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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห (Scaffold) เปนองคประกอบที่สําคัญของวิศวกรรม

เนื้อเยื่อ (Tissue engineering) โดยทําหนาที่เปนโครงใหเซลลเจริญเติบโตเพื่อพัฒนาเปนเนื้อเยื่อ

ที่มีโครงสราง 3 มิติได คุณสมบัติของวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมีผลอยางมากตอ

ความสําเร็จของการใชประโยชนในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อโดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อนํามาใชใน

รางกายของมนุษยเพื่อการบําบัดรักษา  เนื่องจากเซลลสามารถตอบสนองตอวัสดุที่เซลลสัมผัสได 

ดังนั้นวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจึงตองมีคุณสมบัติที่ทําใหเซลลหรือรางกายเกิดการ

ตอบสนองในรูปแบบที่ตองการได ในบรรดาวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห วัตถุดิบที่มี

คุณสมบัติทางชีวภาพมีผลตอการตอบสนองของเซลลไดเปนอยางดี ก็คือ Extracellular matrix 

(ECM) ซึ่งไดจากรางกายของสิ่งมีชีวิตเอง 

ECM เปนองคประกอบในเนื้อเยื่อหลายชนิดของรางกาย มีความสําคัญตอการ

ทํางานของเนื้อเยื่อโดยทําหนาที่หลายอยาง เชน ในดานคุณสมบัติเชิงกลทําใหเกิดความยืดหยุน

หรือความแข็งแรงของเนื้อเยื่อ ทําใหเกิดสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเซลลใน

รางกาย มีสวนชวยในการทํางานของเซลล ทําหนาที่เปนสัญญาณ (Signals) ที่มีผลตอการ

ตอบสนองของเซลล และชวยสงเสริมการทํางานของสารตัวอ่ืนในระบบการทํางานของรางกายได

หลายชนิด ดังนั้น ECM จึงมีคุณสมบัติหลายประการที่เปนประโยชนตอการนํามาใชเปนวัตถุดิบ

สําหรับทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

ECM สามารถสกัดไดจากเนื้อเยื่อหลายชนิดโดยเฉพาะเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 

(Connective tissue) ซึ่งเปนเนื้อเยื่อที่มี ECM เปนองคประกอบปริมาณมาก   ECM ในเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันหลายชนิด เชน ผิวหนังชั้นหนังแท (dermis) เอ็นยึดกลามเนื้อ (tendon) เอ็นยึดกระดูก 

(ligament) รก (placenta) เปนตน จากสัตวหลายชนิดไดถูกสกัดแยกออกมาเพื่อศึกษา

ประสิทธิภาพในการใชเปนวัตถุดิบสําหรับทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหอยางแพรหลาย  งานวิจัย

สวนมากจะสกัดแยกสารองคประกอบของ ECM บางชนิด เชน Collagen, Hyaluronic acid หรือ 

Glycosaminoglycans (GAGs) มาเปนวัตถุดิบสําหรับทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห  แตเนื่องจาก

สารแตละชนิดตางมีคุณสมบัติและทําหนาที่ตางกัน  การใชสารชนิดหนึ่งทําโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหยอมทําใหไดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่คุณสมบัติจากสารที่ใชเพียงอยางเดียวเทานั้น  
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ขาดคุณสมบัติจากสารองคประกอบของ ECM อ่ืนมารวม  อีกทั้งการสกัดแยกสารองคประกอบ

ของ ECM เพียงชนิดเดียวในรูปสารสกัดบริสุทธิ์ยังเปนการเพิ่มตนทุนของวัตถุดิบและอาจทําให

เกิดการเสื่อมสภาพสูญเสียคุณสมบัติทางชีวภาพจากกระบวนการที่ซับซอนในการสกัด  การใช

สารหลายชนิดที่เปนองคประกอบของ ECM รวมกันยอมทําใหไดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มี

คุณสมบัติที่ซับซอนมากขึ้น  ดวยเหตุนี้จึงมีงานวิจัยสวนหนึ่งที่ใชสารที่เปนองคประกอบของ ECM 

มากกวา 1 ชนิดรวมกันในการใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห โดยการเลือกใชสารที่ตองการบาง

ชนิดในรูปสารบริสุทธิ์แลวนํามาผสมกันในอัตราสวนที่เหมาะสม  วิธีการนี้ถึงแมวาจะทําใหได

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มีคุณสมบัติที่ดีเพิ่มข้ึนจากองคประกอบของ ECM แตละชนิดที่ใช  แตก็

ยังคงขาดคุณสมบัติบางประการจากสารใน ECM อีกหลายชนิดที่แยกทิ้งไป  ดังนั้นการใช ECM 

ในรูปสารสกัดอยางหยาบ (Crude extract) ที่ยังคงมีองคประกอบของ ECM อยูคอนขางครบถวน  

ยอมทําใหไดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มีคุณสมบัติจากองคประกอบของ ECM แตละชนิดอยาง

ครบถวนดวยเชนกัน 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําจาก ECM โดยมีสารองคประกอบของ ECM ใน

เนื้อเยื่ออยางครบถวนและสามารถนํามาใชไดอยางประสบความสําเร็จ ก็คือ หนังแทปราศจาก

เซลล (Acellular dermis) ซึ่งทําจากผิวหนังชั้นหนังแทที่ผานกระบวนการทําใหปราศจากเซลล 

เพื่อใหเหลือแตเพียง ECM ที่เปนองคประกอบในผิวหนังชั้นหนังแทเทานั้น  หนังแทปราศจาก

เซลลสามารถใชเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําหนาที่เปนวัสดุทดแทนผิวหนังไดอยางมี

ประสิทธิภาพและมีการผลิตทางการคาในระดับอุตสาหกรรมเพื่อการใชบําบัดรักษาจริงแลว  

อยางไรก็ตามเนื่องจากหนังแทปราศจากเซลลมี ECM ที่เปนองคประกอบของหนังแทอยาง

ครบถวนและมีการจัดเรียงโครงสรางของ ECM ในรูปแบบของหนังแท  หนังแทปราศจากเซลลจึง

มีความเหมาะสมในการใชเปนวัสดุทดแทนผิวหนังมากกวาการใชเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

สําหรับเนื้อเยื่ออ่ืน  ดวยเหตุนี้เองกระบวนการสกัด ECM จากหนังแทแลวนํามาข้ึนรูปเปนโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหใหมโดยกระบวนการที่ตางกันเพื่อใหไดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ตรงตามความ

ตองการจึงมีความเหมาะสมมากกวาการนําหนังแทปราศจากเซลลมาใชเปนโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหสําหรับเนื้อเยื่ออ่ืนโดยตรง 

ความสําเร็จของวิศวกรรมเนื้อเยื่อจําเปนตองใชโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มี

คุณสมบัติที่เหมาะสม  ECM ซึ่งเปนสารที่มีคุณสมบัติทางชีวภาพที่สําคัญหลายประการและทํา

หนาที่เปนโครงของเนื้อเยื่อในรางกายโดยธรรมชาติอยูแลว  จึงสามารถใชเปนวัตถุดิบสําหรับทํา

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มีประสิทธิภาพได  สําหรับแหลงของ ECM ที่มีศักยภาพสูงในการสกัด

นํามาใชก็คือผิวหนังชั้นหนังแทเนื่องจากเปนเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่มี ECM เปนองคประกอบปริมาณ
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มากและเปนอวัยวะที่มีปริมาณมากปกคลุมทั่วทั้งรางกาย  การสกัด ECM จากผิวหนังชั้นหนังแท

แลวนํามาขึ้นรูปเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจําเปนตองมีการศึกษาคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่ได  เพื่อพัฒนาสารสกัดจากผิวหนังเปนวัตถุดิบสําหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อตอไป 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. ศึกษาองคประกอบของ Extracellular matrix ในสารสกัดจากผวิหนัง 

2. ศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ ทางกล และทางชีวภาพ ของโครงเนือ้เยื่อ

สังเคราะห ที่ใชสารสกัดจากผิวหนังเปนวัตถุดิบ 

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 

เตรียมสารสกัดจากผิวหนังมาวิเคราะหปริมาณคอลลาเจนและ Sulfated GAGs 

นําสารสกัดจากผิวหนังมาขึ้นรูปเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแลววิเคราะหคุณสมบัติแตละดาน 

ไดแก โครงสรางรูพรุน ความตานทานแรงกดและการยอยสลายโดยเอนไซม จากนั้นจึงคัดแยก

เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกมาวิเคราะหคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดดานตางๆ เพื่อนําเซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกที่ไดมาทดสอบกับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนัง โดยการ

ทดสอบเพื่อวัดอัตราการเจริญเติบโตและการเกิด Osteogenic differentiation ในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 
2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี
 

2.1.1 วศิวกรรมเนื้อเยื่อ 
วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue engineering) คือ การสรางเนื้อเยื่อหรืออวัยวะใหม

ข้ึนมา เพื่อวัตถุประสงคตางๆ เชน ทดแทนเนื้อเยื่อหรืออวัยวะที่เสียหาย เสริมอวัยวะที่บกพรอง 

หรือเพื่อการศัลยกรรมความงาม การสรางเนื้อเยื่อสังเคราะหโดยวิศวกรรมเนื้อเยื่อจําเปนตองอาศัย

องคประกอบหลัก 3 อยาง คือ เซลล โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห (Scaffold) และ สารเหนี่ยวนํา 

(Soluble regulators)  ซึ่งการสรางเนื้อเยื่อทางวิศวกรรมเนื้อเยื่ออาจจําเปนตองใชองคประกอบทั้ง 

3 อยางนี้หรืออาจใชเพียงบางอยางก็ได ทั้งนี้พิจารณาจากความจําเปนในการสรางเนื้อเยื่อแตละ

ชนิดและการนําไปใชงาน  

 

 
 

รูปที่ 2.1 ข้ันตอนโดยทัว่ไปของวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 

ที่มา   http://biomed.brown.edu/Courses/BI108/BI108_2007_Groups/group12/ 

TEModelLarge.jpg 
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ข้ันตอนโดยทั่วไปที่เกี่ยวของกับวิศวกรรมเนื้อเยื่อแสดงดังรูปที่ 2.1 โดยเริ่มจาก

ข้ันตอนที่ 1 เปนการคัดแยกเซลลที่ตองการจากเนื้อเยื่อในรางกาย แลวนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่ม

จํานวน (ข้ันตอนที่ 2)  เมื่อไดจํานวนเซลลที่มากเพียงพอแลวจึงนําเซลลที่ไดเขาสูโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหโดยอาจเติมสารเหนี่ยวนําบางชนิดลงไปดวย (ข้ันตอนที่ 3) จากนั้นจึงนําไปเพาะเลี้ยง

และชักนําใหเกิดการพัฒนาเปนเนื้อเยื่อที่ตองการ (ข้ันตอนที่ 4) สุดทายจึงนําเนื้อเยื่อสังเคราะหที่

สรางไดเขาสูรางกายเพื่อการบําบัดรักษา (ข้ันตอนที่ 5) 

กระบวนการสรางเนื้อเยื่อสังเคราะหข้ึนในหองปฏิบัติการโดยเทคนิคทางวิศวกรรม

เนื้อเยื่ออาศัยการจําลองสภาวะของเนื้อเยื่อในธรรมชาติ เนื้อเยื่อในรางกายประกอบดวยเซลลและ 

Extracellular matrix (ECM) ที่อยูลอมรอบเซลล สัดสวนองคประกอบของเซลลและ ECM ในแตละ

เนื้อเยื่อจะมีสัดสวนที่แตกตางกัน ในเนื้อเยื่อกลุมเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (Connective tissue) มี ECM 

เปนองคประกอบปริมาณมากในขณะที่เนื้อเยื่อบุผิว (Epithelial tissue) ประกอบดวยเซลลเปนหลกั

และมี ECM เปนองคประกอบอยูนอยมาก ในแตละเนื้อเยื่อมีชนิดของเซลลแตกตางกันเพื่อทํา

หนาที่แตละดานของเนื้อเยื่อแตละอวัยวะ ในรางกาย เซลล  ECM สารตางๆในรางกาย รวมทั้ง

ปจจัยทางกายภาพแตละดาน มีความสัมพันธกันอยางใกลชิด แสดงไดดังรูปที่ 2.2 

 

 
 

รูปที่ 2.2 ความสัมพันธระหวางเซลลกับส่ิงแวดลอมตางๆ ในรางรางกาย 

ที่มา  Nicholas D. Evans และคณะ, 2006 
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  เซลลมีตัวรับสัญญาณ (Receptor) ซึ่งสามารถจับกับโมเลกุลสัญญาณ 

(Signaling molecule) และ Ligand ของสารภายในรางกายได ทําใหเกิดการตอบสนองของเซลล

ในรูปแบบตางๆ  ECM ทําหนาที่เปนโครงรางสําหรับเนื้อเยื่อในธรรมชาติ เปนที่ใหเซลลยึดเกาะเพื่อ

เจริญเติบโตและมีบทบาทในการทํางานของอวัยวะ สามารถดูดซับโมเลกุลของสารไดหลายชนิด 

ทําใหเซลลสามารถจับกับโมเลกุลของสารไดอยางมีประสิทธิภาพ สารตางๆในเนื้อเยื่อมีการ

แลกเปลี่ยนหมุนเวียนตลอดเวลา มีการขนสงสารที่จําเปนตอการดํารงชีวิตของเซลลไปยังเซลลที่

ตองการและมีการกําจัดของเสียที่เซลลไมตองการแลวทิ้งออกไป 

ในการสรางเนื้อเยื่อสังเคราะหในหองปฏิบัติการจําเปนตองใชเซลลมาเพาะเลี้ยง

เพื่อใหพัฒนาเปนเนื้อเยื่อที่ตองการได เซลลที่ใชในวิศวกรรมเนื้อเยื่อโดยทั่วไปมักเปนเซลลจาก

รางกายของผูปวยที่ตองการบําบัดรักษาโดยวิศวกรรมเนื้อเยื่อเองเพื่อปองกันปญหาการตอตาน

เซลลแปลกปลอม เซลลที่ใชอาจเปนเซลลระยะเซลลตนกําเนิด (Stem cells) เซลลโปรเจนิเตอร 

(Progenitor cells) หรือ Differentiated cells  สําหรับ Differentiated cells เปนเซลลที่พัฒนา

อยางสมบูรณแลวและมีหนาที่จําเพาะ  ในรางกายประกอบดวยเซลล Differentiated cells หลาย

ชนิดเปนองคประกอบ ชนิดของ Differentiated cells จะแตกตางกันออกไปตามแตชนิดของ

เนื้อเยื่อ สําหรับเซลลตนกําเนิดเปนเซลลที่มีศักยภาพในการนํามาใชในวิศวกรรมเนื้อเยื่อหลายดาน 

เนื่องจากเปนเซลลที่สามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนตัวเองได สามารถเปลี่ยนเปนเซลลชนิดตางๆได

หลากหลาย และสามารถหลั่งสารมากระตุนการซอมแซมเนื้อเยื่อไดดี รายละเอียดของเซลลตน

กําเนิดจะกลาวถึงในหัวขอที่ 2.1.6 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห เปนโครงสราง 3 มิติที่มีรูพรุน ทําหนาที่เปนโครงรางเพื่อให

เซลลเจริญเติบโตแลวเกิดเปนโครงสรางเนื้อเยื่อ 3 มิติได โดยในระหวางที่เกิดกระบวนการสราง

เนื้อเยื่อใหมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจะเกิดการยอยสลายไปดวยในเวลาเดียวกันเพื่อเกิดเปนเนื้อเยื่อ

ที่มีลักษณะเหมือนเนื้อเยื่อปกติในธรรมชาติ เนื่องจากโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหการนําไปใช

จําเปนตองนําเขาสูรางกายและเกิดการยอยสลายเกิดขึ้นดังนั้นวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจึงตองมีความเขากันไดทางชีวภาพ (Biocompatibility) และเมื่อเกิดการยอยสลายแลว

ไมเกิดสารที่เปนพิษหรือเปนอันตรายตอรางกาย วัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจะมีผลตอ

คุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหและจะสงผลตอประสิทธิภาพของเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ได 

วัตถุดิบหลายชนิดสามารถใชเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหได ไมวาจะเปนสารสังเคราะหทาง

เคมีซึ่งไดแก พอลิเมอรสังเคราะหตางๆ วัตถุดิบจากธรรมชาติ เชน อัลจิเนต (Alginate) จาก

สาหราย  โปรตีนไฟโบรอิน (Fibroin) จากรังไหม หรือแมแต ECM ซึ่งเปนโครงเนื้อเยื่อในรางกาย

โดยธรรมชาติอยูแลว ในบรรดาวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห ECM เปนวัตถุดิบที่มี

คุณสมบัติที่โดดเดนกวาวัตถุดิบชนิดอื่น ซึ่งจะกลาวถึง ECM ในรายละเอียดตอไปในหัวขอที่ 2.1.2 
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ในการบําบัดรักษาโดยใชวิศวกรรมเนื้อเยื่อ วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ใชอาจประกอบดวย

องคประกอบหลักครบทั้ง 3 อยาง (เซลล โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห และสารเหนี่ยวนํา) ก็ไดหรืออาจมี

เพียงองคประกอบใดองคประกอบหนึ่งเพียงอยางเดียว ในเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยเซลลเปนหลัก 

วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ใชสวนมากประกอบดวยเซลลเพียงอยางเดียว แตในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันซึ่งมี ECM 

เปนองคประกอบหลัก ถาเนื้อเยื่อที่ตองการการรักษาเนื้อเยื่อมีความสามารถในการซอมแซมตัวเอง

ไดดี โดยมีเซลลในรางกายที่พรอมจะเขามาซอมแซมเนื้อเยื่อไดอยูแลว วิศวกรรมเนื้อเยื่ออาจใช

เพียงโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห โดยเมื่อนําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเขาสูรางกายแลวเซลลภายใน

รางกายจะเจริญเติบโตเขามาภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเพื่อสรางเนื้อเยื่อใหมข้ึนมาเอง  ไม

จําเปนตองนําเซลลมาเพาะเลี้ยงเพื่อสรางเนื้อเยื่อในหองปฏิบัติการกอนกอนนําไปใช (ตัวอยางเชน 

วิศวกรรมเนื้อเยื่อบุผิว (Epithelial tissue)และวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนัง แสดงดังรูปที่ 2.3)  เพื่อ

ประสิทธิภาพในการรักษาที่ดียิ่งขึ้นโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่นําไปใชอาจประกอบดวยองคประกอบ

มากกวา 1 อยาง โดยอาจเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ประกอบดวยสารเหนี่ยวนําหรือยาบางชนิด 

หรือเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ประกอบดวยเซลล หรืออาจมีองคประกอบหลักครบทั้ง 3 อยางก็

ได (ตัวอยางเชน วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนและวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระเพาะปสสาวะ แสดงดังรูป

ที่ 2.4)   

 

   

ก ข 

 

รูปที่ 2.3 วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่มีองคประกอบเดียวในการใชบําบัดรักษา 

  ก  วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยเซลลเพียงอยางเดียว 

  ข  วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเพียงอยางเดียว 

ที่มา  ดัดแปลงจาก Alan J. Russell และ Timothy Bertram (2007) 
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ก 

 

 

ข 

รูปที่ 2.4 วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่มีองคประกอบมากกวา 1 อยางในการใชบําบัดรักษา 

  ก  วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหและสารเหนี่ยวนาํ 

  ข  วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหและเซลล 

ที่มา  ดัดแปลงจาก Alan J. Russell และ Timothy Bertram (2007) 
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2.1.2 Extracellular matrix 

Extracellular matrix (ECM) เปนสารที่เซลลสรางขึ้นแลวปลอยออกมานอกเซลล 

เซลลจะหลั่งองคประกอบของ ECM ออกมานอกเซลล หลังจากนั้นองคประกอบเหลานี้จะถูก

ดัดแปลงโมเลกุลและจัดเรียงโครงสรางโดยกระบวนการที่ซับซอนหลายขั้นตอนซึ่งขึ้นอยูกับ ECM 

แตละชนิด  ECM ที่ถูกสรางขึ้นนี้จะเกิดการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาโดยเซลลเพื่อใหเหมาะสมตอ

สภาวะและกิจกรรมทางสรีรวิทยาของเซลล  และในขณะเดียวกันการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับ 

ECM ก็มีผลตอการตอบสนองของเซลลดวยเชนกัน 

 

 
 

รูปที่ 2.5 ความสัมพันธระหวาง Extracellular matrix กับเซลลในเนื้อเยื่อของรางกาย 

ที่มา  Linda G. Griffith และ Melody A. Swartz (2006)  

 

Extracellular matrix (ECM) มีความสําคัญตอกลไกการทํางานของรางกายใน

หลายดาน  คุณสมบัติทางกายภาพของ ECM มีผลตอคุณสมบัติเชิงกลของเนื้อเยื่อโดยทําใหเกิด

ความยืดหยุนหรือความแข็งแรงแกเนื้อเยื่อ เปนที่ยึดเกาะและชวยในการเคลื่อนที่ของเซลล  ทําให

เกิดสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเซลลแตละชนิดในรางกาย  ในดานคุณสมบัติ

ทางชีวภาพ ECM มีบทบาทตอการทํางานและการแสดงออกของเซลลโดยทําหนาที่เปนสัญญาณ 
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(Signals) กระตุนการตอบสนองของเซลล รวมทั้งชวยสงเสริมการทํางานของสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพที่สําคัญในระบบการทํางานของรางกายไดหลายชนิด (Stephen F. Badylak, 2004) 

นอกจากนี้ยังชวยปองกันอันตรายแกเซลลจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมจากแรงเชิงกลและ

การเปลี่ยนแปลงทางเคมีของสิ่งแวดลอม (Petreaca M. และ Manuela Martins-Green, 2007) 

