
ภาษาไทย
จุฑามาศ ตันปลูก และสายสุดา ผลจันทร์. การเตรียมและหาล้กษณะเฉพาะชองเทอ?พอลิเอส 

เทอร์แบบท่อและแบบพิล์มสำหรับใช้เป็นท่อนำเสันประสาทท่ีสามารถสลายตัวทาง 
ชีวภาพ■โOnline! Available from ะ http://www.Science.cmu.ac.th [25511 เมษายน 4]

เติศักดี้ กูลเกล้าปราการ. การตรวจสอบกๆ?แผ่รังสีเอ็กซ์จากเคร่ืองพลาสมาโฟกัสขนาดเล็ก.
วิทยานิพนธ์ปริญญามหาบัณฑิต, สาขาวิชาทิเลิกลั คณะวิทยาศาสตร์จุฬาลงกรณ์ 
มหาวิทยาลัย, 2548.

ดุลิต งามรุ่งโรจน์. การตัดแปรพลาสมาโฟกัสสำหรับการปรับสภาพผิววัสดุ. วิทยานิพนธ์ปริญญา 
มหาบัณฑิต, สาขาวิชาฟสิกลั คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 2545.

ธรรมนูญ คำสาร และวินิตา บุณโยดม. การพัฒนาพอลิเมอร์ท่ีสลายตัวทางชีวภาพสำหรับใช้เป็น 
บรรจุภัณฑ์และทางการแพทย์.โOnline!. Available from ะ 
http://www.Vcharkarn.com[25511 เมษายน 4]

ผาสุก มหรรฆานุเคราะห์. ประสาทกายวิภาคศาสตร์พนฐาน Basic Neuroanatomy. คณะ 
แพทยศาสตร์มหาวิทยาลัยเชียงใหม่, 1998.

ภานุพันธ์ทรงเจริญ. การบาดเจ็บชองเสันประสาท. กรุงเทพฯ: เรือนแก้วการพิมพ์, 1996.
วีระตักด้ิ ลหชัยเสรี, โปรตีนเทคโนโลยี. โครงการตำราและเอกสารประกอบการเรียนเคมี,

ภาควิชาเคมี, คณะวิทยาศาสตร์, มหาลัยวิทยาลัยเชียงใหม่, 177-179 (2544)
สุพิชญา ช่ึนชนม์. สมบัติและลัณฐานวิทยาชองเสันใยประดิษฐ์ท่ีตัดแปรด้วยเคร่ืองทีตาพินช์. 

วิทยานิพนธ์ปริญญามหาบัณฑิต, ลายวิชาวิทยาศาสตร์พอลิฌอร์ประยุกต์และเทคโนโลยี 
ส่ิงทอ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, 2547.

เสริมสุข แซ่ต้ัง. การหาอุณหภูมิและความเร็วชองพลาสมาท่ีเกิดจากเคร่ืองพลาสมาโฟกัสโดยใช้ 
รังสีเอ็กช์ที'เกิดจากเคร่ืองพลาสมาโฟกัส. โครงงานนักศึกษาช้ันปีท่ี 4, สาขาวิชาทิเสิกสั 
คณะวิทยาศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย. 2543.

ภาษาอังกฤษ
Akkus, O., Belaney, R.M., Das, p. Free radical scavenging alleviates the biomechanical 

important of gamma radiation sterilized bone tissue. Journal of Orthopaedic 
Research 23 (2005): 838-845.

Aydin, H. Microporous scaffolds form poly(lactide-co-caprolactone) composites with
hydroxyapatite and tricalcium phosphates using supercritical C02 for bone

http://www.Science.cmu.ac.th
http://www.Vcharkarn.com%5b25511


tissue engineering. Journal of Bioactive and Compatible Polymers 19 (2004): 
383-394.

Bellamkonda, R. Peripheral nerve regeneration : An opinion on channels, scaffolds and 
anisotropy, Biomaterials 27 (2006): 3515-3518.

Biomaterials Search Group:Middle East Technique University-Biotecnology Research 
Unit. Nerve Tissue EngineeringTOnline). Available from : 
http://www.biomed.metu.edu.tr/courses/term papers/Nerve Tissue ENG bar.ht 
mlf2006. October 251

Bunting, ร., Di Silvio, L., Deb, ร. Bioresorbable glass fibres facilitate peripheral nerve 
regeneration. British and European 30B (2005) 242-247.

Burks, CA., Bundy, K., Fotuhi, P., Alt, E. .Characterization of 75:25 poly(l-lactide-co-8- 
caprolactone) thin films for the endoluminal delivery of adipose-derived stem cells 
to abdominal aortic aneurysms. Tissue Eng. 12(9) (2006): 1-10.

Chang, CJ., Hsu, SH. The effect of high outflow permeability in asymmetric poly(DL- 
lactide-co-glycolic acid) conduits for peripheral nerve regeneration. Biomaterials 
27 (2006) : 1035-1042.

Chen, PR., Chen, MH., Lin, FH. Release characteristics and bioactivity of gelatin- 
tricalcium phosphate membranes covalently immobilized with nerve growth 
factors. Biomaterials 26 (2005): 6579-6587.

Chen, Y., Hsieh, c„  Yao, c . Peripheral nerve regeneration in silicone rubber chambers 
filled with collagen, laminin and fibronectin, Proceeding of the 22nd Annual EMBS 
International Conference (2000): 23-28.

Cheng, Q., Peng, TZ., Hu, XB., Yang, XB. Cgarge-selective recognition at fibroin-
modified electrodes for analytical application. Anal Bioanal Chem 382(1) (2005): 
80-4.

Damink, LO-, Dijkstra, PJ., Luyn, MV., Wachem, PV., Nieuwenhuis, p. and Feijen, J. 
Cross-linking of dermal sheep collagen using a water-soluble carbodiimide. 
Biomaterials 17 (1996): 765-773.

Evans, G.Challenges to nerve regeneration. Seminars in Surgical Oncology 19 (2000): 
312-318.

1 3 4

http://www.biomed.metu.edu.tr/courses/term_papers/Nerve_Tissue_ENG_bar.ht


135
Evans G, Brandt K, Widmer MS, et ai. เท vivo evaluation of poly(L-lactic acid) porous 

conduits for peripheral nerve regeneration. Biomaterials 1999; 20:1109-1113. 
Freepatentonline. Nerve regeneration conduit-Patent 5019087fQnlinel Available from : 

http://www.freepatentsonrme.com/5019087.htmlt2007, February 9] 
Freepatentonline. Polymer and nerve guide conduits formed thereof- Patent 

20030060836.rQnline1. Available from :
http://www.freepatentsonline.com/20030060836.htmlt2007, February 9]

Friess, พ. Collagen -  biomaterial for drug delivery. European Journal of Pharmaceutics 
and Biopharmaceutics 45 (1998): 113-136.

Gelse, K., Poschl, E. and Aigner, T. Collagens-structure, function, and biosynthesis.
Advanced Drug Delivery Reviews 55 (2003): 1531-1546.

Goissis, G., Yoshioka, SA., Braile, DM. and Ramirez, VDA. The chemical protecting
Group concept Applied in Cross-linking of natural Tissues wiyh Glutaraldehyde 
Acetals. Artificial Organs 22 (1998): 210.

Grothe, c., Nikkhah, G. The role of basic fibroblast growth factor in peripheral nerve 
regeneration. Anat Embryol 204 (2001 ): 171-177.

Groot, J., Pennings, A., Coenen, J. Triple laver artificial skin:porous 50/20 copoly(L- 
lactide/caprolactone) template for neodermis regeneration [Online]. Available 
from:
http://dissert3tion.ub.rua.nI/FILES/faculties/Science/1995/j.h.de.groot/appendix.p 
dL[2006, October25]

Growth of human chondrocytes on biodegradable synthetic polymers [Online].
Presentation: Poster at V Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku.Available 
from: http://www.science24.com/paper/6504 r2006.Qctober 25]

Guruvenket, ร., Komath, M., Vijayalakshmi, S.P., Raichur, A.M., Mohan Rao, G. 
Wettability enhancement of polystyrene with electron cyclotron resonance 
plasma with argon. Journal of Applied Polymer Science 90 (2003): 1618-1623. 

Flolmbom, J., et al. Long-term evaluation of porous poly(epsi!on-caprolactone-co-L-
lactide) as a bone-filling material. J Biomed Mater Res A. 75(2) (2005): 308-15. 

Jeong, ร., et al. เท vivo biocompatibility and degradation behavior of elastic poly(L- 
lactide-co-caprolactone) scaffolds. Biomaterials 25 (2004): 5939-5946.

