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อนงค์นาฏ ดวงภักด ี: การเตรียมไฮโดรเจลจากไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค 
เพื่อใช้เป็นโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อ (PREPARATION OF HYDROGELS FROM THAI SILK 
FIBROIN/GELATIN/HYALURONIC ACID FOR THE USE AS SCAFFOLDS) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร.ศิริพร ด ารงค์ศักดิ์กุล {, 163 หน้า. 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเตรียมไฮโดรเจลจากไฟโบรอินไหมไทย (SF) เจลาติน (G) และกรดไฮ
ยาลูรอนิค (HA) เพื่อใช้เป็นโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซึ่งเตรียมไฮโดรเจลในสัดส่วนผสมโดยน้ าหนัก SF50G50, 
SF50G25HA25, และ SF50HA50 ด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็งและเชื่อมขวางด้วยการแช่ใน
สารละลาย 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide  (EDC) ที่มีเอทานอลเป็นตัวท าละลาย 
จากผลการศึกษาพบว่า EDC ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ สามารถเชื่อมขวางไฮโดรเจลทั้งสามชนิดได้ส าเร็จ 
ในระยะเวลา 6 ชั่วโมง โดยมีร้อยละน้ าหนักแห้งของไฮโดรเจลที่หายไปประมาณ 4-5 ส่วนปริมาณหมู่ N-
acetyl-D-glucosamine ในไฮโดรเจลผสมภายหลังการเชื่อมขวางมีค่าใกล้เคียงกับก่อนการเชื่อมขวาง 
แสดงให้เห็นว่า EDC สามารถเชื่อมขวางกรดไฮยาลูรอนิคไว้ได้เกือบทั้งหมด เมื่อวิเคราะห์ลักษณะโครงสร้าง
สัณฐานของไฮโดรเจลพบว่า ไฮโดรเจลที่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบมีรูพรุนเฉลี่ยขนาดใหญ่กว่า
ไฮโดรเจลที่มีโปรตีนเพียงอย่างเดียว ส าหรับโครงสร้างทางเคมีของไฮโดรเจลที่ผ่านการเชื่อมขวางมีการ
เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งคาดว่าเกิดจากสองสาเหตุหลัก คือ จากการใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลายในกระบวนการ
เชื่อมขวางและผลของปฏิกิริยาการเชื่อมขวางด้วย EDC เมื่อแช่ไฮโดรเจลในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส พบว่า ไฮโดรเจลที่มีสัดส่วนของกรดไฮยาลูรอนิค 25 และ 50 เปอร์เซ็นต์ มีร้อย
ละการดูดซับน้ าสูงที่สุดประมาณ 5200 (52 เท่า) ผลทดสอบความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพใน
ระดับห้องปฏิบัติการพบว่า ไฮโดรเจลที่มีสัดส่วนของโปรตีน 100 เปอร์เซ็นต์ จะถูกย่อยด้วยเอนไซม์โปรติ
เอส XIV เร็วกว่าไฮโดรเจลที่มีพอลิแซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบ แต่ไฮโดรเจลผสมที่มีสัดส่วนของกรดไฮยาลู
รอนิค 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อแช่อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์จะเกิดการไฮโดรไลซ์พันธะเอสเทอร์ด้วยน้ าเร็วกว่าไฮโดร
เจลชนิดอื่น ผลการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนูชนิด NIH/3T3 
พบว่า เซลล์สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตบนไฮโดรเจลที่มีส่วนประกอบของกรดไฮยาลูรอนิคได้ค่อนข้าง
ดีกว่ากรณีไฮโดรเจลที่เป็นสารโปรตีนแต่เพียงอย่างเดียว เนื่องจากสมบัติอุ้มน้ าสูงของกรดไฮยาลูรอนิค 
อย่างไรก็ตามโมเลกุลที่เป็นประจุลบของกรดไฮยาลูรอนิคส่งผลให้เซลล์ที่เกาะและเติบโตบนไฮโดรเจลที่มี
กรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบมีลักษณะค่อนข้างกลม จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า ไฮโดรเจลผสม 
SFGHA ที่พัฒนาขึ้นนี้มีสมบัติเบื้องต้นเหมาะสมส าหรับการพัฒนาต่อยอดเป็นโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
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ANONGNART DUANGPAKDEE: PREPARATION OF HYDROGELS FROM THAI SILK 
FIBROIN/GELATIN/HYALURONIC ACID FOR THE USE AS SCAFFOLDS. ADVISOR: 
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This research aimed to fabricate hydrogels from Thai silk fibroin/gelatin/hyaluronic 
acid (SFGHA) for the use as scaffolds. The hydrogels at different weight ratios including 
SF50G50, SF50G25HA25, and SF50HA50 were prepared by freeze-drying technique 
and  crosslinking by immersion in 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) 
solution in ethanol as a solvent. The results showed that 20 mM of EDC could be 
successfully used to crosslink SFGHA hydrogels at the crosslinking time of 6 h. The weight 
loss of all hydrogels after crosslinking was in the range of 4-5%. The contents of N-acetyl-
D-glucosamine of hydrogels before and after crosslinking were rather similar. This suggested 
that most HA molecules could be crosslinked by EDC. The cross-sectional morphology of 
obtained hydrogels showed that increasing HA content would result in larger pore size of 
blended hydrogels. The results on ATR-FTIR proved that the chemical structure of 
hydrogels before and after crosslinking were different, possibly because of two main 
causes including ethanol used as the solvent in crosslinking process and the reactions of 
EDC crosslinking. To test water absorption all hydrogels were soaked in phosphate buffer 
saline (PBS) at 37oC. It was observed that the degrees of water absorption of hydrogels 
containing 25 and 50% of HA were around 5200% (or 52 fold). The results on degradation 
of hydrogels showed that protein hydrogels (SF50G50) was degraded in protease XIV 
solution faster than hydrogels with polysaccharide incorporation. But hydrogel with 50% of 
HA could be hydrolyzed via ester bond faster than others hydrogels when it was immersed 
in culture medium. The hydrogels with HA incorporation could support attachments and 
proliferation of NIH/3T3 mouse embryonic fibroblasts better than other hydrogels, possibly 
because of high hygroscopic properties of HA. However, the morphology of attached cells 
were quite round due to highly negative charges of the HA. The results indicated that 
SFGHA hydrogels possessed suitable properties for further use as scaffolds.  
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บทที่ 1  
บทน า 

1.1 มูลเหตุจูงใจและที่มาของงานวิจัย 

 งานวิศวกรรมเนื้อเยื่อได้ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อใช้เป็นทางเลือกในการปลูกถ่าย หรือทดแทนอวัยวะ

ที่เสียหาย โดยทั่วไปเนื้อเยื่อส่วนใหญ่จะประกอบด้วยเซลล์และเมทริกซ์ภายนอกเซลล์ (extra 

cellular matrix; ECM) ทั้งนี้โครงเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นอีกหนึ่งทางเลือกที่ใช้เป็นองค์ประกอบส าหรับ

สร้างเนื้อเยื่อ ซึ่งจะท าหน้าที่เสมือนเป็นเมทริกซ์ภายนอกเซลล์ เป็นที่ยึดเกาะและเจริญเติบโตของ

เซลล์ และเซลล์สามารถเปลี่ยนไปเป็นโครงสร้างเฉพาะของเนื้อเยื่อได้ [1] โครงเลี้ยงเนื้อเยื่อที่

เหมาะสมควรมีความเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อ มีพ้ืนผิวที่เหมาะสมส าหรับให้เซลล์ยึดเกาะ อัตราการย่อย

สลายจะสัมพันธ์กับการสร้างเนื้อเยื่อใหม่และมีสมบัติเชิงกลที่ดี  

ในปัจจุบันโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ผลิตจากพอลิเมอร์ธรรมชาติได้ถูกพัตนาขึ้นอย่างมาก เนื่องด้วย

สมบัติเด่นทางชีวภาพ อาทิ สามารถเข้ากันได้ดีกับเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต และสามารถย่อยสลายได้ทาง

ชีวภาพ รวมทั้งไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษกับเซลล์ในร่างกาย ทั้งนี้พอลิเมอร์ธรรมชาติมีสมบัติทางกล

และความแข็งแรงต่ า และมีการย่อยสลายได้เร็วเมื่อเทียบกับพอลิเมอร์สังเคราะห์ จึงท าให้มีการ

พัฒนาข้อด้อยเหล่านี้ด้วยการน าพอลิเมอร์ที่มีสมบัติเด่นด้านต่าง ๆ มาผสมเข้าด้วยกัน เพ่ือปรับปรุง

สมบัติบางประการให้ดียิ่งขึ้น นอกจากนี้ยังพบว่า การสร้างพันธะทางเคมีภายใน หรือระหว่างสายโซ่

โมเลกุลของพอลิเมอร์ หรือ “การเชื่อมขวาง” ส่งผลท าให้สมบัติของพอลิเมอร์เปลี่ยนแปลงไป คือ ท า

ให้อัตราการย่อยสลายช้าลง มีสมบัติทางกลดีขึ้น ซึ่งมีความเหมาะสมในการน าไปใช้งาน ชีววัสดุที่

ได้รับความนิยมน ามาใช้ผลิตโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อ เช่น กรดไฮยาลูรอนิคเป็นสารอินทรีย์ประเภทเฮเทอโร

พอลิแซ็กคาไรด์ (Hetero polysaccharide) ในกลุ่มไกลโคอะมิโนไกลแคน ที่มีโครงสร้างโมเลกุล

ประกอบด้วยหน่วยย่อยที่ซ้ ากันของไดแซ็กคาไรด์  (Disaccharides) เป็นน้ าตาล 2 ชนิด ได้แก่  

N-acetyl-D-glucosamine และ D-glucuronic acid กรดไฮยาลูรอนิคมีน้ าหนักโมเลกุลสูง และเป็น

ส่วนประกอบที่ส าคัญของเมทริกซ์นอกเซลล์ และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน เช่น กระดูกอ่อน หงอนไก่ เป็นต้น 

[2] กรดไฮยาลูรอนิคเป็นสารที่ร่างกายสามารถผลิตขึ้นเองได้ จึงไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ใน

ร่างกาย มีความสามารถเข้ากันได้ดีกับเนื้อเยื่อสิ่งมีชีวิต และสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 
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นอกจากนี้หมู่คาร์บอกซิล ซึ่งมีประจุลบท าให้กรดไฮยาลูรอนิคมีสมบัติเป็น polyanionic และมี

ความชอบน้ าและอุ้มน้ าได้สูง ด้วยสาเหตุนี้จึงท าให้กรดไฮยาลูรอนิคช่วยในการยึดเกาะของเซลล์ได้ดี 

จากสมบัติเหล่านี้จึงท าให้กรดไฮยาลูรอนิคเป็นชีววัสดุที่ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในงานด้านวิศวกรรม

เนื้อเยื่อ และเครื่องส าอาง [3] รวมทั้งใช้รักษาโรคข้อเข่าเสื่อม  

ทั้งนี้กรดไฮยาลูรอนิคมีน้ าหนักโมเลกุลสูง เมื่อน าไปใช้งานจึงอาจจะไม่มีความเหมาะสม

เพราะมีความหนืดสูง จึงมีการย่อยสลายสายโซ่โมเลกุลให้มีขนาดสั้นลง เพ่ือให้น้ าหนักโมเลกุลของ

กรดไฮยาลูรอนิคลดลง ซึ่งกรดไฮยาลูรอนิคที่มีโมเลกุลขนาดเล็กสามารถท าให้เกิดหลอดเลือดใหม่ 

กระตุ้นท าให้เกิดการอักเสบและช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ดีกว่าสายโซ่โมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิคที่มี

ขนาดใหญ่ [4] นอกจากนี้กรดไฮยาลูรอนิคยังมีข้อจ ากัดอีกหนึ่งอย่าง คือ เป็นชีววัสดุที่ไม่แข็งแรง 

และมีความชอบน้ าสูงจึงสามารถละลายน้ าได้ง่าย การน ากรดไฮยาลูรอนิคไปประยุกต์ใช้ในงานด้าน 

ชีวการแพทย์ จึงต้องมีการปรับปรุงสมบัติดังกล่าว โดยการน าชีววัสดุธรรมชาติชนิดอ่ืนมาผสม เช่น  

เจลาติน คอลลาเจน แอลจีเนต และไฟโบรอิน เป็นต้น  

ไฟโบรอินไหมไทย เป็นโปรตีนเส้นใยที่ได้มาจากหนอนไหมประกอบด้วย 2 ส่วนหลัก ได้แก่ 

ไฟโบรอินประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ และเซริซินประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ [5] เส้นใยไฟโบรอินมีสมบัติ

ทางกลค่อนข้างดี มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์ของสิ่งมีชีวิต ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ และสามารถ

ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ จึงนิยมน ามาประยุกต์ใช้ในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 

เจลาตินเป็นโปรตีนที่สกัดได้จากคอลลาเจน ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน  

เจลาตินสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพและมีความเข้ากันได้กับร่างกาย ไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์ 

และยังช่วยการยึดเกาะของเซลล์ ดังนั้นเจลาตินจึงถูกน ามาใช้ในทางการแพทย์อย่างกว้างขวาง ด้วย

การน ามาผสมกับวัสดุชีวภาพอ่ืน ๆ ทั้งสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ และขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

[6] ไฮโดรเจล [7] ฟิล์ม [8] และเส้นใย [9] เป็นต้น  

 อย่างไรก็ตาม การน าชีววัสดุที่มีสมบัติเด่นต่าง ๆ มาผสมกันอาจจะมีความเสถียรไม่เพียงพอ 

ดังนั้นการเชื่อมขวางชีววัสดุเป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถเสริมความเสถียรได้ ซึ่งการเชื่อมขวางท าได้ทั้ง

ทางกายภาพ (เช่น ความร้อน และรังสี ) และทางเคมี (เช่น การใช้กลูตารัลดีไฮด์ ไดไวนิลซัลโฟน  

เป็นต้น) งานวิจัยนี้เลือกใช้การเชื่อมขวางทางเคมี โดยใช้ 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimide (EDC) ซึ่งเป็นสารที่ละลายได้ในน้ า และนิยมใช้กันอย่างกว้างขวางในการเชื่อมขวาง

คอลลาเจน [10] เจลาติน [11] ไคโตซาน [12] และกรดไฮยาลูรอนิค [7] โดยการเกิดปฏิกิริยา 
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Amidation ผ่านหมู่คาร์บอกซิลเกิดเป็นพันธะเอสเทอร์และพันธะเอไมด์ การใช้ EDC เป็นสารเชื่อม

ขวางมีข้อดีคือ ภายหลังสิ้นสุดกระบวนการเชื่อมขวางจะได้อนุพันธ์ของยูเรียหรือ  1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl) urea ซึ่งไม่เป็นพิษต่อร่างกาย และสามารถก าจัดออกได้ง่ายด้วยการล้าง

น้ า จากการรายงานมีการใช้ EDC เชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างกรดไฮยาลูรอนิคกับเจลาติน

เพ่ือปรับปรุงสมบัติการบวมน้ า [6] รวมทั้งการเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างเจลาติน  

ไคโตซาน และกรดไฮยาลูรอนิค ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC/NHS/MES ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน 

ไม่มีผลอย่างมีนัยส าคัญต่อสมบัติทางความร้อนและสมบัติทางกายภาพ และเมื่อความเข้มข้นของ 

เจลาตินเปลี่ยนจะส่งผลต่อขนาดของรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ผสม รวมทั้งการเจริญเติบโตและการยึด

เกาะของเซลล์ [12] นอกจากนี้ในปี 2010, Ratanavaraporn, J. และคณะ [13] ได้ท าการศึกษาการ

เชื่อมขวางเส้นใยเจลาตินชนิดเอและชนิดบีด้วยเทคนิคต่าง ๆ ได้แก่ การใช้ความร้อน สารเคมี และใช้

พลาสมา  

 ทั้งนี้ไฮโดรเจลซึ่งเป็นโครงสร้างรูพรุนสามมิติเป็นรูปแบบหนึ่งของโครงเลี้ ยงเนื้อเยื่อที่นิยม

ผลิต เนื่องจากมีรูพรุนและความพรุนสูง มีพ้ืนที่ผิวมากท าให้ดูดซับน้ าได้ดี โดยไฮโดรเจลสามารถ

เตรียมได้หลายวิธี ได้แก่ การชะล้างเกลือ (salt leaching) อิเล็กโตรสปินนิง (electrospinning)  

กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze drying) เป็นต้น ในงานวิจัยนี้เลือกการขึ้นรูปไฮโดรเจล

ด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง เพราะเป็นกระบวนท าให้เกิดรูพรุนด้วยโมเลกุลของน้ า ท าให้

ไม่มีสารเคมีตกค้างภายหลังกระบวนการขึ้นรูป และสามารถควบคุมขนาดของรูพรุนด้วยการ

ปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในข้ันตอนการแช่แข็ง  

 ดังนั้นในงานวิจัยนี้มุ่งเน้นที่จะศึกษาการเตรียมไฮโดรเจลผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทย  

เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิคที่สัดส่วนผสมต่าง ๆ กัน และท าการเชื่อมขวางไฮโดรเจลด้วยการแช่ใน

ตัวท าละลายเอทานอล ซึ่งมี 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) เป็นสาร

เชื่อมขวาง โดยศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเชื่อมขวาง อาทิ ความเข้มข้นของสารเชื่อมขวาง เวลาที่ใช้ใน

การเชื่อมขวาง เป็นต้น และศึกษาสมบัติทางกายภาพ และสมบัติด้านต่าง ๆ ของไฮโดรเจลผสม เพ่ือ

เป็นข้อมูลในการประยุกต์ใช้ไฮโดรเจลผสมส าหรับเป็นโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
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1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  

 1.2.1 เพ่ือหาสภาวะในการเตรียมไฮโดรเจลผสมของไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรด  

ไฮยาลูรอนิค  

 1.2.2 เพ่ือศึกษาคุณลักษณะและสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพของไฮโดรเจล

ผสมที่ผลิตได ้

 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย  

 1.3.1 เตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทย (SF) พันธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 1 สารละลาย 

เจลาตินชนิดเอ (G) และสารละลายกรดไฮยาลูรอนิค (HA) ให้ได้สารละลายผสมที่มีน้ าหนักรวมของ

ของแข็งเท่ากับ 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก  

 1.3.2 ขึ้นรูปไฮโดรเจลผสม SFGHA จากสารละลายผสมที่มีน้ าหนักของของแข็งรวมเท่ากับ 

1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก ด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็งโดยมีตัวแปรที่ศึกษาได้แก่  

  1.3.2.1 สัดส่วนผสมโดยน้ าหนัก SFGHA = SF50G50, SF50G25HA25, และ 

SF50HA50 

  1.3.2.2 ความเข้มข้นของ EDC ที่ใช้ในการเชื่อมขวาง: 20, 30, และ 50 มิลลิโมลาร์ 

  1.3.2.3 เวลาในการเชื่อมขวางด้วยสารเชื่อมขวาง EDC: 6, 12, และ 24 ชั่วโมง  

 1.3.3 วิเคราะห์คุณลักษณะและสมบัติทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพของไฮโดรเจล

ผสม SFGHA ดังนี้   

  1.3.3.1 ค่าศักย์เซต้า (Zeta potential) ของสารละลายและสารละลายผสม 

  1.3.3.2 ค่าความหนืดของสารละลายและสารละลายผสม  

  1.3.3.3 ร้อยละน้ าหนักแห้งท่ีหายไปของไฮโดรเจลผสมหลังการเชื่อมขวาง 

  1.3.3.4 ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระด้วยเทคนิค 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic 

acid (TNBS)  

  1.3.3.5 ปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine ด้วยเทคนิค Elson-Morgan 

assay 



 

 

5 

  1.3.3.6 โครงสร้างสัณฐานของไฮโดรเจลผสม ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบ

ส่องกราด Scanning Electron Microscope; SEM)  

  1.3.3.7 โครงสร้างทางเคมีของไฮโดรเจลผสม ด้วย Attenuated total  

reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) 

  1.3.3.8 ความสามารถในการดูดซับน้ าของไฮโดรเจลผสม SFGHA 

  1.3.3.9 ความสามารถในการย่อยสลายได้ทางชีวภาพในสภาวะที่มีเอนไซม์และไม่มี

เอนไซม์ในระดับห้องปฏิบัติการ 

  1.3.3.10 การยึดเกาะ (attachment) และการเจริญเติบโต (proliferation) ของ

เซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู (mouse embryonic fibroblast cell line, NIH/3T3) บน

ไฮโดรเจลผสม 

 

1.4 ประโยชน์ที่ได้รับ 

 ได้ไฮโดรเจลผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค ที่ขึ้นรูปด้วย

กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง และผ่านการเชื่อมขวางไฮโดรเจลผสมด้วยสารละลาย 1-ethyl-3-

(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) ที่มีความเสถียรและมีสมบัติเหมาะสมส าหรับ

น าไปใช้เป็นโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อ  

 



 

 

บทที่ 2   
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue Engineering) 

 วิศวกรรมเนื้อเยื่อเป็นศาสตร์แขนงใหม่เชิงสหวิชาการ ซึ่งเป็นกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อเพ่ือ

ทดแทน ซ่อมแซม หรือปรับปรุงการท างานของเนื้อเยื่อหรืออวัยวะที่ได้รับความเสียหายหรือหลุดหาย 

ซึ่งโดยปกติจะไม่มีการงอกใหม่ในมนุษย์ เช่น ผิวหนังแท้ เส้นประสาท กระดูก กระดูกอ่อน กล้ามเนื้อ

หัวใจ เป็นต้น หลักการส าคัญของวิศวกรรมเนื้อเยื่อสามารถแบ่งออกได้ 3 องค์ประกอบหลักคือ เซลล์ 

(cell) โกรว์ทแฟกเตอร์ (growth factor) และเมทริกซ์ภายนอกเซลล์ (extracellular matrix) หรือ

โครงเลี้ยงเนื้อเยื่อ (scaffold) ส าหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ นอกจากใช้เมทริกซ์ภายนอกเซลล์เป็น

โครงร่างส าหรับให้เซลล์ยึดเกาะ แล้วยังสามารถใช้วัสดุพอลิเมอร์ผลิตเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ โดยโครง

เลี้ยงเซลล์ไม่ได้ท าหน้าที่เพียงแค่ให้เซลล์ยึดเกาะ แต่ยังเป็นตัวเชื่อมต่อและส่งสัญญาณระหว่างเซลล์

กับสภาวะภายนอก วัสดุที่นิยมน ามาใช้ผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ ได้แก่  ชีววัสดุ เช่น เจลาติน ไฟโบรอิน 

และคอลลาเจน หรือวัสดุสังเคราะห์ เช่น พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (polyvinylalcohol, PVA) พอลิคาร์

โปแลกโตน (polycarbolactone, PCL) เป็นต้น ซึ่งชนิดของวัสดุที่ใช้ในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล์มี

ความส าคัญต่อชนิดของเนื้อเยื่อที่ต้องการสร้างและต าแหน่งที่ต้องการซ่อมแซม การเลือกใช้ควร

พิจารณาถึงวัตถุประสงค์ ตัวอย่างเช่น การใช้คอลลาเจน ส าหรับเนื้อเยื่อที่ต้องการความยืดหยุ่นและ

เข้ากับเซลล์ร่างกายได้ดี หรือการใช้พอลิเมอร์ที่มีความชอบน้ าท าให้พอลิเมอร์สามารถจับกับโมเลกุลที่

ชอบน้ าได้ดี เมื่อน าไปใช้งานในร่างกาย อย่างไรก็ตามลักษณะโครงสร้างของโครงเลี้ยงเซลล์ยังส่งผล

ต่อพฤติกรรมของเซลล์ โดยรูปแบบของโครงเลี้ยงเซลล์ที่พบ ได้แก่ ฟิล์ม เจล เส้นใย ไฮโดรเจล เป็น

ต้น รูปแบบโครงสร้างแตกต่างกันส่งผลต่อในการสร้างเนื้อเยื่อของเซลล์ที่ต่างกัน เช่น พอลิเมอร์ที่มี

ความเป็นระเบียบสูงท าให้มีความแข็งแรง มีเสถียรภาพในการใช้งานท าให้เหมาะกับเนื้อเยื่อที่ต้องรับ

แรงที่ดี เช่น เนื้อเยื่อกระดูก [14] ในขณะที่พอลิเมอร์ที่มีโครงสร้างมีความเป็นระเบียบน้อยท าให้มี

ความแข็งแรงต่ า และมีการดูดซับน้ าและการบวมตัวที่ดี เหมาะส าหรับเนื้อเยื่อที่ไม่ต้องการความ

แข็งแรงมาก เช่น เนื้อเยื่อผิวหนัง เนื้อเยื่อไขมัน เป็นต้น นอกจากนี้โครงเลี้ยงเซลล์ต้องมีความเข้ากัน

ได้กับเซลล์ร่างกายโดยไม่ก่อให้เกิดการอักเสบ สามารถย่อยสลายได้ด้วยกระบวนการชีวภาพ และไม่

เป็นพิษต่อเซลล์ของร่างกาย และมีสภาวะที่เหมาะสมต่อพฤติกรรมของเซลล์ เช่น การยึดเกาะ 
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(attachment) การเพ่ิมจ านวน (proliferation) และการเคลื่อนย้าย (migration) รวมทั้งลักษณะ

ทางกายภาพอ่ืน ๆ เช่น ขนาดของรูพรุน ความพรุน ความยืดหยุ่น และความสามารถในการรองรับ

น้ าหนักของเซลล์ที่จะสร้างใหม่ โดยเซลล์ที่สร้างบนโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อควรมีสมบัติเชิงกลใกล้เคียงกับ

สภาวะของเนื้อเยื่อเดิม   

ในงานวิจัยนี้ได้สนใจที่จะขึ้นรูปเป็นไฮโดรเจลสามมิติที่มีรูพรุนเพ่ือใช้เป็นโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อ

ส าหรับการประยุกต์ใช้ในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ โดยสมบัติและกระบวนการขึ้นรูปของไฮโดรเจล

จะได้น าเสนอต่อไป 

2.2 ไฮโดรเจล (hydrogel)  

 ไฮโดรเจล (hydrogel) เป็นวัสดุที่ดูดซับน้ าได้มาก ภายในโครงสร้างมีลักษณะเป็นโครงร่างตา

ข่าย ส่วนใหญ่ท ามาจากพอลิเมอร์ที่มีหมู่ฟังก์ชัน เช่น หมู่ไฮดรอกซิล (-OH group), หมู่คาร์บอกซิล  

(-COOH group), หมู่เอไมด์ (-CONH2 group) และหมู่ต่าง ๆ ที่เป็นอนุพันธ์ของหมู่ดังกล่าว ไฮโดร

เจลที่ถูกสร้างขึ้นจะท าหน้าที่เป็นที่อยู่ชั่วคราวของเซลล์ ซึ่งเซลล์สามารถเจริญเติบโตเพ่ือเปลี่ยนแปลง

ไปเป็นเนื้อเยื่อท่ีต้องการ โดยทั่วไปไฮโดรเจลมีลักษณะดังนี้ [15]  

 1. โครงสร้างเป็นสามมิติ เพ่ือเป็นโครงสร้างค้ าจุนให้เซลล์สามารถเจริญเติบโต มีสมบัติทาง

กลที่สัมพันธ์กับเนื้อเยื่อ ซึ่งเมื่อท าการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อ ไฮโดรเจลสามารถช่วยป้องกัน เซลล์จาก

อันตราย  

 2. มีความพรุนสูง โดยมีขนาดรูพรุนประมาณ 100-300 ไมโครเมตร และรูพรุนควรเชื่อมต่อ

กัน เพ่ือสารอาหารและของเสียต่าง ๆ สามารถแพร่ผ่านเข้าออกโครงเลี้ยงเซลล์ได้อย่างสะดวก 

 3. มีโครงสร้างทางกายภาพหรือสมบัติทางเคมีเหมาะส าหรับให้เซลล์ยึดเกาะ เจริญเติบโต มี

การเลียนแบบโครงสร้างภายนอกเซลล์ ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวส่งสัญญาณเพ่ือช่วยเชื่อมโยงกับเนื้อเยื่อ

และเปลี่ยนแปลงไปเป็นเนื้อเยื่อหรืออวัยวะใหม่ที่ต้องการได้  

 4. สามารถย่อยสลายได้ในร่างกาย โดยไม่ทิ้งสารที่เป็นพิษไว้ในร่างกายสามารถก าจัดได้

ตลอดเวลา และมีอัตราการย่อยสลายที่เหมาะสมกับอัตราการเกิดข้ึนของเนื้อเยื่อใหม่  

 5. ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (Biocompatible)  

ส าหรับในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ไฮโดรเจลจะถูกน ามาใช้เนื่องจากมีความสามารถในการ

ดูดซับน้ าได้ดีและกักเก็บน้ าได้มาก นอกจากนี้ยังมีระดับความยืดหยุ่นคล้ายกับเนื้อเยื่อ ตัวอย่างการน า
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ไฮโดรเจลมาประยุกต์ใช้งานในด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เช่น งานวิจัยในปี 2003 ของ Palsson, B., และ

คณะ [16] ได้รายงานว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีรูปร่างโค้งช่วยให้ปฏิกิริยาตอบสนองกับเซลล์และเนื้อเยื่อ

ได้ดี รวมทั้งโครงสร้างของรูพรุนควรมีการเชื่อมโยงกันเพ่ือให้เส้นเลือดสามารถเข้าไปหล่อเลี้ยงเซลล์

ภายในโครงเลี้ยงเซลล์ได้ ท าให้เกิดการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ได้ดี ดังนั้นไฮโดรเจลจึงได้รับความนิยม

น ามาใช้เป็นวัสดุในทางการแพทย์ โดยไฮโดรเจลสามารถขึ้นรูปได้หลายวิธี ดังจะกล่าวในหัวข้อต่อไป   

 

2.3 กระบวนการขึ้นรูปไฮโดรเจล 

 กระบวนการขึ้นรูปไฮโดรเจลมีหลายวิธีด้วยกัน แต่ละวิธีจะให้ขนาดรูพรุนและโครงสร้าง

สัณฐานที่แตกต่างกัน ซึ่งลักษณะของรูพรุนภายในและขนาดของรูพรุนที่แตกกันของไฮโดรเจลเป็น

ปัจจัยส าคัญที่ส่งผลต่อสมบัติของไฮโดรเจล เช่น ความว่องไวทางชีวภาพ อัตราการย่อยสลายทาง

ชีวภาพ การยึดเกาะกันระหว่างไฮโดรเจลกับเซลล์ และสมบัติเชิงกล เป็นต้น วิธีการขึ้นรูปไฮโดรเจล

จะแตกต่างกันโดยอาศัยความแตกต่างของการสร้างรูพรุน ตัวท าละลาย ความร้อน หรือความดันที่ใช้   

2.3.1 การขึ้นรูปแบบหลอมเหลว (melt molding)  

 กระบวนการหลอมเหลวเป็นการหลอมพอลิเมอร์ด้วยความร้อนแล้วท าให้พอลิเมอร์หลอม

เหลวแข็งตัวภายในแม่พิมพ์ วิธีการดังกล่าวนี้ต้องใช้พอลิเมอร์ที่มีลักษณะเป็นเทอร์โมพลาสติก ซึ่ง

สามารถหลอมละลายได้ด้วยความร้อนไม่เกิดการสลายตัวก่อนหลอมเหลว โดยสมบัติของโครงร่างที่ได้

จากกระบวนการนี้ขึ้นอยู่กับลักษณะเฉพาะโครงสร้างและกระบวนการขึ้นรูปของพอลิเมอร์  ซึ่ง

ลักษณะเฉพาะและโครงสร้างของพอลิเมอร์ที่มีผลต่อสมบัติ ได้แก่ ขนาด รูปร่าง และลักษณะของ

โมเลกุลพอลิเมอร์ เช่น น้ าหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์ที่สูงจะมีความแข็งแรงและทนต่อแรงดึงมากกว่า

พอลิเมอร์ที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า [17] 

 

2.3.2 การชะล้างเกลือ (salt leaching) 

 เกลือเป็นสารท าให้เกิดรูพรุนชนิดหนึ่งที่นิยมใช้ในการขึ้นรูปไฮโดรเจล โดยจะใช้อนุภาคของ

เกลือกระจายในสารละลายพอลิเมอร์หรือพอลิเมอร์หลอมเหลวอนุภาคของเกลือเกิดการแยกเฟสกับ

พอลิเมอร์ หลังจากนั้นท าให้พอลิเมอร์แข็งตัวแล้วท าการล้างเกลือออก จะได้โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีรูพรุน 

กระบวนการชะล้างเกลือแสดงในรูปที่ 2.1 
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รูปที่ 2.1 การข้ึนรูปโครงร่างด้วยกระบวนการล้างเกลือ 

  

ในกระบวนการล้างเกลือสามารถควบคุมขนาดและลักษณะของรูพรุนได้ 2 ส่วนคือ ส่วนของ

เกลือ กล่าวคือ ขนาดของเกลือที่ใช้ที่มีขนาดแตกต่างกันจะท าให้ได้ขนาดรูพรุนต่างกัน และส่วนของ

พอลิเมอร์โดยการใช้ความเข้มข้นของพอลิเมอร์ที่ต่างกัน โดยพอลิเมอร์ที่มีความเข้มข้นสูงท าให้

ลักษณะผนังของรูพรุนมีความหนากว่ากรณีความเข้มข้นต่ า ทั้งขนาดและลักษณะของรูพรุนมีผลต่อ

สมบัติของรูปร่าง เช่น รูปร่างที่มีขนาดรูพรุนต่างกันจะมีผลต่อความแข็งแรงที่ต่างกัน [18] นอกจากนี้

ขนาดของรูพรุนยังมีผลต่อการเกาะของเซลล์บนพ้ืนผิวด้วย กล่าวคือ เซลล์แต่ละชนิดสามารถเข้าไป

อยู่ในรูพรุนที่มีขนาดต่างกัน อีกทั้งพ้ืนผิวผนังของรูพรุนมีผลต่อการเกาะของเซลล์ที่ต่างกัน [19] ทั้งนี้

กระบวนการล้างเกลือมีข้อเสียคือ อาจจะมีเกลือตกค้างในพอลิเมอร์ได้  

  

2.3.3 อิเล็กโตรสปินนิง (electrospinning) 

 อิเล็กโตรสปินนิง เป็นวิธีการข้ึนรูปโครงร่างให้มีเส้นใยขนาดเล็ก โดยกระบวนการดังกล่าวท า

ได้โดยการใช้สนามไฟฟ้าที่สามารถยืดดึงพอลิเมอร์ที่อยู่ในสภาวะสารละลายหรือหลอมเหลวให้มีเป็น

เส้นใยขนาดเล็ก โดยสารละลายดังกล่าวบรรจุลงในหัวฉีดที่ปลายมีหัวเข็มขนาดเล็กที่ต่อกับวงจรไฟฟ้า

ที่มีความต่างศักย์สูง ขนาดของเส้นใยที่ผลิตได้มีความส าคัญต่อสมบัติของโครงร่าง โดยเส้นใยที่มี

ขนาดต่างกันจะมีผลต่อการเกาะของเซลล์และการเคลื่อนที่ของเซลล์ที่ต่างกัน ดังนั้นการควบคุมขนาด

ของเส้นใยจึงมีความส าคัญ ปัจจัยที่มีผลต่อขนาดเส้นใย คือ น้ าหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์ กล่าวคือ 

ถ้าพอลิเมอร์มีน้ าหนักโมเลกุลสูงท าให้ได้ขนาดเส้นใยใหญ่ นอกจากนี้ยังมีความหนืดของสารละลาย 
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ตัวท าละลาย และความเข้มข้นของสารละลายพอลิเมอร์ เป็นต้น และอีกปัจจัยหนึ่งคือ พารามิเตอร์

ของเครื่องมือ เช่น ความต่างศักย์สูงจะท าให้เกิดเม็ดบนเส้นใย  

 

 2.3.4 กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze drying) 

ในงานวิจัยนี้เลือกใช้เทคนิคการท าแห้งแบบเยือกแข็งในการขึ้นรูปไฮโดรเจล ซึ่งมีหลักการท า

แห้งแบบเยือกแข็งและข้อดีข้อเสียดังนี้ 

กระบวนท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze drying) หรือ การท าแห้งแบบระเหิด (Sublimation 

drying) มีชื่อเรียกเฉพาะว่า “Lyophilization” เป็นกระบวนการท าแห้งภายใต้สภาวะอุณหภูมิและ

ความดันต่ า โดยอาศัยหลักการแช่แข็ง (Freezing) เพ่ือเปลี่ยนสถานะของน้ าจากสถานะของเหลวมา

เป็นของแข็ง จากนั้นท าให้เกิดการระเหิดของน้ าแข็งให้กลายเป็นไอโดยการปรับความดันไอน้ าให้มีค่า

ต่ ากว่าจุดร่วมสามสถานะ (Triple point) ของน้ า ซึ่งเป็นจุดที่น้ าในสถานะของแข็ง ของเหลว และ

แก๊สสมดุลกัน ท าให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีลักษณะเป็นชิ้นงานแห้ง และมีความคงรูป โดยทั่วไปเทคนิคการ

ท าแห้งแบบเยือกแข็งนิยมใช้กับสารที่มีการสลายตัวด้วยความร้อนได้ง่าย ท าให้ไม่สามารถใช้การ

อบแห้งหรือการท าแห้งโดยวิธีการน าหรือพาความร้อนได้โดยตรง  

 ปัจจุบันเทคนิคการท าแห้งแบบเยือกแข็งนิยมน ามาขึ้นรูปวัสดุส าหรับใช้ในงานด้านวิศวกรรม

เนื้อเยื่อมากขึ้น เช่น ใช้ขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ ขึ้นรูปเป็นไฮโดรเจลใช้เป็นระบบน าส่งยา รวมทั้ง

เป็นแผ่นปิดแผล เป็นต้น นอกจากนี้ยังเป็นเทคนิคการท าแห้งที่นิยมใช้กับสารที่มีการสลายตัวได้ง่าย

ด้วยความร้อน เช่น เอนไซม์ ยาปฏิชีวนะ ฮอร์โมนต่าง ๆ เป็นต้น 

 กระบวนการท าแห้ง สามารถอธิบายได้จากแผนภูมิสถานะ (Phase diagram) ของน้ าบริสุทธิ์ 

ดังแสดงในรูปที่ 2.2 การท าแห้งโดยทั่วไป (conventional drying) จะให้พลังงานความร้อนกับ

ผลิตภัณฑ์ จนถึงระดับความร้อนแฝงของการกลายเป็นไอ (Latent heat of evaporation) ท าให้น้ า

เปลี่ยนสถานะกลายเป็นไอ แต่ส าหรับการท าแห้งแบบเยือกแข็งจะลดอุณหภูมิของผลิตภัณฑ์จนถึงจุด

เยือกแข็งหรือต่ ากว่าจุดเยือกแข็ง เพื่อให้น้ าเปลี่ยนสถานะเป็นของแข็ง ท าการลดความดันสุญญากาศ

ลงจนต่ ากว่าความดันของจุดร่วมสามสถานะ (triple point pressure) ของน้ า (น้ าแข็งระเหิดที่ความ

ดันเท่ากับ 4.7 มิลลิเมตรปรอทหรือต่ ากว่า) หลังจากนั้นให้พลังงานความร้อนแฝงของการระเหิด 

(Latent heat of sublimation) เพ่ือให้น้ าแข็งระเหิดเป็นไอได้อย่างสมบูรณ์  
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 โดยทั่วไปน้ าในผลิตภัณฑ์แบ่งออกเป็น 2 รูปแบบคือ น้ าอิสระ (free water) และน้ าที่ถูกยึด

ไว้ด้วยพันธะทางเคมี (bound water) อย่างไรก็ตาม ปริมาณความชื้นหรือน้ าที่อยู่ในผลิตภัณฑ์ไม่ได้

อยู่ในรูปของน้ าบริสุทธิ์ มักจะอยู่ผสมกับสารอื่น ๆ ในรูปของตัวท าละลาย ซึ่งมีผลต่อการเปลี่ยนแปลง

สถานะของสาร ดังนั้นในการท าแห้งแบบเยือกแข็งของผลิตภัณฑ์แต่ละชนิดจึงมีข้อจ ากัดและ

ลักษณะเฉพาะแตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับโครงสร้างและองค์ประกอบทางเคมีของผลิตภัณฑ์นั้น ๆ  

 

   
รูปที่ 2.2 แผนภูมิสถานะของน้ าบริสุทธิ์ [20] 

  

การท าแห้งแบบเยือกแข็งมีลักษณะที่แตกต่างไปจากการท าแห้งแบบอ่ืน ๆ คือ เป็นการท า

แห้งภายใต้อุณหภูมิและความดันต่ า ซ่ึงจากรูปที่ 2.3 เป็นการเปรียบเทียบเวลาและอุณหภูมิในการท า

แห้ง จะเห็นได้ว่าการท าแห้งแบบเยือกแข็งใช้อุณหภูมิต่ าเป็นเวลานาน ในขณะที่การท าแห้งแบบพ่น

ฝอย (spray dryer) และการท าแห้งในตู้อบ (oven dryer) จะใช้อุณหภูมิสูงในเวลาสั้น 
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รูปที่ 2.3 การเปรียบเทียบเวลาและอุณหภูมิในการท าแห้ง [21] 

  

ขั้นตอนการท าแห้งแบบเยือกแข็งประกอบด้วยขั้นตอนหลัก 3 ขั้นตอน (ดังแสดงในรูปที่ 2.4) 

ดังนี้ 

 
รูปที่ 2.4 การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในระหว่างการท าแห้งแบบเยือกแข็ง [22] 

  

1. การแช่เยือกแข็ง (Freezing) เป็นขั้นตอนการลดอุณหภูมิของผลิตภัณฑ์ลงจนถึงจุดเยือก

แข็งหรือต่ ากว่าจุดเยือกแข็ง เพ่ือให้น้ าหรือสารละลายเปลี่ยนสถานะเป็นของแข็งได้อย่างสมบูรณ์ 

ส่วนส าคัญของขั้นตอนนี้ คือ การเกิดผลึกน้ าแข็ง โดยอัตราการแช่แข็ง (Freezing rate) ควรมีอัตรา

สูงเพ่ือให้ผลึกน้ าแข็งที่เกิดขึ้นมีขนาดเล็ก ซึ่งลักษณะของผลึกเช่นนี้ไม่ท าให้โครงสร้างของผลิตภัณฑ์

เสียหาย แต่ถ้าอัตราการแช่แข็งต่ าส่งผลให้ระยะเวลาในการรวมตัวของน้ าเพ่ือเกิดเป็นผลึกมากขึ้น   
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ท าให้ผลึกน้ าแข็งที่ได้มีขนาดใหญ่ ซึ่งเบียดช่องว่างระหว่างโครงสร้างของผลิตภัณฑ์  ท าให้ได้รับความ

เสียหาย อุณหภูมิการแช่แข็งที่ต่างกันจะส่งผลท าให้ได้ขนาดรูพรุนต่างกันด้วย 

 ตัวอย่างงานวิจัยที่ศึกษาผลของอุณหภูมิการแช่แข็งต่อขนาดรูพรุนของผลิตภัณฑ์ เช่น 

งานวิจัยในปี 1990 ของ Kang, H.-W. และคณะ [23] ได้ท าการขึ้นรูปไฮโดรเจลจากเจลาตินด้วย

กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ส าหรับใช้ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ และศึกษาอุณหภูมิการแช่แข็ง 

ได้แก่  -20, -80, และ-196 องศาเซลเซียส (ไนโตรเจนเหลว) พบว่า ไฮโดรเจลที่แช่ในไนโตรเจนเหลว 

(อุณหภูมิการแช่แข็งต่ า)  ท าให้ความหนาแน่นของรูพรุนในไฮโดรเจลเพ่ิมขึ้น เมื่อเทียบกับอุณหภูมิ

การแช่แข็งที่ -20 และ -80 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ยังพบว่า ขนาดรูพรุนที่อัตราการแช่แข็ง -20 

องศาเซลเซียส มีขนาดใหญ่และไม่สม่ าเสมอ เนื่องจากโมเลกุลของน้ ารวมตัวกับโมเลกุลที่ชอบน้ าใน 

เจลาติน ท าให้ผลึกน้ าแข็งที่มีขนาดใหญ่ แต่เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการแช่แข็งท าให้ขนาดของรูพรุนมี

ขนาดเล็ก 

 เมื่อปี 2009 Mandal, B. B. และคณะ [24] ได้ศึกษาผลของขนาดรูพรุน ความพรุนและการ

เชื่อมโยงภายในรูพรุนต่อการรอดชีวิตและการเจริญเติบโตของเซลล์  ซึ่งท าการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ 

