ยังไมไดรับรองคุณภาพจากองคการอาหาร

และยา แตมีความเปนพษิต่ํา เนื่องจากสารที่ไดหลังจากการเชื่อมโยงพนัธะคือ อนุพนัธของยูเรีย ซึ่ง

กําจัดออกไดงายดวยการลางน้าํ [Goissis, G. และคณะ 1998] 

ผูวิจัยไดทาํการศึกษาเปรียบเทียบผลของการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโต

ซาน ไดแก การใชความรอน (DHT), การแชในสารละลาย GA, การใชความรอนรวมกับอบไอ GA และ

การใชความรอนรวมกับ EDC รวมทัง้การศึกษาเปรยีบเทียบลกัษณะสมบัติสําคัญของโครงเลี้ยงเซลล

ที่ผานแตละกระบวนการเชือ่มโยงพันธะ 
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1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 เพื่อศึกษาผลของการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลผิวหนังที่ข้ึนรูปจากเจลาตินผสมกับไค

โตซาน ใหมีความเหมาะสมในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ดวยวธิีการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอน 

หรือ dehydrothermal treatment (DHT) และการใชสารเคมี  ไดแก การใชกลูตารัลดีไฮด(GA) และ

การใช 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) (EDC)   โดยศึกษาลกัษณะสมบัติทางกายภาพ, ทางเคม ี

และทางชีววิทยาของโครงเลีย้งเซลลเจลาตินไคโตซาน 
 
1.3 ประโยชนที่ไดรับจากงานวิจัย 

- ไดทราบถึงปจจัยที่มีผลกับการเชื่อมโยงพนัธะแบบแชและแบบอบไอ GA 

- ไดเขาใจถึงวธิกีารเชื่อมโยงพันธะที่ตางกนัมีผลตอการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลล 

- ไดพัฒนาวิธกีารเชื่อมโยงพนัธะดวยไอของ GA เพื่อลดสารพิษทีต่กคางหลังการเชื่อมโยง

พันธะดวย GA และผานการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลโดยผานมาตรฐาน ISO 10993  

 
1.4 ขอบเขตงานวิจัย 
1.4.1) ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเจลาตินผสมกบัไคโตซาน 0.5 % โดยน้าํหนักในอัตราสวน 7:3 

ดวยวิธกีารทําใหแข็งอยางรวดเร็วที่ -40 องศาเซลเซยีส ในแมแบบแลวทําการระเหิดน้ําออก

ดวยเครื่องทาํแหงแข็ง (freeze-dryer) 

1.4.2)   ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลเชนเดียวกับขอ 1.4.1 แตใชเจลาตินผสมกับไคโตซาน 0.8% โดยน้าํหนกั  

1.4.3) ทําการเชื่อมโยงพนัธะกับโครงเลี้ยงเซลล ดังนี ้
-  เชื่อมโยงพนัธะโดยการใชใชความรอน  

-  เชื่อมโยงพนัธะแบบแชในสารละลาย GA  

-  เชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกบัอบไอในสารละลาย GA  

-  เชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกบัแชในสารละลาย EDC  

1.4.4)   ศกึษาลักษณะสมบัติในดานตางๆ ของโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้น ทางกายภาพและทางเคมี 

ไดแก ลักษณะพื้นผวิโดยรวม ขนาดของรูพรุน การดูดน้าํ ความทนทานตอแรงกด ระดับการ

เชื่อมโยงพนัธะ รวมทั้งศกึษาประสิทธิภาพการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ 

GA   
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1.4.5)   ศกึษาลักษณะสมบัติทางชีววิทยาของโครงเลีย้งเซลล ไดแก การยอยสลายทางชวีวทิยา 

(biodegradability) และการรอดชีวิตของเซลล L929 ในโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบ

ตางๆ 

1.4.6) ทําการทดสอบมาตรฐานของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะ เพื่อที่จะนาํมาผลิตเปน

ผลิตภัณฑเพื่อใชในมนษุย 
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บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 โครงเลี้ยงเซลล (scaffold) 
 ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อโครงเลี้ยงเซลลถกูใชในการซอมแซมเนื้อเยื่อ และอวัยวะตางๆใน

รางกาย เมื่อเนื้อเยื่อและอวัยวะเหลานั้นไดรับความเสียหาย โดยที่โครงเลีย้งเซลลถกูสรางขึ้นใหมี

ลักษณะคลายกับที่อยูของเซลล (extracellular matrix, ECM) ซึ่งทาํหนาที่ดึงดูดใหเซลลบริเวณรอบๆ

เคลื่อนที่เขามาอยูภายในโครงเลี้ยงเซลล จากนั้นเซลลจะทําการแบงตวัและแพรจํานวนเซลล รวมทั้งหลั่ง

สารตางๆทาํใหเกิดการเคลื่อนตัวเขามาของเซลลเพิม่ข้ึน และมีการเปลี่ยนแปลง (differentiation) เกิด

การสรางเนื้อเยื่อใหม และพัฒนากลายเปนเนื้อเยื่อที่สมบูรณ สุดทายโครงเลีย้งเซลลก็จะถกูยอยสลาย

หมดไปเอง [Ma, PX.2004]  

โครงเลี้ยงเซลลที่ใชในงานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ มักสรางขึน้โดยเลยีนแบบสภาวะของ ECM โดย

สวนใหญจะสรางขึ้นมาจาก คอลลาเจน เนื่องจากเปนโปรตีนที่มีมากที่สุดในรางกาย(ประมาณ 30% 

ของโปรตีนทีม่อียูในรางกาย), มีความสามารถในการยอยสลายทางชวีภาพ (biodegradability), มี

ความสามารถเขากับเนื้อเยื่อไดดี (biocompatibility) และไมเปนพษิ (non-toxic) กบัเซลล [Ma, L. และ

คณะ, 2003] แตมีปญหาอยูบางประการในการนําคอลลาเจนมาใชงาน เนื่องจากมีราคาแพง เก็บรักษา

ยาก รวมถึงมอัีตราการยอยสลายทีเ่ร็ว และสมบัติทางกลที่ต่ํา ซึ่งเปนปญหาสําคญัที่จะนํา คอลลาเจน 

มาสรางเปนโครงเลี้ยงเซลลเพียงอยางเดยีว ดงันัน้จึงมีการออกแบบและปรับปรุงคุณสมบัติตางๆของ

โครงเลี้ยงเซลลใหมีคุณสมบัติที่เหมาะสมในการนําไปใชงาน [Lee, CH. และคณะ, 2001] เนื่องจากโครง

เลี้ยงเซลลทีน่าํมาใชในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อตองมีอัตราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลกับอัตราการ

สรางเนื้อเยื่อทีส่อดคลองกัน จึงมักมีการนําวัสดุชนิดอื่นผสมเพิ่มเติมลงไป เชน ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลา

เจน ไดนาํไคโตซานผสมเพิม่ลงไป ซึ่งไคโตซานมีคุณสมบัติในการหามเลือดที่ดี และเรงการสรางเนื้อเยื่อ

ใหม ดังนัน้จงึมีการนําคอลลาเจน และไคโตซานมาผสมกันเปนโครงเลี้ยงเซลล [Tangsadthakun, C. 

และคณะ, 2005]  

 

2.2 เจลาตนิ 
เจลาตินเปนโปรตีนจากธรรมชาติชนิดหนึง่มีมวลโมเลกลุประมาณ 100,000 ดาลตัน ซึ่งสกัดมา

จากคอลลาเจน โดยขบวนการ acidic และ alkaline process แลวจึงนํามาทําใหบริสุทธิ,์ เพิ่มความ

เขมขน, ผานขั้นตอนการทาํใหปราศจากเชื้อโรค และการทาํใหแหง จะไดผลิตภัณฑออกมา 2 ชนิดคือ 

basic gelatin หรือ เจลาตินชนิด A และ acidic gelatin หรือ เจลาตินชนิด B ซึ่งขั้นตอนการสกัด เจ

ลาตินทั้งสองชนิดนี ้ แสดงดังรูปที ่ 2.1 โดยทั่วไปเจลาตินจะถกูใชงานทางดานเภสชักรรมและทางการ
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แพทย เนือ่งจากเจลาตนิมีสมบัติในการยอยสลายทางชวีภาพและมีสมบัติการเขากันไดดีกับรางกาย 

ดวยสมบัติเหลานีท้ําใหเจลาตินไดรับการยอมรับวาเปนสารปลอดภัยเมื่อนํามาใชเปนสวนประกอบของ

ยา และอวัยวะเทียมเมื่อนํามาใชรวมกับรางกายมนุษย [Young, S. และคณะ, 2005]  

 
 

รูปที่ 2.1 ขั้นตอนการสกัด acidic gelatin และ basic gelatin 

(ที่มา: Tabata, Y., 1998; 31: 287-301.) 

 

เจลาตินแบงออกเปน 2 ชนิด คือ [Tabata, Y. 1998]  

 1. Basic gelatin (Type A gelatin): ไดมาจาก acid process แสดงดังรูปที ่ 2.1 มีคา 

Isoelectric point (pI) ประมาณ 9.0 ซึ่งใกลเคียงกับคอลลาเจนและเหมาะกบัการใชงาน

รวมกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนกรด  

 2. Acidic gelatin (Type B gelatin): ไดมาจาก alkaline process ดังรูปที่ 2.1 เปน

ขบวนการไฮโดรไลซิสกลุมเอไมดในคอลลาเจน ซึ่งจะไดเจลาตินที่มีกลุมคารบอกซลิปริมาณ

มาก ทําใหเจลาตินมีประจุลบ และมีคา Isoelectric point (pI) ประมาณ 5.0 ซึ่งเหมาะกับ

การใชงานรวมกับโปรตีนทีม่ีสมบัติเปนเบส  
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สมบัติของเจลาติน Type A และ B สรุปดังตารางที ่2.1 

 
ตารางที่ 2.1 ตารางแสดงสมบัติของเจลาติน ชนิด A และ B 

 
 
ลักษณะเฉพาะของเจลาตนิคือ สารที่ประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิดที่มีปริมาณสูง เชน 

glycine, proline และ hydroxyproline ซึ่งโครงสรางของเจลาตนิประกอบไปดวยหนวยซ้าํของกรดอะมิ

โนทีเ่รียงตวักนัคือ glycine-X-Y ซึ่ง X และ Y คือ proline และ hydroxyproline ตามลําดับ แสดงดังรูปที ่

2.2  

 
 

R = glycine-X-Y triplet  

X และ Y คือ proline และ hydroxyl proline ตามลําดบั 

  
รูปที่ 2.2 โครงสรางของเจลาติน 

(ที่มา: Lee, SB., 2005; 24: 2503-2511.) 

 

เจลาตินประกอบไปดวยกรดอะมิโน 19 ชนิด และมีปริมาณของกรดอะมิโน glycine, proline 

และ hydroxyproline ที่มากเชนเดียวกบัคอลลาเจนและเนื่องจากมปีริมาณกรดอะมิโน methionine, 

tyrosine และ cystine ที่เพิม่ข้ึน ซึ่งกรดอะมิโนจําพวกนีจ้ะแสดงพฤตกิรรมเปน hydrophilic จึงทําใหเจ

ลาตินละลายน้ําไดดี [Neuman, RE. 1949] ซึ่งสามารถสรุปปริมาณกรดอะมิโนชนดิตางๆ ใน เจลาตินดัง

ตารางที ่2.2 
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ตารางที่ 2.2 องคประกอบในเจลาติน 

 
 

 

ความสาํคัญของเจลาตนิถูกใชเปนอยางมาก ในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อดังทีพ่บไดจากงาน 

วิจัยของ Tabata ในป1999 ที่ศึกษาการใชเจลาตินเปนวัสดุทดแทนผิวหนังที่มีสมบัติในการควบคุมการ

สงผาน (control release) โกรสแฟคเตอร bFGF (basic fibroblast growth factor)โดยในการทดลองทํา

การขึ้นรูปแผนไฮโดรเจลจากเจลาติน แลวเชื่อมโยงพันธะดวยกลตูารัลดีไฮดที่มีความเขมขนตางๆกนั

ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมงหลงัจากนัน้จึงนําแผนไฮโดรเจลที่ไดแชใน
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สารละลายไกลซีน (glycine) เพื่อกาํจัดหมูแอลดีไฮดออก แลวลางดวยน้าํกลัน่ 3 คร้ังที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส และทําแหงที่อุณหภูมิเยือกแข็ง จากนั้นทําการเติม bFGF จากผลการทดลองใชไฮโดรเจล 

ในการควบคุมการสงผาน bFGF (basic fibroblast growthfactor) พบวา bFGF ทีอ่ยูใน basic gelatin 

จะถูกสงผานไดเกือบทั้งหมด ในขณะที ่ bFGF ที่อยูใน acidic gelatin จะถูกสงผานไดนอย และไฮโดร

เจลที่มีคาการดูดซับน้ําสูงกวา จะสลายตวัไดเร็วกวาไฮโดรเจลที่มีคาการดูดซับน้าํที่ต่าํกวา ซึ่งแสดงถึง

ผลการใชเจลาตินในการควบคุมการสงผานโกรสแฟคเตอรในโครงเลี้ยงเซลลเพื่อใชในงานดานวิศวกรรม

เนื้อเยื่อ 

ในงานวิจัยของ Kang และคณะ ในป 1999 ที่ศึกษาวิธกีารเตรียมวัสดุรูพรุน โดยการเตรียม

ไฮโดรเจลที่ยอยสลายไดตามธรรมชาติจากเจลาตินที่มีการเชื่อมโยงพันธะดวยสารละลายกลูตารัลดีไฮด 

หลังจากการลางไฮโดรเจลดวยไกลซนีและน้ํา แลวจงึนาํไฮโดรเจลไปแชแข็งเพื่อทําแหงที่จดุเยอืกแข็ง

ตอไป โดยที่ทาํการปรับเปลีย่นอุณหภูมิในการแชแข็ง 3 อุณหภูมิ คือ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส 

(ไนโตรเจนเหลว) โครงสรางของรูพรุนที่ไดจากการทําแหงมีลักษณะแตกตางกนัตามอุณหภูมิแชแข็ง โดย

ที่แผนไฮโดรเจลที่ถูกแชแข็งในไนโตรเจนเหลว จะมีโครงสรางทีเ่ปน 2 มิติ (two-dimension) ในขณะที่

แผนไฮโดรเจลที่แชแข็งที่อุณหภูม ิ -20 องศาเซลเซยีส จะมีโครงสรางเปน 3 มิต ิ รูพรุนจะมีความ

ตอเนื่องกนัมากขึ้น โดยมีขนาดรูพรุนประมาณ 250 ไมโครเมตร ซึง่เมื่อแชแข็งทีอุ่ณหภูมิ –80 องศา

เซลเซียส แผนจะมีโครงสรางเปน 2 มิติและมีขนาดรูพรุนประมาณ 85 ไมโครเมตร 

 
2.3 ไคโตซาน 

ไคโตซานคือ อนพุันธของไคตินที่ตัดเอาหมูอะซิติลของน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine 

(เรียกวา deacetylation คือ เปล่ียนน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine เปน glucosamine) ออกตั้งแต 

50 % ข้ึนไป มีชื่อทางเคมวีา poly [β-(1→4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose] และไมสามารถ

ละลายในตัวทาํละลายอินทรียเกือบทัง้หมดและน้ําที่มีคา pH เปนกลางหรือดาง แตสามารถละลายใน

กรดออน ไคโตซานที่ไดจะมีสวนผสมของน้าํตาล N-acetyl-D-glucosamine และ glucosamine อยูใน

สายพอลเิมอรเดียวกนั ซ่ึงระดับการกาํจัดหมูอะซิติล (หรือเปอรเซ็นตการเกิด deacetylation) มีผลตอ

สมบัติและการทํางานของไคโตซาน นอกจากนี้น้าํหนักโมเลกุลของไคโตซานบอกถงึความยาวของสายไค

โตซานซึง่มีผลตอความหนืด เชน ไคโตซานที่มนี้ําหนกัโมเลกุลสูงจะมีสายยาวและสารละลายมคีวาม

หนืดมากกวาไคโตซานที่มนี้าํหนักโมเลกุลตํ่า เปนตน ดังนั้นการนําไคโตซานไปใชประโยชนจะตอง

พิจารณาทั้งเปอรเซ็นตการเกดิ deacetylation และน้ําหนักโมเลกุล ซึ่งโครงสรางของไคตินและไคโตซาน

แสดงดังรูปที่ 2.3 
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รูปที่ 2.3 โครงสรางโมเลกุลของไคโตซาน 

 

ไคตินและไคโตซานนั้นเปนวัสดุเชิงประกอบที่มีความเหนยีวฉีกขาดยาก และสามารถรับแรงได

สูงและไมเปล่ียนรูปรางไดงาย ถาหากพิจารณาในเชงิโครงสรางไคตินจะจัดเรียงตัวเปนโครงสรางผลึก

เหลวแบบคลอเลสเทอริก (cholesteric liquid crystal structure) โดยมีโปรตีนและแคลเซียมคารบอเนต

แทรกทาํใหวัสดุชนิดนีท้นแรงไดทุกทิศทาง ไคตินและไคโตซานมีความเปนวัสดุพิเศษคือ ตัววัสดุสามารถ

ทําหนาทีท่างเคมีหรือทางชวีภาพบางอยางไดดวยตัวเอง ตัวอยางเชน เปนแผนโพลารเมมเบรน (polar 

membrane) ซึง่สามารถใชในการแยกแอลกอฮอล(เจือจาง)โดยกระบวนการเพอรวาพอเรชนั (perva 

poration) เปนตน 

 

สมบัติทางกายภาพและทางเคมีของไคติน-ไคโตซาน (ภาวด ีเมธะคานนท, 2545) 

การละลาย (Solubility) 

ไคตินไมละลายในน้าํ กรดเจือจาง ดางเจือจางและเขมขน แอลกอฮอล และตัวทาํละลายอินทรีย

อ่ืนๆ แตสามารถละลายไดในกรดไฮโดรคลอริก (กรดเกลือ) เขมขน กรดซัลฟูริก (กรดกํามะถัน) เขมขน 

กรดฟอสฟอรกิ (78-97%) กรดฟอรมิก (anhydrous formic acid) และ DMAc-LiCl (N, N-

Dimethylacetamide Lithium chloride) ความยากในการละลายของไคตินในตัวทาํละลายตางๆ เปนผล

มาจากสายโซโมเลกุลที่อยูกนัอยางหนาแนนมพีนัธะเกดิขึ้นทั้งภายในและระหวางโมเลกุล เนื่องจากหมู

ฟงกชันที่ตางกัน (หมูไฮดรอกซิลและหมูอะซีตามิโด) ไคโตซานไมละลายน้าํ ดางและตัวทําละลาย

อินทรีย (organic solvent) แตสามารถละลายไดในสารละลายที่เปนกรดอินทรียเกือบทุกชนิดทีม่ี pH 

นอยกวา 6 กรดอะซีติกและกรดฟอรมกิเปนกรดที่นยิมใชในการละลายไคโตซาน กรดอินทรยีบางชนิด 

เชน กรดไนตริก กรดไฮโดรคลอริกกรดเปอรคลอริก และกรดฟอสฟอริก สามารถละลายไคโตซานได
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เชนกนั แตภายใตการคนที่อุณหภูมิสูงปานกลางอยางไรก็ตามในบางครั้งอาจมตีะกอนขาวคลายวุน

เกิดขึ้นสารละลายไคโตซานมีความเหนียวใส มีพฤติกรรมแบบนอน-นิวโตเนียน (non-newtonian) ใน

สารละลาย หมูอะมโินของไคโตซานจะแตกตัวโดยมีคาสัมประสิทธิก์ารแตกตัว (pKa) ข้ึนอยูกับความ

หนาแนนของประจุพอลิเมอรโดย pKa ของไคโตซานมีคาอยูในชวง 6.2 – 6.8 

 

น้ําหนกัโมเลกลุ (Molecular weight) 

ไคตินในธรรมชาติจะมนี้ําหนักโมเลกุลสูงมากกวา 1 x 105 ในขณะที่ไคโตซานจะมนี้ําหนัก

โมเลกุลอยูในชวง กวา 1 x 105 ถึง 1 x 106 ข้ึนอยูกับข้ันตอนในการผลิต 

 

Degree of Deacetylation 

เปนตัวบงชี้ความเปนไคติน-ไคโตซาน เนือ่งจากไคติน-ไคโตซานเปนพอลิเมอรระหวางสองโมโน

เมอร N-acetyl-D-glucosamine และ D-glucosamine ถาสัดสวนที่อยูรวมกันของมอนอเมอรแรก

มากกวา คือมีคา degree of deactylation ต่ํา จะแสดงสมบัติเดนของไคติน แตถาสัดสวนของโมโนเมอร

ที่สองมากกวา คือมีคา degree of deactylation สูงจะแสดงสมบัติเดนของไคโตซาน 

 

ความหนืด (Viscosity) 

ความหนืดของสารละลายไคโตซานขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง เชน degree of deactylation 

น้ําหนกัความหนืดโมเลกุล ความเขมขน ionic strength ความเปนกรด-ดาง (pH) และอุณหภูมิ 

โดยทัว่ไปแลวความหนืดของสารละลายพอลิเมอรจะลดลงเมื่ออุณหภมูิสูงขึ้น แตชนิดของกรดที่ใชและ

การเปลี่ยนแปลง pH ของสารละลายพอลเิมอรจะใหผลความหนืดที่แตกตางกนั เชนความหนืดของไคโต

ซานในกรดอะซีติกจะเพิม่ข้ึนเมื่อสารละลายมีคา pH ลดลง ในขณะที่ความหนดืของไคโตซานในกรด

ไฮโดรคลอริกจะเพิ่มข้ึนเมื่อ pH ของสารละลายเพิ่มข้ึน 

 

ความสามารถในการตกตะกอน (Coagulating ability) 

ไคโตซานเปนตัวสรางตะกอนและตัวตกตะกอน (flocculant and coagulating agent) ที่ดี 

เนื่องจากการมีหมูอะมิโนจาํนวนมากที่สามารถแตกตวัเปนประจุบวก และจับกับสารที่มปีระจุลบได เชน 

โปรตีน สียอม และพอลิเมอรอ่ืน จากการวิจัยประสทิธภิาพของไคโตซานในการแยกโปรตีนออกจากหาง

นม พบวาความสามารถในการจับโปรตีนเปนสัดสวนผกผันกับน้าํหนักโมเลกุลของไคโตซานนอกจากนี้

ไคโตซานยงัสามารถจับกับโลหะหนกัได โดยไนโตรเจนในหมูอะมิโนของไคโตซานจะทําหนาที่เปนตัวให

อิเล็กตรอน ทําใหไอออนของโลหะสามารถสรางพันธะเชิงซอน(coordinate) กับหมูอะมิโนได นอกจากนี้

ยังพบวา หมูอะมิโนไคโตซานมปีระสิทธิภาพในการจบักับไอออนของโลหะไดดีกวาหมูอะซีติลในไคติน 

ดังนัน้ไคโตซานที่ม ี degree of deacetylation สูงจะมีอัตราการดูดซับหรือความสามารถในการจับกับ
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ไอออนของโลหะสูง ความสามารถในการดูดซับไอออนของโลหะของไคโตซานยังขึ้นอยูกับอีกหลาย

ปจจัย เชน ความเปนผลึก และความสามารถในการบวมน้ําของไคโตซาน 

การประยุกตใชไคโตซานในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ไดมีการนําไคโตซานมาทําเปนโครงเลี้ยงเซลล 

(Zhang, 2001) เพื่อใชเปนวัสดุปดแผลซึ่งอาจเปนไดทัง้ในรูปของแผนเยื่อบาง (membrane) แผนคลาย

ฟองน้ํา (sponge) หรือผสมรวมกับผาฝาย หรือใชเปนผงละเอียด โดยจะมีผลกระตุนการสรางเซลลใหม 

และปองกนัการติดเชื้อ จึงชวยทาํใหบาดแผลหายเร็วขึ้น (Mi และคณะ, 2001) เปนตน 

จากงานวิจยัของ Tangsadthakun และคณะ ในป 2006 ที่ไดทําการศึกษาเกีย่วกับอิทธิพลของ

มวลโมเลกุลของไคโตซานตอคุณสมบัติทางกายภาพ และชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนและไค

โตซาน ดวยการเตรียมโครงเลี้ยงเซลลดวยเทคนิคการทาํแหงดวยความเย็นแลวเชื่อมโยงพนัธะดวยความ

รอน (dehydothermal crosslinking) ที่อุณหภูมิ 105 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง ที่อัตราสวนของคอลลา

เจนตอไคโตซาน 5 แบบคือ 100/0; 90/10; 70/30; 50/50; 30/70; 10/90 และ 0/100 และทําการเปลี่ยน

คาน้ําหนักโมเลกุลของไคโตซาน (Mw: weight-averaged molecular weight) 4 คาคือ XLMW (49 

kDa), LMW (180 kDa), MMW (460 kDa), HMW (1,450 kDa) จากการทดสอบพบวาในโครงลี้ยงเซลล

ที่มีไคโตซานมวลโมเลกุลสูง (HMW) ที่มอัีตราสวนของไคโตซาน 30 เปอรเซ็นต จะมีคาโมดูลัสเพิ่มข้ึน 

และมีประสิทธิภาพมากในการนาํไปทดสอบการเพาะเลี้ยงเซลล (cell adhesion and proliferation) 

ดวยเซลลผิวหนังของหนูและมนุษย โดยทาํการทดสอบดวยการจําลองสภาวะของสิง่มีชีวิตในหองปฏิบัติ 

การ (in vitro) ดวยจาํนวนเซลล 20,000 เซลลตอหนึง่โครงเลี้ยงเซลล  

งานวิจยัของ Mao และคณะในป 2003 ไดศกึษาถงึการเตรียมโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 

ดวยการใชเทคนิคการทาํแหงที่จดุเยือกแข็ง (Freeze drying technique) โครงเลี้ยงเซลลแบบชั้นเดียว 

(monolayer) และแบบ 2 ชั้น (bilayer) ถูกเตรียมแตกตางกนัที่อุณหภูมิแชแข็งโดยโครงเลี้ยงเซลลแบบ

ชั้นเดียว ซึง่ถกูแชแข็งในตูแชที่อุณหภูมิตางกนัคือ -20 องศาเซลเซยีส, -40 องศาเซลเซียส และ -60 

องศาเซลเซยีส ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลแบบ 2 ชั้น ถูกแชโดยตรงดวย lyophilizing plate ที่มอุีณหภูมิ -

56 องศาเซลเซียส แลวทําการศึกษาสมบัติทางกายภาพ ทางกลและทางชวีภาพ จากการศึกษาพบวา

การจัดเรียงตวัของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลลแบบ 2 ชั้น ประกอบดวยชัน้ที่เบากวาซึง่กับสัมผัสอากาศและ

ชั้นทีห่นาแนนกวาซึง่สัมผัสกบัถาดแชแข็ง และการเรียงตวัของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลลแบบ 2 ชั้น มีความ

เปนระเบียบมากกวาโครงเลีย้งเซลลแบบชัน้เดียว นอกจากนั้นยังพบวาอุณหภูมิในการแชแข็งที่เพิ่มข้ึนมี

ผลใหขนาดของรูพรุนเลก็ลง ซึ่งแสดงใหเห็นถึงการใชโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ในการผลิต

โครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนเหมาะสมกบังานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 

 นอกจากนี้ในงานวิจัยของ Phongying, S ในป 2006 ไดศึกษาการเตรียมโครงเลี้ยงเซลลไคโต

ซานในระดับนาโน (chitosan nanoscaffold) ดวยวธิีการเติมกรด (HCl) และการเติมเบส (NaOH) ดัง

แสดงในรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4 โครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลไคโตซานในระดับนาโน  

ที่ไดมาจากกระบวนการ deacetylation 

(ที่มา: Phongying, S., 2006; 48: 393-400.) 

 
2.4 คอลลาเจน  

คอลลาเจนเปนโปรตีนที่พบมากที่สุดในมนุษยและสัตวซึ่งมีอยูประมาณรอยละ 30 ของโปรตีนใน

รางกาย คอลลาเจนเปนสวนประกอบของ extracellular matrix (ECM) หรือเรียกวาเปนที่อยูของเซลล 

ซึ่งทาํใหคอลลาเจนทําหนาทีเ่ปนโครงสรางใหกับอวยัวะตางๆ เชน เสนเอ็น กระดูก และเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั

ทั้งหมดและยงัคงพบคอลลาเจนในรอยตอของเนื้อเยื่อที่ประกอบขึ้นเปนสวนของอวัยวะ คอลลาเจนชวย

สรางความแข็งแรงใหกับเนือ้เยื่อและอวัยวะ ใหมีโครงสรางที่คงสภาพสมบูรณ ในชวงระยะเวลา 10 ปที่

ผานมามีกลุมวิจัยตางๆ สนใจคอลลาเจนเปนจํานวนมากและไดแบงกลุมคอลลาเจนดังแสดงในตารางที ่

2.3 ซึ่งคอลลาเจนในแตละกลุมจะมหีนวยซ้ําที่เหมือนกนัคือ Gly-X-Y ซึ่ง X แทน proline และ Y แทน 4-

hydroxyproline แสดงดังรูปที ่2.5 คอลลาเจนมีความเขากันไดดีมากกับเซลล เนื่องจากพบมากตามสวน

ตางๆของรางกาย มี R-G-D peptide ไมเปนพิษตอเซลล และมีปฏิกิริยาสรางภมูิคุมกันที่ต่ํา [Friess, W. 