ท น ท ร OS

http://www.freepatentsonrme.com/5019087.htmlt2007
http://www.freepatentsonline.com/20030060836.htmlt2007
http://dissert3tion.ub.rua.nI/FILES/faculties/Science/1995/j.h.de.groot/appendix.p
http://www.science24.com/paper/6504_r


136
Kanematsu, A., Marui, A., Yamamoto, ร., et al. Type I collagen can function as a

reservoir of basic fibroblast growth factor. Journal of controlled release 99 (2004) 
:281-292.

Kang, HW., Tabata, Y. and Ikada, Y. Fabrication of porous gelatin scaffolds for tissue 
engineering. Biomaterials 20 (1999): 1339-1344.

Keilhoff, G., stang, F., Wolf, G. Bio-compatibility of type l/lll collagen matrix for 
peripheral nerve reconstruction. Biomaterials 24 (2003) :2779-2787.

Komiyama, T-, Nakao, Y., Toyama, Y. Novel technique for peripheral nerve
reconstruction in the absence of an artificial conduit. Journal of Neuroscience 
Methods 134 (2004) :133-140.

Kuzuya, M., Kondo, ร., Sasai, Y. Recent advances in plasma techniques for biomedical 
and drug engineering. Pure Appl. Chem 77 (2005): 667-682.

Kuzuya, M., Sawa, T., Mouri, M., Kondo, SI., Takai, o. Plasma technique for the 
fabrication of a durable functional surface on organic polymers. 
Surface&Coatinos Technology 169-170 (2003): 587-591.

Kwon, K., Matsuda, T. Co-Electrospun Nanofiber Fabrics of Poly(L-lactide-co-
caprolactone) with Tpye I Collagen or Fleparin. Biomacromplecules 6 (2005): 
2096-2105.

Lee, A., Yu, V., Lowe, J... Controlled release of nerve growth factor enhances sciatic 
nerve regeneration. Experimental Neurology 184 (2003) :295-303.

Lee, CFL, Singla, A. and Lee, Y. Biomedical applications of collagen. International 
Journal of Pharmaceutics 221 (2001): 1-22.

Lee, DY., Choi, BH., Park, JH., et al. Nerve regeneration with the use of a poly(L-lactide- 
co-glycolic acid)-coated collagen tube filled with collagen gel. Journal of Cranio- 
Maxilofacial Surgery 34 (2006) :50-56.

Liu, H., Mao, J., Yao, K., Yang, G., Cui, L. and Cao, Y. A study on a chitosan-gelatin- 
hyaluronic acid scaffold as artificial skin in vitro and its tissue engineering 
applications. Biomaterials 15.1 (2004): 25-40.

Lu M, Chang Y, Chiang L, et al. Peripheral nerve regeneration through nerve guides 
filled with bilobalide and Schwann cells, Biomedical Engineering-Application, 
Basis&communications 18 (2006): 8-12.



137
Lu, XL., Cai, พ., Gao, ZY., Zhao, LC. Shape memory property of poly(L-lactide-co- 

caprolactone) copolymers. Materials Science & Engineering A 438-440 
(2006):857-861.

Ma, L., Gao, c., Mao, z., Zhou, ช., Shen, ช., Hu,x., Han, c. Collagen/chitosan porous 
scaffolds with improved biostability for skin tissue engineer. Biomaterials 24
(2003) : 4833-4841.

Mo, X., et al. study on electrospinning P(LLA-CL) nanofiber for the ideal scaffolding in 
cardiovascular tissue engineering. The International Journal of Artificial Organs 
26 (2003):836.

Mo, X., et al. Electrospun P(LLA-CL) nanofiber : a biomimetic extracellular matrix for 
smooth muscle cell and endothelial cell proliferation. Biomaterials 25
(2004) :1883-1890.

Murtomaki-Repo, ร. The role of laminin in development, regeneration and injuries of the 
nervous system. Public examination in auditorium of Institute of Biomedicine 
University of Helsinki (2000): 25-48.

Nagai, N., Yunoki, SJ., Suzuki, M., Salata, Tajima, K., and Munekata, M. Application of 
cross-linked salmon atelocollagen to the scaffold of human periodontal ligament 
cells. Bioscience and bioengineering. V0I.97.N0.6 (2004): 389-394.

Neuman, RE. The amino acid composition of gelatins, collagens and elastins from
different sources. The Department of Biological Chemistry (Thesis) (1949): 289- 
297.

Nicoli Aldini, N, et al. Effectiveness of a bioabsorbable conduit in the repair of 
peripheral nerves. Bicmaterials 17(1996): 959-962.

Nicoli Aldini, N., Fini, M., Rocca, M., Giavaresi, G-, Giardino, R. Guided regeneration with 
resorbable conduits in experimental peripheral nerve injuries. Int Orthop. 24(3) 
(2000): 121-125.

Nie, X., Zhang, YJ., Tian, พอ. Improvement of peripheral nerve regeneration by a tissue- 
engineered nerve filld with ectomesenchymal stem cells. International Journal 
Oral&Maxillofacial Surgery 36 (2007) :32-38



138

Park, H., et al. A novel composite scaffold for cardiac tissue engineering. เท Vitro Cell.
Dev. Biol- Animal 41 (2005): 188-196.

Patentstorm LLC. Medical guide tubesfQnline). Available from: 
http://www.patentstorm.us/ [2007, February 9]

Pfister, L , et al. Novel biodegradable nerve conduits for peripheral nerve regeneration, 
European Cells and Materials 7 (2004): 16-17.

Pieper, J.S., Oosterhof, A., Dijkstra, P.J., Veerkamp, T.H., Kupperelt, V. Preparation and 
characterization of porous crosslinked collagenous matrices containing 
bioavailable chondroitin sulphate. Biomaterial 20 (1999): 847-858.

Shao-hong, L.l, Shao-x,i CAL, Bing, LIU.. เท vitro characteristics of poly(lactic-co-glycolic 
acid) microspheres incorporating gelatin particles loading basic fibroblast 
growth factor. Acta Pharmacoloaica Sinica 27(6) (2006): 754-759.

Somsamak, P., et al. Fabrication of absorbance nerve guides from poly(L-lactide-co- 
caprolactone). 31st Congress on Science and technology of Thailand at 
Suranaree University of Technology. (2005).

stang, F., Fansa, H., Wolf, G.structural parameters of collagen nerve grafts influence 
peripheral nerve regeneration. Biomaterials 26 (2005) :3083-3091.

Tabata, Y., Nagano, A., Muniruzzaman, Md-, Ikada, Y. เท vivo sorption and desorption of 
basic fibroblast growth factor from biodegradable hydrogels. Biomaterials 
19(1998): 1781-1789.

Tabata, Y. and Ikada, Y. Protein release from gelatin matrices. Advanced Drug Delivery 
Reviews 31 (1998): 287-301.

Tabata ,Y., Ikada, Y. Vascularization effect of basic fibroblast growth factor released 
from gelatin hydrogels with different biodegradabilities. Biomaterials 20(1999): 
2169-2175.

Term, ช., et al. A biosynthetic skin substitute (Biobrane) in the management of bums.
Ann. Medit. Burns Club 8 (1995).

Ozeki, M. and Tabata, Y. Affinity evaluation of gelatin for hepatocyte growth factor of
different types to design the release carrier. J.Biomater.Sci. Polymer Edu. 17
(2006) : 139-150.

http://www.patentstorm.us/


139

Tseng, c., Ambron, R-, Chiu, อ. Schwann cell migration and peripheral nerve
regeneration in the autogenous venous nerve conduit (AVNC). p&s Medical 
Review (2001): 22-24.

Uebersax, L , Mattotti, M., Papaloizos, M., Merkle, HP., Gander, B., Meinel, L. Silk fibroin 
matrices for the controlled release of nerve growth factor. Biomaterials 28 
(2007):4449-4460.

Ueda, H., Nakamura, T., Yamamota, M., Nagata, N. Repairing of rabbit skull defect by 
dehydrothermally crosslinked collagen sponges incorporating transforming 
growth factor (3 l. Journal of controlled Release 88 (2002): 256-274.

United States Patent and Trademark Office. Biodegradable in-situ forming implants and 
methods of producing the samefOnline]. Available from: 
http://www.patentstorm■ us/patents/5733950-description.html■ โ2006. October 25]

United States Patent and Trademark Office. High drug loaded injectable microparticle 
compositions and methods of treating opioid drug dependencefOnlinel. 
Available from: http://www.freepatentsonline.com/7041320.html. โ2006. October 
25]

United States Patent and Trademark Office. Implantable devices comprising biologically 
absorbable star polymers and methods for fabricating the samefOnlinel. 
Available from: http://www.freshpatents.com.f2006. October 25]

บ.ร.Patent and Trademark Office. Resorbable polymer composition, implant and 
method of making implantfOnlinel Available from:
http://www.pharmcast.com/Patents100/Yr2005/Aug2005/080905/6926903 Impla 
nt080905.htm f2006.Qctober 30]

Wess, T.J., Orgel, J.p. Change in collagen structure: drying, dehydrothermal treatment 
and relation to long term deterioration. Thermochimica Acta 365 (2000): 119- 
128.

