
บทที่ 3

วิธึดำเนินการวิจัย

3.1 แผนการดำเนินงานวิจัย
งานวิจัยประกอบด้วย 3 ส่วนหลักคือ 

ก) การศึกษาการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์จากโปรตีนตัวเติม 
ข) การศึกษาการเช่ือมขวางของโปรตีนตัวเติมโดยใช้รังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของอาร์กอน 
ค) การผลิตและทดสอบท่อนำเลันประสาทแบบบรรจุโปรตีนตัวเติมเพ่ีอศึกษาสมบัติทาง 

กายภาพ, สมบัติทางชีวภาพ, ความเช้าลันได้ของว้ลดุผลิตท่อนำเลันประสาทกับเซลล์ผิวหนังหนู 
และการเจริญของเลันประสาทในสัตว์ทดลอง 
แผนการดำเนินงานวิจัยสามารถแสดงเป็นแผนผังตังรูปท่ี 3.1
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รูปท่ี 3.1 แผนผังการดำเนินการวิจัย
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3.2 สารเคมีและอุปกรณ์ท่ีใซิในการทดลอง 

ก) สารเคมี
- เจ ล า ต ิน ช น ิด  A  (3 00  b lo o m , p i 9, fo o d  g ra d e , N itta  G e la tin  Inc ., T o k y o , J a p a n  )

- เจ ล า ต ิน ซ น ิด  B (3 00  b lo o m , pi 5, fo o d  g ra d e , N itta  G e la tin  Inc ., T o k y o , J a p a n  )

- ส า ร ล ะ ล า ย ค อ ล ล า เจ น  0 .3 % w /w  ใ น ก ร ด ไ ฮ โด ร ค ล อ ร ก  pH  3 (N itta  G e la tin  Inc., 

T o k y o , J a p a n  )

- p o ly (L - la c t id e -c o -c a p ro la c to n e ) 7 5 :2 5  c o p o ly m e r (A b s o rb a b le  p o ly m e r, J a p a n )

- น ำ ก ล ัน  (d o u b le -d is tille d  w a te r)

- 2 ,4 ,6 - tr in itro b e n z e n e  s u lp h o n ic  a c id  (T N B S ) (n a c a la i te s q u e , Ja p a n )

- b e ta -A la n in e  (N a c a la i T e s q u e , Inc ., K yo to , Ja p a n )

- S o d iu m  h y d ro g e n  c a rb o n a te  (N a H C O  9 9 % , F luka , B u c h s , G e rm a n y )
3

- G ly c in e  u ltra p u re  (U s b  C o rp o ra tio n  1 U S A )

- M o u s e  s k in  f ib ro b la s ts  (L 9 2 9  o r m u rin e  f ib ro b la s ts )

- D u lb e c c o 's  m o d ifie d  e a g le  m e d iu m , D M E M  (1 0 % m e d iu m  + L -g lu ta m in e  + A B , 

H y c lo n e , U ta h , U S A )

- T ry p s in -E D T A  (0 .2 5 %  try p s in  w ith  E D T A 'N a , G ib c o  B R L , C a n a d a )

- 3 -(4 ,5 -d im e th y lth ia z o l-2 -y l) -2 ,5 -d ip h e n y lte tra z o liu m  b ro m id e  (M TT ) (U S B  

c o rp o ra tio n , C le v e la n d , O H , U S A )

- Fe ta l B o v in e  S e ru m  (F B S ) (In v itro g e n  C o rp ., P a is ley , U K )

- D im e th y ls u lfo x id e , D M S O  (S ig m a -A ld ric h , G e rm a n y )

- H y d ro c h lo r ic  a c id  (H C I 3 6 .5 -3 8 % , J .T . B aker, N J, U S A )

- E th a n o l (9 9 .7 -1 0 0 % , V W R  In te rn a tio n a l L td ., P o o le  D o rse t, U n ite d  K in g d o m )

- G lu ta ra ld e h y d e  (A ja x  F in e c h e m , N e w z e a la n d )

- S o d iu m  c h lo r id e  (U s b  c o rp o ra tio n , U S A )

- S o d iu m  d ih y d ro g e n  p h o s p h a te  m o n o h y d ra te  (N aH  P O  *H  o ,  M e rc k ,
2 4 2

D a rm s ta d t, G e rm a n y )

- S o d iu m  p h o s p h a te  d ib a s ic  h e p ta h y d ra te  (N a  H P O  *7 H  o ,  S ig m a  C o ., St.
2 4 2

L o u is , U S A )

- A c e tic  a c id  (S ig m a -A ld ric h , S t. L ou is , U S A )

- B e ta  n e rv e  g ro w th  fa c to r  re c o m b in a n t h u m a n  (R & D  S y s te m s , U S A )



- Recombinant human basic fibroblast growth factor (Chemicon International, 
USA)

ข) อปุกรณ์
- ตู้อบสุญญากาศ (Vacuum drying oven and pump ) รุ่น VD23 ของ บริษัท Binder 
ประเทศเยอรมัน

- Universal Testing Machine (No. 5567, Instron, USA)
- Perfluoroalkoxy polymer (NICHIAS Corporation, Japan)
- เครืองชัง 4 ตำแหน่ง (4-digit balance) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland
- เครืองชัง 5 ตำแหน่ง (5-digit balance) รุ่น AE 240 ของบริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland
- แท่งกวนแม่เหล็กและแผ่นให้ความร้อน (Magnetic stirrer/hot plate) รุ่น RCT Basic 
ของบริษัท Ika labortechnik, Germany