1998] โมเลกลุของคอลลาเจนประกอบไปดวย polypeptide α-chain 3 เสน ซึ่ง α-chain ทั้ง 3 เสนพนั

รวมกันทาํใหคอลลาเจนมีโครงสรางเปนแบบ triplehelix [Gelse, K. และคณะ, 2003] แสดงดังรูปที ่2.6  

การใชประโยชนจากคอลลาเจนในงานวศิวกรรมเนื้อเยือ่มีมาก โดยเฉพาะคอลลาเจนชนิดที่หนึ่ง

ซึ่งนยิมนํามาเปนวัสดุทดแทนผิวหนงัและแผลที่เกิดจากไฟไหม ทัง้นี้เนื่องจากลักษณะสมบัติทางกลที่

เหมาะสมและมีความเขากนัไดดีกับเซลล [Rao, KP.,1995] ซึ่งบริษทัที่ผลิตคอลลาเจน เชน sigma-

aldrich และ Johnson&Johnson และงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อยังไดพัฒนาการใช คอลลาเจนใน

งานดานอื่นๆ นอกจากผิวหนัง เชน การแทนที่ของทอลําเลียงเลือด ล้ินปดหวัใจ และ เอ็นยึด เนื่องจาก

คอลลาเจนแสดงสมบัติที่มีความสามารถในการหามเลือด โดยเหนี่ยวนาํใหเกิด การจับตัวเปนลิ่มหรือ

กอนของเลือด และแสดงความสามารถในกระบวนการซอมแซมเนื้อเยือ่ [Auger, FA. และคณะ, 1998]  
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รูปที่ 2.5 โครงสรางทางเคมีของคอลลาเจนชนิดที่ 1 

(ที่มา: Friess, W., 1998; 45: 113-136.)  

 

 
รูปที่ 2.6 โครงสรางแบบ triple helix ของคอลลาเจนชนิดที่ 1 

(ที่มา: Gelse, K., 2003; 55: 1531–1546.) 

 
กระบวนการสงัเคราะหคอลลาเจนชนิดที ่1 ในรางกายซึง่พบมากในสวนของกระดูก ผิวหนัง เอ็น

ยึด และกระจกตา ประกอบไปดวย 4 ข้ันตอนหลกั แสดงดังรูปที ่2.7 ดังนี ้[Gelse, K. และคณะ, 2003]  

 - transcription และ translation เปนกระบวนการผลิต mRNA ชนิดตางๆ ซึ่งเปนนิวเคลียสของ

ระบบ และกอกําเนิดเปนคอลลาเจนชนิดตางๆ  

 - posttranslational modifications of collagen เปนกระบวนการถักทอใหเกิดเปนโปรตีน 3 

เสนพันกันซึ่งมีหัวเปน C-propeptide และทายเปน N-propeptide  

 - secretion of collagen เปนกระบวนการตัดหัวและทายของโปรตีนสามเสนที่พันกัน โดย C-

propeptide ถูกตัดโดย C-proteinase และ N-propeptide ถูกตัดโดย N-proteinase  

 - extracellular processing และ modification เปนกระบวนการที่สายของโปรตีน ทั้ง 3 เสนเกดิ

การเชื่อมโยงพันธะกันและกัน และกลายเปนคอลลาเจน  
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คอลลาเจนเหมาะสาํหรับการนํามาสรางเปนโครงเลี้ยงเซลลมนุษย เนื่องจากพบมากในสวน

ตางๆ ของรางกาย ทั้งยังมีสมบัติการเขากนัไดดีกับรางกาย มีการตานตอระบบภูมิคุมกันในรางกายที่ต่าํ 

สามารถยอยสลายทางชีวภาพ และสามารถเพิ่มความสามารถในการชักนําเซลลเขามายึดเกาะและ

เจริญเติบโต แตอยางไรก็ตามมีปญหาบางประการที่นาํคอลลาเจนมาใชงาน ไดแก [Friess, W. 1998 

และ Lee, CH. และคณะ, 2001]  

 - การเตรียมคอลลาเจนชนิดที่หนึ่งใหบริสุทธิ์ตองเสยีคาใชจายสูง เนือ่งจากการสกดัคอลลาเจน

จากเนื้อเยื่อเปนไปไดยากเนือ่งจากโมเลกลุในคอลลาเจนถูกเชื่อมโยงดวยพนัธะโควาเลนตทั้งนี้

ข้ึนอยูกับอายขุองสิ่งมีชวีิตและชนิดของเนือ้เยื่อที่สกัด  

 - เนื่องจากคอลลาเจนเปนพอลิเมอรธรรมชาติที่สกัดไดจากแหลงทีต่างกนั และมอียูตามอวยัวะ

ตางๆในรางกาย จึงทาํใหคอลลาเจนมีความเปนเนื้อเดียวกนัต่ํา หรือ มีความสม่ําเสมอทาง

โครงสรางต่ํา จงึทาํใหเกิดความแปรปรวนตางๆ เชน ความหนาแนนในการเชื่อมโยงพนัธะ ขนาด

ของเสนใย ความบริสุทธิ ์และการยอยสลาย  

 - การคงสภาพโครงสรางโมเลกุลของคอลลาเจนทําไดยาก   เนื่องจากคอลลาเจนมีโครงสราง

โมเลกุลที่ซับซอนตองเก็บรักษาที่อุณหภูมติ่ํา มีการรุกรานของจุลินทรียตางๆงาย และมีรายงาน

การติดเชื้อในคนไข  

 - คอลลาเจนมีสมบัติทางกลที่ไมแข็งแรง คือ มีการหดตัว (contraction) ของเสนใยโดยเฉพาะ 

เมื่ออยูในสารละลายซีรัม  

  

ลักษณะเดนของคอลลาเจนคือ มีปริมาณกรดอะมิโน glycine, proline และ hydroxyproline ที่

สูงซึ่งกรดอะมโินจําพวกนีจ้ะแสดงพฤติกรรมเปน hydrophobic protein และมีปริมาณของ กรดอะมิโน 

tyrosine, tryptophan, isoleucine, cystine และ histidine ที่ต่ํา [Neuman, RE. 1949]  
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รูปที่ 2.7 กระบวนการสังเคราะหคอลลาเจนชนิดที่ 1 

(ที่มา: Gelse, K., 2003; 55:1531– 1546.) 

 

หมายเหตุ SP: signal peptidase; GT: hydroxylysyl galactosyltransferase and galactosylhydroxylysyl 

glucosyltransferase; LH: lysyl hydroxylase; PH: prolyl hydroxylase; OTC: oligosaccharyl transferase 

complex; PDI: protein disulphide isomerase; PPI: peptidyl-prolyl cis-trans-isomerase; NP: procollagen N-

proteinase; CP: procollagen C-proteinase; LO: lysyl oxidase; HSP47: heat shock protein 47, colligin1. 
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ตารางที่ 2.3 สวนประกอบของคอลลาเจนชนิดตางๆ 

 

 
 

 (ที่มา: Gelse, K., 2003; 55:1531– 1546.)  

 

2.5 ไกลโคซามิโนไกลแคน (GAG) 
ไกลโคซามิโนไกลแคน เปนองคประกอบสําคัญที่อยูในชัน้ผิวหนังซึง่อยูระหวางเสนใยคอลลาเจน 

ที่อยูในชัน้หนงัแท (dermis) GAG มีหลายชนิด มีลักษณะที่แสดงประจุเปนลบและมีโครงสรางคลายพอ

ลิแซคคาไรดที่ไมมีสาขา GAG มีหลายชนิด เชน chondroitin-6 sulfate, dermatan sulfate, keratin 

sulfate, hyaluronan และ heparin เปนตน หนาที่หลกัของ GAG คือทําหนาที่เปนตัวเชื่อมพนัธะโควา

เลนตกับโปรตนีสายหลักกลายเปน proteoglycans อีกทั้งยังสามารถเพิ่มความสามารถในการตานทาน
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การยอยสลายของ extracellular matrix และสามารถจับยึดโมเลกุลโปรตีน จําพวกไซโตคายนและโกรส

แฟคเตอรที่มบีทบาทในการควบคุมการทํางานของเซลล ในกระบวนการรักษาบาดแผล เปนตน 

ตัวอยางเชน TGF-β1 (Shafritz,1994) ซึ่งมีอิทธิพลตอการเกาะติด, การเคลื่อนที,่ การเพิ่มจาํนวน, และ

การเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล 

 

 
 

รูป 2.8 หนวยซ้ําของ chondroitin-6-sulfate (Sharfitz, 1994) 

 
จากรูป 2.8 แสดงหนวยซ้ําของ Chondroitin-6-sulfate (CS) ที่เปนหนึง่ใน GAG พื้นฐานทีพ่บ

ในชั้นหนงัแทที่มีบทบาทสําคัญในการศึกษาทางดานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ ดังเห็นจากงานวิจัยที่ผานมาที่มี

การใช chondroitin-6-sulfate (Shafritz และคณะ, 1994; Pek และคณะ, 2004; Leeและคณะ, 2004) 

เปน GAG ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของโครงเลี้ยงเซลลดวยการลดอัตราการ

ยอยสลายและเพิ่มความสามารถในการเกาะติดของเซลลในป 1994 Shafritz และคณะไดทําการศึกษา

ผลของ glycosaminoglycan ในโครงเลี้ยงเซลล คอลลาเจน-GAG ที่มีผลตอการหายของบาดแผล 

(delay wound contraction and induces regeneration) โดยทําการศึกษาเปรยีบเทยีบผลจากโครง

เลี้ยงเซลลที่มอีงคประกอบเปน คอลลาเจนชนิดที่ 1 กับ GAG ที่มีความแตกตางกัน 4 ชนิด คือ 

chondroitin-6-sulfate, dermatan sulfate,decorin (a proteoglycan-containing dermatan sulfate 

chain) และ aggrecan (aproteoglycan in which 90 % of chondroitin-6-sulfate) แลวทําการขึ้นรูป

โครงเลี้ยงเซลลซึง่ควบคุมขนาดของรูพรุนดวยการปรับเครื่องทําแหง (lyophilizer) ใหมีอุณหภูมิ -40

องศาเซลเซยีส ถึง -38 องศาเซลเซียส และการเชื่อมโยงพนัธะดวยอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ความ

ดัน 50 มิลลิเมตรปรอท เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวปดทับโครงเลี้ยงเซลลดวย poly(dimethylsiloxane) 

เพื่อควบคุมความชืน้ของบาดแผล เมื่อทาํการทดสอบขนาดรูพรุนโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-GAG พบ 

วามีขนาด 91±12, 99±23, 102±26, 94±23, และ 160±26 ไมโครเมตร ในโครงเลีย้งเซลล คอลลาเจน-

chondroitin-6-sulfate, คอลลาเจน-aggrecan, คอลลาเจน-dermatan sulfate, คอลลาเจน-decorin, 

และคอลลาเจน ตามลําดับ โดยมีอัตราการยอยสลายดวยการใชเอนไซมคอลลาจีเนส (collagenase) ซึ่ง

พบวามีอัตราการยอยสลายเปน 23.4±3.4, 38.6±6, 8.0±3.9 ในโครงเลี้ยงเซลล คอลลาเจน-
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chondroitin-6-sulfate, คอลลาเจน-aggrecan, คอลลาเจน-dermatan sulfate แตไมสามารถวดัอัตรา

การยอยสลายในคอลลาเจน-decorin ได และมีอัตราการยอยสลาย 12.5-43.5 ในโครงเลีย้งเซลล

คอลลาเจนเพยีงอยางเดยีว และเมื่อทดสอบจลนศาสตรในการปดของบาดแผล (kinetics of wound 

contraction) ในการทดลองในหนูตะเภาพบวา เมื่อเยบ็โครงเลี้ยงเซลล คอลลาเจน-GAG จะมกีารลด

ขนาดของแผลชากวาโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจนเพียงอยางเดียว 

 
2.6 การเชื่อมโยงพันธะ (crosslinking) 

การเชื่อมโยงพันธะเปนวิธหีนึ่งที่มีความสาํคัญมากในการปรับปรุงคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล

ที่นยิมใชกนัในปจจุบนั เนื่องจากการเชื่อมโยงพนัธะนั้นเปนการทาํใหสมบัติเชิงกล (mechanical 

properties), อัตราการยอยสลาย (degradation rate), และความสามารถในการบวมน้ํา (swelling 

capacity) ของโครงเลี้ยงเซลลมีความเหมาะสมที่จะนาํมาใชในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อมากขึน้ เนื่องจาก

การเชื่อมโยงพันธะสามารถควบคุมอัตราการยอยสลายและอัตราการสรางเนื้อเยื่อของโครงเลี้ยงเซลลได 

[Ma, L. และคณะ, 2003] ซึ่งพบวาในกระบวนการเชือ่มโยงพันธะนัน้มีวธิกีารอยูหลายวิธี โดยจะแบง

ออกเปน 3 กลุมใหญๆคือ การเชื่อมโยงพนัธะทางกายภาพ, การเชื่อมโยงพันธะทางเคม ี และการ

เชื่อมโยงพนัธะโดยใชตัวเรงปฏิกิริยา  

การเชื่อมโยงพันธะทางกายภาพ ไดแก การใชความรอน หรือ dehydrothermal treatment 

(DHT), การใชรังสี เชน UV-irradiation เปนตน สวนการเชื่อมโยงพนัธะทางเคม ี ไดแก การใชหมูแอลดี

ไฮด เชน กลูตารัลดีไฮด (GA), formaldehyde , glyceraldehydes, การใช 1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC), การใช polyepoxides, และการใช isocyanates เปนตน 

[Young, S. และคณะ, 2005] นอกจากนี้ยงัมีการนําตวัเรงปฏิกิริยา มาใชในการเชือ่มโยงพันธะอกีดวย 

เชน การใช transglutaminase เปนตน  

 
2.6.1 การเชือ่มโยงพันธะดวยวธิีทางกายภาพ 
ก) การเชื่อมโยงพันธะโดยการใชความรอน (dehydrothermal treatment, DHT) 
 การเชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอน เปนวิธกีารหนึง่ที่นยิมใชเพื่อหลีกเลี่ยงสารเคมีที่ใชเปนตวั

เชื่อมโยงพนัธะ (cross-linker) ดาํเนนิการโดยอาศัยความรอนภายใตสุญญากาศทีค่วามดัน 0 มลิลิบาร 

ซึ่งกระบวนการนี้จะเหนีย่วนาํใหเกิดการสรางพันธะเอไมด (amide) ตัวใหมในสารจาํพวกโปรตีนซึง่มีหมู

เอมีน (amine) เปนองคประกอบ จากปฏิกิริยาการรวมตัว (condensation) ระหวางโซของหมูเอมีน โดย

ทําการควบคมุอุณหภูมิใหคงที่แลวปรับเปล่ียนระยะเวลาใหไดระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุด เพื่อใหไดโครง

เลี้ยงเซลลที่มคีุณสมบัติที่ดีและเหมาะสมมากที่สุด [Ueda, H. และคณะ, 2002] ตัวอยางเชน โครงเลี้ยง

เซลลที่สรางมาจากคอลลาเจนถูกปรับปรุงใหมีความแขง็แรงมากขึ้นและมีการยอยสลายทางชีวภาพที่ชา

ลง ดวยการเชือ่มโยงพันธะระหวางโซ (interchain crosslinks) จากปฏิกิริยาการรวมตัว (condensation) 
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หรือการสรางพันธะเอไมดตัวใหม ระหวางหมูเอมนีของโมเลกุลคอลลาเจนที่อยูติดกันในโครงเลี้ยงเซลล 

เมื่อโครงเลี้ยงเซลลผานการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนแลว ทําใหปริมาณหมูอะมโินอิสระและ

ความสามารถในการกกัเก็บน้ําในโครงเลี้ยงเซลลลดลง สงผลใหความทนตอแรงดึง (tensile strength) 

เพิ่มข้ึน [Pieper, J.S. และคณะ, 1998] และเมื่อมีการนําการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนมาใชกับ

คอลลาเจน ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงพบวาวิธกีารนี้จะขับน้าํออกมาจาก

โมเลกุลของคอลลาเจน และทําใหมีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในภายในโซของคอลลาเจน ซึ่งเปน

ผลมาจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (oxidation) ในการเชื่อมโยงพนัธะ แตการเชื่อมโยงพันธะดวยวิธนีี้ก็ยงัไม

เปนทีน่ิยม เนือ่งจากจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงรูปรางของคอลลาเจน (denature collagen) และความ

แข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลลยงัไมเปนทีน่าพอใจ [Wess, T.G. และคณะ, 2000] แตมีรายงานวาไดมีการ

นําวิธีการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนไปใชรวมกับการเชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมี EDC/NHS ของ

โครงเลี้ยงเซลลที่ทาํจากคอลลาเจนผสมกบั chondroitin-6-sulfate เร่ิมตนจากการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล

ในอัตราสวนคอลลาเจน 92% chondroitin-6-sulfate 8% โดยอาศัยเทคนิคการทาํแหงแข็ง (freeze-

dried) กอน แลวจึงนํามาเชือ่มโยงพันธะแบบใชความรอนในตูอบสุญญากาศ (vacuum oven) ทีส่ภาวะ 

105 องศาเซลเซียส ความดัน 0 มิลลิบาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวจึงนํามาเชือ่มโยงพันธะอกีครั้งโดย

การแชในสารเคมี EDC/NHS   ซึ่งสามารถเพิ่มความสามารถในการบวมน้าํสูงขึน้ 1.5 เทา และเพิม่ความ

แข็งแรงทางกลสูงขึ้น 3 เทาใหกับโครงเลีย้งเซลล  เมื่อเปรียบเทียบกบัการใชสารเคมี EDC/NHS ในการ

เชื่อมโยงพนัธะโครงเลี้ยงเซลลเพียงอยางเดียว [Pek, Y.S. และคณะ, 2004] 

 
ข) การเชื่อมโยงพันธะดวยวิธกีารใชรังสีอุลตราไวโอเลต (Ultraviolet Irradiation, UV) 

การเชื่อมโยงพันธะดวยวิธกีารใชรังสี UV เกิดจากการที่รังสี UV ทาํใหเกิด photodegradation 

และพลังงานแสง เขาไปกระตุนพนัธะภายในโมเลกุลของคอลลาเจนเกิดเปนอนุมูลอิสระ (free radical) 

ซึ่งไวตอการเกดิปฏิกิริยาของหมูเอมนีขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 2.9 โดยหมูเอมีนอิสระทีเ่กิดขึ้นนี้จะไป

เชื่อมโยงพนัธะกับหมูเอมนีอิสระของคอลลาเจนโมเลกลุอ่ืนทาํใหเกิดการเชื่อมโยงพันธะระหวางหมูเอมนี 

[Sionkowska, A. 2006] 

 

 
 

รูปที่ 2.9 การเกิดหมูเอมีนอิสระของคอลลาเจนจากการเชื่อมโยงพันธะโดยการใช UV irradiation 

(ที่มา :Sionkoska, A., 2006; 82: 9-15) 
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ค) การเชื่อมโยงพันธะดวยวิธกีารใชรังสีแกมมา (gamma radiation) 
การเชื่อมโยงพันธะดวยวิธกีารใชรังสีแกมมา เปนเทคนิคอยางหนึง่ที่ใชในการปรับปรุงคุณสมบัติ

ของพอลิเมอร ซึ่งเทคนิคนี้ไดมีการนาํมาใชกันอยางแพรหลายในดานการแพทย เชน การตรึงเอนไซม 

โดยเอนไซมจะถูกตรึงอยูบนพอลิเมอร ซึ่งเอนไซมทีน่าํมาใชกับเทคนิคนี้ ไดแก urease, cellulose, 

glucose, oxidase, lipase, glucosamylase และ invertase เปนตน โดยดําเนนิการเชื่อมโยงพันธะที่

อุณหภูมิต่ําๆ เมื่อนํารังสีแกมมามาใชกับคอลลาเจนและ poly(L-lactic acid) ที่ยึดเกาะกันดวยพนัธะโค

วาเลนตในโครงเลี้ยงเซลล รังสีแกมมาจะเหนีย่วนําใหคอลลาเจนและ poly(L-lactic acid) เกดิเปน

อนุมูลอิสระข้ึนโดยคอลลาเจนเกิดหมูเอมนีอิสระ (NH2
•) สวน poly(L-lactic acid) เกิดหมูคารบอกซิลิก

อิสระ (COOH•) จากนัน้หมูอะมิโนอิสระที่เกิดขึ้นจะเชือ่มโยงพันธะกนั สงผลใหโครงสรางของโครงเลี้ยง

เซลลมีความเสถียร และมีความสามารถในการบวมน้ําลดลง [Yang, Y. และคณะ, 2002]  

นอกจากนี้รังสแีกมมาถกูนาํมาใชกนัอยางกวางขวาง ในการทําใหกระดูกปราศจากเชื้อ (sterili 

zation of bone) จากเชื้อไวรัสและเชื้อแบคทีเรีย แตการใชรังสีแกมมาจะสรางความเสียหายใหกับ

กระดูก เนื่องจากการเกิดหมูอิสระข้ึนจากการแผรังสี โดยปฏิกิริยา radiolysis กับโมเลกุลของน้ํา ในรูป

ของหมูอิสระของไฮดรอกซลิ (OH•) [Akkus, O. และคณะ, 2005]  

 
2.6.2 การเชือ่มโยงพันธะดวยวธิีทางเคมี 
ก) การเชื่อมโยงพันธะโดยใช Glutaraldehyde (GA) 

GA เปนสารเคมี (reagent) ที่นยิมนํามาใชกนัอยางแพรหลายในงานดานชวีแพทยศาสตร 

(biomedical) ซึ่งทําหนาทีเ่ปนสารเคมทีี่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะ (crosslinking agent) สําหรับโปรตีน 

และ พอลิแซคคาไรด   

 การเชื่อมโยงพันธะของคอลลาเจนเกิดขึ้นระหวางหมูแอลดีไฮด (-CHO) ของ GA กับหมูเอมนี (-

NH2) ของคอลลาเจนดงัแสดงในรูปที ่2.10 

 

 
 

รูปที่ 2.10 การเชื่อมโยงพันธะของคอลลาเจนกับ GA 

(ที่มา : Lee, C.R., 2001; 22: 3145-3154) 
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การเชื่อมโยงพันธะไคโตซานกับ GA เกดิจากปฏิกิริยาระหวางหมูแอลดีไฮด (-CHO) ของ GA 

กับหมูเอมีน (-NH2) ของไคโตซาน หลังจากเกิดปฏิกิริยาแลวจะไดโครงสรางอยูในรูปของ imine function 

ซึ่งพบวาการเชื่อมโยงพนัธะไคโตซาน กับ GA ดังแสดงในรูปที่ 2.11 

 

 
 

รูปที่ 2.11 โครงสรางของไคโตซานถูกเชื่อมโยงพันธะดวย GA 

(ที่มา : Ngah, W, 2006; 277: 214-222) 

 

โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากคอลลาเจนเพียงอยางเดียวมคีุณสมบัติเชิงกลที่ต่ํา และมีการยอย

สลายทีเ่ร็ว จงึมีการทําการศึกษาเพื่อปรับปรุงคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล โดยนาํวัสดุชีวภาพตัวอื่นมา

ผสมรวมเขากบัคอลลาเจน ซึง่ไคโตซานเปนวัสดุชีวภาพตัวหนึง่ทีน่ิยมนํามาใช เนื่องจากไคโตซานมี

คุณสมบัติที่ดีในการหามเลอืดที่ดี (hemostasis), ชวยเรงการสรางเนื้อเยื่อ fibroblast ใหม และชวย

ตานทานการยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล โดยไคโตซานสามารถใชหมูเอมีนในการเชื่อมโยง

พันธะกับหมูแอลดีไฮดของ GA ในโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีคอลลาเจนเปนองคประกอบหลัก ดงัแสดงในรูป 

2.12 ดังนัน้ไคโตซานที่นาํมาผสมในโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีคอลลาเจนเปนองคประกอบหลักสามารถใชหมูเอ

มีนชวยในการเพิ่มปริมาณการเชื่อมโยงพนัธะกับหมูแอลดีไฮดของ GA ซึ่งสามารถลดปริมาณสารเคมีที่

ตกคางของ GA ภายหลงัการเชื่อมโยงได 

 

 

 

หมูแอลดีไฮดของ GA หมูแอลดีไฮดของ GA 
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รูปที่ 2.12 โครงสรางของคอลลาเจนกับไคโตซานเชื่อมโยงพันธะกับ GA   

(ที่มา : Ma, L., 2003; 24: 4833-4841)  

 
หมายเหตุ   R แสดงหมูของคารบอนที่อยูในโมเลกุล ซึ่งไมไดเปนหมูฟงกชั่นที่ใชเชื่อมโยงพันธะ 

 

โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นระหวางคอลลาเจนกับไคโตซาน แลวมีการเชื่อมโยงพนัธะดวย GA นั้น

จําเปนที่จะตองศึกษาลักษณะของโครงสรางขนาดเล็ก (microstructure) เพื่อจะไดเห็นถึงลักษณะการ

กระจายตวัของคอลลาเจนและไคโตซานทีอ่ยูในโครงเลีย้งเซลลดวยเครื่อง confocal laser scanning 

microscopy (CLSM) รวมทัง้ความสามารถในการบวมน้าํ, ความสามารถในการยอยสลายทั้งภายใน

รางกาย (in vivo) และภายในหองทดลอง (in vitro) ของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนกบัไคโตซาน เมือ่เพิ่ม

ความเขมขนของ GA สงผลใหความสามารถในการบวมน้าํลดลง เนื่องจากการเชื่อมโยงพนัธะเปนการ

ทําใหสมบัตเิชงิกลของโครงเลี้ยงเซลลมีความแข็งแรงมากขึ้น จึงทําใหความชอบน้ํา (hydrophilic) ของ

โครงเลี้ยงเซลลลดลง และโครงเลี้ยงเซลลที่มีองคประกอบที่แตกตางกันจะมีระดับของการยอยสลายทาง

ชีวภาพที่ไมเทากัน ซึ่งพบวาเมื่อทําการเชื่อมโยงพนัธะดวย GA สามารถลดระดับของการยอยสลายทาง

ชีวภาพใหชาลงได โดยพบวาถาใชคอลลาเจนเปนโครงเลี้ยงเซลลเพียงอยางเดียว โครงเลี้ยงเซลลจะถูก

ยอยสลายอยางรวดเร็ว  แตเมื่อเพิ่มไคโตซานเขาไปสามารถชวยลดระดับการยอยสลายลงไดเล็กนอย 

แตถามีการเชือ่มโยงพันธะดวย GA เพิ่มเขามา จะทําใหระดับของการยอยสลายทางชีวภาพลดลงอยาง

มาก [Ma, L., และคณะ, 2003] นอกจากนี้การเชือ่มโยงพันธะระหวางเจลาตนิกับ GA มลัีกษณะ

เชนเดียวกนักบัการเชื่อมโยงพนัธะระหวางของคอลลาเจน GA โดยเจลาตนิใชหมูเอมีนในการเชื่อมโยง

พันธะ และ GA ใชหมูแอลดีไฮดในการเชื่อมโยงพนัธะ ในระบบสงผานยาในรางกาย (drug delivery) ได

มีการนาํพอลิเมอรธรรมชาติมาใชมากกวาพอลิเมอรสังเคราะห เนื่องจากไมมีสารพษิ, ราคาถูก, หาได

งาย, และสามารถยอยสลายทางชวีภาพได เซลลูโลสเปนพอลิเมอรธรรมชาติอีกตัวหนึง่ทีถู่กนํามาใชเปน

ตัวควบคุมการสงผานยา (controlled release) โดยในรูปที ่ 2.13 เปนการนําเซลลูโลสมาตรงึเอนไซม

เซลลูเลสและเชื่อมโยงพนัธะดวย GA เพื่อชวยเพิ่มความแข็งแรงในการตรึงเอนไซมเซลลูเลสกับเซลลูโลส  

 

หมูแอลดีไฮดของ GA 
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รูปที่ 2.13 โครงสรางของเซลลูโลสเมื่อเชื่อมโยงพันธะกับ GA   

(ที่มา : Bogomilova, S., 2007; 40: 1646-1650) 
 

 
 จากรูปที่ 2.3 หมูแอลดีไฮดของ GA แทรกเขาไปเชื่อมโยงพนัธะระหวางเซลลโูลสกับเอนไซม

เซลลูเลส โดย GA ใชหมูแอลดีไฮดเชื่อมโยงพนัธะกับหมูไฮดรอกซิล (–OH) ของเซลลูโลส และหมูเอมีน

ของเอนไซมเซลลูเลส เพื่อเพิ่มความแข็งแรงใหกับโครงสราง ในการนํามาใชเปนตัวสงผานยาในรางกาย

ไดเหมาะสมมากขึ้น [Bogomilova, S., และคณะ, 2007] 
 
ข) การเชื่อมโยงพันธะดวย 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC)  
 EDC เปนสารที่นยิมใชกนัมากในการเชื่อมโยงพนัธะ เนือ่งจากเปนสารที่ไมมีพิษ และมีความเขา

กันไดดีกับเซลลและเลือด (biocompatible) โดยทําการเชื่อมโยงพนัธะรวมกับ N-hydroxysuccinimide 

(NHS) และบัฟเฟอร 2-morpholinoethane sulfonic acid (MES)  

 

 
 

รูปที่ 2.14 โครงสรางของ 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) 

(ที่มา : Christiaens, P., 2006)  

  

 การเชื่อมโยงพันธะเกิดขึ้นระหวางหมูคารบอกซิลิกของกรดอะมิโน aspartic หรือ glutamic ซึ่ง

แสดงประจุรวมเปนลบในคอลลาเจนกับ EDC ผลิตภัณฑที่ไดคือหมู O-acrylisourea (III) จากนัน้จะเกิด

การเชื่อมโยงพันธะ ตอโดยหมู O-acrylisourea  และไปทําปฏิกิริยากับหมูเอมีนของกรดอะมิโน lysine 

หรือ hydroxylysine ซึ่งแสดงประจุรวมเปนบวก ไดเปนกรดอะมิโนของคอลลาเจน ที่ตอกันกับ  1-ethyl-

3-(3-dimethyl aminopropyl)urea (VIII) และการเติม N-hydroxyl succinimide (NHS) (VI) ในระหวาง

การเชื่อมโยงพันธะจะชวยเพิ่มจํานวนการเชื่อมโยงพันธะ, ลดปริมาณหมูอะมิโนอสิระ และเพิ่มอัตราการ
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ปฏิกิริยาในการเชื่อมโยงพันธะ โดย NHS จะหยุดปฏิกริิยา 2 ปฏิกิริยา อันดับแรกคือ การเกิดปฏิกิริยา 

