
 

การสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยเพื่อใชขึน้รูปโครงเลี้ยงเซลล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาวปทมา กาบคํา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานพินธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาวิศวกรรมเคมี       ภาควิชาวิศวกรรมเคมี  
คณะวิศวกรรมศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

ปการศึกษา  2549 
ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 



 
EXTRACTION OF KERATIN FROM HUAMN HAIR AND FABRICATION OF SCAFFOLD  

FOR CELL CULTURE 
      

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss. Pattama Ghabkham  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Engineering in Chemical Engineering 

Department of Chemical Engineering 
Faculty of Engineering 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2006 

Copyright of Chulalongkorn University 
 



 จ 
 
# #4770350921       : MAJOR   CHEMICAL ENGINEERING 
KEY WORD:  KERATIN / GELATIN / L929 MOUSE FIBROBLAST CELL, MESENCHYMAL STEM CELL  
               PATTAMA GHABKHAM: EXTRACTION OF KERATIN FROM HUMAN HAIR FOR 

FABRICATION OF SCAFFOLD FOR CELL CULTURE. THESIS ADVISOR : 
SORADA KANOKPANONT, Ph.D., 122 pp.  

 
 Keratin was extracted from human hair using combinations of following substances, urea, 
thiourea, 2-mercaptoethanol (2-ME), sodium sulfide, sodium metabisulfite and SDS. Types of 
extractants and their concentrations as well as material preparation methods affected the extracted 
keratin yields. The maximal yield was 66% (wt/wt) when the mixture of urea and thiourea was 
used at 500C for 24 h. Results from electrophoresis (SDS-PAGE) showed protein predominated 
bands at 20-30 kDa and 40-60 kDa (α-helix). Structures of the extracted keratin by Raman 
spectroscopy showed peak of disulfide bond (S-S) at wavenumber 550-500 cm-1, the characteristic 
peak of keratin. 
                Series of scaffolds were fabricated using keratin/gelatin (K/G) solutions at various ratios 
of K/G (100/0, 90/10, 80/20, 70/30, 60/40 and 50/50 wt/wt) using freeze-drying followed by 
dehydrothermal cross-linking. Increasing compositions of gelatin increased swelling property and 
mechanical strength to the blended scaffolds.  The scaffolds were tested by culturing with L929 
mouse fibroblast or bone marrow derived mesenchymal stem cell (MSC) from Lewis rats. The K/G 
scaffolds showed superior cell proliferations to those of pure gelatin scaffolds, especially at K/G 
ratio of 80/20. Keratin/gelatin scaffolds implanted subcutaneously on Wistar rat’s back, induced 
fast neo-collagen production and angiogenesis. These experimental results clearly stated the high 
potential of using human hair keratin for tissue engineering applications. 
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  งานวิจัยนี้เปนการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัดโปรตีนเคราตินจากเสนผมมนุษยโดยใช
สวนผสมของสารตางๆ ไดแก urea, thiourea, 2-mercaptoethanol, sodium sulfide , sodium 
metabisulfite และ SDS ในปริมาณตางๆ พบวา สารเคมีที่ใชสกัด, ความเขมขนองสารที่ใช, 
ระยะเวลาที่ใชในการสกัดและวิธีการเตรียมวัสดุสงผลตอผลได (yield) การสกัดโดยใช urea และ 
thiourea เปนองคประกอบหลักใหคาเปอรเซ็นตผลไดสูงสุดที่ 66% น้ําหนักโมเลกุลของเคราติน
วิเคราะหโดยใชอิเล็กโตรโฟรีซิส (SDS-PAGE) พบที่สกัดไดสวนใหญมีขนาดโมเลกุล 20-30 kDa 

และบางสวน 40-60 kDa (แสดงโครงสรางα-helix) เมื่อวิเคราะหโครงสรางเคราตินดวยเทคนิครา
มานสเปกโตรสโกป พบพีคซึ่งแสดงการสั่นของพันธะไดซัลไฟด (S-S) ที่เลขคลื่น 550-500 cm-1 
ซ่ึงเปนลักษณะสมบัติของเคราติน  

เคราตินที่สกัดไดถูกนํามาผสมกับเจลาติน ชนิด A (คา pI ประมาณ 9) ที่อัตราสวน 100/0, 
90/10, 80/20, 70/30, 60/40 และ 50/50 โดยน้ําหนัก ขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบฟองน้ําดวย
เทคนิคทําแหงเยือกแข็งและเชื่อมโยงพันธะโดยการอบสุญญากาศ การทดสอบสมบัติทางกายภาพ
และเชิงกลของโครงเลี้ยงเซลลพบวาเจลาตินชวยปรับปรุงสมบัติการบวมน้ําและชวยเพิ่มความ
แข็งแรงใหแกโครงเลี้ยงเซลลผสม เมื่อทดสอบสมบัติการเขากันกับเซลล L929 mouse fibroblast 
และ MSC ซ่ึงสกัดจากไขกระดูกของ Wistar rat พบวาโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินทุก
อัตราสวน สงเสริมการเจริญเติบโตของเซลลไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินอยางเดียวอยางมี
นัยสําคัญ โดยเฉพาะที่อัตราสวน 80/20 (wt/wt) โครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินสามารถ
กระตุนการสรางเสนใยคอลลาเจนและเสนเลือดขึ้นมาใหมไดเร็วกวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินใน
สัตวทดลอง เคราตินที่สกัดจากเสนผมมนุษยจึงนับเปนชีววัสดุจากธรรมชาติที่มีศักยภาพสูงสําหรับ
งานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

1.1 ที่มาของงานวิจัย 

ปจจุบันกลุมนักวิจัยจํานวนมาก สนใจศึกษาพอลิเมอรธรรมชาติ เชน คอลลาเจน ไคโตซาน
และเจลาติน เปนตน เคราตินเปนพอลิเมอรธรรมชาติอีกชนิดหนึ่งที่มีโครงสรางของโปรตีนชนิด
เสนใยมีขนาดใหญ พบมากในผิวหนัง ขนสัตว เล็บ เขาสัตว  เสนขนและเสนผม เปนตน 
องคประกอบสวนใหญของเคราตินคือกรดอะมิโนซิสเตอีน (7-20% ของกรดอะมิโนทั้งหมด)  จึงมี
การสรางพันธะไดซัลไฟดขึ้นมากกวาโปรตีนชนิดอ่ืน ทําใหมีเสนใยเหนียวและมีความยืดหยุนสูง 
[Dowling, LM. และคณะ, 1986] รายงานวิจัยไดนําเสนอการนําเคราตินมาใชประโยชนในหลายๆ 
ดาน เชนในอุตสาหกรรมและสิ่งแวดลอม เคราตินมีคุณสมบัติสามารถดูดซับไขมัน สี [Yamauchi, 
K. และคณะ, 1997] หรือโลหะหนัก เชน ตะกั่วและปรอท เปนตน [Coello, W.F. และคณะ, 1998] 
เคราตินจึงมีศักยภาพจะถูกนํามาใชบําบัดน้ําเสียที่ปลอยจากโรงงานอุตสาหกรรม หรือกรณีน้ํามนัรัว่
ในทะเลจากเรือขนสงสินคา  ดานการแพทยเคราตินสามารถนํามาผสมกับตัวยาแลวข้ึนรูปเปนเม็ด 
แคปซูลหรือทําเปนผงขนาดเล็กเพื่อพนเขาสูระบบทางเดินหายใจ เปนตน  ดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 
เคราตินสามารถใชเปนโครงเลี้ยงเซลล (scaffold) เพื่อใหเซลลสามารถเจริญเติบโตได เพื่อซอมแซม
เนื้อเยื่อหรืออวัยวะตางๆ ที่บาดเจ็บหรือถูกทําลายไป โดยเคราตินสามารถขึ้นรูปไดหลายรูปแบบ 
เชน แผนฟลม [Tanabe, T. และคณะ, 2004] เม็ดขนาดตางๆ [Yamauchi, K. และคณะ, 1997] หรือ
ขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบมีรูพรุน (sponge) [Tachibana, A. และคณะ, 2002] เปนตน จาก
งานวิจัยตางๆ เซลลที่นํามาเลี้ยงกับโครงเลี้ยงเซลลคือเซลลไฟโบรบลาสตของหนู (L929 mouse 
fibroblast cell) ซ่ึงมีสมบัติคลายเซลลผิวหนังชั้นใน(dermis) ของมนุษย เคราตินนั้นมีสมบัติ
เหมาะสมที่จะนํามาประยุกตใชทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เนื่องจากเคราตินมีสมบัติที่สามารถเขากับ
เซลลได (biocompatibility) เปนอยางดี ไมกอใหเกิดอันตรายแกเซลลที่นําไปเลี้ยงและมีสมบัติ
สามารถยอยสลายไดในสภาวะเลียนแบบรางกาย (in vitro degradability) 

วิธีการสกัดเคราตินไมซับซอน โดยใชขนสัตวชนิดตางๆ เชน ขนแกะหรือขนไก ซ่ึงมีลวน
แตมีเคราตินเปนองคประกอบหลัก สําหรับขนสัตวนั้นมีปริมาณเคราตินประมาณ 80 เปอรเซ็นต 
[Nakamura, A. และคณะ, 2002] คณะผูวิจัยมีความสนใจที่จะใชเสนผมของมนุษยซ่ึงมีเคราตินเปน
สวนประกอบและมีปริมาณเคราตินสูงถึง 65-95เปอรเซ็นต [Akhtar, W. และคณะ, 1997] และ
สามารถหาไดไมยากในภาคบริการที่มีทั่วไป ถือเปนการนําวัตถุดิบที่ไมไดใชประโยชนมาสรางเปน
วัสดุที่มีคุณประโยชนได ขอดีของการนําเสนผมมาเปนวัตถุดิบในการสกัดแทนขนสัตวอีกประการ
หนึ่ง คือ ลดความเส่ียงตอการติดเชื้อโรคจากสัตว เนื่องจากปจจุบันมีการแพรระบาดของโรค
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ไขหวัดนกในแถบเอเชียรวมถึงประเทศไทยดวย ดังนั้นการนําโปรตีนเคราตินจากเสนผมมาใช
ประโยชนจึงนาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการพัฒนาพอลิเมอรธรรมชาติ และนอกจากนี้รายงาน
การวิจัยที่มีการใชเคราตินในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อนั้นมีการใชเคราตินที่สกัดไดจากขนแกะหรือขน
ไกทั้งส้ิน ผูวิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดเคราตินจากเสนผม เพื่อ
นํามาใชประโยชนทางดานการแพทย โดยการศึกษาลักษณะสมบัติของโปรตีนที่สกัดไดและ
ทดสอบความเขากันไดของเคราตินกับเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนม 

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

เพื่อทําการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษย แลวขึ้นรูปเปนแบบตางๆ เพื่อสรางเปนโครงเลี้ยง
เซลล โดยมีวัตถุประสงคจําเพาะดังตอไปนี้ 

1. สกัดเคราตินจากเสนผม โดยหาสภาวะที่เหมาะสมและศึกษาสมบัติของเคราตินที่สกัดได 
2. ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล ศกึษาสมบัติและทดสอบลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล 

1.3 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1. ทางดานงานวิจัย พัฒนาความรูทางดานพอลิเมอรธรรมชาติ โดยรูถึงสภาวะที่เหมาะสม
ในการสกัดและสมบัติเคราตินซึ่งเปนพอลิเมอรธรรมชาติจากเสนผม 

2. ทางดานการแพทยและวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ไดโครงเลี้ยงเซลลจากเคราตินและผลการ
ทดสอบสมบัติทางชีววิทยา 
 3.     ทางดานเศรษฐกิจ เคราตินที่สกัดจากเสนผม สามารถนํามาใชทดแทนหรือใชรวมกับ
พอลิเมอรธรรมชาติชนิดอ่ืนที่มีราคาแพง หรือตองนําเขาจากตางประเทศ ชวยลดตนทุนในการวิจัย
หรือการผลิตผลิตภัณฑดานการแพทย 

1.4 ขอบเขตงานวิจัย 

1.     สกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยและหาสภาวะในการสกัดที่เหมาะสม มีการศึกษาผล
ของเวลาในการสกัด สารเคมีหลักและความเขมขนของสารเคมีหลักที่ใชในการสกัด และวิธีการ
เตรียมวัสดุในการสกัด ที่มีตอผลได (yield) 

2.    ศึกษาสมบัติทางเคมีของโปรตีนที่สกัดได 
3.    ขึน้รูปเคราตินที่สกัดไดดวยวิธีที่เหมาะสมเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบรูพรุน 
4.  ศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางกลของโครงเลี้ยงเซลล ไดแก ลักษณะพื้นผิว

โครงสรางภายใน ลักษณะรูพรุนดวย Scanning electron microscope การดูดซับน้ําและความ
ทนทานตอแรงกด (compression test) 
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5. ทดสอบสมบัติทางชีววิทยาของโครงเลี้ยงเซลล  ไดแก การเขากันไดกับเซลลในสภาวะ
เลียนแบบรางกาย (in vitro biocompatibility) และภายในรางกาย (in vivo biocompatibility) และการ
ยอยสลายทางชีวภาพภายในรางกาย (in vivo biodegradable)  

6. ประเมินศักยภาพของโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากเคราตินที่สกัดจากเสนผม และ
เสนอแนะการปรับปรุงกระบวนการสกัด และการใชงานเคราตินที่สกัดได 

 

 



บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 เคราติน (Keratin) และเสนผม 

 เคราตินเปนโปรตีนแบบเสนใยที่มีขนาดใหญที่สุด  พบมากในผิวหนัง ขนสัตว เสนผม 
หรือ เขาสัตว เปนตน เคราตินหนึ่งโมเลกุลประกอบดวยกรดอะมิโน 18 ชนิด และกรดอะมิโนสวน
ใหญคือกรดอะมิโนซิสเตอีน เนื่องจากกรดอะมิโนซิสเตอีน (C3H7NO2S) มีซัลเฟอรเปน
องคประกอบ และสามารถเกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดระหวางโมเลกุลซิสเตอีนไดมากกวา
โปรตีนชนิดอ่ืน เชน คอลลาเจน เปนตน เคราตินจึงเปนโปรตีนที่ความแข็งแรง เสนใยเหนียว ใน
ผิวหนังเคราตินถูกสรางจากเซลลเคราติโนไซตซ่ึงผลิตเคราตินชนิด soft keratin ในขณะที่เสนผม
และเล็บประกอบดวยเคราตินชนิด hard keratin โดยเคราตินชนิดนี้มีปริมาณซัลเฟอรต่ํา (low-sulfur 
content)  [Alber, KM., 1996] เคราตินแบงออกเปนอยางนอย 30 ชนิดที่แตกตางกัน แตโดยทั่วไป
แบงชนิดเคราตินตามขนาดโมเลกุลและประจุ สามารถแบงออกเปน 2 ชนิด คือ 

1. Type I: มีขนาดเล็กและมีสมบัติเปนกรด  มีขนาดโมเลกุล 40-60 kDa เคราตินชนิดนี้มี
คา Isoelectric point (pI) 4.5-5.1 

2. Type II: มีขนาดใหญกวาชนิดแรก  และมีสมบัติเปนกลาง-เบส  มีขนาดโมเลกุล 55-65  
kDa เคราตินชนิดนี้มีคา Isoelectric point (pI) 6.0-7.2  [Folin, M. และคณะ, 1996]  

เสนใยเคราตินมีเสนผาศูนยกลางประมาณ   10  นาโนเมตร โดยเสนใยเคราตินมีลักษณะเปน
สายพอลิเมอร  ดังรูปที่ 2.1 ในสวน central alpha-helical domain ประกอบดวย subdomains 1A, 1B, 
2A และ 2B โดยเชื่อมตอกันดวยตัวเชื่อม L1, L12 และ L2 ซ่ึงไมไดมีโครงสรางเปนเกลียว  

 
รูปท่ี 2.1 แสดงโครงสรางของเคราติน Type I และ II 

(ที่มา: Alber, KM. Keratin Biochemistry 1996; 14: 309-20.) 
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นอกจากการแบงชนิดเคราตินตามขนาดและประจุแลว อาจแบงชนิดเคราตินดวยลักษณะโครงสราง 
โดยเคราตินมีโครงสรางที่สําคัญ 2 แบบ คือ  

1. แอลฟา-เคราติน (α-keratin) พบในมนุษยและสัตวเล้ียงลูกดวยนมชนิดอื่นๆ ในเสนผม
หรือเขาสัตว สายพอลิเพปไทดแอลฟา-เคราตินสามารถพันเกลียวเขาดวยกัน ดังรูปที่ 2.2 (ก) เกิด

เปนโครงสรางที่เรียกวา α-helix ระยะหางระหวางเกลียวมีขนาดเทากัน โดยมีคาเทากับ 5.4 โดย
สวนหัวและสวนหางของสายโครงสรางไมเปนเกลียว  สวนหัวมีหมูอะมิโน (amino) สวนหางมีหมู
คารบอกซิลิก (carboxylic) ซ่ึงลําดับกรดอะมิโนในสวนปลายทั้งสองดานสามารถเปลี่ยนแปลงได 
แตในสวนกลางของสายโพลีเพปไทด  (α-helix rod domain) มีลําดับกรดอะมิโนที่แนนอน  โดย
ประกอบดวยกรดอะมิโน 310   amino acid residue เมื่อสายโพลีเพปไทดของแอลฟา-เคราตินพันกัน
เกิดเปนเกลียว (α-helix) สามารถเชื่อมตอกันเกิดเปนโครงสรางใหมที่เรียกวา protofilament โดย 
protofilament  สองสายเชื่อมตอกัน เกิดเปน protofibril [รูปที่ 2.2 (ข)] และ protofibril 4 สาย พัน
รวมกันเกิดเปนโครงสราง microfibril [รูปที่ 2.2 (ค)]         

0

A

        

(ก) (ข) (ค)  

 
รูปท่ี 2.2 แสดงโครงสรางของแอลฟา-เคราติน  

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

(ที่มา: Kyte, J., Structure in protein chemistry, Garland Publishing 1995) 
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 2. เบตา-เคราติน (β-keratin) พบในนกและสัตวเล้ือยคลาน มีโครงสรางเปนแบบแผนพับ
หรือเรียกวาเบตาชีท (beta sheet) ซ่ึงเบตา-เคราตินมีความแข็งแรงกวาแอลฟา-เคราติน   

ในเสนผมของมนุษยมีปริมาณเคราตินประมาณ 65-95% ของน้ําหนักผมทั้งหมด และในขน
สัตวปก  เชน  ขนนกมีปริมาณเคราตินประมาณ  90% ของน้ําหนักทั้งหมด เสนผมเปนสวนที่เจริญ
ออกมาจากผิวหนังในสัตวเ ล้ียงลูกดวยนม  ชวยรักษาอุณหภูมิของรางกายใหคงที่  เสนผม
ประกอบดวยเซลลที่ตายแลว ภายในเสนผมมีไขมัน น้ํา แรธาตุ เมลานินและเคราติน องคประกอบ
ตางๆ และปริมาณกรดอะมิโนแตละชนิดภายในเสนผมมนุษยแสดงดังตารางที่ 2.1 และ 2.2 
ตามลําดับ เคราตินเปนโปรตีนที่องคประกอบหลักคือกรดอะมิโนซิสเตอีน (ตารางที่ 2.2) ซ่ึงทําให
โมเลกุลเคราตินสามารถสรางพันธะไดซัลไฟดภายในโมเลกุลและระหวางโมเลกุลของเคราตินได 
จึงทําใหเสนผมมีความแข็งแรงและเหนียว นอกจากนี้เคราตินมีลําดับกรดอะมิโน RGD (Arginine-
Glycine-Aspartic acid) และ LDV (Leucine-Aspartic acid-Valine) (แสดงดังรูปที่ 2.3) ซ่ึงเปน
บริเวณที่เซลลสามารถยึดเกาะไดดี โดยลําดับกรดอะมิโน RGD และ LDV พบมากใน extracellular 
matrix protein เชน fibronectin เปนตน [Tachibana, A. และคณะ, 2002] 

ตารางที่ 2.1 แสดงองคประกอบตางๆ ภายในเสนผมมนุษย 

องคประกอบ ปริมาณ 
ธาตุ คารบอน 45%, ออกซิเจน 28%, ไนโตรเจน 15%, ไฮโดรเจน 7%, 

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

กรดอะมิโน ประกอบดวยกรดอะมิโน 20 ชนิด สวนใหญประกอบดวยกรดอะมิโน
ซิสเตอีน 

โปรตีน 1. high-sulpher 80-100% 2. low-sulpher 20% โดยประกอบดวย a-helix 
10% 

ไขมัน 5% (คลอเรสโตรอล, กรดไขมัน polar lipid เปนตน) 
น้ํา 12% ของน้ําหนักผม 

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

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

ตารางที่ 2.2 แสดงปริมาณกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ภายในเสนผมของมนุษย 

ปริมาณ (%) 
Amino acid residue 

เสนผมมนุษย เคราตินจากเสนผมมนุษย 
Alanine 3.7-4.15 4.55 
Arginine 4.92-5.10 5.79 

Aspartic acid 4.56-5.00 4.94 
Cysteine 0.35-0.41 17.8 

Glutamic acid 10.26 11.40 
Glycine 10.82 6.38 

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

Methionine 0.21-.37 0.58 
Phenylalanine 1.29-1.43 1.60 

Proline 6.15-6.83 8.44 
Serine 9.86-11.01 11.70 

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

(ท่ีมา: Wolfram, L.J., J Am Acad Dermatol 2003; 48: 106-114 และ Gillespie, J.M. และ Frenkel, 
M.J., Comp. Biochem. Physiol. 1974; 47B: 339-346) 
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โครงสรางผมประกอบดวยสามสวนหลัก คือ 
1. คิวติเคิล (Cuticle) คือเปลือกนอกของเสนผม โดยประกอบดวยเซลลรูปรางแบน

เรียงตัวซอนกัน 6-8 ช้ัน ตั้งแตรากผมจนถึงปลายเสนผม  
2. คอรเทคซ (Cortex) เปนชั้นถัดจากชั้นคิวติเคิล โครงสรางภายในคอรเทคซ

ประกอบดวยเซลลรูปกระสวยซึ่งเปนเซลลที่ตายแลว (spindle-shaped cells) เรียงตัวแนนตาม
แนวแกนเสนผม คอรเทคซประกอบดวยเม็ดสีและโปรตีน ไดแก เคราติน โดยเคราตินในเสนผม
มนุษยอยูที่ช้ันนี้ทั้งหมด โปรตีนในชั้นคอรเทคซแบงออกเปน 2 ชนิดคือ 

2.1 High-sulpher protein ขนาดโมเลกุลเล็ก 
2.2 Low-sulpher protein ขนาดโมเลกุลใหญและโปรตีนมีโครงสรางเปนเสนใย 
เม็ดสีที่พบในผมมนุษย คือ ยูเมลานิน (eumelanin) ซ่ึงแสดงสีน้ําตาลถึงสีดํา และฟโอเมลา

นิน (pheomelanin) ซ่ึงแสดงสีบลอนดหรือสีแดง สําหรับผมขาวนั้นเกิดจากการขัดของในการสง
ถายเม็ดสีจากเมลาโนไซต (melanocyte) ไปยังเคราติโนไซต ผมสีเขมจะมีปริมาณกรดอะมิโนซิสเต
อีนมากกวาผมสีออน [Akhtar, W. และคณะ, 1997]  

3. เมดุลลา (Medulla) เปนชั้นในสุดของเสนผม ซ่ึงไมพบในสัตวช้ันต่ํา ในมนุษยเม
ดุลลาอาจมีโครงสรางที่ตอเนื่องกันหรือขาดเปนทอนๆ ดังรูปที่ 2.4  
 

                  

                                               รูปท่ี 2.4 โครงสรางของเสนผม 
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2.2 การสกัดเคราติน 

 การสกัดเคราตินจากเสนผม หรือขนสัตว ทําโดยการทําลายพันธะไดซัลไฟดระหวาง
โมเลกุลของเคราติน โดยสารเคมีหลักที่ใชคือ urea, thiourea, 2-Mercaptoethanol (2-ME) และ SDS 
(sodium dodecyl sulfate)  ซ่ึง urea และ thiourea ทําหนาที่ทําลายพันธะไฮโดรเจนภายในและ
ระหวางโมเลกุลของโปรตีน และ 2-ME มีสมบัติเปนตัวรีดิวซ ทําลายพันธะไดซัลไฟดภายใน
โมเลกุลของเคราติน SDS เปน surfactant ชวยใหสารละลายเคราตินเสถียร ไมเกิดการตกตะกอน
ของโปรตีน การสกัดเคราตินสามารถสกัดไดจาก 2 ปฏิกิริยา คือ 

1. ปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (oxidation reaction) โดยตัวรีดิวซที่นิยมใช ไดแก สารจําพวก
ไธออล เชน Thioglycolic acid, dithiothreitol (DTT), 2-mercaptoethanol ตัวอยางกลไกการ
เกิดปฏิกิริยาในการสกัดโดยใช 2-mercaptoethanol แสดงดังรูปที่ 2.5   

           

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

      2Protein-CH2-SH + HOCH2CH2S-SCH2CH2OH 

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

นอกจากนี้สามารถสกัดโดยใช sodium sulphite (Na2SO3)หรือ sodium metabisulfite 
(Na2S2O5) เกิดปฏิกิริยาที่เรียกวา Sulfitolysis ในการทําลายพันธะไดซัลไฟดของโมเลกุลเคราตินได
เชนกัน โดยพันธะไดซัลไฟดของซิสเตอีนถูกตัดดวย sulphite (SO3

2-) เกิดเปนสารประกอบพวกไธ
ออล (-SH) และ สารพวก S-Sulfonate (S-sulfo เคราติน) หรือเรียกวา Bunte salt กลไกการ

เกิดปฏิกิริยาแสดงดังรูปที่ 2.6 

           (Bunte salt) 

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

2-  

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

 

รูปท่ี 2.6 กลไกการสกัดเคราตินดวยปฏิกริิยาซัลฟโตไลซิส โดยใช sodium sulphite 



 
 

 

10 

2. ปฏิกิริยารีดักชั่น (reduction reaction) ตัวออกซิไดซที่ใชไดแกสารประเภท 
peracids เชน performic และ peracetic acid เปนตน หรืออาจใชสารประเภท peroxide เชน 
hydrogen peroxide เปนตน โดยเกิดสารประกอบประเภท sulfonic acid (SO2

-)  กลไกการ
เกิดปฏิกิริยาแสดงดังรูปที่ 2.7 

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

-  
                                            

                 Protein-CH2S-SCH2-Protein +   HO-OH  

รูปท่ี 2.7 กลไกการสกัดเคราตินดวยปฏิกริิยาออกซิเดชนั โดยใช hydrogen peroxide 

 จาก Pharmaceutical patent (US6,544,548) ป ค.ศ. 2003 เสนอวิธีการสกัดเคราตินจากเสน
ผมดวยปฏิกิริยารีดักชั่น โดยใชตัวออกซิไดซคือ peracetic acid ที่ความเขมขน 1- 32% (w/v) และ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิและเวลาในการสกัดตั้งแต 0-1000C และ 0.5-24 ช่ัวโมง แตวิธีที่ดีที่สุดคือ สกดั
ดวย  peracetic acid 2% (w/v) เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 1000C  ไดผลิตภัณฑคือ cysteic acid 
residue ซ่ึงประกอบดวย sulfonic group (SO2