ในรางกายมนุษยประกอบดวย ECM หลายชนิด สามารถแบงได 3 กลุม ไดแก

ECM ที่เปนเสนใย (Fibrous ECM) ECM อสัญฐาน (Amorphous ECM) และ ของเหลวนอกเซลล 

(Extracellular fluid) ในบรรดา ECM กลุมตางๆเหลานี้ ECM กลุมที่เปนเสนใยเปนกลุมที่มี

ความสําคัญตอวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เนื่องจากโครงสรางที่เปนเสนใยเหลานี้ทําหนาที่เปนโครงของ

เนื้อเยื่อในรางกายโดยธรรมชาติอยูแลว ดังนั้นจึงสามารถใชเปนวัตถุดิบสําหรับเตรียมเปนโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหไดโดยตรงหรือสกัดเปนสารละลายแลวขึ้นรูปเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหใหมได 

สําหรับ ECM ที่มีความสําคัญตอวิศวกรรมเนื้อเยื่อเนื่องจากมีการนํามาใชเปนโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหอยางแพรหลายก็คือ คอลลาเจน (Collagen) 

  

     
 

รูปที่ 2.6 ลักษณะของ Extracellular matrix แตละชนิดซึ่งเชื่อมตอกับโครงสรางของเซลล 

ที่มา  http://kentsimmons.uwinnipeg.ca/cm1504/Image122.gif 
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คอลลาเจน (Collagen) เปน ECM กลุมโปรตีนที่มีปริมาณมากสุดในรางกาย   

ECM ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (Connective tissue) ทุกประเภทตางมีคอลลาเจนเปนองคประกอบหลัก  

โครงสรางโมเลกุลของคอลลาเจนเปนพอลิเปปไทด (Polypeptide) 3 สายพันกันเปนเกลียว เรียกวา 

Triple helix  แตละสายพอลิเปปไทดที่ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน 3 ชนิด ตอซํ้ากันเปนสายยาว  

ในลําดับกรดอะมิโน 3 ชนิดที่ตอกันจะประกอบดวยกรดอะมิโนไกลซีน (Glycine) เสมอ สามารถ

แสดงสูตรลําดับของกรดอะมิโนในสายคอลลาเจนไดดังนี้คือ (Gly-X-Y)n โดยที่ Gly หมายถึงกรดอะ

มิโนไกลซีน สวนกรดอะมิโน X และ Y ในสูตร โดยมากมักเปนกรดอะมิโนโพรลีน (Proline) และ 4-

ไฮดรอกซีโพรลีน (4-Hydroxyproline) หรืออาจเปนกรดอะมิโนชนิดอ่ืนซึ่งขึ้นอยูกับคอลลาเจนแต

ละชนิด เมื่อสายพอลิเปปไทด 3 สายพันกัน กรดอะมิโนไกลซีนในแตละสายจะอยูภายในของ

โครงสราง Triple helix เสมอ  4-ไฮดรอกซีโพรลีนในสายพอลิเปปไทดทําใหเกิดพันธะไฮโดรเจน 

(Hydrogen bond) ยึดแตละสายพอลิเปปไทดใน Triple helix (K. Gelse และคณะ, 2003) 

 

 
 

รูปที่ 2.7  การจัดเรียงตวัของคอลลาเจนตั้งแตระดับสายพอลเิปปไทดจนเปนมัดเสนใย

คอลลาเจน 

ที่มา       http://www.azonano.com/images/Article_Images/ImageForArticle_2267(2).jpg 
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การจัดเรียงลําดับกรดอะมิโนในโครงสรางระดับโมเลกุล ทําใหสามารถแบงชนิด

ของคอลลาเจนไดมากกวา 20 ชนิด รูปแบบการรวมกลุมของเสนใยในคอลลาเจนแตละชนิดทําให

เกิดคุณสมบัติที่เหมาะสมในการทําหนาที่ที่ตางกัน ซึ่งสามารถแบงกลุมคอลลาเจนตามหนาที่ได 8 

กลุม ดังตารางที่ 2.1  คอลลาเจนกลุมที่รวมตัวเปนเสนใย (Fibril-forming collagens) เปนกลุมที่

พบมากที่สุด โดยพบมากถึงรอยละ 90 ของคอลลาเจนทั้งหมดในรางกาย ในแตละเนื้อเยื่อจะมี

คอลลาเจนกลุมที่รวมตัวเปนเสนใยตางชนิดกัน เชน ในผิวหนังประกอบดวยคอลลาเจนชนิดที่ 1 

และ 3 เปนองคประกอบหลัก ในกระดูกประกอบดวยคอลลาเจนชนิดที่ 1 และ 5 เปนองคประกอบ

หลัก และในกระดูกออนชนิด Articular cartilage ประกอบดวยคอลลาเจนชนิดที่ 2 และ 11 เปน

องคประกอบหลัก เปนตน 

 

 
 

รูปที่ 2.8 หนาที่ของคอลลาเจนในการสะสมผลึกของ Hydroxyapatite ในเนื้อเยื่อกระดูก 

ที่มา  Andrew T. Taton (2001) 
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ตารางที่ 2.1  ขอมูลคอลลาเจนชนิดตางๆ แสดงกลุมของคอลลาเจนตามหนาที่การทาํงาน 

โครงสรางโมเลกุล ยนีกาํหนดการสราง และ แหลงของเนือ้เยื่อทีพ่บ 

ที่มา  K. Gelse และคณะ, 2003 
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2.1.3 Extracellular matrix ในผิวหนัง  

ผิวหนังเปนอวยัวะที่หอหุมรางกายทั้งหมดเอาไว ถือเปนอวัยวะที่มีขนาดใหญและ

มีน้ําหนักมากที่สุดในรางกาย  ผิวหนังของมนุษยที่เจริญเต็มวัยมีเนื้อทีป่ระมาณ 3,000 ตารางนิ้ว 

ผิวหนังบริเวณสวนตางๆของรางกายมีความหนาไมเทากนั โดยมีความหนาประมาณ 1-4 

มิลลิเมตร โครงสรางของผิวหนงัแบงไดเปน 2 ชัน้ คือ ชัน้หนังกําพรา (Epidermis) และชั้นหนงัแท 

(Dermis) โครงสรางของผิวหนงัแสดงดังรูปที่ 2.9   หนังกําพราประกอบไปดวยเซลลเรียงซอนกัน

เปนชัน้ๆ เซลลที่อยูชัน้ลางลงไปเปนเซลลที่มีการแบงตัวสรางเซลลเพิ่มข้ึนมาดานบน ดานบนสดุ

ของหนงักาํพราปกคลุมดวยเซลลที่ตายซึ่งจะหลุดลอกกลายเปนขี้ไคลหลุดออกไป หนังแทเปนสวน

ของผิวหนังที่อยูชั้นลางเปนเนื้อเยื่อเกี่ยวพนัที่ประกอบดวย ECM เปนจํานวนมาก เนื่องจากผวิหนัง

เปนอวยัวะมีปริมาณมากที่สุดในรางกายอกีทัง้ยังประกอบดวย ECM อยูเปนจาํนวนมาก ดังนั้น

ผิวหนังจงึสามารถใชเปนแหลงของ ECM สําหรับเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสําหรับ

วิศวกรรมเนื้อเยื่อไดเปนอยางดี 

 

            
 

รูปที่ 2.9 โครงสรางของผิวหนังมนุษย 

ที่มา  http://www.nature.com/nature/journal/v445/n7130/images/nature05664-

f1.2.jpg  
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ในผิวหนงัชั้นหนงัแทประกอบดวยโมเลกลุของสารหลายชนิดที่เปนองคประกอบ

ของ ECM  สารที่เปนองคประกอบหลกัของ ECM ในหนงัแท คือ Collagen ชนิดของ Collagen ที่มี

มากที่สุดในหนังแท คือ Type I collagen รองลงมา คือ Type III collagen  สวน Proteoglycans ที่

พบมากในหนงัแท คือ Decorin และ Versican (David A. Carrino และคณะ, 2003)  

Glycosaminoglycans (GAGs) สวนมาก คือ Hyaluronic acid รองลงมาคือ Dermatan sulfate 

โดยมี Chondroitin sulfate และ Heparan sulfate เพียงเล็กนอย  (Shingo Tajima และคณะ, 

1982) ในหนงัแทแตละบริเวณจะมีองคประกอบของ ECM ที่คลายคลงึกนั แตจะมีความแตกตาง

กันดานปริมาณขององคประกอบบางชนดิในผิวหนงัของเพศชายและเพศหญงิ และมีการ

เปลี่ยนแปลงของ ECM ในแตละชวงอายุของมนษุย ปริมาณองคประกอบของสารแตละชนิดใน

ผิวหนังแสดงดังตารางที่ 2.2 

 

สารองคประกอบของ ECM 

ที่พบในผิวหนงัชั้นหนังแท 

ปริมาณ 

(ไมโครกรัม/มก. น้ําหนักแหง) 

Total protein 857.25 

Collagen 598.50 

Total GAGs 5.05 

Hyaluronic acid 3.02 

Dermatan sulfate 2.02 

D-Glucose 1.82 

D-Glucosamine 2.78 

D-Galactose 3.45 

D-Galactosamine 0.38 

D-Mannose 1.92 

 

ตารางที่ 2.2 ปริมาณสารที่เปนองคประกอบของ ECM ในผิวหนงัชั้นหนงัแท   

ที่มา ดัดแปลงจาก (Shingo Tajima และคณะ, 1982)  

 

ในแตละระดับความลึกของผวิหนังชัน้หนงัแท จะม ีECM ที่เปนองคประกอบ

แตกตางกนัเลก็นอย  หนงัแทชั้นบนประกอบดวนเสนใย Collagen เสนบางละเอียดกวาหนังแทที่

อยูชั้นลางลงไป (Shingo Tajima และคณะ, 1982) สําหรับสัดสวนของ Type I collagen และ 
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Type III collagen ในแตละระดับความลกึของหนังแท ไดถูกศึกษาโดย Ervin H. Epstein และ Neil 

H. Munderloh (1978) จากตัวอยางผิวหนงัมนษุยบริเวณหนาทองจํานวน 5 คน พบวาในทุกระดับ

ความลึกของหนงัแทมีสัดสวนของ Type I collagen และ Type III collagen เทากนั โดยพบ Type 

I collagen รอยละ 81 ถึง 90 และพบ Type III collagen รอยละ 10 ถึง 19   แตบริเวณหนังแทที่

ติดกับหนงักาํพราและบริเวณรอบ Skin appendages มีปริมาณ Type III collagen หนาแนนกวา

บริเวณอื่น  ผลการศึกษาของ Shingo Tajima และคณะ (1982) ก็ยืนยนัเชนกนัวาสัดสวนของ 

Type I collagen และ Type III collagen ไมแตกตางกนัในแตละระดับความลึกของหนงัแท  

รวมทัง้ไมพบความแตกตางของปริมาณ Noncollagenous glycoproteins ในแตละระดับความลกึ

ของหนงัแทดวยเชนกัน  แตองคประกอบของ ECM ที่แตกตางกันในหนังแทชั้นบนกบัหนงัแทที่อยู

ชั้นลางลงมา คือ ปริมาณ Glycosaminoglycans (GAGs) ซึ่งพบหนาแนนในหนังแทชั้นบน

มากกวา  และมีสัดสวนปริมาณของ Hyarulonic acid ตอปริมาณของ Dermatan sulfate มากกวา

ดวย 

 

 
รูปที่ 2.10   การเปลี่ยนแปลงของปริมาณ Glycosaminoglycans (วิเคราะหจากปริมาณ 

Uronic acid ซึ่งเปนองคประกอบหลกั) ในแตละชวงอายุของมนษุย 

ที่มา  Raul Fleischmajer และคณะ (1972) 
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Raul Fleischmajer และคณะ (1972) พบวา ในมนุษย รวมทั้งสัตวอีกหลายชนิด 

เชน สุกร โค และ ไก ตางม ีGlycosaminoglycans (GAGs) ที่เปนองคประกอบหลกัของหนังแท 

เปน Hyaluronic acid และ Dermatan sulfate สําหรับ Chondroitin-4-sulfate และ Chondroitin-

6-sulfater พบในหนังแทเพยีงปริมาณเล็กนอย ในทารกแรกเกิดชั้นหนงัแทจะมี GAGs เปนปริมาณ

มากซึง่จะลดลงอยางมนีัยสําคัญในวยัเด็ก เมื่อเจริญวัยขึ้นปริมาณ GAGs ในหนงัแทจะมีปริมาณ

คอนขางคงที่จนถงึวัยกลางคน และหลังจากนัน้เมื่อเขาสูวัยชราปริมาณ GAGs จึงลดลงตามอายุที่

มากขึ้น การเปลี่ยนแปลงของปริมาณ Glycosaminoglycans (วิเคราะหจากปริมาณ Uronic acid 

ซึ่งเปนองคประกอบหลกั) ในแตละชวงอายุของมนษุย แสดงดังรูปที ่2.10 

สําหรับปริมาณของ Mucopolysaccharide ในผิวหนัง จากการศึกษาของ John 

Fabianek และคณะ (1965) ซึ่งไดศึกษาปริมาณ Mucopolysaccharide ในผิวหนังของมนุษย 

กระตาย แมว หน ูและ หนูตะเภา ดวยวธิกีารวิเคราะหปริมาณ Uronic acid โดยวิธี Carbazole 

method  พบวาในผวิหนงัของสัตวที่ศกึษาทุกชนิดมีปริมาณ Uronic acid อยูในชวง 800 – 1,100 

ไมโครกรัม/กรัม ผิวหนงัแหง และมี Hyaluronic acid รอยละ 55 – 65 ของปริมาณ Uronic acid ใน

ผิวหนัง   ในสตัวแตละชนิด Uronic acid ทั้งหมดทีพ่บในผิวหนงัมีปริมาณของ Heparin แตกตาง

กัน ในผิวหนังหนูม ีHeparin รอยละ 15  ผิวหนังแมวมีรอยละ 10 สําหรบัในผิวหนงัของมนษุยและ

กระตายพบในปริมาณที่นอยมาก ในขณะที่ในผวิหนังของหนูตะเภา วิเคราะหไมพบ Heparin ใน

ผิวหนัง  ซึง่สอดคลองกับการศึกษาของ John Fabianek และคณะ (1965) ที่พบวาในผิวหนงัของ

มนุษยมีปริมาณ Uronic acid เทากับ 828 ± 229 ไมโครกรัม/กรัม ผิวหนังแหง ซึ่งในจาํนวนนี้เปน 

Hyaluronic acid รอยละ 55  Chondroitin รอยละ 41 และ Heparin รอยละ 3.9 
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รูปที่ 2.11  ECM ที่พบในผิวหนังแสดงใหเหน็จากการยอมทางเนื้อเยื่อวิทยา (Histology) 

  ก  คอลลาเจน ติดสีน้ําเงินจากการยอมโดยดวย Masson’s Trichrome  

      ที่มา  http://msjensen.cehd.umn.edu/1135/Worksheets/Histology/ 

                             CollagenBlueSkin.JPG 

ข  Elastic fiber ติดสีน้ําตาลเขมจากการยอมดวย van Gieson & Elastin stain 

    ทีม่า http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/ 

 ค Lumican ติดสีเขียวเรืองแสงจากการยอมดวย Immunofluorescent stain 

   ที่มา  Gilles Pauly และคณะ (2008) 

ง  Decorin ติดสีเขียวเรืองแสงจากการยอมดวย Immunofluorescent stain  

    ทีม่า Denys N. Wheatley และคณะ (2004) 
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2.1.4 กระบวนการเตรยีมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห  
  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสามารถเตรียมจากวัตถุดิบไดหลากหลายชนิด มีสถานะ

และคุณสมบัติทางกายภาพตางกัน แตโดยทั่วไปวัตถุดิบเร่ิมตนสําหรับเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหมักอยูในรูปของสารละลาย ซึ่งเปนรูปที่งายตอการเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มี

รูปรางไดหลากหลายตามความตองการ สําหรับกระบวนการเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสามารถ

ทําไดหลายวิธีซึ่งแตละวิธีมีขอดีขอเสียแตกตางกัน สามารถสรุปไดดังตารางที่ 2.3 วัตถุดิบแตละ

ชนิดมีความเหมาะสมตอกระบวนการขึ้นรูปที่ตางกันซึ่งจําเปนตองเลือกใชตามความเหมาะสม 

สําหรับวัตถุดิบซ่ึงเปนวัตถุดิบจากธรรมชาติ โดยเฉพาะพวก ECM วิธีการขึ้นรูปโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่นิยมใชที่ สุดคือการขึ้นรูปโดยกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็งเนื่องจากเปน

กระบวนการที่ไมใชสารเคมีที่เปนอันตรายและไมใชสภาวะที่รุนแรง ทําใหสามารถรักษาคุณสมบัติ

ของ ECM ไวไดมาก 

กระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง (Lyophilization หรือ Freeze-drying) เปน

กระบวนการทําใหแหงโดยการระเหิดตัวทําลายออกจากตัวอยางในขณะที่ตัวอยางอยูในสภาพ

เยือกแข็ง ในกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็งสารละลายตัวอยางตองนําไปแชแข็งจนแข็งตัวกอน

แลวจึงทําการระเหิดตัวทําละลายออกไปโดยใชสภาวะความดันสุญญากาศ โดยใชหลักการการ

เปลี่ยนสถานะของสารจากการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิและความดันซึ่งมีสัมพันธกันดังรูปที่ 2.12  

 

 
 

รูปที่ 2.12  กราฟความสมัพันธระหวางอุณหภูมิและความดันตอการเปลี่ยนสถานะของน้ํา 

ที่มา  http://astronomy.swin.edu.au/cosmos/S/Sublimation 
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ตารางที่ 2.3  เปรียบเทยีบขอดีและขอเสียของแตละกระบวนการที่ใชในการขึน้รูปโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห  

ที่มา  Shoufeng Yang และคณะ (2001) 

 

ทุกขั้นตอนของกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็งมีผลตอลักษณะของโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่ไดตั้งแตอุณหภูมิที่ใชในการแชแข็งรวมถึงอัตราการลดอุณหภูมิมีผลตอลักษณะและ

ขนาดผลึกของตัวทําละลายซึ่งจะสงผลอยางมากตอลักษณะของรูพรุนของโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่

ได จากการศึกษาโดย Dai-Chian Chen และคณะ (2006) พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก

คอลลาเจนที่เตรียมโดยการแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนทําแหงแบบเยือกแข็ง มีรูพรุน
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ลักษณะ Polygonal ขนาดประมาณ 148±33 ไมโครเมตร และถาแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศา

เซลเซียสกอนทําแหงแบบเยือกแข็ง รูพรุนที่ไดจะมีลักษณะเรียวและมีขนาดใหญข้ึนอยางมี

นัยสําคัญ โดยมีขนาดประมาณ 238±135 ไมโครเมตร และมีขนาดรูพรุนไมสม่ําเสมอมากกวา (รูป

ที่ 2.13) 

 

 

ก ข 

ค ง 

 

รูปที่ 2.13  ลักษณะรูพรุนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนที่เตรียมโดยกระบวนการ

ที่ตางกัน 

ก และ ข แชแข็งที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส กอนทาํแหงแบบเยือกแข็ง 

    และ ไมเชื่อมขวางโมเลกลุ 

ข  แชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส กอนทําแหงแบบเยือกแข็ง 

    และ เชื่อมขวางโมเลกุลโดยใช Glutaraldehyde 

ค  แชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส กอนทําแหงแบบเยือกแข็ง 

    และ ไมเชื่อมขวางโมเลกลุ 

ง  แชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส กอนทําแหงแบบเยือกแข็ง 

    และ ไมเชื่อมขวางโมเลกลุโดยใช Glutaraldehyde 

ที่มา  Dai-Chian Chen และคณะ (2006) 
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2.1.5 คุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหตอการตอบสนองของเซลล 
 

โครงสรางรูพรุน (Pore structure) 

ขนาดของรูพรุน (Pore size) ถูกกําหนดจากหลายปจจัย โดยขนาดของเซลลเปน

ปจจัยกําหนดขนาดเล็กสุดของรูพรุนเพื่อใหเซลลสามารถเคลื่อนที่เขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหได 

ขนาดรูพรุนที่เหมาะสมสําหรับเนื้อเยื่อแตละชนิดมีการศึกษาจากหลายแหลง ซึ่งพอจะสรุปไดดังนี้ 

สําหรับการเกิดหลอดเลือดใหม (Neovascularization) ขนาดรูพรุน 5 ไมโครเมตร, เซลล 

Fibroblast ขนาดรูพรุน 5-15 ไมโครเมตร, เซลล Hepatocyte ขนาดรูพรุน 20 ไมโครเมตร, สําหรับ

การสรางใหม (Regeneration) ของผิวหนัง ขนาดรูพรุน 20-125 ไมโครเมตร, การเกิด Osteoid 

ขนาดรูพรุน 40-100 ไมโครเมตร และ การเจริญของเนื้อเยื่อ Fibrovascular tissue ขนาดรูพรุนควร

ใหญกวา 500 ไมโครเมตร เปนตน (Shoufeng Yang และคณะ, 2001) 

  O’Brien F. J. และคณะ (2005) พบวาขนาดของรูพรุนในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

จากคอลลาเจนและ Chondroitin-6-sulfate มีผลตอการยึดเกาะของเซลล MC3T3 Osteogenic 

cells โดยเมื่อขนาดของรูพรุนมีขนาดใหญข้ึนการยึดเกาะของเซลลจะลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อ

เปรียบเทียบการยึดเกาะของเซลลหลังนําเซลลเขาสูโครงเนื้อเยื่อแลวเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมงและ 

48 ชั่วโมง พบวาในโครงเนื้อเยื่อที่มีขนาดรูพรุนเทากันจํานวนเซลลที่ยึดเกาะที่ 24 และ 48 ชัว่โมง มี

จํานวนไมแตกตางกันทางสถิติ (รูปที่ 2.14) 
 

 
 

รูปที่ 2.14  กราฟความสมัพันธระหวางขนาดของรูพรุนและการยึดเกาะของเซลลในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนและ Chondroitin-6-sulfate 