ไฮโดรไลซิสของหมู O-acylisourea กลายเปน   1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl)urea (VIII) และ

กลับไปเร่ิมตนใหมทีห่มูคารบอกซิลิกของกรดอะมิโน และปฏิกิริยาอันดับสองหมู O-acylisourea ที่ไม

เสถียรจะจัดเรยีงตัวอยูในรูปของหมู N-acylurea (V)  การทาํงานของ NHS จะทาํการเปลีย่นหมู O-

acylisourea ใหเปนหมู NHS-activated carboxylic (VII) ซึ่งจะมีความไวตอปฏิกริิยาไฮโดรไลซิสที่ pH 

ต่ําๆ เมื่อเปรียบเทียบกับหมู O-acylisourea [Damink, LO. และคณะ, 1996] ดังแสดงในรูปที ่2.15 

 

 
 

รูปที่ 2.15 การเชื่อมโยงพันธะของคอลลาเจนกับ EDC และ NHS 

(ที่มา :  Olde Damink, 1996; 17: 765-773) 

 

การซอมแซมเนื้อเยื่อที่ถูกทําลาย เชน กระดูกออน (cartilage) , กระดูก (bone) หรือกลามเนื้อ 

(muscle) นัน้  ไดมีการนาํสารที่มีความสามารถเขากันไดดีกับเซลลและเลือด  และสารที่มีความสามารถ

ในการยอยสลายมาใชในการซอมแซมเนื้อเยื่อที่ไดรับความเสียหาย ซึ่งคอลลาเจนเปนสารที่นยิมนํามา 

ใช เนื่องจากมผีลในการยึดเกาะของเซลล (cell-adhesion), การแพรพันธุของเซลล (proliferation) และ

การเกิดเปนเนือ้เยื่อใหม แตขอเสียของการนําคอลลาเจนมาใชคอื มสีมบัติเชิงกล (ความแข็งแรง) ที่ต่ํา 

และมีการยอยสลายทีเ่ร็ว ดังนัน้จึงไดใชกระบวนการเชื่อมโยงพันธะดวยสารเคมีเพื่อใหไดคุณสมบัติ

เชิงกลที่ตองการ โดยไดมีการศึกษาและคัดเลือกสารเคมี ซึง่สารเคมีที่นยิมใชคือ GA โดยจะเขาไปทํา

ปฏิกิริยากับหมูอะมิโน (amino groups) ของคอลลาเจน แตพบวา GA มีความเปนพษิตอเซลลทั้งใน

รางกาย (in vivo) และในหองทดลอง (in vitro) ซึ่งเกิดจากสารพิษทีต่กคาง GA ภายหลงัการเชื่อมโยง

พันธะ ดังนั้นจงึไดมีการพฒันาสารที่ใชเปนตัวเชื่อมโยงพันธะ โดยไดมีการนาํ EDC และ NHS มาทาํการ

เชื่อมโยงพนัธะกับคอลลาเจน ซึ่งมีความเขากันไดดีกับเซลลและเลือด  รวมทัง้สงผลใหเซลลสามารถแพร

พันธุไดดี นอกจากนี้ยงัชวยในการยับยั้งอตัราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลล โดยคอลลาเจนทีน่ํามา

เชื่อมโยงพนัธะสามารถสกัดมาไดจากวัว , หมู และแกะ เปนตน แตถาใชคอลลาเจนที่สกัดมาจากวัวจะ
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คอนขางมีความเสี่ยงจากโรควัวบา (mad cow disease) ซึ่งจะตองผานการตรวจสอบกอนที่จะนาํมาทํา

เปนสารเชื่อมโยงพนัธะ นอกจากนี้กย็ังสามารถเลือกใชคอลลาเจนที่สกัดไดจากมา ซึ่งมีความเสีย่งจาก

การติดเชื้อหรอืโรคติดตอนอยกวาววั ในการวัดระดับการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลสามารถวัด

ไดโดยแชโครงเลี้ยงเซลลลงไปในสาร 2,4,6-trinitrobenzensulfonic acid (TNBS) แลวนาํไปใหความ

รอนเพื่อใหโครงเลี้ยงเซลลเกิดการละลาย จากนัน้จงึนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ดวย

เครื่อง spectrophotometer เพื่อนําคาทีไ่ดไปคํานวณหาระดับการเชื่อมโยงพนัธะ โดยคิดจากคาการ

ดดูกลืนแสงของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมพันธะกบัโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมพนัธะ [Nagai, 

N. และคณะ, 2004]     ในเวลาตอมาไดมกีารนาํโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจนมาผสมกบัไกลโคซามิโนไกล

แคน (GAG) เพิ่มเติมลงไปเพื่อใชในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ โดย GAG ทีน่ํามาใชจะตองคํานึงถึงปจจัย

ตางๆดังนี้ เชน ชนิด, ตําแหนงของ GAG ในโครงสราง และความสามารถในการยอยสลายทางชีวภาพ

ของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนทีน่ํา GAG มาผสมเพิม่ลงไป เมื่อทําการศึกษาพบวา GAG ซึ่งมีหมูคาร

บอกซิลิกสรางพันธะโควาเลนตกับคอลลาเจนซึง่มีหมูเอมีนโดยใช EDC และ NHS เปนตัวเชื่อมโยง

พันธะโดย GAG ที่เลือกใชจะเปน chondroitin sulfate ซึ่งเปน GAG ที่สามารถหาไดงายและพบมาก

ที่สุดดังแสดงในรูป 2.16 

 

 
 

รูปที่ 2.16 การเชื่อมโยงพันธะโควาเลนสระหวาง chondroitin sulfate กับคอลลาเจน โดยใช EDC และ NHS 

(ที่มา : Pieper, J.S., 1999; 20: 1999: 847-858) 

 

การเชื่อมโยงพันธะของคอลลาเจนโดยใช GA โมเลกุลของ GA จะเขาไปแทรกรวมอยูกบั 

คอลลาเจน โดยการเชื่อมโยงพนัธะดวย GA นี้มักมีสารพิษตกคางหลังจากการเชือ่มโยงพันธะ เนื่องจาก

กําจัด GA ออกจากโครงเลี้ยงเซลลไดไมหมด ซึ่งจะสงผลรายตอเซลล (cytotoxicity) จึงไดมีการ
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พัฒนาการเชือ่มโยงพันธะเพื่อปองกนัสารพิษทีห่ลงเหลือหลังกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะโดยไดมีการ

เปล่ียนสารเคมีที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะ (crosslinking agent) เปน EDC และ NHS ซึ่งเปนสารที่

สามารถกําจัดสารพิษที่หลงเหลือหลงักระบวนการเชื่อมโยงพันธะได โดยการลางดวยน้าํกลัน่ซึ่งผลิต 

ภัณฑที่ไดจะเปนอนพุันธของยูเรีย [Wissink, M.J.B. และคณะ, 2001] นอกจากนีก้็ยังสามารถใช GAG 

ตัวอ่ืนๆไดอีกไมวาจะเปน dermatan sulfate , heparin sulfate หรือ heparin มาผสมรวมกับคอลลาเจน  

[Pieper, J.S. และคณะ, 1999] 

ความแตกตางระหวางการใชสารเคมี EDC และ GA คือ โมเลกุลของ EDC จะไมมสีารพิษ

ตกคางอยูในผลิตภัณฑ เนื่องจากผลิตภัณฑที่ไดหลงัการเชื่อมโยงพนัธะ คือ อนุพันธุของยูเรีย หรือ 1-

ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) urea ที่สามารถกําจัดออกไดโดยการละลายน้าํทําใหไมมีสาร

ตกคางในโมเลกุลของสารพวกโปรตีน ดวยเหตนุี้โครงเลีย้งเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะดวย EDC จึงมีความ

เปนพษิที่ต่าํกวา อยางไรก็ตาม EDC กําลังอยูในระหวางกระบวนการรับรองความปลอดภัยจากองคการ

อาหารและยา [Liu, H. และคณะ, 2004] สวนการเชื่อมโยงพนัธะโดยใช GA จะมี GA ตกคางอยูใน

ผลิตภัณฑหลงัการเชื่อมโยงพันธะ ซึ่งมกัจะมีกระบวนการกําจัดหมูแอลดีไฮดของ GA ที่ตกคางอยูไดโดย

การลางโครงเลี้ยงเซลลดวยไกลซีน เพื่อเขาไปทําปฏิกิริยากับหมูแอลดีไฮดของ GA ที่เกนิพอและลางตอ

ดวยน้าํหลายๆรอบ [Ozeki, M., 2004] ผลิตภัณฑที่ไดจากการเชื่อมโยงพนัธะดวย GA มีความเปนเนื้อ

เดียวกนัสูงเนือ่งจาก GA มีการกระจายตัวของพนัธะทางเคมีอยางเปนระเบียบในโมเลกุล ซึ่งสงผลให

ผลิตภัณฑที่ไดนั้นมีสมบัติทางกลที่สูงขึน้ [Goissis, G. และคณะ, 1998] นอกจากนี้ GA ยังไดรับรอง

ความปลอดภยัจากองคการอาหารและยาจากประเทศสหรัฐอเมริกาแลวในปจจุบนั [U.S. Food and 

Drug Administration. March 3, 2006]  

 

2.6.3 การเชือ่มโยงพันธะโดยใชตัวเรงปฏิกิรยิา (Enzyme)  
การเชื่อมโยงพันธะดวย transglutaminase 

Transglutaminase เปนเอนไซมชนิดหนึง่สามารถใชในการปรับปรุงคุณสมบัติของโปรตีนโดยที่

สามารถนํามาเปนตัวเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลที่สรางมาจากคอลลาเจน ซึ่งจะทําการเชื่อมโยง

พันธะใหอยูในรูปของ ε(γ-glutamyl)lysine โดยเกิดจากโซดานขาง (side chains) ของไลซีน ในคอลลา

เจนและกลูตามีนใน transglutaminase โดยที ่ transglutaminase จะสรางพันธะโควาเลนตกับ primary 

amino ของคอลลาเจนซึง่จะเรงปฏิกิริยาระหวางหมู γ-carboxamine ของกลูตามนี (ตัวให) กบัหมู 

amino ของ primary amine ในคอลลาเจน(ตัวรับ) ดังแสดงในรูป 2.17 
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รูปที่ 2.17 ปฏิกิริยาระหวาง γ-carboxamine group ของกลูตามีน (donor) กับหมูอะมิโนของ primary amine ใน

คอลลาเจน (acceptor) 

(ที่มา : Punakivi, K, 2006; 68: 1040-1045) 

  

เพื่อที่จะปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพ, ทางเคม,ี และทางชวีภาพของคอลลาเจน ใหมี

คุณสมบัติที่ดีข้ึน ดวยเหตุผลนี้จึงไดมีการนํา transglutaminase มาประยกุตใชในกระบวนการตางๆ

มากมาย เชน การปรับปรุงคุณสมบัติของคอลลาเจน เพื่อที่จะนําไปทําเปนโครงเลี้ยงเซลล เปนตน 

นอกจากนีย้ังสามารถนํา transglutaminase มาประยกุตใชกับโครงสรางเจลาตินเพื่อเพิ่มความแข็งแรง, 

ความสามารถในการยึดเกาะของเซลล (cell adhesion), และสงผลใหเซลลสามารถแพรพนัธุไดดข้ึีน 

(cell proliferation) [Chau, D.Y.S. และคณะ 2005] นอกจากนี ้ transglutaminase นิยมนาํมาใชอยาง

กวางขวางในอุตสาหกรรมอาหาร เชน พวกอาหารที่เปนผลิตภัณฑของเจลาติน ซึ่งจะเขาไปปรับปรุง

ความสามารถของการละลาย, ความเสถียรในเรื่องความรอน, และปรับปรุงโครงสรางของผลิตภัณฑ เพื่อ

ปรับปรุงใหมีรสชาติที่ดีข้ึน และมีคุณคาทางอาหารมากขึน้ เปนตน [Punakivi, K. และคณะ, 2005] 

 

 
 

รูปที่ 2.18 ปฏิกิริยาของ transglutaminase 

(ที่มา : Gerrard, J.A, 2005; 16: 510-512) 
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จากรูปที ่2.18 จะแสดงปฏิกริิยาที่เกิดขึ้นของ transglutaminase ดังนี ้

1. Protein crosslinking เปนปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้นระหวางหมูกลูตามนีใน transglutaminase กับหมูไลซีน 

ในคอลลาเจน 

2. Incorporation of a free amino เปนปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางหมูกลูตามีนใน transglutaminase กับ 

เอมีนอิสระของคอลลาเจน 

3. Deamidation of a glutamine residue to form glutamate เปนปฏิกิริยากาํจัดเอมีนออกจากหมู 

กลูตามนี และเปลี่ยนไปอยูในรูปของ glutamate [Gerrard, J.A. และคณะ, 2005]  

 
2.7 การทดสอบผลิตภัณฑทางการแพทย 

ในการผลิตจําพวกผลิตภัณฑทางการแพทยหรือเครื่องมือแพทย ตองมีการตรวจสอบมาตรฐาน

ผลิตภัณฑเหลานัน้ โดยมาตรฐานที่ใชในการตรวจสอบเรื่องนี้ คือ ISO/EN30993-1 ซึ่งเปนการทดสอบ

ทางชีววิทยา เพื่อใชเปนมาตรฐานของเครื่องมือทีใ่ชในงานทางการแพทย โดยเครื่องมือที่ผานการ

ทดสอบแบงออกไดเปน 3 กลุมหลักๆ ดงันี ้

 

- surface device 

- external communicating device 

- internal device 

  

เครื่องมือในแตละกลุมถูกแบงออกเปนกลุมยอยๆ เพื่อใชในการทดสอบความเขากันไดทาง

ชีววทิยา (biocompatibility test) สําหรบัเครื่องมือที่ใชเปน surface device ใชกับสวนที่เปน ผิวหนงั 

(skin), เยื่อเมือก (mucous membrane), และผิวรอยแตก (breached surface) โดยทาํการทดสอบ

ความเขากันไดทางชีววิทยา ดังแสดงในตารางที่ 2.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 30 

ตารางที่ 2.4 การทดสอบความเขากันไดทางชีววิทยาที่จัดอยูในกลุมของ surface device 

 

surface device 

ระยะเวลาที่ใชทดสอบ 

(วัน) การทดสอบความเขากันไดทางชีววิทยา (Biocompatibility test) 

<1 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

1-30 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

ผิวหนัง >30 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

<1 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

1-30 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

เยื่อเมือก >30 

cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity, 

subchronic toxicity, genotoxicity 

<1 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

1-30 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

ผิวรอยแตก >30 

cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity, 

subchronic toxicity, genotoxicity 

  
(ที่มา : Antonietta M. Gallti, Biocompatibility and Biological tests, 27, 797) 

 
2.7.1 การทดสอบความเปนพิษตอเซลล (cytotoxicity test) 

การทดสอบความเปนพิษทีม่ีตอเซลล (cellular toxicity testing) อยูใน ISO 10993-5 ซึ่งการ

ทดลองจะทําการทดลองนอกรางกาย (in vitro) โดยจะทําการเลี้ยงเซลลจากสัตวเลีย้งลูกดวยนม ซึ่งสวน

ใหญนิยมใชเซลลของหน ู (L929 cell) มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงซึ่งบรรจุอยูในขวดฟลาสก (flask) แลวทํา

การประเมนิการยึดเกาะของเซลล เพื่อศึกษาจํานวนเซลลที่รอดชีวิต 

 

วิธีการทดสอบ 

 นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในฟลาสก และทําการทดสอบดวยวธิี elution test  เปนวธิีการสกัดจาก

เนื้อวัสดุที่นาํมาทดสอบและเปนตัวควบคุม (control) โดยทาํการสกัดออกมาจากอาหารเลีย้งภายใต

สภาวะมาตรฐาน ยกตวัอยางเชนนาํ 0.2 กรัม/มิลลิลิตร ของอาหารเลีย้ง ที่เวลา 24 ชั่วโมง อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส มาทดสอบ โดยในการทดสอบอาหารเลี้ยงจะตองเปนอาหารเลี้ยงที่สดและใหม (fresh) 

ทั้งในวัสดุที่นาํมาทดสอบและตัวควบคุม จากนัน้จงึนาํไปบม (incubate) ที่ 37 องศาเซลเซียส เพื่อนํามา

ทดสอบการรอดชีวิตของเซลลโดยการศึกษาดวยกลองจลุทรรศน ภายในชวงเวลา 3 วัน ซึ่งจะศึกษาการ

รอดชีวิตของเซลลจากภาพถาย เพื่อดูการเปลี่ยนแปลงขนาดของเซลล  
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เกณฑมาตรฐาน  
ตารางที่ 2.5 ระดับการรอดชีวิตของเซลล 

 
ระดับ กระบวนการ สภาวะของการเลี้ยง 

0 ไมมี ไมมีเซลลตาย 

1 เล็กนอย เซลลตายไมเกินรอยละ 20 ของเซลลทั้งหมด 

2 ไมรุนแรง เซลลตายไมเกินรอยละ 50 ของเซลลทั้งหมด 

3 ปานกลาง เซลลตายไมเกินรอยละ 70 ของเซลลทั้งหมด 

4 รุนแรง เซลลตายเกือบทั้งหมด 

 

   
2.7.2 การทดสอบสภาวะที่ไวตอสิ่งกระตุน (sensitization test) 
 การทดสอบสภาวะที่ไวตอส่ิงกระตุนอยูใน ISO 10993-10 ซึ่งปฏิกิริยา sensitization เกิดขึ้น

จากการสัมผัสกับสารเคม ี ซึ่งมีผลตอระบบภูมิคุมกัน โดยปฏิกิริยานี้จะเกดิขึ้นมากกับเซลลผิวหนัง 

(dermal cell) เชน การสวมใสถุงมือกาวเปนเวลาหลายสัปดาหหรือหลายเดือน ปรากฎวาจะสงผล

กระทบตอมือหรือขอมือ ซึง่ปฏิกิริยา sensitization อาจเกิดจากองคประกอบทางเคมีของถุงมือ ซึ่งอาจ

สงผลใหเกิดอาการแพหรือระคายเคือง  

 

วิธีการทดสอบ 

ในการทดสอบจะทาํการทดสอบกับเซลลสัตวตาม Buehler test โดยเฉพาะเซลลที่ไดจากหนู

ตะเภา (guinea pig) เพื่อทดสอบสภาวะที่ไวตอส่ิงกระตุนในชัน้ผิวหนงัแทของหนู ซึง่จะใชหนทูี่มีอายุอยู

ระหวาง 6-8 สัปดาห โดยเริ่มตนจากการนําวัสดุที่ใชในการทดสอบฝงไวบริเวณแผนหลงัของหน ูแลวตัด

ผิวหนังบริเวณที่ฝงวัสดุทดสอบภายหลงัเยบ็แผลอยางนอย 6 ชั่วโมง ทาํการทดลองซ้ํา 3 คร้ังตอสัปดาห 

เปนเวลา 3 สัปดาห เพื่อดูการเปลี่ยนแปลงแผนหลังของหนูบริเวณที่มกีารฝงวัสดุทดสอบ 

 
2.7.3 การทดสอบการโตตอบใตผิวหนัง (intracutaneous reactivity) 
 สารเคมีที่ปลอยออกมาจากเครื่องมือแพทย เมื่อสัมผัสกับรางกายอาจทําใหผิวหนงัหรือตา เกิด

อาการระคายเคืองได ซึ่งอาจเกิดขึ้นทนัที หรือเกิดขึ้นอยางชาๆ เชน การตกคางของ ethylene oxide ใน

เครื่อง gas-sterilized ซึ่งสามารถทําใหเกิดการระคายเคืองได โดยสาเหตุสวนใหญจะมาจากปริมาณ

สารตกคาง หรือมีส่ิงปนเปอนเจือปนจึงเปนสาเหตหุนึง่ที่ไมสามารถยอมรับใหเปนเครื่องมือแพทยเพื่อ

นํามาใชกับผูปวยได ในการทดสอบการระคายเคืองนั้นจะทําการทดสอบในรางกาย (in vivo) ซึ่งสามารถ

ทําการทดสอบได 3 บริเวณ คือ intracutaneous, primary skin, และ ocular เชน การทดสอบใตผิวหนัง

ของกระตาย (Albino rabbits) ซึ่งจะตองทาํการควบคุมสภาวะตางๆใหเหมาะสม ไดแก อุณหภูม,ิ เวลา, 
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และปริมาณพืน้ที่สัมผัสของเซลลกับผลิตภัณฑทางการแพทย จากนัน้จึงฝงผลิตภัณฑทางการแพทยลง

ไปบริเวณแผนหลังของกระตาย และทาํการแปรผันกบัเวลา เพื่อศึกษาลักษณะการยึดเกาะของเซลล 

รูปรางและขนาดของเซลลทีเ่ปล่ียนไป [Richard, F. และคณะ, 1998] 

 

วิธีการทดสอบ 

 ทําการทดสอบโดยใชวิธ ีallergy test เร่ิมตนจากเตรียมสารที่สกัดไดจากวัสดุที่ทาํการทดสอบไว 

ที่สภาวะอุณหภูมิและเวลาทีใ่ชในการทดสอบ รวมทั้งอัตราสวนระหวางพืน้ที่ผิวและปริมาตรของสารที่

สกดั จากนัน้ใชเข็ม small-bore needles ฉีดลงไปยังแผนหลงัของกระตาย โดยฉีดในปริมาณที่เทากันทัง้

ในตัววัสดุทดสอบ และในตวัควบคุม ภายหลงั 24, 48, และ 72 ชั่วโมงหลงัการฉีด บริเวณที่ใชฉีดวัสดุที่

ทดสอบกับบริเวณที่ควบคุมถูกนาํมาทดสอบการคั่งของโลหิต (erythema) เพื่อดูความเปนสีแดง หรือ

อาการบวม (edema) เนื่องจากมีของเหลวสะสมมากเกนิไปในบริเวณเนื้อเยื่อสวนนัน้ 

 
2.7.4 การทดสอบความเปนพิษเรื้อรัง (subchronic toxicity) 
 การทดสอบความเปนพิษเร้ือรังทดสอบตามมาตรฐาน ISO 10993-1 เร่ิมตนจากการคัดเลือก

ชวงเวลา ชนดิและปริมาณของสัตวทดลองที่ใช อายุ เพศ และปริมาณยาที่ใชตอคร้ัง ซึ่งในการศึกษา

ความเปนพษิเร้ือรัง จะใชสัตวทดลองที่มีชวงชวีิตต่ํากวา 10% ของชวงชีวิตทั้งหมด โดยทัว่ไปจะเลือกใช

สัตวที่มฟีนแทะ (rodent) และสัตวที่ไมมฟีนแทะ (nonrodent) มาเปนสัตวทดลอง ซึ่งสัตวที่มีฟนแทะจะ

เปนพวกหน ู และสัตวที่ไมมีฟนแทะจะเปนพวกสนุัข โดยสัตวทั้ง 2 ชนิดนีน้ยิมใชกนัอยางกวางขวาง 

เนื่องจากเปนสัตวทีห่าไดงาย และในบางกรณีสามารถที่จะฝงเครื่องมือทางการแพทยลงไปในตัวสัตวได

งาย ยกตัวอยางเชน สุนัขนิยมนํามาใชมากกวาหนูสําหรับการทดสอบ catheter device (ทอกลวง

สําหรับระบายของเหลวจากโพรงรางกาย)  

 

วิธีการทดสอบ 

 การทดสอบการเปนพิษเร้ือรังใชวิธี clinical test ดําเนนิการโดยศึกษาจาก น้าํหนักของรางกาย, 

การกนิอาหาร, เลือดและปสสาวะ, และการมองเหน็ 

 การทดสอบแบบ clinical มี 2 องคประกอบหลักๆ คือ โลหิตวิทยา (hematology) และสารเคมี 

(clinical chemistry) การทดสอบแบบโลหิตวทิยาแบงออกเปน 2 แบบ คือ การตรวจปสสาวะและการ

วิเคราะหเลือดตัวอยาง ซึ่งการวิเคราะหเลอืดจะแยกเม็ดเลือดแดง เมด็เลือดขา และเกร็ดเลือด ออกมา

โดยใชเครื่องปนแยกเม็ดเลือดออกจากพลาสมา (hematocrit) โดยเมด็เลือดแดงและเม็ดเลือดขาวจะใช

วิธีการนับจํานวนเม็ดเลือด สวนเกร็ดเลือดจะดูจากเวลาที่กอนเลือดแข็งตัว (clotting time) สวนการ

ทดสอบสารเคมี จะใชซีรัม (serum) ในการแยกเม็ดเลอืดจากพลาสมา รวมทั้งทดสอบความสมดุลของ
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สารประกอบทีเ่ปนตัวนําไฟฟาและแตกตัวเปนไอออน (electrolyte balance)  กระบวนการเผาผลาญ

คารโบไฮเดรต (carbohydrate metabolism)  
 
2.7.5 การทดสอบความเปนพิษตอยีน (genotoxicity) 
 ถึงแมวาในรางกายของมนษุยจะมีความซับซอนมาก แตก็สามารถอธิบายความเปนพิษของยีน

จากหนวยที่เลก็ที่สุด คือ เซลล โดยการทดสอบความเปนพษิของยนีแบงออกเปน 3 แบบใหญๆ คือ การ

เปล่ียนแปลงของยีน (gene mutation), ความผิดปกติของโครโมโซม (chromosomal aberration), และ

ผลของ DNA (DNA effect)  

 

วิธีการทดสอบ 

1) การเปลี่ยนแปลงของยีน  

 เปนการเปลี่ยนแปลงในสวนที่เล็กของโมเลกุล DNA โดยทั่วไปจะทดสอบการเปลี่ยนแปลงของ

ยีนดวยวิธี Ames bacteria reverse mutation assay โดยใชแบคทีเรีย Salmonella typhimurium ซึ่ง

เปนแบคทีเรียที่ข้ึนกับ histidine (กรดอะมิโนชนิดหนึ่ง) ทดสอบโดยการนําไมโครโซม (microsome) ของ

ตับหนูมาทดสอบ เร่ิมตนจากการสกัดของเหลวออกมาจากไมโครโซม จากนั้นจึงนําไปเลี้ยงในอาหารที่มี

แบคทีเรีย Salmonella typhimurium ซึ่งปราศจาก histidine แลวจึงนําไปเปรียบเทียบกับตัวควบคุมเชิง

บวกและตัวควบคุมเชิงลบ ถาแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตแสดงวาเกิดการเปลี่ยนแปลงของยีน เนื่องจาก

แบคทีเรียชนิดนี้จําเปน ตองอาศัย histidine ในการเจริญเติบโต แตถาไมมีการเติบโตของแบคทีเรียแสดง

วาไมเกิดการเปลี่ยนแปลงของยีน 

 

2) ความผิดปกติของโครโมโซม 

  การทดสอบนี้เปนการตรวจสอบความเสียหายของโครโมโซมภายหลังการแบงเซลล เนื่องจาก

โครงสรางที่เปล่ียนแปลงในขั้นตอนการแบงเซลลที่โครโมโซมปรากฏตัวในแนวกลางตามขวางบนกลุมรูป

กระสวย หรือเรียกระยะนี้วาเมตาเฟส (metaphase) ซึ่งทําการทดสอบในเซลลรังไขของ Chinese 

hamster เพื่อทดสอบการเปลี่ยนแปลงโครโมโซมเมื่อเกิดกิจกรรมการสันดาป (metabolic activation) 

เพื่อศึกษาลักษณะของเซลลที่เปลี่ยนแปลงไป 

 

3) ผลกระทบของ DNA  

 การเปลี่ยนแปลงของยีนมีผลกับความเสียหายของ DNA ไดจากหลายๆกระบวนการ ในการ

ทดสอบนิวเคลียสขนาดเล็ก (micronucleus) ในไขกระดูกของหนู ระหวางขั้นตอนการแบงเซลล 

โครโมโซมถูกทําใหเพิ่มข้ึนจากการแบงตัวของนิวเคลียส แตถาโครโมโซมที่เกิดขึ้นในขั้นตอนนี้เกิดความ

เสียหาย แลวเขาไปรวมกันเกิดเปนนิวเคลียสอีกตัวหนึ่ง (secondary nuclei) แทนนิวเคลียสตัวหลัก 
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(main nucleus) ซึ่งมีขนาดเล็กกวามาก ดังนั้นจึงเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในโครโมโซม ซึ่งมีผลกระทบ

กับ DNA เมื่อสังเกตจากภาพถายจะเห็นนิวเคลียสขนาดเล็กปนอยูกับนิวเคลียสขนาดใหญภายใน

โครโมโซม (Medical Device & Diagnostic Industry, 1998)    

 

2.8 งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 ที่ผานมาไดมงีานวิจัยหลายชิ้นที่ปรับปรุงคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล โดยใชวธิกีารเชื่อมโยง

พันธะ ไดแก การใชความรอน (dehydrothermal treatment, DHT) และการใชสารเคมี ไดแก กลูตารัลดี

ไฮด (GA), และ 1-ethyl-3-(3-dimethyl)cabodiimide (EDC) รวมกับการใช N-hydroxysuccinimide 

(NHS) 

 ในป ค.ศ. 1987 Yannas และคณะ นาํพอลิเมอรที่ผสมกันระหวางคอลลาเจนกับ GAG โดย 

GAG ที่ใชเปน chondroitin-6-sulfate แลวขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลดวยวิธกีารทาํแหงแข็งที่ 0 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้จงึนาํมาเชื่อมโยงพันธะดวยกลูตารลัดีไฮดดวยวิธกีารแชใน

สารละลาย GA ความเขมขน 0.25 เปอรเซ็นต โดย GA ใชหมูแอลดีไฮดมาเชื่อมโยงพนัธะกับหมูอะมิโน

ของคอลลาเจน และหมูคารบอกซิลิกของ chondroitin-6-sulfate แลวทําการกาํจัด GA ที่ตกคางหลังการ