- เคร่ืองฆ่าเช้ือด้วยไอน้ําความดันสูง (Autoclave) รุ่น HVE 25/50 ของบริษัท 
Hirayama, Japan

- เครือง 2.3 kJ Plasma focus (แบบ UNU/ICTP)
- เคร่ืองทำความเย็น -40°c รุ่น Heto, PowerDry LL3000 ประเทศอเมริกา
- Lyophilizer รุ่น Heto, PowerDry LL3000 ประเทศอเมริกา
- Fine coat (JFC-1100E, JEOL Ltd., Tokyo, Japan)
- Scanning Electron Microscopy (JSM-5400, JEOL Ltd., Tokyo, Japan)
- Laminar Flow (Safe/Maxi Safe 2010,Holten, USA)
- C02 incubator (New Brunwick Scientific, Innova CO170, USA)
- Polystyrene tissue culture discs (NUNC, Denmark)
- 24-well polystyrene tissue culture plates (NUNC, Denmark)
- Micropipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, USA)
- กระดาษไมมัฃุย
- โถดูดความขืน (Desiccators, SR Lab, Thailand)
- อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath,1235 PC, Shel-Lab)
- กล้องจุลทรรศน์ (Phase contrast microscope)
- Spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning)
- Laminar flow hood (BH 18, Labcaire)
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- Spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning)
- Microplate reader (New Brunwick Scientific, Innova CO170, USA)
- เครืองฉายรังสี Gammacell 220 Excel (MDS Nordion, Canada)
- เคร่ืองอบก๊าชเอทิลีนออกไซด์ (SteriVac™gas sterilizer, 3M, USA)
- ชุดตรวจวิเคราะห์ปริมาณ Nerve growth factor (NGF Emax® ImmunoAssay System, 

Promega, USA)
ชุดตรวจวิเคราะห์ปริมาณ basic fibroblast growth factor (Quantikine®, R&D 

Systems, USA)
- เครือง Gel Permeation Chromatography (Waters 600 Controller,USA)
- เครือง Halothane vol 19.3 (ปริษ้ท Dragenwerk AG,เยอรมัน)
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3.3 วิธ ีการทดลอง
3.3.1 การขึ้นรูปโปรตีนตัวเติมแบบฟองนํ้าที่เช ื่อมขวางด้วยกลูทาราลตีไฮด์

โปรตีนแบบฟองน้ําท่ีเช่ือมขวางด้วยกลูทาราลดีไฮด์เตรียมข้ึนสำหรับการใช้ศึกษาการ 
ปลดปล่อยโกรทแฟคเตอรัณ่ึองจากการเช่ือมขวางโดยกลูทาราลดีไฮด์จะให้ระดับการเช่ือมขวางท่ี 
สูงดังน้ันการสลายตัวจึงเกิดช้าเพ่ีอมุ่งหว้งใช้ศึกษาการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์จากโปรตีนตัว 
เติมแต่ละชนิด โดยการข้ึนรูปโปรตีนแบบฟองน้ํา (Sponge) จากใฮโดรเจลตามแบบวิธีของ M. 
Yamamoto และคณะ (2003) ใช้โปรตีนดังต่อไปน้ีคือ คอลลาเจน, เจลาตินซนิด A และเจลาตีน 
ชนิด B ที่ความเข้มข้น5% โดยน้ีาหนักพร้อมกับเช่ือมขวางด้วยกลูทาราลดีใฮด์0.65%ของ 
น้ําหนักชองโปรตีน สำหรับการใช้ความเข้มข้นของโปรตีนตัวเติม 5% โดยน้ัาหนักใช้ความเข้มข้น 
ตามการเตรียมโปรตีนสำหรับดูดซับโกรทแฟคเตอร์ตามแบบวิธี Y. Tabata และคณะ (1998) 
เน่ืองจากเกิดปัญหาเม่ือใช้ความเข้มข้นของโปรตีนตัวเติมท่ี0.8% โดยน้ีาหนักภายหลังฆ่าเช้ือด้วย 
การอบเอทิลีนออกไซด์แล้วพบว่าโปรตีนแบบฟองน้ําเสียรูปจึงทำการศึกษาดังกล่าวน้ีโดยใช้ความ 
เข้มข้นของโปรตีน 5% โดยน้ัาหนัก ซ่ึงแม้มีการหดตัวหลังจากฆ่าเช้ือแต่สามารถพองตัวดังเดิมเม่ือ 
แช่ในสารละลาย PBS pH 7.4

การทดลองน้ีมีข้ันตอนการเตรียมโดยลังเฃปคือ
(1) เตรียมสารละลายเจลาตีนท้ังชนิด A และ B ในน้ัากล่ันให้ได้5 %โดยน้ีาหนัก 

และเตรียมสารละลายกลูทาราลดีไฮด์ 2.5% โดยน้ําหนัก ข้ันตอนการละลายโปรตีนแต่ละชนิดจะ 
ตั้งบนอุปกรณ์แท่นให้ความร้อนท่ีมีระบบปันกวนด้วยแม่เหล็ก โดยแช่เจลาตีนปันกวนไว้ที ่
อุณหภูมิห้อง 1 ช่ัวโมงหลังจากน้ันปรับอุณหภูมิเป็น 40 องศาเซลเซียส ปันกวนจนได้สารละลาย 
ใส และหยุดปันกวนแต่ต้ังไว้บนอุปกรณ์ต่อโดยให้อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง เพ่ีอไล่ 
ฟองอากาศ กรณีของคอลลาเจนเตรียมโดยใช้ข้ันตอนเช่นเดียวกันแต่ต่างกันท่ีคอลลาเจนท่ีใช้จะ 
นำมาจากสารละลายคอลลาเจน 0.5 % ท่ีผ่านการทำแห้งเยือกแข็งแล้วจึงนำมาละลายใน 
สารละลายกรดอะซิดิก 0.5 โมลาร์