ที่มา  O’Brien F. J. และคณะ (2005) 
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จากการศึกษาของ Kuboki Y. และคณะ (2001) พบวาขนาดของรูมีผลตอรูปแบบ

กระบวนการสรางเนื้อเยื่อไดดวย โดยเมื่อใชโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก Hydroxyapatite ที่มี

โครงสรางแบบรังผึ้ง (Honeycomb-shaped scaffold) ฝงเขาไปในกระดูก ในกรณีที่ขนาดของรูมี

เสนผานศูนยกลางขนาดเล็ก (90-120 ไมโครเมตร) จะเกิดการสรางกระดูกออนกอนแลวจึงเกิดการ

สรางกระดูก สวนในกรณีที่ขนาดของรูมีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ (ประมาณ 350 ไมโครเมตร) 

จะเกิดการสรางเนื้อเยื่อกระดูกโดยตรงโดยไมเกิดการสรางกระดูกออนกอน 

ปริมาณรูพรุน (Porosity) จํานวนมากเพิ่มพื้นที่ผิวในการยึดเกาะและเจริญเติบโต

ของเซลล สําหรับอวัยวะที่มีกิจกรรมทางเมตาบอลิซึม (Metabolic activity) สูง เชน ตับ และ ตับ

ออน โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจําเปนตองมีปริมาณรูพรุนจํานวนมากเพื่อใหเกิดการถายเทมวลของ

สารไดอยางรวดเร็ว นอกจากนี้รูพรุนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหควรมีความเชื่อมโยงของรูพรุน

(Pore interconnection) เพื่อใหเซลลสามารถเจริญเติบโตเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหไดอยาง

ทั่วถึงและเกิดการถายเทมวลสารเขาออกไดสะดวก (Shoufeng Yang และคณะ, 2001) 
 

 คุณสมบัติทางกล (Mechanical property) 

 คุณสมบัติทางกลที่สําคัญของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหคือ ความแข็งแรง โครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหตองมีความแข็งแรงอยางนอยพอที่จะคงรูปอยูไดจนถึงขั้นตอนการนําเขาสู

รางกาย ในเนื้อเยื่อที่มีหนาที่เกี่ยวของกับการรับแรงปริมาณมาก เชน กระดูก และ กระดูกออน 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหอาจมีความแข็งแรงที่สูงพอที่จะรับแรงเหลานี้ไดหรือถาไมสามารถตานทาน

ตอแรงที่สูงมากไดก็จําเปนตองอาศัยวัสดุหรืออุปกรณอ่ืนในการรับแรงแทน 

 นอกจากคุณสมบัติทางกลของโครงเนื้อเยื่อจะมีความสําคัญตอการรับตางๆที่มา

กระทําแลว คุณสมบัติทางกลของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหยังมีผลตอการตอบสนองของเซลลดวย 

เนื่องจากเซลลมีกลไกในการรับรูตอแรงที่กระทําตอเซลลรวมทั้งคุณสมบัติทางกลของวัสดุที่เซลล

สัมผัสไดและจะมีการสงสัญญาณเขาสู เซลลเพื่อกระตุนการตอบสนองของเซลลตอไป ซึ่ง

กระบวนการดังกลาวนี้ เรียกวา Mechanotransduction ซึ่งโดยทั่วไปเมื่อตัวรับสัญญาณที่เยื่อหุม

เซลลไดรับแรงแลวจะเกิดการสงผานแรงผานทาง Cytoskeleton เขาสูภายในเซลล หลังจากนั้นจึง

เกิดการกระตุนการทํางานของโมเลกุลสงสัญญาณตอเนื่องเปนลําดับในรูปแบบของ Signal 

transduction  ภาพแสดงตัวอยางของ Mechanotransduction ที่เกิดขึ้นภายในเซลล แสดงดังรูปที่ 

2.15 (Wayne A. Orr และคณะ, 2006) 
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รูปที่ 2.15 กระบวนการ Mechanotransduction ในการตอบสนองตอคุณสมบัติทางกลของ

วัสดุที่เซลลสัมผัส 

ที่มา http://www.bio.miami.edu/~cmallery/255/255chem/255chemistry.htm 

 

Adam J. Engler และคณะ (2006) แสดงใหเห็นวาความแข็งของวัตถุที่เซลล

เจริญเติบโตมีผลตอรูปรางและการเกิด Differentiation ของเซลลตนกําเนิดไดโดยไมตองอาศัยสาร

ในการเหนี่ยวนํา โดยพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดบนภาชนะเพาะเลี้ยงที่เคลือบดวยคอลลา

เจน ซึ่งมีคา Elasticity ประมาณ 0.1 – 1 กิโลปาสคัล ใกลเคียงกับสมอง พบวาเซลลตนกําเนิดมี

การสรางแขนงของเซลลเพิ่มข้ึนใกลเคียงกับลักษณะของเซลล Neuron  เมื่อเพิ่มคา Elasticity เปน 

8 – 17 กิโลปาสคัล ใกลเคียงกับกลามเนื้อลาย (Striated muscle) จะทําใหเซลลมีรูปรางคลาย

กระสวย (Spindle shape) ใกลเคียงกับลักษณะของเซลล Myoblast  และเมื่อคา Elasticity 

เพิ่มข้ึนเปน 25 – 40 กิโลปาสคัล ใกลเคียงกับคอลลาเจนที่เกิดการเชื่อมขวางโมเลกุล 

(Crosslinked collagen) ของ Osteoid จะทําใหเซลลตนกําเนิดมีรูปรางแบบ Polygonal shape 

คลายลักษณะของเซลล Osteoblast จากการตรวจสอบพบวาเซลลเกิด Specification เพื่อเปน

เซลลแตละชนิดตามลําดับ แตภายในสัปดาหแรกเซลลยังสามารถเกิด Reprogramming ได แต

หลังจากนั้นแลวเซลลจะเกิด Differentiation และไมสามารถเกิด Reprogramming ได 
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รูปที่ 2.16  Elasticity ที่เหมาะสมตอเซลลตนกําเนิดในการเปลี่ยนรูปรางและเกิด 

Specification เพื่อเปนเซลลชนิดตางๆ 

ที่มา  Adam J. Engler และคณะ, 2006 
 

  การตอบสนองทางชวีภาพ 

  ECM สามารถเกิดอันตรกิริยากับ Receptor บนเยื่อหุมเซลลไดอยางจําเพาะ ทํา

ใหเกิดการสงสัญญาณ (Signal transduction) ไปยังโมเลกุลตางๆในไซโทพลาสซึม เกิดการสง

สัญญาณผานทาง Cytoskeleton ไปยังนิวเคลียส ซึ่งทําใหเกิดการแสดงออกของยีนแลวทําใหเกิด

การแสดงอออกของยีนซึ่งจะมีผลตอพฤติกรรมของเซลลตามแตชนิดของอันตรกิริยาที่เกิดขึ้น เชน 

กระตุนการยึดเกาะ การเคลื่อนที่ การเจริญเติบโต การเกิด Differentiation รวมถึงทําใหเกิด 

Apoptosis (Petreaca M. และ Manuela Martins-Green, 2007)  กลไกการตอบสนองของเซลล

ตอ ECM เปนแบบจําเพาะเจาะจงในลักษณะของ Signaling pathways  โดยโมเลกุลของ ECM ทาํ

หนาที่เปน Ligand ที่สามารถจับกับ Receptor ที่เยื่อหุมเซลลไดอยางจําเพาะ   Receptor ที่

เกี่ยวของ ไดแก Focal adhesion kinase (FAK), Extracellular-signal-regulated kinases 

(ERKs) และ Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) บางชนิด เปนตน การตอบสนองของ
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เซลลตอสัญญาณที่มากระตุนทําใหเกิดการตอบสนองไดหลายระดับต้ังแตระดับเซลลจนถึงการ

แสดงออกในระดับยีน (Nancy J. Boudreau and Peter Lloyd Jones, 1999)    

  Receptors ที่เยื่อหุมเซลลที่สําคัญที่ทําใหเกิดการตอบสนองตอ ECM ได เชน 

Integrins และ Transmembrane proteoglycans  การจับกันระหวาง Integrins และ ECM มี

หลายระดับตั้งแตระดับที่มีความจําเพาะเจาะจงอยางมากไปจนถึงการจับกันอยางไมจําเพาะ

เจาะจง  Syndecan ซึ่งเปน Transmembrane proteoglycans สามารถจับกับ ECM ที่โมเลกุลของ 

Chondroitin sulfate และ Heparan sulfate แลวกระตุนการทํางานของ Rho GTPases  

(Petreaca M. และ Manuela Martins-Green, 2007) 

 

 
 

รูปที่ 2.17 การรับสัญญาณ ECM ของเซลลผานทาง Integrins ที่เยือ่หุมเซลล  

ที่มา  Kyle R. Legate และคณะ (2006) 

 

ECM มีความสําคัญตอกระบวนการ differentiation ของเซลลในการเกิดเนื้อเยื่อ

แตละชนิด ตั้งแตเร่ิมตนกระบวนการพัฒนาเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตในระยะเอมบริโอจนกระทั่งเมื่อ

รางกายเจริญเติบโตเต็มที่ ECM ก็มีบทบาทตอกระบวนการทํางานตางๆ ของเซลล  เมื่อรางกาย

ไดรับบาดเจ็บ ECM ที่สรางขึ้นในบริเวณเนื้อเยื่อที่บาดเจ็บนั้นก็มีสวนชวยสงเสริมกระบวนการ

ซอมแซมของรางกาย เชน สงเสริมการเคลื่อนที่ของเซลลที่จําเปนในการสรางเนื้อเยื่อใหม และ 

กระตุน differentiation ของเซลลเพื่อใหเกิดเปนเนื้อเยื่อกลับคืนดังเดิม 
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ในกระบวนการซอมแซมกระดูกที่ไดรับความเสียหาย    Osteoblastic cells ที่

เคลื่อนที่เขามาจะเพิ่มจํานวนตัวเองพรอมทั้งสราง type I Collagen หลังจากที่ Collagen ไดถูก

สรางขึ้นแลวจะเกิดการกระตุนใหเซลลที่เคลื่อนที่เขามาเกิด Osteogenic differentiation เพื่อสราง

เนื้อเยื่อกระดูกที่เสียหาย  ความสําคัญของ Collagen ในกระบวนการ Osteogenic differentiation 

สามารถยืนยันไดจากงานวิจัยของ Yasuhiro Takeuchi และคณะ (1996) ซึ่งพบวากระบวนการ 

Osteogenic differentiation ของเซลล Osteoblastic MC3T3-E1 สามารถถูกยับยั้งไดถา

เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่เติมสารยับยั้งการสังเคราะห Collagen  

 

 
 

รูปที่ 2.18 ลําดับกรดอะมิโนของ ECM ทีท่ําหนาทีเ่ปนสัญญาณกระตุนการตอบสนองของ

เซลลในรูปแบบตางๆ 

ที่มา  Jeffrey A. Hubbell (2007) 

 

ECM มีบริเวณจําเพาะในโมเลกุลที่ทําหนาที่ทางชีวภาพได เชน ใน Laminin และ 

Tenascin-C มีบริเวณ EGF-like repeats ที่สามารถจับและกระตุนการทํางานของ EGF receptor 

(EGFR) ได ในขณะที่ Decorin มีบริเวณ Leucine-rich repeats ที่ทําหนาที่จับและกระตุน EGFR 

(Petreaca M. และ Manuela Martins-Green, 2007) 
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ECM มีคุณสมบัติในการจับกับโมเลกุลสัญญาณ (Signaling molecules) เชน 

Growth factors, Cytokines รวมทั้งสารตางๆ ไดดี สําหรับในเนื้อเยื่อกระดูก ECM สามารถจับกับ

ผลึกแคลเซียมทําใหเกิดการสะสมแคลเซียมในกระบวนการสรางเนื้อเยื่อกระดูกไดดวย ดังนั้น ECM 

จึงทําหนาที่เสมือนเปนแหลงสะสมของสารสําคัญภายในเนื้อเยื่อตางๆ  ECM บางชนิดสามารถจับ

กับ Growth factors ไดอยางจําเพาะ ทําให Growth factors สามารถออกฤทธิ์ตอเซลลในบริเวณ

เนื้อเยื่อเปาหมายที่มี ECM ชนิดนั้นเปนองคประกอบได เมื่อ Growth factors ถูกจับอยูที่ ECM จะ

ทําใหกระบวนการยอยสลาย Growth factors เกิดขึ้นชาลง  ECM มีสวนเพิ่มประสิทธิภาพการ

ทํางานของ Growth factors ใหมีประสิทธิภาพมากขึ้น  Growth factors ที่ถูกจับอยูที่ ECM จะถูก

ปลดปลอยอยางชาๆ จากการเปลี่ยนแปลงของ ECM ที่เกิดขึ้นตลอดเวลา ทําให Growth factors ที่

ถูกปลดปลอยออกมาสามารถออกฤทธิ์ไดอยางตอเนื่องในอัตราที่เหมาะสมเปนระยะเวลานานได 

(Stephen F. Badylak, 2004) 

 
2.1.6 เซลลตนกําเนิด (Stem cells)  

เซลลตนกาํเนดิเปนเซลลในรางกายที่ยังไมมีการเปลีย่นแปลงเซลลไปเปนเซลลที่

ทําหนาทีเ่ฉพาะแตเมื่อมีการเหนีย่วนําจะสามารถเกิด Differentiation ไปเปนเซลลชนดิตางๆ ทีท่าํ

หนาทีเ่ฉพาะได โดยเซลลตนกําเนิดมีคุณสมบัติที่สามารถแบงเซลลเพิ่มจํานวนตัวเองได เซลลตน

กําเนิดพบไดในบางบริเวณของรางกาย เปนเซลลที่มีบทบาทสาํคัญตอการการทํางานของเซลล

บริเวณขางเคยีงที่เซลลตนกาํเนิดอาศยัอยู เมื่อมีการสูญเสียเซลลในบริเวณใกลเคียงเซลลตน

กําเนิดสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลชนิดนัน้ๆ เพื่อทดแทนเซลลที่เสียไปได ดังนัน้เซลล

ตนกําเนิดจงึมคีวามสาํคัญตอกระบวนการซอมแซมตัวเองของรางกาย และเปนที่สนใจอยางมาก

ในการนําเซลลตนกําเนิดมาใชในการบาํบดัรักษาทางการแพทย รวมทัง้มีการนําเซลลตนกําเนิดมา

ใชงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อดวย (Ruth Kirschstein และ Lana R. Skirboll,2001) 

เซลลตนกาํเนดิสามารถแยกไดจากเอมบริโอ ซึ่งจะเรียกเซลลตนกําเนิดชนิดนีว้า 

Embryonic stem cell  สําหรับเซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากรางกายของมนษุยที่เจรญิวัยแลวจะ

เรียกวา Adult stem cell  ซึ่งเซลลตนกําเนิดสามารถแยกไดจากเนื้อเยื่อในรางกายไดหลายแหลง 

เชน เลือด เนื้อเยื่อไขมัน (Adipose tissue) สายสะดือ (Umbilical cord) และจากไขกระดูก (Bone 

marrow) เซลลตนกําเนิดทีม่ีการศึกษามากไดแกเซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากไขกระดูก เซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกเปนเซลลที่มีศักยภาพสูงในการนํามาใชในดานตางๆ เนื่องจากในไขกระดูกมี

เซลลตนกาํเนดิอยูเปนจาํนวนมาก สามารถนําเซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูกออกมาจากรางกายได

งายโดยไมตองอาศัยอุปกรณหรือเครื่องมอืที่ซับซอน อีกทั้งเซลลที่ไดยงัมีศักยภาพในการเกิด 
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Differentiation ไปเปนเซลลชนิดตางๆในรางกายไดหลากหลาย ความสามารถของเซลลตนกําเนิด

จากไขกระดูกในการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลชนิดตางๆ แสดงดังรูปที่ 2.19 

 

 
 

รูปที่ 2.19  ความสามารถของเซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูกในการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลล

ชนิดตางๆ ในรางกาย 

ที่มา Ruth Kirschstein และ Lana R. Skirboll (2001) 

 

สถาบนั The Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the 

International Society for Cellular Therapy ไดกําหนดเกณฑคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดชนิด 

Mesenchymal stem cell (MSC) ไวดังนี ้(Dominici M. และคณะ, 2006)  

1. เซลลสามารถเจริญเติบโตเกาะพื้นผวิภาชนะเพาะเลีย้งพลาสติกภายใตสภาวะเพาะเลี้ยง

มาตรฐานได 
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2. เมื่อวเิคราะหโดยวิธี Flow cytometry ตองปรากฏเซลลที่มีแอนติเจนเหลานีม้ากกวารอยละ 95 

ของเซลลทัง้หมด ซึ่งไดแก CD73, CD90 และ CD105 และตองปรากฏเซลลที่มีแอนติเจน

เหลานี้นอยกวารอยละ 2 ของเซลลทัง้หมด ซึ่งไดแก CD45, CD34, CD14 หรือ CD11b, 

CD79a หรือ CD19 และ HLA class II 

3. สามารถเกดิ Differentiation ไปเปนเซลล Osteoblasts, Adipocytes และ Chondroblasts ได

ภายใตสภาวะการชักนํามาตรฐานนอกรางกายสัตวทดลอง  

   

 
 

รูปที่ 2.20 สารที่ใชในการเหนี่ยวนํากระบวนการเกิด Differentiation ของเซลลตนกําเนิดไป

เปนเซลลของเนื้อเยื่อตางๆ 

ที่มา  Rocky S Tuan และคณะ, 2002 
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  การชักนําใหเกิด Osteogenic differentiation นิยมใช Dexamethasone, 

L�Ascorbic acid 2�phosphate และ β�Glycerophosphate  สําหรับ Dexamethasone 

เปนสารกลุม Glucocorticoid ชนิดหนึ่งซึง่สามารถกระตุนหรือยับยั้งการเกิด Osteogenic 

differentiation ไดข้ึนอยูกับปริมาณที่ใช ถาใชที่ความเขมขนต่ําจะมีผลกระตุนการเกิด 

Osteogenic differentiation แตถาใชที่ความเขมขนสูงจะเกิดการยับยั้งและทําใหเกิด Adipogenic 

differentiation ข้ึนแทน (Nichoas W. Marion และ Jeremy J. Mao,2006)  หมูฟอสเฟตอิสระจาก

สารชักนาํที่ใชสามารถเหนี่ยวนาํการแสดงออกของยีนกาํหนดการสราง Core binding factor 

alpha 1 (Cbfa1) ซึ่งสําคัญตอกระบวนการเกิด Osteogenesis  โดยที่ Wnt-3a สามารถกระตุน  

กิจกรรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase โดยไมมีผลตอระดับปริมาณของ Cbfa1  สําหรับ 

Ascorbic acid และ 1,25-dihydroxyvitamin D3 ทําหนาที่ชวยเพิม่กจิกรรมของเอนไซม Alkaline 

phosphatase และกระตุนการสราง Osteocalcin (Rocky S. Tuan และคณะ, 2005) 

ภายหลงัเริ่มชกันําใหเกิด Osteogenic differentiation จะเกิดการแสดงออกของ

เอนไซม Alkaline phosphatase ภายใน 7-14 วัน และเมื่อชักนาํเปนเวลานานจะเกดิการแสดงออก

ของ Bone sialoprotein, Osteocalcin, Osteonectin และเกิดการสะสมผลึกแคลเซียม 

(Nichoas W. Marion และ Jeremy J. Mao,2006) การแสดงออกของเซลลขณะเกิด Osteogenic 

differentiation แสดงดังรูปที่ 2.21 

 

 
 

รูปที่ 2.21 การแสดงออกของเซลลขณะเกิด Osteogenic differentiation  

ที่มา   http://www.boneandcancer.org/Photos%20since%2001-11-2006/multi-

stage%20osteogenic%20differentiation.jpg 
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2.2 เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวของ 
 

 Joanne E. Stewart และคณะ (2001) ไดเตรียมสารสกัดจากผิวหนังมนุษยชั้น

หนังแทโดยใชสารละลาย Citric acid buffer เปนตัวทําละลาย พบวาสารสกัดจากผิวหนังที่ไดมี

คุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล Fibroblast ของมนุษย เมื่อนําสารสกัดจาก

ผิวหนังมนุษยที่เตรียมไดมาแยกโดย DEAE-cellulose column ทําใหแยกสารสกัดไดเปน 4 

ตัวอยาง พบวาเฉพาะตัวอยางที่ 1 เทานั้นที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล Fibroblas และ

จากการวิเคราะหพบวาในตัวอยางที่ 1 ประกอบดวย Decorin และ Dermatan sulfate 

proteoglycan II เปนองคประกอบหลัก ผลที่ไดแสดงใหเห็นวา Decorin และ Dermatan sulfate 

proteoglycan II เปนองคประกอบในสารสกัดจากผิวหนังมนุษยที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลล Fibroblast 

เมื่อนํา ECM มาใชเปนวัตถุดิบทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสําหรับเซลลตนกําเนิด 

พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไดจะมีคุณสมบัติสงเสริมกระบวนการ Differentiation ของเซลลตน

กําเนิดเพื่อเปลี่ยนไปเปนเซลลที่ตองการไดดีกวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําจากวัตถุดิบชนิดอื่นอีก

หลายชนิดเมื่อทําการทดสอบเปรียบเทียบกัน ตัวอยางเชน งานวิจัยของ Joshua R. Mauney และ

คณะ (2007) ที่ศึกษาเปรียบเทียบผลของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําจากวัตถุดิบตางชนิดกันใน

การสงเสริมกระบวนการ Differentiation ของเซลลตนกําเนิดทั้งจากไขกระดูกและจากเนื้อเยื่อ

ไขมัน  ผูวิจัยไดสกัด Fibroin จากรังไหมแลวนํามาขึ้นรูปเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห จากนั้นจึงนํา

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก Fibroin ที่ไดมาศึกษาการใชเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสําหรับเนื้อเยื่อ

ไขมัน โดยเปรียบเทียบกับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก type I Collagen และจาก Poly-lactic acid 