เชื่อมโยงพนัธะดวยวธิีการลางดวยน้าํกลัน่เปนเวลา 24 ชั่วโมง ซึง่ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลข้ึนกับ

อุณหภูมิที่ใชในการทําแหงแข็ง โดยที่อุณหภูมิที่ใชทําแข็งต่ํามากๆ โครงเลี้ยงเซลลจะถูกทําใหแข็งอยาง

รวดเร็ว สงผลใหผลึกที่ไดมีขนาดเล็ก และขนาดรูพรุนมขีนาดเล็กดวย 

 ในป ค.ศ.1992 Gorham และคณะ ไดนาํคอลลาเจนมาเชื่อมโยงพันธะดวยวิธีการใชความรอน 

หรือ DHT โดยทําการแปรผนัอุณหภูมทิี่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะที ่60, 80, 100, และ120 องศาเซลเซียส 

ภายใตสภาวะความดันสุญญากาศ พบวาคอลลาเจนทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะดวยความรอนมีระดับการ

เชื่อมโยงพนัธะ และระยะเวลาที่ใชในการยอยสลายสูงขึ้น แตความสามารถในการละลาย (solubility) มี

คาลดลง ซึ่งแปรผกผันกับระดับการเชื่อมโยงพันธะและระยะเวลาที่ใชในการยอยสลาย เมื่ออุณหภูมิที่ใช

ในการเชื่อมโยงพนัธะสงูขึ้น  

 ในป ค.ศ.1997 Scolchford และคณะ ไดนําคอลลาเจนมาผสมกับ poly(vinyl alcohol) หรือ 

PVA แลวทาํการเชื่อมโยงพนัธะดวยวธิี DHT นอกจากนี้ไดนําสารเคมี กลตูารัลดีไฮด (GA) มาใชในการ

เชื่อมโยงพนัธะ แลวทาํการศึกษาการยึดเกาะและการรอดชีวิตของเซลล เปรียบเทียบกนัระหวางการ

เชื่อมโยงพนัธะแบบ DHT กับการใชสารเคมี GA โดยการใชอัตราสวนระหวางคอลลาเจนกับ PVA ที่

ตางกนั ไดแก 0/100, 30/70, 50/50, 70/30, และ 100/0 พบวาที่อัตราสวนคอลลาเจนตอ PVA 0/100, 

30/70 เทานัน้ ที่เชื่อมโยงพันธะดวยสารเคมี GA แลวมีการรอดชีวิตของเซลลทีสู่งกวา แตเมือ่เพิ่ม

ปริมาณคอลลาเจนขึน้ไปที่อัตราสวน 50/50, 70/30, และ 100/0 พบวาการรอดชีวิตของเซลลที่เชือ่มโยง

พันธะดวยวิธ ีDHT มีการรอดชีวิตที่สูงกวาการใชสารเคม ีGA  
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 ในป ค.ศ.1999 Kang และคณะ ไดนําไฮโดรเจลเจลาตินมาเชื่อมโยงพนัธะในสารละลาย GA 

โดยศึกษาความแตกตางกนัของโครงสรางที่เปนรูพรุน (porous structure) ซึ่งทาํการแปรผันอุณหภูมิที่ใช

ทําแข็ง (freezing temperature) กอนการทาํแหง (lyophilized) ทัง้นีไ้ดนําการทําแข็งดวย

ไนโตรเจนเหลวที ่ -196 องศาเซลเซยีสมาเปรียบเทียบรวมดวย เมื่อศึกษาลกัษณะทางกายภาพพบวา 

เมื่อใชอุณหภูมิในการทําแขง็ที ่ -20, -80, และ -196 องศาเซลเซยีส มีขนาดรูพรุนลดลง (250, 85, 45 

ไมโครเมตรตามลําดับ) ซึง่แปรผกผันกับความหนาแนนที่มีคาสงูขึ้น (9, 11.03, 29.13 ไมโครกรัมตอ

ลูกบาศกมิลลิเมตรตามลําดบั) 

 ในป ค.ศ.1999 Pieper และคณะ ไดนํา EDC และ NHS มาเชื่อมโยงพนัธะกับคอลลาเจนที่ผสม

กับไกลโคซามโีนไกลแคน (GAG) โดย GAG ที่ใชเปน chondroitin sulfate (CS) ซึ่งไดทําการศกึษาถึง

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ โดยใชหลักของการดูดกลืนแสง ภายหลงัทาํปฏิกิริยากับ 2,4,6-trinitrobenzene 

sulfonic acid (TNBS) ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยความเขมขนของ EDC ที่ใชเชื่อมโยงพนัธะ

ไดแก 0, 14, และ 33 มิลลิโมลาร พบวาเมื่อความเขมขนของ EDC สูงขึ้น ปริมาณหมูอะมโินอิสระ และ

การยอยสลายดวยเอนไซมคอลลาจีเนสมีคาลดลง 

 ในป ค.ศ. 2001 Park และคณะ ไดนํา EDC มาเชื่อมโยงพนัธะกับคอลลาเจนซึง่ผสมกับ GAGs 

อีกตัวหนึ่ง คอื hyaluronic acid โดยทาํการแปรผันอณุหภูมิที่ใชทําแข็งที่ -20, -70, และ -196 องศา

เซลเซียส รวมทั้งแปรผันความเขมขนของ EDC ในชวง 1-100 มิลลิโมลาร พบวาเมือ่เพิ่มอุณหภูมใินการ

ทําแข็งขึ้น ขนาดของรูพรุนมคีาสูงขึ้น ทั้งแบบที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะ (60-65 ไมโครเมตร) และแบบที่

ไมผานการเชือ่มโยงพันธะ (84-190 ไมโครเมตร) จากนั้นศึกษาการยอยสลายดวยเอนไซมคอลลาจีเนส 

พบวาเมื่อเชื่อมโยงพนัธะดวย EDC ที่ความเขมขนสูงขึน้ ระยะเวลาในการยอยสลายจะสูงขึ้นดวย 

 ในป ค.ศ. 2003 Mao และคณะนําโครงเลี้ยงเซลลทีผ่สมกันระหวางเจลาติน ไคโตซาน และ 

hyaluronic acid ที่ผลิตจากวิธกีารทาํแหงแข็ง มาเชื่อมโยงพนัธะโดยแชในสารละลาย EDC และ NHS 

จากนั้นจงึศึกษาการยึดเกาะของเซลล fibroblast เทียบกับโครงเลี้ยงเซลลที่ผสมกนัระหวางเจลาติน ไค

โตซานที่ไมม ีhyaluronic acid พบวาโครงเลี้ยงเซลลทีม่ี hyaluronic acid มีการยดึเกาะของเซลลเพิ่มข้ึน 

สวนการเจริญเติบโตของเซลล fibroblast พบวาโครงเลีย้งเซลลทั้งสองชนิดมีคาใกลเคียงกนั 

 ในป ค.ศ. 2005 Rho และคณะ ไดนําคอลลาเจนมาสรางเสนใยระดบันาโนดวยวิธกีารปนขึน้รูป

ทางไฟฟา (electrospinning) ใน 1, 1, 1, 3, 3, 3-hexafluoro-2-propanol (HEIP) โดยขึ้นรูปเสนใย

ระดับนาโนจาก 8% คอลลาเจน ซึง่เสนผาศูนยกลางมคีาเฉลี่ยอยูในชวง 100-1200 นาโนเมตร เมื่อนํา

เสนใยคอลลาเจนมาเชื่อมโยงพนัธะดวย 25% ไอของกลูตารัลดีไฮด เปนเวลา 12 ชั่วโมง ตามดวยการ

ลางดวยไกลซนี คาความเปนรูพรุน (porosity) ของคอลลาเจนลดลงจาก 89% เหลือ 71% แตความ

แข็งแรงทางกล (tensile strength) มีคาสูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับเสนใยระดับนาโนที่ไมผานการ

เชื่อมโยงพนัธะ 
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 ในป ค.ศ. 2006 Zhang ไดนําเสนใยเจลาตนิระดับนาโนความหนาประมาณ 0.1 มิลลิเมตร ที่ข้ึน

รูปดวยวิธกีารปนขึ้นรูปดวยไฟฟา จากนัน้จึงนํามาเชื่อมโยงพนัธะดวยไอของ GA ที่อุณหภูมหิอง เปน

เวลา 3 วัน เมื่อศึกษาถึงความแข็งแรงดวยการดึง พบวาเสนใยเจลาตินระดับนาโนที่ผานการเชื่อมโยง

พันธะดวยไอของ GA พบวามีความแข็งแรงเพิ่มข้ึนจาก 1.28 เปน 12.62 เมกกะปาสคาล และมคีายัง

โมดูลัสเพิ่มข้ึนจาก 46.5 เปน 424.7 เมกกะปาสคาล 

 
2.9 เอกสารสิทธิ์ (patents) 
1. US Patent no. 5126328 
 ในป ค.ศ 1992 Bower และคณะ ทําการเชื่อมโยงพนัธะพวกโปรตีน ซึ่งประกอบดวย น้าํตาล, 

เกลือ, และน้ํา ดวยวิธกีารใหความรอน โดยใหมีระดับความชืน้ (moisture content) ขององคประกอบ

อยางนอย 3% โดยน้าํหนกั และใชความรอนในการเชื่อมโยงพนัธะที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 

นาท ี

  

 การอางสิทธิ ์

- โปรตีนทีน่ํามาใชในการเชื่อมโยงพันธะดวยวิธีการใหความรอนเปนเจลาติน โดยเลือกนาํมา

ทดสอบทัง้ 2 ชนิด คือ ชนิด A และ ชนิด B ซึ่งนํามาผสมกับน้าํตาลที่จัดอยูในกลุมของน้าํตาลโมเลกุล

เดี่ยว พวกกลูโคส และฟรุกโตส เกลือที่ใชอยูในกลุมที่สามารถละลายในน้ําได ไดแก พวก sodium 

carbonate, potassium carbonate, calcium sulfate, and calcium phosphate ซึ่งเปนพวก

คารโบไฮเดรต 

- เชื่อมโยงพนัธะในนาํที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที  

- อัตราสวนที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนใชเจลาติน bloom 50-300 น้าํหนัก 10-30% 

โดยน้าํหนัก น้าํตาล 5-20% โดยน้าํหนัก เกลือ 1-10% โดยน้ําหนัก และน้ํา 3-60% โดยน้ําหนัก 

 
2. US Patent no. 6509039 
 ในป ค.ศ. 2003 Nies และ Berthold ทําการเชื่อมโยงพนัธะระหวางไคโตซานหรือเจลาตินกับ 

pyromellitic dianhydride หรือ polymaleic anhydride ในการผลิตเปนไฮโดรเจล (hydrogel) เพื่อ

นําไปใชกนัอยางแพรหลายในงานดานเภสชักรรมและการแพทย 

  

 การอางสิทธิ ์

- ใชพอลิเมอร 2 ตัวคือ ไคโตซานและเจลาตินมาเชื่อมโยงพนัธะกับ polymaleic anhydride และ

เปรียบเทยีบความแตกตางระหวาง 2 ระบบ 

- ไคโตซานที่ใชมีระดับ deacetylation 87% และมีน้ําหนักโมเลกุล 300000 



 37 

- ในการเชื่อมโยงพนัธะดวยเจลาตินมีขอเสียเปรียบกวาการใชไคโตซาน เนื่องจากเจลาตินเปน

สารที่มีคุณสมบัติชอบน้ํา (hydrophilic) จึงไมคอยจะเหมาะสมทีน่ํามาใชทาํเปนไฮโดรเจน 

- ทําการเชื่อมโยงพนัธะระหวางไคโตซานหรือเจลาตินกับ polymaleic anhydride ในสารละลาย

กรดอะซีติก ทีล่ะลายอยูกับอะซีโตน  

- สาร polymaleic anhydride มีน้ําหนกัโมเลกุล 1000 มีหมูอะมโินของไคโตซานหรือเจลาตินทํา

ปฏิกิริยากับหมู anhydride ของ polymaleic anhydride เพื่อนาํไปใชในการทํายาแคปซูล (capsule) 

และทําวัสดุที่ใชเย็บแผล 
 
3. US Patent no. 6831058 
 ในป ค.ศ. 2004 Ikada และคณะ เชือ่มโยงพันธะเจลาตินเจล โดยบรรจุ basic fibroblast 

growth factor (bFGF) เจลาตินเจล ที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะ ถูกนาํไปใชในงานสงถายยา (drug 

delivery) เพื่อควบคุมการปลดปลอย bFGF เมื่อนาํเขาสูรางกาย (in vivo) โดยทําการศึกษาจากความ

แตกตางการดูดซับน้ํา (water content) และการยอยสลายของเจลาตนิเจล 

  

 การอางสิทธิ ์

- เจลาตินเจลทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะโดยวิธีการทําแหงแข็ง (lyophilized) สําหรับใชในการ

ควบคุมการปลดปลอย bFGF จะตองมคีาการดูดน้าํ 63.1-99% ซึ่งทําการรวม bFGF ลงไปในขั้นตอน

หลังทําการเชือ่มโยงพันธะแลวผานการทําแหงแข็ง 

- เจลาตินตองมคีา isoelectric point (IEP) 4.9 สารที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะเปนสารเคมี คือ 

กลูตารัลดีไฮด หรือ carbodiimide  

 
4. US Patent no. 20040147016 
 ในป ค.ศ. 2004 Rowley และคณะ ทาํการสรางโครงเลีย้งเซลลแบบ 3 มิติ จากกระบวนการทาํ

แหงแข็งของไฮโดรเจล แลวทําการเชื่อมโยงพนัธะโดยใชสารเคมี EDC รวมกับสารเคมี NHS หรือสารเคมี 

sulfo NHS 

 

การอางสิทธิ ์

- ทําการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลดวยวิธทีาํแหงแข็งแบบไฮโดรเจล โดยแชแข็งที่อุณหภูม ิ-70 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนัน้นาํมาทําแหงเปนเวลา 24 ชัว่โมง 

- พอลิเมอรที่ใชในการขึ้นรูป ไดแก hyaluronic และ alginate  

- ความเขมขนทีใ่ชในการเชื่อมโยงพันธะดวย EDC อยูในชวง 25-200%  
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5. US Patent no. 20050112173 
ในป ค.ศ. 2005 Mao และ Jian นาํโครงเลี้ยงเซลลที่มีความเขากันไดกับเซลล 

(biocompatibility) เชน เจลาติน ผสมรวมกับพอลเิมอรตัวอ่ืน ไดแก คอลลาเจน เพื่อนาํไปสังเคราะห

เนื้อเยื่อใหม โดยมีการเติม TGF-beta เพิ่มเติมลงไป และจะนําไปฝงยังบริเวณทีต่องการสรางเนื้อเยื่อ

ใหม ไดแก กะโหลกศรีษะ และเอ็น เปนตน 

 

การอางสิทธิ ์

 - โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่ผสมกับคอลลาเจน เพื่อนําไปใชในการสงัเคราะหเนื้อเยื่อใหม บริเวณ

กะโหลกศรีษะ มีการเติม growth factor เพิ่มเติมลงไป โดยจะบรรจุ rhBMF-2 ของ TGF-beta และนําไป

ฝงในสัตวทดลองที่เนื้อเยื่อเสนใย (fibrous tissue) สามารถเจริญเตบิโตได ไดแก หนู rat, หน ู mouse, 

และกระตาย 

- โครงเลี้ยงเซลลที่ใชมีลักษณะเหมือนขนมปงประกบ (sandwich) โดยเปนเจลาตนิ 2 ชั้น ประกบ

กับคอลลาเจน 1 ชั้น หรือเปนแบบคอลลาเจน 2 ชั้น ประกบกับเจลาตนิชั้นเดียว 
 
6. US Patent no. 20060115644  
 ในป ค.ศ. 2006 Ma และคณะ ทําการเชือ่มโยงพันธะวสัดุที่มีรูพรุน 3 มิติ โดยใช poly(L-lactic 

acid) (PLLA), polyglycolic acid (PGA), poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) ซึ่งวัสดุเหลานี้อยาง

นอยตองมีรูพรุนระดับนาโนเมตร (10-9) ผสมรวมอยูกับรูพรุนระดบัไมครอน (10-6) ดังนัน้จงึไดมีการ

ปรับปรุงและเปลี่ยนแปลงลกัษณะของพื้นผิวโครงสรางใหมีความเสถยีรมากขึ้น โดยการกําหนดสภาวะที่

ใชในการปรับปรุงขนาดรูพรุนไวลวงหนา และมีการนาํวสัดุธรรมชาติมาทาํการเคลือบผิว 

  

 การอางสิทธิ ์

- ทําการเชื่อมโยงพนัธะโดยทาํการแปรผันความหนาแนนในการเชื่อมโยงพนัธะ เพื่อใหได

คุณสมบัติทางกลที่เหมาะสมประกอบดวย ลักษณะพืน้ผิว และสมบัติของการบวมน้ํา โดยวัสดุที่มีรูพรนุ

จะเปนพวกวัสดุที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพและใชในการสรางเนื้อเยื่อใหม 

- วัสดุธรรมชาตทิี่นาํมาใชในการเคลือบผิว vitronectin, fibronectin, laminin, peptides, 

polypeptides, hyaluronate, ไคโตซาน, และเจลาติน 

- วัสดุทีน่ํามาใชเปนโครงสราง 3 มิติ คือ poly(L-lactic acid) (PLLA), polyglycolic acid (PGA), 

poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) 
 



 39 

บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 แผนการดําเนินงานวิจัย 

งานวิจยัประกอบดวย 2 สวนหลกั คือ การขึ้นรูปและการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลล กับการ

ทดสอบลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล ดังแสดงอยูในแผนผังรูปที ่3.1  

วิธีการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลทีท่ํามาจากเจลาตินกับไคโตซานแบงออกเปน 3 วิธ ี

การใหญๆ ไดแก  

ก) การเชื่อมโยงพันธะทางกายภาพ 

- การใชวิธทีางความรอน (dehydrothermal treatment, DHT) 

ข) การเชื่อมโยงพันธะทางเคม ี

- การใชสารเคมกีลูตารัลดีไฮด (GA) 

ค) การเชื่อมโยงพันธะทางกายภาพรวมกับทางเคม ี

- การใชวิธทีางความรอนรวมกับสารเคมี GA 

- การใชวิธทีางความรอนรวมกับสารเคม ี 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 

(EDC) 
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ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเจลาตินผสมกับไคโตซานในอัตราสวน 7:3 (โดยน้ําหนัก) 

โดยใชปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% ดวยวิธีการทําแหงแข็ง 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

    

           

 

 

 

รูปที่ 3.1 แผนผังการขึ้นรูปและการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล 

 
 

เชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลลแบบแชและแบบใชความรอนรวมกับอบไอในสารละลาย GA 

จากนั้นทําการเปรียบเทียบสมบัติทางกายและสมบัติทางเคมีไดแก ลักษณะพื้นผิวโดยรวม, ขนาดรู

พรุน, ความสามารถในการบวมน้ํา, ความสามารถในการทนแรงกด, ระดับการเชื่อมโยงพันธะและ

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระดวยวิธี TNBS โดยแปรผันอุณหภูมิกับเวลา และความเขมขนของ

สารละลาย GA ที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะ  

คัดเลือกโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบแชและแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA  

ที่มีสมบัติทางกายภาพและสมบัติทางเคมีที่เหมาะสมที่สุด 

 

เปรียบเทียบสมบัติทางกายและสมบัติทางเคมีกับโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการ

เชื่อมโยงพันธะดวยความรอน และโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะ

ดวยความรอนรวมกับ EDC 

ศึกษาคํานวณปริมาณ 

GA:NH2 ที่ใชสําหรับการ

เชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยง

เซลลแบบใชความรอน

รวมกับอบไอ GA 

ทดสอบลักษณะสมบัติทางชีวภาพ 

- การเขากันไดกับเซลล 

L929 ภายนอกรางกาย (In 

vitro biocompatibility) 

- การยอยสลายทางชีวภาพ

ภายนอกรางกาย (In vitro 

biodegradation) 

สงทดสอบความเปนพิษกับเซลล 

(cytotoxicity) ดวยวิธีการ elution 

test ของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการ

เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอน

รวมกับอบไอ GA 

ประมวลผล เสนอแนวทางพัฒนาและการใชงาน 
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3.2 วัตถุดิบและสารเคมี และอุปกรณที่ใชในการทดลอง  
ก) วัตถุดิบ  

- เจลาตินชนดิ A (300 bloom, pI 9, food grade, Nitta Gelatin Inc., Tokyo, Japan )  

- ไคโตซานมวลโมเลกุลสูง (1,450 kDa, Fluka, Sigma-Adrich, Japan) 

- น้ํากลั่น (double-distilled water)  

- 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) (nacalai tesque, Japan)  

- β-Alanine (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan)  

- Sodium hydrogen carbonate (NaHCO
3 
99%, Fluka, Buchs, Germany)  

- Dimethylaminopropyl carbodiimide hydrochloride (EDC) (nacalai tesque,     Japan)  

- N-hydroxysuccinimide (NHS) (nacalai tesque, Japan)  

- Enzyme bacterial collagenase (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)  

- Glycine ultrapure (Usb Corporation , USA)  

- Mouse skin fibroblasts (L929 or murine fibroblasts)  

- Dulbecco’s modified eagle medium, DMEM (10%medium + L-glutamine + AB, 

Hyclone, Utah, USA)  

- Trypsin-EDTA (0.25% trypsin with EDTA⋅Na, Gibco BRL, Canada)  

- 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (USB corporation, 

Cleveland, OH, USA) 

- Fetal Bovine Serum (FBS) (Invitrogen Corp., Paisley, UK)  

- Dimethylsulfoxide, DMSO (Sigma-Aldrich, Germany)  

- Hydrochloric acid (HCl 36.5-38%, J.T. Baker, NJ, USA)  

- Ethanol (99.7-100%, VWR International Ltd., Poole Dorset, United Kingdom)  

- Glutaraldehyde (Ajax Finechem, Newzealand)  

- Sodium chloride (Usb corporation, USA) 

- Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (NaH
2
PO

4
⋅H

2
O, Merck, Darmstadt, 

Germany)  

- Sodium phosphate dibasic heptahydrate (Na
2
HPO

4
⋅7H

2
O, Sigma Co., St. Louis, 

USA)  
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ข) อุปกรณ  
- เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (4-digit balance) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

- เครื่องชั่ง 5 ตําแหนง (5-digit balance) รุน AE 240 ของบริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 

- แทงกวนแมเหล็กและแผนใหความรอน (Magnetic stirrer/hot plate) รุน RCT Basic 

  ของบริษทั Ika labortechnik, Germany 

- เครื่องฆาเชือ้ดวยไอน้ําความดันสงู (Autoclave) รุน HVE 25/50 ของบริษัท 

  Hirayama, Japan 

- ตูอบสุญญากาศ (Vacuum drying oven and pump ) รุน VD23 ของ บริษัท Binder 

  ประเทศเยอรมัน 

- เครื่องทาํความเยน็ -40°C รุน Heto, PowerDry LL3000 ประเทศอเมริกา 

- Lyophilizer รุน Heto, PowerDry LL3000 ประเทศอเมริกา 

- Fine coat (JFC-1100E, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 

- Scanning Electron Microscopy (JSM-5400, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 

- Universal Testing Machine (No. 5567, Instron, USA) 

- Laminar Flow (Safe/Maxi Safe 2010,Holten, USA) 

- CO2 incubator (New Brunwick Scientific, Innova CO170, USA) 

- Polystyrene tissue culture discs (NUNC, Denmark) 

- 24-well and 48-well polystyrene tissue culture plates (NUNC, Denmark) 

- Micropipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, USA) 

- กระดาษไมมขุีย 

- โถดูดความชืน้ (Desiccators, SR Lab, Thailand) 

- อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath,1235 PC, Shel-Lab) 

- กลองจุลทรรศน (Phase contrast microscope) 

 - Spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning)  

 - Laminar flow hood (BH 18, Labcaire)   

 - Spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning)  
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3.3 วิธีการทดลอง  
3.3.1 การขึ้นรูปโครงเลีย้งเซลล 
ก) การเตรียมสารละลายเจลาติน 

เตรียมสารละลายเจลาตินชนิด A ความเขมขน 0.5% และ 0.8% (โดยน้ําหนัก) ในสารละลายอะ

ซิติกเขมขน 0.5 และ 0.8% โมลาร ตามลาํดับ โดยแชเจลาตินทิ้งในสารละลายอะซีตกิเปนเวลา 30 นาที

กอน จากนัน้จงึนาํไปปนกวนที่อุณหภูม ิ37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
 
ข) การเตรียมสารละลายไคโตซาน 

เตรียมสารละลายไคโตซานน้ําหนกัโมเลกลุสูง (1,450 kDa) ความเขมขน 0.5% และ 0.8% 

(โดยน้ําหนัก) ในสารละลายอะซิติกเขมขน 0.5 และ 0.8% โมลาร ตามลําดบั โดยการปนกวนที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชัว่โมง  
 
ค) การขึน้รูปโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 
 นําสารละลายเจลาตินและสารละลายไคโตซานที่เตรียมไวในขอ ก และขอ ข มาผสมกนัใน

อัตราสวน 70:30 โดยน้าํหนกั ปนกวนสารละลายผสมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง 

แลวจึงทําใหสารละลายที่ผสมแลวไมมีฟองดวยปมสุญญากาศ หรือทิ้งไวโดยไมปนกวนเปนเวลา 30 

นาท ี หลังจากนัน้จึงดูดสารละลายที่ไมมฟีองใสลงในหลุมของจานเพาะเชื้อขนาด 24 หลุม (24-well 

culture plates) ปริมาตรหลุมละ 1 มิลลิลิตร นําไปแชแข็งในตูเย็น (Heto, PowerDry LL3000 ประเทศ

อเมริกา) ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลวจงึนําไปทาํแหงดวยการระเหิดน้ําออกที่

อุณหภูมิ    -40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยเครื่องทําแหงแข็ง (Lyophilizer, Heto, 

PowerDry LL3000 ประเทศอเมริกา) 
 
3.3.2 การเชือ่มโยงพันธะ 

เมื่อข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน ตามขั้นตอนในขอ 3.3.1 แลว จากนั้นจงึนําไปทาํ

การเชื่อมโยงพันธะดวยวิธดีังตอไปนี้ 
 
ก) การเชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอน (dehydrothermal treatment, DHT) 

นําโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน เชื่อมโยงพนัธะดวยการใหความรอนที่อุณหภมูิ 140 องศา

เซลเซียส ความดัน 0 มิลลิบาร เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยใชตูอบสุญญากาศ (Vacuum oven, VD23 ของ

บริษัท Binder ประเทศเยอรมัน)  
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ข) การเชื่อมโยงพันธะโดยวิธกีารแชในสารละลายกลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde, GA) 
นําโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน ไปทําการเชื่อมโยงพันธะดวยการแชในสารละลายที่

ประกอบดวยอะซีโตนกับกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 0.01 โมลาร ในอัตราสวน 75:25 ในขวด flask โดยทาํ

การหอดวยกระดาษตะกัว่ (foil) เพื่อให GA เชื่อมโยงพันธะไดอยางมีประสิทธิภาพมากที่สุด เนื่องจาก 

GA จะทํางานไดดีในสภาพที่เปนกรดและในที่มืด จากนัน้ทาํการแปรผันความเขมขนของสารละลาย GA 

ที่ 0.03, 0.06, 0.085, และ 0.12% และแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะที ่ 4, 25, และ 37 

องศาเซลเซยีส 
 
ค) การเชื่อมโยงพันธะดวยความรอนรวมกับการแชในสารละลาย EDC  

นําโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานไปเชือ่มโยงพันธะดวยการใหความรอน ที่อุณหภูม ิ 140 

องศาเซลเซยีส ความดนั 0 มิลลิบาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใชตูอบสุญญากาศ (Vacuum oven, VD23 

ของบริษัท Binder ประเทศเยอรมัน) กอน จากนัน้นาํโครงเลี้ยงเซลลที่ไดไปเชื่อมโยงพนัธะอีกครั้ง โดย

การแชในสารละลายที่ผสมกนัระหวางสารละลาย EDC 14 มลิลิโมลาร กับสารละลาย N-hydroxy-

succinimide (NHS) 5.5 มลิลิโมลาร ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปแชใน phosphate 

bufferd saline (PBS) เปนเวลา 2 ชั่วโมง ตามดวยการลางดวยน้าํกลัน่ 4 คร้ัง คร้ังละ 1 ชั่วโมง แลวจึง

นําไประเหิดน้าํออกที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยเครื่องทําแหงแข็ง 

(Lyophilizer, Heto, PowerDry LL3000 ประเทศอเมรกิา)  
 
ง) การเชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนรวมกับการอบไอสารละลาย GA  

นําโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน ไปทําการเชื่อมโยงพนัธะดวยการใหความรอน ที่อุณหภูม ิ

140 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใชตูอบสุญญากาศ (Vacuum oven, VD23 ของบริษัท 

Binder ประเทศเยอรมัน) กอน จากนัน้นําโครงเลี้ยงเซลลที่ไดไปเชื่อมโยงพันธะอีกครั้งดวยการอบไอ โดย

การนาํโครงเลีย้งเซลลจาํนวน 20 ชิ้น วางไวบนตะแกรงในขวดโหลสุญญากาศ ซึ่งประกอบดวย

สารละลายอะซีโตนกับกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 0.01 โมลาร ในอัตราสวน 75:25 แลวทําการหอดวย

กระดาษตะกัว่ (foil) ดังแสดงในรูปที่ 3.3 จากนั้นทําการแปรผันความเขมขนของสารละลาย GA ที่ 0.03, 

0.06, 0.085, และ 0.12%, แปรผันอุณหภูมิที ่4, 25, และ 37 องศาเซลเซียส และแปรผันเวลาที ่6, 12, 

24, และ 48 ชั่วโมง  
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รูปที่ 3.2 อุปกรณที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ GA  

 

ในการเชื่อมโยงพนัธะโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซาน ทั้งวิธีการใชอุณหภูมิและสารเคมี 

