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บทคัดย่อ 
 

เยื่อหุ้มเซลล์เป็นองค์ประกอบท่ีส าคัญส าหรับเซลล์ของส่ิงมีชีวิต ท าหน้าท่ีในการห่อหุ้มและแบ่งแยกอาณาเขต 
ของเซลล์จากส่ิงแวดล้อม การจัดเรียงตัวของเยื่อหุ้มเซลล์มีความส าคัญต่อการท าหน้าท่ีต่าง ๆ ของเยื่อหุ้มเซลล์ เมื่อมี
ปัจจัยใด ๆ ท่ีมีผลต่อการเปล่ียนการจัดเรียงตัวขององค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์จะเหนี่ยวน าให้  เยื่อหุ้มเซลล์เกิดการ
จัดเรียงตัวใหม่ ในงานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาผลของ อุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของ อนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสอง
ช้ัน โดยสร้างแบบจ าลองของเซลล์โดยการสร้างไลโปโซมด้วยวิธีไฮเดรชันและ ใช้อนุภาคพอลิสไตรีนเป็นตัวแทนของ
อนุภาคระดับนาโนพบว่าสารละลายของแคลเซียมไอออนสามารถท าให้อนุภาค พอลิสไตรีนเกาะติดบนไลโปโซมได้ 
จากนั้นให้ความร้อนเพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาคระดับ นาโนบนเยื่อไขมันสองช้ันพบว่าท่ี
อุณหภูมิสูงอนุภาคบนเยื่อไขมันสองช้ันสามารถเคล่ือนมาเกาะติดกันได้ โดยผู้วิจัยหวังว่างานวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ต่อ
ความเข้าใจเกี่ยวกับการจัดเรียงตัวและการท าหน้าท่ีของเย่ือหุ้มเซลล์ต่อไป 
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Abstract 
 

 Cell membranes are crucial to the cells. They enclose and separate the cell from extracellular  
environment. Structural organization of cell membranes is significant for normal cellular function. Any  
changes in its molecular composition can induce membrane restructuring. In this work, we have studied 
the effect of temperature on the movement of nanoparticles on lipid bilayer membranes. We mimicked 
cell system using liposomes that were produce by hydration method. Polystyrene nanoparticles were 
used as representative nanoparticles. Adhesion of particles on liposome was facilitated by calcium ion 
solution. The results indicated that increasing temperature can cause aggregation of nanoparticles on 
the lipid bilayer membrane. We anticipate this work to open new possibilities for the understanding of 
membrane structure and their functions. 
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   หน้า 

รูปท่ี 1.1 (ก) ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงเย่ือหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดงของมนุษย์ (ข), (ค) 
ภาพสองมิติและ สามมิติแสดงการจัดเรียงตัวของไขมันและโปรตีนซึ่งเป็นองค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ 

            1 

รูปท่ี 1.2 การรวมกันของ CTB และ ganglioside GM1 บนไลโปโซมท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของเฟส 
พิสูจน์เอกลักษณ์ ของไลโปโซมก่อนและหลังเติม A488-CTB โดยกล้องจุลทรรศน์ชนิดคอนโฟคอล ภาพ 
(ก), (จ) แสดงไลโปโซมท่ีมีเฟสเดียว ในองค์ประกอบต่างกันก่อนการเติม A488-CTB, ภาพ (ข) ถึง (ซ) 
แสดงการเปล่ียนแปลงของเฟสเมื่อเติม A488-CTB โดย A488-CTB อยู่ในเฟสของเหลวอิ่มตัว (liquid 
ordered phase, Lo) ดังแสดงในภาพ (ค และ ช) ส่วน C12:0-DiI ใช้ ติดตามเฟสของเหลวไม่อิ่มตัว 
(liquid disordered phase, Ld) ดังแสดงในภาพ (ข และ ฉ), ส่วนภาพ (ง), (ซ) เป็นภาพท่ี รวมเข้า
ด้วยกันของภาพ (ข), (ค) และ (ฉ), (ช) ตามล าดับ ในสเกล 5 ไมโครเมตร 
 

            2 

รูปท่ี 1.3 ภาพ (ก) การจัดองค์ประกอบของเย่ือสองช้ันหลังเกิดการรวมกันระหว่างเย่ือสองช้ันและรา่งแห 
ของโปรตีน แอกตินท่ีอุณหภูมิสูงกว่าและต่ ากว่า Tmisc, ภาพ (ข) ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ในโหมด 
phase contrast และ epifluores-cence ของ fluorescent phospholipid probe dioleoyl 
phosphatidylethanolamine-N- carboxy fluorescein (fluo-DOPE) และ BODIPY TMR 
phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (TMR-PIP2) ของไลโปโซม ขณะอุณหภูมิสูงกว่าและต่ ากว่า 
Tmisc พบว่าในตอนสุดท้ายโดเมนของโมเลกุลไขมันเปล่ียนรูปกลับไปมีลักษณะ เช่นเดียวกับตอนแรก โดย
ติดตามในสเกล 10 มิลลิเมตร 
 

            3 

รูปท่ี 1.4 แสดงการเปล่ียนโครงสร้างของ KAON12 เมื่อได้รับรังสีอัลตราไวโอเลต             4 

รูปท่ี 1.5 ภาพ (ก), (ข) และ (ค) แสงเหนี่ยวน าให้เปล่ียนแปลงการจัดวางองค์ประกอบใหม่ในโครงสร้าง 
เฟสเดียว และ (ง), (จ) สองเฟสของเย่ือสองช้ัน โดยภาพ (ก), (ง) แสดงภาพจากกล้องฟลูออเรสเซนต์, (ข) 
แสดงความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ ของ rho-PE ของโครงสร้าง tarns และ cis ของเย่ือสองช้ันตาม
เส้นประในภาพ (ก), ส่วนภาพ (ค) และ (จ) แสดงการ เปล่ียนโครงสร้าง ของเย่ือสองช้ัน โดยนอกวงสีเทา
แสดงลิปิดชนิดไม่อิ่มตัว (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocho- line, DOPC) และ KAON12 
ส่วนในวงสีเทาแสดงลิปิดชนิดอิ่มตัว (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, DPPC) และ
คอเลส เตอรอล 
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รูปท่ี 1.6 (ก) ภาพแสดงการส่ันของเย่ือสองช้ันของไลโปโซมท่ีบรรจุอนุพันธ์และไม่บรรจุอนุพนัธ์ของ 
คอเลสเตอรอล เบนโซเอทเมื่อเพิ่มอุณหภูมิจากอุณหภูมิห้องเป็น 25 องศาเซลเซียส (ข) กราฟแสดง การ
ส่ันของเย่ือสองช้ันท่ี 22 องศาเซลเซียส (สีด า) และ 23 องศาเซลเซียส (สีเทา) ของไลโปโซม ท่ีบรรจุ
อนุพันธ์ของคอเลสเตอรอลเบนโซเอท และไม่บรรจุอนุพันธ์ของคอเลสเตอรอลเบนโซเอท ในฟังก์ชันของ
รัศมีและการกระจายตัว โดยพลอตค่ารัศมีในรูป r–˂r˃  ในแต่ละค่า ϴ โดยก าหนดให้ ϴ = ±Π /n, n = 
1, 2,3 … 100 ซึ่ง ϴ คือมุมระหว่างระยะห่างสองจุดบนผิวไลโปโซม 

            5 

รูปท่ี 1.7 (ก) โครงสร้างของโมเลกุลไขมันชนิด 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (POPC) ซึ่งแสดงถึงส่วนท่ีชอบน้ า และส่วนท่ีไม่ชอบน้ า (ข) โครงสร้างของเย่ือไขมัน
สองช้ันท่ีเกิดจากการจัดเรียงตัวของส่วนหัว และส่วนหางของโมเลกุลไขมัน, (ค) การจัดเรียงตัวของ
โมเลกุลไขมันเป็นไลโปโซมซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางต้ังแต่ 0.02-250 ไมโครเมตร 