Tohill, M., Mantovani, c., Wiberg, M. Rat bone marrow mesenchymal stem cell express
glial markers and stimulate nerve regeneration. Neuroscience Letters 362 (2004)
:200-203.

Wissink, M.J.B., Beernink, R., Peiper, J.S., Poot, A.A., Engbers, G.H.M., Beugeling, T.,
Van Aken, W.G., Feijen, J. Immobilization of heparin to EDC/NHS-cross-linked

http://www.patentstorm%e2%96%a0_us/patents/5733950-description.html%e2%96%a0_%e0%b9%82
http://www.freepatentsonline.com/7041320.html._%e0%b9%82
http://www.freshpatents.com.f
http://www.pharmcast.com/Patents100/Yr2005/Aug2005/080905/6926903_Impla


140
collagen. Characterization and in vitro evaluation. Biomaterials 22 (2001): 151- 
163

Xu, c., et al. Aligned biodegradable nanofibrous structure : a potential scaffold for blood 
vessel engineering. Biomaterials 25 (2004): 877-886.

Xu, X., Yee, wc., Hwang, P-, et al. Peripheral nerve regeneration with sustained release 
of poly(phosphoester) microencapsulated nerve growth factor within nerve guide 
conduits. Biomaterials 24 (2003): 2405-2412.

Yang, Y., Laporte, L., Rives, c., etal. Neurotrophin releasing single and multiple lumen 
nerve conduits. Journal of controlled release 104 (2005) :433-446.

Yang, Y., Porte, M.C., Marmey, P., El Haj, A.J., Amede, J. Covalent bonding of collagen 
on poly(L-lactic acid) by gamma irradiation. Nuclear Instruments and methods in 
Physics Research B 207 (2003):165-174.

Yannnas IV. Tissue and Organ Regeneration in Adults. New York: Sprinkger-Verlag 
2001.

Young, ร., Wong, M„ Tabata, Y. and Mikos, AG. Gelatin as a delivery vehicle for the 
controlled release of bioactive molecules. Journal of Controlled Release 109
(2005): 256-274.

Zhao, K., et al. Polyhydroxyalkanoate (PHA) scaffolds with good mechanical properties 
and biocompatibility. Biomaterials 24 (2003): 1041-1045.

Zhu, Y., et al. Esophageal epithelium regeneration on fibronectin grafted poly(L-lactide- 
co-caprolactone)(PLLC) nanofiber scaffold. Biomaterials 28 (2007): 861-868.

Zhu, Y., et al. Protein bonding on biodegradable poly(L-lactide-co-caprolactone)
membrane for esophageal tissue engineering. Biomaterials 27 (2006): 68-78.



ภาคผนวก



142
ภาคผนวก ก

การตรวจสอบโกรทแฟคเตอรโดย Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit 

การตรวจสอบปริมาณ Nerve growth factor (NGF)
โดยใช้ชุดตรวจ NGF Emax® ImmunoAssay System 1 Promega, สหรัฐอเมริกา ซ่ึงมีร้ันตอนดังน้ี

1. เคลือบ 96 well plate ด้วย Anti-NGF Polyclonal Antibody (pAb) โดยผสม pAb10 
ไมโครลิตร และ Carbonate coating buffer 10 มิลลิลิตรแล้วใส่หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มไว้ท่ี 
4 องศาเซลเชียล 1 คืน

2. เติม Block&Sample IXBuffer หลุมละ 200ไมโครลิตร เพ่ือช่วยยึด pAb ไว้ท่ี plate บ่ม 
ไว้ 1 ร้ัวโมง ท่ีอุณหภูมิห้องโดยไม่ต้องเขย่า

3. เติมตัวอย่างสารละลายมาตรฐานหรือสารละลายตัวอย่างท่ีเก็บจากช่วงเวลาต่างลงไปใน 
ช่องพ่ีาาหนด1ไว้ หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 5 ร้ัวโมงพร้อมกับเขย่าด้วย 
เคร่ือง แล้วดูดสารละลายในแต่ละหลุมท้ิงและล้างด้วย Wash buffer 5 คร้ัง

4. เติม Monoclonal antibody (mAb) คือ Anti-Rat IgG, HRP Conjugate หลุมละ 100 
ไมโครลิตร แล้วบ่มไว้ 2 ร้ัวโมงคร่ึงท่ีอุณหภูมิห้องพร้อมกับเขย่าด้วยเคร่ืองแล้วดูดสารละลายในแต่ 
ละหลุมท้ิงและล้างด้วย Wash buffer 5 คร้ัง

5. เติมสารละลาย TMBหลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่ือให้ทำปฏิกิริยาเกิดสีข้ึนและหยุด 
ปฏิกิริยาด้วย Stop Solution หลุมละ 50ไมโครลิตรนำ'ไป1วัดค่า Optical density (O.D.) ท่ี 450 
นาโนเมตรแล้วหาปริมาณ NGF จากกราฟ NGF มาตรฐาน (ตาราง ก.1 และรูป ก.1) และนำไปหา 
ข้อมูลปริมาณ NGF ได้ดังตารางท่ี ก.2

ï a j j ลกราฟมาตรฐาน

O .D .a  450 N G F in « รฐาน(ng /m l)

0 .126 1

0 .0765 0 .5

0 .0465 0-25

0 .023 0 .1 25

0 .0595 0 .05

ตารางท ี่ ก .1 แลดงข ้อม ูลของกราฟ มาตรฐาน NGF
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รูป ก .1 แ ส ด งก ราฟ ม าต รฐาน ข อ ง N G F

ค่าเฉลี่ยของ 0 -D .ที่ 4 50  [พก ของการตรวจวัด NGF จากโปรต ีนต ัวเต ิม

ว ัน เจลาตินซนิด A เจลาดินชนิด B C o llagen

0 0 .363 0 .282 0 .234

0 .083 3.075 1.385 1.532

0 .5 1.005 0 .249 1.080

1 0 .649 0 .119 0 .606

3 0.397 0 .177 0.431

7 0.131 0.084 0 .125

14 0.096 0 .076 0 .083

21 0.069 0 .037 0 .054

28 0.076 0 .066 0 .049

ค่าเฉล ี่ยของปริมาณ NGF (n g /m l) จากโปรต ีนต ัวเต ิม

ว ัน เจลาตีนรน ิด A เจลาตินขนิด B คอลลาเจน

0 2.65 2.06 1.72

0 .083 22.51 10.14 11.21

0 .5 7 .35 1.82 7.91

1 4.75 0 .87 4 .44

3 2.90 1.29 3 .15

7 0.96 0.61 0 .92

14 0.71 0.56 0.61

21 0.51 0 .27 0 .40

28 0.55 0 .48 0 .36

ตารางท ี่ ก .2  แ สด งข ้อม ูลของค ่า เฉ ล ี่ย  O .D . ท ี่ 4 5 0  ทกา แ ล ะค ่า เฉ ล ี่ย ข อ งป ร ิม าณ  N G F  จาก โป รต ีน ต ัว เต ิม เจ  

ล าต ีน ชน ิด  A , เจลาต ีน ชน ิด  B  แ ล ะค อ ล ล าเจ น  ท ี่เ ว ล า ต ่า ง  ๆ
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การตรวจสอบปริมาณ bFGF (basic fibroblast growth factor)
โดยใช้ชุดตรวจ Quantikine® Human bFGF Immunoassay, R&D Systems, สหรัฐอเมริกา ซ่ึงมี 
เนตอนดังน้ี

1. ใส่ Assay Diluent RD1-43 100 ไมโครลิตร ในแต่ละหลุมของ 96 well plate
2. เติมตัวอย่างสารละลายมาตรฐานหรือสารละลายตัวอย่างท่ีเก็บจากช่วงเวลาต่างลงใปใน 

ช่องท่ีกำหนดไว้ หลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ช่ัวโมงแล้วดูดสารละลายใน 
แต่ละหลุมท้ิงและล้างด้วย Wash buffer 4 คร้ัง

3. เติม bFGF Conjugate หลุมละ 200ไมโครลิตรปมไว่ 2 ช่ัวโมงแล้วดูดสารละลายในแต่ละ 
หลุมท้ิงและล้างด้วย Wash buffer 4 คร้ัง

4. เติม Substrate solution หลุมละ200 ไมโครลิตร แล้วบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 30 นาทีในท่ี 
มีด

