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 การกระตุนการเกิดใหมของเนื้อเยื่อจําเปนตองโกรสแฟคเตอร (Growth factor) ในการเหนี่ยวนําใหเซลล

ยายที่เขาสูบริเวณที่มีการสูญเสียเนื้อเยื่อ เนื่องจากโกรสแฟคเตอรบริสุทธิ์มีราคาสูง จึงทําใหเกิดความสนใจในการใช

โปรตีนและไซโตคายนที่มีอยูในเซลลและองคประกอบของเลือด ในงานวิจัยนี้ศึกษาการปรับปรุงคุณภาพของโครง

เล้ียงเซลลโดยใชผลิตภัณฑจากเลือดมนุษย 3 ชนิด ไดแกไครโอปรีซิพิเตท (Cryoprecipitate) พลาสมา (Plasma) 

และเกล็ดเลือดเขมขน (Concentrated platelet) โครงเลี้ยงเซลลที่ใชในการทดลองเตรียมโดยกระบวนการทําแหงดวย

ความเย็นของสารละลายผสมระหวางผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยและสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่มีอัตราสวน 

70:30 (กลุมควบคุม) โดยที่โครงเลี้ยงเซลลที่ถูกปรับปรุงดวยผลิตภัณฑแตละชนิดมีความเขมขนของโปรตีนรวม   

จากสารปรับปรุงแตกตางกัน 3 คา โครงเลี้ยงเซลลถูกเชื่อมโยงพันธะดวยความรอนภายใตสภาวะสุญญากาศ 

(Dehydrothermal crosslink) จากการทดสอบลักษณะสมบัติทางกายภาพและทางกลพบวา โครงเลี้ยงเซลลที่เติม

สารปรับปรุงมีขนาดของรูพรุนอยูในชวง 50-225 ไมโครเมตร ความเชื่อมตอระหวางรูพรุนเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของ

โปรตีนรวมที่สูงขึ้น  โครงเลี้ยงเซลลสามารถรับแรงกดทั้งในสภาวะเปยกและแหงไดเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของ

โปรตีนที่ใชปรับปรุงในขณะที่เปอรเซ็นตการยืดตัวของโครงเลี้ยงเซลลลดลง โครงเลี้ยงเซลลสามารถรับแรงดึงไดแตก 

ตางกันขึ้นกับชนิดและปริมาณความเขมขนของโปรตีนจากสารปรับปรุง ในการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ

ดวยการทดสอบการเพาะเลี้ยงเซลลผิวหนังของมนุษย (Detroit 551) พบวาโครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงสามารถ

กระตุนการยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนไดอยางมีประสิทธิภาพกวากลุมควบคุม ผลดังกลาวสามารถยืนยันไดในการ

เพาะเลี้ยงเซลลผิวหนังหนู (L929) บนโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานและเจลาติน-ไคโตซาน และแผนใยโพลีโพ

รพิลีนไมสานทอ (non woven polypropylene fabric, PP fabric) ที่ถูกปรับปรุงดวยสารละลายผสมระหวางคอลลา

เจน-ไคโตซานและผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยมีประสิทธิภาพในการเหนี่ยวนําใหเซลลยึดเกาะและเพิ่มจํานวนบนแผน

ใยไดมากกวาแผนใยที่เคลือบดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานเพียงอยางเดียว นอกจากนั้นในการทดลองปลูก

ถายโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานลงในหนูทดลองพบวา โครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงสามารถเหนี่ยวนํา

ใหเซลลยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลไดอยางมีประสิทธิภาพสูงกวากลุมควบคุมอยางชัดเจน และสามารถสังเกตเห็นการ

เกิดใหมของเสนเลือดและคอลลาเจนขึ้นภายในโครงเลี้ยงเซลล โดยที่โครงเลี้ยงเซลลที่เติมเกล็ดเลือดเขมขนที่มีความ

เขมขนของโปรตีนของสารปรับปรุงเปน 10.04% โดยน้ําหนัก มีความเหมาะสมที่สุดในการเหนี่ยวนําใหเซลลยายที่เขา

สูโครงเลี้ยงเซลล ผลการทดลองเหลานี้แสดงถึงความเปนไปไดอยางยิ่งในการใชผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยเพื่อ

ปรับปรุงคุณภาพของโครงเลี้ยงเซลลเพื่องานวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนัง 
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 New tissue formation needs growth factors to produce cell migration into the defect areas. Due 

to the cost of purified growth factors, we interest in using the proteins and cytokines present in cells and 

blood components. The aim of this study is using product derived from human blood component to 

modify tissue engineering scaffolds. Modified porous scaffolds were fabricated by freeze drying mixed 

solution of collagen/chitosan (70/30) with human cryoprecipitate, plasma or concentrated platelet 

followed by the crosslink process using dehydrothermal treatment (DHT). Series of scaffolds were 

prepared using these three human blood products at three different protein concentrations. The modified 

scaffolds had pore size in the range of 50-225 μm. With the increasing blood protein contents, the pore’s 

interconnectivity and the scaffold’s compressive modulus increased, however, their percent of elongation 

decreased. Their tensile strengths depend on types and concentrations of blood product, although 

swelling properties of modified scaffolds were not differ from control. Results from the in vitro culture of 

human dermal fibroblast cell line (Detroit 551) showed the scaffolds promoted cell initial attachment and 

proliferation. These effects were confirmed by other two in vitro tests, the L929 mouse fibroblast cultured 

on collagen/chitosan or gelatin/chitosan (70/30) scaffolds and on non-woven polypropylene fabrics (PP) 

coated with blending solutions of collagen/chitosan and human blood products. Results from the 

scaffolds implanted subcutaneously on wistar rats showed the scaffolds modified with concentrated 

platelet, contained 10.04% (wt/wt) protein from concentrated platelet, was most suitable for cell migration, 

neovascularization, and neocollagen production at the implanted sites. The results elucidated that human 

blood component products had high potential for applications in skin tissue engineering.  
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บทที่1 
บทนํา 

 
1.1 ที่มาของงานวิจัย 

 
งานวิจยัทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue Engineering) เปนงานวิจัยเพือ่การ

พัฒนาการสรางเนื้อเยื่อทดแทนในผูปวยที่มีการสูญเสยีผิวหนงัอยางถาวรทั้งจากการเกิดบาดแผล 

หรือจากการสญูเสียอวัยวะ (Jones และคณะ, 2002)  ประกอบดวยการพัฒนาดานวัสดุทีใ่ช

สําหรับเปนโครงเลี้ยงเซลลซึง่เปนที่อยูในการใหเซลลเจรญิเติบโตแทนที่เซลลที่เสียหาย และการ

พัฒนาดานเซลลที่จะตองมกีารแยกเซลลตนแบบ การปรับปรุงลักษณะทางพันธกุรรมของเซลล 

และการเพิม่จาํนวนเซลล ดังนัน้หนึ่งในปจจัยที่สําคัญในการพัฒนาเพื่อการสรางเนื้อเยื่อทดแทน

คือการพัฒนาโครงเลี้ยงเซลลใหมีประสิทธิภาพเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของเซลลได โดยโครง

เลี้ยงเซลลที่ไดรับการพัฒนาจะตองมีความเหมาะสมในหลายๆปจจัยดวยกนั เชน อัตราการยอย

สลายทางชีวภาพ (Biodegradability) ของโครงเลี้ยงเซลลที่ตองสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโต

ของเซลล คุณสมบัติทางกล (Mechanical property) ความเขากนัไดกับเซลล (Biocompatibility) 

และความเปนพิษตอเซลล (Cytotoxicity) (Bigi และคณะ, 2003; Rothamel และคณะ, 2005) 

สําหรับการพฒันาดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อโดยเฉพาะเนื้อเยื่อผิวหนงัในประเทศไทยยงัไมมีผลิตภัณฑ

ที่สามารถใชกบัผูปวยวางจําหนายในทองตลาด ทาํใหตองมีการนําเขาผลิตภัณฑที่มีราคาสงูจาก

ตางประเทศ เกิดผลกระทบตอผูปวยเองทีอ่าจตองรอผลิตภัณฑจากตางประเทศมาใชในการรักษา

ซึ่งอาจมีผลกระทบตอการรักษาที่ตองใชเวลานานขึน้ และสงผลตอเศรษฐกิจของประเทศอีกดวย 

ดังนัน้เพื่อลดปญหาดังกลาวจึงไดมีงานวจิัยที่เกี่ยวของที่ตองการพัฒนาผลิตภัณฑเนื้อเยื่อผิวหนัง

ที่ผลิตขึ้นเองภายในประเทศใหสามารถใชงานไดจริงและสามารถวางจําหนายในตลาด อีกทัง้มี

ประสิทธิภาพทัดเทยีมกับสินคาที่นาํเขาจากตางประเทศอีกดวย  

โครงเลี้ยงเซลลผิวหนังแทตามธรรมชาติมอีงคประกอบหลัก คือ คอลลาเจน, โปรทีโอไกล

แคน  (proteoglycan), ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) และ โกรสแฟคเตอร (growth factor) 

(Stephan, 2004) คอลลาเจนเปนสารโปรตีนธรรมชาติทีม่ีความเหมาะสมที่มีคุณสมบัติใหเซลลยึด

เกาะเพื่อใหเซลลเจริญเติบโต เปล่ียนแปลงรูปรางและเพิ่มจํานวนซึง่เหมาะตอการใชเปนโครงเลีย้ง

เซลลในการรักษาบาดแผลบริเวณผิวหนงั (Ruszczak, 2003) แตอยางไรก็ตามการใชคอลลาเจน

เปนโครงเลีย้งเซลลมักจะพบวามีอัตราการยอยสลายเรว็ มีความแข็งแรงทางกลคอนขางต่าํ และมี
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ตนทนุในการผลิตคอนขางสูงจึงมกีารใชสารเติมแตงอื่นๆ ผสมในโครงสรางโครงเลีย้งเซลล 

ตัวอยางเชน ไคโตซาน (poly 1,4 D-Glucosamine) ซึ่งเปนโพลีแซคคาไลดซึ่งไดมาจาก

กระบวนการ deacetylation ของไคตินทีพ่บมากในธรรมชาติสามารถนํามาทาํเปนโครงเลี้ยงเซลล

เนื่องจากมีคณุสมบัติที่ไมเปนพษิ มีความสามารถในการดูดซับทางชีววทิยา (bioabsorbable) 

และเพิ่มประสทิธิภาพการรักษาบาดแผลทีผิ่วหนังอกีดวย (Suh และคณะ, 2000) อีกทั้งยงัพบวา

โครงเลี้ยงเซลลไคโตซานสามารถเหนีย่วนาํใหเกิดการสรางเนื้อเยื่อข้ึนใหม เนื่องจากเอื้อใหเซลลไฟ

โบรบลาสปลอยสาร interleukin-8 ซึง่มีความเกี่ยวของกับการเคลื่อนเขาสูและการเพิ่มจํานวนของ

เซลลไฟโบรบลาส (Wang และคณะ, 2003) 

จากงานวิจยัทีผ่านมาไดมีการนําขอดีของทัง้คอลลาเจนและไคโตซานมาพัฒนาการสราง

โครงเลี้ยงเซลลที่มีไคโตซานผสมกับคอลลาเจน เพื่อเพิ่มความแข็งแรงทางกลของโครงเลี้ยงเซลล

และนํามาประยุกตใชรักษาบาดแผลที่ผิวหนงั (Tangsadthakun และคณะ, 2006) และยังสามารถ

ลดสัดสวนการใชคอลลาเจนที่มีราคาแพงดวยการแทนที่คอลลาเจนดวยไคโตซานทีม่ีราคาถูก และ

หาไดงายกวาในประเทศไทย นอกจากนัน้ยงัไดมีการนาํเจลาตนิซึ่งเปนวัสดุที่มีความเขากนัไดทาง

ชีวภาพ และมสีมบัติหลายประการคลายคลึงกับคอลลาเจนมาใชเปนวสัดุหลักในการผลิตเปนโครง

เลี้ยงเซลล และใชคอลลาเจนเปนวัสดุเติมแตงเพื่อสงเสริมสมบัติทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล   

เจลาติน (จุฑามาศ รัตนวราภรณ, 2548) 

 การเพิม่ความสามารถในการดึงดูดใหเซลลยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลเปนปจจัยสาํคัญใน

การพัฒนาผลติภัณฑ จากการศึกษาที่ผานมามีการผสมไคโตซานลงในโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน

แทนการใช GAG เพื่อเหนี่ยวนาํใหเกิดความเขากันไดทางชีวภาพ (Tangsadthakun และคณะ, 

2006) และมีการผสม GAG ที่เปนองคประกอบหลักขอโปรทีโอไกลแคน (proteoglycan) ลงใน

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนเพื่อลดอัตราการยอยสลายทางชวีภาพของคอลลาเจน และเพิ่มการจบั

ยึดโกรสแฟคเตอรใหยึดติดกับโครงเลี้ยงเซลล (Shafritz และคณะ, 1994) และโกรสแฟคเตอรที่ถูก

ยึดอยูกับโครงเลี้ยงเซลลซึง่มีคุณสมบัติในการดงึดูดหรอืเหนีย่วนําใหเซลลมีเพิ่มจํานวน และ

เปล่ียนรูปราง (differentiate) ดงัที่พบไดจากการเติม TGF-β1 ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโต

ซาน-GAG เพื่อเพิ่มความหนาแนนของเซลลคอนโดรไซดในโครงเลี้ยงเซลล สําหรบัไกลโครโปรตีน

ที่มีองคประกอบหลักเปนไฟโบรเนคตนิ, ไฟบริลิน และลามนิินซึง่มพีันธะหลกัเปน RGD-peptide 

(arginine, glycine, aspartic acid) ที่เปนตําแหนงสําคญัในการเริ่มตนการเกิดอันตรกิริยาระหวาง

เซลลกับเมตรกิซจนเกิดการยึดเกาะของเซลล เชนเดียวกบัในไฟบริโนเจนทีเ่ปนโปรตนีองคประกอบ

หลักที่พบในไครโอปรีซิพิเตท (cryoprecipitate), พลาสมา (human plasma) และ เกล็ดเลือด



 3 

เขมขน (concentrated platelet) (Brecher, 2005) ทีม่ี RGD-peptide ซึ่งสามารถเหนี่ยวนาํให

เกิดการยึดเกาะของเซลลในโครงเลี้ยงเซลลไดและยังลดอัตราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลล 

(Ye และคณะ, 2000) 

 จากที่กลาวมาแลวในการพฒันาผลิตภัณฑเนื้อเยื่อผิวหนังทดแทน นอกจากจะมุงเนนที่

การสรางโครงเลี้ยงเซลลหรือ ECM แลวยังจะตองมีการเพิ่มประสิทธภิาพของโครงเลี้ยงเซลลดวย

การใชไซโตคายน (Cytokines) หรือโกรสแฟคเตอรเพื่อเรงใหเซลลเคลือ่นที่เขาไปสูโครงเลี้ยงเซลล

แตเนื่องจากปญหาในการใชโกรสแฟคเตอรบริสุทธิ์ที่มีราคาแพง งานวิจัยนี้จึงจะหลกีเลี่ยงปญหา

ดวยการใชซีรัมที่ไดจากผลติภัณฑจากเลอืดของมนุษยซึ่งโกรสแฟคเตอรเปนสวนประกอบอยูแลว

โดยการเติมซรัีมจากเลือดของมนษุย 3 ชนิด คือ ไครโอปรีซิพิเตท (cryoprecipitate), พลาสมา 

(plasma) และ เกล็ดเลือดเขมขน (concentrated platelet) ของมนษุยลงในโครงเลี้ยงเซลล เพือ่

เรงและเหนี่ยวนําเซลลใหมีการยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลและเพิ่มความสามารถในการเพิ่มจํานวน

ของเซลลในโครงเลี้ยงเซลลทั้งในระดับหองปฏิบัติการและในสัตวทดลอง 

 
1.2. วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 1.เพื่อพฒันาตนแบบโครงเลี้ยงเซลลที่ทาํจากคอลลาเจน-ไคโตซานและเจลาติน-ไคโตซาน 

ที่มีการเติมโปรตีนจากไครโอปรีซิพิเตท หรือ พลาสมา หรือ เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษย 

 2.ศึกษาลกัษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลในดานการเขากันไดทางชวีภาพ (biocompa- 

tability) การยดึเกาะและการเพิ่มจํานวนเซลลในโครงเลีย้งเซลลภายใตสภาวะหอง ปฏิบัติการ (in 

vitro) และในสัตวทดลอง (in vivo) ในระยะยาว 
 
1.3.ประโยชนที่ไดรับ 
 1.สามารถเตรียมผลิตภัณฑเนื้อเยื่อผิวหนังตนแบบที่มีระบบกระตุนการยายที่ของเซลล

เขาสูโครงเลี้ยงเซลล 

 2.เขาใจถงึผลของไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน ที่มีตอการยายที่ของ

เซลล การยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนเซลลในโครงเลี้ยงเซลลที่ไดรับการปรับปรุง 

 
1.4.ขอบเขตของงานวิจัย 
 1.4.1 ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลที่ทาํคอลลาเจน-ไคโตซาน และ เจลาติน-ไคโตซาน  ที่มอัีตรา 

สวน 70: 30  

 1.4.2  ศึกษาลักษณะสมบตัิของโครงเลี้ยงเซลลในดานตางๆ ไดแก 
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สมบัติทางกายภาพที่จะพิจารณาถงึขนาดและรูปรางของรูพรุนรวมไปถึงลักษณะภายใน

โครงเลี้ยงเซลล (Morphology) ดวยการพิจารณาภาพทีถ่ายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนชนดิ

สองกราด (SEM) 

สมบัติทางกล โดยการวัดคามอดูลัสการกด (Compressive modulus) และการวดัคาแรง

ดึง (Tensile strength)  

1.4.3 ปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และ เจลาตนิ-ไคโตซาน ดวยการเติม 

ไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา หรือเกล็ดเลือดเขมขนของมนษุยที่มีความเขมขนของปริมาณโปรตีน

แตกตางกนั  

1.4.4 ศึกษาผลของความเขากันไดทางชวีภาพ (Biocompatibility) ของโครงเลี้ยงเซลลที่

ไดรับการปรับปรุงในระดับหองปฏิบัติการดวยการทดสอบการยึดเกาะของเซลล Detroit 551 

human fibroblast ที่เวลา 5 ชั่วโมง และทําการทดสอบการเพิม่จํานวนของที่เวลา 3, 6 และ 9 วนั  

1.4.5 ทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ (Biocompatibility) ในสัตวทดลอง เพื่อศึกษาถึง

ความสามารถในการยายที่ของเซลลเขาสูโครงเลี้ยงเซลล (cells migration), ความสามารถในการ

ยอยสลายทางชีวภาพ (biodegradability) และ การตอตานทางภูมิคุมกัน (Immunological 

response) ที่ชวงเวลา 1 สัปดาห, 2 สัปดาห, 4 สัปดาห และ 8 สัปดาห 

1.4.6 ประยุกตใชสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา หรือ

เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษยซึ่งมีความเขมขนที่เหมาะสมมาใชเคลือบแผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไม

สานทอ (non woven polypropylene fabric) เพื่อศึกษาถึงความเขากันไดทางชวีภาพในระดับ

หองปฏิบัติการ 
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          บทที่ 2 
ทฤษฎีและตรวจเอกสาร 

 
2.1 การรกัษาบาดแผลทีผิ่วหนัง (Skin wound healing)(Yannas, 2001) 

 2.1.1ระยะการรักษาบาดแผล (Phase of wound healing) (Enoch และคณะ, 2005) 

 การรักษาบาดแผลเกิดขึ้นภายใตระบบที่มคีวามตอเนื่องเปนลําดับของกระบวนการทีซ่อน

เหลื่อมกนั (Overlapping process) โดยที่ความสมบูรณของกระบวนการรักษาบาดแผลขึ้นอยูกบั

กิจกรรมทีห่ลากลายของเซลลซึ่งประกอบไปดวย การกลืนกนิของเซลล (phagocytosis), การ

เคลื่อนเหตุสารเคมี (chemotaxis), ไมโตจีนีซิส (mitogenesis) และการสังเคราะหองคประกอบ

ของเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซ (extracellular matrix) กระบวนการรักษาบาดแผลดงักลาวจําแนก

ไดเปน 5 ระยะที่ซอนเหลื่อมกันดงัแสดงในรูปที ่ 2.1 กระบวนการเหลานี้ประกอบไปดวย การเกดิ

ล่ิมเลือด (Haemostatic), การอักเสบ (Inflammation), การเพิ่มจํานวน (Proliferation), การสราง

แบบจําลองและการเกิดแผลเปน (Remodeling and scar formation) และการเกดิแผลเปนระยะ

สุดทาย (Scar maturation) 

 

 
หมายเหต ุ ECM: Extracellular matrix  

  MMP: Metalloproteinases  

  TIMP: Tissue inhibitors of metalloproteineases 

รูปที่ 2.1 แผนภาพแสดงระยะการหายของบาดแผล 

ที่มา (Enoch และ Leaper, 2005) 
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ระยะที ่1: ระยะการหามเลือดหรือการเกิดลิ่มเลือด (Heamostasis or blood clot) 

 เมื่อเกิดบาดแผลที่มีเลือดออกกระบวนการรักษาบาดแผลขั้นแรกที่เกิดข้ึนคือ การเกิดลิ่ม

เลือดและการรวมกลุมของเกล็ดเลือดซึ่งเกิดขึ้นทนัทหีลงัจากที่เกิดบาดแผล ล่ิมเลือดเกิดขึ้นจาก

การรวมตัวของ ไฟบริล, ไฟโบรเนคติน และ ฟอน วิลลิแบรนด ซึ่งทําใหเกิดการสรางเมทริกซจําลอง 

(Provisional matrix) ซึ่งใชสําหรับการยายที่ของเซลล (Cellular migration)  

 ภายในเกล็ดเลือดประกอบไปดวยเม็ดเล็กๆ (Granule) ที่บรรจุโกรสแฟคเตอร (Growth 

factor) ชนิดตางๆคือ PDGF (Platelet-derive growth factor), EGF (Epidermis growth factor), 

TGF-β (Transforming growth factor) โกรสแฟคเตอรเหลานี้เปนโปรตีนที่นาํไปสูลําดับข้ันการ

รักษาบาดแผลโดยการดึงยดึและการกระตุนเซลลไฟโบรบลาส, เอนโดรทีเลียลและแมคโครฟากส 

ใหเขามาในบริเวณบาดแผล 

  

ระยะที ่2: ระยะการอักเสบ (Inflammatory phase) 

 การอักเสบของบาดแผลแบงออกเปน 2 ระยะ คือ ระยะแรกและระยะหลงัขึ้นอยูกับเวลา

และชวงเวลาของการตอบสนอง และชนิดของเซลลทีเ่กี่ยวของกับการอักเสบ โดยที่ในระยะเริ่ม

เกิดขึ้นหลงัจากการเกิดลิม่เลือดแลว 

 การอักเสบระยะแรก (Early inflammatory phase) เกิดขึ้นในชวงเวลา 1-2 วันแรก เซลล

และอนุภาคแปลกปลอมถูกยอยสลายโดยเอนไซมจากเซลลกลืนกนิ (phagocyte) และอนุมูล

อิสระจากออกซิเจน เซลลเอนโดรทีเลยีลจากขอบของบาดแผลจะเคลื่อนยายและเพิ่มจาํนวน     

มาตามชัน้ผวิหนงัแทแลวสรางเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั (basement membrane) ภายในเวลา 24-48 

ชั่วโมง 

 การอักเสบระยะหลงั (Late inflammatory phase) เกิดขึ้นในวันที่ 2-3 เซลลแมคโคร

ฟากสทาํหนาที่ผลิตโกรสแฟคเตอรที่มีความเกีย่วของกบัการเพิม่จํานวน และ การผลิตเอ็กตรา 

เซลลูลารเมทริกซของเซลลไฟโบรบลาส และการเพิม่จํานวนของเซลลเอนโดทเีลียลที่มีผลตอการ

เกิดหลอดเลือดใหม (Angiogenesis) ข้ึนในบริเวณที่จะซอมแซม 

 

ระยะที ่3: การเพิ่มจาํนวน (Proliferative phase) 

 ระยะการเพิ่มจํานวนเริ่มตนซอนเหลื่อมกบัระยะการอักเสบในวนัที่ใน 3 จนถึงสปัดาหที่  

2-4 หลังจากเกิดบาดแผล ซึ่งถูกกาํหนดโดยการยายที่ของเซลลไฟโบรบลาส, การสรางเอ็กตรา

เซลลูลารเมทริกซ และการเกิดเนื้อเยื่อแกรนูเลชัน (Granulation tissue) ซึ่งมีลกัษณะเปนเนื้อเยือ่
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เละๆสีชมพูออน กระบวนการที่สําคัญที่เกดิขึ้นในระยะการเพิ่มจาํนวนคือการแทนที่เมทริกซจาํลอง

ที่สรางจากไฟโบรเนคติน และไฟบริโนเจนในระยะการเกิดลิ่มเลือดดวยเนื้อเยื่อแกรนูเลชนัที่สราง

ข้ึนใหม และการเกิดชั้นหนังกําพรา (Epithelialization) ซึ่งเปนสภาวะสุดทายของระยะเพิม่จํานวน 

 -การยายที่ของเซลลไฟโบรบลาส (Fibroblast migration) 

 เซลลไฟโบรบลาสยายที่เขามาในบาดแผลในวนัที่ 2-4 หลังจากเกิดบาดแผล ในขณะที่

เซลลเอนโดทีเลียลยายเขามาในบาดแผลในอีก 1 วนัตอมา โดยทีเ่ซลลไฟโบรบลาสยายเขาสู

บาดแผลดวยการเหนี่ยวนาํของโกรสแฟคเตอรคือ PDGF และ TGF-β 

 ภายในบาดแผลเซลลไฟโบรบลาสจะเพิม่จํานวนและผลิตเมทริกซใหมดวยไฟโบรเนคติน 

และไฮยาลูโรแนน (Hyaluronan) ตอมาจึงผลิตคอลลาเจนและโปรทีโอไกลแคน (Proteoglycan) 

ซึ่งองคประกอบเหลานีท้ําหนาที่เสริมสรางเอ็กตราเซลลลูารเมทริกซใหมทีจ่ะชวยสนับสนนุการเพิ่ม

จํานวนของเซลล นอกจากนั้นการเกิดอนัตรกิริยาระหวางเซลลไฟโบรบลาส และเอ็กตราเซลลูลาร

เมทริกซจะเปนตัวชวยในการควบคุมการสงัเคราะหเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซ และการสรางแบบ 

จําลองซึง่จะเกิดขึ้นภายหลงั 

 -การเกิดเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซ (Formation of the extracellular matrix) 

 เอ็กตราเซลลลูารเมทริกซเปนแหลงใหเซลลยึดเกาะ และควบคุมการเจริญเติบโต การ

เคลื่อนที่และการเปลี่ยนสภาพของเซลล เอก็ตราเซลลูลารเมทริกซประกอบไปดวยโปรตีนที่เปนเสน

ใย (คอลลาเจน และ อิลาสติน) และ อินเตอรสติเชียลเมทริกซ (interstitial matrix) ซึง่ประกอบไป

ดวยไกลโคโปรตีนที่เปนตัวยดึเกาะซึง่ฝงตวัอยูในโปรทีโอไกลแคน และ ไกลโคสอะมิโนไกลแคน 

 -การเกดิเนื้อเยื่อแกรนูเลชนั (Formation of granulation tissue) 

 เนื้อเยื่อแกรนูเลชันถูกสรางขึน้ในวันที่ 3-5 มีลักษณะเปนเนื้อเยื่อเละๆสีชมพูออน และเกิด

แองจิโอจิเนซลิหรือการเกิดเสนเลือดใหม ซึ่งเกิดจากปจจัยเหนี่ยวนาํของโกรสแฟคเตอรหลายชนดิ

เชน VEGF (Vascular endothelial growth factor), PDGF, TGF-β และ bFGF (basic 

Fibroblast growth factor) 

 -การเกิดชั้นหนังกําพรา (Epithelialization) 

 หลังจากการเกิดบาดแผลเซลลหนงักาํพราจะเคลื่อนยายจากขอบของบาดแผลเขาสูบาด 

แผลจนกระทัง่ปกคลุมทัว่ทัง้บาดแผล การเกิดชั้นหนังกําพราตองอาศัยความชืน้จากสิ่งแวดลอม 

สารอาหารที่เพียงพอ และการควบคุมจากโกรสแฟคเตอรหลายชนดิคือ KGF (Keratynocyte 

growth factor), EGF และ bFGF 
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ระยะที ่4: การสรางแบบจําลองและการเกดิแผลเปน (Remodeling and scar formation) 

 การสังเคราะหและการสรางแบบจําลองของเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซเร่ิมตนพรอมกบัการ

พัฒนาเนื้อเยือ่แกรนูเลชันซึง่ซอนทับกับระยะการเพิม่จาํนวนของเซลล (ระยะที ่ 3) คอลลาเจน      

ที่ถูกสรางขึ้นใหมจะถูกสงัเคราะห และยอยสลายอยางตอเนื่องจนกระทัง่เขาสูภาวะคงตัวที่เวลา      

ประมาณ 21 วัน หลงัจากเกิดบาดแผล ในระยะนี้ขนาดของบาดแผลจะแคบลงเนือ่งมาจากแรงดึง

ยึดของบาดแผลที่เกิดขึ้นเนือ่งจากแรงอนัตรกริิยาระหวางเซลลไฟโบรบลาส และเอ็กตราเซลลูลาร

เมทริกซโดยรอบ และอิทธพิลของปริมาณไซโตคายนที่ประกอบดวย PDGF, TGF-β และ bFGF  

 -การยอยสลายของคอลลาเจน: เกิดจากผลของเอนไซมที่ปลอยจากเซลลไฟโบรบลาส 

และ แมคโครฟากซที่บริเวณบาดแผล 

 

ระยะที ่5: การเกิดแผลเปนระยะสุดทาย (Scar maturation) 

 ระยะสุดทายของการรักษาบาดแผลคือ การเกิดแผลเปนซึ่งระยะนี้จะเกิดตอเนื่องมาจาก

แผลเปนที่เร่ิมเกิดขึ้นในระยะที่ 4 (Remodeling and Scar formation) โดยที่แผลเปนดังกลาว

เกิดขึ้นเนื่องจากกลุมของเสนใยคอลลาเจนที่รวมกนัจนมีขนาดเสนผานศูนยกลางใหญข้ึนภายใน

เอ็กตราเซลลลูารเมทริกซเกดิการเรียงตัวเปนเสนในแนวเดียวกนั (alignment) เนือ่งมาจากแรงดงึ

ยึดของเซลลไฟโบรบลาสกบัเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซซึ่งเปนผลใหเกิดแรงดึง (tensile strength) 

ในบาดแผลเพิม่ข้ึน 

 

2.1.2 กฎของการปดสนทิของบาดแผล (The Defect Closure Rule) (Yannas, 2001) 

 ในสภาวะสุดทายของกระบวนการรักษาบาดแผลคือการที่บาดแผลถูกปดสนิท โดยที่สวน

ของชั้นหนงัแทที่สูญเสยีจะถูกทดแทนดวยเนื้อเยื่อที่ถกูสรางขึ้นใหมโดยเซลลใหม (Regeneration 

tissue) แผลเปน (scar) การปดสนิทของบาดแผลขึ้นอยูกับตัวแปรหลักสามคาคอืเปอรเซ็นตการ

ดึงยึด (contraction (%C)) เปอรเซ็นตการเกิดแผลเปน (scar formation (%S)) และเปอรเซ็นตการ

สรางเนื้อเยื่อใหม (regeneration (%R)) จากตัวแปรทัง้สามสามารถแสดงความสมัพันธที่แสดงถึง

ประสิทธิภาพในกระบวนการรักษาบาดแผลดังแสดงไดดังสมการที่ (1) 

C+S+R = 100  (1) 

 

จากสมการที ่ 1 แสดงวาสภาวะสุดทายของกระบวนการรักษาบาดแผลจะแสดงผลของตัวแปรทั้ง

สามเปนอยางไรดังตัวอยางไดในตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1. ขอมูลโดยประมาณของลักษณะบาดแผลระยะสุดทายของบาดแผลตามกระบวนการ

ที่เกิดขึ้นไดเอง 

Defect                                                                                                   Configuration of 

final state 

General case of organ defect healing                                                               [C, S, R] 

Ideal fetal healing of dermis-free defect(complete regeneration model)         [0, 0, 100] 

Spontaneous healing of dermis-free skin defect in several                              [96, 4, 0] 

adult rodents and lagomorphs 

Spontaneous healing of dermis-free skin in the adult human                          [37, 63, 0] 

Spontaneous healing of  transected adult peripheral nerve(rat)                       [96, 4, 0] 

Spontaneous healing of  stroma-free defect in adult conjunctiva(rabbit)        [45, 55, 0] 

ที่มา (Yannas, 2001) 

 

จากตารางที่ 2.1 ที่แสดงคาของลักษณะบาดแผลระยะสุดทาย (Configuration of final state) ของ

ผิวหนังมนุษยที่มีคา [37, 63, 0] ซึ่งสามารถสรุปไดวาการปดของบาดแผลที่ผิวหนงัมนุษยโดย

ธรรมชาติเกิดจากการดึงยึด (C) 37% และเกิดจากการเกิดแผลเปน (S) 63% โดยที่ไมมีการสราง

เนื้อเยื่อข้ึนมาใหม (R) 0% ดังนัน้การเกิดพังผืดบริเวณบาดแผลซึ่งทาํใหเกิดการดงึยึด ซึง่เกิดขึน้ใน

การรักษาบาดแผลปกติ โดยเฉพาะเมื่อบาดแผลมีขนาดใหญจะทาํใหเกิดการผิดรูปหรือฟงกชนัได 

 ในการพิจารณาคาของตัวแปรตางๆจะอาศัยความสัมพันธของตัวแปรนั้นๆ กับขนาดของ

บาดแผลที่ลดลงตามเวลา ดังเชนเปอรเซน็ตการดึงยึดหาไดจากการวัดขนาดของบาดแผลที่ลดลง

ตามเวลาเทยีบกับขนาดบาดแผลเริ่มตนดังแสดงตัวอยางความสัมพนัธไดรูปที่ 2.2 คาการเกิด

แผลเปนสามารถหาไดจากการวัดคาดัชนกีารเรียงตัว (Orientation Index) ของเสนใยคอลลาเจนที่

วิเคราะหไดจากภาพที่เกิดจากการใชเลเซอรสองผานชิน้เนื้อเยื่อที่เปนบาดแผล (laser light 

scattering) โดยที่แสงเลเซอรจะสองผานชิ้นงานที่ตัดออกมาจากเนื้อเยื่อของสัตวทดลองทําใหเกิด

เงาตกกระทบลงบนฉาก (photographic plane) ดานหลัง ซึ่งภาพที่ปรากฏบนฉากจะถูกวิเคราะห

ดวยคามุมกระเจิงแสง (scattering angle:θ) และคามุมการหมุน (rotation angle:β) ซึ่งใชในการ

คํานวณคาดัชนีการเรียงตัว นอกจากนั้นยังสามารถวัดคาการรักษาของบาดแผลดวยการวิเคราะห

ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลีย่ของเสนใยคอลลาเจนโดยการใชกลองจลุทรรศน  
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รูปที่ 2.2 กราฟแสดงเปอรเซ็นตการดึงยึด (Contraction) ในคน หมู และ หนูตะเภาที่เปล่ียนแปลง

ตามเวลา  

ที่มา  (Yannas, 2001) 
 
2.2 วิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนัง (Tissue Engineering of Skin) (Willium, 1998; Atiyeh, 2005) 

 วิศวกรรมเนื้อเยื่อหมายถงึ การประยุกตใชหลักการและวธิกีารทางวิศวกรรมและ

วิทยาศาสตรรวมไปถึงการพฒันาดานชวีวทิยาในการซอมแซมรักษา และปรับปรุงหนาที่ของ

เนื้อเยื่อ วิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนังถูกพัฒนาขึ้นครัง้แรกเพื่อรักษาและทดแทนบาดแผลที่เกิดจากไฟ

ไหมแลวจึงมีการพัฒนาตอมาเพื่อใชทดแทนบาดแผลที่เกิดจากการสญูเสียผิวหนงัชั้นหนงัแท 

(Dermis) เปนลําดับ  

 การพัฒนาผลติภัณฑวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนงัมหีลักพื้นฐานเหมือนกนัคือการสราง 

Dermal Regeneration Template (DRT) หรือโครงเลีย้งเซลลผิวหนงัชั้นหนังแทที่ไมสามารถงอก

กลับข้ึนมาไดเอง ซึง่หลกัการสราง DRT อยูที่การเลียนแบบผิวหนังตามธรรมชาติเพื่อเรงใหเซลลมี

การเกาะ การเคลื่อนที่ การเพิ่มจาํนวน และการเปลี่ยนแปลงรูปรางใหกลายเปนผิวหนงัที่สมบูรณ

และลดปญหาการเกิดแผลเปน โดยที ่ DRT อาจผลิตไดจากวัสดุธรรมชาติที่มีความเขากนัไดกบั

เซลลอยางเชนคอลลาเจน หรืออาจผลิตไดจากผิวหนังคนหรือสัตวที่ผานกระบวนการกําจัดเซลล 

ตัวอยางผลิตภัณฑทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนงั 1.หนังเทียมแบบโครงเลี้ยงเซลลตาม

ธรรมชาติ หรือ Dermal Regeneration Template (DRT) ซึ่งมีองค ประกอบหลักคลายกับ 

Extracellular matrix (ECM) ของเซลลผิวหนังแทตามธรรมชาต ิ ไดแก คอลลาเจน และ 

glycosaminoglycan (GAG) ตัวอยางของผลิตภัณฑที่มวีางจาํหนายแลวในประเทศอเมริกาคือ 

Biobrane และ Integra ผลิตภัณฑทั้งสองชนิดนี้มีลักษณะเหมือนกนัที่การใชงานสาํหรับปดรักษา

บาดแผลที่เกดิจากไฟไหม และมีองคประกอบหลักเปนคอลลาเจนที่มีแผนซลิิโคนเปนแผนปด
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ดานบน แตผลิตภัณฑทั้งสองชนิดมีความแตกตางกนัที่ Biobrane มี Nylon Mesh เปนสวนชวย

เพิ่มความแข็งแรง สวน Integra จะมี GAG ผสมอยูในเนื้อคอลลาเจน 2.หนังเทียมแบบ DRT ที่มี

การเพาะเซลลผิวหนังของมนุษยลงไปเพื่อกระตุนใหมี การเคลื่อนที่ของเซลลผูปวยเขาสูโครงเลี้ยง

เซลลอยางรวดเร็ว ตัวอยางของผลิตภัณฑในกลุมนี้มีผลิตออกจาํหนายดวยกนัหลายชนิดเชน 

Transcyte ที่ประกอบไปดวย Silicone, Nylon Mesh, คอลลาเจน และ เซลลไฟโบรบลาสโดยทํา

การเพาะเซลลไฟโบรบลาสซึง่เปนเซลลในชั้นหนงัแทในชั้นคอลลาเจน ซึ่งใชสําหรบับาดแผลลึกที่

เกิดจากไฟไหม  สวน Apligraf เปนหนังเทียมอกีชนิดหนึง่ที่ประกอบไปดวยคอลลาเจนและเซลล 

โดยที่จะมีทัง้เซลล fibroblast ที่เปนเซลลในชั้นหนงัแท และ เซลลเคราทิโนไซด (keratinocyte) ซึง่

เปนเซลลในชัน้หนังกําพรา นอกจากนัน้ยังมหีนงัเทียมที่ไมไดทําจากคอลลาเจนแตมีองคประกอบ

หลักเปน polyglycolic acid (DexonTM) หรือ polyglactin-910 (VicrylTM)  แลวทําการเพาะเลี้ยง

เซลล fibroblast ในชั้น polyglycolic acid หรือ polyglactin-910 นั่นคือ Dermagraft และ 3. 