สามารถเขยีนใหอยูในรูปรหสัสูตรของโครงเลี้ยงเซลลไดดังแสดงในตารางที ่3.1 
 

ตารางที่ 3.1 รหัสสูตรตางๆ ของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 

 

รหัสสูตร 

ของโครงเลี้ยงเซลล 

วิธีการเชื่อมโยงพนัธะ 

GCH โครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพนัธะ 

DHT โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะดวยความรอน 

GAS โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะดวยการแชในสารละลาย GA 

DEDC โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะดวยความรอนรวมกับสารเคม ีEDC  

DGAV โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะดวยความรอนรวมกับการอบไอดวย

สารละลาย GA  
 

3.3.3 การทดสอบลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล 
ก) ลักษณะพืน้ผิวโดยรวม  

พิจารณาลกัษณะพื้นผวิโครงเลี้ยงเซลลโดยรวมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

(Scanning electron microscope หรือ SEM) ดวยเครื่อง Joel JSM 5400 ที่มีความตางศักย 12-15 kV 

ทําการเคลือบทองโครงเลี้ยงเซลลดวย Ion sputtering device, JFC 1100 ซึ่งพิจารณาลักษณะพื้นผวิ

โดยใชใบมีดโกนตัดโครงเลีย้งเซลลในแนวตัดขวาง (cross-section) และแนวราบ (horizontal)  
 
ข) ขนาดของรูพรุน  

ขนาดของรูพรุนของโครงเลีย้งเซลลสงผลตอการเคลื่อนทีแ่ละการกระจายตัวของเซลลในโครง

เลี้ยงเซลลและมีผลกระทบตอสมบัติทางกล โดยทั่วไปเมื่อขนาดของรูพรุนเพิ่มข้ึนจะทาํใหความแข็งแรง

ทางโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลลดลง [Karageorgiou, V. 2005]  
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การหาขนาดของรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลไดดัดแปลงมาจากวธิีของ HW. Kang โดยวัดขนาด

ของรูพรุนทีม่ีขนาดเสนผานศนูยกลางแบบสุม 200 รู ในแนวราบ (horizontal) และแนวตัดขวาง (cross-

section) จากนั้นนําขนาดของรูพรุนที่ไดมาหาคาเฉลี่ย [Kang, HW. และคณะ, 1999]  
 
ค) ความสามารถในการบวมน้ํา  

ความสามารถในการบวมน้าํของโครงเลี้ยงเซลลมีความสาํคัญในการดูดซับของเหลวในรางกาย 

การเคลื่อนที่ของสารอาหารสําหรับเซลล และขบวนการ metabolite ของเซลล ซึ่งการทดสอบ

ความสามารถในการบวมน้าํของโครงเลี้ยงเซลลทําไดโดยดัดแปลงวิธขีอง SJ. Mao โดยคํานวณไดจาก

ผลตางของน้ําหนกัแหงและน้ําหนกัเปยกของโครงเลี้ยงเซลล น้ําหนกัเปยกของโครงเลี้ยงเซลลทาํไดโดย

แชโครงเลี้ยงเซลลที่แหงสนทิในสารละลาย PBS buffer ที ่pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

3 ชั่วโมง จากนั้นซับโครงเลีย้งเซลลทั้งสองดานดานละ 10 วินาทีดวยกระดาษไมมีขุย และชั่งน้าํหนักของ

โครงเลี้ยงเซลลทันท ี จะไดเปนคาน้ําหนกัเปยกของโครงเลี้ยงเซลล ซึง่สามารถคํานวณความสามารถใน

การบวมน้ํา (swelling ratio) ไดจากสูตร  

 

ความสามารถในการบวมน้าํ (%)  =  
0

0

W
WWso −  x 100 

 

โดย  W
so 
คือ น้าํหนกัของโครงเลี้ยงเซลลหลงัจากที่ถกูดูดซับน้าํ และ  

         W
o 
 คือ น้าํหนกัเริ่มตนของโครงเลี้ยงเซลล [Mao, SJ. และคณะ, 2003] 

 
ง) ระดับการเชื่อมโยงพนัธะและปรมิาณหมูอะมิโนอิสระ  

การวัดระดับการเชื่อมโยงพนัธะดัดแปลงมาจากวธิีของ N. Nagai ซึ่งวัดไดโดยใช 2, 4, 6-

trinitro-benzensulfonic acid (TNBS) โดยทาํการศึกษาจากการดดูซับคา absorbance โดยทําการ

เปรียบเทยีบตัวอยางที่ตองการศึกษากับแบลงค (blank) ซึ่งจะมีตัวอยาง 2 ชนิด คือ ตัวอยางทีผ่านการ

เชื่อมโยงพนัธะและตัวอยางที่ไมผานการเชื่อมโยงพนัธะ ซึ่งสามารถคํานวณหาระดับการเชื่อมโยงพนัธะ

ไดจากปริมาณหมูอะมิโนอสิระที่ลดลง แตเนื่องจากมีปริมาณเนื้อสารในแตละสภาวะไมเทากัน จงึมีการ

ประมาณระดบัการเชื่อมโยงพนัธะไดจากสูตร 

 

ระดับการเชื่อมโยงพนัธะ (%) =        
A

BA −  x 100 

 

โดยที่ A คือ น้าํหนักโครงเลีย้งเซลลกอนเชื่อมโยงพนัธะ x ปริมาณหมูอะมิโนอิสระกอนเชื่อมโยงพนัธะ 

         B คือ น้าํหนักโครงเลีย้งเซลลหลังเชือ่มโยงพันธะ x ปริมาณหมูอะมิโนอิสระหลังเชื่อมโยงพนัธะ 
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TNBS สามารถบงบอกถึงปริมาณหมูอะมโินอิสระหรือ –NH2 ในโมเลกลุ เนื่องจากหมู      –NH2 

เปนองคประกอบที่พบในเจลาติน ซึ่งถาปริมาณหมูอะมิโนในโครงเลีย้งเซลลหลังจากการเชื่อมโยงพนัธะ

เหลือตํ่าลงแสดงวาเกิดการเชื่อมโยงพนัธะภายในโครงเลีย้งเซลลสูงขึ้น โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตร 

ฐาน (standard curve) ทีเ่ตรียมจากสาร β-alanine โดยแสดงวิธกีารเตรียม และกราฟมาตรฐานใน

ภาคผนวก ค 
 
จ) การนําสารละลาย GA มาใชใหมในการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลลแบบใชความรอน
รวมกับอบไอ GA  
  ในการเชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมี GA มักมีสารพิษหลงเหลือจากการเชื่อมโยงพนัธะปะปนอยู

ในโครงเลี้ยงเซลล เนื่องจากไมสามารถกาํจัด GA ไดหมดหลังการเชือ่มโยงพันธะ ผูวิจัยจงึมีความสนใจ

ที่จะศึกษากระบวนการที่สามารถลดการใช GA โดยการเชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ 

GA แทนวิธีการแช GA ที่โครงเลี้ยงเซลลตองสัมผัสกับกับ GA โดยตรง ดังนั้นจงึไดศึกษาประสทิธิภาพ

ของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อเชื่อมโยงพันธะโดยอบไอ GA ดวยวธิีการอบไอซ้ําๆ (เปล่ียนตัวอยางใหมและใช

สารละลายเดิม) ซึ่งในการเชื่อมโยงพนัธะในแตละครั้งใชตัวอยางครั้งละ 127 มิลลิกรัม และ 202 

มิลลิกรัม สําหรับโครงเลี้ยงเซลลปริมาณของแข็งทัง้หมด 0.5% และ 0.8% โดยน้าํหนัก ตามลําดบั แลว

โครงเลี้ยงเซลลที่ไดถูกนาํไปประเมินระดับการเชื่อมโยงพันธะและปรมิาณหมูอะมิโนอิสระดวยวิธ ี TNBS 

เพื่อศึกษาถงึประสิทธิภาพในการเชื่อมโยงพนัธะดวยวธิกีารอบไอของ GA    

 
ฉ) ความทนตอแรงกด  

โครงเลี้ยงเซลลควรจะมีความสามารถในการรับแรงกดไดมาก ทั้งนีเ้พื่อจะคงสภาพรูปรางของ

โครงเลี้ยงเซลลในการสงผานอาหาร และอากาศสาํหรับเซลล รวมทั้งไมเกิดการหดตัวของโครงเลีย้งเซลล 

เมื่อนําไปใชงานจริงจงึมีการทดสอบสมบัตทิางกลของโครงเลี้ยงเซลลโดยวัดจาก การทนทานตอแรงกด 

(compression test) จากเครื่อง  universal testing machine (UTM, INSTRON No.4465, NY, USA) 

โดยใชอัตราการกด 0.5 มิลิเมตรตอนาท ี เพื่อคํานวณหาคา young modulus โดยหาไดจากคาความชัน

ระหวางกราฟของความเคน (compression stress) และความเครียด (compression strain) ที่ initial 

stress-strain ในชวง 5-20% แรกของแรงกด โดยแสดงตวัอยางการคํานวณและกราฟในภาคผนวก ข 
 
ช) การยอยสลายทางชวีภาพภายนอกรางกาย 

โครงเลี้ยงเซลลที่ใชสําหรับผิวหนงัควรจะมกีารยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย (in vitro 

biodegradation) ในชวง 2 ถึง 4 สัปดาห [Yannas, IV. 2001] การทดสอบหาการยอยสลายของโครง

เลี้ยงเซลลเลยีนแบบสภาวะในรางกายโดยใชเอนไซมคอลลาจีเนส (collagenase) โดยดัดแปลงวิธีของ 

YS. Pek โดยแชโครงเลี้ยงเซลลในสารละลาย phosphate-buffered saline (PBS buffer) ที ่pH 7.4 ที่มี

เอนไซมคอลลาจีเนส ความเขมขน 32 ยูนติ/มิลลิลิตร และเก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
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0.25, 0.5, 1, 3, 5, 7, 10, 14 และ 21 วัน จึงนาํออกมาลางดวยน้าํกลัน่ 3 คร้ัง คร้ังละ 30 นาท ีกอนที่จะ

ทําใหแหงที่อุณหภูมิเยือกแข็งและชั่งน้ําหนัก โดยที่การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลสามารถคาํนวณได

จากสูตร  

 

% น้ําหนกัทีเ่หลืออยู =     100   -  
o

to

w
ww −  x 100 

  

 ขณะที่ wo คือ น้าํหนักตอนเริ่มตน  

  และ  wt   คือ น้ําหนกัที่เวลาใดๆ  [Pek, YS. และคณะ, 2003] 

  

 โดยทาํการทดลองตัวอยางซ้าํ 4 คร้ัง (n=4) จากนัน้จึงนํามาหาคาครึง่ชีวิต (t1/2) ของโครงเลี้ยง

เซลล เมื่อโครงเลี้ยงเซลลถกูยอยสลายจนน้ําหนกัลดลงเหลือ 50% เมื่อเทียบกบัน้าํหนกัในตอนเริ่มตน  

 
ซ) การทดสอบจํานวนเซลลสัมพัทธในหองปฏิบัติการ 

โครงเลี้ยงเซลลควรจะมีความเขากนัไดกับเซลลไดดีจึงทาํการวิเคราะหการเขากนัไดของโครง

เลี้ยงเซลลกับเซลลไลนมาตรฐานของผวิหนังหน ู (L929 mouse fibroblast) ในสภาพภายนอกรางกาย 

(in vitro biocompatibility) โดยประเมนิไดจากการยดึเกาะของเซลล การเพิ่มจาํนวนเซลล และการ

เพาะเลี้ยงเซลล โดยวิเคราะหปริมาณเซลลที่เวลา 5, 48, และ 72 ชัว่โมง ดวยวิธ ีMTT assay ซึ่งจะวัด

กิจกรรมของเซลลที่มีชวีิต โดยดัดแปลงวธิีของ H. Liu [Lui, H. และคณะ, 2004] ซึ่งวธิีการเตรียมและ

การคํานวณแสดงในภาคผนวก ง   
 
ฌ) ความเปนพิษของโครงเลี้ยงเซลล (cytotoxicity) ตามมาตรฐาน ISO 10993-5 โดยกรมวิทยา 
ศาสตรการแพทย 
 การตรวจสอบความเปนพษิของโครงเลี้ยงเซลลใชวิธ ี indirect method แบบ elution titration 

test  เปนการสกัดตัวอยางกอนโดยใชอาหารเลี้ยงเซลลเปนสารสกัด จากนั้นนําสารสกัดที่ไดมาทาํการ

เจือจางในอัตราสวนตางๆ และทดสอบกบัเซลลที่เลี้ยงเปนแบบ monolayer ตามมาตรฐาน ISO 10993-

5 (1999) โดยสงไปทดสอบยังสํานักงานยาและวัตถุเสพติด กรมวทิยาศาสตรการแพทย ซึง่เปนบุคคลที่

สามที่ไมมีสวนเกีย่วของในการวิจยัเปนผูทดสอบ ดังแสดงในภาคผนวก จ 
 
3.3.4 การวิเคราะหผลทางสถิติ 

ทุกการทดลองจะมีการทําซ้าํอยางนอย n=3 และมีการเปรียบเทียบความแตกตาง โดยใช t-test 

ที่ระดับนัยสาํคัญที่ p<0.05 โดยใชผลจากโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซานทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะ
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แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA และโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA เปน

ตัวเปรียบเทยีบ รวมทั้งมกีารเปรียบเทียบระหวางกลุม 

 
3.4 สถานที่ทําการวิจัย 

ทําการวิจยั ณ หองปฏิบตัิการวิศวกรรมเคมี ตึกอาคารอนุสาสนยันตรกรรม ชัน้ 5 ภาควิชา

วิศวกรรมเคม ีคณะวิศวกรรมศาสตร และหองปฏิบัติการวิศวกรรมเนือ้เยื่อ ชั้น 9 ตึก อ.ป.ร. คณะแพทย

ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง 

 

ในการศึกษานีโ้ครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน (70:30) ที่ข้ึนรูปดวยกระบวนการทําแหงแข็ง 

(freeze-dried) ปริมาณของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 หรือ 0.8 โดยน้ําหนักแลว ถูกนาํมาเชื่อมโยงพันธะ

ดวยกระบวนการที่แตกตางกัน 4 กระบวนการดังแสดงในรูปที ่ 4.1 โดยมีการเปรียบเทียบลกัษณะของ

โครงเลี้ยงเซลลในดานกายภาพ เคมี และชีววทิยา เพื่อใหไดโครงเลี้ยงเซลลที่มีความเหมาะสมในการ

นําไปใชสําหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อออน (soft tissue engineering) เชน ผิวหนังแท โดยมีรายงาน

ลักษณะสมบตัิที่เหมาะสมของโครงเลี้ยงเซลลดังนี ้ ขนาดรูพรุนประมาณ 70 ไมครอน [Yannas., และ

คณะ, 1982], ความทนตอแรงกด (compressive modulus) 0.029 กิโลปาสคาล [Freyman., และคณะ, 

2001], การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลอยูในชวง 2-4 สัปดาห [Yannas, และคณะ, 2001] 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

รูปที่ 4.1 ขั้นตอนการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆ 

 

ทําแหงแข็งเจลาติน-ไคโตซาน  อัตราสวน 70:30  

ปริมาณของแข็ง 0.5 % หรือ 0.8% w/w (GCH)   

อบที่ 140°C ความดัน 0 

มิลลิบาร เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

ในตูอบสูญญากาศ 

ลางน้ํากลั่น 5 

ครั้ง ครั้งละ 2 

ช่ัวโมง  

DHT GAS DGAV DEDC 

ทําแหงแข็ง 

แช 0.1 M ไกลซีน 

1.5 ช่ัวโมง 

แช GA 

อบที่ 140°C ความดัน 0 

มิลลิบาร เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

ในตูอบสูญญากาศ 

อบที่ 140°C ความดัน 0 

มิลลิบาร เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

ในตูอบสูญญากาศ 

อบไอ GA 

แช 0.1 M ไกลซีน 

1.5 ช่ัวโมง 

แช EDC/NHS 

แช PBS บัฟเฟอร เปน

เวลา 2 ช่ัวโมง 

ลางน้ํากลั่น 5 

ครั้ง ครั้งละ 2 

ช่ัวโมง  

ลางน้ํากลั่น 4 

ครั้ง ครั้งละ 1 

ช่ัวโมง  

ทําแหงแข็ง ทําแหงแข็ง 
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รูปที่ 4.2 โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆ 

 

การศึกษาผลของการเชื่อมโยงพนัธะมีการศึกษาและเปรยีบเทยีบลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล

ชนิดตางๆดังนี ้

4.1 ผลของการเชื่อมโยงพันธะแบบแชและแบบใชความรอนรวมกับอบไอในสารละลายกลูตารัลดี

ไฮด (GA) โดยศึกษาจากอณุหภูมิเวลาและความเขมขนที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะ 

4.2 ผลของการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบอื่นๆทีม่ีรายงานมากอน 

4.3 ผลของการนําสารละลาย GA มาใชใหมในการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลแบบใชความ

รอนรวมกับอบไอ GA 

 
4.1 ผลของการเชื่อมโยงพันธะแบบแชและแบบใชความรอนรวมกับอบไอในสาร 

ละลายกลูตารัลดีไฮด (GA) 
โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ข้ึนรูปดวยกระบวนการทาํแหงแข็ง (freeze-dried) ปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 โดยน้ําหนกั ในอัตราสวนเจลาตินตอไคโตซาน 70:30 ถูกนํามาเชือ่มโยง

พันธะดวยสารละลายกลูตารลัดีไฮด (glutaraldehyde, GA) 2 แบบ ไดแก แบบแชในสารละลาย GA 

และแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ซึ่งเปนวิธเีชื่อมโยงพนัธะที่ดัดแปลงมาจากการ

เชื่อมโยงพนัธะแบบแชในสารละลาย GA ที่โครงเลีย้งเซลลตองสัมผัสกับสารละลาย GA โดยตรงและวิธี

นี้ใชไอระเหยของ GA ในการเชื่อมโยงพนัธะ เพื่อลดปริมาณ GA ซึ่งเปนสารพษิทีก่อใหเกิดโรคมะเร็งวิธนีี้

จึงเปนวิธทีี่ดีในการลดสารพษิในกระบวนการเชื่อมโยงพันธะ โดยมีการศึกษาผลของอุณหภูมเิวลาและ

ความเขมขนทีใ่ชในการเชื่อมโยงพันธะ โดยมีการศึกษาลักษณะสมบัติทางกายภาพ ไดแก ลักษณะ

พื้นผวิ, ขนาดรูพรุน, น้ําหนกัคงเหลือ, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, ความสามารถในการบวมน้าํ 

และความทนตอแรงกด รวมทั้งลกัษณะสมบัติทางเคม ีไดแก ระดับการเชื่อมโยงพนัธะและปริมาณหมูอะ

มิโนอิสระของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะทัง้ 2 แบบ เพื่อเลือกโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีความ

เหมาะสมไปทดสอบในขั้นตอนตอไป  
 
4.1.1 ผลของอุณหภูมิและเวลาที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะ 

เมื่อทําการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลแบบแชในสารละลาย GA ความเขมขน 0.06% 

(wt/v) เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยแปรผันอณุหภูมิ (4, 25, และ 37 องศาเซลเซยีส) แมวาลักษณะพื้นผิว

  GCH       DHT GAS    DGAV DEDC 
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ของโครงเลี้ยงเซลลดูแตกตางกนั แตขนาดรูพรุนไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ เนื่องจาก

ความเบีย่งเบนของขอมูล (SD) สูง (รูปที่ 4.3) โดยขนาดของรูพรุนเฉลี่ยมีแนวโนมลดลงเมื่ออุณหภูมิที่ใช

ในการเชื่อมโยงพนัธะสงูขึ้น โดยมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยอยูในชวง 85-95 ไมครอน สวนการเชื่อมโยงพนัธะ

แบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย ขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล เมื่อทําการเชื่อมโยง

พันธะที่อุณหภูมิและเวลาทีต่างกนัมีขนาดรูพรุนไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญ เมื่อใชเวลาอบไอ 6-24 

ชั่วโมง โดยมีขนาดรูพรุนเฉลีย่ 60-90 ไมครอน (รูปที่ 4.4 และรูปที่ 4.5) ขนาดรูพรุนเฉลี่ยมีแนวโนมลดลง

เมื่ออุณหภูมิและเวลาที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะสงูขึ้น และลดลงอยางมีนยัสําคัญ (ต่ํากวา 30 ไมครอน) 

เมื่อทําการเชื่อมโยงพนัธะที่เวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิสูงกวา 4 องศาเซลเซียส 

การเปลี่ยนแปลงขนาดรูพรุนภายในโครงเลีย้งเซลลอาจขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง ไดแก ระดับ

ของการเชื่อมโยงพนัธะในโครงเลี้ยงเซลล [Lee, C.R., 2001] ซึ่งในการศึกษานี้แสดงใหเหน็วาการ

สูญเสียน้าํหนกัหลงักระบวนการและการหดตัว มีผลตอการเปลี่ยนแปลงขนาดของรพูรุนดวย นอกจากนี้

ขนาดรูพรุนยังขึ้นอยูกับอุณหภูมิที่ใชในการทําแข็งกอนที่นาํไปทาํแหง (lyophilized) เปนโครงเลีย้งเซลล 

Kang, และคณะ (1999) พบวาเมื่อแชแขง็ที่อุณหภูมิตางกนั ไดแก -20, -80, และ -196 องศาเซลเซียส 

ขนาดของรูพรุนมีแนวโนมลดลงและมีความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลลสูงขึ้น เมื่อทําแหงที่อุณหภูมิต่ํา 

แตในการเชื่อมโยงพนัธะโครงเลี้ยงเซลลในงานวิจัยนี้มกีระบวนการทาํแหงแข็งที่อุณหภูมิเดียวกนัคือ -40 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดังนัน้ขนาดรูพรุนที่เปล่ียนแปลงไปจึงไมเปนผลจากการทําแข็งแต

เปนผลจากกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะ โครงเลี้ยงเซลลที่นาํมาเชื่อมโยงพนัธะมีเจลาตินซึง่เปนพอลิเมอร

ที่ละลายน้าํไดเปนองคประกอบหลัก ในระหวางกระบวนการเชื่อม โยงพันธะทีม่ีการแชในน้ํา (รูปที่ 4.1) 

จึงมีเจลาตินบางสวนละลายหายไปในขณะที่ปฏิกิริยาเชือ่มโยงพันธะยงัไมสมบูรณ มีผลใหความหนา 

แนนของโครงเลี้ยงเซลลลดลง รวมทัง้บางกระบวนการมกีารใชความรอน บางกระบวนการมีการใชน้ําใน

ระหวางกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะลวนมีผลกระทบตอลักษณะทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล 

โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะแบบแช GA เมื่อใชอุณหภูมิในการเชือ่มโยงพันธะที่

สูงขึ้น น้าํหนกัทีห่ายไปนอยกวา 5% และการหดตวัของโครงเลี้ยงเซลลอยูระหวาง 30-40% (รูปที่ 4.6) 

สวนโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ GA เมื่อใชอุณหภูมิในการเชื่อมโยงพนัธะสูงกวา 

4 องศาเซลเซยีส มีการหดตวัที่สูงกวาแบบแช โดยมีคาอยูในชวง 50-75% และมีการหดตัวสูงขึน้อยางมี

นัยสําคัญ แตมีการสูญเสียน้ําหนกัไมแตกตางกันเมื่อใชอุณหภูมิและเวลาในการเชือ่มโยงพันธะทีต่างกนั 

โครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอ GA นี้ไดผานการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนทีอุ่ณหภูมิ 140 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงกอนจะนํามาอบไอ จึงอาจมีผลทาํใหโครงเลี้ยงเซลลมีการหดตวัทีสู่งกวา 

ดังที่ Wess, และคณะ (2000) เคยรายงานไววาการใชความรอนในการเชื่อมโยงพนัธะมีผลตอน้าํหนักที่

หายไปและการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล ความรอนทําใหอัตราการเกิดปฏิกิริยาการเชื่อมโยงพันธะเร็ว

ข้ึน สงผลใหโครงเลี้ยงเซลลเกิดการหดตัวจากความเร็วของปฏิกิริยาในแตละจุดไดเร็วไมเทากัน สวนการ

สูญเสียน้าํหนกัอาจเกิดจากการละลายออกไปบางสวนของผนงัโครงเลีย้งเซลลที่เปนเจลาติน สงผลใหมี
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ขนาดรูพรุนที่ใหญข้ึน ในขณะที่การหดตวัของโครงเลีย้งเซลลสงผลใหมีขนาดรูพรุนที่ลดลง อนึ่งโครง

เลี้ยงเซลลทุกแบบผานกระบวนการทาํแหงแข็งเปนกระบวนการสุดทาย เพื่อความสะดวกในการเก็บ

รักษา แตเมื่อนํามาใชงานจะตองมีการนาํมาแชสารละลายบัฟเฟอรใหอ่ิมตัว อาจจะทําใหมีขนาดรูพรุน

ใหญกวาขนาดที่รายงานในงานวิจยันี ้

 

  
 

 
 
 

รูปที่ 4.3 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบแชใน

สารลาย GA เปนเวลา 24 ชั่วโมง (ความเขมขน  GA 0.06% v/v) ที่ 4, 25, และ 37 องศาเซลเซียส 
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 รูปที่ 4.4 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอของสารละลาย GA ที่ 4, 25, และ 37 องศาเซลเซียส  

เปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ชั่วโมง
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รูปที่ 4.5 ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ความเขมขน GA 0.06% v/v ที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ 
a-b แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะ

แบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ทําการ

เช่ือมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ช่ัวโมง 
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รูปที่ 4.6 รอยละน้ําหนักที่หายไปและรอยละการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ความเขมขน GA 0.06% 

v/v ที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ 
a-d แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะ

แบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ทําการ

เช่ือมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ช่ัวโมง 

   

 เมื่อพิจารณาระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลลทั้งสองแบบ ระดับการเชือ่มโยงพันธะ

ของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแชมีแนวโนมลดลงแตไมแตกตางอยางมีนยัสําคัญ เมื่อใช

อุณหภูมิในการเชื่อมโยงพันธะสูงขึ้น สวนโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอเมื่อใชอุณหภูมิใน

การเชื่อมโยงพันธะสูงขึน้ ระดับการเชื่อมโยงพนัธะมีแนวโนมลดลงเชนเดียวกนั แตเมื่อใชเวลาในการ

เชื่อมโยงพนัธะสูงขึ้นถึง 24-48 ชั่วโมง ระดบัการเชื่อมโยงพันธะมีแนวโนมสูงขึ้นอยางมนีัยสาํคัญ และ

เทาๆกับระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลลแบบแช GA เปนเวลา 24 ชั่วโมง (รูปที ่ 4.7) สวน
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ความสามารถในการบวมน้าํของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะทัง้สองแบบต่ําลง เมื่อระดับการเชื่อม 

โยงพันธะสูงขึน้ (รูปที่ 4.8) โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ เมื่อใชอุณหภูมิและเวลาในการ

เชื่อมโยงพนัธะสูงขึ้นความสามารถในการบวมน้าํมีแนวโนมลดลงอยางมีนยัสําคัญ แตสูงกวาการบวม

น้ําของโครงเลีย้งเซลลแบบแช โดยทัว่ไปความสามารถในการบวมน้าํจะบงบอกถงึระดับการเชื่อมโยง

พันธะทีเ่ปล่ียนไป โดยถามีการเชื่อมโยงพนัธะมากขึน้ความสามารถในการบวมน้าํลดลง [Ozeki, M., 

และคณะ, 2004]  อยางไรก็ตามแมวาระดับการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบ

แชจะไมแตกตางกับระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลีย้งเซลลแบบอบไอที่ 24 และ 48 ชั่วโมง แตกลับ

มีความสามารถในการบวมน้าํที่ต่ํากวาอยางมีนยัสําคัญ อาจเนื่องมาจากการที่โครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอ

มีการสูญเสียน้ําหนกัและการหดตัวที่สูงกวา ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบ

อบไอ ไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญั เมื่อใชเวลาและอุณหภูมสูิงขึ้น (รูปที ่ 4.9) แตมีคาสูงกวา

ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบแชอยางมนีัยสําคัญ แมวาโครงเลี้ยงเซลลที่

เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอที่ 24 และ 48 ชั่วโมง จะมีระดับการเชือ่มโยงพันธะทีใ่กลเคียงกบัโครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช แตโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบอบไอมีน้ําหนกัทีห่ายไปสูงกวาจึง

ทําใหมีความหนาแนนต่ํากวา สงผลใหความทนตอแรงกดต่ํากวาโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบแช 
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รูปที่ 4.7 ระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV (0.06% v/v) 
a-b แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะ

แบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ทําการ

เช่ือมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ช่ัวโมง 
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รูปที่ 4.8 ความสามารถในการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน (70:30) ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5 % 

โดยน้ําหนัก ที่เชื่อมโยงพันธะโดยใชสารละลาย GA 
a-c แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 
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รูปที่ 4.9 ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน (70:30) ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5 % โดยน้ําหนัก

ที่เชื่อมโยงพันธะโดยใชสารละลาย GA 
a-b แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะ

แบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ทําการ

เช่ือมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ช่ัวโมง 
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4.1.2 ผลของความเขมขนของสารละลาย GA ที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลล 
 เมื่อทําการเชื่อมโยงพนัธะโดยการแปรผันอณุหภูมิและเวลาที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะในหวัขอ 

4.1.1 แลวจากนัน้ไดเลือกสภาวะที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะแบบแชและแบบอบไอ GA ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซยีส เชื่อมโยงพนัธะเปนเวลา 24 ชั่วโมง มาทําการศึกษาผลความเขมขนของ GA ที่ใชในการ

เชื่อมโยงพนัธะ เนื่องจากที่อุณหภูมิและเวลาดงักลาวทาํใหโครงเลีย้งเซลลที่ผานกระบวนการเชื่อมโยง