ซึ่งเปนวัสดุธรรมชาติและวัสดุสังเคราะหตามลําดับที่นิยมใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหอยาง

แพรหลายในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ  หลังจากนําเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกและเซลลตน

กําเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทั้ง 3 ชนิดแลวจึงชักนําใหเกิด Adipogenic 

differentiation เปนเวลา 21 วัน เปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงโดยการยอมลิพิดแกรนูลโดยวิธี 

Oil red O stain พบวาเซลลตนกําเนิดทั้ง 2 ชนิดสามารถเกิด Adipogenic differentiation ในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําจาก type I Collagen ไดดีที่สุด รองลงมาคือโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก 

Fibroin  สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก Poly-lactic acid ซึ่งเปนวัสดุสังเคราะหเกิด 

Adipogenic differentiation ไดต่ําที่สุด (รูปที่ 2.22)  
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รูปที่ 2.22  เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากวัตถุดิบ

ตางชนิดกันแลวชักนําใหเกดิ Adipogenic differentiation เซลลที่เปลีย่นเปนเซลล 

Adipocyte จะยอมติดสีแดงของ Oil red O 

 ก  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหจากพอลเิมอรสังเคราะห PLA 

ข  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหจากโปรตีน Fibroin   

ค  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหจากคอลลาเจน 

ที่มา  Joshua R. Mauney และคณะ (2007) 

 

นอกจากโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําจาก ECM จะมีคุณสมบัติในการสงเสริม

กระบวนการ Differentiation ของเซลลตนกําเนิดแลว โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก ECM ยังมี

คุณสมบัติสงเสริมกระบวนการเกิดเปนเนื้อเยื่อที่สมบูรณของ Differentiated cells ไดดวยเชนกัน 

จากงานวิจัยของ Benjamin L. Beckstead และคณะ (2005) ที่ศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล 

Esophageal epithelial cells บน AlloDerm ซึ่งเปนผลิตภัณฑจําพวกหนังแทที่ปราศจากเซลล 

เปรียบเทียบกับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากโพลิเมอรสังเคราะห poly(L-lactic acid), poly(lactic-

co-glycolic) acid ที่มีสัดสวนของ Glycolic acid รอยละ 25 และ 50 พบวาเซลลที่เจริญเติบโตบน 
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AlloDerm เกิด Epithelial stratification สูง 5 – 6 ชั้น และมีชั้น Keratin หนา  ในขณะที่เซลลที่

เพาะเลี้ยงบนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากโพลิเมอรสังเคราะหที่ใชเปรียบเทียบ เกิด Epithelial 

stratification เพียง 2 – 3 ชั้น และมีชั้น Keratin หนานอยกวา (รูปที่ 2.23) 

 

 
 

รูปที่ 2.23  การเจริญเติบโตซอนกนัเปนชั้นของเซลล Esophageal epithelial cells เมื่อ

เพาะเลี้ยงบน AlloDerm เปรียบเทยีบกับ PLGA75 

ที่มา  Benjamin L. Beckstead และคณะ (2005) 

 

  Dai-Chian Chen และคณะ (2006) ไดทดสอบการเกิด Osteogenic 

differentiation ของเซลล Osteoblast รหัส MC3T3-E1 ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนที่

เตรียมโดยกระบวนการตางกัน คือ แชแข็งที่อุณหภูมิ -20 หรือ -80 องศาเซลเซียสกอนการทําแหง

แบบเยือก และ ผานหรือไมผานกระบวนการเชื่อมขวางโมเลกุลโดยใช Glutaraldehyde เมื่อวัดการ

สะสมแคลเซียมภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนแตละสูตรที่เตรียมได ไดผลดังรูปที่ 

2.24   พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลลมีปริมาณการสะสมแคลเซียมสูงกวาโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่มีเซลลในทุกรูปแบบของโครงเนื้อเยื่อที่ทดสอบ ภาพการสะสมแคลเซียมแสดงโดยการ

ยอมโดย von Kossa stain แสดงดังรูปที่ 2.25 จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากคอลลาเจนมีคุณสมบัติในการเกิดการสะสมแคลเซียมไดดีและเมื่อโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหมีเซลลอยูภายในจะขัดขวางการสะสมแคลเซียมในโมเลกุลของคอลลาเจน 
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รูปที่ 2.24 ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนที่เตรียมโดย

การแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 และ -80 องศาเซลเซียสกอนการทําแหงแบบเยือกแลว 

เชื่อมขวาง (L) และ ไมเชื่อมขวางโมเลกุล (UL) ดวย Glutaraldehyde เปรียบ

ระหวางชุดที่มีและไมมีเซลล Osteoblast 

ที่มา  Dai-Chian Chen และคณะ (2006) 

 

 

 

 ก  ข 

 

รูปที่ 2.25  การสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนแสดงแคลเซียมติดสี

น้ําตาลเขมจากการยอมโดยวิธี von Kossa stain 

  ก  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหทีม่ีเซลล 

  ข  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหทีไ่มมีเซลล 

ที่มา  Dai-Chian Chen และคณะ (2006) 
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  ปจจุบันมีผลิตภัณฑโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ใชวัตถุดิบเปนผิวหนังทั้งจากของ

มนุษยและสัตว แตละผลิตภัณฑมีการะบวนการเตรียมที่ตางกัน บางชนิดเปนผิวหนังที่ปราศจาก

เซลลแลวทําใหแหงโดยกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง บางชนิดมีการเชื่อมขวางโมเลกุล

เพิ่มเติมและจําหนายแบบเปยกในของเหลว เปนตน ผลิตภัณฑแตละชนิดมีความเหมาะสมตอการ

นําไปใชในกรณีที่ตางกัน ตัวอยางของผลิตภัณฑโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากผิวหนังของมนุษยและ

สัตว แสดงดังตารางที่ 2.4   

 

ตารางที ่2.4 ผลิตภัณฑโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากผวิหนังของมนษุยและสัตว 

ที่มา  Stephen F. Badylak และคณะ (2009) 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 สารเคมีที่ใชในการวจิัย 
Acetic acid จากบริษทั APS Finechem, Seven Hills, Australia 

Antibiotic/Antimycotic solution จากบริษัท Invitrogen Corp., Auckland, New Zealand  

Ascorbic acid จากบริษัท Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Calcium chloride จากบริษทั Riedel-de Haën, German 

Collagenase type I จากบริษัท Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Dexamethazone จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Dimethylmethylene blue จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) จากบริษทั APS Finechem, Seven Hills, Australia 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) จากบริษัท Hyclone Corp., U.S.A. 

Fetal bovine serum จากบริษัท PAA Lab., Austria 

Glycerophosphate disodium จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Glycine จากบริษัท Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Hank’s balance salt solution (HBSS) จากบริษทั Hyclone Corp., U.S.A. 

Hydrochloric acid จากบรษิัท APS Finechem, Seven Hills, Australia 

L-Glutamine จากบริษทั Invitrogen Corp., Auckland, New Zealand  

O-Cresolphthalein complexone จากบริษัท Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Papain จากบรษิัท Sigma-Aldrich Corp.,  St. Louis, U.S.A. 

Percoll จากบริษัท Hyclone Corp., U.S.A. 

Phosphate buffer saline จากบริษทั PAA Lab., Austria 

p-Nitrophenol จากบรษิัท Sigma-Aldrich Corp.,  St. Louis, U.S.A. 

p-Nitrophenylphosphate จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp.,  St. Louis, U.S.A. 

Sodium chloride จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp.,  St. Louis, U.S.A. 

Sodiumdodecylsulfate (SDS) จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp.,  St. Louis, U.S.A. 

Sodium hydrogencarbonate จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Trypsin จากบริษัท PAA Lab., Austria 

Type I Collagen จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 
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3.2 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 

CO2 Incubator Model 371 (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) 

Centrifuge (Eppendorf AG 22331, Germany) 

Flow cytometry (Beckman Coulter, Switzerland)  

Homogenizer (Ika Labortechnik, Germany) 

Horizontal shaker (Innova 2000, New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A.) 

Laminar air flow carbinet (Holten LaminAir, France) 

Universal testing machine (Instron No.5567, U.S.A.) 
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3.3 วิธกีารทดลอง 
 

3.3.1 การเตรียมสารสกัดจากผิวหนงัและการวิเคราะหองคประกอบ 

ตัวอยางผิวหนังไดจากการเตรียมโดยใช Dermatome เก็บตัวอยางผิวหนังหนา 5 

มิลลิเมตร จากบริเวณตนขาดานใน (Inner thigh)  ของศพผูแสดงความยินยอมบริจาครางกาย

ภายหลังการเสียชีวิตแกโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  

เกณฑการคัดเลือกเขาสูการวิจัย 

1. เปนศพผูเสยีชีวิตที่ไดแสดงความยินยอมอุทิศรางกายแกโรงพยาบาล 

    กอนเสียชวีติ 

2. เสียชวีิตไมเกิน 24 ชั่วโมง  

3. ไมเสียชวีิตดวยโรคติดตอและมีผิวหนงัปกติ  

เกณฑการคัดเลือกออกจากการวิจยั   

1. เสียชวีิตนานเกนิ 24 ชัว่โมง   

2. เสียชวีิตดวยโรคติดตอ หรือมีความผิดปกติที่ผิวหนัง 
 

ลักษณะตัวอยางผิวหนังที่ไดรับบริเวณดานหนังกําพรา (Epidermis) มีลักษณะ

เหมือนผิวหนังของมนุษยที่มองเห็นจากภายนอกทั่วไป ดังรูปที่ 3.1  บริเวณดานหนังแท (Dermis) 

มีลักษณะสีขาวนวล ดานลางมีเนื้อเยื่อไขมันติด (Adipose tissue) มาบางเล็กนอย เมื่อนําตัวอยาง

ผิวหนังมาแชในสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 1 นอรมัล ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง ผิวหนังที่ไดจะมีลักษณะนุมบวมน้ําเพิ่มข้ึน (รูปที่ 3.1 ก) สามารถใช Forceps 

ลอกผิวหนังชั้นหนังกําพราออกไดงาย (รูปที่ 3.1 ข) เมื่อลอกผิวหนังชั้นหนังกําพราออกจนหมด

รวมทั้งลอกกําจัดเนื้อเยื่อไขมันที่ติดปนมาออกจนหมดเรียบรอยแลวจะไดผิวหนังชั้นหนังแทที่มี

ลักษณะสีขาว (รูปที่ 3.1 ค) ซึ่งพรอมสําหรับการนําไปเตรียมเปนสารสกัดจากผิวหนังตอไป  
  

3.3.1.1 การเตรียมสารสกัดจากผิวหนัง 
 

3.3.1.1.1 การเตรียมผิวหนงัชั้นหนงัแท (Dermis) 

1. นาํตัวอยางผิวหนังมาลางใหสะอาดดวยน้ําบริสุทธิ์ 3 คร้ัง 

2. แชตัวอยางผิวหนังในสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 1    

นอรมัล ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 24 ชัว่โมง 

3. นาํตัวอยางผิวหนังมาลอกชั้นหนงักาํพราออกดวย Forceps ใหเหลือแตผิวหนงั

ชั้นหนงัแท 
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  ก 

 
 

 

  ข 

 

 

  ค 

 

รูปที่ 3.1 กระบวนการเตรียมผิวหนังชั้นหนงัแท 

ก  ตัวอยางผิวหนงัในสารละลายโซเดยีมคลอไรดเขมขน 1 นอรมัล 

ข  การลอกชั้นหนงักาํพรา 

ค  ผิวหนงัชัน้หนงัแทที่เตรียมได 
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3.3.1.1.2 การเตรียมสารละลายผิวหนังชัน้หนังแท 

1. นําผิวหนงัชัน้หนังแททีเ่ตรียมไวมาลางดวยน้าํบริสุทธิ์ใหสะอาดและลางดวย

สารละลายเอทานอล ความเขมขนรอยละ 70  

2. นําตัวอยางผิวหนังชัน้หนงัแทมาชั่งน้ําหนักเปยก (Wet weight) 

3. เตรียมสารละลายกรดแอซิติก (Acetic acid) ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 3

ปริมาตรเปน 15 เทาของน้าํหนกัหนังแท 

4. บดหนังแทใหละเอียดดวยเครื่องบดเนือ้ใหละเอียด 

5. นําหนงัแทที่บดละเอียดแลวไปปนในเครื่องปนน้าํผลไม มาผสมกบัสารละลาย

กรดแอซิติก ความเขมขน 0.05 โมลาร ที่เตรียมไว แลวจึงปนใหสารละลาย

กลมกลนืเปนเนื้อเดียวกัน 

6. นําสารละลายที่ไดมาผสมใหกลมกลืนอีกครั้งดวยเครื่อง Homogenizer 

 

 

  ก   ข 

 

รูปที่ 3.2 กระบวนการเตรียมสารละลายผิวหนังชัน้หนงัแท 

ก  หนงัแทหลงัการบดดวยเครื่องบดเนื้อ 

ข  สารละลายผิวหนังที่เตรียมได 
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3.3.1.1.3 การเตรียมสารสกดัจากผิวหนงั 

1. นําสารละลายผิวหนังชัน้หนงัแทที่ไดมาปนเหวีย่ง (Centrifuge) ที่ความเรว็รอบ 

1,500 รอบ/นาท ีเปนเวลา 2 นาที ตะกอนผิวหนงัที่ไมละลายจะตกตะกอนอยู

ดานลาง ของเหลวดานบนเปนสารละลายผิวหนงั กาํหนดชื่อเปน DE-1    

2. นําสารละลายผิวหนัง DE-1 มาปนเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 12,000 รอบ/นาท ี

เปนเวลา 10 นาที จะทาํใหของเหลวแยกชั้นเปน 2 ชัน้ ของเหลวชั้นบนกําหนด

ชื่อเปน DE-2 และของเหลวชั้นลางกาํหนดชื่อเปน DE-3   

 

 

ก ข 

ตะกอน 

DE-1 

DE-3 

DE-2 

 

รูปที่ 3.3 ลักษณะที่ไดจากกระบวนการเตรียมสารสกัดจากผวิหนงั 

ก  ลักษณะของสารละลายจากหนังแทหลังการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1500 

รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที ของเหลวสีขาวดานบนคือสารสกัดจากผิวหนังสูตร 

DE-1  ตะกอนดานลางเปนตะกอนหยาบของผิวหนัง (Demal remnant) ที่ไม

ละลาย และจะถูกกําจัดทิ้งไป 

ข  ลักษณะของสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 หลังการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 

12000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ของเหลวใสดานบนคือสารสกัดจาก

ผิวหนังสูตร DE-2  ตะกอนดานลางคือสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3  
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การเตรียมสารสกัดจากผิวหนังสูตรตางๆ แสดงดังรูปที่ 3.3  สารละลายผิวหนังชั้น

หนังแทเมื่อนํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1500 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที จะเกิดการแยกชั้นของ

สารละลาย ของเหลวสีขาวดานบนที่ได คือ DE-1  ตะกอนดานลางเปนตะกอนหยาบของผิวหนัง 

(Demal remnant) ที่ไมละลาย และจะถูกกําจัดทิ้งไป ดังรูปที่ 3.3 ก   เมื่อนํา DE-1  มาปนเหวี่ยงที่

ความเร็วรอบ 12000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที จะเกิดการแยกชั้นของสารละลายอีกครั้ง โดยที่

ของเหลวใสดานบน คือ DE-2  และ ตะกอนดานลางที่ได คือ DE-3 ดังรูปที่ 3.3 ข   

 

 

DE-1 DE-2 DE-3 คอลลาเจน 

 

รูปที่ 3.4 สารสกัดจากผวิหนังแตละสตูร เรียงลําดับจากซายไปขวา ไดแก DE-1, DE-2 

และ DE-3 ตามลําดับ และขวาสุด คือ สารละลายคอลลาเจนชนิดที่ 1  

 
 

3.3.1.2 การวิเคราะหองคประกอบของ ECM ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร  

สารสกัดจากผวิหนังที่เตรียมไดแตละสูตร คือ DE-1, DE-2 และ DE-3 ถูกนาํมาวิเคราะห

องคประกอบของ Extracellular matrix (ECM) โดยการวิเคราะหปริมาณคอลลาเจน (Collagen) 

และ ปริมาณ Glycosaminoglycans (GAGs) 
 

3.3.1.2.1 การวิเคราะหปริมาณคอลลาเจน  

การวิเคราะหปริมาณคอลลาเจน ใชการวิเคราะหปริมาณของ Hydroxyproline 

ซึ่งเปนกรดอะมิโนที่พบไดนอยในโปรตีนชนิดอื่นแตพบมากในโมเลกุลของคอลลาเจน 

แลวเทียบเปนปริมาณ Collagen กระบวนการวิเคราะหปริมาณคอลลาเจนดาํเนนิตามวธิี

ของ AOAC official method 990.26  สงตัวอยางดําเนนิการตรวจวิเคราะหโดย บริษัท 

หองปฏิบัติการกลาง (ประเทศไทย) จาํกดั  
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3.3.1.2.1.1 ข้ันตอนการวิเคราะหปริมาณ Hydroxyproline  

1. นําตัวอยางที่จะวิเคราะหมาทาํใหแหงโดยกระบวนการ Lyophilization 

แลวบดตัวอยางใหละเอียด 

2. นําตัวอยาง 4 กรัม ใสลงในฟลาสก แลวเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอ

ริก ความเขมขน 3.5 โมลาร ปริมาตร 30 มล.   

3. นําสารละลายที่ไดไปใหความรอนที่อุณหภูม ิ105 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 16 ชั่วโมง 

4. ปรับปริมาตรสารละลายดวยน้าํบริสุทธิ์จนมีปริมาตร 500 มล. แลว

กรองผานกระดาษกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 12.5 เซนติเมตร 

5. นําสารละลายปริมาตร 2 มล. มาเติมดวยสารละลาย Chloramine-T 

reagent ความเขมขน 14.1 มก./มล. เขยาใหเขากันแลวตั้งทิง้ไวที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี

6. เติมสารละลาย 4-dimethylamino benzaldehyde ความเขมขนรอย

ละ 10 ปริมาตร 1 มล. เขยาใหเขากนั แลวนําไปใหความรอนที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

7. นําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 558 นาโน

เมตร 
 

3.3.1.2.1.2 การสรางกราฟมาตรฐานของ Hydroxyproline 

1. เตรียมสารละลาย Hydroxyproline ทีค่วามเขมขนหลายความเขมขน

ตอเนื่องกนั โดยอยูในชวงความเขมขน 0.5 – 2.4 ไมโครกรัม/มล. 

2. นําสารละลายปริมาตร 2 มล. มาเติมดวยสารละลาย Chloramine-T 

reagent ความเขมขน 14.1 มก./มล. เขยาใหเขากันแลวตั้งทิง้ไวที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี

3. เติมสารละลาย 4-dimethylamino benzaldehyde ความเขมขนรอย

ละ 10 ปริมาตร 1 มล. เขยาใหเขากนั แลวนําไปใหความรอนที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

4. นําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 558 นาโน

เมตร 

5. นาํคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย Hydroxyproline ที่ความเขมขน

ตางกนั มาสรางกราฟมาตรฐานความสมัพันธระหวาง ความเขมขน
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ของ Hydroxyproline และ คาการดูดกลนืแสงของสารละลาย 

Hydroxyproline ในแตละความเขมขน 

 

3.3.1.2.2 การวิเคราะหปริมาณ Sulfated Glycosaminoglycans (Sulfated GAGs) 

การวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs ใชวิธี Dimethylmethylene blue assay 

โดยแบงเปนขั้นตอนการเตรียมตัวอยางซึ่งอางอิงตามวิธีการของ Koji Kojima และคณะ 

(2003) และขั้นตอนการวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs โดยวิธี Dimethylmethylene 

blue assay อางอิงตามวิธีการของ Richard W. Farndale และคณะ (1986) 
 

 3.3.1.2.2.1 การเตรียมตัวอยางสาํหรับวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs 

1. นาํตัวอยางที่จะวิเคราะหมาทาํใหแหงโดยกระบวนการ Lyophilization 

2. นําตัวอยางน้ําหนกั 2.5 มก. ใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. 

3. เติมสารละลายเอนไซมปาเปนซึง่ประกอบดวย 

เอนไซมปาเปน (Papain)  125  ไมโครกรัม/มล. 

  Na2HPO4   100  มิลลิโมลาร 

Cysteine hydrochloride     10  มิลลิโมลาร  

  Na-EDTA       10  มิลลิโมลาร 

  EDTA           5  มิลลิโมลาร 

ปริมาตร 1 มล.ลงในหลอดทดลอง  

4. นําไปไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

5. หยุดปฏิกิริยาโดยการนาํไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
 

3.3.1.2.2.2 การวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs 

1. นําสารละลายตัวอยางที่จะวิเคราะหที่เตรียมไวใสในหลอดทดลอด 

หลอดละ 50 ไมโครลิตร 

2. เติมสารละลาย Dimethylmethylene blue ปริมาตร 1 มล. ลงในแตละ

หลอด 

            สารละลาย Dimethylmethylene blue ซึ่งประกอบดวย 

Dimethylmethylene blue  16  มก./ล. 

ไกลซีน (Glycine)   3.04 ก./ล. 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)   2.37 ก./ล. 
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               ละลายสวนผสมทั้งหมดในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 

ความเขมขน 0.1 โมลาร  

3. ผสมสารละลายใหเขากนัแลวนําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาว

คลื่น 525 นาโนเมตร 

4. นาํคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบเปนปริมาณ Sulfated GAGs จาก

สมการความสมัพันธระหวางความเขมขนของ Sulfated GAGs และ

คาการดูดกลนืแสงที่ไดจากกราฟมาตรฐาน  

 

3.3.1.2.2.3 การสรางกราฟมาตรฐานความเขมของ Sulfated GAGs โดยวิธี  

1. เตรียมสารละลาย Chondroitin-6-sulfate ใหมีความเขมขนเปนลําดับ

ดังนี้ 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัม/มล. 

2. นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs ตามวิธีการ

ทดลองที่ 1.2.2.2 

3.  นําคาการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความเขมขนตางกัน มาสราง

กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวาง ความเขมขนของ Sulfated 

GAGs (ในที่นี้ใช Chondroitin-6-sulfate แทน) และ คาการดูดกลืน

แสงของสารละลายในแตละความเขมขน 

 

ตารางที ่3.1 ขอมูลจากการวิเคราะหความเขมของ Sulfated GAGs ที่ความเขมขนตางๆ  

โดยวิธ ีDimethylmethylene Blue assay 

ความเขมของ Sulfated GAGs คาการดูดกลนืแสง สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน (ไมโครกรัม/มล.) ที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร 

10 0.0203 0.0096 

20 0.0400 0.0040 

30 0.0587 0.0015 

40 0.0803 0.0144 

50 0.1073 0.0116 
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การวิเคราะหความสัมพันธระหวางความเขมของ Sulfated GAGs โดยใช 

Chondroitin-6-sulfate และคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร โดยวิธี 

Dimethylmethylene Blue assay ไดขอมูลดังตารางที่ 3.1    ซึ่งสามารถนํามาสรางเปนกราฟ

มาตรฐานไดดังรูปที่ 4.6    สามารถสรางสมการความสัมพันธระหวางความเขมของ Sulfated 

GAGs และคาการดูดกลืนแสงไดดังสมการตอไปนี้ 
 

 คาการดูดกลืนแสง     =     0.002 × ความเขมของ Sulfated GAGs (ไมโครกรัม/มล.)    
 

หรือ ความเขมของ Sulfated GAGs (ไมโครกรัม/มล.)   =   คาการดูดกลนืแสง × 484.1 
 

  เนื่องจากในสารละลายที่ใชวัดปริมาณ Sulfated GAGs ปริมาตร 1 มล. มีสาร

สกัดจากผิวหนังละลายอยู 2.5 มก. น้ําหนักแหง ดังนั้นจึงสามารถหาปริมาณ Sulfated GAGs ที่

เปนองคประกอบในสารสกัดจากผิวหนังไดจากสมการ 
 

 ปริมาณ Sulfated GAGs (ไมโครกรัม/มก.)   =   (คาการดูดกลืนแสง × 484.1) / 2.5 
 

 

 
 

รูปที่ 3.5 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางความเขมของ GAGs และคาการดูดกลืน

แสงจากการวิเคราะหโดยวิธ ีDimethylmethylene blue assay 
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3.3. 2 การเตรียมโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหและการวเิคราะหคุณสมบัติ

      สารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรที่เตรียมได ซึ่งไดแก DE-1, DE-2 และ DE-3  รวมทั้ง

สารละลายคอลลาเจนชนิดที ่1 (Type I Collagen) สําหรบัใชเปนวัตถุดิบเปรียบเทยีบ ถูกนํามา

เตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหโดยกระบวนการ Lyophilization   ทําการวิเคราะหของโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหจาก คุณสมบัติของรูพรุน ความตานทานแรงดึง ความตานทานแรงกด และ 

อัตราการยอยสลายโดยเอนไซม 
 

3.3.2.1 การเตรียมโครงเนือ้เยื่อสังเคราะห 

1. นําสารสกัดจากหนงัแทแตละสูตร ซึ่งไดแก DE-1, DE-2 และ DE-3 รวมทัง้

สารละลายคอลลาเจนชนิดที ่1 ความเขมขนรอยละ 0.8 โดยมวล/ปริมาตร (ใน

สารละลายกรดแอซิติก ความเขมขน 0.05 โมลาร) ฉีดเขาสูแมแบบขึ้นรูป 

(Mould) แบบแผน ความลึก 0.2 ซม.   

2. นําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

3. นําไปทาํใหแหงโดยวิธ ีLyophilization ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซยีส จนแหง

สนิท 

4. ยายโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหในแมแบบขึน้รูปไปทําใหอุนขึ้นที่อุณหภมูิ 37 องศา

เซลเซียส ภายใตสภาวะสุญญากาศ เปนเวลาอยางนอย 3 ชั่วโมง ในเครื่อง 

Vacuum oven  

5. นําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหออกจากแมแบบข้ึนรูป แลวไปนําไปอบทีอุ่ณหภูมิ 80 

องศาเซลเซยีส ภายใตสภาวะสุญญากาศ เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในเครื่อง 

Vacuum oven 

6. นาํโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแบบแผนสี่เหลี่ยมที่ไดมาเจาะใหเปนแผนวงกลม

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มม. โดยใชอุปกรณ Biopsy punch 
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รูปที่ 3.6 การเตรียมสารสกัดจากผิวหนังลงในแมแบบข้ึนรูป 

 ก  แมแบบขึ้นรูปโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหแบบแผน 

ข  แมแบบขึ้นรูปโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหแบบแผนหลงัการปดทับดวยกระจก 

ค  การฉีดสารสกัดจากผวิหนังลงในแมแบบข้ึนรูปโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

ง  สารสกัดจากผิวหนงัหลงัฉีดลงในแมแบบข้ึนรูปโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
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รูปที่ 3.7 กระบวนการทาํแหงเพื่อข้ึนรูปโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

  ก  กระบวนการขึ้นรูปโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหโดยการทาํแหงแบบเยือกแข็ง 

  ข  กระบวนการอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 

 

 

 
 

รูปที่ 3.8 โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหลักษณะเปนวงกลมหนา 2 มม.  
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3.3.2.2 การวิเคราะหคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
 

3.3.2.2.1 การวิเคราะหรูพรุนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

 นําโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่เตรียมไดแตละชนิด มาเคลือบพื้นผวิดวยทองคําและ

วิเคราะหรูพรุนทีพ่ื้นผวิดานบนและดานขาง โดยการบันทึกภาพทีก่ําลงัขยาย 100 เทา 

ดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM) ชื่อการคา JEOL รุน JSM-5410LV 

จากนั้นนําภาพที่ไดมาวิเคราะหขนาดของรูพรุน (Pore size) โดยโปรแกรม Image J 
 

3.3.2.2.2 การวิเคราะหความตานทานแรงกด (Compressive stress)  

      วิเคราะหความตานทานแรงกดโดยใชเครื่อง Universal testing machine ชื่อ

การคา Instron รุน No. 5567  ใชอัตราการกด 0.5 ม.ม./นาท ี ชวงความเครียด (strain 

range) อยูในชวงรอยละ 5 – 30  การทดสอบใชโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหรูปทรงสี่เหลีย่ม

ขนาด 1 × 1 × 0.2 ลูกบาศกเซนติเมตร วิเคราะหตัวอยางละ 5 ซ้ํา นาํคาที่ไดมาสราง

กราฟความสมัพันธระหวางความเคน (Stress) และความเครียด (Strain) เพื่อหาคา 

Compressive modulus 
 

3.3.2.2.3 การวิเคราะหการยอยสลายของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหโดยเอนไซม 

1.  เตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตร สูตรละ 12 ชิ้น (สําหรับการเก็บ

ตัวอยาง 4 เวลา เวลาละ 3 ชิ้น)  ขนาด กวาง 1 ซม. ยาว 1 ซม. หนา 0.2 ซม. 

ใสหลอดทดลอง หลอดละ 1 ชิ้น ชั่งน้ําหนักแหงของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแต

ละชิ้นแลวบนัทึกน้ําหนกัเริ่มตน 

2. เตรียมสารละลายเอนไซม Collagenase type I ใน Phosphate buffer saline 

(PBS) ที่ประกอบดวย 

เอนไซม Collagenase type I  0.5  ยูนิต/มล.  

แคลเซียมคลอไรด (Calcium chloride) 0.36 มิลลิโมลาร 

โซเดียมเอไซด (Sodium azide)  รอยละ  0.02  โดยน้าํหนัก 

3. เติมสารละลายเอนไซม Collagenase type I ใสในหลอดทดลองที่เตรียมไว 

หลอดละ 2 มล. แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

4. เก็บตัวอยางโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตร สูตรละ 3 หลอด ทีเ่วลา 3, 6, 12 

และ 24 ชั่วโมง  

5. นําหลอดทดลองตัวอยางที่ไดมาปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาท ี

เปนเวลา 10 นาที แลวดูดของเหลวทิง้ 
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6. นําหลอดทดลองตัวอยางไปทําใหแหงโดยกระบวนการ Lyophilization 

7. ชั่งน้ําหนักแหงของตวัอยางโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหหลงัทดสอบการยอยสลาย

โดยเอนไซม 

8. คํานวณรอยละของน้าํหนักที่เหลืออยูหลังการยอยสลายโดยเอนไซมจากสูตร 

 

 รอยละของน้าํหนกัที่เหลือ   

=    น้ําหนกัโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหหลังการยอยสลาย × 100 

                                              น้ําหนกัโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหหลังการยอยสลาย   

9. สรางกราฟความสัมพันธระหวางเวลาทีใ่ชในการยอยสลายกับรอยละของ

น้ําหนกัที่เหลอืหลังการยอยของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตร 

 

3.3.3 การเตรียมเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกมนษุยและการวเิคราะหคุณสมบัติของเซลล

ตัวอยางไขกระดูกจากกระดกูเชิงกราน (Iliac crest bone) ไดรับบริจาคจากผูที่

เขารับบริการบําบัดรักษาโดยใชเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกตามปกติ ที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

โดยผูบริจาคแสดงความยินยอมเขารวมโครงการวิจยั  การเก็บตัวอยางไขกระดูกจากอาสาสมัคร

เพื่อการบําบัดรักษาตามปกติจะเก็บในปรมิาณ 10 – 20 มล./ก.ก.น้ําหนักตัวอาสาสมัคร ซึ่ง

ประมาณ 1,000 มล. (200 ชอนชา) สําหรับในงานวิจัยนีจ้ะเก็บตัวอยางไขกระดูกเพิม่อีก 20 มล. 

(4 ชอนชา) รวมเปน 1,020 มล. (204 ชอนชา) โดยทีป่ริมาณไขกระดูกที่เก็บเพิม่เพือ่การวิจัย

ดังกลาวไมมีผลตอการบําบดัรักษาของอาสาสมัครและไมเปนอนัตรายตออาสาสมัครแตอยางใด 

เกณฑการคัดเลือกเขาสูการวิจัย 

1. เปนผูปวยทีม่ีความจาํเปนตองทําการเกบ็เซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูกเพื่อการ

บําบัดรักษา หรือ เปนผูที่มีสุขภาพรางกายปกติแตมีความประสงคจะบริจาค

เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูก 

เกณฑการคัดเลือกออกจากการวิจยั  

1. มีความจาํเปนบางประการที่ทําใหไมสามารถเก็บตัวอยางไขกระดูกเพิ่มได ทัง้นี้

ข้ึนอยูกับวิจารณญาณของแพทยผูดูแลและทําการเก็บตัวอยางไขกระดูก 

โครงงานวจิัยนี้ไดรับการรับรองโดยคณะกรรมการจริยธรรมการวิจยัในคน คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย หมายเลขใบรับรอง COA No. 134/2009 และ IRB No. 

459/51 เมื่อวนัที ่26 กุมภาพันธ พ.ศ.2552 
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3.3.3.1 การคัดแยกเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก (Donald P. Lennon และ  Arnold I. Caplan, 

2006) 

1. นําตัวอยางไขกระดูกปริมาตร 20 มล. มาเติมอาหารเพาะเลี้ยง (DMEM-LG ที่ม ี

Fetal bovine serum ความเขมขนรอยละ 10) ปริมาตร 20 มล. แลวผสมให

เขากัน 

2. นําสารละลายไขกระดูกทีไ่ดไปปนเหวีย่งที่ความเรว็รอบ 450 g เปนเวลา 5 

นาท ี

3. สารละลายจะแยกชัน้เปนชั้นของเหลวใสดานบนและตะกอนเซลลดานลาง ดูด

ของเหลวใสดานบนทิง้ แลวละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเพาะเลี้ยงปริมาตร 

5 มล. 

4. เติมสารแขวนลอยของเซลลจากไขกระดูกลงบนสารละลาย Percoll ปริมาตร 

35 มล. อยางชาๆดวยความระมัดระวัง ใหสารแขวนลอยของเซลลวางตัวเปน

ชั้นบนสารละลาย Pecoll (สารละลาย Percoll ประกอบดวย Percoll ปริมาตร

22.05 มล. , Hank’s balance salt ปริมาตร 10.50 มล. และ สารละลาย

โซเดียมคลอไรด เขมขน 1.5 โมลาร ปริมาตร 2.45 มล.) 

5. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 480 g เปนเวลา 15 นาท ี

6. ดูดของเหลวที่แยกเปนชัน้ดานบนสุดของสารละลายซึ่งเปนชั้นของเหลวที่

ประกอบดวยเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก มาใสลงในหลอดปนเหวี่ยงหลอด

ใหมแลวปรับปริมาตรดวยอาหารเพาะเลี้ยงจนมีปริมาตรเปน 50 มล. 

7. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 450 g เปนเวลา 5 นาท ี

8. ดูดของเหลวใสดานบนทิง้ใหเหลือแตตะกอนเซลล แลวจึงละลายตะกอนเซลล

ดวยอาหารเพาะเลี้ยงแลวนาํเซลลตนกําเนิดที่แยกไดไปเพาะเลี้ยง โดยใหมี

ความหนาแนนเซลล 1.8 × 105 เซลล/มล. 

9. เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกจะถกูเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่ม

จํานวน ซึ่งเปนอาหารเพาะเลี้ยง Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) สูตรกลูโคสต่ํา (DMEM-LG) ซึ่งประกอบดวย 

  Fetal bovie serum  รอยละ 10  

  L-Glutamine   รอยละ   1 

Antibiotic/Antimycotic solution รอยละ    1 
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ก ข 

เซลลจากไขกระดูก 

เซลลตนกาํเนดิ 

จากไขกระดูก 

รูปที่ 3.9    กระบวนการคดัแยกเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก 

  ก  เซลลจากไขกระดูกทั้งหมดที่ตกตะกอนจาการปนเหวี่ยงในอาหารเพาะเลี้ยง 

  ข  เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่แยกเปนชั้นอยูดานบนจากการปนเหวี่ยงใน  

       Percoll 

 

เซลลตนกาํเนดิจะถูกนํามาเพาะเลี้ยงเซลลใน CO2 incubator ซึ่งควบคุมสภาวะที่

อุณหภูมิ 37.0 องศาเซลเซียส ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 และ ความชื้นสัมพัทธรอย

ละ 95 โดยเปลี่ยนอาหารใหมสัปดาหละ 2 คร้ัง เมื่อเซลลเจริญเติบโตหนาแนนประมาณรอยละ 80 

ของพื้นที่จานเพาะเลี้ยง จงึทาํใหเปนเซลลแขวนลอยแลวแบงเซลลไปเพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยง

ใหม จาก 1 จานเพาะเลี้ยง แบงเปน 4 จานเพาะเลีย้ง 
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  ก 

 

 

  ข 

 

รูปที่ 3.10 เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกที่จากการเพาะเลี้ยงเริ่มตน (Primary culture)  

  ที่กําลงัขยาย 200 เทา 

  ก  หลังเพาะเลี้ยงนาน 3 วัน 

  ข  หลงัเพาะเลี้ยงนาน 7 วัน 
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  ก 

 

 

  ข 

 

รูปที่ 3.11  เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยง Passage ที่ 1   

a  ทีก่ําลงัขยาย 100 เทา 

  b  ที่กาํลังขยาย 200 เทา 
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3.3.3.2 การวิเคราะหคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก 

การวิเคราะหคุณสมบัติของเซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูด จะดําเนินการวิเคราะห

คุณสมบัติทาง Immunophenotype โดยการวิเคราะหแอนติเจนบนผิวเซลลที่บงชี้ความเปนเซลล

ตนกําเนิด วิเคราะหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลที่เพาะเลี้ยงในสภาวะปกติในอาหารเพาะเลี้ยง

เพื่อเพิม่จํานวน สรางกราฟมาตรฐานการวิเคราะหจํานวนเซลลโดยวธิี MTT assay เพื่อใชสําหรับ

การวิเคราะหจาํนวนเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห รวมทั้งการตรวจสอบคุณสมบัติความเปนเซลล

ตนกําเนิดโดยการชักนําใหเกิด Osteogenic differentiation และ Adipogenic differentiation  
 

3.3.3.2.1 การวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลลโดยวิธ ีFlow cytometry 

1. เตรียมสารแขวนลอยเซลล ความหนาแนน 1×106 เซลล/มล. ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ในสารละลาย  Phosphate buffer saline จํานวน 5 หลอดทดลอง 

สําหรับการวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลล 5 ชนิด 

2. เติมแอนติบอดีที่ติดสารเรืองแสง (Fluorochrome-cojugated antibody) 

ตอไปนี้ CD29-PE/Cy5, CD44 PE, CD71-PE, CD90-FITC และ CD105-PE 

แตละชนิดลงในสารแขวนลอยเซลลแตละหลอดที่เตรียมไว หลอดละ 10 

ไมโครลิตร 

3. เก็บไวในทีม่ืดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ี

4. เติมสารละลาย Phosphate buffer saline ปริมาตร 2 มล. ลงในแตละหลอด

ทดลอง แลวนาํไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 1000 รอบ เปนเวลา 5 นาที  

5. ดูดของเหลวใสดานบนทิง้ใหเหลือแตตะกอนเซลลดานลาง แลวจงึละลาย

ตะกอนเซลลดวยสารละลาย Phosphate buffer saline ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร  

6. วิเคราะหจาํนวนเซลลที่สารเรืองแสงจากแอนติบอดีแตละชนิด โดยเครื่อง Flow 

cytometry 

 
 

3.3.3.2.2 การวิเคราะหอัตราการเจริญเตบิโต 

1. เพาะเลีย้งเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกดวยอาหารเพาะเลี้ยงเพื่อเพิม่จํานวน 

ในจานเพาะเลี้ยง 6 หลุม (6-well plate) จํานวน 3 หลมุ โดยใหมีจํานวนเซลล

ในแตละหลุมเปน 3000 เซลล 

2. เพาะเลีย้งเซลลตามกระบวนการเพาะเลี้ยงเซลลตามขั้นตอนการทดลองที่ 

3.3.3.1 ขอ 9 
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3. หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 5 วนั จงึทาํใหเปนเซลลแขวนลอยดวยเอนไซมทริปซิน

เพื่อนับจํานวนเซลลในแตละหลุมดวย Hemacytometer  

4. นําเซลลทั้งหมดไปเพาะเลี้ยงใหมตามขอที่ 1 ถึง 3 เพือ่นับจํานวนเซลลทั้งหมด

ตั้งแตเร่ิมตนเพาะเลี้ยง นาน 5, 10 และ 15 วัน 

5. นําขอมูลที่ไดไปสรางกราฟความสัมพนัธระหวางระยะเวลาการเพาะเลี้ยงและ

จํานวนเซลล แลวคํานวณหาระยะเวลาในการเพิม่จํานวนเซลลเปน 2 เทา 

(Doubling time) 
 

3.3.3.2.3 การวิเคราะหจํานวนเซลลโดยวธิี MTT assay (Rober J. Hay, 2002) 
  

 3.3.3.2.3.1 ข้ันตอนการวิเคราะหจํานวนเซลล 

1. นําเซลลที่เพาะเลี้ยงไวในจานเพาะเลี้ยงหลายหลุม (multiwell culture 

plate) มาดูดเอาอาหารเพาะเลี้ยงออกจนหมด 

2. เติมสารละลาย Phosphate buffer saline ปริมาตร 1 มล. แลวดูดทิ้ง

เพื่อลางอาหารเพาะเลี้ยงที่ติดคา 

3. เติมสารละลาย MTT ความเขมขน 0.5 มก./มล. ในอาหารเพาะเลี้ยง 

DMEM ที่ปราศจาก Phenol red ปริมาตร 350 μl ลงในแตละหลุม 

แลวนําไปเก็บใน CO2 Incubator เปนเวลา 30 นาที 

4. ดูดสารละลาย MTT ทิ้ง แลวเติมสารละลาย DMSO:Glycine buffer 

อัตราสวน 9:1 ปริมาตร 1 มล. ลงในแตละหลุม ทิ้งไวเปนเวลา 15 

นาที  

5. ใชปเปตดูดสารละลายขึ้นลงเพื่อชะลางสารสีมวงที่อยูในเซลลให

ละลายออกมาจนหมด 

6. นําสารละลายที่ไดในแตละหลุม ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสลงในแต

ละหลุมของของจานเพาะเลี้ยง 96 หลุม (96-well plate) 

7. วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Microplate reader ที่ความยาวคลื่น 

570 นาโนเมตร โดยใชสารละลาย DMSO:Glycine buffer อัตราสวน 

9:1 เปน Blank 

8. นําคาการดูดกลืนแสงที่ ไดไปคํานวณจํานวนเซลลจากสมการ

ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและจํานวนเซลลที่ไดจากการ

ทํากราฟมาตรฐานจํานวนเซลลโดยวิธี MTT assay  
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 3.3.3.2.3.2 การสรางกราฟมาตรฐานจํานวนเซลล 

1. เตรียมเซลลแขวนลอยโดยใชเอนไซมทริปซินแลวนับความหนาแนน

จํานวนเซลลโดยใช Hemacytometer  

2. ใสสารแขวนลอยเซลลในแตละหลุมของจานเพาะเลี้ยง 12 หลุม (12-

well plate) ใหมีจํานวนเซลลในแตละหลุมเปน 10000, 20000, 

40000 และ 80000 เซลล จํานวนเซลลละ 3 หลุม 

3. เติมอาหารเพาะเลี้ยงหลุมละ 750 ไมโครลิตรแลวนําไปเพาะเลี้ยงใน 

CO2 incubator เปนเวลา 6 ชั่วโมง เพื่อใหเซลลเจริญเกาะพื้นผิว

ภาชนะเพาะเลี้ยงจนหมด 

4. วิเคราะหจํานวนเซลลที่ทราบจํานวนเซลลในแตละหลุมที่เตรยีมไว โดย

วิธี MTT assay 

5. นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสง

และจํานวนเซลล  เพื่อสรางสมการความสัมพันธระหวางคาการ

ดูดกลืนแสงและจํานวนเซลล 

 