(2) คำนวณปเมาณสารละลายกลูทาราลดีไฮด์ให้ได้ 0.65% ชองน้ัาหนักโปรตีน และ 
ค่อยๆหยดลงไปในสารละลายโปรตีนท่ีเตรียมได้พร้อมกับปันกวนให้เข้ากันท่ีอุณหภูมิห้องโดยใช้ 
เวลาประมาณ 5 นาที (ขณะปันกวนให้ห่อภาชนะท่ีบรรจุสารละลายด้วยกระดาษฟลอยด์)

(3) ใช้ปิเปตอ้ตโนมิติดูดสารละลายใส่ถาดเทฟลอนโดยให้มีความหนาของเนื้อ 
สารละลาย 2 มิลลิเมตร แล้วปิดถาดเทฟลอนด้วยกระดาษฟลอยด์และนำไปให้ความเย็นท่ี 4 
องศาเซลเซียส 12 ช่ัวโมง

(4) ล้างกลูทาราลดีไฮด์ล่วนเกินออกด้วยแช่ตัวอย่างในสารละลายไกลซีนเข้มข้น 100 
มิลลัโมลารี ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง ล้างตัวอย่างด้วยน้ีากล่ันวันละ 5 คร้ังทุก 3



ช่ัวโมง เป็นเวลา 3 วันหลังจากน้ันนำตัวอย่างมาแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -50 องศาเซลเซียส และทำให้ 
แห้งด้วยกระบวนการแห้งเยือกแข็งท่ี -50 องศาเซลเซียส และนำไปใช้ลำหรับศึกษาการปลดปล่อย 
โกรทแฟคเตอร์ในหัวข้อ 3.3.1.า

3.3.1.1 การส ิกษาการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอเจากโปรตึน
ก) นำโปรตีนท่ีฃ้ึนรูปโดยวิธีในข้อ 3.3.1 มาตัดเป็นรูปสี,เหล่ียมผึนผ้าน้ัาหน้ก 2

มิลลิกรัม และนำไปฆ่าเช้ือด้วยการอบก๊าซเอทิลินออกใชด์ (ท=3) และนำมาดูดซับโกรทแฟคเตอร์ 
แบ่งเป็น 2 กลุ่มได้แก่ NGF และ bFGF 100 นาโนกรัม ในสารละลาย PBS pFI 7.4 / 0.1% 
Bovine serum albumin (BSA) 10 ไมโครลิตร ภายในหลอดไมโครเซนทริริ!วก์ขนาด 1 มิลลิลิตร 
โดยต้ังท้ิงไว้ (ประมาณ 2 ช่ัวโมง) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

ข) ย้ายโปรตีนตัวเติมท่ีดูดซับโกรทแฟคเตอร์ไล่ในหลอดไมโครเซนทริริเวก์อันใหม่
ขนาด 1 มิลลิลิตร และใล่สารละลาย PBS pH 7.4 ปรมาณ 1 มิลลิลิตร และ'ทำการบ่ม'ไว้ท่ีตู้1อบ 
ควบคุมอุณหภูมิโดยต้ังอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้วเก็บตัวอย่างสารละลาย 0.5 มิลลิตรและ 
ใล่สารละลาย PBS pH 7.4 ใหม่กลับคืนลงไป 0.5 มิลลิลิตร ท่ีเวลา 0 ช่ัวโมง, 2 ช่ัวโมง, 12 ช่ัวโมง, 
24 ช่ัวโมง, 3 วัน, 7 วัน, 14 วัน, 21 วัน และ 28 วันตามลำดับ

ค) เก็บสารละลายตัวอย่างท่ีได้มาแช่แข็งเพ่ือรักษาสภาพไว้ท่ีอุณหภูมิ -70 องศา
เซลเซียส รอจนเก็บสารละลายตัวอย่างครบทุกช่วงเวลาแล้วนำมาตรวจสอบหาปรมาณโกรทแฟค 
เตอร์ท่ีปลดปล่อยออกมาในช่วงเวลาต่าง โๆดยใข้ซุดตรวจสอบโกรทแฟคเตอรัท่ีจำเพาะ โดยใช้วิธี 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ดังคำอธิบายในภาคผนวก ก

3.3.2 การขึ้นรูปโปรตึนบรรจุในท่อนำเส้นประสาท PFA
การช้ืนรูปโปรตีนในท่อนำเล้นประสาทจำลอง Perfluoroalkoxypolymer (PFA) น้ันเพ่ือใช้ 

ศึกษาการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กช์จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอนสำหรับใช้ก้บโปรตีนท่ีบรรจุ 
ภายในท่อนำเล้นประสาท PLCL ต่อไปและสาเหตุท่ีไม่ใช้การเช่ือมขวางด้วยการใช้สารเคมีเช่น กลู 
ทาราลดีไฮด์ เน่ืองจากมีการใช้น้ําเช้าร่วมในการทำปฏิกิริยาดังน้ันอาจทำให้เกิดการสลายตัวของ 
ท่อ PLCL ก่อนการใช้งานจริง ล่วนลาเหตุท่ีไม่ใช้การเช่ือมขวางด้วยความร้อน (Dehydrothermal 
treatment, DFFF) กับท่อ PLCL เน่ืองจากท่ีอุณหภูมิสูงก่อให้เกิดการสลายตัวของท่อ PLCL ด้วย 
ความร้อน แต่การเช่ือมขวางด้วย DHT ใช้ลำหรับโปรตีนตัวเติมในท่อ PFA เท่าน้ันเพ่ือเปรยบเทียบ 
ระดับการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของอาร์กอน ดังน้ันการเช่ือมขวางของโปรตีนตัว 
เติมบรรจุในท่อ PLCL จะใช้รังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของอาร์กอนเท่าน้ัน สำหรับโปรตีน 3 ชนิดท่ีใช้ 
ศึกษา ได้แก่ คอลลาเจน, เจลาตินชนิด A และเจลาตินชนิด B โดยกรณีของเจลาตีนท้ังสองชนิด
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ละลายเจลาตินลงในน้ํากล่ัน pH 7.0 ได้ความเข้มข้น 0.8% โดยน้ําหนัก ท่ีอุณหภูมิ 40 องศา 
เซลเซียสเม่ือละลายแล้วตังทิงอีกประมาณคร่ึงช่ัวโมงเพ่ีอไล่ฟองอากาศท่ีเหลืออยู่และนำไปบรรจุ 
ภายในท่อนำเล้นประสาทจำลอง PFA ท่ีมีเล้นผ่าศูนย์กลางภายใน 2 มิลลิเมตร (รูปท่ี 3.2 ก.) และ 
ปิดด้วยพาราฟิล์มเพ่ีอกันการร่ัว ล่วนกรณีคอลลาเจนเตรียมโดยไข้คอลลาเจนในสารละลายกรด 
ไฮโดรคลอรีค pH 3 ท่ีมีความเข้มข้น 0.3 %โดยน้ําหนัก มาทำแห้งเยือกแข็ง แล้วนำมาละลายใน 
สารละลายกรดอะซิดิก 0.5 โมลาร์ ให้มีความเข้มข้น 0.8% โดยน้ําหนัก ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 2 
ช่ัวโมง หลังจากน้ันนำสารละลายแต่ละชนิดไปบรรจุภายให้เต็มในท่อ PFA และปิดด้วยพาราฟิล์ม 
แล้วนำไปแซ่แข็งท่ีอุณหภูมิ -50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จึงแกะพาราฟิล์มออกและ 
นำไปเข้าเคร่ืองทำแห้งเยือกแข็งท่ีอุณหภูมิ -50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ได้ตัวอย่างดัง 
รูป 3.2 ข. และนำไปศึกษาการเช่ือมขวางของโปรตีนด้วยรังสีเอ็กช์จากพลาสมา ตามหัวข้อ
3.3.2.1

รูปท่ี 3.2 ก. ท่อ PFA ข. ตัวอย่างท่ีเตรียมข้ึนในท่อ PFA

3.3.2.1 สิกษาการพี!อมขวางของโปรตีนด้วยรังสิเ,อ็กช์จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอน
การศึกษานี้เป็นงานวิจัยแรกเกี่ยวกับการเชื่อมขวางโปรตีนโดยการใช้รังสีเอ็กซ์จาก 

พลาสมาของก๊าซอาร์กอน การเช่ือมขวางทำโดยนำตัวอย่างจากข้อ 3.3.2 ท่ีทำแห้งเยือกแข็งแล้ว 
ออกจากท่อ PFA แล้วนำไปเช่ือมขวางโดยใช้เคร่ือง Plasma focus (United Nation University/ 
International Center for Theoretical Physics) ท่ี 12.5 กิโลโวลต์และใช้ก๊าซอาร์กอนความดัน
0.55, 1.0และ1.5มิลลิบาร์ ตามลำดับที่1,3, 5 และ7 พัลล์โดยนำตัวอย่างไล่ภายใน 
ถุงพลาสติกปิดสนิทซ่ึงทำการเจาะรูขนาดเล็กท่ีมุมถุงเพ่ีอไม่ให้ภายไนถุงเกิดสภาวะสุญญากาศ 
และบีบอัดทำให้ตัวอย่างเสียรูปและนอกจากน้ีย์งป้องกันการปนเปีอนตัวอย่างจากไอออนท่ีเกิดใน 
ข้ันตอนการเช่ือมขวางด้วย หลังจากน้ันนำถุงท่ีบรรจุตัวอย่างไปดิดบรีเวณเคร่ือง Plasma focus 
ดังรูปที1 3.3
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รูปท่ี 3.3 ตำแหน่งท่ีติดตัวอย่าง (ในวงรีสินํ้าตาล) ใน Plasma focus tube

เม่ือปฏิบัติการเสร็จแล้วนำมาตรวจสอบระดับการเช่ือมขวางโดยวิธีการ 2,4,6-ไตรไนโต 
รเบนซีนชัลโฟนิคแอชิด (TNBS) โดยใช้การคำนวณในสมการท่ี (3.1) โดยนำผลการเช่ือมขวางมา 
เปรียบเทียบกับการเช่ือมขวางแบบ DHT ซ่ึงทำโดยการนำท่อนำเล้นประสาทจำลองใส่ในตู้อบ 
สุญญากาศ (Vacuum oven, VD23 ของบริษัท Binder ประเทศเยอรมัน)ท่ีความดัน0 มิลลิบาร์ 
โดยคอสลาเจนใช้อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ส่วนเจลาตินซนิด A ชนิด และ 
ชนิด B ใช้อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ตามวิธีของ M. Ozeki และ Y. Tabata
(2005)