ผิวหนังทดแทนที่ใชผิวหนังหรือเซลลของมนุษยหรือสัตวอ่ืนแทนผิวหนังเดิม ไดแก Alloderm (รูปที่ 

2.3) และ Surederm ที่นําเอาชั้นผวิหนังมนุษย (allograft) มาและทาํการกําจัดเซลลออก 

      

 (ก)      (ข) 

รูปที่ 2.3 ตัวอยางผลิตภัณฑเนื้อเยื่อผิวหนังยี่หอ Alloderm (ก) และ Apligraf (ข) 

ที่มา   http://www.biohorizons.com/alloderm.htm 

 http://www.drugs.com/ PDR/Apligraf.html 

 

ลักษณะที่สําคัญในการออกแบบผลิตภัณฑวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนังตองคํานึงถึง

คุณสมบัติตางๆคือ คุณสมบัติทางชีวภาพที่เหมาะสมกับการเกาะติดและเพิ่มจํานวนของเซลล คุ

สมบัติทางกล ขนาดของรูพรุน (pore size) โครงเลี้ยงเซลลที่เหมาะสมในการนําไปใชงานควรมี

ความสามารถในการชักนําใหเกิดการเกาะยึดของเซลล การเจริญเติบโตของเซลล และการเพิ่ม
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จํานวนเซลล ดวยการใชวัสดุที่นํามาทําโครงเลี้ยงเซลลที่มีหมูของ RGD ซึ่งจะสามารถชักนําการ

ยึดเกาะของเซลล โดย RGD จะแสดงในรูปของ integrin receptor ในการชักนําการยึดเกาะของ

เซลล ซึ่งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวาง integrin receptor กับเซลลนี้จะสงผลกระทบตอการ

เจริญเติบโต และการแบงตัวของเซลล (Lee และคณะ, 2003) สวนขนาดรูพรุนที่เหมาะสมตอการ

เจริญเติบโตของเซลลจะมีขนาดประมาณ 100-200 ไมโครเมตร (Freyman และคณะ, 2001; 

O’brein และคณะ, 2005) นอกจากนั้นอัตราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลควรเหมาะสมตอ

อัตราการเกิดของเนื้อเยื่อใหม  โครงเลี้ยงเซลลควรจะยอยสลายไปมากกวา 50% โดยน้ําหนัก (half 

life) ภายในระยะเวลา 1 สัปดาห (Shafritz และคณะ, 1994) 

 

2.3 คอลลาเจน (Collagen) 

 คอลลาเจน (Stephen, 2004) คือไกลโคโปรตีนที่เปนองคประกอบสําคัญที่พบมากที่สุดใน 

Extracellular matrix ที่พบในธรรมชาติโดยที่คอลลาเจนมีลักษณะที่แตกตางกันกวา 20 ชนิด

ข้ึนอยูกับความหลากหลายขององคประกอบภายในหนวยยอยของโซแอลฟา (alpha chain) ชนิด

ของคอลลาเจนสามารถแบงไดออกเปน 2 กลุมใหญตามลักษณะของโมเลกุลคือ คอลลาเจนที่มี

การรวมตัวเปนเสนใย เชน คอลลาเจนชนิด I, II, III, V และ VI และ คอลลาเจนที่ไมมีการรวมตัว

เปนเสนใย ซึ่งสามารถแบงเปนชนิดยอยๆตามลักษณะการเรียงตัวไดเปนคอลลาเจนที่รวมตัวเปน

รางแหที่เปน basement membrane collagens เชน คอลลาเจนชนิด IV, VIII และ X และ  

คอลลาเจนกลุมสุดทายเปนคอลลาเจนที่มีการแทรกตัวอยูกับคอลลาเจนที่เปน triple helix (fibril-

associated collagen with interrupted triple helix) ตัวอยางเชน คอลลาเจนชนิด IX, XII, XIV 

และ XIX ตามที่แสดงในตารางที่ 2.2 คอลลาเจนในแตละกลุมจะมีหนวยซ้ําที่เหมือนกันคือ Gly-X-

Y ซึ่ง X แทน proline และ Y แทน 4-hydroxyproline โมเลกุลของคอลลาเจนประกอบไปดวย 

polypeptide α-chain 3 เสน ซึ่ง α-chain ทั้ง 3 เสนพันรวมกันทําใหคอลลาเจนมีโครงสรางเปน

แบบ triple helix แสดงดังรูปที่ 2.4 (Friess และคณะ 1998) 
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ตารางที่ 2.2 ตัวอยางผลิตภัณฑเนื้อเยื่อผิวหนัง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา (Gelse และคณะ, 2003) 

 คอลลาเจนชนดิ I คือ ไกลโคโปรตีนที่ประกอบดวยคารโบไฮเดรตนอยกวา 1% โดยที่

โมเลกุลของน้าํตาลจะถูกยดึไวดวยหมูไฮดรอกซิล ลักษณะพิเศษทางสรรีะวิทยาและลกัษณะ 

เฉพาะของวัสดุชีวภาพของคอลลาเจนเกดิจากอนพุนัธที่ซับซอนของโมเลกุลคอลลาเจน ความ

หลากหลายของระดับของอันดับโมเลกุลทีจ่ัดเรียงตัวในสายโซพอลิเมอรแสดงไดดังรูปที่ 2.4สายโซ

แอลฟาจะรวมตัวกันกลายเปนเกลยีวซึง่สามารถจําแนกดวยการวิเคราะหดวย X-ray (รูปที่ 2.4b) 
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รูปที่ 2.4 โครงสรางทางเคมีของคอลลาเจน ชนิด I. (a) โครงสรางปฐมภูมิของกรดอะมิโน (b) 

โครงสรางทุติยภูมิของเกลียวดานซายมือและโครงสรางตติยภูมิของเกลียวดานขวามือ และ (c) 

โครงสรางจตยุภูมิ (Friess และคณะ, 1998) 

  

 โครงสรางตตยิภูมิของคอลลาเจน ประกอบดวยสายโซโพลิเปปไทด 3 เสนพนักันเปน

เกลียวจากทางขวา นอกจากนัน้ภายในสายโซประกอบไปดวยกรดอะมิโนที่มีดานปลายสุดเปนหมู

คารบอกซิลที่ไมรวมตัวเปนเกลียว สวนที่ไมเปนเกลียวถกูเรียกวาเทโรเปปไทด (telopeptide) 

 บทบาทสําคญัของคอลลาเจนที่ใชสรางโครงเลี้ยงเซลลในทางวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ไดมีผูทํา 

การศึกษาอยางกวางขวางทัง้ในดานลักษณะสมบัติ ความคงตัว ความสามารถในการเปนโครงให

เซลลยึดเกาะเปนตน ดงัเชนในปค.ศ. 2003 Lie Ma และคณะไดทําการศึกษาการเพิ่มความคงตวั

ของโครงเลี้ยงเซลลรูพรุนคอลลาเจนโดยเปรียบเทียบการใชกรดอะมิโน 3 ชนิด (ไกลซีน, กรดกลตูา

มิค, ไลซีน) เปนสะพานเชือ่มโยงพันธะของคอลลาเจนชนิด I ซึ่งใชการเชื่อมโยงพนัธะทางเคมีดวย 

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDAC) และN-hydroxysuccinimide 

(NHS) ผลจากการศึกษาความคงตวัของโครงเลี้ยงเซลลดวยการวัดอัตราการยอยสลายโครงเลีย้ง

เซลลคอลลาเจนดวยเอนไซมคอลลาจีเนส (collagenease) พบวาโครงเลี้ยงเซลลทีผ่สมไลซีนและ

เชื่อมพนัธะดวย EDAC/NHS (Lys/EDAC) จะมีอัตราการยอยสลายต่ําที่สุดที่ 9.1% สวนโครง

เลี้ยงเซลลที่ม ีคอลลาเจน (Col/EDAC) และโครงเลี้ยงเซลลที่ผสมไกลซีน (Gly/EDAC) และเชื่อม

พันธะดวย EDAC/NHSจะมีอัตราการยอยสลายที่ 23% และ 18% ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลที่กรด 

กลูตามิคและเชื่อมพันธะดวย EDAC/NHS (Glu/EDAC) จะมีอัตราการยอยสลายสูงถึง 77.1%    

ซึ่งใกลเคียงกบัอัตราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนเพียงอยางเดียวที่ไมไดผานการ

เชื่อมโยงพนัธะ (UCL:un-crossliked scaffold) และเมื่อศึกษาขนาดของรูพรุนพบวาโครงเลีย้ง
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เซลล UCL, EDAC, Gly/EDAC, Lys/EDAC และ Glu/EDAC มีขนาด 99±19,106±17, 

101±17, 107±16 และ 126±18 ไมโครเมตร ตามลําดบั 

 ในปค.ศ. 2005 O’Brien และคณะไดทําการศึกษาผลกระทบของขนาดรูพรุนของโครง

เลี้ยงเซลล collagen-glycosaminoglyan (CG) เพื่อทีจ่ะศึกษาความสัมพนัธระหวางการยึดและ

การเติบโตของเซลลในโครงเลี้ยงเซลล และโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลล CG ที่มีขนาดรพูรุน

ตางกนั 4 ขนาดโดยการขึ้นรูปดวยเทคนิค lyophilization สารละลาย CG ถูกเตรียมจากการผสม 

คอลลาเจนชนดิ I (0.5%(w/w) ทีเ่ตรียมจากเสนเอ็นของวัวกบั chondroitin-6-

sulphate(0.05%(w/w)) ทีไ่ดจากกระดูกออนของฉลามที่ละลายกรดอะซิติคเขมขน 0.05 โมลาร 

(pH 3.2)  โดยจะผลิตโครงเลี้ยงเซลลที่มขีนาดรูพรุนตางกนั 4 ขนาดดวยการนําสารละลาย CG ไป

แชแข็งดวยอัตราการลดอุณหภูมิเทากนัแตตางกนัที่อุณหภูมิแข็งตัวสดุทาย (final freezing 

temperature :Tf) คือ -10°C,-20°C,-30°C และ -40°C โครงเลี้ยงเซลลถกูเชื่อมโยงพนัธะดวย

อุณหภูมิที ่ 105°C ภายใตความดัน 50 mTorr เปนเวลา 24 ชัว่โมง โครงเลี้ยงเซลลที่มีอุณหภมูิ

แข็งตัวสุดทายเปน -40°C,-30°C,-20°C และ -10°C จะมีขนาดรูพรุน 95.5,109.5, 121.0 และ 

150.5 ไมโครเมตรตามลําดบั สําหรับโครงเลี้ยงเซลลที่ม ีTf  -40°C,-30°C,-20°C จะมีขนาดรพูรุน

ไมแตกตางอยางมนีัยสาํคัญระหวางขนาดรูพรุนเฉลี่ยในแนวขวางและแนวนอน ในขณะเดียวกนัที่

โครงเลี้ยงเซลลที่มี Tf  -10°C จะมีขนาดรูพรุนแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญโดยจะมีขนาดในแนว

ขวาง (130.4±20.6 ไมโครเมตร) และแนวนอน (163.9±31.6 ไมโครเมตร) เนื่องมาจากอทิธพิล

ของทิศทางของการถายเทอณุหภูมิ ขนาดของรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลมีผลอยางมากตอการยดึ

ติดของเซลล โครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนเล็กที่สุด (Tf=-40°C)  พบวามีปริมาณเซลลเหลืออยู

บนโครงเลี้ยงเซลล 40%  ที่เวลา 24 และ 48 ชม.ในขณะที่เหลือปริมาณเซลลอยูเพียง 20% ใน

โครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรนุใหญที่สุด (Tf=-10°C) สําหรบัโครงเลี้ยงเซลลที่มี Tf -20°C และ-30 °C 

นั้นจะมีจาํนวนทีย่ึดติดไมแตกตางกนัอยูที่ 30% ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมงเชนเดียวกัน 
 

2.4 เจลาติน (gelatin) 

 เจลาติน คือโปรตีนที่ไมไดเกิดขึ้นในธรรมชาติแตสกัดไดมาจากคอลลาเจนที่ เปน

องคประกอบหลักของเนื้อเยื่อ, ผิวหนัง และ กระดูกของมนุษยและสัตว ข้ันตอนในการผลิต          

เจลาตินเริ่มจากการสกัดเจลาตินจากคอลลาเจนดวยกระบวนการ acidic หรือ alkaline process 

แลวจึงผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ (Purification), เพิ่มความเขมขนและการทําใหแหง  



 16 

ผลิตภัณฑเจลาตินที่ไดจากกระบวนการที่แตกตางกันแบงออกเปน 2 ชนิดคือ Basic gelatin หรือ  

เจลาตินชนิด A ซึ่งไดจาก alkaline process  และ Acidic gelatin หรือ เจลาตินชนิด B ซึ่งไดจาก 

acidic process  ดังแสดงไดในรูปที่ 2.5 โดยทั่วไปเจลาติน จะถูกใชงานทางดานเภสัชกรรม และ

ทางการแพทย เนื่องจากเจลาตินมีสมบัติในการยอยสลายทางชีวภาพ และ มีสมบัติการเขากันไดดี

กับรางกาย  ดวยสมบัติเหลานี้ทําใหเจลาตินไดรับการยอมรับวาเปนสารปลอดภัยเมื่อนํามาใชเปน

สวนประกอบของยา และอวัยวะเทียมเมื่อนํามาใชรวมกับรางกายมนุษย (Young, S. และคณะ, 

2005) และมีลักษณะที่ดีในการควบคุมการสงผาน (Tabata,1999) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   รูปที่ 2.5 แสดงขั้นตอนการสกัด acidic gelatin และ basic gelatin 

       ที่มา (Tabata, 1998) 

 

 เจลาตินแบงออกเปน 2 ชนิด คือ (Tabata, 1998) 

 -Basic gelatin (Type A gelatin): ไดมาจาก acid process สกัดไดยากกวาแบบ 

alkaline process และเนื่องจากปฏิกิริยาที่เกิดกับกลุมเอไมดในคอลลาเจนมีนอยจึงทําใหเจลาตนิ

มีคา Isoelectric point (pI) ประมาณ 9.0 ซึ่งใกลเคยีงกับคอลลาเจนและเหมาะกับการใชงาน

รวมกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนกรด  

 -Acidic gelatin (Type B gelatin): ไดมาจาก alkaline process เปนขบวนการไฮโดรไลซิ

สกลุมเอไมดในคอลลาเจน ซึ่งจะไดเจลาตินที่มีกลุมคารบอกซิลปริมาณมากทาํใหเจลาตนิมีประจุ

ลบ และมีคา Isoelectric point (pI) ประมาณ 5.0 ซึ่งเหมาะกับการใชงานรวมกบัโปรตีนที่มีสมบัติ

เปนเบส  
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สมบัติของเจลาติน Type A และ B สรุปดังตารางที่ 2.3 

ตารางที่ 2.3 ตารางแสดงสมบัติของเจลาติน ชนิด A และ B  

 

 

 

 

ลักษณะเฉพาะของเจลาตินคือ สารที่ประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิดที่มีปริมาณสูง 

เชน  glycine, proline และ hydroxyproline  ซึ่งโครงสรางของเจลาตินประกอบไปดวยหนวยซ้ํา

ของกรดอะมิโนที่เรียงตัวกันคือ glycine-X-Y  ซึ่ง X และ Y คือ proline และ hydroxyproline 

ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 2.6  

 

  
  

                 
                   R = glycine-X-Y triplet 

                   X และ Y คือ proline และ hydroxyl proline ตามลําดบั 

รูปที่ 2.6 แสดงโครงสรางของเจลาตนิ 

ที่มา (Lee, 2005) 

 

          เจลาตินประกอบไปดวยกรดอะมิโน 19 ชนิด และมีปริมาณของกรดอะมิโน glycine, 

proline และ hydroxyproline ที่มาก เชนเดียวกับคอลลาเจน และเนื่องจากมีปริมาณกรดอะมิโน 

methionine, tyrosine และ cystine ที่เพิ่มข้ึน ซึ่งกรดอะมิโนจําพวกนี้จะแสดงพฤติกรรมเปน 

hydrophilic จึงทําให เจลาตินละลายน้ําไดดี (Neuman, 1949) ซึ่งสามารถสรุปปริมาณกรดอะมิ

โนชนิดตางๆ ใน เจลาตินดังตารางที่ 2.4 

 

Property  Type A Type B 

pH 3.8 - 5.5 5.0 - 7.5 

Isoelectric point (pI) 7.0 – 9.0 4.7 – 5.4 

Gel strength (bloom) 50 -300 50 – 300 

Viscosity (cp) 15 -75 20 – 75 

Ash (%) 0.3 -2.0 0.5 – 2.0 
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ตารางที่ 2.4 แสดงองคประกอบในเจลาติน 

กรดอะมิโน % กรดอะมิโนในเจลาตนิ 

Alanine 8.9% 

Arginine 7.8% 

Asperic acid 6.0% 

Glutamic acid 10.0% 

Glycine 21.4% 

Histidine 0.8% 

Hydoxylysine 1.0% 

Hydroxyproline 11.9% 

Isoleucine 1.5% 

Leucine 3.3% 

Lycine 3.5% 

Methionine 0.7% 

Phenylanine 2.4% 

Proline 12.4% 

Serine 3.6% 

Theronine 2.1% 

Tyrosine 0.5% 

Valine 2.2% 

Total 100% 

 ความสําคัญของเจลาตินถูกใชเปนอยางมากในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อดังที่พบไดจาก

งานวิจัยของ Tabata ในป1999 ที่ศึกษาการใชเจลาตินเปนวัสดุทดแทนผิวหนังที่มีสมบัติในการ

ควบคุมการสงผาน (control release) โกรสแฟคเตอร bFGF (basic fibroblast growth factor) 

โดยในการทดลองทําการขึ้นรูปแผนไฮโดรเจลจากเจลาตินแลวเชื่อมโยงพันธะดวยกลูตาราลดีไฮด

ที่มีความเขมขนตางๆกันภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา  12 ชั่วโมงหลังจากนั้นจึงนํา

แผนไฮโดรเจลที่ไดแชในสารละลายไกลซีน (glycine) เพื่อกําจัดหมูแอลดีไฮดออก แลวลางดวยน้ํา

กลั่น 3 คร้ังที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และทําแหงที่อุณหภูมิเยือกแข็ง จากนั้นทําการเตมิ bFGF  
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จากผลการทดลองใชไฮโดรเจลในการควบคุมการสงผาน  bFGF (basic fibroblast growth 

factor) พบวา bFGF ที่อยูใน basic gelatin จะถูกสงผานไดเกือบทั้งหมด ในขณะที่ bFGF ที่อยูใน 

acidic gelatin จะถูกสงผานไดนอย และไฮโดรเจลที่มีคาการดูดซับน้ําสูงกวา  จะสลายตัวไดเร็ว

กวาไฮโดรเจลที่มีคาการดูดซับน้ําที่ต่ํากวา ซึ่งแสดงถึงผลการใชเจลาตินในการควบคุมการสงผาน

โกรสแฟคเตอรในโครงเลี้ยงเซลลเพื่อใชในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ  

 ในงานวิจัยของ Kang และคณะในป 1999 ที่ศึกษาวิธีการเตรียมวัสดุรูพรุน โดยการ

เตรียมไฮโดรเจลที่ยอยสลายไดตามธรรมชาติจากเจลาตินที่มีการเชื่อมโยงพันธะดวยสารละลายก

ลูตาราลดีไฮด หลังจากการลางไฮโดรเจลดวยไกลซีนและน้ําแลวจึงนําไปไฮโดรเจลไปแชแข็งเพื่อ

การทําแหงที่จุดเยือกแข็งตอไป โดยที่ทําการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในการแชแข็ง 3 อุณหภูมิ คือ       

-20°C, -80°C และ ไนโตรเจนเหลว โครงสรางของรูพรุนที่ไดจากการทําแหงมีลักษณะแตกตางกัน

ตามอุณหภูมิแชแข็ง โดยที่แผนไฮโดรเจลที่ถูกแชแข็งในไนโตรเจนเหลว จะมีโครงสรางที่เปน 2 มิติ 

(two-dimension) ในขณะที่แผนไฮโดรเจลที่แชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จะมีโครงสราง

เปน 3 มิติ  รูพรุนจะมีความตอเนื่องกันมากขึ้น โดยมีขนาดรูพรุนประมาณ 250 ไมโครเมตร ซึ่งเมื่อ

แชแข็งที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส แผนจะมีโครงสรางเปน 2 มิติและมีขนาดรูพรุนประมาณ 85 

ไมโครเมตร 
 

2.5 ไคโตซาน (Chitosan) 

 ไคติน เปนพอลิเมอรธรรมชาติมีชื่อทางเคมีวา Poly [β-(1→4)-2-acetamido-2-deoxy-

D-glucopyranose] โดยพบเปนองคประกอบของเปลือกแข็งทีหุ่มเซลลของรา ยีสต และจุลินทรีย

หลายชนิด หรือพบเปนโครงสรางแข็งของสัตวไมมีกระดกูสันหลัง จาํพวกแมลง กุง ป ู ปลาหมึก 

เปนตน ไคตินมีปริมาณมากเปนอนัดับสองรองจากเซลลูโลส ไคตินประกอบขึ้นจากน้าํตาลหนวย

ยอย คือ N-acetyl-D- glucosamine มาเรียงตอกันเปนสาย ละลายไดในกรดอนินทรีย เชน  กรด

เกลือ กรดกาํมะถนั กรดฟอสฟอริก และกรดฟอรมิกที่ปราศจากน้ํา แตไมละลายในดางเจือจาง   

 ไคโตซานคืออนุพนัธของไคตินที่ตัดเอาหมูอะซิติลของน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine 

(เรียกวา deacetylation คือ เปล่ียนน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine เปน glucosamine) ออก

ตั้งแต 50 % ข้ึนไป มชีื่อทางเคมีวา poly [β-(1→4)-2-amino-2- deoxy-D-glucopyranose] และ

ไมสามารถละลายในตวัทาํละลายอนิทรียเกือบทัง้หมดและน้ําที่มีคา pH เปนกลางหรือดาง แต

สามารถละลายในกรดออน ไคโตซานที่ไดจะมีสวนผสมของ น้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine 

และ glucosamine อยูในสายพอลเิมอรเดียวกนั ซึง่ระดับการกําจัดหมูอะซิติล (หรือเปอรเซ็นตการ
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เกิด deacetylation) มีผลตอสมบัติและการทาํงานของไคโตซาน นอกจากนี้น้าํหนักโมเลกุลของ  

ไคโตซานบอกถึงความยาวของสายไคโตซานซึง่มีผลตอความหนืด เชน ไคโตซานที่มนี้าํหนัก

โมเลกุลสูงจะมีสายยาวและสารละลายมีความหนืดมากกวาไคโตซานที่มีน้าํหนกัโมเลกุลตํ่าเปน

ตน ดงันัน้การนําไคโตซานไปใชประโยชนจะตองพิจารณาทัง้เปอรเซ็นตการเกิด deacetylation 

และน้ําหนกัโมเลกุล โครงสรางของไคตินและไคโตซานแสดงดังนี ้

 

 
โครงสรางของไคติน 

 

โครงสรางไคโตซาน 

รูปที่ 2.7 โครงสรางโมเลกุลของไคโตซาน 

 ไคติน/ไคโตซานนัน้เปนวัสดุเชิงประกอบทีม่ีความเหนียวฉีกขาดยาก และสามารถรบัแรง

ไดสูงและไมเปล่ียนรูปรางไดงาย ๆ ถาหากพิจารณาในเชงิโครงสราง ไคตินจะจัดเรียงตัวเปน

โครงสรางผลกึเหลวแบบคลอเลสเทอริก (cholesteric liquid crystal structure) โดยมีโปรตีนและ

แคลเซียมคารบอเนตแทรกทาํใหวัสดุนี้ทนแรงไดทุกทิศทาง ไคติน/ไคโตซานมีความเปนวัสดุพิเศษ 

คือ ตัววสัดุสามารถทําหนาทีท่างเคมหีรือทางชวีภาพบางอยางไดดวยตัวเอง (functional 

materials) ตัวอยางเชน เปนแผนโพลารเมมเบรน (polar membrane)  ซึ่งสามารถใชในการแยก

แอลกอฮอล(เจือจาง)โดยกระบวนการเพอรวาพอเรชนั (pervaporation) เปนตน  

 

สมบัติทางกายภาพและทางเคมีของไคติน-ไคโตซาน (ภาวดี เมธะคานนท, 2545) 

การละลาย (Solubility) 

 ไคตินไมละลายในน้าํ กรดเจือจาง ดางเจือจางและเขมขน แอลกอฮอล และตัวทําละลาย

อินทรียอ่ืนๆ แตสามารถละลายไดในกรดไฮโดรคลอริก (กรดเกลือ) เขมขน กรดซัลฟูริก (กรด
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กํามะถัน) เขมขน กรดฟอสฟอริก (78-97%) กรดฟอรมิก (anhydrous formic acid) และ DMAc-

LiCl (N, N-Dimethylacetamide Lithium chloride) ความยากในการละลายของไคตินในตัวทาํ

ละลายตางๆ เปนผลมาจากสายโซโมเลกุลที่อยูกนัอยางหนาแนนมพีนัธะเกดิขึ้นทั้งภายในและ

ระหวางโมเลกลุ เนื่องจากหมูฟงกชันที่ตางกนั (หมูไฮดรอกซิลและหมูอะซีตามิโด) 

 ไคโตซานไมละลายน้ํา ดางและตัวทําละลายอินทรีย (organic solvent) แตสามารถละลาย

ไดในสารละลายทีเ่ปนกรดอินทรียเกือบทกุชนิดที่ม ี pH นอยกวา 6 กรดอะซีติกและกรดฟอรมิก 

เปนกรดทีน่ิยมใชในการละลายไคโตซาน กรดอินทรียบางชนิด เชน กรดไนตริก กรดไฮโดรคลอริก 

กรดเปอรคลอริก และกรดฟอสฟอริก สามารถละลายไคโตซานไดเชนกนัแตภายใตการคนที่

อุณหภูมิสูงปานกลาง อยางไรก็ตามในบางครั้งอาจมีตะกอนขาวคลายวุนเกิดขึ้น 

 สารละลายไคโตซานมีความเหนยีว ใส มีพฤติกรรมแบบนอน-นิวโตเนยีน (non-newtonian) 

ในสารละลาย หมูอะมิโนของไคโตซานจะแตกตัว โดยมคีาสัมประสิทธิ์การแตกตัว (pKa) ข้ึนอยูกับ

ความหนาแนนของประจพุอลิเมอรโดย pKa ของไคโตซานมีคาอยูในชวง 6.2 – 6.8 

 

น้ําหนกัโมเลกลุ (Molecular weight) 

 ไคตินในธรรมชาติจะมนี้ําหนักโมเลกุลสูงมากกวา 1 x 105 ในขณะที่ไคโตซานจะมีน้ําหนัก

โมเลกุลอยูในชวง กวา 1 x 105 ถึง 1 x 106 ข้ึนอยูกับข้ันตอนในการผลิต 

 

Degree of Deacetylation 

 เปนตัวบงชี้ความเปนไคติน-ไคโตซาน เนือ่งจากไคติน-ไคโตซานเปนพอลิเมอรระหวางสอง

โมโนเมอร N-acetyl-D-glucosamine และ D-glucosamine ถาสดัสวนที่อยูรวมกันของมอนอ

เมอรแรกมากกวา คือมีคา degree of deactylation ต่ํา จะแสดงสมบัติเดนของไคติน แตถา

สัดสวนของโมโนเมอรที่สองมากกวา คือมีคา degree of deactylation สูงจะแสดงสมบัติเดนของ

ไคโตซาน 

 

 

ความหนืด (Viscosity)  

 ความหนืดของสารละลายไคโตซานขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง เชน degree of 

deactylation น้ําหนักความหนืดโมเลกุล ความเขมขน ionic strength ความเปนกรด-ดาง (pH) 

และอุณหภูมิ โดยทัว่ไปแลวความหนืดของสารละลายพอลิเมอรจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น แต
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ชนิดของกรดที่ใชและการเปลี่ยนแปลง pH ของสารละลายพอลิเมอรจะใหผลความหนืดที่แตกตาง

กัน เชนความหนืดของไคโตซานในกรดอะซีติกจะเพิม่ข้ึนเมื่อสารละลายมีคา pH ลดลง ในขณะที่

ความหนืดของไคโตซานในกรดไฮโดรคลอริกจะเพิ่มข้ึนเมื่อ pH ของสารละลายเพิ่มข้ึน 

 

ความสามารถในการตกตะกอน (Coagulating ability) 

 ไคโตซานเปนตัวสรางตะกอนและตัวตกตะกอน (flocculant and coagulating agent) ที่ดี

เนื่องจากการมีหมูอะมิโนจาํนวนมากที่สามารถแตกตวัเปนประจุบวก และจับกับสารที่มีประจุลบ

ได เชน โปรตนี สียอม และพอลิเมอรอ่ืน จากการวิจยัประสิทธภิาพของไคโตซานในการแยกโปรตีน

ออกจากหางนม พบวาความสามารถในการจับโปรตีนเปนสัดสวนผกผันกับน้ําหนกัโมเลกุลของไค

โตซานนอกจากนี้ไคโตซานยงัสามารถจับกบัโลหะหนกัได โดยไนโตรเจนในหมูอะมิโนของไคโต

ซานจะทาํหนาที่เปนตัวใหอิเล็กตรอน ทําใหไอออนของโลหะสามารถสรางพนัธะเชงิซอน 

(coordinate) กับหมูอะมิโนได นอกจากนี้ยงัพบวาหมูอะมิโนไคโตซานมีประสิทธิภาพในการจับกบั

ไอออนของโลหะไดดีกวาหมูอะซีติลในไคติน ดังนัน้ไคโตซานที่มี degree of deacetylation สูงจะ

มีอัตราการดูดซับหรือความสามารถในการจับกับไอออนของโลหะสูง ความสามารถในการดูดซบั

ไอออนของโลหะของไคโตซานยงัขึ้นอยูกบัอีกหลายปจจัย เชน ความเปนผลึก และความสามารถ

ในการดึงดูดน้าํของไคโตซาน 

การประยุกตใชไคโตซานในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ไดมีการนาํไคโตซานมาทาํเปนโครง

เลี้ยงเซลล (Zhang, 2001) เพื่อใชเปนวัสดุปดแผลซึ่งอาจเปนไดทั้งในรูปของแผนเยื่อบาง 

(membrane) แผนคลายฟองน้าํ (sponge) หรือผสมรวมกับผาฝาย หรือใชเปนผงละเอียด โดยจะ

มีผลกระตุนการสรางเซลลใหม และปองกันการติดเชื้อ จึงชวยทาํใหบาดแผลหายเร็วขึ้น (Mi และ

คณะ, 2001) เปนตน 

จากงานวิจยัของ Tangsadthakun และคณะ ในป 2006 ที่ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับ

อิทธิพลของมวลโมเลกุลของไคโตซานตอคุณสมบัติทางกายภาพ และชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล

คอลลาเจนและไคโตซาน ดวยการเตรียมโครงเลี้ยงเซลลดวยเทคนิคการทําแหงดวยความเย็นแลว

เชื่อมโยงพนัธะดวยความรอน (Dehydothermal crosslinking) ที่อุณหภูมิ 105 °C เปนเวลา 48 

ชั่วโมง ที่อัตราสวนของคอลลาเจน/ไคโตซาน 5 อัตราสวนคือ 100/0; 90/10; 70/30; 50/50; 30/70; 

10/90 และ 0/100 และทาํการเปลีย่นคาน้าํหนักโมเลกุลของไคโตซาน (Mw: weight-averaged 

molecular weight) 4 คาคือ XLMW (49 kDa), LMW (180 kDa), MMW (460 kDa), HMW 

(1,450 kDa) จากการทดสอบพบวาในโครงลี้ยงเซลลที่มีไคโตซานมวลโมเลกุลสูง (HMW) ที่มี
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อัตราสวนของไคโตซาน 30 เปอรเซ็นต  จะมีคาโมดูลัสเพิม่ข้ึน และมีประสิทธิภาพมากในการนาํไป

ทดสอบการเพาะเลี้ยงเซลล (cell adhesion and proliferation) ดวยเซลลผิวหนังของหนูและ

มนุษย โดยทาํการทดสอบดวยการจําลองสภาวะของสิง่มีชีวิตในหองปฏิบัติการ (in vitro) ดวย

จํานวนเซลล 20,000 เซลลตอหนึ่งโครงเลี้ยงเซลล และจากการศึกษาดวยกลองจุลทรรศน

อิเล็คตรอนชนดิสองกราด (SEM) พบวารูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน/ไคโตซานอยูในชวง 

100-200 μm  

งานวิจยัของ Mao และคณะในป 2003 ไดศึกษาถงึการเตรียมโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไค

โตซาน ดวยการใชเทคนิคการทําแหงที่จุดเยือกแข็ง (Freeze drying technique) โครงเลี้ยงเซลล

แบบชั้นเดียว (monolayer) และแบบ 2 ชั้น (bilayer) ถกูเตรียมแตกตางกนัที่อุณหภมูิแชแข็งโดย

โครงเลี้ยงเซลลแบบชั้นเดียวจะถกูแชแข็งในตูแชที่อุณหภูมิตางกนัคือ -20ºC, -40ºC และ -60ºC  

ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลแบบ 2 ชั้นจะถกูแชโดยตรงดวย lyophilizing plate ที่มีอุณหภูมิ -56ºC 

แลวทําการศึกษาสมบัตทิางกายภาพ ทางกลและการยอยสลาย จากการศึกษาพบวาการจัดเรียง

ตัวของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลลแบบ  2 ชั้นประกอบดวยชัน้ที่เบากวาซึ่งกับสัมผัสอากาศและชัน้ที่

หนาแนนกวาซึ่งสัมผัสกับถาดแชแข็ง และการเรียงตัวของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลลแบบ 2 ชั้นมี

ความเปนระเบียบมากกวาโครงเลี้ยงเซลลแบบชั้นเดียว นอกจากนั้นยังพบวาอณุหภูมิในการแช

แข็งที่เพิม่ข้ึนมผีลใหขนาดของรูพรุนเลก็ลง ซึ่งแสดงใหเห็นถึงการใชโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไค

โตซานในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนเหมาะสมกับงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 
 
2.6 Glycosaminoglycans (GAG) 

 Glycosaminoglycans เปนองคประกอบสําคัญที่อยูในชัน้ผิวหนงัซึ่งอยูระหวางเสนใย 

คอลลาเจน ทีอ่ยูในชั้นหนังแท (dermis) GAGs มีหลายชนิด มีลักษณะที่แสดงประจุเปนลบและมี

โครงสรางคลายโพลีแซคคาไรดที่ไมมีสาขา GAG มีหลายชนิด เชน chondroitin-6-

sulfate,dermatan sulfate, keratin sulfate, hyaluronan  และ heparin เปนตน หนาทีห่ลักของ 

GAG คือทําหนาที่เปนตัวเชือ่มพันธะโควาเลนทกับโปรตนีสายหลักกลายเปน proteoglycans อีก

ทั้งยังสามารถเพิ่มความสามารถในการตานทานการยอยสลายของ Extracellular matrix และ

สามารถจับยดึโมเลกุลโปรตีนจําพวกไซโตคายนและโกรสแฟคเตอร ที่มีบทบาทในการควบคุมการ

ทํางานของเซลลในกระบวนการรักษาบาดแผลตัวอยางเชน TGF-β1 (Shafritz,1994) ซึ่งมีอิทธพิล

ตอการเกาะติด การเคลื่อนที่ การเพิม่จํานวน และการเปลี่ยนแปลงรปูรางของเซลล 
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รูป 2.8 หนวยซ้ําของ chondroitin-6-sulfate (Sharfitz, 1994) 

 

 จากรูป 2.8 แสดงหนวยซ้ําของ Chondroitin-6-sulfate (CS) ที่เปนหนึง่ใน GAG พื้นฐาน

ที่พบในชั้นหนงัแทที่มีบทบาทสําคัญในการศึกษาทางดานวิศวกรรมเนือ้เยื่อดังเห็นจากงานวิจัยที่

ผานมาทีม่ีการใช chondroitin-6-sulfate (Shafritz และคณะ, 1994; Pek และคณะ, 2004; Lee 

และคณะ, 2004) เปน GAG ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนเพื่อเพิ่มประสทิธิภาพของโครงเลีย้ง

เซลลดวยการลดอัตราการยอยสลายและเพิ่มความสามารถในการเกาะติดของเซลล 

 ในป 1994 Shafritz และคณะไดทําการศึกษาผลของ glycosaminoglycan ในโครงเลี้ยง

เซลล collgen- GAG ที่มีผลตอการหายของบาดแผล (delay wound contraction and induces 

regeneration) โดยทําการศึกษาเปรียบเทียบผลจากโครงเลี้ยงเซลลที่มีองคประกอบเปน collgen 

type I กับ GAG ที่มีความแตกตางกนั 4 ชนิดคือ Chondroitin-6-sulfate, dermatan sulfate, 

decorin (a proteoglycan-containing dermatan sulfate chain) และ aggrecan (a 

proteoglycan in which 90 % of chondroitin-6-sulfate) แลวทาํการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลซึง่

ควบคุมขนาดของรูพรุนดวยการปรับเครื่อง lyophilizer  ใหมีอุณหภูม ิ-40°C ถงึ -38 °C และการ

เชื่อมโยงพนัธะดวยอุณหภูม ิ105 °C  ความดัน 50 mmHg เปนเวลา 24 ชม. แลวปดทับโครงเลี้ยง