- ) ซ่ึงมีสมบัติเขากันไดกับน้ํา (hydrophilic) และ
สามารถสรางพันธะไอออนิกกับสารที่มีประจุบวกได [Cherly, R. และคณะ,2003] 

การสกัดเคราตินจากขนสัตวได yield อยูในชวง 4-6.5 %(wt) การสกัดเคราตินจากเสนผม
ได yield 24 %(wt) แตเมื่อเพิ่มสาร thiourea ในการสกัดได yield 67 %(wt) และการสกัดเคราตินให
อยูในรูป S-sulfo โดยใชวิธีซัลฟโตไลซิส (sulfitolysis) ดวยสาร sodium metabisulfite (Na2S2O5) 
เพื่อปองกันเคราตินที่สกัดถูกออกซิไดซดวยอากาศ เกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดขึ้นอีกครั้ง ซ่ึงได 
yield 5 %(wt) [Katoh, K. และคณะ, 2004] ดังตารางที ่2.3 
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ตารางที่ 2.3 แสดงวิธีการสกัดเคราตินที่สภาวะตาง ๆ  

วัตถุดิบและสารเคมี สภาวะ 
Yield 

(%wt/wt) 
ท่ีมา 

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

600C, 5 hr 4ก Tachibana, 
A. (2002) 

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

500C, 16 hr 6.5ก Tanabe, T. 
(2002) 

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

Conventional 
method: 24ข  

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

500C, 24 hr 
  

Shindai 
method : 67ข

Nakamura, 
A. (2002) 
  

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

1000C, 30 
min 

5ก Katoh, K. 
(2004) 

หมายเหตุ: วิเคราะหโปรตีนโดยใช ก) Lowry method ข) Bradford method  

2.3 การทดสอบสมบัติของเคราติน 

 2.3.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน   
 Lowry’s method เปนวิธีวิเคราะหปริมาณโปรตีนที่นิยมกันมาก โดยใชเทคนิควัดคาการ
ดูดกลืนแสง (colorimetric assay) โดยคาการดูดกลืนแสงแปรผันตามความเขมขนของโปรตีน 
สามารถวัดคาการดูดกลืนแสงที่ชวงความยาวคลื่น 500-750 นาโนเมตร โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นสรุป
ไดดังนี้ 

1. ปฏิกิริยา Biuret reaction ซ่ึงเกิดปฏิกิริยารีดักชั่น Cu+2 เปน Cu+1  

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

 Cu2+ ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดทําปฏิกิริยากับพันธะเพปไทดเกิดสีน้ําเงินแกมมวง 
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2. ปฏิกิริยาขั้นที่สองคือ Cu+1 รีดิวซ Folin-Ciacalteu reagent (phosphomolybdate และ 
phosphotungstate) ใหสีน้ําเงินแกมเขียว  

                                   Folin reagent + Cu1+-complex → reduced Folin reagent 

สารละลาย Folin-Ciocalteu ซ่ึงเปนสารประกอบเชิงซอนกับเกลือ ทําปฏิกิริยากับหมูอะมิ
โนไทโรซีนและทริปโตเฟน เกิดสารละลายสีน้ําเงินเขมแกมเขียวข้ึน [Lowry, O.H. และคณะ, 
1951] 

  สําหรับในการทดลองนี้เมื่อทําการวิเคราะหแลวสรางกราฟมาตรฐาน (Standard curve) ซ่ึง
แสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขน การสรางกราฟมาตรฐานทําไดโดย
วัดคาการดูดกลืนแสงของโปรตีนที่ทราบความเขมขนแนนอน โดยใช bovine serum albumin 
(BSA) จากนั้นเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงของสารละลายเทียบกับคาการดูดกลืนแสงของ
โปรตีนอางอิงที่ทราบความเขมขน 

  ขอดี 
1. สามารถทดสอบไดในชวงความเขมขนกวาง คือ 2-100 ไมโครกรัม 
2. สามารถทําการทดสอบที่อุณหภูมิหองได สะดวก รวดเร็ว 
3. สารเคมีที่ใชวิเคราะหราคาถูก 
ขอเสีย 
1. อาจเกิดความคลาดเคลื่อนได เนื่องจากมีสารที่สามารถรบกวนการวิเคราะหได 
2. ในการเตรียมสารที่ใชวิเคราะห โดยเฉพาะ copper ในสารละลายเบสตองทําการเตรียม

ใหมทุกครั้งที่ทําการวิเคราะห เนื่องจากเมื่อเก็บไวนานจะเกิดสารพวกคารบอเนต ซ่ึง
จะทําใหการวัดคาการดูดกลืนแสงคลาดเคลื่อนไป 

3. การวิเคราะหนั้นไวตอแสงมาก ดังนั้นควรเก็บสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหใหพน
แสง 

 2.3.2 การวิเคราะหโครงสรางของเคราตินโดยวิธีรามานสเปคโตรสโกป (Fourier 
Transform Raman Spectroscopy) 

 เทคนิครามานสเปคโตรสโกปสามารถใชในการวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของสาร เชน 
สารตัวอยางประกอบดวยพันธะระหวางธาตุชนิดใดบาง โดยใชหลักการกระเจิงของแสง โดยสอง
ลําแสงพลังงานสูงผานสารตัวอยาง จะเกิดการกระเจิงของแสงไปในทุกทิศทาง ในป 1928 นัก
ฟสิกสชาวอินเดีย C.V.Raman ไดคนพบวา ลําแสงที่สองผานสารตัวอยางจะมีความยาวคลื่น
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เปลี่ยนไปสวนหนึ่ง เนื่องจากเกิดการกระเจิงของแสง และนอกจากนี้ยังพบวาความยาวคลื่นที่
เปลี่ยนแปลงไปจะแตกตางกันไปตามโครงสรางทางเคมีของโมเลกุลของสารตัวอยางอีกดวย  
 สําหรับเทคนิครามานสเปคโตรสโกปนั้นคลายกับเทคนิคอินฟาเรดสเปคโตรสโกปคือวัด
การสั่นของโมเลกุลนั่นเอง  ตางกันตรงที่หมูที่จะเกิด Raman active และ Infrared active บางครั้งใน
การใชวิเคราะหสารตัวอยางอาจใชเทคนิครามานสเปคโตรสโกปวิเคราะหไดดีกวาอินฟราเรดสเปค
โตรสโกป ในขณะที่สารตัวอยางบางตัวเหมาะที่จะใชเทคนิคอินฟราเรดสเปคโตรสโกปวิเคราะห 
ขอดีที่สําคัญของเทคนิครามานสเปคโตรสโกปคือ น้ําไมรบกวนการวิเคราะหเหมือนดังเชนเทคนิค
อินฟราเรดสเปกโตรสโกป เราสามารถใชเทคนิครามานวิเคราะหสารตัวอยางที่เปนสารละลาย จึง
เปนเทคนิคที่สําคัญสําหรับทางชีววิทยาและการศึกษาเกี่ยวกับมลพิษทางน้ํา 
 ในป 1997 W. Akhtar และคณะไดใชเทคนิครามานสเปคโตรสโกป ในการศึกษาเสนผม
ของมนุษยในสภาวะตาง ๆ คือ ผมธรรมชาติและผมกัดสีดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด [Akhtar, W. 
และคณะ, 1997] โดยใชเคราตินเปนขอมูลอางอิงสําหรับวิเคราะหเสนผม ดังรูปที่ 2.8                   

 

Amide I 
ν(C-C) 

ν(C-S) 

Amide III 

Amide A, B 

Wavenumber (cm-1) 

รูปท่ี 2.8 FT-Raman spectrum ของเคราติน; λ 1064 nm, 100 mW, 400 scans ที่ 4 cm-1 resolution 
                                (ที่มา: Akhtar, W. Spectrochem Acta Part A 1997; 53:1021-31.1997)  

 

 



 
 

 

14 

พิจารณาสเปกตรัมของเคราติน พบพีคที่แสดงการสั่นของแตละพันธะดังตอไปนี้ 
1. Amide A และ B: แสดงการสั่นของพันธะ N-H ซ่ึงพบพีค (doublet) ที่เลขคลื่น 

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

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

1,200-1,400 cm-1 
5. ที่เลขคลื่นในชวง 1,000-1,150 cm-1 แสดงการสั่นแบบยืดของพันธะ C-C (skeletal 

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

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

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

8. พันธะไดซัลไฟด ในโปรตีนพันธะไดซัลไฟดเกิดจากการสรางพันธะระหวาง
โมเลกุลซิสเตอีน  ซ่ึงจะพบการสั่นที่บริเวณ 500-550 cm-1 

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

จากขอมูลสเปกตรัมของเคราตินเมื่อวิเคราะหดวยเทคนิครามานสเปกโตรสโกป W. Akhtar 
และคณะ ศึกษาเสนผมที่ผานกระบวนการกัดสีเปรียบเทียบกับเสนผมธรรมชาติ โดยผลการ
วิเคราะหดวยเทคนิครามานสเปกโตรสโกปแสดงดังรูปที่ 2.9  
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ν(C-S) ν(C-S) 
ก 

ข 

ν(S -S) 

ง 

ค 

Wavenumber (cm-1) 

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

 สเปกตรัมที่ชวงเลขคลื่นต่ํากวา 750 cm-1 แมจะมีความเขมต่ําแตสามารถใชบงบอกลักษณะ
ที่สําคัญไดแกพันธะ C-S และ S-S ซ่ึงเทคนิคอื่นไมสามารถวิเคราะหไดชัดเจน โดยจากการศึกษา
ของ W. Akhtar และคณะ พบวา สเปคตรัมเคราติน (รูป 2.8 ค.) เกิดพีคที่มีความเขมแตกตางกับ
สเปกตรัมของเสนผม (รูป 2.8 ก.) ที่เลขคลื่น 625 และ 648 cm-1 ซ่ึงแสดงการสั่นของพันธะ C-S 
นอกจากนี้ที่เลขคลื่นในชวง 500-550 cm-1 บอกการสั่นของพันธะเชื่อมระหวางกรดอะมิโนซิสเตอีน 
(CS-SC) ซ่ึงพบทั้งสเปคตรัมของเสนผมและเคราติน โดยสเปกตรัมพบการสั่นของ CS-SC ที่เลข
คล่ืนเทากับ 506 และ 529 cm-1  และเคราตินที่เลขคลื่นเทากับ 515 และ 535 cm-1  

2.3.4 การวิเคราะหขนาดโมเลกุลของโปรตีน โดยใช Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) 

 SDS-PAGE เปนเทคนิคที่ใชวิเคราะหขนาดโมเลกุลของโปรตีนดวยวิธีอิเล็คโตรโฟรีซิส 
โดยใช SDS หรือ Sodium dodecyl sulfate ซ่ึงมีประจุลบทําหนาที่จับโปรตีนในอัตราสวน SDS 1 
โมเลกุลตอกรดอะมิโน 2 ตัว ทําใหโปรตีนมีประจุสุทธิเปนลบ เปนสัดสวนกับจํานวนกรดอะมิโน
ในโปรตีน ใชสารละลายบัฟเฟอรเปนวัฏภาคเคลื่อนที่  ดังนั้น เมื่อทําอิเล็กโตรโฟรีซิสสามารถ
คํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนเทียบกับอัตราการเคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนตัวอยางกับ
อัตราการเคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนมาตรฐาน อัตราการเคลื่อนที่สัมพัทธคือสัดสวนของอัตรา
การเคลื่อนที่ของโปรตีนกับอัตราการเคลื่อนที่ของ Bromphenol blue [Grabski, A. และคณะ, 
มหาวิทยาลัย Wisconsin-Madison]  
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 เคราตินที่สกัดจากเสนผมมนุษยเมื่อนํามาวิเคราะหดวยเทคนิค SDS-PAGE พบวา การสกัด
เคราตินดวย urea และ thiourea สามารถสกัดไดเคราตินเสนใย (microfibril keratin) มีขนาดโมเลกุล 
40-60 kDa และขนาดโมเลกุลเล็ก 10-20 kDa และสวนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ 110-115 และ 125-
135 kDa ในขณะที่การสกัดเคราตินดวย urea พบเคราตินที่มีขนาดโมเลกุล 40-60 kDa เทานั้น 
[Nakamura, A. และคณะ, 2002] แสดงดังรูปที่ 2.10 

                                                           
รูปท่ี 2.10 วิเคราะหเคราตินดวย SDS-PAGE 

1.สกัดเคราตินดวยสารละลาย urea และ thiourea 2. สกัดเคราตินดวยสารละลาย urea 
(ที่มา: Nakamura, A. และคณะ, 2002) 

2.4 การขึ้นรูปเคราติน 

 จากการศึกษาผลงานวิจัยตางๆ พบวา เมื่อสกัดเคราตินจากขนสัตว เชน ขนแกะและขนไก
ดวยวิธีใดก็ตาม จากนั้นนักวิจัยทําการขึ้นรูปเคราตินที่สกัดไดเปนหลายรูปแบบ เชน  แผนฟลม เม็ด
ขนาดตางๆ หรือฟองน้ํา เปนตน แลวนําไปใชงาน โดยการขึ้นรูปในแตละแบบนั้น จะมีประโยชน
หรือการนําไปใชที่แตกตางกันไป  

 การขึ้นรูปมีสามลักษณะ คือ 

 2.4.1. แผนฟลม 

 จากงานวิจัยตางๆ ที่มีการขึ้นรูปเคราตินเปนแผนฟลม โดยมีการขึ้นรูปดวยวิธีตางๆ กัน 
เชน การใชความดันอัดเคราตินใหเปนแผนฟลม  [Katoh, K. และคณะ, 2004] หรือการเทสารละลาย
ลงบนพิมพ (cast) และอบใหแหง เปนตน โดยในป 2002 Tanabe, T. และคณะ ปรับปรุงแผนฟลม
เคราตินใหมีสมบัติเชิงกลดีขึ้นโดยการผสมเคราตินกับไคโตซาน เนื่องจากแผนฟลมเคราตินมี
สมบัติเชิงกลต่ํา เปราะบาง โดย Tanabe และคณะสกัดเคราตินจากขนแกะ (corriedale) และผสมกับ
ไคโตซานในสารละลายกรดอะซีติก 75% และขึ้นรูปฟลมโดยเทสารละลายผสมลงในแมพิมพและ
อบที่อุณหภูมิ 500C 24 ช่ัวโมง เมื่อทดสอบสมบัติเชิงกลของฟลมพบวา ไคโตซานชวยใหแผนฟลม
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เคราตินแข็งมากขึ้นแตไมชวยเพิ่มความยืดหยุนใหแกแผนฟลม เมื่อเพิ่มไคโตซาน 30%(wt) ฟลมมี
คา ultimate strength ประมาณ 27 MPa คา ultimate elongation 5% และคา Young’s modulus 310 
MPa ในขณะที่แผนฟลมเคราตินไมสามารถทดสอบได 

ในป ค.ศ. 2004 K. Katoh และคณะ หลังจากทําการสกัดเคราตินจากขนแกะ (Merino) ให
อยูในรูป S-Sulfo (Butane salt) เพื่อใหเคราตินที่สกัดไดมีความเสถียรไมถูกออกซิไดซดวยอากาศ
และเกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดอีกครั้ง โดยใชวิธี Sulfitolysis [Katoh, K. และคณะ, 2004] 
จากนั้นขึ้นรูปฟลมโดยนําสารละลายเคราตินที่สกัดไดทําใหเปนผงดวยวิธี spray drying จากนั้นนํา
ผงเคราตินละลายในสารละลายผสมระหวางน้ํากับเอธานอล จากนั้นเทสารละลายผสมที่ไดลง
แมพิมพแลวอัดความดัน 5 MPa 5 นาที และอัดที่ 10 MPa 50 นาที ที่อุณหภูมิ 70-1600C เมื่อนําไป
ทดสอบสมบัติเชิงกลพบวา เมื่ออัดความดันที่อุณหภูมิ 1200C ใหแผนฟลมที่มีสมบัติเชิงกลดีที่สุด 
โดยมีคา Young’s modulus 1218 MPa และคา ultimate strength 27.8 MPa  

ในปเดียวกัน T. Tanabe และคณะ ขึ้นรูปสารละลายเคราตินที่สกัดไดจากขนแกะ 
(Corriedale) เปนแผนฟลมเชนกัน โดยข้ึนรูปแผนฟลมดวยการเติมสารเชื่อมโยงพันธะประเภทไดอี
พอกซี (diepoxy) ไดแก ethylene glycol diglycidyl ether (EGDE) และ glycerol diglycidyl ether 
(GDE) [Tanabe, T. และคณะ, 2004] เพื่อเพิ่มความเหนียวและแข็งแรงใหกับแผนฟลม โดยเติมสาร
เชื่อมโยงพันธะในสารละลายเคราตินที่สกัดได จากนั้นเทสารละลายลงบนแมพิมพและอบที่
อุณหภูมิ 500C ไดแผนฟลมและนําไปทดสอบสมบัติเชิงกลพบวา เมื่อเติมสารเชื่อมโยงพันธะ 30 
มก. ทําใหแผนฟลมเหนียวที่สุด โดยมีคา ultimate elongation เทากับ 14%  ในขณะที่แผนฟลมเครา
ตินไมสามารนํามาทดสอบได และแผนฟลมเคราตินผสมไคโตซานซึ่งมีคา ultimate elongation 
เทากับ5% [Tanabe, T. และคณะ, 2002] 

 2.4.2 ฟองน้ํา (Sponge) 

 ในป ค.ศ. 2002 A. Tachibana และคณะ สรางโครงเลี้ยงเซลล โดยข้ึนรูปสารละลายเคราติน
ใหมีรูพรุนลักษณะคลายฟองน้ํา โดยใชเทคนิคการทําใหแหงโดยการใชความเย็น (lyophilization) 
หลังจากนําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -200C เปนเวลา 3 วัน จะไดโครงเล้ียงเซลลแบบฟองน้ําที่มีความ
เสถียร ไมเปลี่ยนรูปรางเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิ 600C เปนเวลาหลายชั่วโมง และศึกษา
โครงสรางภายใน  พบวามีความเปนรูพรุนดี โดยมีขนาดรูพรุนประมาณ  100 ไมโครเมตร 
[Tachibana, A. และคณะ, 2002] 
 ในปค.ศ. 2004 K. Katoh และคณะ ใชเทคนิค CM/PL หรือ compression-
molding/particulate-leaching ในการสรางโครงเลี้ยงเซลล S-sulfo keratin แบบฟองน้ํา โดยสามารถ
ควบคุมขนาดของรูพรุนและความพรุนได โดยสกัด S-Sulfo keratin จากขนแกะแลวทํา spray-dried 



 
 

 

18 

ได S-Sulfo keratin powder แลวผสมดวยยูเรียและ sieve NaCl-paticulate แลวขึ้นรูปโดยอัดความ
ดันที่อุณหภูมิสูงกวาจุดหลอมเหลวของยูเรีย จากนั้นกําจัดเกลือและยูเรียจะไดโครงเลี้ยงเซลลที่มีรู
เชื่อมตอกัน ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลคือ นอยกวา 100 ไมโครเมตร, 100-300 ไมโครเมตร
และ 300-500 ไมโครเมตร มีความเปนรูพรุนสูงถึง 90%  โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นมีความแข็งแรง
และไมละลายในน้ํา ไมมีการบวมน้ําที่ pH 7.4 และ 9.1 แตจะเกิดการบวมน้ําหรือละลายไดใน
สารละลาย 2-mercaptoethanol  การที่มีสมบัติไมละลายในน้ําทําใหเปนขอดีของเคราตินมากกวา
การผลิตจากคอลลาเจนเพราะคอลลาเจนละลายในน้ําถาไมมีการ crosslink ดวยรังสีอัลตราไวโอเล็ต 
หรือเติมสารเคมีที่มักเปนพิษตอเซลล โครงเล้ียงเซลลจากเคราตินขางตนสามารถนําไปเลี้ยงเซลลได
และยอยสลายไดทั้งในสิ่งมีชีวิตและในการทดลอง จึงเหมาะสมที่จะนําไปประยุกตใชในวิศวกรรม
เนื้อเยื่อและการรักษาบาดแผล [Katoh, K. และคณะ, 2004]  

 2.4.3 ไมโครแคปซูล (Microcapsule) 

 ในป ค.ศ.1997  Yamauchi และ Khoda ขึ้นรูปเคราตินใหมีลักษณะเปนเม็ด โดยการใชคลื่น
เสียง (sonication) นําสารละลายเคราตินที่สกัดไดที่มีตัวทําละลายอินทรีย เชน โทลูอีนและไซลีน 
ทําโซนิเคตสารละลาย จะไดเม็ดเคราตินขนาดเสนผาศูนยกลาง 2-10 มิลลิเมตร ผนังหนา 0.05-0.1 
มิลลิเมตร เมื่อนําน้ํามัน ไขมันและสีตาง ๆ ละลายในตัวทําละลาย พบวาเม็ดเคราตินจะกักไขมัน 
น้ํามันและสีตาง ๆไวขางใน และเม็ดเคราตินเสถียรในน้ําเดือดและตัวทําละลายอินทรียสวนใหญ 
รวมถึง Dimethyl formamide และ Dimethyl sulfoxide โดยเคราตินไมเสียรูปราง แตเม็ดเคราตินจะ
เสียรูปรางเมื่ออยูในสารละลายเจือจางของสารจําพวก Mercaptanol เชน 2-mercaptoethanol และ 
Dithiotheritol [Yamauchi, K. และคณะ, 1997] นอกจากนี้นักวิจัยยังสนใจที่จะนําเม็ดเคราตินเปนตวั
สงถายสารมีฤทธิ์ทางชีววิทยา (biologically active compound)  

2.5 เจลาติน 

 เจลาตินเปนโปรตีนที่ไดจากการนําคอลลาเจนทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Partial hydrolysis) 
จากนั้นผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์และทําใหแหงไดเจลาตินที่มีลักษณะเปนผงสีเหลือง คอลลา
เจนเปนโปรตีนหลักที่พบในเสนเอ็น ผิวหนัง กระดูกและเนื้อเยื่อของสัตวเล้ียงลูกดวยนม เชน วัว
และหมู เปนตน เจลาตินประกอบดวยโปรตีน 90-84%, แรธาตุ 1-2% และน้ํา 8-15% ซ่ึง
องคประกอบของเจลาตินจะแตกตางกันไปขึ้นอยูกับชนิดของคอลลาเจนที่ใชและกระบวนการเกิด
ปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส เจลาตินมีขนาดโมเลกุลเทากับ 100,000 Da โดยเจลาตินประกอบดวยกรดอะ
มิโน 19 ชนิด โดยมีปริมาณกรดอะมิโนไกลซีน, โพรลีนและไฮดรอกซีโพรลีนเปนองคประกอบ
สวนใหญ โดยรายละเอียดปริมาณกรดอะมิโนชนิดตางๆ ในเจลาตินสรุปดังตารางที่ 2.4 ลําดับ
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กรดอะมิโนของเจลาตินโดยทั่วไปคือ –Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-Pro-   โครงสรางของ
เจลาตินแสดงดังรูปที่ 2.11  

 
 
 

  
  

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

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

เจลาตินเปนพอลิเมอรธรรมชาติที่ไดรับความสนใจในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เนื่องจากเจ
ลาตินมีสมบัติที่เหมาะสม คือ สามารถเขากันไดกับเซลลส่ิงมีชีวิต (biocaompatibility) สามารถยอย
สลายได (biodegradable) ไมกอใหเกิดการสรางภูมิคุมกันโรค (nonimmunogenic) และราคาถูก 
โดยทั่วไปเจลาตินแบงออกเปน 2 ชนิด คือ 

 1. Type A หรือเรียก Basic gelatin เจลาตินชนิดนี้ไดจากการผานกระบวนการไฮโดรไลซิส
ดวยกรด เชน กรดไฮโดรคลอริคและกรดซัลฟูริค เปนตน โดยใชคอลลาเจนที่ไดจากหนังหมูเปน
สวนใหญ สมบัติของเจลาตินชนิดนี้ คือ มีคา pI (isoelectric point) ประมาณ 9 เหมาะสําหรับการใช
งานกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนกรด  

 2. Type B หรือเรียก Acidic gelatin ไดมาจากการผานกระบวนการไฮโดรไลซิสดวยเบส
นิยมใชคอลลาเจนจากหนังวัวและกระดูก ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสดวยเบสนี้เกิดปฏิกิริยาที่กลุมเอไมด
ของคอลลาเจนซึ่งจะไดเจลาตินที่มีกลุมคารบอกซิล แสดงถึงเจลาตินชนิดนี้มีประจุเปนลบ เจลาติน 
type B มีคา pI (isoelectric point) ประมาณ 5 เหมาะสําหรับการใชงานกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนเบส  

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

Amino acid residue ปริมาณในเจลาติน (%) 

Glycine 30.50 

Alanine 9.20 

Isoleucine 1.50 

Leucine 3.20 

Valine 2.70 

Serine 2.90 

Threonine 2.20 

Proline 16.30 

Phenylalanine 2.10 

Tyrosine 0.69 

Tryptophan - 

Methionine 0.80 

Cystine 0.09 

Histidine 0.67 

Arginine 8.80 

Lysine 5.10 

Aspartic acid 6.30 

Glutamine acid 11.70 

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

ตารางที่ 2.5 เปรียบเทียบสมบัติของเจลาติน Type A และ B  
  

Property  Type A Type B 

pH 3.8 - 5.5 5.0 - 7.5 

Isoelectric point (pI) 7.0 – 9.0 4.7 – 5.4 

Gel strength (bloom) 50 -300 50 – 300 

Viscosity (cp) 15 -75 20 – 75 

Ash (%) 0.3 -2.0 0.5 – 2.0 

 

 

 

 

 

 

ป ค.ศ. 2003 Young Moo Lee และคณะ ผลิตโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลูแคน (β-
glucan) ที่อัตราสวนตาง ๆ โดยใชเทคนิคทําแหงเยือกแข็ง โครงเลี้ยงเซลลมีรูพรุนเชื่อมตอกัน โดย
ขนาดรูพรุนเฉลี่ยเทากับ 90-150 ไมโครเมตร เมื่อนํามาทดสอบเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast 
พบวา การยึดเกาะของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลูแคนใกลเคียงกับการยึดเกาะ
ของเซลลบนจานเลี้ยงเซลล (polystyrene petri dish) เมื่อเวลาผานไป 2 วัน จํานวนเซลลที่
เจริญเติบโตเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-
กลูแคน ที่อัตราสวน 90/10 wt/wt  าการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลลเพิ่มขึ้นเมื่ออัตราสวน
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ของเจลาตินตอเบตา-กลูแคนเพิ่มมากขึ้น ที่เวลา 48 ช่ัวโมง โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลู
แคนอัตราสวน 90/10 wt/wt มีจํานวนเซลลประมาณ 330,000 เซลล ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลเจ

ลาตินผสมเบตา-กลูแคนอัตราสวน 50/50 wt/wt มีจํานวนเซลลประมาณ 200,000 เซลล [Lee, Y.M. 
และคณะ, 2003]  

ในป ค.ศ. 2005 Young Moo Lee และคณะ สรางโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินโดยใชวิธี salt-
leaching โดยเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่สรางขึ้นดวยเทคนิคทําแหงเยือกแข็ง วิธี salt-
leaching สามารถสรางโครงเลี้ยงเซลลใหมีรูพรุนไดตามที่ตองการ งานวิจัยนี้โครงเลี้ยงเซลลเจ
ลาตินมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยเทากับ 350 ไมโครเมตร ความแข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลล และอัตราการ
ยอยสลายเพิ่มขึ้นเมื่อความพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเพิ่มขึ้น เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินทดสอบ
การเลี้ยงเซลลดวยเซลล human fibroblast เมื่อเวลา 1 สัปดาหผานไป พบวา โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน
ที่สรางดวยเทคนิค salt-leaching เซลลเกาะที่บริเวณรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล ในขณะที่โครงเลี้ยง
เซลลที่สรางดวยเทคนิคทําแหงเยือกแข็งเซลลสวนใหญรวมตัวกันอยูที่บริเวณดานบนและดานลาง
โครงเล้ียงเซลล ที่เวลา 2 สัปดาห เซลลมีการเจริญเติบโตที่ดีและมีเซลลแผซ่ึงแสดงถึงความเขากัน
ไดอยางดี นอกจากนี้โครงเล้ียงเซลลยังไมมีการยอยสลาย การทดลองภายในรางกาย (in vivo) พบวา
มีการเพิ่มจํานวนเซลลและมีการสรางเนื้อเยื่อข้ึนมาใหม [Lee, Y.M. และคณะ, 2005] 

ป ค.ศ. 2007 Lien, S.M. และคณะ ศึกษาวิธีการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินดวย 
glutaraldehyde (GTA) และ genipin (GP) ที่แตกตางกันไดแก วิธีที่ 1 (mixing-crosslinking) ผสม
สารเชื่อมโยงพันธะกับสารละลายเจลาตินและทําแหงเยือกแข็ง วิธีที่ 2 (scaffold-crosslinking) นํา
สารละลายเจลาตินแชเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อใหสารละลายเจลาตินเปนเจล และทําแหง
เยือกแข็ง จากนั้นทําการเชื่อมโยงพันธะโดยการจุมในสารละลายตัวเชื่อมโยงพันธะและทําแหงเยือก
แข็ง และวิธีที่ 3 (gel-crosslinking) คลายคลึงกับวิธีที่ 2 หลังจากที่นําสารละลายเจลาตินแชเย็นที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและเปลี่ยนสภาพเปนเจล จากนั้นนําเจลจุมในสารละลายตัวเชื่อมโยง
พันธะและทําใหแหงเยือกแข็ง   วิธีการเชื่อมโยงพันธะสรุปดังรูปที่ 2.13 Huang, T.G. และคณะ
ศึกษาสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะดวยวิธีตางๆ พบวาโครงสรางของโครง
เล้ียงเซลลเจลาตินที่สรางดวยวิธีที่ 1 มีรูพรุนสม่ําเสมอและเชื่อมโยงกันแตมีขนาดรูพรุนเล็กกวาวิธีที่ 
2 และ 3 เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลทดสอบเลี้ยงเซลล chondrocytes จากขอตอของ Wistar rat และ
วิเคราะหดวยการยอมสี H&E พบวาเมื่อเวลาผาน 9 วัน หลังจากการเพาะเซลล โครงเลี้ยงเซลลที่
เชื่อมโยงพันธะดวย GP มีการสรางคอลลาเจนและ glycosaminoglycan เมื่อผานไป 30 วันหลังจาก
เพาะเซลล พบวาเซลลมีการกระจายทั่วเนื้อเยื่อลักษณะเชนเดียวกับเนื้อเยื่อกระดูก แสดงใหเห็นวา
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โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่สรางดวยวิธีที่ 3 (gel-crosslinking) สามารถประยุกตใชในวิศวกรรม
เนื้อเยื่อกระดูก [Lien, S.M. และคณะ, 2006] 

 
รูปท่ี 2.13 แสดงวิธีการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินดวยเชื่อมโยงพนัธะดวยวิธีตางๆ 

(ที่มา: Lien, S.M. และคณะ, 2006) 

2.6 โครงเลี้ยงเซลล 

 สําหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อ วัสดุและการออกแบบโครงเลี้ยงเซลลเปนสิ่งสําคัญ โครงเลี้ยง
เซลล(Scaffold)หรือ Artificial extracellular matrices (ECM)  คือ วัสดุที่สรางขึ้นชั่วคราวทรงสาม
มิติเพื่อใหเซลลสามารถเจริญเติบโตและสรางเนื้อเยื่อข้ึนใหมได โดยอาจทําการฉีดเซลลเขาไปใน
โครงเล้ียงเซลลและเซลลจะเจริญเติบโตอยูภายในซึ่งตองมีสารอาหารและการควบคุมโมเลกุลท่ีตอง
แพรผานโครงเลี้ยงเซลล (โปรตีนและ growth factor เปนตน) ส่ิงกระตุนทางกายภายและเชิงกล 
อุณหภูมิ ความดันและการขนสงมวลสารตองเหมาะสมกับการงอก  การแบงเซลลและการเกิด
เนื้อเยื่อหรืออวัยวะใหม ในขณะเดียวกันที่เนื้อเยื่อหรืออวัยวะเกิดขึ้นมาใหมนั้น วัสดุที่ใชโครงเลี้ยง
เซลลตองสามารถยอยสลายและไมทิ้งสิ่งแปลกปลอมไวในรางกาย [Peter, X. Ma, 2004] โดยทั่วไป
เรานําโครงเลี้ยงเซลลใชกับผิวหนัง กระดูก ประสาทและตับ เปนตน 
 หลักที่ตองคํานึงในการสรางโครงเลี้ยงเซลลทัว่ๆ ไป คือ  

1. โครงสรางเปนสามมิติ เพื่อเปนโครงสรางค้ําจุนใหเซลลสามารถเจริญเติบโต 
2. มีความเปนรูพรุนสูง โดยมีความเปนรูพรุนมากกวา 90 เปอรเซ็นต 

และรูพรุนตองมีขนาดที่ เหมาะสม  โดยทั่วไปขนาดรูพรุนประมาณ  100-200    
ไมโครเมตร และรูพรุนควรเชื่อมตอกัน (Interconnected pore) เพื่อใหเซลลและเนื้อเยื่อ
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สามารถเจริญเติบโตได สารอาหารและของเสียตางๆ สามารถสงผานภายในโครงเลี้ยง
เซลลไดอยางสะดวก  

3. มีลิแกนดหรือสมบัติทางเคมีสําหรับใหเซลลสามารถยึดเกาะ  เจริญเติบโตและ
เปลี่ยนแปลงรูปรางได 

4. สามารถยอยสลายไดในรางกาย โดยไมทิ้งสารที่เปนพิษไว รางกายสามารถกําจัดได
ตลอดเวลา และมีอัตราการยอยสลายที่เหมาะสมกับอัตราการเกิดขึ้นของเนื้อเยื่อใหม 

5. มีโครงสรางที่แข็งแรงพอสําหรับค้ําจุนเนื้อเยื่อ 
6. ไมเปนพิษตอเซลล 
7. ควรมีสมบัติเพิ่มการเกาะของเซลลและการเจริญเติบโต 

รายละเอียดของโครงเลี้ยงเซลลที่ตองพิจารณาคือ 

2.6.1. ขนาดรพูรุนและความพรุน 

ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลที่จะสรางขึ้นนั้น ขึ้นอยูกับชนิดของเนื้อเยื่อที่เราตองการ
นําไปใช เชน ผิวหนังที่ไดรับบาดเจ็บจากการเผาไหม โครงเล้ียงเซลลที่เหมาะสมกับผิวหนังแท ควร
มีรูพรุนประมาณ 150 ไมโครเมตร และเซลล osteoblast จะสามารถเจริญเติบโตไดดีในโครงเลี้ยง
เซลลที่มีรูพรุนขนาดใหญประมาณ 200-400 ไมโครเมตร สําหรับโครงเลี้ยงเซลลเพื่อใชในการสราง
เนื้อเยื่อกระดูกใหมโดยทั่วไปควรมีขนาดรูพรุนอยางนอย 100 ไมโครเมตร [Chang, B.S และคณะ, 
2000] และโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรุน 150-300 ไมโครเมตรและ 500-710 ไมโครเมตร จะชวยใหเกิด
การสรางเนื้อเยื่อกระดูกไดดีขึ้น[Ishaug, S.L. และคณะ, 1998] ขนาดรูพรุนสามารถแบงออกเปน
สามประเภทคือ 

- Microporous มีขนาดเสนผาศูนยกลางของรูพรุนนอยกวา 2 นาโนเมตร โมเลกุลขนาด
เล็กๆ เทานั้นที่สามารถเคลื่อนที่ผานได 

- Mesoporous ขนาดเสนผาศูนยกลางรูพรุนอยูในชวง 2-50 นาโนเมตร โดยโมเลกุลโปรตีน
ขนาดเล็กสามารถเคลื่อนที่ผานได 

- Macroporous ขนาดเสนผาศูนยกลางรูพรุนใหญกวา 50 นาโนเมตร โดยโมเลกุลโปรตีน
ขนาดใหญและเซลลสามารถเคลื่อนที่ผานได  

สําหรับเสนเลือดจะสามารถแทรกเขาไปในโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนใหญกวา 10 
ไมโครเมตร และเมื่อขนาดรูพรุนและความพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเพิ่มขึ้นจะทําใหอัตราการ
เคล่ือนที่ของโมเลกุลตาง ๆ และเซลลเพิ่มมากขึ้น 

นอกจากนี้ปฏิกิริยาการตอบสนองของเนื้อเยื่อขางเคียงและเซลลที่มีตอโครงเลี้ยงเซลล
ขึ้นอยูกับรูปราง พื้นผิวภายนอกและโครงสรางภายในของโครงเลี้ยงเซลล โดยจากงานวิจัยของ 
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Palsson B. เสนอวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูปรางโคงชวยใหปฏิกิริยาตอบสนองกับเซลลและเนื้อเยื่อดี
ที่สุด [Palsson, B., 2003] โครงเล้ียงเซลลที่ดี โครงสรางของรูพรุนควรเชื่อมโยงกัน เพื่อใหเสนเลือด
สามารถเขาไปหลอเล้ียงเซลลที่เขาไปภายในโครงเลี้ยงเซลลไดทําใหเกิดการสรางเนื้อเยื่อใหมไดดี 
จากงานวิจัยของ Chang และคณะ เสนอวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรุนเชื่อมโยงกันสามารถชวยใหเกิด
การสรางกระดูกไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรุนแบบไมเชื่อมโยงกัน [Chang, B.S. และคณะ, 
2000] 

2.6.2 วัสดุสําหรับสรางโครงเลี้ยงเซลล 

 โครงเล้ียงเซลลสรางดวยวัสดุหลัก 3 ชนิดคือ 
 1. พอลิเมอรธรรมชาติ เชน คอลลาเจน ไกลโคอะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan) แปง 
ไคตินและไคโตซาน เปนตน พอลิเมอรธรรมชาติเปนวัสดุที่เหมาะสมสําหรับการนําไปใชมากกวา
วัสดุชนิดอื่นๆ เนื่องจากมีสมบัติสามารถเขากันไดกับเซลล (biocompatibility) ที่ดี 
 2. พอลิเมอรสังเคราะห เชน polylactic acid (PLA) polyglycolic acid (PGA) และโคพอลิ
เมอร PLGA โดยวัสดุจากพอลิเมอรสังเคราะหถูกนํามาใชกันอยางแพรหลายเปนเวลากวา 20 ป 
อยางไรก็ตาม พอลิเมอรสังเคราะหประเภท poly(α-hydroxy acids) จะปลอยสารที่มีสมบัติเปนกรด
เมื่อผานการยอยสลายดวยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส คา pH ต่ําลงกวา pH ในสภาวะรางกายปกติ ซ่ึงเปน
สาเหตุใหเรงปฏิกิริยายอยสลายของพอลิเมอรนั้นเร็วขึ้น  [Buckley, C. และ O’Kelly, K. ,2004] 
 3. เซรามิคส เชน hydroxyapatite (HA) และ β-tricalcium phosphate (β-TCP) เซรามิคส
นิยมใชกันอยางแพรหลายเชนเดียวกับวัสดุชนิดอื่นๆ เนื่องจากมีสมบัติที่สามารถเขากันไดกับเซลล 
(biocompatibility) และมีสมบัติที่คลายคลึงกับสารประกอบอนินทรียธรรมชาติของกระดูกและฟน 
[Chu, T.M.G., 2002] ขอเสียของเซรามิคสคือ เปราะ มีขอจํากัดในการนําไปใชในงานวิศวกรรม
เนื้อเยื่อ โดยเซรามิคสสามารถทนแรงกดไดดีกวาแรงดึง 

งานวิจัยเกี่ยวกับการเลี้ยงเซลลดวยโครงเลี้ยงเซลลเคราตินสรุปดังตารางที่ 2.7 โดยในป 
ค.ศ. 2002 T. Tanabe และคณะไดทดสอบการเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast ดวยการเคลือบ
สารละลายผสมของเคราตินและไคโตซานในอัตราสวน 1:1 บนจานเลี้ยงเซลล เปรียบเทียบกับการ
เคลือบดวยเคราตินและไคโตซานเพียงอยางเดียว พบวาที่เวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากใสเซลล พบวา
เซลลบนจานเลี้ยงเซลลที่เคลือบดวยเคราตินเพียงอยางเดียวและเคลือบดวยเคราตินผสมไคโตซาน 
(1:1) พบวาเซลลมีรูปรางเปนกระสวย ในขณะที่บนจานเลี้ยงเซลลที่เคลือบดวยไคโตซานเพียงอยาง
เดียวเซลลคงมีรูปรางกลมเซลลมีรูปรางกลม  ที่เวลา 96 ช่ัวโมง เซลลบนจานเลี้ยงเซลลที่เคลือบดวย
เคราตินและไคโตซานมีการเจริญเติบโตอยางหนาแนน แสดงใหเห็นวามีเคราตินผสมไคโตซานมี
คุณสมบัติเปนโครงเลี้ยงเซลลที่ดี [Tanabe, T.และคณะ, 2002]  
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 และในปเดียวกัน Tachibana A. และคณะ สรางโครงเลี้ยงเซลลแบบรูพรุนจากสารละลาย
เคราตินที่สกัดจากขนแกะ โดยใชเทคนิคทําแหงเยือกแข็ง  ไดโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนเทากับ 
100 ไมโครเมตร เมื่อนําไปทดสอบการเลี้ยงเซลลดวยเซลลไฟโบรบลาสตของหนู (l929 mouse 
fibroblast cells) พบวา ภายในหนึ่งชั่วโมง เซลลสามารถยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลล และเมื่อหนึ่งวัน
ผานไป พบเซลลแผขยายไปพื้นผิวของโครงเลี้ยงเซลล นอกจากนี้เมื่อท้ิงไวเปนระยะเวลา 23-43 วัน 
จํานวนเซลลยังคงที่ ประมาณ 4.2-7.4 ลานเซลลตอโครงเลี้ยงเซลลเสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร 
โดยจํานวนเซลลสูงสุดประมาณ 7.4 ลานเซลล ซ่ึงมากกวาการเลี้ยงเซลลดวยจานปกติ พิจารณา
เซลลที่ยังมีชิวิตอยูบนโครงเล้ียงเซลลในวันที่ 23-43 พบวารูปรางของเซลลยังคงปกติ แสดงใหเห็น
วาโครงเลี้ยงเซลลแบบรูพรุนจากเคราติน สามารถใชเปนโครงเลี้ยงเซลลในชวงระยะเวลาที่ยาวได 
[Tachibana, A. และคณะ, 2002] 

ในป ค.ศ. 2004 K. Katoh และคณะ ไดทดสอบเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสต L929 ของหนู 
ดวยแผนฟลมที่ทําจากเคราตินที่เติมสาร crosslink ประเภทไดอีพอกซี (EGDE) โดย Katoh 
เปรียบเทียบผลการเลี้ยงเซลลของแผนฟลมเคราตินที่เติม EGDE กับแผนฟลมเคราตินและแผนฟลม
เคราตินผสมไคโตซาน พบวาที่เวลา 24 ช่ัวโมงหลังจากการใสเซลล เซลลที่ผิวของแผนฟลมเครา
ติน EGDE มีรูปรางกลม ในขณะที่แผนฟลมที่ทําจากเคราติน เคราตินผสมไคโตซานและไคโตซาน 
จะพบเซลลที่ยืด ขยายตัว แสดงใหเห็นวาฟลมที่ทําจากเคราตินที่เติมสาร crosslink นั้นเซลลเกาะตัว
ไมดีเทาฟลมชนิดอ่ืน และเมื่อ 48 ช่ัวโมงผานไป เซลลที่เล้ียงบนแผนฟลมที่เติมสาร crosslink นั้น 
เซลลยังคงมีรูปรางกลมเชนเดิม ที่เวลา 96 ช่ัวโมง พบวาเซลลมีการเจริญเติบโต แตนอยเมื่อเทียบกับ
แผนฟลมชนิดอื่น แสดงใหเห็นวาแผนฟลมนี้มีคุณสมบัติในการใหเซลลยึดเกาะไดไมดีนัก แตเซลล
สามารถเจริญเติบโตได และในปเดียวกัน Katoh K. และคณะ นําแผนฟลม S-Sulfo keratin ทดสอบ
การเลี้ยงเซลลดวยเซลลไฟโบร บลาสต L929 พบวา เมื่อเทียบกับจานเลี้ยงเซลลที่ไมไดเคลือบสาร
ใดๆ นั้น การยึดเกาะของเซลลบนฟลม S-Sulfo keratin นั้นนอยกวาในสองชั่วโมงแรก เมื่อเวลา 24 
และ 48 ช่ัวโมง เซลลเปลี่ยนรูปรางเปนแบบเข็มและมีการงอกเจริญเติบโตไดอยางดีคลายกับจาน
เล้ียงเซลลที่ไมไดเคลือบสารใดๆ ที่เวลา 96 ช่ัวโมง เซลลแผขยายเต็มจาน แสดงใหเห็นวาฟลม S-
Sulfo keratin นั้นสามารถทําเปนโครงเลี้ยงเซลลที่ดีได [Katoh, K.และคณะ, 2004]  

สรุปผลการนําโครงเลี้ยงเซลลที่มีเคราตินเปนสวนประกอบไปทดสอบการเลี้ยงเซลลดวย
เซลลไฟโบรบลาสต L929 ของหนู ดังตารางที่ 2.6
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ตารางที่ 2.6 แสดงผลการทดสอบการเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast  

สวนประกอบของ
โครงเลี้ยงเซลล 

ลักษณะ
ชิ้นงาน 

วิธีการสกัดเคราติน วิธีการขึ้นรูป 
ทดสอบการเลี้ยงเซลล                   

(L929 mouse fibroblast cell) 
แหลงอางองิ 

 เคราติน+ไคโตซาน ฟลม ขนแกะ(Corridale) 9 g, 
0.26 M SDS, 8M urea, 
1.66 M 2-ME 500C, 16 
h 

ผสมเคราตินและไคโตซาน (1:1) ใน
กรดอะซิติก 75% และเทลงบนจานเลี้ยง
เซลลและอบที่ 500C 24 ชั่วโมง  

สังเกตการยึดเกาะและการเจริญเติบโตดวย
กลองจุลทรรศน พบวาที่ 48 ชม. เซลลมี
รูปรางแบบกระสวย ที่ 96 ชั่วโมง เซลล
เจริญเติบโตเต็มแผนฟลมและมีรูปราง
แบบกระสวย (เซลลเริ่มตน 50,000 เซลล/
โครงเลี้ยงเซลล) 

Tanabe, T. 
และคณะ 
(2002) 

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

นําสารละลายเคราตินแชแข็งที่ -200C 3 
วันและทําการระเหยแหง นําโครงเลี้ยง
เซลลทําปฏิกิริยากับกรดไอโอโดอะซีติก
ใน tris-HCl buffer (pH 8.5) และลาง
ดวย PBS ที่ 600C 1h และลางดวย 70% 
EtOH 1h และลางดวย medium MEM-E 
ที่มี 10% FBS 

เซลลยึดเกาะอยางรวดเร็ว (ที่เวลา 1 ชม.) 
เมื่อเวลาผานไป 23-43 วัน จํานวนเซลล
ประมาณ 4.2-7.4 ลานเซลล (เซลลเริ่มตน 
5000 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล) 

Tachibana, A. 
และคณะ 
(2002) 

หมายเหตุ: SDS คือ sodium dodecyl sulfate และ 2-ME คือ 2-mercaptoethanol 
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สวนประกอบของ
โครงเลี้ยงเซลล 

ลักษณะ
ชิ้นงาน 

วิธีการสกัดเคราติน วิธีการขึ้นรูป 
                      ทดสอบการเลี้ยงเซลล  

 

(L929 mouse fibroblast cell) 
แหลงอางองิ 

เคราติน+ GDE  ฟลม ขนแกะ(Corridale) 9 g, 
0.26 M SDS, 8M urea, 
1.66 M 2-ME 500C, 16 
h 

เติม GDE ลงในสารละลายเครา
ตินผสมใหเขากัน และเทลงบน
พิมพโพลีโพรพิลีน อบที่ 500C 
24 ชม.  

สังเกตการยึดเกาะและการเจริญเติบโตดวยกลอง
จุลทรรศน ที่เวลา 24 ชม. เซลลสามารถยึดเกาะ
ไดและมีรูปรางกลม ที่ 48 ชม. เซลลยังคงมี
รูปรางกลมและที่เวลา 96 ชั่วโมงเซลลมีรูปราง
แบบกระสวยและเจริญเติบโตเต็มแผนฟลม 
(เซลลเริ่มตน 50,000 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล) 

Katoh, K. 
และคณะ
(2004) 

S-sulfo keratin ฟลม ขนแกะ (Merino)150 g, 
SDS 75 g, urea 8 M, 
Na2S2O5 150 g ที่ 
1000C, 30 min 

ละลายผงเคราตินในสารละลาย
ผสมของน้ําและเอทานอล 1:1 
(wt/wt) เทลงแมพิมพสแตนเลส
และอัดความดัน 5 MPa 5 นาที 
จากนั้นอัดความดัน 10MPa 5 
นาที และอบที่อุณหภูมิ 1200C 

สังเกตการยึดเกาะและการเจริญเติบโตดวยกลอง
จุลทรรศนพบวาที่เวลา 2 ชม. เซลลสามารถยึด
เกาะและมีรูปรางกลม ที่เวลา 24 และ 48 ชม. 
เซลลเริ่มมีรูปรางแบบกระสวย และที่ 96 ชม. 
เซลลเจริญเติบโตหนาแนน ประมาณ 400,000 
เซลล   (เซลลเริ่มตน 60,000 เซลล/โครงเลี้ยง
เซลล)  

Katoh, K. 
และคณะ 
(2004) 

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

 Mesenchymal stem cells เปนเซลลตนกําเนิดที่สามารถเปลี่ยนแปลงรูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิด
ตางๆ ได เชน กระดูก, กระดูกออน, เนื้อเยื่อไขมัน, เสนเอ็นและกลามเนื้อ แสดงดังรูปที่ 2.14 MSC 
สามารถแยกออกมาจากไขกระดูก (ภาคผนวก จ), เนื้อเยื่อไขมันและเลือดสายสะดือ (cord blood) 
เปนตน ในป 1995 Lennon และคณะ แยก MSC จากไขกระดูกจาก Fisher F-344 rat อายุ 2-4 เดือน 
[Lennon และคณะ, 1995] เซลล MSC เมื่อนํามาเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลล เซลลยึดเกาะบนจานเลี้ยง
เซลลและเริ่มเจริญเติบโตรวมกันเปนกลุมหรือเรียกวา fibroblastic-like cell cluster (fibroblast 
colony forming units: CFU-F) [Krampera, M. และคณะ, 2006] การควบคุมให MSC เปลี่ยนแปลง
รูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดตาง ๆ สามารถทําไดโดยการใส growth factor และ cytokines เปนตน 
นอกจากนี้การกําหนดใหเซลล MSC เปล่ียนรูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดใดนั้น ขึ้นอยูกับสวนประกอบ
ในอาหารที่ใชเล้ียงเซลล โดยหลังจากการแยก MSC จากไขกระดูกและตองการเลี้ยงเซลล MSC ให
เปลี่ยนแปลงรูปรางเปนเซลลกระดูกควรอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสวนประกอบของ dexamethasone, 
ascorbic acid และ β-glycerolphosphate (osteogenic supplements) [Donzella, E. และคณะ, 2007]  
การเกิดกระดูกตองการโครงเลี้ยงเซลลลักษณะสามมิติเพื่อใหเซลลสามารถเจริญเติบโตและเปลี่ยน
รูปรางได  

 
 

  

                  