            7 

รูปท่ี 1.8 ภาพแสดงการจ าแนกประเภทของไลโปโซมโดยขนาดและจ านวนของเย่ือไขมันสองช้ัน เป็น
ประเภทต่างๆ ได้แก่ small unilamellar vesicles (SUV) มีขนาด 20–100 นาโนเมตร, large 
unilamellar vesicles (LUV) มีขนาดมากกว่า 100 นาโนเมตร, giant unilamellar vesicles (GUV) มี
ขนาดมากกว่า 1000 นาโนเมตร, oligolamellar vesicle (OLV) มีขนาดมากกว่า 100–500 นาโนเมตร, 
multilamellar vesicles (MLV) มีขนาดมากกว่า 500 นาโนเมตร และ multivesicular vesicles 
(MVV) มีขนาดมากกว่า 1000 นาโนเมตร 

            8 

รูปท่ี 2.1 ภาพวาดแสดงการสร้างไลโปโซมในขั้นตอนการสร้างฟิล์มไขมันโดยท าให้แห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน 
และขั้นตอนการ สร้างสารแขวนลอยของไลโปโซมโดยการไฮเดรตฟิล์มไขมันด้วยน้ า  

           10 

รูปท่ี 3.1 โครงสร้างของไขมันอิ่มตัวชนิด 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(DiphyPC) 

           14 

รูปท่ี 3.2 โครงสร้างของสารละลาย Rhodamine B 1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-
Phosphoethano lamine (Rhodamine-DHPE) 

           14 

รูปท่ี 3.3 แผนภาพแสดงการขยายตัวของไลโปโซมท่ีบรรจุน้ าตาลและไฮเดรตด้วยน้ าสารละลาย 
กลูโคสท าให้ตัวถูกละลายมีความเข้มข้นสูงขึ้น ซึ่งจะท าให้แรงผลักระหว่าง เยื่อไขมัน สองช้ัน
มากพอท่ีจะท าให้แต่ละช้ันของ เยื่อไขมันสองช้ันแยกตัวออกจากกันได้ดีขึ้น  

           15 

รูปท่ี 3.4 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด Inverted Microscope ในโหมด fluorescence และ phase 
contrast ตาม ล าดับ แสดงลักษณะและขนาดของไลโปโซมท่ีสร้างได้จากวิธีไฮเดรชัน 
 

           15 

รูปท่ี 3.5 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด Inverted Microscope ภาพ (ก) ไลโปโซมผสมกับ อนุภาคพอ
ลิสไตรีน แสดงลักษณะของอนุภาคพอลิสไตรีนท่ีไม่เกาะติดบนผิวไลโปโซม ภาพ (ข) แสดงการเกาะติด
ของอนุภาคพอลิสไตรีนบน ไลโปโซมเมื่อใช้ไลโปโซมผสมกับอนุภาคพอลิสไตรีน และสารละลายของ
แคลเซียม 

           16 
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รูปท่ี 3.6 ภาพจ าลองการติดอนุภาคพอลิสไตรีนบนไลโปโซมโดยใช้สารละลายแคลเซียมไอออน            16 

รูปท่ี 3.7 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด Inverted Microscope ภาพ (ก) แสดงอนุภาคบนไลโปโซมท่ี 
อุณหภูมิห้องขณะ เริ่มต้นสังเกต, ภาพ (ข) แสดงอนุภาคบนไลโปโซมท่ีอุณหภูมิห้องหลังเวลาผ่านไป 15 
นาที   
 

           18 

รูปท่ี 3.8 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด Inverted Microscope แสดงอนุภาคบนไลโปโซมท่ีอุณหภูมิ 
และเวลาต่างๆดังนี ้ภาพ (ก) ท่ีอุณหภูมิห้อง (21.8°C) นาทีท่ี 0, ภาพ (ข) 35°C นาทีท่ี 1.58, ภาพ (ค) 
50°C นาทีท่ี 4.10, ภาพ (ง) 60°C นาทีท่ี 6.54, ภาพ (จ) 65°C นาทีท่ี 9.10, ภาพ (ฉ) 60°C นาทีท่ี 
11.34, ภาพ (ช) 50°C นาทีท่ี 16.14, ภาพ (ซ) 35°C นาทีท่ี 20.48, ภาพ (ญ) ท่ีอุณหภูมิห้อง (22.4°C) 
นาทีท่ี 28.44 
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รูปท่ี 3.9 ภาพจ าลองการส่ันของเย่ือไขมันสองช้ันท่ีมีอนุภาคเกาะติดบนผิวเมื่อให้ความร้อน            20 

รูปท่ี 3.10 ภาพจ าลองการเคล่ือนท่ีของอนุภาคบนเย่ือไขมันสองช้ันเมื่อมีการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ            21 

รูปท่ี 3.11 ภาพแสดงการเปล่ียนรูปร่างของไลโปโซมเมื่อถูกกดด้วย AFM Tip (ก) รูปร่างของไลโปโซม ใน
สารละลาย (ข) แสดงรูปร่างของไลโปโซมเมื่อกดด้วยแรงน้อยท่ีสุด (ค) แสดงรูปร่างของไลโปโซมเมื่อกด
ด้วยแรงปานกลาง (ง) แสดงรูปร่างของไลโปโซมเมื่อกดด้วยแรงมากท่ีสุด 

           22 

รูปท่ี 3.12 ภาพจ าลองรอยเว้าบนเยื่อไขมันสองช้ันเมื่ออนุภาคมาเกาะติด(ก) แสดงรอยเว้า บนเยื่อไขมัน
สองช้ัน ท่ีเกิดขึ้นจากการท่ีอนุภาคมาเกาะบนเยื่อไขมันสองช้ันในขณะท่ีอนุภาคอยู่แยกกัน (ข) แสดงรอย
เว้าขนาดใหญ่ขึ้นบนเย่ือไขมันสองช้ันท่ีเกิดขึ้นเมื่ออนุภาคมาเกาะกัน 
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สารบัญกราฟ 

                         หน้า 

กราฟท่ี 3.1 การส ารวจจ านวนของไลโปโซมท่ีถูกเกาะติดโดยอนุภาคพอลิสไตรีน เมื่อใช้แคลเซียม ท่ีมี
ความเข้มข้น 0.4, 1, 2, 4, 6 และ 8 เปอร์เซ็นต์มิลลิออสโมล (% mOsm)  

   17 

กราฟท่ี 3.2 แสดงระยะห่างระหว่างสองอนุภาคเมื่อท าการสังเกตท่ีอุณหภูมิห้อง (20.2°C) เป็นเวลา 15 
นาที 

   18 

กราฟท่ี 3.3 แสดงระยะห่างระหว่างสองอนุภาคเมื่อท าการเพิ่มอุณหภูมิจากอุณหภูมิห้อง (21.8°C) เป็น 
65 °C และลดอุณหภูมิจาก 65°C กลับสู่อุณหภูมิห้อง (22.4°C) ท่ีเวลาต่างๆ  

   20 
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สารบัญตาราง 

   หน้า 

ตารางท่ี 2.1 แสดงปริมาตรและความเข้มข้นของสารแขวนลอยของไลโปโซมชนิด DiphyPC สาร
แขวนลอยของอนุภาคพอลิสไตรีนและสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ท่ีใช้ในการติดอนุภาค พอลิสไตรีนบน
ไลโปโซม 
 

   11 

ตารางท่ี 2.2 แสดงปริมาตรและความเข้มข้นของสารแขวนลอยของไลโปโซมชนิด DiphyPC สาร
แขวนลอยของอนุภาคพอลิสไตรีนและสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ท่ีใช้ในการหาปัจจัยท่ีดีท่ีสุด ในการ
ติดอนุภาคพอลิสไตรีนบนไลโปโซม 
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 ตารางท่ี 3.1 แสดงเวลาท่ีใช้ในการเพิ่มอุณหภูมิของสารแขวนลอยไลโปโซมผสมอนุภาคพอลิสไตรีนจาก 
โปรแกรม Temperature Management Software TEM  
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บทที่ 1 

บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของโครงการ 

เยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) เป็นองค์ประกอบท่ีส าคัญส าหรับเซลล์ของส่ิงมีชีวิต ท าหน้าท่ีในการห่อหุ้มและ 
แบ่งแยกอาณาเขตของเซลล์จากส่ิงแวดล้อม แม้ว่าเยื่อหุ้มเซลล์ของออร์แกเนลล์แต่ละชนิดจะมีหน้าท่ีแตกต่างกัน แต่เยื่อ 
หุ้มเซลล์ทุกชนิดมีโครงสร้างพื้นฐานเหมือนกัน1 ได้แก่ ไขมันและโปรตีนซึ่งส่วนมากยึดเกาะกันด้วยอันตรกิริยานอน โคเว
เลนต์ (noncovalent interactions) โดยไขมันมีลักษณะเป็นเยื่อไขมันสองช้ัน (lipid bilayer) ส่วนโปรตีนท่ียึดเกาะ กับ
เย่ือไขมันสองช้ันเป็นส่วนส าคัญท่ีท าให้เกิดกระบวนการต่าง ๆ ขึ้น เช่น เป็นช่องทางให้ไอออนขนาดเล็กและโมเลกุล ต่าง 
ๆผ่านเข้าออกระหว่างเซลล์ ท าหน้าท่ีเป็นตัวรับสัญญาณจากภายนอกและท าหน้าท่ีเป็นตัวถ่ายโอนสัญญาณให้เซลล์  
ตอบสนองต่อส่ิงแวดล้อมและตอบสนองต่อสัญญาณจากเซลล์อื่น ๆ 

    (ก)         (ค) 
  

 

 

 

    (ข) 

 

รูปท่ี 1.1 (ก) ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแสดงเย่ือหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดงของมนุษย์ (ข), (ค) ภาพสองมิติและ 
สามมิติแสดงการจัดเรียงตัวของไขมันและโปรตีนซึ่งเป็นองค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์1  

 การจัดเรียงตัวของสารท่ีเป็นองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์มีความส าคัญต่อการท าหน้าท่ีต่าง ๆ ของเย่ือหุ้มเซลล์ 
เช่น การตอบสนองของเซลล์ต่อส่ิงเร้าจากภายในและภายนอกเซลล์ กระบวนการเอนโดไซโทซิส กระบวนการ เอกโซไซโท
ซิส การคัดแยกโปรตีน และการเคล่ือนท่ี เมื่อมีปัจจัยใด ๆ ท่ีมีผลต่อการเปล่ียนการจัดเรียงตัวขององค์ประกอบ ของเยื่อ
หุ้มเซลล์จะเหนี่ยวน าให้เยื่อหุ้มเซลล์เกิดการจัดเรียงตัวใหม่ โดยปัจจัยท่ีมีผลต่อองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ มีหลาย
ปัจจัย เช่น การครอสลิงค์ขององค์ประกอบบนเย่ือหุ้มเซลล์2 ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันของโปรตีนต่อองค์ประกอบ ของเย่ือ
หุ้มเซลล์3 ผลของแสงต่อการจัดวางองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์4 และผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อคอเลสเตอรอล บนเยื่อหุ้ม
เซลล์5 
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ในปี ค.ศ. 2005 Hammond และคณะ2 ได้ศึกษาผลของการครอสลิงค์ขององค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ต่อการ 
กระตุ้นให้เกิดการแยกเฟสของส่วนประกอบของเหลวอิ่มตัวและไม่อิ่มตัว (liquid ordered–liquid disordered phase 
separation) ของเย่ือหุ้มเซลล์ โดยสร้างแบบจ าลองเซลล์ด้วยไลโปโซมซึ่งบรรจุ ganglioside GM1 ซึ่งท าหน้าท่ีเป็นโปรตีน 
ตัวรับส าหรับ Cholera toxin บนเยื่อหุ้มเซลล์ พบว่าไลโปโซมท่ีบรรจุเฉพาะ ganglioside GM1 ให้ไลโปโซมท่ีมีเฟสเดียว 
แต่เมื่อเติม A488-CTB ซึ่งคือสารผสมระหว่าง Cholera toxin B (CTB) และสีฟลูออเรสเซนต์ Alexa Fluor 488  ลงในไล
โปโซม ท าให้ไลโปโซมแยกเป็นสองเฟสเนื่องจาก A488-CTB ท าให้เกิดโดเมนชนิดใหม่ จึงสรุปได้ว่าการครอสลิงค์ ของ 
A488-CTB และ ganglioside GM1 สามารถท าให้เยื่อสองช้ันเกิดการเปล่ียนแปลงของเฟส ได้   
 

 

    (ก)      (จ) 
 

 

 

 

        (ข)       (ฉ) 
 

 

 

 

        (ค)       (ช) 
 

 

 

        (ง)     (ซ) 
 

 

 

รูปท่ี 1.2 การรวมกันของ CTB และ ganglioside GM1 บนไลโปโซมท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของเฟส พิสูจน์เอกลักษณ์ 
ของไลโปโซมก่อนและหลังเติม A488-CTB โดยกล้องจุลทรรศน์ชนิดคอนโฟคอล ภาพ (ก), (จ) แสดงไลโปโซมท่ีมีเฟสเดียว 
ในองค์ประกอบต่างกันก่อนการเติม A488-CTB, ภาพ (ข) ถึง (ซ) แสดงการเปล่ียนแปลงของเฟสเมื่อเติม A488-CTB โดย 
A488-CTB อยู่ในเฟสของเหลวอิ่มตัว (liquid ordered phase, Lo) ดังแสดงในภาพ (ค และ ช) ส่วน C12:0-DiI ใช้ 
ติดตามเฟสของเหลวไม่อิ่มตัว (liquid disordered phase, Ld) ดังแสดงในภาพ (ข และ ฉ), ส่วนภาพ (ง), (ซ) เป็นภาพท่ี 
รวมเข้าด้วยกันของภาพ (ข), (ค) และ (ฉ), (ช) ตามล าดับ ในสเกล 5 ไมโครเมตร2 
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ในปี ค.ศ. 2006 Allen และคณะ3 ได้ศึกษาผลของปฎิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชันของโปรตีนแอกตินต่อองค์ประกอบ 
ของเยื่อหุ้มเซลล์ โดยสร้างไลโปโซมด้วยไขมันชนิดอิ่มตัวและชนิดไม่อิ่มตัว คอเลสเตอรอล และ BODIPY TMR PIP2 ซึ่ง 
ประกอบด้วย BODIPY TMR ซึ่งเป็นสีฟลูออเรสเซนต์ และ PIP2ซึ่งเป็นฟอสโฟลิปิดท่ีเป็นองค์ประกอบในปริมาณน้อยของ 
เยื่อหุ้มเซลล์ จากนั้นเติมสารละลายของโปรตีนแอกตินลงในไลโปโซมท่ีสร้างได้ การเติม  BODIPY TMR PIP2 เพื่อเป็นการ 
กระตุ้นการรวมกลุ่มของร่างแหของโปรตีนแอกติน เนื่องจากร่างแหของโปรตีนแอกตินจะรวมกลุ่มกันในบริเวณท่ีมี PIP2 
มาก และพบว่าปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชันของร่างแหเดนไดรต์ของโปรตีนแอกตินกับ PIP2 บนเยื่อสองช้ันท าให้อุณหภูมิท่ี 
องค์ประกอบสามารถรวมเป็นเนื้อเดียวกัน (miscibility temperature, Tmisc) เปล่ียนไป จึงเหนี่ยวน าให้เกิดการแยกเฟส 
ของเย่ือสองช้ันขึ้น 

    
    (ก)  

 
 
 

 
 