5. เติม Stop solution หลุมละ 50ไมโครลิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยา
6. นำไปว้ดค่า Optical density (O.D.) ภายใน 30 นาที ท่ี 450 นาโนเมตร และ 570 นาโน 

เมตร และนำค่า อ-อ-มาหักลบกันได้ข้อมูลดังตารางท่ี ก.3 แล้วหาปริมาณ bFGF จากกราฟ 
bFGF มาตรฐาน (รูปท่ี ก.2) และนำไปหาข้อมูลปริมาณ bFGF ได้ดังตาราง ก.4

ต ารางท ี่ ก .ร  แ ส ด งข ้อ ม ูล ข อ งก ราฟ ม าต รฐาน  b F G F

ค ่าเฉล ี่ย '!อง O .D . ที่ 450  nm  สบด้วย 0 .0 .ท ี่ 570กทท ของ bFGF

O.D . ความเข้มข้น bFGF มาตรฐาน(pg /m l)

3 .250 320

1.854 160

0.969 80

0.511 40

0.301 20

0.186 10

ร ูปท ี่ ก .2  แ ส ด งก ราฟ ม าต รฐาน ข อ ง b F G F



145
ต ารางท ี่ ก .4  แ สด งข ้อ ม ูลข อ งค ่า เฉ ล ี่ย  O.D. ท ี่ 4 5 0  ทกา ล บ ด ้ว ย  5 7 0  ทโฑ แ ล ะ ค ่า เฉ ล ี่ย ข อ งป ร ิม าณ  b F G F  จาก  

โป รต ีน ต ัว เต ิม เจล าต ิน ช น ิด  A , เจลาต ิน ชน ิด  B  แ ล ะค อ ล ล าเจ น  ท ี่เว ล า ต ่า ง  ๆ

ค่าเฉลี่ย 0 .0 .ล ี่ 450  ลบ 570 ท(ฑ ของ bFGF จากโปรต ีนต ัวเต ิม

ว ัน G e la tin  A G e la tin  B C o llagen

0 3.529 3 .556 3.703

0.083 3.629 3 .347 3 .530

0 .5 3.587 3.743 3.878

1 3 .310 3 .266 3.957

3 1.022 1.036 1.977

7 0 .340 0.401 0 .555

14 0 .202 0 .222 0 2 3 5

21 0.095 0 .090 0 2 0 7

28 0.312 0 .224 0 .085

ค ่าเฉลี่ย bFGF (p g /m l) จาก O .D . ที 450  ลบ 570  ทโฑ ของ bFGFจากโปรตีนต ัวเต ิม

ว ัน G e la tin  A G e la tin  B C o llagen

0 335 .17 337 .76 351 .72

0.083 344 .68 317 .96 335 .28

0.5 340.74 355 .53 368 .33

1 314 .42 310 .19 375 .85

3 97.04 98 .40 187.76

7 32.27 38 .06 52 .73

14 19.17 21.04 22 .32

21 9 .06 8 .55 19.68

28 29.66 21 .28 8 .03

ต ารางท ี่ ก .1 พ ื้น ท ี่ใต ้ก ราฟ แล ะร ้อ ยล ะขอ งก ารป ล ด ป ล ่อ ย โก รท แ ฟ ค เต อ ร ์ฃ อ งค อ ล ล าเจน . เจลาต ีน ชน ิด  A  และเจ  

ล าต ีน ช น ิด  B  (โกรทแฟ คเตอร ์เร ิ่ม ต ้น  1 0 0  น าโน ก ร ัม  ใน ส ารล ะล าย  P B S /0 .1 %  B S A )

ท ึ้น ท เด ้ก ราฟ คอ«ลาเจน เจล าด ิน ช น ิด  A เจลาด ิน ชน ิด  B

N G F (ng /m l) 31 .61±2 .62 32 .79±8 .78 15.05±7 .47

bFG F  (ng /m l)x10  3 1890 .28±30 .17* 1408 .01+168 .54" 1403 .18±49 .57"

ร ้อ ยละของการป ลด ป ล ่อย  
เท ีย บ ก ับ ป ร ิ}ท ณ เร ึ๋ม ด ้บ

คอลลาเจน เจลาด ิน ช น ิด  A เจลาด ิน ช น ิด  B

NGF 31.61+2 .62 32 .79+8 .78 15.05±7 .47

bFG F 1.89+0 .03 1 .41±0 .17 1 .40±0 .05

ต ้วอ ักษร a-b  แสดงความแตกต ่างอย ่างม ีน ัยสำค ัญ ท างสถ ิต ิท ี่ระด ้บน ัยสำค ัญ  p < 0 .0 5  ฃองปร ิมาณ  bFGF ท ี่ปลดปล ่อยออกมา
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ภาคผนวก ข

การหาระดับการเชื่อมขวางจากปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ

การหาระดับการเช่ือมขวางจากการวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระแล้วคำนวณค่า 
ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระท่ีลดลงเป็นร้อยละการวิเคราะห์หมู่เอมีนอิสระทำได้โดยปฏิกิริยาของ 
2,4,6-trinitro-benzen sulfonic acid (TNBS) โดยมีฃันตอนดังนี

1. ใส่โครงเล้ียงเชลล์ท่ีมีน้ําหนัก 5 มิลลิกรัม ลงไปในสารละลายท่ีประกอบด้วย 1 
มิลลิลิตรของสารละลาย NaHCO (ความเข้มข้น ร้อยละ 4 โดยน้ําหนักต่อปริมาตร ในน้ํากล่ันท่ี

3

pH 8.5) และ 1 มิลลิลิตรของสารละลาย TNBS (ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 โดยน้ําหนักต่อปริมาตร 
ในน้ํากล่ัน) ซ่ึงสารละลาย TNBS น้ีไม่สามารถทำเก็บไว้ไข้ได้เน่ืองจากสารประ๓ ทน้ีมีความไวต่อ 
แสงสูง จากน้ันให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ในอ่างให้ความร้อน เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง

2. เติมกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 6 N (6N HCI) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเพ่ิม 
อุณหภูมิไปท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที

3. นำสารละลายท่ีได้ไปเหว่ียงด้วยเคร่ือง centrifuge (KUBOTA, ประเทศญ่ีป่น) เพ่ือ 
แยกสารละลายใสกับตะกอน เน่ืองจากไคโตซานไม่ละลายในสารละลาย TNBS

4. นำสารละลายส่วนท่ีใสไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 415 นาโนฌตรด้วย
เครือง spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning) เพ่ีอวัดปริมาณ 
หมู่อะมิโนอิสระท่ีเหลืออยู่ในโครงเล้ียงเซลล์จากการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน P-aianine

จากน้ันจึงนำปริมาณหมู่อะมิโนอิสระท่ีได้ไปคำนวณหาระดับการเช่ือมขวางจากลมการข.1

ระด ับการเช ื่อมขวาง (D egree of Cross-linking) =  (1 -  ป ร ิม าณ กรด อะม ิโน !ส ระห ล ้งการเช ื่อ ม ข วาง ) X100 (ข.1)

ปริมาณกรดอะม ิโนอ ิสระก ่อนการเช ื่อมขวาง
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กาามเข้มข้นของ Beta alanine (mg)

ร ูปท ี่ ข .1 ก ร าฟ แ ส ด งส ม ก ารท ี่ใช ้ใน ก ารห าป ร ิม าณ ห ม ู่อ ะม ๊Îน อ ิส ระจ าก ค วาม ส ัม พ ัน ธ ์ระห ว ่า งค ่าค วาม เข ้ม ข ้น ข อ ง

P -a la n in e  ก ับ ค ่าก ารด ูด ก ล ืน แ ส ง
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ภาคผนวก ค