รูปท่ี 2.14 แสดงเนื้อเยื่อชนดิตาง ๆ ที่เกิดจากการเปลี่ยนรูปรางของ MSCs 
(ที่มา: Pountos A. และคณะ, 2005) 
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ในป ค.ศ. 2005 Tabata Y. และคณะ สรางโครงเลี้ยงเซลลจากเจลาตินและเติมเบตา-ไตร
แคลเซียมฟอสเฟต (β-tricalcium phosphate: βTCP) ในปริมาณตาง ๆ และนําไปทดสอบเลี้ยงเซลล 
mesenchymal stem cells (MSCs) ที่แยกจาก bone marrow ของหนู (Fisher 344 rat เพศผู อายุ 3 
สัปดาห) เพื่อศึกษาถึงความสามารถในการเปลี่ยนแปลงเปนเนื้อเยื่อกระดูก เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลเจ
ลาตินผสม βTCP ที่อัตราสวนตาง ๆ ซ่ึงมีขนาดรูพรุน 180-200 ไมโครเมตร ความพรุน 96% 
ทดสอบเลี้ยงเซลล MSC ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM ที่มี 15% FCS  พบวาที่เวลา 6 ช่ัวโมงหลังจาก
การใสเซลล พบวาเซลลสามารถเกาะโครงเลี้ยงเซลลที่มี  βTCP อัตราสวนตาง ๆไดดีเทากัน แต
รูปรางของเซลลเปลี่ยนแปลงตามปริมาณของ βTCP เมื่อปริมาณ βTCP มากเซลลมีรูปรางแบน และ
เมื่อเวลาผานไป 1 สัปดาหเซลลสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็ว  เมื่อพิจารณาการเกิดสราง
เนื้อเยื่อกระดูกพบวาโครงเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวย βTCP 50 wt% เกิดการเปลี่ยนแปลงเปนเนื้อเยื่อ
กระดูกมากที่สุด [Tabata Y. และคณะ, 2005] และในป ค.ศ. 2007 Donzelli, E. และคณะ ใชโครง
เล้ียงเซลลคอลลาเจน type I จากบริษัท Gingistat เพื่อเล้ียงเซลล MSC ที่แยกออกจากไขกระดูกของ 
Sprague-Dawley rat เพศเมีย อายุ 10 สัปดาห โดยใสเซลล 1,000,000 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล 
เปรียบเทียบการเลี้ยงเซลลที่ใชอาหารเลี้ยงเซลล (CTRL) และใชอาหารเลี้ยงเซลลที่มีสวนผสมของ 
osteogenic supplement (OS medium) ไดแก dexamethasone, β-glycerolphosphate และ 2-
phosphate-ascorbic acid ผลการวิจัยพบวา การเลี้ยงเซลลดวย OS medium ในวันที่ 7 หลังจากการ
เพาะเซลล เซลลมีการเจริญเติบโตทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนและเซลลเกิดการรวมกันเปน
กลุม (colony)ในขณะที่การเลี้ยงเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลลธรรมดา (CTRL) เซลลเกิดการรวมกัน
เปนกลุมในวันที่ 21 หลังจากการเพาะเซลล และขนาดของกลุมเซลลมีขนาดเล็กวาการเลี้ยงเซลล
ดวย OS medium และผลการวิเคราะห ALP activity assay พบวาการเลี้ยงเซลลใน OS medium มีคา 
ALP สูงกวาการเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลธรรมดา (CTRL) เมื่อทดสอบยอมสีดวย alizarin red 
พบวามีการสะสมของแคลเซียมเพิ่มมากขึ้นในการเลี้ยงเซลลดวย OS medium แสดงใหเห็นวาการ
เล้ียงเซลลใน OS medium ชวยกระตุนให MSC เปลี่ยนแปลงเปนเซลลกระดูกได [Donzella, E. และ
คณะ, 2007]   
 นอกจากการเติมสารตางๆ เชน growth factor หรือ อาหารเลี้ยงเซลลที่มีการเหนี่ยวนําให
เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปราง ของ MSC เปนเนื้อเยื่อชนิดตางๆ เพื่อควบคุมการเปลี่ยนรูปรางของ 
MSC สามารถทําควบคุมการเปลี่ยนรูปรางไดโดยการดัดแปลงหรือปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลใหมี
สมบัติเหมาะสมกับ MSC เชน สมบัติทางเคมีของพื้นผิวโครงเลี้ยงเซลล ซ่ึงสามารถควบคุม
พฤติกรรมของเซลล การยึดเกาะ, รูปรางและการเปลี่ยนแปลงหนาที่เปนเซลลชนิดอื่นๆ โดยพื้นผิว
ของโครงเลี้ยงเซลลควรประกอบดวยหมู methyl (-CH3), hydroxyl (-OH), carboxyl (-COOH), 
amino (-NH2) และ silane (-SH) ซ่ึงหมูเหลานี้พบใน biological system  โดยในป ค.ศ. 2006 Curran, 
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J.M. และคณะ ศึกษาการปรับปรุงพื้นผิว (silane-modified surface) เพื่อควบคุมการยึดเกาะของ 
MSC และการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลชนิดอื่นในสภาวะเลียนแบบรางกาย (in vitro) โดยทดสอบ
เล้ียงเซลล human MSC ดวยจานแกวเพาะเชื้อที่ดัดแปลงหมูที่พื้นผิวไดแกหมู methyl (-CH3), 
hydroxyl (-OH), carboxyl (-COOH), amino (-NH2) และ silane (-SH) พบวาหมู -NH2 และ -SH 
ชวยสามารถกระตุนให MSC เปลี่ยนแปลงเปนเซลลกระดูกออน (osteoblasts) นอกจากนี้หมู -OH   
และ –COOH ชวยให MSC เปลี่ยนแปลงเปน chondrocytes [Curran, J.M. และคณะ, 2006] 
 จาก United States Patent 6,214,369 ป ค.ศ. 2001 Grande และคณะ ใชโครงเลี้ยงเซลลจาก
พอลิเมอรสังเคราะหและพอลิเมอรธรรมชาติเล้ียงเซลล MSC เพื่อซอมแซมกระดูกออน (cartilage) 
หรือกระดูก (bone) โดยการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลลที่มี MSC ลงในกระดูกหรือกระดูกออนที่
เสียหาย พบวา MSC สามารถเปลี่ยนแปลงเปนกระดูกออนและกระดูกได โดยโครงเลี้ยงเซลลที่
เหมาะสมควรมีลักษณะเปนตาขาย (mesh), ฟองน้ํา (sponge) งานวิจัยนี้ใชโครงเลี้ยงเซลลจาก 
polyglycolic acid ลักษณะเปนตาขาย โดยแยก MSC จากกลามเนื้อของกระตาย จากนั้นเลี้ยง MSC 
ในโครงเลี้ยงเซลล polyglycolic acid และฝงโครงเลี้ยงเซลลที่มี MSC ที่กระดูกบริเวณหัวเขาใช
โครงเลี้ยงเซลลที่ไมมี MSC เปนกลุมควบคุม ที่เวลา 6 สัปดาหหลังการปลูกถายกลุมควบคุมเกิด 
fibrocartilage ในขณะที่กลุมทดลองมีเซลลซ่ึงยังไมมีการเปลี่ยนแปลงรูปราง ที่เวลา 12 สัปดาห 
กลุมควบคุมไมมีการเกิด fibrocartilage เพิ่มขึ้น มีการสรางเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) เพิ่ม
มากขึ้นแตไมพบการสรางกระดูก ในขณะที่กลุมทดลองเกิดชั้นของกระดูกออนความหนาเทากับขอ
ตอกระดูกออนพบการสรางกระดูกขึ้นใหม แสดงใหเห็นวาการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลลที่มีเซลล 
MSC สามารถชวยซอมแซมกระดูกและกระดูกออนที่เสียหายได [Grande และคณะ, 2001] 

 



บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 แผนการดําเนินงานวิจัย 
 สรุปแผนการดําเนินงานวิจัย ดังรูปที่ 3.1 

    

     

 

 

 

 

 

 

 

เคราตินจากการสกัดดวย urea, 
2-mercaptoethanol และ SDS 

เคราตินจากการสกัดดวย urea, 
sodium metabisulfite และ SDS 

(S-sulfo keratin) 

ศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมี 

1. วิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry’s method) 

2. รามานสเปคโตรสโกป (FT-RAMAN) 

3. SDS-PAGE 

สกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยและหาสภาวะที่เหมาะสมโดยเปลี่ยนแปลง 
1. เวลา 2. ชนิดและความเขมขนสารเคมี 3. วิธีการเตรียมวัตถุดิบ 

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

 

 

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

 ความเขากันไดกับเซลลในสภาวะเลียนแบบรางกาย : L929 mouse 
fibroblast, Mesenchymal stem cell (MSC) 
 การเขากันไดกับเซลลภายในรางกาย : ยอมสีช้ินเนื้อ 
 การยอยสลายทางชีวภาพในรางกาย: TGA 

 

 

 

 

 

 

วิเคราะหและสรุปผล  

                รูปท่ี 3.1 แสดงแผนการดําเนนิงานวิจยั  
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3.2 วัสดุและอุปกรณ  

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

Hyclone, Utah, USA)  

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

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

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

ของบริษัท Joel รุน JSM 5400, Japan 
41. เครื่อง centrifuge, KUBOTA 

3.3 ระเบียบวิธีการทดลอง 

 3.3.1 การสกัดเคราติน 

วิธีการสกัดเคราตินจากเสนผม ดัดแปลงวิธีการสกัดเคราตินของ T. Tanabe [Tanabe T. 
2004] กอนทําการสกัดเคราตินจากเสนผมนั้น มีขั้นตอนในการทําความสะอาดเสนผมเพื่อลางสิ่ง
สกปรกตาง ๆ และไขมันออกตามวิธีของ Folin [Folin, M. และคณะ, 1996] จากนั้นทําการสกัดเครา
ตินโดยมีขั้นตอนสรุปดังนี้ 

3.3.1.1 ทําความสะอาดผม 
เตรียมผมเปนวัสดุ ตัดใหยาวประมาณ 3 เซนติเมตร ทําความสะอาดโดยแชในไดเอทิล

อีเทอรเพื่อลางไขมัน และลางดวย Triton X-100 เพื่อขจัดสิ่งสกปรก จากนั้นลางดวยเอทานอลและ
น้ํากลั่น ตากใหแหงและตัดเปนชิ้นเล็กๆ รายละเอียดดังตอไปนี้ 

การทําความสะอาดผม 

1. ตัดผมใหยาวประมาณ 3 เซนติเมตร  
2. นําผมแชในไดเอทิลอีเทอรเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อกําจัดไขมันจากเสนผม 
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3. เทไดเอทิลอีเทอรทิ้งและระเหยไดเอทิลอีเทอรที่ตกคางที่อุณหภูมิหอง  
4. ลางผมดวยสารละลาย Triton-X 100 ความเขมขน 1%v/v โดยการปนกวนเปนเวลา 15 

นาที เพื่อกําจัดส่ิงสกปรกตาง ๆ 

5. ลาง Triton-X 100 ออก ดวยน้ํากลั่น 3 คร้ัง คร้ังละ 20 นาท ี

6. ลางผมดวย absolute ethanol เปนเวลา 20 นาท ี

7. ลางผมดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง คร้ังละ 20 นาท ี

8. ตากผมใหแหงและตัดเปนชิน้เล็ก 

วิธีการสกัดเคราติน 

1. นําเสนผมแชในสารละลายผสมของสารเคมีชนิดตางๆ ดังตารางที่ 1 ปนกวนที่อุณหภูมิ 
500C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

2. นําสารละลายเคราตินที่สกัดได หมุนเหวี่ยงดวยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3000 
rpm อุณหภูมิ 250C เปนเวลา 20 นาท ี

3. นําสวนสารละลายใสทําไดอะไลซิสดวยน้ํากลั่น 5 ลิตร เปนเวลา 3 วัน โดยเปล่ียนน้ํา
วันละ 3 คร้ัง ทุกวัน 

4. วิเคราะหปริมาณโปรตีนที่สกัดไดดวยวิธีลอร่ี (Lowry’s method) 

3.3.1.2 สกัดเคราติน ศึกษาผลการเปลี่ยนแปลงปจจัยดังตอไปนี้  

ก) เวลา โดยศึกษาผลของการเพิ่มระยะเวลาในการสกัดตอปริมาณเคราตินที่สกัด ศึกษาที่
เวลา 6, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

ข) ชนิดสารเคมีและความเขมขนของสารเคมีหลักที่ใชในการสกัด ไดแก urea, 2-
mercaptoethanol, sodium sulfide, sodium metabisulfite และ SDS โดยศึกษาอิทธิพลของสารเคมี
ชนิดตางๆ ตอปริมาณเคราตินที่สกัดได และศึกษาผลการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารเคมีหลัก
ที่ใชในการสกัดตอปริมาณเคราตินที่สกัดได (ตารางที่ 3.1) 

ค) การเตรียมวัสดุ แบงเปน 3 วิธี คือ การตัดแบบละเอียดดวยกรรไกร, การตัดแบบหยาบ
ดวยกรรไกร และการบดเสนผมดวยเครื่อง Ball mill เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 3.1 สรุปชนิดสารเคมีและความเขมขนของสารเคมีหลักที่ใชในการสกัด 

ความเขมขน (โมลตอลิตร) 
วิธี urea 2-ME Thiourea Sodium sulfide 

(Na2S) 
Sodium metabisulfite 

(Na2S2O5) 
SDS 

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

หมายเหตุ: สกดัเคราตินที่อุณหภูมิ 500C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

3.3.2 ทดสอบสมบัติของเคราตินท่ีสกัดได  
ทดสอบสมบัติทางเคมี  
การทดสอบสมบัติทางเคมีของเคราติน ไดแก การวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีลอร่ี 

(Lowry’s method) และการศึกษาโครงสรางทางเคมีของเคราติน โดยใชเทคนิครามานสเปคโตรสโก
ป (FT-Raman spectroscopy) โดยมีรายละเอียดดังตอไปนี้ 

ก) การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 

วิธีลอร่ีเปนวิธีที่งายและสะดวกนิยมใชกันทั่วไป สามารถวิเคราะหที่อุณหภูมิหอง วิธีลอร่ีเปน
การวิเคราะหความเขมขนของโปรตีน โดยอาศัยหลักการดูดกลืนแสงของสารละลายที่คาความยาว
คล่ืนหนึ่ง ซ่ึงคาการดูดกลืนแสงแปรผันตามความเขมขนของโปรตีน สารละลายมีสีเขม คาการ
ดูดกลืนแสงมาก ความเขมขนของโปรตีนมีคามาก โดยสีของสารละลายเกิดจากปฏิกิริยาระหวาง 
Cu2+ ในสารละลายเบสกับพันธะเพปไทดเกิดสารละลายสีน้ําเงินแกมมวง เมื่อเติมสารละลาย Folin-
Ciocalteu ที่เปนสารประกอบเชิงซอนกับเกลือ จะทําปฏิกิริยากับหมูอะมิโนไทโรซีนและทริป
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โตเฟน เกิดสารละลายสีน้ําเงินเขมแกมเขียวข้ึน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงจะทราบความเขมขน
ของโปรตีน [Lowry, O.H. และคณะ, 1951] รายละเอียดในหัวขอ 2.3.1 

การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนในสารละลายตัวอยาง ตองสรางกราฟมาตรฐานของโปรตีน
อางอิงที่เราทราบความเขมขนแนนอน เพื่อที่หาปริมาณโปรตีนในสารละลายตัวอยาง โดยเตรียม
สารละลายของโปรตีนอางอิงความเขมขนตาง ๆ โดยใช BSA หรือ Bovine Serum Albumin เปน
โปรตีนอางอิง สารละลายตัวอยางจะทําการวิเคราะหปริมาณโปรตีนซ้ํา 4 ตัวอยาง เพื่อลดความ
ผิดพลาด (ดูภาคผนวก ก) 

ข) การวิเคราะหโครงสรางเคราตินดวยเทคนิครามานสเปคโตรสโกป 

วิเคราะหโครงสรางเคราตินโดยใชเครื่อง FT-Raman (Perkin Elmer, Spectrum GX NIR FT-
Raman) สภาวะที่ใชคือ พลังงานกระตุนที่ความยาวคลื่น 1064 นาโนเมตร, จํานวนการกราดตรวจ 
400 scan และการแยกชัด 4 cm-1 ตัวอยางที่วิเคราะหไดแก เสนผมมนุษยซ่ึงตัดใหมีขนาดประมาณ 1 
เซนติเมตร, ผงเคราตินจากขนแกะ (Wako pure chemical, Japan) และเคราตินที่สกัดไดจากวิธีที่ 1-
11ขึ้นรูปเปนฟองน้ํา (sponge)โดยนําสารละลายเคราตินที่สกัดไดแตละวิธีปเปตใส 24- well plate 
ปริมาตรแตละหลุมเทากับ 0.75 มิลลิลิตร จากนั้นแชแข็งที่อุณหภูมิ -500องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมงและทําแหงเยือกแข็ง (lyophilized) ที่อุณหภูมิ -500 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ได
เคราตินแบบฟองน้ําขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 14 มิลลิเมตร ความหนาประมาณ 3.5 มิลลิเมตร  

การวิเคราะหโครงสรางเคราตินซ่ึงมีพันธะไดซัลไฟด (S-S) เปนลักษณะสมบัติที่สําคัญของ
เคราติน เกิดพีคที่แสดงการสั่นของพันธะ S-S ที่เลขคลื่น 500-550 cm-1 และการสั่นของพันธะ C-S 
ที่เลขคลื่นประมาณ 700-750 cm-1 รายละเอียดและตัวอยางการวิเคราะหอธิบายไวในหัวขอ 2.3.2 

ค) การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเคราตินดวยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulphate 
Polyacrylamide gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลเคราตินดวยเทคนิค SDS-PAGE โดยเตรียม polyacrylamide gel 
15% ซ่ึงสามารถแยกโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลในชวง 14,000-100,000 kDa โดยใช Phosphorylase B 
(97,000 Da), bovine serum albumin (66,000 Da), ovalbumin (45,000 Da), carbonic anhydrase 
(31,000 Da), soybean trypsin inhibitor (21,000) และ lysozyme (14,400 Da) เปนตัวบงชี้น้ําหนัก
โมเลกุล (molecular weight marker) การเตรียมตัวอยางวิเคราะหดวยเทคนิค SDS-PAGE แสดงดัง
ภาคผนวก ข  
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3.3.3 การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลแบบรูพรุน 
เตรียมโครงเลี้ยงเซลลแบบรูพรุนโดยดัดแปลงวิธีของ Tachibana [Tachibana A. และคณะ 

2002] ใชเทคนิคการทําแหงเยือกแข็ง (Freeze drying)  

3.3.3.1 การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและ S-sulfo เคราติน 
1. นําสารละลายเคราตินที่สกัดดวยวิธีที่ 1 ปเปตใสจานเลี้ยงเซลลที่ทําจาก polystyrene 

แบบ 24 หลุม (24-well plate)  หลุมละ 0.75 มิลลิลิตร  
2. แชแข็งที่อุณหภูมิ   -500C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และทําแหงเยือกแข็ง เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง  
3. นําโครงเลี้ยงเซลล ที่ไดทําการเชื่อมโยงพันธะ ดวยวิธี dehydrothermal treatment ที่

อุณหภูมิ 1400C ภายใตความดันสุญญากาศ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  
สําหรับการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล S-sulfo เคราติน มีขั้นตอนเชนเดียวกัน แตสารละลาย

เคราตินที่นํามาใชมาจากการสกัดดวยวิธีที่ 5  

3.3.3.2 การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและ S-sulfo เคราตินผสมเจลาติน type A 
1. นําสารละลายเคราตินที่สกัดดวยวิธีที่ 1 ผสมกับเจลาติน Type A โดยละลายเจลาตินใน

น้ํากลั่นที่อุณหภูมิ 400C เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ในอัตราสวนตางๆ กัน แสดงดังตารางที่ 
3.2 

2. นําสารละลายผสมของเคราตินและเจลาตินอัตราสวนตาง ๆ  ปเปตใสจานเลี้ยงเซลลที่
ทําจาก polystyrene แบบ 24 หลุม (24-well plate) หลุมละ 0.75 ml และนําไปแชแข็งที่ 
-50 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง และทําแหงแบบเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -500 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  

3. นําโครงเลี้ยงเซลล ที่ไดทําการเชื่อมโยงพันธะ ดวยวิธี dehydrothermal treatment ที่
อุณหภูมิ 1400C ภายใตความดันสุญญากาศ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  

สําหรับการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล S-sulfo เคราตินผสมเจลาตินมีขั้นตอนเชนเดียวกัน แต
สารละลายเคราตินที่นํามาใชมาจากการสกัดดวยวิธีที่ 5 รหัสของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อผสมเจลาตินที่
อัตราสวนตาง ๆ แสดงดังตารางที่ 3.3 
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ตารางที่ 3.2 แสดงรหัสโครงเลี้ยงเซลลของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน Type A ที่
อัตราสวนตาง ๆ 

  
 

รหัสโครงเลี้ยงเซลล 
เคราติน 
(%wt) 

เจลาติน Type A 
(%wt) 

K100 100 0 
KG91 90 10 

KG82 80 20 
KG73 70 30 

KG64 60 40 
KG55 50 50 

G100 0 100 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ตารางที่ 3.3 แสดงรหัสโครงเลี้ยงเซลลของโครงเลี้ยงเซลล S-sulfo เคราตินผสมเจลาติน Type A ที่
อัตราสวนตาง ๆ  

 
 

รหัสโครงเลี้ยงเซลล 
S-sulfo เคราติน 

(%wt) 
เจลาติน Type A 

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

s-KG82 80 20 
s-KG73 70 30 

s-KG64 60 40 
s-KG55 50 50 
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3.3.4 การทดสอบสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล 
 3.3.4.1   สมบัติทางกายภาพ  

ก) พิจารณาลักษณะพื้นผิว ขนาด และรูปรางของรูพรุนดวย SEM (Scanning electron 
microscope)  

ข) การดูดซับน้ํา (Swelling) โดยชั่งน้ําหนักของโครงเลี้ยงเซลลกอนและหลังแชในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร (pH 7.4) เปนเวลา 3 ช่ัวโมง สามารถคํานวณไดดังนี้ 

Ww 

Ww -Wd × 100  เปอรเซ็นตการดูดซับน้ํา =  

W w และ W d คือ น้ําหนักเปยกและแหงของตัวอยาง ตามลําดับ  
ทําการวัดซ้ํา 5 คร้ังแลวหาคาเฉลี่ย 

 3.3.4.2   สมบัติเชิงกล
Compression test โดยใชเครื่อง Universal testing machine ที่ constant tensile deformation 

rate (0.5 มิลลิเมตร/นาที) ในสภาพที่แหงที่ 25 องศาเซลเซียส พิจารณา คา compressive modulus 

โดยคํานวณจาก 
Stress (kPa) 
Strain (%) 

 Compressive modulus (kPa) =  

โดยเลือกพิจารณาคา strain (%) ที่ชวง 5%-30% เพื่อใหอยูในชวงการวัดคาคงที่ โดยทําการ
วัดซ้ํา 5 ครั้ง วิเคราะหความทนทานตอแรงกดทั้งสภาวะแหงและสภาวะเปยก ในสภาวะเปยก
สามารถทําไดโดยแชโครงเล้ียงเซลลในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 เปนเวลา 3 ช่ัวโมง และ
ซับน้ําสวนเกินออกดวยกระดาษไมมีขุยและนําไปทดสอบความทนทานตอแรงกด 

3.3.4.3 สมบัติทางชีววิทยา
ก) ความสามารถในการเขากันไดกับเซลลในสภาวะเลียนแบบรางกาย (In vitro 

biocompatibility)  
นําโครงเลี้ยงเซลลทดสอบการเลี้ยงเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนม ไดแก เซลล L929 mouse 

fibroblast และเซลล mesenchymal stem cell (MSC) ซ่ึงแยกออกจากไขกระดูกของ Wistar rat เพศผู 
อายุ 3 สัปดาห (ภาคผนวก ค) โดยพิจารณาความสามารถในการยึดเกาะของเซลลและการ
เจริญเติบโต นําโครงเลี้ยงเซลลฆาเชื้อดวย 70% เอทานอล 5 นาทีและลางดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร pH 7.4 3 คร้ัง ครั้งละ 20 นาที จากนั้นเพาะเซลลลงในโครงเลี้ยงเซลลและเลี้ยงเซลลที่
อุณหภูมิ 370C ในสภาวะที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5% จากนั้นพิจารณาการยึดเกาะ, การ
เจริญเติบโตของเซลลและประเมินความเขากันไดทางชีวภาพ โดยพิจารณาจํานวนเซลลที่มีชีวิตดวย
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เทคนิค MTT  method  ใช spectrophotometer วัดสีที่เกิดขึ้นจาก MTT หรือ (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ซ่ึงมีสีเหลืองเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
เปลี่ยนเปนสีมวงของ formazan ซ่ึงปฏิกิริยาออกซิเดชันจะเกิดขึ้นเมื่อเอนไซมในไมโตคอนเดรีย
ทํางาน แสดงถึงการมีชีวิตของเซลล วัดคาการดูดกลืนแสง โดยคาการดูดกลืนแสงแปรผันตาม
จํานวนเซลลที่มีชีวิต [Freimoser, F. และคณะ, 1999] (ภาคผนวก ง) 

ข) การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลภายในรางกาย (In vivo biodegradability) 
วิเคราะหคาอุณหภูมิการยอยสลาย (Td) ของโครงเลี้ยงเซลลหลังจากการฝงในสัตวทดลองที่

ระยะเวลา 1, 2 และ 4 สัปดาห โดยเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลที่ไมไดปลูกถายในสัตวทดลอง 
โดยใชเครื่อง Thermalgravimetric analysis (TGA) วิเคราะหในชวงอุณหภูมิ 35-600 องศาเซลเซียส 
ที่อัตราการใหความรอน 20 องศาเซลเซียสตอนาที ตัวอยางการวิเคราะหแสดงในภาคผนวก ช 

ค) ความสามารถในการเขากันไดของเซลลภายในรางกาย (In vivo biocompatibility) 
- นําโครงเลี้ยงเซลลปลูกถายที่บริเวณดานหลังของหนูสายพันธ Wistar rat เพศเมีย อายุ 5 

สัปดาห 
- ผาตัดเอาโครงเลี้ยงเซลลมาทําการตรวจสอบเนื้อเยื่อ (Histological) ที่เวลา 1, 2 และ 4 

สัปดาห ดวยการยอมสีแบบ H&E (ภาคผนวก จ)  

การใชสัตวทดลอง 

1. การทดลองแบงออกเปน  3 รูปแบบ โดยทําการศึกษาในสัปดาหที่ 1, 2 และ 4 แตละ
ชวงเวลาใชหนูในการปลูกถายจํานวน 2 ตัว (n = 2) และปลูกถายโครงเลี้ยงเคราตินที่ไดรับการ
ปรับปรุงดวยเจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินขนาดเสนผาศูนยกลาง 14 มิลลิเมตร ความหนา 3.5 
มิลลิเมตร 

2. หนู Rat สายพันธ Wistar (outbred) เพศเมีย น้ําหนักประมาณ 30-40 กรัม อายุ 3-5 
สัปดาห ส่ังซ้ือจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา ซ่ึงพิจารณาการใช
สัตวทดลองโดยเนนในเรื่อง ความตอตานทางภูมิคุมกัน (Immunological response) และ
ความสามารถในการเคลื่อนที่ของเซลลเขามาที่ผิวหนังชั้นในปราศจากเซลล (Cell infiltration) และ
ความสามารถในการยอยสลาย (Biodegradability) ของโครงเลี้ยงเซลล วิธีการทดลอง สรุปไดดัง
แผนผังในรูปที่ 3.2 
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แผนผังขั้นตอนการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ 
 

 
 
 
 

เตรียมโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราติน-
เจลาติน (เคราติน : เจลาติน เทากับ 80/20 และ 50/50 %wt) 

 
 
 

ฆาเชื้อโครงเลี้ยงเซลลโดยการแชดวย 70% เอทานอล 30 
นาทีและลางดวยน้ํากลั่น 5 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 

 
 
 
 
 

นําโครงเลี้ยงเซลลฝงใตแผนหลังของหนูทดลอง 

วางยา thiopental 60 mg/นน.หนู1 กก. หนูทดลองและ
ตัดเปดหนังบริเวณสวนหลังดวยกรรไกร 

 
 
 
 
 

สังเกตผลหลังการปลูกถายและพิจารณา
อาหารบวมแดงของผิวหนังและตรวจดู

สุขภาพของหนูหลังการปลูกถาย 

 
 
 
 
 

วางยาสลบหนูทดลองและตัดเปดหนังบริเวณสวนหลังดวยกรรไกร
และเก็บตัวอยางที่ฝงในสัปดาหที่ 1, 2 และ 4 สัปดห มายอมสีดวย

เทคนิค H&E และวัดขนาดหลังกายยอยสลาย  

 
 