ไฟโบรอิน โดยใช้สารละลายความเข้มข้นต่าง ๆ (2, 4, และ 6 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก) ด้วยเทคนิคการ

ท าแห้งแบบเยือกแข็งท่ีอุณหภูมิในการแช่แข็ง (-20, -80, และ -196oC) จากผลการวิจัยพบว่า เมื่อลด

อุณหภูมิในการแช่แข็งลง ผลึกน้ าแข็งมีขนาดเล็ก ส่งผลให้รูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์มีขนาดลดลง แต่

ในกรณีที่อุณหภูมิในการแช่แข็งต่ า (ติดลบน้อย) ผลึกน้ าแข็งจะมีขนาดใหญ่ เพราะโมเลกุลของน้ ามี

เวลามากพอในการรวมตัว นอกจากนี้ยังพบว่า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารละลายโปรตีน (ไฟโบร 

อิน) รูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์มีขนาดลดลง ผลการทดสอบการรอดชีวิตและการเจริญเติบโตของเซลล์ 

human foreskin fibroblast บนโครงเลี้ยงเซลล์พบว่า เซลล์สามารถเจริญเติบโตได้สูงที่สุดในโครง

เลี้ยงเซลล์ที่มีรูพรุนขนาด 80-100 ไมโครเมตร  (อุณหภูมิในการแช่แข็ง -196oC) เนื่องจากโครงเลี้ยง

เซลล์มกีารเชื่อมโยงภายในรูพรุนสูง และมีความพรุนสูง (ประมาณ 96 เปอร์เซ็นต)์   

 นอกจากนี้ในปี 2007 He, J., D. และคณะ [25] ได้ท าการพัฒนาโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่าง 

เจลาตินและไคโตซานให้เป็นวัสดุที่มีโครงสร้างภายในชัดเจน (well-defined internal  

morphology) โดยใช้เทคนิค Solid freeform fabrication (SFF) รวมกับการขึ้นรูปโครงสร้างขนาด

เล็ก (microfabrication) และกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ที่สัดส่วนของเจลาตินต่อไคโตซาน

ต่าง ๆ กัน และเชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก  
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จากผลการวิจัยพบว่า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นรวมของสารละลาย ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ิมขึ้น

จาก 90.62 เป็น 98.13 เปอร์เซ็นต์ ทั้งนี้ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ที่สูง ต้องมีการผ่านเข้าของ

ออกซิเจนและสารอาหาร รวมทั้งมีการผ่านออกของของเสียได้อย่างสะดวก นอกจากนี้ยังพบว่า 

อุณหภูมิในการแช่แข็งลดลง (ติดลบมาก) ท าให้รูพรุนเฉลี่ยมีขนาดเล็กลง  

 2. การท าแห้งระยะที่ 1 (Primary drying) ขั้นตอนนี้เป็นการลดความดันลงเพ่ือให้ผลึก

น้ าแข็งที่อยู่ภายในเกิดการระเหิดเป็นไอออกจากผลิตภัณฑ์  โดยการระเหิดนี้จะอาศัยพลังงาน

ภายนอก (ปั๊มสุญญากาศเป็นตัวก าเนิดพลังงาน) เป็นตัวพาความร้อนเข้าสู่เนื้อของสารแช่แข็ง เพ่ือให้

ชั้นของผลึกน้ าแข็งซึ่งเป็นน้ าอิสระ (Free water) ระเหิดออกไป การระเหิดในขั้นตอนนี้สามารถลด

ปริมาณความชื้นในผลิตภัณฑ์ประมาณ 20 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนักแห้ง  

 พฤติกรรมการระเหิดของผลึกน้ าแข็งระหว่างการท าแห้งระยะที่ 1 (ดังแสดงในรูปที่ 2.5) มี 

ดังนี้ ขั้นแรกเกิดการระเหิดจากชั้นน้ าแข็งบริเวณผิวหน้าตัวอย่าง โดยจะเกิดการถ่ายเทความร้อน

โดยตรงผ่านผิวที่สัมผัสกับด้านล่างของภาชนะและจากผนังของภาชนะไปยังตัวอย่างแช่แข็ง โดยชั้น

น้ าแข็งจะกลายเป็นชั้นแห้ง ส่วนขั้นที่สอง ชั้นน้ าแข็งที่อยู่ภายในตัวอย่างจะระเหิดผ่านชั้นแห้งออกสู่

ผิวหน้าของตัวอย่าง ทั้งนี้เวลาในการระเหิด (sublimation time) ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นสารตัวอย่าง  

 

 
รูปที่ 2.5 การถ่ายเทมวลสารและพลังงานในระหวางการท าแหงแบบเยือกแข็ง [22] 

 

 3. การท าแห้งระยะที่ 2 (Secondary drying) เป็นการก าจัดน้ าที่ถูกยึดไว้ด้วยพันธะทางเคมี 

(bound water) ในผลิตภัณฑ์ ซึ่งไม่ตกผลึกและแข็งตัวไปกับน้ าอิสระ เรียกขั้นตอนนี้ว่าการคายน้ าที่

ดูดซับ (desorption) โดยขั้นตอนนี้จะเกิดขึ้นเมื่อน้ าอิสระระเหิดหมดไปในขั้นตอนการท าแห้งระยะที่ 

1 ซึ่งในช่วงของการคายน้ าที่ดูดซับ อุณหภูมิของผลิตภัณฑ์จะเพ่ิมสูงขึ้นอยู่ในช่วง 20-40 องศา
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เซลเซียส เนื่องจากการถ่ายเทความร้อนแฝงท าให้ชั้นน้ าแข็งหมดไป พลังงานจากแหล่งให้ความร้อน

จึงถ่ายเทสู่ผลิตภัณฑ์โดยตรง ขั้นตอนนี้เป็นขั้นตอนที่ใช้เวลามากท่ีสุด  

 

 ข้อดีของกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง  

  1. ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีโครงสร้างใกล้เคียงกับตอนเริ่มต้น 

  2. ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีโครงสร้างรูพรุนเกิดข้ึน เนื่องจากส่วนของน้ าที่ถูกยึดไว้ด้วยพันธะ

ทางเคมี (bound water) ถูกดึงออกไป 

  3. เมื่อน าผลิตภัณฑ์มาแช่ในน้ า โมเลกุลของน้ าสามารถแทรกเข้าไปในโครงสร้างที่

เป็นรูพรุนได้ ส่งผลให้ผลิตภัณฑ์สามารถคืนตัว (rehydration) ได้อย่างรวดเร็ว  

 ข้อเสียของกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง  

  1. เครื่องมือมีราคาแพงกว่าการท าแห้งโดยทั่วไป ประมาณ 3 เท่า 

  2. ใช้พลังงานในขั้นตอนการท าแห้งสูง 2-3 เท่า เมื่อเทียบกับวิธีการท าแห้งแบบ

ทั่วไป 

  3. ใช้เวลาในการท าแห้งแต่ละรอบนานประมาณ 24-72 ชั่วโมง  

  4. ส าหรับตัวอย่างทางชีวภาพ (biological sample) โครงสร้างของตัวอย่างหลัง

เสร็จสิ้นกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็งอาจมีการฉีกขาดได้ เนื่องจากการก่อตัวของผลึกน้ าแข็ง

ภายในชิ้นงาน 

  

2.4 ชีววัสดุ (Biomaterials) 

ปัจจุบันได้มีการน าชีววัสดุ (biomaterial) มาใช้ในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่ออย่างหลาก 

หลาย เนื่องจากสมบัติเด่นในด้านความเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อ สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ ไม่เป็น

พิษต่อเซลล์ในร่ายกาย พอลิเมอร์ที่มีความนิยมตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน เช่น ไฟโบรอินไหมไทย มี

สมบัติเชิงกลที่ดี และเจลาติน ซึ่งเป็นอนุพันธุ์ย่อยของคอลลาเจนที่เป็นองค์ประกอบในผิวหนังและ

ช่วยในการเจริญเติบโตของเซลล์  ส่วนชีววัสดุที่ได้รับความสนใจอีกชนิดหนึ่งคือ กรดไฮยาลูรอนิคที่

เป็นสารในกลุ่มไกลโคสะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan, GAG) ซึ่งเป็นองค์ประกอบในเมทริกซ์

นอกเซลล์ (extracellular matrix) ซึ่งมีส่วนช่วยในเรื่องการหายของบาดแผล รายละเอียดชีววัสดุแต่

ละชนิดมีดังนี้  
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2.4.1 ไหม (Silk)  

เส้นใยไหมมีแหล่งก าเนิดตามธรรมชาติ ส่วนใหญ่ผลิตจากแมลงในไฟลัม Arthropoda 

เช่น หนอนไหมและแมงมุม ไหมท่ีได้จากตัวหนอนไหม (silkworm silk) จัดเป็นโปรตีนประเภทเส้นใย

และแบ่งออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ 

1. ไหมป่า (wild silkworm หรือ non-mulberry silkworm) เป็นไหมที่กินพืชอ่ืนที่ไม่ใช่

ใบหม่อนเป็นอาหาร เช่น ไหมอีรี่ (Eri silkworms) ไหมทาชาร์ (Tasar silkworms) และไหมมูกา 

(Muga silkworm)  

 2. ไหมกินใบหม่อนหรือไหมบ้าน (Mulberry silkworms) เป็นหนอนไหมที่มนุษย์

เพาะเลี้ยงโดยใช้ใบหม่อนสดเป็นอาหาร ตัวหนอนไหมที่ใช้เลี้ยงมีชื่อวิทยาศาสตร์ คือ Bombyx mori 

โดยมีการจ าแนกชั้นทางวิทยาศาสตร์ดังนี้ [26] 

    Phylum  :  Arthropoda 

    Class  : Insecta 

    Sub – Class  :  Pterygota 

    Division  :  Endopterygota 

    Order   :  Lepidoptera 

    Family   :  Bombycidae 

    Genus   :  Bombyx 

    Species :    mori 

 

2.4.1.1 โครงสร้างของเส้นใยไหม 

ไหมที่ได้จากหนอนไหม Bombyx mori ประกอบด้วยโปรตีนหลัก 2 ส่วนคือ เซริซิน 

(sericin) และโฟโบรอิน (fibroin) ดังแสดงในรูปที่ 2.6 เซริซินถูกสร้างมาจากต่อมบริเวณส่วนกลาง

ของล าตัวหนอนไหมมีสมบัติเหนียวคล้ายกาวเคลือบอยู่รอบ ๆ เส้นไหมหรือไฟโบรอิน ท าหน้าที่

เคลือบหรือห่อหุ้มและเป็นกาวยึดเกาะเส้นไฟโบรอินให้คงสภาพเป็นรังไหมไว้ได้ สามารถละลายในน้ า

ร้อนหรือด่างอ่อน ส่วนไฟโบรอินถูกสร้างมาจากต่อมบริเวณส่วนหลังของหนอนไหมเป็นโปรตีนเส้นใย

ที่ไม่ละลายน้ า แต่จะถูกย่อยสลายด้วยด่างแก่ [5] นอกจากนั้นรังไหมยังประกอบด้วยส่วนประกอบ 
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อ่ืน ๆ ได้แก่ ไขมัน น้ ามัน แร่ธาตุต่าง ๆ และสีที่ปรากฏตามธรรมชาติ เป็นต้น ปริมาณของ

องค์ประกอบหลักต่าง ๆ ของเส้นไหมแสดงในตารางที่ 2.1  

  

ก) ข) 

รูปที่ 2.6 โครงสร้างของเส้นใยไหมท่ีได้จากหนอนไหม ก) ภาพจากกล้องจุลทรรศน์  
ข) ภาพวาด [27] 

   
ตารางท่ี 2.1 องค์ประกอบของเส้นใยไหม [28] 

 องค์ประกอบ ปริมาณ (%) 

1. ไฟโบรอิน (Fibroin) 70 - 80 

2. เซริซิน (Sericin) 20 - 30 

3. ไขมัน แว๊กซ์ (Fat and wax) 0.4 – 0.8 

4. สารไฮโดรคาร์บอน 1.2 - 1.6 

5. สารสี (Pigment) 0.2 

6. ปริมาณเถ้า (Ash) 0.7 

 

 1. ไฟโบรอิน (silk fibroin) [27, 29] 

 ไฟโบรอิน (silk fibroin) เป็นองค์ประกอบหลักของเส้นไหม (70-80 %) มีขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางประมาณ 10-25 ไมโครเมตร ประกอบด้วยกรดอะมิโน 18 ตัว ดังแสดงในตารางที่ 2.2 โดย

มีกรดอะมิโนหลัก 4 ชนิด คือ ไกลซิน (Glycine, Gly) อะลานิน (Alanine, Ala) เซริน (Serine, Ser) 

และไทโรซิน (Tyro sine, Tyr) [30]  ไฟโบรอินมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 391 กิโลดาลตัน [31, 32] 

และมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบที่ซับซ้อนอยู่ 3 ส่วน ได้แก่ สายโซ่โปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง (Heavy 

Chain) หรือที่เรียกว่า H-chain ซึ่งเป็นหน่วยที่ใหญ่ที่สุดมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 350 กิโลดาลตัน 

ประกอบด้วยไกลชิน 46% อะลานิน 30% และซีริน 12% แบ่งเป็นส่วนที่ชอบน้ าและส่วนที่ไม่ชอบน้ า
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เรียงตัวแบบสลับ โดยส่วนที่ไม่ชอบน้ าประกอบด้วยหมู่อะมิโนที่เรียงตัวเป็นหน่วยซ้ า คือ [Gly-Ala-

Gly-Ala-Ser]n  ถึง 2 ใน 3 ของสาย H-chain ซ่ึงจัดเรียงตัวอยู่ในรูปแผ่นพลีทเบตา (β-pleated 

sheet) แสดงในรูปที่ 2.7 เป็นแผ่นมีลักษณะเป็นจีบหรือคลื่นแบบไม่ขนาน (Antiparallel) มีพันธะ

ไฮโดรเจนเชื่อมระหว่างสายพอลิเปบไทด์และเป็นบริเวณที่มีประจุ จึงท าให้ H-chain มีความไม่ชอบ

น้ าสูงมาก โดย H-chain จะท าหน้าที่เป็นตัวเชื่อมสายโซ่โปรตีนที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า (Light chain) 

หรือที่เรียกว่า L-chain ด้วยพันธะไดซัลไฟด์ (Disulfide bond)  L-chain มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 

25 กิโลดาลตัน ประกอบด้วย กรดอะมิโนลิวซีน ไอโซลิวซิน วาลีน และกรดอะมิโนชนิดที่เป็นกรด 

(acidic amino acid) จ านวนมาก [33] และส่วนที่สามคือ โปรตีนที่เรียกว่า P25 เป็นไกลโคโปรตีนมี

น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 30 กิโลดาลตัน ซึ่ง P25 จะเชื่อมกับ H-L complex ด้วยอันตรกิริยาของ

ส่วนที่ไม่ชอบน้ า (Hydrophobic Interaction) โดยอัตราส่วนของ H-chain:L-chain:P25 คือ 6:1:1 

[34] 
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ตารางท่ี 2.2 องค์ประกอบของกรดอะมิโนในเส้นใยไฟโบรอินและเซริซินของ Bombyx mori  [35]  
 

ชนิดกรดอะมิโน 

ไฟโบรอิน 
ปริมาณเซริซิน 

(กรัม/100 กรัม

โปรตีน) 

ปริมาณไฟโบร 

อิน (กรัม/100 

กรัมโปรตีน) 

ประจุ 

ความชอบ

น้ า/ความไม่

ชอบน้ า 

กรดอะมิโน

ชนิดไม่มีข้ัว 

(non-polar 

amino acid) 

Glycine 42.8 กลาง ชอบน้ า 8.8 

Alanine 32.4 กลาง ไม่ชอบน้ า 4.0 

Leucine 0.7 กลาง ไม่ชอบน้ า 0.9 

Isoleucine 0.9 กลาง ไม่ชอบน้ า 0.6 

Valine 3.0 กลาง ไม่ชอบน้ า 3.1 

Phenylalanine 1.2 กลาง ไม่ชอบน้ า 0.6 

Proline 0.6 กลาง ไม่ชอบน้ า 0.5 

กรดอะมิโน

ชนิดที่เป็น

กรด (acidic-

amino acid)  

Aspartic Acid 1.9 ลบ ชอบน้ า 16.8 

Glutamic Acid 1.7 ลบ ชอบน้ า 10.1 

asicamino 

acid 

Arginine 0.9 บวก ชอบน้ า 4.2 

Histidine 0.3 บวก ชอบน้ า 1.4 

Lysine 0.5 บวก ชอบน้ า 5.5 

Oxy-amino 

acid 

Serine 14.7 กลาง ชอบน้ า 30.1 

Threonine 1.2 กลาง ชอบน้ า 8.5 

Tyrosine 11.8 กลาง ชอบน้ า 4.9 

sulfur-

complex 

Amino acid  

Methionine 0.2 กลาง ไม่ชอบน้ า 0.1 

Tryptophan 0.5 กลาง ชอบน้ า 0.5 

Cystine 0.1 กลาง ไม่ชอบน้ า 0.3 
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 นอกจากนี้ประจุของเส้นใยไฟโบรอินยังขึ้นอยู่กับค่า pH ด้วย เนื่องจากค่าไอโซอิเล็กตริก 

(Isoelectric Point, pI) ของเส้นใยไฟโบรอินอยู่ในช่วง 3.8–4.5 ดังนั้น ถ้าเส้นใยไฟโบรอินอยู่ใน

สารละลายที่มีค่า pH ต่ ากว่าค่า pI ประจุโดยรวมของเส้นใยเป็นประจุบวก แต่ถ้าถ้าเส้นใยไฟโบรอิน

อยู่ในสารละลายที่มีค่า pH มากกว่าค่า pI ประจุโดยรวมของเส้นใยเป็นประจุลบ 

  

ก) ข) 

รูปที่ 2.7 โครงสร้างของเส้นใยไฟโบรอิน ก) ลักษณะแผ่นพลีทเบตา (ß-Pleated Sheet) 
ข) การเรียงตัวของหมู่อะมิโน [36, 37]  

  

 2. เซริซิน (Sericin)  

 เซริซิน (Sericin) หรือกาวไหมมีประมาณ 20–30% ของรังไหม สามารถละลายน้ าได้ ท า

หน้าที่ห่อหุ้มเส้นใยไฟโบรอิน 2 เส้นให้ยึดติดกัน หมู่อะมิโนที่เป็นองค์ประกอบหลักของเซริซิน ได้แก่ 

เซริน (Serine) ทรีโอนีน (Threonine) กรดแอสพาติก (Aspartic Acid) และกรดกลูตามิค 

(Glutamic Acid) [38] เซริซินประกอบด้วยกรดอะมิโนที่มีความเป็นขั้วสูง กรดอะมิโนเหล่านี้จะมี

โครงสร้างแบบอสัณฐาน (amorphous) เซริซินแบ่งออกเป็น 3 ส่วน ดังแสดงในรูปที่ 2.8 ได้แก่  

เซริซิน I คือ เซริซินชั้นนอก สามารถละลายออกง่ายทีสุ่ด (ประมาณ 40%) 

เซริซิน II คือ เซริซินชั้นกลาง สามารถละลายได้ในสารละลายที่เป็นด่างอ่อน (ประมาณ 

40-50%) 

เซริซิน III คือ เซริซินชั้นใน เป็นเซริซินส่วนที่ยึดกับแกนเส้นไหมไฟโบรอิน สามารถละลาย

ได้สารละลายที่เป็นด่างอ่อน (ละลายยากที่สุด โดยมีประมาณ 10-20%)  
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รูปที่ 2.8 โครงสร้างของเซริซิน [35] 

 
 2.4.1.2 สมบัติของไหม [5,26] 

ไหมมีสมบัติเด่นหลายประการ ได้แก่ สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ มีสมบัติทางกลที่ดี

เนื่องจากมีโครงสร้างที่เป็นผลึก เป็นส่วนที่ท าให้เส้นไหมมีความแข็งแรงและความยืดหยุ่น ซึ่งสมบัติ

ทางกลของไหมไฟโบรอินจะมีค่าสูง เมื่อเปรียบเทียบกับพอลิเมอร์ชนิดอ่ืนที่สามารถย่อยสลายได้ทาง

ชีวภาพดังแสดงในตารางที่ 2.3 จึงท าให้เส้นใยไหมสามารถทนแรงกดอัดได้ดี นอกจากนี้ยังมี

ความสามารถในการเข้ากันได้กับเซลล์ของสิ่งมีชีวิตโดยไม่ก่อเกิดให้ความเป็นพิษต่อเซลล์ มีความคง

ตัว สามารถทนความร้อนได้สูง 

ตารางท่ี 2.3 สมบัติทางกลของพอลิเมอร์ที่สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ [39] 
 

แหล่งที่มาของชีววัสดุ มอดูลัส (GPa) UTS (MPa) % Strain at break 

B. mori silk (with sericin) 5–12 500 19 

B. mori silk (without sericin) 15–17 610–690 4–16 

B. mori silk 10 740 20 

N. clavipes silk 11–13 875–972 17–18 

Collagen 0.0018–0.046 0.9–7.4 24–68 

Cross-linked collagen 0.4–0.8 47–72 12–16 

Polylactic acid 1.2–3.0 28–50 2–6 

GPa = Giga pascal (x109) 

UTS=Ultimate tensile strength 

MPa=Mega pascal (x106) 
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 2.4.1.3 การประยุกต์ใช้งานของไหม  

จากสมบัติของไหมดังที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น ท าให้มีการน าไหมมาประยุกต์ใช้มากมาย 

อาทิ งานด้านสิ่งทอ เครื่องส าอาง ตลอดจนงานทางด้านการแพทย์ เป็นต้น โดยเฉพาะในปัจจุบันไหม

ได้รับความสนใจในการประยุกต์ใช้งานทางด้านการแพทย์และด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่ออย่างมาก เช่น 

น าไหมมาขึ้นรูปเป็นฟิล์มหรือเป็นแผ่นเส้นใย เพ่ือใช้ในการตกแต่งแผลหรือผิวหนังที่มีรอยแผลเป็น 

หรือขึ้นรูปเป็นไฮโดรเจล เพื่อใช้เป็นตัวน าส่งยา ยังสามารถน าไปขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ เพ่ือใช้เป็น

วัสดุค้ าจุนส าหรับการยึดเกาะของเซลล์ [40]  

นอกจากนี้ในปี 2000 Yeo, J. H. และคณะ [41] รายงานว่าเมื่อน าแผ่นปิดแผลซึ่งเป็น

ส่วนผสมระหว่าง polyvinyl alcohol (PVA)  ไคโตซาน และไฟโบรอิน (สัญลักษณ์ย่อคือ PCF) มา

ปิดบาดแผลให้หนู พบว่าช่วยลดการอักเสบได้ดี มีผลท าให้ผิวหนังหายได้เร็ว รวมทั้ง เมื่อปี 1999 

Santin, M. และคณะ [42] พบว่า เมมเบรนไฟโบรอิน สามารถชักน าให้เกิดการสร้างเนื้อเยื่อขึ้นมา

ทดแทน และรักษาอาการผิวหนังไหม้ ลดการอักเสบของบาดแผลในหนูได้  ในปี 2005 Gil, Eun S. 

และคณะ [43] ได้ท าการศึกษาการผลิตเมมเบรนโปรตีน โดยใช้สารละลายผสมไฟโบรอินไหมและ 

เจลาติน โดยพบว่าปฏิกิริยาการเป็นผลึกของสารละลายไฟโบรอินไหมที่ผสมกับเจลาตินไม่แตกต่างกัน

กับปฏิกิริยาการเป็นผลึกของสารละลายไหมไฟโบรอินที่ไม่ได้ผสมเจลาติน ท าให้ทราบว่าสมบัติของ

ไหมไฟโบรอินไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อผสมกับเจลาติน ในปี 2012 Kasoju, N. และคณะ [44] ได้น า

ไหมไฟโบรอินมาใช้เป็นวัสดุทดแทนในงานด้านศัลยกรรมหลอดเลือดและเส้นประสาท โดยใช้ไหม 

ไฟโบรอินเป็นวัสดุทดแทนหลอดเลือดเทียม หรือใช้เป็นโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ือกระตุ้นและปรับปรุงการ

ท างานของเซลล์ประสาทขั้นต้นให้ท างานดีขึ้น  

  2.4.2 กรดไฮยาลูรอนิค (Hyaluronic acid)  

กรดไฮยาลูรอนิค จัดเป็นชีววัสดุประเภทพอลิแซ็กคาไรด์ที่พบได้ในธรรมชาติ มีน้ าหนัก

โมเลกุลสูง ถูกค้นพบครั้งแรกโดย Karl Meyer และ John Palmer เมื่อปี ค.ศ.1934 ซึ่งได้ท าการ

สกัดแยกกรดไฮยาลูรอนิคจากน้ าเลี้ยงลูกตาของวัว และพบว่ามีส่วนประกอบของโมเลกุลของน้ าตาล 

2 โมเลกุล หนึ่งในนั้นคือ uronic acid จึงเป็นที่มาของชื่อ hyaluronic acid ซึ่งมีรากศัพท์มาจาก

ภาษากรีก hyalos แปลว่าแก้ว (glass) และ uronic acid และได้มีการใช้ชื่อเรียกแตกต่างกันไป เช่น 

hyaluronan, hyaluronate เป็นต้น ต่อมากรดไฮยาลูรอนิคถูกน ามาใช้ในทางการค้า โดยในปี ค.ศ.
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1942  Endre Balazs ใช้กรดไฮยาลูรอนิคแทนไข่ขาวในการท าเบเกอรี่ และตั้งแต่ปี ค.ศ. 1950 ได้มี

การน ากรดไฮยาลูรอนิคมาประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์มากขึ้น [2] 

นอกจากกรดไฮยาลูรอนิคพบได้ในน้ าเลี้ยงลูกตาวัวหรือเนื้อเยื่อเก่ียวพันแล้ว ยังอาจจะพบ

ในแหล่งอ่ืนเช่น ผิวหนัง (skin) เอ็น (tendons) กล้ามเนื้อ (muscles) กระดูกอ่อน (cartilage) สาย

สะดือ (umbilical cord) น้ าไขข้อ (synovial fluid) และหงอนไก่ตัวผู้ (rooster combs) และยังพบ

ได้ในแบคทีเรียบางชนิด เช่น S.pyogenes กรดไฮยาลูรอนิคที่สกัดได้จากแหล่งต่าง ๆ จะมีปริมาณ

มากน้อยแตกต่างกันไป ดังแสดงในตารางที่ 2.4  

 

ตารางท่ี 2.4 ปริมาณกรดไฮยาลูรอนิคที่สกัดได้จากอวัยวะส่วนต่าง ๆ ของหนู [45] 
 

อวัยวะ 
ปริมาณกรดไฮยาลูรอนิคทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 

หนูทั้งตัว 60.5 

ผิวหนัง (Skin) 33.8 

กล้ามเนื้อ (Muscles) 4.69 

โครงสร้างของระบบกระดูกและส่วนรับรอง            

( Skeleton and supporting structures) 

16.2 

ล าไส้ (Intestines) และกระเพาะอาหาร 

(stomach) 

0.50 

อวัยวะภายในอ่ืน ๆ (Remaining internal) 

organs 

5.25 

 

 2.4.2.1 โครงสร้างของกรดไฮยาลูรอนิค 

กรดไฮยาลูรอนิคเป็นสารอินทรีย์ประเภทเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ (Heteropoly 

saccharide) ในกลุ่มไกลโคอะมิโนไกลแคน (Glycoaminoglycan, GAG) หรือมิวโคพอลิแซ็กคาไรด์ 

(Mucopolysaccharide) มีลักษณะเป็นพอลิเมอร์ที่มีโครงสร้างโมเลกุลมีลักษณะเป็นเกลียวแบบสุ่ม 

(random coil structure) ที่เกี่ยวพันกันเป็นร่างแห มีน้ าหนักโมเลกุลสูง สูตรโมเลกุลคือ 
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(C14H21NO11)n โดย n >1,000 ความยาวของพอลิแซ็กคาไรด์ขึ้นอยู่กับแหล่งที่สกัดแยก วิธีการสกัด

แยกและวิธีการตรวจวัด ตารางที่ 2.5 แสดงน้ าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิคจากแหล่งต่าง ๆ จะ

เห็นได้ว่ากรดไฮยาลูรอนิคที่สกัดได้จากแบคทีเรียกลุ่ม S.pyogenes จะมีน้ าหนักโมเลกุลต่ ากว่าที่สกัด

ได้จากแหล่งอ่ืน โดยทั่วไปกรดไฮยาลูรอนิคที่พบในธรรมชาติและที่สกัดได้มักอยู่ในรูปของเกลือ

โซเดียม คือ โซเดียมไฮยาลูรอนิค และพบบ้างในรูปของเกลือโพแทสเซียม คือ โพแทสเซียมไฮยาลู 

รอนิค ซึ่งน้ าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วงตั้งแต่ 106-107 ดาลตัน [46]  

 

ตารางท่ี 2.5 น้ าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิคจากแหล่งต่าง ๆ [47] 
 

แหล่งที่ได้ 
น้ าหนักโมเลกุล  
(กิโลดาลตัน) 

เอกสารอ้างอิง 

รกของทารก 3,000-4,000 Laurent, 1995 

วุ้นตา 77-1,700 Laurent และคณะ ,1960 

น้ าไขข้อ 57-1,300 Rowen และคณะ, 1956 

S.pyogenes 55 Bracke และคณะ, 1985 

 

โครงสร้างโมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิคประกอบด้วยหน่วยย่อยที่ซ้ ากันของไดแซ็กคาไรด์ 

(Disaccharide) ได้แก่ N-acetyl-D-glucosamine และ D-glucuronic acid ดังแสดงในรูปที่ 2.9 

 
 
 
 

 
รูปที่ 2.9 โครงสร้างของกรดไฮยาลูรอนิค  [2] 

 

น้ าตาลโมโนแซ็กคาไรด์ทั้งสองชนิดภายในหน่วยย่อยไดแซ็กคาไรด์จะเชื่อมต่อกันด้วย

พันธะ β-1,4 glycosidic bond ระหว่างคาร์บอนอะตอมที่ 1 ของ N-acetyl-D-glucosamine กับ

คาร์บอนอะตอมที่ 4 ของ D-glucuronic acid และหน่วยย่อยของน้ าตาลไดแซคคาไรด์จะเชื่อมต่อกัน
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ด้วยพันธะ β-1,3 glycosidic bond ระหว่างคาร์บอนอะตอมที่ 1 ของ D-glucuronic acid กับ

คาร์บอนอะตอมที่ 3 ของ N-acetyl-D-glucosamine และจากการที่มีส่วนของกลูโคโรนิคที่มีประจุ

เป็นลบ (anionic) จึงท าให้กรดไฮยาลูรอนิคแสดงประจุลบ ซึ่งท าให้มีความสามารถในจับตัวกับ

ไอออนที่เป็นประจุบวกได้ 

 

 2.4.2.2 สมบัติของกรดไฮยาลูรอนิค 

เนื่องจากกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบของเนื้อเยื่อภายในร่างกาย เช่น ผิวหนั ง 

กระดูกอ่อน สายรก วุ้นตา น้ าไขข้อ และหงอนไก่ สมบัติทางกายภาพของกรดไฮยาลูรอนิคจึงมีความ

เกี่ยวข้องกับกระบวนการทางชีวภาพต่าง ๆ ในสิ่งมีชีวิต เช่น กรดไฮยาลูรอนิคในน้ าไขข้ออาศัย

คุณสมบัติของความหนืด ท าหน้าที่เป็นสารหล่อลื่น นอกจากนีก้รดไฮยาลูรอนิคในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม

ยังสามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ลิมโฟมาร์ (lymphoma cell) ยับยั้งปฏิกิริยาการต่อต้าน

เซลล์ปลูกถ่าย  

กรดไฮยาลูรอนิคเป็นสารประเภทกรดอ่อนเพราะในโครงสร้างโมเลกุลมีหมู่คาร์บอกซิลที่

แสดงความเป็นกรดเพียงหมู่เดียวเท่านั้น สายโซ่หลักของกรดไฮยาลูรอนิคมีความแข็งแรงมาก

เนื่องจากโมเลกุลประกอบด้วยโครงสร้างทางเคมีที่เชื่อมกันด้วยพันธะไฮโดรเจนมากมาย ซึ่งท าให้

สามารถเกิดอันตรกิริยากับสารอ่ืนได้ง่ายด้วย [48] โครงสร้างโมเลกุลที่มีลักษณะเป็นเกลียวแบบสุ่มที่

เกี่ยวพันกันเป็นร่างแหของกรดไฮยาลูรอนิคนี้ ท าให้กรดไฮยาลูรอนิคมีลักษณะคล้ายเจล  มีความ

เหนียว หนืด และยืดหยุ่น กรดไฮยาลูรอนิคยังมีหน้าที่ส าคัญในการช่วยกักเก็บน้ า โดยพบว่ากรด  

ไฮยาลูรอนิคสามารถกักเก็บน้ าได้มากกว่าพอลิเมอร์ธรรมชาติและพอลิเมอร์ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้น 

ตัวอย่างเช่น สารละลายกรดไฮยาลูรอนิค 2% จะเก็บน้ าได้ถึง 98% หรือน้ าปริมาตร 1 ลิตรจะถูกตรึง

อยู่ในกรดไฮยาลูรอนิคน้ าหนัก 1 กรัม [49] 

นอกจากนี้ยังพบว่า กรดไฮยาลูรอนิคมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ และ

สามารถย่อยสลายได้ โดยการย่อยสลายจะท าให้น้ าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิคลดลง สายโซ่

โมเลกุลสั้นลง การย่อยสลายกรดไฮยาลูรอนิคนี้จะกล่าวโดยละเอียดในหัวข้อ 2.4.2.3 ต่อไป  
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 2.4.2.3 การย่อยสลายของกรดไฮยาลูรอนิค 

การย่อยสลายกรดไฮยาลูรอนิคสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การใช้คลื่นเสียงที่มีความถี่สูง 

(Ultrasonication) รวมทั้งการสลายตัวของพอลิเมอร์แบบอนุมูลอิสระ (Free radical depoly- 

merization) ที่เกิดผ่านกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze drying) นอกจากนี้กรดไฮยาลู 

รอนิคยังสามารถถูกย่อยสลายได้โดยใช้รังสีบางชนิด เช่น การฉายรังสี อัลตราไวโอเลต (UV 

irradiation) โอโซน (Ozone treatment) ซึ่งจะท าให้ความหนืดและน้ าหนักโมเลกุลของ

สารละลายไฮยาลูรอนิคลดลง ในปี 2008 Stern และคณะ [50] รายงานว่าเมื่อกรดไฮยาลูรอนิคมี

น้ าหนักโมเลกุลต่ าจะส่งผลท าให้สมบัติทางชีวภาพมีค่าแตกต่างกัน เมื่อเทียบกับน้ าหนักโมเลกุลที่สูง

กว่า และเมื่อปี 2001 Miyazaki, T. และคณะ [51] ศึกษาการใช้รังสีแกมมา (gamma irradiation) 

ในการย่อยสลายกรดไฮยาลูรอนิคให้มีน้ าหนักโมเลกุลต่ าท าให้สามารถเพ่ิมฤทธิ์การต้านทานการเกิด

ออกซิแดน (antioxidant activity) ได ้

ส าหรับการย่อยสลายของกรดไฮยาลูรอนิคด้วยคลื่นเสียงที่มีความถี่สูง (ultrasoni- 

cation) คือการใช้คลื่นอัลตร้าซาวน์หรือคลื่นอัลตร้าโซนิก (ultrasonic waves) ซึ่งมีพลังงานที่เกิด

จากสั่นของคลื่นประมาณ 20,000 ครั้งต่อวินาทีหรือสูงกว่า หรือคลื่นความดัน (pressure waves) ที่

มีความถ่ีสูงกว่าคลื่นเสียงปกติ (สูงกว่า 20,000 กิโลเฮิร์ตซ์) ส่งผ่านเข้าสู่ตัวกลางสารละลายพอลิเมอร์

จะท าให้เกิดปรากฎการณ์การกดอัดของของเหลว เนื่องจากคลื่นที่เคลื่อนที่ผ่านตัวกลางจะเกิดการ

เปลี่ยนแปลงความดันคือ เกิดเป็นช่วงอัดและขยาย ซึ่งในช่วงขยายเมื่อคลื่นเคลื่อนที่ผ่านตัวกลางจะ

ท าให้เกิดฟองอากาศขนาดเล็กจ านวนมาก โดยกระบวนการเกิดและสลายของฟองอากาศขนาดเล็ก

จ านวนมากอย่างรวดเร็ว เรียกว่า กระบวนการ cavitation [51] จากนั้นเมื่อฟองอากาศได้รับแรงจาก

คลื่นในช่วงอัดจะท าให้ฟองอากาศแตกออกและปลดปล่อยพลังงานมหาศาลออกมา ส่งผลให้พันธะ

เคมีถูกท าลาย และท าให้สายโซ่โมเลกุลเล็กลง ยิ่งให้เวลาในการส่งคลื่นนาน ยิ่งท าให้น้ าหนักโมเลกุล

ลดลงมาก การย่อยสลายวิธีนี้จะเกิดแบบไม่เจาะจง (non-random fashion) มีผลท าให้เกิดการ

กระจายตัวของน้ าหนักโมเลกุลกว้าง นอกจากนี้การย่อยสายด้วยวิธีนี้จะเกิดแบบไม่สมบรูณ์ โดยสาย

โซ่โมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิคจะไม่ถูกย่อยสลายจนกลายเป็นมอนอเมอร์ [52] การเลือกใช้คลื่นเสียง

ที่มีความถี่สูงในการย่อยสลายสายโซ่โมเลกุลของพอลิเมอร์นี้ เป็นเพียงการแยกพันธะทางเคมีเท่านั้น 

แต่จะไม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางเคมีของพอลิเมอร์ จึงเป็นวิธีที่เป็นที่ยอมรับว่าสามารถ

ลดขนาดโมเลกุลและลดความหนืดสารละลายพอลิเมอร์ได้  
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ในปี 2001 Miyazaki, T. และคณะ [51] ได้ใช้คลื่นเสียงที่มีความถี่สูงในการตัดสายโซ่

โมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิค และศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิ ความเข้มข้มของกรดไฮยาลูรอนิค  

การอยู่ร่วมกันของไอออนบวก (coexisting cations) และผลของค่าความแรงไอออน (ionic 

strength) ต่อโครงสร้างของโมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิค รวมทั้งศึกษาอัตราการย่อยสลาย การ

กระจายตัวของน้ าหนักโมเลกุลที่เปลี่ยนไป จากผลการทดลองพบว่า  เมื่อเพ่ิมความหนาแน่น 

(intensity) และอัตราการเกิดปฏิกิริยาดีพอลิเมอร์ไรเซชันเริ่มต้น (initial depolymerization rate, 

k) จะท าให้น้ าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิคลดลง โดยตัวแปรที่มีผลกระทบต่อโครงสร้างโมเลกุล

ของกรดไฮยาลูรอนิคมาก คือ k นอกจากนี้ยังพบว่า ไม่ว่าจะส่งคลื่นเสียงความถี่สูงผ่านสารละลาย

กรดไฮยาลูรอนิคแบบต่อเนื่องหรือไม่ต่อเนื่องก็สามารถลดน้ าหนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิคลงได้ 

ส าหรับการประยุกต์ใช้ในงานด้านการแพทย์และเครื่องส าอาง กรดไฮยาลูรอนิคที่มี

น้ าหนักโมเลกุลต่ าจะมีข้อดีกว่ากรดไฮยาลูรอนิคที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง โดยมีรายงานว่า กรดไฮยาลู 

รอนิคที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูงมีสมบัติยับยั้งการเกิดหลอดเลือดใหม่ ต้านการอักเสบ และต้านการ

ตอบสนองของภูมิคุ้มกันบกพร่อง แต่ในทางตรงกันข้าม กรดไฮยาลูรอนิคที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า 

สามารถกระตุ้นการเกิดหลอดเลือดใหม่ และช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้สูงกว่า [4] 

 
 2.4.2.4 บทบาทของกรดไฮยาลูรอนิคต่อการหายของบาดแผล  

ในร่างกายของมนุษย์ที่มีน้ าหนัก 70 กิโลกรัม จะพบปริมาณกรดไฮยาลูรอนิคทั้งหมด 15 

กรัม โดยจะพบมากที่สุดในบริเวณเมทริกซ์ภายในเซลล์ (intercellular matrix) ของผิวหนังและ

เนื้อเยื่อกระดูก รวมทั้งกล้ามเนื้อ ซึ่งพบในเนื้อเยื่อผิวหนังประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยปกติในชั้น

ผิวหนังแท้จะมีกรดไฮยาลูรอนิคความเข้มข้นประมาณ 0.5 และชั้นผิวหนังก าพร้า 0.1 มิลลิลิตรต่อ

กรัมของน้ าหนักเนื้อเยื่อ แต่จะไม่พบกรดไฮยาลูรอนิคในชั้นถัดจาก granular layer และในชั้น 

stratum corneum ส่วนในชั้นหนังแท้กรดไฮยาลูรอนิคจะพบในชั้นที่ต่ ากว่าชั้น basement 

membrane และอยู่รอบ ๆ อวัยวะที่ก าเนิดจากผิวหนัง ดังนั้นความเข้มข้นของกรดไฮยาลูรอนิคที่พบ

ในอวัยวะต่าง ๆ ของแต่ละสปีชีร์จะแตกต่างกันไปดังแสดงในตารางที่ 2.6   
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ตารางท่ี 2.6 ความเข้มข้นของกรดไฮยาลูรอนิค (มิลลิกรัมต่อกรัม) จากแหล่งต่าง ๆ [53] 
 

อวัยวะหรือของไหล มนุษย์เพศชาย แกะ กระต่าย หนู 

สายสะดือ 4100    
น้ าไขข้อ 1400-3600 540 3890  
ผิวหนังแท้ 200    
น้ าเลี้ยงตา 140-338 260 29  
ปอด   98-243  34 
ไต   93-113 30 
พาพิลลา (renal papillae)   250  
คอร์เทกซ์ (renal cortex)   4  
สมอง 35-115  54-76 74 
กล้ามเนื้อ   27  
น้ าเหลืองในทรวงอก 8.5-18 1-34  5.4 
ล าไส้    44 
ตับ   1.5 4 
ของเหลวในดวงตา 
(aqueous humour) 

0.3-2.2 1.6-5.4 0.6-2.5 0.2 

ปัสสาวะ 0.1-0.3    
Lumbar CSF  0.02-0.32    
พลาสมา (ซีรัม) 0.01-0.1 0.12-0.31 0.019-0.086 0.048-0.26 

 
บทบาทของกรดไฮยาลูรอนิคต่อการหายของบาดแผล ได้แก่   

 1. การสร้างเนื้อเยื่อแกรนูเลชัน (granulation tissue) 

 2. การตอบสนองการอักเสบลดลง  

 3. การสร้างหลอดเลือดใหม่ (agiogenesis) 

 4. การเคลื่อนที่ของเซลล์ (cell migration)  

 ใน 1996 งานวิจัยของ Ellis, I. R. และคณะ [54] ศึกษาผลของกรดไฮยาลูรอนิคที่

สังเคราะห์จากภายนอกร่างกาย (exogenous hyaluronan) ต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์
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ที่สกัดแยกจาก human adult และ foetal fibroblast ในระดับห้องปฏิบัติการ (in vitro) จากผล

การทดลองพบว่า ปริมาณกรดไฮยาลูรอนิคและ TGF-b1 (transforming growth factor-beta 1) ที่

ตรวจวัดเพ่ิมขึ้น แสดงถึงเซลล์มีการเคลื่อนที่ได้ดีขึ้น ทั้งนี้ในกรณีเซลล์ adult fibroblast จะไม่

แสดงผล TGF-b1 แต่จะแสดงโกรทแฟคเตอร์ในรูปแบบอื่น เช่น EGF, PDGD, aFGF, และ bFGF     

แสดงให้เห็นว่า กรดไฮยาลูรอนิคเป็นสื่อกลางในการเคลื่อนที่ของเซลล์ เนื่องจากสมบัติทางเคมี

กายภาพ (physiochemical properties) และสมบัติอุ้มน้ าสูงส่งผลท าให้เซลล์เคลื่อนที่ได้ง่าย  

 ทั้งนี้การเคลื่อนที่ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์เกิดจาก กรดไฮยาลูรอนิคเกิดอันตรกิริยากับ

ตัวรับ (receptors เช่น CD44, ICAM-1 และ RHAMM) ถ้าจ านวนตัวรับมีปริมาณมากกว่ากรดไฮยาลู

