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บทคัดย่อ 
 

อนุภาคน าส่งยาและสารออกฤทธิ์ต่างๆได้รับความสนใจและถูกน ามาใช้ทั้งในการรักษาโรค การทดลองทาง
วิทยาศาสตร์ รวมไปถึงการใช้งานในอาหารและเครื่องดื่ม ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยสังเคราะห์อนุภาคออกซิไดซ์คาร์บอน
ระดับนาโน (Oxidized Carbon Nanoparticle : OCN) ซึ่งเป็นอนุภาคที่สามารถน าส่งสารในกลุ่มมหโมเลกุลต่างๆ
เข้าสู่เซลล์ได้ ในงานนี้ท าการศึกษากลไกการเข้าสู่เซลล์ของอนุภาคนี้ อนุภาค OCN เตรียมได้จากการท าปฏิกิริยา
ออกซิเดชันอย่างรุนแรงของแกรไฟต์ภายใต้คลื่นเสียงอัตราโซนิคแล้วแยกอนุภาคด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความแรงสูง 
อนุภาค OCN ที่ได้มีลักษณะเป็นทรงกลมขนาดประมาณ 37.7 ± 4.6 นาโนเมตร ผู้วิจัยจ าลองเยื่อไขมันสองชั้น (lipid 
bilayer membrane) ของเซลล์โดยการเตรียมไลโปโซมขนาดใกล้เคียงเซลล์ (cell-sized liposome) ติดสีย้อม
ฟลูออเรสเซนต์ที่เป็นตัวให้พลังงานบนเยื่อไขมันสองชั้นและติดสีย้อมฟลูออเรสเซนต์ที่เป็นตัวรับพลังงานบนอนุภาค 
OCN จากนั้นศึกษาอันตรกิริยาระหว่าง OCN และ ไลโปโซมด้วยเทคนิค Förster resonance energy transfer 
(FRET) โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์เมื่อเวลาผ่านไป ซึ่งพบว่าอนุภาค OCN เกิดอันตร
กิริยากับไลโปโซมได้อย่างดี  นอกจากนี้ยังท าการทดลองตรวจสอบการเหนี่ยวน าให้ผนังของไลโปโซมรั่วโดย OCN 
โดยออกแบบให้สารละลายภายในและสารละลายภายนอก (medium) ของไลโปโซมมีสีต่างกันเมื่อสังเกตผ่านกล้อง
ฟลูออเรสเซนต์ไมโครสโคป จากนั้นผสมสารแขวนลอยไลโปโซมกับอนุภาค OCN แล้วสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของ
สารละลายภายในไลโปโซม พบว่า เมื่อเวลาผ่านไป 60 นาที สีของสารละลายภายในไลโปโซมเป็นสีเดียวกันกับ
สารละลายภายนอกแสดงให้เห็นว่า อนุภาค OCN สามารถเหนี่ยวน าให้เยื่อไขมันสองชั้นของไลโปโซมเกิดรูรั่วขึ้น  

 

 
 

รูปที่ 1 แบบจ าลองการแทรกตัวผ่านเยื่อไขมันสองชั้นของอนุภาค OCN 
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Abstract 
 

 Drug carriers have received much interest and have been applied for therapeutic, scientific 
studies and food/beverage industries. Herein, Oxidized Carbon Nanoparticles (OCN) are 
synthesized. The particles can deliver macromolecules into the cells. In this work, we have studied 
the mechanism of lipid bilayer membrane penetration of OCN. OCN was synthesized by strong 
oxidation of graphite under sonication. The particles were separated by step-wise high-speed 
centrifugation. The OCN showed a spherical shape with a diameter of 37.7± 4.6 nanometers. We 
have mimicked lipid bilayer membrane of a cell through the preparation of cell-size liposomes. 
The liposomes contained donor lipid fluorescence dye at their lipid membrane. We loaded the 
acceptor lipid fluorescence dye onto OCN particles. These were used for studying the interaction 
between lipid bilayer membrane and OCN through the Förster resonance energy transfer (FRET) 
technique. By monitoring the fluorescence transformation, we observed that OCN possessed good 
affinity to the lipid bilayer membrane. To confirm that the particles could create pores on the lipid 
bilayer membrane of the liposomes and thus induced leakage of the liposomes, we fabricated 
liposome suspension in which the content of the solution at the inside and that at the outside of 
the liposome were different. Then we investigated, under fluorescence microscope, an ability of 
OCN to destroy such difference. It was observed that after 60 minutes of introducing OCN into the 
liposome suspension, the content of the solution at the inside of the liposomes became similar to 
that at the outside of the liposomes. The result confirms the hypothesis that the OCN can induce 
transient pores onto the lipid bilayer membrane. 

 
 

Figure 1 The model of OCN insertion phenomenon by passed through lipid bilayer of liposome. 
Keywords  :  Mechanism into the cells, Lipid Bilayer, Liposome, FRET 
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บทที่ 1 บทน า 

 
 

รูปที่ 1.1 แผนภาพความล้มเหลวของยาไปสู่เซลล์เป้าหมาย (ซ้าย) และการเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย
อย่างจ าเพาะเจาะจงของยาบนอนุภาคน าส่ง (ขวา) 
 

1 

รูปที่ 1.2 แผนภาพของอนุภาคระดับนาโนที่ถูกน าเข้าสู่ร่างกายด้วยวิธีการกิน สูดดมหรือซึมผ่าน
ผิวหนัง จะอยู่ในชั้นของเหลวภายนอกเซลล์ซึ่งจะมีโปรตีนและสารชีวโมเลกุลอ่ืนๆกระจายตัวอยู่  
โปรตีนที่เคลือบบนพื้นผิวของอนุภาคจะถูกเรียกว่า protein corona ซึ่งเป็นหนึ่งในปัจจัยที่เป็น
ตัวก าหนดว่าอนุภาคนาโนมีอันตรกิริยากับเซลล์ในลักษณะใด โดยอาจจะมีกลไกการเข้าสู่เซลล์
แบบใช้พลังงาน (active uptake) เช่น วิธีเอนโดไซโทซิส หรือแบบไม่ใช้พลังงาน (passive 
uptake) เช่นวิธี Penetration6   
 

2 

รูปที่ 1.3 โครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ประกอบไขมันเรียงตัวกัน 2 ชั้น (lipid bilayer) โครงสร้าง
ไขมันประกอบไปด้วยส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic) หรือเรียกว่า ไขมันส่วนหัว (lipid head 
group) และส่วนหางที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) หันเข้าหากันได้เป็นลักษณะดังภาพ10 

 

3 

รูปที่  1.4 (ก) โครงสร้างของโมเลกุลไขมัน POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine) โดยมีส่วนหัวเป็นส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic head) ส่วนหางเป็นส่วนที่ไม่
ชอบน้ า (hydrophobic tail)  (ข) ส่วนหัวและหางของโมเลกุลไขมันจะเกิดการรวมตัวเข้าหากัน
อยู่ในรูปของเยื่อไขมันสองชั้น (lipid bilayer membrane)  ลักษณะคล้ายกับเยื่อหุ้มเซลล์ของ
เซลล์สิ่งมีชีวิต (ค) โมเลกุลไขมันรวมตัวกันได้เป็นถุงไขมันขนาดตั้งแต่ 0.02 – 250 ไมโครเมตร15 

 

6 

รูปที่  1.5 ขนาดของไลโปโซมจ าแนกตาม lamellarity classification system (lamellar 
lipid bilayer) Small unilamellar vesicles (SUV) คือไลโปโซมขนาดเล็กที่มี lamella เพียง
ชั้นเดียว Large unilamellar vesicles (LUV) คือไลโปโซมขนาดใหญ่ที่มี lamella เพียงชั้น
เดียว Giant unilamellar vesicles (GUV) คือไลโปโซมที่มีขนาดมากกว่า 1 ไมโครเมตร 
Multilamellar vesicles มี lamellar หลายชั้น Multivesicular คือถุงขนาดเล็กหลายๆ ถุงที่
ถูกห่อหุ้มด้วยถุงขนาดใหญ่15 

 

6 
 
 
 

รูปที่ 1.6 แผนภาพการถ่ายโอนพลังงานของ Fluorescence Resonance Energy Transfer19 8 
  
 
 

 



ซ 

 

 

 

บทที่ 3 ผลการทดลองและวิเคราะห์ผล 
 

รูปที่ 3.1 การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของแกรไฟต์ได้เป็นแกรฟีนออกไซด์ตามวิธีของ 
Arayachukeat11 

 

15 

รูปที่ 3.2 การเปลี่ยนแปลงของขนาดอนุภาคที่สังเคราะห์ภายใต้แรงสั่นด้วยเสียง (ก) อนุภาคที่
สังเคราะห์เสร็จใหม่ (ข) อนุภาคที่สังเคราะห์เมื่อเวลาผ่านไป 6 เดือน (ค) อนุภาคที่สังเคราะห์
หลังจากการให้แรงสั่นด้วยเสียงเป็นเวลา 10 นาที (ง) อนุภาคท่ีสังเคราะห์หลังจากการให้แรงสั่น
ด้วยเสียงเป็นเวลา 20 นาที 
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รูปที่ 3.3 EDS สเปกตรัมของอนุภาคที่สังเคราะห์ได้ 
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รูปที่ 3.4 แบบจ าลองไลโปโซมที่เกิดจากการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ไว้ภายในเยื่อไขมันสองชั้น 
 

21 

รูปที่ 3.5 การบวมตัวของเยื่อไขมันสองชั้นที่มีน้ าตาลเป็นองค์ประกอบในตัวกลางที่เป็นน้ าจาก
วิธีการเตรียมไลโปโซมด้วยวิธีไฮเดรชั่น20 

21 

 
รูปที่ 3.6 แบบจ าลองการถ่ายโอนพลังงานที่คาดว่าจะเกิดขึ้นระหว่าง C6NBD (ตัวให้พลังงาน) สู่ 
DMPE-RhB (ตัวรับพลังงาน) โดยการพาตัวรับพลังงานเข้าสู่ไลโปโซมด้วยการแทรกผ่านเยื่อ
ไขมันสองชั้น (ภาพซ้าย) หรือพาตัวรับพลังงานเข้าสู่ไลโปโซมด้วยการเกิดเอนโดไซโทซิส (ภาพ
ขวา) 
 

 
23 

 
 

รูปที่ 3.7 แบบจ าลองการมีรูรั่วบนเยื่อไขมันสองชั้นของไลโปโซม 
 

24 

รูปที่ 3.8 แผนการทดลองการศึกษาอันตรกิริยาระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นกับอนุภาค OCN ด้วย
การสังเกตการเปลี่ยนสีของไลโปโซมภายใต้กล้อง fluorescence microscope (phase 
contrast mode) 
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รูปที่ 3.9 ภาพถ่ายจากกล้อง fluorescence microscope ของไลโปโซมท่ีมีขนาดประมาณ 40 
ไมโครเมตร ในตัวกลางที่เป็นสารละลายซูโครส 
 

25 

รูปที่ 3.10 ภาพจากกล้อง fluorescence microscope  (ก) ไลโปโซมในสารละลายอ้างอิงที่ 0 
นาที (ข) ไลโปโซมในสารละลายอ้างอิงที่ 60 นาที (ค) ไลโปโซมและอนุภาค OCN ในสารละลาย
วิเคราะห์ที่ 0 นาที (ง) ไลโปโซมและอนุภาค OCN ในสารละลายวิเคราะห์ที่ 60 นาที  
 

26 

รูปที่ 3.11 แผนการทดลองการศึกษาอันตรกิริยาระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นกับอนุภาค OCN ด้วย
การสังเกตการเปลี่ยนสีของไลโปโซมภายใต้กล้อง confocal laser scanning microscope  
 

27 
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รู ป ที่  3 .1 2  ภ าพ จ าก ก ล้ อ ง  Confocal laser scanning microscope (ก ) ภ าพ จ าก 
Fluorescence mode เมื่อเวลาผ่านไป 90 นาที (ข) ภาพจาก Phase contrast mode เมื่อ
เวลาผ่านไป 90 นาที 

27 

 
รูปที่  3.13 ภาพจากกล้อง fluorescence microscope (ก) สารละลายวิเคราะห์  (สาร
แขวนลอยไลโปโซมผสมกับส่วนของเหลวของอนุภาค OCN)  (ข) สารแขวนลอยไลโปโซม ที่ตั้ง
ทิ้งไว้ 7 วันที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 