เซลลดวย poly(dimethylsiloxane) เพื่อควบคุมความชื้นของบาดแผล เมื่อทําการทดสอบขนาด   

รูพรุนโครงเลี้ยงเซลล collgen-GAG  พบวามีขนาด 91±12, 99±23, 102±26, 94±23, และ 

160±26 ไมโครเมตร ในโครงเลี้ยงเซลล collgen-Chondroitin-6-sulfate, collgen-aggrecan, 

collgen-dermatan sulfate, collgen-decorin, collagen ตามลําดับ และมีอัตราการยอยสลาย

ดวยการใชเอนไซม collagenease ซึง่พบวามีอัตราการยอยสลายเปน 23.4±3.4, 38.6±6, 

8.0±3.9 ในโครงเลี้ยงเซลล collgen-Chondroitin-6-sulfate, collgen-aggrecan, collgen-

dermatan sulfate แตไมสามารถวัดอัตราการยอยสลายใน collgen-decorin และมีอัตราการ 

ยอยสลาย 12.5-43.5 ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนเพยีงอยางเดยีว และเมื่อทดสอบจลนศาสตร

ในการปดของบาดแผล (kinetics of wound contraction) ในการทดลองในหนูตะเภาพบวา เมื่อ
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เย็บโครงเลี้ยงเซลล collgen- GAG จะมีการลดขนาดของแผลชากวาโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน

เพียงอยางเดยีว 
 
2.7 เสนใยพอลิพรอพลิีนไมสานทอ (non-woven polypropylene fabric)  

 ในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อโดยทัว่ไปแลวมักจะสนใจการสรางโครงเลีย้งเซลลที่มีความ

เหมาะสมกับการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลล ดังเชนโครงเลีย้งเซลลที่มีลักษณะเปนเสนใยซึ่ง

มีลักษณะโครงเสรางเปน 3 มิติที่ชวยสนนัสนนุใหมีการถายเทสารอาหารและออกซิเจนเขาสูโครง

เลี้ยงเซลล โดยที่โครงเลี้ยงเซลลสวนใหญมกัจะผลิตจากวสัดุที่เปนพอลิเมอรจากธรรมชาติเชน 

คอลลาเจน, เจลาติน และไคโตซาน (Ma, 2004; Mao, 2003; Zhang, 2001) แตนอกจากวัสดุจาก

ธรรมชาติดังกลาวแลว งานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อก็ยงัมีความสนใจที่จะใชวัสดุสังเคราะหเพื่อชวย

ในการสรางความแข็งแรงใหกับโครงเลี้ยงเซลลทีท่าํจากวัสดุจากธรรมชาติเพยีงอยางเดียว จาก

งานวิจยัที่ผานมาพบวา มีการใชวัสดุสังเคราะหอยางเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอมาใชใน

การศึกษาดานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ เนื่องจากลักษณะเดนที่มีความเขากันไดทางชวีภาพและความไม

เปนพษิ (non-toxicity)  (Li, 2001; Tyan, 2001) และมีลักษณะโครงสรางเปนเสนใยขนาดเลก็ซึ่ง

ชวยเพิ่มสมบัติทางกลและมีราคาถูก (Gentleman, 2003; Lopergolo, 2000) 

 แตเนื่องจากโครงสรางทางเคมีของพอลิพรอพิลีนประกอบไปดวยคารบอนและไฮโดรเจน

เทานัน้ (รูปที่ 2.9)  

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.9 แสดงโครงสรางโมเลกุลพอลิพรอพิลีนและแผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ  

 

โครงสรางโมกลุดังกลาวแสดงถึงสมบัติความไมชอบน้าํ (Hydrophobicity) ที่เปนขอจํากัดในการ

ประยุกตใชเปนวัสดุทางชีวภาพ (biomaterial) (Wei, 2006; Li, 2001) จึงนาํไปสูการพัฒนา

ปรับปรุงโครงสรางพืน้ผิวของพอลพิรอพิลีนใหมีความชอบน้ํา (Hydrophilicity) ข้ึนดวยวิธีตางๆ

เชน การกระตุนดวยพลาสมา (Wei, 2006) และการเชื่อมพันธะกับคอลลาเจน (Tyan, 2001) โดย

ที่ลักษณะสมบัติของพอลิพรอพิลีนแสดงในตารางที ่2.5 

[ CH2-CHCH2 ]  n 
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ตารางที ่2.5 แสดงลักษณะสมบัติเฉพาะของพอลพิรอพลีิน 

วัสดุสังเคราะห ความ

หนาแนน

จําเพาะ 

อัตราการ

ดูดซึมน้ํา

(%) 

อุณหภูมิ

หลอมละลาย 

การสองผาน

แสง UV 

ทนทานตอ

ความรอน 

Polypropylene 

(PP) 

0.90 0.01 338 Translucent ไมทน 

ดัดแปลงจาก ชัยณรงค รัตนกรีฑากุล, 2547 
 
2.8 ไซโตคายนและโกรสแฟคเตอร (Cytokine and growth Factor) (ชาญวทิย ตันติพ์ิพฒัน, 

2544) 

ไซโตคายนเปนโมเลกุลโปรตีนทีห่ลั่งออกมาจากเซลลทีห่นาที่สําคัญในการกระตุนใหเกิด

การสรางเนื้อเยื่อใหม โดยทีไ่ซโตคายนที่เกี่ยวของกับการสรางเนื้อเยื่อมักเรียกวาโกรสแฟคเตอรซึ่ง

สามารถกระตุนใหเกิดการแบงตัวของเซลล การยายทีข่องเซลลเขามาในเมทริกซ และการสราง 

เมทริกซ หรือสารที่เปนโครงสรางของ Connective tissue สําหรับไซโตคายนที่เกีย่วของกับการ

รักษาบาดแผลนั้นมีดวยกันหลายชนิดโดยที่แตละชนิดจะมีแหลงที่มาและทาํหนาแตกตางกนัไปดัง

แสดงไดในตารางที ่2.6 

การทาํงานของโกรสแฟคเตอรมีความซับซอน และตองการสภาวะทีเ่หมาะสมทั้งทางดาน

สภาพแวดลอม อุณหภูม ิ คาความเปนกรด-ดาง อีกทัง้ยังจะตองอาศัยโกรสแฟคเตอรเชนเดียวกัน

เพื่อกระตุนการทํางานของโกรสแฟคเตอรเองดังเชน ตัวอยางการทาํงานของโกรสแฟคเตอรใน

ระยะที่บาดแผลเกดิลิ่มเลือด เชน Interleukin-1 (IL-1) จะกระตุนเอนไซมโปรทีเอสจากเซลล       

ไฟโบรบลาส และ TNF-α จะควบคุมปริมาณของเซลลไฟโบรบลาส สวนในระยะที่เซลลมกีาร

แบงตัวและมกีารซอมแซมเมทริกซ เซลลไฟโบรบลาส, เซลลเอนโดรทีเลียล และ เซลลเคราทีโนไซด 

มีบทบาทในการสรางโกรสแฟคเตอร โดยเคราทีโนไซดจะสราง TGF-β, TGF-α และ IL-1  เซลลไฟ

โบรบลาสหลัง่ IGF-1, bFGF, TGF-β, PDGF, Keratinocyte growth factor (KGF) และ 

Connective Tissue Growth Factor (CTGF) Endothelial cell จะผลิต bFGF, PDGF และ 

Vascular Endothelial cell Growth Factor (VEGF) ซึ่งโกรสแฟคเตอรทั้งหมดจะสงเสริมการยาย

ที่ของเซลล, การเพิม่จํานวน, การสรางเสนเลือดใหม และการสรางสารประกอบเอ็กตราเซลลูลาร

เมทริกซ 
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ตารางท ี2.6 ไซโตคายนที่เกีย่วของกับการรักษาบาดแผล (wound healing) (สมบูรณ ชัยศรีสวัสด์ิ

สุข, 2547; Naughton, 2002) 

Cytokines Symbol Source Function 

Platelet-derive 

growth factor 

PDGF Platelet, 

macrophages, 

endothelial cell 

เพิ่มจาํนวนเซลล fibroblast และ คอลลา

เจน, กระตุนการทํางานของเม็ดเลือดขาว 

Epidermal  

growth factor 

EGF Platelet and 

plasma 

เพิ่มจาํนวน Epithelial cell,  fibroblast 

และ เนื้อเยื่อออน(granulation tissue) 

Transforming  

growth factor 

TGF- macrophages ,

lymphocytes 

มีหนาที่เหมือนกับ EGF 

Interleukins IL-1 Macrophages, 

lymphocytes 

เพิ่มจาํนวน Fibroblast, ปรับสารเคมีให

เปนกลาง (neutrophilchemotaxis) 

Tumor necrosis 

factor 

TNF Macrophages, 

mast cell ,T 

lymphocytes 

เพิ่มจาํนวน Fibroblast  

Fibroblast growth 

factor 

FGF Brain, pituitary, 

macrophages 

and many cell 

เพิ่มจาํนวน Fibroblast และ epithelial 

cell; เรงการสะสมของ matrix,ปดของ

บาดแผล, สังเคราะหหลอดเลือด 

(angiogenesis) 

Keratinocyte  

growth factor 

KGF Fibroblast  เพิ่มจาํนวน Epithelial cell  

Insulinlike  growth 

factor-1 

IGF-1 Liver, plasma, 

and fibroblast 

สังเคราะห sulfated protoglycans, 

คอลลาเจน และเพิ่มจาํนวน  fibroblast  

Human growth 

hormone 

huGH Pituitary and 

plasma 

กระบวนการAnabolism  

Interferons IFN Lymphocytes 

and fibroblast 

ยับยั้งการเพิ่มจํานวน fibroblast  และ

การสังเคราะห คอลลาเจน  
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ในงานวิจัยที่ผานมามีการศึกษาถึงผลของโกรสแฟคเตอรที่มีผลตอการเพิ่มจาํนวนของ

เซลลและการสรางเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซ ดงัเชนในงานวิจัยในปค.ศ. 2005 ของ Pangborn ซึ่ง

ทําการศึกษาผลของความเขมขนของโกรสแฟคเตอร 4 ชนิด  ที่มีตอการสราง ECM ในการเลีย้ง

เซลลแกวตา (meniscal fibrochondrocytes) ในโครงเลีย้งเซลลที่เตรียมจาก poly-glycolic acid 

(PGA) ที่มีขนาดเสนผานศนูยกลาง 3 มิลลิเมตร หนา 1.5 มิลลิเมตร เซลลที่ใชในการศึกษาเตรียม

ไดจากแกวตาของกระตายขาวพันธุ New Zealand โดยที่มีความหนาแนนของเซลลเทากับ 2.5 

ลานเซลล/มิลลิลิตรของโครงเลี้ยงเซลล หลังจากทาํการเลี้ยงเซลลในโครงเลี้ยงเซลลเปนเวลา 9 วนั

ใน DMEM แลวจึงทําการเติมโกรสแฟคเตอรดวยการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลใหมใหคร่ึงหนึ่งของ

ปริมาตรทั้งหมดเปนโกรสแฟคเตอรแตละชนิดที่มีความเขมขนตางๆกนัดังนี้ transforming growth 

factor-b1 (TGF-β1) เขมขน 1, 10, and 100 ng/ml ; insulin-like growth factor I (IGF-I) เขมขน 

5, 12.5, and 50 ng/ml; platelet-derived growth factor-AB (PDGF-AB) และ basic 

fibroblastic growth factor (bFGF) เขมขน 10, 25, and 100 ng/ml ซึ่งมีการเลีย้งเซลลในโครง

เลี้ยงเซลลที่ไมมีโกรสแฟคเตอรเปนตัวควบคุมแลวจึงทําการวิเคราะหผลดวย Radiolabeling 

assay ที่แสดงปริมาณ S-sulfate และ H-proline ที่ถูกเซลลนาํไปใชในการสราง GAG และ 

คอลลาเจน เมื่อทําการศึกษาภาพที่ไดจากกลองจุลทรรศนพบวา โครงเลี้ยงเซลล PGA ที่ใช TGF-

β1–medium จะมีความหนาแนนของเซลลและ/หรือ ECM แตกตางกับการใชโกรสแฟคเตอรชนิด

อ่ืน และเมื่อพิจารณาปริมาณ H-proline พบวาใน TGF-β1 และ bFGF ที่มีความเขมขน            

ในระดับกลางและสูงจะมีความแตกตางอยางมีนยสสําคัญเมื่อเทียบกับตัวควบคุม แตใน IGF-I 

และ PDGF-AB ไมมีความแตกตาง สวนปริมาณ S-sulfate ในกลุมของ TGF-β1 พบวามีแนวโนม 

ของการใช S-sulfate เพิ่มข้ึนตามเวลา โดยเฉพาะที่ระดับความเขมขนของโกรสแฟคเตอรที่มีคาสูง 

จะเหน็ความแตกตางของ S-sulfate อยางมนีัยสาํคัญสําหรับการทดสอบทางชีววทิยาทีพ่ิจารณา 

จํานวนเซลลทีม่ีชีวิตในโครงเลี้ยงเซลลพบวาในกลุมของ IGF-I และ bFGF เทานัน้ทีม่จีํานวนเซลล 

แตกตางกับกลุมควบคุมอยางมนีัยสาํคัญ 

สําหรับการศึกษาการปลดปลอยโกรสแฟคเตอรหรือไซโตคายนออกจากโครงเลี้ยงเซลลได 

มีการศึกษามาแลวหลายรูปแบบดังเชนในป ค.ศ.1997 Oluyinka O. และคณะ ไดทําการศึกษาผล 

ของคอลลาเจนที่มีตอการปลดปลอย cytokines จากเกล็ดเลือด (platelet) ดวยการศึกษาปริมาณ 

โกรสแฟคเตอร 2 ชนิด คือ PDGF-AB และ TGF-β1 ที่ปลอยออกมาจากเกล็ดเลอืดซึ่งแยกออกมา 

จากเลือดของรกหมู โดยที่เกล็ดเลือดจะถกูกระตุนโดยคอลลาเจน และ arachidonate แลวทําการ 

วิเคราะหปริมาณโกรสแฟคเตอรดวยเทคนคิการดูดกลืนแสงของเอนไซมที่ถกูเชื่อมโยง  (ELISA; 



 29 

enzyme-linked immunosorbent assay) จากผลการศึกษาพบวาคอลลาเจนสามารถกระตุนการ 

ปลดปลอยเอนไซมทัง้ 2 ชนิดไดดีกวากลุมควบคุมและ arachidonate สามารถกระตุนการปลด 

ปลอยเอนไซม ทัง้ 2 ชนิดไดดีกวาคอลลาเจน 

ในปค.ศ. 2004  Lee และคณะไดทําการศึกษาผลของการปลดปลอย TGF-β1 จากเม็ดไค

โตซานขนาดเล็ก (chitosan microsphere) ที่มีตอการเลี้ยงเซลลกระดูก (chondrocytes) บนโครง

เลี้ยงเซลลทีท่าํจากคอลลาเจน-ไคโตซาน-ไกลโคสอะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan : GAG) 

TGF-β1 ถูกบรรจุอยูในอนภุาคไคโตซานดวยการทําสารละลาย อิมลัชันทีเ่ปนประจุ (emulsion-

ionic cross-linking) แลวจึงทาํการศึกษาการปลดปลอย TGF-β1 จากอนุภาคใน PBS ดวย 

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay ) หลังจากนัน้จึง ทําการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล

คอลลาเจน-ไคโตซานที่มีความเขมขน 0.5 % โดยน้าํหนักและ 1.0 % โดยน้าํหนกัตามลําดับดวย

เทคนิคการทาํแหงดวยการทาํใหแข็งแลวทาํใหแหงในสภาวะความดนั สูง (lyophilized) แลวจึงทํา

การเชื่อมโยงพันธะกับ chondroitin -6-sulfate ดวย EDC หลังจากนั้น จงึทาํการใสอนุภาค ไคโต

ซาน-TGF-β1 ดวยการแชโครงเลี้ยงเซลลในสารแขวนลอย TGF-β1 ซึ่งมี ปริมาณ 0.45 มิลลิกรมั

ในเอทานอล 90% แลวนําโครงเลี้ยงเซลลที่ไดไประเหิดแหงซึง่จะมีปริมาณ TGF-β1 ประมาณ 10 

นาโนกรัม จากผลการวเิคราะหลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลดวยภาพถายจากกลอง

จุลทรรศนอิเลค็ตรอนพบวา มีอนุภาคเลก็ๆเกาะอยูบนพื้นผวิของโครงเลี้ยงเซลล และผลจากการ

วิเคราะหการปลดปลอย  TGF-β1 ออกจากไมโครสเฟยรพบวา ปริมาณของ TGF-β1 ที่ปลดปลอย

ออกมาแบบสะสมจะมีคาเพิม่ข้ึนแลวคงที่ นอกจากนัน้เมื่อวิเคราะห ผลการทดสอบทางชีวภาพใน

การเลี้ยงเซลล chondrocyte ซึ่งเปนเซลลกระดูกดวยการวิเคราะห จํานวนเซลลที่เกาะและเพิ่ม

จํานวน (cell attachment and proliferation) ในโครงเลี้ยงเซลลดวย ปริมาณ DNA พบวา โครง

เลี้ยงเซลลที่ม ี growth factor  TGF-β1 จะมีจํานวนเซลลมากกวา ในโครงเลี้ยงเซลลที่ไมมีโกรส

แฟคเตอร TGF-β1 อีกทัง้เมือ่พิจารณาปรมิาณของ GAG และ น้ําหนกัโดยรวมของโครงเลี้ยงเซลล  

หลังจากทําการเพาะเลีย้งเซลลเปรียบเทยีบกับโครงเลี้ยง เซลลที่ไมม ี TGF-β1 พบวาในโครงเลี้ยง

เซลลที่มี TGF-β1 จะมี GAG และน้าํหนักแหงมากกวาโครงเลีย้งเซลลที่ไมมีโกรสแฟคเตอรจึง

สามารถสรุปไดวา โครงเลี้ยงเซลลที่มีอนุภาคของโกรสแฟคเตอร TGF-β1 สามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการสรางกระดูกได 

 

2.8.1 การใชองคประกอบของเลือดเปนโกรสแฟคเตอร (Growth factor) 

องคประกอบและคุณสมบัติของเลือด (วนิ เชยชมศรี, 2540) 
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 เลือดเปนองคประกอบที่สําคัญของระบบไหลเวียนเลือดของมนุษยและสัตวซึ่งทํางานรวม 

กันอยางมีระบบ เพื่อจัดหาปจจัยพืน้ฐานที่จําเปนสําหรับเซลลในรางกายทําใหเซลลสามารถทํา 

หนาที่ไดอยางมีประสิทธิภาพอันเปนผลใหรางกายของสิ่งมีชีวิตนั้นสามารถดาํรงชพีไดปกติ 

องคประกอบของเลือด 

เลือดจัดเปนเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั (Connective tissue) ชนิดหนึ่ง ทีม่ีลักษณะเปนของ

เหลวไหลเวยีนอยูในหลอดเลือดประกอบดวย 

ก. สวนที่เปนนํา้เลือดที่เรียกวาพลาสมา (plasma) เปนของเหลวที่เปนตัวกลางใหเม็ด

เลือดแขวนตัวลอยอยูคิดเปนสัดสวนประมาณ 55 เปอรเซ็นตของเลือด 

ข. สวนทีเ่ปนเม็ดเลือด (Corpuscles หรือ formed elements) คือสวนที่เปนตัวเซลล

แขวนลอยไหลเวียนในหลอดเลือดทั่วรางกาย ไดแก เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และเกล็ดเลือด

หรือทรอมโบไซต คิดเปนสัดสวนประมาณ 45 เปอรเซ็นตของเลือด 

 

2.8.2 พลาสมา (Plasma) 

พลาสมา หมายถงึ นํา้เลือดที่แยกเอาสวนของเม็ดเลือดและเกล็ดเลือดออกไปแลวดวย

การปน พลาสมามีลักษณะเปนของเหลวสีเหลืองซึ่งมสีารตางๆละลายอยู ไดแกโปรตีนชนิดตางๆ

รวมถึงปจจัยในการแข็งตวัของเลือด (coagulation factor) พลาสมาจะถูกแยกออกจากเม็ดเลือดที่

ตกตะกอนดวยเทคนิคปราศจากเชื้อ (sterilized) จากนั้นเลือดจะถูกแชแข็งภายใน 6 ชม. หลงัจาก

ที่รับบริจาคแลวเพื่อพยายามรักษาสารทีท่ําใหเลือดแข็งตัวไว พลาสมาแชแข็ง (Fresh frozen 

plasma, FFP) จะมีปริมาณ 180 - 300 มล. ตอ 1 ยูนิต โดยที่ใน 1 ยนูิตจะมีสารที่ทาํใหเลือด

แข็งตัวเชน factor VIII ประมาณ 200 ยูนิต และสารที่ทําใหเลือดแข็งตัวชนิดละลายยาก เชน 

fibrinogen 2-4 mg/ml  

 

ข้ันตอนการเตรียมพลาสมา (Brecher, 2005) 

ปนแยกน้ําเลือดดวยความเร็วแบบ heavy spin (ตารางที ่2.7) ที่อุณหภูมิ 1- 6 °C แลวแช

แข็งเก็บที่อุณหภูมิ – 18  °C  

 

ขอบงใชพลาสมา (ชาญวทิย ตันติ์พพิัฒน, 2544) 

1.ในผูปวย heamophilia ทีม่ีภาวะเลือดออกแตยังไมไดตรวจวา เปนการขาด factor VIII 

2.ในผูปวยที่มปีญหาเลือดออกทางสูติกรรม เลือดไมแข็งตัวเพราะมีไฟบริโนเจนต่ํา 
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ตารางที่ 2.7 ตารางแสดงการปนแยกการเตรียมองคประกอบของเลือด 

Heavy spin  

        Red cells 5000 x g, 5 minutes 

        Platelets from whole blood  

        Cell-free plasma 5000 x g , 7 minutes 

        Cryoprecipitate  

Light spin  

       Platelet-rich plasma 2000 x g , 3 minutes 

To calculate relative centrifugal force in g :  

              Rcf (in g) = 28.38 x R* x (rpm/1000)2  

R* = radius of centrifuge in inches 

ที่มา (Brecher, 2005) 

 

ขอบงใชพลาสมา (ชาญวทิย ตันติ์พพิัฒน, 2544) 

1.ในผูปวย heamophilia ทีม่ีภาวะเลือดออกแตยังไมไดตรวจวา เปนการขาด factor VIII 

2.ในผูปวยที่มปีญหาเลือดออกทางสูติกรรม เลือดไมแข็งตัวเพราะมีไฟบริโนเจนต่ํา 

 

ขอแนะนําการใหพลาสมา 

1.ใหตามหมูเลือด ABO ของผูปวย โดยไมตอง compatibility testing 

 -ถาไมมี ให FFP ‘AB’ แกผูปวยทุกหมูเลอืดได 

 -ผูปวยหมูเลือด ‘O’ สามารถรับ FFP ทุกหมูเลือดได 

2.กอนใชนํา FFP มาละลายในอางน้าํรอนอุณหภูมิ 37°C จนน้ําแข็งละลาย  

3.การใหควรระวังอนัตรายจาก 

 -Circulatory overload จากการใหจํานวนมากหรือเร็วเกินไป 

 -Transfusion reactions จากการแพพลาสมาโปรตีน 

 

2.8.3 เกล็ดเลือดเขมขน (Concentrated platelet) (Brecher, 2005) 

เกล็ดเลือดเขมขนเตรียมไดจากเลือดทีเ่กบ็ที่อุณหภูมิต่าํกวา 20°C แลวทําการแยก 

platelet-rich-plasma (PRP) ภายใน 4 ชม.หลงัจากนัน้จึงทําการปนแยก PRP เพื่อแยกเอา
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ของเหลวที่เปนพลาสมาออกหลงัจากนัน้จึงนาํเกล็ดเลอืดที่ปนแยกไดมาทาํการแขวนลอยอกีครั้ง

ในน้าํเลือด (plasma) แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 20-24 °C ในสภาวะที่มกีารสั่นเบาๆ ชา ๆ อยาง

ตอเนื่อง เพื่อปองกนัไมให Platelet ตกตะกอน โดยที่ในเกล็ดเลือดเขมขน 1 ยูนติมีปริมาณเกล็ด

เลือดตอยูนิตมากกวา 5.5X1010 platelets/unit 

 

ข้ันตอนการเตรียมเกล็ดเลือดเขมขน 

1.ปนแยกเกลด็เลือดออกจากพลาสมาที่อุณหภูมิประมาณ 20 °C ดวยความเร็วแบบ 

light spin ซึ่งจะได platelet rich plasma (PRP) 

2.ปน PRP ที่อุณหภูมิ 20 °C ดวยความเร็วแบบ heavy spin  

3.เก็บเกล็ดเลอืดที่แยกไดในพลาสมาปริมาตรไมเกิน 70 มิลลิลิตร ในสภาวะที่มกีารสั่น

เบาๆอยางตอเนื่องที่อุณหภมูิ 20-24 °C 

 

ขอบงใชเกล็ดเลือด 

สําหรับผูปวยที่มีเกล็ดเลือดต่ําและมีภาวะเลือด หรือเพือ่ปองกันภาวะเลือดออกจากการมี

เกล็ดเลือดต่ํา ซึง่เกิดจากการสรางไมพอ มกีารสูญเสีย หรือการถูกทําลาย 

 

ปริมาณการใหเกล็ดเลือด 

เกล็ดเลือดเขมขน 1 ยูนิตตอน้ําหนกัตัว 10 กิโลกรัม การใหเกล็ดเลือดเขมขนมาตรฐาน 1 

ยูนิต ควรเพิ่มเกล็ดเลือดใหมปีริมาณ 10,000/ไมโครลิตร ในผูปวยน้าํหนัก 1 กิโลกรัม 

 

ขอแนะนําการใหเกล็ดเลือด 

ใหตามหมูเลอืด ABO แตถาไมมี 

-ใหเกล็ดเลือดเขมขน ‘O’ แกผูปวยหมูเลือด ‘A’ หรือ ‘B’ ได 

-ใหเกล็ดเลือดเขมขน ‘A’ หรือ ‘B ’แกผูปวยหมูเลือด ‘AB’ 

 

2.8.4 ไครโอปรีซิพิเตท (Cryoprecipitate) (ชาญวทิย, 2544) 

 ไครโอปรีซิพิเตท คือตะกอนโปรตีนของพลาสมาแชแข็ง (FFP) ที่ไมละลายที่อุณหภมูิ 1-6 

°C ในแตละถงุของไครโอปรีซิพิเตทประกอบไปดวย factor VIII ประมาณ 70 หนวย ไฟบริโนเจน 

อยางนอย 150 มิลลิกรัมและ ไฟโบรเนคติน 50-80 มิลลิกรัม ควรเก็บรักษาไครโอปรีซิพิเตทไวที่
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อุณหภูมิ -20 °C หรือตํ่ากวา ซึง่สามารถเก็บไดนาน 1 ป และกอนการใชงานจะตองละลาย      

ไครโอปรีซิพิเตทอยางรวดเร็วที่อุณหภูมิ 30-37 °C 

 

 ข้ันตอนในการเตรียมไครโอปรีซิพิเตท (Brecher, 2005) 

 1.เก็บตัวอยางเลือดที่ไดรับบริจาค 

 2.ทําการปนแยกใหเซลลเมด็เลือดตกตะกอนดวยปริมาตรอยางนอย 200 มิลลิลิตร ดวย

ความเร็วระดบั heavy spin (ตาราง 2.4) 

 3.แชแข็งพลาสมาที่ปนแยกไดทันทีดวยเครื่องทําความเย็นหลังจากนัน้จึงลายพลาสมาแช

แข็งที่อุณหภูม ิ1- 6 °C 

 4.เมื่อพลาสมาละลายเปนเนื้อเดียวกัน แลวก็ทาํการแยกน้ําพลาสมาออกดวยการปนแยก

แบบ Heavy spin แลวแยกทนัท ีไดไครโอปรีซิพิเตทติดอยูที่ถงุที่บรรจ ุ

 5.เก็บที่อุณหภูมิ -18 ถึง -30 °C 

 

 ขอบงใชไครโอปรีซิพิเตท 

 1.เพื่อทดแทนแฟคเตอร VIII ในผูปวย hemophilia A และ von Willebrand disease 

 2.เพื่อทดแทนไฟบริโนเจนในปญหาเลือดออกทางสูติกรรม หรือภาวะอื่นๆ การใหไครโอปรี

ซิพิเตท คร้ังละ 10 ยูนิต จะเทากบัไดไฟบริโนเจนประมาณ 2 กรัม 

 3.เพื่อทดแทน von Willebrand factor ในผูปวยที่มี platelet dysfunction 

 4.เพื่อทดแทนไฟโบรเนคติน และ แฟคเตอร XIII  

 

ขอแนะนําการใหไครโอปรีซิพิเตท 

1.เมื่อตองการใชนําละลายในอางน้าํรอนอณุหภูมิ 37°C แลวเติม normal saline ลงไปถุง

ละ 10 มิลลิลิตร แลวผสมใหเขากนัและควรรวมเปนถุงเดียวกนัเพื่อความสะดวกในการใหผูปวย 

2.เมื่อละลายแลวควรใหผูปวยโดยเรว็ที่สุดจึงจะไดผลดีตามตองการ ถายงัไมใชควรเก็บไว

ที่อุณหภูมิ 1-6 °C 

3.ไมจําเปนตองใหตามหมูเลือด ABO และไมตองทาํ compatibility testing 
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2.9 การเพาะเลี้ยงเซลลในระดับหองปฏิบัติการ (in vitro cell culture) 

2.9.1 ชนิดของการเพาะเลี้ยงเซลล (Davey, 2003) 

2.9.1.1 การเพาะเลี้ยงเซลลข้ันปฐมภูมิ (Primary cell cultures) 

 การเพาะเลีย้งเซลลในระยะปฐมภูมินัน้เริ่มตนจากเซลลที่สกัดไดจากเนื้อเยื่อ หรืออวัยวะ

ของสิ่งมีชวีิตโดยตรงกอนทีจ่ะมีการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิม่จาํนวน หรือมีการปรับปรุงพันธุกรรมให

กลายเปนเซลลไลน (Cell lines) โดยที่การเพาะเลีย้งเพือ่เพิ่มจาํนวนครั้งแรกเรียกวาการเพาะเลี้ยง

ข้ันปฐมภูม ิ แตเซลลในระยะปฐมภูมิที่แยกไดโดยตรงจากสิง่มีชวีิตนัน้จะมีขอจํากัดในการเพิ่ม

จํานวนและเปลี่ยนแปลงรูปรางซึง่ขึ้นอยูกับชนิดของเซลลแตละชนิด 

2.9.1.2 Cell line culture 

 Cell line คือ เซลลที่ไดรับการปรับปรุงรูปแบบมาจากเซลลปฐมภูมิดวยเชื้อไวรัส

ลักษณะเฉพาะของ cell line คือเซลลทีส่ามารถเพิ่มจาํนวน หรือ เปลี่ยนแปลงรปูรางไดอยางไม

จํากัดขึ้นอยูกบัชนิดของเซลลที่ศึกษาเชน L929 mouse skin fibroblast หรือ CCL551 human 

skin fibroblast จากการศึกษาพบวามตีนแบบมากมายในการแยกชนิดของเซลล สภาวะในการ

เพาะเลี้ยงเซลล และการประเมินคาการเปลี่ยนแปลงรปูรางของเซลล  

 

2.9.2 MTT assay for cell viability (Mosmann, 1983; Choi และคณะ, 2004) 

 MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] มีโครงสรางเปน

วงแหวนของเกลือ tetrazolium มีสีเหลอืง โดยที ่ MTT ที่ถกูละลายในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี 

phenol red จะถูกเปลีย่นเปนผลึก formazan สีมวงที่เนือ่งจากการถกูทําลายวงแหวน tetrazolium 

ดวยเอนไซม dehydrogenease จากไมโตคอนเดรียที่อยูในเซลลที่ยงัมีชีวิตอยู ผลึกสีมวงที่เกิดขึ้น

ภายในเซลลไมสามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลไดแตสามารถละลายไดโดยใชตัวทาํละลาย เชน  

dimethyl sulfoxide (DMSO) สารละลายสีมวงที่ไดจะถูกนําไปวัดคาดูดกลืนแสงในชวงความ  

ยาวคลืน่ 570 นาโนเมตรเพือ่หาปริมาณผลึก formazan ที่ถูกละลายออกมามีคาแปรผันโดยตรง

กับปริมาณเซลลที่มีชีวิตอยู 

 

2.10 การตรวจสอบเนื้อเยื่อโดยการยอมสี (กัลยา ผลากรกุล, 2534) 

วัตถุประสงคของการยอมสีเนื้อเยื่อคือการยอมสีของเซลลและสวนประกอบของเซลลที่อยู

ในเนื้อเยื่อนัน้ๆ เพื่อใหศึกษาลักษณะรปูราง หรือ ปริมาณ ของเซลลภายในเนื้อเยือ่ ซึ่งโดยทัว่ไป
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เซลลในรางกายนัน้จะประกอบดวย 2 สวนคือ นิวเคลียส (Nucleus) และไซโตพลาสม 

(Cytoplasm) 

2.10.1 เซลลและองคประกอบของเซลล 

2.10.1.1 นิวเคลียส 

ภายในนิวเคลยีสมี Nucleolus ซึ่งมีรูปรางกลมติดสีเขมจัดซึ่งมีสาร RNA (ribonucleic 

acid) อยูมาก นอกจากนี้ในนวิเคลียสยังมีสวนประกอบสําคัญอกีอยางคือ Chromatin ซึ่ง

ประกอบดวย DNA (Deoxyribonucleic acid) ซึ่งมีทัง้ชนิด inactive และ active ถายอมสีดวย 

H&E พบวาสวน inactive chromatin จะติดสีน้ําเงนิ ถาเปนสวน active จะไมมีสี 

2.10.1.2 ไซโตพลาสม 

เปนสวนหนึง่ของ Protoplasm ที่อยูรอบนิวเคลียสจะตดิสีจางมากถาตัดและยอมดวยวธิี

ธรรมดา ไซโตพลาสมจะประกอบดวยสวนเล็กๆ 2 ชนดิ คือ Organelles และ Inclusion คือสวนที่

มีชีวิตและไมมีชีวิต โดยทีส่วนที่มีชวีิตจะประกอบไปดวย Endoplasmic recticlum, Golgi 

complex, Mitochondria, Lysosome, Microtubule  ในขณะที่สวนทีไ่มมีชีวิตจะประกอบไปดวย

สวนกกัเก็บอาหารประเภทไขมัน คารโบไฮเดรต และโปรตีนซึ่งสวนใหญจะอยูในรูปเมตริกซ  

เอนไซม และเม็ดสีตางๆ 

 

2.10.2 เนื้อเยือ่เกี่ยวพัน (Connective tissue) 

เปนเนื้อเยื่อทีม่ีหนาที่สําคญัในการยึดหรือเชื่อมโยงเนือ้เยื่อตางๆเขาดวยกนั ประกอบดวย

เซลลที่มีจาํนวนนอยและสสารระหวางเซลลที่เรียกวาเมตริกซซึ่งมีจาํนวนมาก ในสวนของเมตริกซ

ประกอบดวยไฟเบอรที่เปนเสนใยแทรกระหวางเซลล และ Amorphous ground state ที่เปนสวนที่

ไมมีรูปรางลักษณะคลายวุน 

 

เมตริกซ หรือ Intercellular Substance มี 2 ชนิดคือไฟเบอรและ ground substance 

 -ไฟเบอร แบงออกไดเปน 3 ชนิด 

 1. คอลลาเจนไฟเบอร (collagen fiber) เปนสารโปรตีนรวมตัวกนัเปนบนัเดิล 

(bundle) เมื่อไมยอมจะเห็นเปนสีขาว เมือ่ยอมดวย H&E จะติดสีแดงของ erosin คอลลาเจนไฟ

เบอรถูกสรางโดย fibroblast cell ซึ่งทาํหนาที่เปน connective tissue cell 

 2. อิลาสติกไฟเบอร (elastic fiber) มีขนาดเล็กกวาคอลลาเจนไฟเบอรถูกสราง

ข้ึนโดย fibroblast cell ขณะสดจะเปนสีเหลือง เมื่อยอมดวย H&E จะติดสีแดงของ erosin 
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 3. เรติคิวลารไฟเบอร (reticular fiber) เปนเสนใยขนาดเล็กประสานกนัเปน

รางแหทําหนาที่เปนโครงของอวัยวะตางๆ เชน ตับ ไขกระดูก เมื่อยอมดวย H&E จะไมติดสี  

 -Ground Substance มีลักษณะคลายวุน (gel) ประกอบดวย 2 สวนคือ 

 1. Protein polysaccharide (mocopolysac) ซึ่งมีอยู 2 แบบ 

 -Non-sulfated form สวนใหญเปนพวกกรดไฮยาลุโรนคิ hyaluronic acid ที่สราง

โดยเซลลไฟโบรบลาส 

 -Sulfated form เปนพวก chondroitin sulfuric acid ตดิสีชมพูของ erosin พบใน 

cartilage และ bone matrix 

 2. Tissue fluid เปนของเหลวที่อยูเนื้อเยื่อ 

 

2.10.3 การยอมสีชิ้นเนื้อ (Tissue staining) 

การยอมสีชิน้เนื้อมีทัง้การยอมสีธรรมดา (Rountine staining) และวิธีพเิศษ (special 

staining) ซึ่งมีวธิีการตางกนัมากโดยในทางปฏิบัติจะทําการยอมสีธรรมดากอนเมื่อแปรผลไดไม

ชัดเจนจึงจะอาศัยการยอมสีวิธีพเิศษเพื่อชวยในการแปรผลภายหลัง 

การยอมสีชิน้เนื้อดวยวิธีธรรมดา ทีน่ิยมใชเปนมาตรฐานคือ วิธ ี Haematoxylin และ 

Erosin โดยผลที่ไดจากการยอมคือ นวิเคลียสจะติดสีน้าํเงนิของ heamatoxylin สวน ไซโตพลาสม

จะติดสีแดงของ erosin 

 
2.11 งานวจิยัที่เกี่ยวของ 

ที่ผานจะมามงีานวิจยัหลายชิ้นใหความสนใจเกี่ยวกับการใชองคประกอบที่แยกไดจาก

เลือดมาทาํการทดสอบเพื่อศึกษาถงึผลกระทบของสารเคมีที่เปนองคประกอบในเลอืด ที่มีผลตอ

การเพิม่จํานวนและการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล (Sarkar , 2006; Schlegel, 2004) ดังเชนใน