    (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1.3 ภาพ (ก) การจัดองค์ประกอบของเยื่อสองช้ันหลังเกิดการรวมกันระหว่างเยื่อสองช้ันและร่างแหของโปรตีน แอก
ตินท่ีอุณหภูมิสูงกว่าและต่ ากว่า Tmisc, ภาพ (ข) ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ในโหมด phase contrast และ epifluores-
cence ของ  fluorescent phospholipid probe dioleoylphosphatidylethanolamine-N- carboxy fluorescein 
(fluo-DOPE) และ BODIPY TMR phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate (TMR-PIP2) ของไลโปโซม ขณะอุณหภูมิ
สูงกว่าและต่ ากว่า Tmisc พบว่าในตอนสุดท้ายโดเมนของโมเลกุลไขมันเปล่ียนรูปกลับไปมีลักษณะ เช่นเดียวกับตอนแรก 
โดยติดตามในสเกล 10 มิลลิเมตร3 
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ในปี ค.ศ. 2010 Hamada และคณะ4  ได้ศึกษาผลของแสงท่ีมีต่อการจัดวางองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ โดย 
สร้างแบบจ าลองของเซลล์ซึ่งประกอบด้วยฟอสโฟลิปิดชนิดอิ่มตัวและชนิดไม่อิ่มตัว คอเลสเตอรอลและ KAON12 ซึ่งเป็น 
สารสังเคราะห์ท่ีประกอบด้วยส่วนท่ีชอบน้ าและส่วนท่ีไม่ชอบน้ าและมีความสารถในการตอบสนองต่อแสง โดยพบว่าก่อน 
ให้รังสีอัลตราไวโอเลตผิวของเยื่อสองช้ันซึ่งมีลักษณะเป็น trans ตามโครงสร้างของ KAON12 มีความเป็นเนื้อเดียวกัน 
(homogeneous) แต่เมื่อให้รังสีอัลตราไวโอเลต KAON12 จะเปล่ียนโครงสร้างจาก trans เป็น cis ซึ่งเป็นการท าให้ 
อุณหภูมิท่ีองค์ประกอบสามารถรวมเป็นเนื้อเดียวกัน (miscibility temperature, Tmisc) เปล่ียนไป จึงเหนี่ยวน าให้เกิด 
การแยกเฟสบนเยื่อสองช้ันขึ้น 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1.4 แสดงการเปล่ียนโครงสร้างของ KAON12 เมื่อได้รับรังสีอัลตราไวโอเลต4 
 

     (ก)            (ข) 
 
 
          (ค)  
 

     (ง) 
 
          (จ)   

 
รูปท่ี 1.5 ภาพ (ก), (ข) และ (ค) แสงเหนี่ยวน าให้เปล่ียนแปลงการจัดวางองค์ประกอบใหม่ในโครงสร้างเฟสเดียว และ (ง), 
(จ) สองเฟสของเย่ือสองช้ัน โดยภาพ (ก), (ง) แสดงภาพจากกล้องฟลูออเรสเซนต์, (ข) แสดงความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ 
ของ rho-PE ของโครงสร้าง tarns และ cis ของเยื่อสองช้ันตามเส้นประในภาพ (ก), ส่วนภาพ (ค) และ (จ) แสดงการ 
เปล่ียนโครงสร้างของเยื่อสองช้ัน โดยนอกวงสีเทาแสดงลิปิดชนิดไม่อิ่มตัว (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocho- 
line, DOPC) และ KAON12 ส่วนในวงสีเทาแสดงลิปิดชนิดอิ่มตัว (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, 
DPPC) และคอเลส เตอรอล4   
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ในปี ค.ศ. 2012 Tsuyoshi และคณะ5 ได้ศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อคอเลสเตอรอลบนเยื่อไขมันสองช้ัน โดย
สร้างแบบจ าลองของเซลล์ ซึ่งบรรจุผลึกเหลวของคอเลสเตอรอล สารประกอบคอเลสเตอรอลเบนโซเอท และสาร ออกซิ
ไดส์คอเลสเตอรอล พบว่าอนุพันธ์ของคอเลสเตอรอลเบนโซเอทบนเยื่อไขมันสองช้ันสามารถตอบสนองต่ออุณหภูมิ ได้
เนื่องจากเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึนพื้นท่ีผิวของโมเลกุลคอเลสเตอรอลจะเพิ่มขึ้น ท าให้เกิดการส่ันของเย่ือไขมันสองช้ัน  

 
(ก)  
 
 
 
 
(ข) 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1.6 (ก) ภาพแสดงการส่ันของเย่ือสองช้ันของไลโปโซมท่ีบรรจุอนุพันธ์และไม่บรรจุอนุพันธ์ของคอเลสเตอรอล เบนโซ
เอทเมื่อเพิ่มอุณหภูมิจากอุณหภูมิห้องเป็น 25 องศาเซลเซียส (ข) กราฟแสดงการส่ันของเยื่อสองช้ันท่ี 22 องศาเซลเซียส 
(สีด า) และ 23 องศาเซลเซียส (สีเทา) ของไลโปโซมท่ีบรรจุอนุพันธ์ของคอเลสเตอรอลเบนโซเอท และไม่บรรจุอนุพันธ์ของ
คอเลสเตอรอลเบนโซเอท ในฟังก์ชันของรัศมีและการกระจายตัว โดยพลอตค่ารัศมีในรูป r–˂r˃  ในแต่ละค่า ϴ โดย
ก าหนดให้ ϴ = ±Π /n, n = 1, 2,3 … 100 ซึ่ง ϴ คือมุมระหว่างระยะห่างสองจุดบนผิวไลโปโซม 5   

 
โดยงานวิจัยต่าง ๆ  ท่ีได้กล่าวมานี้สามารถน าไปใช้ประโยชน์คือเป็นแบบจ าลองในการควบคุมและปรับแต่ง เยื่อ

หุ้มเซลล์ได้ ซึ่งแต่ละงานวิจัยส่งผลต่อการควบคุมการท าหน้าท่ีของเยื่อหุ้มเซลล์ในรูปแบบต่าง ๆ กัน จากปัจจัยต่างๆ ท่ีได้
กล่าวมาข้างต้น ท าให้ผู้วิจัยสนใจศึกษาปัจจัยชนิดใหม่ท่ีส่งผลต่อสารท่ีเป็นองค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ โดยจะศึกษาผล
ของอุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองช้ัน โดยการสร้างไลโปโซมและ ติดอนุภาคระดับ
นาโนซึ่งมีรูปร่างกลมบนไลโปโซม จากนั้นจึงให้ความร้อนเข้าไป ประโยชน์ของงานวิจัยนี้ใช้เพื่อเป็นแบบ จ าลองใน
การศึกษาการควบคุมโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์และเมื่อสามารถสร้างแบบจ าลองของโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ได้ ก็จะสามารถ
น าไปประยุกต์ใช้ในการปรับแต่งเย่ือหุ้มเซลล์และควบคุมการท างานของโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ได้ ซึ่งจะ เป็นประโยชน์ต่อ
การท าหน้าท่ีของเย่ือหุ้มเซลล์ต่อไป 
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1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการ 
 

1. สร้างไลโปโซมซึ่งมีลักษณะเป็นเย่ือไขมันสองช้ันเพื่อเป็นแบบจ าลองของเซลล์ 
2. ติดอนุภาคลงบนเย่ือไขมันสองช้ันเพื่อเป็นแบบจ าลองของโปรตีนบนเย่ือหุ้มเซลล์ 
3. ศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองช้ัน 
 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 
1. ค้นคว้าเอกสารและข้อมูลท่ีเกี่ยวข้องเพื่อใช้ในการวางแผนการทดลอง จัดหาวัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 
2. สร้างไลโปโซมจากไขมันชนิด 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DiphyPC) โดยวิธี                            
   ไฮเดรชัน จากนั้นพิสูจน์เอกลักษณ์ของไลโปโซมด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
3. ติดอนุภาคพอลิสไตรีนบนไลโปโซม โดยศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการติดอนุภาคดังนี้ 

       3.1 ไลโปโซมผสมกับอนุภาคพอลิสไตรีน 
       3.2 ไลโปโซมผสมกับอนุภาคพอลิสไตรีน และสารละลายของแคลเซียม 
     โดยพิสูจน์เอกลักษณ์ของอนุภาคบนไลโปโซมด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

4. ศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองช้ัน  
    โดยให้ความร้อนด้วย thermo-control plate และติดตามผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

           5. วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผล และเขียนรายงาน 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 
1. ได้วิธีการใหม่ในการติดอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองช้ัน 
2. ได้ทราบผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองช้ันซึ่งจะสามารถน าความรู้     
    นี้ไปประยุกต์ใช้ในการควบคุมโปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ได้ 
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1.5 ทฤษฎีที่เก่ียวข้องกับงานวิจัย 

ไลโปโซม (liposome) คืออนุภาคขนาดเล็กมีรูปร่างกลมประกอบด้วยไขมันจ าพวกฟอสโฟลิปิด (phospholipid) 
ซึ่งมีสมบัติแอมฟิพาติก (amphipathic) คือมีส่วนท่ีชอบน้ า (hydrophilic) และส่วนท่ีไม่ชอบน้ า (hydrophobic)6 ด้วย
สมบัตินี้เมื่อรวมกับน้ าจึงท าให้ฟอสโฟลิปิดสามารถจัดเรียงตัวเป็นช้ันสลับกับช้ันของโมเลกุลน้ า โดยส่วนท่ีชอบน้ าหันออก
หาโมเลกุลน้ า ในขณะเดียวกันส่วนท่ีไม่ชอบน้ าจะหันเข้าหากันในรูปของเย่ือไขมันสองช้ัน (lipid bilayer membrane) ซึ่ง
มีลักษณะเช่นเดียวกับเยื่อหุ้มเซลล์ จึงท าให้สามารถน าไลโปโซมมาใช้เป็นแบบจ าลองของ เย่ือหุ้มเซลล์ได้ 