 
29 

รูปที่ 3.14 การเปลี่ยนแปลงของสารละลายทั้ง 3 หลอดคือ สารละลายผสมระหว่างไลโปโซมกับ
อนุภาค OCN สารละลายผสมระหว่างน้ ากับ OCN และสารละลายผสมระหว่างไลโปโซมกับน้ า 
เรียงจากซ้ายไปขวาตามล าดับ เป็นเวลา 6 วัน ที่อุณหภูมิห้อง 
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บทที่ 4 สรุปผลการทดลอง 
 

 

รูปที่ 4.1 แบบจ าลองกลไกการเข้าสู่ไลโปโซมของอนุภาค OCN โดยอนุภาค OCN น่าจะเข้าไป
ใกล้ไลโปโซมและดูดซับไขมันที่เป็นโครงสร้างหลักไว้บนอนุภาคจนเกิดเป็นรูรั่วบนเยื่อไขมันสอง
ชั้น จากนั้นอนุภาค OCN จึงแทรกตัวผ่านรูรั่วเข้าสู่ไลโปโซมภายหลัง 
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สารบัญกราฟ 

 หน้า 
 

บทที่ 3 ผลการทดลองและวิเคราะห์ผล 

 
 

กราฟที่ 3.1 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มแสงที่ดูดกลืน ( Absorbance ) กับความยาวคลื่น
(Wavelength) ของอนุภาคท่ีสังเคราะห์ได้ (OCN) และแกรไฟต์ 
 

19 

กราฟที่ 3.2 Raman Spectrum ของแกรไฟต์ 
 

19 

กราฟที่ 3.3 Raman Spectrum ของอนุภาคท่ีสังเคราะห์ได้ 
 

20 

กราฟที่ 3.4 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มสัมพัทธ์ (Relative Intensity) ของสาร
แขวนลอยไลโปโซมผสมสารละลาย DMPE (free.DMPE) กับความยาวคลื่นที่เวลาต่างๆ 
 

22 

กราฟที่ 3.5 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มสัมพัทธ์ (Relative Intensity) ของสาร
แขวนลอยไลโปโซมผสมอนุภาคท่ีบรรจุ DMPE (OCN-DMPE) กับความยาวคลื่นที่เวลาต่างๆ 
 

22 

กราฟที ่3.6 ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนไลโปโซมที่เปลี่ยนสีเทียบกับเวลา 28 
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สารบัญตาราง 

 หน้า 

บทที่ 3 ผลการทดลองและวิเคราะห์ผล 

 
 

ตารางที่ 3.1 ปริมาณธาตุต่างๆ ณ ต าแหน่งของอนุภาค 18 
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ค ำอธิบำยสัญลักษณ์และค ำย่อ 

 
CCNs   = Cluster of carbon nanospheres 
CNT-Oxide  = Carbon oxide nanotube 
C6NBD   = N-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoyl]-  

phytosphingosine 
DI water  = Deionized water 
DMPE-RhB = 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N- 

(lissamine rhodamine B sulfonyl) 
DOPC   = 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
EDS   = Energy-dispersive X-ray spectroscopy 
Egg PC   = L-α-Lecithin (Egg yolk) 
free DMPE  = Isolate DMPE-RhB (fluorescence dye) 

 FRET   = Förster resonance energy transfer 
GUV   = Giant unilamellar vesicles 
ITO-glass  = Indium Tin Oxide-slide glass 
Liposome-C6NBD = Liposome containing C6NBD (fluorescence dye) 
LUV   = Large unilamellar vesicles 
MLVs   = Multilamella bilayer vesicles 

 OCN   = Oxidized carbon nanoparticles 
 OCN-DMPE  = OCN containing DMPE-RhB (fluorescence dye) 

POPC   = 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
P. acnes  = Propionibacterium acnes 

 SEM   = Scanning electron microscope 
SUV   = Small unilamellar vesicles 

 ULVs   = Unilamellar bilayer vesicles 
  
  

 



 

 

บทที่ 1 

บทน ำ 

 
1.1 ที่มำและควำมส ำคัญของโครงกำร 

 
ในปัจจุบันอนุภาคน าส่งยามีความส าคัญมากขึ้น เนื่องจากในการรักษาเคมีบ าบัดของโรคมะเร็ง ยาที่ใช้ในการ

รักษาไม่สามารถแยกแยะความแตกต่างระหว่างเซลล์มะเร็งกับเซลล์ปกติได้ อีกทั้งยาที่ใช้ในการรักษาส่วนใหญ่มี
ความสามารถละลายน้ าที่ต่ า ท าให้ร่างกายดูดซึมได้ยาก เช่น พาคลิแทคเซล (Paclitaxel) เป็นยาที่ใช้ในการรักษา
โรคมะเร็งปอดและรังไข่ 1 มีความสามารถในการละลายน้ าน้อยกว่า 8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเท่านั้น ดังนั้นจึงได้มีการ
น าอนุภาคน าส่งยามาชว่ยในการรักษา โดยอนุภาคน าส่งยาที่มขีนาดระดับนาโนสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษา 
เนื่องจากอนุภาคน าส่งยาเหล่านี้สามารถกระจายตัวอย่างรวดเร็วในบริเวณที่เกิดโรคต่างๆและสามารถน าส่งยาภายใน
เซลล์ได้  อีกทั้งยังช่วยเพ่ิมความสามารถในการละลายน้ า1 ของตัวยาได้อีกด้วย โดยเป้าหมายสูงสุดของอนุภาคน าส่งยา
คือการควบคุมที่มีความแม่นย าของการกระจายตัวของยา การก าหนดเซลล์เป้าหมาย ความเสถียรของยาภายใน
สิ่งมีชีวิต จลนศาสตร์การไหลเวียน และกลไกการปลดปล่อยยา   ซึ่งสมบัติหลักของอนุภาคน าส่งยาระดับนาโนที่ดี  2 
ประการคือ การก าหนดเป้าหมายที่มีประสิทธิภาพไปยังเนื้อเยื่อและเซลล์ที่จ าเพาะเจาะจง รวมถึงชะลอการถูกก าจัด
อย่างรวดเร็วของอนุภาคในเนื้อเยื่อเป้าหมายเมื่อเวลาผ่านไป ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับรูปร่างและขนาดของอนุภาคน าส่ง เช่น 
เมื่อเปรียบเทียบการเข้าสู่เซลล์ของอนุภาคที่มีลักษณะเป็นแท่งและทรงกลมที่มีขนาดใกล้เคียงกัน พบว่าอนุภาคที่เป็น
ทรงกลมจะสามารถเข้าสู่เซลล์ได้มากกว่า2  

 

 
 
รูปที่ 1.1 แผนภาพความไมเ่จาะจงของยาไปสูเ่ซลล์ตา่งๆ (ซ้าย) และการเขา้สูเ่ซลลเ์ปา้หมายอยา่งจ าเพาะเจาะจงของ
ยาบนอนุภาคน าสง่ (ขวา) 
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นอกจากการคิดค้นระบบน าส่งยาที่ดีแล้ว ผู้วิจัยยังต้องค านึงกลไกการเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย รวมไปถึงวิธีการ

ปลดปล่อยตัวยาออกจากอนุภาคน าส่งยาเพ่ือให้การรักษาเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพอีกด้วย โดยกลไกการเข้าสู่เซลล์
จะเกี่ยวข้องกับสมบัติที่ส าคัญของเซลล์สิ่งมีชีวิต คือ ความสามารถในการคัดเลือกและควบคุมการเข้าออกของสาร
ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) เพ่ือรักษาสมดุลยภาพของเซลล์ให้คงอยู่ได้และเหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยา
ทางชีวเคมีต่างๆ ความสามารถในการคัดเลือกของเซลล์นี้เกิดเนื่องมาจากเยื่อหุ้มเซลล์ทีม่ีลักษณะเปน็เยื่อไขมันสองชัน้ 
(lipid bilayer membrane) มีสมบัติเป็นเยื่อเลือกผ่าน (selective permeable membrane)3 โมเลกุลขนาดเล็ก
และไม่มีขั้ว เช่น O2, CO2 จะใช้วิธีแพร่ผ่านเยื่อไขมันสองชั้นเพ่ือเข้าสู่เซลล์ ในขณะที่โมเลกุลมีขั้ว เช่น ไอออนต่างๆ
และอนุภาคโปรตีนจะไม่สามารถเข้าสู่เซลล์ได้ด้วยตัวเอง แต่มีจะมีช่องพิเศษที่เรียกว่า ช่องโปรตีน  (specialized 
membrane-transport protein channels)4 ให้สารเหล่านี้ผ่านเข้าไป ส่วนอนุภาคหรือโมเลกุลระดับนาโนจะถูก
น าเข้าสู่เซลล์ด้วยวิธีหลักๆ 2 วิธีคือ วิธีเอนโดไซโทซิส (endocytosis) โดยจะมีเยื่อหุ้มเซลล์มาล้อมอนุภาคหรือ
โมเลกุลจนกลายเป็นถุงเก็บสารแล้วน าเข้าสู่เซลล์3 และวิธีการซึมผ่าน lipid bilayer โดยตรง (direct penetration)5 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1.2 แผนภาพของอนุภาคระดับนาโนที่ถูกน าเข้าสู่ร่างกายด้วยวิธีการกิน สูดดมหรือซึมผ่านผิวหนัง จะอยู่ ในชั้น
ของเหลวภายนอกเซลล์ซึ่งมีโปรตีนและสารชีวโมเลกุลอื่นๆกระจายตัวอยู่  โปรตีนที่เคลือบบนพ้ืนผิวของอนุภาค
เรียกว่า protein corona ซึ่งเป็นหนึ่งในปัจจัยที่เป็นตัวก าหนดว่าอนุภาคนาโนมีอันตรกิริยากับเซลล์ในลักษณะใด 
โดยอาจจะมีกลไกการเข้าสู่เซลล์แบบใช้พลังงาน (active uptake) เช่น วิธีเอนโดไซโทซิส หรือแบบไม่ใช้พลังงาน 
(passive uptake) เช่นวิธี penetration6   
 

ปัจจัยที่มีผลต่อการเข้าสู่เซลล์ของอนุภาคน าส่งยาระดับนาโนได้แก่ 
รูปร่าง พบว่าอนุภาคที่เป็นทรงกลมจะสามารถยึดเกาะกับเยื่อหุ้มเซลล์ได้มากที่สุด และจะถูกน าเข้าเซลล์ได้

มากกว่าอนุภาคที่เป็นหลอดทรงกระบอก7 
ขนาดของอนุภาค พบว่าขนาดที่น้อยกว่า 200 นาโนเมตร จะเกาะกับเยื่อหุ้มเซลล์ที่สร้างจากกรดไขมันอิ่มตัว 

ส่วนอนุภาคที่มีขนาดมากกว่า 200 นาโนเมตร จะเกาะกับเยื่อหุ้มเซลล์ที่สร้างจากกรดไขมันไม่อิ่มตัว8 
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ประจุบนพ้ืนผิวอนุภาค ประจุบนอนุภาคจะเหนี่ยวน าให้ไขมันส่วนหัว (lipid head group) บนเยื่อหุ้มเซลล์

เกิดการกระจายตัวด้วยแรงทางไฟฟ้าสถิต โดยอนุภาคที่มีประจุบนพ้ืนผิวเป็นบวกจะเกิดอันตรกิริยากับหมู่ที่มีประจุ
ลบบริเวณไขมันส่วนหัว โดยหมู่ที่มีประจุลบจะเอียงตัวเข้าหาอนุภาคประจุบวก จนเยื่อหุ้มเซลล์เกิดการแยกตัว
ออกเป็นรูรั่ว อนุภาคก็จะสามารถเข้าสู่เซลล์ได้ ในทางตรงกันข้ามกับอนุภาคประจุลบจะเหนี่ยวน าให้ไขมันส่วนหัวที่มี
ประจุบวกเกิดการจัดเรียงตัวรอบล้อมอนุภาคประจุลบแทน9 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1.3 โครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ประกอบไขมันเรียงตัวกัน 2 ชั้น (lipid bilayer) โครงสร้างไขมันประกอบไปด้วยส่วน
ที่ชอบน้ า (hydrophilic) หรือเรียกว่า ไขมันส่วนหัว (lipid head group) และส่วนหางที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) 
หันเข้าหากันได้เป็นลักษณะดังภาพ10 

 
ในปี ค.ศ. 2012  Arayachukeat และคณะ10 สามารถสังเคราะห์อนุภาคแบบใหม่จากปฏิกิริยาออกซิเดชัน