 

ใชยาสลบ overdose Barbiturate ฉีดเขา IV 
ของหนูทดลองเพื่อทําใหหนูตายและซาก
ของหนูทดลองจะถูกนําไปทําลายโดยการ

รูปท่ี 3.2 แผนผังขั้นตอนการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ 
โดยการปลูกถายในสัตวทดลอง 
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การทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ โดยการปลูกถายในสัตวทดลองมีรายละเอียดดังนี้ 

1. ทําการวางยาสลบหนูทดลองโดยวิธีฉีด Barbiturate (Pentobarbital) เขาที่ชองทอง ดวย
ปริมาณ 60 มิลลิกรัม/น้ําหนักหนู 1 กิโลกรัม เนื่องจาก Barbiturate  มีฤทธ์ิกดการหายใจ ดังนั้นการ
เดินยาเขาชองทองอยางรวดเร็วจะทําใหสัตวหยุดหายใจ ฉะนั้นควรเดินยาอยางชาๆ และตรวจดูการ
ตอบสนองของสัตวโดยดูจากการกระพริบตาเมือใชนิ้วเคาะที่หัวถาสัตวกระพริบตาแสดงวายังไม
สลบ แตถาหยุดกระพริบตาแสดงวาสลบใหหยุดเดินยา 

2. หลังจากที่หนสูลบแลว โกนขนบริเวณสวนหลังที่มีลักษณะโคงเปนสัน (dorsa) ของหนู
ดวยปตตาเลี่ยน ทําการฆาเชือ้ดวยเบตาดีน และตัดเปดหนังบริเวณนั้นดายกรรไกรใหมีความยาวของ
แผลประมาณ 2 เซนติเมตร ใชคีมคีบทําโพรง (pocket) ใตผิวหนังบริเวณหลังของหนู นําโครงเลี้ยง
เซลลฝงใตผิวหนังของหนูโดยจะตองฝงใหหางจากกลางหลังที่ผาเพื่อปองกันผลจากการอักเสบตอ
การเคลื่อนที่ของเซลลเขาสูช้ินตัวอยาง หลังจากนั้นเย็บปดแผลดวยดายเย็บแผล  และทําความ
สะอาดแผลโดยไมตองปดแผล ดังแสดงในแผนภาพในรปูที่ 3.3 
 
 

รอยแผล 

 
 
 
 
 
 
 
 

โครงเลี้ยงเซลล  
รูปท่ี 3.3 แผนภาพแสดงการฝงช้ินงานบนหลังสัตวทดลอง 

 
3. ทําการสังเกตผลหลังจากปลูกถาย ดวยการถายรูปของบริเวณที่ทําการปลูกถาย, สังเกตการ

บวมแดงของผิวหนัง และ ตรวจดูสุขภาพของหนูหลังจากการปลูกถาย ทําการเก็บตวัอยางของโครง
เล้ียงเซลลที่ฝงลงในใตผิวหนังของหนูในสัปดาหที่ 1,2 และ 4 โดยกอนที่จะทําการเก็บตัวอยางจะ
ทําการวางยาสลบหนูทดลองโดยใชวิธีการดังที่กลาวไวในขอที่ 1 และทําการถายภาพชิ้นตวัอยาง
หลังการปลูกถาย ณ เวลาตางๆ 
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4. นําตัวอยางที่ไดมายอมดวยเทคนิค hematoxylin and eosin (H&E) เพื่อดูผล cell infiltration 
การเปลี่ยนแปลงเปนเนื้อเยื่อ  และวดัขนาดของแตละตวัอยางในแตละชวงเวลา 1, 2 และ 4 สัปดาห 
เพื่อวัดขนาดของตัวอยางหลังการยอยสลาย 

5. เมื่อเสร็จสิ้นการทดลอง หนูที่ทําการทดลอง จะถูกทาํใหตายโดยใหมคีวามทรมานนอย
ที่สุด โดยการใชยาสลบ overdose Barbiturate (Pentobarbital) ฉีดเขา IV ของหนูทดลองเพื่อทําให
หนูตาย และซากของหนูทดลอง จะถูกนําไปทําลายโดยการเผาในเตาเผาซากสัตวตอไป   

3.4. การวิเคราะหทางสถิติ 

 ในงานวิจัยนี้เปรียบเทียบคาความแตกตางของขอมูล เพื่อศึกษาวาคาที่ไดมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญหรือไม โดยใชการวิเคราะหทางสถิติแบบที (t-test) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรมินิ
แทบ (Minitab system for Windows version 14, USA) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P-value < 0.05) 

 



บทท่ี 4 
ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง 

 การทดลองแบงออกเปนสองสวนคือ สวนการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยโดยหาสภาวะ
ที่เหมาะสมและศึกษาสมบัติของเคราตินที่สกัดได สวนที่สองคือการนําเคราตินไปใชขึ้นรูปโครง
เล้ียงเซลลและทดสอบสมบัติตางๆ  

4.1 การสกัดเคราตินและหาสภาวะที่เหมาะสม 

การสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยสามารถสกัดไดโดยการทําลายพันธะไดซัลไฟดภายใน
โมเลกุลของเคราตินดวยสารเคมีที่มีสมบัติเปนตัวรีดิวซไดแก 2-mercaptoethanol, Sodium sulfide 
(Na2S) และ Sodium metabisulfite (Na2S2O5) โดยใชรวมกับสารเคมีที่สามารถทําลายพันธะ
ไฮโดรเจนไดแก urea และ thiourea ดังที่กลาวไวในหัวขอ 2.2 งานวิจัยนี้ศึกษาผลของตัวรีดิวซชนิด
ตางๆ ที่มีผลตอปริมาณเคราตินที่สกัดได ผลการวิจัยแสดงดังตารางที่ 4.1 

การทดลองแบงออกเปน 4 กลุม กลุมที่ 1 (วิธีที่ 1-4) ศึกษาผลของการเปลี่ยนแปลงชนิดตัว
รีดิวซไดแก thiourea, sodium sulfide และ sodium metabisulfite กลุมที่สอง (วิธีที่ 5-7) ศึกษาผลการ
สกัดเมื่อไมใช 2-mercaptoethanol กลุมที่ 3 (วิธีที่ 8-9) ศึกษาผลการสกัดโดยใช urea ผสม thiourea 
แทน 2-mercaptoethanol และกลุมที่ 4 (วิธีที่ 10-11) ศึกษาผลการสกัดเมื่อใช urea, thiourea และ 2-
mercaptoethanol เมื่อเปล่ียนแปลงชนิดของตัวรีดิวซไดแก sodium sulfide และ sodium 
metabisulfite (ตารางที่ 4.1) การสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยดวย 8M urea, 1.66M 2-ME และ 
0.26M SDS ที่อุณหภูมิ 500C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (วิธีที่ 1) เปอรเซ็นตผลไดเทากับ 36% เมื่อเพิ่มสาร 
thiourea (วิธีที่ 2) เปอรเซ็นตผลไดเพิ่มขึ้นเปน 60% เนื่องจาก thiourea มีคุณสมบัติในการทําลาย
พันธะไฮโดรเจนไดเชนเดียวกับ urea  ทําใหประสิทธิภาพในการทําลายพันธะไฮโดรเจนมากขึ้น 
สงผลใหสามารถสกัดเคราตินไดมากขึ้น เมื่อเปล่ียนแปลงชนิดตัวรีดิวซเปน Sodium sulfide (วิธีที่ 
3) ซ่ึงเปนสวนประกอบในผลิตภัณฑกําจัดขน เปอรเซ็นผลไดเทากับ 39% ซ่ึงมากกวาวิธีแรก แต
เมื่อเพิ่ม Sodium metabisulfite (วิธีที่ 4) เปอรเซ็นตผลไดลดลงอยางชัดเจน โดยมีคาเทากับ 4% เมื่อ
ทําการศึกษาผลของ 2-mercaptoethanol ซ่ึงเปนตัวรีดิวซที่นิยมใชกันทั่วไป เมื่อสกัดเคราตินโดยไม
ใช 2-mercaptoethanol เปอรเซ็นตผลไดมีคาต่ํากวากรณีที่มี 2-mercaptoethanol แตเมื่อสกัดดวย
สารละลายผสมของ urea และ thiourea (วิธีที่ 8 และ 9) เปอรเซ็นตผลไดเพิ่มมากขึ้นกวากรณีที่ใช 2-
mercaptoethanol นอกจากนี้การสกัดโดยใช urea, thiourea, 2-mercaptoethanol และเติม sodium 
sulfide หรือ sodium metabisulfite พบวากรณีที่เติม sodium metabisulfite สามารถสกัดเคราตินได
มากที่สุด  เปอรเซ็นตผลไดเทากับ 66% แตในปจจุบันงานวิจัยตางๆ นิยมสกัดเคราตินจากขนแกะ 
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ตารางที่ 4.1 ตารางแสดงผลการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษย เมื่อเปลี่ยนแปลงชนิดและความเขมขนสารเคมีที่ใชในการสกัด ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง  

วิธี ความเขมขน (โมลตอลิตร) เปอรเซ็นตผลได (SD) ที่มา 
 Urea 2-ME Thiourea Sodium sulfide    (Na2S) Sodium metabisulfite   (Na2S2O5) SDS   
         
1 8 1.66 - - - 0.26 36 (3.46) Tachibana, A. (2002) 
2 5 1.66 3 - - 0.26 60 (2.12) Nakamura, A. (2002) 
3 5 1.66 - 3 - 0.26 39 (1.41) - 
4 5 1.66 - - 3 0.26 4 (0.71) - 
5 5 -  - 3 0.26 31 (1.41) Katoh, K. (2004) 
6 5 - - 3 - 0.26 22 (2.83) - 
7 5 - 3 - - 0.26 13 (1.41) - 
8 5 - 3 0.5 - 0.26 49 (2.83) - 
9 5 - 3 - 0.5 0.26 52 (2.12) - 
10 5 1.66 3 - 0.5 0.26 57 (2.83) - 
11 5 1.66 3 0.5 - 0.26 66 (3.54) - 

หมายเหตุ:  เปอรเซ็นตผลได (%Yield)   =        

น้ําหนกัแหงของเสนผมที่ใชสกัด (กรัม) 

 ปริมาณโปรตีนที่สกัดได (กรัม)    × 100% 
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ดวยวิธีที่ 1 [Tanabe, T. และคณะ, 2002, Tachibana, A. และคณะ, 2002] แมสามารถสกัดเคราติน
ไดเปอรเซ็นตผลไดต่ําก็ตาม 

4.2 ลักษณะสมบัติของเคราตินท่ีสกัดได 
4.2.1 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเคราตินดวย Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
electrophoresis (SDS-PAGE) 

จากการสกัดเคราตินดวยวิธีตางๆ ดังขางตน นํามาพิจารณาลักษณะสมบัติดวยเทคนิคอิเล็ก
โตรโฟรีซิส โดยใช 15% polyacrylamide gel แสดงผลดังรูปที่ 4.1 การวิเคราะหเคราตินจากขนแกะ 
(WK: wool keratin) ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.5 M พบแถบโปรตีนที่ขนาดโมเลกุล
ประมาณ 20-30 kDa การสกัดเคราตินจากเสนผมวิธีที่ 1 โดยใช urea ในสารละลายผสมของ 2-
mercaptoethanol (2-ME) และ SDS เกิดแถบโปรตีน 3 ชวง ไดแกในชวงขนาดโมเลกุลต่ําๆ คือ 20-
30 kDa และขนาดโมเลกุล 40-60 kDa ซ่ึงอาจเปนเคราตินที่มีโครงสรางเปนเกลียวแบบแอลฟา พบ
เคราตินขนาดโมเลกุลใหญประมาณ 70 และ 100 kDa สําหรับวิธีที่ 2 (เพิ่ม thiourea) พบแถบ
โปรตีนคลายกับการสกัดดวย urea ในวิธีที่1 และยังพบแถบโปรตีนที่ขนาดโมเลกุลประมาณ 40 
kDa แสดงใหเห็นวาการเพิ่ม thiourea ในการสกัดไมสงผลตอโครงสรางเคราตินในเสนผม เมื่อสกัด
โดยเปลี่ยนชนิดตัวรีดิวซเปน sodium sulfide (วิธีที่ 3) พบแถบโปรตีนคลายคลึงกับการสกัดวิธีที่ 1 
และ 2 และพบแถบโปรตีนในชวง 40-60 kDa เชนกัน สวนวิธีที่ 4 (สกัดดวย urea, 2-
mercaptoethanol และ sodium metabisulfite) ไมพบแถบโปรตีนใดๆ เนื่องจากเปอรเซ็นตผลไดใน
การสกัดมีคานอยมาก (4%) การสกัดวิธีที่ 4 สาร 2-mercaptoetanol และ sodium metabisulfite ทํา
ปฏิกิริยากันเอง การสกัดดวยวิธีที่ 5 หรือ วิธีซัลฟโตไลซิส (sulfitolysis) โดยใช urea และ sodium 
metabisulfite ซ่ึงเคราตินที่สกัดได เรียกวาซัลโฟเคราติน (S-sulfo keratin) [Katoh, K., 2004] เกิด
แถบโปรตีนคลายกับการสกัดวิธีที่ 1 แตวิธีนี้เปอรเซ็นตผลไดต่ํากวาวิธีที่ 1 โดยพบแถบโปรตีน
สวนใหญที่ 20-30 kDa นอกจากนี้การสกัดโดยไมใช 2-ME ดังวิธีที่ 6 และ 7 ซ่ึงสกัดโดยใชเพียง 
urea และเปลี่ยนชนิดตัวรีดิวซเปน sodium sulfide และ sodium metabisulfite พบวา โปรตีนที่สกัด
ไดมีขนาดโมเลกุลใหญเทานั้น คือชวง 70-100 kDa แสดงใหเห็นวา 2-ME สงผลตอขนาดโมเลกุล
ของโปรตีนที่สกัดได โดยเมื่อสกัดในสภาวะที่มี 2-ME โปรตีนมีขนาดโมเลกุลเล็กลงอยูในชวง 20-
60 kDa นอกจากนี้ถาสกัดโดยไมใช 2-ME แตใช thiourea ในการสกัดแทน 2-ME (วิธีที่ 8 และ 9) 
พบวา สามารถสกัดโปรตีนใหมีขนาดโมเลกุลเล็กได (20-60 kDa) เชนเดียวกับการสกัดโดยใช 2-
ME จากผลการสกัดดวย urea, 2-ME, thiourea และ sodium sulfide (วิธีที่ 11) ซ่ึงมีคาเปอรเซ็นต
ผลไดมีคาสูงสุดเทากับ 66% พบโปรตีนขนาดโมเลกุล 20, 30, 40, 45 kDa และที่ขนาดโมเลกุลใหญ
ตั้งแตขนาดประมาณ 70-100 kDa การสกัดดวยวิธีนี้ โดยการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของเคราติน
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ที่สกัดไดมีเติมสาร 2-meraptoethanol ในสารละลายบัฟเฟอร (ภาคผนวก ง) โดยสาร 2-
mercaptoethanol มีหนาที่ตัดพันธะไดซัลไฟด น้ําหนักโมเลกุลอาจเล็กลง ซ่ึงอาจสงผลใหการ
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลคลาดเคลื่อน ดังนั้นจึงนําสารละลายเคราตินจากการสกัดวิธีที่ 11 มา
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยดัดแปลงวิธีการเตรียมตัวอยางโดยไมเติม 2-mercaptoethanol ใน
สารละลายบัฟเฟอร พบวา น้ําหนักโมเลกุลของเคราตินที่สกัดไดใกลเคียงกับการวิเคราะหโดยการ
เติมสาร 2-mercaptoethanol ในสารละลายบัฟเฟอร ดังภาคผนวก ง เพราะฉะนั้นการใช 2-
mercaptoethanol ในสารละลายบัฟเฟอรไมมีผลตอลักษณะสมบัติของโปรตีน การตัดสายโซของ
โมเลกุลใหเล็กเกิดขึ้นตั้งแตกระบวนการสกัด 

 
 

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

          

MW 
(kDa) 
97 

66 

45 
α-helix keratin 

   30 
20.1 
14.4 

  

รูปท่ี 4.1 SDS-PAGE ของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 1-11 ดังตารางที่ 4.1 โดยภายในกรอบ
เสนประแสดงชวงของขนาดโมเลกุลเคราตินที่มีโครงสรางแบบเกลียวแอลฟา (WK: wool keratin, 
เลข 1-11 คือวิธีสกัดที่ 1-11) 
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สามารถสกัดโปรตีนไดขนาดโมเลกุลหลายขนาด  ในขณะที่เปลีย่นตัวรีดิวซจาก sodium 
sulfide เปน sodium metabisulfite (วิธีที่ 10) ขนาดโมเลกุลโปรตีนที่สกัดไดมีเพียงขนาดโมเลกุล
ใหญเทานัน้โดยขนาดโมเลกุลอยูในชวง 70-100 kDa แมการสกัดดวย sodium metabisulfite ให
เปอรเซ็นตผลไดสูงและใกลเคียงกับการสกัดโดยใช sodium sulfide ก็ตาม แตขนาดโมเลกุลทีไ่ด
แตกตางกัน  

 งานวิจัยนี้เลือกการสกัดเคราตินวิธีที่ 1 ในการศึกษาผลของระยะเวลาที่ใชในการสกัดและ
วิธีการเตรียมวัสดุที่มีตอปริมาณเคราตินที่สกัดได โดยระยะเวลาที่ใชในการสกัดที่เลือกศึกษา คือ 6, 
24, 48 และ 72 ช่ัวโมง โดยใชระยะเวลาในการสกัด 6 ช่ัวโมงเปนตัวควบคุม [Tachibana, A และ
คณะ, 2002] ผลการสกัดแสดงดังรูปที่ 4.2  

เมื่อใชเวลาในการสกัดเพิ่มมากขึ้น ปริมาณเคราตินที่สกัดไดมากขึ้น โดยเมื่อใชเวลาในการ
สกัด 6 ช่ัวโมง พบวา สามารถสกัดเคราตินไดเปอรเซ็นตผลได 11% เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการสกัด
เปน 24 ช่ัวโมง เปอรเซ็นตผลไดเพิ่มขึ้นอยางชัดเจน โดยมีคาเทากับ 36% และเมื่อเพิ่มระยะเวลา
เปน 48 และ 72 ช่ัวโมง เปอรเซ็นตผลไดมีคาเพิ่มขึ้น โดยมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกับการสกัดที่ใชเวลา 6 ช่ัวโมง แตเมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาที่ใชในการสกัด 24 และ 
48 ช่ัวโมง เปอรเซ็นตผลไดที่เพิ่มขึ้นไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ การสกัดที่ใชเวลา 72 ช่ัวโมงมี
เปอรเซ็นตผลไดแตกตางกับการสกัดที่ใชเวลา 24 ชั่วโมงอยางมีนัยสําคัญ แตถาเลือกใชเวลาในการ
สกัด 72 ช่ัวโมง ซ่ึงใชเวลาคอนขางมากและอาจสงผลตอขนาดโมเลกุลของเคราตินที่สกัดได อาจมี
ขนาดโมเลกุลเล็กเกินไป 
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รูปท่ี 4.2 กราฟแสดงผลการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยเมื่อเปล่ียนแปลงเวลาที่ใชในการสกัด 
โดยสกัดดวย 8M Urea+ 1.66M 2-ME+ 0.26M SDS (วิธีที่ 1 ในตารางที่ 4.1) ที่อุณหภูมิ 500C 
(สัญลักษณ *, # แสดงความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
เปรียบเทียบกับการสกัดที่ใชเวลา 6 ช่ัวโมงและเปรียบเทียบระหวางกลุม ตามลําดับ ที่ n = 3) 

การศึกษาผลของการเปลี่ยนแปลงวิธีการเตรียมวัสดุตอปริมาณเคราตินที่สกัดได โดยแบง
วิธีการเตรียมวัสดุออกเปน 3 วิธี คือ วิธีที่ 1 ตัดผมแบบหยาบ วิธีที่ 2 ตัดผมแบบละเอียด (ดวย
กรรไกร) และวิธีที่ 3 บดผมดวยเครื่อง Ball mill แสดงดังรูปที่ 4.3 การนําเสนผมมาบดดวยเครื่อง 
Ball mill โดยใชเวลา 6 ช่ัวโมง บดดวยลูกหินขนาดแตกตางกัน 3 ขนาด ไดแก ขนาด
เสนผาศูนยกลาง  1 นิ้ว  จํานวน 20 ลูก  ขนาดเสนผาศูนยกลาง  0.75 นิ้ว  15 ลูก และขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.5 นิ้ว 20 ลูก ตอเสนผม 500 กรัม  ผลการสกัดเมื่อเปลี่ยนแปลงวิธีการเตรียมวัสดุ
แสดงดังรูปที่ 4.4 เมื่อวัสดุขนาดเล็ก ปริมาณเคราตินที่สกัดไดมากขึ้น เนื่องจากวัสดุมีพื้นที่
ผิวสัมผัสตอการเกิดปฏิกิริยาเพิ่มมากขึ้น สามารถสัมผัสกับสารเคมีที่ใชในการสกัดไดมากขึ้น เมื่อ
พิจารณาลักษณะเสนผมที่ตัดดวยกรรไกรและบดดวยเครื่อง Ball mill พบวา พื้นผิวของเสนผมที่บด
ดวยเครื่อง Ball mill มีลักษณะเปอยยุย ในขณะที่เสนผมที่ตัดดวยกรรไกรพื้นผิวเรียบ แสดงดังรูปที่ 
4.5  
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                            (ก)                                                   (ข)                                                (ค) 
รูปท่ี 4.3 แสดงการเตรียมวัสดุในการสกัดเคราติน (ก) วิธีที่ 1 ตัดแบบหยาบ (ข) วิธีที่ 2 ตัดแบบ
ละเอียด (ค) วิธีที่ 3 บดดวยเครื่อง Ball mill 
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รูปท่ี 4.4 กราฟแสดงผลการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยดวย 8M Urea+1.66M -2-ME+0.26M 
SDS (วิธีที่ 1 ในตารางที่ 4.1) ที่อุณหภูมิ 500C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยเปลี่ยนแปลงวิธีการเตรียม
วัสดุ (*แสดงความแตกตางกันของขอมูลอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%เปรียบเทียบกับ
การเตรียมวัสดุวิธีที่ 1 เมื่อ n = 3) 
      

 
 
 
         
    (ก)                             (ข)  

รูปท่ี 4.5 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของ (ก) เสนผม และ (ข) เสนผมเมื่อบด
ดวยเครื่อง Ball mill เปนเวลา 6 ช่ัวโมง  
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4.2.2 การวิเคราะหโครงสรางเคราตินท่ีผานกระบวนทําแหงเยือกแข็งโดยวิธีรามานสเปคโตรสโก
ป (Fourier Transform Raman Spectroscopy) 

การศึกษาลักษณะสมบัติทางเคมีของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 1-11(ตารางที่ 4.1) 
โดยใชเทคนิครามานเสเปกโตรสโกป ซ่ึงสามารถใชวิเคราะหลักษณะโครงสรางของเคราติน เตรียม
ตัวอยางโดยนําสารละลายเคราตินที่สกัดไดขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบฟองน้ําดวยเทคนิคทํา
แหงเยือกแข็งแลวนําไปวิเคราะหโครงสรางดวยเครื่อง FT-Raman (Perkin Elmer) ในชวงความยาว
คล่ืน 3400-400 cm-1  สเปกตรัมของเสนผมและเคราตินจากขนแกะ(Commercialized) แสดงดังรูปที่ 
4.6  เคราตินเปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนซิสเตอีนเปนสวนใหญ ซ่ึงสามารถสรางพันธะ
ไดซัลไฟดระหวางโมเลกุลเคราติน (-S-S) ดังนั้นพันธะนี้จึงเปนลักษณะเฉพาะของเคราติน ซ่ึงจาก
การวิเคราะหดวยเทคนิครามานสเปกโตรสโกป การสั่นของพันธะไดซัลไฟดเกิดพีคขึ้นในชวงเลข
คล่ืน 500-550 cm-1 ซ่ึงเห็นอยางชัดเจนในเคราตินจากขนแกะ แตเสนผม (รูปที่ 4.6ก.) ไมเห็นพีค
ตางๆ อยางชัดเจน อาจเกิดจากสภาวะของวัสดุที่แตกตางกัน เคราตินจากขนแกะผานกระบวนการ
สกัดซึ่งทําลายโครงสรางแบบ bundle ของโปรตีนใหอยูในรูป random coil เมื่อผานกระบวนการทํา
แหงเยือกแข็ง เกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดใหมอีกครั้ง ทําใหสามารถเห็นพีคของพันธะไดซัลไฟด
ไดอยางชัดเจนกวาเสนผม การสกัดเคราตินจากเสนผมมีการใชสารเพื่อทําลายพันธะไดซัลไฟด ทํา
ใหเคราตินสามารถละลายน้ําออกมาหมด โดยท่ัวไปจะไมพบพีคของพันธะ S-S แตเมื่อนํา
สารละลายเคราตินที่สกัดไดมาทําแหงเยือกแข็ง ทําใหเกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดขึ้นใหมอีกครั้ง 
แตอาจมีปริมาณนอยลง เนื่องจากบางสวนถูกทําลายไปตามสภาวะการสกัด  

เมื่อนําเคราตินที่สกัดดวยวิธีที่ 1-11 วิเคราะหดวยเทคนิครามานสเปกโตรสโกป ผลการ
วิเคราะหแสดงดังรูปที่ 4.7-4.10 เมื่อพิจารณาสเปกตรัมของเคราตินที่สกัดไดแตละวิธี พบวา
สเปกตรัมแบงออกเปน 2 กลุมคือ กลุมที่หนึ่ง ไดแก วิธีสกัดที่ 1, 7, 8, 9, 10 และ 11 ลักษณะ
สเปกตรัมมีพีคแสดงการสั่นของพันธะ C-S (650 และ 600 cm-1) และ S-S (540, 520 และ 500 cm-1) 
เดนชัด และกลุมที่สองซึ่งเห็นพีคแสดงกันสั่นของพันธะ C-S และ S-S ไมชัดเจน ไดแกวิธีสกัดที่ 2, 
3, 4, 5 และ 6 เมื่อพิจารณาจาก SDS-PAGE พบวา กลุมที่หนึ่ง ยกเวนวิธีที่ 7  (วิธีที่ 1, 8, 9, 10 และ 
11) พบขนาดโมเลกุลในชวง 40-60 kDa ซ่ึงคือเคราตินที่มีโครงสรางแบบเกลียวแอลฟา มีพันธะได
ซัลไฟดสมบูรณ (-CS-SC-) พบพีคการสั่นของพันธะ C-S และ  S-S อยางชัดเจน ในขณะที่กลุมที่
สอง (วิธีที่ 2, 3, 4, 5 และ 6) ไมพบแถบโปรตีนในชวงขนาดโมเลกุล 40-60 kDa (รูปที่ 4.1) อาจเกิด
การสกัดคราตินตัดสายโซโมเลกุลของเคราตินมากเกินไป ทําใหการสกัดในกลุมที่สองเห็นพีค
พันธะ C-S และ S-S ไมชัดเจนเทากลุมแรก 
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 จากสเปกตรัมของเคราตินที่สกัดไดจากเสนผมแตละวิธี พบวา ทุกวิธีเกิดพีคที่แสดง