 
 

       (ก)             (ค)  
 
 
 
 

       (ข) 
 
 

รูปท่ี 1.7 (ก) โครงสร้างของโมเลกุลไขมันชนิด 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC) ซึ่ง
แสดงถึงส่วนท่ีชอบน้ า และส่วนท่ีไม่ชอบน้ า (ข) โครงสร้างของเยื่อไขมันสองช้ันท่ีเกิดจากการจัดเรียงตัวของส่วนหัว และ
ส่วนหางของโมเลกุลไขมัน, (ค) การจัดเรียงตัวของโมเลกุลไขมันเป็นไลโปโซมซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางต้ังแต่ 0.02-250 
ไมโครเมตร6 
 

ไลโปโซมสามารถจ าแนกประเภทโดยขนาดและจ านวนของเย่ือไขมันสองช้ัน7 ได้เป็นหลายประเภท ได้แก่  
1. Small unilamellar vesicles (SUV) เป็นไลโปโซมท่ีมีเยื่อสองช้ันเพียงช้ันเดียวและมีขนาด 20–100 นาโนเมตร  
2. Large unilamellar vesicles (LUV) เป็นไลโปโซมท่ีมีเยื่อสองช้ันเพียงช้ันเดียวและมีขนาดมากกว่า 100 นาโนเมตร  
3. Giant unilamellar vesicles (GUV) เป็นไลโปโซมท่ีมีเยื่อสองช้ันเพียงช้ันเดียวและมีขนาดมากกว่า 1000 นาโนเมตร  
4. Oligolamellar vesicle (OLV) เป็นไลโปโซมท่ีมีเยื่อสองช้ันมากกว่าหนึ่งช้ันและมีขนาดมากกว่า 100–500 นาโนเมตร  
5. Multilamellar vesicles (MLV) เป็นไลโปโซมท่ีมีเยื่อสองช้ันมากกว่าหนึ่งช้ันและมีขนาดมากกว่า 500 นาโนเมตร  
6. Multivesicular vesicles (MVV) เป็นไลโปโซมขนาดใหญ่ท่ีห่อหุ้มไลโปโซมขนาดเล็กหลายๆอนุภาคไว้และมีขนาด    
   มากกว่า 1000 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 1.8 ภาพแสดงการจ าแนกประเภทของไลโปโซมโดยขนาดและจ านวนของเยื่อไขมันสองช้ันเป็นประเภทต่างๆ ได้แก่ 
small unilamellar vesicles (SUV) มขีนาด 20–100 นาโนเมตร, large unilamellar vesicles (LUV) มีขนาดมากกว่า 
100 นาโนเมตร, giant unilamellar vesicles (GUV) มีขนาดมากกว่า 1000 นาโนเมตร, oligolamellar vesicle (OLV) 
มีขนาดมากกว่า  100–500 นาโนเมตร , multilamellar vesicles (MLV) มีขนาดมากกว่า  500 นาโนเมตร  และ 
multivesicular vesicles (MVV) มีขนาดมากกว่า 1000 นาโนเมตร7 
 
 วิธีการเตรียมไลโปโซมมีหลายวิธีขึ้นกับการน าไปใช้ประโยชน์โดยในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยได้เลือกใช้วิธีไฮเดรชัน (hydra 
tion) เนื่องจากเป็นวิธีท่ีค่อนข้างง่าย ไม่รุนแรงและไม่ต้องใช้อุปกรณ์ท่ีมีความซับซ้อน อีกท้ังยังท าให้ได้ไลโปโซมท่ีเป็น 
Giant unilamellar vesicles (GUV) ซึ่งเหมาะกับการน าไปใช้เป็นเซลล์จ าลองด้วย 
 หลักการของวิธีไฮเดรชัน (hydration)8  คือไขมันท่ีใช้ต้องละลายในตัวท าละลายอินทรีย์ ตัวอย่างเช่นคลอโรฟอร์ม 
(chloroform) เพื่อให้ไขมันมีความเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นระเหยตัวท าละลายอินทรีย์ออกโดยใช้ก๊าซไนโตรเจน เพื่อให้ได้
ฟิล์มไขมัน และก าจัดตัวท าละลายอินทรีย์ท่ีเหลือในฟิล์มไขมันโดยท าให้แห้งใน เดซิกเคเตอร์ ท าการเติมสารละลาย
ตัวกลางลงไป จะท าให้เยื่อไขมันสองช้ันแต่ละช้ันค่อยๆแยกตัวออกจากกันและด้วยสมบัติ แอมฟิพาติกดังท่ีกล่าวข้างต้นท า
ให้เกิดเป็นไลโปโซมในท่ีสุด 
 
 

 

 

 



 

 

บทที่ 2 

วิธีการทดลอง 

2.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 1. กล้องจุลทรรศน์ (Inverted Microscope, Nikon, ECLIPSE, TE2000-S, Japan) 
 2. เครื่องอัลตราโซนิค (Sonicator, Ultrasonic Cleaner VDT-1730QTD, China) 
 3. Thermo-control plate (Tokai-Hit, Japan)  
 
2.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
 1. 1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DiphyPC) (Avanti® Polar Lipids, INC.) 
 2. Glucose (Nacalai tesque, INC., Japan) 
 3. MilliQ water (Direct-Q® 3UV with Pump, Millipore, Molsheim, France) 

4. Rhodamine B 1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-Phos phoethanolamine   
   (Rhodamine-DHPE) (Molecular probes®) 

 5. Polystyrene ขนาด 0.8 ไมโครเมตร (Polysciences, INC) 
 6. Calcium Chloride (Nacalai tesque, INC., Japan) 
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2.3 วิธีการทดลอง 

2.3.1 การเตรียมไลโปโซมเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ จากไขมันชนิด 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-  
phosphocholine (DiphyPC) โดยวิธีไฮเดรชัน 
 1. การสร้างฟิล์มไขมัน 

1.1) ปิเปตสารละลาย 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DiphyPC) เข้มข้น 20    
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, สารละลายกลูโคสเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร  สารละลาย  Rhodamine B 1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-Phos 
phoethanolamine (Rhodamine-DHPE) เข้มข้น  0.1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโคร 
ลิตร ลงในหลอดทดลอง 

1.2) ท าฟิล์มไขมันให้แห้งโดยใช้ก๊าซไนโตรเจน  
1.3) เก็บฟิล์มไขมันในเดซิกเคเตอร์ (Desiccator) เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 

 2. การไฮเดรตฟิล์มไขมันด้วยสารละลายตัวกลาง 
  2.1) ไฮเดรตฟิล์มไขมันด้วยน้ า (MilliQ water) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
  2.2) ต้ังท้ิงไว้ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 
 
 

 
 

 

 

รูปท่ี 2.1 ภาพวาดแสดงการสร้างไลโปโซมในขั้นตอนการสร้างฟิล์มไขมันโดยท าให้แห้งด้วยก๊าซไนโตรเจนและขั้นตอนการ 
สร้างสารแขวนลอยของไลโปโซมโดยการไฮเดรตฟิล์มไขมันด้วยน้ า  
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2.3.2 การติดอนุภาคพอลิสไตรีนบนไลโปโซม 

2.3.2.1 ศึกษาปัจจัยต่างๆที่มีผลต่อการติดอนุภาค 
1. ไลโปโซมผสมกับอนุภาคพอลิสไตรีน 
2. ไลโปโซมผสมกับอนุภาคพอลิสไตรีน และสารละลายของแคลเซียม 
โดยปิเปตสารแขวนลอยของไลโปโซมชนิด DiphyPC เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ สารแขวนลอยของอนุภาค 

พอลิสไตรีนเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ และสารละลายแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้น 40 มิลลิออสโมล ในปริมาตรต่างๆดังนี้ 
 