การฆ่าเขึ้อด้วยการอบก๊าซเอทิลีนออกไซด์

นำตัวอย่างท่ีต้องการอบก๊าซเอทิลีนออกไซด์มาบรรจุถุง Sterile pouch (ตังรูปท่ี 
ค.1) ก่อนนำเข้าเคร่ืองอบ โดยเคร่ืองอบก๊าชเอทิลีนออกไซด์ (Steri-Vac™gas sterilizer,3M 
1 USA แสดงตังรูปท่ี ค.2) จะทำงานตังน้ีคือ เปิดสวิทให้ไฟเข้าเคร่ือง เม่ือเคร่ืองพร้อมทำงาน 
แล้วปัมสุญญากาศ (Vacuum pump) จะทำงานโดยดูดอากาศภายในช่องอบ (Sterilization 
chamber) ออกเพ่ือให้ภายในเป็นสุญญากาศ ความตันภายในช่องอบจะลดลงเร่ือยๆและ 
อุณหภูมิภายในช่องอบจะสูงข้ึนจนเท่ากับระบบท่ีเลือก (อุณหภูมิ 55 ± 3 องศาเซลเชียส) 
หลังจากน้ันความตันภายในช่องอบจะลดต่ํากว่า 240 โฑธ ภายใน 20 นาที จากน้ันเคร่ืองอบ 
ก๊าชจะทำสุญญากาศอีก 2 นาที พร้อมกับตรวจสอบความตันภายในช่องอบเพ่ือให้แน่ใจว่าต่ํา 
กว่า 240 ทาB ต่อมาความข้ึนจะถูกฉีดเข้าไปในช่องอบสลับกับการดูดอากาศออกซ้ําๅกัน 10 
คร้ัง ลำหรับการให้ความข้ึนจะใช้เวลาประมาณ 30 นาที ปัมสุญญากาศจะทำงานอีกอย่าง 
น้อย 2 นาที เพ่ือให้ความตันภายในช่องอบต่ํากว่า 240 mB ต่อมาชุดให้ความร้อนจะหยุด 
ทำงานและเคร่ืองจะเช็คการล๊อคประตู หลังจากน้ันเคร่ืองจะเช็คอุณหภูมิและความตันอีกคร้ัง 
ต่อมาจะเป็นช่วงเจาะก๊าซโดยหลอดก๊าซจะถูกเจาะและก๊าซเอทิลืนออกไซด์จะเข้าล่ช่องอบ 
และชุดให้ความร้อนของช่องอบจะทำงาน เพ่ือรักษาความร้อนให้คงท่ีเท่ากับ 55 ± 3 องศา 
เซลเซียส และเคร่ืองจะตรวจสอบความตันใน40 วินาทีโดยเม่ือหลอดก๊าชถูกเจาะความตันจะ 
สูงข้ึนอย่างน้อย 200 mB ระยะเวลาในการอบก๊าซเอทิลีนออกไซด์จะใช้เวลาท้ังหมด 62 นาที 
ความตันในช่องอบจะถูกตรวจลอบตลอดเวลาระหว่างอบเพ่ือควบคุมความตันให้ต่ํากว่าความ 
ตันบรรยากาศอย่างน้อย 80 mB เม่ือส้ินสุดระยะเวลาในการอบ ระบบสุญญากาศจะทำงาน 
โดยดูดก๊าซเอทิลืนออกไซด์ท้ิงโดยความตันในช่องอบจะลดต่ําถึง 240 mB ภายใน 20 นาที 
หลังจากน้ันนำตัวอย่างออกจากเคร่ืองอบ และนำไปวางไว้ในตู้ดูดก๊าซ (Steri-Vac™ aeration 
cabinet,3M 1USA) เพ่ือไล่ก๊าซเอทิลืนออกไซด์ออกให้หมด เป็นเวลา 15 ช่ัวโมง
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ร ูปท ี่ ค .1 แสดงการบ รรจ ุ S te r i le  p o u c h  ก ่อ น น ำไป อ บ ก ๊าช เอ ท ิล ีน อ อ ก ไซ ด ์

OUTSIDE
a t m o s p h e r e

CHECK VALVE v_̂
VACUUM PUMP

ร ูปท ี่ ค .2  แสด งส ่วน ป ระก อ บ ข อ งเค ร ื่อ งอ บ ก ๊าช เอ ท ิล ีน อ อ ก ไซ ด ์



ภาคผนวก ง
ข้อมูลการหาสม'ป้ตเสิงกล

ต าราง ง . 1 แสดงข ้อม ูล  ค วาม ท น ต ่อ แ รงด ึง  (T e n s ile  s t r e n g th )  แบ บ เป ีย ก แ ละแบ บ แฟ ้งขอ งท ่อ น ำเส ัน ป ระส าท  P L C L  แบบต ่างๆ  (ท= 4 )

Tens ile  s treng th  (M Pa) แบบแห ้ง

un filed  PLCL un filled  PLC L G am m a PLC L Col PLCL Col G am m a P LC L  GeA PLC L G eA  G am m a PLCL GeB

1.07±0.21 1 .10±0 .18 1 .11±0 .23 1.07±0 .24 1 ,04±0 .19 1 .06±0 .17 1 .05±0 .19

PLC L GeB G am m a P LC L Col P lasm a P LC L Col p lasm a G am m a P LC L G eA  plasm a P LC L  G eA  p lasm a G am m a PLCL G eB  P lasm a
PLC L G eB  p lasm a  
G am m a

0.99±0.21 0 .92±0 .19 0 .90±0 .15 0 .89±0 .13 0 .92±0 .13 0 .97±0 .13 0 .98±0 .25

Tens ile  s treng th  (M Pa) แบบ เป ียก

unfiled  PLCL un filled  P LC L G am m a P LC L Col PLCL Col G am m a PLC L G eA PLCL G eA  G am m a PLCL G eB

0.87±0 .14 0 .89±0 .15 0 .86±0 .13 0 .88±0 .18 0 .83±0 .13 0 .86±0 .16 0 .85±0 .13

PLCL G eB G am m a PLC L Col P lasm a P LC L Co l p lasm a G am m a PLCL G eA  plasma PLC L G eA p lasm a G am m a P LC L G eB  P lasm a
PLCL G eB plasm a  
G am m a

0.84±0.21 0 .83±0 .15 0 .88±0 .17 0 .83±0 .18 0 .80±0 .16 0 .85±0 .22 0 .80±0 .19

ห มายเหต ุ : unfilled PLCL ห มายกง ท ่อน ำเส ัน ประสาท PLCL แบบกลวง, PLCL Col ห ม ายกง ท ่อน ำเส ัน ประสาท PLCL ท ี่บ รรจ ุคอลลาเจน , PLCL GeA ห ม ายกง ท ่อน ำเส ์น ป ระสาท PLCL ท ี่บ รรจ ุเจลาต ิน ชน ิด A , 

PLCL GeB หมายถ ืง ท ่อนำเส ันประสาท PLCL ท ี่บรรจ ุเจลาต ินชน ิด B ....... Gam ma หมายกง ฆ ่าเช ื้อสัวยรังส ิแกมมา และ .... p lasm a หมายกง ผ ่าน การเช ึ่อมขวางส ัวยพลาสมาร ้อนจากอาร ์กอน

150



ตาราง ง.2 แสดงข้อมุ)ลโมดูลัสของความยดหยุ่น (Elatic modulus) แบบเปียกและแบบแห้งของท่อนำเสันประสาท PLCL แบบต่างๆ (ท=4)

E las tic  m odu lus (M Pa) แบ บแห ้ง

un filed  PLCL unfilled  P LC L G am m a P LC L Col PLCL Co l G am m a PLCL GeA P LC L G eA  Gam ma PLCL GeB

1.20±0 .20 1 .19±0 .24 1 .03 *0 .21 1 .11*0 .21 1 .0 3 *0 .25 1 .0 9 *0 .19 0 .9 1 *0 .2 5

PLCL GeB Gam ma PLC L Col P lasm a PLC L Co l p lasm a G am m a PLC L G eA  plasm a PLCL G eA  p lasm a G am m a P LC L GeB P lasm a
P LC L GeB p lasm a  
G am m a

1.09±0 .18 0 .9 5 *0 .2 2 1 .0 4 *0 .28 1 .0 1 *0 .20 1 .0 9 *0 .19 1 .0 4 *0 .27 1 .0 7 *0 .20

E las tic  m odu lus (M Pa) แบ บ เป ียก

unfiled  PLCL un filled  P LC L G am m a PLC L Col PLCL Col G am m a PLCL GeA P LC L G eA  G am m a PLC L GeB
1 .1 7 *0 .28 1 .1 0 *0 .22 1 .0 3 *0 .24 1 .0 2 *0 .20 0 .9 5 *0 .2 0 0 .9 9 *0 .1 9 0 .9 0 *0 .2 8

P LC L GeB G am m a PLC L Col P lasm a PLC L Co l p lasm a G am m a PLC L G eA  plasm a P LC L G eA  p lasm a G am m a PLC L G eB  P lasm a
PLCL G eB  p lasm a  
G am m a

0 .9 4 *0 .2 6 0 .90 *0 .21 0 .9 8 *0 .2 3 0 .9 0 *0 .2 6 0 .9 7 *0 .2 6 0 .9 1 *0 .1 9 0 .9 9 *0 .2 0

หมายเหต ุ : u n fille d  P LC L หมายถ ึง ท ่อนำเส ันประสาท  

PLC L G eB  หมายถ ึง ท ่อนำเส ันประสาท  P LC L

P LC L  แบบกลวง, P LC L  C o l หมายถ ึง ท ่อนำเส ันประสาท  PLC L ท ี่บรรจ ุคอสลาเจน , P LC L G e A  ห มายถ ึง  ท ่อนำเส ์นประสาท  PLC L ท ี่บรรจ ุเจลาต ินขน ิด  A , 