ลักษณะสมบัติของเคราติน โดยที่เลขคลื่นประมาณ 650 และ 600 cm-1 แสดงการสั่นแบบยืดของ
พันธะ C-S และที่เลขคลื่นประมาณ 540, 520 และ 500 cm-1 แสดงการสั่นของพันธะ S-S ซ่ึงเปน
ลักษณะโครงสรางเฉพาะของเคราตินที่แตกตางจากโปรตีนชนิดอ่ืน เนื่องจากเคราตินประกอบดวย
กรดอะมิโนซิสเตอีนเปนจํานวนมาก สามารถเกิดการสรางพันธะไดซัลไฟดระหวางโมเลกุล (S-S) 
พิจารณาการสั่นที่เลขคลื่น 520 และ 500 cm-1 สามารถบอกโครงรูปของพันธะ C-C และ C-S ได 
โดยที่เลขคลื่น 540 cm-1 แสดงโครงรูปแบบ trans-gauche-trans ที่เลขคลื่น 520 cm-1 แสดงโครง
รูปแบบ gauche-gauche-gauche conformation ซ่ึงเปนโครงรางที่มีความเสถียรที่สุด เมื่อพิจารณา
สเปกตรัมในรูปที่ 4.9 พบวาวิธีการสกัดวิธีที่ 1 เกิดพีคที่เลขคลื่น 520 cm-1 ความเขมมากกวาวิธีอ่ืน 
แสดงวาวิธีที่ 1 สามารถสกัดเคราตินใหอยูในรูปที่เสถียรมากกวาวิธีอ่ืน และที่เลขคลื่น 500 cm-1 
แสดงโครงรูปแบบ gauche-gauche-trans conformation  แสดงดังรูปที่ 4.11 
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รูปท่ี 4.6 FT-Raman spectra ของเสนผมมนุษยและเคราตินจากขนแกะ (Commercialized) ในชวง
เลขคลื่น 3400-400 cm-1 โดยเสนประแสดงตําแหนงเลขคลื่นที่เกิดการสัน่ของพันธะตาง ๆ   
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รูปที่ 4.7 FT-Raman spectra ของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 1, 7, 8, 9, 10 และ 11 ในตารางที่ 4.1 (ตัวเลขบนเสนกราฟแสดงถึงวิธีในการสกัด) ในชวงเลขคลื่น
3400-400 cm-1 โดยเสนประแสดงตําแหนงเลขคลื่นที่เกิดการสั่นของพันธะตาง ๆ   
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 CH2 bending S-S CH3 (sym. and asym.) 
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รูปที่ 4.8 FT-Raman spectra ของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 2, 3, 4, 5 และ 6 ในตารางที่ 4.1 (ตัวเลขบนเสนกราฟแสดงถึงวิธีในการสกัด) ในชวงเลขคลื่น3400-
400 cm-1 โดยเสนประแสดงตําแหนงเลขคลื่นที่เกิดการสัน่ของพันธะตาง ๆ   
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รูปที่ 4.9 FT-Raman spectra ของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 1, 7, 8, 9, 10 และ 11 ในตารางที่ 4.1 (ตัวเลขบนเสนกราฟแสดงถึงวิธีในการสกัด) ในชวงเลขคลื่น 
800-400 cm-1 โดยเสนประแสดงตําแหนงเลขคลื่นที่เกิดการสั่นของพันธะตาง ๆ   
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รูปที่ 4.10 FT-Raman spectra ของเคราตินที่สกัดจากเสนผมดวยวิธีที่ 2, 3, 4, 5 และ 6 ในตารางที่ 4.1 (ตัวเลขบนเสนกราฟแสดงถึงวิธีในการสกัด) ในชวงเลขคลื่น 800-
400 cm-1 โดยเสนประแสดงตําแหนงเลขคลื่นที่เกิดการสัน่ของพันธะตาง ๆ   
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รูปท่ี 4.11 แผนภาพแสดงโครงรูปของพันธะ Cα-Cβ-S1-S2- Cβ- Cα ของพันธะไดซัลไฟดในเครา
ติน (ก) gauche-gauche-gauche (ข) gauche-gauche-trans และ (ค) trans-gauche-trans [Edwards, 
H.G.M. และคณะ, 1997] 
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4.3 ลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล      
4.3.1 ลักษณะทั่วไปทางกายภาพ                                                                                                                                                   
 ลักษณะทั่วไปของโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (วิธีที่ 1), เอส-ซัลโฟเคราติน (วิธีที่ 5), เคราติน
ผสมเจลาตินและเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาติน แสดงดังรูปที่ 4.12  

โครงเลี้ยงเซลลเคราติน โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน        

           

  

                                           K100 
 

s-K100 

 

  

 
KG91 s-KG91  

 

  

 KG82 s-KG82 
 

 

  

KG73 s-KG73  

 

  

 
KG64 s-KG64 

 

 

  

 
KG55 

 

s-KG55 

 
รูปท่ี 4.12รูปถายโครงเล้ียงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินเมื่อผสมเจลาติน 
Type A ที่อัตราสวนตางๆ (K: เคราติน, s-K: เอส-ซัลโฟเคราติน, G: เจลาติน รหัสโครงเลี้ยงเซลล
แสดงในหัวขอ 3.3.3 ตารางที่ 3.1 และ 3.1) 
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โครงเลี้ยงเซลลเคราตินยุบตัวไดงายแตเมื่อมีการผสมเจลาตินโครงเลี้ยงเซลลมีความ
แข็งแรงมากขึ้นสามารถจับไดงายขึ้น โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีสีมันวาวและมีความ
ยืดหยุนมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน ขนาดของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน
ผสมกับเจลาติน Type A แสดงดังตารางที่ 4.2 เมื่อพิจารณาปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อข้ึนรูป
ดวยเทคนิคทําแหงแบบเยือกแข็ง พบวา กรณีโครงเลี้ยงเซลลเคราตินเมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาติน 
ปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้น แตกรณีโครงเล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 
ปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลใกลเคียงกันเมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาติน เมื่อพิจารณาเปอรเซ็นตการหด
ตัวของโครงเลี้ยงเซลลดังรูปที่ 4.13 เปอรเซ็นตการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลลคํานวณดังสมการ
ตอไปนี้ 

 
ปริมาตรสารละลายที่ใชขึ้นรูป – ปริมาตรโครงเลี้ยงเซลล 

% การหดตัว =  × 100 
ปริมาตรสารละลายที่ใชขึ้นรูป   

 

โดยปริมาตรสารละลายที่ใชขึ้นรูปเทากับ 0.75 มิลลิลิตร โครงเลี้ยงเซลลเคราตินมี
เปอรเซ็นตการหดตัวลดลงเมื่ออัตราสวนเจลาตินตอเคราตินเพิ่มมากขึ้น ในขณะที่กรณีโครงเลี้ยง
เซลลเอส-ซัลโฟเคราตินเปอรเซ็นตการหดตัวใกลเคียงกัน แสดงใหเห็นถึงโครงเลี้ยงเซลลเอส-
ซัลโฟเคราตินมีความคงตัวมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน  
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ตารางที่ 4.2 แสดงขนาดของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อผสมกับเจลาติน Type A ที่อัตราสวนตาง ๆ (n =5) 

 

อัตราสวนเคราติน/เจลาตนิ 
 (wt/wt)                     โครงเลี้ยงเซลลเคราติน         โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 
 เสนผาศูนยกลาง (mm)ความหนา(mm)ปริมาตร(ml) เสนผาศูนยกลาง (mm) ความหนา(mm) ปริมาตร(mm) 
100/0     14.19+0.13 3.96+0.04 0.63+0.01      14.17+0.06 3.99+0.22 0.63+0.03 
90/10     14.21+0.15 4.27+0.27 0.65+0.02      13.90+0.13 4.33+0.10 0.66+0.01 
80/20     14.09+0.24 4.07+0.24 0.65+0.03  14.05+0.10 4.18+0.18 0.66+0.03 

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

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

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

 
หมายเหตุ: สัญลักษณ *, # และ δ แสดงความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p-value < 0.05 โดยเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเคราติน, 
โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินและเปรียบเทียบระหวางโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวนเดียวกัน 
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รูปท่ี 4.13 การหดตัวของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อผสมเจลาตินที่
อัตราสวนตางๆ (สัญลักษณ * และ # แสดงความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95%, p-value < 0.05 โดยเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเอส-
ซัลโฟเคราตินตามลําดับ) 

 
 

ลักษณะโครงสรางภายในของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเคราตินผสมเจลาติน type A 
อัตราสวนเคราตินตอเจลาติน(wt/wt) เทากับ 100/0 (K100), 90/10(KG91), 80/20 (KG82), 70/30 
(KG73), 60/40 (KG64) และ 50/50 (KG55) 0.8% total solid weight มีรูพรุนที่เชื่อมโยงกัน เคราติน
ชวยใหผนังของโครงเลี้ยงเซลลผสมมีความพรุนมากขึ้น ดังรูปที่ 4.14 โดยขนาดรูพรุนของโครง
เล้ียงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวนตาง ๆ อยูในชวง 65-112 
ไมโครเมตร (ตารางที่ 4.3) เมื่ออัตราสวนของเจลาตินเพิ่มขึ้น ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลใหญ
ขึ้น ลักษณะโครงสรางภายในของโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจ
ลาติน type A อัตราสวนเอส-ซัลโฟเคราตินตอเจลาติน (wt/wt) 100/0 (s-K100), 90/10 (s-KG91), 
80/20 (s-KG82), 70/30 (s-KG73), 60/40 (s-KG64) และ 50/50 (s-KG55) 0.8% total solid weight 
ดังรูปที่ 4.15 โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีขนาดรูพรุนฉลี่ยใหญกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน
ประมาณสองเทา (ตารางที่ 4.3)  
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ลักษณะโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีความพรุนมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 
เคราตินสงผลตอลักษณะผนังของโครงเลี้ยงเซลล ทําใหมีความเชื่อมโยงภายใน (interconnectivity) 
สูงกวา ขนาดรูพรุนที่แตกตางกันของโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ นาจะเกิดจากลักษณะของ
โครงสรางของเคราตินที่กระจายตัวในน้ํา คือ โครงเลี้ยงเซลล K100, KG91, KG82 และ KG73 มี
ปริมาณเคราตินมาก สายพอลิเมอรกระจายตัวในน้ําไดดี เมื่อทําแหงเยือกแข็ง ทําใหเกิดรูพรุนขนาด
เล็ก ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล KG64 และ KG55 โครงเลี้ยงเซลลมีลักษณะของเจลาตินมากกวา คือ 
อาจเกิดเจลระหวางกระบวนการเย็นตัว ทําใหไดผนังของรูพรุนหนากวา สวนโครงเลี้ยงเซลล s-
K100, s-KG91 และ s-KG82 รูพรุนมีลักษณะคลายใบไม มีผนังที่ตอเนื่องกันมากกวา แสดงถึง
โมเลกุลของน้ําที่เกิดการรวมตัวกันเปนกลุมใหญกอนการทําแหงเยือกแข็ง นอกจากนี้คาประจุของ
สารสงผลตอลักษณะรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล โดยที่คา pH ในการเตรียมสารละลายเทากับ 8.1 
เคราตินแสดงประจุลบ (คา pI ของเคราตินเทากับ 4.9 และ 6.1 [Alber, K.M., 1996]) และเจลาติน
แสดงประจุบวก (คา pI เทากับ 9) เมื่ออัตราสวนเจลาตินเพิ่มมากขึ้น เกิดการสรางพันธะทางไฟฟา
ระหวางประจุลบและบวกมากขึ้น อาจมีสวนทําใหผนังโครงเลี้ยงเซลลหนามากขึ้น นอกจากนี้
สมบัติการเขากันไดกับน้ําของเอส-ซัลโฟเคราตินอาจมีสวนทําใหลักษณะของโครงเลี้ยงเซลลคลาย
กับโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินซึ่งมีสมบัติการเขากับน้ําไดดีเชนกัน    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                             

K100 KG91 

KG82 
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KG73 

                                                                 

                    

KG55 KG64 

          

                                       

G100 

รูปท่ี 4.14 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลเคราติน โครงเลี้ยง
เซลลเจลาติน type A และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน type A อัตราสวนเคราตินตอเจลาติน 
(wt/wt) เทากับ 100/0 (K100), 90/10 (KG91), 80/20 (KG82), 70/30 (KG73), 60/40 (KG64), 50/50 
(KG55) และ 0/100 (G100) โครงเล้ียงเซลลมีปริมาณของแข็งรวมทั้งหมดเทากับ 0.8% โดยน้ําหนัก 
ที่กําลังขยาย 100 เทา 
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s-KG91 

     

s-K100 

     

s-KG82 s-KG73 

s-KG64 

    

องกราดของโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 
ิน type A อัตราสวนเอส-ซัลโฟเคราตินตอเจ

70/30 (s-KG73), 60/40 
ีปริมาณของแข็งรวมทั้งหมดเทากับ 0.8% โดย

s-KG55 

 

รูปท่ี 4.15 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบส
และโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาต
ลาติน (wt/wt) เทากับ 100/0 (s-K100), 90/10 (s-KG91), 80/20 (s-KG82), 
(s-KG64) และ 50/50 (sKG55) โครงเลี้ยงเซลลม
น้ําหนัก ที่กําลังขยาย 100 เทา 
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เมื่ออัตราสวนเจลาตินเพิ่มมากขึ้นเปอรเซ็นตการหดตัวมีแนวโนมลดลง ดังนั้นขนาดรูพรุน
ของโครงเลี้ยงเซลลควรมีขนาดใหญขึ้น เมื่อพิจารณาตารางที่ .3 ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล
เคราตินผสมเจลาตินอัตราสวน 70/30, 60/40 และ 50/50 มีขนาดรูพรุนสอดคลองกับเปอรเซ็นตการ
หดตัว แตเมื่อพิจารณาที่อัตราสวนอื่นๆ ขนาดรูพรุนไมสอดคลองกับเปอรเซ็นตการหดตัว เมื่อ
พิจารณาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซ

4

ัลโฟเคราตินซ่ึงมีเปอรเซ็นตอัตราการหดตัวใกลเคียงกันเมื่อผสมเจ
าตินที่อัตราสวนตางๆ โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีเปอรเซ็นตการหดตัวสูงที่สุดควรมี

ขนาดรูพรุนเล็กที่สุด แตเมื่อพิจารณาตารางที่ 4.3 พบวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีขนาดรู
พรุนให

ล

ญมากและเมื่อเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินซึ่งมีเปอรเซ็นต
การหดตัวเทากันแตมีขนาดรูพรุนแตกตางกันประมาณสองเทา ดังนั้นเปอรเซ็นตการหดตัวหลังจาก
การขึ้นรูปไมนาสงผลตอขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล อัตราสวนของเคราตินตอเจลาตินและ
เอส-ซัลโฟเคราตินตอเจลาติน มีผลเปนอยางมากตอรูปรางของโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตได 

ตารางที่ 4.3 แสดงขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อผสมเจลาติน
ที่อัตราสวนตางๆ 

 
อัตราสวนเคราตินตอเจลาตนิ       ขนาดรพูรุน (ไมโครเมตร) 

       (wt/wt)         โครงเลี้ยงเซลลเคราติน     โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 

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

       90/10  65+0.15 *δ 206+0.28 #

      80/20  68+0.21 *δ 170+0.22 #

      70/30  72+0.19 *δ  115+0.21#

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

      50/50  112+0.24 *  216δ + 0.20#

 

หมาย ลักษณ *, # และ δ แสด ที่ระดับความ
เชื่อม -value < 0.05 โดยเปรีย เลี้ยงเซลลเอส-
ซัลโฟ ะเปรียบเทียบระหวางโคร ินผสมเจลาติน
ที่อัตร กัน 

 

เหตุ: สัญ งความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญ
ลเครั่น 95%, p บเทียบกับโครงเลี้ยงเซล าติน, โครง

เคราตินแล งเลี้ยงเซลล ัลโฟเคราตเคราตินและเอส-ซ
าสวนเดียว
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4.3.2 การดูดซับน้ํา  

 เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (K100) เจลาติน (G100) และเคราตินผสมเจลาตินอัตราสวน
ตาง ๆ ไดแก อัตราสวนเคราตินตอเจลาติน (wt/wt) 90/10 (KG91), 80/20 (KG82), 70/30 (KG73), 
60/40 (KG64) และ 50/50 (KG55) มาทดสอบสมบัติการดูดซับน้ํา พบวา เมื่ออัตราสวนของเจลาติน
เพิ่มมากขึ้น โครงเล้ียงเซลลสามารถดูดซับน้ําไดมากขึ้น เมื่อพิจารณาปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลล
เคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน อัตราสวนเจลาตินเพิ่มมากขึ้นปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลมี
แนวโนมเพิ่มขึ้น (ตารางที่ 4.2) เมื่อปริมาตรโครงเลี้ยงเซลลมากขึ้นสงผลใหโครงเลี้ยงเซลลสามารถ
ดูดซับน้ําไดมากขึ้น พิจารณาเปอรเซ็นตการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล (รูปที่ 4.13) โครงเลี้ยงเซลล
เคราตินมีเปอรเซ็นตการหดตัวมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อเปอรเซ็นตการหดตัว
มากทําใหปริมาตรลดลง สงผลใหการดูดซับน้ํานอยลง นอกจากนี้ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล
อาจสงผลตอสมบัติการดูดซับน้ําดวย โดยขนาดรูพรุนใหญขึ้นเมื่ออัตราสวนเจลาตินมากขึ้น สมบัติ
การดูดซับน้ําของโครงเลี้ยงเซลลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน 
(0/100) แสดงดังรูปที่ 4.16 โดยขอมูลมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับโครง
เล้ียงเซลลเจลาติน (G100) แตไมมีความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับโครง
เล้ียงเซลลเคราติน (K100) โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีสมบัติการดูดซับน้ําเชนเดียวกับ
โครงเลี้ยงเซลลเคราติน คือ เมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาติน ทําใหโครงเลี้ยงเซลลดูดซับน้ําไดมากขึ้น ดัง
รูปที่ 4.16 โดยโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินผสมกับเจลาตินอัตราสวน (wt/wt) 60/40 และ 
50/50 มีความแตกตางของขอมูลอยางมีนัยสําคัญโดยเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเครา
ตินและโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน เมื่อพิจารณาสมบัติการดูดซับน้ําของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและ
เอส-ซัลโฟเคราติน พบวา โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีการดูดซับน้ําไดมากกวาโครงเลี้ยง
เซลลเคราติน 2-3 เทา แตเมื่อพิจารณาปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลล (ตารางที่ 4.2) พบวาปริมาตรของ
โครงเล้ียงเซลลทั้งสองชนิดไมแตกตางกันโดยอยางมีนัยสําคัญ ดังนั้นกรณีนี้สมบัติการดูดซับน้ําที่
แตกตางกันอาจเนื่องจากความแตกตางของขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟ
เคราตินซึ่งมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ  
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รูปท่ี 4.16 กราฟแสดงอัตราการดูดซับน้ําของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจ
ลาติน Type A (wt/wt) ที่อัตราสวนตางๆ กัน โดยแชในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 เปน
เวลา 3 ช่ัวโมง [สัญลักษณ *, # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมัน 95% 
เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (0/100) และโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน (100/0)] 

โครงเลี้ยงเซลลเคราตนิ 

โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตนิ 

โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน 

4.4 สมบัติทางกลของโครงเลีย้งเซลล 

 คา compressive modulus ของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเจลาตินมีคาโดยเฉลี่ย 22 และ 24 
kPa ตามลําดับ เมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน พบวา เมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาติน
มากขึ้น สงผลใหโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีคา compressive modulus เพิ่มมากขึ้น ความทนทานตอ
แรงกดมากขึ้น ความแข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลลมีคาเพิ่มขึ้นเนื่องจากเกิดการสรางพันธะไอออ นิ
คระหวางเคราตินและเจลาติน เนื่องจากในการเตรียมสารละลายเทากับ 8.1 เคราตินมีคา pI เทากับ 
4.9 และ 6.1 จะมีประจุเปนลบ ในขณะที่เจลาติน Type A มีคา pI เทากับ 9 ดังนั้นในสารละลายนี้เจ
ลาตินจึงมีประจุเปนบวก [Tanabe, T. และคณะ,2002] ประจุตรงขามกันทําใหสามารถเกิดการสราง
พันธะไอออนิคอาจสงผลใหโครงเลี้ยงเซลลแข็งแรงมากขึ้น โดยโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจ
ลาตินอัตราสวน 50/50 (KG55) มีคา compressive modulus สูงสุด โดยมีคาเทากับ 35 kPa ซ่ึงมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเจลาติน ดังรูปที่ 4.17 
แนวโนมของคา compressive modulus เพิ่มขึ้นเรื่อยๆ เมื่ออัตราสวนเจลาตินมากขึ้น ซ่ึงแสดงถึง
ความแข็งแรงของพันธะไอออนิค ดังนั้นอาจลดปริมาณเคราตินที่ใชลงอีกได เนื่องจากน้ําหนัก
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โมเลกุลของเคราตินต่ํากวาเจลาตินมาก ทําใหสัดสวนโดยน้ําหนักที่เคราตินสามารถสรางพันธะกับ
เจลาตินพอดีไดคือปริมาณเจลาตินมากและปริมาณเคราตินนอย 
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โครงเลี้ยงเซลลแคราติน 
โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตนิ 

โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน 

รูปท่ี 4.17 กราฟเปรียบเทียบคา Compressive modulus ของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟ
เคราติน เมื่อผสมกับเจลาติน Type A (แบบแหง) ที่อัตราสวนตางๆ (สัญลักษณ * และ # แสดงถึง
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมัน 95% เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน 
(0/100) และโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (100/0) ตามลําดับ) 

 ความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อผสมกับเจลาติน ผลการ
ทดลองมีแนวโนมเชนเดียวกับโครงเลี้ยงเซลลเคราติน คือ เมื่อเพิ่มปริมาณเจลาตินมากขึ้น ความ
ทนทานตอแรงกดมีคามากขึ้น โครงเลี้ยงเซลลมีความแข็งแรงมากขึ้น โดยขอมูลมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) แตไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน (s-K100) ดังรูปที่ 4.17 เมื่อ
เปรียบเทียบความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราติน พบวา โครง
เล้ียงเซลลเคราตินมีคา compressive modulus มากกวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน อาจ
เนื่องจากขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินซึ่งมีขนาดรูพรุนใหญกวาโครงเลี้ยง
เซลลเคราตินถึงสองเทา สงผลใหยุบตัวไดงายเมื่อถูกแรงกด  
 การทดสอบความทนทานตอแรงกดในสภาวะเปยก  โดยนําโครงเลี้ยงเซลลแชใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH 7.4 เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นนําโครงเลี้ยงเซลลมาซับ
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรสวนเกินออกและนําไปทดสอบความทนทานตอแรงกด กรณีโครง
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เล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน พบวา คา compressive modulus มีแนวโนมเชนเดียวกับการทดสอบ
ในสภาวะแหง กลาวคือ เมื่ออัตราสวนเจลาตินเพิ่มขึ้น คา compressive modulus มีคามากขึ้น ดังรูป
ที่ 4.18 เมื่อเปรียบเทียบคา compressive modulus ในสภาวะเปยกและแหง พบวา คา compressive 
modulus มีคาไมแตกตางกันมากนัก โดยคา compressive modulus ในสภาวะเปยกมีคาสูงกวาใน
สภาวะแหง เนื่องจากในสภาวะเปยก โครงเล้ียงเซลลอ่ิมตัวไปดวยน้ํา ทําใหมีแรงดันจากน้ํา สงผล
ใหคา compressive modulus มีคาสูงกวาในกรณีสภาวะแหง สําหรับโครงเลี้ยงเซลลเคราตินไม
สามารถวัดคา compressive modulus ในสภาวะเปยกไดเชนโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 
เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีโครงสรางเปนแบบเสนใยมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเครา
ติน เมื่อแชในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร โครงเลี้ยงเซลลคอนขางแบน แผเปนเสนใย เมื่อนําไป
ทดสอบวัดคา compressive modulus ไมสามารถกดแรงและวัดคาได สําหรับโครงเลี้ยงเซลลเอส-
ซัลโฟเคราตินมีโครงสรางที่แข็งแรงกวาเคราตินในสภาวะเปยก เมื่อพิจารณาปริมาตรของโครงเลี้ยง
เซลลเอส-ซัลโฟเคราตินเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (ตารางที่ 4.1) พบวาปริมาตรของ
โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาตินมีคามากกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน
เพียงเล็กนอยปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลอาจสงผลตอความแข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลล นอกจากนี้
สมบัติการเขากันไดกับน้ําอาจมีผลตอความทนทานตอแรงกดในสภาวะเปยก หลังจากผาน
กระบวนการทําแหงเยือกแข็ง เคราตินมีการสรางพันธะไดซัลไฟดใหมอีกครั้ง ทําใหไมสามารถ
ละลายในน้ําได สวนเอส-ซัลโฟเคราตินมีสมบัติการเขากันไดกับน้ําไดดีกวาเคราติน โดยพิจารณา
จากรูป SEM (รูปที่ 4.15) พบวาโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีความเปนเนื้อ
เดียวกันกับเจลาติน ลักษณะรูพรุนคลายกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินอยางเห็นไดชัด อาจมีสวนในการ
ดูดซับน้ําไดมากเชนเดียวกับเจลาติน นอกจากนี้โครงเล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินสามารถดูดซับน้ํา
ไดมากกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน อาจเนื่องจากขนาดรูพรุนที่ใหญกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน 
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รูปท่ี 4.18 กราฟเปรียบเทียบคา Compressive modulus แบบเปยกและแบบแหงของโครงเลี้ยงเซลล 
ซัลโฟเคราตินผสมกับเจลาติน Type A ที่อัตราสวนตางๆ (* และ # แสดงถึงความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมัน 95% เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) เมื่อวัดคา 
Compressive modulus แบบเปยกและแบบแหง ตามลําดับ) 

   

4.5 สมบัติทางชีววิทยา 

4.5.1 ความเขากันไดกับเซลลในสภาวะเลียนแบบรางกาย (In vitro biocompatibility) 

 เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวนตางๆ 
ทดสอบเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast ที่ระยะเวลา 5, 24, 72 และ 96 ช่ัวโมงหลังจากการเพาะ
เซลล เพื่อประเมินความสามารถในการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล แสดงดังรูปที่ 4.19 
โดยการทดสอบการเขากันไดกับเซลลพิจารณาจากรอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธ 
คํานวณไดจาก  