รอนิคจะท าให้เกิดการเคลื่อนที่ของไฟโบรบลาสต์ ดังนั้นจ านวนไฟโบรบลาสต์ที่เพ่ิมขึ้นในบริเวณ

บาดแผล ส่งผลท าให้สามารถผลิตเมทริกซ์ภายนอกเซลล์ (ECM) และคอลลาเจนได้มากขึ้น  

 5. การเจริญเติบโตของเซลล์ กรดไฮยาลูรอนิคมีส่วนช่วยให้เกิดการเคลื่อนที่และการ

เปลี่ยนสภาพของเซลล์ แต่ไม่มีหลักฐานแน่ชัดว่า กรดไฮยาลูรอนิคมีผล โดยตรงต่อ mitogenic 

acitivity ทั้งนี้เมื่อเกิดกระบวนการแบ่งตัวของเซลล์ จะท าให้ปริมาณกรดไฮยาลูรอนิคเพ่ิมขึ้น จาก

รายงานวิจัยหลายชิ้นพบว่า กรดไฮยาลูรอนิคจากภายนอกร่างกาย (exogenous hyaluronic acid) 

และกรดไฮยาลูรอนิคที่ร่างกายสร้างขึ้นได้เอง จะสัมพันธ์กับการเจริญเติบโตของเซลล์ [55, 56] 

กล่าวคือ เมื่อไม่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบในอาหารเลี้ยงเซลล์ ท าให้การเจริญเติบโตของ

เซลล์ลดลง นอกจากนี้ยังพบว่าสมบัติอุ้มน้ าของกรดไฮยาลูรอนิค ช่วยท าให้สภาพแวดล้อมมีน้ าเป็น

องค์ประกอบมากขึ้น  

 จากงานวิจัยในปี 2013 ของ Wang, H. M. และคณะ [57] ท าการศึกษาการเตรียมโครง

เลี้ยงเซลล์ เพ่ือใช้ในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนังทดแทน จากผลการวิจัยพบว่า เซลล์ human 

skin cell fibroblast มีร้อยละการยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล์ผสมของคอลลาเจน กรดไฮยาลูรอนิค 

และเจลาติน ประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่าค่อนข้างสูง เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลล์มีขนาดรูพรุน

สม่ าเสมอ ทั้งนี้เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ KCs รวมกับเซลล์ MCs และ FBs บนโครงเลี้ยงเซลล์ พบว่า เซลล์

มีการเจริญเติบโตได้ดี เนื่องจากสมบัติอุ้มน้ าสูงของกรดไฮยาลูรอนิค และเซลล์มีการกระจายตัว

สม่ าเสมอ โดยจะพบเซลล์ KCs และ MCs กระจายตัวอยู่บริเวณด้านบนของไฮโดรเจล ในขณที่  FBs 

จะกระจายตัวอยู่ด้านล่าง ทั้งนี้เซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตได้ พบปริมาณคอลลาเจนที่

เซลล์สร้างขึ้น มีค่าสูง (ประมาณ 1.6 เท่า) เมื่อเทียบกับเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนจานเพาะเลี้ยง และเมื่อ
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น าโครงเลี้ยงเซลล์ไปทดสอบกับแผลบนผิวหนังหนู พบว่า แผลมีขนาดเล็กลงและชั้นผิวหนังที่

สร้างใหม่หนาขึ้น เมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ    

 

 2.4.2.5 การประยุกต์ใช้งานของกรดไฮยาลูรอนิค 

กรดไฮยาลูรอนิคได้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ เช่น ใช้ในการรักษาผ่าตัดดวงตา 

เป็นส่วนประกอบในยาหลอดตา (ophthalmics) ใช้รักษาโรคเกี่ยวกับข้อต่อกระดูก (orthopaedics) 

ใช้รักษาบาดแผล (wound healing) นอกจากนี้กรดไฮยาลูรอนิคได้ถูกใช้ในงานด้านศัลยกรรม ใช้เป็น

ตัวต่อต้านการยึดเกาะของแบคทีเรียหลังการผ่าตัดบาดแผลที่ ฟ้ืนตัวช้าและใช้ในอุตสาหกรรม

เครื่องส าอางโดยเป็นส่วนประกอบที่ส าคัญในการให้ความชุ่มชื้นแก่ผิวหนังในครีมทาหน้า เป็นต้น  

นอกจากนี้กรดไฮยาลูรอนิคยังถูกน ามาใช้ในการประยุกต์ใช้ด้านการหายของบาดแผล 

(wound healing) ในปี 2009 Hellstrom, S. และคณะ [58] น ากรดไฮยาลูรอนิคมาใช้งานในหูชั้น

กลางของหนู พบว่า การฉีกขาดของเยื่อแก้วหู  (tympanic membrane) สามารถรักษาให้หายได้

อย่างรวดเร็ว นอกจากนี้ยังพบว่า กรดไฮยาลูรอนิคจากภายนอกร่างกายอาจจะช่วยในการหายของ

บาดแผล โดยที่ไม่ทราบกลไกที่แน่ชัด ทั้งนี้กรดไฮยาลูรอนิคยังช่วยส่งเสริมการเคลื่อนที่ของเซลล์ 

epithelial [59, 60] รวมทั้งช่วยเพ่ิมการเจริญเติบโตและการเคลื่อนที่ของเซลล์ในการสร้างเนื้อเยื่อ

ใหม ่หรือการประสานกันของเนื้อเยื่อ   

ทั้งนี้กรดไฮยาลูรอนิคสามารถละลายได้ในน้ า จึงท าให้มีอัตราการย่อยสลายเร็ว โดย 

เฉพาะเมื่อใช้ภายในร่างกายที่มีเอนไซม์ที่จ าเพาะเจาะจงต่อการย่อยสลายกรดไฮยาลูรอนิค ดังนั้น 

การน ากรดไฮยาลูรอนิคไปประยุกต์ใช้งานในด้านการแพทย์จึงต้องมีการปรับปรุงทางเคมีให้กรด  

ไฮยาลูรอนิคอยู่ในรูปที่ละลายน้ าได้น้อยลง ซึ่งจะท าให้มีอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพช้าลงและมี

เสถียรภาพมากขึ้น การปรับปรุงกรดไฮยาลูรอนิคด้วยวิธีทางเคมีท าได้โดยการเชื่อมขวางด้วยสารเชื่อม

ขวาง (crosslinking agent) ซึ่งจะกล่าวโดยละเอียดในหัวข้อ 2.5 ต่อไป 

 

 2.4.3 เจลาติน (Gelatin)  

เจลาติน (gelatin) เป็นโปรตีนที่ไม่ได้เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติแต่สกัดได้จากคอลลาเจน 

(collagen) ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน กระดูก และผิวหนังของสิ่งมีชีวิต โดยสกัด
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ผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ด้วยกรดหรือด่าง ดังแสดงในรูปที่ 2.10 สมบัติของ 

เจลาตินที่ได้ขึ้นอยู่กับแหล่งที่มาของคอลลาเจนและกระบวนการไฮโดรไลซิส [61] 

 

 
 

รูปที่ 2.10 กระบวนการผลิตเจลาตินชนิดเอและบี [62] 
 

จากรูปที่ 2.10 กระบวนการผลิตเจลาตินแบ่งเป็น 2 ประเภท แต่ละประเภทจะได้ 

เจลาตินต่างชนิดกัน คือ  

1. Basic gelatin (เจลาติน ชนิด A) ได้มาจากกระบวนการที่ใช้กรด (acid process) 

กระบวนการนี้นิยมใช้กับวัตถุดิบจ าพวกหนังหมู กรดที่ใช้ส่วนมากได้แก่ กรดไฮโดรคลอริก (HCl), กรด

ซัลฟิวริก (H2SO4), กรดฟอสฟอริก (H3PO4) เป็นต้น ซ่ึงกระบวนการนี้ท าให้ได้หมู่อะมิโนจ านวนมาก 

เนื่องจากปฏิกิริยาที่เกิดกับหมู่เอไมด์ในคอลลาเจนมีน้อย จึงท าให้เจลาตินมีค่า Isoelectric point 

(pI) ประมาณ 9 ซึ่งใกล้เคียงกับค่า pI ของคอลลาเจน เจลาตินชนิดนี้เหมาะกับการใช้งานร่วมกับ

โปรตีนที่มีสมบัติเป็นกรด  
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2. Acidic gelatin (เจลาติน ชนิด B) ได้มาจากกระบวนการที่ใช้ด่าง (alkaline process) 

กระบวนการนี้จะนิยมใช้กับวัตถุดิบที่เป็นพวกกระดูก สารละลายด่างที่ใช้ ได้แก่ แคลเซียมไฮดรอก

ไซด์ (Ca(OH)2) กระบวนการนี้เป็นกระบวนการไฮโดรไลซิสหมู่เอไมด์ในคอลลาเจน ซึ่งจะได้เจลาตินที่

มีหมู่คาร์บอกซิลปริมาณมาก ท าให้เจลาตินมีประจุเป็นลบ มีค่า Isoelectric point (pI) ประมาณ 5 

ซึ่งเหมาะกับการใช้งานร่วมกับโปรตีนที่มีสมบัติเป็นเบส  

 

 2.4.3.1 โครงสร้างของเจลาติน  

เจลาตินเป็นสารอินทรีย์ที่ประกอบด้วยกรดอะมิโน 18 ชนิด ต่อกันด้วยพันธะเปปไทด์จน

เกิดเป็นพอลิเปปไทด์สายยาว ตารางที่ 2.7 แสดงปริมาณกรดอะมิโนชนิดต่าง ๆ ในเจลาติน ซึ่งมี

กรดอะมิโนหลัก 3 ชนิด คือ ไกลซีน (Glycine, Gly) ร้อยละ 21.4, โพรลีน (Proline, Pro) ร้อยละ 

12.4 และไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline, Hyp) ร้อยละ 11.2 กรดอะมิโนเหล่านี้จะจัดเรียงตัว

เป็นหน่วยซ้ า คือ (-Gly-Pro-Hyp-)n และเชื่อมด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่างสายพอลิเปปไทด์และ

ภายในโมเลกุลจะยึดกันด้วยพันธะโควาเลนต์ ดังแสดงในรูปที่ 2.11 [61] กรดอะมิโนจ าเป็นพวกนี้จะ

แสดงพฤติกรรมชอบน้ า (hydrophilic) จึงท าให้เจลาตินละลายน้ าได้ดี และเนื่องจากเจลาตินเป็น

อนุพันธ์ที่ได้จากคอลลาเจนส่งผลให้เจลาตินมีช่วงน้ าหนักโมเลกุลค่อนข้างกว้างตั้งแต่ช่วงต่ ากว่า 

10,000 กรัมต่อโมล จนถึงสูงกว่า 400,000 กรัมต่อโมล [63] 

 

 
เมื่อ R = glycine-X-Y triplet, X และ Y คือ proline และ hydroxyl proline ตามล าดับ 

รูปที่ 2.11 โครงสร้างของเจลาติน [62] 
 
 
 
 



 

 

33 

ตารางท่ี 2.7 กรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบในเจลาติน [62] 
 

ชนิดกรดอะมิโน 
% กรดอะมิโนใน 

เจลาติน 
 

ชนิดกรดอะมิโน 
% กรดอะมิโนใน 

เจลาติน 
Alanine 8.9  Leucine 3.3 

Arglnine 7.8  Lycine 3.5 

Asperic acid 6.0  Methionine 0.7 

Glutamic acid 10.0  phenylanine 2.4 

Glycine 21.4  Proline 12.4 

Histidine 0.8  Serine 3.6 

Hydoxylsine 1.0  Theronine 2.1 

Hydroxyproline 11.2  Tyrosine 0.5 

Isoleucine 1.5  Valine  2.2 

 

 2.4.3.2 สมบัติของเจลาติน  

เจลาตินมีลักษณะสีเหลืองอ่อน สามารถละลายในสารละลายประเภทพอลิไฮดริก

แอลกอฮอล์ (Polyhydric Alcohol) คือ สารละลายที่มีหมู่ไฮดรอกซิลมากกว่า 1 หมู่ เช่น กลีเซอรอล 

(glycerol) หรือโพรพิลีนไกลคอล (propylene glycol) เป็นต้น นอกจากนี้เจลาตินยังสามารถละลาย

ในสารละลายที่มีความเป็นขั้วสูงและตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น กรดอะซิติก (acetic Acid) และ

ฟอร์มาร์ไมด์ (formamide) เป็นต้น ปกติเจลาตินสามารถละลายน้ าได้ที่อุณหภูมิสูงกว่า 40 องศา

เซลเซียส [64] แต่ไม่ละลายในตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีขั้วน้อย เช่น เบนซิน หรืออะซีโตน เป็นต้น  

เจลาตินที่อยู่ในรูปสารละลายจะไม่มีสี ไม่มีกลิ่น และมีสมบัติเป็นได้ทั้งกรดและเบส หรือที่เรียกว่า  

แอมโฟรเทอริก (amphoteric) กล่าวคือ สารละลายเจลาตินที่เป็นกรดจะมีประจุบวกและรวมตัวกับ

ประจุลบในสนามไฟฟ้า ส่วนสารละลายเจลาตินที่เป็นเบสจะมีประจุลบและรวมตัวกับประจุบวกใน

สนามไฟฟ้า 

ตารางที่ 2.8 แสดงสมบัติทางกายภาพของเจลาตินชนิดเอและชนิดบี ซึ่งมีค่า Isoelectric 

point (pI) เท่ากับ 9 และ 5 ตามล าดับ โดยสมบัติต่าง ๆ ของเจลาตินจะข้ึนอยู่กับแหล่งของ 
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คอลลาเจนที่น ามาสกัดและกระบวนการสกัด นอกจากนี้เจลาตินยังสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 

(biodegradability) มีความเข้ากันได้กับร่างกายมนุษย์ (biocompatibility) โดยไม่ก่อให้เกิดพิษต่อ

เซลล์ ช่วยในการยืดเกาะของเซลล์และราคาไม่แพง เมื่อน าเจลาตินมาละลายน้ าที่อุณหภูมิมากกว่า 

37oC จะสามารถหลอมเหลวกลายเป็นของเหลวหนืด แต่เมื่อตั้งทิ้งไว้ของเหลวจะคืนตัวกลับมาเป็น

เจล นั่นคือ เจลาตินมีสมบัติการก่อเจลแบบ Thermal reversible [65] สมบัติที่ส าคัญของเจลาติน

คือ การท าหน้าที่เป็นสารพวกไฮโดรคอลลอยด์ เจลาตินที่ให้ค่าความแข็งแรงของเจลสูงมักจะมีค่า

ความหนืดสูงด้วย ซึ่งจะท าให้เจลาตินสามารถฟอร์มตัวเป็นเจลได้เร็ว เจลาตินที่มีความหนืดต่ าจะ

ละลายได้เร็ว นอกจากนี้เจลาตินยังสามารถพองตัว เมื่อแช่ในน้ าเย็น และมีสมบัติป้องกันการเกิด

คอลลอยด์ (protective colloid) เจลาตินมีสมบัติทางกายภาพที่ต่ า ดังนั้นในการน ามาใช้งานที่ต้อง

รับแรงจึงมักจะท าการเชื่อมขวางหรือผสมกับพอลิเมอร์ชนิดอ่ืนเพ่ือปรับปรุงสมบัติทางกายภาพให้ดี

ขึ้น  

 

ตารางท่ี 2.8 สมบัติของเจลาตินชนิดเอและชนิดบี [66] 
 

คุณสมบัติ เจลาตินชนิดเอ เจลาตินชนิดบี 

pH 3.8-5.5 5.0-7.5 

ความชื้น (%) 8-12 8-12 

Isoelectric point 7.0-9.0 4.7-5.4 

ค่าความแข็งแรงของเจล(gel strength) (bloom) 50-300 50-300 

ความหนืด (Viscosity) (mps) 15-75 20-75 

เถ้า (%) 0.3-2.0 0.5-2.0 

 

 2.4.3.3 การประยุกต์ใช้งานของเจลาติน  

สมบัติของเจลาตินมักจะข้ึนกับแหล่งที่มาและสมบัติที่แตกต่างกันของเจลาตินมีผลต่อการ

น าไปประยุกต์ใช้งาน เช่น เจลาตินที่ได้มาจากปลามีข้อด้อยคือ เมื่ออยู่ในรูปเจลจะมีความเสถียร

ค่อนข้างต่ าและมีสมบัติรีโอโลจี (Rhological Properties) ด้อยกว่าเจลาตินที่ได้จากสัตว์เลี้ยงลูกด้วย

นม ส่งผลให้การน าไปประยุกต์ใช้งานมีจ ากัด ในปัจจุบันมีการน าเจลาตินมาใช้ประโยชน์ใน
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อุตสาหกรรมอาหาร ยา เครื่องส าอาง และพลาสติก โดยมีการน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารมากที่สุด 

หรือใช้ในการกักเก็บ (encapsulate) กลิ่นอาหารหรือวิตามิน เพ่ือป้องกันการออกซิเดชันจากอากาศ 

นอกจากนี้เจลาตินยังได้รับความสนใจน าไปประยุกต์ใช้งานด้านการแพทย์และด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ

อย่างกว้างขวาง เช่น ใช้เป็นแผ่นปิดแผล ใช้เป็นตัวน าส่งเพ่ือควบคุมการปลดปล่อยยา หรือขึ้นรูปเป็น

โครงเลี้ยงเซลล์ส าหรับประยุกต์ใช้ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เป็นต้น [66] 

ส าหรับตัวอย่างการน าชีววัสดุที่มีสมบัติเด่นด้านต่าง ๆ มาผสมกันเพ่ือปรับปรุงสมบัติบาง

ประการ เช่น สมบัติทางกล หรือความเข้ากันได้ทางชีวภาพ รวมทั้งการยึดเกาะและการเจริญเติบโต

ของเซลล์ เช่น ในปี 2013 Yan, S. และคณะ [67] ได้ศึกษาและวิเคราะห์ลักษณะโครงเลี้ยงเซลล์ผสม

สามองค์ประกอบของไฟโบรอินไหมไทย คอนดรอยตินซัลเฟต และกรดไฮยาลูรอนิค (SF/CS/HA) 

เพ่ือใช้ส าหรับงานฟ้ืนฟูเนื้อเยื่อผิวหนัง โดยได้ท าการขึ้นรูปด้วยเทคนิคการท าแห้งแบบเยือกแข็ง และ

ท าการเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์ด้วย EDC/NHS/MES จากผลการวิจัยพบว่า โครงสร้างสัณฐาน

ภายในของโครงเลี้ยงเซลล์ขึ้นอยู่สัดส่วนของพอลิแซ็กคาไรด์ กล่าวคือ เมื่อสัดส่วนของกรดไฮยาลู  

รอนิคเพ่ิมขึ้นส่งผลให้เส้นผ่านศูนย์กลางของรูพรุนลดลง แต่ในขณะที่ความพรุนเพ่ิมขึ้น ซึ่งรูพรุนของ

โครงเลี้ยงเซลล์มีเส้นผ่านศูนย์กลางโดยเฉลี่ยอยู่ในช่วง 95-248 มิลลิเมตร และความพรุนอยู่ในช่วง 

88-93 เปอร์เซ็นต์ เมื่อน าโครงเลี้ยงเซลล์ไปทดสอบอัตราการบวมน้ า พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่มี

ส่วนผสมของพอลิแซ็กคาไรด์จะมีอัตราการบวมน้ าสูงขึ้น จึงท าให้โครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่าง 

SF/CS/HA เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อปริมาณกรดไฮยาลูรอนิคเพ่ิมขึ้น เนื่องจากกรดไฮยาลูรอนิคมี

ความสามารถในการอุ้มน้ าสูง หลังจากนั้นน าโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไปเลี้ยงด้วยเซลล์ผิวหนังหนู (L929 

fibroblast) พบว่า จ านวนเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ผสม SF/CS/HA มีจ านวนเซลล์มากกว่าโครงเลี้ยง 

SF และโครงเลี้ยงเซลล์ SF/HA ซึ่งแสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ผสม SF/CS/HA เหมาะส าหรับการ

ยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์   

เมื่อปี 2014 Sawatjui, N. และคณะ [68] ได้ท าการศึกษาสมบัติทางกายภาพและทาง

ชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน คอนดรอยติน ซัลเฟตและ 

กรดไฮยาลูรอนิค (SF-GCH) โดยการขึ้นรูปด้วยเทคนิคการท าแห้งแบบเยือกแข็ง และได้ท าการเชื่อม

ขวางโครงเลี้ยงเซลล์ด้วย EDC/NHS ผลจากการวิจัยพบว่า ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์จะลดลง 

เมื่อปริมาณของไฟโบรอินลดลง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าโครงสร้างสัณฐานจะขึ้นกับอัตราส่วนของไฟโบรอิน 

ส่วนการบวมน้ าซึ่งเป็นสมบัติที่ส าคัญอีกอย่างหนึ่งของโครงเลี้ยงเซลล์ พบว่า การบวมน้ าจะเพ่ิมขึ้น  
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เมื่อมีสัดส่วนของ GCH ผสมอยู่ในโครงเลี้ยงเซลล์ เนื่องจากว่าเจลาติน คอนดรอยตินซัลเฟต และ

กรดไฮยาลูรอนิคมีหมู่ที่ชอบน้ าจ านวนมากจึงท าให้โครงเลี้ยงเซลล์ผสม SF-GCH มีอัตราการบวมน้ า

เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อปริมาณกรดไฮยาลูรอนิคเพ่ิมขึ้น นอกจากนี้ยังพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ SF 

จะมีความแข็งแรงต่อการกดอัดสูงกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ SF-GCH แต่ความแข็งแรงต่อการกดอัดจะ

เพ่ิมขึ้นเมื่อมีปริมาณไฟโบรอินอยู่ในโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ิมขึ้น และเมื่อน าโครงเลี้ยงเซลล์ไปเลี้ยงด้วย

เซลล์ human bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs) โดยเลือกโครงเลี้ยงเซลล์ที่

สัดส่วน SF-GCH (2:1) ไปท าการเลี้ยงเซลล์เนื่องจากมีความแข็งแรงต่อการกดอัดที่สูงและการย่อย

สลายช้า ผลการทดลองพบว่า อัตราการเจริญเติบโตของเซลล์มีค่าเพ่ิมขึ้นเป็น 1.48, 1.55 และ 1.86 

เท่าของโครงเลี้ยงเซลล์ SF ด้วยการเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 1, 3 และ 5 วัน ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า

เมื่อโครงเลี้ยงเซลล์มีส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินจะส่งผลท าให้การยึดเกาะและการ

เจริญเติบโตของเซลล์มีค่าสูงกว่าเมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ SF  

 ในปี 2014 Han, F. และคณะ [69] ได้ท าการพัฒนาวัสดุส าหรับใช้ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ

ผิวหนัง โดยท าการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์เจลาตินร่วมกันไคโตซานด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือก

แข็งที่อัตราส่วนของเจลาตินต่อไคโตซานต่าง ๆ กัน (Gel:Chs เท่ากับ 3:7, 5:5, และ 7:3) ที่ความ

เข้มข้นรวมเท่ากับ 0.6 กรัม จากผลการวิจัยพบว่า โครงสร้างสัณฐานภายในของโครงเลี้ยงเซลล์ขึ้นอยู่

กับความเข้มข้นรวมของสารละลาย กล่าวคือ เมื่อความเข้มข้นรวมลดลง (0.3 กรัม) โครงเลี้ยงเซลล์มี

แนวโน้มเปลี่ยนผิดรูปและความทนต่อแรงต่ า คือ ไม่สามารถกลับคืนสู่สภาพเดิมได้ แต่เมื่อความ

เข้มข้นรวมเพ่ิมขึ้น (0.9 กรัม) ท าให้สารละลายหนืดและง่ายต่อการเกิดเจล ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงได้

เลือกความเข้มข้นรวมของสารละลายเท่ากับ 0.6 กรัม และขนาดรูพรุนที่ได้อยู่ในช่วง 120 ถึง 140 

ไมโครเมตร รวมทั้งมีความพรุนสูงมากกว่า 93 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ยังพบว่าความสามารถในการดูด

ซับน้ าและความสามารถในการอุ้มน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์ขึ้นอยู่กับ อัตราส่วนของเจลาติน คือ เมื่อ

อัตราส่วนของเจลาตินเพ่ิมให้ความสารถในการดูดซับน้ าและการอุ้มน้ าเพ่ิม อาจเป็นไปได้ว่า เมื่อมี

ปริมาณเจลาตินเพ่ิมท าให้มีโมเลกุลของน้ าและมีระยะห่างระหว่างโมเลกุลมากขึ้น ส าหรับการย่อย

สลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ควรสอดคล้องกับการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ ซึ่งในงานวิจัยนี้พบว่า 

โครงเลี้ยงเซลล์สามารถย่อยสลายได้เร็วกว่า 28 วัน โดยที่โครงเลี้ยงเซลล์มีอัตราการย่อยสลายเร็วขึ้น 

เมื่อเพ่ิมปริมาณเจลาติน  
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 เมื่อน าโครงเลี้ยงเซลล์ไปเลี้ยงด้วยเซลล์ human skin fibroblast (HSF) พบว่า จ านวนเซลล์

เพ่ิมขึ้น เมื่อเวลาในการเพาะเลี้ยงเพ่ิมเป็นเวลา 14 วัน และลดลง เนื่องจากการย่อยสลายของโครง

เลี้ยงเซลล์ แต่อย่างไรก็ตามโครงเลี้ยงเซลล์ที่อัตราส่วนเจลาตินต่อไคโตซาน 7:3 มีจ านวนเซลล์สูงสุด 

อาจเป็นเพราะว่าโครงสร้างสัณฐานภายในมีความเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของเซลล์และพ้ืนผิว

ของวัสดุที่เป็นบวกท าให้เซลล์สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดี และเมื่อน าไปทดสอบการยับยั้ง

ของแบคทีเรียโดยใช้ยา Ciprofloxacin hydrochloride (CIP) โครงเลี้ยงเซลล์ที่มียาสามารถยับยั้ง

เชื้อแบคทีเรียได้  หลังจากนั้นน าโครงเลี้ยงเซลล์ไปปลูกฝังในผิวหนังกระต่าย ซึ่งจ าลองบาดแผลระดับ 

full-thickness พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่มียามีฤทธิ์ในการยับยั้งการอักเสบของบาดแผลได้ดีกว่าโครง

เลี้ยงเซลล์ที่ไม่ยา   

เนื่องจากชีววัสดุมีสมบัติทางกลต่ า มีความสามารถในการละลายน้ าได้ง่าย และมีการย่อย

สลายที่เร็ว จึงได้ท าการปรับปรุงวัสดุเพ่ือลดความสามารถในการละลายน้ าและมีความสามารถในการ

ย่อยสลายช้าลง และเพ่ือให้วัสดุมีความเสถียรภาพและสอดคล้องกับการน าไปใช้งาน วิธีการชะลอ

อัตราการย่อยสลายของชีววัสดุที่นิยมใช้คือ การเชื่อมขวาง ซึ่งมีหลายวิธี เช่น การเชื่อมขวางโดยใช้

ความร้อน (dehydrothermal treatment, DHT) การเชื่อมขวางโดยสารเคมี เช่น กลูตารัลดีไฮด์ 

(glutaldehyde) และ 1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) และ 

N-hydroxysuccininide (NHS) ซึ่งกลไกการเชื่อมขวางด้วยวิธีต่าง ๆ จะแตกต่างกัน 

 

2.5 การเชื่อมขวาง (Crosslinking)   

  การเชื่อมขวางเป็นกระบวนการสร้างพันธะทางเคมีภายใน หรือระหว่างสายโซ่โมเลกุลของ 

พอลิเมอร ์ส่งผลให้สมบัติของพอลิเมอร์เปลี่ยนแปลงไป โดยท าให้วัสดุมีสมบัติเชิงกลดีขึ้น ท าให้อัตรา

การย่อยสลายช้าลง และยังปรับปรุงความสามารถในการบวมน้ า (Swelling capacity) ของวัสดุให้มี

ความเหมาะสมในการน ามาใช้งาน ซึ่งการเชื่อมขวางนั้นมีหลายวิธี โดยจะแบ่งออกเป็น 2 ประเภท

หลักคือ การเชื่อมขวางทางกายภาพและการเชื่อมขวางทางเคมี 

2.5.1 การเชื่อมขวางทางกายภาพ (Physical Crosslinking) ได้แก่ การใช้ความร้อน 

(dehydrothermal treatment, DHT) การใช้รังสี เช่น การฉายรังสีอัลตร้าไวโอเลต (UV- 

irradiation) การฉายรังสีแกมมา (gamma irradiation) เป็นต้น 
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 2.5.1.1 การเชื่อมขวางด้วยความร้อน (Dehydrothermal treatment, DHT) 

 การเชื่อมขวางโดยใช้ความร้อน เป็นการเชื่อมขวางระหว่างหมู่อะมิโนของคอลลาเจน และ

หมู่คาร์บอกซิลิกของสายโซ่พอลิเมอร์ที่อยู่ใกล้กัน โดยอาศัยความร้อนและจะมีการขับน้ าออกมา 1 

โมเลกุล ดังแสดงในรูปที่ 2.12 ส่งผลท าให้คอลลาเจนมีความสามารถในการทนแรงดึงเพ่ิมขึ้น และ

ความสามารถในการกักเก็บน้ าลดลง [70] จุดเด่นของการใช้ความร้อนในการเชื่อมขวางคือ เป็นวิธีการ

เชื่อมขวางที่ไม่ใช้สารเคมี ท าให้ไม่มีสารเคมีตกค้างหลังการเชื่อมขวาง แต่การเชื่อมขวางด้วยความ

ร้อนมีข้อจ ากัดคือ สามารถเกิดขึ้นได้เฉพาะในหมู่อะมิโนและหมู่คาร์บอกซิลที่อยู่ใกล้กันเท่านั้น และ

ความร้อนอาจท าให้โปรตีนเสียสภาพ (denature) ได้ ในปี 2011 Haugh, M. G. และคณะ [71] ได้

ศึกษาการเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างคอลลาเจนกับไกลโคสะมิโนไกลแคน (collagen-

glycosaminogylcan, CG) ด้วยเทคนิคต่าง ๆ กัน (เช่น การเชื่อมขวางด้วย 1-ethyl-3-(3- 

dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDC หรือ EDAC) กลูตารัลดีไฮด์ และ

การเชื่อมขวางด้วยความร้อน) ที่มีผลต่อมอดูลัสแรงอัดของโครงเลี้ยงเซลล์ จากการศึกษาพบว่า โครง

เลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยความร้อน เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการเชื่อมขวางท าให้ค่ามอดู ลัส

แรงอัดเพ่ิมขึ้น นอกจากนี้ในปี 2010 Drexler, J. W. และคณะ [72] ได้ท าการศึกษาขึ้นรูปโครงเลี้ยง

เซลล์คอลลาเจน ด้วยกระบวนการทางไฟฟ้าสถิต (electrospining) และเปรียบเทียบการเชื่อมขวาง

โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยความร้อน (DHT) เชื่อมขวางทางเคมีโดยใช้สารเชื่อมขวาง 

EDC และเชื่อมขวางร่วมระหว่าง DHT และ EDC จากการศึกษาพบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อม

ขวางด้วย DHT, EDC, และ DHT/EDC และไม่ผ่านการแช่ในสารละลาย HBS (HEPES buffered 

saline) จะไม่มีการเปลี่ยนแปลงของเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใย แต่เมื่อน าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการ

เชื่อมขวางด้วยวิธีต่าง ๆ ไปแช่ในสารละลาย HBS เป็นเวลา 7 วัน พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่เชื่อมขวาง

ด้วย EDC จะมีเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยเพ่ิมขึ้นเป็น 50 เปอร์เซ็นต์ และเพ่ิมขึ้น 15 เปอร์เซ็นต์

ส าหรับโครงเลี้ยงเซลล์ที่เชื่อมขวางด้วย DHT และยังพบว่า ระยะห่างภายในของเส้นใยของโครงเลี้ยง

เซลล์ที่เชื่อมขวางด้วย DHT/EDC จะมีขนาดใหญ่กว่า ส่งผลท าให้ขนาดรูพรุนมีขนาดใหญ่ และมีการ

ย่อยสลายที่ช้ากว่าการเชื่อมขวางด้วยวิธีอ่ืน นอกจากนี้ยังพบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่เชื่อมขวางด้วย 

DHT/EDC ยังมีความแข็งแรง และความเหนียวที่มากกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยวิธี

อ่ืนอีกด้วย เมื่อน าโครงเลี้ยงเซลล์ไปเลี้ยงด้วยเซลล์ผิวหนัง (dermal fibroblasts) พบว่าโครงเลี้ยง

เซลล์ที่เชื่อมขวางด้วย DHT จะมี % penetration ที่สูงกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่เชื่อมขวางด้วย EDC แต่
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ไม่ค่อยแตกต่างจากโครงเลี้ยงเซลล์ที่เชื่อมขวางด้วย DHT/EDC ดังนั้นในการเชื่อมขวางโครงเลี้ยง

เซลล์คอลลาเจนด้วยการเชื่อมขวางทางความร้อนจะท าให้มีประสิทธิภาพค่อนข้างต่ า แต่จะมี

ประสิทธิภาพดีขึ้น เมื่อมีการเชื่อมขวางร่วมกับการเชื่อมขวางทางเคมี เนื่องจากการเชื่อมขวางทาง

ความร้อนมีข้อจ ากัดคือ สามารถเกิดขึ้นได้เฉพาะในหมู่อะมิโนและหมู่คาร์บอกซิลที่ อยู่ใกล้กันดังที่ได้

กล่าวไปแล้วข้างต้น 

 
รูปที่ 2.12 การเชื่อมขวางโปรตีนด้วยความร้อน [71] 

  

 2.5.1.2 การเชื่อมขวางด้วยการฉายรังสีแกมมา (Gamma ray)  

การฉายรังสีเป็นหนึ่งในกรรมวิธีที่น ามาประยุกต์ใช้เพ่ือปรับปรุงสมบัติของพอลิเมอร์ เมื่อ

น าพอลิเมอร์ไปฉายรังสี พลังงานจากรังสีซึ่งถูกถ่ายทอดไปยังโมเลกุลของพอลิเมอร์ สามารถเหนี่ยวน า

ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีในโครงสร้างของโมเลกุลพอลิเมอร์ได้ โดยมีปฏิกิริยาหลักเกิดขึ้นสอง

ชนิด คือการเกิดการเชื่อมขวาง (Crosslinking) และการย่อยสลาย (Degradation) ทั้งสองปฏิกิริยา

สามารถเกิดข้ึนได้พร้อม ๆ กัน โดยมีปฏิกิริยาอันใดอันหนึ่งที่เกิดขึ้นมากกว่า ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลัก

สองประการ คือ โครงสร้างทางเคมีของพอลิเมอร์และปริมาณรังสีที่ฉาย (กิโลเกรย์, kGy) ซึ่งการเชื่อม

ขวางและการย่อยสลายที่เกิดขึ้นจะส่งผลกระทบต่อสมบัติเชิงกลและเชิงความร้อนของพอลิเมอร์  

 รังสีแกมมา (Gamma Ray) เกิดจากการที่นิวเคลียสที่อยู่ในสถานะกระตุ้นกลับสู่สถานะ

พ้ืนฐานโดยการปลดปล่อยรังสีแกมมาออกมา รังสีแกมมาจึงเป็นโฟตอนของการแผ่คลื่นแม่เหล็ก 

ไฟฟ้าพลังงานสูง มีสมบัติเช่นเดียวกับรังสีเอ็กซ์ แต่มีความยาวคลื่นสั้นกว่าและมีอ านาจในการทะลุ

ทะลวงสูงมากกว่ารังสีเอ็กซ์ ไม่มีประจุไฟฟ้าและมวล ไม่เบี่ยงเบนในสนามไฟฟ้าและสนามแม่เหล็ก 

และเคลื่อนที่ด้วยความเร็วเท่าแสงสามารถทะลุผ่านร่างกายได้  การก าบังรังสีแกมมาต้องใช้วัสดุที่มี

ความหนาแน่นสูงเช่น ตะกั่วหรือยูเรเนียม เป็นต้น 

 1. แหล่งก าเนิดรังสีแกมมาโคบอลต์-60 
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 รังสีแกมมาที่ใช้ในงานด้านการปรับปรุงสมบัติของพอลิเมอร์ส่วนใหญ่จะมีต้นก าเนิดรังสี

จากธาตุกัมมันตรังสี เช่น โคบอลต์-60 (cobalt-60) เป็นแหล่งก าเนิดรังสีแกมมาที่ใช้กันอย่าง

กว้างขวางในปัจจุบันซึ่งเป็นไอโซโทปรังสี (radioisotope) สามารถสลายตัวและแผ่กัมมันตภาพรังสี

ออกมาได้ โดยโคบอลต์-60 มีน้ าหนักอะตอมเท่ากับ 60 หน่วย ไม่ปรากฏอยู่ในธรรมชาติ แต่ผลิตได้

จากการกระตุ้นธาตุโคบอลต์ Co-59 ด้วยนิวตรอนในเครื่องปฏิกรณ์ Co-60 ดังแสดงในสมการ (2.1) 

สามารถสลายตัวให้รังสีแกมมา 2 พลังงานคือ 1.33 และ 1.17 MeV ดังแสดงในรูปที่ 2.13 

 

      นิวตรอน                                            …(2.1) 

 

 นอกจากนี้ แหล่งของรังสีแกมมาอีกชนิดหนึ่งคือ กัมมันตรังสีซีเซียม-137 (Cs-137) ซึ่งได้

จากปฏิกิริยาฟิชชั่นในเครื่องปฏิกรณ์นิวเคลียร์ Cs-137 สลายตัวให้รังสีแกมมาพลังงาน 0.662 MeV 

เป็นต้น  

 

 
 

รูปที่ 2.13 การสลายตัวของ Co-60 [73] 
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 2. การประยุกต์ใช้งานของรังสีแกมมา 

  2.1 เทคโนโลยีพันธุกรรม (Genetic Technology) 

  รังสีแกมมาใช้ในการเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์ในสิ่งมีชีวิต เพราะมีพลังงานสูง

ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกับดีเอ็นเอ โดยปกติสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตมีหน้าที่ควบคุมลักษณะ 

ต่าง ๆ ของสิ่งมีชีวิต เมื่อเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงสารพันธุกรรมจะท าให้เกิดหน่วยพันธุกรรมที่

เปลี่ยนแปลงไป เช่น สีของดอก รูปลักษณะของล าต้น ใบ เป็นต้น  

  2.2 เทคโนโลยีการถนอมอาหาร 

  เทคโนโลยีการถนอมอาหารนั้นมีหลากหลายวิธี โดยสาระส าคัญอยู่ที่การพยายามฆ่า

หรือท าลายเชื้อโรคในอาหาร โดยทั่วไปแล้วการใช้ความร้อนซึ่งเป็นวิธีที่ค่อนข้างได้ผลมาก หากเพียง

การใช้ความร้อนเป็นการบีบบังคับว่าอาหารนั้นจ าเป็นที่จะต้องสุกจึงจะถนอมไว้ได้  เพ่ือตัดปัญหานี้

การฉายรังสีจึงเป็นทางเลือกที่ดีกว่า เนื่องจากการฉายรังสีที่มีพลังงานสูง เช่น รังสีแกมมานี้จะไป

ท าลายเซลล์สิ่งมีชีวิต รวมไปถึงสารพันธุกรรมต่าง ๆ โดยไม่กระทบกระเทือนกับอาหาร ถึงแม้ว่าการ

ดูดซึมรังสีของอาหารจะท าให้เกิดความร้อนขึ้นมาเล็กน้อย แต่สิ่งนั้นก่อให้เกิดความผิดเพ้ียนของ

รสชาติอาหารไปเพียงเล็กน้อยเท่านั้น อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่าการฉายรังสีดูเหมือนจะเป็นหนทางที่ดีใน

การถนอมอาหาร แต่กลุ่มผู้บริโภคบางส่วนก็มีแนวคิดว่า การฉายรังสีอาจท าให้เกิดปฏิกิริยาบางอย่าง

กับอาหารแล้วท าให้เกิดสารที่เป็นพิษต่อร่างกายได้ แต่ปัจจุบันถือเป็นวิธีการท าปลอดเชื้อ (sterili-

zation) มาตรฐานวิธีหนึ่งโดยอาหารที่ผ่านการฉายด้วยรังสีแกมมาต้องติดฉลากระบุให้ชัดเจน เพ่ือให้

ผู้บริโภคเลือก  

  2.3 ด้านการแพทย ์

  ใช้ในการรักษาโรคมะเร็งบางชนิด โดยการฉายรังสีแกมมาที่ได้จาก โคบอลต์-60 เข้า

ไปท าลายเซลล์มะเร็ง ผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งในระยะแรกสามารถรักษาให้หายขาดได้ แล้วยังใช้โซเดียม-

24 ที่อยู่ในรูปของโซเดียมคลอไรด์ฉีดเข้าไปในเส้นเลือด เพ่ือตรวจการไหลเวียนของโลหิต โดย

โซเดียม-24 จะสลายให้รังสีบีตาซึ่งสามารถตรวจวัดได้ และสามารถบอกได้ว่ามีการตีบตันของเส้น

เลือดหรือไม ่ 

 ส าหรับรายงานวิจัยที่ใช้รังสีแกมมาเชื่อมขวางพอลิเมอร์ ได้แก่ เมื่อปี 2007 Srinivas, A. 