พันธะทัง้สอง มีขนาดรูพรุนกับน้ําหนกัคงเหลือสูง ปริมาตรคงเหลือกับรอยละการหดตัวต่ํา ระดับการ

เชื่อมโยงพนัธะและ ความทนตอแรงกดสูง ลักษณะพื้นผวิของโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบแช 

GA และแบบอบไอ GA ที่ความเขมขนของ GA แตกตางกนัแสดงในรปูที่ 4.10 โครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอ

มีลักษณะคลายเสนใย และผนังของรพูรุนบางกวาแบบแช GA ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยง

พันธะแบบแช GA และแบบอบไอ GA มีแนวโนมสูงขึ้นเมื่อความเขมขนของ GA สูงขึ้น แตไมมีความ

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญ ซึง่โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแช GA มีขนาดรูพรุนที่ใหญกวาโครง

เลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบอบไอ GA ทุกความเขมขน GA แตไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญ 

(รูปที่ 4.11) น้ําหนกัทีห่ายไปและการหดตัวของโครงเลีย้งเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะทัง้สองแบบ มี

แนวโนมสูงขึน้เมื่อความเขมขน GA สูงขึ้น แตไมแตกตางกันภายในกลุมอยางมนีัยสําคัญ โครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช GA มนี้ําหนกัทีห่ายไปและการหดตัวของโครงเลีย้งเซลลที่สูงกวาโครง

เลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบอบไอ GA ทุกความเขมขน GA (รูปที่ 4.12) 

 โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช GA มีขนาดรูพรุนสูงขึน้ เมือ่ใชความเขมขน GA ในการ

เชื่อมโยงพนัธะสูงขึ้น [Ma, L., และคณะ, 2003] อาจเนื่องมาจากปฏิกิริยาการเชือ่มโยงพันธะของ GA 

เกิดขึ้นอยางรวดเร็วและในเวลาเดียวกนัโครงเลี้ยงเซลลบางสวนก็เกิดการละลายดวย โดยขนาดรูพรุน

ของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช GA มีขนาดรูพรุนเพิ่มข้ึนอยูในชวง 88-106 ไมครอน และ

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ GA มีขนาดรูพรุนเพิม่ข้ึนอยูในชวง 75-89 ไมครอน โครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ GA มีการหดตัวและมีน้ําหนักที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลลสูงกวาโครง

เลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA มาก ซึ่งเปนผลมาจากกระบวนการเชื่อมโยงพันธะ

ที่ตางกัน ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ GA มีน้ําหนกัที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลลสูงกวา

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช GA อยางเหน็ไดชัดในทุกความเขมขน GA เมื่อความเขมขนของ 

GA ที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะสูงขึ้น มีผลทําใหยิ่งสูญเสยีเนื้อสารมากขึ้น ซึ่งอาจเกดิจากที่ความเขมขน

ของ GA สูงๆ ปฏิกิริยาของการเชื่อมโยงพันธะเกิดไดไมสมบูรณ ซึ่ง GA ที่ความเขมขนมากกวาจะแพร

เขาไปทําปฏิกริิยากับหมูเอมนีไดมากกวา จงึเกิดความแตกตางของความหนาแนนในการเชื่อมโยงพนัธะ 

(crosslinking density) ที่ขอบและภายในของโครงเลีย้งเซลล อาจเปนผลใหเกิดการละลายของสวนที่ 

GA ยังไปไมถงึและการหดตัวที่มากกวา ผลการทดลองในหวัขอนี้แสดงใหเห็นวาความเขมขนของ GA ไม

มีผลตอการหดตัวและน้ําหนักที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลล ถากระบวนการเชื่อมโยงพันธะตางกัน โดย

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช จะมนี้ําหนักที่หายไปและการหดตวัที่ต่ํากวาโครงเลี้ยงเซลลที่

เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอเสมอดวยปฏิกิริยาเชื่อมพันธะที่เกิดขึ้นไดเร็วกวา เนื่องจากการนํา GA เขาสู
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โครงเลี้ยงเซลลดวยสารละลายทาํไดรวดเร็วกวาการนาํ GA โดยไอของอะซีโตน และโครงเลี้ยงเซลลแบบ

แชไมไดผานกระบวนการอบดวยความรอนมากอนจึงอาจทําใหการหดตัวนอยกวามาก (รูป 4.1) 

อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาถงึระดับการเชือ่มโยงพันธะ โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแช 

GA และโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบอบไอ GA มีระดับการเชื่อมโยงพนัธะสูงขึ้น เมื่อเพิม่ความ

เขมขน GA ถงึ 0.085% อยางมนีัยสาํคัญ (รูปที่ 4.13) โครงเลี้ยงเซลลแบบแช GA มีระดับการเชือ่มโยง

พันธะสูงกวาโครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอ GA ทุกความเขมขน แตไมมีนัยสาํคัญ  ในขณะเดียวกนั

ความสามารถในการบวมน้าํของโครงเลี้ยงเซลลแบบแช GA และโครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอ GA ลดลง 

เมื่อเพิ่มความเขมขน GA ในการเชื่อมโยงพันธะอยางมีนยัสําคัญ ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลแบบแช GA มี

ความสามารถในการบวมน้าํต่ํากวาโครงเลีย้งเซลลแบบอบไอ GA ทุกความเขมขนของ GA ที่ใชในการ

เชื่อมโยงพนัธะ (รูปที ่ 4.14) โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแช มีระดับการเชื่อมโยงพนัธะสูงกวา

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อม โยงพันธะแบบอบไอทุกความเขมขน เนื่องจากการเชื่อมโยงพันธะแบบแชใช GA 

0.06% ในสารละลาย 100% (อะซีโตน, กรดไฮโดรคลอริก, และ GA) แตการเชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอใช

การฟุงของไอภายในภาชนะปด ดังนัน้ความเขมขนตอปริมาตรของ GA จึงนอยกวาแบบแช ภาชนะปดที่

ใชมีรูปรางเปนทรงกระบอกเสนผาศนูยกลาง 9 เซนติเมตร สูง 20 เซนติเมตร ปริมาตร 1272 ลูกบาศก

เซนติเมตร สารละลายทีม่ ีGA อยู 0.06% เทากับการเชื่อมโยงพนัธะแบบแช หรือ 0.0047% (v/v) ซึ่งมี

ความเขมขนของ GA ที่นอยกวาความเขมขนของ GA ทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบแชประมาณ 12-13 เทา แต

ก็มีระดับการเชื่อมโยงพนัธะที่ใกลเคียงกับแบบแช แสดงวาระบบการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอสามารถ

เชื่อมโยงพนัธะไดดี เมื่อเปรียบเทยีบปริมาณ GA ที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะ นอกจากนี้เมื่อปริมาณของ 

GA สูงขึ้น สงผลใหหมูแอลดีไฮดของ GA สามารถเชื่อมโยงพนัธะกบัหมูอะมโินของโครงเลี้ยงเซลลที่ทาํ

จากเจลาตินและไคโตซานไดมากขึ้น เนื่องจาก 1 หมูแอลดีไฮดของ GA สามารถเชื่อมโยงพนัธะกับ 2 

หมูอะมโินของโปรตีน [Damink, L.H.H.O., และคณะ, 1995] โดยทั่วไปเมื่อเพิ่มความเขมขนของ GA ใน

การเชื่อมโยงพันธะสูงขึน้ ระดับการเชื่อมโยงพันธะมีคาสูงขึ้นดวย [Sheu, M.T., และคณะ, 2000] และ

สงผลใหความสามารถในการบวมน้าํของโครงเลี้ยงเซลลลดลงเมื่อความเขมขนของ GA สูงขึ้น  

เมื่อพิจารณาความทนตอแรงกดโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบแช เมื่อเพิ่มความเขมขน 

GA ในการเชือ่มโยงพันธะสงูขึ้น ความทนตอแรงกดมแีนวโนมสูงขึน้ และสูงกวาโครงเลี้ยงเซลลแบบอบ

ไอ GA ทุกความเขมขนอยางมีนยัสําคัญ (รูปที่ 4.15) ความทนตอแรงกดของโครงเลีย้งเซลลทั้งสองแบบ

เพิ่มข้ึนอยางมนีัยสําคัญ เมือ่เพิ่มความเขมขนของ GA ถึง 0.12% ในขณะที่เมื่อใชความเขมขน 0.03-

0.085% คาความทนตอแรงกดของโครงเลีย้งเซลลจากกระบวนการเดยีวกนั ไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญ 

แมวาจะมีแนวโนมสูงขึ้นตามความเขมขน GA ที่สูงขึ้น การที่ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลจาก

สองกระบวนการมีคาตางกนัทั้งๆที่ระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลีย้งเซลลทั้งสองมีคาใกลเคยีงกนั 

อาจเนื่องจากความหนาแนนของโครงเลีย้งเซลลหลงัผานการเชื่อมโยงพนัธะที่ตางกนัเนื่องจากการ

สูญเสียน้าํหนกัระหวางกระบวนการ 
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รูปที่ 4.10 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบแช 

GA และแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA (240 ไมโครลิตร GA/127 มิลลิกรัมโครงเลี้ยงเซลล) ที่ความเขมขน 0.03, 

0.085, 0.12% GA wt/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในภาชนะปดขนาด 1272 ลูกบาศกเซนติเมตร 
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รูปที่ 4.11 ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 24 

ชั่วโมง ที่ความเขมขน GA ตางๆ 
a-e แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05  

 

 

 
รูปที่ 4.12 รอยละน้ําหนักที่หายไปและรอยละการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเขมขน GA ตางๆ 
a-d แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะ

แบบแชในสารละลาย GA, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA  
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รูปที่ 4.13 ระดับการเชื่อมโยงพันธะและปริมาณหมูอะมิโนอิสระของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเขมขน GA ตางๆ 
a-b แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 
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รูปที่ 4.14 ความสามารถในการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เชื่อมโยงพันธะ

เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเขมขน GA ตางๆ 
a-e แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS 

เช่ือมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA 
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รูปที่ 4.15 ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 

24 ชั่วโมง ที่ความเขมขน GA ตางๆ 
a-d แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 

 

หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA 

 
4.2 การเปรียบเทียบลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะดวย
วิธีตางๆ 
 โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะแบบแชและแบบอบไอสารละลาย GA ทีค่วามเขมขน 

GA 0.06% w/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ถูกเลือกมาเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยง

เซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ (GCH) และโครงเลี้ยงเซลลทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะแบบอื่นๆที่มี

รายงานในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลอีก 2 กระบวนการ ไดแก โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะดวย

ความรอนเพียงอยางเดียว (DHT) [Ozeki, M., และคณะ, 2004] และโครงเลี้ยงเซลลทีผานการเชือ่มโยง

พันธะดวยความรอนรวมกับแชในสารละลาย 1-ethyl-3-(3-dimethyl amino propyl) carbodiimide 

hydrochloride (DEDC) [Pek, Y.S., และคณะ, 2003] โดยมีกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะที่แตกตางกัน

ดังรูป 4.1 กลาวคือ GCH เปนโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะแตผานกระบวนการ

ทําแหงแข็ง ซึง่มีการดึงน้าํออกที่อุณหภูมติ่ําความดนัสงู ในทางทฤษฎีแลวอาจเกิดการเชื่อมโยงพันธะกนั

แตไมมาก DHT เกิดจากการนํา GCH มาอบที่สุญญากาศ และ DEDC เปนกระบวนการคลาย GAS แต

เชื่อมโยงพนัธะโดยการแชในสารเคมีคนละชนิดกนั และการเกิดปฏกิิริยาที่ตางกัน โดยการเชือ่มโยง

พันธะดวย GA เปนการเชื่อมโยงพนัธะซึง่ GA เขาไปแทรกอยูในโครงเลี้ยงเซลล (รูปที่ 2.12) EDC เปน 

coupling agent ซึ่งไมเหลือในโครงสรางของโปรตนีหลงัการเชื่อมโยงพนัธะแลว นอกจากนั้นยังมี
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การศึกษาผลของการใชปริมาณของแข็งทั้งหมดในโครงเลี้ยงเซลล (รอยละ 0.5 และรอยละ 0.8 โดย

น้ําหนกั)  

แมวาลักษณะพื้นผวิของโครงเลี้ยงเซลลทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะดวยวิธีตางๆ จะดูแตกตางกนั

อยางชัดเจน (รูปที่ 4.16) ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะแตละกระบวนการมี

แนวโนมสูงขึน้ แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญ เนื่องจากคาความผิดพลาด (error bar) ที่สูง และ

มีแนวโนมวาการเชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมีทั้ง 3 แบบ มีขนาดรูพรุนเล็กกวาแบบ DHT เล็กนอย โดย

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ GA และโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแช EDC มี

ขนาดรูพรุนเลก็ที่สุด เมื่อสังเกตดวยตา เมือ่เปลี่ยนปริมาณเนื้อสารของแข็งทั้งหมดในโครงเลี้ยงเซลลจาก

รอยละ 0.5 เปนรอยละ 0.8 โดยน้ําหนักไมมีผลตอขนาดรูพรุน (รูปที่ 4.17) ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยง

พันธะแบบอบไอกับโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบแช EDC มีน้ําหนกัทีห่ายไปและการหดตัวสูง

ที่สุด ในขณะที่โครงเลีย้งเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนเพียงอยางเดียวมีคาใกลเคยีงกับโครง

เลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบแช (รูปที ่ 4.18) การหดตัวและน้ําหนักที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลลเปน

ผลกระทบมาจากปฏิกิริยาการเชื่อมโยงพันธะทีเ่ร็ว-ชา และความเปนเนื้อเดียวของการเกิดปฏิกิริยาทั่ว

โครงเลี้ยงเซลลที่แตกตางกนัทาํใหปฏิกิริยาการเชื่อมโยงพนัธะอาจเกิดขึ้นสมบูรณไมเทากัน โครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ GA มีความเขมขนของ GA ต่ํามาก สวน EDC มีกลไกการเกิดปฏิกิริยา

ซับซอนกวา GA และโอกาสการเชื่อมโยงพนัธะสําเรจ็ข้ึนกับ NHS ดวย ซึง่อาจมีผลตอการเชื่อมโยง

พันธะ แมวาวิธีการเชื่อมโยงพนัธะแบบแชใน GA ตองสัมผัสกับสารละลายซึง่มีน้าํเปนองคประกอบแต

กลับมีน้าํหนักที่หายไปและการหดตัวที่ต่าํกวาโครงเลีย้งเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ เนื่องจากการ

เช่ือมโยงพนัธะแบบแชมีอัตราการเชื่อมโยงพนัธะที่รวดเร็วมาก จงึมกีารละลายของโครงเลี้ยงเซลลขณะ

เชื่อมโยงพนัธะนอยกวาแบบอบไอ รวมทั้งการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอใชความเขมขนต่ํากวาแบบแช

มาก แมวาจะใชสารละลายที่ความเขมขนเดียวกัน แตการเชือ่มโยงพันธะแบบอบไออาศัยวิธกีาร

เชื่อมโยงพนัธะโดยใชไอฟุงกระจายภายในภาชนะปดทีม่ีไอระเหยของ GA ดังนัน้ปริมาตรของภาชนะมี

สวนที่สําคัญในการเชื่อมโยงพนัธะ จึงจาํเปนตองเปรียบเทียบกับปริมาตรทั้งหมดที่ใชในการอบไอ สวน

กระบวนการเชื่อมโยงพนัธะแบบ DHT เปนกระบวนการเดียวที่ไมมกีารแชน้าํ น้าํหนกัทีห่ายไปของโครง

เลี้ยงเซลลจงึต่าํ ดังนั้นน้าํหนักที่หายไปของกระบวนการนี้จงึเปนน้าํหนักของน้ําในโครงสรางทีห่ายไป

จากการอบนัน่เอง (ประมาณ 5% ของน้ําหนกัโครงเลี้ยงเซลล) ในขณะที่ DGAV และ DEDC ไดผานการ

เชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนมากอน จึงทาํใหมนี้าํหนักที่หายไปและการหดตวัของโครงเลี้ยงเซลลสูง

กวาการเชื่อมโยงพนัธะแบบอื่นๆ  
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รูปที่ 4.16 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 70:30 ปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 โดยน้ําหนัก และรอยละ 0.8 โดยน้ําหนักที่ผานการเชื่อมโยงพันธะดวยวิธีตางๆที่มีรายงาน

ในตางประเทศเปรียบเทียบกับงานวิจัยนี้ 
หมายเหตุ GCH ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพันธะแบบแช GA ที่ความเขมขน 

0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GAที่สภาวะเดียวกับ GAS ความ

เขมขน 0.0047% เมื่ออบไอในภาชนะปด, DEDC เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 

GCH 

 DHT 

GAS 

DGAV 

DEDC 



 67 

0

30

60

90

120

150

180

GCH DHT GAS DGAV DEDC

โครงเลี้ยงเซลล

ขน
าด
รูพ
รุน

 (ไ
มค
รอ
น)

 
รูปที่ 4.17 ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC 
a-e แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05, หมายเหตุ GCH ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพันธะแบบแช GA ที่ความ

เขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GAที่สภาวะเดียวกับ GAS 

ความเขมขน 0.0047% เมื่ออบไอในภาชนะปด, DEDC เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 
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รูปที่ 4.18 รอยละน้ําหนักที่หายไปและรอยละการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC 
a-d แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05, หมายเหตุ GCH ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพันธะแบบแช GA ที่ความ

เขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GAที่สภาวะเดียวกับ GAS 

ความเขมขน 0.0047% เมื่ออบไอในภาชนะปด, DEDC เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 

 

ระดับการเชื่อมโยงพนัธะโดยใชสารเคมีทัง้ GA และ EDC (รูปที่ 4.19) สูงกวาการเชื่อมโยง

พันธะแบบใชความรอนเพียงอยางเดียวอยางมีนยัสําคญั และเมือ่เพิ่มปริมาณของแข็งทั้งหมดในโครง

เลี้ยงเซลลจากรอยละ 0.5 เปนรอยละ 0.8 โดยน้าํหนัก ระดับการเชื่อมโยงพนัธะมีแนวโนมสูงขึ้นในโครง

เลี้ยงเซลลทุกชนิดแตไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญั ซึ่งเนื้อสารมีผลกับโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่ม โยง

พันธะดวยความรอนเพียงอยางเดียวมากกวาวิธีอ่ืนๆ เพราะโครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้มรีะดับการเชื่อม โยง

พันธะที่ต่าํกวาวิธีอ่ืนๆ เมื่อพิจารณาความสามารถในการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะ

แบบใชความรอนเพยีงอยางเดียวมีความสามารถในการบวมน้าํสูงที่สุด สวนโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยง

พันธะดวยสารเคมี และโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพันธะมีคาใกลเคียงกนั และเมื่อเพิม่ปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดในโครงเลี้ยงเซลลจากรอยละ 0.5 เปนรอยละ 0.8 โดยน้ําหนัก ความสามารถในการบวม

น้ําของโครงเลีย้งเซลลมีแนวโนมสูงขึ้นในโครงเลี้ยงเซลลทุกชนิดแตไมมีความแตกตางอยางมีนยัสาํคัญ 

(รูปที่ 4.20)  

 โครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพนัธะมีความสามารถในการบวมน้ําต่าํ ซึง่ตรงขามกบั

เหตุผลทีว่าโครงเลี้ยงเซลลทีไ่มผานการเชือ่มโยงพันธะ มีความยืดหยุน และสามารถดูดซับน้ําไดทกุ

ทิศทาง ดังนัน้ควรมีความสามารถในการบวมน้าํที่สูงกวาโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะ แต 
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เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพันธะมีเจลาตินเปนองคประกอบหลัก ซึง่มีคุณสมบัติที่

ละลายน้ําได จึงมีเจลาตินบางสวนไดละลายหายไป ในกระบวนการทดสอบความสามารถในการบวมน้าํ 

จึงทาํใหโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ มคีวามสามารถในการบวมน้าํที่นอยกวาโครงเลี้ยง

เซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะ โครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนมีขนาดรูพรุน, น้ําหนกัที่

หายไป และการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลลหลงัการเชื่อมโยงพนัธะใกลเคียงกนักับโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อม 

โยงพันธะแบบแช     แตกลับมีระดับการเชือ่มโยงพันธะและความสามารถในการบวมน้ําแตกตางกันมาก  

เนื่องมาจากการเชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนมีขอจํากัดสามารถเชือ่มโยงพันธะหมูเอมีน และหมูคาร

บอกซิลิกที่อยูใกลกันเทานัน้ [Ueda, H., และคณะ, 2003] แตการเชือ่มโยงพันธะดวยสารเคมนีัน้มีการ

พา GA ไปสูหมูเอมีนไดทัว่ถงึกวา จงึทาํใหมีระดับการเชื่อมโยงพนัธะที่สูงกวาการเชื่อมโยงพนัธะแบบใช

ความรอน ซึ่งสงผลกับคาความสามารถในการบวมน้ําดวย  

ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบใชสารเคมสูีงกวาโครงเลีย้งเซลลที่

เชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนเพยีงอยางเดียว และโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพนัธะอยาง

ชัดเจน (รูปที ่ 4.21) โครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบแช GA มีความทนตอแรงกดสูงที่สุด และเมื่อ

เพิ่มปริมาณของแข็งทัง้หมดในโครงเลี้ยงเซลลจากรอยละ 0.5 เปนรอยละ 0.8 โดยน้ําหนกั ความทนตอ

แรงกดของโครงเลี้ยงเซลลมแีนวโนมสูงขึน้ในโครงเลี้ยงเซลลทุกชนิดแตไมมีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญ แมวาโครงเลีย้งเซลลแบบแช GA กับแบบใช DHT มีการหดตัวที่ใกลเคียงกนั แตโครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช GA มีระดับการเชือ่มโยงพันธะทีสู่งกวามากจงึทําใหโครงเลี้ยงเซลลที่

เชื่อมโยงพนัธะแบบแชมีความทนตอแรงกดเพิ่มข้ึน เมื่อพิจารณาการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ GA 

ระดบัการเชื่อมโยงพนัธะมคีานอยกวาการเชื่อมโยงพันธะแบบแช GA จงึสงผลใหมีความสามารถในการ

บวมน้าํที่สูงกวาและมีความทนแรงกดที่ต่าํกวา รวมทัง้โครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอมีน้ําหนกัทีห่ายไปสูงทํา

ใหมีความหนาแนนต่าํในโครงเลี้ยงเซลลต่ํา จึงมีผลทําใหความทนแรงกดต่ําดวย และเมือ่ทําการ

เชื่อมโยงพนัธะแบบแช EDC พบวามีการหดตัวที่สูงกวาการเชื่อมโยงพันธะแบบแช GA อาจเนือ่งจาก 

EDC เชื่อมโยงพนัธะแบบ zero-length และปฏิกิริยาที่ซับซอนมากกวา GA รวมทัง้ความสําเร็จของ

ปฏิกิริยาการเชื่อมโยงพนัธะขึ้นกับ NHS อีกดวย  จงึเกิดการเชื่อมโยงพนัธะที่ชากวา GA สงผลใหโครง

เลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะดวย EDC มีการหดตัวสูง เนื่องจากน้าํหนักที่หายไปมากกวา  
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รูปที่ 4.19 ระดับการเชื่อมโยงพันธะและปริมาณหมูอะมิโนอิสระของโครงเลี้ยงเซลล DHT, GAS, DGAV, และ DEDC 
a-c แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05 
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รูปที่ 4.20 ความสามารถในการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC 

a-c แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05, หมายเหตุ DHT เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพนัธะแบบแช GA ทีค่วามเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูม ิ4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่สภาวะเดียวกับ GAS ความเขมขน 0.0047% เมื่ออบไอใน

ภาชนะปด, DEDC เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC
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รูปที่ 4.21 ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC  
a-b แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05,  หมายเหตุ GCH เช่ือมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพนัธะแบบแชสารละลาย GA ที่

ความเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่

ความเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DEDC คือ โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบใช

ความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 

  

การทดสอบลกัษณะสมบัตทิางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะแบบตางๆ

ที่ทาํมี 2 แบบคือ การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย (In vitro biodegradation 

และการทดสอบการเขากนัไดกับเซลล L929 ภายนอกรางกาย (In vitro biocompatibility)  

การศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของโครงเลี้ยงเซลล โดยใชเอนไซมที่

ความเขมขน 32 ยูนิตตอมิลลิลิตร (1 มิลลิกรัม = 125 ยูนิต) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่เวลาตางๆ 

เพื่อจําลองสภาวะของรางกาย [Campbell, N.A. และคณะ, 1999, Tangsadthakun, C. และคณะ, 

2005] เพื่อหาการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลในรูปรอยละของน้าํหนกัทีห่ายไปเทียบกับเวลา โดยที่

น้ําหนกัของโครงเลี้ยงเซลลคอยๆลดลงจนหมดเมื่อเวลาผานไปขณะอยูในเอนไซม โครงเลี้ยงเซลลที่

ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบตางๆ รวมทั้งโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพนัธะ ถูกนํามาศกึษา

การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลล (รูปที ่4.22)  ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลทั้ง 5 แบบนี ้มีน้าํหนกัคงเหลือที่เกิด

จากการยอยสลายแบงออกไดเปน 2 ชวง คือ ชวงแรก (0-7 วัน) เปนชวงที่มีการยอยสลายอยางรวดเร็ว 

โดยเอนไซมคอลลาจีเนส ซึ่งไดยอยสลายโครงเลี้ยงเซลลในสวนที่เปนเจลาตินซึง่เปนองคประกอบหลัก

ของโครงเลี้ยงเซลล และชวงที่ 2 (7-21วนั) เปนชวงที่มีการยอยสลายที่ชาลงและคอนขางคงที ่

เนื่องจากการยอยสลายโครงเลี้ยงเซลลในชวงนี้เจลาตินถูกยอยสลายจนเกือบหมด เหลือเพียงไคโต

ซานที่เปนองคประกอบรอง ซึ่งเอนไซมคอลลาจีเนสไมสามารถยอยสลายไดหมด จะเห็นไดวาอัตราการ
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ยอยสลายนัน้ข้ึนอยูกับปริมาณของแข็งทัง้หมดที่ประกอบเปนโครงเลีย้งเซลล และกระบวนการเชื่อม 

โยงพันธะโดยการเชื่อมโยงพันธะแบบ GAS มีอัตราการยอยสลายต่ําสุด คาครึ่งชีวิตของโครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบตางๆ แสดงในตารางที ่ 4.1 และเมื่อเพิม่ปริมาณของแข็งทั้งหมดในโครง

เลี้ยงเซลลเปนรอยละ 0.8 ลักษณะการยอยสลายมีแนวโนมแบบเดียวกันกับโครงเลีย้งเซลลที่มีปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 แตมีการยอยสลายทีช่ากวาดังแสดงในรูป 4.22 

การประมาณคาครึ่งชีวิตของโครงเลี้ยงเซลลคิดจากน้าํหนกัคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลลที่ลดลง

เหลือ 50% ของโครงเลี้ยงเซลลทั้งหมด เมื่อทําการยอยสลายดวยเอนไซมคอลลาจีเนส โครงเลีย้งเซลล

ที่เชื่อมโยงพันธะแบบตางๆมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ โดยโครงเลี้ยงเซลลแบบ GAS มีคา

คร่ึงชีวิตสูงสุด (7.82 วนั) ใกลเคียงกับโครงเลี้ยงเซลลแบบ DGAV และ DEDC แตโครงเลี้ยงเซลลแบบ 

DHT มีคาครึ่งชีวิตต่ําสุด โดยทั่วไปคาครึง่ชีวิตของโครงเลี้ยงเซลลข้ึนกับระดับการเชื่อมโยงพนัธะของ

โครงเลี้ยงเซลล [Ozeki, M., และคณะ, 2004] ทัง้นี้อาจมีผลจากปจจัยอืน่ๆไดอีก ไดแก พื้นที่ผิว 

(surface area) (มีผลมาจาก ขนาดรูพรุน ปริมาตร และรูปรางของโครงเลี้ยงเซลล) และชนดิของ

เอนไซม และมีลักษณะเชนเดียวกันกับโครงเลี้ยงเซลลที่มีปริมาณของแข็งทัง้หมดรอยละ 0.8 โดย

น้ําหนกั แตกตางกนัเพียงโครงเลี้ยงเซลลแตละชนิดมีคาครึ่งชีวิตที่สูงกวา และมีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญกับโครงเลี้ยงเซลลปริมาณของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 โดยน้าํหนัก 

เมื่อโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบตางๆถกูนาํมาเพาะเลี้ยงเซลล L929 (mouse 

fibroblast) และวัดจํานวนเซลลที่เวลา 5, 24, และ 72 ชั่วโมง (รูปที ่4.23) ซึ่งแสดงความเขากนัไดกับ

เซลลผิวหนงัวาสามารถสงเสริมการเกาะติดและเจริญเติบโตของเซลลภายในโครงเลี้ยงเซลลได เมื่อ

นํามาเพาะเลีย้งดวยเซลล L929 ที่ 5 ชั่วโมง จํานวนเซลลสัมพทัธในโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆ มีคา

ใกลเคียงกนัอยูในชวง 14-26% และไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ เมื่อเวลาผานไป 24 ชั่วโมง 

พบวาปริมาณเซลลที่ยงัมีชวีติมีแนวโนมสูงขึ้นเพียงเลก็นอยในโครงเลีย้งเซลล โดยจาํนวนเซลล

สัมพัทธมีคาใกลเคียงกันอยูในชวง 36-70% และไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญั แมวาโครงเลี้ยง

เซลลแบบ DHT มีแนวโนมจาํนวนเซลลเกาะติดและเจรญิเติบโตต่ํากวาโครงเลีย้งเซลลที่เชื่อมโยง