ระด ับการเช ื่อมขวาง (Degree of Cross-linking) =  (1 -  ป ร ิม าณ กรดอะม ิโน อ ิส ระห ล ังกา?เช ื่อม ขวาง ) X100 (3.1)

ปร ิมาณ กรดอะม ิโนอ ิสระก ่อนการเช ื่อมขวาง

การวัดระดับการเช่ือมขวางดัดแปลงมาจากวิธีของ N. Nagai และคณะ (2004) ซ่ึงวัดใต้ 
โดยใช้ 2, 4, 6-trinitro-benzensulfonic acid (TNBS) โดยทำการศึกษาจากการดูดซับค่า 
absorbance โดยทำการเปรียบเทียบตัวอย่าง 2 ชนิด คือ ดัวอย่างท่ีผ่านการเช่ือมขวางและ 
ตัวอย่างท่ีไม่ผ่านการเช่ือมขวาง ซ่ึงสามารถคำนวณหาระดับการเช่ือมขวางไต้จากปริมาณหมู่อะมิ 
โนอิสระท่ีลดลง วิธี TNBS ลามารถบ่งบอกถึงปริมาณหมู่อะมิโนอิสระหรือ -NH2 ในโมเลกุล 
เน่ึองจากหมู่ -NH2 เป็นองค์ประกอบท่ีพบในเจลาตินและคอลลาเจนซ่ึงถ้าปริมาณหมู่อะมิโนใน 
โครงเล้ียงเซลล์หลังจากการเช่ือมขวางเหลือต่ําลงแสดงว่าเกิดการเช่ือมขวางภายในโปรตีนตัวเติม 
สูงข้ึน โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ท่ีเตรียม'จากสาร (3-alanine โดย 
แลดงวิธีการหาการเช่ือมขวางจากวิธี TNBS และกราฟมาตรฐานในภาคผนวก ข
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รูปท่ี 3.4 การตัดตัวอย่างโปรตีนตัวเติมท่ีได้จากท่อ PFA เป็น 3 ส่วนคือ A, B และ C เพ่ือใช้หาความ 
สม่ําเสมอของระตับการเช่ือมขวางในตัวอย่างช้ินเดียวกัน

วิเคราะห์ผลโดยประมาณระดับการเช่ือมขวางมีการตัดตัวอย่างเป็น 3 ท่อนคือ A, B และ C โดย มี 
ความยาวท่อนละประมาณ 2 เซนติเมตร ดังรูปท่ี 3.4 แล้วนำมาตรวจลอบระดับการเช่ือมขวาง

3.3.3 การขึ้นรูปท่อนำเส้นประสาทจาก PLCL
ข้ึนรูปท่อนำเล้นประสาทสำหรับใช้คืกษาลมปติทางกายภาพและชีวภาพ จากลารละลาย 

PLCL ใน 1,4-dioxane 3 และ 4 % โดยน้ําหนัก ท่ีปันกวนด้วยแท่งกวนแม่เหล็กเป็นเวลา 4 วันโดย 
วิธี Dip-coating วิธีการคือ ใช้แม่พิมพ์จากท่อ PFA ท่ีมีเล้นฝาศูนย์กลางภายนอก 2 มิลลิเมตรท่ีแช่ 
ไนโตรเจนเหลว 30 วินาที ก่อน (Pre-freeze) จุ่มลงในสารละลาย PLCL เปรยบเทียบกับไม่จุ่มลง 
ไนโตรเจนเหลวก่อน (Non per-freeze) และนำข้ึนจากลารละลายพร้อมกับต้ังแม่พิมพ์ไห้ตรง 
จนกระท่ังสารละลายท่ีเคลือบติดแม่พิมพ์มีลักษณะสม่ําเสมอ จึงจุ่มลงไนโตรเจนเหลว อีกคร้ัง 30 
วินาที แล้วนำเก็บใส่หลอดทดลองฝาเกลียวและเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 48 ช่ัวโมง จึง 
นำมาทำแห้งเยือกแข็งท่ีอุณหภูมิ -55 องศาเซลเซียส 48 ช่ัวโมง

3.3.4 การศึกษาสมปติทางกาอภาพของท่อนำเส้นประสาท PLCL
เม่ือข้ึนรูปท่อนำเล้นประสาทจากสารละลาย PLCL ใน 1, 4-dioxane เข้มข้น 3 และ 4 % 

โดยน้ําหนัก แล้วจึงเปรียบเทียบความเหมาะสมระหว่างท่อนำเล้นประสาทท่ีเตรียมจากสารละลาย 
PLCL ใน 1,4-dioxane เข้มข้น 3 และ 4 % โดยน้ําหนัก เพ่ือเลือกใช้สำหรับคืกษาสมปติทาง 
กายภาพและสมปติทางชีวภาพ เม่ือเลือกความเข้มข้นชอง PLCL ได้แล้วจะทำการข้ึนรูปท่อนำ 
เล้นประสาทโดยใช้ความเข้มข้นน้ันและเตรียมการดังน้ีคือ เตรียมท่อนำเล้นประสาท PLCL ท่ีบรรจุ 
โปรตีนได้แก่ คอลลาเจน, เจลาตินชนิด A และเจลาตินชนิด B ตามวิธีการเดียวกับ 3.3.2.1. และ



เซ่ึอมขวางโปรตีนท่ีอยู่ภายในท่อ PLCL ด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอนโดยเลือกใช้ 
สภาวะที,เหมาะสมแล้วทำการตรวจวัดดังต่อไปน้ี