ท ี่บรรจ ุเจลาต ินชน ิด  B ........G a m m a  หมายถ ึง ฆ ่าเช ื้อด ้วยร ังส ีแกมมา และ .. . .  p la sm a  หมายถ ึง ผ ่านการเช ึ่อมขวางด ้วยพ ลาสมาร ้อนจากอาร ์กอน



ตาราง ง.3 แสดงข้อมูลความยาวที่เพิ่มขึ้น ณ จุดขาด (% Elongation at break) แบบเปียกและแบบแห้งของท่อนำเส์นประสาท PLCL แบบต่างๆ (ท=4)

% E longa tion  a t b reak แบบแท ่ง

un tiled  PLCL un filled  PLC L G am m a P LC L Col PLCL Co l G am m a PLC L G eA P LC L G eA  G am m a PLCL GeB

109 .60±16 .67 106 .15116 .45 126 .33115 .82 118 .25115 .04 116 .38118 .86 123 .40119 .61 107 .50117 .23

PLCL G eB G am m a P LC L Col P lasm a P LC L Col p lasm a G am m a PLCL G eA  plasm a P LC L G eA  p lasm a G am m a PLC L GeB P lasm a
P LC L GeB p lasm a  
G am m a

114 .98±15 .92 112 .03±18.81 111 .70117 .57 114 .90116 .64 115 .20118 .79 117 .43118 .34 114.90117.31

%  E longa tion  a t b reak แบบเป ียก

untiled  PLCL un filled  PLCL G am m a PLC L Col PLCL Col Gam ma P LC L GeA PLCL G eA  G am m a PLCL GeB

101 .83116 .16 1 0 3 .2 3 i1 8 .1 6 113 .30116 .47 1 1 2 .6 5 i2 0 .1 9 110 .65116 .72 109 .18118.41 110 .23116 .20

PLCL GeB G am m a P LC L  Col P lasm a PLC L Col p lasm a G am m a PLCL G eA  plasma PLC L GeA p lasm a G am m a PLCL G eB P lasm a

PLC L GeB plasm a  
G am m a

107 .18118 .60 104 .78116 .69 105 .85115 .03 106 .83119 .73 108 .88124 .14 111 .70116 .29 105 .53119 .43

หมายเหต ุ : u n fille d  P LC L  หมายกง ท ่อนำเส ันประสาท  

PLC L G eB  หมายกง ท ่อนำเส ันประสาท  PLC L

P LC L  แบบกลวง, P LC L  C o l หมายกง ท ่อนำเส ันประสาท  PLC L ท ี่บรรจ ุคจลลาเจน , P LC L  G e A  หมาย [ไง ท ่อนำเส ันประสาท  P LC L  ท ี่บรรจ ุเจลาต ันซน ิด  A ,  

ท ี่บรรจ ุเจลาต ันชน ิด  B ........G a m m a  หมายถ ืง ฆ ่าเช ื้อส ัวยร ังส ีแกมมา และ . . . .  p la sm a  หมายกง ผ ่านการเช ื่อมขวางส ัวยพ ลาสมาร ้อนจากอาร ์กอน
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ตาราง ง.4 แสดงขนาดของฟ่อนำเส์นประสาท PLCL ความเข้มข้น 3% โดยนํ้าหนัก (ท=20)

PLCL 3%  non p re freeze  tem p la te PLCL 3%  p re freeze  tem p la te

เส ันฝานเ3นย'กลางภายใน  

(มม.)
ความหนาของผน ัง (มม.) เส ันฝานด ูนย ํกลางภายใน (มม.) ความหนาของผน ัง (มม.)

1 .62±0 .09 0 .13±0 .04  8 1 .63±0 .07 0 .31±0 .03  b

PLCL 4%  non p re freeze  tem p la te PLCL 4%  p re freeze  tem p la te

เส ันฝานด ูนย ์กลางภายใน  

(มม.)
ความหนาของผน ัง (มม.) เส ันฝานภ ูฟ 'กลางภายใน (มม.) ความหนาของผน ัง (มม.)

1 .64±0 .07 0 .12±0 .06  8 1 .63±0 .05 0 .60±0 .06  °
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การวัดปริมาณเชลล์สัมพัทธ์ด้วยวิธี MTT assay

1. นำฟิล์ม PLCL ท่ีอยู่ในจานเพาะเช้ือแบบ 24 หลุม อบก๊าซเอทิลีนออกไซด์เพ่ือฆ่าเช้ือ
2. นำจานเพาะเชือมาใส่อาหารเลียงเซลล์ Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) 
ปริมาตรหลุมละ 350 ไมโครลิตร
ร-ใส่เซลล์ L929 จำนวน 2x104 เซลล์ต่อ 1 หลุม ในจานเพาะเช้ือแบบ 24 หลุม แล้วนำไปบ่ม
(incubate) ภายในตู้ท่ีมี 5% CO แล้วทำการนับจำนวนเซลล์ท่ี 5, 24, และ 72 ช่ัวโมง ด้วยวิธี

2

MTT (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay [Liu, H. และ 
คณะ 2004]
4. หลังจากการเพาะเล้ียงเชลล์ไนโครงเล้ียงเชลล์ภายในตู้ท่ีมี 5% CO แล้ว จากน้ันล้างโครงเล้ียง

2

เซลล์ด้วย PBS buffer เพ่ือท่ีจะล้างอาหารเล้ียงเซลล์ออก
5. เติมสารละลาย MTT ใน DMEM ท่ีปราศจาก phenol red ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ลงไปในแต่ละหลุม และปมต่อเป็นเวลา 30 นาที
6 . สาร (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ใน MTT ซึงมีลีเหลือง 
จะทำปฏิกิริยากับ enzyme mitochondria dehydrogenase ของเซลล์ท่ียังมีชีวิต ทำให้เกิดผลึก 
formazan ซึงมีลืนำเงินเข้มและล้างผลึกฟอร์มาชาน (formazan) ด้วย dimethyl sulfoxide 
(DMSO) ผสมกับ glycine buffer ในอัตราส่วน 9:1
8 . ทำการวัดปริมาณเซลล์สัมพัทธ์โดยการวัดจากค่าการดูดกลืนแลงของสารละลายด้วยเคร่ือง 
spectrophoto meter ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร แล้วเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ท่ีรอดชีวิต 
กับกราฟมาตรฐานในรูปท่ี ง.1 [Liu, H., และคณะ 2004]
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ร ูป ท ี่ จ . 1 ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ข อ ง เซ ล ล ์ L 9 2 9  m o u s e  f ib r o b la s t  (ก =  4 )



1 5 6

ภาคผนวก ฉ
การวัดการเปลี่ยนแปลงนํ้าหนักโมเลกุลด้วยวิธึ Gel Permeation Chromatography (GPC)

G PC  Sample Result Report
Sanrfe (tare: PLCt centra! DSeAeqiirecfc 1/30/2003 5:58:19 FW
Processing Method: STD for hgh U s 3onfer D efeR ocessect 1/31/200312:38:54 m
Date Ca&rated 1/31/2CSS 12:3824 R*

- -  — üw l/d(bgM )
------- Cumuàwe%

ffemsBroad
GPC Resuits / Process Channel ver 1 

Processed Channel Desca:
Peafe Marne Retention Time 

(mût) % Area fife
{Da&cns} pagans)

SSP
(Daltons) f&

CQaêess) (Dagons) P<$jf<iispef3fïy OiVsec)
Height

<pV>
1 Broad 16.108 103.00 2U232 27485S 2S3S72 34544T 422123 1.233133 1G33SS01 140201
Z PeskS 27J322

3 Peafef 23.T2A

ร ูปท ี่ ฉ. 1 แ ส ด งผ ล ก ารว ิค ราะห ์ด ้วย  G P C  ขอ งท ่อ น ำ เด ้น ป ระส าท  P L C L  ก ล ุ่ม ค วบ ค ุม

% รพเพ«ปี
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- SsLogHW
------Qi?raifee%

item  Broad
SPC fteaâE ) PÎÏES53 CterasJ ver 1

ftocessed Cfenaâ Dssct:
Fesi (feme R^eMîonTsne

{fïïSî} % fees «๒
{DeSe b }

«te
{DaïtüS}

พ ’
fffâ tsa )

" « ะ
(DaEcîB)

Ifc tl
ftteaoiîS) Pïÿifeperaây ÔàTSec)

Hesatîî
(UV)

1 Broad 15.ees m o o ?*aggl 3ÎSES2 3 S im 4Z3351 e ja s s 7-3<«233 9M8239 132E94
2 Peaks 27.322
3 Pe& i 53.73-J

รปที่ ฉ .2 แสดงผลการ ่ว ิคราะห ์ด ้วย G P C  ของท ่อนำเส ์นประส''1ท PLCL กล ุ่มควบ ค ุม