พันธะดวยสารเคมีทุกแบบ และเมื่อเวลาผานไป 72 ชั่วโมง พบวาปริมาณเซลลที่ยงัมีชีวิตมีแนวโนม

สูงขึ้นในโครงเลี้ยงเซลล โดยเฉพาะจาํนวนเซลลสัมพทัธในโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะดวย

สารเคมี GA และ EDC  ซึ่งอยูในชวง 156-185% โดยโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ GA มี

จํานวนเซลลสัมพัทธใกลเคียงกับโครงเลีย้งเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช EDC แตถาเลี้ยงเซลลนาน

กวา 72 ชั่วโมง คาดวาโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะดวยความรอนเพยีงอยางเดียวจํานวนเซลล

สัมพัทธนาจะลดลง เนื่องจากการยอยสลายเพราะเปนโครงเลี้ยงเซลลที่มีคาครึ่งชวีิตต่ําที่สุด เมื่อเพิ่ม

ปริมาณของแข็งทั้งหมดเปนรอยละ 0.8 โดยน้ําหนัก จาํนวนเซลลสัมพัทธในโครงเลี้ยงเซลลแตละชนิด 

มีแนวโนมแบบเดียวกับโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีปริมาณของแข็งทั้ง หมดรอยละ 0.5 โดยน้ําหนัก และไมมี

ความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ  
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รูปที่ 4.22 การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน (70:30) ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% และ 0.8 % 

โดยน้ําหนัก 
หมายเหตุ GCH เช่ือมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพนัธะแบบแชสารละลาย GA ที่ความเขมขน 

0.06%GA w/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน 

0.06%GA w/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DEDC คือ โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอน

รวมกับแชสารละลาย EDC 

0.5% w/w 

0.8% w/w 

เวลา (วัน) 

เวลา (วัน) 
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ตารางที่ 4.1 คาครึ่งชีวิต (t1/2) ของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC ปริมาณของแข็งทั้งหมด 

0.5% w/w และ 0.8% w/w 

 

ครึ่งชีวิตของโครงเลี้ยงเซลล (วัน)   

โครงเลี้ยงเซลล ปริมาณของแข็งทั้งหมด0.5%w/w ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.8%w/w 

GCH 0.49±0.01  0.84±0.11 d 

DHT 2.61±0.37 a 4.21±0.29 e 

GAS 7.82±0.08 b 9.59±0.81 f 

DGAV 6.56±0.37 c 8.27±0.69 f 

DEDC 6.65±0.32 c 8.53±0.59 f 

 
a-f   แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05,  หมายเหตุ GCH เช่ือมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพนัธะแบบแชสารละลาย GA ที่

ความเขมขน 0.06%GA w/v อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA 

ที่ความเขมขน 0.06%GA w/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DEDC คือ โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบ

ใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 75 

0

50

100

150

200

250

300

5 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง

เวลา

จํา
นว

นเ
ซล

ลสั
มพ

ัทธ
 (เ
ปอ

รเ
ซ็น

ต)

DHT GAS DGAV DEDC

 

0

50

100

150

200

250

300

5 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 72 ชั่วโมง

เวลา

จํา
นว

นเ
ซล

ลส
ัมพั

ทธ
 (เ
ปอ

รเ
ซ็น

ต)

DHT GAS DGAV DEDC

 
รูปที่ 4.23 จํานวนเซลลสัมพัทธในโครงเลี้ยงเซลล DHT, GAS, DGAV, และ DEDC ปริมาณของแข็งทั้งหมด 

0.5%w/w และ 0.8%w/w โดยเพาะเซลลจํานวน 20,000 เซลล 
 

a-g   แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05,  หมายเหตุ DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพันธะแบบแชสารละลาย GA ที่ความเขมขน 0.06%GA 

w/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน 0.06%GA 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DEDC เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 

0.5% w/w 

0.8% w/w 
 

เวลา  

เวลา  
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4.3 ผลของการนําสารละลาย GA มาใชใหมในการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยง
เซลลแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA 

 โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกบัอบไอ GA มีลักษณะสมบัติ

ทางกายภาพและลักษณะสมบัติทางเคมีเปนทีน่าพอใจ เมื่อนํามาเทยีบกับการเชื่อมโยงพนัธะดวย

วิธีการอื่นๆ โดยเฉพาะการเชื่อมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA ดังนั้นจงึไดมีการทดสอบการ

เชื่อมโยงพนัธะซ้ําในสารละลายเดิม การศึกษาผลของการใชสารละลายซ้ําๆ ทําเพื่อลดปริมาณสาร

ระเหย (อะซีโตน) ของระบบ โดยใชโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและไคโตซานที่ข้ึนรูปดวยความหนาแนน

รอยละ 0.5 และ 0.8 โดยน้าํหนัก มาเชื่อมโยงพนัธะแบบ DHT 24 ชั่วโมง แลวอบไอ GA สารละลาย 

0.06% (v/v) 100 มิลลิลิตร ในภาชนะที่มปีริมาตรรวม 1272 มิลลิลิตร ดังนัน้ใชความเขมขน GA ใน

การอบไอ 0.0047 % v/v ตอโครงเลี้ยงเซลลน้ําหนกั 127 และ 220 มลิลิกรัม (20 ตัวอยาง) ตามลาํดับ 

ที่เวลา 24 ชั่วโมง โดยทําการทดลองเชื่อมโยงพันธะ 5 คร้ังซ้ําในสารละลายเดิม แลวจึงศึกษาลักษณะ

สมบัติของโครงเลี้ยงเซลลแตละครั้งหลงัการอบไอ ขนาดของรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อเชื่อมโยง

พันธะซ้ํามากขึ้นไมมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญ (รูปที ่4.24) อยูในชวง 78-98 ไมครอน น้าํหนกัที่

หายไปของโครงเลี้ยงเซลลไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญในทกุตัวอยาง แตมีแนวโนมวาโครง

เลี้ยงเซลลที่มีเนื้อสาร 0.8% มีการสูญเสยีน้ําหนักต่ํากวาแบบ 0.5% คือประมาณ 5.5-6.0% (รูปที่ 

4.25) สวนการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลลมคีาใกลเคียงกนัใน 2 คร้ังแรก แตพอเชื่อมโยงพันธะซ้าํในครั้ง

ที่ 3, 4, และ 5 การหดตัวลดลงอยางมนียัสําคัญ และเมื่อทําการเปรยีบเทยีบการหดตัวของโครงเลี้ยง

เซลล 0.5% กับ 0.8% โดยน้าํหนัก ไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญั (รูปที่ 4.25) 

เมื่อพิจารณาระดับการเชื่อมโยงพันธะในรปูที่ 4.26 โครงเลี้ยงเซลลทีม่ีปริมาณของแข็งทั้งหมด

รอยละ 0.5 และ 0.8 โดยน้ําหนักสามารถทาํการเชือ่มโยงพันธะได 2 คร้ังแรกมีระดับการเชือ่มโยง

พันธะใกลเคียงกนั และไมมคีวามแตกตางอยางมีนยัสําคัญ ในขณะทีค่วามสามารถในการบวมน้าํของ

โครงเลี้ยงเซลลมีแนวโนมสูงขึ้นกับจํานวนครั้งที่เชื่อมโยงพันธะอยางมนีัยสําคัญ (รูปที่ 4.27) ซึ่งมี

ความสอดคลองกับระดับการเชื่อมโยงพันธะมีแนวโนมลดลง  ทัง้นี้เนือ่งจาก GA ที่ใชในการเชื่อมโยง

พันธะมีปริมาณที่ลดลงในแตละครั้งที่เชื่อมโยงพนัธะ และเมื่อเพิม่ปริมาณของแข็งในโครงเลีย้งเซลล

จากรอยละ 0.5 เปนรอยละ 0.8 โดยน้าํหนัก ความสามารถในการบวมน้ํามีแนวโนมสูงขึ้นเชนเดยีวกับ

โครงเลี้ยงเซลลปริมาณของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 โดยน้ําหนักอยางมีนยัสําคัญ แตความสามารถใน

การบวมน้ําไมแตกตางอยางมีนัยสาํคัญระหวางโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีปริมาณของแข็งทัง้หมดรอยละ 0.5 

และ 0.8 โดยน้ําหนกั ทกุครั้งที่เชื่อมโยงพันธะซ้ํา ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อเชื่อมโยง

พันธะซ้ํามีคาใกลเคียงกัน (รูปที่ 4.28) แตมีแนวโนมลดลงเมื่อเชื่อมโยงพนัธะเปนจาํนวนครั้งทีม่ากข้ึน 

เนื่องจากระดบัการเชื่อมโยงพนัธะที่ลดลง  
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รูปที่ 4.24 ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําในสารละลายเดิม 
a-g   แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05 

 

 
รูปที่ 4.25 รอยละน้ําหนักที่หายไปและรอยละการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําในสารละลาย

เดิม 
a-c แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05,  หมายเหตุ DGAV เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดลองทั้งหมด 5 คร้ัง ครั้งละ 24 ช่ัวโมงในสารละลายเดิม สําหรับโครงเลี้ยงเซลล 0.5% w/w 

เช่ือมโยงพันธะครั้งละ 127 มิลลิกรัม ความเขมขน GA เร่ิมตน 0.0047% v/v สวนโครงเลี้ยงเซลล 0.8% w/w เช่ือมโยงพนัธะครั้งละ 202 

มิลลิกรัม ความเขมขน GA เร่ิมตน 0.0047% v/v 
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รูปที่ 4.26 ระดับการเชื่อมโยงพันธะและปริมาณหมูอะมิโนอิสระของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําใน

สารละลายเดิม 
a-b แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05 
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รูปที่ 4.27 ความสามารถในการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําในสารละลายเดิม  
a-c แสดงความแตกตางอยางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดบั

นัยสําคัญ P<0.05,  หมายเหตุ DGAV เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดลองทั้งหมด 5 คร้ัง ครั้งละ 24 ช่ัวโมงในสารละลายเดิม สําหรับโครงเลี้ยงเซลล 0.5% w/w 

เช่ือมโยงพันธะครั้งละ 127 มิลลิกรัม สวนโครงเลี้ยงเซลล 0.8% w/w เช่ือมโยงพันธะครั้งละ 202 มิลลิกรัม 
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รูปที่ 4.28 ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําในสารละลายเดิม  
a-c แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05,  หมายเหตุ DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน GA 0.06% v/v อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ทําการเช่ือมโยงพันธะเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดลองทั้งหมด 5 คร้ัง ครั้งละ 24 ช่ัวโมง ในสารละลายเดิม สําหรับโครงเลี้ยงเซลล 0.5% 

w/w เช่ือมโยงพันธะครั้งละ 127 มิลลิกรัม สวนโครงเลี้ยงเซลล 0.8% w/w เช่ือมโยงพันธะครั้งละ 202 มิลลิกรัม 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ  

 

5.1 สรุปผลการทดลอง  
งานวิจยันี้เปรียบเทยีบการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานทีม่ีปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 และ 0.8 โดยน้ําหนัก 4 แบบ ไดแก การเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอน 

(DHT), การเชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมีกลูตารัลดีไฮด (GA) แบบแช (GAS) และแบบใชความรอน

รวมกับอบไอสารละลาย (DGAV), และการเชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมี EDC โดยใชความรอนรวมกับแช

สารละลาย (DEDC) เพื่อใหไดโครงเลี้ยงเซลลที่มีความเหมาะสมในการใชงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ซึ่ง

ตองมีขนาดรพูรุนประมาณ 70 ไมครอน ความทนตอแรงกด 0.029 กิโลปาสคาล การยอยสลาย 2-4 

สัปดาห และไมเปนพิษตอเซลล กระบวนการผลิตโครงเลี้ยงเซลลมีผลตอลักษณะสมบัติเหลานี ้ โดยจาก

ผลการทดลองที่ผานมาพบวาขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลนอกจากจะขึ้นอยูกับอุณหภูมิในการทําแหง

แข็งแลว ยงัขึน้อยูกับการสญูเสียน้าํหนัก, การหดตัว, และความเรว็ของปฏิกิริยาเชือ่มโยงพันธะดวย โดย

โครงเลี้ยงเซลลแบบ DHT และแบบ GAS มีการหดตัวนอย ประมาณ 5% สวนโครงเลี้ยงเซลลแบบ 

DGAV และ DEDC มีการหดตัวมาก ประมาณ 40% สวนการยอยสลายและความทนตอแรงกดมีผลมา

จากระดับการเชื่อมโยงพนัธะ ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบตางๆที่ศึกษาในงานวจิัยนี้ มี

ลักษณะสมบตัิที่เหมาะสมในการใชงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อทั้งสิน้ 

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมีมีลักษณะสมบัติที่ดีกวาแบบ DHT หลายประการ

ไดแก ระดับการเชื่อมโยงพนัธะ ความทนตอแรงกด และการยอยสลายของโครงเลีย้งเซลล แมวาผลการ

ทดสอบในเซลลจะไมมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญเนือ่งจากระยะเวลาในการทดสอบสั้น สําหรบัการ

ใชงานจริงในรางกายคาดวาโครงเลี้ยงเซลลแบบ DHT จะยอยสลายไปอยางรวดเร็วดวยเอนไซมคอลลา

จีเนส 32 ยูนติตอมิลลิลิตร สวนการใชสารเคมีในการเชือ่มโยงพันธะพบวาโครงเลีย้งเซลลแบบ DEDC มี

ลักษณะสมบตัิใกลเคียงกับแบบ DGAV และตํ่ากวาแบบ GAS  

ในปจจุบันมีการเชื่อมโยงพนัธะดวย GA เทานัน้ที่ไดรับการยอมรับจากองคการอาหารและยา

จากประเทศสหรัฐอเมริกา (US FDA) ใหใชทางการแพทย เราจึงสนใจศึกษาเปรียบเทียบกระบวนการใช 

GA แบบอบไอเพื่อลดปญหา ความเปนพษิและการตกคางของ GA เนื่องจากใชงานปริมาณมาก, และ

การใชตัวทาํละลายที่มากเกนิไป ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานหลัง

ผานกระบวนการเชื่อม โยงพนัธะแบบแช GA และแบบอบไอ GA มีขนาดรูพรุน, ระดับการเชื่อมโยง

พันธะ, และความทนตอแรงกดใกลเคียงกนั แตโครงเลี้ยงเซลลแบบ GAS มคีาครึ่งชีวิตสูงกวาแบบ 

DGAV นอกจากนีโ้ครงเลี้ยงเซลลแบบ DGAV ไดผานการทดสอบความเปนพิษของโครงเลี้ยงเซลลดวย

วิธ ี elution test ตามมาตรฐาน ISO 10993 ดวย โดยสภาวะที่เหมาะสมในการเชื่อมโยงพนัธะแบบแช

และแบบอบไอ GA คือ ใชความเขมขนของ GA 0.06% โดยปริมาตร อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปน
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เวลา 24 ชั่วโมงในที่มืด และใชความเขมขนของ GA 0.0047% โดยปริมาตร อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมงในที่มืด ตามลําดับ การศึกษานี้เปนงานวิจัยแรกที่มีการทดสอบการเชื่อมโยงพนัธะ

แบบอบไอ GA กับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานในรายละเอียด 

 

5.2 ขอเสนอแนะ  
เพื่อใหผลการวิจัยนี้สมบูรณยิ่งขึ้น จึงมีแนวทางปรับปรุงและศึกษาเพิม่เติม ดังตอไปนี ้ 

1. ควรทําการทดลองเพื่อคํานวณหา GA:NH2 ใหละเอียดขึ้น ในกระบวนการเชื่อมโยงพันธะ

แบบอบไอ โดยการแปรผันปริมาณของโครงเลี้ยงเซลลเพื่อหาปริมาณ GA ที่เหมาะสม ในการ

เชื่อมโยงพันธะกับหมูเอมีนในโครงเลี้ยงเซลล และลองทํา scale up ใหใหญข้ึน เพื่อทดสอบหา

ปริมาณ GA ตอหมูเอมีนในโครงเลี้ยงเซลล 

2. ควรมีการหาปริมาณแอลดีไฮดที่ตกคางหลังผานการเชื่อมโยงพันธะวาเปนไปตามทฤษฎี

หรือไม ที่ GA:NH2 เชื่อมโยงพันธะกันในอัตราสวน 1:2 

3. ทําการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอโดยไมผานกระบวนการ DHT เปรียบเทียบกับกระบวนการที่

ผาน DHT 

4. ทําการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ EDC/NHS มาเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยง

พันธะแบบอื่นๆดวย 
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ภาคผนวก ก 
ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว,  

และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล 
ตารางที่ ก.1 ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล GAS, DGAV ที่ความเขมขน GA 0.06% v/v 

ที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ 
 

ตัวอยาง 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

± SD (ไมโครเมตร) 

น้ําหนักคงเหลือ 

± SD (มิลลิกรัม) 

รอยละน้ําหนัก 

ที่หายไป ± SD 

 

ปริมาตรคงเหลือ 

± SD (มิลลิลิตร) 

รอยละ 

การหดตัว± SD 

ความหนาแนน (มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร) ± SD 

4 องศาเซลเซียส 

GAS 94.50±22.42  6.34±0.18 a 1.86±1.31 a 0.72±0.09 a 27.98±9.25 a 8.94±1.33 a 

DGAV6 86.50±27.93  5.66±0.17 b 12.33±3.74 b 0.55±0.02 b 45.39±2.08 b 10.37±0.38 a 

DGAV12 84.17±21.38  5.54±0.11 b 14.18±3.50 b 0.54±0.02 b 45.85±2.18 b 10.24±0.37 a 

DGAV24 78.75±21.39  5.50±0.10 b 14.83±2.09 b 0.52±0.05 b 48.08±4.67 b 10.66±0.95 a 

DGAV48 75.92±24.34  5.48±0.08 b 15.15±1.69 b 0.44±0.02 c 56.05±2.41 c 12.50±0.71 b 

25 องศาเซลเซียส 

GAS 88.26±27.84 a 6.26±0.05 a 3.04±2.99 a 0.60±0.05 a 40.37±5.19 a 10.56±0.93 a 

DGAV6 84.23±24.06 a 5.38±0.08 b 16.68±2.44 b 0.27±0.02 b 73.35±2.20 b 20.30±1.71 b 

DGAV12 77.72±29.22 a 5.38±0.13 b 16.66±3.51 b 0.25±0.03 b 74.71±2.63 b 21.43±1.94 b 

DGAV24 74.32±25.66 a 5.30±0.10 b 17.90±3.14 b 0.24±0.01 b 75.80±1.08 b 21.95±1.39 b 

DGAV48 26.53±20.07 b 5.24±0.15 b 18.86±2.68 b 0.23±0.03 b 77.46±2.55 b 23.49±2.82 b 

 

a-c แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 

หมายเหตุ GAS คือ โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 คือ โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA  

ทําการเชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ชั่วโมง 
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ตารางที่ ก.2 ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล GAS, DGAV ที่ความเขมขน GA 0.06% v/v 

ที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ (ตอ) 
 

ตัวอยาง 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

± SD (ไมโครเมตร) 

น้ําหนักคงเหลือ 

± SD (มิลลิกรัม) 

รอยละน้ําหนัก 

ที่หายไป ± SD 

 

ปริมาตรคงเหลือ 

± SD (มิลลิลิตร) 

รอยละ 

การหดตัว± SD 

ความหนาแนน (มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร) ± SD 

37 องศาเซลเซียส 

GAS 84.45±28.29 a 6.24±0.05 a 3.35±2.87 a 0.55±0.08 a 45.42±8.40 a 11.67±1.95 a 

DGAV6 82.63±23.98 a 5.32±0.11 b 17.62±2.25 b 0.25±0.03 b 74.88±3.33 b 21.46±2.65  b 

DGAV12 81.08±27.72 a 5.28±0.11 b 18.23±2.58 b 0.20±0.02 c 79.55±1.67 b c 26.00±2.75 c 

DGAV24 55.48±26.03 a 5.24±0.23 b 18.84±4.33 b 0.19±0.02 c 80.64±1.80 c 27.33±3.65 c 

DGAV48 22.34±18.94 b 5.04±0.18 b 21.91±4.21 b 0.18±0.02 c 81.61±2.20 c 27.65±2.53 c 

 
a-c แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05  

หมายเหตุ GAS คือ โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 คือ โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA  

ทําการเชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ชั่วโมง 
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ตารางที่ ก.3 ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล GAS, DGAV ที่ความเขมขนตางๆ  
 

ความเขมขนของ 

GA ที่ใช 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

± SD (ไมโครเมตร) 

น้ําหนักคงเหลือ 

± SD (มิลลิกรัม) 

รอยละน้ําหนัก 

ที่หายไป ± SD 

 

ปริมาตรคงเหลือ 

± SD (มิลลิลิตร) 

รอยละ 

การหดตัว± SD 

ความหนาแนน (มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร) ± SD 

GAS 

0.030%GA 87.67±26.80  6.40±0.07 a 0.90±0.34 a 0.74±0.05 a 25.54±4.98 a 8.63±0.62 a 

0.060%GA 94.50±22.42  6.34±0.18 a b  1.86±1.31 a b 0.72±0.09 a 27.98±9.25 a 8.94±1.33 a  

0.085%GA 100.25±24.58   6.30±0.10 a b  2.42±1.46 a b 0.65±0.05 b 35.46±4.62 a b 9.80±0.71 b  

0.120%GA 105.83±23.83   6.18±0.13 b 4.31±1.96 b 0.57±0.04  c 42.62±3.99  b 10.82±0.84 c 

DGAV 

0.030%GA 75.42±21.78  5.66±0.11 a 12.34±2.88 a 0.59±0.03 a 40.99±3.35 a 9.62±0.59 a 

0.060%GA 78.75±21.39  5.50±0.10 a b 14.83±2.09 a  0.52±0.05 a 48.08±4.67 a b 10.66±0.95 a b  

0.085%GA 84.92±26.92  5.32±0.15 a b 17.60±3.38 b 0.44±0.03  b 56.26±3.49  b c 12.22±0.91  b 

0.120%GA 89.12±27.84  5.18±0.16 b 19.75±3.84 b 0.40±0.05  b 60.33±5.03  c 13.28±2.23 b 

 
a-c แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 

หมายเหตุ GAS เชื่อมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA, DGAV เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA  
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ตารางที่ ก.4 ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC 

ปริมาณของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 และรอยละ 0.8 โดยน้ําหนัก  
 

ตัวอยาง 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

± SD (ไมโครเมตร) 

น้ําหนักคงเหลือ 

± SD (มิลลิกรัม) 

รอยละน้ําหนัก 

ที่หายไป ± SD 

 

ปริมาตรคงเหลือ 

± SD (มิลลิลิตร) 

รอยละ 

การหดตัว± SD 

ความหนาแนน (มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร) ± SD 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w 

GCH 124.17±25.10  6.46±0.15 * 0.00±0.00 0.84±0.02 * 15.81±1.68 * 7.67±0.15 * 

DHT 103.15±28.72  6.34±0.17 * 1.85±1.68 * 0.72±0.04 * 28.17±3.57 * 8.84±0.39 * 

GAS 94.50±22.42  6.34±0.18 * 1.86±1.31 * 0.72±0.09 * 27.98±9.25 * 8.94±1.33 * 

DGAV 78.75±21.39   5.44±0.27 15.75±4.74 0.52±0.05 48.08±4.67 10.57±1.32 

DEDC 75.33±26.47 5.64±0.15 12.67±2.56 0.57±0.08 43.08±7.78 10.04±1.19 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.8% w/w 

GCH 140.37±30.36  10.68±0.13 * 0.00±0.00 0.85±0.03 * 15.24±3.16 * 12.61±0.33 * 

DHT 115.28±32.66  10.08±0.26 * 5.60±3.13 * 0.73±0.05 * 27.09±4.91 * 13.88±1.15 * 

GAS 102.87±28.77  10.08±0.19 * 5.62±1.48 * 0.72±0.08 * 27.84±7.99 * 14.11±1.60 * 

DGAV 90.17±21.39 9.54±0.17   10.67±1.06 0.54±0.03 46.16±3.17 17.76±0.99 

DEDC 94.33±27.43 9.56±0.17 10.47±2.32 0.61±0.03 * 39.40±3.27  15.81±0.91  

 
   * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเทียบกับ โครงเลี้ยงเซลลที่ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05  

หมายเหตุ GCH ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ, DHT เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เชื่อมโยงพันธะแบบแช GA ที่ความเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง, 

 DGAV แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GAที่สภาวะเดียวกับ GAS ความเขมขน 0.0047% เมื่ออบไอในภาชนะปด, DEDC เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 
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ตารางที่ ก.5 ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะซ้ําใน 

สารละลายเดิมของโครงเลี้ยงเซลล DGAV 
 

ตัวอยาง 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

± SD (ไมโครเมตร) 

น้ําหนักคงเหลือ 

± SD (มิลลิกรัม) 

รอยละน้ําหนัก 

ที่หายไป ± SD 

 

ปริมาตรคงเหลือ 

± SD (มิลลิลิตร) 

รอยละ 

การหดตัว± SD 

ความหนาแนน (มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร) ± SD 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w 

ครั้งที่ 1 78.75±21.39  5.50±0.10  a 14.83±2.09 a 0.52±0.05 a 48.08±4.67 a 11.29±0.59  a 

ครั้งที่ 2 82.50±26.18  5.52±0.18  a 14.53±2.92 a 0.51±0.02 a 48.94±2.34 a 10.83±0.69  a b 

ครั้งที่ 3 90.65±20.28  5.90±0.16  b 8.66±1.99 b 0.58±0.04 a b  41.56±3.59 b 10.13±0.67  a b 

ครั้งที่ 4 96.08±24.84  5.90±0.16  b 8.61±4.33 b 0.61±0.04 a b 39.44±3.71 b 9.77±0.66  a b 

ครั้งที่ 5 98.84±27.43  6.02±0.13  b 6.78±2.67 b 0.63±0.04 b  36.50±4.32  b 9.51±0.63  b 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.8% w/w 

ครั้งที่ 1 90.17±21.39  9.68±0.16 a 9.34±2.47 a 0.49±0.02 a 50.62±2.22 a 19.63±0.70  a 

ครั้งที่ 2 93.70±21.38  9.88±0.13 a b 7.48±1.92 a b 0.51±0.03 a 48.55±3.04 a 19.26±1.32  a 

ครั้งที่ 3 100.74±21.94  9.96±0.17 a b 6.74±0.79  b 0.61±0.03  b 39.16±3.28 b 16.42±1.15  b 

ครั้งที่ 4 104.91±35.44  10.10±0.19 b 5.43±1.23  b 0.63±0.03  b 36.79±2.88 b 16.00±0.80  b 

ครั้งที่ 5 109.50±27.73   10.16±0.19 b 4.85±2.49 b 0.65±0.03  b 34.70±3.23 b 15.59±0.74  b 

 
a-c แสดงความแตกตางระหวางกลุมอยางมีนัยสําคัญเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพนัธะซ้ําในสารละลายเดิมที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05  

หมายเหตุ DGAV เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน GA 0.06% v/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการเชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 24 ชั่วโมง ทํา 

การทดลองทั้งหมด 5 ครั้งในสารละลายเดิม สําหรับโครงเลี้ยงเซลล 0.5% w/w เชื่อมโยงพันธะครั้งละ 127 มิลลิกรัม สวนโครงเลี้ยงเซลล 0.8% w/w เชื่อมโยงพนัธะครั้งละ 202 มิลลิกรัม 
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ภาคผนวก ข 
การหาคาความทนตอแรงกด 

 

การหาคาความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะแบบตางๆ 

สามารถหาไดจากคาความชนั (Compressive modulus) ที ่ constant tensile deformation rate 0.5 

มิลลิเมตร/นาท ีในสภาพแหงที ่25 องศาเซลเซียส จากสูตร  

 

Compressive modulus  =  
(%)

)(
strain

kPastress  x 100 

 

การวิเคราะหความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลทําโดยการหาคาความชนั 

(Compressive modulus) ในตอนเริ่มตนจากกราฟที่ถูก plot ระหวาง strain (%) และ stress (kPa) โดย

เลือกคา strain (%) ที่ 5 ถึง 20 จากขอมลู ซึ่งจะไดคา Young Modulus = 0.26 kPa เปนคาแสดงความ

ทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกบัอบไอสารละลาย GA 

แสดงดังรูปที ่ข.1  
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รูปที่ ข.1 กราฟแสดงคา Young Modulus ซึ่งหาไดจากคาความชันระหวาง stress กับ strain ของโครงเลี้ยงเซลลที่

เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ที่ความเขมขน 0.06%GA อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24 ชั่วโมง 
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ตารางที่ ข-1 ตัวอยาง compression stress-strain ของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ

สารละลาย GA ที่ความเขมขน 0.06%GA อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
compression stress (Mpa) Compression strain (%) 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

0.000965 0.000409 0.000965 0.000824 0.000961 0 0 0 0 0 

0.000961 0.000466 0.001028 0.000788 0.000909 0.215695 0.247374 0.271313 0.242647 0.301948 

0.000909 0.000418 0.00102 0.000862 0.000947 0.439849 0.48687 0.53917 0.490021 0.605844 

0.000947 0.000433 0.001007 0.000904 0.001 0.658364 0.740546 0.803571 0.735819 0.90974 

0.001 0.000462 0.001032 0.000965 0.000965 0.87406 0.981617 1.080069 0.980042 1.211688 

0.000965 0.000737 0.001141 0.000961 0.001028 1.096804 1.222689 1.346197 1.22584 1.517532 

0.001028 0.001575 0.001084 0.000909 0.00102 1.313909 1.473214 1.60887 1.468487 1.815584 

0.001032 0.001412 0.001274 0.000947 0.00106 1.536653 1.719012 1.881912 1.720587 2.127272 

0.001031 0.001414 0.00104 0.001 0.001087 1.753759 1.961659 2.151497 1.960083 2.425323 

0.001032 0.001868 0.001125 0.000965 0.001115 1.969454 2.205881 2.421082 2.20273 2.723375 