งานวิจยัของ  Sarkar และคณะในป ค.ศ. 2006 ซึ่งไดทําการศึกษาเกี่ยวกับผลของการใชโครงเลี้ยง

เซลลคอลลาเจนทีม่ี platelet-rich plasma (PRP) ในการศึกษาการสรางตัวของกระดูกใหมบริเวณ

บาดแผล (2.5) cm ในกระดกูหนาแขงของแกะในชวงเวลา 12 สัปดาห โดยเริ่มจากการแยก PRP 

ออกจากเลือดแกะดวยการปนแยก (centrifuge) 2 ข้ันตอนคือการปนแยกเซลลเม็ดเลือดแดง 

(erythrocytes) ออกมากอนแลวจงึนาํของเหลวที่ไดจากการปนแยกครั้งแรกมาปนแยกอีกครั้งให 

เกล็ดเลือด (platelet) และ เม็ดเลือดขาว (leukocytes) แลวจงึมาแขวนลอยอกีครั้งในน้ําเลอืด 

(plasma) จากการทดสอบปริมาณเกล็ดเลือดพบวาใน PRP จะมีเกลด็เลือดประมาณ 477 x 103 ยู
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นิต หลงัจากนั้นจงึนํา PRPปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร มาใสในโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน (80x25x4 

mm) แลวจึงนําโครงเลี้ยงเซลลไปฝงที่บริเวณบาดแผลในกระดูกของสัตวทดลองเพื่อทําการ

เปรียบเทยีบผลกับโครงเลี้ยงเซลลที่ไมมีการเติม PRP ผลจากการศึกษาดวยการวิเคราะหดวยรังสี 

X-ray, การทดสอบแรงกลทางชีวภาพ (Biomechanical testing), การประเมนิภาพถายเอกซเรย

ในแนวราบของกระดูก (computed tomograghy; CT) และการประเมินผลของกายวิภาคของ

เนื้อเยื่อกระดูก สามารถสรุปไดวาเกิดการสรางเนื้อเยื่อกระดูกขึ้นใหมที่แสดงไดจากความหนาแนน

ของแรธาตุของกระดูกและภาพถาย แตไมอาจสรุปไดวา PRP มีผลตอการสรางกระดูกขึ้นใหม

เนื่องจากผลทีไ่ดไมแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ 

 จากงานวิจยัของ Tajima และคณะ ในป 2006 ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับระบบการเลี้ยง

เซลลแบบ 3 มิติที่ชวยเสริมสรางการสรางกระดูกในหนู ซึง่ระบบดังกลาวคืออนุภาคเบตา-ไตร

แคลเซียมฟอสเฟต (β-tricalcium-phosphate) ที่มีรูพรนุซึ่งภายในบรรจุพลาสมา โดย

ทําการศึกษาพลาสมา 2 กลุมคือ PRP (platelet rich plasma) และ PPP (platelet poor plasma) 

ที่มีผลตอการเพิ่มจํานวน, การเปลีย่นสภาพไปเปนเซลลกระดูก และความสามารถในการเกิด

กระดูกของเซลลไขกระดูก (MSCs: bone marrow stem cells) ในการศึกษาเริ่มตนจากการเตรียม 

PRP และ PPP ดวยการปนแยกจากเลอืดของหนูแลวทาํการวิเคราะหหาจาํนวนเกล็ดเลือดและ

ความเขมขนของโกรสแฟคเตอร 2 ชนิดคือ PDGF-AB และ TGF- β1 ดวยวธิี ELISA (Enzyme-

linked immunosorbent assay) พบวามีจํานวนเกล็ดเลือด 912.55x103 และ 29.44 x103 เกล็ด

เลือด/ไมโครลิตร ใน PRP และ PPP สําหรับความเขมขนของ TGF- β1 และ PDGF-AB สามารถ

วัดไดใน PRP เทานั้นซึง่มีคา 131.1 นาโนกรัม/มลิลิลิตร และ 602.73 พโิกกรัม/มิลลิลิตร 

ทําการศึกษาการเพิม่จํานวนของ MSCs จํานวน 2.5 x104 เซลล/ตารางเซนตเิมตร และการ

เปล่ียนแปลงสภาพของเซลล MSCs จํานวน 2.5 x103 เซลล/ตารางเซนติเมตร ในสารอาหารที่มี 

PRP และ PPP ที่เวลา 0,3,6,10 วัน ดวยการการวัดปริมาณ DNA และคากิจกรรมของแอลคาไลน

ฟอสเฟต (alkaline phosphate (ALP) acitivity) ซึ่งจากผลการทดลองพบวา PRP สงผลในการ

กระตุนการเพิม่จํานวนของเซลลแตยับยั้งการเปลี่ยนสภาพไปเปนเซลลกระดูก และจากการศึกษา

ยังพบอีกวาการเลี้ยงเซลลในวุนไฟบริลทีเ่ปน 3 มิติใหผลในการเปลีย่นสภาพดกีวาการเลี้ยงในจาน

เพาะเลี้ยงโดยที่ในกลุมของ PPP จะมคีา ALP acitivity สูงทีสุ่ด และผลจากการศึกษาใน

สัตวทดลองทีถู่กฝงโครงเลี้ยงเซลลที่ประกอบไปดวยเซลล MSCs ทีแ่ขวนลอยอยูใน PRP หรือ 

PPP ซึ่งบรรจุอยูในเบตา-ไตรแคลเซียมฟอสเฟตเปนเวลา 3 และ 6 สัปดาห ซึง่จากการประเมนิผล
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จากภาพที่ไดจากเทคนิคการยอม H&E พบวาการใช PPP สามารถชวยใหเกิดการสรางกระดูกได

ดีกวาใน PRP 

 งานวิจยัในป 2006  Qui และคณะไดทําการศึกษาผลของพลาสมาไฟโบรเนคติน (plasma 

fibronectin) ของมนุษยที่มีตอการหายของบาดแผลในหนูที่เปนโรคเบาหวาน โดยการศึกษา

เปรียบเทยีบระหวางผลของพลาสมาไฟโบรเนคตินกับกลุมควบคุม(สารละลาย normal saline) ที่

หยดลงบนบาดแผลบริเวณหลังของหนูพนัธ Sprague-Dawley เพศผูที่ถูกทําใหเปนโรคเบาหวาน 

แลววัดขนาดการปดของบาดแผล และประเมินยายที่ของเซลลไฟโบรบลาส การสรางคอลลาเจน 

และการเกิดเสนเลือดโดยวธิกีารทางมิญชวิทยา (histology) การตรวจสอบที่เวลาตางๆ ซึ่งในการ

ทดลองนี้ใชพลาสมาไฟโบรเนคตินที่ไดจากไครโอปรีซิพิเตทของมนษุย โดยกอนทาํการทดลองใน

หนู พลาสมาไฟโบรเนคตนิถกูทําใหบริสุทธิ ์(purified) ดวยการใหความรอนที่อุณหภมูิ 60 °C เปน

เวลา 10 ชั่วโมง ในสารละลายซูโครสและซิเตรท จากผลการทดสอบพลาสมาไฟโบรเนคตินมีผลทํา

ใหบาดแผลมขีนาดเล็กลงไดเร็วกวากลุมควบคุม นอกจากนั้นยังพบเซลลไฟโบรบลาสที่ยายที่เขาสู

บาดแผล และยังเกิดการสรางคอลลาเจนขึ้นใหมอีกดวยเนื่องมาจากผลโดยตรงของ     TGF-β1 ที่

อยูในพลาสมาไฟโบรเนคตินซึ่งกระตุนใหเซลลเกิดการยายที่และเพิ่มจํานวนซึง่มีผลตอการสราง

คอลลาเจนใหมที่ใชในการปดของบาดแผล 

 ในปค.ศ. 2006 Zhu และคณะไดทําการศึกษาเปรียบเทียบผลของ Platelet-rich plasma 

(PRP) และ Platelet-enriched fibrin glue ที่มีตอการเกิดกระดูกในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ

กระดูก ในงานวิจยันี้ไดศึกษาผลของการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกที่เวลา 12 สัปดาห ในระบบที่แตกตาง

กัน 2 ระบบคือ ระบบที่ผสมระหวาง PRP/bone marrow mesenchymal stem cells 

(BMSCs)/bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) และระบบของ Platelet-enriched fibrin 

glue/BMSCs/BMP-2 โดยที่ PRP, fibrinogen และ BMSCs ถกูเตรียมมาจากเลือดและ             

ไขกระดูกตนขาของหนู ในการทดลองนีส้ารละลายผสมทั้ง 2 ระบบจะถูกฉีดเขาสูใตผิวหนงัของ               

หนทูดลองพันธุ nude mice bulb/C จากการทดสอบปริมาณกระดูกที่เกิดขึ้นใหมจากการวิเคราะห

ดวย histomorphometric analysis พบวาระบบที่ใช Platelet-enriched fibrin glue มีปริมาณ

กระดูกที่เกิดขึ้นใหมไดมากกวาในระบบของ PRP เนื่องมาจากปริมาณของไฟบริโนเจนใน 

Platelet-enriched fibrin glue ที่มีมากกวาใน PRP ถึง 12 เทา โดยที่ไฟบรินเมทริกซจะเปนตวั

เสริมให BMSCs สามารถยดึเกาะ เพิ่มจาํนวน และเปลี่ยนสภาพไดดีซึ่งสงผลตอการเกิดเนื้อเยือ่

กระดูก 



 39 

 ในงานวิจัยของ Choi และคณะในป 2004 ที่ศึกษาเกี่ยวกับผลกระทบของความเขมขน

ของ Platelet rich plasma (PRP) ที่มตีอความอยูรอด (viability) และการเพิ่มจํานวนของเซลล

กระดูกเบาฟน (alveolar bone cells) ในระดับหองปฏิบัติการ   ซึง่ในงานวิจยันีจ้ะใชเซลลและ

เกล็ดเลือดที่แยกไดจากสนุัข ในการทดลองเตรียมเกลด็เลือดจากการปนแยกเกล็ดเลือดออกจาก

น้ําเลือดที่มีปริมาณเกล็ดเลือดตางกนั 3 ชนิดคือ PRP, platelet poor plasma (PPP) และ 

concentrated platelet (PC) ซึ่งมีจาํนวนเกล็ดเลือด 124X104/μl, 12 X104/μl และ 110X104/μl 

ตามลําดับหลงัจากการทดลองเลี้ยงเซลลกระดูกเบาฟนเปนเวลา 7 วัน ใน DMEM  with 10% 

Fetal calf serum ที่มกีารเติมเกล็ดเลือดชนิดกนัที่มีความเขมขนตางๆคือ 1%, 5%, 10%,  20%, 

30%,  50% และ 100% ในDMEM แลวทาํการนับจํานวนเซลลที่รอดชีวิตดวยวิธกีาร MTT 

เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม(ไมเติมเกล็ดเลือด) พบวาใน PRP เซลลที่รอดชีวิตเพิ่มจํานวนมากขึน้

ที่ความเขมขน 1% และ  5% และจะมีจํานวนลดลงที่คาความเขมขนสูงและที่ PRP 100% 

แสดงผลวาเปนพิษตอเซลล และใน PPP แสดงผลเชนเดียวกนักับ PRP แตมีคาความเปนพิษตอ

เซลลสูงกวา สวนใน PC พบวามีจํานวนเซลลรอดชีวติเพิ่มข้ึนสงูสดุที่ความเขมขน 30% แลวลด

จํานวนที่ความเขมขนสูงขึน้ จากผลดงักลาวสามารถสรุปไดวา PRP ที่มีความเขมขนต่ํา(1-5%) 

สามารถกระตุนความอยูรอดและการเพิ่มจํานวนของเซลล 

 จากงานวิจยัของ Crovetti และคณะในป ค.ศ. 2004 ที่ทาํการศึกษาการใชเจลเกล็ดเลือด 

(platelet gel) ของมนุษยในการรักษาบาดแผลเรื้อรังที่ผิวหนัง เนื่องมาจากเกล็ดเลือดมีบทบาท

สําคัญในการรักษาบาดแผลเพราะเปนแหลงของโกรสแฟคเตอร (PDGF, TGF-β, VEGF) ใน

งานวิจยันี้ไดศกึษาผลของเจลเกล็ดเลือดทีม่ีตอการลดขนาดของบาดแผล, การเกดิเนื้อเยื่อแกรนูล

เลชัน และอาการติดเชื้อในผูปวยที่มีแผลเปนหนองที่ผิวหนงั 24 ราย โดยที่ผูปวยแตละรายจะมี

จํานวนและสาเหตุของการเกดิแผลเปนหนองตางกัน เจลเกล็ดเลือดเตรียมไดจากสวนผสมของ

เกล็ดเลือดและไครโอปรีซิพิเตทของผูปวยเอง (autologous) และจากผูอ่ืน (homologous) แลวทํา

ใหเกิดเจลดวยการเติม calcium gluconate โดยที่เกล็ดเลือดและไครโอปรีซิพิเตทจะถกูกระตุน 

(activated)  กอนการใชงานที่อุณหภูมิ 37°C ข้ันตอนในการรักษาเริม่จากการวางเจลเกล็ดเลือด

บนบาดแผลแลวจึงปดดวยวสัดุปดแผลโดยมีระยะเวลาในการรักษา 1 เดือน ดวยการเปลี่ยนแผน

เจลเกล็ดเลือดสัปดาหละ 1 คร้ัง ผลจากการศึกษาพบวาในผูปวย 9 คนมีการตอบสนองอยาง

สมบูรณคือขนาดของบาดแผลลดลง โดยทีผู่ปวย 7 ใน 9 คนมีขนาดบาดแผลลดลงมากกวา 50% 

แตอีก 2 คนขนาดบาดแผลลดลงไมถึง 50% ผูปวย 2 คนไดรับการเย็บปดบาดแผล ผูปวย 4 ราย

หยุดการรักษา และผูปวย 9 รายมีการตอบสนองบางสวนและยงัคงรับการรักษาตอ และเมื่อ
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พิจารณาผลของการเกิดเนื้อเยื่อแกรนูลเลชัน สามารถพบเนื้อเยือ่แกรนูลเลชันเพิ่มข้ึนไดตั้งแต

สัปดาหแรก และจะเกิดชั้นหนงักําพราอยางสมบูรณในเวลาตอมา และยังไดรับการยืนยนัจาก

ผูปวยทุกรายวาความเจ็บปวดลดลงในขณะทีท่ําการรักษาดวยเจลเกลด็เลือด 

 ในป ค.ศ. 2002 Carter และคณะการรักษาบาดแผลดวยการกระตุนการเปลีย่นแปลง

รูปรางและการเพิ่มจํานวนของเซลลโดยใช Platelet-rich plasma (PRP) โดยทําการศึกษาดวย

ตนแบบบาดแผลและ PRP ที่ไดจากม า ทาํการแยก PRP ออกจากเลอืดมาดวยการปนแยก โดยมี

จํานวนเกล็ดเลือดที่ปนแยกได 1.4×1011 platelet แลวจึงเตรียม PRP-gel ดวยการเติมทรอมบิน 

(thrombin) การตรวจสอบปริมาณโกรสแฟคเตอรใน PRP-gel ดวย ELISA kit พบวา PRP-gel มี

องคประกอบของ PDGF-AB อยู  745±120 pg/ml และมี TGF-β1 อยู 7480.7±1315 pg/mlจาก

การทดสอบการใช PRP-gel ในการรักษาบาดแผลดวยการปดที่บาดแผลบริเวณใตหัวเขาและขอ

ตอเปรียบเทียบกับบาดแผลที่ไมไดใช PRP-gel (กลุมควบคุม) แลวทาํการวิเคราะหผลการรักษา

บาดแผลดวยการยอมช้ินเนือ้บริเวณที่เกิดบาดแผลดวย cytokeratin 10 (cytokeratin 10 

staining) เพื่อสังเกตุการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลเคราทิโนไซด และการยอม trichrome 

(trichrome staining) เพื่อวเิคราะหปริมาณคอลลาเจนที่สรางขึน้ใหม จากผลการศกึษาในวนัที ่ 7 

สามารถสงัเกตเห็นการยอมติดสี cytokeratin 10 อยางชัดเจนกวากลุมควบคุมซึ่งแสดงถึงปริมาณ

การเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลเคราทิโนไซดไปเปนเซลลผิวหนังกําพรา และที่  79 วัน บาดแผลที่

ปดดวย PRP-gel มีคอลลาเจนที่สรางขึน้ใหมเรียงตัวขนานกันอยางหนาแนนและถูกปกคลมุดวย

ผิวหนังชัน้หนงักําพรา ในขณะที่กลุมควบคุมสามารถพบคอลลาเจนไฟเบอรทีเ่รียงตัวกนัอยางไม

เปนระเบียบเพียงเล็กนอยเทานั้น ทัง้นีเ้นือ่งมาจากผลของ PDGF และ TGF ที่สามารถพบไดใน

เกล็ดเลือด 

 ในป ค.ศ.1998 Meana และคณะไดศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลลชัน้หนงักาํพราของมนษุย 

(human Epithelium) ของมนุษยในเมทรกิซที่มีองคประกอบพืน้ฐานเปนไฟบริลเจลซึ่งมีเซลลไฟโบ

รบลาสที่มีชวีติฝงตัวอยู โดยในการทดลองนี้ใชเซลลเคราทิโนไซคของมนษุยที่แยกไดจากวธิีของ 

Rheinwald และ Green เพาะเลี้ยงลงบนไฟบริลเจลดวยจํานวนที่แตกตางกัน ไฟบริลเจลเตรียมได

จากไฟบริโนเจนที่ปนแยกออกมาจากไครโอปรีซิพิเตท ข้ันตอนการเตรียมไฟบริลเจลเริ่มจากการ

เติมสารละลายไฟบริโนเจนลงในสารอาหาร DMEM ที่มีซีรัม 10% ซึ่งประกอบไปดวยเซลล         

ไฟโบรบลาสจาํนวน 50,000  เซลล หลงัจากนัน้จงึเติม CaCl2 และ bovine thrombin แลวจึงทํา

การเพาะเลีย้งเซลลเคราทิโนไซดลงบนไฟบริลเจล ผลจากการเพาะเลีย้งเซลลพบวาเซลลสามารถ

เพิ่มจาํนวนทั้งในชั้นของหนังกําพรา (epithelium) และชั้นของไฟโบรบลาสที่อยูในเจลตามการ
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วิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอดวย BrdU assay  และเมื่อทําการทดลองในสัตวทดลองโดยการนําแผน

เจลที่เต็มไปดวยเซลลเคราทนิไซด และเซลลไฟโบรบลาสเย็บติดกับบาดแผลทีผิ่วหนังของหนู

ทดลองพนัธุ  athymic nuce mice แลวศึกษาผลดวยเทคนิคการยอม (H&E) พบวาเซลลเคราทิโน

ไซดในชั้นหนงักําพรามีการจดัเรียงตัวเปนชั้นคลายคลงึกับช้ันผวิหนังกําพราของมนษุย 

 
เอกสารสิทธิ ์

1) US patent no. 5800537 

ในปค.ศ. 1998 Bell; Eugene ไดทําการคนพบวิธีการสรางอนภุาคของ ECM โดยการใช

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนทีม่กีารเพาะเลีย้งเซลลที่มีชวีติลงบนโครงเลี้ยงเซลล นอกจากนั้นยังคน 

พบการสรางพนัธะระหวางอนุภาคของโฟมคอลลาเจน หรือเสนใยคอลลาเจนที่จับยดึกับโฟม หรือ

เสนใยคอลลาเจนเอง โครงเลี้ยงเซลลดังกลาวสามารถใชเปนเนื้อเยือ่ทดแทนหรือเปนตนแบบใน

การวิจยัและทดสอบ การคนพบยงัรวมไปถึงการปนเสนใยทีเ่ปนอนภุาคของเมตทริกซที่เปนองค 

ประกอบและระเหิดแหง (freeze drying) โฟม 

การอางสิทธิ ์

 ข้ันตอนการผลิตอนุภาค ECM (Extracellular matrix particulates) ประกอบดวยขั้นตอน

ดังนี้คือ การแปรรูปเนื้อเยื่อที่มี ECM และเซลลที่มีชวีิตดวยแยกเซลลออกจากเนื้อเยือ่โดยไมทําการ

แยกโกรสแฟคเตอรที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของเซลลออกดวยสารละลายเกลือ และข้ันตอน

การแยก ECM ที่ผานกระบวนการนําไปผลิตอนุภาคของ ECM ซึ่งจะนาํไปยึดติดกับโครงเลี้ยงเซลล

คอลลาเจนทั้งแบบที่เปนโฟมและเปนเสนใย แลวทาํการเพาะเลี้ยงเซลลที่แยกออกจากเนื้อเยื่อลง

ในโครงเลี้ยงเซลลในสภาวะที่ทาํใหเกิดการยึดเกาะ ซึ่งจะใชตัวอยางเนื้อเยื่อและเซลลจากเนื้อเยือ่

ตัวออนของหมู 

 

 2) US patent no. 6051750 

ในปค.ศ. 2000 Bell; Eugene ไดทําการคนพบเพิ่มเติมถึงกระบวนการผลิตเสนใยพอลิ

เมอรเคลือบดวยอนุภาค ECM (particulate-coated polymer thread) ที่ใชเปนเนือ้เยื่อทดแทนซึ่ง

ประกอบดวยขั้นตอนดังนี ้ คือ1.กระบวนการปรูปเนื้อเยื่อที่มี ECM และเซลลที่มีชวีิต 2.

กระบวนการแยกเซลลออกจากโครงเลีย้งเซลลโดยไมแยกโกรสแฟคเตอร ที่จาํเปนตอการเจริญ 

เติบโตของเซลลออก 3.กระบวนการแยก ECM เพื่อนาํมาทาํเปนอนภุาค ECM 4.ข้ันตอนการแปร
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รูปพอลิเมอรทีเ่ปนคอลลาเจนใหเปนเสนใย และ 5.การเคลือบเสนพอลิเมอรกบัอนุภาค ECM 

สําหรับใชเปนตนแบบเพื่อทดสอบในหองปฏิบัติการ 

 

3) US patent no. 6790454 

 ในปค.ศ.2004 Abdul Malak และคณะไดทําการคนพบโครงสรางค้าํจุนที่ทาํดวยคอลลา

เจนแบบใหมที่ใชทางดานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ ดวยการผลิตวัสดุผสมที่ประกอบดวยชั้นพอลิเมอรที่

เปนรูพรุนซึ่งปกคลุมดวยชัน้เยื่อแผนคอลลาเจนที่ประกอบไปดวยฟลมคอลลาเจน หรอืโฟมคอลลา

เจนที่สามารถรับแรงอัดไดสูง โดยที่ฟลมคอลลาเจนจะทําแหงในอากาศหรือในแกส ซึง่อยางนอย

ที่สุดหนึ่งในชัน้คอลลาเจนทั้ง 2 ชัน้จะประกอบไปดวยเซลลที่มีชวีติที่ไดจากแหลงกําเนิดเซลลที่

เปนเด็กและเปนผูใหญ ผลิตภัณฑวัสดุผสมนี้ถกูใชเปนโครงคอลลาเจนที่ใชในการผลิตผิวหนงั

เทียมที่ใชทดสอบในระดับหองปฏิบัติการซึ่งจะมีผลตอศักยภาพในการสรางผิวหนงัทีถู่กทาํลาย

ข้ึนมาใหมในการทดลองในสิง่มีชีวิต 

การอางสิทธิ ์

 การสรางผลิตภัณฑผิวหนังประกอบที่ผลิตจากคอลลาเจนที่ประกอบดวยชั้นคอลลาเจนที่

มีรูพรุนที่เตรียมไดจากการอัดโฟมคอลลาเจนที่ความดนั 50 บาร แลวทาํการเพาะเลี้ยงเซลล       

ไฟโบรบลาสและคอลลาเจนที่เลือกใชเลือกจากกลุมของคอลลาเจนและ คอลลาเจนผสมที่ผสม

ดวยเซลลูโลสอยางนอยหนึง่ชนิดคือ dextran, alginate, carrageenan, glycosaminoglycan 

และ chitosan ซึ่งจะมกีารเชื่อมโยงพนัธะทางเคมีดวย diphenyl phosphorylaxide, aldehyde, 

glutaraldehyde,  carbodihymide หรือ succinimide  

 

4) US patent no. 6214338 

ในปค.ศ. 2001 Antanavich และคณะไดคนพบวาพลาสมาเขมขนประกอบไปดวยเกล็ด

เลือด (platelet) และสารที่เกล็ดเลือดปลอยออกมา ซึ่งก็คือไฟบริโนเจนที่มีความเขมขน 5-400 

mg/ml นอกจากนั้นพลาสมาเขมขนยังประกอบไปดวยน้ํา สารอินทรีย และสารอนินทรีย โดยที ่

ไฟบริโนเจนในพลาสมาเขมขนนัน้จะไมสลายตัวอยางมีนัยสาํคัญ 

 

การอางสิทธิ ์

พลาสมาเขมขนประกอบไปดวยเกล็ดเลือด สารเคมีที่ปลอยจากเกล็ดเลือดซึ่งก็คือไฟบริโน

เจนที่มีความเขมขน 5-400 mg/ml พลาสมาเขมขนเตรียมไดจากเลือด (whole blood) โดยที่ 
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platelet ในพลาสมาเขมขนจะมีความเขมขนอยางนอยเปน 4/3 เทาของ platelet จากพลาสมา

ธรรมดา นอกจากนั้นพลาสมาเขมขนยังมสีารประกอบทีเ่ปน collagen fleece, hyaluronic acid, 

wound-healing factor, zinc ions ที่มีผลตอการยนระยะเวลาในการเกิดลิ่มเลือด (coagulation)  

และข้ันตอนการผลิตพลาสมาเขมขน เร่ิมจากการปนแยกเม็ดเลือดแดงออกจากเลือดที่มีการเตมิ

สารปองกนัการเกิดลิ่มเลือด (anticoagulated agent) เพื่อใหไดแลวจึงทาํการดึงน้ําออกจาก

พลาสมาจนไดพลาสมาเขมขน 

 

5) US patent no. 7169610 

 ในปค.ศ. 2007 Brown และคณะไดคนพบนิยามของสารอาหารปราศจากซีรัมทีใ่ชเลี้ยง

เซลลเสนใย(fibroblast) โดยเฉพาะคอนโดรไซดของขอตอกระดูก (articular chondrocytes) เพือ่

หลีกเลี่ยงปญหาที่เกิดขึ้นจากการใชสารอาหารที่มีซีรัม สารอาหารทีถู่กนิยามประกอบไปดวย 

platelet-derived growth factor  (PDGF) และสารเคมีอ่ืนๆ และการคนพบนีย้ังรวมไปถึงวิธกีาร

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยการ incubate คอนโดรไซดในสารอาหารที่ปราศจากซีรัมที่ได

นิยามไว วธิีนีท้ําใหการยึดเกาะ (attachment) และเพิ่มจํานวน (proliferation) ของคอนโดรไซด

จากปริมาณต่าํใหเพิ่มข้ึนในขณะที่ยังคงรกัษาความสามารถในการเปลี่ยนรูปราง (differentiation) 

ไว 

 การอางสิทธิ ์

 1.ข้ันตอนแผขยายและเพิ่มจาํนวนของคอนโดรไซดซึ่งประกอบดวยขัน้ตอนการเพาะเลี้ยง

คอนโดรไซดในสารอาหารพืน้ฐานทีม่ ี PDGF และกรดไขมันอยางนอย 4 ชนิดซึ่งอยูในกลุมของ

stearic acid, myristic acid, oleic acid, linoleic acid, palmitic acid, palmitoleic acid, 

arachidonic acid, linolenic acid, cholesterol, and alpha-tocopherol acetate. 

 2.สารอาหารปราศจากซีรัมที่ประกอบดวยสารอาหารพืน้ฐาน, PDGF, stearic acid, 

myristic acid, oleic acid, linoleic acid, palmitic acid, palmitoleic acid, arachidonic acid, 

linolenic acid, cholesterol, and alpha-tocopherol acetate. 

 3.PDGF ที่ใชในขอ 2 จะมคีวามเขมขนอยูในชวง 0.1-1 ng/ml, 1-5 ng/ml, 5-10 ng/ml, 

10 ng/ml, 10-15 ng/ml, 15-50 ng/ml และ 50-100 ng/ml 

 4.สารอาหารพื้นฐานในขอ 2 ประกอบไปดวย cDRF ซึ่งมี human serum albumin (HSA) 

ที่ไดจากพลาสมาของมนุษย 
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6) US patent no. 7091015 

 ในปค.ศ. 2006 Redl และคณะไดคนพบการยึดติดของเนื้อเยื่อ (Tissue adhesive) ที่มี

ไฟบริโนเจนเปนองคประกอบพื้นฐาน ซึง่ภายในบรรจุดวยตัวยับยัง้อิลาสเตส (elastase inhibitor) 

 การอางสิทธิ ์

 1.องคประกอบของการยึดตดิเนื้อเยื่อคือผลของการรักษาขึ้นอยูกับปริมาณของไฟบริโน

เจน (ที่ถูกทาํใหบริสุทธิ์เพื่อเปรียบเทียบกบัไครโอปรีซิพิเตท) และอิกริน (Eglin) 

 2. Tissue adhesive ในขอ 1 เกี่ยวของกบัโปรตีนจากมนุษย (human protein) ที่เตรียม

จากเลือด, พลาสมา และ ไครโอปรีซิพิเตท  

 3. Tissue adhesive ในขอ 1 เกี่ยวของกบัอัตราสวนน้าํหนักของอกิรินตอไฟบริโนเจนทมีี

คาจาก1:100 จนถงึ 1:150,000 

 4. Tissue adhesive ในขอ 1 เกี่ยวของกับพลาสมิโนเจน (Plasminogen) อยางนอย 

0.0001 mg/mg ของไฟบริโนเจน 

 

7) US patent no. 7112342 

ในปค.ศ. 2006 Worden คนพบการปรับปรุงสารรักษาบาดแผลจากวุนเกล็ดเลือด 

(platelet gel wound healant) และวิธีการเตรียมและการใชวุนเกล็ดเลือดสาํหรับการรักษา

บาดแผลที่ถูกเปดออก การปรับปรุงสารรักษาบาดแผลประกอบไปดวยผลของปรมิาณโกรสแฟค

เตอร ที่ถกูกระตุนดวยกรดแอสคอรบิค (ascorbic acid) สารแอนติ-ออกซิแดนซ (วิตามนิ A หรือ 

C) หรือยาปฏชิีวนะ 

 การอางสิทธิ ์

 1.วิธีการบําบดับาดแผลในผูปวยประกอบไปดวยขั้นตอนในการรักษาที่มีผลเนื่องมาจาก

การใชเกล็ดเลอืดเขมขนที่ถกูกระตุนดวยกรดแอสคอรบิค ซึ่งมีคาระหวาง 20 mg และ 65 mg/ml 

ของเกล็ดเลือดเขมขน 

 2.วิธีการที่อางในขอ 1 เกี่ยวของกับการกระตุนที่มีผลมาจากตัวทําการ (agonist) ทั้งหมด 

 3.วิธีการที่อางในขอ 2 เกี่ยวของกับตัวทําการที่เลือดมาจากทรอมบิน (thrombin), คอลลา
เจน, ADP (adenosine diphosphate) และ อะซิติลคลอไลน (acetylcholine :ACH) 
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ปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลดวย

ผลิตภัณฑที่ความเขมขนตางๆ 

-ไครโอปรีซิพิเตท 

-พลาสมา 

-เกล็ดเลือดเขมขน 

ศึกษาลักษณะสมบัติ

ของโครงเลี้ยงเซลล 

ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน/ไคโตซาน (70/30)  

ลักษณะทางกายภาพ 

การบวมน้ํา 

สมบัติทางกล 

การยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนของ

เซลลไลนผิวหนังมนุษย (Detroit 551) 

ประมวลผล เสนอแนวทางพัฒนาและการใชงาน 

คัดเลือกความเขมขนที่เหมาะสมของไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน 

ทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพของโครงเลี้ยง

เซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน, เจลาติน-โตซาน และ

พอลิพรอพิลีน (ดูรูป 3.1 หนาตอไป) ที่ไดรับการ

ปรับปรุงในระดับหองปฏิบัติการ (ทดสอบการยึด

เกาะและเพิ่มจํานวนของเซลลไลนผิวหนังหนู 

(L929))  

 

ทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพของโครงเลี้ยง

เซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไดรับการปรับปรุงใน

สัตวทดลอง 

-การยายที่ของเซลลเขาสูโครงเลี้ยงเซลล  

(Cell mogration) 

-การยอยสลายทางชีวภาพ (Biodegradability) 

 

บทที่  3 
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 แผนการดําเนินงานวจิัย 
 สรุปแผนการดาํเนนิการวิจัยดังรูปที่ 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 แสดงแผนการดําเนินการวิจยั 
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รูปที่ 3.1 (ตอ) แสดงแผนการดําเนินการวจิัย 
 
 
 
 

เตรียมแผนเสนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอขนาด 1.5X1.5 cm2 

ปรับปรุงพื้นผวิโดยการกระตุนดวย 

Oxygen Plasma 

เคลือบแผนเสนใย   

พอลิพรอพิลีนไมสานทอ 

คอลลาเจน-ไคโตซาน 

คอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมไครโอปรีซิพิเตท 

คอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมพลาสมา 

คอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมเกล็ดเลือดเขมขน 

ทดสอบการยดึเกาะและเพิม่จํานวนของเซลล L929 

(mouse fibroblast) ใน serum free media 

ประมวลผล เสนอแนวทางพัฒนาและการใชงาน 

เชื่อมโยงพนัธะดวยความรอน 

ที่อุณหภูมิ 105 °C เวลา 48 ชั่วโมง 

เชื่อมโยงพนัธะดวยรังส ีUV

เวลา 30 นาท/ีดาน 
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3.2 วัตถุดิบ สารเคมี และอุปกรณในการวิจยั 
3.2.1 สัตวทดลอง 

 หนทูดลองชนดิ Wistar rat อายุ 4 – 5 สัปดาหเพศเมีย น้ําหนกัเฉลี่ย 30-40 กรัม จาก

สํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล (รูปที ่3.2) 

 

 

 

รูปที่ 3.2 หนูทดลองชนิด Wistar rat   

ที่มา www.nalc.mahidol.ac.th/nalcwwwtha/rat.jpg 

 

3.2.2 วัตถุดิบ และสารเคม ี

   - คอลลาเจนชนิด I จากบริษทั Nitta Gelatin Inc, Japan (Cat..No.060210) 

  - เจลาตินชนิด A, bloom 300 จากบริษทั Nitta Gelatin Inc, Japan  

    (Cat.No.050803) 

  - ไคโตซานมวลโมเลกุลสูง (1,450 kDa) จากบริษทั Fluka, Sigma-Adrich,  

    Japan (Cat.No. 48165) 

- แผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอ จากบรษิัท Mitzui Hygiene Materials       

Thailand  

– ไครโอปรีซิพิเตทจากสภากาชาดไทย (Lot No. 49403303) 

- พลาสมาจากสภากาชาดไทย (Lot No. 4806050) 

- เกล็ดเลือดเขมขนจากสภากาชาดไทย (Lot No. 49402104) 

  - น้ํากลั่น (double-distilled water) 

  - น้ําปราศจากไอออน (deionization water) 

 - Sodium Phosphate monobasic จากบริษัท Antibioticos, Spain 

 - Sodium Phosphate dibasic จากบริษทั Sigma-Aldrich Laborchemikelien, 

   Germany 

- Sodium hydrogen carbonates (NaHCO3) จากบริษัท Sigma-Aldrich     

Laborchemikelien, Germany 

 - Human skin fibroblasts (Detroit 551) 
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 - Trypsin-EDTA (0.25% trypsin with EDTA⋅Na, Gibco BRL, Canada) 

 - MTT (4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (USB 

   corporation, Cleveland, OH, USA) 

 -Dulbecco’s modified eagle medium, DMEM (10%medium + L-glutamine 

 + AB,  Hyclone, Utah, USA) 

  - Ethanol (99.7-100%, VWR International Ltd., Poole Dorset, United  

    Kingdom) 

 - Dimethylsulfoxide, DMSO จากบริษัท Sigma-Aldrich Laborchemikelien, 

   Germany 

 - Fetal Bovine Serum (FBS) จากบริษัท Invitrogen Corp., Paisley, UK 

 

3.2.3 อุปกรณที่ใชในการวิจยั 

1. เครื่องชั่ง 4 ตาํแหนง (4-digit balance) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

2. เครื่องชั่ง 5 ตาํแหนง (5-digit balance) รุน AE 240 ของบริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 

3. แทงกวนแมเหล็กและแผนใหความรอน (Magnetic stirrer/hot plate) รุน RCT Basic 

ของบริษัท Ika labortechnik, Germany 

4. เครื่องฆาเชื้อดวยไอน้ําความดันสูง (Autoclave) รุน HVE 25/50 ของบริษัท 

Hirayama, Japan 

5. ตูอบสุญญากาศ (Vacuum drying oven and pump ) รุน VD23 ของ บริษัท Binder 

ประเทศเยอรมัน 

6. เครื่องทําความเย็น -40°C  รุน Heto, PowerDry LL3000 ประเทศ อเมริกา 

7. Lyophilizer รุน Heto, PowerDry LL3000 ประเทศ อเมริกา 

8. Fine coat (JFC-1100E, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 

9. Scanning Electron Microscopy (JSM-5400, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 

10. Universal Testing Machine (No. 5567, Instron, USA) 

11. Laminar Flow (Safe/Maxi Safe 2010,Holten, USA) 

12. CO2 incubator (New Brunwick Scientific, Innova CO170, USA) 

13. Spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning) 
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14. Polystyrene tissue culture discs (NUNC, Denmark) 

15. 24-well and 48-well polystyrene tissue culture plates (NUNC, Denmark) 

16. Micropipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, USA) 

17.  กระดาษไมมขุีย  

18. โถดูดความชืน้ (Desiccators) 

19. อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

20. กลองจุลทรรศน (Phase contrast microscope) 

 
3.3 รายละเอยีดขั้นตอนการดําเนินงานวิจัย 
3.3.1 การผลิตโครงเลี้ยงเซลล 

3.3.1.1 ตรวจสอบปริมาณโปรตีนรวมในไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน 

 หาปริมาณโปรตีนรวมในสารปรับปรุงโดยใชวิธ ี Lowry (ภาคผนวก ก.) ซึง่แสดงผลใน

ตารางที่ 3.1 เนื่องจากผลิตภัณฑทั้ง 3 ชนิดมีลักษณะการเก็บรักษา การใชงาน และองคประกอบ

แตกตางกนัจึงมีขั้นตอนการเตรียมผลิตภัณฑกอนการใชงานแตกตางกนัดังนี้คือ  

 -ไครโอปรีซิพิเตท: ละลายไครโอปรีซิพิเตทแชแข็งที่อุณหภูมิ 37 °C (ชาญวทิย ตันติ์

พิพัฒน, 2544) 