ของแกรไฟต์ได้เป็นแกรฟีนออกไซด์ นั่นคือ คลัสเตอร์คาร์บอนนาโนสเฟียร์ (CCNs) และพบว่าอนุภาคที่สังเคราะห์ได้
เป็นอนุภาคทรงกลม ขนาดประมาณ 130 นาโนเมตร  สามารถน าส่ง curcumin เข้าสู่เซลล์มะเร็งไตและเซลล์มะเร็ง
ปากมดลูกได้  

 
 นอกจากนี้ยังมีรายงานเพ่ิมเติมในปี ค.ศ. 2012 ของสินธุเสกและคณะ12 ที่เกี่ยวกับอนุภาค CCNs พบว่า
สามารถน าส่งยารักษามะเร็งพาคลิแทคเซลเข้าสู่เซลล์มะเร็งปอด และพบว่ายารักษามะเร็งพาคลิแทคเซลสามารถ
ส่งผลต่อไมโครทิวบูลของเซลล์มะเร็ง ท าให้เซลล์มะเร็งหยุดการแบ่งเซลล์ได้ อีกทั้งอนุภาค CCNs สามารถกระจายตัว
ได้ดีในน้ าและมีความเสถียรสูง จึงเหมาะสมในการเป็นอนุภาคน าส่งยา แต่เนื่องจาก CCNs เป็นอนุภาคน าส่งยาชนิด
ใหม่จึงยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับกลไกการเข้าสู่เซลล์  
 
 ดังนั้นเพ่ือให้เกิดความเข้าใจในกลไกการเข้าสู่เซลล์ของอนุภาคน าส่งยาชนิดนี้ ผู้วิจัยจะศึกษาอันตรกิริยา
ระหว่างเซลล์กับอนุภาค CCNs ซึ่งได้ค้นพบในภายหลัง12 ว่าเป็นอนุภาคคาร์บอนที่ถูกออกซิไดส์ จึงเรียกว่า อนุภาค
ออกซิไดส์คาร์บอน โดยในการศึกษาผู้วิจัยเลือกใช้เทคนิค Förster resonance energy transfer (FRET) เนื่องจาก
เทคนิค FRET เป็นเทคนิคที่เหมาะแก่การศึกษาการถ่ายโอนพลังงานของหมู่ที่ดูดกลืนแสงและถ่ายโอนพลังงาน 
(donor) ไปยังหมู่ที่รับพลังงานและเรืองแสง (acceptor) ภายในโมเลกุลเดียวกันโดยความเข้มของการเรืองแสงจะ 
 

Hydrophobic tails 

Hydrophilic head 

Hydrophilic head 
(lipid head group)  
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เป็นตัวบ่งบอกระยะทางระหว่างหมู่ทั้งสองนี้ จึงเป็นประโยชน์อย่างมากในการติดตามระยะทางระหว่างสองจุดใน
โมเลกุลที่สนใจขณะเกิดการเปลี่ยนแปลง 
 

ผู้วิจัยจะสังเคราะห์อนุภาคออกซิไดส์คาร์บอนระดับนาโน (Oxidized carbon nanoparticles, OCN) โดยดัด
แปรจากวิธีของ Arayachukeat11 พิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคที่สังเคราะห์ได้และศึกษาอันตรกิริยาของอนุภาคที่ได้
กับเยื่อหุ้มเซลล์จ าลอง  

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำร 
 

1. สังเคราะห์อนุภาค OCN จากแกรไฟต์และพิสูจน์เอกลักษณ์โครงสร้างของอนุภาค OCN 
2. ศึกษาอันตรกิริยาระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นกับอนุภาค OCN  
3. พิสูจน์กลไกการเข้าสู่ไลโปโซมของอนุภาค OCN  

 

1.3 ระเบียบวิจัยและของเขตของกำรวิจัย 
 

1. ค้นคว้าเอกสารและข้อมูลที่เกี่ยวข้องเพ่ือใช้ในการวางแผนการทดลอง รวมถึงจัดหาวัสดุอุปกรณ์และสารเคมี
ต่างๆ 

2. สังเคราะห์อนุภาค OCN จากแกรไฟต์ โดยดัดแปรจากวิธีของ Arayachukeat11 
3. พิสูจน์เอกลักษณ์อนุภาค OCN ด้วยเทคนิคต่อไปนี้ 

   -  การส่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด Scanning electron microscopy (SEM) 
   -  รามานสเปกโทรสโกปี (Raman spectroscopy) 
   -  ยูวีวิสิเบิลสเปกโทรเมตรี (UV-visible spectrometer) 
   -  Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) 
   -  การวิเคราะห์ธาตุ (Elemental analysis) 

4. สังเคราะห์ไลโปโซมโดยดัดแปรจากวิธีของ Hamada8 และ Angelova13 จากนั้นพิสูจน์เอกลักษณ์ของไลโป
โซมด้วย fluorescence microscope และ confocal laser scanning microscope 

5. ศึกษาอันตรกิริยาระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นกับอนุภาค OCN ด้วย fluorescence spectrophotometer โดย
การน าอนุภาค OCN ติดสีย้อม 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine 
rhodamine B sulfonyl) (DMPE-RhB) ที่เป็นตัวรับพลังงาน (acceptor species) และน าไลโปโซมติดสี
ย้อม N-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoyl]-phytosphingosine (C6NBD) ที่เป็น
ตัวให้พลังงาน (donor species) โดยใช้ปริมาณของสีย้อมตามวิธีของ Pornpattananangkul และคณะ14  

เพ่ือศึกษาอันตรกิริยาระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นกับอนุภาค OCN ด้วยเทคนิค Förster Resonance Energy  
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Transfer (FRET) โดยอนุภาค OCN กับเยื่อไขมันสองชั้นต้องอยู่ใกล้กันมากจนสามารถเกิดการถ่ายโอน
พลังงานจากตัวให้ไปยังตัวรับพลังงานได้ ซึ่งดูได้จากสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เปลี่ยนแปลงไปที่เวลาต่างๆ 

6. วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผลและเขียนรายงาน 

 

1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

ทราบอันตรกิริยาระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นกับอนุภาค OCN เพ่ือสามารถน าไปพิสูจน์กลไกการเข้าสู่ไลโปโซม
ของอนุภาค OCN ได้ 

 
1.5 งำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 
 ใน ค.ศ. 2012 Arayachukeat และคณะ11 สามารถสังเคราะห์อนุภาคแบบใหม่จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
แกรไฟต์ได้เป็นแกรฟีนออกไซด์ นั่นคือ คลัสเตอร์คาร์บอนนาโนสเฟียร์ (CCNs) ซึ่งอนุภาคที่สังเคราะห์ได้มีลักษณะ
เป็นอนุภาคทรงกลม ขนาดประมาณ 130 นาโนเมตร  สามารถน าส่งยา curcumin ซึ่งเป็นสารสกัดจากต้นขมิ้นไว้บน
พ้ืนผิวของอนุภาคและน าส่งเข้าสู่เซลล์มะเร็งไตและมะเร็งปากมดลูกได้  
 
 ใน ค.ศ.2012 สินธุเสก และคณะ12 สามารถสังเคราะห์อนุภาคตามวิธีของ Arayachukeat10  และท าการ
บรรจุยาพาคลิแทคเซล (Paclitaxel) ไว้บนอนุภาคเพ่ือน าส่งเข้าสู่เซลล์มะเร็งปอด พบว่ายารักษามะเร็งพาคลิแทคเซล
สามารถส่งผลต่อไมโครทิวบูลของเซลล์มะเร็ง ท าให้เซลล์มะเร็งหยุดการแบ่งเซลล์ได้ 
 
 ใน ค.ศ.2013 Pornpattananangkul และคณะ14 แสดงให้เห็นถึงความสามารถการต่อต้านเชื้อ P. acnes ที่
ดีขึ้นเมื่อบรรจุกรดลอริก (Lauric acid) ไว้ภายในไลโปโซม โดยใช้เทคนิค Förster resonance energy transfer 
(FRET) เป็นวิธีหนึ่งในการศึกษาอันตรกิริยาที่เกิดข้ึนระหว่างไลโปโซมที่บรรจุกรดลอริกกับเชื้อ P. acnes  
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1.6 ทฤษฎีที่เกี่ยวข้องกับงำนวิจัย 

1.6.1. ไลโปโซม (liposome)15 

ไลโปโซม คือ อนุภาคที่มีลักษณะเป็นถุงกลมๆ ของสารไขมันชนิดแอมฟิพาติก (amphipathic) กล่าวคือมีทั้ง
ส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic) และส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) มีโครงสร้างดังรูปที่  1.4 

 

 
 
รูปที่ 1.4 (ก) โครงสร้างของโมเลกุลไขมัน POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) โดยมี
ส่วนหัวเป็นส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic head) ส่วนหางเป็นส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic tail)  (ข) ส่วนหัวและ
หางของโมเลกุลไขมันจะเกิดการรวมตัวเข้าหากันอยู่ในรูปของเยื่อไขมันสองชั้น ( lipid bilayer membrane)  
ลักษณะคล้ายกับเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์สิ่งมีชีวิต (ค) โมเลกุลไขมันรวมตัวกันได้เป็นถุงไขมันขนาดตั้งแต่ 0.02 – 250 
ไมโครเมตร15 

 
จากลักษณะที่คล้ายเซลล์สิ่งมีชีวิตของไลโปโซม จึงมีการน าไลโปโซมมาใช้อย่างกว้างขวาง ไม่ว่าจะเป็นการ

ใช้ไลโปโซมเป็นตัวห่อหุ้มสารต่างๆ เช่น DNA, ยา เพ่ือใช้ในด้านระบบน าส่งยีน (gene delivery)16 และระบบน าส่งยา 
(drug delivery)17 ตามล าดับ  หรือการใช้ไลโปโซมเป็นเซลล์จ าลอง  
 

 
 

รูปที่  1.5 ขนาดของไลโปโซมจ าแนกตาม lamellarity classification system (lamellar lipid bilayer) Small 
unilamellar vesicles (SUV) คือไลโปโซมขนาดเล็กที่มี lamella เพียงชั้นเดียว Large unilamellar vesicles 
(LUV) คือไลโปโซมขนาดใหญ่ที่มี lamella เพียงชั้นเดียว Giant unilamellar vesicles (GUV) คือไลโปโซมที่มีขนาด 
 

ก 

ข

 

ค

 

Hydrophilic head Hydrophobic tail 
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มากกว่า 1 ไมโครเมตร Multilamellar vesicles มี lamellar หลายชั้น Multivesicular คือถุงขนาดเล็กหลายๆ ถุง
ที่ถูกห่อหุ้มด้วยถุงขนาดใหญ่15 

 
วิธีการเตรียมไลโปโซมมีหลายวิธีขึ้นกับการน าไปใช้ ในงานนี้ผู้วิจัยได้ใช้ไลโปโซมเป็นเซลล์จ าลอง จึงเลือกใช้

วิธี  Electroformation และ Hydration เนื่ องจากเป็นวิธีที่ ค่อนข้างง่าย  อีกทั้ งยั งได้ ไลโปโซมที่ เป็น  Giant 
unilamellar vesicles  อีกด้วย  โดยกระบวนการของวิธี Electroformation เริ่มจากเตรียมฟิล์มไขมันบนแผ่น
อิเล็กโทรด  ระเหยตัวท าละลายและท าฟิล์มไขมันให้แห้งในเดซิกเคเตอร์  จากนั้นแช่แผ่นอิเล็กโทรดที่เคลือบด้วยฟิล์ม
ไขมันลงในสารละลายตัวกลางแล้วให้ความต่างศักย์ลงไป จะท าให้ฟิล์มไขมันเกิดอันตรกิริยากับสารละลายตัวกลาง
และหลุดออกจนเกิดการรวมตัวกันเองได้เป็นไลโปโซมที่เป็น Giant unilamellar vesicles เป็นส่วนใหญ่โดยจะมี
ขนาดตั้งแต่ 10-100 ไมโครเมตร 

 
ส่วนวิธี Hydration จะแตกต่างกับวิธี Electroformation คือจะไม่มีการให้ความต่างศักย์ แต่จะใช้การเขย่า 

(vortex) เพ่ือให้ฟิล์มไขมันกับสารละลายตัวกลางเกิดอันตรกิริยาต่อกันแทน โดยวิธีนี้จะได้ไลโปโซมทั้งแบบ Giant 
unilamellar vesicles, Multilamellar vesicles และ Multivesicular โดยไลโปโซมทั้ง 3 แบบจะมีขนาดตั้งแต่ 1- 
10 ไมโครเมตร 

 
 
1.6.2. เทคนิค Förster Resonance Energy Transfer (FRET) 

Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) เป็นปรากฏการณ์ที่ตัวให้พลังงานที่ถูกกระตุ้น 
(excited donor) ถ่ายโอนพลังงานให้กับตัวรับพลังงาน (acceptor) ผ่านกระบวนการที่ไม่ใช่รังสีซึ่งกระบวนการ
ดังกล่าวนี้ขึ้นอยู่กับระยะทาง   ใช้หลักการในการถ่ายโอนพลังงานระหว่างตัวให้พลังงานที่อยู่ในสภาวะถูกกระตุ้นไปยัง
ตัวรับพลังงานที่ใกล้เคียง โดยถ้าการเรืองแสงของโมเลกุลที่ให้พลังงานซ้อนทับกับการดูดกลืนแสงของโมเลกุลที่รับ
พลังงานและทั้งสองโมเลกุลอยู่ในระยะที่ใกล้กันมากท่ีสุด ตัวให้พลังงานจะสามารถถ่ายโอนพลังงานที่ถูกกระตุ้นไปยัง
ตัวรับพลังงานผ่านแรงระหว่างขั้วได้18  พลังงานที่ถูกถ่ายโอนสามารถหาได้จากสูตร 

𝐸 =  
1

1 + (
𝑅
𝑅0

)6
 

โดยที่ R    คือ ระยะทางระหว่างตัวให้พลังงานและตัวรับพลังงาน 
   R0  คือ ระยะทางที่พลังงานที่ 50% ถูกถ่ายโอน 
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โดยศึกษาจากการเปลี่ยนแปลงของความเข้มสัญญาณการเรืองแสงของทั้ง  2 ชนิด กล่าวคือตัวให้พลังงานจะมีความ
เข้มสัญญาณลดลง  เรียกว่า Quenching และความเข้มสัญญาณการเรืองแสงของตัวรับพลังงานจะเพ่ิมมากขึ้น 
เรียกว่า Enhancing 

 

 

รูปที่ 1.6 แผนภาพการถ่ายโอนพลังงานของ Fluorescence Resonance Energy Transfer1 

 



 

 

บทที่ 2 

วิธีกำรทดลอง 

 
2.1. เครื่องมือและอุปกรณ์ 
 

1. กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  (Scanning Electron Microscope, JSM-6610LV, JEOL, 
Tokyo, Japan ) 

2. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge, Beckman Coulter Allegra 64R, CA, USA ) 
3. เครื่องยูวีวิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-Visible Spectrophotometer, CARY 100 Bio, Palo Alto, 

USA) 
4. เครื่องรามานสเปกโทรสโคป (Raman Spectroscopy (DXR Raman Microscope, Thermo Scientific, 

USA) 
5. เครื่องอัตราโซนิค (Sonicator, Ultrasonic Cleaner VDT-1730QTD, China ) 
6. เครื่องวิเคราะห์ธาตุเชิงปริมาณและคุณภาพ (Energy dispersive x-ray spectrometer (EDS, Oxford 

Instruments, Oxford, UK) 
7. กล้องจุลทรรศน์คอนโฟคอลไมโครสโคป (Confocal Laser Scanning Microscope, FV1000D Olympus)  
8. กล้องจุลทรรศน์คอนโฟคอลไมโครสโคป (Confocal Laser Scanning Microscope, Eclipse, Ti series 

microscope, Nikon, Japan) 
9. กล้องฟลูออเรสเซนต์ไมโครสโคป (Fluorescence Microscope, Camera Watec, Olympus IX71) 
10. เครื่องให้กระแสไฟฟ้า (Gwinstek AFG-2005) 
11. เครื่องฟลูออเรสเซนซ์สเปกโทรมิเตอร์ (Fluorescence Spectrometer) 
12. ถุงไดอะไลซิส (MWCO 12000-14000, Sigma-Aldrich Co., ST Louis, MI, USA) 
13. เครื่องชั่งน้ าหนักทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Weight balance, SHIMADZU AUW220D) 

 

 

 

 

 
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=10&cad=rja&uact=8&ved=0CE8QFjAJ&url=http%3A%2F%2Fwww.sec.psu.ac.th%2Ffacilities%2Fins_disp.php%3Fid%3D21&ei=kQQUVYrkNNHhuQTiw4KQBA&usg=AFQjCNEJ7HVG9VYaN3bB117U4Ja-qqNaUw&sig2=HaR6MBJmq3M89kIkZHO77g&bvm=bv.89217033,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=10&cad=rja&uact=8&ved=0CE8QFjAJ&url=http%3A%2F%2Fwww.sec.psu.ac.th%2Ffacilities%2Fins_disp.php%3Fid%3D21&ei=kQQUVYrkNNHhuQTiw4KQBA&usg=AFQjCNEJ7HVG9VYaN3bB117U4Ja-qqNaUw&sig2=HaR6MBJmq3M89kIkZHO77g&bvm=bv.89217033,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=10&cad=rja&uact=8&ved=0CE8QFjAJ&url=http%3A%2F%2Fwww.sec.psu.ac.th%2Ffacilities%2Fins_disp.php%3Fid%3D21&ei=kQQUVYrkNNHhuQTiw4KQBA&usg=AFQjCNEJ7HVG9VYaN3bB117U4Ja-qqNaUw&sig2=HaR6MBJmq3M89kIkZHO77g&bvm=bv.89217033,d.c2E
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2.2. สำรเคมี 
 

1. 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) 
(DMPE-RhB, Avanti® Polar Lipids, INC.) 

2. 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC), Avanti® Polar Lipids, INC.) 
3. Calcein (Bis[N,N-bis(carboxymethyl)aminomethyl]fluorescein, Wako, Japan) 
4. Chloroform (Kanto Kagaku, Japan) 
5. Deionized Water (DI water) 
6. D(+)-Glucose monohydrate (Glucose, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
7. Glucose (Nacalai Tesque, INC., Japan) 
8. Hydrogen Peroxide (18% H2O2 , Suksapanpanich, Bangkok, Thailand) 

9. L-α-Lecithin (Egg PC, Egg Yolk, CALBIOCHEM,EMD Chemicals, Inc., San Diego, USA )  
10. Milli-Q water (Millipak® 40 filterunit 0.2 µm Milliphore, USA) 
11. Natural flake graphite (NFG, Thai Carbon and Graphite Co., Ltd, Bangkok, Thailand) 
12. N-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoyl]-phytosphingosine (C6-NBD 

Phytosphingosine,  Avanti® Polar Lipids, INC.) 
13. Oxidized Carbon Nanoparticle (OCN)     
14. Potassium permanganate (KMnO4, Suksapanpanich, Bangkok, Thailand) 
15. Sodium Nitrate (NaNO3, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MI, USA ) 
16. Sucrose (Nacalai Tesque, INC., Japan) 
17. Sulfuric Acid (98 % H2SO4, Merck KGaA, Darmstadt, Germany )  
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2.3. วิธีกำรทดลอง 
 
2.3.1. กำรสังเครำะห์อนุภำคออกซิไดส์คำร์บอนระดับนำโน (OCN) โดยดัดแปรจำกวิธีของ Arayachukeat11 

 
1. ผสมผงแกรไฟต์กับผงโซเดียมไนเทรต (NaNO3)  อย่างละ 1 กรัมและบดละเอียดด้วยโกร่งบดสาร เมื่อบด
ผสมจนเป็นเนื้อเดียวกันแล้วเทใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร 
2. เติมสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น (18 M H2SO4) ปริมาณ 50 มิลลิลิตรและคนสารละลายให้เข้ากันเป็น
เวลา 15 นาท ี
3. น าสารละลายไปสั่นด้วยเครื่องอัลตราโซนิคเป็นเวลา 60 นาที 
4. เติมผงโพแทสเซียมเปอร์แมงกาเนต (KMnO4) 6 กรัมและคนสารละลายให้เข้ากันเป็นเวลา 90 นาท ี
5. เติมน้ า DI ปริมาตร 400 มิลลิลิตรและคนสารละลายให้เข้ากันเป็นเวลา 10 นาที 
6. เติมสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ความเข้มข้น 5 % น้ าหนัก/ปริมาตร ปริมาณ 50 มิลลิลิตร
และคนสารละลายให้เข้ากันเป็นเวลา 30 นาที 
7. ปั่นเหวี่ยงสารละลายด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็ว 10000 rpm เก็บส่วนที่ตกตะกอนไปผสม
กับน้ า DI จากนั้นน าไปปรับ pH ให้เป็นกลาง ด้วยวิธีการไดอะไลซิสเป็นเวลา 14 วัน 
8. ปั่นเหวี่ยงสารละลายที่ได้จากการการปรับ pH ที่ความเร็วต่างๆดังนี้ 

  8.1) 8,000 rpm  เป็นเวลา 10 นาทีทิ้งตะกอนแล้วน าสารละลายไปปั่นต่อ 
  8.2) 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาทีทิ้งตะกอนแล้วน าสารละลายไปปั่นต่อ 
  8.3) 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาทีทิ้งตะกอนแล้วน าสารละลายไปปั่นต่อ 
  8.4) 15,000 rpm เป็นเวลา 15 นาทีทิ้งตะกอนแล้วน าสารละลายไปปั่นต่อ 
  8.5) 20,000 rpm เป็นเวลา 30 นาทีเก็บส่วนของเหลว (อนุภาค OCN) 
 
 
2.3.2. ศึกษำกำรเกิดอันตรกิริยำระหว่ำงเยื่อไขมันสองช้ันกับอนุภำค OCN 
 
2.3.2.1. ศึกษำกำรเกิดอันตรกิริยำระหว่ำง Liposome-C6NBD กับ OCN-DMPE ด้วยเทคนิค Förster 
resonance energy transfer (FRET) ที่เวลำต่ำงๆ 
 

1 . ใส่  N-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoyl]-phytosphingosine (C6NBD) ใน
อัตราส่วนของ C6NBD 0.1% โดยโมล14 ลงบนไลโปโซมความเข้มข้น 1540 ppm  (Liposome-C6NBD) 

1.1) ปิเปตสารละลาย L-α-Lecithin (Egg PC)เข้มข้น (14.4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในตัวท าละลาย
คลอโรฟอร์ม) 1.07 มิลลิลิตร สารละลาย C6NBD เข้มข้น (0.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในตัวท าละลาย
คลอโรฟอร์ม) 47.5 ไมโครลิตร และปิเปตสารละลายกลูโคสเข้มข้น (10 มิลลิโมลาร์  ในตัวท าละลาย
เอทานอล) 3 มิลลิลิตรลงในขวดก้นกลม ผสมสารละลายให้เข้ากัน 
1.2) น าไปท าให้แห้งภายใต้บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจนจนมีลักษณะเป็นฟิล์มบาง 
1.3) เก็บฟิล์มที่เตรียมได้ภายใต้ระบบสุญญากาศเป็นเวลา 3 ชั่วโมงหรือข้ามคืน 
1.4) เติมน้ า Milli-Q ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
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1.5) ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2-3 ชั่วโมงก่อนการใช้งาน 

2. การเตรียมสารแขวนลอย  1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine  
rhodamine B sulfonyl) (DMPE-RhB) 0.5% โดยโมล14 (free DMPE) 

2.1) ปิเปตสารละลาย DMPE-RhB เข้มข้น (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ในตัวท าละลายเอทานอล 119 
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง แล้วปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตรด้วยน้ า DI  

3. การเตรียมสารแขวนลอย OCN เข้มข้น 308 ppm  
3.1) ปิเปตสารแขวนลอย OCN เข้มข้น OCN (1540 ppm ) 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง แล้ว
ปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร ด้วยน้ า DI 

4. ติด 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) 
(DMPE-RhB) ลงบนอนุภาค OCN (OCN-DMPE) 

4.1) ปิเปตสารเขวนลอย OCN เข้มข้น (1540 ppm ) 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง แล้วปรับ
ปริมาตรให้เป็น 10 มิลลิลิตร 
4.2) ปิเปตสารละลาย DMPE-RhB เข้มข้น (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ในตัวท าละลายเอทานอล 119
ไมโครลิตร   
4.3) ผสมสารแขวนลอยให้เข้ากันและตั้งท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 ชั่วโมง 

5. ศึกษาการเกิดอันตรกิริยาระหว่าง Liposome-C6NBD กับ OCN-DMPE โดยเทคนิค FRET ที่เวลาต่างๆ 
ด้วยเครื่อง fluorescence spectrophotometer 