และคณะ [74] ศึกษาการใช้รังสีแกมมา โดยใช้ปริมาณรังสีที่ฉาย (radiation dose) ที่ค่าต่าง ๆ กัน  

(0-13.5 kGy) เพ่ือปรับปรุงสมบัติทางกายภาพ (เช่น การทดสอบการบวมน้ า ลักษณะผิวหน้า 
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(surface topography) และโครงสร้างของรูพรุน เป็นต้น) และทางชีวภาพ (เช่น การเจริญเติบโตของ

เซลล์ และการเพ่ิมจ านวนเซลล์) ของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ข้ึนรูปด้วยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเชื่อมขวาง

ด้วยสารเชื่อมขวาง divinyl sulfone (DVS) และเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการฉายรังสี

แกมมาแต่ไม่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย DVS จากการทดลองพบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการฉายรังสี

แกมมามีความสามารถในการบวมน้ าลดลง โครงสร้างจะมีลักษณะอ่อน กล่าวคือ มีความยืดหยุ่น

เพ่ิมข้ึน พ้ืนผิวจะมีความหยาบ มีขนาดของรูพรุนเพ่ิมขึ้น และสมบัติความชอบน้ าของพ้ืนผิวลดลง ซึ่ง

สัมพันธ์โดยตรงกับปริมาณรังสีที่ได้รับเพ่ิมขึ้น การฉายรังสีแกมมาผ่านโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีสภาพแห้ง 

จะท าให้เกิดการอัดตัวแน่นของโครงเลี้ยงเซลล์มากขึ้น การบวมน้ าลดลง และขนาดของรูพรุนลดลง

มากกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ฉายรังสีในสภาวะเปียก หรืออุ้มน้ าอยู่ นอกจากนี้โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการ

ฉายด้วยรังสีแกมมา สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ดี เมื่อเทียบกับพ้ืนผิวของโครงเลี้ยง

เซลล์ที่ไม่ผ่านการฉายด้วยรังสีแกมมา อย่างไรก็ตามโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการฉายด้วยรังสีแกมมาเมื่อ

เก็บไว้เป็นเวลานาน (มากกว่า 60 วัน) อาจเกิดการเสื่อมสภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ได้ ถึงแม้ว่าการฉาย

รังสีแกมมาท าให้สามารถปรับปรุงสมบัติทางกายและทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ได้ นอกจากนี้ยัง

ท าให้เกิดการย่อยสลายที่อาจจะเป็นผลท าให้เกิดอนุมูลอิสระได้ และอาจท าให้มีการตัดสายโซ่โมเลกุล

ของกรดไฮยาลูรอนิคให้สั้นลงอีกด้วย    

  ในปี 2011 Lim, Y. -M. และคณะ [75] ได้ท าการเตรียมและวิเคราะห์ลักษณะสมบัติของ

ไฮโดรเจลผสมระหว่างกรดไฮยาลูรอนิคกับพอลิไวนิลไพโรลิโดน (polyvinylpyrrolidone, PVP) และ

ไฮโดรเจลผสมระหว่างกรดไฮยาลูรอนิคกับเจลาตินที่สัดส่วนต่าง ๆกัน และท าการเชื่อมขวางไฮโดร

เจลด้วยเทคนิคการฉายรังสีแกมมาด้วยปริมาณรังสีที่ฉาย (radiation dose) ที่ 10, 30, 50 และ 70 

kGy  จากการศึกษาพบว่า ร้อยละของการก่อเจล (gel fraction) ของไฮโดรเจลผสมระหว่างกรด 

ไฮยาลูรอนิคกับ PVP และไฮโดรเจลผสมระหว่างกรดไฮยาลูรอนิคกับเจลาติน จะเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว

เมื่อเชื่อมขวางด้วยการฉายรังสีแกมมา โดยไฮโดรเจลผสมระหว่างกรดไฮยาลูรอนิคกับ PVP จะมีร้อย

ละของการก่อเจลน้อยกว่าไฮโดรเจลผสมกรดไฮยาลูรอนิคกับเจลาตินที่ได้รับปริมาณรังสีในช่วง     

30-50 kGy แต่เมื่อปริมาณรังสีที่ได้รับสูงขึ้น ร้อยละของการก่อเจลจะลดลง นอกจากนี้ปริมาณรังสีที่

ได้รับเพ่ิมจะส่งผลให้ไฮโดรเจลมีอุณหภูมิสลายตัวและเสถียรภาพทางความร้อนสูงขึ้นด้วย และยัง

เหนี่ยวน าให้เกิดโครงร่างตาข่ายเพ่ิมข้ึน ส่งผลท าให้การบวมน้ าของไฮโดรเจลลดลง  
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 2.5.1.3 การเชื่อมขวางด้วยรังสีอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet Irradiation, UV) 

การเชื่อมขวางด้วยวิธีการใช้รังสีอัลตราไวโอเลตเกิดจากการป้อนรังสีอัลตราไวโอเลตโดย

กระบวนการ photodegradation เข้าไปตัดโซ่ระหว่างพันธะภายในโมเลกุลของพอลิเมอร์เกิดเป็น

อนุมูลอิสระ (free radical) ของหมู่เอมีนอิสระขึ้น ซึ่งหมู่อะมิโนอิสระที่เกิดขึ้นนี้จะไปเชื่อมขวางกับ

หมู่อะมิโนอิสระของพอลิเมอร์โมเลกุลอ่ืน ท าให้เกิดการเชื่อมขวางระหว่างหมู่เอมีน ดังแสดงในรูปที่ 

2.14 การเชื่อมขวางวิธีนี้สามารถให้ค่าความหนาแน่นของการเชื่อมขวางสูงมาก ใช้ระยะเวลาในการ

เชื่อมขวางสั้น และไม่ก่อให้เกิดสารเคมีตกค้าง แต่ถ้าระยะเวลาในการฉายรังสีนานเกินไปอาจจะท าให้

สายโซ่ของพอลิเมอร์ถูกตัดให้สั้นลง [70] 

 

 
รูปที่ 2.14 การเกิดหมู่อะมิโนอิสระของคอลลาเจนจากการเชื่อมขวางโดยการใช้รังสีอัลตราไวโอเลต 

[76] 
 

2.5.2 การเชื่อมขวางทางเคมี (Chemical crosslinking) โดยส่วนใหญ่จะเกิดผ่านหมู่ฟังก์ชัน 

2 หมู่ คือ หมู่คาร์บอกซิล และหมู่ไฮดรอกซิล ดังแสดงในรูปที่ 2.15 และสารเคมีที่นิยมน ามาใช้ในการ

เชื่อมขวางได้แก่ สารที่มีหมู่แอลดีไฮด์ เช่น Glutaldehyde (GA), Formaldehyde, N-hydroxysuc- 

cinimide (NHS) และ 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) [9]  
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รูปที่ 2.15 ต าแหน่งส าหรับการเชื่อมขวางทางเคมีของโมเลกุลกรดไฮยารูลอนิค [77] 

 

2.5.2.1 การเชื่อมขวางผา่นหมู่ฟังก์ชันคาร์บอกซิล ได้แก่ 

 1. การเชื่อมขวางหมู่ฟังก์ชันคาร์บอกซิลที่เกิดผ่านปฏิกิริยา Amidation โดยใช้

สารเชื่อมขวางประเภท Carbodiimides เช่น 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodi- 

imide (EDC) การเชื่อมขวางด้วย EDC เป็นวิธีการที่น่าสนใจ และได้รับความนิยมเป็นอันมาก 

เนื่องจากมีข้อดีคือ ภายหลังสิ้นสุดกระบวนการเชื่อมขวางจะได้อนุพันธ์ของยูเรียหรือ 1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl) urea ซึ่งไม่เป็นพิษต่อร่างกายและสามารถก าจัดออกได้ง่ายด้วยการล้างน้ า  

 
 

รูปที่ 2.16 การเชื่อมขวางของกรดไฮยาลูรอนิคด้วย EDC ร่วมกับ NHS หรือ HOBt [78] 
 

รูปที่ 2.16 แสดงกลไกการเชื่อมขวางของหมู่คาร์บอกซิลของกรดไฮยาลูรอนิคด้วย EDC 

ร่วมกับ N-Hydroxysuccinimide (NHS) โดย EDC จะท าปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอกซิลิกในกรดไฮยาลู

รอนิค เกิดเป็นสารที่อยู่ในรูปไม่เสถียร เรียกว่า intermediate ซึ่งก็คือ O-acylisourea inter- 

mediate โดย O-acylisourea intermediate ที่เกิดขึ้นมีความไวต่อปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ดังนั้น

ป้องกันไม่ให้สามารถกลับมาอยู่ในรูปของหมู่คาร์บอกซิลิกได้อีก จึงจ าเป็นต้องเติม NHS เข้าไปเพ่ือ

เพ่ิมอัตราการเกิดปฏิกิริยาในการเชื่อมขวางและเพ่ือให้มีความเสถียรมากขึ้น โดย NHS จะท าปฏิกิริยา
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กับ O-acylisourea intermediate เกิดเป็นสารที่มีความเสถียรขึ้น ก็คือ O-acylisourea ester 

จากนั้น O-acylisourea ester จะท าปฏิกิริยาต่อเนื่องกับหมู่เอมีน เกิดเป็นพันธะเปปไทด์ที่มีความ

เสถียร หลังเสร็จสิ้นกระบวนการเชื่อมขวาง EDC และ NHS จะถูกก าจัดออก ผลิตภัณฑ์ที่ได้หลังจาก

การเชื่อมขวาง คือ อนุพันธ์ของยูเรีย ซึ่งสามารถก าจัดได้โดยการล้างน้ าออก ข้อดีของวิธีนี้คือ ไม่มี

สารเคมีตกค้างอยู่ในชิ้นงาน นอกจากนีป้ฏิกิริยาเชื่อมขวางจะเกิดได้เร็ว เมื่อท าในสภาวะที่มี pH~3.5-

4.5 และปฏิกิริยาจะเกิดได้สมบรูณ์หลังจากการเชื่อมขวางเป็นเวลา 12 ชั่วโมง แต่เวลาที่เหมาะสมใน

การท าปฏิกิริยาที่รายงานในงานวิจัยนี้จะอยู่ในช่วง 15 นาท ีถึง 24 ชั่วโมง [79] 

ตัวอย่างการเชื่อมขวางวัสดุพอลิเมอร์ชนิดต่าง ๆ ด้วย  EDC ได้แก่ เมื่อปี 2002  

Park, S. -N. และคณะ [80] ได้ท าการศึกษาลักษณะรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างคอลลาเจน

และกรดไฮยาลูรอนิค ด้วยวิธีการท าแห้งแบบเยือกแข็งที่อุณหภูมิการแช่แข็งต่าง ๆ กัน โดยผ่านการ

เชื่อมขวางด้วยเทคนิค 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) ที่ความเข้มข้น 

1-100 มิลลิโมลาร์ ส าหรับใช้ในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ จากการศึกษาพบว่า ลักษณะรูพรุนของ

โครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างคอลลาเจนและกระไฮยาลูรอนิค ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของ EDC เมื่อ

โครงเลี้ยงเซลล์ผสมผ่านการเชื่อมขวางด้วยเทคนิค EDC จะท าให้ความพรุนเพ่ิมขึ้น และส่งผลท าให้

ขนาดของรูพรุนใหญ่ขึ้นด้วย และได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณกรดไฮยาลูรอนิคที่เหลืออยู่ในโครงเลี้ยง

เซลล์ผสมที่ผ่านการเชื่อมขวาง ด้วยการหาเปอร์เซ็นต์กลูโคซามีน (glucosamine) พบว่า ปริมาณ

กรดไฮยาลูรอนิคที่เหลือ อยู่ในโครงเลี้ยงเซลล์ผสมที่ผ่านการเชื่อมขวางแล้วจะมีปริมาณเท่ากับ  

8.9 ± 1.2% นอกจากนี้การทดสอบการย่อยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่าง 

คอลลาเจนกับกรดไฮยาลูรอนิคในเอนไซม์คอลลาจีเนสที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยเทคนิค EDC และ GA 

พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยเทคนิค มีอัตราการย่อยสลายที่ช้ากว่า EDC  

  ในปี 2012 Zhou, Z.  และคณะ [81] ได้ท าการศึกษาการขึ้นรูปและวิเคราะห์ลักษณะ

สมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างเจลาตินกับกรดไฮยาลูรอนิค โดยใช้เทคนิคการท าแห้งแบบ

เยือกแข็งที่สัดส่วนต่าง ๆ กัน และท าการเชื่อมขวางด้วยเทคนิค EDC เพ่ือปรับปรุงสมบัติทางกล 

ความเสถียรภาพ และสมบัติทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ จากการศึกษาพบว่า การเชื่อมขวางด้วย 

EDC จะท าให้โครงเลี้ยงเซลล์ผสมมีลักษณะเป็นเนื้อเดียวกันและมีรูพรุนขนาดเล็ก มีความหนาแน่น

มากกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ผ่านการเชื่อมขวาง และเมื่อความเข้มข้นของ EDC เพ่ิมมากขึ้น โครง
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เลี้ยงซลล์จะบวมน้ าได้น้อยลง เนื่องจากการเชื่อมขวางจะท าให้หมู่ที่มีความชอบน้ าในโมเลกุลของ

กรดไฮยาลูรอนิคและเจลาตินลดลง ผลการทดสอบสมบัติทางกลพบว่า เมื่อเพ่ิมปริมาณของสารเชื่อม

ขวางจะท าให้โครงเลี้ยงเซลล์มีความแข็งแรงต่อการกดอัดเพ่ิมขึ้น  

  ในปี 2013 Zhou, Z. และคณะ [7] ได้ท าการขึ้นรูปไฮโดรเจลผสมระหว่างเจลาตินและ

กรดไฮยาลูรอนิค และท าการเชื่อมขวางด้วยเทคนิค EDC โดยศึกษาอิทธิพลของการเชื่อมขวาง รวมทั้ง 

ความเข้มข้นของสารเชื่อมขวาง และเวลาในการเชื่อมขวางต่อสัณฐานวิทยาของไฮโดรเจลผสม จาก

การศึกษาพบว่า สมบัติของไฮโดรเจล (สัณฐานวิทยา อัตราการบวมน้ า ฯลฯ ) จะขึ้นอยู่กับความ

เข้มข้นของสารเชื่อมขวางและเวลาในการเชื่อมขวาง กล่าวคือ เมื่อความเข้มข้นของสารเชื่อมขวาง

เพ่ิมข้ึน ไฮโดรเจลผสมจะมีขนาดรูพรุนเล็กลง เนื่องจากโครงสร้างหนาแน่นขึ้น และมีอัตราการบวมน้ า

ลดลงแต่ก็ไม่แตกต่างกันมากที่ความเข้มข้นของสารเชื่อมขวางต่าง ๆ กัน ระดับการเชื่อมขวางที่

เพ่ิมขึ้นท าให้หมู่ที่ชอบน้ าลดลง และยังส่งผลให้ไฮโดรเจลมีค่าความเค้นแรงอัดเพ่ิมขึ้นด้วย อัน

เนื่องมาจากการเกิดพันธะทางเคมีระหว่างพอลิเมอร์ นอกจากนี้ยังพบว่า เมื่อระยะเวลาในการเชื่อม

ขวางมากขึ้นจะช่วยท าให้พอลิเมอร์มีเวลามากพอในการเกิดปฏิกิริยาและเพ่ิมระดับการเชื่อมขวาง ซึ่ง

จะท าให้ได้ไฮโดรเจลบวมน้ าได้น้อยลง แต่มีความเค้นแรงอัดสูงขึ้น เมื่อน าเซลล์ผิวหนังของหนู (Rat 

Fibroblast cell) มาเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสมที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน 

พบว่า การเจริญเติบโตของเซลล์ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่

เลี้ยงบนไฮโดรเจลผสมที่ไม่ผ่านการเชื่อมขวาง เนื่องจาก EDC เป็นสารเชื่อมขวางที่ก าจัดออกได้ง่าย

ด้วยการล้างด้วยกรดอ่อนหรือน้ าจึงท าให้ไม่เป็นพิษต่อเซลล์  

ในปี 2010 Yan, S. -Q และคณะ [82] ได้ท าการศึกษาคุณลักษณะของฟิล์มผสมระหว่าง 

ไฟโบรอินไหมไทยและกรดไฮยาลูรอนิคที่สัดส่วนต่าง ๆ กัน โดยได้เปรียบเทียบสมบัติทางเคมีและ

กายภาพของฟิล์มผสมที่ได้กับฟิล์มผสมที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยเทคนิ ค EDC/NHS และ 

EDC/NHS/MES พบว่า พ้ืนผิวของฟิล์มผสมที่ผ่านการเชื่องขวางด้วยเทคนิค EDC/NHS และ 

EDC/NHS/MES จะมีลักษณะคล้ายกับพ้ืนผิวของฟิล์มผสมที่ไม่ผ่านการเชื่อมขวาง และเมื่อเพ่ิม

ปริมาณกรดไฮยาลูรอนิคจะช่วยท าให้พันธะไฮโดรเจนและการเกิดอันตรกิริยาของแรงดึงดูดระหว่าง

ประจุและแรงต้านของโมเลกุลไฟโบรอินไหมไทยมีค่าเพ่ิมขึ้น นอกจากนี้ยังพบว่า ฟิล์มที่ไม่ผ่านการ

เชื่อมขวางจะมีค่าความทนต่อแรงดึงสูงกว่าฟิล์มที่ผ่านการเชื่อมขวาง แต่ในทางตรงกันข้าม ฟิล์มที่
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ผ่านการเชื่อมขวางจะมีค่าร้อยละของการยืดของชิ้นงานที่จุดขาดที่แสดงสมบัติด้านความแข็งเปราะ

ของวัสดุสูงกว่าฟิล์มที่ไม่ผ่านการเชื่อมขวาง และเมื่อน าเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (L929) มาเลี้ยงบนฟิล์ม

ผสม พบว่าเซลล์มีการยึดเกาะ และเจริญเติบโตได้ดี ซึ่งแสดงถึงสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพของ

ฟิล์มผสมดังกล่าว  

  ในปี 2012 Jetbumpenkul, P. และคณะ [83] ได้ท าการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ผสม

ระหว่างชีววัสดุ 2 ชนิด ที่มีประจุตรงข้ามกัน ได้แก่ ไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินชนิดเอที่สัดส่วน

การผสมต่างๆ กัน ซึ่งชีววัสดุทั้ง 2 ชนิดจะอยู่ร่วมกันด้วยแรงทางไฟฟ้าสถิต (Electrostatic 

Blending) โดยได้เปรียบเทียบสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ได้กับโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวาง

ด้วยเทคนิค EDC/NHS จากการศึกษาพบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ทั้งกรณีที่ผ่านการเชื่อมขวางและไม่ผ่าน

การเชื่อมขวาง มีโครงสร้างของรูพรุนที่สม่ าเสมอ นอกจากนี้ยังพบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่สัดส่วนการ

ผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน 50/50 มีสมบัติใกล้เคียงกับโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการ

เชื่อมขวางมากที่สุด กล่าวคือ มีค่าร้อยละโดยน้ าหนักที่หายไปน้อยที่สุด และมีความสามารถในการทน

แรงกดได้ดี เนื่องมาจากความสมดุลของแรงดึงดูดระหว่างประจุของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน

นั่นเอง ส าหรับการทดสอบการย่อยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ในเอนไซม์คอลลาจีเนส 

พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ผ่านการเชื่อมขวางและมีองค์ประกอบของเจลาตินในสัดส่วนที่สูงจะมีอัตรา

การย่อยสลายที่ค่อนข้างเร็ว และเมื่อน าเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูกที่สกัดแยกจากของหนูวิสต้ามาเลี้ยง

บนโครงเลี้ยงเซลล์ พบว่าเซลล์ที่เลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ได้ผ่านการเชื่อมขวางมีการเจริญเติบโต

น้อยกว่ากรณีเซลล์ที่เลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวาง  

  ในปี 2013 Enrione, J. และคณะ [12] ได้ท าการศึกษาผลกระทบของปริมาณเจลาตินและ

ความเข้มข้นของสารเชื่อมขวาง(EDC/NHS/MES) ต่อสมบัติทางความร้อน (อาทิ อุณหภูมิการเปลี่ยน

สถานะคล้ายแก้วและอุณหภูมิหลอมเหลว) และสมบัติทางกายภาพ (เช่น ความพรุนและรูพรุนของ

โครงสร้างจุลภาค) ของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างเจลาติน ไคโตซาน และกรดไฮยาลูรอนิค จาก

การศึกษาพบว่า ความเข้มข้นของ EDC/NHS/MES ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กันไม่มีผลอย่างมีนัยส าคัญ

ต่อสมบัติทางความร้อนและสมบัติทางกายภาพ  
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 ในปี 2014 Chen, J. และคณะ [84] ได้ขึ้นรูปเมมเบรนเส้นใยกรดไฮยาลูรอนิค ที่ความ

เข้มข้นของกรดไฮยาลูรอนิคต่าง ๆ (0.05, 015, และ 0.3 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก) ด้วยเทคนิคการท า

แห้งแบบเยือกแข็งและท าการเชื่อมขวางด้วย EDC เพ่ือให้เมมเบรนเส้นใยสามารถต้านการละลายน้ า

ได้ เพ่ือใช้ในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ จากการศึกษาพบว่า โครงสร้างสัณฐานของเมมเบรนเส้นใย

กรดไฮยาลูรอนิคจะมีลักษณะเปลี่ยนไปเมื่อความเข้มข้นของสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคเปลี่ยน และ

เมื่อท าการเชื่อมขวางเมมเบรนเส้นใยกรดไฮยาลูรอนิคพบว่า ความสามารถต้านการละลายน้ า และ

ความหนาแน่นในการเชื่อมขวางมีค่าเพ่ิมขึ้น เมื่อเพ่ิมเวลาในการเชื่อมขวาง นอกจากนี้แล้วเมื่อเพ่ิม

เวลาในการเชื่อมขวางยังท าให้การระเหยของน้ าลดลงอีกด้วย และผลจากการวิเคราะห์ด้วย TGA และ 

DSC พบว่า น้ าหนักที่หายไปและเอนทัลปีของการควบแน่น (dehydration enthalpy) มีค่าลดลง ซึ่ง

แสดงให้เห็นว่า ความสามารถต้านการละลายน้ าของเมมเบรนเส้นใยกรดไฮยาลูรอนิคที่ผ่านการเชื่อม

ขวางมีค่าน้อยกว่า เมื่อเทียบกับเมมเบรนที่ไม่ผ่านการเชื่อมขวาง แต่ทั้งนี้ อุณหภูมิในการสลายตัว

เพ่ิมข้ึน เป็นผลเนื่องจากการเกิดอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุลของน้ าหลังจากผ่านการเชื่อมขวาง 

 ในปี 2006 Powell, H. M. และคณะ [10] ได้ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างคอลลาเจน

และ chondroitin-6-sulfate (GAG) ด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง และท าการเชื่อมขวาง

ด้วย EDC/NHS/MES ที่ความเข้มข้นของ EDC ต่าง ๆ (0, 1, 5, 10, และ 50 มิลลิโมลาร์) จาก

การศึกษาพบว่า คุณลักษณะทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมที่ผ่านการเชื่อมขวางและไม่ผ่านการ

เชื่อมขวางไม่มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างสัณฐาน แต่มีการเปลี่ยนแปลงที่เห็นได้ชัดในด้านความ

เสถียรภาพ สมบัติทางกล และ cellular organization ของโครงเลี้ยงเซลล์ กล่าวคือ เมื่อความ

เข้มข้นของ EDC เพ่ิมข้ึนส่งผลให้โครงเลี้ยงเซลล์ผสมต้านการย่อยสลายได้ดี โดยเฉพาะที่ความเข้มข้น

ของ EDC เท่ากับ 50 มิลลิโมลาร์ โครงเลี้ยงเซลล์ผสมต้านการย่อยสลายได้ถึง 30 วัน เมื่อเทียบกับ

โครงเลี้ยงเซลล์ผสมที่ไม่ผ่านการเชื่อมขวาง (ตัวควบคุม) ที่ย่อยสลายภายใน 3 วัน ถึงแม้ความทนต่อ

แรงดึงและมอดูลัสมีค่าเพ่ิมขึ้น เมื่อความเข้มข้นเพ่ิม แต่จากผลการศึกษาพบว่า ความเหนียวและ

ความแข็งของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC ที่มีความเข้มข้นมากกว่า 10  

มิลลิโมลาร์ มีค่าเพ่ิมขึ้น แต่เมื่อถึงจุด ๆ หนึ่ง ความเหนียวและความแข็งของวัสดุจะลดลง เนื่องจาก

การแพร่ของสารเชื่อมขวางเข้าไปภายในโครงเลี้ยงเซลล์ผสมจะช้าที่ความเข้มข้นของ EDC สูง โดย

ปฏิกิริยาเริ่มต้นจะเกิดที่พ้ืนผิวมากกว่า ซึ่งเป็นข้อจ ากัดของสารเชื่อมขวางและอาจจะเกิดจากความ

เค้นภายในโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวางมีค่าสูง จึงส่งผลให้เส้นใยคอลลาเจนแข็งเปราะและ



 

 

49 

ความสามารถในการยืด (elongation) มีค่าน้อย เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลล์ผสมที่ใช้ในการทดลองมี

โครงสร้างรูพรุนแบบเปิด และเมื่อน าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวางไปเลี้ยงด้วยเซลล์ human 

fibroblast (HF) และ human keratinocytes (HK) พบว่าเซลล์ที่พบในโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการ

เชื่อมขวางด้วย EDC ที่ความเข้มข้น 10 และ 50 มิลลิโมลาร์ จะมีความหนาแน่นของเซลล์ต่ าและ 

cellular organization ไม่ดี ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการใช้ EDC ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 10 และ 50 มิลลิ

โมลาร์ ในการเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์จะท าให้ความหนาแน่นของเซลล์ลดลง จากการรายงานเมื่อปี 

1996 ของ Hanthamrongwit, M. และคณะ [85] พบว่า EDC ที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เนื่องจาก

สารเชื่อมขวาง EDC ที่ใช้มีความเข้มข้นสูง และเมื่อเกิดปฏิกิริยาจะเหลือส่วนที่ไม่ท าปฏิกิริยาอยู่มาก

ซึ่งถ้าก าจัดออกไม่หมดจะท าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ได้ 

 

2.5.2.2 การเชื่อมขวางผ่านหมู่ฟังก์ชันไฮดรอกซิล สามารถเกิดเป็นพันธะอีเทอร์ โดยใช้

สารประเภท Epoxide เช่น Butanedioldiglycidyl ether (BDDE) ในตัวกลางที่เป็นด่าง โดยใช้

ปฏิกิริยาการเปิดวงของ Epoxide เพ่ือสร้างพันธะอีเทอร์กับหมู่ไฮดรอกซิลในโมเลกุลของกรดไฮยาลู

รอนิค หรือใช้สารเชื่อมขวางประเภท Divinyl sulfone (DVS) ในตัวกลางที่เป็นด่าง โดยปฏิกิริยาจะ

เกิดการสร้างพันธะ Sulfonyl bisethyl ระหว่างหมู่ไฮดรอกซิลในโมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิค การ

เชื่อมขวางผ่านหมู่ฟังก์ชันไฮดรอกซิลได้แก่  

 1. การเชื่อมขวางหมู่ฟังก์ชันไฮดรอกซิลที่เกิดผ่านปฏิกิริยาการเกิดหมู่อีเทอร์ 

(ether formation) โดยการเชื่อมขวางด้วยสารประกอบอีพอกซี (Epoxy compound) การ

เชื่อมขวางด้วยสารประกอบอีพอกซี เป็นการปรับปรุงหมู่คาร์บอกซิลและหมู่ไฮดรอกซิลของพอลิเมอร์ 

เกิดเป็นพันธะเอสเทอร์และพันธะอีเทอร์ได้ตามล าดับดังแสดงในรูปที่ 2.17 สารเชื่อมขวางประเภท

สารประกอบอีพอกซี ได้แก่ เอทิลีนไกลคอลไดไกลซิดิลอีเทอร์ (Ethyleneglycoldiglycidylether) 

ไกลคอลพอลิไกลซิดิลอีเทอร์ (Glycerolpolyglycidylether) และเมทิลไกลซิดิลอีเทอร์ (Methyl- 

glycidylether) เป็นต้น สารประกอบอิพอกซีใช้ระยะเวลาการเชื่อมขวางนานกว่ากลูตารัลดีไฮด์ แต่

วัสดุที่ได้สามารถลดการเกิดเกลือแคลเซียมและมีความยืดหยุ่นกว่าวัสดุที่เชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ 
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รูปที่ 2.17 การเชื่อมขวางของกรดไฮยาลูรอนิคด้วย poly(ethylene glycol)diglycidyl (PEGDG) 
เมื่อ 1=หมู่ไฮดรอกซิลของกรดไฮยาลูรอนิค 2=หมู่อีพอกซีของ poly(ethyleneglycol)diglycidyl 

ether 3=พันธะเชื่อมขวางอีเทอร์ [86] 
  

 2. การเชื่อมขวางหมู่ฟังก์ชันไฮดรอกซิลที่เกิดผ่านปฏิกิริยา ether formation 

โดยการเชื่อมขวางด้วยไดไวนิล ซัลโฟน (divinylsunfone, DVS) กลไกการเชื่อมขวางของหมู่ 

ไฮดรอกซิลของพอลิเมอร์ด้วย DVS แสดงดังรูปที่ 2.18 โดยที่ DVS จะท าปฏิกิริยากับหมู่ไฮดรอกซิล 

ของพอลิเมอร์ ภายใต้สภาวะที่เป็นเบส ท าให้เกิดเป็น sulfonyl-bis-ethyl มีรายงานว่าเจล 

ไฮยาลูรอนิคที่เชื่อมขวางด้วย DVS มีความเสถียรสูงและสามารถคงรูปไว้ได้หลายวัน เมื่อเทียบกับเจล 

กรดไฮยาลูรอนิคที่เชื่อมขวางด้วยวิธี autocrosslinking [87] 

 
รูปที่ 2.18 การเชื่อมขวางกรดไฮยาลูรอนิคด้วย DVS [88] 
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  3. การเชื่อมขวางหมู่ฟังก์ชันไฮดรอกซิลที่เกิดผ่านปฏิกิริยา Hemiacetal โดยใช้

สารเชื่อมขวางกลูตารัลดีไฮด์ (Glutaldehyde, GA) กลูตารัลดีไฮด์เป็นสารประเภทแอลดีไฮด์ที่

นิยมใช้ในการเชื่อมขวาง เนื่องจากราคาไม่แพง ปฏิกิริยาการเชื่อมขวางเกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว โครงสร้าง

ของกลูตารัลดีไฮด์มีลักษณะเป็นสายโซ่ตรงประกอบด้วยคาร์บอน  5 อะตอม และมีหมู่แอลดีไฮด์  

2 หมู่ ที่ปลายทั้งสองข้างของโมเลกุล และหมู่แอลดีไฮด์จะช่วยท าหน้าที่ในการเชื่อมขวางกับหมู่  

อะมิโนของโปรตีนและหมู่ไฮดรอกซิลของพอลิแซ็กคาไรด์ กลูตารัลดีไฮด์จึงเป็นสารเชื่อมขวางส าหรับ

โปรตีนและพอลิแซ็กคาไรด์  

 ตัวอย่างการเชื่อมขวางกรดไฮยาลูรอนิคจะเกิดขึ้นระหว่างหมู่แอลดีไฮด์ (-CHO) ของ 

GA และหมู่ไฮดรอกซิลของกรดไฮยาลูรอนิคเกิดเป็น Hemiacetal โดยใช้กลูตารัลดีไฮด์เป็นสารเชื่อม

ขวางในการเชื่อมขวางแบบแช่ที่ใช้ตัวกลางเป็นอะซิโตนกับน้ า กลูตารัลดีไฮด์ที่ความเข้มข้นระหว่า ง 

100-250 mM จะท าให้ไฮโดรเจลกรดไฮยาลูรอนิคมีการบวมน้ าต่ าลง ซึ่งบ่งบอกถึงปริมาณการเชื่อม

ขวางที่สูง และยังพบว่าปฏิกิริยาเชื่อมขวางจะเกิดได้เร็วเมื่อท าในตัวกลางที่เป็นกรด (pH~2) 

เนื่องจากเป็นการกระตุ้นหมู่แอลดีไฮด์ให้เกิดปฏิกิริยาสมบรูณ์มากขึ้น รูปที่ 2.19 แสดงหมู่แอลดีไฮด์ 

(-CHO) โดยจะท าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโน (-OH) ของกรดไฮยาลูรอนิค  

 

 
 

รูปที่ 2.19 การเชื่อมขวางกรดไฮยาลูรอนิคด้วยกลูตารัลดีไฮด์ [78] 
 

 นอกจากนี้หมู่แอลดีไฮด์ของกลูตารัลดีไฮด์ยังสามารถท าปฏิกิริยากับหมู่เอมีน (-NH2) 

ของโปรตีน ดังแสดงในรูปที่ 2.20 เมื่อความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์เพ่ิมข้ึน ส่งผลให้ความสามารถใน

การบวมน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์ลดลง แต่มีสมบัติทางกลดีขึ้นและท าให้ความชอบน้ า (hydrophilic) 

ลดลง  
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รูปที่ 2.20 การเชื่อมขวางของโปรตีนด้วยกลูตารัลดีไฮด์ [89] 

 

 ข้อดีของการเชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์คือ จะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วและมี

ประสิทธิภาพสูง โดยปฏิกิริยาการเชื่อมขวางขึ้นอยู่กับค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ตัวท าละลาย ความ

เข้มข้น และความบริสุทธิ์ของกลูตารัลดีไฮด์ ข้อเสียของวิธีนี้ คือ กลูตารัลดีไฮด์เป็นสารที่มีพิษ ดังนั้น

หลังเสร็จสิ้นกระบวนเชื่อมขวางจึงจ าเป็นต้องก าจัด กลูตารัลดีไฮด์ส่วนเกินที่อาจตกค้างอยู่ในชิ้นงาน

ออก โดยการล้างด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ไกลซีน ซึ่งมีหมู่อะมิโน (–NH2) เหมือนกับโปรตีน โดย 

กลูตารัลดีไฮด์ที่ตกค้างอยู่จะไปจับกับหมู่อะมิโนของสารละลายบัฟเฟอร์ไกลซีนแทน [90] 

ในปี 2011 Bigi, A. และคณะ [8] ได้ท าการศึกษาความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ 

(Glutaraldehyde, GA) ที่มีผลต่อสมบัติทางกลและสมบัติทางความร้อนของฟิล์มเจลาติน จากการ 

ศึกษาพบว่า เมื่อความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์เพ่ิมจะส่งผลท าให้ความสามารถในการยืดตัว 

(extensibility) ของฟิล์มลดลง แต่ค่าความทนต่อแรงดึง ณ จุดขาด (stress at break) มีค่าเพ่ิมขึ้น 

นอกจากนี้การบวมน้ ามีค่าลดลง โดยที่ค่าจะสูงกว่า 100 เปอร์เซ็นต์ เล็กน้อย เมื่อฟิล์มเจลาตินผ่าน

เชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ด้วยความเข้มข้นอย่างน้อย 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก และยังเพ่ิมค่า

มอดูลัสยังของฟิล์มด้วย อย่างไรก็ตามการเชื่อมขวางด้วยความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ต่ า ๆ 

สามารถท าให้ฟิล์มมีความเสถียรได้ แต่ที่ความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก จะ

ท าให้ได้ฟิล์มที่มีค่ามอดูลัสของยังเป็น 20 เท่า ของฟิล์มที่ไม่ผ่านการเชื่อมขวาง ส่วนสมบัติทางความ
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ร้อนและการบวมน้ าจะมีค่าใกล้เคียงกัน ในการเลือกความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ควรเลือกให้

เหมาะสมกับการน าวัสดุไปใช้งาน เนื่องจากกลูตารัลดีไฮด์มีความเป็นพิษหากก าจัดกลูตารัลดีไฮด์

ส่วนเกินออกไม่หมด  

 นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยที่ใช้ทั้งวิธีการเชื่อมขวางทางกายภาพร่วมกับการเชื่อม

ขวางทางเคมี ได้แก่ เมื่อปี 2010 จากรายงานของ Ratanavaraporn, J. และคณะ [13] ซึ่งได้ท าการ 

ศึกษาการขึ้นรูปเส้นใยเจลาตินชนิดเอและชนิดบี โดยใช้เทคนิคการปั่นแบบไฟฟ้าสถิต และ

เปรียบเทียบคุณลักษณะและความสามารถในการเชื่อมขวางของเส้นใยเจลาตินที่ผ่านการเชื่อมขวาง

ด้วยวิธีการ ต่าง ๆ ได้แก่ การใช้ความร้อน สารเคมี และการใช้พลาสมา พบว่า การเชื่อมขวางทาง

กายภาพท าให้ร้อยละที่ลดลงของน้ าหนักมีค่าน้อยมาก เมื่อเทียบกับวิธีการเชื่อมขวางทางเคมี และ

เมื่อเปรียบเทียบวิธีการเชื่อมขวางทางเคมี และพบว่า แผ่นเส้นใยเจลาตินชนิดเอที่ผ่านการเชื่อมขวาง

ด้วยวิธีการพ่นละอองของสารละลาย EDC ก่อนการแช่ในสารละลาย EDC จะมีค่าร้อยละที่ลดลงของ

น้ าหนักน้อยที่สุด เนื่องจากการพ่นละอองเป็นการจ ากัดปริมาณสารละลาย EDC ที่สัมผัสกับแผ่นเส้น

ใยโดยตรง และท าให้เกิดการเชื่อมขวางของเส้นใยก่อนบางส่วน จากนั้นจึงค่อยน าไปแช่ในสารละลาย 

EDC ซึ่งวิธีนี้ช่วยลดการละลายของแผ่นเส้นใยเจลาตินได้เล็กน้อย โดยจะช่วยไม่ให้เจลาตินละลาย

ก่อนที่จะเกิดปฏิกิริยาเชื่อมขวางโดยสมบูรณ์ ส่วนแผ่นเส้นใยเจลาตินที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยวิธีการ

ทางกายภาพมีค่าร้อยละการเชื่อมขวางน้อยกว่าและมีความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพที่เร็ว

กว่าแผ่นเส้นใยเจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยวิธีทางเคมีแบบต่าง ๆ เพราะวิธีทางกายภาพจะเกิดการเชื่อม

ขวางที่พ้ืนผิวของแผ่นเส้นใยเท่านั้น และเมื่อเปรียบเทียบการเชื่อมขวางระหว่างแผ่นเส้นใยเจลาติน

ชนิดเอ และชนิดบีที่ใช้วิธีการเชื่อมขวางเหมือนกัน พบว่า ร้อยละการเชื่อมขวางของแผ่นเจลาตินชนิด

บี มีค่าสูงกว่าร้อยละการเชื่อมขวางของเจลาตินชนิดเอ เนื่องจากเจลาตินชนิดบีผลิตมาจาก

กระบวนการไฮโดรไลซิสกลุ่มเอไมด์ในคอลลาเจนในสารละลายด่าง ท าให้ได้เจลาตินที่มีปริมาณหมู่

คาร์บอกซิลิกมาก ดังนั้นปริมาณหมู่คาร์บอกซิลิกที่มากอาจจะเป็นสาเหตุท าให้เจลาตินชนิดบีเกิดการ

เชื่อมขวางด้วย EDC ได้มากกว่าเจลาตินชนิดเอ ผลการเชื่อมขวางนี้ยังสอดคล้องกับความสามารถใน

การย่อยสลายทางชีวภาพของแผ่นเส้นใย กล่าวคือ แผ่นเส้นใยเจลาตินชนิดบีที่เกิดการเชื่อมขวาง

มากกว่าจะย่อยสลายทางชีวภาพได้ช้ากว่าแผ่นเส้นใยเจลาตินชนิดเอ  
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โดยสรุป การเชื่อมขวางกรดไฮยาลูรอนิคและเจลาติน ท าได้ทั้งวิธีทางกายภาพและทางเคมี 
ส าหรับการเชื่อมขวางทางเคมีของกรดไฮยาลูรอนิคสามารถสรุปได้ดังตารางที่ 2.9 และการเชื่อมขวาง 
ทางเคมีของกรดไฮยาลูรอนิคกับชีววัสดุอื่น ๆ สามารถสรุปได้ดังตารางที่ 2.10 
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2.6 ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (Biocompatibility)   

 สมบัติที่มีความส าคัญอย่างหนึ่งของชีววัสดุเมื่อน าไปใช้เป็นไฮโดรเจลหรือเป็นโครง เลี้ยง

เนื้อเยื่อ ส าหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อ คือ สมบัติทางชีวภาพ โดยเมื่อฝังไฮโดรเจลเข้าสู่ร่างกายไฮโดรเจล 

ต้องสัมผัสกับระบบภายในร่างกาย ดังนั้นการตอบสนองของร่างกายต่อชีววัสดุจึงเป็นปัจจัยที่ต้อง

ค านึงถึงในการผลิตไฮโดรเจล โดยปกติชีววัสดุที่มักใช้ผลิตไฮโดรเจลต้องมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ

กับร่างกาย ซึ่งมักเป็นวัสดุที่โครงสร้างโมเลกุลมีหมู่ชอบน้ า เช่น หมู่ไฮดรอกซิล (-OH) หมู่คาร์บอกซิล 

(-COOH) เป็นต้น นอกจากมีหมู่ที่มีความชอบน้ าในโครงสร้างแล้ว การมีโครงสร้างทางเคมีที่ช่วยให้

เซลล์ยึดเกาะได้ดีเป็นอีกปัจจัยส าคัญของชีววัสดุในการน ามาใช้ผลิตไฮโดรเจล ตัวอย่างชีววัสดุที่นิยม

น ามาใช้ เช่น คอลลาเจน ไกลโคสมิโนไกลแคน ไฟโบรอิน ไคโตซาน เป็นต้น ซึ่งชีววัสดุดังกล่าวมี

ล าดับกรดอะมิโนที่เซลล์สามารถจดจ าได้ เช่น หมู่ล าดับกรดอะมิโนของ อาร์จินีน ไกลซีน กรด

แอสพาร์ติก (aginine glycine aspatic acid, RGD) ที่พบในคอลลาเจน เป็นต้น  

 การทดสอบการเข้ากันได้ทางชีวภาพของไฮโดรเจลสามารถท าได้ด้วยการทดสอบการตอบ 

สนองของเซลล์ต่อไฮโดรเจลในห้องปฏิบัติการ เช่น การยึดเกาะ (cell adhesion) การเจริญเติบโต 

(cell proliferation) การอยู่รอด (cell viability) ของเซลล์บนไฮโดรเจล 

 

เซลล์ (Cell)  

เซลล์ เป็นหน่วยเล็กของเนื้อเยื่อท่ีส าคัญมากในกระบวนการชีวภาพในร่างกาย ซึ่งแต่ละเซลล์

มีองค์ประกอบส าคัญในการสังเคราะห์สารชีวภาพที่มีส่วนส าคัญในกระบวนการทางชีวภาพ เมื่อ 

องค์ประกอบดังกล่าวท างานผิดปกติจะก่อให้เกิดโรคขึ้น ทั้งนีภ้ายในเนื้อเยื่อประกอบด้วยเซลล์จ านวน

มาก โดยแต่ละเซลล์มีการเชื่อมต่อกันและมีการส่งสัญญาณระหว่างเซลล์ ส่งผลท าให้เกิดการเปลี่ยน 

แปลงพฤติกรรมของเซลล์และการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเนื้อเยื่อ ในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อจะท าการ

เลี้ยงเซลล์ในห้องปฏิบัติการจนกลายเป็นเนื้อเยื่อก่อนส่งผ่านเข้าสู่ร่างกาย โดยกระบวนการเลี้ยงเซลล์

เพ่ือให้เซลล์กลายเป็นเนื้อเยื่อต้องมีสภาวะใกล้เคียงกับเนื้อเยื่อธรรมชาติของร่างกายมนุษย์ ซึ่งอาจจะ

ต้องเพาะเลี้ยงเซลล์ร่วมกันหลายชนิด เช่น การเลี้ยงเซลล์ออสติโอบลาสต์ร่วมกับออสติโอคลาสเพ่ือ

สร้างเนื้อเยื่อกระดูก [91] การเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์กับเคราติโนไซต์เพ่ือสร้างเนื้อเยื่อผิวหนัง  [92] 

เป็นต้น ตัวอย่างเซลล์ที่ใช้ในวิศวกรรมเนื้อเยื่อ แสดงดังตารางที่ 2.11  

 



 

 

62 

 ตารางท่ี 2.11 ตัวอย่างเซลล์และแหล่งที่พบ  
 

ตัวอย่างเซลล์ แหล่งที่พบ 

ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) ผิวหนัง 

เคราติโนไซต์ (keratinocyte) ผิวหนัง 

อิพิเธเลียล (epithelial) ผิวหนัง 

เอนโดเธเลียล (endothelial) หลอดเลือด 

ออสติโอบลาส (osteoblast) กระดูก 

ออสติโอคลาส (osteoclast) กระดูก 

ออสติโอไซต์ (osteocyte) กระดูก 

ไมโอไซต์ (myocyte) กล้ามเนื้อ 

คอนโดรไซต์ (chondrocyte) กระดูกอ่อน 

 

ในงานวิจัยนี้ได้เลือกใช้เซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู (Mouse Embryonic 

Fibroblasts, NIH/3T3) ในการทดสอบความเข้ากันได้กับไฮโดรเจลที่ผลิตขึ้น ซึ่งลักษณะโครงสร้าง

สัณฐานของเซลล์ แสดงดังรูปที่ 2.21  

 
รูปที่ 2.21 โครงสร้างของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู [93] 
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ข้อมูลทั่วไปเกี่ยวกับเซลล์  

Name:  NIH/3T3—Mouse Embryonic  

Fibroblasts 

Cell Type: fibroblast 

ATCC #: CRL-1658 Age:   embryo 

Organism: Mus musculus, mouse Morphology:   fibroblast 

Strain:  NIH/Swiss Growth Properties:  adherent 

Tissue:  embryo   

 

 เซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู (NIH/3T3) ถูกค้นพบในปี 1962 โดยภาควิชาพยาธิ

วิทยาของ New York University School of Medicine เป็นเซลล์ประเภทเซลล์เพาะเลี้ยงต่อเนื่อง 

(continuous cell line) ที่ได้จากการถ่ายเลี้ยงเซลล์ปฐมภูมิของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังตัวอ่อนหนูที่

สกัดแยกได้จากเนื้อเยื่อของตัวอ่อนหนูสายพันธุ์ NIH/Swiss โดยที่ 3T3 ย่อมาจาก 3-day transfer, 

inoculum 3x105 cells. หมายถึง เซลล์จะมีการถ่ายโอนทุก ๆ 3 วัน ซึ่งมีความหนาแน่นของเซลล์

เท่ากับ 3x105 เซลล์ต่อ 20 cm2 เซลล์ NIH/3T3 มีคุณสมบัติเป็น cell contact inhibition สูง 

กล่าวคือ เมื่อแบ่งตัวจนเต็มพ้ืนผิวภาชนะแล้ว (ผนังเซลล์ชนกัน) จะหยุดการเจริญเติบโต โดยทั่วไป

เซลล์ไฟโบรบลาสต์จะมีขนาดประมาณ 38-150 ไมโครเมตร [94] เนื่องด้วยเซลล์ NIH/3T3 เป็นเซลล์

เพาะเลี้ยงต่อเนื่อง จึงท าให้มีคุณสมบัติแบ่งตัวได้ไม่สิ้นสุดและสามารถเพาะเลี้ยงต่อไปได้เรื่อย ๆ ด้วย

คุณสมบัติดังกล่าวจึงท าให้เซลล์ประเภทนี้ถูกน ามาทดสอบในระดับห้องปฏิบัติการเพ่ือใช้ในการศึกษา