 -พลาสมา: อุนพลาสมาที่อุณหภูม ิ56 °C เปนเวลา 30 นาที (inactivated) (Soltis, 1978) 

เพื่อเปนการยบัยั้งหมู IgG 

 -เกล็ดเลือดเขมขน: อุนเกลด็เลือดเขมขนที่อุณหภูม ิ 37 °C (ชาญวิทย ตนัติ์พิพัฒน, 

2544) 

 

3.3.1.2 การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล 

 1) โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน  

 1.1) โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และ

เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษย 

 -เตรียมสารละลายคอลลาเจน : นาํคอลลาเจนชนิด I ในกรดไฮโดรคลอริค จากบริษัท 

Nitta Gelatin มาทําการระเหิดน้ําออก (lyophilize) แลวจึงนาํคอลลาเจนแหงที่ไดมาละลายใน

สารละลายอะซิติคเขมขน 0.5 โมลาร ใหไดความเขมขน 0.5% (โดยน้ําหนัก) โดยการปนกวนที่

อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
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 -เตรียมสารละลายไคโตซาน : เตรียมสารละลายไคโตซานน้าํหนักโมเลกุลสูง (1,450 kDa) 

ความเขมขน 0.5% (โดยน้ําหนกั) ในสารละลายอะซิติคเขมขน 0.5 โมลาร โดยการปนกวนที่

อุณหภูมิหองจนไดสารละลายที่เปนเนื้อเดียวกนั 

 

ตาราง 3.1 แสดงสมบัติของผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน

ของมนุษยจากสภากาชาดไทย 

 

หมายเหตุ *ความเขมขนโปรตีนทั้งหมด (Total protein) คิดเทียบจากการวเิคราะหปริมาณโปรตีน

ดวยวิธ ีLowry (ภาคผนวก ก.) โดยใช Bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน 

ผลิตภัณฑ ไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา เกล็ดเลือดเขมขน 

รูปถายผลิตภัณฑ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ปริมาตรตอยูนิต (ml) ~3 200 50-60 

องคประกอบหลัก 
Factor VIII ≥ 70 IU/unit, 

fibrinogen ≥ 140 mg/unit 

Blood coagulation 

factor ครบทุกชนิด 

platelet≥5.5X1010 

platelets/unit 

การทดสอบ 

Negative Syphilis , 

HBsAg,   Anti-HCV, Anti-

HIV, HIV-RNA, HCV-RNA 

เชนเดียวกับ 

ไครโอปรีซิพิเตท 

เชนเดียวกับ 

ไครโอปรีซิพิเตท 

ความเขมขนโปรตีน

ทั้งหมด*(mg/ml) 
122.83 mg/ml 76.19 mg/ml 74.33 mg/ml 

การเตรียมผลติภัณฑ

กอนการใชงาน 

ละลายไครโอปรีซิพิเตทแช

แข็งที่อุณหภูม ิ37 °C 

อุนพลาสมาที

อุณหภูมิ 56 °C เปน

เวลา 30 นาท ี

 

อุนเกล็ดเลือด

เขมขนที่อุณหภูมิ 

37 °C 
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 -ผสมสารลายคอลลาเจน-ไคโตซานดวยอตัราสวน 70:30 โดยน้ําหนกั (Tangsadthakun 

และคณะ, 2006) และผลิตภัณฑไครโอปริซิพิเตท พลาสมาและเกล็ดเลือดเขมขนของมนษุยที่ผาน

การตรวจสอบปริมาณโปรตีนทัง้หมดซึ่งแสดงไดในตารางที่ 3.1 ดวยความเขมขนโปรตีนตางๆ

ตามที่แสดงในตารางที ่3.2  

  

ตารางที่ 3.2 แสดงความเขมของโปรตีนทัง้หมดของไครโอพริซิพิเตท พลาสมาและเกล็ดเลือด

เขมขนของมนษุย ในโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน 

รหัสโครง

เลี้ยงเซลล 

แหลงที่มาของ

โปรตีนที่ใช

ปรับปรุง 

ปริมาณโปรตีนที่ใช

ปรับปรุง* (ไมโครกรัม

โปรตีน/โครงเลี้ยงเซลล) 

น้ําหนกั

แหงรวม

(มิลลิกรัม) 

เปอรเซ็นตสารปรับปรุง

ตอน้ําหนักแหง       

(%wt/wt) 

CCH ไมมีการปรับปรุง - 4.70±0.02 0.00 

C100 ไครโอพริซิพิเตท 100 4.83±0.05 2.72±1.90 

C500 ไครโอพริซิพิเตท 500 5.45±0.09 13.87±1.32 

C1000 ไครโอพริซิพิเตท 1000 5.94±0.11 20.71±3.92 

H100 พลาสมา 100 4.84±0.09 2.89±1.88 

H500 พลาสมา 500 5.63±0.11 16.29±3.88 

H1000 พลาสมา 1000 5.75±0.10 18.18±2.72 

P100 เกล็ดเลือดเขมขน 100 4.71±0.04 2.29±2.09 

P500 เกล็ดเลือดเขมขน 500 5.23±0.09 10.03±3.94 

P1000 เกล็ดเลือดเขมขน 1000 5.86±0.10 19.94±1.63 

หมายเหต ุ* ปริมาณโปรตีนทั้งหมดคิดเทยีบจากการวเิคราะหดวยวิธขีอง Lowry  

    เปอรเซ็นตสารปรับปรุงคํานวณไดจาก 

เปอรเซ็นตสารปรับปรุง(% wt/wt) = 100×
−
W

WcW  

โดยที ่ W คือ น้ําหนักแหงของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุง 

 Wc คือ น้ําหนักแหงของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมเติมสารปรับปรุง 

 

 -ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลล : ปนกวนสารละลายผสมที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 1 ชัว่โมง แลว

จึงทาํใหสารละลายที่ผสมแลวไมมีฟองดวยปมสุญญากาศ หลังจากนัน้จงึดูดสารละลายที่ไมมี
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ฟองใสลงในหลุมของจานเพาะเชื้อขนาด 24 หลุม (24-well culture plates) ปริมาตรหลุมละ 1 

มิลลิลิตร นาํไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -40 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลวจงึนาํไปทําแหงดวยการระเหดิ

น้ําออกดวยความดนัที่อุณหภูมิ -40 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมงดวย Lyophilizer (HetoPowerDry  

LL3000,USA) สุดทายจึงนาํโครงเลีย้งเซลลที่ไดไปทําการเชื่อมโยงพนัธะดวยการใหความรอน 

(Dehydrothermal crosslink) ที่อุณหภูมิ 105 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมงโดยใชเครื่อง Vacuum 

oven Model , Binder รุน VD 23 ประเทศอเมริกา 

  

 1.2) โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมมีการปรับปรุง 

 -ดําเนินการเชนเดียวกับการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวย

ไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขนของมนุษยในหวัขอ 1.1) โดยยกเวนขั้นตอนการ

ผสมสารปรับปรุงทั้ง 3 ชนิด 

 

 2) โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ไมไดปรับปรุง และ ปรับปรุงคณุภาพดวยการผสม

ไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา, เกล็ดเลือดเขมขน  

 จากลักษณะเดนของเจลาตนิที่มีสมบัติคลายคลึงกับคอลลาเจน แตมีราคาถูก และ

สามารถผลิตไดในเมืองไทย จึงนาํไปสูการพัฒนาผลิตโครงเลี้ยงเซลลที่มีเจลาตินเปนองคประกอบ

หลัก อีกทัง้เจลาตินยงัมีสมบัติในการควบคุมการปลดปลอยสารที่มปีระจุตรงขาม ซึ่งเปนหนึง่ใน

ปจจัยที่ใชควบคุมการปลดปลอยสารโปรตีนจากองคประกอบของเลอืดที่ผสมในโครงเลี้ยงเซลล 

 -การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน ดาํเนนิการเชนเดียวกบัการขึ้นรูปโครงเลี้ยง

เซลลคอลลาเจน-ไคโตซานในหวัขอ 1) แตเปล่ียนสารละลายคอลลาเจนเขมขน 0.5% เปน

สารละลายเจลาตินความเขมขน 0.5% (โดยน้ําหนัก) ในสารละลายอะซิติคเขมขน 0.5 โมลาร ซึง่

ปนกวนที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวทําการการเชื่อมโยงพันธะดวยความรอน 

( Dehydrothermal crosslink) ที่อุณหภมูิ 140°C เปนเวลา 48 ชัว่โมง โดยที่ความเขมขนของ

โปรตีนทัง้หมดจากสารปรับปรุงในโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซานแสดงในตารางที ่3.3 
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ตารางที ่ 3.3 แสดงความเขมของโปรตีนทัง้หมดของไครโอปรีซิพิเตท พลาสมาและเกล็ดเลือด

เขมขนของมนษุย ในโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 

รหัสโครง

เลี้ยงเซลล 

แหลงที่มาของ

โปรตีนที่ใช

ปรับปรุง 

ปริมาณโปรตีนที่ใช

ปรับปรุง* (ไมโครกรัม

โปรตีน/โครงเลี้ยงเซลล) 

น้ําหนกั

แหงรวม

(มิลลิกรัม) 

เปอรเซ็นตสารปรับปรุง

ตอน้ําหนักแหง       

(%wt/wt) 

GCH ไมมีการปรับปรุง - 4.73±0.08 0.00 

GC1000 ไครโอปรีซิพิเตท 1000 6.27±0.04 22.86±0.53 

GH500 พลาสมา 500 5.80±0.10 16.61±1.63 

GP500 เกล็ดเลือดเขมขน 500 5.98±0.10 19.09±1.32 

หมายเหต ุ* ปริมาณโปรตีนทั้งหมดคิดเทยีบจากการวเิคราะหดวยวิธขีอง Lowry  

       เปอรเซ็นตสารปรับปรุงคํานวณไดจากน้ําหนักของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 

 

3) การเตรียมแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอ (non-woven polypropylene fabric) 

 จากขอจํากัดความเปนวัสดุชีวภาพ (Biomaterial) ของพอลิพรอพิลีนที่มีความไมชอบ      

น้ํา (Hydrophobicity) สูง เนื่องจากลักษณะโครงสรางโมเลกุลที่ประกอบไปดวยคารบอนและ    

ไฮโดรเจน จึงเปนเหตุผลของการปรับปรุงพื้นผวิของเสนใยเพือ่เพิ่มความเขากันไดทางชีวภาพ 

(Biocompatibility) ของแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอดวยการเคลอืบสารละลายที่มีความเขากนั

ไดทางชวีภาพ ข้ันตอนการเตรียมแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอออกเปนการปรับปรุงพืน้ผิวของ

เสนใยและการเคลือบแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซาน 

 

 -การปรับปรุงพื้นผวิ (Surface modifying) 

 ตัดแผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอใหมีขนาด 1.5X1.5 ตารางเซนติเมตรแลวทําการ

กระตุนดวยพลาสมาจากกาซออกซิเจน โดยใชเครื่องกาํเนิดพลาสมา (Plasma regerator) แบบ

ทีตาพนิซ (Theta pitch) [Kamsing, 2005] ภายใตสภาวะความดนั 10 ปาสคาล ความตางศักย 

24 กิโลโวลต พลังงาน 48 กโิลจูล โดยทําการกระตุนแบบพัลส (pulse) 1 คร้ัง  
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 -การเคลือบแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอ (non woven polypropylene fabric 

coating) 

 แชแผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอทีก่ระตุนดวยพลาสมาทนัทีในสารละลายคอลลา

เจน-ไคโตซาน และสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และ

เกล็ดเลือดเขมขน ซึ่งมีความเขมขนสารละลายทั้งหมดในสารละลายกรดอะซิติคเปน 0.05% โดย

น้ําหนกั หลังจากแชแผนเสนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอในสารละลายเปนเวลา 24 ชั่วโมง จงึนํา

แผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอไปตากใหแหงที่อุณหภูมิหอง แลวจึงนําไปเชื่อมโยงพนัธะดวย

อุณหภูมิ 105 °C ภายใตสภาวะสูญญากาศเปนเวลา 48 ชั่วโมง และทําการเชื่อมโยงพนัธะ

เพิ่มเติม (further crosslink) ดวยรังสี UV เปนเวลาดานละ 30 นาท ีโดยที่รหัสของแผนเสนใยพอลิ

พรอพิลีนไมสานทอแสดงไดในตารางที ่3.4 

 

ตารางที ่ 3.4 แสดงรหัสของแผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอทีถู่กกระตุนดวยออกซิเจนพลาสมา

แลวเคลือบดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และ

เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษย  

รหัสแผนใย     

พอลิพรอพิลีน 

แหลงที่มาของโปรตีน

ที่ผสมในสารละลาย

คอลลาเจน-ไคโตซาน 

ความเขมขนโปรตีน*ในสารละลายที่เคลือบบนแผน

ใย (ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรของสารละลาย

คอลลาเจน-ไคโตซาน) 

PP-CCH ไมมีการปรับปรุง 0 

PP-C1000 ไครโอปรีซิพิเตท 1000 

PP-H500 พลาสมา 500 

PP-P500 เกล็ดเลือดเขมขน 500 

หมายเหต ุ* ปริมาณโปรตีนทั้งหมดคิดเทยีบจากการวเิคราะหดวยวิธขีอง Lowry  

 

3.3.2 ศึกษาลกัษณะสมบัตขิองโครงเลี้ยงเซลล 

การทดสอบสมบัติทางกายภาพ 

- ลักษณะพื้นผิวโดยรวม (Morphology) 

พิจารณาลกัษณะพื้นผวิโครงเลี้ยงเซลลโดยรวมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง

กราด (Scanning electron microscope หรือ SEM) ดวยเครื่อง Joel JSM 5400 ที่มีความ      
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ตางศักย 12-15 kV ทําการเคลือบทองโครงเลี้ยงเซลลดวย Ion sputtering device, JFC 1100 

แลวจึงพจิารณาลักษณะพืน้ผิวโครงเลี้ยงเซลลตามแนวแกนตั้ง 

 

- สมบัติการบวมน้าํ (Swelling properties) 

การทดสอบการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลลโดยคํานวณไดจากผลตางของน้ําหนักแหงและ

น้ําหนกัเปยกของโครงเลี้ยงเซลล น้ําหนักเปยกของโครงเลี้ยงเซลลทําไดโดยแชโครงเลี้ยงเซลลใน

สารละลาย PBS buffer ที่ pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นซบั

โครงเลี้ยงเซลลทั้งสองดานดานละ 10 วินาที ดวยกระดาษไมมีขุย (Kimwipe) และชั่งน้ําหนกัของ

โครงเลี้ยงเซลลทันทีไดเปนคาน้ําหนักเปยกของโครงเลีย้งเซลล ซึ่งสามารถคํานวณ % swelling ได

จากสมการ  

                            % swelling = 1000 ×
−

o

so

W
WW      

                         โดย Wso และ Wo คือน้ําหนักของโครงเลี้ยงเซลลหลังจากทีถู่กดูดซับน้าํและ

น้ําหนกัเริ่มตนตามลําดับ  

 

การทดสอบสมบัติทางกล 

-ความตานทานตอแรงกด (Compressive modulus) 

-ความตานทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบแหง (Dry compressive modulus) 

ทําการทดสอบสมบัติทางกลของโครงเลี้ยงเซลลแหงโดยวัดความตานทานตอแรงกด 

(compression test) ดวยการคํานวณคา compressive modulus ซึ่งเปนคาความแข็งแรงของ

โครงเลี้ยงเซลลโดยการกดโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดเสนผานศนูยกลาง 13 มิลลิเมตร และหนา 3 

มิลลิเมตร ดวย universal testing machine (INSTRON No.5567 , NY, USA) ที่ constant 

tensile deformation rate (0.5 มิลลิเมตร/นาท)ี ในสภาพที่แหงที่ 25 องศาเซลเซียส ซึ่งคา 

compressive modulus สามารถคํานวณไดจากคาความชนัของกราฟระหวางความเคน – 

ความเครียด (stress-strain) ในชวงความเครียด 5 - 35% ทําการรายงานผลดวยคาเฉลี่ยจากการ

ทดลองซ้ํา 6 ตัวอยาง 

 - ความตานทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบเปยก (Wet compressive 

modulus) 

ทําการทดสอบสมบัติทางกลของโครงเลี้ยงเซลลเปยกทีแ่ชในสารละลาย PBS buffer ที่ 

pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดวยการวดัขนาดโครงเลี้ยงเซลลเปยก
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แลววัดความตานทานตอแรงกดเชนเดยีวกับโครงเลี้ยงเซลลแบบแหง ทําการรายงานผลดวย

คาเฉลี่ยจากการทดลองซ้าํ 6 ตัวอยาง 

 

-ความตานทานตอแรงดึง (Tensile stress) (Daamen และคณะ, 2003) 

ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลในถาดอะลูมิเนยีมขนาด 60 X 100 มิลลิเมตร ใหมีความหนาของ

โครงเลี้ยงเซลล 3 มิลลิเมตร ดวยเทคนิค Lyophilisation เชนเดียวกบัการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลใน

ขอ 3.3.1 แลวจึงใชใบมีดโกนตัดโครงเลี้ยงเซลลใหมีขนาด กวาง 10 มิลลิเมตร ยาว 60 มิลลิเมตร

และหนา 3 มิลลิเมตร แลวจึงทําการวัดคาแรงดงึดวยเครื่อง universal testing machine 

(INSTRON No.5567 , NY, USA) ที่ constant tensile deformation rate (0.5 มิลลิเมตร/นาท)ี 

ในสภาพที่แหงที่ 25 องศาเซลเซียส โดยวัดขนาดความยาวชิ้นงานทีถู่กจับยึดทีห่ัวยึดใหมีความ

ยาว 45 มิลลิเมตร (รูป 3.3) ทําการรายงานผลดวยคาเฉลี่ยจากการทดลองซ้ํา 5 ตัวอยาง  

   ก.      ข. 

    

 

 

 

   

 

รูป 3.3 แสดงแผนภาพตัวอยางขนาดชิน้งานที่ใชทดสอบความตานทานตอการดึง (ก) และภาพ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (กลุมควบคุม) ที่ถูกจบัยึดดวยหัวจับขณะทาํการวัดคาความ

ตานทานตอแรงดึง (ข) 

 

การทดสอบสมบัติทางชีวภาพ 

-การเขากนัไดของโครงเลี้ยงเซลลในสภาพภายนอกรางกาย (in vitro biocompatibility) 

(Mosmann, 1983) 

 

-การเพาะเลี้ยงเซลล Detroit 551 (human fibroblast cell)   และ L929 (mouse fibroblast) 

ทําการเพาะเลีย้งเซลล Detroit 551 หรือ L929 ในจานเพาะเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 

เซนติเมตร (NUNC, Roskilde, Denmark) ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ  Dulbecco’s modified eagle 

สวนที่ถูกจับยึดดวยหัว

45 มิลลิเมตร 
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medium (DMEM) ที่ประกอบไปดวย 10% FBS, 2mM L-glutamine, 100 IU/ml penicillin, 100 

μg/ml streptomycin¸ and 0.25 μg/ml amphotericin-B โดยทําการเพาะเลี้ยงเซลลในตูเพาะเชือ้

ที่มีสภาวะความดันบรรยากาศที่ม ี 5% CO2 และ 95% air อุณหภูมิ 37 °C 

 

-การทดสอบการยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนของเซลล (Cell adhesion and proliferation) 

ทําการฆาเชื้อ (sterilized) โครงเลี้ยงเซลลที่อยูในจานเพาะเซลลขนาด 24 หลุมดวยการ

แชโครงเลี้ยงเซลลในเอทานอลเขมขน 70% เปนเวลา 30 นาทีแลวลางดวยน้ําปราศจากไอออน 

(deionized water) ที่ผานการฆาเชื้อ (autoclave) ทําการเปลี่ยนน้าํปราศจากไอออนใหม 3 ครัง้ 

แตละครั้งแชทิ้งไว 15 นาท ี หลังจากนั้นแชดวย PBS ทิ้งไวขามคืน หลังจากที่ดูด PBS ออกจาก

หลุมแลวจงึเตมิอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตรหลุมละ 350 ไมโครลิตร กอนทาํการใสเซลลจํานวน 2 x 

104 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล แลวทําการนบัจํานวนเซลลที่เวลา 5 ชั่วโมง สําหรับการวิเคราะหการ

ยึดเกาะของเซลล และทีเ่วลา 3, 6 และ 9 วนั สําหรับการวิเคราะหการเพิม่จํานวนเซลล ทาํการ

วิเคราะหจํานวนเซลลดวย MTT assay (Mosmann, 1983) โดยยอมเอนไซมดวย 0.5% 3-(4-5 –

dimethylthiazol – 2 - yl) – 2,(-diphenyltetrazolium bromide :MTT solution) อบตอ 30 นาที ที่

อุณหภูมิ 37 °C, 5% CO2  จากนัน้ดูดสารละลาย MTT ทิ้ง และละลายผลกึ formazan ดวย 

dimethysulfoxide (DMSO) ผสมกับ glycine buffer (0.1 M glycine, 0.1 M NaCl adjusted to 

pH 10.5 with 1 M NaOH) ในอัตราสวน 9:1 นําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงดวย

เครื่อง spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning) ทีค่วามยาวคลืน่ 

570 นาโนเมตร 

 

-การเขากนัไดของโครงเลี้ยงเซลลในสัตวทดลอง (in vivo biocompatibility) 

การทดสอบความเขากนัไดทางชีวภาพ (Biocompatibility) โดยการปลูกถายผิวหนังชัน้ใน

ปราศจากเซลลลงในสัตวทดลอง มีวตัถุประสงคเพือ่ศึกษาถงึความสามารถในการเคลื่อนที่ของ

เซลลเขามาทีผิ่วหนังชัน้ในปราศจากเซลล (cells infiltration), ความสามารถในการยอยสลายทาง

ชีวภาพ (biodegradability) และ การตอตานทางภมูิคุมกัน (Immunological response) ซึ่งมี

วิธีการทดลองดังนี ้
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- วัสดุที่ใชในการทดลอง 

(1) การทดลองแบงออกเปน 4 โมเดล ในหนทูดลองสองสายพนัธุคือสายพนัธุ Wistar rat 

และ Nude mice bulk C/nu โดยที่แตละโมเดลในหนทูดลองสายพันธุ Wistar rat จะทาํการศึกษา 

4 ชวงเวลาคือ สัปดาหที ่1, 2, 4 และ 8 สัปดาห ในแตละชวงเวลาจะใชหนูในการปลูกถายจํานวน 

3 ตัว (n=3) ดังนัน้ในการทดลอง 4 โมเดล ใชหนพูันธุวสิตาร (Wistar rat) จํานวน 12 ตัว สวน

โมเดลทีท่ําการทดลองในหนสูายพนัธุ Nude mice bulk C/nu ทาํการศึกษา 3 ชวงเวลาคือ 

สัปดาหที่ 1, 2, และ 4 สัปดาห ในแตละชวงเวลาใชหนูในการปลูกถายจํานวน 6 ตัว (n=3) ดังนั้น

ในการทดลอง 4 โมเดล ใชหนพูันธุวิสตาร (Wistar rat) จํานวน 18 ตัว และโครงเลี้ยงเซลลทีม่ี

ความเขมขน 1% โดยน้ําหนักซึง่ไดรับการปรับปรุงดวยผลิตภัณฑไครโอพริซิพิเตท, พลาสมา และ 

เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษยขนาดเสนผานศูนยกลาง 13 มิลลิเมตร หนา 3-5 มิลลิเมตร จํานวน

ชนิดละ 18 ตัวอยาง ซึ่งตวัอยางที่ไดในแตละชวงเวลา (n=3) ของแตละโมเดลถกูนําไปยอมดวย

เทคนิค Heamatoxylin and Erosin และ วดัขนาดการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล 

 

-ในการทดลองนี้ใชโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีความเขมขนสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซาน 

(70/30) 1% โดยน้ําหนัก เพือ่ลดอัตราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลภายในสัตวทดลอง โดยมี

ข้ันตอนการผลิตเชนเดียวกบัหัวขอ 3.3.1.2 ขอ 1) แตทําการเปลี่ยนความเขมขนของสารละลาย

คอลลาเจนและไคโตซานใหมีความเขมขนเปน 1% โดยน้ําหนกั 

 

 (2) หนูทดลองพนัธุ Wistar (outbred)  เพศเมีย น้ําหนกัประมาณ 30-40 กรัม อายุ 3-5 

สัปดาหจาํนวน 12 ตัว และหนทูดลองพันธุ Nude mice bulk C เพศเมีย น้ําหนักประมาณ 15-20 

กรัม อายุ 6-8 สัปดาหจํานวน 18 ตัว ซึง่สั่งซื้อจากศนูยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 

ศาลายา ซึง่พิจารณาการใชสัตวทดลองโดยเนนในเรื่อง Immunological response, Cell 

infiltration into scaffoldและ biodegradability สัตวทดลองถูกเลี้ยงตามแนวทางปฏิบัติของ 

Home office guidelines on the scientific use of animal (Scientific procedures) Act 1986 

กลาวคือ หนูถูกเลี้ยงในหองควบคุมเชื้อที่ภาควิชาสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร มีการควบคมุ

สภาพแวดลอมที่เหมาะสม ไดแก อุณหภูมิ 25 +/- 3 oC   ความชื้นสมัพัทธ 60 +/- 90 % วงจรการ

ใหแสง 12 ชั่วโมงสวาง 12 ชั่วโมงมืด มีการถายเทอากาศ เพียงพอ  มีการดูแลใหอาหารและน้ํา ใน

ระหวางทําการทดลองหนูถกูเลี้ยงใหอยูแยก 1 ตัวตอ 1 กรง 
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 -วิธีการทดลอง (สรุปไดดังแผนผังในรูปที่ 3.4) 
แผนผังขั้นตอนการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพสามารถสรุปไดดังนี ้

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 3.4 แผนผังขั้นตอนการทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพในสัตวทดลอง 

เตรียมโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่โครงเลี้ยงเซลลที่

ไดรับการปรับปรุงดวยสารแขวนลอยไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา 

และเกล็ดเลือดเขมขนของมนุษย 

ทําใหโครงเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อดวยเอทานอล 

ทําการวางยาสลบหนทูดลองและตัดเปดหนัง

บริเวณสวนหลังดวยกรรไกร 

นําโครงเลี้ยงเซลลฝงใตผิวหนังของหน ู

ทําการสังเกตผลหลังจากปลูกถาย ดวยการถายรูปของ

บริเวณทีท่ําการปลูกถาย, สังเกตการบวมแดงของผิวหนงั 

และ ตรวจดูสุขภาพของหนหูลังจากการปลูกถาย 

ใชยาสลบ Overdose Barbiturate ฉีดเขา IP ของหนูทดลองเพื่อทําใหหนูตาย 

และซากของหนูทดลอง จะถกูนําไปทําลายโดยการเผาในเตาเผาซากสตัวตอไป 

ทําการวางยาสลบหนทูดลองและตัดเปดหนังบริเวณสวนหลังดวยกรรไกรและเก็บ

ตัวอยางโครงเลี้ยงเซลลที่ฝงลงในใตผิวหนงัของหนูในสปัดาหที่ 1, 2, 4 และ 8 มา

ทดสอบดวยการยอม H&E และสังเกตการหดตัว 
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(1) ทําการวางยาสลบหนทูดลองพนัธ Wistar โดยวิธีฉีด Barbiturate (Pentobarbital) เขาที่

ชองทองอยางชาๆดวยปริมาณ 60 มิลลิกรัม/น้าํหนักหน ู 1 กิโลกรัม สําหรับหนพูันธุ Nude mice 

bulk C จะทาํการวางยาสลบดวยการฉีด Keptamine/Xylacine ดวยปริมาณ Keptamine 80 

มิลลิกรัม/น้ําหนักหนู 1 กิโลกรัม และ Xylacine 16 มิลลิกรัม/น้ําหนักหนู 1 กิโลกรัม โดยทาํการเดิน

ยาอยางชาๆ และตรวจดูการตอบสนองของสัตวโดยดูจากการกระพริบตาเมื่อใชนิ้วเคาะที่หวัถา

สัตวกระพริบตาแสดงวายังไมสลบ แตถาหยุดกระพริบตาแสดงวาสลบใหหยุดเดินยา 

(2) หลังจากที่หนูสลบแลว โกนขนบริเวณสวนหลังที่มลัีกษณะโคงเปนสัน (dorsa) ของหนู

พันธุ Wistar ดวยปตตาเลี่ยน ทาํการฆาเชื้อดวยเบตาดนี และตัดเปดหนงับริเวณนัน้ดายกรรไกรให

มีความยาวของแผลประมาณ 2 เซนติเมตร ใชคีมคีบทําโพรง (pocket) ใตผิวหนังบริเวณหลังของ

หน ู นาํโครงเลี้ยงเซลลฝงใตผิวหนังของหนูโดยฝงใหหางจากกลางหลังที่ผาเพื่อปองกนัผลจากการ

อักเสบตอการเคลื่อนที่ของเซลลเขาสูชิ้นโครงเลี้ยงเซลล หลังจากนัน้เย็บปดแผลดวยดายเย็บแผล  

และทําความสะอาดแผลโดยไมตองปดแผล สําหรับหนูพนัธุ  Nude mice bulk/C ไมตองโกนขน

เนื่องจากหนูสายพนัธุนี้เปนสายพนัธุที่ไมมีขนจึงสามารถตัดเปดหนงัเพื่อทาํโพรงและฝงชิน้งาน

เชนเดียวกับหนูพนัธุ Wistar แตจํานวนชิน้งานที่ฝงในหนูพนัธุ Nude mice bulk/C จะมีปริมาณ

นอยกวาจาํนวนชิ้นงานที่ฝงในหนูพนัธุ Wistar เนื่องจากหนูสายพันธุ Nude mice bulk/C มีขนาด

เล็ก ดังแสดงในแผนภาพในรูปที่ 3.5 

(3) ทําการสังเกตผลหลังจากปลูกถาย ดวยการถายรูปของบริเวณทีท่าํการปลูกถาย, สังเกต

การบวมแดงของผิวหนงั และ ตรวจดูสุขภาพของหนหูลังจากการปลกูถาย ทําการเก็บตัวอยางของ

โครงเลี้ยงเซลลที่ฝงลงในใตผิวหนังของหนูในสัปดาหที ่ 1, 2, 4 และ 8 โดยกอนการเก็บตัวอยางตอง

ทําการวางยาสลบหนทูดลองโดยใชวธิีการดังที่กลาวไวในขอที ่ 1 และทําการถายภาพชิน้ตัวอยาง

หลังการปลูกถาย ณ เวลาตางๆ 

(4) นําตัวอยางที่ไดมายอมดวยเทคนิค Heamatoxylin and Erosin (H&E) เพื่อดูผล cell 

infiltration และวัดขนาดของแตละตัวอยางในแตละชวงเวลา 1, 2, 4 และ 8 สัปดาห เพื่อวัดขนาด

การหดตัวของตัวอยาง  

(5) เมื่อเสร็จส้ินการทดลอง หนทูีท่ําการทดลองถกูทาํใหตายโดยใหมคีวามทรมานนอยที่สุด 

โดยการใชยาสลบ overdose Barbiturate (Pentobarbital) ฉีดเขา IP ของหนูทดลองเพื่อทําใหหนู

ตาย และซากของหนทูดลอง ถกูนาํไปทาํลายโดยการเผาในเตาเผาซากสัตวตอไป   
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 ก.หนทูดลองพันธ Wistar   ข.หนทูดลองพนัธ Nude mice bulk C 

 

1. CCH         โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน 

2. C1000      โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท 

3. H500        โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่ถกูปรับปรุงดวยพลาสมา 

4. P500         โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขน 

 

รูปที่ 3.5 แผนภาพแสดงการฝงโครงเลี้ยงเซลลบนหลงัสตัวทดลอง 

 

หมายเหต ุ ในงานวิจยันี้ไดรับการอนุมัติใหมกีารทดลองในสัตวทดลองจากการประชุมคณะ    

กรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยั คร้ังที่ 8/2550 โดยฝายวิจัย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั (ภาคผนวก จ) 

 

-การตรวจสอบเนื้อเยื่อโดยการยอมสี 

ทําการยอมโดยใชการยอมแบบ Hematoxylin and Erosin (H&E) ซึ่งเปนเทคนิคในการ

ยอมสีเซลลโดยทั่วไป โดยตดิสีแดงบริเวณที่เปน ไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) สีน้าํเงนิที่บริเวณ

นิวเคลียส และติดสีชมพูปนเทาที่เมตริกซของเนื้อเยื่อ (Young and Heath, 2000) 

 

 

รอยแผล 

โครงเลี้ยงเซลล 

1 3 

2 4 

รอยแผล 

โครงเลี้ยง

1 หรือ 3 

2 หรือ 4 
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3.3.3 วิเคราะหผลทางสถิติ 

 วิเคราะหความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญระหวางกลุม ดวยการตรวจสอบแบบท ี

(t-test) ที่มีตัวแปรเปนอิสระตอกัน ซึ่งคํานวณโดยการใชโปรแกรม Minitab system for Windows 

(version 14, USA) ที่มีคา P <0.05 เปนคาที่ใชพจิารณาความมีนยัสําคัญ 

 

3.4 สถานที่ทาํการวิจัย 

ทําการวิจยั ณ หองปฏิบัติการวิศวกรรมเคมี ตึกอาคารอนุสาสนยนัตรกรรม ชั้น 5 ภาควิชา

วิศวกรรมเคม ี คณะวิศวกรรมศาสตร และ หองปฏิบตัิการวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ชัน้ 9 ตึก อ.ป.ร. 

คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และหองสัตวทดลอง อาคารสรีร ชั้น 4 ภาควชิา

สรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 63 

บทที่  4 
ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง 

 
4.1 ลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล 
4.1.1 ลักษณะสมบัติทางกายภาพ (Physical properties) 

 ลักษณะทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลลทีไ่ดหลังการเชือ่มโยงพันธะดวยความรอนมีสี

เหลืองนวล โดยที่ลักษณะของสีโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยการผสมสารปรับปรุงลงใน

สารละลายที่ใชทําโครงเลี้ยงเซลลมีสีเขมกวาโครงเลีย้งเซลลที่ไมไดรับการปรับปรุง ความเขมของสี

เพิ่มข้ึนตามความเขมขนของโปรตีนจากผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือด

เขมขนที่ใชปรับปรุง และสีโครงเลี้ยงเซลลที่มีความเขมขนของสารปรับปรุงเทากันแตใชสาร

ปรับปรุงตางชนิดกันมีความเขมของสีใกลเคียงกนัดังแสดงในรูปที4่.1 

    C100      C500      C1000 

     

      

 

  

   CCH (control)  H100      H500      H1000  

   

  

      

  

    P100      P500      P1000 

 

 

  

 

รูปที่ 4.1 รูปโครงเลี้ยงเซลลที่ไมมีการปรับปรุง: กลุมควบคุม (CCH) และโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุง

ดวยไครโอปรีซิพิเตท (C100, C500, C1000) พลาสมา (H100, H500, H1000) และเกล็ดเลือด

เขมขน (P100, P500, P1000)  
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ตาราง 4.1 แสดงคาเฉลี่ยน้ําหนักแหง ความหนา และเสนผานศูนยกลางของโครงเลี้ยงเซลล

คอลลาเจน-ไคโตซาน, คาเปอรเซ็นตปริมาณสารปรับปรุงในโครงเลีย้งเซลล และขนาดของรูพรุน 

รหัสโครง

เลี้ยงเซลล 

ความหนา

(มิลลิเมตร) 

เสนผาน

ศูนยกลาง

(มิลลิเมตร) 

ปริมาตรโครง

เลี้ยงเซลล

(มิลลิลิตร) 

น้ําหนกั

แหง

(มิลลิกรัม) 

ขนาดรูพรุน 

(ไมโครเมตร) 

 

CCH 3.41±0.02 13.00±0.00 0.45±0.00 4.70±0.02 90.54±27.84 

C100 3.07±0.03 13.00±0.12 0.41±0.02 † 4.83±0.05 86.65±30.40 

C500 3.50±0.00 13.50±0.00 0.50±0.00 † 5.45±0.09 116.21±38.44 

C1000 4.14±0.10 14.00±0.15 0.64±0.05 † 5.94±0.11 92.99±30.20 

H100 3.50±0.00 13.50±0.00 0.50±0.00 † 4.84±0.09 174.16±53.21 

H500 3.96±0.09 14.00±0.09 0.61±0.00 † 5.63±0.11 138.84±55.39 

H1000 4.00±0.00 14.00±0.00 0.61±0.01 † 5.75±0.10 126.01±54.54 

P100 3.50±0.10 14.00±0,09 0.54±0.04 † 4.71±0.04 139.85±51.50 

P500 3.86±0.11 14.00±0.00 0.52±0.03 † 5.23±0.09 139.30±50.88 

P1000 4.00±0.00 14.00±0.00 0.61±0.00 † 5.86±0.10 95.17±49.19 

หมายเหตุ - † แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัของปริมาตรและขนาดรูพรุนของโครงเลีย้ง

เซลลที่ไดรับการปรับปรุงเทยีบกับโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมไดรับการปรับปรุง 

(CCH) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

      -  เปอรเซน็ตสารปรับปรุงคํานวณไดจาก 

เปอรเซ็นตสารปรับปรุง(% wt/wt) = 100×
−
W

WcW  

 

โดยที ่ W คือ น้ําหนักแหงของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุง 

 Wc คือ น้ําหนักแหงของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมเติมสารปรับปรุง 

 

 จากการพิจารณาน้ําหนักและขนาดของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ตามตารางที ่

4.1 พบวาน้ําหนกัแหงของโครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงมีแนวโนมเพิ่มข้ึนมากกวากลุมควบคมุ

ตามปริมาณการเติมสารปรับปรุง โดยทีโ่ครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงตางชนิดกนัแตมีปริมาณ
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โปรตีนทัง้หมดจากสารปรับปรุงเทากนัจะมีน้ําหนักแหงใกลเคียงกนัดงัเชนน้าํหนักแหงของ C100, 

H100 และ P100 โครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงชนิดเดียวกันจะมีความหนาเพิม่ข้ึนตาม

ปริมาณโปรตีนรวมที่ถูกเติมในโครงเลี้ยงเซลล เนื่องมาจากความหนาแนนที่เพิม่ข้ึนตามปริมาณ

โปรตีน แตเมือ่พิจารณาขนาดเสนผานศนูยกลาง พบวามีขนาดคอนขางคงที่ไมเปลี่ยนแปลงตาม

ความเขมขนของโปรตีนรวมที่เติมในโครงเลี้ยงเซลลแตแตกตางกับขนาดของกลุมควบคุม เมือ่

พิจารณาปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลพบวาโครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงมีปริมาตรสูงกวากลุม

ควบคุมอยางมีนยสาํคัญ และปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลเพิ่มข้ึนตามปริมาณสารปรับปรุงดังเห็น

ไดจากขนาดทีเ่พิ่มข้ึน ยกเวนใน C100 เทานั้นที่โครงเลี้ยงเซลลมคีวามหนานอยกวากลุมควบคมุ 

เมื่อพิจารณาขนาดของรูพรุนที่แสดงในตารางที ่ 4.1 แสดงใหเหน็วาโครงเลี้ยงเซลลแตและชนิดมี

ขนาดรูพรุนไมแตกตางกนัอยางมีนยสําคญั นอกจากนัน้เมื่อพิจารณาขนาดของรูพรุนเทียบกบั

ปริมาตรพบวา โครงเลี้ยงเซลลทีมปีริมาตรสูงกวามีนาดของรูพรุนเล็กกวาโครงเลี้ยงเซลลทีม่ี

ปริมาตรนอยเมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลกลุมที่ปรับปรุงดวยโปรตนีจากสารปรับปรุงชนิดเดียวกนั 

 จากภาพถายทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลลในแนวตั้งฉากกับผิวหนาของโครงเลีย้งเซลล

(รูปที่ 4.2) ที่แสดงถงึลักษณะของโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลที่เปนรูพรุนที่เชื่อมตอกันดังแสดง

ในรูปที่ 4.3 

  

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 ภาพแสดงลักษณะและทิศทางการถายภาพลักษณะทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล 

 

จากการวิเคราะหพบวาโครงเลี้ยงเซลลกลุมควบคุมมีขนาดของรูพรุนประมาณ 63-127 

ไมโครเมตร สวนในโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุงมีลักษณะการเชื่อมโยง

และขนาดของรูพรุนแตกตางกันโดยมีขนาดรูพรุนอยูในชวง 50-225 ไมโครเมตร จากผลดังกลาว

แสดงใหเหน็วาโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่เติมสารปรับปรุงมีขนาดรูพรุนเหมาะกับการ

เจริญเติบโตของเซลลไฟโบรบลาสตามที่ไดรายงานไวในงานวิจัยของ O’Brien และคณะ (2005) 

ซึ่งแสดงวาขนาดของรูพรุนทีเ่หมาะสมมีคาอยูในชวง 100-200 ไมโครเมตร โดยในกลุมของโครง

เลี้ยงเซลลที่เตมิไครโอปรีซิพิเตท C100 มีรูพรุนขนาดเลก็ประมาณ 56-116 ไมโครเมตรและมีผนงั

ผิวหนาโครงเลี้ยงเซลล 

บริเวณกลางแผน 
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กั้นระหวางรูพรุนตอเนื่องและหนาแนนทําใหมีความเชื่อมตอระหวางรพูรุนต่ํา ในขณะที ่C500 และ 

C1000 มีลักษณะของการเชือ่มตอของรูพรุนสูงแตมีขนาดรูพรุนใกลเคยีงกับ C100  

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลที่ไมมีการปรับปรุง: 

กลุมควบคุม (CCH) และโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท (C100, C500, C1000) 

พลาสมา (H100, H500, H1000) และเกล็ดเลือดเขมขน (P100, P500, P1000) 

C500 

CCH 

C100 C1000 

H500 H1000 H500 

P500 P1000 P500 
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เมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลในกลุมที่มีการเติมพลาสมาพบวา H100 มีรูพรุนขนาด 121-227

ไมโครเมตร และมีผนงักัน้ระหวางรูพรุนอยางตอเนื่อง โดยที่ความตอเนือ่งของผนงักัน้ระหวางรูพรุน

มีความสม่ําเสมอลดลงใน H500 และ H1000 ซึ่งสงผลใหความเชื่อมตอระหวางรพูรุนสูงขึน้ สวน

ในกลุมของโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ติมเกล็ดเลือดเขมขนพบวา ลักษณะของรูพรุนคลายกับโครงเลีย้ง

เซลลที่เติมพลาสมา คอืมีขนาด จาํนวน และความเชือ่มตอระหวางรูพรุนเพิม่ข้ึนเมื่อความเขมขน

ของปริมาณโปรตีนรวมสูงขึน้และมีขนาดรูพรุนอยูในชวง 50-190 ไมโครเมตร จากผลดังกลาว

แสดงใหเหน็ถงึผลจากการเพิ่มปริมาณโปรตีนที่ทาํใหรูพรุนมีขนาดเลก็ เพิ่มจาํนวนมากขึน้และ    

มีความเชื่อมตอระหวางรูพรุนสูง เนื่องจากโมเลกุลขนาดเล็กของโปรตีนในผลิตภัณฑทัง้ 3 ชนดิ    

ที่เติมในโครงเลี้ยงเซลลไปแทรกระหวางพนัธะระหวางโมเลกุลของโปรตีนขนาดใหญ อยางคอลลา

เจน และไคโตซานเปนผลใหความตอเนื่องระหวางรูพรุนเพิ่มข้ึน 

  

 

4.1.2 สมบัติในการบวมน้ํา (Swelling properties) 

 ลักษณะสมบตัิในการบวมน้าํของโครงเลีย้งเซลลวัดไดจากปริมาณสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร pH 7.4 ที่ถูกโครงเลี้ยงเซลลดูดซับไวที่เวลา 24 ชั่วโมง ซึง่แสดงไดในรูปของเปอรเซ็นต

การบวมน้ํา (Percent of swelling) ในรูปที่ 4.4 ซึ่งแสดงใหเหน็วากลุมควบคมุมีเปอรเซ็นตการ

บวมน้าํประมาณ 900 เปอรเซ็นต และเมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่มีการ

เติมสารปรับปรุงมีคาเปอรเซน็การบวมน้ําไมแตกตางกับกลุมควบคุม โดยมีคาอยูในชวง 800-

1100 เปอรเซ็นต ยกเวน C500 ที่มีเปอรเซ็นตการบวมน้ําสงูที่สุดคือ 1230 เปอรเซ็นต ซึง่แตกตาง

กับกลุมควบคมุอยางมีนยัสาํคัญ ในการพจิารณาผลของความเขมขนโปรตีนรวมในโครงเลี้ยงเซลล

ในแตละกลุม โครงเลี้ยงเซลลกลุมที่เติมไครโอปรีซิพิเตทมีเปอรเซ็นตการบวมน้ําแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญระหวาง C500 กับ C100 และ C1000 โดยที่ C500 มีคาเปอรเซ็นตการบวมน้าํสูงที่สุด 

และลดลงใน C1000 และ C100 ตามลําดับ ซึ่งความสัมพันธกับความตอเนื่องระหวางรูพรุนที่

เพิ่มข้ึนดงัแสดงในรูปที ่ 4.3 แตเมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลกลุมที่เติมพลาสมาพบวา ที่ความ

เขมขนแตกตางกนัมีคาเปอรเซ็นตการบวมน้ําใกลเคยีงกนัประมาณ 884-912 เปอรเซ็นต ซึ่ง

สอดคลองกับความตอเนื่องระหวางรูพรุนที่มีลักษณะใกลเคียงกนั สวนโครงเลี้ยงเซลลกลุมที่เตมิ

เกล็ดเลือดเขมขนมีแนวโนมของเปอรเซน็ตการบวมน้าํเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของโปรตีนรวม  

โดย P1000 มีคาเปอรเซน็ตการบวมน้าํสูงสุด 1,156 เปอรเซ็นตซึ่งแตกตางกับ P100 อยางมี

นัยสําคัญ  
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รูปที่ 4.4 เปอรเซ็นตการบวมน้าํโครงเลี้ยงเซลลของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (กลุม

ควบคุม) และโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีเ่ติมไครโอปรีซิพิเตท (CRYO), พลาสมา (HP) 

และ เกล็ดเลือดเขมขน (PC) ที่ความเขมขนโปรตีนทั้งหมด 100, 500 และ 1000 มลิลิกรัมตอโครง

เลี้ยงเซลล ในสารลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 (mean ± SD, n = 6) ที่อุณหภูม ิ37°C เวลา 24 

ชั่วโมง โดยที่เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคญัเทียบกับ CCH ที่ระดับนัยสําคญั 

P<0.05 และเครื่องมาย § แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญระหวางความเขมขนภายในกลุม

ผลิตภัณฑที่ใชปรับปรุงชนดิเดียวกนั 

 

 จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาเปอรเซน็ตการบวมน้ํายังขึ้นอยูกับลักษณะของรูพรุน โครง

เลี้ยงเซลลที่มจีํานวนรพูรุนและความตอเนือ่งระหวางรูพรุนมากสามารถกักน้ําไวภายในโครงเลี้ยง

เซลลไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรุนและความตอเนื่องระหวางรูพรุนนอย โครงเลี้ยงเซลลที่เตมิ

สารปรับปรุงทีม่ีเปอรเซ็นการบวมน้าํสูงอยาง C500 และ P1000 มีลักษณะสมบัตทิี่เหมาะสมกับ

การเจริญเติบโตของเซลล และจากสมบตัิการบวมน้ําที่ไมแตกตางกนัระหวางโครงเลี้ยงเซลลกลุม

ควบคุมและกลุมที่เติมสารปรับปรุง เนื่องมาจากโครงเลีย้งเซลลทั้งกลุมควบคุมและกลุมที่เติมสาร

ปรับปรุงมีองคประกอบหลักเปนคอลลาเจน-ไคโตซานเชนเดียวกันจึงมสีมบัตคิวามชอบน้ํา 

(Hydrophilicity) ใกลเคียงกนั  
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4.1.3 สมบัติทางกลของโครงเลี้ยงเซลล 

 1) ความตานทานตอแรงกด (Compressive modulus) 

 คามอดูลัสการกดของโครงเลี้ยงเซลลเปนคุณสมบัติสําคัญที่สามารถบอกถึงความแข็งแรง

ของโครงเลี้ยงเซลลที่มีความแตกตางของความเขมขนโปรตีนรวมในโครงเลี้ยงเซลลแตละชนิดดัง

แสดงไดในรูปที ่4.5  

 เมื่อพิจารณาคามอดูลัสการกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบแหงพบวา โครงเลี้ยงเซลลชนิดที่มี

การเติมไครโอปรีซิพิเตทเทานั้นที่มีคามอดูลัสการกดสูงกวาเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม และเมื่อ

เปรียบเทยีบความแตกตางของคามอดูลัสการกด ระหวางความเขมขนของโครงเลี้ยงเซลลที่เตมิ

ไครปรีซิพิเตทพบวา C500 และ C1000 มีคามอดูลัสการกดสูงกวาใน C100 สวนในโครงเลี้ยง

เซลลที่มีการเติมพลาสมา และโครงเลี้ยงเซลลที่เติมเกล็ดเลอืดเขมขนมีคามอดูลัสการกดไม

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญระหวางความเขมขน โดยที่ใน P100 มีคามอดูลัสการกดต่ํากวากลุม

ควบคุม จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาความเขมขนของปริมาณโปรตีนรวมของไครโอปรีซิพิเตทมี

ผลตอความตานทานตอแรงกดของโครงเลีย้งเซลล 

 เมื่อพิจารณาความตานทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบเปยกที่แชจนอิ่มตัวดวยสาร

ลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 และไมมีการกาํจัดน้าํออกจากโครงเลี้ยงเซลล กอนนําไปทดสอบ

การตานทานแรงกดพบวา โครงเลี้ยงเซลลที่มีการเติมสารปรับปรุงมีคามอดูลัสการกดต่ํากวากลุม

ควบคุม และเมื่อพิจารณาภายในโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ติมไครโอปรีซิพิเตทและพลาสมาของมนุษย คา

มอดูลัสการกดสูงขึ้นตามความเขมขนที่สูงขึ้น ซึ่งแตกตางกับโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ติมเกล็ดเลือด

เขมขนที่มีคามอดูลัสการกดสูงสุดที่ความเขมขนโปรตนีทัง้หมด 500 มิลลิกรัม/โครงเลี้ยงเซลล แต

มีคาลดลงอยางชัดเจนที่ความเขมขน 1000 มิลลิกรมั/โครงเลีย้งเซลล เนื่องจากลักษณะทาง

กายภาพ (รูปที่ 4.3) ทีแ่สดงวาความตอเนื่องของรพูรุนที่เพิม่ข้ึนสงผลตอความสามารถในการ

ตานทานแรงกด เนื่องมาจากความเชื่อมตอระหวางรพูรุนที่เพิม่ข้ึนทําผนังกั้นระหวางรูพรุนลดลง 

เปนผลใหโครงเลี้ยงเซลลมีโครงสรางที่ใชตานทานตอแรงกดนอยลง จึงทาํใหโครงเลี้ยงเซลลที่มี

ความตอเนื่องของรูพรุนสูงมคีวามสามารถในการตานทานตอแรงกดต่ํา 
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รูปที่ 4.5 คามอดูลัสการกดของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคซานแบบแหง (ก) และแบบเปยกใน

สารลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 (ข) (mean ± SD, n = 6) โดยที่เครื่องหมาย * แสดงความ

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญเทยีบกับ CCH ที่ระดับนัยสาํคัญ P<0.05 และเครื่องมาย § แสดงความ

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญระหวางความเขมขนภายในกลุมผลิตภัณฑที่ใชปรับปรุงชนิดเดียวกัน 

 

 นอกจากนัน้เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบคามอดูลัสการกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบแหงและ

แบบเปยกพบวาคามอดูลัสการกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบเปยกมีคาสูงกวาแบบแหง เนื่องจาก

อนุภาคของน้าํที่แทรกอยูในโครงเลี้ยงเซลลเปนตัวชวยเพิ่มแรงตานทานการกด 
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 2) ความทนทานตอแรงดึง (Tensile strength) 
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รูปที่ 4.6 คาเปอรเซ็นตการยืดตัว ณ จุดขาด (ก) และความตานทานตอแรงดึง (ข) ของโครงเลีย้ง

เซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุง (mean ± 

SD, n = 5) โดยที่เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญเทียบกับ CCH ที่ระดับ

นัยสําคัญ P<0.05 และเครื่องมาย § แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญระหวางความเขมขน

ภายในกลุมผลิตภัณฑที่ใชปรับปรุงชนิดเดียวกนั 

 ลักษณะการยดืตัวของโครงเลี้ยงเซลลในสภาวะรางกายมีผลอยางมากในการนาํโครงเลี้ยง

เซลลมาประยกุตใชงานจริง เนื่องจากลกัษณะสมบัตดิังกลาวบอกถึงความสามารถในการรับแรง

ในแนวขนานกับผิวหนงัซึ่งเกิดขึ้นในระหวางการรักษาบาดแผลที่เกิดจากแรงดึงยึดของเซลลไฟโบ

รบลาส (Yannas และคณะ, 2004 และ Enoch และคณะ, 2005) จากการทดสอบสมบัติดังกลาว
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พบวาโครงเลีย้งเซลลที่เติมโปรตีนจากผลติภัณฑจากเลอืดมนุษยทั้งสามชนิดมีระยะการยืดตัว ณ 

จุดขาด (แสดงตัวอยางการคํานวณในภาคผนวก ง) ต่ํากวาระยะการยืดตัวของโครงเลี้ยงเซลลกลุม

ควบคุมซึ่งมีเปอรเซ็นตการยดืตัวเปน 94.44 เปอรเซ็นต และเมื่อพจิารณาโครงเลี้ยงเซลลที่มีการ

เติมสารปรับปรุงทั้ง 3 กลุมคือ   ไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลอืดเขมขนพบวา โครงเลี้ยง

เซลลที่มีความเขมขนของปรมิาณโปรตีนรวมต่ํามีระยะยดืสูงกวาดังแสดงจากเปอรเซ็นตการยืดตัว 

ณ จุดขาด (Elongation at break) ในรูปที่ 4.6 ที่แสดงวาปริมาณโปรตีนรวมในโครงเลี้ยงเซลลมี

ผลตอเปอรเซ็นตการยืดตัว ณ จุดขาด โดยที่โครงเลีย้งเซลลมีระยะการยืดตัวต่ําลงเมื่อความเขมขน

ของโปรตีนรวมในโครงเลีย้งเซลลสูงขึ้นตามลําดับ จากผลดังกลาวแสดงถึงลกัษณะสมบัติของโครง

เลี้ยงเซลลที่เปลี่ยนแปลงหลงัจากการเติมสารปรับปรุง เมื่อพิจารณาความตานทานตอแรงดงึ 

(Tensile stress) จนถงึจุดที่โครงเลี้ยงเซลลเร่ิมขาด (รูปที่ 4.6) พบวาโครงเลีย้งเซลลที่มีการเติม

สารปรับปรุงทัง้ 3 กลุม มีความสามารถในการตานทานแรงดึงไดมากกวากลุมควบคุมอยางมี

นัยสําคัญ ยกเวนในโครงเลีย้งเซลล P100 แตเมื่อพิจารณาผลของความเขมขนโปรตีนรวมในโครง

เลี้ยงเซลลในแตละกลุมพบวามีแนวโนมตางกนั โดยโครงเลี้ยงเซลล C1000 จะมีคาความตานทาน

แรงดึงสูงที่สุดและแตกตางอยางมีนยัสําคญัเมื่อเทียบกบั C500 เมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลใน

กลุมที่เติมพลาสมา ความตานทานแรงดึงของโครงเลีย้งเซลลแตกตางกนัอยางมนียัสําคัญ และมี

แนวโนมลดลงเมื่อความเขมขนมากขึน้ สวนโครงเลี้ยงเซลลที่เติมเกล็ดเลือดเขมขนมีความ

ตานทานตอแรงดึงแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ โดยที ่ P500 มีความสามารถในการตานทานแรง

ดึงสูงสุด รองลงมาตามลําดับใน P1000 และ P100 

 

4.1.4 การทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพภายในหองปฏิบัติการ (In vitro biocompatibility) 

 

4.1.4.1 โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และ เจลาติน-ไคโตซาน  

 การทดสอบลกัษณะสมบัตคิวามเขากันไดทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไค

โตซานที่มีตอเซลลผิวหนังของมนษุยภายใตสภาวะหองทดลอง (In vitro) พิจารณาออกเปน 2 

ลักษณะคือ ศกึษาการยึดเกาะ (cell adhesion) และการเพิ่มจาํนวนของเซลล (cell proliferation) 

จากการทดลองเลี้ยงเซลลผิวหนงัมนุษย (Detroit 551 human fibroblast) ดวยสารอาหารที่

ปราศจากซีรัมบนโครงเลี้ยงเซลลกลุมควบคุม (CCH) และโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่

ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน เพื่อศึกษาถงึผลของสารปรับปรุงที่มี

ตอการยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนของเซลลบนโครงเลีย้งเซลล โดยทัว่ไปการเพาะเลีย้งเซลล
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จําเปนตองใชสารอาหารมาตรฐานทีม่ีซีรัม (10% Bovine serum albumin) ซึ่งทําหนาทีเ่ปนตัวเรง

ใหเกิดแรงอันตรกิริยาระหวางเซลลซึง่เหนีย่วนาํใหเกิดการเพิ่มจาํนวน (Somner และคณะ, 2000) 

แตในงานวิจยันี้เลือกสารอาหารทีป่ราศจากซีรัมในการเพาะเลี้ยงเซลล เนื่องจากความตองการ

ศึกษาผลของการใชผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยเพยีงอยางเดียว โดยตัดผลจากซรัีมในอาหารเลี้ยง

เซลลมาตรฐานออกไป โดยที่ผลิตภัณฑเหลานี้ประกอบดวยซีรัมและโมเลกุลโปรตีน เชน        

ไฟบริโนเจน, แฟคเตอร VIII และ โปรทรอมบิน (McLeod, 2005) จากการวิเคราะหจาํนวนเซลลที่มี

ชีวิตดวย MTT assay ที่แสดงในรูปที ่4.7 พบวากลุมควบคุมมีจํานวนเซลลยึดเกาะและเพิ่มจาํนวน

ในโครงเลี้ยงเซลลมากขึน้ตามเวลา โดยที่เวลา 3 และ 6 วัน มจีํานวนเซลลเพิ่มมากกวาจํานวน

เซลลที่ยึดเกาะที่เวลา 5 ชั่วโมงเปน 18% และ 50% แตที่เวลา 9 วัน การเพิ่มของจํานวนเซลล

นอยลงเหลือเพียง 30% เมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท พบวาเซลล

สามารถยึดเกาะและเพิ่มจํานวนไดในโครงเลี้ยงเซลลกลุมที่เติมไครโอปรีซิพิเตท โดยทีก่ารเพิ่ม

จํานวนเซลลมคีาเพิ่มข้ึนที่เวลา 3 และ 6 วัน และลดลงที่เวลา 9 วัน และเมื่อเปรียบเทียบระหวาง 

C100, C500 และ C1000 พบวาใน C500 และ C1000 มีจํานวนเซลลยึดเกาะและเพิ่มจาํนวน

มากกวากลุมควบคุม โดยที ่ C1000 มีจาํนวนเซลลยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนมากที่สุดซึง่มีคา

มากกวาจํานวนเซลลที่ยึดเกาะในกลุมควบคุม (5 ชั่วโมง) เปน 43%, 225% และ 517% และลดลง

เหลือ 392% ที่เวลา 5 ชั่วโมง, 3, 6 และ 9 วนั ตามลาํดับ แตใน C100 มีจํานวนเซลลที่ยึดเกาะ

และเพิ่มจาํนวนใกลเคียงกับกลุมควบคุมในทกุชวงเวลา 

 สําหรับโครงเลีย้งเซลลกลุมทีป่รับปรุงดวยพลาสมาพบวาใน H100 มีจํานวนเซลลที่ยึด

เกาะและเพิ่มจํานวนใกลเคยีงกับกลุมควบคุม และใน H500 และ H1000 มีการยดึเกาะและเพิม่

จํานวนของเซลลสูงกวากลุมควบคุมโดยที่การเพิ่มของจํานวนเซลลมแีนวโนมสูงขึน้ที่เวลา 3 และ 6 

วัน และมีคาลดลงที่เวลา 6 วัน ใน H100 แตมีคาลดลงที่เวลา 9 วันใน H500 และ H1000 โดยที่

เซลลสามาถยดึเกาะไดดีที่สุดใน H1000 และเซลลสามารถเพิ่มจํานวนไดมากที่สุดใน H500 ที่

เวลา 6 วัน ซึ่งมีคามากกวาจํานวนเซลลที่ยึดเกาะบนกลุมควบคุม (5 ชั่วโมง) เปน 204% และ 

418% ตามลาํดับ และเมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขน เซลลสามารถ

ยึดเกาะและเพิ่มจํานวนไดในโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขน เชนเดียวกับในโครง

เลี้ยงเซลลกลุมที่เติมไครโอปรีซิพิเตท และ พลาสมา โดยที่ใน P100 มีจํานวนเซลลที่ยึดเกาะสงู

กวากลุมควบคุม และมีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนในวันที่ 3 และ 6 และมีจํานวนลดลงที ่9 วัน ในขณะที่

เซลลที่เพิ่มจํานวนใน P500 และ P1000 มีแนวโนมสูงขึ้นจนถงึเวลา 9 วัน และเซลลสามารถยดึ
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เกาะและเพิ่มจํานวนไดมากที่สุดใน P500 ซึ่งมีคามากกวาจํานวนเซลลที่ยึดเกาะบนกลุมควบคุม

เปน 147%  และ 836% ที่เวลา 9 วัน 
 
 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 Relative cell viability ของเซลล Detroit 551 (human fibroblast) บนโครงเลี้ยงเซลล

คอลลาเจน-ไคโตซานชนิดตางๆที่เวลา 5 ชั่วโมง 3, 6 และ 9 วัน ในสารอาหารที่ไมมีซีรัม โดยที่

เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญเทียบกับ CCH ที่ระดับนัยสาํคัญ P<0.05 และ 

§ แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัระหวางความเขมขนภายในกลุมผลิตภัณฑที่ใชปรับปรุง

ชนิดเดียวกัน 

 

 จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาเซลล Detroit 551 สามารถยึดเกาะไดและเพิ่มจาํนวนไดใน

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน โดยจํานวนเซลลที่เพิม่จํานวนขึ้นแลวมีคาลดลงเนื่องจาก

โครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลที่เปนที่ยึดเกาะของเซลลเกดิการยอยสลาย เนื่องมาจากเอนไซมที่

ผลิตจากเซลลที่เพิม่จํานวนขึน้ตามเวลา และจากผลการทดลองสรุปไดวาโครงเลี้ยงเซลลที่มี     
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การเติมสารปรับปรุงมีประสิทธิภาพในการยึดเกาะ และเพิ่มจาํนวนของเซลลไดดีกวาโครงเลี้ยง

เซลลที่ไมมีการเติมสารปรับปรุง โดย H1000 มีจํานวนเซลลยึดเกาะทีเ่วลา 5 ชั่วโมงมากที่สุด และ 

P500 มีการเพิ่มจํานวนเซลลสูงที่สุดที่เวลา 9 วัน นอกจากนั้นยังสงัเกตไดวาความเขมขนของสาร

ปรับปรุงแตละชนิดมีผลตอการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลลตางกนั โดยในกลุมไครโอปรีซิพิ

เตท C1000 มีจํานวนเซลลยึดเกาะและเพิ่มจํานวนมากที่สุด สวนในกลุมพลาสมา H1000 ใหผลดี

ที่สุดในการยึดเกาะของเซลล และ H500 ใหผลดีที่สุดในการเพิม่จํานวนของเซลล  และสําหรับใน

กลุมเกล็ดเลือดเขมขน P500 ใหผลดีที่สุดทั้งการยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนของเซลล  

 จากการสรุปโดยรวมเนื่องจากสารปรับปรุงทัง้ 3 ชนิดเปนผลิตภัณฑทีไ่ดจากเลือดมนุษยที่

เปนแหลงสารอาหารและสารเคมีที่ผลิตไดจากเซลล (Cytokines) (ดังที่ไดกลาวไวในบทที ่2 หัวขอ 

2.6) ที่ประกอบไปดวยโกรศแฟคเตอรชนิดตางๆคือ PDGF, EGF และ TGF-β จากเกล็ดเลือดและ

พลาสมาทีม่ีสวนชวยเรงใหเซลลมีการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวน (Naughton และคณะ, 2003) รวม

ไปถึงคุณสมบัติของไฟบริโนเจนและไฟโบรเนคตินที่อยูในไครโอปรีซิพิเตทและพลาสมาทีม่ีบทบาท

สําคัญในการรักษาบาดแผล (Qiu และคณะ, 2006) ซึ่งสอดคลองกับรายงานที่ผานมาของ Meana 

และคณะในป 1998 ที่ทําการศึกษาการใชวุนไฟบริลจากไครโอปรีซิพิเตทของมนษุยที่ผสมเซลลไฟ

โบรบลาสของมนุษยในการเลี้ยงเซลลเคราติโนไซดซึ่งพบวา เซลลไฟโบรบลาสและไครโอปรีซิพิเตท

ของมนุษยมีสวนชวยใหเซลลเคราติโนไซดเพิ่มจาํนวนจนกระทั่งเต็มจานเพาะเลี้ยงไดภายใน 15 

วัน และงานวจิัยของ Choi และคณะในป 2004 ที่ศึกษาผลของความเขมขนของเกล็ดเลือดใน

พลาสมาของแกะในการเพิม่จํานวนเซลลกระดูกซึ่งสามารถสรุปไดวาเซลลกระดูกถกูยับยัง้การเพิม่

จํานวนในกรณีที่ใชเกล็ดเลอืดเขมขนในพลาสมา (PRP: platelet rich plasma) แตจะมีจํานวน

เซลลเพิ่มมากขึ้นเมื่อใชเกลด็เลือดเจือจางในพลาสมา (PPP: platelet poor plasma) เชนเดยีวกบั

งานวิจยัของ Tajima และคณะในป ค.ศ. 2006 ที่ศึกษาผลของ PRP และ PPP ของหนูทีม่ีผลตอ

การเพิม่จํานวนและการเปลี่ยนสภาพของเซลลไขกระดูก (MSCs :bone marrow stromal cells) 

ซึ่งพบวา PRP จะชวยกระตุนการเพิ่มจาํนวนของเซลลไขกระดูกแตมีผลยับยัง้การเปลี่ยนสภาพ

ของเซลลในขณะที ่ PPP มบีทบาทในการสงเสิมการปลี่ยนสภาพเซลลไปเปนกระดูก เนื่องมาจาก

ผลของความเขมขนของโกรสแฟคเตอร TGF- β และ PDGF ที่ไดจากเกล็ดเลือด 

 จากการพิจารณาความเหมาะสมของความเขมขนโปรตนีจากไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา 

และเกล็ดเลือดเขมขนของมนุษยซึง่ใชปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่ไดจาก

ศึกษาลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลทีไ่ดรับการปรับปรุงดวยสารชนิดเดียวกัน พบวา C1000 

มีความเขมขนของโปรตีนเหมาะสมที่สุดในโครงเลี้ยงเซลลกลุมที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท 
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เนื่องจากมีความสามารถในการเหนี่ยวนาํใหเซลลยึดเกาะและเพิ่มจํานวนไดมากทีสุ่ด และมี

ความสามารถในการตานทานตอแรงกดแบบเปยกและแรงดึงไดสูงทีสุ่ดซึ่งมีคาประมาณ 0.5 กิโล

ปาสคาล และ 20 กิโลปาสคาล ในการพจิารณาโครงเลีย้งเซลลกลุมทีป่รับปรุงดวยพลาสมา H500 

มีความเขมขนโปรตีนเหมาะสมที่สุด เนือ่งจากสามารถเหนี่ยวนาํใหเซลลเพิ่มจาํนวนไดมากที่สุด

และมีความสามารถในการตานทานตอแรงกดและแรงดึงประมาณ 0.3 กิโลปาสคาล และ 30 กิโล

ปาสคาล ซึ่งใกลเคียงกับความสามารถในการตานทานตอแรงกดและแรงดึงใน C1000 และโครง

เลี้ยงเซลลกลุมที่ปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขน P500 มีความเขมขนของโปรตีนเหมาะสมที่สุด ซึ่ง

พิจารณาไดจากความสามารถในการเหนีย่วนาํใหเซลลยึดเกาะและเพิ่มจํานวน และความสามารถ

ในการตานทานตอแรงกดและแรงดึงทีม่ีคาสูงที่สุด โดยที่มีคาความตานทานตอแรงกดและแรงดึง

ประมาณ 0.6  กิโลปาสคาล และ 20 กิโลปาสคาล 

 นอกจากการประยุกตใชผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขนใน

การปรับปรุงความเขากนัไดทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานแลว ในงานวิจัยนี้

ยังไดศึกษาผลของผลิตภัณฑดังกลาวที่มตีอการปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน เนือ่ง 

จากเจลาตินเปนพอลิเมอรธรรมชาติที่มีโครงสรางทางเคมี ปริมาณกรดอะมิโน และลักษณะความ

เขากันไดทางชีวภาพใกลเคยีงกับคอลลาเจนแตมีราคาถูกและหาไดงายกวาคอลลาเจน จงึนาํไปสู

การพัฒนาโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีเจลาตินเปนองคประกอบหลักเพื่อลดตนทนุการผลิตโครงเลี้ยงเซลล 

อีกทั้งเจลาตนิยังสามารถแสดงลักษณะของประจุบวกและลบที่เหมาะกบัการใชงานรวมกับโปรตนี

ชนิดอื่นๆ ซึง่เปนลักษณะสมบัติที่ดีในการควบคุมการปลดปลอย (Control release) สารสําคัญที่มี

ประจุตรงกันขาม (Tabata, 1999)  

 จากการศึกษาสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ถูกปรับปรุงดวย

ไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และเกล็ดเลอืดเขมขนดวยความเขมขนทีเ่หมาะสม (ความเขมขนที่

เหมาะสมพิจารณาจากการศึกษาลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่ไดรับ

การปรับปรุง) สามารถแสดงไดในตารางที ่ 4.2 ซึ่งมแีนวโนมใกลเคียงกับลักษณะสมบัติของโครง

เลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยผลิตภัณฑชนิดเดยีวกนัที่มีความเขมขนของโปรตนี

จากสารปรับปรุงเทากนั โดยที่โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ไดรับการปรับปรุงมีปริมาตร และ

น้ําหนกัแหงมากกวาโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ไมไดรับการปรับปรุงอยางมีนัยสาํคัญ เมื่อ

พิจารณาลกัษณะและขนาดของรูพรุนที่แสดงในรูปที่ 4.8 พบวารูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-

ไคโตซานมีความตอเนื่องระหวางรูพรุน โดยที่ขนาดของรูพรุนมีคาอยูในชวง 50-198 ไมโครเมตร 

ซึ่งมีขนาดใกลเคียงกับขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน 
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ตาราง 4.2 แสดงคาเฉลี่ยน้ําหนักแหง ความหนา และเสนผานศูนยกลางของโครงเลี้ยงเซลล        

เจลาติน-ไคโตซาน, คาเปอรเซ็นตปริมาณสารปรับปรุงในโครงเลี้ยงเซลล และขนาดของรูพรุน 

หมายเหต ุ † แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญของปริมาตรและขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล

เจาติน-ไคโตซาน ที่ไดรับการปรับปรุงเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ไมไดรับการ

ปรับปรุง (GCH) ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95%  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่

ไมไดรับการปรับปรุง (GCH) และโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท 

(GC1000) พลาสมา (GH500) และเกล็ดเลือดเขมขน (GP500) 

รหัสโครง

เลี้ยงเซลล 

ความหนา

(มิลลิเมตร) 

เสนผาน

ศูนยกลาง

(มลิลิเมตร) 

น้ําหนกั

แหงรวม

(มิลลิกรัม) 

ปริมาตรโครง

เลี้ยงเซลล

(มิลลิเมตร) 

ขนาดรูพรุน 

(ไมโครเมตร) 

GCH 3.00±0.00 13.36±0.21 4.84±0.09 0.42±0.02 88.53±31.01 

GC1000 3.49±0.02 13.50±0.00 6.27±0.04 0.49±0.00† 90.31±28.85 

GH500 4.00±.00 14.00±0.00 5.80±0.10 0.61±0.01† 142.16±56.01 

GP500 3.85±0.20 14.00±0.18 5.98±0.10 0.59±0.04† 91.80±31.95 

GCH 

GP500 GH500 

GC100
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 จากการศึกษาความเขากันไดทางชีวภาพดวยการทดลองเลี้ยงเซลล L929 ในโครงเลี้ยง

เซลลเจลาติน-ไคโตซาน (GCH) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีน

ทั้งหมดจากไครโอปรีซิพิเตท 1000  มิลลิกรัม (GC1000), พลาสมา 500 มิลลิกรัม (GH500), และ

เกล็ดเลือดเขมขน 500 มิลลิกรัม (GP500) ที่แสดงผลดังรูปที ่ 4.9 โดยที่ความเขมขนของโปรตีน

ทั้งหมดจากสารปรับปรุงอางอิงจากผลสรปุของความเขมขนโปรตีนของสารปรับปรุงที่มีตอการยดึ

เกาะและเพิ่มจํานวนของเซลล Detroit 551 บนโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน 

 จากผลการทดลองเซลลสามารถยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนไดใน GCH โดยจํานวนเซลลที่

ยึดเกาะเพิ่มจาํนวนขึน้ตามเวลาและมีคาสูงที่สุดที่เวลา 3 วันและมีคาลดลงทีเ่วลา 6 และ 9 วนั 

และจากการพจิารณาจํานวนเซลลที่ยึดเกาะและเพิ่มจํานวนบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน

ที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากสารปรับปรุงทัง้ 3 ชนิดพบวามีแนวโนมเหมือนกนัคือ เซลลสามารถยดึ

เกาะและเพิ่มจํานวนสงูสุดที่เวลา 6 วันแลวลดจํานวนลงที่เวลา 9 วัน อันเนื่องมาจากการยอย

สลายของโครงเลี้ยงเซลล จากการเปรียบเทียบการยึดเกาะพบวาเซลลสามารถยดึเกาะที่เวลา 5 

ชั่วโมงไดดีที่สุดใน GP500 และสามารถเพิ่มจาํนวนไดมากที่สุดใน GH500  และรองลงมาใน 

GP500 และ GC1000  ซึ่งมีคามากกวาจํานวนเซลลทีย่ึดเกาะบน GCH ที่เวลา 5 ชั่วโมง เปน 

708%, 573% และ 558% ตามลําดับ ซึ่งผลสรุปดังกลาวมีแนวโนมเชนเดียวกับความสามารถใน

การยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลล L929 บนโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่มีความ

เขมขนของโปรตีนจากสารปรับปรุงเทากันดังแสดงในรูปที่ 4.9 ซึ่งเหน็ไดวาโครงเลีย้งเซลลคอลลา

เจน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุงมีเซลลเพิม่จํานวนขึ้นแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญเมื่อเทียบกับ

โครงเลี้ยงเซลลที่ไมไดเติมสารปรับปรุง โดยที่ P500 มีจํานวนเซลลยึดเกาะมากที่สุดทีเ่วลา 5 

ชั่วโมง และเซลลสามารถเพิม่จํานวนสูงทีสุ่ดที่เวลา 6 วัน และลดลงที่เวลา 9 วัน เนื่องจากการ

สลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล เซลลสามารถเพิ่มจาํนวนไดมากที่สุดใน H500 และรองลงมาใน 

P500 และ C1000  ซึ่งมีคามากกวาในจํานวนเซลลทีย่ึดเกาะบน CCH ที่เวลา 5 ชั่วโมง เปน 

1047%, 980% และ 865% ตามลาํดับ โครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และเจลาติน-ไคโต

ซานที่เติมสารปรับปรุงสามารถเหนีย่วนําใหมีการเพิ่มจํานวนเซลลไดมากกวาโครงเลีย้งเซลลที่

ไมไดปรับปรุง โดยที่เซลลสามารถยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนบนโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน

ที่เติมสารปรับปรุงไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุง เนื่องมาจากความ

แข็งแรงของโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่สูงกวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไค

โตซาน ดวยลกัษณะโครงสรางของโมเลกุลคอลลาเจนที่เปนสายโซพอลิเมอรพันเปนเกลียวแบบ α 

helix)  (Friess และคณะ, 1998) ในขณะที่โครงสรางโมเลกุลของเจลาตินเปนสายโซพอลิเมอรเสน
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เดี่ยวแบบ random coil (Lee, 2005) ดังเห็นไดจากจํานวนเซลลที่เพิม่ข้ึนสูงที่สุดทีเ่วลา 6 วัน ใน