 

ตารางที่ 3.2  ขอมูลจากการวิเคราะหจํานวนเซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูกที่จาํนวนตางๆ โดย

วิธี MTT assay 

 

 

 

 

 

จํานวนเซลล (เซลล) คาการดูดกลนืแสง คาสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 

10000 0.0607 0.0142 

20000 0.1150 0.0053 

40000 0.1910 0.0098 

80000 0.3597 0.0051 
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วิธี MTT assay เปนวิธีการหาจํานวนเซลลโดยการใชสาร MTT เติมลงในตัวอยาง

ที่ตองการวัดจํานวนเซลล เซลลที่มีชีวิตจะนําสาร MTT เขาสูไมโทคอนเดรียและเอนไซม 

Mitrochondrial dehydrogenase จะเปลี่ยนสาร MTT ไปเปนผลึก Formazan สีมวงไมละลายน้ํา

ขังอยูภายในเซลล ทําใหเซลลที่มีชีวิตมีสารสีมวงภายในเซลล ดังรูปที่ 3.12 ก (เมื่อเปรียบเทียบกับ

เซลลกอนเติมสาร MTT ยังไมติดสีมวง ดังรูปที่ 3.12 ก) และเมื่อใชสารลดแรงตึงผิวเพื่อทําใหเยื่อ

ภายในเซลลแตกสารสีมวงภายในเซลลจะละลายออกมา โดยความเขมของสีจะแปรผันตรงกับ

จํานวนเซลลที่มีชีวิต ดังรูปที่ 3.12 ค  

 

 
 

 

  ก 

  ค 

  ข 

 

รูปที่ 3.12 การวิเคราะหจาํนวนเซลลตนกําเนิดโดยวธิี MTT assay 

  ก  ลักษณะของเซลลกอนเตมิสาร MTT 

  ข  ลักษณะของเซลลหลงัเตมิสาร MTT 

  ค  ระดับความเขมของสารละลายสีตามจํานวนเซลลทีว่ิเคราะห 

    10000, 20000, 40000 และ 80000 เซลล เรียงจากซายไปขวาตามลําดับ  
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รูปที่ 3.13 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางจํานวนเซลลและคาการดูดกลนืแสง 

จากการวิเคราะหโดยวิธ ีMTT assay 

 
 

3.3.3.2.4 การทดสอบการเกดิ Osteogenic differentiation 

เพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในจานเพาะเลี้ยง 12 หลุม (12-well plate) 

จนกระทั่งเซลลเจริญเติบโตเต็มพื้นที่ จากนั้นจงึเริ่มชกันาํใหเกิด Osteogenic 

differentiation โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยง DMEM high Glucose ที่

ประกอบดวย  

Fetal bovine serum  รอยละ10 

Dexamethazone  0.1 ไมโครโมลาร 

 �-Glycerol phosphate   10  มิลลิโมลาร  

L-Ascorbic acid   0.2  มิลลิโมลาร 

ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโดยการวัดกจิกรรมของเอนไซม Alkaline 

phosphatase และ การตรวจสอบการสะสมแคลเซียมโดยใช O-Cresolphthalein 

complexone ในวนัที ่ 0, 7, 14 และ 21  
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 3.3.3.2.4.1 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase 

การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ใชวิธี p-

Nitrophenyl-phosphate assay โดยมีข้ันตอนดังนี ้
 

  3.3.3.2.4.2.1 ข้ันตอนการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม  

1. ดูดอาหารเพาะเลี้ยงทิง้ เติมสารละลาย Phosphate buffer 

saline แลวดูดทิ้ง เพื่อชะลางอาหารเพาะเลี้ยงที่เหลือคาง 

2. เติม Cell lysing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในแตละ

หลุมของจานเพาะเลี้ยงหลายหลุมที่เพาะเลี้ยงเซลลไวและ

ตองการวัดกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase 

           สารละลาย Cell lysing buffer ประกอบดวย 

   Sodium dodecyl sulfate (SDS)       0.2  มก./มล. 

  โซเดียมคลอไรด (NaCl)           9  มก./มล. 

  Sodium Citrate          4.4 มก./มล.

  

3. เก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

4. ใชปเปตดูดสารละลายขึน้ลงเพื่อทําใหเซลลแตกกลมกลืนกับ

สารละลาย 

5. เติมสารละลายเซลลที่ไดปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงใน

สารละลาย p-Nitrophenyl phosphate ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาที กรณีของ Blank ใหใชน้ําบริสุทธิ์แทนสารละลายเซลล 

6. เติมสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน    ปริมาตร 80 

ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

7. นําสารผสมที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 

นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader 

8. นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปหากิจกรรมของเอนไซมจากสมการ

ที่ไดจากกราฟมาตรฐานความเขมขนของ p-Nitrophenol 
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  3.3.3.2.4.2.2 การสรางกราฟมาตรฐาน p-Nitrophenol  

1. เตรียมสารละลาย p-Nitrophenol ความเขมขนเปนลาํดับดังนี ้

10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625 และ 0.078125 

มิลลิโมลาร 

2. เติมสารละลาย p-Nitrophenol ที่ไดปริมาตร 20 ไมโครลิตรลง

ในสารละลาย p-Nitrophenyl phosphate ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาที กรณีของ Blank ใหใชน้ําบริสุทธิ์แทนสารละลายเซลล 

3. เติมสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน    ปริมาตร 80 

ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

4. นําสารผสมที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 

นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader 

5. นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากสารละลาย p-Nitrophenol ที่

ความเขมขนตางๆ ไปสรางกราฟเพื่อหาสมการความสําพนัธ

ระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของสารละลาย p-

Nitrophenol 

   

  จากการสรางกราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางความเขมขนของ

สารละลาย p-Nitrophenol และคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่  405 นาโนเมตร ไดขอมูลดัง

ตารางที ่3.3  ซึ่งสามารถนํามาสรางกราฟไดดังรูปที่ 3.14 
 

 

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่  405 นาโนเมตร 

  =  0.988 × ความเขมขนของสารละลาย p-Nitrophenol (มิลลิโมลาร) 
 

หรือ ความเขมขนของสารละลาย p-Nitrophenol (มิลลิโมลาร)   

=  1.011 × คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น  405 นาโนเมตร 
 

เนื่องจากสารละลายเซลลทีน่ํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม Alkaline 

phosphatase ใน 1 หลุมเพาะเลี้ยง มีปริมาตร 200 ไมโครลิตร และใชเวลาในการวัดปฏิกิริยานาน 

15 นาที ดงันัน้จึงสามารถคํานวณปริมาณกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ไดจาก

สมการตอไปนี ้
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กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase (พิโคโมล/นาท/ีเซลล)   

=      13480 × คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร  

                                                                  จํานวนเซลล  

 

ตารางที่ 3.3 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 405 นาโนเมตรของสารละลาย p-

Nitrophenol ที่ความเขมขนตางๆ 

 

ความเขมขนของสารละลาย p-Nitrophenol 

(มิลลิโมลาร) 

คาการดูดกลนืแสง 

ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน 

0.0781 0.0603 0.0227 

0.1562 0.1360 0.0217 

0.3125 0.2967 0.0200 

0.6250 0.6217 0.0154 

1.2500 1.2400 0.0184 

2.5000 2.4727 0.0407 

 

 

 
รูปที่ 3.14 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลาย p-Nitrophenol 

และคาการดูดกลืนแสง 
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3.3.3.2.4.3 การวิเคราะหการสะสมแคลเซียม 
 

  3.3.3.2.4.3.1 ข้ันตอนการวิเคราะหปริมาณแคลเซียม 

1. เตรียมสารละลาย o-Cresolphthalein complexone (ใน

สารละลายปรมิาตร 50 มล. ประกอบดวย O-cresophthlein 

complexone 2 มก. , สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขนรอย

ละ 38 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ DMSO ปริมาตร 5 

มล.) และสารละลาย Ethanolamine ความเขมขนรอยละ 4 

2. ผสมสารละลาย o-Cresolphthalein complexone และ

สารละลาย Ethanolamine อยางละ 500 ไมโครลิตรเขาดวยกนั 

3. เติมตัวอยางสารที่ตองการวัดปริมาณแคลเซียมปริมาตร 10 

ไมโครลิตร ลงในสารละลายที่เตรียมไว กรณีของ Blank ใชน้ํา

บริสุทธิ์แทนสารที่ตองการวดัปริมาณแคลเซียม 

4. ผสมสารใหเขากันแลวดูดตัวอยางสารทีไ่ดปริมาตร 200 

ไมโครลิตรใสในแตละหลุมของจานเพาะเลี้ยง 96 หลุม นําไปวัด

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 

Microplate reader 

5. นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปหาความเขมขนของแคลเซียมใน

สารละลายตวัอยางจากสมการความสมัพนัธระหวางความ

เขมขนของแคลเซียมกับคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากกราฟ

มาตรฐาน 
 

  3.3.3.2.4.3.2 การสรางกราฟมาตรฐานปริมาณแคลเซียม 

1. เตรียมสารละลายแคลเซยีมคารบอรเนต (CaCO3) ในน้าํบริสุทธิ์

ความเขมขนเปนลําดับดังนี้ 3.125, 1.5625, 0.78125, 

0.390625 มิลลิโมลาร 

2. ผสมสารละลาย o-Cresolphthalein complexone และสารลาย 

Ethanolamine อยางละ 500 ไมโครลิตรเขาดวยกนั 

3. เติมสารละลายแคลเซียมคารบอรเนตทีท่ราบความเขมขน 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในสารละลายทีเ่ตรียมไว กรณีของ 

Blank ใชน้ําบริสุทธิ์แทนสารที่ตองการวัดปริมาณแคลเซียม 
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4. ผสมสารใหเขากันแลวดูดตัวอยางสารทีไ่ดปริมาตร 200 

ไมโครลิตรใสในแตละหลุมของจานเพาะเลี้ยง 96 หลุม นําไปวัด

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 

Microplate reader 

5. นาํคาการดูดกลืนแสงของสารละลายแคลเซียมคารบอรเนตใน

แตละความเขมขน ไปสรางกราฟและหาสมการความสมัพันธ

ระหวางความเขมขนของแคลเซียมกับคาการดูดกลืนแสง 

 

ตารางที่ 3.4 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตรของสารละลายแคลเซียมที่

ความเขมขนตางๆ 

 

ความเขมขนของแคลเซียม 

 (มิลลิโมลาร) 

คาการดูดกลนืแสง 

ที่ความยาวคลื่น 507 นาโนเมตร 

สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน 

0.3906 0.0467 0.0466 

0.7812 0.1047 0.0021 

1.5625 0.2200 0.0067 

3.1250 0.4757 0.0080 

 

จากการสรางกราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายแคลเซียม 

และคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่  570 นาโนเมตร ไดขอมูลดังตารางที ่3.4  ซึ่งสามารถ

นํามาสรางกราฟไดดังรูปที ่3.15  ความสมัพันธระหวางความเขมขนของสารละลายแคลเซียม และ

คาการดูดกลนืแสง สามารแสดงเปนสมการไดดังตอไปนี ้

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร 

  =  0.148 × ความเขมขนของสารละลายแคลเซียม (มิลลิโมลาร) 
 

หรือ ความเขมขนของสารละลายแคลเซียม (มิลลิโมลาร)   

=  6.707 × คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 

 

เนื่องจากสารละลายเซลลทีน่ํามาวิเคราะหปริมาณแคลเซียมใน 1 หลมุเพาะเลี้ยง 

มีปริมาตร 400 ไมโครลิตร ดังนัน้จึงสามารถคํานวณปรมิาณการสะสมแคลเซียมไดจากสมการ

ตอไปนี้ 
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ปริมาณการสะสมแคลเซียม (พิโคโมล/เซลล)   

=      2682800 × คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร  

                                                                  จํานวนเซลล  

 

 

 
 

รูปที่ 3.15 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายแคลเซียมและ

คาการดูดกลนืแสง 
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3.3.3.2.5 การทดสอบการเกดิ Adipogenic differentiation 

เพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในจานเพาะเลี้ยง 12 หลุม (12-well plate) 

จนกระทั่งเซลลเจริญเติบโตเต็มพื้นที่ จากนั้นจงึเริ่มชกันาํใหเกิด Adipogenic 

differentiation โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยง DMEM high Glucose ที่

ประกอบดวย Fetal bovine serum รอยละ10, Insulin 10 ไมโครกรัม/มล. , 3-Isobutyl-

1-methylxanthine (IBMX) 0.5 มิลลิโมลาร และ Indomethacin 0.1 มิลลิโมลาร   

ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโดยการยอม Lipid granules ภายในเซลลโดยวิธี Oil red O 

stain ซึ่งมีข้ันตอนดังตอไปนี ้

1. นําเซลลที่เพาะเลี้ยงมาดดูอาหารเพาะเลี้ยงทิ้ง แลวลางดวย Phosphate 

buffer saline เพื่อชะลางอาหารที่ตกคาง 

2. เติมสารละลาย Paraformaldehyde ความเขมขนรอยละ 4 ตั้งทิง้ไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาท ีแลวดูดทิ้ง 

3. ลางดวยน้ําบริสุทธิ์เพื่อชะลางสารละลาย Paraformaldehyde ที่ตกคาง 

4. เติมสารละลาย Oil red O ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง

เปนเวลา 60 นาท ีแลวดูดทิง้ 

5. ลางดวยน้ําบริสุทธิ์เพื่อชะลางสารละลาย Oil red O ที่ตกคาง 

6. ตรวจสอบดูการยอมติดสี Oil red O ภายใตกลองจุลทรรศน 
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3.3.4 การวิเคราะหการตอบสนองของเซลลตนกําเนิดในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห
 

3.3.4.1  การวิเคราะหการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

 วิเคราะหการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัด

จากผิวหนังแตละสูตร โดยเปรียบเทียบกบัโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 โครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหที่ใชเปนแผนวงกลมขนาดเสนผานศนูยกลาง 6 มม.  หนา 2 มม.  หลังจากนํา

เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกเขาสูโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหแลวจงึนาํไปเพาะเลี้ยงใน CO2 

incubator โดยใชอาหารเพาะเลี้ยงเพื่อเพิม่จํานวนตามปกติ เก็บตัวอยางโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

สูตรละ 3 ชิ้นในแตละชวงเวลาการวิเคราะหจํานวนเซลล หลงัเริ่มเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1, 4, 7, 11 

และ 14 วัน มาวัดจํานวนเซลลโดยวิธ ีMTT method ตามวิธีการวัดจาํนวนเซลลในวธิีการทดลองที ่

3.2.3.1 
 

3.3.4.1.1 การเตรียมโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหกอนนาํเซลลเขาสูภายใน 

1. นําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมาแชในสารละลายเอทานอล ความเขมขนรอยละ 

70 เปนเวลาอยางนอย 24 ชั่วโมง 

2. ลางโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหดวยสารละลาย Phosphate buffer saline 3 คร้ัง 

3. นาํโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมาแชในสารละลาย Phosphate buffer saline แลว

เก็บไวใน CO2 Incubator เปนเวลา 24 ชัว่โมง 

4. นาํโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมาแชในอาหารเพาะเลีย้งแลวเก็บไวใน CO2 

Incubator เปนเวลา 24 ชัว่โมง 
 

3.3.4.1.2 การนําเซลลเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

1. นาํโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมไวแตละชิ้นใสลงในแตละหลุมของจาน

เพาะเลี้ยง 48 หลุม (48-well plate) 

2. เติมสารแขวนลอยเซลลความหนาแนน 1x105 เซลล/มล. หลุมละ 250 μl 

(25,000 เซลล/1ชิ้น โครงเนือ้เยื่อสังเคราะห)  

3. นาํจานเพาะเลี้ยง 48 หลมุที่มีโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในสารแขวนลอยเซลล ไป

เขยาดวยเครื่องเขยาแนวราบ (Horizontal shaker) ที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/

นาที เปนเวลา 4 ชั่วโมง ใน CO2 Incubator 

4. ยายโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหแตละชิ้นที่ผานการนาํเซลลเขาสูโครงเนือ้เยื่อ

สังเคราะหแลว ใสในแตละหลุมของจานเพาะเลี้ยง 48 หลุมอันใหม 
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5. เติมอาหารหลุมละ 750 μl แลวนาํไปเพาะเลี้ยงใน CO2 Incubator โดยเปลี่ยน

อาหารสัปดาหละ 3 คร้ัง 
 

3.3.4.2 การวิเคราะหการเกดิ Osteogenic differentiation ในโครงเนือ้เยื่อสังเคราะห 

วิเคราะหการเกิด Osteogenic differentiation ของเซลลตนกําเนิดภายในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร โดยเปรียบเทียบกับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก

คอลลาเจนชนดิที่ 1 โครงเนือ้เยื่อสังเคราะหที่ใชเปนแผนวงกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มม.  

หนา 2 ม.ม.   

การทดลองแบงเปน 4 ชุด ไดแก  

1. ชุดทดลอง เปนชุดโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหที่มเีซลล เพาะเลี้ยงในอาหารชักนําให

เกิด Osteogenic differentiation   

2. ชุดควบคุม เปนชุดโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหที่มเีซลล เพาะเลี้ยงในอาหารเพื่อเพิ่ม

จํานวนตามปกติ   

3. ชุด Blank สําหรับชุดทดลอง เปนชุดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล

เพาะเลี้ยงในอาหารชักนาํใหเกิด Osteogenic differentiation  

4. ชุด Blank สําหรับชุดควบคุม เปนชุดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล

เพาะเลี้ยงในอาหารเพื่อเพิ่มจํานวนตามปกติ   

หลังจากนําเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกเขาสูโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหตามวธิีการทดลองที ่

4.1.2 แลวจึงนําไปเพาะเลีย้งใน CO2 incubator โดยใชอาหารเพาะเลี้ยงใหตรงกับแตละชุดทดลอง   

เก็บตัวอยางโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในแตละชุดทดลอง สูตรละ 3 ชิ้น ในแตละชวงเวลาการ

วิเคราะหการเปลี่ยนแปลง หลังเริ่มเพาะเลีย้งเปนเวลา 0, 7, 14 และ 21 วัน มาวิเคราะหกิจกรรม

ของเอนไซม Alkaline phosphatase ตามวิธีการทดลองที่ 3.2.4.2.1 และ การตรวจสอบการสะสม

แคลเซียมตามวิธีการทดลองที่ 3.2.4.3.1 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 
4.1  การเตรยีมสารสกัดจากผิวหนงัและการวิเคราะหองคประกอบ 
 

4.1.1 การเตรียมสารสกัดจากผิวหนงั  
 

ตัวอยางผิวหนังเมื่อเตรียมเปนสารละลายและทําการแยกเปนสารสกัดจากผิวหนัง 

3 ชนิด ไดแก DE-1, DE-2 และ DE-3  ลักษณะของสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรมีลักษณะขน สี

คอนขางขาวและหนืด แตละสูตรตางกันเล็กนอย นอกจากนี้ในงานวิจัยยังไดเตรียมสารละลาย

คอลลาเจนชนิดที่ 1 (Type I Collagen) ความเขมขนรอยละ 0.8  เพื่อใชเปนวัตถุดิบเปรียบเทียบใน

การทดลองดวย โดยใชคอลลาเจนชนิดที่ 1 จากบริษัท Sigma-Aldrich corporation  เนื่องจากเปน

คอลลาเจนที่นิยมใชในการเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ลักษณะของ

สารละลายคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่เตรียมไดมีลักษณะเหนียวหนืดเกาะกันเปนกอน ใสไมมีสี ใสกวา

สารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร  ลักษณะของสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตรและสารละลายคอลลา

เจนชนิดที่ 1 แสดงดังรูปที่ 3.4      

เมื่อนําสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร ไปทําการหาน้ําหนักแหงเพื่อวิเคราะหความ

หนาแนนของเนื้อสารในสารสกัด ไดขอมูลดังตารางที่ 4.1  สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3 ซึ่งมี

ลักษณะขนและหนืดเหนียวมากที่สุด มีความหนาแนนเปน 30.8030±0.2414 มก.น้ําหนักแหง/มล. 

เปนสารสกัดที่มีหนาแนนของเนื้อสารมากที่สุดและมากกวา DE-1 และ DE-2 อยางมีนัยสําคัญ 

(p<0.05) สําหรับสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และสูตร DE-2 มีความหนาแนนใกลเคียงกัน คือ 

9.1991±0.4181 และ 8.9203±0.2414 มก.น้ําหนักแหง/มล. ตามลําดับ โดยความหนาแนนของ

เนื้อสารในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE1 และ DE-2 แตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ  

 

ตารางที่ 4.1 ความหนาแนนของสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร 
 

สารสกัดจากผวิหนัง ความหนาแนน 

(มก.น้าํหนกัแหง/มล.) 

สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน 

สูตร DE-1 9.1991 0.4181 

สูตร DE-2 8.9203 0.2414 

สูตร DE-3 30.8030 0.2414 
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4.1.2 การวิเคราะหองคประกอบของ ECM ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร  
 

4.1.2.1 การวิเคราะหปริมาณคอลลาเจน 

จากการวิเคราะหปริมาณของ Hydroxyproline แลวเทียบเปนปริมาณคอลลาเจน 

(Collagen) ตามวิธีการวิเคราะหปริมาณคอลลาเจนของ AOAC official method 990.26  ได

ขอมูลปริมาณคอลลาเจนในหนวย ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักเปยก ดังตารางที่ 4.2 และจากขอมูล

ความหนาแนนของเนื้อสารในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรในตารางที่ 4.1 สามารถคํานวณ

ปริมาณคอลลาเจนในหนวย มก./ก.น้ําหนักแหง ไดดังตารางที่ 4.2 และแสดงเปนกราฟแทงไดดังรูป

ที่ 4.1   ผลการวิเคราะหพบวา สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3 มีปริมาณคอลลาเจนเปน

องคประกอบมากที่สุด (161.6823 ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง) ซึ่งมีปริมาณคอลลาเจนสูงกวาสาร

สกัดจากผิวหนังอีก 2 สูตรมาก ปริมาณคอลลาเจนในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 มีปริมาณ

ใกลเคียงกับในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-2  โดยปริมาณคอลลาเจนใน DE-1 สูงกวาใน DE-2 

เล็กนอย (ปริมาณคอลลาเจนในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และ DE-2 มีปริมาณเปน 92.2264 

และ 79.0668 ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง ตามลําดับ)  

 

ตารางที่ 4.2 ปริมาณคอลลาเจนในสารสกัดจากผวิหนงัแตละสูตร 
 

ปริมาณคอลลาเจน สารสกัดจากผวิหนัง 

 ไมโครกรัม/มก.น้าํหนกัเปยก ไมโครกรัม/มก.น้าํหนักแหง 

สูตร DE-1 0.8484 92.2264 

สูตร DE-2 0.7053 79.0668 

สูตร DE-3 4.9803 161.6823 
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    DE-1                     DE-2                      DE-3 

รูปที่ 4.1 กราฟแทงแสดงปริมาณคอลลาเจนในสารสกัดจากผวิหนังแตละสูตร 

 

4.1.2.2 การวิเคราะหปริมาณ Sulfated Glycosaminoglycans  

จากการวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรโดย

วิธี Dimethylmethylene Blue assay  เมื่อนําคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร 

ที่วัดไดจากสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรมาคํานวณหาปริมาณ Sulfated GAGs จากสมการ

ความสัมพันธระหวางความเขมของ Sulfated GAGs และคาการดูดกลืนแสง ที่ไดจากการทํากราฟ

มาตรฐาน พบวาปริมาณ Sulfated GAGs ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรเปนดังขอมูลในตาราง

ที่ 4.3  ซึ่งสามารถแสดงเปนกราฟแทงไดดังรูปที่ 4.2 

   

ตารางที่ 4.3 ปริมาณ Sulfated GAGs ในสารสกัดจากผวิหนังแตละสตูร 
 

สารสกัดจากผวิหนัง ปริมาณ Sulfated GAGs 

(ไมโครกรัม/มก.น้าํหนกัแหง) 

สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน 

สูตร DE-1 3.0986 0.5124 

สูตร DE-2 1.3556 0.3873 

สูตร DE-3 6.9073 0.8733 
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    DE-1                     DE-2                      DE-3 

รูปที่ 4.2 กราฟแทงแสดงปริมาณ Sulfated GAGs ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร 

 

สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3 มีปริมาณ Sulfated GAGs เปนองคประกอบมาก

ที่สุด (6.9073±0.8733 ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง) รองลงมาคือ DE-1 (3.0986±0.5124 

ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง) และ DE-2 มีปริมาณ Sulfate GAGs นอยที่สุด (1.3556±0.3873 

ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง) โดยสารสกัดจากผิวหนังทุกสูตรมีปริมาณ Sulfated GAGs แตกตาง

กันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 

เมื่อเปรียบเทียบองคประกอบของ ECM ในสารสกัดจากผิวหนังที่ไดกับปริมาณ

องคประกอบของ ECM ที่พบในผิวหนังชั้นหนังแท (จากขอมูลในตารางที่ 2.2) พบวาปริมาณ

คอลลาเจนในเนื้อสารของสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีปริมาณต่ํากวาที่พบ

ในผิวหนัง (ผิวหนังประกอบดวยคอลลาเจน 598.50 ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง) โดยมีปริมาณต่ํา

กวาเปน 6.5 เทา, 7.5 เทา และ 3.7 เทา ตามลําดับ  สําหรับปริมาณ Sulfated GAGs เมื่อ

เปรียบเทียบกับในผิวหนังซึ่งประกอบดวย GAGs ทั้งหมด 5.05 ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง พบวา

ในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 มีปริมาณ Sulfated GAGs  ใกลเคียงกับที่พบในผิวหนัง ในขณะ

ที่ DE-2 มีปริมาณ Sulfated GAGs ต่ํากวา และ DE-3 มีปริมาณ Sulfated GAGs สูงกวาที่พบใน

ผิวหนัง ทั้งนี้อาจเปนเพราะในกระบวนการปนเหวี่ยงเพื่อเตรียมสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-2 และ 

DE-3  โมเลกุลของ Sulfated GAGs เกิดการตกตะกอนจากสวนบนซึ่งเปน DE-2 ไปอยูในสวนลาง

ซึ่งเปนสวนของ DE-3 แทน 
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ตารางที่ 4.4 ปริมาณองคประกอบและสัดสวนของ Sulfated GAGs และคอลลาเจน ที่พบใน

สารสกัดจากผวิหนังแตละสตูร 
 

ปริมาณองคประกอบของ ECM 

(ไมโครกรัม/มก.น้าํหนกัแหง) 

 

สารสกัดจาก

ผิวหนัง 

Sulfated GAGs  คอลลาเจน 

 

สัดสวนของ Sulfated 

GAGs และคอลลาเจน 

(รอยละ) 

สูตร DE-1 3.0986 92.2264 3.36 

สูตร DE-2 1.3556 79.0668 1.71 

สูตร DE-3 6.9073 161.6823 4.27 

 

 

  จากขอมูลการวิเคราะหปริมาณคอลลาเจนและ Sulfated GAGs ในสารสกัดจาก

ผิวหนังแตละสูตร ดังตารางที่ 4.4 พบวา สัดสวนของ Sulfated GAGs ตอคอลลาเจน ในสารสกัด

จากผิวหนังแตละสูตรมีสัดสวนที่ใกลเคียงกัน โดยที่ DE-3 มีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอ

คอลลาเจนสูงสุดคือ รอยละ 4.27  รองลงมาคือ DE-1 (รอยละ 3.36) และ นอยที่สุดคือ DE-2 (รอย

ละ 1.71)  ถึงแมวาความเขมขนของเนื้อสารในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และ DE-2 จะ

ใกลเคียงกัน (9.1991 และ 8.9203 มก.น้ําหนักแหง/มล. ตามลําดับ) แตสัดสวนของ Sulfated 

GAGs ตอคอลลาเจน ใน DE-1 สูงกวาใน DE-2 ถึง 2 เทาโดยประมาณ ในขณะที่ DE-3 ซึ่งมีความ

เขมขนของเนื้อสารมากที่สุด (30.8030 มก.น้ําหนักแหง/มล.) ซึ่งมากกวาความเขมขนของเนื้อสาร

ใน DE-1 ประมาณ 3 เทา แตมีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอคอลลาเจนใกลเคียงกับใน DE-1 

(DE-3 มีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอคอลลาเจน เปน 1.27 เทา โดยประมาณ)  ดังนั้นสารสกัด

จากผิวหนังสูตร DE-3 ซึ่งเปนสารสกัดจากผิวหนังที่มีความเขมขนของเนื้อสารในสารสกัดมากที่สุด 

แตมีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอคอลลาเจนใกลเคียงกับใน DE-1  สารสกัดสูตร DE-3 จึง

เปรียบเสมือนเปนสารสกัดสูตร DE-1 ที่เขมขนขึ้น  ในขณะที่ DE-2 และ DE-1 ซึ่งมีความเขมขน

ของเนื้อสารใกลเคียงกันแตมีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอคอลลาเจน ตางกันมาก ดังนั้นสาร

สกัดสูตร DE-2 จึงเปรียบเสมือนเปนสารสกัดสูตร DE-1 ที่มีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอ

คอลลาเจนนอยกวาเปน 2 เทา  จากขอมูลองคประกอบของ ECM ในสารสกัดจากผิวหนังแตละ

สูตรที่ไดมานี้จะถูกนําไปใชในการวิเคราะหผลที่เกิดขึ้นจากการวิเคราะหคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่ไดตอไป  
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4.2  การเตรยีมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหและการวิเคราะหคุณสมบัติ 
 

4.2.1 การเตรียมโครงเนื้อเยือ่สังเคราะห 
 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากวัตถุดิบแตละชนิดที่ไดจากการเตรียมในแมแบบขึ้นรูป

จะมีลักษณะเปนแผนสี่เหลี่ยม หนาประมาณ 2 มิลลิเมตร ในการนําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหไป

ทดสอบการตอบสนองของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกจะเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแบบ

วงกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร เตรียมไดโดยการใช Biopsy punch ที่มีขนาดเสน

ผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแบบวงกลมที่ได แสดงไดดังรูปที่ 3.8 

 

4.2.2 การวิเคราะหคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร (DE-1, DE-2 และ DE-

3) และจากสารละลายคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่เตรียมได จะถูกนํามาวิเคราะหคุณสมบัตทิางกายภาพ

โดยการวิเคราะหรูพรุนที่เกิดขึ้นในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห วิเคราะหคุณสมบัติทางกลจากความ

ตานทานแรงกด และศึกษาอัตราการยอยสลายโดยเอนไซม Collagenase type I  
 

4.2.2.1 การวิเคราะหรูพรุนของโครงเนื้อเยือ่สังเคราะห 

ลักษณะรูพรุนของโครงเนื้อเยื่อที่เตรียมจากวัตถุดิบแตละชนิด วิเคราะหจากภาพที่

วิเคราะหดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM) ชื่อการคา JEOL รุน JSM-5410LV 

แสดงไดดังรูปที่ 4.3 จากลักษณะที่ปรากฏ พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมไดทุกสูตรมรูีพรุนที่

มีความตอเนื่อง (Interconnected pore) ดังนั้นเมื่อมีการเคลื่อนที่ของเซลลเขามาในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห เซลลจะสามารถเคลื่อนที่ไดอยางตอเนื่องทั่วทั้งโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหและสามารถเกิด

การถายเทของสารไดตอเนื่อง ขนาดของรูพรุน (Pore size) ของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากการ

วิเคราะหโดยโปรแกรม Image J โดยวิเคราะหจากเสนผานศูนยกลางของรูพรุนที่ปรากฏในภาพ

จํานวน 50 รูพรุน แลวคํานวณขนาดของรูพรุนโดยเฉลี่ย ผลการวิเคราะหขนาดของรูพรุน ไดผลดัง

ตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.5   ขนาดรูพรุนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละชนิด 
 

ชนิดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห ขนาดของรูพรุน สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน  (ไมโครเมตร) 

DE-1 145.6845 46.8591 

DE-2 142.5356 45.3861 

DE-3 97.8116 21.9892 

คอลลาเจนชนดิที่ 1  188.8419 35.4062 

 

     
 

     
 

รูปที่ 4.3 ลักษณะรูพรุนทางดานขางของโครงเนื้อเยือ่สังเคราะห จากการวิเคราะหโดย SEM  

  ก 

  ค   ง 

  ข 

  ก  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-1  

  ข  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-2 

  ค  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-3 

  ง   โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร คอลลาเจนชนิดที่ 1  
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  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรมีขนาดของรูพรุนแตกตางกันดังตารางที่ 4.6 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลลาเจนชนิดที่ 1 มีขนาดรูพรุนเฉลี่ยใหญที่สุด (188.84 ±35.41 

ไมโครเมตร) ซึ่งใหญกวาขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรอื่นอยางมีนัยสําคัญ 

(p<0.05)  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 และ DE-2 ซึ่งมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยรองลงมาและมี 

ใกลเคียงกัน คือ 145.68±46.86  และ 142.54±45.39 ไมโครเมตร ตามลําดับ ซึ่งแตกตางกันอยาง

ไมมีนัยสําคัญ สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-3 มีขนาดรูพรุนเฉลี่ยเล็กที่สุด (97.81 

±21.99 ไมโครเมตร) ซึ่งเล็กกวาขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรอ่ืนอยางมี

นัยสําคัญ (p<0.05) เนื่องจากกระบวนการขึ้นรูปเพื่อเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรใน

งานวิจัยนี้ ใชกระบวนการเดียวกันและขึ้นรูปพรอมกัน ดังนั้นปจจัยที่มีผลตอขนาดของรูพรุนจึงเกิด

จากชนิดของวัตถุดิบและความเขมของของวัตถุดิบในสารละลาย สารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร 

เตรียมไดจากวัตถุดิบชนิดเดียวกัน ดังนั้นคุณสมบัติของวัตถุดิบจึงมีความใกลเคียงกัน แตสารสกัด

จากผิวหนังแตละสูตรมีความเขมขนของเนื้อสารตางกัน สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และ DE-2 

มีความหนาแนนของเนื้อสารในสารสกัดใกลเคียงกัน ดังนั้นโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมไดจาก

สารสกัดจากผิวหนังทั้ง 2 สูตรนี้ จึงมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยที่ใกลเคียงกัน ในขณะที่สารสกัดจากผิวหนัง

สูตร DE-3 มีความหนาแนนของเนื้อสารมากดังนั้นเมื่อเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจึงมีขนาด

รูพรุนเฉลี่ยเล็กกวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และ DE-2 
 

4.2.2.2 การวิเคราะหความตานทานแรงกด 

  การวิเคราะหความตานทานแรงกดของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแสดงผลในรูปของ

คา Compressive modulus ไดผลดังตารางที่ 4.6  ความตานทานแรงกดของโครงเนือ้เยื่อ

สังเคราะหสูตร DE-1, DE-2, DE-3 และคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีคา Compressive modulus เปน 

88.72±27.61, 84.30±21.62, 147.54±11.07 และ 56.32±16.98 ตามลําดับ โครงเนือ้เยื่อ

สังเคราะหสูตร DE-3 มีความตานทานแรงกดสูงที่สุดและสูงกวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1, 

DE-2 และคอลลาเจนชนิดที ่1 อยางมนีัยสําคัญ (p<0.05)  ในขณะทีโ่ครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร 

DE-1, DE-2 และคอลลาเจนชนิดที ่1 มีความตานทานแรงกดแตกตางกันอยางไมมนีัยสําคัญ  
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ตารางที่ 4.6  คา Compressive modulus ของโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหแตละสูตร 

 

ชนิดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

 

Compressive Modulus 

(กิโลปาสคาล) 

สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน 

DE-1 88.72 27.61 

DE-2 84.30 21.62 

DE-3 147.54 11.07 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 56.32 16.98 

 

 

4.2.2.3 การวิเคราะหการยอยสลายของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหโดยเอนไซม 

  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมจากวัตถุดิบแตละชนิดนํามาวิเคราะหการยอย

สลายโดยเอนไซมโดยเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหขนาด ขนาดกวาง 1 ซม. ยาว 1 ซม. และหนา 

0.2 ซม. ชั่งน้ําหนักแหงเริ่มตน แลวนําไปยอยสลายดวยเอนไซม Collagenase type I เก็บตัวอยาง

มาวิเคราะหน้ําหนักของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เวลาตางๆ ไดผลดังตารางที่ 4.7 และสามารถสราง

กราฟความสัมพันธระหวางระยะเวลาการยอยโดยเอนไซมและรอยละของน้ําหนักของโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหเมื่อเทียบกับน้ําหนักเริ่มตน ไดดังรูปที่ 4.4 

  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรมีอัตราการยอยสลายโดยเอนไซม Collagenase 

type I ในอัตราที่ตางกัน สมการความสัมพันธระหวางระยะเวลาการยอยโดยเอนไซมและรอยละ

ของน้ําหนักของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเมื่อเทียบกับน้ําหนักเริ่มตน แสดงในรูปที่ 4.4 จากสมการ

ดังกลาวสามารถคํานวณระยะเวลาที่ใชในการยอยสลายจนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมีน้ําหนักลดลง

จนเหลือรอยละ 50 ของน้ําหนักเริ่มตน ไดดังตารางที่ 4.8 
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ตารางที่ 4.7 การเปลี่ยนแปลงน้าํหนักของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเมื่อยอยสลายโดยเอนไซม 

Collagenase type I ที่ระยะเวลาตางๆ 

 

น้ําหนกัของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

(รอยละของน้าํหนักเริ่มตน) 

เมื่อใชระยะเวลาการยอยสลายโดยเอนไซม 

 

ชนิดโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห 

0 วัน 2 วัน 4 วัน 6 วัน 8 วัน 

DE-1 100 

 

54.78 

±1.79 

37.48 

±8.96 

28.68 

±6.72 

18.73 

±9.83 

DE-2 100 

 

50.51 

±6.72 

33.23 

±3.18 

27.16 

±2.57 

21.45 

±10.60 

DE-3 100 

 

93.57 77.45 

±0.98 

48.89 

±7.16 

37.82 

±2.49 ±11.11 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 100 

 

43.37 31.01 20.25 12.16 

±7.60 ±4.93 ±4.93 ±3.28 

 
ตารางที่ 4.8 ระยะเวลาที่ใชในการยอยสลายจนโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหมีน้าํหนกัลดลงจนเหลือ

รอยละ 50 ของน้าํหนักเริ่มตน 

 
ชนิดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห ระยะเวลาการยอยสลาย   

จนน้าํหนักเหลือรอยละ 50 
 

  
DE-1 3.30  
DE-2 3.30  
DE-3 6.30  
คอลลาเจนชนดิที่ 1  2.57  

 

  อัตราเร็วในการยอยสลายโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรสามารถพิจารณาได

จากระยะเวลาที่ใชในการยอยสลายจนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมีน้ําหนักลดลงจนเหลือรอยละ 50 

ของน้ําหนักเริ่มตน (ตารางที่ 4.8)  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีอัตราการยอย
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สลายเร็วที่สุด โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 และ DE-2 มีอัตราเร็วในการยอยสลายเทากัน 

และโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมีอัตราเร็วในการยอยสลายชาที่สุด 

 

 

คอลลาเจนชนดิที่ 1  DE-1         DE-2            DE-3 

 

รูปที่ 4.4  กราฟความสมัพันธระหวางระยะเวลาการยอยโดยเอนไซมและรอยละของน้ําหนัก

ของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเมื่อเทียบกับน้าํหนักเริ่มตน 
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4.3 การเตรยีมเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกและการวิเคราะหคุณสมบัติของเซลล 
 

4.3.1 การคัดแยกเซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูกมนุษย 
 

ตัวอยางไขกระดูกที่ไดประกอบดวยเซลลหลายชนิดมีเซลลเม็ดเลือดจํานวนมาก  

เมื่อนําไขกระดูกที่ไดมาคัดแยกเซลลตนกําเนิดเมื่อเร่ิมตนเพาะเลี้ยงยังคงมีเซลลเม็ดเลือดแดงปน

อยูคอนขางมาก แตหลังเพาะเลี้ยงนาน 1 สัปดาห เซลลตนกําเนิดเกาะพื้นภาชนะเพาะเลี้ยงแลวจึง

เปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงชุดใหมแทน เซลลเม็ดเลือดแดงที่ปนมาจึงหมดไป หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 

2 สัปดาห เซลลตนกําเนิดจะเจริญเติบโตหนาแนน ซึ่งจะทําการแบงเซลลไปเลี้ยงในภาชนะ

เพาะเลี้ยงจํานวนเพิ่มข้ึน ในการทดลอง 4.3 ทั้งหมดจะใชเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก Passage 

ที่ 2 และในการทดลอง 4.4 ทั้งหมดจะใชเซลล Passage ที่ 4 เนื่องจากเปนเซลลที่มีจํานวน 

Passage ใกลเคียงกันดังนั้นคุณสมบัติของเซลลจึงยังคงไมแตกตางกัน 

 

4.3.2 การวิเคราะหคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก 
   

เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่คัดแยกไดหลังจากเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจํานวนได

มากพอจะถูกนํามาวิเคราะหคุณสมบัติที่บงชี้ความเปนเซลลตนกําเนิด ไดแก การวิเคราะห

แอนติเจนที่ผิวเซลลที่บงชี้ความเปนเซลลตนกําเนิด และ การวิเคราะหความสามารถในการเกิด 

Differentiation ซึ่งในโครงงานวิจัยไดทําการทดสอบการเกิด Osteogenic differentiation และ 

Adipogenic differentiation  นอกจากนี้ยังไดทดสอบคุณสมบัติของเซลลในการเจริญเติบโตจาก

การวัดอัตราการเจริญเติบโต และทําการวิเคราะหจํานวนเซลลโดยวิธี MTT assay เพื่อไดขอมูล

สําหรับนําไปใชในการทดลองขั้นตอไป 
 

4.3.2.1 การวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลลโดยวิธ ีFlow cytometry 

ผลการวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลลแสดงดังรูปที่ 4.5 และตารางที่ 4.9 จากการ

วิเคราะหจํานวนเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD29, CD44, CD90 และ CD105  ซึ่งเปนแอนติเจนที่

ปรากฏบนเซลลตนกําเนิด พบวามีเซลลที่ปรากฏแอนติเจนเหลานี้รอยละ 96.33, 98.06, 97.49 

และ 97.71 ตามลําดับ จากผลดังกลาวแสดงวาเซลลที่คัดแยกไดจากไขกระดูกมากกวารอยละ 95 

เปนเซลลตนกําเนิด นอกจากนี้ยังไดวิเคราะหจํานวนเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD71 ซึ่งเปน

แอนติเจนที่ปรากฏบนเซลลที่มีการแบงตัว พบวามีจํานวนเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD71 รอยละ 

68.40  แสดงวาเซลลที่เพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงประมาณรอยละ 68.40 

เปนเซลลที่มีการแบงเซลลอยู 
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รูปที่ 4.5 การวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลลของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก 

โดยวิธ ีFlow cytometry  

(เสนสีเขียว แสดงผลการวเิคราะหเซลลทีไ่มยอมแอนตบิอดีที่ติดสารเรืองแสง ,      

  เสนสีน้าํเงนิ แสดงผลการวเิคราะหเซลลที่ยอมแอนติบอดีที่ติดสารเรืองแสง) 