และวิจัย เช่น น ามาใช้ในการทดสอบความเป็นพิษของวัสดุ และศึกษาการยึดเกาะ การเจริญเติบโต 

รวมทั้งการเคลื่อนย้ายระหว่างเซลล์กับวัสดุ เป็นต้น   

 ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ NIH/3T3 จะใช้อาหารเลื้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco’s Modification of 

Eagle’s Medium (DMEM) ประกอบด้วย 4.5g/L glucose, L-glutamine ความเข้มข้น 2 มิลลิ 

โมลาร์ ร่วมกับซีรัมชนิด fetal bovine serum (FBS) ความเข้มข้น 10% และสารละลาย Penicillin-

Streptomycin (10,000 units/ml penicillin และ 10,000 ug/ml streptomycin ความเข้มข้น 

1% และน าไปเพาะเลี้ยงในตู้บ่มที่ความชื้นและ 5% คาร์บอนไดออกไซด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ในปี 2011 Watanabe, S., M. และคณะ [95] ได้รายงานลักษณะจลศาสตร์การ

เจริญเติบโตของเซลล์ NIH/3T3 ดังรูปที่ 2.22 เซลล์มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (specific 
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growth rate, µ) เท่ากับ 0.0275 ต่อชั่วโมง และเวลาในการแบ่งตัวทวีคูณ (Population doubling 

time, PDT) เท่ากับ 25.21 ชั่วโมง  

 

 
รูปที่ 2.22 กราฟจลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์ NIH/3T3 ที่เพาะเลี้ยงที่ความหนาแน่นของ

เซลล์เท่ากับ 25,000 เซลล์ต่อ 24 well plate (12,500 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร) [95] 
 

 ตัวอย่างการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการ โดยใช้เซลล์เนื้อเยื่อ

ผิวหนังของตัวอ่อนหนู (NIH/3T3) ได้แก่ เมื่อปี 2007 Chen, M. และคณะ [96] ได้ท าการศึกษาผล

ของขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์เส้นใยและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยพอลิคาร์โปแลคโตน

(polycaprolactone, PCL) ที่ขึ้นรูปด้วยกระบวนการอิเล็กโตรสปินนิงต่อการยึดเกาะและการเจริญ 

เติบโตของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู (NIH/3T3 mouse fibroblast cells) จากผลการวิจัย

พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์เส้นใยมีขนาดรูพรุนอยู่ในช่วง 56 ถึง 69 ไมโครเมตร ซึ่งมีขนาดใหญ่กว่าขนาด

ของเซลล์ NIH/3T3 fibroblast cell (10-15 µm) และมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยอยู่ในช่วง 

117 ถึง 1647 นาโนเมตร และเมื่อทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพ โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ลงบนโครง

เลี้ยงเซลล์เส้นใยด้วยความหนาแน่นของเซลล์เท่ากับ 2.5x105 เซลล์/well (24 well plate) และ

วิเคราะห์การยึดเกาะของเซลล์ด้วยวิธี CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation 

assay (Promega, Madison, WI) และการมีชีวิตอยู่ของเซลล์ด้วยวิธี MTS assay พบว่า เมื่อท าการ

เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 วัน เซลล์มีการแผ่กระจายบนพ้ืนผิวของ PCL ได้ดี ผลการยึดเกาะของเซลล์
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หลังจากท าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 และ 4 ชั่วโมง พบว่า เซลล์จะยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล์เส้นใยที่

มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 428 นาโนเมตร ได้ดีกว่าเส้นใยขนาดอ่ืน ๆ อย่างมีนัยส าคัญ นอกจากนี้ผล

การศึกษาการเจริญเติบโตและการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วยกล้อง laser scanning confocal 

microscope พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 วัน จ านวนเซลล์ที่ยึดเกาะบนพ้ืนผิวด้านบนของโครง

เลี้ยงเซลล์มากกว่าภายในโครงเลี้ยงเซลล์ และเมื่อท าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 5 วัน จ านวนเซลล์ที่พบ

ในแนวตัดขวางเพ่ิมข้ึน  

ในปี 2015 Miranda, D. G. และคณะ [97] ได้ท าการศึกษาการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ไฮโดร

เจล จากไคโตซาน (CS) และกรดไฮยาลูรอนิค (HA) ที่สัดส่วนการผสมต่าง ๆ กัน (CS:HA = 7:3, 1:1 

และ 3:7) โดยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง และทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพในระดับ

ห้องปฏิบัติการโดยใช้เซลล์ MG63 osteoblast-like cell (สกัดแยกจาก human osteosarcoma) 

และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH/3T3 (สกัดแยกจากเนื้อเยื่อตัวอ่อนของหนูสายพันธุ์ Swiss) โดย

เพาะเลี้ยงเซลล์ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฮโดรเจลด้วยความหนาแน่นของเซลล์เท่ากับ 1x105 เซลล์ต่อ

มิลลิลิตร ท าการเลี้ยงเป็นเวลา 24, 48, และ 72 ชั่วโมง โดยวิเคราะห์การมีชีวิตอยู่ของเซลล์ด้วยวิธี 

Alamar Blue assay จากผลการวิจัยพบว่า จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ของเซลล์ MG63 และ NIH/3T3 

เพ่ิมข้ึนประมาณ 20% เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (Alamar Blue ผสมกับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์

ที่ไม่มีเซลล์) เนื่องจากว่า การแสดงออกของกลุ่มโปรตีนบนผิวของเซลล์ (CD44) ของเซลล์ NIH/3T3 

และ MG63 สูงกว่ากลุ่มควบคุม (เซลล์ที่ไม่ได้เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ไฮโดรเจล) แสดงให้เห็นว่า 

เมื่อท าการเพาะเลี้ยงเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ไฮโดรเจลเซลล์มีการเคลื่อนที่ได้ดีกว่า เมื่อเทียบกับกลุ่ม

ควบคุม  

 ในปี 2004 Bhattarai, S. R. และคณะ [98] ได้ท าการศึกษาตัวแปรที่มีผลต่อการขึ้นรูปเส้น

ใยนาโนพอลิเมอร์จาก poly(p-dioxanone-co-L-lactide)-block-poly(ethylene glycol) หรือ 

PPDO/ PLLA-b-PEG จากผลการวิจัยพบว่า เส้นใยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโดยเฉลี่ยเท่ากับ 380 

นาโนเมตร และมีขนาดรูพรุนเท่ากับ 8 ไมโครเมตร ความพรุนมากกว่า 80 เปอร์เซนต์ และเมื่อท าการ

ทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์เส้นใยนาโนด้วยเซลล์ NIH/3T3 โดยท าการ

เพาะเลี้ยงเซลล์ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ความหนาแน่นของเซลล์เท่ากับ 1x105 เซลล์ เป็นเวลา 1, 3, 5, 

7, และ 10 วัน และท าการวิเคราะห์จ านวนเซลล์ด้วยวิธี DNA assay พบว่า เมื่อท าการเพาะเลี้ยงเป็น
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เวลา 10 วัน จ านวนเซลล์เพ่ิมข้ึนเป็น 6 เท่า เปรียบเทียบกับวันที่ 1 ดังนั้นโครงเลี้ยงเซลล์แบบเส้นใย

นาโนช่วยส่งเสริมให้เซลล์เจริญเติบโตและวัสดุที่ใช้ผลิตเส้นใยนาโนไม่เป็นพิษต่อเซลล์ นอกจากนี้ยัง

ศึกษาอันตรกิริยาระหว่างเซลล์กับเมทริกซ์โดยการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่เวลา 2, 3, 5, 7, และ 10 วัน 

หลังจากนั้นตรึงเซลล์ด้วย 4% กลูตารัลดีไฮด์ และวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราดพบว่า เซลล์มีแนวโน้มแผ่กระจายบนเส้นใยและรวมเป็นกลุ่มก้อนเมื่อท า

การเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 วัน และมีขนาดใหญ่ขึ้นในวันที่ 5 และเซลล์แผ่ปกคลุมเมทริกซ์เส้นใยนาโน

ในวันที่ 10 แสดงให้เห็นว่าเส้นใยนาโนมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์ อย่างไรก็ตามเส้นผ่าน

ศูนย์กลางของรูพรุนเป็นอีกปัจจัยที่มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ ส าหรับเซลล์ ไฟโบร 

บลาสต์ที่มีขนาดเซลล์เท่ากับ 10-15 ไมโครเมตร เส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยนาโนที่ได้ควรอยู่ในช่วง 

25-100 ไมโครเมตร [99]  

 ในปี 2010 Gui-Bo, Y. และคณะ [100] ได้ขึ้นรูปเส้นใยนาโนจากไฟโบรอินและเจลาติน ด้วย

กระบวนการอิเล็กโตรสปินนิง โดยเคลือบบนโครงเลี้ยงเซลล์พอลิแล็กติกแอซิด (PVA) และท าการ

ทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพ โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ 3T3 mouse fibroblast ลงบนโครงเลี้ยง

เซลล์เส้นใยนาโนด้วยความหนาแน่นของเซลล์เท่ากับ 5x104 เซลล์ต่อ 24 well plate เพาะเลี้ยงเป็น

เวลา 2, 4, 6, 8, 10, และ 12 วัน และวิเคราะห์การมีชีวิตอยู่ของเซลล์ด้วย MTT assay จาก

ผลการวิจัยพบว่า เซลล์มีการเจริญเติบโตได้ดีบนโครงเลี้ยงเซลล์ ทั้งนี้หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 12 

วัน จ านวนเซลล์มีแนวโน้มลดลง เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลล์ไม่มีพ้ืนที่ว่างให้เซลล์ยึดเกาะ จึงเป็นสาเหตุ

ให้เซลล์เจริญเติบโตได้ช้าลง นอกจากนี้พบว่าความหนาแน่นของเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ PLA/SF-

gelatin มีค่าสูงกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ PLA/SF อย่างมีนัยส าคัญ แสดงให้เห็นว่าเจลาตินมีองค์ประกอบ

และโครงสร้างทางเคมีเหมือนคอลลาเจน ซึ่งช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์  

 ในปี 2014 Moon, B. M. และคณะ [101] ได้พัฒนากระบวนการขึ้นรูปแบบชะล้างด้วยเกลือ

แบบใหม่เพ่ือผลิตเป็นโครงเลี้ยงเซลล์สามมิติจากไฟโบรอิน โดยใช้เกลือร่วมกับน้ าตาลซูโคสเป็น

อนุภาคในการเกิดรูพรุนที่ อัตราส่วนการผสมต่าง ๆ กัน (ขนาดอนุภาคประมาณ 350-550 

ไมโครเมตร) และทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์ NIH/3T3 โดยท าการเพาะเลี้ยงเซลล์บน

โครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินที่ความหนาแน่นของเซลล์เท่ากับ 2x104 เซลล์ต่อ 24 well-plate ท าการ

เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1, 7, และ 14 วัน และท าการวิเคราะห์การมีชีวิตอยู่ของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay 
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จากผลการวิจัยพบว่า เซลล์มีจ านวนเพ่ิมขึ้นจากวันที่ 1 ถึง 14 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าโครง

เลี้ยงเซลล์ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์  

 ในปี 2015 Li, X. และคณะ [102] ได้พัฒนาโครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินและพอลิแล็กติก

แอซิด PVA ด้วยเทคนิค thermally induced phase separation (กระบวนที่ไฟโบรอินมีการก่อเจล

และเกิดการแยกเฟสเป็นไฮโดรเจล) ร่วมกับกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง เมื่อทดสอบความเป็น

พิษในระดับห้องปฏิบัติการโดยใช้เซลล์ mouse embryonic fibroblast cell (NIH/3T3) โดยท าการ

เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ความหนาแน่นเซลล์เท่ากับ 4x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และท าการ

เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1, 3, 5, และ 7 วัน ท าการวิเคราะห์การมีชีวิตอยู่ของเซลล์ด้วยวิธี Cell 

Counting Kit 8 (CCK8) จากผลการวิจัยพบว่าเซลล์มีการเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์อย่าง

ต่อเนื่อง แต่อย่างไรก็ตามอัตราการเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์จะน้อยกว่าบนจานเพาะเลี้ยงแบบ

พอลิเมอร์สไตรีน (TCP plate) เนื่องจากว่า PVA ไม่ส่งเสริมการยึดเกาะของเซลล์  

 ในปี 2011 Yang, C. และคณะ [103] ท าการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์เส้นใยนาโนจาก PVA 

และเจลาติน ที่อัตราส่วนการผสมต่าง ๆ (100/0, 80/20, 60/40, 40/60, และ 0/100) ด้วย

กระบวนการอิเล็กโตรสปินนิงและเชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยกลูตารัลดีไฮด์ เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้

ในงานด้านแผ่นปิดแผลหรือใช้เป็นโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อส าหรับเนื้อเยื่ออ่อน (soft tissue) เมื่อทดสอบ

ความเข้ากันได้ทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการด้วยเซลล์ NIH/3T3 fibroblast โดยเพาะเลี้ยงเซลล์

บนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 2x106 เซลล์ต่อ 24 well-plate เป็นเวลา 

6 ชั่วโมง เพ่ือศึกษาการยึดเกาะของเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ และเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1, 2, 3, และ 4 

วัน เพ่ือดูการเจริญเติบโตของเซลล์ ท าการวิเคราะห์การมีชีวิตอยู่ของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay และ

สัณฐานของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด จากผลการวิจัยพบว่า โครงสร้าง

สัณฐานของเซลล์ NIH/3T3 ที่สัมผัสกับโครงเลี้ยงเซลล์จะมีลักษณะที่เปลี่ยนไป กล่าวคือ เซลล์จะแผ่

กระจายได้ดีและร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ทุกชนิด มีค่าประมาณ 100 ผล

การศึกษาจ านวนเซลล์ด้วยวิธี MTT assay พบว่า จ านวนเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์มีค่า

ใกล้เคียงกันเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 ถึง 2 วัน ทั้งนี้เมื่อเพ่ิมเวลาในการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 วัน 

โครงเลี้ยงเซลล์สัดส่วน 80/20 มีจ านวนเซลล์มีสูงกว่าโครงเลี้ยงเซลล์สัดส่วนอื่น ๆ นอกจากนี้ยังพบว่า 

โครงเลี้ยงเซลล์เจลาตินมีอัตราการเจริญเติบโตต่ าที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ผสม
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ระหว่าง PVA/gelatin เพราะเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใย (ประมาณ 90 นาโนเมตร)  มีขนาด

ค่อนข้างเล็ก และมีโครงข่ายหนาแน่น ซึ่งเซลล์อาจจะแทรกเข้าไปได้น้อย ท าให้จ านวนเซลล์บนโครง

เลี้ยงเซลล์ชนิดนี้น้อยด้วย แสดงให้เห็นว่า ขนาดของเส้นใยและอัตราส่วนการผสมระหว่าง 

PVA/gelatin มีผลต่อการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ NIH/3T3 fibroblast  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 3  
วัสดุและวิธีการด าเนินการวิจัย 

3.1 วัสดุและสารเคมี  

3.1.1 ไหมไทย (พันธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 1, สถาบันหม่อนไหมแห่งชาติเฉลิมพระเกียรติ

สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์พระบรมราชินีนาถ จังหวัดศรีษะเกษ)  

3.1.2 กรดไฮยาลูรอนิค, น้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ยตามน้ าหนัก (Mw) = 2,400 KDa, น้ าหนัก

โมเลกุลเฉลี่ยโดยความหนืด (Mv) = 722 KDa (Sodium Hyaluronate, Namsiang Co. Ltd, ไทย) 

3.1.3 เจลาตินชนิดเอ, น้ าหนักโมเลกุล 100 kDa, pI = 9 (Nitta Gelatin Inc., Tokyo, 

ญี่ปุ่น)  

3.1.4 โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3; Ajax Finechem, Pty’Ltd, ออสเตรเลีย) 

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

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

3.1.7 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH, Ajax Finechem, Pty, Ltd, ออสเตรเลีย) 

3.1.8 ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (PBS, pH 7.3-7.5, Bio basic Inc. แคนาดา) 

3.1.9 เบต้า อะลานีน (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, ญี่ปุ่น) 

3.1.10 1-ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDC; 

nacalaitesque, ญี่ปุ่น) 

3.1.11 N-hydroxysuccinimide (NHS) (nacalai tesque, ญี่ปุ่น) 

3.1.12 เอทานอล (99.7-100%, VWR International Ltd., อังกฤษ) 

3.1.13 โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3 99%, Fluka, Buchs, เยอรมัน) 

3.1.14 2, 4, 6-trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) (NacalaiTesque, Kyoto, 

ญี่ปุ่น) 

3.1.15 โปรติเอส XIV (Protease = 3.5 U/mg, Sigma-Aldrich, เยอรมัน) 

3.1.16 โซเดียมเอไซด์ (NaN3, Labchem, APS, ออสเตรเลีย) 

3.1.17 น้ าปราศจากไอออน (Deionized Water) 

3.1.18 p-dimethylaminobenzaldehyde (DMAB, Sigma-Aldrich, เยอรมัน) 
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3.1.19 N-acetyl-D-glucosamine (Sigma-Aldrich, เยอรมัน) 

3.1.20 สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ (25% GA, Fluka, เยอรมัน) 

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

3.1.22 Fetal bovine serum (FBS, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

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

glutamine + AB, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.24 Typsin-EDTA (0.25% Trypsin in EDTA.4Na, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.25 Trypan blue stain 0.4% (Gibco, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.26 bisBenzimide fluorescent dye (Hoechst 33258, 1mg/ml DMSO, 

SigmaAldric, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.27 Penicilin/streptomycin antibiotic (100 units/ml, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.28  ถาดเลี้ยงเซลล์พอลิสไตรีนขนาด 24 หลุมและ 96 หลุม (Corning, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.29 ถาดเลี้ยงเซลล์กลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 มม. (Corning, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.30  ถุงไดอะไลซ์ (MWCO 12,000-16,000, Viskase Company Inc, ญี่ปุ่น) 

3.1.31  แม่พิมพ์เทฟลอน (Teflon Mold, ขนาด กว้างxยาวxสูง = 7x7x2 cm3) 

 

3.2 อุปกรณ์ 

3.2.1 เครือ่งปั่นเหวี่ยง (Centrifuge, Universal 320R, Hettich, เยอรมัน) 

3.2.2 เครื่องท าแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze dryer, CHRIST®, เยอรมัน) สถานที่ตั้ง: พ้ืนที่

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จังหวัดสระบุรี 

3.2.3 เครื่อง UV-Vis spectrophotometer (UV -2450, Shimudzu, ญี่ปุ่น) 

3.2.4 เครื่องวัดความหนืด (Sine-wave vibro viscometer, SV-10, ญี่ปุ่น)  

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

3.2.6 ตู้เย็น 4 oC (NR-BU343, Panasonics, ไทย)  

3.2.7 ตู้เย็น -20 oC (Sandenintercool, ไทย) 

3.2.8 ตู้เย็น -40 °C (Haier, จีน) 
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3.2.9 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow, Mars 1800, Scanlaf, เดนมาร์ก) 

3.2.10 ตู้เพาะเชื้อบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 Incubator, Galaxy 170 R, New 

Brunswick, สหรัฐอเมริกา)  

3.2.11  Autopipette (Eppendrof, เยอรมัน) 

3.2.12  กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (Scanning Electron Microscopy, JSM-

5410LV, JEOL Ltd., ญี่ปุ่น) 

3.2.13 เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (Hotplate Stirrer, Cimarac 3, Thermolyne, 

สหรัฐอเมริกา) 

3.2.14 เครื่อง Zetasizer NanoZS nanoseries (Malvaern Instrument Ltd., อังกฤษ) 

3.2.15 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Waterbath, 1235 PC, Shel-Lab, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.16 เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter, professional meter, pp-50,  

เยอรมัน) 

3.2.17 Hemacytometer (Boeco, เยอรมัน) 
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รูปที่ 3.1 แผนผังการด าเนินงานวิจัย  
 

3.3 แผนการด าเนนิงานวิจัย 

  การด าเนินงานวิจัยจะแบ่งออกเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกเป็นกระบวนการขึ้นรูปไฮโดรเจลด้วย

กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็งและเชื่อมขวางทางเคมีด้วย 1-ethyl-3-(3-Dimethylamino 

propyl)carbodiimide hydrochloride, EDC) ร่วมกับ N-hydroxysuccinimide (NHS) และส่วนที่

สองเป็นการวิเคราะห์คุณลักษณะและสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของไฮโดรเจล รวมทั้งทดสอบ

การยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังตัวอ่อนหนู รายละเอียดดังแสดงในรูปที่ 3.1  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 การเตรียมสารละลายผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน
ชนิดเอ และกรดไฮยาลูรอนิคท่ีมีความเข้มข้นรวม 1.5% โดยน้ าหนัก  
 ตัวแปรท่ีศึกษาคือ อัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของไฟโบรอิน
ไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค (SFGHA) ได้แก่ SF50G50, 
SF50G25HA25 และ SF50HA50 

สารละลาย 
กรดไฮยาลูรอนิค 

 

สารละลาย 
เจลาตินชนิดเอ 

สารละลายไฟโบรอินไหมไทยในน้ า
ปราศจากไอออน 

 

- วิเคราะห์ค่าความหนืดและ 
ค่าศักย์เซต้า (Zeta Potential) ท่ี
ค่าความเป็นกรดด่างต่าง ๆ ของ
สารละลายไฟโบรอินไหมไทย 
สารละลายเจลาติน สารละลาย
กรดไฮยาลูรอนิค และสารละลาย
ผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทย  
เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค  
 

การวิเคราะห์คุณลักษณะและสมบัติของไฮโดรเจล 
   1. ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระคงเหลือหลังการเชื่อมขวางของไฮโดรเจลผสมด้วยเทคนิค TNBS  
   2. ปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine คงเหลือหลังการเชื่อมของไฮโดรเจลด้วยเทคนิค Morgan-Elson 
assay  
   3. โครงสร้างสัณฐานโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM)  
   4. โครงสร้างทางเคมีโดยใช้ ATR-FTIR  
   5. ความสามารถในการดูดซับน้ า (water absorption)   
   6. ความสามารถในการย่อยสลายได้ทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการ (In Vitro Biodegradation) ในสารละลาย
เอนไซม์โปรติเอส XIV (Protease XIV) และในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
   7. การยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์เน้ือเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู (mouse embryonic fibroblast, 
 NIH/3T3) 

การเชื่อมขวางทางเคมีของไฮโดร
เจลโดยใช้ EDC/NHS 

ตัวแปรที่ศึกษาได้แก่ 
1. ความเข้มข้นของ EDC ได้แก่ 20, 30, 
และ 50 มิลลิโมลาร์ 
2. เวลาในการเชื่อมขวาง ได้แก่ 6, 12, 
และ 24 ชั่วโมง 

การขึ้นรูปไฮโดรเจลด้วย
กระบวนการท าแห้งแบบเยือก

แข็ง (Freeze-Drying)  
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3.4 ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 

 3.4.1 การเตรียมไฮโดรเจลไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค 

3.4.1.1 การเตรียมสารละลายไฟโบรอิน สารละลายเจลาติน และสารละลายกรดไฮยาลู
รอนิค 

   การเตรียมสารละลายไฟโบรอิน จะด าเนินการตามรายงานเมื่อปี 2005 ของ Kim, 
U.J. และคณะ [5] โดยจะแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน ดังแสดงในรูปที่ 3.2  

 1. การก าจัดกาวไหม  

  1) น ารังไหมพันธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 1 มาดึงปุยไหมและตัวดักแด้ออก 

จากนั้นชั่งน้ าหนักรังไหม 40 กรัม 

   2) ต้มรังไหมในสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (NaCO3) ความเข้มข้น 0.02 

โมลต่อลิตร ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เป็นเวลา 20 นาท ี

  3) น ารังไหมที่ต้มแล้วล้างด้วยน้ าปราศจากไอออน (Deionized water, DI)       

ประมาณ 4-5 รอบ เพ่ือก าจัดเซริซินและสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 

  4) ท าซ้ าข้อ 2-3 อีกรอบ 

  5) น าเส้นใยไหมที่ผ่านการก าจัดกาวไหมไปผึ่งให้แห้งประมาณ 2 วัน และ

น าไปซั่งน้ าหนักเพ่ือค านวณหาร้อยละของเซริซินที่หายไป 

  6) ฉีกเส้นใยไฟโบรอินให้ฟูเพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่ผิว ส าหรับเตรียมท าสารละลาย 

ไฟโบรอินต่อไป 

 2. การละลายไฟโบรอิน 

  1) น าเส้นใยไฟโบรอินที่ก าจัดกาวไหมแล้วละลายในสารละลายลิเทียมโบร

ไมด์ความเข้มข้น 9.3 โมลต่อลิตร ด้วยอัตราส่วนไหม 8 กรัมต่อลิเทียมโบรไมด์ 24 กรัม ที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส ประมาณ 3-4 ชั่วโมง จนได้สารละลายไฟโบรอิน 

  2) น าสารละลายไฟโบรอินมาไดอะไลซ์ในน้ าปราศจากไอออน เป็นเวลา 3 

วัน เพ่ือก าจัดลิเทียมโบรไมด์ โดยเปลี่ยนน้ าที่เวลา 15, 35, และ 55 นาทีในชั่วโมงแรก จากนั้นเปลี่ยน

น้ าวันละ 3 ครั้ง (เช้า กลางวัน เย็น) เป็นเวลา 3 วัน  

  3) เมื่อไดอะไลซ์เสร็จน าสารละลายไฟโบรอินที่ได้ไปปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 

ที่ความเร็วรอบ 9,000 rpm, อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เพ่ือก าจัดสิ่งปนเปื้อน 
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รูปที่ 3.2 ขั้นตอนการเตรียมสารละลายไฟโบรอิน  
 

  4) ความเข้มข้มรวมของสารละลายไฟโบรอินไหมไทยหาได้จากน าเอา

สารละลายไฟโบรอินหลังผ่านการไดอะไลซ์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร อบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส ข้ามคืนพร้อมทั้งชั่งน้ าหนักก่อนและหลังอบแห้ง และได้สารละลายไฟโบรอินความเข้มข้น

รวมเท่ากับ 7-7.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก  

การเตรียมสารละลายเจลาติน 

1. เตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอ โดยน าเจลาตินชนิดเอมาแช่ในน้ าปราศจาก

ไอออน เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือให้เจลาตินบวมตัวเต็มที่ 

2. ปั่นกวนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท-ี1 ชั่วโมง จนได้ 

สารละลายที่เป็นเนื้อเดียวกัน 

 การเตรียมสารละลายกรดไฮยาลูรอนิค  

 เตรียมสารละลายกรดไฮยาลูรอนิค โดยน ากรดไฮยาลูรอนิคละลายในน้ าปราศจาก

ไอออนปั่นกวนทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนได้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

 

      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ขั้นตอนที่ 2 การละลายไฟโบรอิน 

สารละลายไฟโบรอิน ละลายไฟโบรอินใน 9.3 M 
LiBr อุณหภูมิ 60

 
องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 3-4 
ชั่วโมง 

ไดอะไลซ์สารละลายไฟโบร 
อินและเปลี่ยนน้ าเป็นเวลา   

3 วัน 

สารละลายไฟโบรอินความ
เข้มข้นรวม 7-7.5 

เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก 

   

รังไหมพันธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 
1 จ านวน 40 กรัม 

ฉีกเส้นใยไฟโบรอินให้ฟ ูต้มรังไหมใน 0.02 M Na
2
CO

3
 

20 นาที โดยท าซ้ า 2 รอบ 

ขั้นตอนที่ 1 การก าจัดกาวไหม 
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3.4.1.2 การวิเคราะห์คุณลักษณะของสารละลาย  

  1. การวิเคราะห์ค่าศักย์เซต้า (Zeta potential) ของสารละลาย 

  การวิเคราะห์ค่าศักย์เซต้า (Zeta potential) ของสารละลายไฟโบรอินไหมไทย 

สารละลายเจลาติน สารละลายกรดไฮยาลูรอนิค และสารละลายผสมของไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน 

และกรดไฮยาลูรอนิค เพื่อตรวจสอบความเป็นประจุของสารละลาย โดยจะท าการวัดค่าศักย์เซต้าที่ค่า

ความเป็นกรดด่างต่าง ๆ กัน ซึ่งจะเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทยความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดย

น้ าหนัก สารละลายเจลาตินความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก สารละลายกรดไฮยาลูรอนิค 

ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก และสารละลายผสมของไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และ

กรดไฮยาลูรอนิค โดยใช้อัตราส่วนโดยน้ าหนักเท่ากับ SF50G50, SF50G25HA25, และ SF50HA50 

ที่มีความเข้มข้นรวม 0.2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก ปรับค่าความเป็นกรดด่างให้มีค่าเท่ากับ 2, 3, 3.5, 4, 

4.5, 5, 6, 7, 8, และ 9 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (Hydrochoric; HCl) และสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide; NaOH) และน าสารละลายที่ได้ไปวิเคราะห์ค่าศักย์เซต้า

ด้วยเครื่อง Zetasizer NanoZS nanoseries (Malvaern Instrument Ltd., อังกฤษ) 

  2. การวิเคราะห์ความหนืดปรากฏ (apparent viscosity) ของสารละลาย 

  การวัดความหนืดของสารละลายสามารถท าได้โดยการเตรียมสารละลายไฟโบรอิน

ไหมไทย สารละลายเจลาติน สารละลายกรดไฮยาลูรอนิค และสารละลายผสมของไฟโบรอินไหมไทย 

เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค โดยอัตราส่วนโดยน้ าหนักเท่ากับ SF50G50, SF50G25HA25, และ 

SF50HA50 ที่มีความเข้มข้นรวม 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก น าสารละลายและสารละลายผสมไปวัด

ความหนืดด้วยเครื่อง Sine-wave vibro viscometer (SV-10) โดยอาศัยการสั่นสะเทือนด้วยความถี่ 

30 เฮิร์ต ที่มีค่า shear rate อยู่ในช่วง 7-420 ต่อวินาที และค่าความหนืดจะวัดด้วยเทคนิค tuning 

fork vibration ซึ่งจะควบคุมอุณหภูมิของสารละลายผสมในขณะวัดไว้ที่ 50 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิ

การผสม) และอุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิส าหรับการน าไปใช้งาน) แต่ละตัวอย่างท าซ้ า 

3 ครั้ง 
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 3.4.1.3 การขึ้นรูปไฮโดรเจลผสมของไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค  

 การขึ้นรูปไฮโดรเจลโดยใช้กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze drying) มีขั้นตอน

ดังนี้  

1. เตรียมสารละลายผสมของไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค ที่มี

ความเข้มข้นรวมเท่ากับ 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และที่ค่าความเป็นกรดด่าง

เท่ากับ 7 โดยอัตราส่วนผสมโดยน้ าหนักของไฟโบรอินไหมไทยต่อเจลาตินและกรดไฮยาลูรอนิคเท่ากับ 

SF50G50, SF50G25HA25, และ SF50HA50 ปั่นกวนสารละลายผสมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 นาที ถึง 1 ชั่วโมง เพ่ือให้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

2. เทสารละลายลงในแม่พิมพ์เทฟลอน หุ้มด้วยอะลูมิเนียมฟอยล์ 3 ชั้น จากนั้น

น าไปผ่านกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  

 

 3.4.1.4 การเชื่อมขวางทางเคมีของไฮโดรเจลผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน 
และกรดไฮยาลูรอนิค  

ในงานวิจัยนี้จะศึกษาการเชื่อมขวางไฮโดรเจลด้วย EDC เพ่ือลดการละลายน้ าของไฮโดร

เจลโดยการเชื่อมขวางแบบ heterogeneous crosslinking ขั้นตอนการเชื่อมขวางสามารถท าได้โดย  

 1. ตัดไฮโดรเจลขนาด 1x1x0.8 ลูกบาศก์เซนติเมตร แช่ในสารเชื่อมขวางที่

ประกอบด้วย 1-ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDC) ร่วม 

กับ N-hydroxysuccinimide (NHS) ในตัวท าละลายเอทานอล ความเข้มข้น 80 เปอร์เซ็นต์โดย

ปริมาตร ด้วย EDC ความเข้มข้นต่าง ๆ กัน คือ 20, 30, และ 50 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส ใช้เวลาในการเชื่อมขวางเท่ากับ 6, 12, และ 24 ชั่วโมง โดยสัญลักษณ์ของไฮโดรเจลผสม

ชนิดต่าง ๆ ที่เชื่อมขวางด้วย EDC สรุปในตารางที่ 3.1  

2. เมื่อครบก าหนดเวลาที่ใช้ในการเชื่อมขวาง ล้าง EDC ส่วนที่ไม่เกิดปฏิกิริยาออก

ด้วยน้ าปราศจากไอออน 6 ครั้ง ครั้งละ 20 นาท ี 

3. น าไฮโดรเจลไปท าแห้งด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็งอีกครั้ง  
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ตารางท่ี 3.1 สัญลักษณ์แทนไฮโดรเจลที่เชื่อมขวางที่ความเข้มข้นและเวลาต่าง ๆ 
 

ความเข้มข้นของ EDC 
(มิลลิโมลาร์) 

เวลาที่ใช้เชื่อมขวาง (ชั่วโมง) 

6 12 24 
20 C20-6h C20-12h C20-24h 

30 C30-6h C30-12h C30-24h 

50 C50-6h C50-12h C50-24h 
 

3.4.2 การวิเคราะห์คุณลักษณะและสมบัติทางกายภาพและทางชีวภาพของไฮโดรเจลผสม 

 3.4.2.1 การวิเคราะห์สภาวะการเชื่อมขวางที่เหมาะสมในการเชื่อมขวางไฮโดรเจลผสม
ของไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค 

 ในการศึกษาการเชื่อมขวางของไฮโดรเจลผสมของไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรด  

ไฮยาลูรอนิคที่สภาวะการเชื่อมขวางด้วยความเข้มข้นของ EDC คือ 20, 30, และ 50 มิลลิโมลาร์ และ

เวลาในการเชื่อมขวางคือ 6, 12, และ 24 ชั่วโมง สามารถวิเคราะห์หาสภาวะที่เหมาะสมในการเชื่อม

ขวางไฮโดรเจลได้ด้วยการวิเคราะห์ ดังนี้   

  1. การวิเคราะห์ร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปของไฮโดรเจลหลังจากผ่าน
กระบวนการเชื่อมขวาง 

  การวิเคราะห์ร้อยละน้ าหนักที่หายไปของไฮโดรเจลผสมของไฟโบรอินไหมไทย  

เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค เพ่ือตรวจสอบเบื้องต้นว่าไฮโดรเจลเกิดการเชื่อมขวาง สามารถท าได้

โดยการชั่งน้ าหนักแห้งของชิ้นงานก่อนการเชื่อมขวางและน้ าหนักแห้งหลังการเชื่อมขวาง และ

ค านวณหาร้อยละโดยน้ าหนักแห้งท่ีหายไปของไฮโดรเจล ได้จากสมการ  

 
ร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไป =   W1 – W2   x 100            

                       W1 

โดยที่  W1 คือ น้ าหนักแห้งของไฮโดรเจลก่อนการเชื่อมขวาง 
  W2 คือ น้ าหนักแห้งของไฮโดรเจลหลังการเชื่อมขวาง 
 

... 3.1 
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  2. การวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระคงเหลือในไฮโดรเจลหลังผ่านการเชื่อม
ขวางโดยใช้เทคนิค 2,4,6-trinitrobenzenesulphonic acid (TNBS)  

การวิ เคราะห์ปริมาณหมู่อะมิ โนอิสระด้วย เทคนิค 2,4,6-trinitrobenzene 

sulphonic acid (TNBS) ดัดแปลงมาจากวิธีของ Bubnis W.A. และ Ofner Iii C.M., ในปี 1992 

[104] เป็นการวิเคราะห์หาปริมาณกรดอะมิโนอิสระในโมเลกุลของโปรตีน เนื่องจากหมู่อะมิโนเป็น

องค์ประกอบที่พบในไฮโดรเจลที่มีส่วนประกอบของไฟโบรอินและเจลาติน (ส าหรับในงานวิจัยนี้) โดย 

TNBS จะท าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนอิสระ (-NH2) ของโปรตีน เกิดเป็นสารละลายสีเหลืองของอนุพันธ์

ของ trinitrophenyl (TNP) และซัลเฟตไอออน โดยสารละลายสีเหลืองที่เกิดขึ้นดูดกลืนแสงที่ค่า

ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร ดังแสดงในรูปที่ 3.3 โดยถ้าปริมาณหมู่อะมิโนในไฮโดรเจลผสม

หลังจากการเชื่อมขวางลดลง แสดงว่าเกิดการเชื่อมขวางภายในไฮโดรเจล การหาปริมาณหมู่ อะมิโน

อิสระสามารถท าได้โดย  

1. ชั่งไฮโดรเจลไฟโบรอินไหมไทย เจลาตินและกรดไฮยาลูรอนิค 5 มิลลิกรัม ใส่ใน

หลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลาย NaHCO3 ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสารละลาย TNBS ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ในอ่างน้ าร้อน เป็น

เวลา 2 ชั่วโมง 

2. เติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริค ความเข้มข้น 37 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 

ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในอ่างน้ าร้อน เป็นเวลาอย่าง

น้อย 12 ชั่วโมง เพ่ือให้ไฮโดรเจลไฟโบรอินไหมไทย เจลาตินและกรดไฮยาลูรอนิคละลายอย่าง

สมบูรณ์ จากนั้นน าสารละลายไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร และน าค่าที่

ได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของ ß-Alanine เพ่ือหาปริมาณหมู่อะมิโนอิสระที่คงเหลือในไฮโดรเจล 

ร้อยละการลดลงของหมู่อะมิโนอิสระสามารถค านวณได้จากสมการ 

ร้อยละการลดลงของหมู่อะมิโนอิสระ = 1 –  A2        x 100          ... 3.2 
      A1 
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รูปที่ 3.3 ปฏิกิริยาระหว่าง 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) กับหมู่อะมิโน 
อิสระของโปรตีน เกิดเป็นอนุพันธุ์ของ trinitrophenyl (TNP) และซัลเฟตไอออน  

ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์พลอยได้ [105] 
 

3. การวิเคราะห์ปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine (NAG) ในไฮโดรเจล 
หลังผ่านการเชื่อมขวางด้วยเทคนิค Elson-Morgan assay 

การวิเคราห์ปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine ในไฮโดรเจลผสมของไฟโบรอิน

ไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิคหลังผ่านการเชื่อมขวางด้วยเทคนิค Elson-Morgan assay 

(กลไกการเกิดปฏิกิริยาดังแสดงในรูปที่ 3.4) ซึ่งดัดแปลงจากงานวิจัยในปี 1948 ของ Blix, G. และ

คณะ [106] โดยมีขั้นตอนดังนี้  

1. ท าการไฮโดรไลซ์ชิ้นงานโดยชั่งไฮโดรเจลไฟโบรอินไหมไทย เจลาตินและกรด 

ไฮยาลูรอนิค 5 มิลลิกรัม โดยเติมกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 2N ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และให้

ความร้อนท่ี 96 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชั่วโมงในอ่างน้ าร้อน 

2. ปรับความเป็นกรดด่างของสารละลายที่ผ่านการไฮโดรไลซ์ให้มีค่าความเป็นกรด

ด่างเท่ากับ 7 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 4N  

3. เตรียมสารละลายอะซิติลอะซิโตน โดยน าสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ความ

เข้มข้น 1.25 N ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสมกับอะซิติลอะซิโตน ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร ปั่นกวนให้

เข้ากันแล้วน าสารละลายอะซิติลอะซิโตนที่ได้ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร มาผสมกับสารละลายที่ไฮโดรไลซ์

แล้วปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้นให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ในขั้น 

ตอนนี้สารละลายอะซิติลอะซิโตนจะเกิดปฏิกิริยา Acetylation กับสารละลายที่ไฮโดรไลซ์ได้

ผลิตภัณฑ์เป็น Pyrrole intermediate  

โดยที่   A1 คือ ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของไฮโดรเจลก่อนการเชื่อมขวาง 
          A2 คือ ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของไฮโดรเจลหลังการเชื่อมขวาง 
 

H
2
SO

3
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4. น าสารละลายที่ได้ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น แล้วเติมสารละลาย Erhlich’s reagent 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ที่ได้จากการผสมระหว่าง p-dimethylaminobenzaldehyde (DMAB) 1.6 

กรัม กรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 6 N ปริมาตร 30 มิลลิลิตร และเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์โดย

ปริมาตร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร สารละลายที่ได้หลังจากเติม Erhlich’s reagent จะเปลี่ยนเป็นสีแดง 

เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาระหว่าง Pyrrole intermediate และ p-dimethylaminobenzaldehyde 

(DMAB) และมีฟองแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เกิดขึ้น ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 45-60 นาที สารละลายที่ได้จะ

เป็นสีม่วงอมแดง (Reddish-Purple color) การเกิดปฏิกิริยาของ Elson-Morgan eassy สามารถ

แสดงได้ดังรูปที่ 3.4 จากนั้นน าสารละลายที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 528 นาโน

เมตร และน าค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ N-acetyl-D-glucosamine เพ่ือหา

ปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine ที่มีอยู่ในไฮโดรเจลหลังผ่านการเชื่อมขวาง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.4 ปฏิกิริยาของ Elson-Morgan assay [107] 
 

ต้ังท้ิงไว้ 1 ชั่วโมง 

Reddish-Purple colored 
product

Pyrrole intermediate 

96° C, 20 นาท ี

Pyrrole intermediate 

+ 

N-acetyl-D-glucosamine at reducing end 

+ 

Acetyl acetone 

96° C, 14 ชั่วโมง 
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 3.4.2.2 การวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานของไฮโดรเจลผสมโดยใช้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM)  

  โครงสร้างสัณฐานของไฮโดรเจลผสมของไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลู

รอนิค ถูกวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Micro 

scope; SEM, JSM-6610LV, ญี่ปุ่น) โดยตัดไฮโดรเจลในแนวตัดขวาง (cross-section) จากนั้นน า

ไฮโดรเจลไปวางบนแท่นเตรียมตัวอย่าง แล้วน าไปเคลือบด้วยทองเพ่ือให้ชิ้นงานเกิดการน าไฟฟ้า และ

ส่องด้วยกล้องท่ีก าลังขยาย 35 และ 100 เท่า   

 

 3.4.2.3 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของไฮโดรเจลผสมด้วย Attenuated Total 
Reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) 

  การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของไฮโดรเจลผสมของไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน 

และกรดไฮยาลูรอนิคก่อนและหลังการเชื่อมขวางด้วย 1 -ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimide hydrochloride; EDC โดยตัดไฮโดรเจลก่อนและหลังการเชื่อมขวางขนาด 

1.5x1.5x0.8 ลูกบาศก์เซนติเมตร และน าไปวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีด้วยเครื่อง Fourier  

transform infrared spectrometer, Perkin Elmer (spectrum one) โดยเทคนิค attenuated 

total reflectance ที่ช่วงความยาวคลื่น 4000-400 ต่อเซนติเมตร 

 

 3.4.2.4 การวิเคราะห์ความสามารถในการดูดซับน้ า (Water absorption) ของไฮโดร
เจลผสม  

  การวิเคราะห์ความสามารถในการดูดซับน้ าของไฮโดรเจลผสมของไฟโบรอินไหมไทย 

เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค อ้างอิงจากงานวิจัยในปี 2005 ของ Eun S. Gil. และคณะ [43] ท าได้

โดย 

  1. ตัดไฮโดรเจลผสมขนาด 1x1x0.8 ลูกบาศก์เซนติเมตร และน าไปแช่ในสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (PBS) (ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.4) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส 

  2. หลังจากนั้นน ากระดาษแบบไม่มีขุยไปซับที่ผิวหน้าของชิ้นงานทั้ง 2 ด้าน ด้านละ 

10 วินาที และชั่งน้ าหนักไฮโดรเจลที่ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เวลาต่าง ๆ เพ่ือหาน้ าหนัก
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เปียกของไฮโดรเจล จากนั้นค านวณความสามารถในการดูดซับน้ าของไฮโดรเจลผสมของไฟโบรอิน

ไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค จากสมการ 

 

ร้อยละการดูดซับน้ า = Ws – Wd   x 100 
                  Wd 

โดยที่ sW น้ าหนักเปียกของไฮโดเจลผสมหลังแช่ในสาละลาย PBS  

       dW น้ าหนักแห้งของไฮโดเจลผสมก่อนแช่ในสาละลาย PBS  

 

 3.4.2.5 ความสามารถในการย่อยสลายได้ทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการ (In vitro 
biodegradation) ของไฮโดรเจลผสม  