0.001141 0.001858 0.001165 0.001028 0.001143 2.195018 2.448528 2.687211 2.453255 3.035064 

0.001084 0.001778 0.001229 0.00102 0.00117 2.414942 2.699053 2.955068 2.700629 3.338959 

0.001274 0.002314 0.001228 0.001007 0.001198 2.627818 2.944852 3.228109 2.938549 3.637011 

0.00104 0.001913 0.001169 0.001032 0.001225 2.851972 3.182772 3.497694 3.185923 3.938959 

0.001125 0.001412 0.001293 0.001141 0.001253 3.070487 3.434872 3.760367 3.431721 4.242855 

0.001165 0.001414 0.001302 0.001084 0.000791 3.287592 3.679095 4.035136 3.675944 4.546751 

0.001229 0.001868 0.00132 0.001274 0.000773 3.507517 3.918591 4.302993 3.921742 4.850647 

0.001228 0.001858 0.001406 0.00104 0.000756 3.726032 4.16754 4.567394 4.162813 5.148699 

0.001169 0.001778 0.001303 0.001125 0.000819 3.950186 4.413338 4.840435 4.41649 5.460387 

0.001293 0.002314 0.001394 0.001165 0.000703 4.165882 4.659136 5.106565 4.657561 5.760387 

0.001302 0.001913 0.00142 0.001229 0.000824 4.382987 4.901784 5.379606 4.898632 6.05649 

0.00132 0.002142 0.001423 0.001228 0.000788 4.607141 5.144431 5.645735 5.149157 6.366231 

0.001406 0.002458 0.001444 0.001169 0.000862 4.827065 5.396531 5.910135 5.396531 6.670127 

0.001303 0.001969 0.001465 0.00121 0.000904 5.041351 5.640754 6.186633 5.636027 6.970127 

0.001394 0.003072 0.001487 0.001219 0.000965 5.262685 5.880249 6.456218 5.880249 7.274022 

0.00142 0.003213 0.001508 0.001229 0.000961 5.48261 6.129199 6.717162 6.126048 7.574022 

0.001476 0.001902 0.001529 0.001239 0.000909 5.699715 6.373421 6.990204 6.373421 7.881814 

0.001403 0.002611 0.001551 0.001248 0.000972 5.92105 6.616068 7.259789 6.619219 8.18571 

0.001465 0.00289 0.001572 0.001258 0.000993 6.138155 6.863442 7.525918 6.858715 8.481814 

0.001558 0.00267 0.001406 0.001267 0.001015 6.362309 7.107665 7.797231 7.112391 8.793502 

0.001566 0.002677 0.001303 0.001277 0.001036 6.578005 7.356614 8.06336 7.353463 9.093502 

0.001535 0.002937 0.001394 0.001287 0.001058 6.7937 7.597685 8.33813 7.594534 9.391554 

0.001565 0.003018 0.00142 0.001296 0.00108 7.019264 7.840332 8.60253 7.845059 9.699347 

0.001597 0.003181 0.001476 0.001306 0.001101 7.239189 8.092433 8.866931 8.090858 10.00324 

0.001629 0.003274 0.001403 0.001316 0.001123 7.453474 8.338231 9.143429 8.333504 10.30519 
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0.001673 0.00312 0.001465 0.001325 0.001144 7.674809 8.576152 9.413014 8.577727 10.60519 

0.00169 0.003273 0.001578 0.001335 0.001166 7.893323 8.825101 9.675687 8.820374 10.90714 

0.001759 0.00351 0.001566 0.001344 0.001187 8.113248 9.069324 9.945271 9.0709 11.21688 

0.001759 0.003234 0.001535 0.001354 0.001209 8.333173 9.313545 10.21486 9.315122 11.51883 

0.001782 0.003381 0.001655 0.001364 0.001231 8.548868 9.56092 10.48271 9.554618 11.81493 

0.001851 0.003673 0.001672 0.00142 0.001252 8.775842 9.801991 10.75403 9.806718 12.12467 

0.001894 0.003887 0.001695 0.001476 0.001672 8.991537 10.05409 11.01843 10.05094 12.42662 

0.001994 0.003691 0.001728 0.001403 0.001695 9.205823 10.29516 11.29665 10.29044 12.72662 

0.002057 0.0039 0.00169 0.001465 0.001728 9.429976 10.53623 11.55933 10.53938 13.03246 

0.002119 0.003914 0.001759 0.001578 0.00169 9.6499 10.78833 11.82373 10.78518 13.33246 

0.002218 0.004158 0.001759 0.001566 0.001759 9.867006 11.03413 12.10022 11.03098 13.64025 

0.001822 0.004122 0.001814 0.001535 0.001759 10.08552 11.27363 12.36981 11.27363 13.94025 

0.001923 0.004228 0.002318 0.001655 0.002003 10.30545 11.51943 12.63248 11.51628 14.24025 

0.002037 0.004306 0.002433 0.001672 0.002058 10.52678 11.76522 12.90207 11.76838 14.54999 

0.002143 0.004262 0.002331 0.001695 0.002071 10.74671 12.00945 13.17165 12.01417 14.85389 

0.002494 0.004643 0.002533 0.001746 0.002133 10.9624 12.25682 13.44124 12.2521 15.14804 

0.002556 0.00458 0.002635 0.001785 0.002218 11.18796 12.49789 13.71082 12.50104 15.45584 

0.002619 0.004583 0.002732 0.001824 0.00224 11.40366 12.74999 13.97522 12.74684 15.76168 

0.002825 0.004609 0.003034 0.001863 0.002297 11.61936 12.99107 14.25345 12.98791 16.05973 

0.002833 0.004672 0.003167 0.001902 0.002354 11.8421 13.23214 14.51785 13.23529 16.36558 

0.003122 0.004792 0.003389 0.001941 0.00237 12.06202 13.48266 14.78052 13.47793 16.66558 

0.003325 0.005048 0.003691 0.00198 0.002378 12.28054 13.73004 15.05529 13.72846 16.97532 

0.003425 0.005249 0.0039 0.002019 0.002465 12.49764 13.97111 15.3266 13.96953 17.27337 

0.003526 0.005451 0.003914 0.002206 0.0025 12.71616 14.21533 15.59101 14.21218 17.57142 

0.003827 0.005351 0.004158 0.002421 0.002562 12.94031 14.45955 15.85886 14.46428 17.88506 

0.004118 0.005553 0.004122 0.002521 0.0026 13.16024 14.70693 16.12845 14.71008 18.18895 

0.004149 0.00554 0.004228 0.002778 0.002645 13.37311 14.95272 16.39976 14.948 18.48311 

0.00422 0.005755 0.004306 0.002883 0.002691 13.59868 15.19222 16.66935 15.19695 18.78895 

0.004365 0.005855 0.004262 0.002884 0.002736 13.81719 15.4459 16.93202 15.44275 19.09285 

0.004545 0.005855 0.004643 0.002891 0.002782 14.03148 15.68854 17.20852 15.68539 19.3948 

0.004416 0.005617 0.004556 0.002875 0.002827 14.25422 15.92804 17.47465 15.93119 19.69869 

0.004546 0.005696 0.004639 0.003007 0.002873 14.47274 16.17856 17.73905 16.17384 19.99674 

0.004547 0.005774 0.004722 0.00311 0.002919 14.69407 16.42279 18.01209 16.42594 20.31038 

0.004627 0.005853 0.004806 0.003113 0.002716 14.91118 16.66701 18.28167 16.66701 20.60843 

0.004698 0.005932 0.004889 0.003235 0.00282 15.12828 16.91123 18.54953 16.90808 20.90648 

0.004789 0.00601 0.004972 0.003242 0.002924 15.35244 17.15545 18.81566 17.16018 21.21622 

0.004837 0.006109 0.005056 0.003229 0.003028 15.57236 17.4044 19.08352 17.40598 21.52012 

0.005014 0.006168 0.005139 0.003335 0.003132 15.78665 17.6502 19.35829 17.64547 21.81817 

0.005024 0.006246 0.005222 0.003288 0.003236 16.00939 17.8897 19.62614 17.89127 22.12012 

0.004965 0.006325 0.005131 0.003414 0.003339 16.22791 18.1418 19.88882 18.13707 22.42402 

0.005115 0.006403 0.005039 0.003486 0.003007 16.44501 18.38445 20.16531 18.38287 22.72986 

0.005153 0.006482 0.005047 0.00355 0.003775 16.66635 18.62394 20.43317 18.62867 23.03376 
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0.005378 0.006656 0.005056 0.003627 0.003821 16.88345 18.87289 20.69584 18.86974 23.32986 

0.005239 0.006464 0.005464 0.003428 0.003878 17.1076 19.11869 20.96888 19.12341 23.64349 

0.00544 0.006772 0.00535 0.003288 0.003911 17.3233 19.36449 21.23674 19.36291 23.94155 

0.004841 0.006797 0.005502 0.003129 0.003984 17.54041 19.60714 21.50805 19.60398 24.2396 

0.004741 0.006875 0.00565 0.002875 0.004088 17.76456 19.84978 21.77418 19.85451 24.54934 

0.004815 0.006859 0.005312 0.003007 0.004118 17.9859 20.10188 22.04031 20.10188 24.85324 

0.005342 0.006937 0.005153 0.00311 0.004149 18.19877 20.34611 22.31508 20.34295 25.15323 

0.005444 0.007502 0.005254 0.003113 0.00422 18.42151 20.5856 22.58467 20.58717 25.45518 

0.004975 0.007209 0.005313 0.003235 0.004365 18.64003 20.83613 22.84561 20.8314 25.75713 

0.004844 0.007172 0.005324 0.003242 0.004545 18.85854 21.08035 23.12038 21.07877 26.06492 

0.004845 0.00725 0.005424 0.003229 0.004416 19.07847 21.32142 23.38824 21.32457 26.36687 

0.005045 0.007329 0.005559 0.003335 0.004546 19.29557 21.57037 23.65437 21.56564 26.66297 

0.005146 0.007407 0.005578 0.003288 0.004547 19.52114 21.81301 23.92568 21.81932 26.97466 

0.005385 0.007485 0.005625 0.003414 0.004627 19.73542 22.06196 24.19181 22.06039 27.27466 

0.004957 0.007563 0.005708 0.003486 0.004698 19.95253 22.30304 24.46658 22.29988 27.57272 

0.004955 0.007634 0.005577 0.00355 0.004789 20.17668 22.54568 24.73098 22.55041 27.88051 

0.005055 0.007472 0.005684 0.003627 0.004837 20.39802 22.79778 24.99538 22.79778 28.1844 

0.005502 0.00748 0.005909 0.003686 0.005014 20.6123 23.04358 25.27188 23.03885 28.4883 

0.005496 0.007588 0.00557 0.003728 0.005024 20.83223 23.2815 25.54319 23.28308 28.7883 

0.005212 0.00768 0.006604 0.003788 0.004965 21.05215 23.53203 25.80413 25.5273 29.0883 

0.005415 0.00778 0.006611 0.003848 0.005129 21.27208 23.77625 26.07545 25.77625 29.39804 

0.005254 0.007881 0.005762 0.003908 0.005199 21.492 24.0189 26.34503 26.02205 29.70193 

0.005313 0.007882 0.005362 0.003967 0.00527 21.7077 24.26627 26.61289 27.26154 29.99609 

0.005324 0.007827 0.005363 0.004027 0.00534 21.93326 24.50734 26.88248 27.51207 30.30583 

0.005342 0.007835 0.005264 0.004087 0.00541 22.14895 24.75944 27.14688 28.75629 30.60973 

0.005156 0.007842 0.005665 0.004147 0.00548 22.36465 25.00051 27.4251 29.41543 30.90778 

0.005158 0.007785 0.005655 0.004207   22.58739 25.24158 27.6895 29.65492   

0.005064 0.008086 0.005866 0.004267   22.80873 25.49368 27.95218 29.9023   

0.005357 0.007887 0.005767 0.004327   23.02443 25.74106 28.2304 30.1481   

0.005258 0.008087 0.005678 0.004387   23.24435 25.97898 28.49998 30.39074   

0.005511 0.007988 0.005769     23.46286 26.22635 28.76266     

0.004959 0.008389 0.005869     23.68561 26.47215 29.03224     

0.00506 0.00849 0.005702     23.90413 26.71638 29.30183     

0.005361 0.007991 0.005709     24.11982 26.96217 29.57141     

0.005462 0.007913 0.005475     24.34538 27.20324 29.841     

0.005662 0.008092 0.005473     24.56108 27.45692 30.10367     

0.005963 0.008193 0.005373     24.77678 27.69799 30.3819     

0.005639 0.007936 0.005574     24.99952 27.93749 30.6463     

0.005365 0.007944 0.005675     25.21944 28.18959 30.9107     

0.005265 0.008395       25.43937 28.43539       

0.005266 0.008496       25.65647 28.67646       

0.005267 0.008597       25.87358 28.92068       



 96 

0.005568 0.008598       26.09773 29.16648       

0.005669 0.008598       26.31766 29.41385       

0.005694 0.008499       26.53053 29.65965       

0.005702 0.0084       26.7561 29.89914       

0.005709 0.008101       26.97461 30.0961       

0.005472         27.19031         

0.005373         27.41164         

0.005687         27.63016         

0.005741         27.85149         

0.005749         28.06859         

0.005976         28.2857         

0.005976         28.51126         

0.006377         28.72978         

0.006478         28.94407         

0.006779         29.16681         

0.006795         29.38674         

0.006803         29.60243         

0.006811         29.82376         

0.006819         30.04087         
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ภาคผนวก ค 
การหาระดับการเชื่อมโยงพันธะจากปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

 
การหาระดับการเชื่อมโยงพนัธะจากการวเิคราะหปริมาณหมูอะมิโนอสิระแลวคํานวณคา

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระที่ลดลงเปนรอยละการวิเคราะหหมูเอมนีอิสระทําไดโดยปฏิกริิยาของ 2,4,6-

trinitro-benzen sulfonic acid (TNBS) โดยมีข้ันตอนดงันี ้ 

 1. ใสโครงเลี้ยงเซลลที่มีน้ําหนัก 5 มิลลิกรัม ลงไปในสารละลายที่ประกอบดวย 1 

มิลลิลิตรของสารละลาย NaHCO
3 
(ความเขมขน รอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ใน

น้ํากลั่นที่ pH 8.5) และ 1  มิลลิลิตรของสารละลาย TNBS (ความเขมขนรอยละ 0.5 โดย

น้ําหนักตอปริมาตร ในน้ํากลั่น) ซึ่งสารละลาย TNBS นี้ไมสามารถทําเก็บไวใชได

เนื่องจากสารประเภทนี้มีความไวตอแสงสูง จากนั้นใหความรอนที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส ในอางใหความรอน เปนเวลา 2 ชั่วโมง  

 2. เติมกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6 N (6N HCl) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเพิ่ม

อุณหภูมิไปที ่60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาท ี 

 3. นําสารละลายที่ไดไปเหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge (KUBOTA, ประเทศญี่ปุน) เพื่อแยก

สารละลายใสกับตะกอน เนื่องจากไคโตซานไมละลายในสารละลาย TNBS  

 4. นําสารละลายสวนที่ใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตรดวย

เครื่อง spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning) เพื่อวัด

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระที่เหลืออยูในโครงเลี้ยงเซลลจากการเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน  β-alanine จากนั้นจึงนําปริมาณหมูอะมิโนอิสระที่ได ไปคํานวณหาระดับการ

เชื่อมโยงพันธะจากสูตร 

 

       ระดับการเชื่อมโยงพันธะ (%) =      ปริมาณหมูอะมิโนอิสระเริ่มตน - ปริมาณหมูอะมิโนอิสระสุดทาย     x 100 

               ปริมาณหมูอะมิโนอิสระเริ่มตน 
หรือจากสูตร 

       ระดับการเชื่อมโยงพันธะ (%) =        
A

BA −  x 100 

 

โดยที่ A คือ น้าํหนักโครงเลีย้งเซลลกอนเชื่อมโยงพนัธะ x ปริมาณหมูอะมิโนอิสระกอนเชื่อมโยงพนัธะ 

         B คือ น้าํหนักโครงเลีย้งเซลลหลังเชือ่มโยงพันธะ x ปริมาณหมูอะมิโนอิสระหลังเชื่อมโยงพนัธะ 
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y = 0.0382x

R2 = 0.9974
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รูปที่ ค.1 กราฟแสดงสมการที่ใชในการหาปริมาณหมูอะมิโนอิสระจากความสัมพันธระหวางคาความเขมขนของ  

β-alanine กับคาการดูดกลืนแสง 

 

ตารางที่ ค-1 ปริมาณหมูอะมิโนอิสระและระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV (0.06% v/v) 

ที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ 

 
กอนเชื่อมโยงพนัธะ หลังเชื่อมโยงพนัธะ 

ตัวอยาง 

น้ําหนักเริ่มตน  

(มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(ไมโครกรัมกรัมตอมิลลิลิตร) 

น้ําหนักสุดทาย 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ระดับการเชื่อมโยงพันธะ 

 (เปอรเซ็นต) 

4 องศาเซลเซียส 

GAS 6.46±0.15 139.12±2.82 6.34±0.18 56.43±5.13 60.19±5.13 

DGAV6 6.46±0.15 139.12±2.82 5.66±0.17 89.53±3.85 43.62±3.85 

DGAV12 6.46±0.15 139.12±2.82 5.54±0.11 76.30±2.78 52.97±2.78 

DGAV24 6.46±0.15 139.12±2.82 5.50±0.10 66.60±5.88 59.24±5.88 

DGAV48 6.46±0.15 139.12±2.82 5.48±0.08 55.05±3.09 66.43±3.09 

25 องศาเซลเซียส 

GAS 6.46±0.15 139.12±2.82 6.26±0.05 61.92±3.83 56.87±3.83 

DGAV6 6.46±0.15 139.12±2.82 5.38±0.08 94.20±4.98 43.61±4.98 

DGAV12 6.46±0.15 139.12±2.82 5.38±0.13 82.46±7.23 50.64±7.23 

DGAV24 6.46±0.15 139.12±2.82 5.30±0.10 78.06±3.62 53.97±3.62 

DGAV48 6.46±0.15 139.12±2.82 5.24±0.15 70.68±3.75 58.79±3.75 

37 องศาเซลเซียส 

GAS 6.46±0.15 139.12±2.82 6.24±0.05 64.08±6.41 55.51±6.41 

DGAV6 6.46±0.15 139.12±2.82 5.32±0.11 99.15±4.94 41.31±4.94 

DGAV12 6.46±0.15 139.12±2.82 5.28±0.11 92.75±5.18 45.51±5.18 

DGAV24 6.46±0.15 139.12±2.82 5.24±0.23 80.14±4.30 53.27±4.30 

DGAV48 6.46±0.15 139.12±2.82 5.04±0.18 70.05±2.52 60.72±2.52 
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ตารางที่ ค-2 ปริมาณหมูอะมิโนอิสระและระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV (0.06% v/v) 

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเขมขนตางๆ 

 
กอนเชื่อมโยงพนัธะ หลังเชื่อมโยงพนัธะ 

ความเขมขน 

ของ GA ที่ใช 

น้ําหนักเริ่มตน 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

น้ําหนักสุดทาย  

(มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

ระดับการเชื่อมโยงพันธะ 

 (เปอรเซ็นต) 

GAS 

0.030%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 6.40±0.07 63.57±5.99 54.73±5.99 

0.060%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 6.34±0.18 56.43±5.13 60.19±5.13 

0.085%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 6.30±0.10 39.82±8.01 72.09±8.01 

0.120%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 6.18±0.13 29.92±5.42 73.43±5.42 

DGAV 

0.030%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 5.66±0.11 83.36±6.86 47.50±6.86 

0.060%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 5.50±0.10 66.60±5.88 59.24±5.88 

0.085%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 5.32±0.15 49.79±11.55 70.53±11.55 

0.120%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 5.18±0.16 43.43±8.27 74.97±8.27 

 
 

ตารางที่ ค-3 ปริมาณหมูอะมิโนอิสระและระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV และ  

DEDC ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w และ 0.8% w/w 

 
กอนเชื่อมโยงพนัธะ หลังเชื่อมโยงพนัธะ 

ตัวอยาง 

น้ําหนักเริ่มตน 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

น้ําหนักสุดทาย 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

ระดับการเชื่อมโยงพันธะ 

(เปอรเซ็นต) 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5%w/w 

GCH 6.46±0.15 139.12±2.82 6.46±0.15 139.12±2.82 0.00±2.82 

DHT 6.46±0.15 139.12±2.82 6.34±0.17 99.46±5.23 29.84±5.23 

GAS 6.46±0.15 139.12±2.82 6.34±0.18 56.43±5.13 60.19±5.13 

DGAV 6.46±0.15 139.12±2.82 5.44±0.27 66.60±5.88 59.69±5.88 

DEDC 6.46±0.15 139.12±2.82 5.64±0.15 72.13±5.91 54.73±5.91 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.8%w/w 

GCH 10.68±0.13 138.26±3.35 10.68±0.13 138.26±3.35 0.00±3.35 

DHT 10.68±0.13 138.26±3.35 10.08±0.26 85.37±7.75 41.72±7.75 

GAS 10.68±0.13 138.26±3.35 10.08±0.19 48.30±7.09 67.03±7.09 

DGAV 10.68±0.13 138.26±3.35 9.54±0.17 59.73±6.73 61.41±6.73 

DEDC 10.68±0.13 138.26±3.35 9.56±0.17 68.95±3.41 55.36±3.41 
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ตารางที่ ค-4 ปริมาณหมูอะมิโนอิสระและระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําใน

สารละลายเดิม ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w และ 0.8% w/w 

 
กอนเชื่อมโยงพนัธะ หลังเชื่อมโยงพนัธะ 

ตัวอยาง 

น้ําหนักเริ่มตน 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

น้ําหนักสุดทาย 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

ระดับการเชื่อมโยงพันธะ  

(เปอรเซ็นต) 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5%w/w 

ครั้งที่ 1 6.46±0.15 139.12±2.82 5.50±0.10 66.60±5.88 59.24±5.89 

ครั้งที่ 2 6.46±0.15 139.12±2.82 5.52±0.18 72.76±8.46 55.31±5.90 

ครั้งที่ 3 6.46±0.15 139.12±2.82 5.90±0.16 84.27±7.19 44.68±5.91 

ครั้งที่ 4 6.46±0.15 139.12±2.82 5.90±0.16 94.32±3.58 38.08±5.92 

ครั้งที่ 5 6.46±0.15 139.12±2.82 6.02±0.13 97.03±7.02 35.00±5.93 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.8%w/w 

ครั้งที่ 1 10.68±0.13 138.26±3.35 9.68±0.16 59.73±6.73 60.84±6.73 

ครั้งที่ 2 10.68±0.13 138.26±3.35 9.88±0.13 69.86±5.59 53.26±5.59 

ครั้งที่ 3 10.68±0.13 138.26±3.35 9.96±0.17 76.53±11.51 48.38±11.51 

ครั้งที่ 4 10.68±0.13 138.26±3.35 10.10±0.19 77.59±9.81 46.93±9.81 

ครั้งที่ 5 10.68±0.13 138.26±3.35 10.16±0.1  9 84.11±7.42 42.13±7.42 
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ภาคผนวก ง 
การทดสอบจํานวนเซลลสัมพัทธในหองปฏิบัติการ 

 

1. ฆาเชื้อโครงเลี้ยงเซลลทีอ่ยูในจานเพาะเชื้อแบบ 24 หลุม โดยการแชใน ethanol ความเขมขนรอยละ 

70 เปนเวลา 30 นาท ี 

2. ลางโครงเลีย้งเซลลดวยน้าํกลั่นเปนเวลา 3 รอบ รอบละ 15 นาท ี 

3. แชโครงเลี้ยงเซลลใน PBS buffer (pH 7.4) 24 ชั่วโมง เพื่อปรับ pH โครงเลี้ยงเซลล  

4. ปเปต PBS buffer ออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) 

ปริมาตรหลุมละ 350 ไมโครลิตร  

5. ใสเซลล L929 จํานวน 2x104 เซลลตอ 1 หลุม ในจานเพาะเชื้อแบบ 24 หลุม แลวนาํไปบม 

(incubate) ภายในตูที่ม ี5% CO
2 
แลวทาํการนับจํานวนเซลลที่ 5, 48, และ 72 ชั่วโมง ดวยวิธ ีMTT (3-

(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay [Liu, H. และคณะ 2004]  

6. หลังจากการเพาะเลี้ยงเซลลในโครงเลีย้งเซลลภายในตูที่ม ี 5% CO
2 
แลว จากนั้นลางโครงเลีย้งเซลล

ดวย PBS buffer เพื่อที่จะลางอาหารเลี้ยงเซลลออก  

7. เติมสารละลาย MTT ใน DMEM ที่ปราศจาก phenol red ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ลงไป

ในแตละหลุม และบมตอเปนเวลา 30 นาท ี 

8. สาร (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ใน MTT ซึ่งมีสีเหลืองจะทํา

ปฏิกิริยากับ enzyme mitochondria dehydrogenase ของเซลลที่ยงัมีชีวิต ทําใหเกิดผลึก formazan ซึ่ง

มีสีน้ําเงนิเขม  

10. ทําการลางผลึกฟอรมาซาน (formazan) ดวย dimethyl sulfoxide (DMSO) ผสมกับ glycine buffer 

ในอัตราสวน 9:1  

11. ทาํการวัดปริมาณเซลลสัมพัทธ โดยการวัดจากคาการดูดกลืนแสงของสารละลายดวยเครื่อง 

spectrophoto meter ที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร แลวเปรียบเทยีบปริมาณเซลลที่รอดชีวิตกับ

กราฟมาตรฐานในรูปที ่ง.1 [Liu, H., และคณะ 2004] 
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รูปที่ ง.1 กราฟมาตรฐานของเซลล L929 mouse fibroblast (n = 4) 
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ภาคผนวก จ 
การทดสอบความเปนพิษตอเซลล 

 

ทําการทดสอบตามมาตรฐาน ISO 10993-5 โดยสํานกังานยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตร 

การแพทย กระทรวงสาธารณสุข 

 

1. นําเซลล L929 mouse fibroblast มาตดัเอาโปรตีนออก (trypsinized) อยางระมัดระวัง จากนั้น

นําไปเจือจางกับอาหารเลี้ยง (Minimum Essential Medium, MEM) ซึ่งประกอบดวยซีรัมจากลูกวัว 

(fetal bovine serum) รอยละ 5 โดยมีความเขมขนของเซลล 2 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร 

2. ใสเซลลที่แขวนลอยอยูในอาหารเลี้ยง 750 ไมโครลิตรตอหลุม ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ 24 หลุม จากนั้น

นําไปบมในเครื่องเพาะเชื้อ (incubator) CO2 รอยละ 5 ที่ 37 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธรอย

ละ 95 จนเซลลกระจายตวัไปทั่วๆ 

3.  เติมลําดับการเจือจางลงในแตละหลุมของตัวอยางที่สกดั, ตัวควบคุมเชิงลบ(สารละลาย Zinc 

acetate ความเขมขน 2 ppm) , ตัวควบคุมเชิงบวก(สารละลาย Zinc acetate ความเขมขน 8 ppm)  

4.   นาํทกุหลมุไปบมในเครื่องเพาะเชื้อ ที ่37 องศาเซลเซียส CO2 รอยละ 5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

5     เซลลในแตละหลุมถกูนาํมาตรวจสอบดวย inverse microscope เพื่อดูการตายของเซลล และนําไป

ประเมินเปนเปอรเซนตการรอดชีวิตของเซลล 

 

ตารางที่ จ.1 ระดับการรอดชีวิตของเซลล 

 
ระดับ กระบวนการ สภาวะของการเลี้ยง 

0 ไมมี ไมมีเซลลตาย 

1 เล็กนอย เซลลตายไมเกินรอยละ 20 ของเซลลทั้งหมด 

2 ไมรุนแรง เซลลตายไมเกินรอยละ 50 ของเซลลทั้งหมด 

3 ปานกลาง เซลลตายไมเกินรอยละ 70 ของเซลลทั้งหมด 

4 รุนแรง เซลลตายเกือบทั้งหมด 

 

[Biological Reactivity Tests, in vitro, 87, ISO 10993-5, 1999] 
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ผลการทดสอบความเปนพษิตอเซลลตามมาตรฐาน ISO 10993-5 โดยสํานกังานยาและวัตถุเสพติด 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายนฤนาท ไชยถาวร เกิดที่จังหวัดสงขลา ในวนัที ่ 2 กันยายน 2526 จบการศึกษาระดับช้ัน

มัธยมศึกษาตอนปลายในป พ.ศ.2544 จากโรงเรียนแสงทองวิทยา สงขลา ในป พ.ศ.2547 จบการศึกษา

ระดับปริญญาบัณฑิต จาก สาขาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

หลังจากจบการศึกษาในระดับปริญญาบัณฑิต ไดเขารับการศึกษาตอในระดบัปริญญามหาบัณฑิต 

สาขาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

ผลงานทีม่ีการเผยแพร 

- นฤนาท ไชยถาวร, โศรดา กนกพานนท, ผลของการเชื่อมโยงพนัธะทีม่ีผลตอลักษณะสมบัติของ

โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน, การประชุมผลงานวจิัยระดับบัณฑิตศึกษาแหงชาติ คร้ังที ่ 7 

วันที่ 4-5 เมษายน พ.ศ. 2550 ณ มหาวทิยาลัยสงขลานครินทร วทิยาเขตสุราษฏรธานี จงัหวัดสุ

ราษฎรธาน ี(อยูในระหวางการจัดทําหนงัสอืรวบรวมบทความ) 

- นฤนาท ไชยถาวร, โศรดา กนกพานนท, ผลของการเชื่อมโยงพนัธะทีม่ีผลตอลักษณะสมบัติทาง

กายภาพของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน, การประชุมวิชาการวิศวกรรมชีวการแพทยแหง 

ชาติ คร้ังที่ 5, วันที่ 8 กรกฎาคม พ.ศ. 2550, กรุงเทพมหานคร หนา, 152-156 
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