ก. ลักษณะพ้ืนผิวโดยรวมด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning
electron microscope หรือ SEM) ด้วยเคร่ือง Joel JSM 5400 ท่ีมีค'วามต่างศักย์ 12-15 kV ทำ 
การเคลือบทองโครงเล้ียงเซลล์ด้วย Ion sputtering device, JFC 1100 ซ่ึงพิจารณาลักษณะ 
พ้ืนผิวโดยใช้ใบมีดโกนตัดท่อนำเล้นประสาทในแนวดัดขวาง (cross-section) และดูพ้ืนผิวด้านใน 
และนอกรวมท้ังด้านท่ีตัดแนวขวาง

ข. ขนาดของรูพรุนของท่อนำเล้นประสาท PLCL และโปรตีนตัวเติม
การหาขนาดของรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล็ได้ดัดแปลงมาจากวิธีของ HW. Kang โดยวัด 

ขนาดของรูพรุนท่ีมีขนาดเล้นผ่านศูนย์กลางแบบล่ม 200 รู ในแนวราบ (horizontal) และแนว 
ตัดขวาง (cross-section) จากน้ันนำขนาดซองรูพรุนท่ีได้มาหาค่าเฉล่ีย [Kang, HW. และคณะ, 
1999]

ค. สมบ้ติเชิงกลของท่อนำล้นประสาท PLCL
ศึกษาสมปติทางกลด้วยเครือง INSTRON 5567 Universal Mechanical Testing machine 

บริษัท CALIBRATION LABORATORY, สหรัฐอเมริกา โดยใช้สภาวะดังน้ีศึอ อัตราท่ีใช้ดึง 2 
มิลลิเมตรต่อนาที, แรงดึง 1 กิโลนิวตัน โดยจะตัดท่อนำเล้นประลาทยาว20 มิลลิเมตรและจับยึด 
ส่วนปลายท้ังสองของท่อนำเล้นประสาทกับหัวจับของตัวเคร่ือง INSTRON ด้านละ 5 มิลลิเมตร 
ตัวอย่างจะแบ่งเป็น 2 การทดสอบคือดึงแบบแห้งและแบบเปียกซ่ึงแบบเปียกจะแช่ในสารละลาย 
PBS pH 7.4 เป็นเวลา 30 นาทีก่อนทำการทดสอบแปรผลโดยหาค่าความทนแรงดึง (Tensile 
strength), โมดูลัลของความยึดหยุ่น (Elastic modulus) และฟอร์เซนต์ความยาวท่ีเพ่ิมข้ึน ณ จุด 
ขาด (% Elongation at break) แสดงข้อมูลในภาคผนวก ง

ง. เปรียบเทียบระดับการเช่ือมขวางของโปรตีนตัวเติมในท่อนำเล้นประสาทจำลอง PFA และ 
โปรตีนตัวเติมในท่อนำเล้นประสาท PLCL

3.3.5 ศึกษาสมปติทางธีวภาพของท่อนำเส้นประสาท PLCL และวัสดุ PLCL 
ก. ความเข้ากันได้กับเชลล์ผ ิวหนังหนู

เป็นการศึกษาว่าวัสดุ PLCL มีความเช้ากันได้กับเชลล์โดยใช้เซลล็ไลน์มาตรฐานของ 
ผิวหนังหนู (L929 mouse fibroblast) ในสภาพภายนอกร่างกาย (in vitro biocompatibility) โดย 
การ1ข้ึนรูปพิล์ม PLCL จากสารละลาย PLCL 0.3 และ3 % โดยนั้าหนักใน1,4-dioxane 200 
ไมโครลิตรหยดลงบนแผ่นปิดสไลด์แก้ว (cover slip) เล้นผ่านศูนย์กลาง 15 มิลลิเมตร แล้วเอียงให้ 
เกิดพิล์มบางอย่างท้ัวถึงและปล่อยท้ิงไว้ให้แห้ง 24 ช่ัวโมงใน Laminar flow hood และนำไปเช้า
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ตู้อบสุญญากาศเพ่ือให้แน่ใจว่าลาร 1,4-dioxane ระเหยหมด หลังจากน้ันนำไปฆ่าเช้ือด้วยการอบ 
ก๊าซเอทิลีนออกไซด์ (ดูภาคผนวก ค) และเตรียมนำไปใช้สำหรับทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ 
ผิวหนังหนูตามหัวข้อ 3.3.6 ก

ความเช้ากันได้กับเซลล์ผิวหนังหนูของวัสดุ PLCL ประเมินได้จากการยึดเกาะของเชลล์ การ 
เพ่ิมจำนวนเซลล์ และการเพาะเล้ียงเซลล์ โดยถ่ายเซลล์ลงไป 20,000 เซลล์ต่อตัวอย่าง โดยใช้ 
ฟิล์มของสารละลาย PLCL 0.3 และ 3 % โดยน้ําหนักเป็นกลุ่มทดลองเปรยบเทียบกับสารละลาย 
Zinc sulphate 0.3 % โดยนำหนักเคลือบผิวหน้ากระจกปิดสไลด์ท้ิงไว่ให้แห้งจะใช้เป็นกลุ่ม 
ควบคุมลบ (Negative control) กลุ่มน้ีจะเป็นพิษต่อเซลล์ตามท่ีอ้างจากมาตรฐาน ISO 10993-5 
และใช้แผ่นปิดสไลด์เปล่าเป็นกลุ่มควบคุมบวก (Positive control) โดยวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ท่ี 
เวลา 5, 24, และ 72 ช่ัวโมง ด้วยวิธี MTT assay ซ่ึงจะวัดกิจกรรมของเซลล์ท่ีมีชีวิต โดยตัดแปลง 
วิธีของ H. Liu [มน, H. และคณะ, 2004] ซ่ึงวิธีการเตรียมและการคำนวณแสดงในภาคผนวก จ