เงื่อนไข   สารแขวนลอยของไลโปโซม 
  ชนิด DiphyPC 

  เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 

  สารแขวนลอยของอนุภาค 
  พอลิสไตรีน 

  เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 

  สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 
  เข้มข้น 40 มิลลิออสโมล 

  ปริมาตร    
  (ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้น 
(มิลลิโมลาร์) 

 ปริมาตร     
 (ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้น 
(เปอร์เซ็นต์) 

  ปริมาตร  
  (ไมโครลิตร) 

 ความเข้มข้น 
(มิลลิออสโมล) 

1 95 0.95 5 0.5 - - 
2 94 0.94 5 0.5 1 0.4 

 

ตารางท่ี 2.1 แสดงปริมาตรและความเข้มข้นของสารแขวนลอยของไลโปโซมชนิด DiphyPC สารแขวนลอย ของ
อนุภาคพอลิสไตรีนและสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ท่ีใช้ในการติดอนุภาคพอลิสไตรีนบนไลโปโซม 
 

จากนั้นผสมสารละลายให้เข้ากัน และน าไปตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
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2.3.2.2 ศึกษาหาปัจจัยที่ดีที่สุดที่มีผลต่อการติดอนุภาคโดยการเปลี่ยนปริมาณของสารละลายแคลเซียม 
เตรียมสารละลายผสมของไลโปโซมและอนุภาคพอลิสไตรีน ท่ีมีสารละลายของแคลเซียมความดัน 0.4, 1, 2, 4, 6 

และ 8 มิลลิออสโมล ตามล าดับ โดยปิเปตสารแขวนลอยของไลโปโซมชนิด DiphyPC เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ สารแขวน 
ลอยของอนุภาคพอลิสไตรีนเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ และสารละลายแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้น 40 มิลลิออสโมล ในปริมาตร
ต่างๆดังนี้ 

 
เงื่อนไข   สารแขวนลอยของไลโปโซม 

  ชนิด DiphyPC 
  เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 

  สารแขวนลอยของอนุภาค 
  พอลิสไตรีน 

  เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 

  สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 
  เข้มข้น 40 มิลลิออสโมล 

  ปริมาตร    
  (ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้น 
(มิลลิโมลาร์) 

 ปริมาตร     
 (ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้น 
(เปอร์เซ็นต์) 

  ปริมาตร  
  (ไมโครลิตร) 

 ความเข้มข้น 
(มิลลิออสโมล) 

1 94 0.94 5 0.5 1 0.4 
2 92.5 0.925 5 0.5 2.5 1 
3 90 0.90 5 0.5 5 2 
4 85 0.85 5 0.5 10 4 
5 80 0.80 5 0.5 15 6 
6 75 0.75 5 0.5 20 8 

 
ตารางท่ี 2.2 แสดงปริมาตรและความเข้มข้นของสารแขวนลอยของไลโปโซมชนิด DiphyPC สารแขวนลอย ของ

อนุภาคพอลิสไตรีนและสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ท่ีใช้ในการหาปัจจัยท่ีดีท่ีสุดในการติดอนุภาคพอลิสไตรีนบนไลโปโซม 
 

จากนั้นผสมสารละลายให้เข้ากัน และน าไปตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
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2.3.3 ศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อการเคลื่อนที่ของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองชั้น 
 1. ศึกษาการเคล่ือนท่ีของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองช้ันท่ีอุณหภูมิคงท่ี  
  1.1) ตรวจวัดสารแขวนลอยของไลโปโซมและอนุภาคพอลิสไตรีนท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที 
 2. ศึกษาผลของการเปล่ียนอุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองช้ัน 

2.1) เพิ่มอุณหภูมิของสารแขวนลอยไลโปโซมและอนุภาคพอลิสไตรีนจากอุณหภูมิห้องเป็น 65 องศา  
      เซลเซียส โดยใช้ thermo-control plate   
2.2) สังเกตการเคล่ือนท่ีของอนุภาคพอลิสไตรีน 
2.3) ลดอุณหภูมิของสารแขวนลอยไลโปโซมและอนุภาคพอลิสไตรีนจาก 65 องศาเซลเซียส กลับไปยัง      
      อุณหภูมิห้อง โดยใช้ thermo-control plate   
2.4) สังเกตการเคล่ือนท่ีของอนุภาคพอลิสไตรีน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

3.1 การเตรียมไลโปโซมเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ จากไขมันชนิด 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-  
phosphocholine (DiphyPC) โดยวิธีไฮเดรชัน 

ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยสร้างแบบจ าลองของเซลล์โดยการสร้างไลโปโซม เนื่องจากไลโปโซมมีสมบัติแอมฟิพาติก คือมี
ส่วนท่ีชอบน้ าและส่วนท่ีไม่ชอบน้ า เมื่อรวมกับน้ าจึงจัดเรียงตัวในลักษณะเย่ือสองช้ันเช่นเดียวกับเยื่อหุ้มเซลล์ โดยสร้างไล
โปโซมด้วยวิธีไฮเดรชัน จากไขมันชนิด 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DiphyPC) ซึ่งเป็นไขมัน
ชนิดอิ่มตัว, สารละลายกลูโคส, สารละลาย Rhodamine B 1, 2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-Phospho 
ethanolamine (Rhodamine-DHPE) จากนั้นท าการเติมน้ าซึ่งเป็นสารละลายตัวกลางลงไป  
  

 

 

 

รูปท่ี 3.1 โครงสร้างของไขมันอิ่มตัวชนิด 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DiphyPC) 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.2 โครงสร้างของสารละลาย Rhodamine B 1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethano 
lamine (Rhodamine-DHPE) 
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การใส่สารละลายกลูโคสในขั้นตอนการสร้างฟิล์มไขมันช่วยให้เกิดไลโปโซมชนิด  unilamella ได้ดี 
ขึ้นเนื่องจากโมเลกุลน้ าตาลแทรกอยู่ระหว่างช้ันของเย่ือไขมันสองช้ัน เมื่อไฮเดรตด้วยน้ า โมเลกุลน้ าจะเข้าแทรกระหว่าง 
ช้ันของเย่ือไขมันสองช้ันและละลายโมเลกุลน้ าตาลท าให้ตัวถูกละลายมีความเข้มข้นสูงขึ้น  ซึ่งความเข้มข้นสูง ของ
ตัวถูกละลายจะส่งผลให้แรงผลักระหว่างเยื่อไขมันสองชั้นมากพอที่จะเกิดเป็นได้ไลโปโซมที่มี  ลักษณะเป็น 
Giant unilamellar vesicles (GUV) ได้ 

 
  
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.3 แผนภาพแสดงการขยายตัวของไลโปโซมท่ีบรรจุน้ าตาลและไฮเดรตด้วยน้ า สารละลายกลูโคสท าให้ตัวถูก  
ละลายมีความเข้มข้นสูงขึ้น ซึ่งจะท าให้แรงผลักระหว่าง เยื่อไขมันสองช้ันมากพอท่ีจะท าให้แต่ละช้ันของ เยื่อ
ไขมันสองช้ันแยกตัวออกจากกันได้ดีขึ้น 9  

สารละลาย Rhodamine-DHPE เป็น สีฟลูออเรสเซนต์ซึ่งมีทั้งส่วนที่มีขั้วและส่วนที่ไม่มีขั้วมี ลักษณะ
เช่นเดียวกับไขมัน จึงท าให้ Rhodamine-DHPE สามารถเข้าแทรกในชั้นไขมันในไลโปโซมได้ ท าให้เห็นสี
ของไลโปโซมและสังเกตไลโปโซมได้ง่ายเมื่อตรวจวัดด้วยกล้องจุลทรรศน์ในโหมด fluorescence 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
รูปท่ี 3.4 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด Inverted Microscope ในโหมด fluorescence และ phase contrast ตาม 
ล าดับ แสดงลักษณะและขนาดของไลโปโซมท่ีสร้างได้จากวิธีไฮเดรชัน 

3.2 การติดอนุภาคพอลิสไตรีนบนไลโปโซม 
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3.2.1 ศึกษาปัจจัยต่างๆที่มีผลต่อการติดอนุภาค 
 

   (ก)        (ข)   
 

 

 

 