 1) การย่อยสลายไฮโดรเจลผสม SFGHA ในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV 

(protease XIV) ในระดับห้องปฏิบัติการ    

การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายได้ทางชีวภาพของไฮโดรเจลผสม อ้างอิง

จากงานวิจัยในปี 2014 ของ Gil, E.S., และคณะ [108] สามารถท าได้โดย 

  1.ชั่งน้ าหนักไฮโดรเจลผสม 5 มิลลิกรัม จากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

(ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.4) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับเอนไซม์โปรติเอส XIV ความเข้มข้น 1 

หน่วยต่อมิลลิลิตร และสารละลายโซเดียมเอไซด์ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 

เพ่ือป้องกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยน

สารละลายทุกๆ 2 วัน เก็บผลตามช่วงเวลาที่ก าหนด ได้แก่ 1, 3, 7, 10, และ 14 วัน  

  2. น าไฮโดรเจลผสมมาล้างน้ าปราศจากไอออน 3 รอบ จากนั้นน าไปผ่านกระบวน 

การท าแห้งแบบเยือกแข็งและชั่งน้ าหนักแห้งคงเหลือของไฮโดรเจล  ค านวณหาร้อยละของน้ าหนัก

คงเหลือของไฮโดรเจลได้จากสูตร 

ร้อยละของน้ าหนักคงเหลือ  =  100×
W
W

i

f  

โดยที่  fW  คือ น้ าหนักแห้งคงเหลือของไฮโดรเจลผสมหลังแช่ในสารละลายเอนไซม์ 

         iW  คือ น้ าหนักแห้งเริ่มต้นของไฮโดรเจลผสมก่อนแช่ในสารละลายเอนไซม์ 

... 3.4 

... 3.3 
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 2) การย่อยสลายไฮโดรเจลผสม SFGHA ในสารละลายอาหารเลี้ยงเซลล์ (culture 

medium) ในระดับห้องปฏิบัติการ    

การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายได้ทางชีวภาพของไฮโดรเจลผสม 

สามารถท าได้โดย 

  1.ชั่งน้ าหนักไฮโดรเจลผสม 5 มิลลิกรัม จากนั้นเติมสารละลายอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 

DMEM ประกอบด้วย DMEM, 10% FBS และ 0.1% penicillin-streptomycin (ค่าความเป็นกรด

ด่างเท่ากับ 7.4) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 

ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยเปลี่ยนสารละลายทุกๆ 2 วัน เก็บผลตามช่วงเวลาที่ก าหนด ได้แก่ 1, 

2, 3, 4, 5, 7, และ 10 วัน  

  2. น าไฮโดรเจลผสมมาล้างน้ าปราศจากไอออน 3 รอบ จากนั้นน าไปผ่านกระบวน 

การท าแห้งแบบเยือกแข็งและชั่งน้ าหนักแห้งคงเหลือของไฮโดรเจล  ค านวณหาร้อยละของน้ าหนัก

คงเหลือของไฮโดรเจลได้จากสมการ 

ร้อยละของน้ าหนักคงเหลือ  =  100×
W
W

i

f  

โดยที่  fW  คือ น้ าหนักแห้งคงเหลือของไฮโดรเจลผสมหลังแช่ในสารละลายอาหารเลี้ยงเซลล์ 

                 iW  คือ น้ าหนักแห้งเริ่มต้นของไฮโดรเจลผสมก่อนแช่ในสารละลายอาหารเลี้ยงเซลล์ 
 

 3.4.2.6 การวิเคราะห์ความเข้ากันได้ทางชีวภาพของไฮโดรเจลผสมกับเซลล์เนื้อเยื่อ
ผิวหนังของตัวอ่อนหนู (mouse embryonic fibroblast cell line, NIH/3T3)  

 1. ขั้นตอนการเพาะเซลล์ลงบนไฮโดรเจล  

เซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู (mouse embryonic fibroblast, NIH/3T3) 
ได้รับความอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร.นพ.อมรพันธุ์ เสรีมาศพันธุ์ ภาควิชากุมารเวชศาสตร์ 
คณะแพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย สั่งซื้อจาก ATCC (#CRL-1658) 

  1. การเตรียมเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู สามารถท าได้โดย  
  1.1 เซลล์ NIH/3T3 ได้จากการน าสารแขวนลอยเซลล์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลว

ออกมาละลาย และน าปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะความเร็วรอบ 1500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศา

... 3.5 
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เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้เซลล์และของเหลวแยกชั้นออกจากกัน หลังจากนั้นเทของเหลว

ออกให้เหลือเพียงตะกอนเซลล์ เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ (DMEM ที่ประกอบด้วย 1.5%vol. fetal 

bovine serum และ 100 U/ml penicillin/streptomycin) 1 มิลลิลิตร จากนั้นท าการดูดพ่นให้

ตะกอนเซลล์กระจายในอาหารเลี้ยงเซลล์ และดูดสารแขวนลอยเซลล์ใส่ลงในจานเลี้ยงเซลล์ที่ใส่

อาหารเลี้ยงเซลล์ 10 มิลลิลิตร     

1.2 น าไปเพาะเลี้ยงที่สภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 

เปอร์เซ็นต ์ให้ได้ประสิทธิภาพของเซลล์เท่ากับ 80 เปอร์เซ็นต์ จึงน าไปการทดสอบในล าดับต่อไป 

 

  2. การทดสอบการยึดเกาะ (attachment) และการเจริญเติบโต (proliferation) 

สามารถท าได้โดย  

  2.1 ไฮโดรเจลผสมของไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิคขนาด 

5x5x2 ลูกบาศก์มิลลิเมตร ใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge tube)  

  2.2 เตรียมสารละลายเซลล์เข้มข้น (concentrated cell suspension) โดยใช้

ความหนาแน่นของเซลล์ต่อปริมาตรของไฮโดรเจลเท่ากับ 5x105 เซลล์ต่อลูกบาศก์เซนติเมตร โดย

การหยดสารละลายเซลล์เข้มข้น ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนของไฮโดรเจลให้ครอบคลุมพ้ืนที่

ทั้งหมดของไฮโดรเจล  

  2.3 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะบรรยากาศที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 

เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือช่วยให้เซลล์ยึดเกาะบนไฮโดรเจล จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเซลล์

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และตั้งทิ้งไว้อีก 1 ชั่วโมง  

  2.4 ย้ายไฮโดรเจลใส่ในถาดเลี้ยงเซลล์พอลิสไตรีนขนาด 6 หลุม แล้วเติมอาหาร

เลี้ยงเซลล์ 3 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 

เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 2, 4, 6, 12 ชั่วโมง 1, 2, 3, 5, และ 7 วัน 

  2.5 เมื่อครบตามเวลาเพาะเลี้ยง ท าการวัดจ านวนเซลล์ด้วยวิธีการตรวจวัดปริมาณ 

DNA (DNA assay) โดยการวิเคราะห์ปริมาณสารเรืองแสง Hoechst 33258 ที่จะแทรกเข้าสู่ DNA 

double strands ด้วยเครื่อง Fluorescence microplate reader และค านวณหาอัตราการเจริญ 

เติบโตของเซลล์ (growth rate) รวมถึงระยะที่เซลล์เพ่ิมจ านวนขึ้นเป็น 2 เท่า (Population 

doubling time) บนไฮโดรเจลผสม 
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  2.6 การเตรียมสารมาตรฐานจากเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู ท าโดยน าสาร

แขวนลอยเซลล์ 5x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เติมในหลอดปั่นเหวี่ยงสารขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปปั่น

เหวี่ยงที่สภาวะความเร็วรอบ 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทของเหลวทิ้งแล้วเติม SDS lysis 

buffer 8 มิลลิลิตร ลงในหลอดผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง เพ่ือท าให้เซลล์แตก

และปล่อย DNA ออกมา จากนั้นท าการเจือจางเซลล์ให้มีความเข้มข้น (serial dilution) ระหว่าง  

2.0x106 ถึง 1.56x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  

 

 2. การหาจ านวนเซลล์ที่ยึดเกาะและเจริญเติบโตบนไฮโดรเจลผสม 

 การหาจ านวนเซลล์หลังการยึดเกาะและการเจริญเติบโตสามารถตรวจวัดจากการเรือง

แสงฟลูออเรสเซนต์ (DNA assay) ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ 

  1. การเตรียม cell lysate ของไฮโดรเจลที่ผ่านการเลี้ยงเซลล์ มีดังนี้ 

  1.1 ล้างตัวอย่างไฮโดรเจลด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (PBS) (ล้าง 3 รอบโดย

พยายามให้ PBS เข้าไปล้างด้านในโครงเลี้ยงเซลล์ให้มากที่สุด เพ่ือก าจัดเซลล์ตายที่อยู่ในโครงเลี้ยง

เซลล์ออก) ดูด PBS ทิ้ง ส าหรับการล้างรอบสุดท้าย  

  1.2 เติมสารละลาย SDS lysis buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (เตรียมได้จาก 20 

มิลลิกรัมของ SDS ละลายในสารละลาย SSC ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และน้ าปราศจากไออน 95 

มิลลิลิตร) ในเซลล์มาตรฐานและตัวอย่างไฮโดรเจลซึ่งไฮโดรเจลจะถูกตัดเป็นชิ้นเล็ก ๆ เพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่

ผิวสัมผัสกับ SDS lysis buffer จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือให้

ผนังเซลล์แตกอย่างสมบูรณ์  

  1.3 ท าการแช่แข็งตัวอย่างที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส และน ามาท าให้ละลายที่

อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) ซ้ า 3 รอบ เพื่อให้เซลล์แตก (ผนังเซลล์แตกเนื่องจากน้ าที่อยู่ภายใน

และนอกเซลล์เกิดเป็นผลึกน้ าแข็งในข้ันตอนการแช่แข็งท าให้เซลล์บวมและแตก)     

 

  2. ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างเพ่ือตรวจวัดปริมาณ DNA มีดังนี ้   

  2.1 การเตรียมเซลล์มาตรฐานและตัวอย่างวัดปริมาณ DNA โดยปิเปต 100 

ไมโครลิตรของ cell lysate และเซลล์มาตรฐานที่ได้จากการเตรียมในขั้นตอนที่ได้กล่าวมาแล้ว ใส่ใน

ถาดด าขนาด 96 หลุม (black plate)   
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  2.2 เตรียมสารละลาย Hoechst 33258 โดยการน า Hoechst 33258 ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร ผสมกับน้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 19 มิลลิลิตร และ SSC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

  2.3 เติมสารละลาย Hoechst 33258 ลงไป 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปวัดความเข้ม 

(intensity) ของฟลูออเรสเซนต์ด้วยเครื่อง Fluorescence microplate reader ที่ช่วงความยาวคลื่น 

355 นาโนเมตร (Excitation) และ 460 นาโนเมตร (Emission) [8] 

  3. การค านวณร้อยละการยึดเกาะ (% attachment) อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ

ของเซลล์ (Specific growth rate, µ) และเวลาการแบ่งตัวทวีคูณ (Population doubling time) 

  ค านวณหาอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ (Specific growth rate, µ) และ

ระยะ เวลาที่เซลล์เพ่ิมจ านวนขึ้นเป็น 2 เท่า หรือเวลาการแบ่งตัวทวีคูณ (Population doubling 

time) บนไฮโดรเจล จากสมการ  

 ก) อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ (Specific growth rate, µ) ค านวณจาก  

µ = 
1

 

dx

dt
 … (3.6) 

    

µ∫ dt
t2

t1
 = ∫

1

 

 2

 1

d  … (3.7) 

    
µ(t2 –t1) = 

ln X2 – ln X1 … (3.8) 
 

µ = ln X2 – ln X1  … (3.9) 
      (t2 –t1)  

โดย   x1 คือ จ านวนเซลล์ที่เวลา t1 

        x2 คือ จ านวนเซลล์ที่เวลา t2  

 ข) เวลาการแบ่งตัวทวีคูณ (Population doubling time, PDT)  

PDT =  
ln2

 
 … (3.10) 
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 ค) ร้อยละการยึดเกาะ (Percentage of cell attachment (%)) 

ร้อยละการยึดเกาะ =   จ านวนเซลล์ที่ยึดเกาะในไฮโดรเจลหลังการเพาะเลี้ยง  x 100  ... (3.11) 
     จ านวนเซลล์ทั้งหมดท่ีใส่ในโครงเลี้ยงเซลล์ 

  

 3. การวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานของเซลล์บนไฮโดรเจล  

 การวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานของเซลล์บนไฮโดรเจลโดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบ

ส่องกราด (SEM) สามารถท าได้โดยล้างไฮโดรเจลที่ผ่านการเลี้ยงเซลล์ด้วยสารละลาย PBS จากนั้น

เติมสารละลาย กลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือท าการยึดเซลล์ ดูดสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ออก แล้วน าไฮโดร

เจลมาผ่านกระบวนการรักษาสภาพด้วยสารละลายอินทรีย์ (serial dilution) เช่น เอทานอล ที่ความ

เข้มข้น 30, 50, 70, 80, 90, 95, และ 100% โดยปริมาตร โดยแช่ประมาณ 5-10 นาทีต่อชิ้นงาน 

หลังจากนั้นน าชิ้นงานไปท าแห้งด้วยเทคนิค critical point dry (การใช้คาร์บอนไดออกไซด์เหลวไป

แทนที่สารละลายอินทรีย์ แล้วท าให้คาร์บอนไดออกไซด์เหลวเปลี่ยนสถานะจากของเหลวเป็นแก๊ส 

ภายใต้อุณหภูมิและความดันวิกฤติ โดยค่าอุณหภูมิวิกฤติมีค่าเท่ากับ 31 องศาเซลเซียส และค่าความ

ดันวิกฤติเท่ากับ 1,072 psi.) แล้วน าชิ้นงานไปเคลือบด้วยทองเพ่ือให้ชิ้นงานสามารถน าไฟฟ้าได้ก่อน

น าไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด โดยต าแหน่งภาพตัดขวางของไฮโดรเจลที่น าไปส่องด้วย

กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดแสดงดังรูปที่ 3.5  

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.5 ต าแหน่งภาพตัดขวางของไฮโดรเจล 
 

3 
4 

2 
1 

ด้านสัมผัสกับจานเลี้ยงเซลล์ 

ด้านเพาะเลี้ยง (seeding)  
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3.5 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 ในงานวิจัยนี้เปรียบเทียบค่าความแตกต่างของข้อมูล โดยน าข้อมูลมาหาค่าเฉลี่ยและค่าการ
เบี่ยงเบนมาตรฐาน เพ่ือศึกษาว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญหรือไม่ โดยใช้การวิเคราะห์ทาง
สถิติหาความแปร ปรวน (Analysis of variance: ANOVA) ด้วยโปรแกรมมินิแทบ (Minitab) ที่
ระดับความเชื่อม่ัน 95% (P-value<0.05) 

 



 

 

บทที่ 4   
ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

 งานวิจัยนี้ได้ท าการขึ้นรูปไฮโดรเจลผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลู

รอนิค ซึ่งแบ่งออกได้ 3 ตัวอย่าง ได้แก่ ไฮโดรเจลผสม SF50G50, SF50G25HA25, และ SF50HA50 

ด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze drying) และท าการเชื่อมขวางไฮโดรเจลผสมด้วยสาร

เชื่อมขวาง 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) เพ่ือศึกษาปัจจัยในการ

เชื่อมขวาง (ได้แก่ ความเข้มข้นของสารเชื่อมขวาง เวลาที่ใช้ในการเชื่อมขวาง) ที่มีผลต่อสมบัติทาง

กายภาพ เคมี รวมทั้งสมบัติทางชีวภาพ เช่น ความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัว

อ่อนหนู (NIH/3T3 Mouse Embryonic Fibroblasts) ในระดับห้องปฏิบัติการ ผลการศึกษาแสดงดัง

รายละเอียดในหัวข้อต่อไปนี้   

  

4.1 คุณลักษณะของสารละลายบริสุทธิ์และสารละลายผสม SFGHA 

 4.1.1. ค่าศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินไหมไทย (SF100) สารละลายกรดไฮยาลู 
รอนิค (HA100) สารละลายเจลาติน (G100) และสารละลายผสม SFGHA 

 การศึกษาค่าศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินไหมไทย เจลาตินชนิดเอ กรดไฮยาลูรอนิค 

และสารละลายผสม SFGHA เพ่ือให้ทราบถึงความต่างศักย์ทางไฟฟ้าระหว่างสารละลายกับโมเลกุลที่

อยู่ในสารละลาย ค่าศักย์เซต้าเป็นได้ทั้งค่าบวกและค่าลบขึ้นอยู่กับชนิดของสารละลายและค่าความ

เป็นกรดด่าง นอกจากนี้ค่าศักย์เซต้าเป็นค่าที่ใช้บอกแนวโน้มของอนุภาคว่าจะมีการเกาะตัวกันเป็น

กลุ่มก้อนหรือไม่  

 ผลการวิเคราะห์ค่าศักย์เซต้าของสารละลายและสารละลายผสมที่ค่าความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 

2 ถึง 9 แสดงในรูปที่ 4.1 พบว่า ศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินไหมไทยที่ค่าความเป็นกรดด่าง

ตั้งแต่ 2 ถึง 3.5 มีค่าเป็นบวกเล็กน้อย และมีค่าเป็นศูนย์เมื่อค่าความเป็นกรดด่างอยู่ในช่วง 3.5 ถึง 

4.0 ซึ่งเป็นจุดที่แสดงค่าไอโซอิเล็กตริก (Isoelectric point, pI) ของสารละลายไฟโบรอินไหมไทย 

และเมื่อค่าความเป็นกรดด่างเพ่ิมจาก 4 ถึง 9 ค่าศักย์ไฟฟ้ามีค่าเป็นลบประมาณ  -14.15 มิลลิโวลล์ 

ส่วนสารละลายเจลาตินชนิดเอที่ค่าความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 2 ถึง 8 มีค่าศักย์เซต้าเป็นบวกโดยจะมี

แนวโน้มเป็นบวกลดลง จนกระทั่งที่ความเป็นกรดด่างประมาณ 8.5 ถึง 8.8 ค่าศักย์เซต้าจะเป็นศูนย์ 
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ซึ่งเป็นค่า pI ของสารละลายเจลาตินชนิดเอ และเมื่อค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 9 ค่าศักย์เซต้าจะ

เป็นลบเล็กน้อย ส าหรับค่าศักย์เซต้าของสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคมีค่าเป็นลบตลอดช่วงความเป็น

กรดด่างตั้งแต่ 2 ถึง 9  เมื่อค่าความเป็นกรดด่างของสารละลายเพ่ิมข้ึน ค่าศักย์เซต้ามีแนวโน้มเป็นลบ

มากขึ้นอย่างชัดเจน  เนื่องจากโมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิคมีทั้งหมู่คาร์บอกซิลและหมู่ไฮดรอกซิลที่

แสดงประจุลบเป็นจ านวนมาก 

 

  
 
 
รูปที่ 4.1 ค่าศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินไหมไทย (SF100) ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์โดย
น้ าหนัก สารละลายเจลาติน (G100) ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก สารละลายกรด 
ไฮยาลูรอนิค ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก และสารละลายผสม SF50G50, 
SF50G25HA25, และ SF50HA50 โดยมีความเข้มข้นรวมเท่ากับ 0.2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก ที่ค่า
ความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 2 ถึง 9  

 

เมื่อพิจารณาค่าศักย์เซต้าของสารละลายผสม SFGHA พบว่า ที่ค่าความเป็นกรดด่างอยู่

ในช่วง 5.0 ถึง 6.0 สารละลายผสม SF50G50 มีค่าศักย์เซต้าเท่ากับ +9.34 ถึง -3.21 มิลลิโวลล์ โดย

ค่าศักย์เซต้าเท่ากับศูนย์ที่ค่าความเป็นกรดด่างประมาณ 5.6 ซึ่งสอดคล้องกับรายงานเมื่อปี 2012 

ของ Jetbumpenkun, P. และคณะ [83] พบว่า ค่าศักย์เซต้าของสารละลายผสมของไฟโบรอิน 
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ไหมไทยและเจลาตินชนิดเอที่อัตราส่วนการผสมโดยน้ าหนัก (50/50) มีค่าศักย์เซต้าเท่ากับ -0.01 

มิลลิโวลล์ ที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5.6 ซึ่งค่าศักย์เซต้าของสารละลายผสมมีค่าเข้าใกล้ศูนย์ 

แสดงถึงค่าประจุทางไฟฟ้าของสารละลายไฟโบรอินที่มีประจุทางไฟฟ้าเป็นลบสมดุลกับค่าประจุทาง

ไฟฟ้าของสารละลายเจลาตินชนิดเอที่มีค่าเป็นบวก ดังนั้นสารละลายทั้งสองชนิดจึงอยู่ร่วมกันด้วย

ความสมดุลของแรงไฟฟ้าสถิตย์ (electrostatic interactions)  

กรณีสารละลายผสมที่เตรียมจากกรดไฮยาลูรอนิค (SF50G25HA25 และ SF50HA50) 

พบว่า เมื่อค่าความเป็นกรดด่างอยู่ในช่วง 2.5 ถึง 9 ค่าศักย์เซต้ามีแนวโน้มใกล้เคียงกับค่าศักย์เซต้า

ของสารละลายกรดไฮยาลูรอนิค ซึ่งมีค่าเป็นลบตลอดช่วงค่าความเป็นกรดด่าง เนื่องจากโมเลกุลที่อยู่

ในสารละลายเกิดแรงผลักกันท าให้ไม่เกิด coacervate เมื่อเทียบกับศักย์ไฟฟ้าที่มีค่าเข้าใกล้ศูนย์  

 เมือ่พิจารณาลักษณะของสารละลายผสมในแต่ละชนิดดังแสดงในรูปที่ 4.2 พบว่า สารละลาย

ผสม SF50G50 ที่ค่าความเป็นกรดด่างจาก 4 ถึง 6 มีลักษณะขุ่น เนื่องจากค่าความเป็นกรดด่างของ

สารละลายผสมเท่ากับค่าไอโซอิเล็กตริกของสารละลายไฟโบรอิน (ช่วง 3.5 ถึง 4) ซึ่งมีลักษณะการ

เกิดอันตรกิริยาของโมเลกุลของโปรตีนดังแสดงในรูปที่ 4.3 ท าให้โมเลกุลโปรตีนมีความสามารถในการ

ละลายต่ า ส่งผลให้สารละลายผสมมีลักษณะขุ่น ในกรณีของสารละลายผสม SF50G25HA25 และ 

SF50HA50 พบว่า ที่ค่าความเป็นกรดด่างในช่วง 3 ถึง 4 สารละลายผสมมีลักษณะขุ่น เนื่องจาก

หมู่อะมิโนในโมเลกุลของสารละลายไฟโบรอินไหมไทยและสารละลายเจลาตินมีการจัดเรียงตัวของ

โครงสร้างโมเลกุลแบบ Protonate และค่าศักย์เซต้าของกรดไฮยาลูรอนิคในช่วงค่าความเป็นกรดด่าง

เดียวกันมีค่าเป็นลบ แสดงถึงลักษณะการจัดเรียงตัวของโครงสร้างโมเลกุลแบบ Deprotonate ของ

หมู่คาร์บอกซิลในโมเลกลุของพอลิแซ็กคาไรด์ [109] ส่งผลให้สารละลายผสมทั้งสองเกิดจากการ

รวมกลุ่มของสารประกอบเชิงซ้อนโปรตีนและพอลิแซ็กคาไรด์ (Complex coacervate) แสดงได้ดัง

สมการที่ 4.1 [110] เมื่อค่าความเป็นกรดด่างอยู่ในช่วง 7 ถึง 9  สารละลายผสม SFGHA ทั้งสาม

ตัวอย่างมีค่าศักย์เซต้าเป็นลบ โมเลกุลของสารเกิดแรงผลักกันจากอันตรกิริยาของส่วนที่ไม่ชอบน้ า 

(Hydrophobic interaction) ส่งผลให้สารละลายผสมมีลักษณะใส  

 

 ... (4.1) 
  

[HA-COO-] + [Protein-NH3
+]                 [HA-COO-][NH3

+-Protein] 
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รูปที่ 4.2 ลักษณะของสารละลายไฟโบรอินไหมไทย (SF100) และสารละลายผสม SF50G50, 
SF50G25HA25, และ SF50HA50 โดยมีความเข้มข้นรวมเท่ากับ 0.2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก ที่ค่า

ความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 2 ถึง 9 
 
 
 

ตัวอย่าง
สารละลาย 

pH=2 pH=3 pH=4 pH=5 pH=6 pH=7 pH=8 pH=9 

SF50G50 
* * ** ** ** - - - 

        

SF50G25HA25 
** *** *** - - - - - 

        

SF50HA50 
** ** ** - - - - - 

        

SF100 

*** *** *** ** * * - - 

        
ระดับความขุ่นที่สังเกตได้ด้วยตา      

 - หมายถึง สารละลายใส    
 * หมายถึง เริ่มขุ่น    
 ** หมายถึง ขุ่นปานกลาง    
 *** หมายถึง ขุ่นมาก   
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รูปที่ 4.3 ลักษณะการเกิดอันตรกิริยาของโมเลกุลพอลิแซ็กคาไรด์และโปรตีนที่มีค่าความเป็นกรดด่าง
ต่าง ๆ กัน [109] 

 
 ในปี 2007 Malay, O. และคณะ [110] ได้ท าการศึกษาการเกิด Complex coacervation 

ระหว่างสารละลายไฟโบรอินและสารละลายกรดไฮยาลูรอนิค จากค่า  Electrophoretic mobility  

ซึ่งค่านี้มีความสัมพันธ์กับค่าศักย์เซต้าของสารละลาย โดยอาศัยความสัมพันธ์ทางทฤษฎีตามสมการ

ของเฮนรี่ (Henry’s law) จากผลการวิจัยพบว่า ที่ค่าความเป็นกรดด่างน้อยกว่า 3.9 ค่า Electro- 

phoretic mobility ของสารละลายไหมไฟโบรอินเป็นบวกและจุดไอโซอิเล็กตริกอยู่ในช่วงความเป็น

กรดด่างตั้งแต่ 3.8 ถึง 4.2 ส่วนค่า Electrophoretic mobility ของสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคเป็น

ลบเมื่อค่าความเป็นกรดด่างมากกว่า 2.5 และเมื่อน าสารละลายผสมกันที่ค่าความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 

2.5 ถึง 3.9 ท าให้สารละลายผสมมีลักษณะขุ่น แสดงถึงการเกิด Complex coacervation ของสาร

ทั้งสองชนิด เมื่อน าสารละลายผสมไปปั่นเหวี่ยงจะเกิดการแยกชั้น ถ้าเพ่ิมสารละลายไฟโบรอินเข้าไป

ในระบบจะท าให้ชั้นของตะกอน coacervate มีมากขึ้น เนื่องจากหมู่คาร์บอกซิลในโมเลกุลของ

กรดไฮยาลูรอนิคสามารถเกิดอันตรกิริยากับหมู่อะมิโนในโมเลกุลของไฟโบรอินได้มากขึ้น  

ในงานวิจัยนี้จึงท าการปรับค่าความเป็นกรดด่างของสารสะลายไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน 

และกรดไฮยาลูรอนิค ให้มีค่าประมาณ 7 และเมื่อน ามาผสมกันในอัตราส่วนการผสมโดยน้ าหนัก 

ต่าง ๆ กัน สารละลายผสมที่ได้จะมีลักษณะใส ไม่ตกตะกอน ซึ่งมีความเหมาะสมส าหรับกระบวนการ

ขึ้นรูปไฮโดรเจลด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็งต่อไป 

 

 



 

 

93 

4.1.2 ค่าความหนืดปรากฎ (apparent viscosity) ของสารละลายไฟโบรอินไหมไทย 
(SF100) สารละลายเจลาติน (G100) สารละลายกรดไฮยาลูรอนิค (HA100) และสารลายละลาย
ผสม SFGHA  

 การศึกษาความหนืดของสารละลายและสารละลายผสม SFGHA เป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อ

สมบัติของไฮโดรเจล โดยค่าความหนืดท าให้ทราบถึงการต้านทานการไหลของสารละลาย ซึ่งจะขึ้นอยู่

กับความเข้มข้นและอุณหภูมิของสารละลาย ในการวิเคราะห์ค่าความหนืดของสารละลายและ

สารละลายผสม SFGHA สารละลายและสารละลายผสมวัดที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส 

(อุณหภูมิห้อง) ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่น าไปใช้งาน นอกจากนี้สารละลายผสมจะวัดที่อุณหภูมิ  50 องศา

เซลเซียส เป็นอุณหภูมิที่ใช้ในการขึ้นรูปเนื่องจากสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคมีความหนืดมาก จึงต้อง

ใช้ความร้อนช่วยในการผสมเพ่ือให้สารละลายผสมเข้าด้วยกัน โดยมีความเข้มข้นรวมเท่ากับ 1.5 

เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก  

ผลการวิเคราะห์ค่าความหนืดของสารละลายและสารละลายผสม SFGHA แสดงในตารางที่ 

4.1 จากผลการศึกษาพบว่า สารละลายไฟโบรอินไหมไทย สารละลายเจลาตินชนิดเอ และสารละลาย

กรดไฮยาลูรอนิคมีค่าความหนืดเท่ากับ  18.57 ± 0.14, 1.66 ± 0.01, และ 202.67 ± 0.52 เซนติ

พอยส์ ตามล าดับ  

เมื่อพิจารณาค่าความหนืดของสารละลายผสม SF50G50, SF50G25HA25 และ SF50HA50 

โดยวิเคราะห์ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียสมีค่าเท่ากับ 1.87 ± 0.01, 64.27 ± 1.03 และ  

182.33 ± 8.02 เซนติพอยส์ ตามล าดับ โดยค่าความหนืดของสารละลายผสมมีค่าเพ่ิมขึ้นตามอัตรา

ส่วนผสมของกรดไฮยาลูรอนิคที่เพ่ิมข้ึน  

นอกจากนี้ยังพบว่าค่าความหนืดของสารละลายผสมจะลดลง เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิของ

สารละลายผสม โดยค่าความหนืดของสารละลายผสม SF50G50, SF50G25HA25 และ SF50HA50 

ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสมีค่าเท่ากับ 1.01 ± 0.01, 44.67 ± 0.52, และ 160.67 ± 2.25 เซนติ

พอยส์ 
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ตารางท่ี 4.1 ค่าความหนืดปรากฎของสารละลายไฟโบรอินไหมไทย สารละลายเจลาติน สารละลาย
กรดไฮยาลูรอนิค และสารละลายผสม SFGHA ทีอั่ตราส่วนการผสมโดยน้ าหนักต่าง ๆ ที่ความเข้มข้น
รวมเท่ากับ 1.5 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก 
 

ตัวอย่างสารละลาย ความหนืด (เซนติพอยส์; cP) ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส 

SF100 18.57 ± 0.14
a
 

G100 1.66 ± 0.01
b
 

HA100 202.67 ± 0.52
c
 

ตัวอย่างสารละลาย 
ความหนืด (เซนติพอยส์; cP) 

อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

SF50G50 1.87 ± 0.01
 d

 1.01 ± 0.01
g
 

SF50G25HA25 64.27 ± 1.03
 e

 44.67 ± 0.52
h
 

SF50HA50 182.33 ± 8.02
f
 160.67 ± 2.25

i
 

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

ข้อมูลความหนืดของสารละลายบริสุทธิ์) 

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

ความหนืดของสารละลายผสมที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส) 

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

ความหนืดของสารละลายผสมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส) 

 
4.2 ผลของความเข้มข้นของ EDC และเวลาที่ใช้ในการเชื่อมขวางของไฮโดรเจล  

 4.2.1. ร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปของไฮโดรเจล  

ในงานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาความเข้มข้นของ EDC ที่ใช้ในการเชื่อมขวางไฮโดรเจลผสม 

SFGHA โดย เปรียบเทียบความเข้มข้นของ EDC ที่ใช้ในการเชื่อมขวางไฮโดรเจล 3 ค่า ได้แก่ 20, 30, 

และ 50 มิลลิโมลาร์ และเวลาที่ใช้ในการเชื่อมขวาง คือ 6, 12, และ 24 ชั่วโมง รวมทั้งศึกษาชนิดของ

ไฮโดรเจลผสมที่มีต่อร้อยละน้ าหนักแห้งของไฮโดรเจลผสมที่หายไป ซึ่งร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไป

สามารถบ่งบอกความส าเร็จของการเชื่อมขวางด้วย EDC ได้ ผลการศึกษาแสดงได้ดังรูปที่ 4.4 พบว่า 
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ไฮโดรเจลผสมทุกชนิดก่อนการเชื่อมขวางไม่สามารถคงรูปได้ เนื่องจากเจลาตินและกรดไฮยาลูรอนิคที่

เป็นองค์ประกอบในไฮโดรเจลละลายน้ าได้ง่าย ส่งผลท าให้ร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปเมื่อไม่ผ่าน

กระบวนการเชื่อมขวางมีค่าเกือบ 100 ซึ่งมีค่ามากกว่าเมื่อเทียบกับงานวิจัยในปี 2012 ของ

Jetbumpenkun, P.และคณะ [83] พบว่า ร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปของไฮโดรเจลผสม SF50G50 

ที่ไม่ผ่านการเชื่อมขวางมีค่าประมาณ 15 (สารละลายเตรียมที่ความเข้มข้นรวมเท่ากับ 4 เปอร์เซ็นต์

โดยน้ าหนัก) ทั้งนี้คาดว่าน่าจะเป็นผลจากสารละลายผสมที่เตรียมมีความเข้มข้นรวมเท่ากับ 1.5 

เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก น้อยกว่าเมื่อเทียบกับงานวิจัยที่กล่าวข้างต้น ส่งผลท าให้เกิดอันตรกิริยา

ระหว่างประจุน้อย จึงท าให้ร้อยละน้ าหนักแห้งของไฮโดรเจล SF50G50 หายไปมาก 

เมื่อพิจารณาผลของความเข้มข้นของ EDC ที่ใช้ในการเชื่อมขวางต่อร้อยละน้ าหนักแห้งที่

หายไป พบว่า ไฮโดรเจลผสมชนิดเดียวกัน ที่เวลาในการเชื่อมขวาง 6, 12, และ 24 ชั่วโมง (รูปที่ 4.4 

ก-ค) เมื่อความเข้มข้นของ EDC ที่ใช้ในการเชื่อมขวางเพ่ิมขึ้น ร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปของไฮโดร

เจลผสมไม่มีความแตกต่างกัน  

เมื่อพิจารณาผลของชนิดของไฮโดรเจลที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC ที่ความเข้มข้นเดียวกัน 

ที่มีต่อร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไป พบว่า เมื่อเชื่อมขวางด้วย EDC ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 20 มิลลิ 

โมลาร์ และเวลาในการเชื่อมขวางเท่ากัน ไฮโดรเจลผสม SF50G50 และ SF50G25HA25 ที่ได้มีร้อย

ละน้ าหนักแห้งที่หายไปไม่แตกต่างกัน แต่เมื่อความเข้มข้นของ EDC เพ่ิมจาก 30 เป็น 50 มิลลิโมลาร์ 

ร้อยละน้ าหนักแห้งของไฮโดรเจลผสม SF50HA50 ที่หายไปลดลงเล็กน้อย  

เมื่อพิจารณาเวลาที่ใช้ในการเชื่อมขวางต่อร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไป พบว่า เมื่อเชื่อมขวาง

ด้วย EDC ที่ความเข้มข้นเท่ากัน เวลาในการเชื่อมขวางที่เพ่ิมขึ้นไม่มีผลต่อ ร้อยละน้ าหนักแห้งของ

ไฮโดรเจลทุกชนิดที่หายไปอย่างชัดเจน  

จากผลการศึกษาจะเห็นว่า ไฮโดรเจลผสมทุกชนิดที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC มีร้อยละ

น้ าหนักแห้งที่หายไปเมื่อแช่ในสารละลาย EDC ในตัวท าละลายเอทานอลประมาณ 4-5 ซึ่งค่อนข้างต่ า

มาก แสดงว่า EDC สามารถเชื่อมขวางระบบชีววัสดุผสมของไฟโบรอิน เจลาตินและกรดไฮยาลูรอนิค

ได้ส าเร็จ การพิจารณาร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปเป็นวิธีหนึ่งที่ช่วยในการวิเคราะห์หาสภาวะที่ใช้ใน

การเชื่อมขวางไฮโดรเจลผสม ทั้งนี้เพ่ือเป็นการยืนยันความส าเร็จของการเชื่อมขวางด้วย EDC ใน

งานวิจัยนี้จึงท าการวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีน และปริมาณหมู่ N-acetyl-D-
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glucosamine ซึ่งเป็นองค์ประกอบในกรดไฮยาลูรอนิค ก่อนและหลังการเชื่อมขวาง ผลการศึกษา

แสดงดังรายละเอียดในหัวข้อที่ 4.2.2 และ 4.2.3 
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 (ก) 
 
 
 
 
 
 
 

(ข) 
 

 
 
 
 
 
 

(ค) 

 
  

 
 

 
 

รูปที่ 4.4 ร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปภายหลังกระบวนการเช่ือมขวางของไฮโดรเจลผสม SFGHA ที่เช่ือม
ขวางด้วยการแช่ในตัวท าละลายเอทานอลต่อน้ าท่ีอัตราส่วน 80:20 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร โดยเปรียบเทียบ
ความเข้มข้นของ EDC ที่ 20, 30, และ 50 มิลลิโมลาร์ ที่เวลาในการเช่ือมขวาง (ก) 6, (ข) 12, และ (ค) 24 
ช่ัวโมง (a, b, c แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95%, p < 0.05 โดย
เปรียบเทียบชนิดของไฮโดรเจลที่แตกต่างกัน ที่ความเข้มข้นของ EDC และเวลาที่ใช้ในการเช่ือมขวางเท่ากัน 
และ d, e, f แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95%, p < 0.05 โดยเปรียบเทียบ
ความเข้มข้นของ EDC ที่แตกต่างกัน ที่ชนิดของไฮโดรเจลและเวลาในการเช่ือมขวางเหมือนกัน) 

ชนิดของไฮโดรเจล 

ชนิดของไฮโดรเจล 

ชนิดของไฮโดรเจล 
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6 ชั่วโมง 

12 ชั่วโมง 

24 ชั่วโมง 

ก่อนเชื่อมขวาง 

ก่อนเชื่อมขวาง 

ก่อนเชื่อมขวาง 
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4.2.2. ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระคงเหลือในไฮโดรเจลผสม SFGHA และร้อยละหมู่อะมิโน
อิสระที่ลดลงภายหลังผ่านกระบวนการเชื่อมขวาง 

 ในกระบวนการเชื่อมขวางไฮโดรเจลผสม SFGHA ด้วยสารเชื่อมขวาง EDC หมู่อะมิโนใน

โมเลกุลของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินที่ไม่ถูกเชื่อมขวางในระหว่างกระบวนการเชื่อมขวาง 

สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค TNBS assay ถ้าปริมาณหมู่อะมิโนของไฮโดรเจลผสมภายหลังการ

เชื่อมขวางลดลง แสดงว่าเกิดการเชื่อมขวางภายในไฮโดรเจล  

รูปที่ 4.5 (กราฟด้านซ้าย) แสดงปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของไฮโดรเจล ที่ความเข้มข้นของ 

EDC และเวลาที่ใช้ในการเชื่อมขวางแตกต่างกัน จากผลการศึกษาพบว่า ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของ

ไฮโดรเจลผสมทุกชนิดหลังการเชื่อมขวางจะมีค่าน้อยกว่าก่อนการเชื่อมขวาง ซึ่งบ่งบอกถึงหมู่อะมิโน

ที่ถูกใช้ไปในกระบวนการเชื่อมขวาง เมื่อพิจารณาไฮโดรเจลผสม SF50G50 พบว่า ก่อนการเชื่อม

ขวางมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระเริ่มต้นสูงที่สุด (ประมาณ 1.200 ± 0.05x10-3 มิลลิโมลต่อมิลลิกรัม

ไฮโดรเจล) รองลงมาคือ ไฮโดรเจลผสม SF50G25HA25 และ SF50HA50 ซึ่งมีปริมาณหมู่อะมิโน

อิสระเท่ากับ 0.669 ± 0.04x10-3 และ0.283 ± 0.04x10-3 มิลลิโมลต่อมิลลิกรัมไฮโดรเจล ตามล าดับ 

โดยสังเกตได้ว่าปริมาณหมู่อะมิโนอิสระเริ่มต้นของไฮโดรเจลผสมมีค่าเพ่ิมขึ้น เมื่อมีสัดส่วนของโปรตีน

เพ่ิมข้ึน  

รูปที่ 4.5 (กราฟด้านขวา) แสดงร้อยละหมู่อะมิโนที่ลดลงของไฮโดรเจล ที่ความเข้มข้นของ 

EDC และเวลาในการเชื่อมขวางแตกต่างกัน จากผลการศึกษาพบว่า เมื่อพิจารณากรณีไฮโดรเจลที่มี

โปรตีนเป็นส่วนผสม 100 เปอร์เซ็นต์ (SF50G50) ความส าเร็จของการเชื่อมขวางด้วย EDC สามารถ

พิจารณาได้จากร้อยละหมู่อะมิโนที่ลดลงมากที่สุด ซึ่งเห็นได้ชัดว่าร้อยละหมู่อะมิโนอิสระที่ลดลงจะ

มากขึ้น เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ EDC และเวลาที่ใช้ในการเชื่อมขวาง โดยร้อยละหมู่อะมิโนที่ลดลง

มากที่สุดมีค่าประมาณ 70 เมื่อใช้ EDC ความเข้มข้นเท่ากับ 50 มิลลิโมลาร์ และมีเวลาในการเชื่อม

ขวาง 24 ชั่วโมง  

เมื่อพิจารณากรณีไฮโดรเจลผสมที่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ 75 และ 50 เปอร์เซ็นต์ 

(SF50G25HA25 และ SF50HA50) พบว่า ร้อยละหมู่อะมิโนที่ลดลงของไฮโดรเจลผสม

SF50G25HA25 มีค่าใกล้เคียงกัน เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ EDC และเวลาที่ใช้ในการเชื่อมขวาง แต่

ส าหรับไฮโดรเจลผสม SF50HA50 ที่เวลาในการเชื่อมขวางต่าง ๆ เมื่อเชื่อมขวางด้วย EDC ความ
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เข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ร้อยละหมู่อะมิโนอิสระของไฮโดรเจลผสมที่ลดลงจะมีค่ามากที่สุด ซึ่งมี

ค่าประมาณ 36  

จากผลการศึกษาข้างต้น แสดงให้เห็นว่า EDC สามารถเชื่อมขวางไฮโดรเจลผสมแต่ละชนิด

แตกต่างกัน เนื่องจาก 2 สาเหตุหลัก ได้แก่ ไฮโดรเจลแต่ละชนิดมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ (จ านวน 

binding sites) แตกต่างกัน กล่าวคือ ไฮโดรเจลผสมที่มีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระมากน่าจะเพียงพอต่อ

การเกิดปฏิกิริยากับ EDC แต่ในกรณีที่ไฮโดรเจลมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระน้อย (SF50HA50) EDC 

ส่วนเกินจะเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของ N-acylurea ซึ่งเป็นผลพลอยได้ที่อยู่ในรูปเสถียร [111] 

ส่วนสาเหตุที่สองเกิดจากกลไกการเชื่อมขวางไฮโดรเจลที่มีโปรตีนเป็นส่วนผสม 100 

เปอร์เซ็นต์ ด้วย EDC แตกต่างจากกลไกการเชื่อมขวางไฮโดรเจลที่มีกรดไฮยาลูรอนิค ซึ่งเป็นพอลิ

แซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบ ดังแสดงในรูปที่ 4.6 ส าหรับกลไกการเชื่อมขวางไฮโดรเจลโปรตีน 

สามารถอธิบายได้คือ carbodiimide ที่อยู่ในรูป protonate จะท าปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอกซิลของ

แอสพาร์ติก (aspartic acid) หรือกรดกลูตามิก (glutamic acid) ของโมเลกุลไฟโบรอินไหมไทยหรือ

เจลาติน เกิดเป็น O-acylisourea intermediate ซึ่งการเกิดปฏิกิริยาต่อเนื่องได้ 2 รูปแบบ ได้แก่ 

รูปแบบที่หนึ่ง  O-acylisourea intermediate จะท าปฏิกิริยากับหมู่เอมีนของไลซีน (lysine) หรือ 

ไฮดรอกซิลไลซีน (hydroxylysine amino acid) ในโมเลกุลของโปรตีนเกิดเป็นพันธะเอไมด์ ใน