ข. การสลายตัวของท่อนำเส้นประสาท PLCL ในสัตว์ทดลอง
ท่อนำเอ้นประสาท PLCL กลวง 3% โดยน้ําหนัก ยาวประมาณ 4 เซนติเมตร ช่ังน้ําหนัก 

แล้วนำมาใล่ในถุง Polypropylene แล้วปิดด้วยเคร่ืองปิดผนึกถุงตังรูปท่ี 3.5 ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือด้วย 
การอบก๊าซเอทิลืนออกไซด์ก่อนนำไปฝังในใต้ผิวหนังหนู Wistar น้ําหนัก 200 กรัม

6 8

รูปท่ี 3.5 แสดงภาพท่อนำเล้นประสาทบรรจุในถุง Polyprolylene ก่อนการฝังในสัตว์ทดลอง

โดยวิธีดมยาสลบด้วยยา Halothane (4% ร่วมกับก๊าซออกซิเจนสำหรับเหน่ียวนำให้สลบและ 2% 
ร่วมกับก๊าซออกซิเจนสำหรับให้สลบต่อเน่ืองระหว่างผ่าตัด) และทำการผ่าหนูเพ่ือเก็บตัวอย่างท่ี 
เวลา 2, 4 และร สัปดาห์ แล้วล้างด้วย 0.9 %Normal saline solution และทำให้แห้งโดยวิธีแห้ง
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เยอกแข็ง ก่อนนำมาตรวจดูรูปร่างลักษณะด้วย Scanning Electron Microscope (SEM) และ 
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงนั้าหนักโมเลกุลของ PLCL ด้วยใช้วิธี Gel Permeation
Chromatography (GPC) (ดูรูปกราฟจากภาคผนวก ฉ) ซ่ึงทำการวิเคราะห์ท่ีคณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ด้วยเคร่ือง Waters 600 Controller โดยใช้ Tetrahydrofluran (THF) 
เป็นวิ'ฏภาคเคล่ือนท่ีในคอลัมน์Spyragel® ซ่ึงบรรจุโคพอลิมอร์stylene-divinylbenzene โดยใช้ 
อัตราเร็วในการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที การเปล่ียนแปลงของน้ําหนักโมเลกุลจะพิจารณาจากค่า 
Polydispersity index (PDI) ซึงคำนวณมาจาก Weight average molecular weight (Mw) หาร 
ด้วย Number average molecular weight (Mn) ซ่ึงมาจากสมการ 3.2 A) และ B) โดยทังค่า PDI, 
Mw และ Mn เคร่ืองวิเคราะห์จะทำการคำนวณให้

A)

B)

M„ =

Mw = พ
(3.2)

ลมการ (3.7) แสดงการ A) Mn และ B) Mw โดย N( คือ จำนวนของสายพอลิเมอร์ขนาด i และ Mj = น้ําหนัก 
โมเลกุลของสายพอลิเมอร์ฃนาด i

ค. การทดสอบการเจริญของเส้นประสาทในท่อนำเส้นประสาท PLCL แบบมีโปรตีน 
ตัวเติมในสัตว์ทดลอง
ท่อนำเลันประสาทท่ีบรรจุด้วยโปรตีน คอลลาเจน, เจลาดินชนิด A และเจลาดินชนิด ธท่ี 

เช่ือมขวางด้วยรังลีเอ็กซ์จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอนท่ีคัดเลือกใด้จากห์วช้อ 3.3.2.1 และฆ่าเช้ือ 
ด้วยรังสีแกมมา (โดยเคร่ือง Gammacell 220 Excel, บริษัท MDS Nordion, แคนาดา) ท่ีความ 
แรงรังสี 13779 คูสี 0.16 kGy/นาที อุณหภูมิประมาณ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 138 นาที และ 
หลังจากน้ันนำมาดูดซับโกรทแฟคเตอร์ชนิด NGF เข้มข้น 10 ng/pl (โดยปริมาณ NGF ท่ีถูกดูด 
ซับโดยประมาณ คือ 440 ng ซ่ึงคิดจากปร็มาตรส่วนกลวงภายในท่อนำเลันประสาท) โดยดูดซับ 
นาน1 คืน ที่อุณหภูมิ4 องศาเซลเซียสแล้วนำมาเช่ือมต่อเลันประสาท sciatic ของหนู Wistar 
โดยการทดสอบในสัตว์ทดลองได้ขออนุญาตจากคณะกรรมการกำคับดูแลการเล้ียงและใช้สัตว์ 
ของคณะแพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ใบอนุญาตเลขท่ี วจ/ศท 001/50 และได้ปฏิบัติ



อย่างเคร่งครัดตามจรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลองเพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ของสภาวิจึยแห่งชาติ 
(ดูแบบ'อนุมัติใ,นภาคผนวก ซ) ข้ันตอนการผ่าตัดปฏิบัติดังน้ีคึอ

(1) การผ่าตัดเพ่ือเช่ือมต่อเสันประสาทด้วยท่อนำเสันประสาท PLCL 
นำหนู Wistar มาดมยาสลบ Halothane (4% ร่วมกับก็าซออกซิเจนสำหรับเหน่ียวนำให้ 