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีม่ีคาเพิ่มข้ึน 1047% ในขณะทีใ่นโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไค

โตซานมีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนเพียง 708% 

 

 

 (ก) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 (ข) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.9 Relative cell viability ของ L929 บนโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH) และ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีนทัง้หมดจากไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา

และ เกล็ดเลือดเขมขน (C1000, H500, P500) (ก) โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน (GCH) และ

โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีนทั้งหมดจากไครโอปรีซิพิเตท พลาสมาและ

เกล็ดเลือดเขมขน (GC1000, GH500, GP500) (ข) โดยที่เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางอยาง

มีนัยสาํคัญเทยีบกับ CCH ที่ระดับนัยสาํคัญ P<0.05 และเครื่องมาย § แสดงความแตกตางอยาง

มีนัยสาํคัญระหวางชนิดของสารปรับปรุงทีเ่วลาเดียวกนั 
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 จากสมมุติฐานการใชโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน เพื่อควบคุมการปลดปลอยโกรส

แฟคเตอรจากโครงเลี้ยงเซลลแทนโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน แตจากผลการทดลองใน

รูปที่ 4.9 แสดงใหเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานไมสามารถเหนีย่วนําใหเซลลยึดเกาะ

และเพิ่มจาํนวนไดมากกวาโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ทั้งนี้เนื่องจากการควบคุมการ

ปลดปลอยในเมทริกซใดๆ ข้ึนอยูกับประจ ุ (charge) ของเมทริกซและโกรสแฟคเตอร เจลาตินชนดิ 

A ที่ใชในการทดลองนี้มีลักษณะประจุโดยรวม (net charge) เปนบวกในสารละลายบัฟเฟอร pH 

7.4 (Bet และคณะ, 2002; Young และคณะ, 2005) ซึง่มีประจุเดียวกับประจุโดยรวมของโมเลกลุ

โปรตีนจากไฟบริโนเจน (Sato และคณะ, 1980) , PDGF (Fenstermaker และคณะ,1993), TGF- 

β (Maire และคณะ, 2004)  และแฟคเตอร VIII (Wang และคณะ, 2003) ในผลิตภัณฑจากเลอืด

ของมนุษย สงผลใหโมเลกุลโปรตีนไมสามารถยึดอยูบนโครงเลีย้งเซลลได โมเลกุลโปรตีนใน

ผลิตภัณฑจากเลือดจึงอาจถูกปลดปลอยออกมาจากโครงเลี้ยงเซลลไดงาย และสูญเสียไปกบั

สารอาหารมาตรฐานที่ใชเลี้ยงเซลลซึง่ถกูเปลี่ยนทุกๆ 3 วนั จงึทาํใหความสามารถในการควบคุม

การปลดปลอยของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานไมสามารถควบคุมการปลดปลอยโมเลกุล

โปรตีนในผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยได จากลักษณะดงักลาวอาจทาํการปรบัปรุงใหโครงเลี้ยง

เซลลเจลาติน-ไคโตซานมีประสิทธิภาพในการควบคุมการปลดปลอยดวยการเตรียมสารละลายเจ

ลาตินชนิด A ใหมีคา pH มากกวาคา pI (Isoelectric point) เพื่อปรับใหประจุของเจลาตินเปนลบ

(Tabata, 1998) ซึ่งสามารถเกิดพนัธะกบัประจุบวกของโมเลกุลโปรตีนได เพื่อเพิม่ประสิทธิภาพ

ของการควบคมุการปลดปลอย 

 

4.1.4.2 แผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ (Non woven plypropylene fabric) 

 จากผลการใชผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยที่สามารถเหนีย่วนาํใหเซลลสามารถยึดเกาะและ 

เพิ่มจาํนวนไดในโครงเลี้ยงเซลล จงึนาํไปสูการศึกษาผลของผลิตภัณฑดังกลาวในการเหนี่ยวนาํให

เซลลยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนไดบนเสนใยพอลิเมอรสังเคราะห ซึง่มีขอจํากัดในเรื่องความเขากนัได

กับเซลล วัสดุเสนใยพอลิเมอรสังเคราะหเปนหนึ่งในวัสดุที่ถูกนํามาประยุกตใชในงานดาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อ โดยเฉพาะอยางยิง่วัสดุที่มีความเขากนัไดทางชีวภาพ (Biocompatibility) ไม

เปนพษิ (non-cytotoxic) มีราคาถกู และหาไดงายอยางแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ (non 

woven polypropylene fabric) (Li, 2001; Tyan, 2001) แผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอมี

ลักษณะเปนเสนใยขนาดเลก็ซึ่งจะทาํใหเกิดโครงสราง 3 มิติ ที่เหมาะสมในการยึดเกาะและเพิ่ม

จํานวนของเซลล (Li, 2001) แตเนื่องจากพอลิพรอพิลีนเปนพอลิเมอรสังเคราะหทีม่โีครงสรางทาง
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เคมีประกอบไปดวยโมเลกุลของคารบอนและไฮโดรเจนเทานั้นจงึแสดงลักษณะของความไมชอบ

น้ํา (hydrophobicity) ซึง่เปนขอจํากัดในการใชเปนวัสดุทางชีวภาพ (Biomaterial) และความเขา

กันไดกับเซลล ในงานวจิัยไดศึกษาการปรับปรุงพืน้ผิวเสนใยพอลพิรอพิลีนดวยการเคลือบดวย

สารละลายคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่ปรับปรุงดวยการผสมโปรตีนผลิตภัณฑจากเลือดของมนุษย ซึง่

สามารถเหนี่ยวนาํใหเซลลยดึเกาะและเพิม่จํานวนได  

 จากคุณสมบัติของความไมชอบน้ําของแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอ ทาํใหการเคลือบ

ดวยสารละลายบนแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอเปนไปไดยาก ดังนัน้เพื่อแกปญหาดังกลาว

งานวิจยันี้ไดทาํการปรับปรุงสมบัติความชอบน้ํา (Hydrophilicity) ของแผนใยพอลิพรอพิลีนไม

สานทอดวยการกระตุนพื้นผิวแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอดวยออกซิเจนพลาสมา (Wei และ

คณะ, 2006) จากการเปรียบเทยีบลักษณะของพื้นผวิของแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอที่        

ไมถูกกระตุนและถูกกระตุนดวยกาซออกซิเจนพลาสมาทั้งกอนและหลังเคลือบดวยสารละลายมี

ลักษณะพืน้ผวิของใยขรุขระและไมสม่ําเสมอแตกตางจากใยไมสานทอปกติ (รูป 4.10) ไอออนและ

ความรอนที่เกดิขึ้นในระหวางการกระตุนดวยพลาสมาทาํใหผิวของเสนใยทีเ่ฉื่อยเกดิประจุออนๆ

จับกับสารละลายคอลลาเจนและไคโตซานได แผนใยพอลิพรอพลีินไมสานทอที่ถูกกระตุนดวย

ออกซิเจนพลาสมามีสารละลายเคลือบติดอยูบนเสนใยมากกวาแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอที่

ไมถูกกระตุนดงัแสดงในรูป 4.10 (ก, ข) และผลที่สามารถยนืยนัลักษณะสมบัติที่เปลี่ยนไปของใย

พอลิพรอพลีินไมสานทอหลงัจากที่กระตุนแลวเคลือบดวยสารละลายคอืความเขากันไดทาง

ชีวภาพกับเซลล L929 (mouse fibroblast) จากการเพาะเลี้ยงเซลล L929 บนแผนใยพอลพิรอพิ

ลีนไมสานทอใน DMEM ที่มซีีรัม 10% การยึดเกาะและเพิ่มจํานวนของเซลลบนแผน ใยพอลิพรอพิ

ลีนไมสานทอที่ไมถูกกระตุนดวยกาซออกซิเจนพลาสมาทั้งกอน และหลังการเพาะเลี้ยงเซลลในรูป 

4.10 (ค) แสดงความสามารถของเซลลในการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนไดบนแผนใยพอลิพรอพิลีน

ไมสานทอ นอกจากนั้นขนาดของเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอที่มคีา 2-10 ไมโครเมตร มีขนาด

เหมาะสมกับการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลล (Badami และคณะ, 2005; Moroni และคณะ, 

2006) และลักษณะความแข็ง (stiffness) ของพืน้ผิวสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการยึดเกาะของ

เซลลไดดี (Genes และคณะ, 2003) 
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    กอนเคลือบ       หลงัเคลือบ 

        

 (ก) 

 PP 

       untreated 

 

 

 (ข) 

 PP 

O2plasma treated 

 

 

 

 (ค) 

 PP 

      untreated 

after cell seeding 

 

 

รูปที่ 4.10 รูปจากกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงลกัษณะพืน้ผวิใยพอลิพรอพิลีน

ไม สานทอที่ไมถูกกระตุน (ก) และถูกกระตุน (ข) ดวยออกซิเจนพลาสมากอนและหลังการเคลือบ

ดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซาน และลักษณะการยึดเกาะของเซลลบนแผนใยพอลิพรอพิลีน

ไมสานทอกอนและหลงัการเคลือบดวยสารละลาย (ค) 

 

 จากการศึกษาเปรียบเทยีบความเขากนัไดทางชีวภาพในระดับหองปฏบิัติการระหวางแผน

ใยพอลิพรอพลีินไมสานทอที่ไมไดปรับปรุงพืน้ผิว (PP) และแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอที่

กระตุนดวยออกซิเจนพลาสมา (PP-t) และแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอทีก่ระตุนดวยออกซเิจน

พลาสมาแลวเคลือบดวยสารละลายผสมระหวางคอลลาเจน-ไคโตซาน (PP-t/CHCH) ดวยการ

เพาะเลี้ยงเซลล L929 (mouse fibroblast) ใน DMEM ที่มีซีรัม 10%  ที่เวลาตางๆ ซึ่งแสดงในรูปที่ 
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4.11 เซลลสามารถยึดเกาะไดมากที่สุดบน PP-t/CHCH และแตกตางอยางมนีัยสําคัญเมื่อเทยีบ

กับจํานวนเซลลที่ยึดเกาะบน PP-t และ PP ซึ่งมีคาใกลเคียงกนั และเมื่อพิจารณาจํานวนเซลลที่

เพิ่มข้ึนสงูสุดที่เวลา 7 วัน PP-t/CHCH โดยมีคามากกวาจาํนวนเซลลที่ยึดเกาะบน PP ที่เวลา 5 

ชั่วโมง ถงึ 1356%  เมื่อเปรียบเทียบจํานวนเซลลที่ยดึเกาะและเพิม่จํานวนบนแผนใยพอลพิรอพิ

ลีนไมสานทอที่กระตุนดวยออกซิเจนพลาสมา PP-t/CHCH มีจาํนวนเซลลที่ยดึเกาะและเพิม่

จํานวนสงูกวาบน  PP-t ในทกุชวงเวลา ซึ่งสามารถสรุปไดวาสารละลายที่เคลือบบนแผนใยพอลิ

พรอพิลีนไมสานทอสงผลตอการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลล   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.11 Relative cell viability ของ L929 ใน DMEM ที่มีซีรัม10%บนแผนใยพอลิพรอพิลีนไม

สานทอที่ไมถกูกระตุน (PP) และถูกกระตุนดวยออกซเิจนพลาสมา (PP-t) และแผนใยพอลพิรอพิ

ลีนไมสานทอที่กระตุนดวยออกซเิจนพลาสมาแลวเคลือบดวยสารลายคอลลาเจน-ไคโตซาน (PP-

t/CHCH) ที่เวลาตางๆ โดยที่ * แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ PP ที่ระดบั

นัยสําคัญ P<0.05 และ § แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญระหวางแผนใยพอลิพรอพิลีนไม

สานทอที่เวลาเดียวกนั  

 

 ดังนัน้เมื่อพจิารณาเปรียบเทยีบผลการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนเซลล L929 บนแผนใยพอ

ลิพรอพิลีนไมสานทอทีถู่กปรับปรุงพื้นผวิดวยการเคลือบที่มีข้ันตอนตางกนั เซลลสามารถยึดเกาะ

และเพิ่มจาํนวนบนแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอที่กระตุนดวยออกซิเจนพลาสมากอนการ

เคลือบดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานไดมากกวาการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนบนแผนใยพอ
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ลิพรอพิลีนไมสานทอที่ไมถกูกระตุนดวยพลาสมา จากขอสรุปดังกลาวนําไปสูการเพิ่ม

ประสิทธิภาพการปรับปรุงพืน้ผิวเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ โดยการปรับปรุงพื้นผวิดวยการ

กระตุนดวยกาซออกซิเจนพลาสมา แลวจึงเคลือบดวยสารละลายที่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพ

ความเขากันไดทางชีวภาพของแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ งานวิจัยนี้สนใจการใชสารละลาย

ผสมระหวางผสมคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยผลติภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และ

เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษยมีความเขมขนของโปรตีนทัง้หมด 1000, 500 และ 500 มิลลิกรมั

ตามลําดับ มาเปนตัวเพิ่มประสทิธิภาพการเหนี่ยวนําใหเซลลยึดเกาะและเพิ่มจํานวนบนแผนใย 

พอลิพรอพิลีนไมสานทอทีถ่กูกระตุนดวยออกซิเจนพลาสมา  โดยที่ความเขมขนของโปรตีนทั้งหมด

ในสารปรับปรุงแตละชนิดพจิารณามาจากผลความเขากันไดทางชวีภาพของเซลล Detroit 551 กับ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุง 

  เมื่อนําแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอทีถ่กูกระตุนพื้นผวิดวยออกซเิจนพลาสมาแลว

เคลือบดวยสารละลายผสมระหวางคอลลาเจน-ไคโตซาน (PP-CCH) และแผนใยทีถู่กกระตุนดวย

พลาสมาแลวเคลือบดวยสารละลายผสมระหวางคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิ

เตท (PP-C1000) พลาสมา (PP-H500) และ เกลด็เลือดเขมขน (PP-P500) มาทดสอบการ

เพาะเลี้ยงเซลล L929 (mouse fibroblast) ในสารอาหารที่ปราศจากซีรัมที่เวลา 5 ชั่วโมง 3, 6 และ 

9 วัน (รูปที่ 4.12)  เซลลสามารถยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนบน PP-CCH ไดเพิ่มมากขึ้นตามเวลาและ
มีคาสูงที่สุดที่เวลา 6 วัน แตมีลดลงที่เวลา 9 วัน และจากการพิจารณาแผนพอลพิรอพิลีนไมสาน

ทอที่เคลือบดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมสารปรับปรุงทั้ง 3 ชนิดพบวาเซลลสามารถ

ยึดเกาะและเพิ่มจํานวนขึน้ตามเวลา ซึง่มีจํานวนเซลลที่ยึดเกาะที่เวลา 5 ชั่วโมงใกลเคียงกบัการ

ยึดเกาะบนแผน PP-CCH และมีจํานวนสูงขึ้นที่เวลา 3 และ 6 วัน และมีคาลดลงในวนัที่ 9 โดย

จํานวนเซลลทีเ่พิ่มจาํนวนขึน้มีคามากกวาการเพิม่จํานวนใน PP-CCH อยางชัดเจนซึ่งมีคาสูงสดุที่

เวลา 6 วัน โดยที่ใน PP-C1000, PP-H500 และ PP-P500 มีจาํนวนเซลลเพิ่มจาํนวนมากกวาใน 

PP-CCH ที่เวลาเดียวกันเปน 1500%, 1600% ละ 1800% ตามลาํดับ และที่เวลา 9 วัน จาํนวน

เซลลที่เพิ่มจํานวนบนแผนพอลิพรอพิลีนไมสานทอที่เคลือบดวยสารละลายแตละชนิดมีคาลดลง 

เนื่องจากขอจาํกัดของพืน้ทีบ่นแผนพอลิพรอพิลีนไมสานทอที่มีคาคงที่และมีลักษณะเปน 2  มิติ 

ซึ่งทาํใหเซลลที่เพิม่จํานวนมากขึ้นไมสามารถยึดเกาะบนแผนไดผลการทดลองดงักลาวสอดคลอง

กับการทดลองความเขากนัไดทางชวีภาพในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่พบวาไครโอปรี

ซิพิเตท พลาสมา และเกลด็เลือดเขมขน สามารถเหนีย่วนาํใหเซลลสามารถเพิ่มจาํนวนไดดีกวา             

ในสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมเติมสารปรับปรุง และจากขอสรุปดังกลาวแสดงใหเห็นถึง 
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การใชสารละลายที่ผสมผลิตภัณฑจากเลอืดในการเพิ่มประสิทธิภาพความเขากันไดทางชีวภาพ

ของเสนใยพอลิเมอรสังเคราะหที่ไดรับการปรับปรุงพื้นผวิดวยการกระตุนดวยออกซเิจนพลาสมา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.12 Relative cell viability ของ L929 บนแผนพอลิพรอพิลีนไมสานทอทีก่ระตุนดวย

ออกซิเจนพลาสมาแลวเคลือบดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซาน (PP-CCH) และสารละลาย

คอลลาเจน-ไคโตซานผสมไครโอปรีซิพิเตท (PP-C1000), พลาสมา (PP-H500) และ เกล็ดเลอืด

เขมขน (PP-P500) ที่เวลา 5 ชั่วโมง 3, 6 และ 9 วัน ในสารอาหารทีไ่มมีซีรัมโดยทีเ่ครื่องหมาย * 

แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญเทียบกับ PP/CCH ที่ระดับนยัสําคัญ P<0.05  

 จากการศึกษาผลของไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน พบวาสารปรับปรุง

ดังกลาวสามารถใชเพิ่มประสิทธิภาพความเขากนัไดกับเซลลส่ิงมีชวีิตในระดับหองปฏิบัติการของ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน, เจลาติน-ไคโตซานและแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ โดย

ที่ทัง้โครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และ เจลาติน-ไคโตซาน ที่ปรับปรุงดวยการเติมเกล็ด

เลือดเขมขนมปีระสิทธิภาพดีที่สุดในการเหนีย่วนําใหเซลลยึดเกาะโครงเลี้ยงเซลล และโครงเลีย้ง

เซลลที่ปรับปรุงดวยพลาสมามีประสิทธิภาพดีที่สุดในการเพิ่มจาํนวนของเซลล และเมื่อพิจารณา

การยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลลบนแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอ พบวาแผนใยที่เคลือบ

ดวยเกล็ดเลือดเขมขนมีประสิทธิภาพในการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลลสูงสุด โดยที่เซลล 

L929 มีการเพิ่มจํานวนสงูที่สุดในแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ และมีการเพิ่มจํานวนรองลงมา
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ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และเจลาติน-ไคโตซานตามลาํดับ ดังเห็นไดจากกราฟที่

แสดงความแตกตางของจาํนวนเซลลที่เพิม่จํานวนสูงสดุที่เวลา 6 วัน (รูปที่ 4.12) 
 
4.2 การทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพภายในสัตวทดลอง (In vivo biocompatibility) 

 

4.2.1 การทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพในหนูทดลองพนัธุ Wistar rat 

จากผลการทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพของโครงเลีย้งเซลลในสัตวทดลอง (in vivo) 

โดยการฝงโครงเลี้ยงเซลลใตผิวหนังของหนูทดลองพนัธวิสตาร (Wistar rat) เพศเมีย อาย ุ 3-5 

สัปดาห โดยใชโครงเลี้ยงเซลล CCH เปนกลุมควบคุม และ C1000, H500 และ P500 เปนตัวแทน

โครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุง เนื่องจากมีประสิทธิภาพดีที่สุดภายในกลุมเดียวกันดงัเห็นได

จากการทดลองในระดับหองปฏิบัติการ (in vitro) ในงานวิจัยนี้ไดมีการใชผลิตภัณฑพลาสมาจาก

เลือดของมนษุยปลูกถายลงในหนทูดลอง ซึง่ทาํใหเกิดการตอตานจากระบบภูมิคุมกันของหน ู

ดังนัน้ในการทดลองนี้จงึไดทาํการยับยั้ง (Inactivated) IgG ในพลาสมาของมนุษยเพื่อยั้บยัง้การ

ตอตานจากระบบภูมิคุมกันของหนูโดยการใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 56°C เปนเวลา 30 นาท ี(Soltis  

และคณะ, 1978)  

 รูปที่ 4.13 แสดงภาพถายขนาดของโครงเลี้ยงเซลลทั้ง 4 ชิ้นที่ฝงอยูบริเวณผิวหนัง

ดานหลังของหนูตวัเดียวกัน ขนาดของโครงเลี้ยงเซลลแนวโนมลดลงหลังจากเวลา 4 สัปดาห และ

จากภาพถายยังสังเกตเห็นวาที่เวลา 1 สัปดาห กลุมควบคุมและ C1000 มีเสนเลือดฝอยหุม

บริเวณโครงเลีย้งเซลลอยางเห็นไดชัด และที่เวลา 2 สัปดาห C1000, H500 และ P500 มีลักษณะ

นูนซึง่ตางจากกลุมควบคุมทีม่ีลักษณะแบนราบติดไปกบัผิวหนัง เมื่อเวลาผานไป 4 สัปดาห 

สังเกตเห็นวากลุมควบคุมมขีนาดเล็กลงอยางชัดเจน แตใน C1000, H500 และ P500 นัน้มีขนาด

เล็กลงเชนเดียวกันแตลักษณะนูนขึน้อยางเหน็ไดชัด และจากภาพยังสังเกตเห็นผังพืดหุมอยูรอบ

โครงเลี้ยงเซลลซึ่งแสดงถงึการตอตานสิ่งแปลกปลอมในรางกายตามธรรมชาติ ซึง่อาจทําใหเกดิ

การขัดขวางการถายเทสารอาหารที่จําเปนเขาสูโครงเลีย้งเซลล 

 

 

 

 

 



 87 

     1 สัปดาห           2 สัปดาห                 4 สัปดาห  
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รูปที่ 4.13 ภาพถายโครงเลีย้งเซลล 4 ชนิด โครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH), โครง

เลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ถกูปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท (C1000), พลาสมา (H500) 

และเกล็ดเลือดเขมขน (P500) หลังจากการปลูกถายบนหลังหนพูนัธุวสิตาร (wistar rat) ที่เวลา 1, 

2 และ 4 สัปดาห 

 



 88 

 ผลการตรวจสอบชิ้นเนื้อในทางพยาธิวทิยา (Histological) ดวยการยอมสีชิ้นเนือ้ดวย

เทคนิค Heamatoxylin and Erosin (H&E) พบวานิวเคลียสของเซลลถูกยอมติดเปนสีน้าํเงิน และ 

ไซโตพลาสมหรือคอลลาเจนถูกยอมติดเปนสีแดง (กัลยา ผลากรกุล, 2534) ดังแสดงในภาพถาย 

รูปที่ 4.15-4.18 โดยเมื่อเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลลชนิดเดียวกันที่เวลาตางกนัพบวาเซลลจะเร่ิม

เคลื่อนที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลจากขอบไปสูดานใน จุดสีมวงเขมแสดงถึงนวิเคลียสของเซลล สีมวง

ออนแสดงถึงไซโตพลาสมของเซลลทีเ่ปนคอลลาเจนที่สรางขึ้นใหมมีลักษณะเรียงตัวกันอยางไม

เปนระเบียบ และสีชมพูเขมแสดงคอลลาเจนเดิมของโครงเลี้ยงเซลลทีย่อมติด erosin  

 รูปที่ 4.15 แสดงถึงลกัษณะความเปลี่ยนแปลงของกลุมควบคุมที่เวลาตางๆ โดยมีระยะ

ของบริเวณสีมวงเพิ่มมากขึ้นตามเวลาซึ่งแสดงถึงปริมาณเซลลที่ยายที่เขาสูโครงเลีย้งเซลลและ

ยังคงมองเห็นสีชมพูเขมที่เปนโครงเลี้ยงเซลลเดิมอยางชดัเจนซึ่งแสดงวาโครงเลีย้งเซลลมีการถกู

ยอยสลายเพยีงเล็กนอยเทานั้น ในโครงเลี้ยงเซลลที่ไดรับการปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท, 

พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน (C1000, H500, P500) (รูป 4.16-4.18) มีแนวโนมการเปลี่ยน

ลักษณะของการยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลของเซลลและการเปลี่ยนแปลงของลักษณะโครงเลี้ยง

เซลลคลายกนั เซลลสามารถยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลที่เวลา 1 สัปดาหและมีระยะทางเพิ่มข้ึนที่

เวลา 2 สัปดาห แตพบเปลี่ยนแปลงของระยะทางการยายที่ของเซลลเพียงเลก็นอยที่เวลา 4 

สัปดาห     เนื่องมาจากความไมตอเนื่องของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลลที่เกิดชองวางขึ้น เปนผลให

เซลลที่อยูรอบๆไมสามารถยดึเกาะและยายที่เขามาภายในโครงเลี้ยงเซลลได ดังนั้นภาพถาย H&E 

ที่แสดงลักษณะชองวางจึงสามารถยืนยันผลจากภาพถายโครงเลีย้งเซลลที่มีลักษณะนูนขึน้ (รูปที ่

4.13) ชองวางดังกลาวอาจเกิดจากการอักเสบจากการปลูกถายซึง่มกีารฆาเชื้อดวยแอลกอฮอลล

อยางไมทั่วถึง หรืออาจเกดิขึ้นเนื่องจากการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลจนเกิดน้าํและแรงดันที่

ทําใหโครงเลี้ยงเซลลเกิดชองวาง ที่เวลา 8 สัปดาหพบวาโครงเลี้ยงเซลลทั้ง 3 ชนิดมีขนาดลดลง

และไมพบชองวางในโครงเลีย้งเซลลเนื่องมาจากแรงบีบรัดจากเนื้อเยือ่ออน (fibrous tissue) 

รอบๆ โครงเลี้ยงเซลล จงึทาํใหสังเกตเห็นสีชมพูเขมของโครงเลี้ยงเซลลที่ยงัไมยอยสลายอยูตรง

กลางโครงเลี้ยงเซลลและมีระยะที่เซลลยายทีน่อยกวาที่เวลา 4 สัปดาห จากผลดงักลาวแสดงให

เห็นวาโครงเลีย้งเซลลที่ไดรับการปรับปรุงสามารถเหนี่ยวนาํใหเซลลยายทีเ่ขาสูโครงเลี้ยงเซลลได

ดีกวากลุมควบคุม และยังมอัีตราการยอยสลายเร็วกวากลุมควบคุมอีกดวย 

 โครงเลี้ยงเซลลที่มีการเติมสารปรับปรุงมีปริมาณเซลลเคลื่อนเขาสูโครงเลี้ยงเซลลได

มากกวาซึ่งแปรผลไดในหนวยของระยะทางที่เซลลสามารถเคลื่อนเขาสูโครงเลี้ยงเซลลดังแสดงใน
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ตารางที่ 4.3 และ รูปที ่ 4.19  ซึ่งแบงการเคลื่อนเขาสูโครงเลี้ยงเซลลออกเปน 4 ตําแหนงดังแสดง

ไดในรูป 4.14 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.14 แสดงภาพตําแหนงการยายที่ของเซลลเขาสูโครงเลี้ยงเซลลที่ฝงบนหลงัหนูทดลอง 

 โดยที่  A    คือ ตําแหนงทีโ่ครงเลี้ยงเซลลสัมผัสเนื้อใตผิวหนังของหน ู

  B1, B2 คือ ตําแหนงโครงเลี้ยงเซลลบริเวณดานขางซายและขวา 

  C    คือ ตําแหนงทีโ่ครงเลี้ยงเซลลสัมผัสผิวหนงัดานในของหน ู

 

 จากผลสรุปไดวาเซลลจะสามารถเคลื่อนเขาสูโครงเลี้ยงเซลลไดมากขึน้ตามเวลาที่มากข้ึน 

และ โครงเลีย้งเซลลบริเวณที่ติดกับเนื้อดานหลังของหนูจะมีปริมาณเซลลมากกวาดานที่ติดกับผิว 

หนงัดานในและบริเวณดานขางของโครงเลี้ยงเซลลจะมีปริมาณเซลลใกลเคียงกนั และเมื่อ

พิจารณาโครงเลี้ยงเซลลตางชนิดกนัที่เวลาเดียวกนัพบวา เซลลเคลื่อนเขาสูโครงเลีย้งเซลลที่เติม

สารปรับปรุงไดในระยะทางใกลเคียงกนัและมากกวากลุมควบคุมคือ มีคาอยูระหวาง 98-231  

ไมโครเมตร  ซึ่งสามารถเหน็ผลไดอยางชดัเจนที่เวลา 2  และ 4 สัปดาห ทัง้นี้เนื่องมาจากผลของ

สารปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลที่ไดจากเลือดมนุษยที่มีองคประกอบของโกรสแฟคเตอร และ ไฟบริโน

เจน ซึ่งเปนสารเรงใหมกีารยึดเกาะและเพิ่มจํานวนของเซลล โดยทีจ่ํานวนเซลลทีเ่พิ่มข้ึนนัน้สงผล

ตอการสรางเมทริกซใหมข้ึนมาแทนที่โครงเลี้ยงเซลลเดมิที่สลายตวัไป ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ 

Crovetti และคณะในป 2004 ที่ทาํการศึกษาพบวา PRP และไครโอปรีซิพิเตทของมนุษยมีผลอยาง

มากในการชวยใหบาดแผลในกลุมตัวอยาง (มนษุย) สามารถลดขนาดลงไดมากกวา 50% 

เนื่องมาจากผลของโกรสแฟคเตอร PDGF, TGF-β จากเกล็ดเลือดที่เรงใหเกิดการยายและเพิม่

จํานวนของเซลลที่เกี่ยวของกับการรักษาบาดแผล (Enochh, 2005) และเมทริกซที่สรางจาก       

ไฟโบรเนคตินที่เปล่ียนรูปมาจากไฟบริโนเจนในไครโอปรีซิพิเตทและพลาสมา ซึ่งเปนโครงสรางให

เซลลยึดเกาะและยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลล (Valbonesi, 2006) เชนเดียวกับในรายงานของ Qiu 

และคณะในป ค.ศ. 2006 ที่ศึกษาผลของพลาสมาไฟโบรเนคตินที่ไดจากไครโอปรีซิพิเตทของ

มนุษยในการรักษาบาดแผลของหนทูี่เปนโรคเบาหวานพบวา พลาสมาไฟโบรเนคตินสามารถ

เน้ือดานหลังของหนู 
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เหนีย่วนําใหมกีารเพิม่การยายที่ของเซลลไฟโบรบลาสและแมคโครฟากส การเกิดหลอดเลือดใหม 

การสรางคอลลาเจน และการสรางชั้นหนงักําพรา 

 จากการวิเคราะหผลของระยะทางที่เซลลสามารถเคลื่อนเขาสูโครงเลี้ยงเซลล (ตารางที่ 

4.3) ในกลุมควบคุมมีระยะการยายที่ของเซลลคงที่อยูในชวง 23-25 ไมโครเมตร ที่เวลา 2-8 

สัปดาห ในขณะที่ในโครงเลี้ยงเซลลที่ไดรับการปรับปรุงทัง้ 3 ชนิดมีระยะทางการยายที่ของเซลล

เพิ่มข้ึนที่เวลา 2 และ 4 สัปดาหใกลเคยีงกนัในชวง 87-130 ไมโครเมตร และมีคาลดลงในสัปดาหที่ 

8 ซึ่งมีคาอยูในชวง 30-50 ไมโครเมตร เนื่องจากขอจํากัดในการถายเทสารอาหาร โกรสแฟคเตอร

และออกซิเจนผานโครงเลี้ยงเซลลทีห่นาเกนิไป รวมถึงความหนาของชัน้เนื้อเยื่อผังผดืที่หุมอยูรอบ       

โครงเลี้ยงเซลลทําใหเซลลไมสามารถนาํสารอาหารดังกลาวมาใชในการเพิม่จํานวน และเปลีย่น

รูปรางของเซลลได  โดยที่โครงเลี้ยงเซลลที่ใชทดสอบมคีวามหนาประมาณ 340-400 ไมโครเมตร 

ในขณะที่เซลลสามารถยายที่เขาสูโครงเลีย้งเซลลไดเพยีง 12-160 ไมโครเมตร ขอจํากัดอีกประการ

อาจเกิดขึ้นจากความเปนพษิเนื่องจากความเปนกรดของกรดอะซิติคทีอ่าจตกคางจากขั้นตอนการ

ข้ึนรูปที่ยงัคงเหลืออยูภายในโครงเลี้ยงเซลล นอกจากนัน้ขนาดที่ลดลงของโครงเลี้ยงเซลลเกิดขึ้น

เนื่องจากการยอยสลายและแรงบีบรัดจากเนื้อเยื่อผังผดืโดยรอบ รวมทัง้การอักเสบทีเ่กิดขึ้น

เนื่องจากการใชผลิตภัณฑจากเลือดของมนุษยปลูกถายลงในสัตวทดลองซึ่งมีสายพันธุตางกัน 

(Xenotransplutation) ถงึแมจะมีการยับยั้งหมู IgG แลวก็ตาม และการอักเสบที่เกิดขึ้นอาจเกิด

เนื่องจากขัน้ตอนการทําใหโครงเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อดวยการใชแอลกอฮอล 70% ที่อาจไม

เพียงพอสาํหรบัการทาํใหโครงเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อ เนื่องจากการอักเสบของบาดแผลมผีล

อยางมากในการรักษาบาดแผล เพราะเซลลสามารถเพิม่จํานวนและสรางเมทริกซใหมไดหลังจาก

ผานระยะการอักเสบไปแลว ดังนัน้ถาสามารถลดระยะการอักเสบลงกส็ามารถเหนี่ยวนาํใหเกิดการ

สรางเมทริกซใหมเร็วขึน้ดังแสดงในรูปที่ 2.1 และเมื่อพิจารณาถงึตําแหนงของเซลลที่กระจายอยูใน

โครงเลี้ยงเซลลที่สัปดาหที ่ 8 พบวาเซลลสามารถยายที่เขาไปไดทั่วทัง้โครงเลี้ยงเซลลในกลุม

ควบคุม แตมีปริมาณเซลลไมหนาแนนเมื่อเปรียบเทียบกับความหนาแนนของเซลลที่พบในโครง

เลี้ยงเซลลที่เตมิสารปรับปรุง แตเมื่อพิจารณาลักษณะการยายที่ของเซลลเขาสูโครงเลี้ยงเซลลที่

เติมสารปรับปรุงกลับพบวา เซลลไมสามารถยายทีเ่ขาไปถึงกึง่กลางของโครงเลี้ยงเซลล ดังเหน็ได

จากสีแดงของคอลลาเจนที่รวมตัวกนัอยูภายในโครงเลี้ยงเซลลที่แสดงในรปู 4.16-4.18 และเมื่อ

เปรียบเทยีบลกัษณะการกระจายตวัของเซลลที่ยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลในโครงเลีย้งเซลลที่เติม

สารปรับปรุงทัง้ 3 ชนิด เซลลสามารถยายที่เขาสูโครงเลีย้งเซลลที่เติมเกล็ดเลือดเขมขน (P500) ได

ดีกวาโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ติมไครโอปรีซิพิเตทและพลาสมา ซึง่แสดงไดจากภาพถาย H&E ที่แสดงวา
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เซลลสามารถยายที่เขาไปถงึบริเวณกึง่กลางโครงเลีย้งเซลล P500 (รูปที ่ 4.18) แตไมสามารถยาย

ที่เขาสูกึง่กลางโครงเลี้ยงเซลล C1000 และ H500 จากขอจํากัดทีก่ลาวมาแลวอาจทําการปรับปรุง

ดวยการลดความหนาของโครงเลี้ยงเซลลเพื่อเพิ่มความสามารถในการถายเทสารอาหาร รวมถึง

การใชผลิตภัณฑจากเลือดของสัตวทดลองเองเพื่อลดปญหาการอักเสบเนื่องจากการตอตานของ

ระบบภูมิคุมกนัของรางกาย  

 นอกเหนือจากลักษณะการยายทีเ่ขาสูโครงเลี้ยงเซลลของเซลลแลว ลักษณะที่สําคญัอีก

ประการหนึ่งในการพิจารณาขอดีของโครงเลี้ยงเซลลคือ การเกิดเนือ้เยื่อและเสนเลือดใหมข้ึนใน

โครงเลี้ยงเซลล โดยที่เนือ้เยื่อใหมที่เกดิขึ้นจะเกิดจากการรวมตวักนัของคอลลาเจนไฟบริลซ่ึงถกู

สรางโดยเซลล จากภาพถาย H&E ของโครงเลี้ยงเซลลทัง้ 4 ชนิดที่ฝงในหนทูดลองเปนเวลา 4 และ 

8 สัปดาห สามารถสังเกตเห็นเสนเลือดใหมซึ่งมลัีกษณะเปนชองภายในบรรจุดวยเซลลเมด็     

เลือดแดงและคอลลาเจนไฟบริลที่มีลักษณะเปนสีชมพอูอนซึ่งแตกตางกับสวนของสีแดงเขมของ

คอลลาเจนจากโครงเลี้ยงเซลลดังแสดงไดดังรูป 4.20-4.23 เมื่อพิจารณาในกลุมควบคุมสามารถ

สังเกตเห็นเสนเลือดใหมจํานวนมากแตยงัพบลักษณะของคอลลาเจนไฟบิลไมชัดเจน เซลลยงัคง

ยึดเกาะอยูบนโครงคอลลาเจนในโครงเลี้ยงเซลลที่ยงัคงมปีริมาณอยูมาก และเมื่อพิจารณา

ลักษณะของโครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงทั้งสามชนดิ สามารถสงัเกตเหน็คอลลาเจนไฟบริลที่

สรางและปลดปลอยออกมาจากเซลลอยางชัดเจน ซึง่การเรียงตัวของคอลลาเจนไฟบริลที่ถูกสราง

ข้ึนใหมนั้นมีลักษณะไมเปนระเบียบ (random) และยังสังเกตเห็นวาเซลลที่ยายที่เขามาในโครง

เลี้ยงเซลลแทรกตัวอยูระหวางคอลลาเจนทีส่รางขึ้นใหม แตจํานวนของเสนเลือดใหมยังพบไมมาก

และยังสังเกตไดวาคอลลาเจนไฟบริลทีถ่กูสรางขึ้นใหมที่เวลา 8 สัปดาหจะมีลักษณะชัดเจน และมี

ปริมาณมากกวาที่เวลา 4 สัปดาห  

 ผลของความเขากันไดทางชวีภาพทั้งในระดับหองปฏิบัตกิารและในสัตวทดลอง แสดงถึง

ผลของผลิตภัณฑจากเลือดของมนุษยที่ใชในการปรบัปรุงโครงเลี้ยงเซลลใหมีความสามารถในการ

เหนีย่วนําใหเซลลยึดเกาะ เพิ่มจํานวน และยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลล รวมถงึการเหนีย่วนําใหเกดิ