5.1) เตรียมสารแขวนลอยผสม 4 หลอด   
5.1.1) ผสมสารแขวนลอย Liposome-C6NBD ที่ได้จากข้อ 1. กับน้ า DI (1.5 มิลลิลิตร: 
1.5 มิลลิลิตร) 
5.1.2) ผสมสารแขวนลอย Liposome-C6NBD ที่ได้จากข้อ 1. กับสารละลาย DMPE (free 
DMPE) ที ่ได้จากข้อ 2. (1.5 มิลลิลิตร: 1.5 มิลลิลิตร) 
5.1.3) ผสมสารแขวนลอย OCN ที่ได้จากข้อ 3. กับ น้ า DI (1.5 มิลลิลิตร: 1.5 มิลลิลิตร) 
5.1.4) ผสมสารแขวนลอย Liposome-C6NBD ที่ได้จากข้อ 1. กับสารแขวนลอย OCN-
DMPE ที่ได้จากข้อ 4. (1.5 มิลลิลิตร: 1.5 มิลลิลิตร) 

5.2) วัดการคายพลังงานของสารแขวนลอยทั้ง 4 หลอดทุกๆ 5 นาทีเป็นเวลา 15 นาทีด้วยเครื่อง 
fluorescence spectrophotometer ที่ ความยาวคลื่ นกระตุ้น  470 นาโน เมตร และมีช่ วง
การศึกษาตั้งแต่ 480-800 นาโนเมตร 

 
 
2.3.2.2. กำรศึกษำอันตรกิริยำระหว่ำงเยื่อไขมันสองช้ันและอนุภำค OCN ด้วยวิธีกำรสังเกตกำรเปลี่ยนสีของไล
โปโซม 

1. การเตรียมไลโปโซมเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ด้วยวิธี Electroformation13 

1.1) สร้างฟิล์มไขมันด้วยการปิเปตสารละลาย 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(DOPC) เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 22.5 ไมโครลิตร จ านวน 2 ครั้ง ลงบน ITO-glass (Indium Tin 
Oxide-slide glass) ด้านที่มีการเคลือบด้วย ITO ซึ่งจะมีค่าความ 
ต้านทานอยู่ระหว่าง 30 – 40 Ω ในลักษณะดังภาพ 
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ด้านบน ด้านข้าง 

ฟิล์มไขมัน 

ITO-glass (ด้านล่างเคลือบด้วย ITO) 

ITO-glass (ด้านบนเคลือบด้วย ITO) 

Silicon chamber 

ITO-glass 

ฟิล์มไขมัน 

 
 

 
 

 
1.2) น าฟิล์มไขมันที่ได้จากข้อ 1.1) ไปท าให้แห้งในเตาอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ประมาณ 5 
นาที จากนั้นปิเปตคลอโรฟอร์ม 30 ไมโครลิตร ลงบนฟิล์มไขมันเพ่ือให้ไขมันเกิดการไหลและจัดเรียง
ตัวได้ดีขึ้น 
1.3) น าฟิล์มไขมันที่ได้จากข้อ 1.2) ไปท าให้แห้งในเดซิกเคเตอร์เป็นเวลา 2 ชั่วโมงเพ่ือก าจัดตัวท า
ละลาย 
1.4) น า Silicon chamber วางลงบน ITO-glass ด้านที่มีการเคลือบด้วย ITO อีกแผ่นหนึ่ง (ค่า
ความต้านทานของ ITO-glass อยู่ระหว่าง 30 – 40 Ω)  
1.5) น า ITO-glass จากข้อ 1.4) มาวางลงบน ฟิล์มไขมันบน ITO-glass จากข้อ 1.3) โดยให้ 
Silicon chamber อยู่ระหว่าง ITO-glass ทั้งสองแผ่น ในลักษณะดังภาพ 

 
 

 
  1.6) จากนั้นฉีดสารละลายซูโครส 100 มิลลิโมลาร์ 450 ไมโครลิตร เข้าไปใน chamber 

1.7) ใช้กระดาษฟอยล์หุ้มที่ปลาย ITO-glass ทั้ง 2 แผ่น จากนั้นน า chamber ที่ได้ไปวางในตู้อบที่ 
50 องศาเซลเซียส และให้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 1 โวลต์ ที่ความถี่ 10 เฮิรตซ์ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
เพ่ือให้ไลโปโซมเกิดการจัดเรียงตัว 
1.8) หลังจากนั้นดูดสารแขวนลอยของไลโปโซม (liposome suspension) ออกจาก chamber 
อย่างช้าๆ โดยใช้เข็มฉีดยา เก็บสารแขวนลอยของไลโปโซมไว้ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

2. การวิเคราะห์โดยสังเกตการเปลี่ยนสีของไลโปโซมด้วยเทคนิคทาง microscopy  
 2.1. การเตรียมสารละลายอ้างอิง  

2.1.1) ปิเปตสารแขวนลอยของไลโปโซม 1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในขวด
แก้วขนาดเล็ก 
2.1.2) ปิเปตสารละลายกลูโคส 200 มิลลิโมลาร์  ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในสาร
แขวนลอย ข้อ 2.1.1) 
2.1.3) ปิเปตน้ า Milli-Q 10 ไมโครลิตร ลงไปในสารละลายข้อ 2.1.2) ผสมสารละลายให้
เข้ากัน จากนั้นน าไปส่องด้วยกล้อง fluorescence microscope (Olympus IX71) เป็น
เวลา 60 นาที 

2.2 การเตรียมสารละลายวิเคราะห์ 
   2.2.1) ปิเปตสารแขวนลอยของไลโปโซม 1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในขวด 
   2.2.2) ปิเปตสารละลายกลูโคส 200 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในสารละลาย  
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ข้อ 2.2.1) 
2.2.3) ปิเปตสารแขวนลอย OCN 1260 ppm 10 ไมโครลิตร ลงในสารละลายข้อ 2.2.2)  
ผสมสารละลายให้ เข้ากัน จากนั้นน าไปส่องด้วยกล้อง fluorescence microscope 
(Olympus IX71) เป็นเวลา 60 นาที 

   2.3 การเตรียมสารละลายวิเคราะห์ที่ติด Calcein fluorescent dye 
2.3.1) ปิเปตสารแขวนลอยของไลโปโซม1 มิลลิโมลาร์ 20 ไมโครลิตร ลงในขวด 

   2.3.2) ปิเปตสารละลายกลูโคส 200 มิลลิโมลาร์ 10 ไมโครลิตร ลงในสารละลายข้อ 2.3.1) 
2.3.3) ปิเปตสารละลายฟลูออเรสเซนต์ Calcein 68.5 ไมโครโมลาร์ 2 ไมโครลิตร ลงใน
สารละลายข้อ 2.3.2) 
2.3.4) ปิเปตสารแขวนลอย OCN 1260 ppm 10 ไมโครลิตร ลงในสารละลายข้อ 2.3.3)  
ผสมสารละลายให้ เข้ากัน  จากนั้นน าไปส่องด้วยกล้อง Confocal Laser Scanning  
Microscope .เป็นเวลา 60 นาที  

 
2.3.2.3. ศึกษำกำรเปลี่ยนแปลงของสำรแขวนลอยไลโปโซมเมื่อเติมอนุภำค OCN โดยกำรสังเกตด้วยตำเปล่ำ 
 

1. การเตรียมไลโปโซมเข้มข้น 1540 ppm จาก สารละลาย Egg PC ด้วยวิธีไฮเดรชัน20 

1.1) ผสมสารละลาย Egg PC เข้มข้น (14.4 mg/mL) ในตัวท าละลายคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 312 
ไมโครลิตร กับ สารละลายกลูโคสเข้มข้น (10 มิลลิโมลาร์) ในตัวท าละลายเอทานอล ปริมาตร 876 
ไมโครลิตร เข้าด้วยกนัในขวดขนาดเล็ก 
1.2) น าไปท าให้แห้งภายใต้บรรยากาศของแก๊สไนโตรเจนจนมีลักษณะเป็นฟิล์มบาง 
1.3) เก็บฟิล์มที่ได้ภายใต้ระบบสุญญากาศเป็นเวลา 3 ชั่วโมงหรือข้ามคืน 
1.4) เติมน้ า Milli-Q ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
1.5) ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2-3 ชั่วโมงก่อนการใช้งาน 

2. เตรียมสารละลาย 3 หลอด   
2.1) ผสมสารแขวนลอยของไลโปโซมที่ได้จากข้อ 1 กับสารแขวนลอย OCN ความเข้มข้น 660 
ppm (1 มิลลิลิตร : 1 มิลลิลิตร) 

   2.2.) ผสมสารแขวนลอยของไลโปโซมที่ได้จากข้อ 1 กับน้ า DI  (1 มิลลิลิตร : 1 มิลลิลิตร) 
2.3.) ผสมสารแขวนลอย OCN กับน้ า DI (1 มิลลิลิตร : 1 มิลลิลิตร) 

3. ติดตามลักษณะที่เปลี่ยนไปของสารผสมด้วยการถ่ายภาพที่สั งเกตได้ด้วยตาเปล่าเป็นเวลา 6 วัน



 

แกรฟีนออกไซด์ แกรฟีน 

แกรไฟต์ 

 

บทที่ 3 

ผลกำรทดลองและวิเครำะห์ผล 

 
3.1.กำรสังเครำะห์ออกซิไดส์คำร์บอนระดับนำโน (Oxidized Carbon Nanoparticles : OCN) 
 
 3.1.1. ข้ันตอนกำรสังเครำะห์อนุภำค OCN 
  

ผู้วิจัยสังเคราะห์อนุภาค OCN โดยดัดแปรจากวิธีของ  Arayachukeat11  ซึ่งเป็นวิธีที่ปรับมาจากวิธีของ 
Hummers และ Offeman21  เริ่มจากการท าปฏิกิริยาออกซิเดชันผงแกรไฟต์ด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น (H2SO4)   
โซเดียมไนเทรต (NaNO3)  และโพแทสเซียมเปอร์แมงกาเนต (KMnO4) ในที่นี้ NaNO3 และ H2SO4 จะท าปฏิกิริยากัน
ได้เป็นกรดไนตริก (HNO3) ดังสมการ HNO3 จะไปท าลายพันธะคู่  (¶-¶ bond) และท าให้แรงระหว่างระนาบแกรฟีน
ถูกท าลาย ได้เป็นแผ่นแกรฟีนขนาดใหญ่หลายๆแผ่น นอกจากนี้แรงสั่นจากการ sonicate น่าจะช่วยเสริมการเข้า
แทรกของรีเอเจนต์ที่ระหว่างระนาบ ท าให้การท าลายพันธะคูข่องกรด HNO3 ท าได้อย่างมีประสิทธิภาพและทั่วถึงมาก
ขึ้น ท าให้เกิดเป็นแผ่นแกรฟีนขนาดเล็ก 

 
2NaNO3  + H2SO4                                       2HNO3 + Na2SO4 

  

เมื่อเติมโพแทสเซียมเปอร์แมงกาเนต (KMnO4) ลงในสารละลายที่มี H2SO4 จะเกิดปฏิกิริยาระหว่างสารทั้ง
สองชนิดได้เป็น  Mn2O7  ซ่ีงเป็นตัวออกซิไดซ์ที่แรงมาก จะไปออกซิไดซ์แผ่นแกรฟีนเกิดเป็นแกรฟีนออกไซด์ ดัง
สมการ 
 

KMnO4 + 3H2SO4                                K+ + MnO3
+ + H3O+ + 3HSO4

- 

  MnO3
+ + MnO4

-               Mn2O7 
  
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1 การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของแกรไฟต์ได้เป็นแกรฟีนออกไซด์ตามวิธีของ Arayachukeat11 
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เติมสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เพ่ือหยุดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ KMnO4 ดังสมการ 

 
2KMnO4 + 3H2O2              2MnO2 + 2KOH + 2H2O + 3O2 

  

 เนื่องจากในระบบมีภาวะเป็นกรดท าให้ MnO2 ถูกริดิวซ์จนกลายเป็น Mn2+ ดังสมการ  
 

2MnO2 + 8H+ + 4e-                                 2Mn2+ + 4H2O 
 
 น าสารที่ได้จากการท าปฏิกิริยาข้างต้น มาปั่นเหวี่ยงที่ 10000 rpm เพ่ือก าจัดกรดที่มีปริมาณมากเกินพอ 
จากนั้นน าส่วนที่เป็นตะกอนมากระจายตัวในน้ าและน าไปไดอะไลซิส (Dialysis) โดยถุงไดอะไลซิส (มีลักษณะเป็นเยื่อ
เลือกผ่าน ซึ่งใช้หลักการแพร่ของตัวถูกละลายจากความเข้มข้นมากไปยังความเข้มข้นน้อย) เพ่ือก าจัดกรดที่ยังคง
เหลืออยู่ในสารละลาย จนระบบเข้าสู่สภาวะสมดุลคือสารละลายภายในและภายนอกถุงไดอะไลซิสมี pH เท่ากัน (pH 
5.5) 