สลบและ 2% ร่วมกับก๊าชออกซิเจนสำหรับให้สลบต่อเน่ืองระหว่างฝาตัด) เม่ือสลบเต็มท่ีแล้ว 
(ตรวจสอบโดย วิธี Pinch test ด้วยการหยิกบริเวณกลางฝ่าเท้า ถ้าหนูใม่ตอบสนองถือว่าสลบ 
เต็มท่ี) จึงผ่าเปิดผิวหนังบริเวณก่ึงกลางต้นขาหลังด้านซ้ายและแหวกกล้ามเน้ือออกไปสองช้างเพ่ือ 
เช้าถืงเสันประสาท sciatic และตัดเสันประสาท sciatic บริเวณก่ึงกลางของกระดูกด้นขา (Femur) 
โดยมีระยะระหว่างปลายขาด (gap) 10 มิลลิเมตรและเย็บเช่ือมต่อปลายเสันประสาทท้ังสองช้าง 
กับท่อนำเสันประสาท PLCL จากน้ันจึงเย็บปิดแผลและนำไปเล้ียงในห้องเล้ียงสัตว์ทดลองข้ัน 4 
ตึกสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

(2) การผ่าตัดเพ่ือเก็บตัวอย่างท่อนำเส้นประสาท PLCL
ภายหลังจาก 1 เดือน จะเก็บท่อนำเส้นประสาทท่ีเช่ือมต่อกับเสันประสาท sciatic จาก 

หนู Wistar โดยนำหนูมาดมยาสลบ Halothane (4% ร่วมกับก๊าชออกซิเจนสำหรับเหน่ียวนำให้ 
สลบเต็มท่ี) หลังจากน้ันผ่าเปิดหน้าอกแล้วเสียบเข็มท่ีต่อกับเคร่ือง Perfusion (Watson Marlow, 
SciQ 400, เยอรมัน) ซ่ึงพร้อมจะปล่อย normal saline (ท่ีเติม Heparin ความเข้มข้น 1:5000 ใน 
อัตราล่วน3 มิลลิลิตร/1000 มิลลิลิตร) เช้าล่ห้วใจห้องล่างช้ายหลังจากน้ันตัดหัวใจห้องบนขวา 
เพ่ือให้เลือดออกจากร่างกายพร้อมกับแทนท่ีเลีอดด้วย normal saline โดยใช้เคร่ือง Perfusion 
เป็นตัวล่งสารละลายปริมาณ 100 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเปลี่ยนสารละลายเป็น Para­
formaldehyde 4% ใน PBS 0.1 M pH 7.4 ปริมาณ 500 มิลลิลิตร ด้วยเคร่ือง Perfusion เช่นเดิม 
เพ่ือให้เน้ือเย่ือเส้นประสาทคงสภาพและง่ายต่อการผ่าตัดนำออกมา หลังจากน้ันนำหนูมาผ่าเปิด 
ผิวหนังบริเวณกึ่งกลางต้นขาหลังด้านซ้ายและแหวกกล้ามเนื้อออกใปสองช้างเพื่อเช้าถึง 
เส้นประสาท sciatic และตัดเส้นประสาท sciatic ต้ังแต่เหนือบริเวณท่ีเช่ือมต่อกับท่อนำ 
เส้นประสาท PLCL (รูป 3.6 (A)) เพ่ือนำมาลังเกตการเจริญของเส้นประสาทท่ีงอกใหม่รวมถึง 
เน้ือเย่ือท่ีเกิดข้ึนใหม่ภายในท่อนำเส้นประสาท PLCL โดยตัดเป็นท่อนลัน  ๆยาวท่อนละประมาณ 
2 มิลลิฒตร (รูป 3.6 (B)) และนำมาผ่านกระบวนการเตรียมเน้ือเย่ือสำหรับศึกษาการเจริญของ 
เส้นประสาทด้วยกล้องจุลทรรศน์และย้อมเน้ือเย่ือด้วยสี p-Phenylenediamine ซ่ึงอธิบายตาม
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10 มิลลิเมตร
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2 มิลลิเมตร
2 มิลลิเมตร

(B) r

2 มิลลิเมตร

รูปท่ี 3.6 การตัดชิ้นตัวอย่าง (A) คือ ช้ินตัวอย่างท่อนำเล้นประสาทที่เก็บมาโดย Proximal stump คือส่วนของ 
เล้นประสาทปลายด้านด้นต่อบริเวณที่ขาดชี่งเป็นส่วนที่ใกล้นิวเคลียสของเชลล์ประสาทและ Distal stump คือ 
ปลายด้านท้ายต่อบริเวณที่ขาด (B) คือ การตัดตัวอย่างท่อนำเล้นประสาทสำหรับนำไปสังเกตการเจริญของ 
เล้นประสาทท่ีอยู่ภายใน โดยตัดส่วนของท่อนำเล้นประสาทเป็นท่อนสันๅ ความยาวท่อนละ 2 มิลลิเมตร

3.3.6 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ
ทุกการทดลองจะมีการทำซ้ําอย่างน้อย ท=3 ซ่ึงคำนวณเป็น Average ± รอ แล้ว 

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ีย โดยใช้การวิเคราะห์ทางสถิติแบบ t-test ท่ีระดับน้ยสำคัญ 
p<0.05 โดยใช้โปรแกรม Minitab Statistical software (version 14, USA)
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3.3.7 สถานที่ทำการวิจ้อ

ทำการวิจัย ณ ห้องปฎิบํติการวิศวกรรมเคมี ตึกอาคารอนุสาสน์ยันตรกรรม ช้ัน 5 ภาควิชา 
วิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ และห้องปฎิบ้ติการ่วิศวกรรมเน้ือเย่ือ ช้ัน 9 ตึก อ.ป.ร. 
คณะแพทย์ศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย
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