 รูปท่ี 3.5 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด Inverted Microscope ภาพ (ก) ไลโปโซมผสมกับอนุภาคพอลิสไตรีน 
แสดงลักษณะของอนุภาคพอลิสไตรีนท่ีไม่เกาะติดบนผิวไลโปโซม ภาพ (ข) แสดงการเกาะติดของอนุภาคพอลิสไตรีนบน 
ไลโปโซมเมื่อใช้ไลโปโซมผสมกับอนุภาคพอลิสไตรีนและสารละลายของแคลเซียม  

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 3.6 ภาพจ าลองการติดอนุภาคพอลิสไตรีนบนไลโปโซมโดยใช้สารละลายแคลเซียมไอออน 
การเกาะติดของอนุภาคบนไลโปโซมสังเกตโดยอนุภาคท่ีเกาะติดบนไลโปโซมจะมีการเคล่ือนท่ีแบบบราวน์  

(Brownian motion) ช้ากว่าอนุภาคท่ีอยู่ในสารละลาย และอนุภาคจะเกาะติดท่ีไลโปโซมตลอดเวลา ไม่หลุดออก จาก
ผิวไลโปโซม พบว่าเงื่อนไขท่ีอนุภาคพอลิสไตรีนสามารถเกาะติดบนไลโปโซมเมื่อใช้สารละลายของแคลเซียม ช่วย น่าจะมา
จากการท่ีหมู่ฟอสเฟตในโมเลกุลไขมันท าให้ไลโปโซมมีผิวที่มีความเป็นลบ และอนุภาคพอลิสไตรีนมีความ เป็นลบ เช่นกัน 
จึงเกิดแรงระหว่างประจุไฟฟ้าผลักกัน ยากต่อการเกาะติดของอนุภาคบนไลโปโซมดังนั้นการใส่สารละลาย แคลเซียมซึ่งมี
ประจุเป็นบวกและเป็นไดวาเลนต์ไอออนจะช่วยท าตัวเป็นสะพานเช่ือมระหว่างไลโปโซมและอนุภาค 
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3.2.2 ศึกษาหาปัจจัยที่ดีที่สุดในการติดอนุภาคโดยการเปลี่ยนปริมาณของสารละลายแคลเซียม 
 จากการศึกษาในตอนท่ีแล้วท าให้ทราบว่าสารละลายแคลเซียมสามารถช่วยให้เกิดการเกาะติดของอนุภาค พอ
ลิสไตรีนบนไลโปโซมท่ีสร้างจากวิธี ไฮเดรชันได้ แต่การใส่สารละลายแคลเซียมไปในสารแขวนลอยของไลโปโซม และ
อนุภาคพอลิสไตรีนนั้นจะมีผลต่อขนาดของไลโปโซมคือท าให้ไลโปโซมมีขนาดเล็กลงเนื่องมาจากผลของความดัน ผู้วิจัยจึง
ศึกษาหาปริมาณท่ีเหมาะสมของแคลเซียมท่ีใช้ในการเกาะติดของอนุภาค โดยใช้แคลเซียม 0.4, 1, 2, 4, 6 และ 8 
เปอร์เซ็นต์มิลลิออสโมล (% mOsm) ตามล าดับ  
 

 

 

กราฟท่ี 3.1 การส ารวจจ านวนของไลโปโซมท่ีถูกเกาะติดโดยอนุภาคพอลิสไตรีน เมื่อใช้แคลเซียมท่ีมีความเข้มข้น 0.4, 1, 
2, 4, 6 และ 8 เปอร์เซ็นต์มิลลิออสโมล (% mOsm)  

จากผลในการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่าท่ีแคลเซียมเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์มิลลิออสโมล อนุภาคท่ีเกาะติด
บนไลโปโซมมีมากกว่าท่ีความเข้มข้นอื่นๆ และยังเป็นความเข้มข้นที่สามารถสังเกตไลโปโซมได้ โดยท่ีขนาดไลโปโซมไม่เล็ก
ลงมากนักและการเกาะติดกันเองของอนุภาคพอลิสไตรีนน้อยกว่ามากเมื่อเทียบกับท่ีความ  เข้มข้นแคลเซียม 6, 8 
เปอร์เซ็นต์มิลลิออสโมลผู้วิจัยจึงเลือกใช้เงื่อนไขท่ีปริมาณแคลเซียม 4 เปอร์เซ็นต์มิลลิออสโมล 
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3.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อการเคลื่อนที่ของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองชั้น 
1) การท าคอนโทรลโดยศึกษาการเคล่ือนท่ีของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองช้ันท่ีอุณหภูมิห้อง 
 

(ก)            (ข)  
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.7 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด Inverted Microscope ภาพ (ก) แสดงอนุภาคบนไลโปโซมท่ีอุณหภูมิห้องขณะ 
เริ่มต้นสังเกต, ภาพ (ข) แสดงอนุภาคบนไลโปโซมท่ีอุณหภูมิห้องหลังเวลาผ่านไป 15 นาที   
 
 

 
 

กราฟท่ี 3.2 แสดงระยะห่างระหว่างสองอนุภาคเมื่อท าการสังเกตท่ีอุณหภูมิห้อง (20.2°C) เป็นเวลา 15 นาที 
 
 จากการท าคอนโทรลท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาทีพบว่าอนุภาคมีการเคล่ือนท่ีบนผิวของไลโปโซมอย่างอิสระ 
โดยไม่มีแนวโน้มของการเคล่ือนท่ีท่ีแน่นอน 
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2) ศึกษาผลของการเปล่ียนอุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองช้ัน 
 ในการทดลองนี้ใช้ thermo-control plate ควบคุมอุณหภูมิของสารแขวนลอยไลโปโซมผสมอนุภาคพอลิสไตรีน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 3.1 แสดงเวลาท่ีใช้ในการเพิ่มอุณหภูมิของสารแขวนลอยไลโปโซมผสมอนุภาคพอลิสไตรีนจากโปรแกรม  
Temperature Management Software TEM  
(ก)           (ข)       (ค) 
 
 
 
 
(ง)           (จ)       (ฉ) 
 
 
 
 
(ช)           (ซ)      (ญ) 
 
 
รูปท่ี 3.8 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิด Inverted Microscope แสดงอนุภาคบนไลโปโซมท่ีอุณหภูมิและเวลาต่างๆดังนี้ 
ภาพ (ก) ท่ีอุณหภูมิห้อง (21.8°C) นาทีท่ี 0, ภาพ (ข) 35°C นาทีท่ี 1.58, ภาพ (ค) 50°C นาทีท่ี 4.10, ภาพ (ง) 60°C นาที
ท่ี 6.54, ภาพ (จ) 65°C นาทีท่ี 9.10, ภาพ (ฉ) 60°C นาทีท่ี 11.34, ภาพ (ช) 50°C นาทีท่ี 16.14, ภาพ (ซ) 35°C นาทีท่ี 
20.48, ภาพ (ญ) ท่ีอุณหภูมิห้อง (22.4°C) นาทีท่ี 28.44 

อุณหภูมิของสารแขวนลอย เวลาท่ีใช้ 
21.8 (อุณหภูมิห้อง) 0 

35 1.58 
50 4.10 
60 6.54 
65 9.10 
60 11.34 
50 16.14 
35 20.48 

22.4 (อุณหภูมิห้อง) 28.44 
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กราฟท่ี 3.3 แสดงระยะห่างระหว่างสองอนุภาคเมื่อท าการเพิ่มอุณหภูมิจากอุณหภูมิห้อง (21.8°C) เป็น 65 °C และลด
อุณหภูมิจาก 65°C กลับสู่อุณหภูมิห้อง (22.4°C) ท่ีเวลาต่างๆ  
 จากผลการทดลองผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาคบนไลโปโซมข้างต้นพบว่าเมื่อเพิ่มอุณหภูมิ
อนุภาคเริ่มเข้ามาเกาะติดกันท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ไปจนถึง 65 องศาเซลเซียส และเมื่อลดอุณหภูมิกลับสู่
อุณหภูมิห้อง อนุภาคท้ังสองยังคงแสดงพฤติกรรมการเกาะติดกันดังเดิม 