ระหว่างกระบวนการเชื่อมขวาง O-acylisourea intermediate อาจจะถูกไฮโดรไลซ์ด้วยน้ ากลับไป

เป็นหมู่คาร์บอกซิล ดังนั้น O-acylisourea intermediate จึงมีระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาที่สั้นและ

ท าให้ผลได้ (yield) จากการใช้ EDC ในการเชื่อมขวางเพียงอย่างเดียวมีค่าต่ า จึงมีการน า NHS มาใช้

ร่วมกับ EDC ดังรูปแบบที่สอง โดย NHS เข้าท าปฏิกิริยากับ O-acylisourea intermediate เกิดเป็น 

O-acylisourea ester ซึ่งเป็นสารที่มีความเสถียรมากขึ้น หลังจากนั้น O-acylisourea ester จะท า

ปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนอิสระของโปรตีนเกิดเป็นพันธะเปบไทด์ ซึ่งจะได้ยูเรียเป็นผลพลอยได้   

ในกรณีกลไกการเชื่อมขวางไฮโดรเจลผสมที่มีโปรตีนและกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ  

ด้วย EDC อธิบายได้ดังนี้ EDC จะเข้าท าปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอกซิลของโปรตีนหรือกรดไฮยาลูรอนิค 

เกิดเป็น O-acylisourea intermediate จากนั้น O-acylisourea intermediate จะเกิดปฏิกิริยาต่อ

ได้ 3 รูปแบบ คือ รูปแบบที่ 1 และ 2 ซึ่งนอกจากจะเกิดพันธะเอไมด์ ดังกล่าวไว้ในกลไกการเชื่อม

ขวางข้างต้น  ยังพบว่า O-acylisourea intermediate จะสามารถเชื่อมขวางกับหมู่ไฮดรอกซิลของ

กรดไฮยาลูรอนิคเกิดเป็นพันธะเอสเทอร์ ส าหรับรูปแบบที่ 3 O-acylisourea intermediate เกิด 
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ปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอกซิลของกรดไฮยาลูรอนิคเกิดเป็น acid anhydride จากนั้น acid anhydride 

จะเข้าท าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนของโปรตีนหรือหมู่ไฮดรอกซิลของกรดไฮยาลูรอนิคเกิดเป็นพันธะ 

เอไมด์หรือพันธะเอสเทอร์ ตามล าดับ 

ดังนั้นในการเชื่อมขวางไฮโดรเจลที่มีโปรตีนเป็นส่วนผสม 100 เปอร์เซ็นต์ จึงต้องใช้ความ

เข้มข้นของ EDC และเวลาที่ใช้ในการเชื่อมขวางมากเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยาได้อย่างสมบูรณ์ แต่ในกรณีที่

มีปริมาณเจลาตินลดลง (SF50G25HA25) หรือไม่มีเจลาตินเป็นองค์ประกอบ (SF50HA50) สังเกต 

เห็นว่า การเชื่อมขวางด้วยหมู่อะมิโนจะเกิดขึ้นได้มาก กรณีใช้ความเข้มข้นของ EDC ต่ า (20 มิลลิ 

โมลาร์) และไม่ต้องใช้เวลาในการเชื่อมขวางมาก (6 ชั่วโมง)   

ในปี 1999 Choi, Y. S และคณะ [112] ได้ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างเจลาตินและ

กรดไฮยาลูรอนิค (GHA) ที่อัตราส่วนการผสมต่าง ๆ (เช่น GHA91, GHA73, และ GHA55) และเชื่อม

ขวางด้วยสารละลาย EDC ในตัวท าละลายอะซิโตนเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง โดยความ

เข้มข้นของ EDC ที่ใช้ในการเชื่อมขวางเท่ากับ 0.005-0.1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผลการ

วิเคราะห์หาค่าร้อยละการเชื่อมขวางด้วยเทคนิค TNBS พบว่า GHA91 ที่เชื่อมขวางด้วย EDC ความ

เข้มข้นเท่ากับ 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีการเชื่อมขวางสูงที่สุดเท่ากับ 34 เปอร์เซ็นต์ 

และเม่ือสัดส่วนของเจลาตินในโครงเลี้ยงเซลล์เพิ่มข้ึน ส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การเชื่อมขวางเพ่ิมข้ึน   

นอกจากนี้ในปี 2009 Wang, T.- W. และคณะ [113] ได้ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่าง

คอลลาเจนและกรดไฮยาลูรอนิค โดยใช้ชนิดของคอลลาเจนแตกต่างกัน (คอลลาเจนชนิดที่ I และ II) 

และสัดส่วนของคอลลาเจนต่อกรดไฮยาลูรอนิค คือ 2:1, 1:1, และ 1:2 จากนั้นท าการเชื่อมขวางโครง

เลี้ยงเซลล์ด้วยสารละลาย EDC/NHS อัตราส่วน 5:2 โมลาร์ ในตัวท าละลายเอทานอลความเข้มข้น 

80 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง ผลการวิเคราะห์ร้อยละการเชื่อมขวางด้วยเทคนิค 

TNBS พบว่า ร้อยละการเชื่อมขวางลดลงจาก 90 เป็น 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อปริมาณกรดไฮยาลูรอนิค

เพ่ิมข้ึน เนื่องจากหมู่อะมิโนส่วนใหญ่พบได้ในคอลลาเจน เมื่อปริมาณคอลลาเจนลดลงจึงส่งผลให้ร้อย

ละการเชื่อมขวางลดลงด้วย ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาข้างต้น 
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รูปที่ 4.5 ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระคงเหลือในไฮโดรเจลผสม SFGHA ชนิดต่าง ๆ (กราฟด้านซ้าย) ที่ผ่านการเช่ือม
ขวางด้วย EDC ในตัวท าละลายเอทานอลต่อน้ าที่อัตราส่วน 80:20 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร โดยเช่ือมขวางเป็น
เวลา (ก) 6, (ข) 12, และ (ค) 24 ช่ัวโมง (a, b, c แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 
95%, p < 0.05 ของข้อมูลปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ โดยเปรียบเทียบชนิดของไฮโดรเจลที่แตกต่างกัน ที่ความ
เข้มข้นของ EDC และเวลาที่ใช้เช่ือมขวางเท่ากัน และ d, e, f, g แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดยเปรียบเทียบความเข้มข้นของ EDC ที่แตกต่างกัน ที่ชนิดของไฮโดรเจลและเวลา
ที่ใช้ในการเชื่อมขวางเหมือนกัน) ส่วนกราฟด้านขวา แสดงร้อยละหมู่อะมิโนอิสระที่ลดลงภายหลังการเช่ือมขวาง 
(a, b, c แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของข้อมูลร้อยละหมู่อะมิโน
อิสระที่ลดลง โดยเปรียบเทียบชนิดของไฮโดรเจลที่แตกต่างกัน ที่ความเข้มข้นของ EDC และเวลาที่ใช้เช่ือมขวาง
เท่ากัน และ d, e, f,  แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95%, p < 0.05 โดย
เปรียบเทียบความเข้มข้นของ EDC ที่แตกต่างกัน ที่ชนิดของไฮโดรเจลและเวลาที่ใช้เชื่อมขวางเหมือนกัน) 
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กรณีที่ 1: กลไกการเชื่อมขวางไฮโดรเจลโปรตีนด้วย EDC 

 

 
 

กรณีที่ 2: กลไกการเชื่อมขวางไฮโดรเจลผสมของโปรตีนและพอลิแซ็กคาไรด์ด้วย EDC 
 

 
 
 

รูปที่ 4.6 กลไกการเชื่อมขวางระหว่างโปรตีนกับโปรตีน และโปรตนีกับพอลิแซ็กคาไรด์ 
ด้วยสารเช่ือมขวาง EDC [111] 
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4.2.3. ปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine (NAG) คงเหลือในไฮโดรเจลภายหลัง
การเชื่อมขวาง 

 ในงานวิจัยนี้มีการใช้กรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบในการเตรียมไฮโดรเจลผสม จึงได้

ท าการศึกษาปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine คงเหลือในไฮโดรเจลภายหลังกระบวนการเชื่อม

ขวาง ซึ่งหมู่ N-acetyl-D-glucosamine เป็นส่วนประกอบในหน่วยย่อยของกรดไฮยาลูรอนิค ดังนั้น

จึงท าให้ทราบว่ากรดไฮยาลูรอนิคถูกเชื่อมขวางด้วย EDC มากน้อยเพียงใด โดยวิเคราะห์หาปริมาณ

หมู่ N-acetyl-D-glucosamine ด้วยเทคนิค Elson-Morgan assay ผลการศึกษาปริมาณหมู่  

N-acetyl-D-glucosamine แสดงดังรูปที่ 4.7 พบว่า การเชื่อมขวางไฮโดรเจลผสมที่มีกรดไฮยาลู 

รอนิคเป็นองค์ประกอบด้วย EDC สามารถเชื่อมขวางกรดไฮยาลูรอนิคที่ใช้ในการเตรียมได้เกือบ

ทั้งหมด เนื่องจากปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine คงเหลือภายหลังการเชื่อมขวางมีค่า

ใกล้เคียงกับปริมาณหมู ่N-acetyl-D-glucosamine ก่อนการเชื่อมขวาง  

เมื่อพิจารณาผลของชนิดของไฮโดรเจลผสมที่มีต่อปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine 

คงเหลือในไฮโดรเจล พบว่า ไฮโดรเจลผสม SF50HA50 มีปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine สูง

ที่สุด รองลงมาคือ SF50G25HA25 โดยปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine มีค่ามาก เมื่อสัดส่วน

ของกรดไฮยาลูรอนิคเพ่ิมขึ้น  แต่ในกรณีไฮโดรเจล SF50G50 ซึ่งไม่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประ 

กอบจะไม่พบหมู่ N-acetyl-D-glucosamine ทั้งก่อนและหลังการเชื่อมขวาง  

 

ส าหรับการเลือกไฮโดรเจลผสมภายหลังการเชื่อมขวางเพ่ือน าไปศึกษาสมบัติทางกายภาพ 

ทางเคมี และทางชีวภาพ โดยพิจารณาข้อมูลจากรูปที่ 4.4 ซึ่งแสดงผลร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไป

ของไฮโดรเจลผสมภายหลังการเชื่อมขวางด้วย EDC ความเข้มข้น 20, 30, และ 50 มิลลิโมลาร์ เป็น

เวลา 6, 12, และ 24 ชั่วโมง สังเกตเห็นว่า ไฮโดรเจลผสมทุกชนิดที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC 

ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 6 ชั่วโมง มีร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปประมาณ 4-5 ซึ่งมีค่า

ค่อนข้างต่ า (ผลการศึกษาในหัวข้อ 4.2.1) โดยร้อยละน้ าหนักแห้งของไฮโดรเจลที่หายไป คาดว่าน่าจะ

เป็นโมเลกุลของเจลาตินที่ถูกเชื่อมขวางได้ไม่สมบูรณ์ ท าให้ละลายในขั้นตอนการล้างน้ าปราศจาก

ไอออนซึ่งเป็นขั้นตอนสุดท้ายในกระบวนการเชื่อมขวาง ประกอบกับผลการวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิ

โนอิสระและร้อยละหมู่อะมิโนอิสระที่ลดลงภายหลังการเชื่อมขวาง (รูปที่ 4.5) ซึ่งจะเห็นว่า ปริมาณ

หมู่อะมิโนอิสระของไฮโดรเจลภายหลังการเชื่อมขวางด้วย EDC มีค่าลดลง แสดงว่า หมู่อะมิโนถูกใช้
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ไปในกระบวนการเชื่อมขวาง จึงท าให้ร้อยละหมู่อะมิโนอิสระที่ลดลงมีค่ามาก และผลการวิเคราะห์

ปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine ที่คงเหลือในไฮโดรเจลผสม (รูปที่ 4.6) สารเชื่อมขวาง EDC 

สามารถเชื่อมขวางกรดไฮยาลูรอนิคได้ใกล้เคียงกันในทุกสภาวะ ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงเลือกไฮโดรเจล

ผสมที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ไปใช้ในการ 

ศึกษาในขั้นตอนต่อไป 
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(ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ข) 
 
 
 
 
 

 
(ค) 

 
 

รูปที่ 4.7 ปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine คงเหลือในไฮโดรเจลผสม SFGHA ภายหลัง
การเชื่อมขวางด้วย EDC โดยเปรียบเทียบความเข้มข้นของ EDC ที่ 20, 30, และ 50 มิลลิโมลาร์ 
ที่เวลาในการเชื่อมขวางเท่ากัน คือ (ก) 6, (ข) 12, และ (ค) 24 ชั่วโมง (a, b แสดงความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดยเปรียบเทียบชนิดของไฮโดรเจลที่
แตกต่างกัน ที่ความเข้มข้นของ EDC และเวลาในการเชื่อมขวางเท่ากัน และ c, d, e, f แสดง
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดยเปรียบเทียบความ
เข้มข้นของ EDC ที่แตกต่างกัน ที่ชนิดของไฮโดรเจลและเวลาในการเชื่อมขวางเหมือนกัน) 
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4.3 คุณลักษณะและสมบัติของไฮโดรเจลผสม SFGHA 

ผลการศึกษาสมบัติของไฮโดรเจลผสม SFGHA ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยการแช่ในสารละลาย 

EDC ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 6 ชั่วโมง เพ่ือสามารถน าไปประยุกต์ใช้เป็นโครงเลี้ยง

เนื้อเยื่อได้อย่างเหมาะสม แสดงได้ดังนี้   

 4.3.1 สมบัติทางกายภาพของไฮโดรเจลผสม SFGHA 

  4.3.1.1 โครงสร้างสัณฐานภายในของไฮโดรเจลผสม SFGHA ก่อนและหลังผ่าน
การเชื่อมขวาง 

 ลักษณะภายนอกของไฮโดรเจลที่ได้จากการเชื่อมขวางด้วย EDC แสดงในรูปที่ 4.8 ไฮโดรเจล

ที่ได้มีสีขาวอมเหลืองและเมื่อสัมผัสด้วยมือพบว่า ไฮโดรเจลผสม SF50G50 จะมีลักษณะที่แข็งกว่า

ไฮโดรเจลผสม SF50G50HA25 และ SF50HA50 

   
        SF50G50 SF50G25HA25         SF50HA50 

รูปที่ 4.8 ลักษณะภายนอกของไฮโดรเจลผสม SFGHA ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC  
ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

 

โครงสร้างสัณฐานภายในของไฮโดรเจลผสม SFGHA แต่ละชนิดก่อนและหลังการเชื่อมขวาง

ด้วยสารเชื่อมขวาง EDC ถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron 

Microscopy, SEM) แสดงในรูปที่ 4.9 ผลการศึกษาพบว่า เมื่อพิจารณาไฮโดรเจลก่อนเชื่อมขวาง 

ไฮโดรเจลผสม SF50G50 มีรูพรุนที่สม่ าเสมอและเชื่อมโยงกันเป็นเครือข่าย โดยขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

(สรุปในตารางที่ 4.2) มีค่าประมาณ 166 ± 15 ไมโครเมตร ส่วนกรณีไฮโดรเจลที่มีกรดไฮยาลูรอนิค

เป็นองค์ประกอบ (SF50G25HA25 และ SF50HA50) ลักษณะรูพรุนจะมีรูปร่างรียาว รูพรุนไม่สม่ า 

เสมอ มีขนาดรูพรุนเฉลี่ย 222 ± 21 และ 227 ± 19 ไมโครเมตร ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า เมื่อเพ่ิม

กรดไฮยาลูรอนิคในไฮโดรเจล ท าให้ขนาดรูพรุนเพ่ิมขึ้น เนื่องจากในกระบวนท าแห้งแบบเยือกแข็ง 
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โมเลกุลของน้ ามีบทบาทส าคัญต่อการเกิดรูพรุนในไฮโดรเจล กรดไฮยาลูรอนิคมีหมู่ไฮดรอกซิลและหมู่

คาร์บอกซิลเป็นหมู่ฟังก์ชันที่มีความชอบน้ าสูง หมู่ฟังก์ชันเหล่านี้อาจจะรวมตัวกับโมเลกุลของน้ าท า

ให้เกิดผลึกน้ าแข็งขนาดใหญ่ในข้ันตอนการแช่แข็ง  

เมื่อพิจารณาไฮโดรเจลภายหลังการเชื่อมขวางด้วย EDC พบว่า ไฮโดรเจลผสมทุกชนิด มี

ลักษณะโครงสร้างสัณฐานและขนาดรูพรุนเฉลี่ยไม่มีความแตกต่างกัน เมื่อเทียบกับไฮโดรเจลผสมก่อน

การเชื่อมขวาง เนื่องจาก EDC สามารถเชื่อมขวางไฮโดรเจลผสมได้ส าเร็จ จึงสามารถรักษารูปร่างของ

ไฮโดรเจลไว้ได้ 

จากรายงานเมื่อปี 1999 ของ Choi, Y. S, และคณะ [112] ได้ศึกษาการขึ้นรูปโครงเลี้ยง

เซลล์ผสมระหว่างเจลาตินและกรดไฮยาลูรอนิคชนิดต่าง ๆ (GHA91, GHA73, และ GHA55) ด้วย

กระบวน การท าแห้งแบบเยือกแข็งและเชื่อมขวางด้วยสารเชื่อมขวาง EDC พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ 

GHA91 มีรูพรุนขนาดเฉลี่ย ประมาณ 48 ไมโครเมตร และความพรุน 35 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเพ่ิม

ปริมาณกรดไฮยาลูรอนิค ท าให้ความพรุนและขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์ GHA55 มีค่า

เพ่ิมข้ึนประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ และ 67 ไมโครเมตร ตามล าดับ 

นอกจากนี้ในปี 20009 Ren, Y.-J, และคณะ [114] ได้ท าการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ผสม

ระหว่างไฟโบรอินและกรดไฮยาลูรอนิคที่อัตราส่วนของกรดไฮยาลูรอนิคแตกต่างกัน (3, 6, และ 10 

เปอร์ เซ็นต์โดยน้ าหนัก) ด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง พบว่า ขนาดรูพรุนมีค่าเท่ากับ  

123 ± 15, 133 ± 17, และ 253 ± 34 ไมโครเมตร เมื่อความเข้มข้นของกรดไฮยาลูรอนิคเพ่ิมขึ้นจาก 

3, 6, และ 10 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก ตามล าดับ ในขณะที่ปี 2009 Wang, T-. W และคณะ [113] ได้

ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์กรดไฮยาลูรอนิคร่วมกับคอลลาเจนชนิดที่ I และ II ที่อัตราส่วนการผสมโดย

น้ าหนักแตกต่างกันด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง พบว่า ปริมาณกรดไฮยาลูรอนิคที่เพ่ิมขึ้น

จะส่งผลให้เส้นผ่านศูนย์กลางของรูพรุนเพ่ิมข้ึน ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาข้างต้น 
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ตารางท่ี 4.2 ขนาดรูพรุนเฉลี่ยของไฮโดรเจลผสม SFGHA ก่อนและหลังการเชื่อมขวางด้วย EDC 
ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 6 ชั่วโมง  
 

ชนิดไฮโดรเจล 
ขนาดรูพรุนเฉลี่ย (ไมโครเมตร) 

ก่อนการเชื่อมขวาง หลังการเชื่อมขวาง 

SF50G50 166.69 ± 15.05
a,b

 170.46 ± 8.92
a,b

 

SF50G25HA25 222.52 ± 21.11
a,c

 225.01 ± 17.11
a,c

 

SF50HA50 226.97 ± 18.90
a,c

 224.97 ± 20.37
a,c

 

(a แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของข้อมูลขนาดรู

พรุนเฉลี่ย โดยเปรียบเทียบก่อนและหลังการเชื่อมขวางที่ไฮโดรเจลผสมชนิดเดียวกัน) 

(b, c แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของข้อมูลขนาดรู

พรุนเฉลี่ย โดยเปรียบเทียบก่อนหรือหลังการเชื่อมขวางที่ชนิดของไฮโดรเจลผสมแตกต่างกัน) 

 

4.3.1.2 โครงสร้างทางเคมีของไฮโดรเจลผสม SFGHA ก่อนและหลังการเชื่อมขวาง 

 ผลการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของไฮโดรเจลผสมก่อนและหลังการเชื่อมขวางด้วย EDC ด้วย

เครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy โดยใช้เทคนิค Attenuated total reflec- 

tance mode (ATR-FTIR) แสดงดังรูปที่ 4.10 พบว่า เมื่อพิจารณาไฮโดรเจลผสมก่อนการเชื่อมขวาง 

สเปคตรัมค่าการส่องผ่านแสงของไฮโดรเจลผสม SF50G50 จะเกิดพีคชัดเจนอยู่ 3 ต าแหน่ง กล่าวคือ  

ต าแหน่งพีคที่เลขคลื่น 1643 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงพันธะเอไมด์ I  (amide I) ที่เกิดจากการสั่นแบบ

ยืดของพันธะ C=O (C=O stretching) เลขคลื่น 1533 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงพันธะเอไมด์ II 

(amide II) ที่เกิดจากการสั่นแบบงอของพันธะ N-H (N-H bending) และที่เลขคลื่น 1237 ต่อ

เซนติเมตร แสดงถึงพันธะเอไมด์ III (amide III) ที่เกิดจากการสั่นของพันธะ C-N (C-N stretching) 

ซึ่งเป็นลักษณะโครงสร้างแบบ Random coil/α-helix [115] ส่วนไฮโดรเจลผสมที่มีกรดไฮยาลูรอนิค 

ซึ่งเป็นสารพอลิแซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบ (SF50G25HA25 และ SF50HA50) พบหมู่เอไมด์ I, II, 

และ III ที่เลขคลื่น ดังกล่าวไว้ข้างต้น นอกจากนี้ยังพบพีคที่เลขคลื่น 1407 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงการ

สั่นแบบยืดแบบสมมาตรของหมู่ carboxylate salt (symmetric stretching of carboxylate salt) 
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เลขคลื่น 1150 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงการสั่นแบบยืดแบบสมมาตรของพันธะ C-O-C (symmetric 

stretching C-O-C; O-bridge) เลขคลื่น 1080 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงการสั่นของพันธะเอสเทอร์ 

เลขคลื่น 1042 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงการสั่นแบบยืดของพันธะ C-O (C-O stretching) และพีคที่

เลขคลื่น 945 ต่อเซนติเมตร แสดงถึงการสั่นของโครงสร้างแบบวงแบบไม่สมมาตร (asymmetrical 

out of phase ring vibration) [116] ซึ่งพีคที่เลขคลื่นเหล่านี้เป็นหมู่ฟังก์ชันที่บ่งชี้คุณลักษณะ

เฉพาะของกรดไฮยาลูรอนิค เมื่อปริมาณกรดไฮยาลูรอนิคในไฮโดรเจลผสมเพ่ิมขึ้น จะเห็นพีคที่เลข

คลื่นเหล่านี้ชัดเจนขึ้น  

เมื่อพิจารณาไฮโดรเจลผสมทุกชนิดที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC ในตัวท าละลายเอทานอล 

ที่ความเข้มข้นของ EDC 20 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 6 ชั่วโมง จะปรากฎไหล่พีคที่เลขคลื่น 1700 ต่อ

เซนติเมตร แสดงถึงการสั่นแบบยืดของพันธะ C=O (C=O stretching) ซึ่งจะพบได้ 2 กรณี คือ กรณี

แรก เป็นผลจากการเชื่อมขวางด้วย EDC กล่าวคือ EDC เกิดปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอกซิลของโปรตีน

หรือกรดไฮยาลูรอนิค เกิดเป็น O-acylisourea intermediate จากนั้น O-acylisourea inter- 

mediate จะเกิดปฏิกิริยาต่อเนื่องกับหมู่ไฮดรอกซิลของกรดไฮยาลูรอนิคเกิดเป็นพันธะเอสเทอร์ โดย

หมู่คาร์บอนิลของพันธะเอสเทอร์จะแสดงการสั่นของพันธะที่ต าแหน่งดังกล่าว ซึ่งสอดคล้ องกับ

รายงานในปี 1996 ของ Tomihata, K. และคณะ [117] ที่ได้เชื่อมขวางฟิล์มกรดไฮยาลูรอนิค โดยแช่

ในตัวท าละลายเอทานอลต่อน้ าที่สัดส่วนต่าง ๆ ที่ความเข้มข้นของ EDC 50 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง และเมื่อปี 2009 Xu, S. และคณะ [11] ได้รายงานพีคที่ต าแหน่งดังกล่าว ซึ่งพบในกรดไฮยาลู

รอนิคที่เชื่อมขวางด้วยการแช่ในสารละลาย EDC ที่ไม่มีเอทานอลเป็นตัวท าละลาย กรณีที่สอง เกิด

จากตัวท าละลายเอทานอลชักน าให้โครงสร้าง random coil ของไฟโบรอินเปลี่ยนเป็นโครงสร้างแบบ  

β-sheet ซึ่งไหล่ พีคดังกล่าว แสดงถึงโครงสร้างแบบ β-sheet ที่จัดเรียงตัวแบบสวนทางกัน  

(antiparallel arrangement) ของสายโซ่ไฟโบรอิน [118, 119] อย่างไรก็ตามในปี 2007 

Chamchongkaset, J. และคณะ [115] ได้รายงานว่า โครงเลี้ยงเซลล์ผสมไฟโบรอินไหมไทยและ 

เจลาตินที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยการแช่ในสารละลาย EDC ที่ไม่มีเอทานอลเป็นตัวท าละลาย ไม่

ปรากฏพีคดังกล่าว โดยพบพีคที่แสดงถึงโครงสร้าง random coil ของไฟโบรอิน โดยการเชื่อมขวาง

ด้วย EDC จะท าให้พันธะเอไมด์มีความเสถียรมากขึ้น  

ดังนั้น จากผลการศึกษาที่กล่าวข้างต้น สรุปได้ว่า ไหล่พีคจะปรากฎขึ้นเมื่อมีเชื่อมขวางไฮโดร

เจลผสมด้วย EDC และมีเอทานอลเป็นองค์ประกอบในตัวท าละลาย  
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นอกจากนี้ในรูปที่ 4.10 ยังพบต าแหน่งเลขคลื่นที่แสดงหมู่เอไมด์ I และ II ของไฮโดรเจลผสม

ทุกชนิดภายหลังการเชื่อมขวางด้วย EDC ที่มีเอทานอลเป็นตัวท าละลาย มีการเลื่อนไปที่ 1625 และ 

1521 ต่อเซนติเมตร การเปลี่ยนแปลงดังกล่าวอาจจะเกิดได้ 2 สาเหตุ คือ สาเหตุที่หนึ่ง เกิดจากการ

เปลี่ยนแปลงโครงสร้างทุติยภูมิของไฟโบรอินด้วยตัวท าละลายเอทานอล เห็นได้จากรายงาน เมื่อปี 

2012 ของ Liu, R. และคณะ [120] พบว่า เส้นใยไฟโบรอินจากไหมสายพันธุ์ Tussah ที่ผ่านการ

เชื่อมขวางด้วย EDC/NHS ในตัวท าละลายเอทานอล 80 เปอร์เซ็นต์ พบโครงสร้างแบบ β-sheet ของ

เส้นใยไฟโบรอิน (ประมาณ 45.34 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งมากกว่าเส้นใยที่ไม่ผ่านการเชื่อมขวาง (25.26 

เปอร์เซ็นต์) แสดงให้เห็นว่า การเชื่อมขวางที่มีตัวท าละลายเอทานอลท าให้โครงสร้าง random coil 

เปลี่ยนเป็นโครงสร้างแบบ β-sheet มากขึ้น ส่วนสาเหตุที่สอง คือ การใช้ EDC ในการเชื่อมขวางท า

ให้เกิดพันธะเอไมด์ การสั่นของพันธะดังกล่าวแสดงที่เลขคลื่นดังกล่าวเช่นเดียวกัน และยังพบพีคที่เลข

คลื่น 1448 ซึ่งแสดงการสั่นของพันธะเอไมด์ด้วยเช่นกัน ทั้งนี้พีคที่แสดงถึงหมู่เอไมด์ III เป็นการสั่น

ของพันธะ C-N (C-N stretching) ในไฮโดรเจลผสมก่อนและหลังการเชื่อมขวางจะพบที่ต าแหน่งเดิม  

เมื่อพิจารณาปฏิริยาการเชื่อมขวางด้วย EDC พบว่า ภายหลังการเชื่อมขวาง ค่าการส่องผ่าน

ของพีคท่ีเลขคลื่น 1408 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแสดงถึงการสั่นแบบยืดแบบสมมาตรของหมู่ carboxylate 

salt  (symmetric stretching of carboxylate salt) ลดน้อยลง เนื่องมาจากหมู่คาร์บอกซิลถูกใช้

ในการเชื่อมขวางด้วย EDC แต่ในกรณีพีคที่เลขคลื่น 1042, 1080 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแสดงการสั่นของ

พันธะเอสเทอร์ของไฮโดรเจลผสมที่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ (SF50G25HA25 และ 

SF50HA50) พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทั้งก่อนและหลังการเชื่อมขวางด้วย EDC  

ผลของปฏิกิริยาการเชื่อมขวางด้วย EDC สอดคล้องกับรายงานในปี 2011 ของ Zhang, F. 

และคณะ [6] พบต าแหน่งพีคที่เลขคลื่น 1625, 1545, และ 1455 ต่อเซนติเมตร ซึ่งเป็นพีคที่แสดงถึง

พันธะเอไมด์ของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างเจลาตินและกรดไฮยาลูรอนิคที่เชื่อมขวางด้วย EDC 

ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ แสดงให้เห็นว่า EDC สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอกซิลใน 

เจลาตินหรือกรดไฮยาลูรอนิคเกิดเป็น acid anhydride intermediate ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาต่อเนื่อง

กับหมู่เอมีนของโปรตีนเกิดเป็นพันธะเอไมด์ หรือเกิดปฏิกิริยากับหมู่ไฮดรอกซิลของกรดไฮยาลูรอนิค

เกิดเป็นพันธะเอสเทอร์  

ในปี 2002 Park, S.- N. และคณะ [80] พบว่า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ EDC ที่ใช้ในการ

เชื่อมขวางโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างคอลลาเจนและกรดไฮยาลูรอนิค จะปรากฏพันธะเอไมด์ (เลข
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คลื่น 1655, 1546, และ 1458 ต่อเซนติเมตร) และพันธะเอสเทอร์ (เลขคลื่น 1100 ต่อเซนติเมตร) ได้

ชัดเจนขึ้น และพีคที่เลขคลื่น 1406 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแสดงถึงการสั่นแบบยืดแบบสมมาตรของ 

carboxylate salt  (symmetric stretching band of carboxylate salts) มีค่าการดูดกลืนแสง

น้อยลง ซึ่งแสดงว่า EDC สามารถท าปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอกซิลของคอลลาเจนหรือกรดไฮยาลูรอนิค 

และเกิดปฏิริยาต่อเนื่องกับหมู่อะมิโนของคอลลาเจนหรือหมู่ไฮดรอกซิลของกรดไฮยาลูรอนิค เกิดเป็น

พันธะเอไมด์และพันธะเอสเทอร์  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.10 สเปคตรัมค่าการส่องผ่านรังสีอินฟาเรดของไฮโดรเจลผสม SFGHA ทั้งสามชนิด ก่อน 
(NC) และหลัง (C) การเชื่อมขวางด้วย EDC ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลลาร์ ในตัวท าละลายเอทานอล
ต่อน้ าที่อัตราส่วน 80:20 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ซึ่งวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
Fourier transform infrared spectroscopy โดยเทคนิค Attenuated total reflectance 
mode (FTIR-ATR) 
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4.3.1.3 ความสามารถในการดูดซับน้ า (water absorption) ของไฮโดรเจลผสม 
SFGHA ภายหลังการเชื่อมขวาง 

 การศึกษาความสามารถในการดูดซับน้ าของไฮโดรเจลที่เตรียมได้เป็นสมบัติอีกอย่างหนึ่งที่มี

ความส าคัญส าหรับชีววัสดุ ซึ่งทดสอบโดยการแช่ไฮโดรเจลผสมในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์

(Phosphate buffer saline, PBS) ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดย

พิจารณาความสามารถในการดูดซับน้ าของไฮโดรเจลผสมที่ผลิตได้จากร้อยละการดูดซับน้ า ผล

การศึกษาแสดงได้ดังรูปที่ 4.11 ซึ่งพบว่า เมื่อเวลาในการแช่ไฮโดรเจลผสมเพ่ิมขึ้น ร้อยละการดูดซับ

น้ าเพิ่มขึ้น  

ในกรณีไฮโดรเจลผสม SF50G50 มีร้อยละการดูดซับน้ าสูงถึง 4000 หรือประมาณ 40 เท่า 

ภายใน 1 นาทีแรกของการแช่ จากนั้นจะมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนเล็กน้อยและจะเริ่มคงที่ภายในเวลาการแช่ 

5 นาที ส่วนไฮโดรเจลผสมที่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ (SF50G25HA25 และ SF50HA50) 

พบว่า ไฮโดรผสมทั้งสองชนิด มีร้อยละการดูดซับน้ าสูงสุดภายในเวลาการแช่ 30 วินาที โดยมี

ค่าประมาณ 5200 (ประมาณ 52 เท่า) หลังจากนั้นจะเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยและจะคงที่ภายในเวลาการแช่ 

2 นาที ซึ่งสังเกตเห็นว่า ไฮโดรเจลผสมที่เตรียมจากกรดไฮยาลูรอนิค มีร้อยละการดูดซับน้ ามากกว่า

ไฮโดรเจลผสมที่ไม่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ เนื่องจากธรรมชาติของกรดไฮยาลูรอนิค

สามารถละลายน้ าได้ดี มีสมบัติความชอบน้ าสูง เมื่อเพ่ิมกรดไฮยาลูรอนิคในไฮโดรเจล จึงส่งผลให้ร้อย

ละการดูดซับน้ าของไฮโดรเจลผสมเพ่ิมข้ึน 

 ในปี 2009 Wang, T.- W. และคณะ [113] รายงานว่า เมื่อเพ่ิมปริมาณกรดไฮยาลูรอนิค 

ความสามารถในการดูดซับน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างคอลลาเจนและกรดไฮยาลูรอนิคเพ่ิมขึ้น 

ซึ่งโครงเลี้ยงเซลล์ผสมทุกสัดส่วน (Coll:HA  2:1, 1:1, และ 1:2) สามารถดูดซับน้ าภายในระยะเวลา 

30 วินาที และคงที่ภายในระยะเวลาการแช่ 5 นาที ซึ่งโครงเลี้ยงที่สัดส่วนของคอลลาเจนต่อกรด 

ไฮยาลูรอนิค 2:1 มีสัดส่วนการดูดซับน้ าสูงสุดประมาณ 38 เท่า และในปี 2011 Zhang, F. และคณะ 

[6] ได้ท าการศึกษาร้อยละการดูดซับน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างเจลาตินและกรดไฮยาลูรอนิค 

พบว่า เมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการแช่โครงเลี้ยงเซลล์ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ส่งผลท าให้ร้อยละ

การดูดซับน้ าเพ่ิมขึ้น ซึ่งร้อยละการดูดซับน้ าจะเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วงระยะเวลาการแช่ 10 นาที

แรก หลังจากนั้นจะมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นเล็กน้อย โดยร้อยละการดูดซับน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์ที่มี  
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กรดไฮยาลูรอนิคล้วนจะมีค่าสูงสุดถึง 1800 หรือประมาณ 18 เท่า และร้อยละการดูดซับน้ าจะลดลง

ตามสัดส่วนของกรดไฮยาลูรอนิคที่เป็นองค์ประกอบในโครงเลี้ยงเซลล์ลดลง รวมทั้งในปี 1999 Choi., 

Y. S. และคณะ [112] รายงานว่า ร้อยละการดูดซับน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์ผสมระหว่างเจลาตินและ

กรดไฮยาลูรอนิคเพ่ิมขึ้น เมื่อเพ่ิมสัดส่วนของกรดไฮยาลูรอนิค โดยมีร้อยละการดูดซับน้ าสูงสุด

ประมาณ 40 เท่า เมื่อมีกรดไฮยาลูรอนิคในโครงเลี้ยงเซลล์ 50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกับผล

การศึกษาท่ีกล่าวข้างต้น 

 

 
 
 
รูปที่ 4.11 ร้อยละการดูดซับน้ าของไฮโดรเจลผสม SFGHA ที่เชื่อมขวางด้วยสารละลาย EDC 
ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลลาร ์เป็นเวลา 6 ชั่วโมง โดยการแช่ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์
(PBS) ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 7.4 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ( ) SF50G50,  
( ) SF50G25HA25, และ ( ) SF50HA50  
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4.3.2 สมบัติทางชีวภาพของไฮโดรเจลผสม SFGHA 

 4.3.2.1 ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพของไฮโดรเจลผสม SFGHA ในระดับ
ห้องปฏิบัติการ  

 1) การย่อยสลายไฮโดรเจลผสม SFGHA ในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV (Protease 
XIV) ในระดับห้องปฏิบัติการ 

ในงานวิจัยนี้ได้ศึกษาความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพของไฮโดรเจลผสม โดยเน้น

การย่อยสลายของโมเลกุลไฟโบรอินไหมไทย ซึ่งย่อยสลายได้ยาก เมื่อเทียบกับโมเลกุลของเจลาติน

และกรดไฮยาลูรอนิค ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติที่ละลายน้ าได้ง่าย จึงสามารถย่อยสลายได้อย่าง

รวดเร็ว จากรายงานการเปรียบเทียบการย่อยสลายทางชีวภาพของไฟโบรอินโดยใช้เอนไซม์ต่างชนิด

กัน ในปี 2011 ของ Zhao., C. และคณะ [121] ซึ่งได้ศึกษาการย่อยสลายของโครงเลี้ยงเซลล์และเส้น

ใยของไหมไฟโบรอินชนิด Antheraea pernyi (Ap-SF) ที่แช่ในสารละลายเอนไซม์ α-chymotrysin, 

คอลลาจีเนส IA, โปรติเอส XIV ที่ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร และสารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟส

ที่ไม่มีเอนไซม์ พบว่า ภายในระยะเวลา 1 วัน น้ าหนักแห้งคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลล์ที่แช่ใน

สารละลายเอนไซม์ทุกชนิดลดลงอย่างรวดเร็ว และที่ระยะเวลาในการแช่ 18 วัน น้ าหนักแห้งคงเหลือ

ของโครงเลี้ยงเซลล์ที่แช่ในสารละลายเอนไซม์ α-chymotrysin, คอลลาจีเนส IA, และสารละลาย

บัฟเฟอร์ฟอสเฟสที่ไม่มีเอนไซม์ มีค่าเท่ากับ 20.5, 8.0, และ 77.3 เปอร์เซ็นต์ ส่วนโครงเลี้ยงเซลล์ที่

แช่ในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV ละลายอย่างสมบูรณ์ในระยะเวลา 18 วัน นอกจากนี้ในปี 

2013 Wongnarat, C. และคณะ [122] รายงานว่า เส้นใยไฟโบรอินของไหมไทยสายพันธุ์ส าโรง และ

สายพันธุ์นางลาย ที่ถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์โปรติเอส XIV และเอนไซม์โปรติเอส XXIII ความเข้มข้น 

1 หน่วยต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 49 วัน มีร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปของไฟโบรอินสายพันธุ์ส าโรงที่

ย่อยสลายด้วยเอนไซม์โปรติเอส XIV และเอนไซม์โปรติเอส XXIII เท่ากับ 27.5 และ 17.5 ตามล าดับ 

ส่วนร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปของไฟโบรอินสายพันธุ์นางลายที่ย่อยสลายด้วยเอนไซม์โปรติเอส XIV 

และเอนไซม์โปรติเอส XXIII มีค่าเท่ากับ 25 และ 13 ตามล าดับ สังเกตเห็นว่า เส้นใยไฟโบรอินของ

ไหมทั้งสองสายพันธุ์ที่ถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์โปรติเอส XIV มีร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปมากกว่า

การยอ่ยสลายด้วยเอนไซม์โปรติเอส XXIII แสดงให้เห็นว่า การย่อยสลายด้วยเอนไซม์โปรติเอส XIV มี

ความจ าเพาะเจาะจงกับไฟโบรอิน ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้เอนไซม์โปรติเอส XIV ในการทดสอบ

ความสามารถในการย่อยสลายของไฮโดรเจลที่ผลิตได้  
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ความสามารถในการย่อยสลายของไฮโดรเจลผสมที่ผลิตได้จะพิจารณาจาก ผลของร้อยละ

น้ าหนักแห้งคงเหลือของไฮโดรเจลภายหลังการแช่ไฮโดรเจลในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV ความ

เข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดังแสดง

ในรูปที่ 4.12 ซึ่งพบว่า เมื่อผ่านไป 1 วัน ไฮโดรเจลผสมที่มีโปรตีนเป็นส่วนผสม 100 เปอร์เซ็นต์ 

(SF50G50) มีร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือลดลงอย่างเห็นได้ชัด (ประมาณ 44) แต่ในกรณีไฮโดรเจล

ผสมอีกสองชนิด (SF50G25HA25 และ SF50HA50) จะถูกย่อยสลายได้ช้าและมีร้อยละน้ าหนักแห้ง

คงเหลือประมาณ 50 เมื่อเวลาผ่านไป 10 และ 13 วัน ตามล าดับ เนื่องจากว่า เอนไซม์ที่ใช้ย่อยสลาย

ไม่จ าเพาะเจาะจงต่อโมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิค ซึ่งเป็นสารพอลิแซ็กคาไรด์ที่เป็นองค์ประกอบใน

ไฮโดรเจล จึงต้องใช้เวลาในการย่อยสลายไฮโดรเจลนานขึ้น เมื่อสิ้นสุดการทดลองที่ 14 วัน ไฮโดรเจล

ผสม SF50HA50 มีร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือมากที่สุด ซึ่งมีค่าประมาณ 46 รองลงมาคือ ไฮโดรเจล

ผสม SF50G25HA25 และ SF50G50 โดยมีร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือประมาณ 34 และ 18 

ตามล าดับ ซึ่งสรุปได้ว่า การย่อยสลายของไฮโดรเจลที่ผลิตได้ภายใต้สภาวะสารละลายเอนไซม์  

โปรติเอส XIV จะข้ึนอยู่กับสัดส่วนของโปรตีนที่ผสมอยู่ในไฮโดรเจล  
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รูปที่ 4.12 ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือของไฮโดรเจลผสม SFGHA ที่เชื่อมขวางด้วย EDC ความ
เข้มข้น 20 มิลลิโมลลาร์ เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ภายหลังการแช่ในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV 
ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.4 และอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน  ( ) SF50G50, ( ) SF50G25HA25, และ ( ) 
SF50HA50 

 

2) การย่อยสลายไฮโดรเจลผสม SFGHA ในสารละลายอาหารเลี้ยงเซลล์ ในระดับ
ห้องปฏิบัติการ 

 ความสามารถในการย่อยสลายของไฮโดรเจลผสมที่ผลิตได้ โดยการแช่ไฮโดรเจลผสมใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

คาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ จะพิจารณาได้จากร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือของ

ไฮโดรเจลที่ระยะเวลาในการแช่ต่าง ๆ ผลการศึกษาแสดงในรูปที่ 4.13 พบว่า เมื่อแช่ไฮโดรเจล 

SF50HA50 เป็นเวลา 4 วัน ไฮโดรเจลผสมมีร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือประมาณ 50 แต่ไฮโดรเจล

ผสม SF50G50 และ SF50G25HA25 มีร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือเท่ากับ 97.11 และ 97.83 

ตามล าดับ และเมื่อสิ้นสุดการทดลองที่ 10 วัน พบว่า ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือของไฮโดรเจลผสม 

SF50G50 และ SF50G25HA25 มีแนวโน้มลดลงน้อยมาก (ประมาณ 95.31 และ 95.21 ตามล าดับ) 
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ส่วนไฮโดรเจลผสม SF50HA50 ไม่สามารถคงรูปได้และมีร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือลดลงอย่างเห็น

ได้ชัดเจน โดยมีค่าประมาณ  25.22 ซึ่งคาดว่าน่ะจะเกิดจาก พันธะเอสเทอร์ที่เกิดจากการเชื่อมขวาง

ของ EDC กับหมู่ไฮดรอกซิลของกรดยาลูรอนิคมีความเสถียรน้อยกว่าพันธะเอไมด์ที่เกิดการเชื่อม

ขวางในโมเลกุลของโปรตีน จึงท าให้พันธะเอสเทอร์จึงถูกไฮโดรไลซ์ด้วยน้ าได้ง่าย    

จากผลการศึกษาความสามารถในการย่อยสลายของไฮโดรเจลที่ผลิตได้ในสภาวะที่มีเอนไซม์  

(รูปที่ 4.12) และไม่มีเอนไซม์ (รูปที่ 4.13) สรุปได้ว่า การย่อยสลายของไฮโดรเจลแต่ละชนิดจะ