น าสารที่ได้จากการปรับ pH มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วต่างๆ เพ่ือแยกผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากปฏิกิริยา โดยค่อยๆ
เพ่ิมความเร็วรอบในการปั่นเหวี่ยงเพ่ือก าจัดสารที่ขนาดใหญ่ออกก่อน โดยผลิตภัณฑ์ในความเร็วรอบต่างๆ ได้แก่ 
แกรไฟต์ที่เหลือจากการท าปฏิกิริยา คาร์บอนออกไซด์นาโนทิวบ์ (CNT-Oxide) แผ่นแกรฟีนออกไซด์และ fullerene 
oxide ตามล าดับ โดยสุดท้ายเมื่อปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 20000 rpm ในชั้นของเหลวจะพบอนุภาค OCN กระจายตัว
อยู่10 เพราะ OCN เป็นอนุภาคขนาดเล็ก ท าให้ไม่ตกตะกอนที่ความเร็วดังกล่าว และเนื่องจาก OCN เป็นอนุภาค
คาร์บอนออกไซด์คาดว่าน่าจะมีหมู่ฟังก์ชันจ าพวกคาร์บอนิลและแอลกอฮอล์เป็นจ านวนมาก ท าให้อนุภาค OCN 
สามารถกระจายตัวอยู่ในชั้นของเหลวที่ตัวกลางเป็นน้ าได้  
 
 
 

3.1.2. พิสูจน์เอกลักษณ์อนุภำคออกซิไดส์คำร์บอนระดับนำโน (OCN) 
 

3.1.2.1. พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำด (Scanning electron 
microscopy)  

 
เมื่อท าการวิเคราะห์ขนาดและลักษณะของชั้นของเหลวที่ความเร็วปั่นเหวี่ยง 20000 rpm ด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่าขนาดของอนุภาคที่ได้เกี่ยวข้องกับการน าตัวอย่างไปท าการสั่นด้วยเสียงดัง
รูปที่ 3.2 กล่าวคือ เมื่อน าอนุภาคที่สังเคราะห์ใหม่ๆไปวิเคราะห์จะพบว่า อนุภาคที่สังเคราะห์ได้มีขนาด 37.7 ± 4.6 
นาโนเมตร ซึ่งจะมีขนาดที่เล็กกว่าอนุภาคที่ตั้งทิ้งไว้นาน 6 เดือนคือ 225 ± 57 นาโนเมตร และเมื่อน าอนุภาค
ดังกล่าวมาให้แรงสั่นด้วยเสียงอีกครั้งท าให้อนุภาคที่ได้มีขนาดเล็กลงดังเดิม อีกท้ังเมื่อให้ระยะเวลาการสั่นเพ่ิมมากข้ึน
พบว่าอนุภาคท่ีได้มีขนาดเล็กลงมากขึ้นอีกด้วย  
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(ง) (ค) (ง) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 3.2  การเปลี่ยนแปลงของขนาดอนุภาคที่สังเคราะห์ภายใต้แรงสั่นด้วยเสียง (ก) อนุภาคที่สังเคราะห์เสร็จใหม่ 
(ข) อนุภาคท่ีสังเคราะห์เมื่อเวลาผ่านไป 6 เดือน (ค) อนุภาคที่สังเคราะห์หลังจากการให้แรงสั่นด้วยเสียงเป็นเวลา 10 
นาที (ง) อนุภาคท่ีสังเคราะห์หลังจากการให้แรงสั่นด้วยเสียงเป็นเวลา 20 นาที 

 
จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าเมื่อเวลาผ่านไปอนุภาคจะสามารถรวมตัวกันท าให้มีขนาดใหญ่ขึ้น แต่อย่างไรก็

ตามเม่ือน าอนุภาคมาให้แรงภายใต้การสั่นด้วยเสียงจะท าให้อนุภาคแตกออกเป็นขนาดเล็กอีกครั้ง 
 
 

3.1.2.2. พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) 

 
 

(ก) (ข) 
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รูปที่ 3.3  EDS สเปกตรัมของอนุภาคที่สังเคราะห์ได้ 
 
 
ตารางที่ 3.1 แสดงปริมาณธาตุต่างๆ ณ ต าแหน่งของอนุภาค  
 

Element Weight % Atomic % 
C 19.47 27.75 
O 48.99 52.41 
Na 16.24 12.09 
Mg 3.18 2.24 
Cl 5.99 2.89 
K 0.54 0.24 
Ca 5.59 2.39 

     
จากผลของ EDS จะเห็นว่าองค์ประกอบของอนุภาคทรงกลมที่ท าการวิเคราะห์มีปริมาณออกซิเจนมากถึง 

48.99 % รองลงมาคือ คาร์บอน 19.47 % แสดงให้เห็นว่าอนุภาคที่สังเคราะห์ขึ้นประกอบไปด้วยธาตุออกซิเจนและ
คาร์บอนเป็นหลักซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของแกรไฟต์ได้เป็นแกรฟีนออกไซด์จริง และการที่มีปริมาณโซเดียม
สูงเนื่องจากในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างผู้วิจัยได้หยดตัวอย่างลงบนแผ่นกระจก ดังนั้นปริมาณโซเดียมที่ตรวจพบ
น่าจะมาจากกระจกหรือโซเดียมซิลิเกตนั่นเอง 

อย่างไรก็ตามปริมาณธาตุที่วิเคราะห์ได้นี้เป็นองค์ประกอบที่บริเวณผิวนอกของอนุภาคเท่านั้น จีงไม่ใช่
อัตราส่วนที่แท้จริงของอนุภาค การที่มีปริมาณธาตุออกซิเจนสูงที่ผิวนี้ สอดคล้องกับความเป็นไปได้มากที่การ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ผิวด้านนอกจะมีมากกว่าภายในอนุภาค 

 
3.1.2.3. วิเครำะห์ประมำณธำตุของอนุภำคด้วยเครื่องวิเครำะห์ธำตุ CHN/O  
 
จากผลการวิเคราะห์พบว่าอนุภาค OCN มีอัตราส่วนโดยน้ าหนักของปริมาณธาตุ คาร์บอน: ออกซิเจน: 

ไฮโดรเจน เป็น 47.35 ± 5.41: 42.56± 2.52: 2.62 ± 0.26 หรือคิดเป็นอัตราส่วนโดยโมลเป็น 1.0: 0.67: 0.66 จะ
เห็นได้ว่าอัตราส่วนของปริมาณธาตุคาร์บอนและออกซิเจนมีสูง แสดงถึงปริมาณคาร์บอนที่ถูกออกซิไดซ์มาก  
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3.1.2.4.พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย UV-Visible Spectrometry 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟที่ 3.1 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มแสงที่ดูดกลืน (Absorbance) กับความยาวคลื่น (Wavelength) ของ
อนุภาคท่ีสังเคราะห์ได้ (OCN) และแกรไฟต์ 
  

เนื่องจากแกรไฟต์ไม่กระจายตัวในน้ าท าให้ไม่สามารถวัดการดูดกลืนพลังงานที่ความยาวคลื่นต่าง ๆ ด้วย
เครื่องมือที่มี ในขณะที่อนุภาคที่สังเคราะห์ได้สามารถกระจายตัวในน้ า ท าให้สามารถดูดกลืนพลังงานในช่วง UV-
visible ได้ (แม้ว่าอาจจะมีผลจากการกระเจิงของแสงบ้างแต่สามารถวัดได้) โดยพบสัญญาณการดูดกลืนมากที่สุดที่
ความยาวคลื่นประมาณ 230 นาโนเมตร ซึ่งอธิบายได้จากการดูดกลืนแสงจากการเปลี่ยนระดับพลังงานของ
อิเล็กตรอนในระบบ ¶-¶ conjugation ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองของ Arayachukeat11 

 
3.1.2.5.พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย Raman spectroscopy  
 

 
 

กราฟที่ 3.2 แสดงผล Raman Spectrum ของแกรไฟต์ 
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กราฟที่ 3.3 Raman Spectrum ของอนุภาคท่ีสังเคราะห์ได้ 
 

 จาก Raman Spectrum จะเห็นว่าสารทั้งสองชนิดขึ้นพีคที่ต าแหน่ง chemical shift  1350 cm-1 และ 
1600 cm-1 เหมือนกัน ซึ่งแสดงลักษณะของ D band และ G band ตามล าดับ โดย D Band คือผลจากการ 
vibrational ของคาร์บอนอะตอมที่มีไฮบริไดเซชันแบบ sp2 ที่บิดเบี้ยวและ G Band คือพีคที่แสดง  stretching 
vibrations ของอะตอมคาร์บอนที่มีไฮบริไดเซชันแบบ sp2 แต่จะสังเกตได้ว่า ความเข้มสัญญาณ  D band ของ
อนุภาคที่สังเคราะห์ได้มีมากขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อแกรไฟต์ถูกออกซิไดซ์เป็นแกรฟีนออกไซด์  ท าให้ในแต่ละระนาบ
ของแกรฟีนมีออกซิเจน หมู่แอลกอฮอล์ หรือหมู่คารบอกซิลิก เข้าไปแทรกในโครงสร้างของคาร์บอน ท าให้รูปร่าง
ไฮบริไดเซชันของอะตอมคาร์บอนผิดเพ้ียนไป การที่ความเข้มสัญญาณของ D band เพ่ิมมากขึ้นนั้นย่อมแสดงให้ว่า 
อนุภาคท่ีสังเคราะห์ได้น่าจะถูกออกซิไดซ์จนเกิดเป็นสารใหม่เปลี่ยนแปลงไปจากสารเดิม 
 
 
3.2 ศึกษำอันตรกิริยำระหว่ำงเยื่อไขมันสองช้ันกับอนุภำคออกซิไดส์คำร์บอนระดับนำโน (OCN) 
 

3.2.1. ศึกษำกำรเกิดอันตรกิริยำระหว่ำง Liposome-C6NBD กับ OCN-DMPE ด้วยเทคนิค Förster 
resonance energy transfer (FRET) ที่เวลำต่ำงๆ 
 

เพ่ือศึกษาอันตรกิริยาระหว่างอนุภาค OCN กับเยื่อไขมันสองชั้น  ผู้วิจัยได้เลือกใช้ เทคนิค Förster 
resonance energy transfer (FRET) ซึ่งเป็นเทคนิคที่ง่ายต่อการศึกษาการเข้าใกล้กันของตัวรับพลังงานและตัวให้
พลังงาน ใช้หลักในการถ่ายโอนพลังงานระหว่างโมเลกุลที่มีสีย้อม 2 ชนิดคือ ตัวให้พลังงาน (Donor Species) และ
ตัวรับพลังงาน (Acceptor Species) ในระยะห่างไม่เกิน 10 นาโนเมตร18 โดยพลังงานกระตุ้นของตัวให้พลังงานจะถูก
ถ่ายโอนไปยังตัวรับพลังงานด้วยอันตรกิริยาขั้วคู่เหนี่ยวน า-ขั้วคู่เหนี่ยวน า (Induced dipole – Induced dipole 
Interaction) โดยดูได้จากการเปลี่ยนแปลงของความเข้มสัญญาณการเรืองแสงของสีย้อมทั้ง 2 ชนิด กล่าวคือตัวให้
พลังงานจะมีความเข้มสัญญาณลดลง เรียกว่า Quenching และความเข้มสัญญาณการเรืองแสงของตัวรับพลังงานจะ
เพ่ิมมากข้ึน เรียกว่า Enhancing 
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ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยได้เลือกเตรียมไลโปโซมเพ่ือใช้ศึกษาอันตรกิริยาระหว่างอนุภาค OCN กับเยื่อไขมันสองชั้น 

เนื่องจากไลโปโซมเป็นอนุภาคที่มีลักษณะเป็นถุงกลม ๆ ของสารไขมันชนิดแอมฟิพาติก (amphipathic) กล่าวคือมี
ทั้งส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic) และส่วนไม่ชอบน้ า (hydrophobic) โดยงานวิจัยในส่วนนี้ผู้วิจัยเตรียมไลโปโซมด้วย
วิธีไฮเดรชัน20 โดยใช้ Egg PC หรือ ฟอสโฟลิพิด (phospholipid) ที่แยกได้จากไข่แดง ซ่ึงมีองค์ประกอบหลักเป็น  