     
  รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธ    =   × 100 % 

จํานวนเซลลที่มีชีวิต ณ เวลาใด ๆ 

จํานวนเซลลที่เพาะในโครงเลี้ยงเซลลเร่ิมตน  
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การวิเคราะหจํานวนเซลลที่ยังมีชีวิตอยูโดยใช MTT method โดยเซลลที่มีชีวิตไมโตคอน 
เดรียจะทํางานและปลอยเอนไซมดีไฮโดรจีเนสซึ่งทําปฏิกิริยากับสารMTT [3-(4, 5-
dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide] เกิดเปนผลึกสีน้ําเงินเขม โดยจํานวน
เซลลที่มีชิวิตเปนสัดสวนโดยตรงกับผลึกฟอรมาซานที่เกิดขึ้น [Tour, U. และคณะ, 1999] 

พิจารณารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธหลังจากการเพาะเซลลที่เวลา 5 ช่ัวโมง 
พบวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (K100) มีรอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงสุด เมื่อ
อัตราสวนของเจลาตินมากขึ้น รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธลดลง แสดงถึงเซลล
สามารถยึดเกาะที่โครงเลี้ยงเซลลเคราตินไดดีกวาเจลาติน เนื่องจากเคราตินมีลําดับกรดอะมิโน 
RGD (-Arg-Gly-Asp-Ser-) และ LDV (-Leu-Gly-Val-) ที่เซลลสามารถยึดเกาะไดดี [Yamauchi, K. 
และคณะ, 2003] เมื่อเวลาผานไป 24 ช่ัวโมง รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธมีคาสูงที่สุด 
โดยมีคาเพิ่มขึ้น 2 เทาจากที่เวลา 5 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Tachibana, A. และคณะ
ในป ค.ศ. 2002 ซ่ึงเลี้ยงเซลลดวยโครงเลี้ยงเซลลเคราตินที่ดัดแปลงหมู SH ของเคราตินดวยกรดไอ
โอโดอะซีติก พบวาที่เวลา 24 ช่ัวโมงมีรอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มเพียง 1.6 เทา 
เทานั้น [Tachibana, A และคณะ, 2002] และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินอัตราสวน 80/20 
(wt/wt) หรือ KG82 มีรอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงสุด ที่เวลา 72 ช่ัวโมง และที่ 96 
ช่ัวโมง รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธลดลง และโครงเลี้ยงเซลล KG82 มีรอยละของ
ปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงสุด รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธที่ลดลง  อาจเนื่องจาก
การเปลี่ยนแปลงสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล เมื่อพิจารณาลักษณะพื้นผิวของโครงเลี้ยง
เซลลเคราตินหลังจากการเพาะเซลลลงในโครงเลี้ยงเซลล เมื่อระยะเวลาผานไป ลักษณะพื้นผิวของ
โครงเล้ียงเซลลเคราตินมีสภาพเปอยยุยมากขึ้น พิจารณาผลการทดสอบการเขากันไดของเซลลที่
เวลา 24 ช่ัวโมง พบวารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว แสดงถึงมี
จํานวนเซลลมากและอาจปลอยเอนไซมหรือของเสียตางๆ ออกมาทําลายโครงเลี้ยงเซลล สงผลให
รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธลดลง  และเมื่อพิจารณาจากภาพถายโครงเลี้ยงเซลลเครา
ตินหลังจากทดสอบการเลี้ยงเซลล พบวาโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีขนาดเล็กลงและมีลักษณะเปอย
ยุยมากขึ้น ดังรูปที่ 4.21 และ 4.22 
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รูปท่ี 4.19 กราฟแสดงรอยละของปริมาณเซลล L929 mouse fibroblast ที่มีชีวิตสัมพัทธ เมื่อทดสอบ
ดวยโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน Type A ที่อัตราสวนตางๆ กัน 
โดยจํานวนเซลลที่เพาะในโครงเลี้ยงเซลลเทากับ 20,000 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล (สัญลักษณ * และ # 
แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล G100 
และโครงเลี้ยงเซลล K100 ตามลําดับ) 
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รูปท่ี 4.20 กราฟแสดงรอยละของปริมาณเซลล L929 mouse fibroblast ที่มีชีวิตสัมพัทธ เมื่อทดสอบ
ดวยโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาติน Type A 
ที่อัตราสวนตางๆ กัน โดยจํานวนเซลลที่ใสในโครงเลี้ยงเซลลเทากับ 20,000 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล 
(สัญลักษณ * และ # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เปรียบเทียบกับ
โครงเล้ียงเซลลเจลาติน (G100) และโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (K100) ตามลําดับ) 
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การทดสอบเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast ดวยโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินและ
โครงเล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินผสมเจลาติน type A แสดงดังรูปที่ 4.20 เมื่อเวลาผานไป 5 ช่ัวโมง
หลังจากการเพาะเซลลพบวา โครงเล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน (s-K100) เซลลสามารถยึดเกาะไดดี
ที่สุด และเมื่อเพิ่มอัตราสวนของเจลาตินการยึดเกาะของเซลลมีคาลดลง เชนเดียวกับโครงเลี้ยงเซลล
เคราตินผสมเจลาติน ที่เวลา 24 ช่ัวโมง รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มมากขึ้น โดย
โครงเล้ียงเซลล s-K100 รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงที่สุด ที่เวลา 72 ช่ัวโมง โครง
เล้ียงเซลล s-KG82 มีอัตราการรอดชีวิตของเซลลสูงที่สุด โดยขอมูลมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
เมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล s-K100 และโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) โครงเล้ียงเซลล
ชนิดอื่นๆ มีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มขึ้นจากที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง ที่เวลา 96 
ช่ัวโมง พบวาโครงเลี้ยงเซลลทุกชนิดมีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มมากขึ้น และ
โครงเลี้ยงเซลล s-KG82 มีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงที่สุด โดยมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน เมื่อเปรียบเทียบรอยละของปริมาณเซลล
ที่มีชีวิตสัมพัทธระหวางโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน พบวามี
แนวโนมสวนทางกัน โครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มขึ้น
อยางรวดเร็วภายในเวลา 24 ช่ัวโมง แตมีคาลดลงที่เวลา 72 และ 96 ช่ัวโมง ในขณะที่โครงเลี้ยง
เซลล G100 และโครงเลี้ยงเซลล s-KG ที่อัตราสวนตางๆ คารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิต
สัมพัทธเพิ่มขึ้นอยางชาๆ และมีคาสูงสุดที่ 96 ช่ัวโมง โครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมีคารอยละ
ของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มมากขึ้นเมื่อระยะเวลาผานไป อาจเนื่องจากโครงสรางของเอส-
ซัลโฟเคราตินที่มีความแข็งแรงมากกวาเคราติน เมื่อพิจารณารูปที่ 4.22 เมื่อเวลาผานไปหลังจากการ
ทดสอบเลี้ยงเซลลพบวาลักษณะโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินยังคงเหมือนเดิม ไมเห็นลักษณะ
เปอยยุยของโครงเลี้ยงเซลล เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Katoh, K. และคณะ ในป ค.ศ. 2004 ซ่ึง
เล้ียงเซลล L929 บนแผนฟลมเอส-ซัลโฟเคราติน ซ่ึงรอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธที่เวลา 
96 ช่ัวโมงเพิ่มขึ้นเปน 6.7 เทา สําหรับงานวิจัยนี้รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธเพิ่มขึ้น 2.6 
เทา แตเนื่องจากงานวิจัยของ Katoh ใชปริมาณเคราตินสูงถึง 10% wt  ในขณะที่งานวิจัยนี้ใชเครา
ตินนอยกวาประมาณ 10 เทา  (0.8% wt) แตเปนโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีรูปรางเปนสามมิติ ทําใหมี
พื้นที่ใหเซลลสามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตไดมากกวาโครงเลี้ยงเซลลแบบฟลม [Katoh, K. และ
คณะ 2004] 
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รูปท่ี 4.21 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลเคราติน เมื่อ
ทดสอบการเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast ที่ระยะเวลาตางๆ ที่กําลังขยาย 500 เทา 

 

 

5 h 24 h   72 h 96 h 

โครงเล้ียงเซลลเคราติน 

โครงเล้ียงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน 

รูปท่ี 4.22 ภาพถายโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (K100) และเอส-ซัลโฟเคราติน (s-K100) หลังจาก
ทดสอบการเลี้ยงเซลล L929 mouse fibroblast ที่ระยะเวลาตาง ๆ (เสนผาศูนยกลางของหลุมเทากับ 
1.7 มิลลิเมตร) 
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ตารางที่ 4.4 แสดงปริมาณเซลลที่มีชีวิตสูงสุดที่เวลา 96 ช่ัวโมงและเวลาที่เซลลมีปริมาณ
เพิ่มขึ้นเปนสองเทา (Doubling time: tD) ในโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินเมื่อผสม
เจลาตินที่อัตราสวนตาง ๆ โครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีปริมาณเซลลที่มีชีวิตนอยกวาโครงเลี้ยงเซลล
เอส-ซัลโฟเคราติน โดยโครงเลี้ยงเซลลที่มีเคราตินเปนองคประกอบมีปริมาณเซลลที่มีชีวิตประมาณ 
16,000-40,000 เซลล โครงเลี้ยงเซลล KG55 มีปริมาณที่มีชีวิตเซลลต่ําที่สุด (16,688 เซลล) และ
โครงเลี้ยงเซลล KG82 มีปริมาณเซลลที่มีชีวิตสูงสูด (41,188 เซลล) โครงเลี้ยงเซลลที่มีเอส-ซัลโฟ
เคราตินเปนองคประกอบมีปริมาณเซลลที่มีชีวิตประมาณ 52,000-64,000 เซลล โครงเลี้ยงเซลล s-
K100 มีปริมาณเซลลที่มีชีวิตต่ําที่สุด (52,563 เซลล) โครงเลี้ยงเซลล s-KG82 มีปริมาณเซลลที่มีชีวิต
สูงสุด (64,000 เซลล) โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) มีปริมาณเซลลที่มีชีวิตเทากับ 61,430 เซลล
ซ่ึงมากกวาโครงเลี้ยงเซลล KG82 แตนอยกวาโครงเลี้ยงเซลล s-KG82 เมื่อพิจารณาคา doubling 
time พบวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีเคราตินเปนองคประกอบมีคา doubling time ส้ันกวาโครงเลี้ยงเซลลที่
มีเอส-ซัลโฟเคราตินเปนองคประกอบและโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน เซลลในโครงเลี้ยงเซลลที่มีเครา
ตินเปนองคประกอบใชเวลาในการเพิ่มปริมาณเซลลเปนสองเทานอยกวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีเอส-
ซัลโฟเคราตินเปนองคประกอบและโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน โครงเล้ียงเซลล KG55 ปริมาณเซลล
เพิ่มขึ้นเล็กนอยเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นและเริ่มลดลงที่เวลา 72 และ 96 ช่ัวโมง ไมสามารถพิจารณาคา 
doubling time ได รายละเอียดแสดงดังตารางที่ 4.4  
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ตารางที่ 4.4 แสดงปริมาณเซลล L929 mouse fibroblast ที่มีชีวิตที่เวลา 96 ช่ัวโมงและคา Doubling 
time ในโครงเลี้ยงเซลลชนิดตาง ๆ 

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

 

นอกจากการนําโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน type A 
ทดสอบเลี้ยงเซลลดวยเซลล L929 mouse fibroblast แลว ยังนําโครงเลี้ยงเซลลเหลานั้นไปทดสอบ
การเลี้ยงเซลล mesenchymal stem cells (MSC) ซ่ีงถือเปนงานวิจัยแรกที่ใชเคราตินที่สกัดจากเสน
ผมในการเลี้ยง mesenchymal stem cells โดย MSC เปนเซลลตนกําเนิดที่แยกออกมาจากไขกระดูก
ของ Wistar rat เพศผู อายุ 3 สัปดาห (รูปที่ 4.23) พบวาที่เวลา 5 ช่ัวโมงหลังจากการเพาะเซลลลงใน
โครงเลี้ยงเซลล เซลลสามารถยึดเกาะโครงเลี้ยงเซลลเคราตินไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน 
เนื่องจากเคราตินประกอบดวยหมู –SH และลําดับกรดอะมิโน RGD-peptide และ LDV (-Leu-Gly-
Val-)  [Yamauchi, K. และคณะ, 2003]  เปนหมูที่ชวยให MSC สามารถยึดเกาะไดดี [Curran, J.M., 
และคณะ, 2006] อัตราสวนของเจลาตินมีผลตอความสามารถในการยึดเกาะของเซลล เมื่อ
อัตราสวนของเจลาตินตอเคราตินมากขึ้น รอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธลดลงอยางมี
นัยสําคัญ ที่เวลา 24 ช่ัวโมง พบวารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธมากขึ้น โดยโครงเลี้ยง
เซลลเคราตินมีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงที่สุด และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสม
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เจลาตินที่อัตราสวน 50/50 wt/wt (KG55) มีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธต่ําที่สุด ที่
เวลา 72 ช่ัวโมง โครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวน 90/10 wt/wt (KG91) มีคารอยละ
ของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงที่สุด แตที่เวลา 96 ช่ัวโมง โครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน
ที่อัตราสวน 70/30 wt/wt (KG73) มีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธสูงสุด โดยมี
คาประมาณ 150% ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินมีคารอยละของปริมาณเซลลที่มีชีวิตสัมพัทธ
คอนขางคงที่ตั้งแตที่เวลา 24 ช่ัวโมง  
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Keratin/gelatin 

รูปท่ี 4.23 กราฟแสดงรอยละของปริมาณเซลล Bone marrow derived mesenchymal stem cells ที่มี
ชีวิตสัมพัทธ เมื่อทดสอบดวยโครงเลี้ยงเซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน Type 
A ที่อัตราสวนตางๆ กัน โดยจํานวนเซลลที่ใสในโครงเลี้ยงเซลลเทากับ 20,000 เซลล/โครงเลี้ยง
เซลล (สัญลักษณ * และ # แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) และโครงเลี้ยงเซลลเคราติน (K100) ตามลําดับ)  
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 พิจารณาปริมาณเซลลที่มีชีวิตสูงสุดที่เวลา 96 ช่ัวโมง (ตารางที่ 4.5) โครงเลี้ยงเซลลเจ
ลาตินมีปริมาณเซลลที่มีชีวิตต่ําที่สุดเทากับ 13,200 เซลล โครงเลี้ยงเซลล KG73 มีปริมาณเซลลที่มี
ชีวิตสูงที่สุดเทากับ 30,800 เซลล โดยมีคา doubling time เทากับ 89.9 ชั่วโมง  

ตารางที่ 4.5 แสดงปริมาณเซลล Mesenchymal stem cell (MSC) ที่มีชีวิตที่เวลา 96 ช่ัวโมงและคา 
Doubling time ในโครงเลี้ยงเซลลชนิดตาง ๆ 

 
ชนิดโครงเลี้ยงเซลล ปริมาณเซลลท่ีมีชีวิตสูงสดุ 

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

เคราตินและเอส-ซัลโฟเคราตินสงผลตอการยึดเกาะของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล คือชวย
เหนี่ยวนําใหเซลลสามารถยึดเกาะไดอยางรวดเร็ว และเซลลสามารถเพิ่มจํานวนบนโครงเลี้ยงเซลล
เคราตินไดรวดเร็วกวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราติน เมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตระหวาง
เซลล L929 mouse fibroblast และเซลล mesenchymal stem cell (MSC) พบวาเซลล L929 และ 
MSC สามารถยึดเกาะบนโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ ไดใกลเคียงกัน แตเซลล L929 สามารถ
เจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ ไดดีกวาเซลล MSC อาจเนื่องจากเซลล MSC เปนเซลล
ตนกําเนิดซ่ึงสามารถเปลี่ยนแปลงเปนเซลลชนิดตาง ๆ ได เมื่อเซลลมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางเปน
เซลลชนิดอื่นๆ สงผลใหเซลลมีการเพิ่มจํานวนอยางชา ๆ  
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4.5.2 การเขากันไดกับเซลลภายในรางกาย (In vivo biocompatibility) 

           การทดสอบความเขากันไดกับเซลลภายในรางกาย โดยนําโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) 
และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวน 80/20 (KG82) และ 50/50 wt/wt (KG55) 
เนื่องจากเมื่อทดสอบผลการเขากันไดกับเซลลภายในสภาวะเลียนแบบรางกาย KG82 มีผลการ
ทดสอบดีที่สุดแตสมบัติเชิงกลของ KG82 ยังไมดีเทาที่ควร ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจเลือก KG55 
อีกตัวอยางซึ่งมีสมบัติเชิงกลดีที่สุด โดยผานการฆาเชื้อดวยเอธานอลและลางดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 จากนั้นฝงใตแผนหลังของ Wistar rat เพศเมีย อายุ 5 สัปดาห ดังรูปที่ 4.24 
 
 

 

โครงเลี้ยงเซลล 

รูปท่ี 4.24 แสดงการฝงโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ ใตแผนหลังของ Wistar rat 

ลักษณะโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ  เมื่อฝงบริเวณใตแผนหลังของหนูที่เวลา 1, 2 และ 4 
สัปดาห  ไดผลดังรูปที่ 4.25 พิจารณาที่เวลา 1 สัปดาห โครงเลี้ยงเซลลทุกชนิดกอใหเกิดการอักเสบ
ที่ผิวหนังของหนู สังเกตจากผิวหนังของหนูมีสีแดงและมีลักษณะบวมเกิดขึ้นบริเวณโครงเลีย้งเซลล 
โดยเฉพาะโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินเกิดอาการบวมแดงและการสรางพังผืดหุมโครงเลี้ยงเซลล
มากกวาโครงเลี้ยงเซลลเคราติน(KG82 และ KG55) พังผืดที่เกิดที่โครงเล้ียงเซลลเจลาตินซ่ึงเปน
ปฏิกิริยาตอตานสิ่งแปลกปลอมของรางกายโดยธรรมชาติ เนื้อเยื่อพังผืดที่หุมรอบโครงเลี้ยงเซลลนี้
อาจทําใหเกิดการจํากัดในการถายเทมวลสารเขาสูโครงเล้ียงเซลล ทําใหเซลลภายในโครงเลี้ยงเซลล
ไดรับอาหารและปจจัยตางๆ ที่จําเปนตอการเจริญเติบโตและเคลื่อนที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลนอยลง 
และที่เวลา 2 สัปดาห ผิวหนังของหนูอาการอักเสบลดลง และเร่ิมมีเสนเลือดมาเลี้ยงบริเวณโครง
เล้ียงเซลล KG82 และ KG55 มีเสนเลือดแดงขนาดใหญเขามาหลอเล้ียง ในขณะที่โครงเล้ียงเซลล 
G100 พบเสนเลือดนอยกวาและมีขนาดเล็กลงและยังพบพังผืดบางหุมโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินอยู 
เมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลล KG55 พบพังผืดสีขาวอยูรอบโครงเลี้ยงเซลลบางแตสามารถลอกออก
ได และที่เวลา 4 สัปดาห พบพังผืดสีขาวอยูรอบโครงเลี้ยงเซลล KG82 และ KG55  เมื่อพิจารณาการ
ยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลล เมื่อระยะเวลาผานไปโครงเลี้ยงเซลลเกิดการยอยสลายมากขึ้น ขนาด
ของโครงเลี้ยงเซลลเล็กลง โดยที่ระยะเวลา 4 สัปดาห โครงเล้ียงเซลลเจลาตินยอยสลายหมดไป 
ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล KG82 และ KG55 ยังคงเหลือช้ินโครงเลี้ยงเซลลอยูเล็กนอย จะเห็นวา
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โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินจะมีคา Compressive modulus มากกวาโครงเลี้ยงเซลลชนิดอื่นๆ  แตอัตรา
การยอยสลายภายในรางกายสูงกวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีเคราตินเปนองคประกอบ 

เมื่อทําการตรวจสอบเนื้อเยื่อโดยใชเทคนิคการยอมสีแบบ H&E ในสัปดาหที่ 1-4 โครง
เล้ียงเซลลทุกชนิดพบเซลล macrophage ซ่ึงสังเกตจากเซลลกลมขนาดใหญที่มีนิวเคลียสหลาย
นิวเคลียสหลายนิวเคลียส (multinucleated cell) ยอมติดสีน้ําเงินซึ่งมีหนาที่ทําลายสิ่งแปลกปลอมถือ
เปนภาวะปกติเมื่อมีส่ิงแปลกปลอมเขาสูรางกาย  เซลลชนิดนี้จะเขามาในโครงเลี้ยงเซลลในชวงแรก
และเมื่อทําลายสิ่งแปลกปลอมหมดจะไมพบเซลลชนิดนี้อีก แตในสัปดาหที่ 4 ยังคงพบเซลลนี้ใน
โครงเลี้ยงเซลล KG82 และ KG55 ซ่ึงอาจแสดงถึงอาการติดเชื้อเร้ือรังเนื่องจากผานการฆาเชื้อท่ีไม
เพียงพอ ในโครงเลี้ยงเซลล KG55 พบลักษณะคลายเลือดซึ่งอาจเกิดจาก 2 สาเหตุคือ เกิดจาก
ขั้นตอนการฝงชิ้นงานในสัตวทดลอง เกิดบาดแผลภายในตัวสัตวทดลองทําใหเลือดออกและพบ
เซลล Hemo-Siderin-Laden ซ่ึงมีหนาที่เก็บกินเม็ดเลือดที่ออกมาบริเวณปลูกถาย หรืออาจเกิดจาก
สารเคมีที่อยูในโครงเลี้ยงเซลลทําใหเสนเลือดในตัวสัตวทดลองแตกออกหรือมีการตกเลือดเกิดขึ้น 
เมื่อพิจารณาการเคลื่อนที่ของเซลลเขาสูโครงเลี้ยงเซลล ที่สัปดาหที่ 1โครงเลี้ยงเซลล KG82 (รูปที่ 
4.31, 4.40-4.42) เซลลสามารถเขามาภายในโครงเลี้ยงเซลลไดอยางทั่วถึง มีเสนเลือดงอกใหมเพื่อ
หลอเล้ียงโครงเลี้ยงเซลลและมีการสรางเสนใยคอลลาเจนขึ้นมาใหม ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล 
G100 ในสัปดาหแรก ( รูปที่ 4.26, 4.34-4.36) เซลลสามารถเขามาถึงดานในของโครงเลี้ยงเซลล
เพียงเล็กนอยและพบการสรางเสนใยคอลลาเจนขึ้นมาใหมเพียงเล็กนอยแตยังคงมีเสนเลือดเขามา
หลอเล้ียงโครงเลี้ยงเซลล และโครงเลี้ยงเซลล KG55 (รูปที่ 4.28, 4.37-4.39)เซลลสามารถเขามา
ภายในโครงเลี้ยงเซลลไดอยางทั่วถึงเชนเดียวกับโครงเลี้ยงเซลล KG82 มีการสรางเสนใยคอลลาเจน
ขึ้นมาใหมเล็กนอยแตไมพบเสนเลือด ที่เวลา 2 สัปดาห โครงเล้ียงเซลลมีการสรางเสนใยคอลลาเจน
เพิ่มมากขึ้นทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลลและมีเสนเลือดเล็กๆ เกิดขึ้นใหมเพิ่มมากขึ้น โครงเลี้ยงเซลล 
G100 มีการสรางเสนใยคอลลาเจนขึ้นใหมเชนเดียวกันแตนอยกวาโครงเลี้ยงเซลล KG82   และ
โครงเล้ียงเซลล KG55 ไมพบเสนเลือดที่เขามาหลอเล้ียงหรือเกิดขึ้นใหมแตมีการสรางเสนใยคอลลา
เจนขึ้นมาใหม ที่เวลา 4 สัปดาหโครงเล้ียงเซลล G100 เกิดการยอยสลายหมด โครงเลี้ยงเซลล KG82 
มีการสรางเสนใยคอลลาเจนเพิ่มขึ้นอีกและสวนของโครงเลี้ยงเซลลเร่ิมนอยลง (สีชมพูเขม) 
เนื่องจากเกิดการยอยสลาย พิจารณาโครงเลี้ยงเซลล KG55 เหลือสวนที่เปนโครงเลี้ยงเซลลนอยกวา 
KG82 แสดงวา KG55 ยอยสลายเร็วกวา KG82 และพบเสนใยคอลลาเจนใหมซ่ึงมีสีชมพูบริเวณ
ดานนอก จากการการตรวจสอบเนื้อเยื่อนี้แสดงใหเห็นวา โครงเลี้ยงเซลล KG82 มีสมบัติการเขากัน
ไดกับเซลลภายในรางกายไดดีที่สุด มีการสรางเสนใยคอลลาเจนขึ้นมาใหมอยางรวดเร็วและมีอัตรา
การยอยสลายชากวาโครงเลี้ยงเซลลอ่ืนๆ รูปภาพโครงเลี้ยงเซลลแสดงดังรูปที่ 4.26-4.42  
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4 สัปดาห 1 สัปดาห 2 สัปดาห  

 

                                         

ยอยสลายหมด G100 

 

                                            

KG82 

 

                                             

KG55 

 
 
รูปท่ี 4.25 ภาพถายโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน type A 
ที่อัตราสวน 80/20 (KG82) และ 50/50 wt/wt (KG55) หลังจากฝงใตแผนหลัง Wistar rat อายุ 5 
สัปดาห ที่ระยะเวลา 1, 2 และ 4 สัปดาห 
 



 84 
 
 
 

G100-1W 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.26 โครงเล้ียงเซลลเจลาติน (G100) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 1 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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G100-2W 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 4.27 โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (G100) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 2 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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รูปท่ี 4.28 โครงเล้ียงเซลลเคราติน (KG55) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 1 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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KG55-2W 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.29 โครงเล้ียงเซลลเคราติน (KG55) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 2 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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KG55-4W 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.30 โครงเล้ียงเซลลเคราติน (KG55) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 4  
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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KG82-1W 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.31 โครงเล้ียงเซลลเคราติน (KG82) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 1 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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KG82-2W 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.32 โครงเล้ียงเซลลเคราติน (KG82) หลังจากการฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่ระยะเวลา 2 
สัปดาห โดยผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  
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4.6 การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลภายในรางกาย (in vivo biodegradability) 

  พิจารณา คาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลกอนนําไปทดสอบการยอยสลายทาง
ชีวภาพภายในรางกายสัตวทดลอง แสดงดังรูปที่ 4.43 โดยวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตวัท่ีเปลีย่นไป
ดวยเครื่อง Themalgravimetric Analysis (TGA)  
 

0

20

40

60

80

100

40 140 240 340 440 540
อุณหภูมิ (0C)

รอ
ยล

ะข
อง
น้ํา
หน

ักที่
เห
ลือ

 (%
)

G100

K100

KG82

KG55

 
รูปท่ี 4.43 กราฟแสดงการวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตัวดวยเครื่อง TGA ของโครงเลี้ยงเซลลเครา
ติน (K100), เจลาติน (G100), เคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวน 80/20wt/wt (KG82) และอัตราสวน 
50/50wt/wt (KG55) 0.8% total solid weight กอนการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ 

 จากผลการวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลชนิดตาง ๆ โดยคิดจากวิธี on 
set (ภาคผนวก ช) พบวา โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินมีคาอุณหภูมิการสลายตัวสูงที่สุด คือ 260 0C และ
โครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีคาอุณหภูมิการสลายตัวเทากับ 240 0C และเมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาติน คา
อุณหภูมิในการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลมีคาเพิ่มขึ้น อุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล
เคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวน 80/20wt/wt (KG82)) เทากับ 242 0C ซ่ึงใกลเคียงกับโครงเลี้ยง
เซลลเคราตินและโครงเลี้ยงเซลล KG55 มีคาอุณหภูมิการสลายตัวเทากับ 2500C ซ่ึงมีคาอยูระหวาง
โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและ KG82  ดังตารางที่ 4.6 จากผลคาอุณหภูมิการสลายตัวแสดงใหเห็นวา
โครงเล้ียงเซลลเจลาตินมีเสถียรภาพทางความรอนมากกวาโครงเลี้ยงเซลล KG55, KG82 และ K100 
ตามลําดับ อาจเนื่องจากน้ําหนักโมเลกุลของเจลาตินมากกวาเคราติน แมเคราตินมีพันธะไดซัลไฟด
ซ่ึงควรมีเสถียรภาพทางความรอนสูงกวาเจลาติน จากงานวิจัยของ Ionashiro, E.Y. และคณะ พบวา
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คาอุณหภูมิการสลายตัวของเคราตินจากเสนผมมนุษยมีคาเทากับ 230 องศาเซลเซียส [Ionashiro, 
E.Y. และคณะ, 2004] งานวิจัยนี้คาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีคาสูงกวา
เนื่องจากผานกระบวนการเชื่อมโยงพันธะดวยความรอน (240 องศาเซลเซียส, ตารางที่ 4.6) 

ตารางที่ 4.6 แสดงคาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ กอนการทดสอบการยอย
สลายทางชีวภาพ  

 
การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลภายในรางกาย (in vivo biodegradability) โดย

พิจารณาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลดวยเครื่อง TGA หลังจากนําโครงเลี้ยงเซลล        
เจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาติน type A ที่อัตราสวนเคราตินตอเจลาตินเทากับ 
80/20 และ 50/50(wt/wt) 0.8% total solid weight ฝงใตผิวหนังบนหลังของ Wistar Rat เพศเมีย อายุ 
4-5 สัปดาห และวิเคราะหผลที่เวลา 1, 2 และ 4 สัปดาห คาอุณหภูมิการยอยสลายแสดงดังรูปที่ 
4.44-4.46 

ชนิดโครงเลี้ยงเซลล อุณหภูมิการสลายตัว (0C) 
K100 240 
KG82 242 
KG55 250 
G100 260 
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รูปท่ี 4.44 กราฟแสดงการวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตัวดวยเครื่อง TGA ของโครงเลี้ยงเซลลเจ
ลาติน (G100) 0.8% total solid weight หลังจากการยอยสลายภายในรางกายสัตวทดลองที่เวลาตางๆ 
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รูปท่ี 4.45 กราฟแสดงการวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตัวดวยเครื่อง TGA ของโครงเลี้ยงเซลลเครา
ตินผสมเจลาติน อัตราสวน 50/50wt/wt (KG55) 0.8% total solid weight หลังจากการยอยสลาย
ภายในรางกายสัตวทดลองที่เวลาตาง ๆ 
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KG82 

รูปท่ี 4.46 กราฟแสดงการวิเคราะหอุณหภูมิการสลายตัวดวยเครื่อง TGA ของโครงเลี้ยงเซลลเครา
ตินผสมเจลาติน อัตราสวน 80/20wt/wt (KG82) 0.8% total solid weight หลังจากการยอยสลาย
ภายในรางกายสัตวทดลองที่เวลาตาง ๆ 

 คาอุณหภูมกิารยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อนําไปฝงใตผิวหนังบนหลังหนู 
มีคาลดลงเมื่อระยะเวลาฝงโครงเลี้ยงเซลลในสัตวทดลองมากขึ้น คาอุณหภูมิการยอยสลายทาง
ชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลหลังจากฝงในสัตวทดลองแสดงดังตารางที่ 4.7 พิจารณาคาอุณหภูมิการ
สลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลกับผลการยอยสลายในรางกาย พบวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินซึ่งมีคา
อุณหภูมิการยอยสลายสูงที่สุดควรมีการยอยสลายในรางกายชา และโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจ
ลาตินซึ่งมีคาอุณหภูมิการสลายตัวต่ํากวาควรยอยสลายไดเร็วกวา แตจากผลการยอยสลายในรางกาย 
(รูปที่ 4.25) โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินยอยสลายหมดเร็วที่สุด อาจเนื่องจากเอนไซมในรางกายมีความ
เฉพาะเจาะจงกับเจลาตินมากกวา 
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ตารางที่ 4.7 แสดงคาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลแตละชนิด หลังจากฝงโครงเลี้ยง
เซลลในสัตวทดลองที่ระยะเวลาตางๆ 

ระยะเวลาที่ฝงโครงเลี้ยงเซลล         อุณหภูมิการสลายตัว (0C) 
        ในสัตวทดลอง (สัปดาห)            G100                       KG55            KG82 

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

หมายเหตุ: สัญลักษณ – แสดงถึงโครงเลี้ยงเซลลเกิดการยอยสลายหมดไป 
 

 เมื่อพิจารณาคาอุณหภูมิการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลทุกชนิดพบวา เสถียรภาพของโครง
เล้ียงเซลลตอความรอนลดลงเมื่อระยะเวลาที่ฝงโครงเลี้ยงเซลลในสัตวทดลองมากขึ้น คาอุณหภูมิ
การสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและเคราตินที่เวลา 0 สัปดาหมีคาใกลเคียงกันอาจเกิดจาก
การที่สารเปนโปรตีนธรรมชาติเชนเดียวกัน มีโครงสรางที่คลายคลึงกันและพันธะไดซัลไฟดใน
โมเลกุลเคราตินที่สกัดมีปริมาณนอย ทําใหการวิเคราะหปริมาณเนื้อสารที่เหลือดวยเครื่อง TGA 
ไมได จึงควรใชวิธีอ่ืนๆ เชน การทดสอบการยอยสลายในสภาวะเลียนแบบรางกายโดยใชเอนไซม
เคราติเนสแลวหาน้ําหนักที่หายไป 
 



บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 งานวิจัยนี้ศึกษาการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษย  โดยเปล่ียนแปลงชนิดและความเขมขน
ของสารเคมีที่ใชในการสกัด ไดแก urea, thiourea, 2-mercaptoethanol, sodium sulfiide, sodium 
metabisulfite และ SDS พบวาการสกัดดวย 5M urea, 3M thiourea, 0.5M sodium sulfide, 1.66M 2-
mercaptoethanol และ 0.26M SDS (วิธีที่ 11) ใหเปอรเซ็นตผลไดสูงสุดคือ 66% ผลของการ
เปลี่ยนแปลงระยะเวลาในการสกัดเมื่อใชเวลาในการสกัดมากขึ้น เปอรเซ็นตผลไดมีคามากขึ้น การ
สกัดโดยใชเวลา 72 ช่ัวโมงใหเปอรเซ็นตผลไดสูงสุดเทากับ 40% การเตรียมวัสดุโดยการบดเสนผม
ดวยเครื่อง Ball mill ทําใหไดเปอรเซ็นตผลไดสูงสุดเทากับ 76% เมื่อนําเคราตินที่สกัดไดแตละวิธี
ไปศึกษาลักษณะสมบัติดวยเทคนิครามานสเปกโตรสโกปพบวา เคราตินที่สกัดแตละวิธีแสดงการ
ส่ันของพันธะ S-S ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของเคราติน นอกจากนี้ การสกัดแตละวิธีสามารถสกดัเครา
ตินไดน้ําหนักโมเลกุลที่แตกตางกัน โดยพบแถบโปรตีนอยูในชวง 20-30 kDa และ 40-60 kDa ซ่ึง
แสดงถึงโครงสรางของเคราตินแบบแอลฟา ซ่ึงคลายโครงสรางเคราตินธรรมชาติในเสนผมมนุษย 
แตทุกวิธีการสกัดไดเคราตินที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําเปนสวนใหญ โดยสาร 2-mercaptoethanol มี
หนาที่ตัดพันธะไดซัลไฟด  
 เมื่อนําเคราตินที่สกัดไดจากเสนผมมนุษยดวยวิธีที่ 1 (เคราติน) และวิธีที่ 5 (เอส-ซัลโฟเครา
ติน) ผสมกับเจลาติน type A ที่อัตราสวนตาง ๆ และขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบฟองน้ําดวย
เทคนิคทําแหงเยือกแข็ง (freeze-drying) และทําการเชื่อมโยงพันธะดวยเทคนิค dehydrothermal 
treatment ที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวทดสอบสมบัติเชิงกลโดยวัดคา 
compressive modulus พบวาโครงเลี้ยงเซลลเคราตินมีคา compressive modulus สูงกวาโครงเลี้ยง
เซลลเอส-ซัลโฟเคราติน โดยเมื่อเพิ่มอัตราสวนเจลาตินในโครงเลี้ยงเซลลทําใหมีความแข็งแรงมาก
ขึ้น ผลการทดสอบสมบัติการเขากันไดกับเซลลในสภาวะเลียนแบบรางกาย (In vitro 
biocompatibility) โดยใชเซลล L929 mouse fibroblast พบวาโครงเลี้ยงเซลลเอส-ซัลโฟเคราตินมี
จํานวนเซลลเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ เมื่อระยะเวลามากขึ้น ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลเคราตินจํานวนเซลล
เร่ิมลดลงที่เวลา 72 ช่ัวโมง เนื่องจากโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลเปอยยุย ผลการทดสอบการเลี้ยง
เซลลที่ดีที่สุดคือโครงเลี้ยงเซลลเคราตินผสมเจลาตินที่อัตราสวน 80/20 (KG82) เมื่อพิจารณาคา 
doubling time พบวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีเคราตินเปนองคประกอบมีคา doubling time ส้ันกวาโครง
เล้ียงเซลลที่มีเอส-ซัลโฟเคราตินเปนองคประกอบและโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน เมื่อนําโครงเลี้ยง
เซลลเจลาติน (ตัวควบคุม), โครงเลี้ยงเซลล KG82 ซ่ึงมีผลการเลี้ยงเซลลดีที่สุดและโครงเลี้ยงเซลล 
KG55 ซ่ึงมีสมบัติทางกลดีที่สุด ฝงใตผิวหนังบนหลังหนูที่เวลา 1, 2 และ 4  สัปดาหตรวจสอบ
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เนื้อเยื่อดวยเทคนิค H&E พบวาโครงเลี้ยงเซลล KG82 ใหผลดีที่สุด โดยมีการสรางเสนใยคอลลา
เจนขึ้นมาใหมทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลลอยางรวดเร็วตั้งแตสัปดาหแรกและมีเสนเลือดเกิดขึ้นใหมเพื่อ
หลอเล้ียงในโครงเลี้ยงเซลล โครงเลี้ยงเซลลเหลานี้ไมไดมีการเติม GAG (Glycosaminoglycan) ซึ่ง
จําเปนใน Extra Cellular Matrix (ECM) ซ่ึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติม 

5.2 ขอเสนอแนะและงานวิจัยตอไปในอนาคต 

 1. การสกัดเคราตินอาจสกัดโดยใชเวลาในการสกัดใหนอยลง เพื่อใหเคราตินที่สกัดไดมี
ขนาดโมเลกุลที่อยูในชวงที่ตองการและยังคงมีโครงสรางแบบเกลียวอัลฟาซึ่งเปนโครงสรางที่
สมบูรณ นอกจากนี้ควรนําเคราตินที่สกัดไดจากวิธีที่ใหเปอรเซ็นตผลไดสูงสุด (วิธีที่ 11) ขึ้นรูปเปน
โครงเล้ียงเซลลและนําไปทดสอบสมบัติตางๆ 

 2. ควรมีการแยกใช เคราตินที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทาๆ กัน เพื่อใหโครงเลี้ยงเซลลมีลักษณะ
เปนเนื้อเดียวกันมากขึ้น 

 3. การศึกษาลักษณะสมบัติของเคราตินที่สกัดได นอกจากการวิเคราะหดวยเทคนิครามานส
เปกโตรสโกปและ SDS-PAGE แลว อาจใชเครื่องวิเคราะหปริมาณกรดอะมิโนแตละชนิดในเครา
ตินที่สกัดไดหรือหาลําดับกรดอะมิโนเพื่อใหทราบวามี RGD-peptide เหลืออยูหรือไมถาสกัดได
น้ําหนักโมเลกุลขนาดตางๆ 

 4. นอกจากการสกัดเคราตินจากเสนผมมนุษยแลว อาจเปลี่ยนวัสดุจากเสนผมเปนขนสัตว
ชนิดอื่น เชน ขนหนูทดลอง เพื่อลดปญหาในเรื่องเม็ดสีเสนผม แมวาเม็ดสีดูจะไมเปนปญหาตอ
สมบัติการเขากันไดทางชีวภาพ 

 5. ปรับปรุงสมบัติทางกลของโครงเลี้ยงเซลลโดยทําการเชื่อมโยงพันธะวิธีอ่ืนๆ เชน เติม
สารเชื่อมโยงพันธะ ไดแก EGDE (ethylene glycol diglycidyl ether) เปนตน 

 6. ปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลโดยการเติม GAG ซ่ึงจําเปนใน ECM หรืออาจจะเพิ่มเนื้อโครง
เล้ียงเซลลเพื่อลดความเร็วในการยอยสลายดวย 

 7. นําโครงเลี้ยงเซลลเคราตินไปทดสอบเลี้ยงเซลลอ่ืนๆ เชน เซลลประสาท และเซลล
กระดูก เปนตน เพื่อใหทราบศักยภาพของวัตถุดิบ 
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 ภาคผนวก ก 

  การวิเคราะหปริมาณโปรตนี 
 
 Lowry’s method เปนวิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีน หลักการวิเคราะหในหัวขอ 2.3.1 โดย
มีขั้นตอนดังตอไปนี ้
 
สารเคมีท่ีใช 

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

A 1 มิลลิลิตร และสารละลาย B 1 มิลลิลิตร ตามลําดับ 
6. สารละลาย F: เจือจาง Folin Ciocalteuas Reagent ดวยน้ํากล่ันในอัตราสวน 1:1 v/v 

 
วิธีการวิเคราะห 

1. เติมสารละลาย E 2.5 มิลลิลิตรลงในตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัและตั้งทิ้งไว 
10 นาที 

2. เติมสารละลาย F 0.25 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันตั้งทิ้งไว 30 นาที 
3. วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ทีค่วามยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 

(ที่มา: Lowry, O.H. และคณะ, 1951) 
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ตัวอยางกราฟมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโปรตีนดวย 

Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  

 

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

acrylamide 0.8 กรัม ดวยน้ํากลั่นและปรับปริมาตรสารละลายเปน 100 มิลลิลิตรและ
กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4 

2. 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 : ละลาย Tris-HCl 18.17 กรัมในน้ํากลั่น ปรับ pH เปน 8.8 ดวย 
1M HCl และปรับปริมาตรสารละลาย เปน 100 มิลลิลิตร 

3. 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 : ละลาย Tris-HCl 6.06 กรัมในน้ํากลั่น ปรับ pH เปน 6.8 ดวย 
1M HCl และปรับปริมาตรสารละลายเปน 100 มิลลิลิตร 

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

มิลลิลิตร (สารละลายนี้ควรเตรียมใหมทกุครั้ง) 
6. Tetramethyl ethylenediamine (TEMED) ซ่ึงเปนตัวเรงปฏิกิริยาการเกดิพอลีเมอรของ 

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

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

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

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

10. First destaining solution : ละลาย copper sulfate 5 กรัมดวย 95% ethanol 120 
มิลลิลิตร, กรดอะซ ีติก 70 มลิลิลิตรและน้ํากลั่น 810 มลิลิลิตรและกรองดวยกระดาษ

กรอง Whatman เบอร 4 

11. Second destaining solution : เตรียมเชนเดียวกับ First destaining solution แต

ไมตองใส copper sulfate    
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ตารางการผสม polyacrylamide gel 
 

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

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

 
ตัวการผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยเทคนิค SDS-PAGE 
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รูปตัวอยางการวิเคราะหน้ําหนกัเคราติน ก) เติมสาร 2-ME และ ข) ไมเติมสาร 2-ME  

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

 
วิธีสกัด 

1. สกัด MSC จากกระดูกตนขาหลังของ Wistar rat เพศผู อายุ 3 สัปดาห น้าํหนัก 30-40 
กรัม ทําใหหนเูสียชีวิตโดยการฉีดยาสลบ thiopental เกินขนาด (มากกวา 60 มก.ตอ
น้ําหนกัตัวหน ู1 กก.) 

2. โกนขนหนูใหเกลี้ยงและพน 70% ethanol ใหทั่วตวัหนูเพือ่ฆาเชื้อโรค 
3. ผาเอากระดูกตนขาหลังของหนูตั้งแตบริเวณสะโพก เลาะเศษเนื้อเยื่ออ่ืนออกใหสะอาด 
4.  ตัดที่ปลายทั้งสองขางของกระดูกจะพบชองไขกระดูก ใชเข็ม (26-gauge needle) ดูด

อาหารเลี้ยงเซลล  1 มิลลิลิตร (Dulbecco’s modified Eagle mimimal essential 
medium: DMEM ที่มี 15% FCS และ 50 U/ml penicillin streptomycin)ชะลางผานชอง
ไขกระดูกลงหลอดขนาดหนึ่งมิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว ทําซ้ําหลายครั้งจนกระทั่ง
กอนไขกระดูกหลุดออกหมด  

5. ทําสารแขวนลอยเซลลใหเปนเนื้อเดยีวกันโดยใชเข็มฉีดพนหลายๆ คร้ัง จากนั้นดูดใส
จานเลี้ยงเซลลที่ใสอาหารเลี้ยงเซลล 3 มิลลิลิตรไวเรียบรอยแลว 

6. ทําการเพาะเซลลในสภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
7. เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลในวนัที่ 4 หลังจากการเพาะเซลล เพื่อกําจดัเซลลเลือดที่ไม

เกาะจานเลี้ยงเซลล จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 3 วัน 
8. ในวนัที่ 7-10 หลังจากการเพาะเซลล สามารถทําการแบงเซลลได โดยใชสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร 100 mM (pH7.4) ที่ม ี0.25 wt% trypsin และ 0.02 wt% EDTA อบ
ไวที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที 

9. สําหรับการทดลองทดสอบความเขากันไดกับเซลลใชเซลลใน passageที่สอง   
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ภาคผนวก ง 
MTT assay หรือ (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay    

  
เปนเทคนิคที่ใชวิเคราะหจํานวนเซลลที่ยังมีชีวิตอยู หลักการคือ เซลลที่มีชีวิตอยูไมโตคอน

เดรียปลอยเอนไซมดีไฮโดรจีเนส ซ่ึงทําปฏิกิริยากับสาร MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide]  ซ่ึงมีสีเหลือง เกิดเปนผลึกฟอรมาซาน (Formarzan) สีน้ําเงินเขม 
จากนั้นทําการละลายผลึกสีน้ําเงินที่เกิดขึ้นดวย dimethylsulfoxide นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะห
ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยจํานวนเซลลที่มีชิวิตเปนสัดสวนโดยตรงกับผลึกฟอรมาซานที่
เกิดขึ้น [Tour, U. และคณะ, 1999] 

วิธีวิเคราะห 

1. ดูดอาหารเลี้ยงเซลลในจานเลี้ยงเซลลทิ้ง 

2. เติม 0.5%  3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT 
solution) 0.35 มิลลิลิตรตอโครงเลี้ยงเซลล อบในสภาวะ 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที โดยหอกระดาษฟลอยดเพื่อปองกันแสงรบกวนปฏิกิริยา 

3. ดูดสารละลาย MTT ทิ้ง และละลายผลึก formazan ซ่ึงมีสีน้ําเงินดวยสารละลายผสม
ระหวาง dimethylsulfoxide (DMSO) และ glycine ในอัตราสวน 9:1 v/v 1 มิลลิลิตรตอโครงเลี้ยง
เซลล 

4. วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก จ 
การตรวจสอบเนื้อเยื่อทาง Histology 

 
เทคนิคการยอมสี (staining) 

การยอมสีมีหลายวิธี เชน ยอมขณะเนื้อเยื่อยังมีชีวิตอยู หรือยอมหลังจากเนื้อเยื่อถูกทําใหคง
สภาพแลว อยางไรก็ตาม เนื้อเยื่อโดยทั่วไปไมปรากฏสีเดนชัดพอที่จะเห็นความแตกตางของ
สวนประกอบ จึงตองมีวิธีที่จะทําใหสวนประกอบเหลานั่นเดนชัดขึ้นมาเมื่อตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศน ดังนั้นจึงมีการเลือกสีที่เหมาะสม เพื่อใหเห็นลักษณะเดนของเนื้อเยื่อแตละชนิดและ
สามารถทราบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อแตละชนิด 

1. การยอมสีขณะมีชีวิต (vital staining) เปนการยอมสีสวนประกอบของเซลลที่ยังมี
ชีวิตอยูในรางกาย (in vitro staining) โดยฉีดสียอมเขาไปในอวัยวะ หรือทําโดย
การตัดชิ้นสวนเนื้อเยื่อสดแชในสารละลายสียอม (in vitro staining) การยอมสวีธีินี้
เปนการยอมสีเพื่อศึกษาเซลลออรแกเนลล เชน ไมโตคอนเดรีย หรือเพื่อศึกษา
กลไกการทํางานของเซลล 

2. การยอมสีเนื้อเยื่อที่ทําใหคงสภาพแลว 
1. การยอมสีโดยตรง (direct staining) คือ การยอมสีเนื้อเยื่อเพื่อใหเกิดเพียง

สีเดียว แตสวนประกอบของเนื้อเยื่อติดสีเขมหรือจากตางกัน 
2. การยอมสีทางออม (indirect staining) คือ การยอมสีโดยใชสารชวยติดสี 

เพื่อใหเห็นลักษณะเดนของสวนประกอบของเนื้อเยื่อ 
3. การยอมแบบกาวหนา เปนการยอมสีเนื้อเยื่อเรียงตามขั้นตอนที่กําหนดไว 

ไมมีการลางสีออกใหจางลง ควบคุมคุณภาพการยอมสีโดยการตรวจสอบดวยกลอง
จุลทรรศน 

4. การยอมสีแบบถอยหลัง เปนเทคนิคที่เนื้อเยื่อถูกยอมจนมากเกินพอดีแลว
จึงลางสียอมออก ทําใหสีจางลง เพื่อใหเห็นสวนประกอบสวนใดสวนหนึ่งของเซลลหรือ
เนื้อเยื่อเดนกวาสวนอื่น 

สียอม 
1. ฮีมาทอกซิลิน (hematoxylin) ทําหนาที่เปนสียอมสําหรับเนื้อเยื่อที่มีประจุลบ  
2. อีโอซิน (eosin) เปนสียอมสําหรับเนื้อเยื่อที่มีประจุมาก ใชเปนสียอมทับเพื่อใหเห็น

สวนประกอบของเนื้อเยื่อชัดเจนขึ้น 
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3. ฮีมาทอกซิลิน-อีโอซิน (Harris’s hematoxylin-eosin) เปนสียอมที่นิยมใช สามารถใช
แสดงสวนประกอบของเนื้อเยื่อไดเกือบทุกชนิด ยกเวน เนื้อเยื่อที่มีไขมันมาก ใชยอม
เนื้อเยื่อเพื่อศึกษาความสัมพันธการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลเนื้อเยื่อและ
อวัยวะ 

ขั้นตอนการยอมสี ประกอบดวยข้ันตอนที่สําคัญ ดังนี้ 
 1. Deparaffinization เปนขั้นตอนละลาย wax medium ที่เคลือบเซลลและสวยอ่ืนของ
เนื้อเยื่อไวไมใหติดสีที่ใชยอม 

2. Hydration เปนการลางไซลีนออกจากเนื้อเยื่อดวยแอลกอฮอลและนําเนื้อเยื่อลงสูน้ําเพื่อ
การยอมสี 
 3.  Staining เปนการยอมสีช้ินเนื้อเยื่อ 
 4.  Dehydration ทําใหช้ินเนื้อเยื่อบนสไลดปราศจากน้ําที่เกิดจากสีที่ใชยอม 

5. Clearing เปนการทําใหช้ินเนื้อเยื่อบนสไลดใสขึ้น โดยใชไซลีนเปนตัวดึงแอลกอฮอลที่
ตกคางอยูที่ช้ินเนื้อเยื่อออกใหหมด 

6. Mounting เปนขั้นตอนการนําเอาแผนกระจกบางๆ ปดทับลงบนชิ้นเนื้อเยื่อสไลดโดยใช 
mounting medium ชวยยึดแผนใหติดกับสไลด ชวยใหการตรวจดวยกลองจุลทรรศนเห็นภาพได
ชัดเจนและเปนวิธีการเก็บรักษาสไลดเนื้อเยื่อไดนาน 
 ผลที่ไดจากการยอม คือ นิวเคลียสติดสีน้ําเงินของฮีมาทอกซิลิน และไซโตพลาสซึมติดสี
สมแดงของอีโอซิน ตัวอยางแสดงดังรูป 1  

 

 

 

เสนใยคอลลาเจน 

เสนเลือด 

รูปแสดงชิ้นเนือ้เมื่อผานการยอมสีแบบ H&E 
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ภาคผนวก ช 
เคร่ือง Thermalgravimetric Analysis (TGA) 

หลักการทํางาน 
 เครื่อง TGA วัดคาน้ําหนักที่เปลี่ยนแปลงไปตออุณหภูมิ ซ่ึงเกิดจากการสลายตัวของสาร ผล
การที่วิเคราะหที่ไดประกอบดวย คาน้ําหนักที่หายไปซึ่งเปนฟงกชันกับอุณหภูมิและอัตราการ
หายไปของน้ําหนักตออุณหภูมิ โดยผลการวิเคราะหแสดงใหเห็นถึงลักษณะเฉพาะของสาร การ
เปล่ียนแปลงของน้ําหนักเกิดจากการสลายตัวที่อุณหภูมิที่สูงขึ้น นอกจากนี้สามารถใชเครื่อง TGA 
วิเคราะหหาคาอุณหภูมิการสลายตัว (Td) ของตัวอยางได ดังรูป  

การเตรียมตัวอยาง 
 ควรอบตัวอยางที่นํามาวิเคราะหที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลาหนึ่งชั่วโมง เพื่อไล
ความชื้นที่มีอยูในตัวอยาง ไมใหการวิเคราะหคลาดเคลื่อน ตัวอยางที่นํามาวิเคราะหควรมีน้ําหนัก
ไมเกิน 10 มิลลิกรัม เพื่อลดผลกระทบจากความแตกตางของอุณหภูมิ 
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การหาคาอุณหภูมิการสลายตวัของโครงเลี้ยงเซลล 
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