แตกต่างกัน กล่าวคือ เมื่อไฮโดรเจลอยู่ในสภาวะที่มีเอนไซม์โปรติเอส XIV เอนไซม์จะย่อยโมเลกุลของ

โปรตีนได้ดี โดยตรงที่ต าแหน่งพันธะไฮโดรเจนของฮีสติดีน (Histidine, His) เฟนิลอะลานีน 

(Phenylalanine, Phe) ทริปโตเฟน (Tryptophane, Trp) ไทโรซีน (Tyrosine, Tyr) ไลซีน (Lysine, 

Lys) และ อาร์จีนีน (Arginine, Arg) [123] แต่ในกรณีไฮโดรเจลอยู่ในสภาวะที่ไม่มีเอนไซม์ (สภาวะ

อาหารเลี้ยงเซลล์) โปรตีนไม่ถูกย่อยสลาย จึงเกิดการไฮโดรไลซ์พันธะเอสเทอร์ด้วยน้ า  

ดังนั้น จากผลการศึกษาดังกล่าวข้างต้น ท าให้สามารถน าข้อมูลความคงรูปของตัวอย่างไฮโดร

เจลผสมในอาหารเลี้ยงเซลล์ไปใช้ในการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเซลล์ NIH/3T3 

(แสดงผลในหัวข้อถัดไป) กล่าวคือ ท าการเพาะเลี้ยงเพ่ือทดสอบความเข้ากันได้เป็นระยะเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.13 ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือของไฮโดรเจลผสม SFGHA ที่เชื่อมขวางด้วย EDC ความ
เข้มข้น 20 มิลลิโมลลาร์ เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ภายหลังการแช่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM 
(ประกอบด้วย DMEM, 10% FBS และ 0.1% Penicillin-streptomycin) ที่สภาวะการ
เพาะเลี้ยง (ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ความ
เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์) ( ) SF50G50, ( ) SF50G25HA25, และ ( ) 
SF50HA50 

 

4.3.2.2 การทดสอบการยึดเกาะ (attachment) และการเจริญเติบโต (proliferation) 

ของเซลลเ์นื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู (mouse embryonic fibroblast cell line, 

NIH/3T3) บนไฮโดรเจลผสม SFGHA   

ในงานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษากิจกรรมของเซลล์ NIH/3T3 บนไฮโดรเจลผสม ที่เพาะเลี้ยงบน

ไฮโดรเจลผสม ด้วยเทคนิค static culture ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 7 วัน  โดยตรวจวิเคราะห์

จ านวนเซลล์ที่ยึดเกาะและแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนบนไฮโดรเจลผสมด้วย DNA assay และประเมิน

โครงสร้างสัณฐานการแผ่ของเซลล์แสดงได้ดังนี้  
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 1) การยึดเกาะของเซลล์บนไฮโดรเจลผสม  

 ผลการศึกษาร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ NIH/3T3 ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสมเป็นเวลา 

2, 4, และ 6 ชั่วโมง แสดงดังในรูปที่ 4.14 เมื่อพิจารณาเวลาในการเพาะเลี้ยงต่อร้อยละการยึดเกาะ

ของเซลล์ พบว่า ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนไฮโดรเจลทุกชนิด ที่เวลาเพาะเลี้ยง 2 ชั่วโมง ไม่

แตกต่างกัน แต่เมื่อเพ่ิมเวลาในการเพาะเลี้ยงตั้งแต่ 4 ถึง 6 ชั่วโมง ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บน

ไฮโดรเจลมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นเล็กน้อย โดยเฉพาะร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนไฮโดรเจลชนิด 

SF50HA50 เพ่ิมข้ึนอย่างเห็นได้ชัด เมื่อพิจารณาผลของชนิดของไฮโดรเจลผสมต่อร้อยละการยึดเกาะ

ของเซลล์ พบว่า ไฮโดรเจลทุกชนิดที่เวลาในการเพาะเลี้ยง 2 ชั่วโมง มีร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ไม่

ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่เมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงตั้งแต่ 4 ถึง 6  

ชั่ว โมง ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนไฮโดรเจลที่มีกรดไฮยาลู รอนิคเป็นองค์ประกอบ 

(SF50G25HA25 และ SF50HA50) มีค่าสูงกว่าไฮโดรเจลที่ไม่มีกรดไฮยาลูรอนิค (SF50G50) อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ แสดงให้เห็นว่า กรดไฮยาลูรอนิคมีแนวโน้มที่จะช่วยในการกระตุ้นการยึดเกาะของ

เซลล์  

จากรายงานในปี 2004 ของ Liu, H. และคณะ [124] รายงานว่า กรดไฮยาลูรอนิคซึ่งเป็น

สารในกลุ่มไกลโคซามิโนไกลแคน มีส่วนช่วยกระตุ้นการยึดเกาะของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (สกัดแยกได้

จาก human foreskins) บนโครงเลี้ยงเซลล์ของไคโตซาน เจลาติน และกรดไฮยาลูรอนิค โดยกรด 

ไฮยาลูรอนิคสามารถจับกับตัวรับ CD44 (CD44 receptor) ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ โดยจะส่ง

สัญญาณกระตุ้นการยึดเกาะกับเซลล์ได้โดยตรง   

นอกจากนี้การยึดเกาะของเซลล์ยังขึ้นอยู่กับสมบัติทางเคมีกายภาพ (physicochemical 

properties) ของพ้ืนผิววัสดุและการดูดซับของโปรตีน โดยวัสดุที่มีความชอบน้ าสูงจะส่งเสริมการดูด

ซับโปรตีนบนพ้ืนผิว เช่น ไฟโบรเนคติน ที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ โปรตีนเหล่านี้มีส่วนส าคัญในการ

กระตุ้นการยึดเกาะของเซลล์ ซึ่งกรดไฮยาลูรอนิคเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีความชอบน้ าสูง ดังนั้น 

ไฮโดรเจลผสมที่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ (SF50G25HA25 และ SF50HA50)  จึงน่าจะ

ส่งเสริมการดูดซับโปรตีนจากอาหารเลี้ยงเซลล์และกระตุ้นการยึดเกาะของเซลล์ได้ดี  

แต่ในกรณีการยึดเกาะของเซลล์บนไฮโดรเจลที่ไม่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ 

(SF50G50) ไม่พบความแตกต่าง เมื่อระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเพ่ิมจาก 2 เป็น 6 ชั่วโมง  
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ส าหรับสัณฐานของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสม SF50G50 เป็นเวลา 6 ชั่วโมง (รูปที่ 

4.15) พบว่า มีลักษณะแผ่อย่างชัดเจน ส่วนเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสม SF50G25HA25 จะ

แผ่ได้น้อย (ค่อนข้างกลม) และเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสม SF50HA50 จะมีลักษณะกลม 

ดังนั้นจะสังเกตเห็นว่า ไฮโดรเจลที่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ จะท าให้สัณฐานของเซลล์มี

ลักษณะกลม เนื่องจากกรดไฮยาลูรอนิค จัดอยู่ในกลุ่มไกลโคซามิโนไกลแคน (Glycosaminoglycan, 

GAGs) ที่มีประจุเป็นลบสูง สอดคล้องกับผลการศึกษาค่าศักย์เซต้าของสารละลายผสม SF50HA50 

(แสดงในหัวข้อ 4.1.1) จึงท าให้ประจุบนพ้ืนผิวไม่แหมาะแก่การแผ่ของเซลล์ซึ่งมีประจุลบบนพ้ืนผิว

เช่นเดียวกัน [125] 

 
 

 

รูปที่ 4.14 ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ NIH/3T3 บนไฮโดรเจลผสม SFGHA แต่ละชนิด ที่ผ่านการ

เชื่อมขวางด้วย EDC เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลลช์นิด DMEM ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 2, 4, และ 6 ชั่วโมง ในสภาวะบรรยากาศของคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ความ

หนาแน่นเซลล์ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง (cell seeding) 5x105 เซลล์ต่อลูกบาศก์เซนติเมตร (a, b แสดง

ความแตกต่างกันอยา่งมีนัยส าคญัที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดยเปรียบเวลาในการเพาะเลี้ยง

ที่แตกต่างกัน ทีไ่ฮโดรเจลชนิดเดียวกัน และ c, d, e แสดงความแตกต่างกันอยา่งมีนัยส าคญัที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดยเปรียบเทียบไฮโดรเจลแต่ละชนิด ที่เวลาในการเพาะเลี้ยงเทา่กัน) 
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2 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 6 ชั่วโมง 
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 1 (ด้านเพาะเลี้ยง; seeding) 2 

SF50G50 

  

SF50G25HA25 

  

SF50HA50 

  
รูปที่ 4.15 ภาพตัดขวางของไฮโดรเจลผสม SFGHA แต่ละชนิด แสดงโครงสร้างสัณฐานของเซลล์ 
NIH/3T3 ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสมที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC เป็นเวลา 6 ชั่วโมง โดยที่ 1 
(ด้านเพาะเลี้ยง; seeding) และ 2 (สเกลบาร์เท่ากับ 10 ไมโครเมตร)  
 

2) การเจริญเติบโตของเซลล์บนไฮโดรเจลผสม 

รูปที่ 4.16 แสดงจ านวนเซลล์ NIH/3T3 ที่เจริญเติบโตบนไฮโดรเจล ที่เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 7 

วัน ซึ่งพบว่า จ านวนเซลล์บนไฮโดรเจลผสมชนิด SF50HA50 มีค่าสูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 วัน 

(ประมาณ 1.42x106 เซลล์) ส าหรับไฮโดรเจลผสมชนิด SF50G50 และ SF50G25HA25 มีจ านวน

เซลล์ใกล้เคียงกัน ซึ่งมีค่าประมาณ 1.17x106 และ 1.21x106 เซลล์ ตามล าดับ จะสังเกตเห็นว่า 

ไฮโดรเจลที่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นส่วนผสมมีจ านวนเซลล์ค่อนข้างสูง แสดงได้ว่า กรดไฮยาลรูอนิค
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อาจจะช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ เนื่องมาจากกรดไฮยาลูรอนิคสามารถจับกับเพปไทด์ใน

โกรทแฟคเตอร์ (growth factor) ชนิด basic fibroblast  growth factor (bFGF), epidermal 

growth factor (EGF) เป็นต้น โดยโกรทแฟคเตอร์เหล่านี้จะช่วยกระตุ้นการแบ่งตัวและเพ่ิมจ านวน

เจริญเติบโตของเซลล์ นอกจากนี้การดูดซับโปรตีนบนพ้ืนผิวท าให้เซลล์เกาะได้มากกว่า มีการเกิด

อันตรกิริยาระหว่างเซลล์ (cell-cell interaction)  ซึ่งช่วยกระตุ้นให้เซลล์เกิดการแบ่งตัวได้เร็ว [124] 

นอกจากนี้ ขนาดรูพรุนเฉลี่ยของไฮโดรเจลอาจจะมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ กล่าวคือ ไฮโดร

เจลที่เตรียมจากกรดไฮยาลูรอนิค มีรูพรุนขนาดใหญ่ (ผลการศึกษาแสดงในหัวข้อ 4.3.1.1) อาจจะท า

ให้อาหารเลี้ยงเซลล์และโปรตีนสามารถแพรผ่านเข้าไปเลี้ยงเซลล์ได้มากกว่า 

จากรายงานในปี 1998 ของ Greco, R. M. และคณะ [126] พบว่า เมื่อมีการใช้กรดไฮยาลู

รอนิคร่วมกับเมทริกซ์คอลลาเจนในการเพาะเลี้ยงเซลล์ human fibroblast จะตรวจพบสาร 

 3H-thymidine ปริมาณมาก เมื่อเทียบกับเมทริกซ์คอลลาเจนที่ไม่เติมกรดไฮยาลูรอนิค แสดงให้เห็น

ว่าเซลล์สังเคราะห์ DNA ได้มาก ดังนั้นการเติมกรดไฮยาลูรอนิคในเมทริกซ์คอลลาเจนจะช่วยส่งเสริม

การแบ่งตัวของเซลล์ human fibroblast โดยกรดไฮยาลูรอนิคจะช่วยให้สภาพแวดล้อมของของเหลว

ภายในเซลล์เหมาะแก่การเคลี่อนที่และการเปลี่ยนสภาพของเซลล์ และยังช่วยท าให้เซลล์จับกับไซโต

ไคน ์(cytokine) ได้ดียิ่งขึ้น [127] 

ทั้งนี้เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 5 วัน พบว่า เซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสม 

SF50G25HA25 เพ่ิมขึ้นจากวันที่ 3 มีจ านวนสูงที่สุด ประมาณ 1.36x106 เซลล์ แต่ในกรณีเซลล์ที่

เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสมชนิด SF50G50 และ SF50HA50 มีแนวโน้มลดลง เมื่อเทียบกับเซลล์ที่

เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 3 วัน โดยเฉพาะเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสมชนิด SF50G50 ซึ่งคาดว่า

น่าจะเกิดจากการเชื่อมโยงกันของรูพรุนภายในไฮโดรเจล (pore interconnection) มีน้อย (ผลการ 

ศึกษาแสดงในหัวข้อ 4.3.1.1) ท าให้สารอาหารและของเสียแพร่ผ่านได้ไม่ดี นอกจากนี้ยังมีข้อจ ากัด

เรื่องการถ่ายเทของเสียของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงด้วยเทคนิค static culture กล่าวคือ ออกซิเจนและ

สารอาหาร รวมทั้งของเสียที่เกิดจากเมทาบอลิซึมของเซลล์ไม่สามารถแพร่ผ่านเข้าออกได้ ประกอบ

กับร้อยละการดูดซับน้ าของไฮโดรเจลผสม SF50G50 มีค่าต่ า เมื่อเทียบกับไฮโดรเจลอีกสองชนิด (ผล

การศึกษาในหัวข้อ 4.3.1.3) ซึ่งอาจท าให้ไฮโดรเจลดูดซับโปรตีนหรือสารอาหารในอาหารเลี้ยงเซลล์

ได้น้อยกว่า จึงท าให้มีสารอาหารไม่เพียงพอส าหรับการเจริญเติบโตของเซลล์ ส่งผลให้จ านวนเซลล์

ลดลง 



 

 

124 

 
 
 

รูปที่ 4.16 จ านวนเซลล์ NIH/3T3 บนไฮโดรเจลผสม SFGHA ชนิดต่าง ๆ ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย 
EDC เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ใน
สภาวะบรรยากาศของคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 
5x105 เซลล์ต่อลูกบาศก์เซนติเมตร  (a, b, c แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดยเปรียบเทียบชนิดไฮโดรเจลที่แตกต่างกัน ที่เวลาการเพาะเลี้ยงเท่ากัน และ 
d, e, f, g, h แสดงความแตก ต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดย
เปรียบเทียบไฮโดรเจลชนิดเดียวกัน ที่เวลาการเพาะเลี้ยงแตกต่างกัน) 

 
เมื่อพิจารณาการอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะและระยะเวลาการแบ่งตัวทวีคูณของเซลล์ 

NIH/3T3 ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสมแต่ละชนิด (การค านวณแสดงในภาคผนวก) สรุปได้ในตารางที่ 

4.3 พบว่า อัตราการเจริญ เติบโตจ าเพาะของเซลล์ทุกชนิด (ไฮโดรเจลผสมชนิด SF50G50 พิจารณา

ที่ช่วงเวลาเพาะเลี้ยง 6 ถึง 24 ชั่วโมง ส่วนไฮโดรเจลผสม SF50G25HA25 และ SF50HA50 ใช้

ช่วงเวลา 4 ถึง 24 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 4.17) ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  

ทั้งนี้เมื่อพิจารณาระยะเวลาการแบ่งตัวทวีคูณของเซลล์ที่เจริญเติบโตบนไฮโดรเจลชนิด 

SF50G50, SF50G25HA25, และ SF50HA50 มีค่าประมาณ 12.88 ± 1.97, 13.97 ± 0.72, และ  

12.85 ± 1.22 ชั่วโมง ตามล าดับ ซึ่งเมื่อทดสอบทางสถิติพบว่า ระยะเวลาในการแบ่งตัวทวีคูณของ

เซลล์บนไฮโดรเจลผสมทั้งสามชนิดไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ   
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ตารางที่ 4.3 อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific growth rate, µ) และระยะเวลาการแบ่งตัว
ทวีคูณ (Population doubling time, PDT) ของเซลล์ NIH/3T3 บนไฮโดรเจลผสม SFGHA แต่ละ
ชนิด ที่เชื่อมขวางด้วย EDC  
 

ชนิดของไฮโดรเจล 
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ 

(µ, ชม.-1) 

ระยะเวลาการแบ่งตัวทวีคูณ 

(PDT, ชม.) 

SF50G50 5.5x10-2 ± 0.002
a
 12.88 ± 1.97

b
 

SF50G25HA25 5.0x10-2 ± 0.003
a
 13.97 ± 0.72

b
 

SF50HA50 5.4x10-2 ± 0.005
a
 12.85 ± 1.22

b
 

(a แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของข้อมูลอัตราการ

เจริญเติบโตจ าเพาะ โดยเปรียบเทียบชนิดของไฮโดรเจลที่แตกต่างกัน) 

(b แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของข้อมูลระยะการ

แบ่งตัวทวีคูณ โดยเปรียบเทียบชนิดไฮโดรเจลที่แตกต่างกัน) 
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รูปที่ 4.17 จ านวนเซลล์ NIH/3T3 บนไฮโดรเจลผสมที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC เพาะเลี้ยง
ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ในสภาวะ
บรรยากาศของคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ จ านวนเซลล์เริ่มต้น 5x105 เซลล์
ต่อลูกบาศก์เซนติเมตร  ( ) SF50G50, (       ) SF50G25HA25, และ (       ) SF50HA50 

 
 

3) โครงสร้างสัณฐานของเซลล์ NIH/3T3 บนไฮโดรเจลผสม  

 รูปที่ 4.18 ถึง 4.20 แสดงโครงสร้างสัณฐานของเซลล์ NIH/3T3 ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจล

ผสมทั้งสามชนิด เป็นเวลา 1 และ 5 วัน พบว่า เซลล์ที่เพาะเลี้ยงจะพบได้ทุกต าแหน่งตั้งแต่ด้าน

เพาะเลี้ยง (seeding) จนถึงด้านที่ติดกับจานเลี้ยงเซลล์ในไฮโดรเจลผสม (ดังแสดงในรูปที่ 3.5) แสดง

ว่า เซลล์มีการกระจายได้ทั่วทั้งชิ้นงาน เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 1 วัน พบว่า สัณฐานของเซลล์บน

ไฮโดรเจลผสมที่มีสัดส่วนเจลาติน 50 เปอร์เซ็นต์ (SF50G50) มีลักษณะแผ่อย่างเห็นได้ชัดเจน เมื่อ

เทียบกับไฮโดรเจลผสมอีกสองชนิด (SF50G25HA25 และ SF50HA50)  เนื่องจากเจลาตินเป็น

สารประกอบส าคัญในเมทริกซ์ภายนอกเซลล์ (Extracellular matrix; ECM) และเป็นอนุพันธ์ย่อย

ของคอลลาเจน ซึ่งจะมีล าดับกรดอะมิโน RGD (กรดอะมิโนชนิด (Arginine, Arg) ไกลซีน (Glycine, 

Gly) และ กรดแอสพาติก (Aspartic acid, Asp)) ที่มีความส าคัญต่อพฤติกรรมของเซลล์ กล่าวคือ 
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ส่วนที่เป็นอินทีกรีนของเซลล์จะเข้าจับตรงต าแหน่ง RGD ซึ่งเซลล์สามารถจดจ าและสร้างพันธะได้ 

ล าดับกรดอะมิโน RGD จึงมีความส าคัญต่ออันตรกิริยาเริ่มต้นระหว่างเซลล์กับวัสดุ (cell-matrix 

interaction) [128] 

แต่ในกรณีสัดส่วนของกรดไฮยาลูรอนิค 25 เปอร์เซ็นต์ (SF50G25HA25) พบว่า สัณฐานของ

เซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลจะแผ่ได้น้อย ส าหรับสัณฐานของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสมที่มี

กรดไฮยาลูรอนิค 50 เปอร์เซ็นต์ (SF50HA50) พบว่า มีลักษณะค่อนข้างกลม คล้ายกับสัณฐานของ

เซลล์ที่เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 ชั่วโมง (รูปที่ 4.15)  

 เมื่อพิจารณาที่ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 5 วัน พบว่า โครงสร้างสัณฐานของเซลล์บนไฮโดร

เจลผสมทุกชนิดมีลักษณะแผ่ขยายเพ่ิมขึ้น เมื่อเทียบกับระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 1 วัน โดยเซลล์ที่

เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสม SF50G50 มีลักษณแผ่ได้มากกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลอีกสอง

ชนิด (SF50G25HA25 และ SF50HA50)   

 จากผลการศึกษาข้างต้น แสดงให้เห็นว่า ไฮโดรเจลผสมที่ผลิตได้มีความเข้ากันทางชีวภาพกับ

เซลล์ NIH/3T3 และยังพบว่ากรดไฮยาลูรอนิคที่ใช้ในการเตรียมไฮโดรเจลอาจจะมีส่วนช่วยกระตุ้น

การยึดเกาะและการเพิ่มจ านวนของเซลล์ เนื่องจากกรดไฮยาลูรอนิคมีสมบัติอุ้มน้ าสูง ทั้งนี้กรดไฮยาลู

รอนิคมีประจุบนพ้ืนผิวเป็นลบจึงท าให้สัณฐานของเซลล์มีลักษณะกลม 
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 เวลาเพาะเลี้ยง 1 วัน เวลาเพาะเลี้ยง 5 วัน 
ก) 

  

ข) 

  

ค) 

  

ง) 

  
รูปที่ 4.18 ภาพตัดขวางของไฮโดรเจลผสม SF50G50 ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC แสดง
โครงสร้างสัณฐานของเซลล์ NIH/3T3 ที่ต าแหน่ง ก) 1 (ด้านเพาะเลี้ยง, seeding), ข) 2, ค) 3, 
และ ง) 4 (ด้านที่สัมผัสกับจานเลี้ยงเซลล์) (สเกลบาร์เท่ากับ 50 ไมโครเมตร) 
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 เวลาเพาะเลี้ยง 1 วัน เวลาเพาะเลี้ยง 5 วัน 
ก) 

  

ข) 

  

ค) 

  
ง) 

  
รูปที่ 4.19 ภาพตัดขวางของไฮโดรเจลผสม SF50G25HA25 ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC แสดง
โครงสร้างสัณฐานของเซลล์ NIH/3T3 ที่ต าแหน่ง ก) 1 (ด้านเพาะเลี้ยง, seeding), ข) 2, ค) 3, 
และ ง) 4 (ด้านที่สัมผัสกับจานเลี้ยงเซลล์) (สเกลบาร์เท่ากับ 50 ไมโครเมตร) 
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 เวลาเพาะเลี้ยง 1 วัน เวลาเพาะเลี้ยง 5 วัน 
ก) 

  
ข) 

  

ค) 

  

ง) 

  
รูปที่ 4.20 ภาพตัดขวางของไฮโดรเจลผสม SF50HA50 ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC แสดง
โครงสร้างสัณฐานของเซลล์ NIH/3T3 ที่ต าแหน่ง ก) 1 (ด้านเพาะเลี้ยง, seeding), ข) 2, ค) 3, 
และ ง) 4 (ด้านที่สัมผัสกับจานเลี้ยงเซลล์) (สเกลบาร์เท่ากับ 50 ไมโครเมตร) 



 

 

บทที่ 5   

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 

 ในงานวิจัยนี้ได้ท าการเตรียมไฮโดรเจลผสมของไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกรดไฮยาลู

รอนิค ตามสัดส่วนการผสมโดยน้ าหนัก ได้แก่ SF50G50, SF50G25HA25, และ SF50HA50 โดยขึ้น

รูปด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง และท าให้ไฮโดรเจลมีความคงตัวมากข้ึน โดยการเชื่อมขวาง

ด้วย EDC ที่มีเอทานอล 80 เปอร์เซ็นต ์เป็นตัวท าละลาย  

ผลการศึกษาลักษณะของสารละลายผสม สรุปได้ว่า ความหนืดของสารละลายผสมจะเพ่ิมขึ้น

ตามสัดส่วนของกรดไฮยาลูรอนิคที่เพ่ิมขึ้น และผลการศึกษาค่าศักย์เซต้าของสารละลายและ

สารละลายผสมพบว่า ค่าศักย์เซต้าของสารละลายทุกชนิด มีแนวโน้มเป็นลบ เมื่อค่าความเป็นกรด

ด่างเพ่ิมข้ึน โดยเฉพาะสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคจะมีค่าเป็นลบตลอดช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 2 

ถึง 9 และเม่ือค่าความเป็นกรดด่างของสารละลายเพ่ิมขึ้น ค่าศักย์เซต้ามีแนวโน้มเป็นลบมากขึ้นอย่าง

ชัดเจน ส่วนในกรณีของสารละลายผสมพบว่า ค่าศักย์เซต้าของสารละลายผสม SF50G50 มีค่าเข้า

ใกล้ศูนย์ (ค่าความเป็นกรดด่าง 5 ถึง 6) ซึ่งเป็นจุดที่เกิดสมดุลของประจุทางไฟฟ้าของสารละลายทั้ง

สองชนิด ส่วนสารละลายที่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นส่วนผสม (SF50G25HA25 และ SF50HA50) ค่า

ศักย์เซต้ามีแนวโน้มใกล้เคียงกับค่าศักย์เซต้าของกรดไฮยาลูรอนิค เนื่องจากประจุลบบนพ้ืนผิวของ

โมเลกุลกรดไฮยาลูรอนิคมีจ านวนมาก และเมื่อสังเกตลักษณะสารละลายผสมในแต่ละชนิดพบว่า ที่

ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 สารละลายผสมที่ได้จะมีลักษณะใส ไม่ตกตะกอน ซึ่งมีความเหมาะสม

ในการน ามาใช้ในการขึ้นรูปไฮโดรเจลด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง  

 จากการศึกษาผลของสภาวะที่ใช้ในการเชื่อมขวางไฮโดรเจล สามารถสรุปได้ว่า ไฮโดรเจล

ผสมที่เชื่อมขวางด้วย EDC ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ สามารถเชื่อมขวางไฮโดรเจลทั้งสามชนิดได้

ส าเร็จ ในระยะเวลาการเชื่อมขวาง 6 ชั่วโมง โดยพิจารณาจากร้อยละน้ าหนักแห้งที่หายไปของไฮโดร

เจลภายหลังการเชื่อมขวางมีค่าประมาณ 4-5 เปอร์เซ็นต์ ประกอบกับผลการวิเคราะห์ปริมาณหมู่ 

อะมิโนอิสระของโปรตีนพบว่า ไฮโดรเจลผสมภายหลังการเชื่อมขวางจะมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ

ลดลง แสดงให้เห็นว่า หมู่อะมิโนถูกใช้ในการเชื่อมขวางด้วย EDC  
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และผลการวิเคราะห์ปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine ของไฮโดรเจลก่อนและหลังการเชื่อม

ขวางมีค่าใกล้เคียงกัน บ่งบอกว่า EDC สามารถเชื่อมขวางโมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิคได้เกือบ

ทั้งหมด ดังนั้นจึงน าไฮโดรเจลผสมที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยสภาวะดังกล่าวมาศึกษาสมบัติ ทาง

กายภาพ และสมบัติด้านต่าง ๆ ซึ่งสามารถสรุปได้ดังนี้  

โครงสร้างสัณฐานของไฮโดรเจลที่ผลิตได้ทั้งก่อนและหลังการเชื่อมขวางด้วย EDC ไม่มีความ

แตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่า EDC สามารถเชื่อมขวางไฮโดรเจลได้ส าเร็จ จึงสามารถคงรูปร่างของ

ไฮโดรเจลไว้ได้ และไฮโดรเจลผสมที่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ (SF50G25HA25 และ 

SF50HA50) มีรูพรุนขนาดใหญ่กว่าไฮโดรเจลผสมที่มีโปรตีนเพียงอย่างเดียว (SF50G50) เนื่องจาก

กรดไฮยาลูรอนิคมีหมู่ไฮดรอกซิลและหมู่คาร์บอกซิล ซึ่งเป็นหมู่ฟังก์ชันที่มีความชอบน้ าสูง เมื่อรวมตัว

กับโมเลกุลของน้ าจึงส่งผลท าให้รูพรุนที่ได้มีขนาดใหญ่ เมื่อวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของไฮโดรเจล

ผสมก่อนและหลังการเชื่อมขวาง พบว่า โครงสร้างทางเคมีของไฮโดรเจลผสมทั้งสามชนิดภายหลังการ

เชื่อมขวางมีการเปลี่ยนแปลง ซึ่งคาดว่าเกิดจาก 2 สาเหตุหลัก คือ จากการใช้เอทานอลเป็นตัวท า

ละลาย กล่าวคือ เอทานอลชักน าเกิดโครงสร้างทุติยภูมิของไฟโบรอินและท าให้ต าแหน่งพีคของไฟโบร 

อินไหมไทยเปลี่ยนแปลง และจากผลของปฏิริยาการเชื่อมขวางด้วย EDC เมื่อพิจารณาผลการวิเคราห์

ความสามารถในการดูดซับน้ าของไฮโดรเจลที่ผลิตได้จากร้อยละการดูดซับน้ า พบว่า เมื่อเพ่ิมเวลาใน

การแช่ไฮโดรเจล ร้อยละการดูดซับน้ าเพ่ิมขึ้น โดยไฮโดรเจลผสมที่มีกรดไฮยาลูร อนิคเป็น

องค์ประกอบจะมีร้อยละการดูดซับน้ าสูงที่สุด เมื่อเทียบกับไฮโดรเจลชนิดที่ไม่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็น

ส่วนผสม  

ผลการศึกษาสมบัติทางชีวภาพของไฮโดรเจลผสมที่ผลิตได้ ในส่วนของความสามารถในการ

ย่อยสลายในระดับห้องปฏิบัติการของไฮโดรเจลที่ผลิตได้ในสภาวะที่มีเอนไซม์ (โปรติเอส XIV ความ

เข้มข้นเท่ากับ 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร) และในสภาวะที่ไม่มีเอนไซม์ (สภาวะอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 

DMEM) พบว่า ไฮโดรเจลผสมที่มีสัดส่วนของโปรตีน 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่อแช่ในสภาวะที่มีเอนไซม์ 

โปรติเอส XIV จะถูกย่อยสลายเร็วกว่าไฮโดรเจลที่มีพอลิแซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบ เนื่องจาก

ความจ าเพาะเจาะจงของเอนไซม์โปรติเอส XIV ต่อกรดอะมิโนในโมเลกุลของโปรตีน แต่ในกรณีไฮโดร

เจลผสมเมื่อแช่ในสภาวะที่ไม่มีเอนไซม์ พบว่า ไฮโดรเจลผสมที่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ 

50 เปอร์เซ็นต์ จะเกิดการไฮโดรไลซ์พันธะเอสเทอร์ด้วยน้ าได้เร็วกว่าไฮโดรเจลผสมอีกสองชนิด และ

เมื่อพิจารณาผลการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพของไฮโดรเจลผสมที่ผลิตได้กับเซลล์ NIH/3T3 
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สรุปได้ว่า ไฮโดรเจลผสมทั้งสามชนิดที่ผลิตได้มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพและช่วยส่งเสริมการ

เจริญเติบโตของเซลล์ โดยเฉพาะไฮโดรเจลที่มีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ เซลล์มีการยึดเกาะ

และเจริญเติบโตได้ค่อนข้างดี ทั้งนี้ด้วยประจุที่เป็นลบของกรดไฮยาลูรอนิคส่งผลท าให้เซลล์ที่

เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสมมีลักษณะค่อนข้างกลม 

 ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า ไฮโดรเจลผสมภายหลังการเชื่อมขวางด้วย EDC ความเข้มข้น 

20 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 6 ชั่วโมง มีลักษณะสมบัติทางกายภาพ เคมี และมีความเข้ากันได้ทาง

ชีวภาพกับเซลล์ NIH/3T3 และมีสมบัติเหมาะสมน าไปประยุกต์ใช้เป็นโครงเลี้ยงเนื้อเยื่อต่อไป 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ  

 1. ควรมีการตรวจวัดปริมาณหมู่คาร์บอกซิลของไฮโดรเจลทั้งก่อนและหลังการเชื่อมขวาง 

เพ่ือยืนยันผลการเชื่อมขวางด้วย EDC   

 2. ปรับปรุงวิธีการเลี้ยงเซลล์ โดยเพาะเซลล์ด้วยเทคนิค การเขย่า (agitation seeding) และ

ควรมีการย้อมสีเซลล์ภายหลังการเพาะเลี้ยงด้วยเทคนิค อิมมูโนสเตนนิ่ง (immunostaining) เพ่ือให้

เห็นลักษณะการแผ่ของเซลล์ได้ชัดเจนยิ่งขึ้น  

3. ควรมีการศึกษาทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพของไฮโดรเจลในระดับสัตว์ทดลอง  

(In vivo) 
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ภาคผนวก ข  
กราฟมาตรฐานของ beta-Alanine  

ที่ใช้ในการวัดปริมาณหมู่อะมิโนอิสระในไฮโดรเจลก่อนและหลังการเชื่อมขวางด้วย EDC 
 

 
 

รูปที่ ข.1 กราฟมาตรฐานของสารละลาย β-Alanine ที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0061x 
R² = 0.9999 
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ความเข้มข้นของ  β-Alanine (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ภาคผนวก ค  
กราฟมาตรฐานของ N-acetyl-D-glucosamine  

ที่ใช้ในการวัดปริมาณหมู่ N-acetyl-D-glucosamine ที่คงเหลือในไฮโดรเจลก่อนและหลังการ
เชื่อมขวางด้วย EDC 

 
รูปที่ ค.1 กราฟสแกนหาความยาวคลื่นที่มีค่าการดูดกลืนแสงมากท่ีสุดของสารละลาย 

N-acetyl-D-glucosamine 
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ความยาวคลื่น (นาโนเมตร) 

2000 ug/ml
1000 ug/ml
500 ug/ml
250 ug/ml
125 ug/ml
62.5 ug/ml
31.3 ug/ml

528 

 
รูปที่ ค.2 กราฟมาตรฐานของสารละลาย N-acetyl-D-glucosamine ที่ควาวยาวคลื่น  

528 นาโนเมตร 
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ความเข้มข้นของ N-acetyl-D-glucosamine (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ภาคผนวก จ  
ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือในไฮโดรเจลหลังภายหลังการแช่ในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV 

และอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM 

 

ตารางท่ี จ.1 ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือภายหลังการแช่ในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV ความ
เข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

ชนิดไฮโดรเจล 

ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือภายหลังแช่ในสารละลายเอนไซม์โปรติเอส XIV ความเข้มข้น  

1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ที่เวลาในการแช่ต่าง ๆ 

1 วัน 3 วัน 7 วัน 10 วัน 14 วัน 

SF50G50 44 ± 3.41a,e 29.5 ± 0.11b,e 19.9 ± 2.02c,e 19.9 ± 0.99c,e 18.1 ± 2.03c,e 

SF50G25HA25 96 ± 4.16 a,f 93 ± 2.67a,f 76.1 ± 2.7b,f 50 ± 6.46 b,f 33.5 ± 0.66 c,f 

SF50HA50 97 ± 0.96 a,f 95 ± 1.02a,f 78.6 ± 3.59b,f 61.6 ± 6.21 c,f 45.6 ± 3.78 d,f 

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

ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือ โดยเปรียบเทียบไฮโดรเจลชนิดเดียวกัน ที่เวลาในการแช่ไฮโดรเจลที่ระยะ

แตกต่างกัน) 

(e, f, g แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของข้อมูลร้อย

ละน้ าหนักแห้งคงเหลือ โดยเปรียบเทียบเวลาในการแช่ไฮโดรเจลเท่ากัน ที่ไฮโดรเจลต่างชนิดกัน) 
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ภาคผนวก ฉ  
จลศาสตร์การเจริญเติบโตของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู (mouse embryonic 

fibroblast cell line, NIH/3T3) 

 

ขั้นตอนการทดลอง 

 1.เพาะเลี้ยงเซลล์ NIH/3T3 ในจานเพาะเลี้ยงพอลิสไตรีน 24 หลุม (24 well-plate) ที่

จ านวนเซลล์เริ่มต้น 10,000 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร (20,000 เซลล์ต่อหลุม) ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์

ชนิด DMEM โดยท าการเพาะเลี้ยงในตู้เพาะเชื้อที่สภาวะความเข้มข้นคาร์บอนไดออกไซด์ 5 

เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน ซึ่งจะเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก ๆ 2 วัน  

 2. ตรวจวิเคราะห์จ านวนเซลล์ NIH/3T3 ด้วยวิธี DNA assay ที่ความยาวคลื่น 355 และ 

460 นาโนเมตร  

 
กราฟมาตรฐานของจ านวนเซลล์ NIH/3T3  

 
รูปที่ ฉ.1 กราฟมาตรฐานของจ านวนเซลล์ NIH/3T3 
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รูปที่ ฉ.2 กราฟอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ NIH/3T3 

 

ตัวอย่างการค านวณ 

1. อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific growth rate, µ)  

  ค านวณจาก Log phase (Exponential) ดังสมการต่อไปนี้  

µ = 
 

 

  

  
 … (ฉ.1) 

µ∫   
  

  
 

= ∫
 

 

  

  

   … (ฉ.2) 

µ(t2 –t1) = ln X2 – ln X1 … (ฉ.3) 

µ = ln X2 – ln X1  … (ฉ.4) 
      (t2 –t1)  

โดย       คือ จ านวนเซลล์ที่เวลา    

           คือ จ านวนเซลล์ที่เวลา    

 

จากรูปที่ ฉ.2 ค านวณอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะในวันที่ 3 ถึง 5 ของการเพาะเลี้ยง  

 จ านวนเซลล์ วันที่ 3 เท่ากับ 10.23x104 เซลล์ 
 จ านวนเซลล์ วันที่ 5 เท่ากับ  38.51x104 เซลล์ 
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จากสมการ (จ.4)          µ = ln (38.51x104 ) – ln (10.23x104) 
                  (120 –72) 

µ = 4.35x10-3   
  ดังนั้น อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์เท่ากับ 4.35x10-3 ต่อชั่วโมง 
 

2. เวลาในการแบ่งตัวทวีคูณ (Population Doubling Time; PDT) 

PDT =  
   

 
 … (ฉ.5) 

 
=    ln2 

4.35x10-3   
 

 = 17.23     

   ดังนั้น เวลาในการที่เซลล์แบ่งตัวเท่ากับ 17.23 ชั่วโมง 

 
3.ร้อยละการยึดเกาะ  

ร้อยละการยึดเกาะ =  จ านวนเซลล์ที่ยึดเกาะที่ระยะเวลา 6 ชั่วโมง    x 100  ... (ฉ.6) 
                          จ านวนเซลล์เริ่มต้น 

เพาะเลี้ยงด้วยเซลล์เริ่มต้น 20,000 เซลล์ต่อ 1.9 ตารางเซนติเมตร และจ านวนเซลล์ที่เวลา 

6 ชั่วโมง เท่ากับ 1.88x104 เซลล์ต่อ 1.9 ตารางเซนติเมตร 

ร้อยละการยึดเกาะ =  1.88x104  x 100   

 

 

ดังนั้น ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์เท่ากับ 94 

 

 

 

 

 

 

20,000 

= 93.86 
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ลักษณะรูปร่างของเซลล์ NIH/3T3 ที่เพาะเลี้ยงบนจานเพาะเลี้ยงพอลิสไตรีน  
 

6 ชั่วโมง 

 

4 วัน 

 
1 วัน 

 

5 วัน 

 

2 วัน 

 

7 วัน 

 

3 วัน 

 

10 วัน 

 
 

รูปที่ ฉ.3 รูปร่างของเซลล์ NIH/3T3 หลังจากเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM 
(อุณหภูมิ 37 องศาสเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์) ที่ระยะเวลาต่าง ๆ กัน 
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ภาคผนวก ช  
การเจริญเติบโตของเซลล์เนื้อเยื่อผิวหนังของตัวอ่อนหนู (NIH/3T3) ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจล

ผสม SFGHA 

 

กราฟมาตรฐานของจ านวนเซลล์ NIH/3T3  

 
รูปที่ ช.1 กราฟมาตรฐานของจ านวนเซลล์ NIH/3T3 วัดโดยวิธี DNA 
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การเจริญเติบโตของเซลล์ NIH/3T3 บนไฮโดรเจลผสม 

 
รูปที่ ช.2 จ านวนเซลล์ NIH/3T3 บนไฮโดรเจลผสมที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย EDC เพาะเลี้ยงด้วย
อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ในสภาวะบรรยากาศ
ของคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ จ านวนเซลล์เริ่มต้น 5x105 เซลล์ต่อลูกบาศก์
เซนติเมตร  ( ) SF50G50, (       ) SF50G25HA25, และ (       ) SF50HA50 

 

 

ตัวอย่างการค านวณ 

1. ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนไฮโดรเจลทั้งสามชนิดที่เวลา 2, 4, และ 6 ชั่วโมง ค านวณได้ดัง

สมการ (ฉ.6) และสรุปได้ดังตารางที่ ช.1 

 
ร้อยละการยึดเกาะ =  จ านวนเซลล์ที่ยึดเกาะที่ระยะเวลา (2, 4, และ 6 ชั่วโมง)    x 100   

                 จ านวนเซลล์เริ่มต้น (5x105 เซลล์) 
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ตารางท่ี ช.1 ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ NIH/3T3 บนไฮโดรเจลผสม 
 

ชนิดไฮโดรเจล 
ร้อยละการยึดเกาะ 

2 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 6 ชั่วโมง 

SF50G50 73.87 ± 6.87
a,c

 73.18 ± 11.05
 a,c

 74.18 ± 10.01
 a,c

 

SF50G25HA25 71.64 ± 3.06
 a,c

 75.79 ± 2.39
 a,c

 87.68 ± 8.58
 a,d

 

SF50HA50 70.72 ± 2.15
 a,c

 76.74 ± 6.98
 a,c

 90.36 ± 5.78
 b,e

 

(a, b แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดยเปรียบเทียบ

ไฮโดรเจลแต่ละชนิด ที่เวลาในการเพาะเลี้ยงเท่ากัน)  

(c, d, e แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 โดย

เปรียบเทียบเวลาในการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน ที่ไฮโดรเจลชนิดเดียวกัน) 

 

2.อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์     

ค านวณอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสม SF50G50 

ในช่วง 6 ถึง 24 ชม.  
 
จ านวนเซลล์เพาะเลี้ยง 6 ชม. เท่ากับ 0.32x106 เซลล ์

 จ านวนเซลล์เพาะเลี้ยง 24 ชม. เท่ากับ 0.85x106 เซลล ์
จากสมการ (ฉ.4)          µ = ln (0.85x106) – ln (0.32x106) 

                  (24 –6) 
µ = 0.055  
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ค านวณอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสม 

SF50G25HA25 ในช่วง 4 ถึง 24 ชม.  

จ านวนเซลล์เพาะเลี้ยง 4 ชม. เท่ากับ 0.34x106 เซลล ์
 จ านวนเซลล์เพาะเลี้ยง 24 ชม. เท่ากับ 0.95x106 เซลล ์
 

จากสมการ (ฉ.4)          µ = ln (0.95x106) – ln (0.34x106) 
                  (24–4) 

µ = 0.050 
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ค านวณอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงบนไฮโดรเจลผสม SF50HA50 

ในช่วง 4 ถึง 24 ชม.  
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จ านวนเซลล์เพาะเลี้ยง 4 ชม. เท่ากับ 0.34x106 เซลล ์
 จ านวนเซลล์เพาะเลี้ยง 24 ชม. เท่ากับ 0.97x106 เซลล ์
 

จากสมการ (ฉ.4)          µ = ln (0.97x106) – ln (0.34x106) 
                  (24 –4) 

µ = 0.054 
 

 
3.เวลาในการแบ่งตัวทวีคูณ  

ส าหรับไฮโดรเจลผสม SF50G50 

PDT =  
   

 
 

 
=    ln2 

  0.055 
 = 12.88 

ไฮโดรเจลผสม SF50G25HA25 

PDT =  
   

 
 

 
=    ln2 

  0.050  
 = 13.97 

ไฮโดรเจลผสม SF50HA50 

PDT =  
   

 
 

 
=    ln2 

 0.054   
 = 12.85 
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