จากผลการทดลองดังกล่าวข้างต้นผู้วิจัยคาดว่าผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาคบนเยื่อไขมันสองช้ัน
เกิดจากเหตุผลดังต่อไปนี้ 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.9 ภาพจ าลองการส่ันของเย่ือไขมันสองช้ันท่ีมีอนุภาคเกาะติดบนผิวเมื่อให้ความร้อน 

 โดยปกติเย่ือสองช้ันจะสามารถส่ันได้อย่างอิสระจึงท าให้มีความไม่เป็นระเบียบของระบบสูง แต่ในงานวิจัยนี้มีการ 
ติดอนุภาคลงบนไลโปโซมจึงท าให้เยื่อสองช้ันบริเวณท่ีถูกอนุภาคเกาะติดส่ันได้น้อยลง ส่งผลให้ความไม่เป็นระเบียบของ  
ระบบลดลงด้วย เมื่อพิจารณาจากสมการ ΔG = ΔH – TΔS เทอม TΔS จึงมีค่าลดลง แต่การท่ีอนุภาคมาเกาะติดบน 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0 5 10 15 20 25 30 35

ระ
ยะ

ห่า
งร

ะห
ว่า

งอ
นุภ

าค
 (u

m
)

เวลา (minute)



21 
 

 

เยื่อไขมันสองช้ันจะมีการคายพลังงานออกมาท าให้เทอม ΔH (enthalpy) เป็นลบมากขึ้น จึงส่งผลให้ ΔG ของระบบ มี
ความเป็นลบด้วย 

          เมื่อให้ความร้อนต่อสารแขวนลอยของไลโปโซมและอนุภาคพอลิสไตรีนจะมี 2 กรณีท่ีเกิดขึ้นได้คือ กรณีท่ี 1) 
อนุภาคท้ังสองบนเยื่อไขมันสองช้ันอยู่แยกกัน และกรณีท่ี 2) อนุภาคท้ังสองบนเยื่อไขมันสองช้ันเคล่ือนมาเกาะติดกัน 
(aggregate) เมื่อพิจารณาจากพื้นท่ีของเยื่อสองช้ันท่ีมีอนุภาคมาเกาะติดพบว่า กรณีท่ี 1) อนุภาคอยู่แยกกันจะมีพื้นท่ีท่ี 
อนุภาคเกาะติดมากกว่ากรณีท่ี 2) ท่ีอนุภาคท้ังสองมาเกาะติดกันเนื่องจากอนุภาคจะซ้อนกันเล็กน้อย ดังนั้นกรณีท่ี 2) จึง 
มีบริเวณของเยื่อไขมันสองช้ันท่ีสามารถส่ันได้อย่างอิสระมากกว่า คือมีความไม่เป็นระเบียบของเยื่อไขมันสองช้ันมากกว่า  
กรณีท่ี 1) จึงส่งผลให้ความไม่เป็นระเบียบของระบบมากกว่ากรณีท่ี 1) ด้วย และจากสมการ ΔG = ΔH – TΔS ปฏิกิริยา
จะเกิดได้เมื่อ ΔG มีความเป็นลบ ในกรณีท่ี 2) เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้น ความไม่เป็นระเบียบของระบบมากกว่า ท าให้เทอม 
TΔS เป็นลบมากขึ้น จึงยิ่งส่งผลให้ ΔG ของระบบมีความเป็นลบมากขึ้นด้วยถึงแม้ว่าเทอม ΔH จะลดลงเนื่องจากเมื่อ
อนุภาคมาติดกันเองจึงท าให้บริเวณท่ีอนุภาคเกาะติดกับเยื่อไขมันสองช้ันน้อยลงก็ตาม  จากเหตุผลข้างต้นจึงส่งผลท าให้
เมื่อเพิ่มอุณหภูมิให้กับระบบอนุภาคจึงเคล่ือนท่ีมาเกาะติดกันเอง 

  

                        1)  

 

 

                        2) 

 

 

รูปท่ี 3.10 ภาพจ าลองการเคล่ือนท่ีของอนุภาคบนเยื่อไขมันสองช้ันเมื่อมีการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ 

 แต่ในส่วนของการลดอุณหภูมิกลับไปยังอุณหภูมิห้อง พบว่าผลการทดลองไม่เป็นไปตามสมการดังกล่าว คือ
อนุภาคยังคงเกาะติดกัน ซึ่งผลการทดลองในส่วนนี้น่าจะเป็นผลมาจากรอยเว้าท่ีเกิดขึ้นเมื่อมีอนุภาคมาเกาะติด  บนเยื่อ
ไขมันสองช้ัน โดยในงานวิจัยก่อนหน้านี้ Mao และคณะ10 ได้ศึกษาเกี่ยวกับการวัดแรงท่ีเกิดบนไลโปโซมเมื่อใช้ Atomic 
Force Microscopy (AFM) และพบว่าไลโปโซมสามารถเกิดรอยเว้าข้ึนได้ตามแรงท่ีกดลงบนไลโปโซม  
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                  (ก) 

 

 

 

 

           (ข)       (ค)        (ง)  

รูปท่ี 3.11 ภาพแสดงการเปล่ียนรูปร่างของไลโปโซมเมื่อถูกกดด้วย AFM Tip (ก) รูปร่างของไลโปโซมในสารละลาย (ข) 
แสดงรูปร่างของไลโปโซมเมื่อกดด้วยแรงน้อยท่ีสุด (ค) แสดงรูปร่างของไลโปโซมเมื่อกดด้วยแรงปานกลาง (ง) แสดงรูปร่าง
ของไลโปโซมเมื่อกดด้วยแรงมากท่ีสุด10  

ผู้วิจัยจึงคาดว่าการท่ีอนุภาคติดบนไลโปโซม อนุภาคนั้นก็จะท าให้ไลโปโซมเกิดรอยเว้าขึ้นมาได้เช่นกัน โดยเมื่ออนุภาค
เคล่ือนท่ีมาติดกันเองแล้วรอยเว้าจะมีขนาดท่ีกว้างกว่าตอนท่ีอนุภาคอยู่แยกกันในตอนแรก ประกอบกับเมื่อลดอุณหภูมิ
เย่ือไขมันสองช้ันจะส่ันได้น้อยลงอีกด้วย จึงท าให้รอยเว้าขนาดใหญ่ท่ีเกิดขึ้นนั้น สามารถจับอนุภาคท้ังสองไว้ท าให้อนุภาค
ไม่แยกออกจากกัน 

 

  (ก) 

 

  (ข) 

 

รูปท่ี 3.12 ภาพจ าลองรอยเว้าบนเยื่อไขมันสองช้ันเมื่ออนุภาคมาเกาะติด(ก) แสดงรอยเว้าบนเยื่อไขมันสองช้ัน ท่ีเกิดขึ้น
จากการท่ีอนุภาคมาเกาะบนเยื่อไขมันสองช้ันในขณะท่ีอนุภาคอยู่แยกกัน (ข) แสดงรอยเว้าขนาดใหญ่ขึ้น บนเยื่อไขมันสอง
ช้ันท่ีเกิดขึ้นเมื่ออนุภาคมาเกาะกัน 

 



 

 

บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 

จากผลการทดลองสรุปได้ว่า 
1) การศึกษาปัจจัยต่างๆท่ีมีผลต่อการติดอนุภาค พบว่าการใช้สารละลายแคลเซียมสามารถท าให้อนุภาคพอลิสไตรีน 
    เกาะติดบนไลโปโซมท่ีสร้างโดยวิธีไฮเดรชันได้  
2) การศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองช้ัน พบว่าท่ีอุณหภูมิห้อง  
   อนุภาคพอลิสไตรีนไม่เกาะติดกันและสามารถเคล่ือนท่ีได้อย่างอิสระ แต่เมื่อเพิ่มอุณหภูมิอนุภาคพอลิสไตรีนได้เคล่ือนท่ี 
   มาเกาะติดกัน จึงสรุปได้ว่าอุณหภูมิมีผลต่อการเคล่ือนท่ีของอนุภาคระดับนาโนบนเยื่อไขมันสองช้ัน  
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เมื่อปีการศึกษา 2554 เข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2555 ท่ีอยู่ท่ีสามารถติดต่อได้ บ้านเลขท่ี 424/692 แขวงทุ่งพญาไท เขตราชเทวี จังหวัด
กรุงเทพมหานคร รหัสไปรษณีย์ 10400 อีเมล phattarawan.jayasevi@gmail.com 
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