L-α-phosphatidylcholine  เมื่อ Egg PC กระจายตัวอยู่ในน้ า Egg PC จะเกิดการเรียงตัวเอาส่วนที่มีขั้ว (ส่วนที่
ชอบน้ า) เข้าหากันและส่วนไม่มีขั้ว (ไม่ชอบน้ า) หันเข้าหาตัวมันเองเกิดเป็นไลโปโซม โดยจะอยู่ในลักษณะของการ
เรียงตัวเป็นแถวของโมเลกุลไขมันซ้อนกันสองชั้น (เยื่อไขมันสองชั้น) และใช้ N-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-
4-yl)amino]hexanoyl]-phytosphingosine (C6NBD) เป็นตัวให้พลังงาน C6NBD เป็นกรดไขมันที่มีการติดสีฟลูออ
เรสเซนซ์ด้วยพันธะโคเวเลนต์ตรงสายไฮโดรคาร์บอน มีความยาวคลื่นกระตุ้นที่ 470 นาโนเมตรและคายพลังงานที่
ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร เมื่อผสม C6NBD กับ Egg PC จะเกิดการจัดเรียงตัวเกิดเป็นไลโปโซมที่เรืองแสงฟลูออ
เรสเซนซ์อยู่ภายในเยื่อไขมันสองชั้นในลักษณะดังรูปที่ 3.4 

 
 

 

 

 

รูปที่ 3.4 แบบจ าลองไลโปโซมที่เกิดจากการติดสีฟลูออเรสเซนซ์ไว้ภายในเยื่อไขมันสองชั้น 

ไลโปโซมที่เกิดขึ้นจะมีทั้งที่เป็นเยื่อไขมันสองชั้นเพียงชั้นเดียวหรือ Unilamellar bilayer vesicles (ULVs) 
และ หลายๆชั้นหรือ Multilamellar bilayer vesicles (MLVs) แต่ผู้วิจัยได้เติมกลูโคสลงไประหว่างการฟิล์มบาง 
กลูโคสที่ใส่ไปจะไปท าหน้าที่เคลือบบน lipid bilayer แต่ละชั้น เมื่อท าการเติมน้ าลงไป (hydration) น้ าปริมาณมาก
จะสามารถซึมผ่านระหว่าง  Lipid bilayer ในแต่ละชั้น ท าให้ระยะทางระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นแต่ละชั้นเพ่ิมมากขึ้น
ตามไปด้วย จนเกิดเป็นไลโปโซมที่มีลักษณะเป็น Unilamellar bilayer vesicles20 

 

 

 
  
 
 
 
รูปที่ 3.5 การบวมตัวของเยื่อไขมันสองชั้นที่มีน้ าตาลเป็นองค์ประกอบในตัวกลางที่เป็นน้ าจากวิธีการเตรียมไลโปโซม
ด้วยวิธีไฮเดรชัน20 
  

C6NBD 
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ผู้ วิ จั ย เลื อกใช้  1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B 

sulfonyl) (DMPE-RhB) เป็นตัวรับพลังงาน14  ซึ่งมีความยาวคลื่นกระตุ้นที่ 550 นาโนเมตรและคายพลังงานที่ความ
ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยบรรจุตัวรับพลังงานไว้บนอนุภาคที่อัตราส่วนระหว่างอนุภาคต่อตัวรับพลังงานเป็น  
1 : 3.84 x 10-4  โดยน้ าหนัก 
 งานวิจัยในส่วนนี้ผู้วิจัยได้ติดตามการเปลี่ยนแปลงสัญญาณการเรืองแสงของไลโปโซมที่ถูกติดสีด้วย C6NBD 
(Liposome-C6NBD) ที่ผสมกับตัวรับพลังงานอิสระ (free DMPE) หรือ อนุภาคที่บรรจุตัวรับพลังงาน (OCN-DMPE) 
ด้วยเครื่อง fluorescence spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นกระตุ้น 470 นาโนเมตร และมีช่วงการศึกษาตั้งแต่ 
480-800 นาโนเมตร เป็นเวลา 15 นาทีได้ผลดังนี้ 
 

 
กราฟที่ 3.4 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มสัมพัทธ์ (Relative Intensity) ของสารแขวนลอยไลโปโซมผสม
สารละลาย DMPE (free DMPE) กับความยาวคลื่นที่เวลาต่างๆ 

 
 

กราฟที่ 3.5 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มสัมพัทธ์ (Relative Intensity) ของสารแขวนลอยไลโปโซมผสม
อนุภาคท่ีบรรจุ DMPE-RhB (OCN-DMPE) กับความยาวคลื่นที่เวลาต่างๆ  
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สารแขวนลอยไลโปโซม 
(control) 
สารแขวนลอยไลโปโซมกับ  
free DMPE ที่เวลา 1 นาท ี
 
สารแขวนลอยไลโปโซมกับ  
Free DMPE ที่เวลา 5 นาท ี
 สารแขวนลอยไลโปโซมกับ  
free DMPE ที่เวลา 10 นาท ี
สารแขวนลอยไลโปโซมกับ  
free DMPE ที่เวลา 15 นาท ี
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จากกราฟที่ 3.4 และ 3.5 (โดยเส้นสีแดง สีส้ม สีเขียวและสีน้ าเงิน  แสดงถึงระยะเวลาที่ผ่านไป 1, 5, 10 

และ 15 นาทีตามล าดับ) แสดงให้เห็นว่าความเข้มของสัญญาณการเรืองแสงที่ต าแหน่ง 530 นาโนเมตรลดลงและพบ
สัญญาณการเรืองแสงที่ต าแหน่ง 600 นาโนเมตรเพ่ิมขึ้น ซึ่งเป็นสัญญาณการคายพลังงานของ C6NBD (ตัวให้
พลังงาน) และ DMPE (ตัวรับพลังงาน) ตามล าดับ กล่าวคือเมื่อเวลาผ่านไป 15 นาทีที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 
สารละลายผสมระหว่าง Liposome- C6NBD กับ ตัวรับพลังงานอิสระ (free DMPE) มีความเข้มสัมพัทธ์ของสัญญาณ
ลดลงเหลือ 72.16 ในขณะที่สารละลายที่ผสมด้วยตัวรับพลังงานบนอนุภาค (OCN-DMPE) มีความเข้มของสัญญาณ
เหลือ 51.54 และในทิศทางเดียวกันที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร พบความเข้มของสัญญาณสารละลายที่ผสมด้วย 
free DMPE และ OCN-DMPE เป็น 91.98 และ 97.32 ตามล าดับ เนื่องจากเมื่อให้พลังงานกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 
470 นาโนเมตร C6NBD จะคายพลังงานที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตรซึ่งเป็นพลังงานที่เหมาะสมในการกระตุ้น 
DMPE ให้คายพลังงานออกมาที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรด้วย nonradiative long-range dipole-dipole 
coupling mechanism18  จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า DMPE น่าจะสามารถเข้าไปใกล้ C6NBD ที่แทรกอยู่
ระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นในระยะทางที่ใกล้กันมากพอท่ีท าให้เกิดการถ่ายโอนพลังงานระหว่างกันได้ DMPE-RhB ที่อยู่
กับอนุภาค OCN มีการเปลี่ยนแปลงความเข้มสัญญาณของทั้ง 2 ต าแหน่งมากกว่าและเร็วกว่า DMPE อิสระอย่าง
ชัดเจน แสดงให้เห็นว่า อนุภาค OCN ที่บรรจุ DMPE-RhB สามารถพา DMPE-RhB เข้าไปใกล้ไลโปโซมที่มี C6NBD 
ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่าการเข้าไปใกล้ของ DMPE อิสระ 

จากผลการทดลองดังกล่าวท าให้ผู้วิจัยคาดว่าอนุภาค OCN น่าจะพาตัวรับพลังงานเข้าสู่ไลโปโซมได้ 2 วิธีคือ 
การแทรกผ่านเยื่อไขมันสองชั้นหรือเข้าสู่เซลล์ด้วยวิธีเอนโดไซโทซิส เนื่องจาก ตัวให้พลังงานที่แทรกอยู่ภายในระหว่าง
เยื่อไขมันสองชั้นจะสามารถเกิดการถ่ายโอนพลังงานได้นั้นตัวรับพลังงานและตัวให้พลังงานจะต้องอยู่ในระยะห่างที่
น้อยกว่า 10 นาโนเมตร ดังรูป    

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.6 แบบจ าลองการถ่ายโอนพลังงานที่คาดว่าจะเกิดขึ้นระหว่าง C6NBD (ตัวให้พลังงาน) สู่ DMPE-RhB (ตัวรับ
พลังงาน) โดยการพาตัวรับพลังงานเข้าสู่ ไลโปโซมด้วยการแทรกผ่านเยื่อไขมันสองชั้น (ภาพซ้าย) หรือพาตัวรับ
พลังงานเข้าสู่ไลโปโซมด้วยการเกิดเอนโดไซโทซิส (ภาพขวา) 

OCN 
OCN 
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3.2.2 กำรศึกษำอันตรกิริยำระหว่ำงเยื่อไขมันสองช้ันกับอนุภำค OCN ด้วยกำรสังเกตกำรเปลี่ยนสีของ 

ไลโปโซม 
 

 เพ่ือเป็นการระบุสมมติฐานของแบบจ าลองการเกิดอันตรกิริยากับไลโปโซมของอนุภาค OCN รวมทั้ง
ตรวจสอบว่า OCN สามารถท าให้ไลโปโซมรั่วได้หรือไม่  โดยมีสมมติฐานว่าหากการ quench ในการทดลอง FRET 
ด้านบนเกิดตามรูปที่ 3.6 โอกาสที่ไลโปโซมจะรั่วดังรูปที่ 3.7 จะเป็นไปได้สูงมาก  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.7 แบบจ าลองการมีรูรั่วบนเยื่อไขมันสองชั้นของไลโปโซม 
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ดังนั้นผู้วิจัยจึงออกแบบการทดลองโดยเตรียมไลโปโซมด้วยวิธี Electroformation13  และวางแผนการ

ทดลองดังนี้  
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.8 แผนการทดลองการศึกษาอันตรกิริยาระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นกับอนุภาค OCN ด้วยการสังเกตการเปลี่ยนสี
ของไลโปโซมภายใต้กล้อง fluorescence microscope (phase contrast mode) 
 

ในภาพ ก จะเห็นว่าสีของไลโปโซมและสีของสารละลายตัวกลาง (medium) เป็นสีเดียวกัน เมื่อเติม
สารละลายกลูโคสลงไป สารละลายกลูโคสจะเจือจางสารละลายตัวกลางท าให้สารละลายตัวกลางมีสีอ่อนลง โดย
สารละลายกลูโคสจะไม่สามารถแพร่ผ่านเยื่อไขมัน 2 ชั้นเข้าไปด้านในของไลโปโซมได้ท าให้ไลโปโซมยังคงเป็นสีเดิม 
ดังรูป ข  จากนั้นเติมส่วนของเหลวของอนุภาค OCN ลงไป ถ้าอนุภาค OCN สามารถสร้างรูรั่วบนเยื่อไขมันสองชั้นได้
จริงดังแบบจ าลองที่กล่าวมาข้างต้น (รูปที่ 3.7) สารละลายภายในไลโปโซมและสารละลายภายนอก (สารละลาย
ตัวกลาง) จะเกิดการแพร่ไปหากันได้ จนกระทั่งเกิดความสมดุล สีของสารละลายภายในไลโปโซมและสาระลาย
ภายนอกไลโปโซมจะปรากฏเป็นสีเดียวกันดังภาพ ค จะเป็นการยืนยันว่าอนุภาค OCN สร้างรูรั่วบนเยื่อไขมันสองชั้น
จริง 

 
3.2.2.1. การเตรียมไลโปโซมเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ด้วยวิธี Electroformation13 

 วิธี Electroformation เป็นวิธีที่จะใช้เตรียมไลโปโซมประเภท unilamellar bilayer vesicles ขนาดตั้งแต่ 
10-100 ไมโครเมตร ซึ่งถือว่าเป็นไลโปโซมขนาดใหญ่ (Giant liposome) ในงานวิจัยนี้ใช้ Indium Tin Oxide (ITO) 
ทั้งสองแผ่นเป็นอิเล็กโทรดซึ่งระหว่างอิเล็กโทรดจะถูกขั้นด้วย Silicon chamber โดยฟิล์มไขมันจะอยู่บนขั้ว ITO 
ของอิเล็กโทรดแผ่นใดแผ่นหนึ่ง ท าการฉีดสารละลายซูโครสซึ่งเป็นสารละลายตัวกลาง (Medium) แล้วให้ความต่าง
ศักย์ไฟฟ้าไปที่ขั้ว ITO อิเล็กโทรด กระแสไฟฟ้าภายนอกนี้จะท าให้เกิด Electroosmotic vibration ของสารละลาย
ตัวกลาง ส่งผลให้ฟิล์มไขมันเกิดการบวมแล้วฟอร์มตัวเป็นไลโปโซม ดังรูปที่ 3.9 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.9 ภาพถ่ายจากกล้อง fluorescence microscope ของไลโปโซมที่มีขนาดประมาณ 40 ไมโครเมตร ใน
ตัวกลางทีเ่ป็นสารละลายซูโครส 