Cu
mu

lati
ve

 %
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Sarrçfe f-tere; PLCL2week toteA cquired: «30/2008 5:07:54 FM
P ro c e ssif M=!fio<r SID farhgnSiW  Sofder Dsfe processed: 1/31/2008 12:39:38 FM
Date Calibrated: 1/31/200812:38:24 FM

GPC Sample Result Report

SarrpteNane R.CL2weefc

-  dw£/d(tog*/§
— CumJaf»e% 

Nairn Broad

---------dwt/d{bgM)
--------- em ulative %hfaiTE Fteak2

GPC R esults /  P rocess Channel v e r 1 
Processed Channel D escr.:

Peak Name Retention lim e 
(mai) % Area Ml

(Daltons)
Mtf

(Daltons)
Mp

(D atons)
Mz

(D atons)
Mz+1

(D atons) Potydispersity Area
(pv*sec)

Height
<pV)

1 B road 16.566 91.28 142885 186020 180395 232762 279921 1.301884 23068714 286970
2 Pea*2 19 364 8.72 27131 28344 28034 29526 30652 1.044706 2203138 30516
3 Pcak3 27-322
4 Peak4 29.724

รูปท่ี ฉ.ร แสดงผลการวิคราะห์ด้วย GPC ของท่อนำเส้นประสาท PLCL ท่ีฝืงใต้ผิวหนังหนุ Wistar 2 ส้ปดาห์

Cu
mu

lati
ve 

%
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- {hrVâffafiJI)- Gsaisrek 
N êJïB S stad

GPG R ssife  î  P îoc^s CSssns» ï s r  1 Pisceses CS=n33§ Dssœ;
P eak  พ23ฑร R s*eoSonlsn&  

{เฑเท) %AF£2 i ^j£> s5cns)
85sr

<D£Ëaï5S) ^Beâïsïs}
Sfe

ฐวร!iะiFS) P C jygspsjsJiy Ææa
&j¥*5cC) {ฟ ้)

1 S fie s tf 16-565 1BO.OD j 15sess พ ร ^ 3 i *20255 233725 27527? 3-23277๕ 2122Q37Q 279GOS
2 P ssk S 27-322 \

i_________0 P&2k4 & .7 2 f- fI

รปท่ี ฉ.4 แสดงผลการวิคราะห์ด้วย GPC ของท่อนำเด้นประสาท PLCL ที่ฝืงใต้ผิวหนังหนู Wistar 2 สัปดาห์

Ciim
ula

tlva
 %
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1-50-i1
1.00-j

M

-f-lDO-QO

rSG.00

f-s&oo
f-4£L0Qr
r-20.C0

S A Q . S_Z£>รระร Leg les 4,30 4.k»
- . GWL/d(k)gtâ)-----  Qimiisüvs %Neme Breed

<5?c Results, i  P rarass Cn3T2£e5 se r -t
P æ cssssd  O à z n a è ï D e sC î.:

!Ij1
Peak ผ ร ,ทe Rsteft& m  lïm s  

(msn) % Aïsร (S siorss) (Dalfcoræ}
Jtjïp

çefeitore) îfe
(DsSorsQ

5=32*1
(DsSorss) P c’̂ sïsparaS ÿ ! ,  1 1 ftiV seç)

H eïgtît
(PV)

Ï1 B road 1S.553 1S0.03 7 3 ^ 3 7 7SC3S3 •755575 23647Ü 237733 1J331S77 j 3434SS42 36รร07เ
I 2 P eak s 57.522 1 1 i ร่
ร3 P sak4 2S .724 i! j ; ---------------------î---------------

!

รูปท่ี ฉ.ร แสดงผลการวิคราะห์ด้วย GPC ของท่อนำเสันประสาท PLCL ท่ีฝัง'โต้ผิว'หนัง'หนู Wistar 2 สัปดาห์

Cu
mu

lati
ve

 %
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Sarrpfe Narre: PLCL4v/eefc Date Acqtared: 1/30/2008 426:52 FM
Processing Msmod: STDfor hgftW»» 3or<fcr Cteteftocessect 1/31/200812:40:05FM
Date Caftxated. 1/31/200812:3824 m

GPC Sample Result Report

0-0»

>ร ์

-400.00T

-500-00- 

-600

J v _____ __________ ~ A  /ๅ
ร

ex

SartpteName K -C t 4 พ eek

dwt/d{k>gM)
----- - CSffniafive%

{feme Broad:
GPC Resufis {  Process Charmai v er 1 

Processed Channel Descr.:
P eak  M arne R eten tion  T ine 

{m il} %  A rea (D aftons)
fA v

(D altons)
i*p

(D aâons)
w tz

(D aitons) (D ato n s) P o lydîspeisfly ÜjV m c )
Beigftf
fcA/>

1 Broad 16.378 100.06 12899 e 135612 21750 8 2586S 2 3 1 0 7 » ร .518416 80S4291 85525
2 P eak3 2 7 .3 2 2
3 P eak 4 29 .72 4 1

ร ูปท ี่ ฉ .6 แ ล ด ง ผ ล ก า ร ว ิค ร า ะ ห ์ด ้ว ย  G P C  ข อ ง ท ่อ น ำเส ์น ป ร ะ ส าท  P L C L  ท ี่ฝ ังใต ้ผ ิว ห น ังห น ู W is ta r  4  ส ัป ด า ห ์

Cu
mu

lati
ve 

%
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4GO.QÛ-T

1 .6 ๙  
1.4๙  
1 .2 ๙  
1.00:  
0.8๙  
0 .6 ๙  
O.4oj 
0.2๙  
0-0๙}---

5.80 5.S5 5.40 ÔJ20 5.00 * 4.80 4.50
S lice Log

-------- àivt/d{k)gM)
C um jia& /e%  
Narre Broad

-๙ฯ00.00

[-80-00
rr€0.00
5Mo. 00
j.
j-20.00

_to.oo

<J

dwty(teĝCumikve%
NameFteafâ

GPC R es น 2 s /  P rocess Channel v e r 1
P rocessed  Cte?®3eî D escr.:

I Fealc M ane R etention Tsrtâ 
(min) % Area พก ' 

(Da&oos) (Da&ons)
UP

(D ๘ions)
fefe

(DaSons)
fifeH

(DaSons) Pofydspersity Area
(jiV sec)

Hetg^i
<เพิ>

เ1 B ro a d 1 6 .5 ๑ 96.79 131614 179140 179976 237146 301157 1^ 61057 371938
I 2 P eak2 20-097 a 2 1 13844 20638 20415 21499 22257 1.042996 1188649 17434
น P eak3 27.322

t P eak4 29.724

ร ูปท ี่ ฉ .7  แ ส ด งผ ล ก ารว ิค ราะห ์ด ้วย  G P C  ข อ งท ่อ น ำ เด ้น ป ระส าท  P L C L  ท ี่ฝ ืง ไต ้ผ ิวห น ังห น ุ W is ta r  4  ส ัป ด า ห ์
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Sarrpte Narre: PLCL8week Date Acquired: 1/30/2008 5:07:54 PM
Processing Method: SID for high M* 3order Date Recessed: 1/31/20081.-00:05 FW
Date Castrated: 1/31/200812:3824 ™

GPC Sample Result Report

SampteNane PtC L 8  'พ e e k

------  dwt/d(bgM)
-------  Cumulative %

Name Broad
GPC R esists /  Process Channel v e r 1 

Processed Channel Descr.:
Peak Name Retention Tffne 

(nan) %  Area t o
(Datons)

to r
(Datons)

MP
(Dafioos)

Mz
(Datons)

McM
(Datons) Potyefepefsity Area

(fATsec)
Height
<pvo

1 Broad 16.566 100.00 103401 171KS8 180355 229338 278143 1.66244$ 25305312 286398
2 Peak3 27 322 13 Peak4 29.724 j

ร ูปท ี่ ฉ .8 แ ส ด ง ผ ล ก า ร ว ิค ร า ะ ห ์ด ้ว ย  G P C  ข อ ง ท ่อ น ำเส ัน ป ร ะ ส าท  P L C L  ท ี่ฝ ็งใต ้ผ ิว ห น ังห น ู W is ta r  8 ส ัป ด า ห ์
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---------------- Cumifâre%
J-fcnre Broad

S P C  R esu lts /  P ro c e ss c h a n n e l V e r 1 
P ro cessed  CbSîBîsâ D e ssr.:

P eak  Ms b s ReSeoÉâsfi T iros 
{maO %  A rea รท

^Ds&Ci-is}
te s

{DsScns}
ysp

(D a S e s s )
£fe = tto -1  

(S z S 0 5 S > i{D a B ra S ) P d y tfe F sB *)'  1 Æ >
H e^fii j 
6A 0

1 B ro a d lfi-5 3 4 1C&CO t5?2S S 1653J2 -?8 £K S 2 3 83 75 เ 3-,0133 1^543826 j 103S2303 97723 j
2 P e a k s 271322 {

i I - — !î
3 P ea k 4 25-724

— i
i1

รปท ี่ ฉ .9  แ ส ด ง ผ ล ก า ร ว ิค ร า ะ ห ์ด ้ว ย  G P C  ข อ งท ่อ น ำเส ัน ป ร ะ ส าท  P L C L  ท ี่ฝ ืงใต ้ผ ิว ห น ังห น ู W is ta r  8 ส ัป ด า ห ์
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lDt
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 %
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357>3I3

1.40̂
1 2o431.00Î
QÆQ2,” 3o.æH
0-4vÂ
Ol2 o4

,  - SCDOî£>' «£> 1C sSD
-<DOs

$5c4Is.Si 1S» -•
ร
r - 1- àT CL«  - .Jr ร

5-60 5_£G 5-GD
Sues Leg iâ fif

-̂êc

เ̂ 80ร. 00
Psc.Q0
Ï-40.0Q

r - 2 0 - D Q

-1-0.00
4-20

- dv/t/d(hgM j — O-I?nife£ve% î̂ rre Breed
5 P C - B s s îâ s  i  P ts e s s s  0 1 *551ร๔  V S ?  1 PiD5S5Ssd Cîissgj Deseî-:

Peak N ans Rstenijon Tons 10, - , - , % Aras พ  j (Danins}
r I

{Ds-rtais) I (DsSsns) *feÎD23KSÏ {Dsgsnsj * * * * * * * *  j 6£ £ 10 Hscgftt i 
m> j

Sroad I6usssj -sea® V15752 ITSSSSj ÎÏ5S7S 23SÜ-36 23772s i-512442 \ 35S3S529 371108 1
ะ PeahS 25v32ej Ï

i
---------------------1-------------- i

> Pesk4 23.3T4| i j

รูปท ี่ ฉ . 1 0  แ ส ด ง ผ ล ก า ร ว ิค ร า ะ ห ์ด ้ว ย  G P C  ข อ ง ท ่อ น ำเส ์น ป ร ะ ส าท  P L C L  ท ี่ฝ ืงใต ้ผ ิว ห น ังห น ู W is ta r  8  ส ัป ด าห ์
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กระบวนการเตรึยมเนื้อเยื่อสำหรับศึกษาการเจริญของเส้นประสาทด้วยกล้องจุลทรรศน์
1. การทำให้คงสภาพ (Fixation) ทำโดยตัดท่อนำเล้นประสาทท่ีเช่ือมต่อกับเล้นประสาท
sciatic แล้วแช่ใน นำยากลูทาราสดีใฮด์ 3% เป็นเวลา 1 วัน ตัดตัวอย่างออกเป็นท่อนส้ันๆยาว 
ประมาณท่อนละ 2 มิลลิฌตรและเปล่ียนสารละลายเป็น PBS 0.1 M pH 7.4 แช่ไว้จนกว่าจะใช้ 
จริงเม่ือต้องการใช้ให้เปล่ียนสารละลาย PBS อีก3 ครั้งครั้งละ10 นาที หลังจากน้ันล้างด้วย 
Cacodylate buffer 0.1 m pH 7.4 3 ครัง คร้ังละ 10 นาที และทำให้คงสภาพด้วย
Osmium tetroxide 1% โดยแช่ไว้ 2 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วย Cacodylate buffer 0.1 m pH 7.4 
3 คร้ัง ครั้งละ10 นาที

2. การขจัดน้ํา (Dehydration) ทำโดยการเปล่ียนสารละลายจากช้างด้นเป็นแอลกอฮอล์ 
ความเข้มข้นต่าง  ๆคือ แอลกอฮอล์ 70% ท้ิงไว้ 1 คืน และเปล่ียนด้วยแอลกอฮอล์80% 1 คร้ัง 1 
95% 2 คร้ัง, 100% 2 คร้ัง

3. Clearing เป็นการล้างสารละลายแอลกอฮอล์ออกโดยใช้ Propylene oxide 2 คร้ัง คร้ังละ 
15 นาที

4. การแทรกซึม (Infiltration) เป็นการนำตัวกลางท่ีจะยึดตัวอย่างเช้าส่ภายในเน้ือเย่ือโดยใช้ 
Propylene oxide: epon อัตราส่วน1:1 เป็นเวลา1 ชั่วโมงและ Propylene oxide: epon 
อัตราส่วน 1:2 เป็นเวลา 1 คืน หลังจากน้ันแช่ด้วย epon 100% เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง

5. การฝังตัวอย่างในพลาสติก (Embedding) โดยนำตัวอย่างใส่ในหลอดพลาสติกขนาดเล็ก 
พร้อมกับฝังด้วย epon 100%

6. การทำให้พลาสติกแข็งตัว (Polymerization) นำตัวอย่างที'อยู่ใน epon ในหลอดพลาสติก 
มาอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 3 วัน (จนแข็งตัว)

7. การเตรียมตัวอย่างท่ีแข็งเพ่ีอตัดให้บาง (Block trimming) โดยนำหลอดพลาสติกออกแล้ว 
ตัด epon ส่วนท่ีมากเกินออกให้หน้าตัดของตัวอย่างท่ีฝังในพลาสติกมีขนาดเหมาะลมเพ่ีอสะดวก 
ต่อการตัดให้บาง

8. การตัดตัวอย่าง (Sectioning) ตัดตัวอย่างท่ีใด้จากข้อ 7 ด้วยเคร่ืองตัด Ultramicrotome 
โดยใช้มีดจากกระจกแก้วให้มีความหนา 1 ไมโครเมตร โดยตัวอย่างที,ตัดแล้วจะลอยอยู่ในช่อง 
บรรจุน้ําท่ีติดอยู่กับมีด

9. ติดตัวอย่างบนแผ่นวางตัวอย่าง (Mounting) โดยติดตัวอย่างที่ตัดแล้วบนแผ่นวาง 
ตัวอย่างแล้วท้ิงไว้จนแห้งบนแท่นให้ความร้อน 80 องศาเซลเซียส
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10. ย้อม (Staining) นำตัวอย่างจากข้อ 9 มาย้อมด้วยสี p-Phenylenediamine โดยหยดสี 

ลงไปและท้ิงไว้ประมาณ 1 นาที แล้วล้างออกด้วยน้ํากล่ันและท้ิงไว้จนแห้งบนแท่นให้ความร้อน 80 
องศาเซลเซียส และปีดตัวอย่างด้วยแผ่นแก้วปิดสไลด์เพ่ือป้องก้นรอยซีดข่วนและเก็บไว้ดูได้นาน 
โดยใช้ Xylene เป็นตัวเช่ือมปิด
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นาย โกศล ย่ิงสุขวัฒนา เกิดท่ีจังหวัดขอนแก่น ในวันท่ี 29 ธันวาคม 2523 จบการศึกษา 
ระดับช้ันมัธยมศึกษาตอนปลายในปี พ.ศ.2540 จากศูนย์การศึกษานอกโรงเรียนจังหวัดขอนแก่น 
ในปี พ.ศ. 2547 จบการศึกษาระดับปรญฌาบัณฑิต จากคณะเภสัชศาสตร์มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
และได้เข้ารับการศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิต ลหลาขลาวิชาวิศวกรรมซีวเวช 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยในปี พ.ศ. 2549

ผลงานท่ีมีการเผยแพร่
- โกศล ยิ่งสุขวัฒนา, สิทธิพร แอกทอง, รัฐชาติ มงคลนาวิน, โศรดา กนกพานนท์, 

Development of Protein-Filled Conduit for Peripheral Nerve Regeneration, การ 
ประชุมผลงานวิจัยระดับนานาชาติ SmartMat08&IWOFM-2 วันท่ี 22-25 ฌษายน พ.ศ. 
2551 จังหวัดเชียงใหม่

- โกศล ย่ิงสุขวัฒนา, ดุสิต งามรุ่งโรจน์, รัฐชาติ มงคลนาวิน, โศรดา กนกพานนท์, 
การศึกษาเปรียบเทียบการเช่ือมโยงพันธะของโปรตีนด้วยความร้อนและรังลีเอ็กช์จาก 
อาร์กอนพลาสมาเพื่อนำไปใช้เป็นวัสดุบรรจุภายในท่อน์าเสันประสาท, การประชุม 
วิชาการวิศวกรรมชีวการแพทย์แห่ง ชาติ คร้ังท่ี 5, วันท่ี 8 กรกฎาคม พ.ศ. 2550, 
กรุงเทพมหานคร
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