การสรางเนื้อเยื่อและเสนเลอืดใหม ผลดังกลาวสอดคลองกับงานวจิัยที่ผานมาทีแ่สดงถึงผลของ

ผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยซึ่งเปนแหลงของไซโตคายนและโกรสแฟคเตอรที่เปนตัวเรงและควบคุม

ใหเกิดการรักษาบาดแผลดวยการเกิดเนือ้เยื่อใหมจากคอลลาเจนเมทริกซทีถู่กสรางขึ้นจากเซลลที่

อยูในบริเวณบาดแผล แตจากขอแตกตางของวิธกีารประยกุตใชผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยใน

งานวิจยันีก้ับงานวิจัยที่ผานมา คือ การผสมผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือด

เขมขนจากเลอืดมนุษยลงในสารละลายทีใ่ชผลิตโครงเลี้ยงเซลลกอนการขึ้นรูปดวยการทําแหงดวย
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ความเย็น แลวจึงผานขัน้ตอนการเชื่อมโยงพนัธะดวยอุณหภูมิ จากกระบวนการดงักลาวอาจสงผล

ใหโมเลกุลโปรตีนของโกรสแฟคเตอรและไซโตคายนที่อยูในผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยเกิดการ

เสื่อมสภาพ (Denatured protein) ไปจนไมสามารถเหนี่ยวนาํใหเซลลยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนบน

โครงเลี้ยงเซลลได แตจากผลการทดลองยังคงแสดงใหเหน็วาโครงเลี้ยงเซลลที่ไดรับการปรับปรุง

ดวยผลิตภัณฑจากเลือดมคีวามสามารถในการเหนีย่วนําใหเกิดการยึดเกาะและเพิ่มจํานวนของ

เซลล และการเกิดคอลลาเจนและเสนเลือดใหมได ทั้งนีอ้าจเปนเพราะผลของหมู RGD-peptide ที่

เปนตําแหนงเริ่มตนในการเกิดอันตรกิริยาระหวางเซลลกับเมทรกิซ (Ye และ คณะ, 2000) ซึ่งพบ

ไดในโมเลกุลของไฟบริโนเจนที่เปนองคประกอบหลกัของผลิตภันฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และ

เกล็ดเลือดเขมขน (Brecher, 2005)  ที่ผสมอยูในโครงเลี้ยงเซลล  จึงสงผลใหโครงเลี้ยงเซลลที่ถกู

ปรับปรุงดวยผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยทั้งสามชนิดสามารถเหนี่ยวนาํใหเกิดการยึดเกาะและเพิ่ม

จํานวนของเซลล ซึ่งสงผลตอการเกิดเนื้อเยื่อใหมและการหายของบาดแผล 
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Control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.15 ภาพถายโครงเลีย้งเซลลกลุมควบคุม (CCH) ที่ฝงในหนพูันธุวิสตารทีเ่วลา 1, 2, 4 และ 

8 สัปดาห ซึ่งผานกระบวนการยอม H&E โดยแสดงของโครงเลี้ยงเซลลดังนี ้

A: สัมผัสเนื้อใตผิวหนัง;      B1 และ B2: ดานขางโครงเลี้ยงเซลล;         C: สัมผัสผิวหนงั 
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Control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.15 (ตอ) 
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C1000 
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.16 ภาพถายโครงเลีย้งเซลลที่เติมโปรตีนจากไครโอปรีซิพิเตท 1000 มิลลิกรัม (C1000) ที่

ฝงในหนพูันธุวิสตารที่เวลา 1, 2 และ 4 และ 8 สัปดาห ซึ่งผานกระบวนการยอม H&E 

A

C  

B1

C

B2 

1 สัปดาห 

A C

B1

B2

2 สัปดาห 



 96 

C1000 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.16 (ตอ) 
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H500 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.17 ภาพถายโครงเลีย้งเซลลที่เติมโปรตีนจากพลาสมา 500 มลิลิกรัม (H500) ที่ฝงในหนู

พันธุวิสตารที่เวลา 1, 2 และ 4 และ 8 สัปดาห ซึง่ผานกระบวนการยอม H&E 
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H500 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.17 (ตอ) 
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P500 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 4.18 ภาพถายโครงเลีย้งเซลลที่เติมโปรตีนจากเกลด็เลือดเขมขน 500 มิลลิกรมั (P500) ที่ฝง

ในหนูพนัธุวิสตารที่เวลา 1, 2 และ 4 และ 8 สัปดาห ซึ่งผานกระบวนการยอม H&E 
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P500 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.18 (ตอ) 
 

 

 

A

C

B1

B2

4 สัปดาห 

A

C

B1

B2

8 สัปดาห 



 101 

ตารางที่  4.3 แสดงระยะทางที่เซลลเคลื่อนเขาสูโครงเลีย้งเซลลจากของเขาสูดานในมีหนวย

เปนไมโครเมตร 

บริเวณสัมผัสโครงเลี้ยงเซลล 

บริเวณดานขาง 
โครงเลี้ยง

เซลล 

เวลา

(สัปดาห) 
สัมผัสเนื้อใต

ผิวหนัง:A ซาย:B1 ขวา:B2 

สัมผัสผิวหนัง

ดานใน:C 

1 12.08±3.53 5.64±2.14 7.17±1.14 4.76±0.96 

2 25.71±5.99 12.67±3.65 16.67±2.35 15.24±4.65 

4 26.07±6.59 11.50±1.36 12.50±5.00 10.71±2.78 
CCH 

8 23.53±8.31 10.00±3.35 47.06±9.75 22.68±8.26 

1 27.76±14.06 3.43±1.27 5.71±2.85 7.35±2.24 

2 162.41±65.62 131.58±24.68 231.58±65.52 98.50±40.96 

4 87.21±21.45 195.79±52.42 152.63±50.61 80.45±24.44 
C1000 

8 50.84±7.14 44.12±9.06 110.00±27.71 22.27±7.75 

1 27.03±4.12 6.49±4.52 N/A N/A 

2 147.62±40.87 180.95±59.76 95.24±27.96 128.57±11.98 

4 114.79±62.25 114.28±20.04 104.29±37.66 74.48±19.49 
H500 

8 51.20±9.60 82.22±18.06 69.44±17.12 35..32±10.23 

1 14.67±7.77 14.05±2.26 7.03±1.48 7.72±2.43 

2 91.67±16.03 65.56±24.02 143.89±44.28 61.11±13.88 

4 130.16±26.42 162.22±19.40 121.11±25.88 113.49±28.84 
P500 

8 30.36±8.40 15.17±14.48 24.55±18.08 33.93±12.68 

หมายเหต ุN/A ไมสามารถวัดระยะได 

CCH:  โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (กลุมควบคุม) 

C1000: โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากไครโอปรีซิพิเตท  

H500: โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากพลาสมา  

P500: โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากเกล็ดเลือดเขมขน   
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รูปที่ 4.19 ระยะทางที่เซลลยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH), โครงเลี้ยง

เซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ถูกปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท (C1000), พลาสมา (H500) และ

เกล็ดเลือดเขมขน (P500) ที่ตําแหนงตางๆ หนวยเปนไมโครเมตร  
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Control 
 

 
CCH 
 

 

 

 
 

 
 

           

 
 

 
   

 
 2 สัปดาห     4 สัปดาห 
 
รูปที่ 4.20 ภาพถายบางสวนของกลุมควบคุมที่ฝงในหนูทดลองที่เวลา 8 สัปดาห ซึ่งผาน

กระบวนการการยอม H&E ที่กําลงัขยาย 200 และ 400 เทา โดยที่ NB คือ เสนเลือดใหม (Neo 

Blood vessel), NC คือ คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึน้ใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ CCH คือ 

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีย่ังไมถูกยอยสลาย 
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C1000 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
         

 
2 สัปดาห     4 สัปดาห 

 
รูปที่ 4.21 ภาพถายบางสวนของC1000 ที่ฝงในหนทูดลองที่เวลา 8 สัปดาห ซึ่งผาน

กระบวนการการยอม H&E ที่กําลงัขยาย 200 และ 400 เทา โดยที ่NB คือ เสนเลือดใหม, NC คือ 

คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึน้ใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ C1000 คือ โครงเลี้ยงเซลลคอลลา

เจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตทที่ยงัไมถกูยอยสลาย 
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H500 
 
 

 
    

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 2 สัปดาห     4 สัปดาห 
 

รูปที่ 4.22 ภาพถายบางสวนของ H500 ที่ฝงในหนูทดลองที่เวลา 8 สัปดาห ซึง่ผาน

กระบวนการการยอม H&E ที่กําลงัขยาย 200 และ 400 เทา โดยที ่NB คือ เสนเลือดใหม, NC คือ 

คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึน้ใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ H500 คือ โครงเลีย้งเซลลคอลลา

เจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยพลาสมาที่ยงัไมถูกยอยสลาย 
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P500 
 
 
 
 

 
 

         

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

2 สัปดาห     4 สัปดาห 
 

รูปที่ 4.23 ภาพถายบางสวนของ P500 ที่ฝงในหนูทดลองที่เวลา 8 สัปดาห ซึง่ผาน

กระบวนการการยอม H&E ที่กําลงัขยาย 200 และ 400 เทา โดยที ่NB คือ เสนเลือดใหม, NC คือ 

คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึน้ใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ P500 คือ โครงเลี้ยงเซลลคอลลา

เจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขนทีย่ังไมถกูยอยสลาย 
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4.4.2 การทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพในหนูทดลองพนัธุ Nude mice Bulb C/nu 

 จากขอจํากัดของการตอตานจากระบบภูมคิุมกันของรางกายของหนูทดลองที่มีตอ

ผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยที่ปลูกถายลงในสัตวทดลองซึ่งมีสายพนัธุตางกนั จึงนําไปสูการหลกี 

เลี่ยงขอจํากัดดังกลาวดวยเลือกใชสัตวทดลองที่ไมมีระบบภูมิคุมกัน (Immune system) ใน

งานวิจยันี้ไดทาํการศึกษาเบือ้งตนดวยการฝงโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมไดรับการ

ปรับปรุง (CCH) โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไดรับการปรับปรุงดวยผลติภัณฑไครโอปรี

ซิพิเตท (C1000), พลาสมา (H500) และ เกล็ดเลือดเขมขน (P500) ของมนุษย ลงบนหนทูดลอง

พันธุ nude mice bulb/C โดยที่ลักษณะการฝงโครงเลี้ยงเซลลแสดงไดในรูปที ่3.5 (ข) 

 จากภาพถายรปูที่ 4.24 ในหนทูดลองที่ฝง CCH และ C1000 สามารถสังเกตเห็นเสน

เลือดและพังผดืที่หุมอยูโดยรอบโครงเลี้ยงเซลล เมื่อพิจารณาขนาดของโครงเลี้ยงเซลลพบวา โครง

เลี้ยงเซลล CCH มีขนาดใหญข้ึนทีเ่วลา 4 สัปดาห ในขณะที่ C1000 สามารถสงัเกตเห็นขนาดที่

ลดลงอยางชัดเจน และจากผลการทดลองในหนูที่ฝงโครงเลี้ยงเซลล H500 และ P500 เกิดการ

อักเสบและเกดิหนองขึ้นบริเวณโครงเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิด ซึ่งอาจเกดิขึ้นเนื่องจากการฆาเชื้อดวย

แอลกอฮอลไมเพียงพอจงึอาจปรับเปลี่ยนมาใชวิธกีารฆาเชื้อดวยกาซเอทิลีนออกไซด หรืออาจ

เกิดขึ้นเนื่องจากผลของผลติภัณฑพลาสมา และ เกล็ดเลือดเขมขน เนื่องจากหนทูดลองพันธุ nude 

mice bulb C เปนหนูที่ไวตอการอักเสบและติดเชื้อเนื่องจากไมมีระบบภูมิคุมกัน ทาํใหไมสามารถ

ศึกษาการเปลีย่นแปลงของโครงเลี้ยงเซลล H500 และ P500 ได 

จากการตรวจสอบชิ้นเนื้อดวยเทคนิค H&E พบวาเซลลสามารถยายทีเ่ขาสูโครงเลี้ยงเซลล

ทั้งสองชนิดได จากรูปที่ 4.25 เซลลสามารถยายทีเ่ขาสูโครงเลี้ยงเซลล CCH ได และสามารถ

สังเกตเห็นการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลล ตั้งแตสัปดาหแรก และในสัปดาหที่ 2 และ 4 โครง

เลี้ยงเซลลถูกยอยสลายจนถึงกึง่กลางโครงเลี้ยงเซลลแตไมสามารถสงัเกตุเห็นเซลลยายที่เขามา

บริเวณกึ่งกลางโครงเลี้ยงเซลลได เมื่อพิจารณาภาพถาย H&E ของ C1000 ในรูปที่ 4.26 พบวา 

เซลลไมสามารถยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลล และ โครงเลี้ยงเซลลยังไมถูกยอยสลายในสัปดาหแรก

ซึ่งสังเกตไดจากสีแดงเขมที่แสดงถึงคอลลาเจนเดิมของโครงเลี้ยงเซลล และเมื่อพิจารณาที่เวลา 2  

และ 4 สัปดาหพบวาเซลลสามารถยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลไดอยางชัดเจน และที่เวลา 4 สัปดาห

พบวาเซลลไมสามารถยายทีเ่ขาสูบริเวณกึง่กลางโครงเลีย้งเซลลได ซึ่งสงัเกตไดจากสีแดงเขม

บริเวณกึ่งกลางโครงเลี้ยงเซลล และเมื่อพิจารณาการเกิดคอลลาเจนและเสนเลอืดใหมพบวาที่

เวลา 2 และ 4 สัปดาหสามารถสงัเกตเห็นคอลลาเจนไฟบริลและเสนเลือดที่เกิดขึ้นใหมในโครง

เลี้ยงเซลลบริเวณที่เซลลยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลดงัแสดงไดจากภาพถายกาํลังขยายสงูในรูปที ่
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4.27  และ 4.28 ซึ่งมีแนวโนมเชนเดียวกบัผลการทดลองในหนพูันธุวิสตารคือสามารถสังเกตเหน็

คอลลาเจนที่เกิดใหมไดชัดเจนขึ้นตามเวลาที่เพิ่มข้ึน จากผลการทดลองในหนพูันธุ nude mice 

bulb C/nu เปนเพยีงผลการทดลองเบื้องตนเทานั้นยังจาํเปนตองศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับผลของ

ผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยที่มีตอสัตวทดลอง อีกทัง้ยงัตองอาศัยความชํานาญและประสบการณ

ในการทําการทดลองในสัตวที่มีขนาดเล็กที่ไมมีระบบภมูิคุมกนัซึง่ไวตอการติดเชื้อและการอักเสบ 

 

       1 สัปดาห   2 สัปดาห       4 สัปดาห 

 

 

 

CCH 

 

 

 

 

C1000 
 

 

 

 

 

รูปที่ 4.24 ภาพถายโครงเลีย้งเซลล 2 ชนิด คือโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH) และ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท (C1000) หลังจากการปลกู

ถายบนหลังหนูพนัธุ nude mice bulb C/nu ที่เวลา 1, 2 และ 4 สัปดาห 
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CCH (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.25 ภาพถายโครงเลีย้งเซลลกลุมควบคุม (CCH) ที่ฝงในหนูพนัธุ Nude mice Bulb C/nu   

ที่เวลา 1, 2, และ 4 สัปดาห ซึ่งผานกระบวนการยอม H&E โดยแสดงของโครงเลี้ยงเซลลดังนี ้

A: สัมผัสเนื้อใตผิวหนัง;      B1 และ B2: ดานขางโครงเลี้ยงเซลล;         C: สัมผัสผิวหนงั 

 

A

C

B1

B2

1 สัปดาห 

A C

B1

B2

2สัปดาห 
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CCH (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.25 (ตอ) 

A

C

B1

B2

4 สัปดาห 
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C1000 (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.26 ภาพถายโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากไครโอปรีซิพิเตท 1000 มิลลิกรัม 

(C1000) ที่ฝงในหนูพนัธุ nude mice bulb c/nu ทีเ่วลา 1, 2 และ 4 สัปดาห ซึ่งผานกระบวนการ

ยอม H&E  

 

A

C

B1

B2

1 สัปดาห 

A

C

B1

B2

2 สัปดาห 
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C1000 (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.26 (ตอ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A C

B1

B2

4 สัปดาห 
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CCH (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 สัปดาห     4 สัปดาห 
 

รูปที่ 4.27 ภาพถายบางสวนของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH) ที่ฝงในหนู

ทดลองพนัธุ nude mice bulb c/nu ที่เวลา 2 และ 4 สัปดาห ซึง่ผานกระบวนการการยอม H&E ที่

กําลังขยาย 200 และ 400 เทา โดยที ่NB คือ เสนเลือดใหม, NC คือ คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึน้

ใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ CCH คือ โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ยงัไมถูกยอย

สลาย 

 

 

NC NB 

NB 

NC 

CCH 

CCH 
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C1000 (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 สัปดาห     4 สัปดาห 
 

รูปที่ 4.28 ภาพถายบางสวนของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไคร

โอปรีซิพิเตท (C1000) ที่ฝงในหนูทดลองพนัธุ nude mice bulb c/nu ที่เวลา 2 และ 4 สัปดาห ซึ่ง

ผานกระบวนการการยอม H&E ที่กาํลังขยาย 200 และ 400 เทา โดยที่ NB คือ เสนเลือดใหม, NC 

คือ คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึ้นใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ C1000 คือ โครงเลี้ยงเซลล

คอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตททีย่ังไมถกูยอยสลาย 
 
 

NC 

C1000 

NB 

NC 

C100
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
งานวิจยันี้เปนการศึกษาเพื่อพัฒนาตนแบบโครงเลี้ยงเซลลที่ทาํจากคอลลาเจน-ไคโตซาน 

และเจลาติน-ไคโตซาน ดวยการผสมโปรตีนจากผลิตภณัฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมาและ เกล็ด

เลือดเขมขนของมนษุยลงในโครงเลี้ยงเซลลกอนการขึ้นรูป ผลจากการศึกษาสรุปไดวาความ

เขมขนของโปรตีนและชนิดของสารปรับปรุงที่ใชปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลมีผลตอ ลักษณะสมบัติ 

ทางกล ขนาด และลักษณะการเชื่อมตอระหวางรูพรุนของโครงเลีย้งเซลล และเมื่อพิจารณาถึง

ความเขากันไดทางชีวภาพของทั้งในระดบัหองปฎิบัติการและในสัตวทดลองพบวา โครงเลีย้งเซลล

ที่เติมสารปรับปรุงมีประสิทธภิาพในการเหนี่ยวนาํใหเซลลเคลื่อนที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลไดดีกวา

กลุมควบคุม โดยเมื่อทาํการทดสอบความเขากันไดของเซลล Detroit 551 ในระดับหองปฏิบัติการ

ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีม่ีความเขมขนของโปรตีนจากสารปรับปรุงแตละชนิด

ตางกนั โดยโครงเลี้ยงเซลลถูกปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท พลาสมาและเกล็ดเลือดเขมขน ซึ่งมี

ความเขมขนโปรตีนจากสารปรับปรุงเปน 1000, 500 และ 500  มิลลิกรัมตามลําดับ (คิดเปน 

20.90%, 16.44%  และ 10.04% โดยน้าํหนักของสารปรับปรุงในโครงเลี้ยงเซลล) มีประสิทธิภาพ

ในการเพิ่มจาํนวนเซลลไดดีที่สุดในโครงเลี้ยงเซลลที่เตมิสารปรับปรุงชนิดเดียวกัน โครงเลี้ยงเซลล

ที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากพลาสมา 1000 มิลลิกรัม มีประสิทธิภาพในการเหนีย่วนาํใหเซลลยึด

เกาะโครงเลี้ยงเซลลไดดีที่สุด และโครงเลีย้งเซลลที่ปรับปรุงดวยโปรตนีจากเกล็ดเลอืดเขมขน 500 

มิลลิกรัม มปีระสิทธิภาพในการเหนี่ยวนาํใหเซลลเพิ่มจํานวนไดมากที่สุด และเมือ่ทดสอบความ

เขากันไดของเซลล L929 กบัโครงเลี้ยงเซลล   คอลลาเจน-ไคโตซาน และ เจลาติน-ไคโตซานที่

ไดรับการปรับปรุงสามารถเหนีย่วนําใหเซลล      ยึดเกาะและเพิ่มจํานวนไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลที่

ไมไดรับการปรับปรุง โดยที่โครงเลีย้งเซลลที่ไดรับการปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขนมี

ประสิทธิภาพใหเซลล L929 ยึดเกาะไดดีที่สุด และโครงเลี้ยงเซลลทีป่รับปรุงดวยการเติมพลาสมา

มีประสิทธิภาพใหเซลล L929 เพิ่มจํานวนไดมากที่สุด      และเมื่อทําการทดสอบความเขากันได

ทางชีวภาพในสัตวทดลองเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ติมสารปรับปรุง 3 ชนิด (C1000, H500, 

P500) กับกลุมควบคุมโดยการวิเคราะหเชิงคุณภาพดวยการยอม H&E พบวาโครงเลี้ยงเซลลที่เตมิ

สารปรับปรุงทัง้ 3 ชนิด มีประสิทธิภาพในการเหนี่ยวนาํใหเซลลยายทีเ่ขาสูโครงเลี้ยงเซลลไดดีกวา

กลุมควบคุม อีกทั้งยังมีอัตราการยอยสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลสูงกวา และยงัพบการสรางเสน

เลือดใหมและคอลลาเจนไฟบริลที่มีการจัดเรียงตัวอยางไมเปนระเบียบซึ่งแสดงถงึศกัยภาพในการ

 

CCH 1 week



 116 

สรางเนื้อเยื่อผิวหนังแทแบบไมทําใหเกิดแผลเปน (scar) จากผลดงักลาวแสดงใหเห็นวาโครงเลี้ยง

เซลลที่ปรับปรุงดวยเกล็ดเลอืดเขมขน คือโครงเลี้ยงเซลลที่มีประสิทธิภาพและมโีครงเลี้ยงเซลลที่มี

ลักษณะสมบตัิดังกลาวดทีีสุ่ด   

จากผลการศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือด

เขมขนของมนษุยที่ผสมอยูในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน จึงนาํไปสูการใชสารละลาย

ระหวางคอลลาเจน-ไคโตซานกับผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขนของ

มนุษยมาใชปรับปรุงพื้นผวิใยพอลิพรอพิลีนเพื่อปรับปรุงลักษณะความเขากันไดทางชีวภาพของ

เสนใยพอลิเมอรสังเคราะห จากการศึกษาแสดงใหเหน็วาแผนใยที่เคลือบดวยสารละลายคอลลา

เจน-ไคโตซานที่ผสมผลิตภัณฑจากเลือดมนุษย มีความเขากนัไดทางชีวภาพกับเซลล L929 สูง

กวาการเคลือบดวยสารลายคอลลาเจน-ไคโตซานเพียงอยางเดยีว  

จากผลสรุปโดยรวมสามารถบงชี้ไดวาผลิตภณัฑจากเลือดสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน, เจลาติน-ไคโตซาน และแผนใยโพรลีโพพิลีนไมสานทอ ซึ่ง

นําไปสูการพฒันาตนแบบของโครงเลี้ยงเซลลเพื่อใชในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนังตอไป 

 

 

ขอเสนอแนะ 

เพื่อใหผลการวิจัยนี้สมบูรณยิ่งขึ้น จึงมีแนวทางปรับปรุงและศึกษาเพิม่เติม ดังตอไปนี ้

- การทดลองในสัตวทดลอง อาจจะตองมกีารปรับเปลี่ยนใชสารปรับปรุงจากผลิตภัณฑ

จากเลือดของสัตวทดลองเหลานัน้โดยตรง เพื่อหลีกเลี่ยงปญหาการตอตานจากระบบ

ภูมิคุมกันของรางกายสิง่มีชวีิตที่พบไดจากการเกิดผงัผดื 

- จากการทดลองพบขอจํากัดในการถายเทมวลของสารอาหารและออกซเิจนผานเขาสู

โครงเลี้ยงเซลล จงึอาจปรบัปรุงดวยการลดความหนาของโครงเลี้ยงเซลลจากเดิมที่มี

ขนาดประมาณ 3-4 มิลลิเมตรเหลือไมเกนิ 1.5 มิลลิเมตร เพื่อแกปญหาดังกลาว 

- เปล่ียนวิธีการฆาเชื้อดวยแอลกอฮอลใหเปนการฆาเชื้อดวยกาซเอทลีินออกไซดหรือ

วิธีอ่ืนๆ ที่ใหผลดีเทียบเทา 

- จากผลการทดลองในสัตวทดลองพบวา เสนใยคอลลาเจนที่สรางขึ้นใหมมียังลกัษณะ

ไมชัดเจนคือยงัไมรวมกนัเปนเสนใยขนาดใหญ ดังนัน้จงึจําเปนตองเพิ่มระยะเวลาใน

การทดลองจาก 4 สัปดาหเปน 12 สัปดาหหรือมากกวาเพื่อใหกระบวนการสราง

คอลลาเจนขึ้นใหมสมบูรณ 



 117 

- ทําการทดลองในสัตวทดลองโดยใช Wound healing model แทนการฝงใตผิวหนัง

เพื่อศึกษาผลของสารปรับปรุงดังกลาวที่สงผลตอการรักษาบาดแผล 

- ศึกษาพัฒนาระบบที่มกีารปรับปรุงโครงเลีย้งเซลลที่มีการเติมสารปรับปรุงมากกวา 1 

ชนิด เพื่อความเหมาะสมในการรักษาบาดแผลที่มีลักษณะแตกตางกนั 

- ปรับปรุงใหมีการควบคุมการปลดปลอย (control release) ของสารปรับปรุงในโครง

เลี้ยงเซลล โดยการปรับปรุงลักษณะของโครงเลี้ยงเซลลใหมีประจุลบเพื่อที่จะยึดสราง

พันธะกับประจุบวกของโมเลกุลโปรตีนของโกรสแฟคเตอร 

- ทําการทดสอบผลของสารปรับปรุงดังกลาวกับเนื้อเยื่อหรือเซลลชนิดอื่นๆ เชน การ

ทดสอบกับ Stem cells 

- ศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการประยุกตใชแผนใยพอลิพรอพลีินที่ไดรับการปรับปรุงความ

เขากันไดทางชีวภาพเพื่อพฒันาเปนวัสดุปแผล 
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ภาคผนวก ก. การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (Lowry, และคณะ, 1951) 

 การวัดปริมาณโปรตีนโดยใชเทคนิคการวดัคาการดูดกลืนแสง (Colorimetric assay) ซึ่งมี

คาการดูดกลนืแปรผันตามความเขมขนของโปรตีนซึง่จะสามารถวัดไดในชวงความยาวคลืน่ 500-

750 นาโนเมตร โดยที่คาการดูดกลืนแสงเกิดจากสนี้ําเงินแกมเขียวทีใ่ชสามารถตรวจสอบปริมาณ

หมูอะมโินไทโรซีนและทริปโตเฟน  

 

สารเคมี 

A:  CuSO4 เขมขน 1% w/v 

B:  Sodium potassium tartrate เขมขน 2% w/v 

C:  Sodium Hydroxide 0.1 M 

D:  Sodium carbonates เขมขน 4% w/v 

E:  ผสมสารละลาย A 1 มิลลิลิตร, B 1 มิลลิลิตร, C 49 มิลลิลิตร และ D 49 มิลลิลิตร เขาดวยกนั 

F: Folin Ciocalteau reagent เจือจางดวยน้ํากลั่นที่อัตราสวน 1:1 

 

ข้ันตอนการวิเคราะห 

1.เตรียมสารละลายที่ตองการวัดปริมาณโปรตีน 

2.การวัดปริมาณโปรตีน 

 ผสมสารละลาย E 2.5 มิลลิลิตร กับสารละลายตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตร ทิ้งไว 10 นาที แลว

จึงเติมสารละลาย F 0.25 มิลลิลิตร ทิง้ไว 30 นาท ีแลวจึงนําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรคํานวณความเขมขนปริมาณโปรตีนรวมจากกราฟมาตรฐาน

ปริมาณโปรตีนจาก Bovine serum albumin (BSA) 
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ตาราง ก-1 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 nm จากสารละลายโปรตีน BSA ที่ไดจากการ

วิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธ ีLowry 

 
conc.(mg/ml) Absorbance (750 nm) 

  #1 #2 #3 avg SD 
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
0.0094 0.0290 0.0290 0.0180 0.0253 0.0095 
0.0188 0.0420 0.0430 0.0380 0.0410 0.0113 
0.0375 0.0590 0.0580 0.0690 0.0620 0.0132 
0.0750 0.1000 0.1060 0.1400 0.1153 0.0268 
0.1500 0.2150 0.2130 0.2020 0.2100 0.0305 
0.3000 0.3560 0.3930 0.3910 0.3800 0.0435 
0.3125 0.4830 0.4440 0.4530 0.4600 0.0756 
0.6250 0.8150 0.7970 0.7720 0.7947 0.0866 
0.7500 0.9400 0.9140 0.9140 0.9227 0.0872 

 

BSA standard

y = 1.2726x

R2 = 0.9936
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รูปที่ ก-1 กราฟมาตรฐานแสดงปริมาณโปรตีน BSA ทีว่ัดจากวิธี Lowry 
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ภาคผนวก ข. MTT assay for cell viability (Mosmann, 1983; Choi และคณะ, 2004) 

 MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] มีโครงสรางเปน

วงแหวนของเกลือ tetrazolium มีสีเหลอืง โดยที ่ MTT ที่ถกูละลายในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี 

phenol red จะถูกเปลีย่นเปนผลึก formazan สีมวงที่เนือ่งจากการถกูทําลายวงแหวน tetrazolium 

ดวยเอนไซม dehydrogenease จากไมโตคอนเดรียที่อยูในเซลลที่ยงัมีชีวิตอยู ผลึกสีมวงที่เกิดขึ้น

ภายในเซลลไมสามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลไดแตสามารถละลายไดโดยใชตัวทาํละลาย เชน  

dimethyl suklfoxide (DMSO) สารละลายสีมวงที่ไดจะถูกนําไปวดัคาดูดกลืนแสงในชวงความ

ยาวคลืน่ 570 นาโนเมตรเพือ่หาปริมาณผลึก formazan ที่ถูกละลายออกมามีคาแปรผันโดยตรง

กับปริมาณเซลลที่มีชีวิตอยู 

 ข้ันตอนการทดสอบ 

1) เตรียมสารละลาย MTT เขมขน 0.5 mg/ml ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM ที่ไมมฟีนอล

เรด (phenol red) 

2) หลังจากการเพาะเลี้ยงเซลลที่เวลา 5 ชั่วโมง ใหนําอาหารเลี้ยงเซลลออกแลวลางดวย

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 

3) เติมสารละลาย MTT จากขอ 1) ลงในหลมุที่มีเซลลอยู 

4) ทําการ incubate ใน incubator ที่มีสภาวะ CO2 อุณหภมูิ 37ºC เปนเวลา 30 นาท ี

5) นําสารละลาย MTT ออกจากหลุมเลีย้งเซลล 

6) เติมสารละลายผสม DMSO ลงในหลุมเลีย้งเซลลแลวใชปเปตพน DMSO ข้ึน-ลงเพื่อ

ละลายผลกึ formazan 

7) นําสารละลายจากขอ 6) ไปวัดคาดูดกลืนแสงที่คาความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก ค. แสดงคากราฟมาตรฐานจํานวนเซลล 

-กราฟมาตรฐานจาํนวนเซลลที่รอดชีวิตของเซลล L929 (mouse fibroblast) 

ตาราง ค-1 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 nm จาก Mitochondrial activity (MTT) assay      

สําหรับกราฟมาตรฐานของเซลล L929 

Absorbance(570 nm) 
Number of cells 

#1 #2 #3 mean SD 

5,000 0.0530 0.0400 0.0380 0.0437 0.0081 

10,000 0.0850 0.0840 0.0980 0.0890 0.0078 

20,000 0.1800 0.1880 0.1750 0.1810 0.0066 

40,000 0.3960 0.3740 0.3670 0.3790 0.0151 

80,000 0.6400 0.6860 0.9810 0.7690 0.1850 

 

รูปที่ ค-1 กราฟมาตรฐานแสดงจํานวนเซลล L929 (mouse fibroblast) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ค-1 กราฟมาตรฐานแสดงจํานวนเซลล L929 mouse fibroblast 

Standard curve of number of L929
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-กราฟมาตรฐานจาํนวนเซลลที่รอดชีวิตของเซลล Detroit 551 human dermal fibroblast 

ตาราง ค-2 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 nm จาก mitochondrial activity (MTT) assay     

สําหรับกราฟมาตรฐานของเซลล Detroit 551 

 

Absorbance 570 nm 
No.of cell 

#1 #2 #3 #4 avg SD 

2500 0.060 0.049 0.053 0.058 0.055 0.005 

5000 0.077 0.091 0.093 0.085 0.087 0.007 

20000 0.204 0.224 0.199 0.204 0.208 0.011 

40000 0.353 0.392 0.332 0.349 0.357 0.025 

80000 0.690 0.786 0.740 0.742 0.740 0.039 

 

 

Standard curve of Detroit 551

y = 9E-06x + 0.0323

R2 = 0.9974
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รูปที่ ค-2 กราฟมาตรฐานแสดงจํานวนเซลล Detroit 551human dermal fibroblast 
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ภาคผนวก ง แสดงขอมูลจากการทดลองและตัวอยางการคํานวณ 

ง-1 แสดงกราฟ stress-stain 

 ขอมูลแสดงระยะยืดจนถึงจดุเริ่มขาดของโครงเลี้ยงเซลลโดยทาํการวัดคาแรงดึงดวย

เครื่อง universal testing machine (INSTRON No.5567, NY, USA) ที่ constant tensile 

deformation rate (0.5 มิลลิเมตร/นาท)ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ง-1 กราฟแสดงระยะยดืของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (กลุมควบคุม) 
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รูปที่ ง-2 กราฟแสดงระยะยืดของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวยไครโอปรี

ซิพิเตท 
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รูปที่ ง-2 (ตอ) กราฟแสดงระยะยืดของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวย

พลาสมา 
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รูปที่ ง-2 (ตอ) กราฟแสดงระยะยืดของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวย

เกล็ดเลือดเขมขน 
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ตารางที่ ง-1 แสดงคาตัวอยาง Tensile stress-strain ของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH)  
tensile stress 

(Mpa) 
strain% extension(mm) 

tensile stress 

(Mpa) 
strain% extension(mm) 

0.000291 0 0 0.004447 68.52139 3.083462 

0.000263 1.854761 0.083464 0.004679 70.369 3.166605 

0.000321 3.702378 0.166607 0.004792 72.219 3.249855 

0.000409 5.551187 0.249803 0.004871 74.07257 3.333266 

0.000419 7.405948 0.333268 0.004972 75.92615 3.416677 

0.000818 9.259518 0.416678 0.00489 77.77972 3.500087 

0.000896 11.11428 0.500143 0.005099 79.63209 3.583444 

0.000962 12.96666 0.5835 0.004724 81.4809 3.666641 

0.000978 14.81308 0.666589 0.004956 83.3309 3.749891 

0.000999 16.66427 0.749892 0.004864 85.18447 3.833301 

0.001081 18.51785 0.833303 0.005144 87.03804 3.916712 

0.001309 20.37142 0.916714 0.005137 88.89041 4.000069 

0.001662 22.2226 1.000017 0.005142 90.74161 4.083373 

0.00156 24.07498 1.083374 0.005255 92.59042 4.166569 

0.001599 25.92379 1.166571 0.005345 94.44041 4.249819 

0.001631 27.77498 1.249874 0.005432 96.29637 4.333337 

0.00179 29.63093 1.333392 0.004841 98.14993 4.416747 

0.001873 31.48212 1.416695 0.004893 100.0023 4.500104 

0.002227 33.33688 1.50016 0.004569 101.8559 4.583515 

0.00214 35.18926 1.583517 0.004299 103.7023 4.666604 

0.002343 37.03569 1.666606 0.004441 105.5511 4.749801 

0.002472 38.8845 1.749802 0.004211 107.4047 4.833211 

0.002493 40.73807 1.833213 0.003133 109.2595 4.916676 

0.002818 42.59283 1.916677 0.003262 111.1142 5.000139 

0.002776 44.44759 2.000141 0.003397 112.9666 5.083497 

0.002893 46.29997 2.083498 0.003273 114.8142 5.166639 

0.003242 48.1464 2.166588 0.003455 116.663 5.249835 

0.002943 49.99759 2.249892 0.003769 118.5178 5.3333 

0.003043 51.85116 2.333302 0.003773 120.3713 5.416711 

0.003629 53.70473 2.416713 0.003781 122.2237 5.500068 

0.004088 55.5571 2.50007 0.003891 124.0761 5.583425 

0.003642 57.40948 2.583427 0.003653 125.9237 5.666568 

0.003859 59.25711 2.66657 0.004039 127.7749 5.749871 

0.00417 61.10711 2.74982 0.003747 129.6297 5.833335 

0.004268 62.96305 2.833337 0.003674 131.4832 5.916746 
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0.004345 64.81543 2.916694 0.003403 133.3344 6.00005 

0.004407 66.6702 3.000159 0.003048 135.188 6.08346 

 
ง-2 ตัวอยางการคํานวณระยะการยืดตัว ณ จุดขาด 

 
 
 

จากตัวอยางขอมูลในตารางที ่ ง-1 ทีแ่สดงความยาวของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน 

(CCH) ที่ยืดออกตามคาTensile stress ที่เพิม่ข้ึน 

ขอมูลจากตารางที่ ง-1 ระบุวา 

 คา  Tensile stress ณ จุดขาดเทากับ 0.005432 เมกกะปาสคาล 

 ระยะยืด ณ จดุขาดเทากบั 4.333337 มิลลิเมตร 

 โดยที่ความยาวของโครงเลีย้งเซลลเร่ิมตนคือ 45 มิลลิเมตร (ขอ 3.3.2) 

 ดังนัน้  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความยาวของโครงเลี้ยงเซลลเร่ิมตน 

ความยาวของโครงเลี้ยงเซลลที่ยืดออกจนถึงจุดขาด X 100 Elongation at 

break (%) =

45 

4.333337 X 100 Elongation at 

break (%) = = 96.29% 
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ภาคผนวก จ ผลการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย 

 สําเนาเอกสารแสดงในหนา 139 
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