สารละลาย 

กลูโคส 

medium medium 

ก ข 

อนุภาค 
OCN 

ค 

medium 
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3.2.2.2.  การวิเคราะห์โดยสังเกตการเปลี่ยนสีของไลโปโซมด้วยเทคนิคทาง microscopy  
 
 สังเกตการเปลี่ยนสีของไลโปโซมด้วยกล้อง Fluorescence microscope (phase contrast 

mode) 
 ในส่วนนี้ผู้วิจัยได้ผสมสารละลายกลูโคสลงไปด้วย เนื่องจากความหนาแน่นของกลูโคสน้อยกว่าซูโครส 
สารละลายกลูโคสจะไปเจือจางสารละลายซูโครสที่เป็นตัวกลางท าให้มีสีอ่อนลง ส่วนโครงสร้างของไลโปโซมเป็นถุง
ไขมัน สารละลายกลูโคสจะไม่สามารถแพร่ผ่านเยื่อไขมัน 2 ชั้นเข้าไปด้านในของไลโปโซมได้ท าให้ไลโปโซมยังคงเป็นสี
เดิม ส่งผลให้เวลาสังเกตภายใต้กล้อง fluorescence microscope (phase contrast mode) จะเห็นเป็นไลโปโซมสี
เข้มกว่าสีของสารละลายตัวกลาง 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.10 ภาพจากกล้อง fluorescence microscope  (ก) ไลโปโซมในสารละลายอ้างอิงที่ 0 นาที (ข) ไลโปโซมใน
สารละลายอ้างอิงที่ 60 นาที (ค) ไลโปโซมและอนุภาค OCN ในสารละลายวิเคราะห์ที่ 0 นาที (ง) ไลโปโซมและ
อนุภาค OCN ในสารละลายวิเคราะห์ที่ 60 นาที  
 
 ผลการสังเกตการเปลี่ยนสีของไลโปโซมใต้กล้อง fluorescence microscope ในรูปที่ 3.10 จะได้ว่า เมื่อ
เวลาผ่านไป 60 นาที ไลโปโซมในสารละลายอ้างอิง (ข) ไม่มีการเปลี่ยนแปลงสี แต่จะเห็นว่าในสารละลายวิเคราะห์ที่
มีสารละลาย OCN ผสมอยู่ เมื่อเวลาผ่านไป 60 นาที สีของไลโปโซมจางลงจนเป็นสีเดียวกับสารละลายตัวกลาง ทั้งนี้
เนื่องจากสารละลายภายในและภายนอกไลโปโซมเกิดการแลกเปลี่ยนกัน แสดงให้เห็นว่าอนุภาค OCN น่าจะสร้างรูรั่ว
บนเยื่อไขมันสองชั้น 
 
 

 

(ก) 

(ง) (ค) 

(ข) 
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 สังเกตการเปลี่ยนสีของไลโปโซมด้วยกล้อง Confocal laser scanning microscope : fluorescence 

mode 
 

เพ่ือให้การสังเกตการรั่วของไลโปโซมท าได้ง่ายขึ้น ผู้วิจัยจึงออกแบบการทดลองให้เฉพาะสารละลายตัวกลาง
เป็นสีย้อมของ Calcein fluorescent dye เมื่อน าไปส่องด้วยกล้อง Confocal laser scanning microscope จะท า
ให้มองเห็นว่าสีของสารละลายตัวกลางเป็นสีเขียว ส่วนสีของไลโปโซมจะเป็นสีด า ดังแสดงในภาพ ก และเมื่อเติมส่วน
ของเหลวของอนุภาค OCN ลงไปในสารละลาย ถ้าอนุภาค OCN สามารถสร้างรูรั่วบนเยื่อไขมันได้จริง สารละลาย
ตัวกลางที่เป็นสีเขียวจะแพร่เข้าไปด้านในไลโปโซมได้จนสีของไลโปโซมกลายเป็นสีเขียว ดังภาพ ข 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.11 แผนการทดลองการศึกษาอันตรกิริยาระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นกับอนุภาค OCN ด้วยการสังเกตการเปลี่ยน
สีของไลโปโซมภายใต้กล้อง confocal laser scanning microscope  

 
ผลการสังเกตการเปลี่ยนสีของไลโปโซมใต้กล้อง confocal laser scanning microscope ในรูปที่ 3.12 จะ

เห็นได้ว่า ทั้งภาพ (ก) และ (ข) คือภาพเดียวกันแต่ใช้ Mode ต่างกัน  ไลโปโซมในภาพ (ก) ได้เปลี่ยนสีไปเป็นสีเขียว
เนื่องจาก สารละลาย Calcein  ได้แพร่เข้าไปด้านในไลโปโซม  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.12 ภาพจากกล้อง Confocal laser scanning microscope (ก) ภาพจาก Fluorescence mode เมื่อเวลา
ผ่านไป 90 นาที (ข) ภาพจาก Phase contrast mode เมื่อเวลาผ่านไป 90 นาที 
 

อนุภาค 
OCN 

medium 

(ก) 

(ข) 

medium 

ก ข 

(ก) (ข) 
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จากผลดังกล่าวข้างต้น แสดงให้เห็นว่า อนุภาค OCN น่าจะไปสร้างรูรั่วบนเยื่อไขมันของไลโปโซม ท าให้

สารละลายภายในไลโปโซมเกิดการแลกเปลี่ยนกับสารละลายภายนอก (สารละลายตัวกลาง) จนเกิดความสมดุล สีของ
สารละลายในและนอกไลโปโซมจึงปรากฏเป็นสีเดียวกัน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก บนพ้ืนผิวอนุภาค OCN มีหมู่ฟังก์ชันที่
หลากหลายทั้งพวกคาร์บอนิล, แอลกอฮอล์ จึงท าให้มีความสามารถในการดูดซับสารต่างๆไว้บนอนุภาคได้ เมื่อ
อนุภาค OCN เคลื่อนที่ไปใกล้ไลโปโซมมาก ไขมันที่เป็นโครงสร้างหลักของไลโปโซมจึงหลุดออกและถูกดูดซับไว้บน
อนุภาค OCN จนท าให้เกิดรูรั่วบนเยื่อไขมันสองชั้น (รูปที ่3.7) 

 
และเม่ือนับจ านวนไลโปโซมที่มีขนาด 5 – 30 µm ที่เปลี่ยนสีเทียบกับเวลาจะเห็นได้ว่า เมื่อเวลาเพิ่มข้ึน 

จ านวนไลโปโซมที่เปลี่ยนสีไปก็เพ่ิมขึ้นเช่นกัน  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟที่ 3.6 ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนไลโปโซมที่เปลี่ยนสีเทียบกับเวลา 
 
จากการนับจ านวนไลโปโซมที่เปลี่ยนสี แสดงให้เห็นว่า เมื่อเวลาผ่านไปอนุภาค OCN มีความสามารถในการ

เข้าสู่ไลโปโซมได้มากขึ้นเช่นเดียวกัน 
 
 นอกจากนี้เมื่อน าสารแขวนลอยของไลโปโซมที่มีการเติม OCN และ ตั้งทิ้งไว้ 7 วันที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส มาส่องด้วยกล้อง fluorescence microscope (phase contrast mode) อีกครั้ง จะเห็นได้ว่าไลโปโซมมี
ขนาดเล็กลงและจ านวนลดน้อยลง ดังรูปที่ 3.13 
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(ก) (ข) 

 
 
  
  
  
 
 
 
 
รูปที่ 3.13 ภาพจากกล้อง fluorescence microscope (ก) สารละลายวิเคราะห์ (สารแขวนลอยไลโปโซมผสมกับ
ส่วนของเหลวของอนุภาค OCN)  (ข) สารแขวนลอยไลโปโซม ที่ตั้งท้ิงไว้ 7 วันที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

 
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก อนุภาค OCN มีความสามารถในการดูดซับสารต่างๆ  เมื่อ อนุภาค OCN สร้างรูบนเยื่อ

ไขมันสองชั้นบนไลโปโซมแล้ว เยื่อไขมันที่อยู่บริเวณส่วนที่เกิดรูจะหลุดออกจากโครงสร้างของไลโปโซมและถูกดูดซับ
ไว้บนอนุภาค OCN เมื่อเวลาผ่านไปเยื่อไขมันถูกดูดซับไว้บนอนุภาค OCN มีมากขึ้น โครงสร้างไลโปโซมจึงไม่เสถียร
และถูกท าลายไปในที่สุด  
 
 

3.2.3. ศึกษำกำรเปลี่ยนแปลงของสำรแขวนลอยไลโปโซมกับส่วนของเหลวของอนุภำค OCN จำกกำร
สังเกตด้วยตำเปล่ำ 

 
เมื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงสารละลายทั้ง 3 หลอดคือ สารละลายผสมระหว่าง ไลโปโซมกับอนุภาค OCN 

สารละลายผสมระหว่างน้ ากับอนุภาค OCN และสารละลายผสมระหว่างน้ ากับไลโปโซม เรียงจากซ้ายไปขวา
ตามล าดับ  เป็นเวลา 6 วันที่อุณหภูมิห้อง เพ่ือพิสูจน์ว่า เมื่อเวลาผ่านไปอนุภาค OCN ท าลายไลโปโซมจริง โดยพบว่า
ในวันที่  3 ของการทดลองเกิดการตกตะกอนที่มีลักษณะด าขุ่นขึ้นซึ่งคาดว่าเป็นไลโปโซมที่ถูกท าลายด้วยอนุภาค 
OCN จนเสื่อมสภาพ และเนื่องจากอนุภาค OCN มีความสามารถในการดูดซับสูงจึงท าให้ดูดซับตะกอนของไลโปโซมที่
เสื่อมสภาพไว้ จึงท าให้ตะกอนที่เกดิขึ้นมีสีด า ดังแสดงในรูปที่ 3.14 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.14 การเปลี่ยนแปลงของสารละลายทั้ง 3 หลอดคือ สารละลายผสมระหว่างไลโปโซมกับอนุภาค OCN 
สารละลายผสมระหว่างน้ ากับ OCN และสารละลายผสมระหว่างไลโปโซมกับน้ า เรียงจากซ้ายไปขวาตามล าดับ  เป็น 
เวลา 6 วัน ทีอุ่ณหภูมิห้อง

วันท่ี 1 วันท่ี 3 วันท่ี 6 

(ก) (ข) 



 

 

บทที่  4 

สรุปผลกำรทดลอง 

 
จำกผลกำรทดลองสรุปได้ว่ำ 
 

1. สามารถสังเคราะห์อนุภาค OCN จากแกรไฟต์ด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชัน อนุภาคที่สังเคราะห์ได้มี
ขนาด 37.7 ± 4.6 นาโนเมตร  

2. จากการศึกษาอันตรกิริยาระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นกับอนุภาค OCN โดยวิธี Förster resonance 
energy transfer (FRET) การสังเกตการเปลี่ยนสีของไลโปโซมภายใต้กล้อง fluorescence microscope 
และ confocal laser scanning microscope และการสังเกตด้วยตาเปล่า คาดว่า อนุภาค OCN น่าจะ
สร้างรูรั่วบนเยื่อไขมันสองชั้น  

3. คาดว่าแบบจ าลองกลไกการเข้าสู่ไลโปโซมของอนุภาค OCN น่าจะมีลักษณะดังรูปที่ 4.1 
 
 
 

 
 

 
 
 

รูปที่ 4.1 แบบจ าลองกลไกการเข้าสู่ไลโปโซมของอนุภาค OCN  โดยอนุภาค OCN น่าจะเข้าไปใกล้ไลโปโซม
และดูดซับไขมันที่เป็นโครงสร้างหลักไว้บนอนุภาคจนเกิดเป็นรูรั่วบนเยื่อไขมันสองชั้น จากนั้นอนุภาค OCN 
จึงแทรกตัวผ่านรูรั่วเข้าสู่ไลโปโซมภายหลัง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อนุภาค OCN 
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