  ก  ผลการวิเคราะหเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD29 

  ข  ผลการวิเคราะหเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD44 

ค  ผลการวิเคราะหเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD44 

ง  ผลการวเิคราะหเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD90 

จ  ผลการวิเคราะหเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD105 
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ตารางที่ 4.9 รอยละของจํานวนเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่ปรากฏแอนติเจนตางๆ 

 

แอนติเจนที่วิเคราะห จํานวนเซลลทีป่รากฏแอนติเจน 

 (รอยละของเซลลที่วิเคราะหทัง้หมด) 

CD29 96.33 

CD44 98.06 

CD71 68.40 

CD90 97.49 

CD105 97.71 

 

4.3.2.2 การวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโต 

  เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่ใชวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโต เปนเซลลใน 

Passage ที่ 2 เมื่อนํามาเพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยง 6 หลุม โดยใหมีเซลลเร่ิมตน 30,000 เซลลใน

แตละหลุม หรือคิดเปนความหนาแนนของเซลลในพื้นที่เพาะเลี้ยงประมาณ 3125  เซลล/ตาราง

เซนติเมตร (พื้นที่ในจานเพาะเลี้ยง 6 หลุม เปน 9.6 ตารางเซนติเมตร/หลุม) หลังเพาะเลี้ยงเปน

เวลา 15 วัน โดยทําใหเซลลเปนเซลลแขวนลอยดวยเอนไซมทริปซินในวันที่ 5, 10 และ 15 เพื่อนับ

จํานวนเซลลแลวนําเซลลทั้งหมดลงไปเพาะเลี้ยงใหมโดยใหมีเซลลเร่ิมตน 30,000 เซลลในแตละ

หลุมตามเดิม ไดผลดังตารางที่ 4.10  และแสดงเปนกราฟไดรูปที่ 4.6   

 

ตารางที ่4.10 การเปลี่ยนแปลงของจํานวนเซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกตามระยะเวลาการ

เพาะเลี้ยง 

 ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง จํานวนเซลล 
 (วัน) (เซลล) 
 0 30,000.00 
 

5 413,333.33±23,094.01 
 

10 5,097,777.78±238,638.11 
 

15 67,970,370.37±3,398,518.52 
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รูปที่ 4.6 กราฟอัตราการเจริญเติบโตของเซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูก 

  ก  เมื่อแกนตัง้แสดงจํานวนเซลลในสัดสวนแกนปกต ิ

  ข  เมื่อแกนตั้งแสดงจํานวนเซลลในสัดสวนแกนแบบลอการิทึม (Logarithm) 
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จากการทดลองการวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจาก         

ไขกระดูกสามารถแสดงความสัมพันธระหวางระยะเวลาการเจริญเติบโตและจํานวนเซลลไดดัง

สมการตอไปนี้ 

    จํานวนเซลล (เซลล)  =   30534 e
0.513×ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง (วัน)

หรือ ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง (วัน)  =   1.946×ln(จํานวนเซลล) – 20.09 
 

จากสมการดังกลาวสามารถคํานวณหาระยะเวลาในการเพิ่มจาํนวนเปน 2 เทา 

(Doubling time) ไดดังนี้  

ถาเริ่มตนเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกมีจํานวน 30000 เซลล  

ในการเพาะเลีย้งใหไดจํานวน 100000 เซลล ตองใชเวลาเพาะเลีย้ง 

  =  1.946ln(100000)-20.09   =  2.3095   วัน 

ในการเพาะเลีย้งใหไดจํานวน 200000 เซลล ตองใชเวลาเพาะเลีย้ง 

  =  1.946ln(200000)-20.09   =  3.6585   วัน 

ดังนัน้เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกมีระยะเวลาในการเพิม่จํานวนเปน 2 เทา เปน 

  =  3.6585  -  2.3095  =  1.3490  วัน 

 

  จากผลการวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก 

พบวา เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกมีระยะเวลาในการเพิ่มจํานวนเปน 2 เทา (Doubling time) 

ประมาณ 1.35 วัน 

 

4.3.2.3 การทดสอบการเกิด Osteogenic differentiation 

     การวิเคราะหการเกิด Osteogenic differentiation ในการทดลองจะทําการ

ตรวจวัดเปรียบเทียบการเจริญเติบโต กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase และการสะสม

แคลเซียมของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและชุด

ที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation  จากการวิเคราะหการเจริญเติบโตโดยวิธี 

MTT assay ไดขอมูลดังตารางที่ 4.11 และรูปที่ 4.7   การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม Alkaline 

phosphatase ไดขอมูลดังตารางที่ 4.12 และรูปที่ 4.8  สําหรับการวิเคราะหการสะสมแคลเซียมได

ขอมูลดังตารางที่ 4.13 และรูปที่ 4.9    
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ตารางที่ 4.11 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเซลลระหวางชุดทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและ

ในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 
 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) ชุดการทดลอง 

0 7 14 21 

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ 31054.9 

±4303.22 

61464.33 82836.99 

±970.21 

99691.26 

±5201.08 ±3335.57 

ในอาหารชักนาํ  

Osteogenic differentiation 

31054.9 

±4303.22 

70214.21 

±5133.89 

69568.72 

±2280.44 

63400.77 

±6383.92 

 

 

 
 

รูปที่ 4.7  การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกเปรียบเทียบระหวางที่เพาะเลี้ยง

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและที่เพาะเลี้ยงอาหารชักนาํ Osteogenic 

differentiation 
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ตารางที่ 4.12 การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซม Alkaline phosphatase ระหวางชุดที่เพาะเลีย้ง

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 
 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) ชุดการทดลอง 

0 7 14 21 

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ 0.1657 

±0.0291 

0.1019 

±0.0208 

0.1348 

±0.0089 

0.1004 

±0.0147 

ในอาหารชักนาํ  

Osteogenic differentiation 

0.1657 

±0.0291 

0.6363 

±0.0136 

0.4777 

±0.0468 

0.5879 

±0.0109 

 

 
 

รูปที่ 4.8  กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก

เปรียบเทยีบระหวางที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและที่เพาะเลี้ยงอาหาร

ชักนาํ Osteogenic differentiation 
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ตารางที่ 4.13 การสะสมแคลเซียมระหวางชุดที่เพาะเลีย้งในอาหารเพาะเลี้ยงปกตแิละในอาหาร

ชักนาํ Osteogenic differentiation 
 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) ชุดการทดลอง 
0 7 14 21 

0.1152 0.4510 0.3670 0.4934 ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ
±0.3115 ±0.3055 ±0.0324 ±0.1120 

0.1152 0.1401 31.6219 38.4784 ในอาหารชักนาํ  
Osteogenic differentiation ±0.3115 ±0.1167 ±2.2347 ±1.1591 

 

 
 

รูปที่ 4.9  การสะสมแคลเซียมของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกเปรียบเทียบระหวางที่

เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและทีเ่พาะเลี้ยงอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation 
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  เมื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของเซลลระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและ

ชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation พบวาในชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติ

จํานวนเซลล เพิ่ม ข้ึนในอัตราที่คงที่ ในขณะที่ชุดที่ เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา  Osteogenic 

differentiation จํานวนเซลลเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในสัปดาหแรกหลังจากนั้นจํานวนเซลลจะลดลง

เล็กนอยอยางตอเนื่องในสัปดาหตอมาซึ่งแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ เมื่อวิเคราะหจํานวนเซลล

ทางสถิติระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation พบวาจํานวนเซลลในสัปดาหที่ 1 แตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ แตจํานวนเซลล

ในสัปดาหที่ 2 และ 3 แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 

  เมื่อพิจารณาจากกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ระหวางชุดที่

เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation พบวาชุด

ที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติมีกิจกรรมของกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase คงที่ตลอด

ระยะเวลาการทดลอง ในขณะที่กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ในชุดที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารชักนํา Osteogenic differentiation มีการเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในสัปดาหแรกหลังจากนั้นใน

สัปดาหตอมากิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase จะลดลงเล็กนอยกอนที่จะสูงขึ้นอีกครั้ง

ในสัปดาหสุดทายของการทดลอง เมื่อวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase 

เปรียบเทียบทางสถิติระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา 

Osteogenic differentiation พบวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในทุกสัปดาหที่

วิเคราะห 

  เมื่อพิจารณาจากการสะสมแคลเซียมระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกตแิละชดุ

ที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation พบวาชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติไมพบ

การสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึนตลอดระยะเวลาการทดลอง (21 วัน) ในขณะที่ชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหาร

ชักนํา Osteogenic differentiation ในสัปดาหแรกยังไมพบการสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึน โดยชุดที่

เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation ปริมาณการสะสม

แคลเซียมแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ แตจะพบการสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึนในสัปดาหที่ 2 และ 

3 ซึ่งสูงกวาชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ปริมาณการสะสม

แคลเซียมในสัปดาหที่ 3 สูงกวาในสัปดาหที่ 2 เล็กนอย โดยแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ 

 จากการวิเคราะหการเกิด Osteogenic differentiation สามารยืนยันไดวาเซลลจากไข

กระดูกที่เพาะเลี้ยงเปนเซลลตนกําเนิดที่มีคุณสมบัติในการเกิด Osteogenic differentiation โดยมี

การตอบสนองตอการชักนําการเกิด Osteogenic differentiation ในสภาวะที่ใชดังผลการทดลอง

ตามที่กลาวมาขางตน และสามารถใชเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกนี้ในการทดสอบคุณสมบัติของ
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สารสกัดจากผิวหนังในการสงเสริมการเกิด Osteogenic differentiation ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

ในการทดลองตอไป 
 

4.3.2.4 การทดสอบการเกิด Adipogenic differentiation 

   การวิเคราะหการเกิด Adipoogenic differentiation ในการทดลองจะทําการยอม 

Lipid granules ภายในเซลลโดยการยอม Oil red O stain เปรียบเทียบระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเพาะเลี้ยงปกติและชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Adipogenic differentiation  หลังจาก

เพาะเลี้ยงนาน  21 วัน  พบวาเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่ เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา 

Adipoogenic differentiation มีการสราง Lipid granules ภายในเซลลที่สามารถสังเกตไดภายใต

กลองจุลทรรศนแบบใชแสง ดังรูปที่ 4.10 ก และเมื่อยอมโดย Oil red O stain จะติดสีแดงเขมใน 

Lipid granules ดังรูปที่ 4.10 ข ในขณะที่เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงในอาหาร

เพาะเลี้ยงปกติไมพบการเปลี่ยนแปลงใดๆ เกิดขึ้น 

  จากการทดลองแสดงวาเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกนอกจากจะมีคุณสมบัติใน

การเกิด Osteogenic differentiation แลวยังสามารถเกิด Adipogenic differentiation ได  เมื่อ

พิจารณาผลการวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลลซึ่งยืนยันวาเซลลจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงเปนเซลล

ตนกําเนิดมากกวารอยละ 95 ของเซลลทั้งหมด แตจากการทดลองการเกิด Adipogenic 

differentiation พบวาเซลลที่มีการเปลี่ยนแปลงและพบการเกิด Lipid granules ภายในเซลลมี

จํานวนเพียงเล็กนอย แสดงวาถึงแมวาเซลลจากไขกระดูกที่คัดแยกไดสวนใหญจะมีคุณสมบัติเปน

เซลลตนกํ า เนิดแตมี เซลลตนกํ า เนิด เพียงบางสวนเท านั้ นที่ สามารถเกิด  Adipogenic 

differentiation ไดในสภาวะการเพาะเลี้ยงที่ใช 
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รูปที่ 4.10 เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Adipogenic 

differentiation เปนระยะเวลา 21 วนั ที่กาํลังขยาย 200 เทา 

 ก  เซลลทีพ่บ Lipid granule ภายในเซลล กอนยอม Oil red O stain 

  ข  เซลลทีพ่บ Lipid granule ภายในเซลล หลงัยอม Oil red O stain 
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4.4 การวิเคราะหการตอบสนองของเซลลตนกําเนิดในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
 

4.4.1 การวิเคราะหการเจรญิเติบโตของเซลลตนกําเนิดภายในโครงเนือ้เยื่อสังเคราะห 
 

  หลักจากนําเซลลเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหโดยใชจาํนวนเซลล 25,000 เซลล/1 

ชิ้นโครงเนื้อเยือ่สังเคราะห และวัดจํานวนเซลลที่ยึดเกาะโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหไดหลังนาํเซลลเขา

สูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหนาน 1 วัน จํานวนเซลลที่สามารถยึดเกาะโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละ

สูตรไดแสดงตารางที่ 4.15 แสดงขอมูลเปนรอยละของจํานวนเซลลทั้งหมดไดดังตารางที ่4.14 และ

รูปโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่เพาะเลี้ยงนาน 1 วนัหลงัจากนําเซลลเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห ยอม

เซลลดวยสาร MTT แสดงดังรูปที่ 4.12 ก 

  เมื่อพิจารณาจากรอยละของจํานวนเซลลที่ยึดเกาะโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหได

พบวาเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกสามารถยึดเกาะเขาไปในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก      

คอลลาเจนชนดิที่ 1 ไดดีที่สุด (รอยละ 89.79±6.57 ของเซลลทั้งหมด) รองลงมาคือโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และ DE-2 ซึ่งมีจาํนวนเซลลที่ยึดเกาะเปนรอยละ 

73.15±6.72 และ 73.15±4.55 ของเซลลทั้งหมด ตามลาํดับ สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสาร

สกัดจากผวิหนังสูตร DE-3 มีจํานวนเซลลที่ยึดเกาะนอยที่สุดคือรอยละ 72.01±7.31 ของเซลล

ทั้งหมด เมื่อวิเคราะหทางสถติิเปรียบเทียบการยึดเกาะของเซลลตนกําเนิดบนโครงเนือ้เยื่อ

สังเคราะหสูตรตางๆ พบวามีเพียงสูตร DE-2 และคอลลาเจนชนิดที่ 1 เทานัน้ที่แตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญ (p<0.05) 

 

ตารางที่ 4.14 จํานวนเซลลทีย่ึดเกาะโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห ภายหลังกระบวนการนาํเซลลเขาสู

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
 

โครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหสูตร 

จํานวนเซลลทีย่ึดเกาะโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะห 

(รอยละของเซลลเร่ิมตน) 

สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน 

DE-1 
 

73.15 6.72 

DE-2 
 

73.15 4.55 

DE-3 
 

72.01 7.31 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 
 

89.79 6.57 
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หลังจากนําเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกเขาสูโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหแลว จงึนาํ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทีม่ีเซลลไปเพาะเลีย้งแลววัดจํานวนเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหหลังจาก

เพาะเลี้ยงที่เวลาตางๆ เพื่อวเิคราะหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตร ไดขอมูลดังตารางที่ 4.15 และสามารถนาํมาสรางเปนกราฟ ไดดังรูปที่ 

4.11  ลักษณะของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มีเซลลอยูภายในหลงัจากเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา

ตางๆ เมื่อยอมเซลลดวยสาร MTT ลักษณะที่ปรากฏแสดงไดดังรูปที่ 4.12  สําหรับลักษณะภายใต

กลองจุลทรรศนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร  DE-1, DE-2 และ DE-3 

รวมทัง้จากคอลลาเจนชนิดที ่1 แสดงไดดังรูป 4.13, 4.14, 4.15 และ 4.16 ตามลําดบั  

 

ตารางที่ 4.15 จํานวนเซลลทีเ่จริญเติบโตในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเมื่อทําการวัดจาํนวนเซลลที่

ระยะเวลาตางๆ หลังจากเพาะเลี้ยง 
 

จํานวนเซลลหลังหลงัจากเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 

(เซลล ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

 

ชนิดโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห 
1 วัน 4 วัน 7 วัน 10 วัน 14 วัน 

PAD  HEAVY 18288.69 

±1680.46 

39087.58 

±6685.01 

47909.18 

±3458.23 

55941.86 

±5004.52 

58452.07 

±2446.91 

DE-2 18288.69 

±1138.53 

48267.78 

±7701.84 

57232.83 

±2581.93 

59240.99 

±3790.34 

65624.11 

±4962.72 

DE-3 18001.8 

±1829.92 

37438.01 

±5594.19 

43175.64 

±2566.95 

49702.19 

±5531.77 

51064.88 

±2857.14 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 22448.46 

±1643.32 

40737.15 

±5165.36 

54292.29 

±4196.09 

61607.77 

±2983.95 

65050.34 

±1643.32 
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รูปที่ 4.11 การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิด

ตางๆ 
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ก 

 
 

 

ข 

 

 

ค 

 

รูปที่ 4.12  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ปราศจากเซลล (แถวบนของแตละรูป) และที่มีเซลล 

(แถวลางของแตละรูป) เรียงจากซายไปขวา ไดแก DE-1, DE-2, DE-3 และคอลลา

เจนชนิดที่ 1  

  ก  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่เพาะเลี้ยงนาน   1 วนั 

  ข  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่เพาะเลี้ยงนาน   7 วัน 

ค  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่เพาะเลี้ยงนาน 14 วนั 
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ก ข 

ค ง 

 

รูปที่ 4.13  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 จากการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกและยอมเซลลดวยสาร MTT ที่กําลังขยาย 200 เทา 

  ก  ไมมเีซลลภายใน 

  ข  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  1 วนั 

  ค  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  7 วนั 

  ง  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน 14 วัน 
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ก ข 

ค ง 

 

รูปที่ 4.14  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-2 จากการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกและยอมเซลลดวยสาร MTT ที่กําลังขยาย 200 เทา 

  ก  ไมมเีซลลภายใน 

  ข  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  1 วนั 

  ค  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  7 วนั 

  ง  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน 14 วัน 
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ก ข 

ค ง 

 

รูปที่ 4.15  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-3 จากการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกและยอมเซลลดวยสาร MTT ที่กําลังขยาย 200 เทา 

  ก  ไมมเีซลลภายใน 

  ข  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  1 วนั 

  ค  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  7 วนั 

  ง  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน 14 วัน 
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ก ข 

ค ง 

 

รูปที่ 4.16  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหคอลลาเจนชนิดที่ 1 จากการทดสอบการเจริญเติบโตของ

เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกและยอมเซลลดวยสาร MTT ที่กาํลังขยาย 200 เทา 

  ก  ไมมเีซลลภายใน 

  ข  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  1 วนั 

  ค  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  7 วนั 

  ง  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน 14 วัน 
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  เมื่อวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตร พิจารณาจากกราฟการเจริญเติบโตและสมการความสัมพันธระหวาง

ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงและจํานวนเซลลแสดงดังรูปที่ 4.11 พบวาเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก

สามารถเจริญเติบโตภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-2  ไดดีที่สุด 

รองลงมาคือ โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1  ตอมาคือ โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก

สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1  สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3 

มีอัตราการเจริญเติบโตต่ําที่สุด   

 

4.4.2 การวิเคราะหการเกิด Osteogenic differentiation ของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

การวิเคราะหการเกิด Osteogenic differentiation ของเซลลตนกําเนิดจากไข

กระดูกในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ จะทําการตรวจวัดเปรียบเทียบการเจริญเติบโต กจิกรรม

ของเอนไซม Alkaline phosphatase และการสะสมแคลเซียมของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก

ระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation   

จากการวิเคราะหการเจริญเติบโตโดยวิธี MTT assay ไดขอมูลดังตารางที่ 4.16 

การเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในอาหารเพาะเลี้ยงปกติแสดงดังรูปที่ 4.17  

การเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation

แสดงดังรูปที่ 4.18   สําหรับการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแต

ละชนิดในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation แสดงดังรูปที่ 

4.19  ลักษณะการเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมีรูปแบบคลายกับลักษณะการ

เจริญเติบโตของเซลลในภาชนะเพาะเลี้ยงทั้งในสภาวะที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและใน

อาหารชักนํา Osteogenic differentiation  กลาวคือ การเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติจํานวนเซลลมีการเพิ่มข้ึนเล็กนอยในอัตราที่คงที่

ตลอดระยะเวลาการทดลอง ในขณะที่การเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่

เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation เซลลมีการเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วใน

สัปดาหแรกในทุกชนิดของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห แตหลังจากนั้นการเจริญเติบโตของเซลลในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหแตละชนิดแตกตางกันเล็กนอยคือ การเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหสูตร DE-1 มีการเพิ่มจํานวนตอไปอยางตอเนื่อง การเจริญเติบโตของเซลลในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-2 และ DE-3 มีการลดจํานวนเซลลลงเล็กนอยอยางตอเนื่อง สําหรับการ

เจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนตอ

ในสัปดาหที่ 2 แลวจึงมีจํานวนลดลงในสัปดาหที่ 3 
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ตารางที่ 4.16 การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนดิตางๆ 
 

จํานวนเซลล (เซลล) เมื่อทดลองเปนเวลา 
 

 ชนิดโครงเนื้อเยื่อ
สังเคราะห 

0 วัน 
 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 

DE-1 58738.95 

±2889.36 

69999.05 

±18799.62 

94168.80 

±3703.85 

127590.50 

±4319.33 

DE-2 37581.45 

±2929.14 

97396.21 

±1075.81 

100623.60 

±6669.99 

112242.30 

±9846.60 

DE-3 38155.22 

±12066.93 

61607.77 

±3657.74 

71003.13 

±11157.3 

98113.42 

±13236.05 

  

 

คอลลาเจน 

ชนิดที่ 1 
55870.14 

±1940.43 

70501.09 

±3980.96 

ใน
อา
หา
รเพ

าะ
เล
ี้ยง
ปก
ต ิ

83267.31 

±1624.43 

85562.36 

±1838.34 

DE-1 58738.95 

±2889.36 

116402.10 

±17643.64 

123430.70 

±32267.22 

167969.00 

±1511.24 

DE-2 37581.45 

±2929.14 

144014.40 

±124.223 

155131.10 

±5283.51 

145879.20 

±13546.60 

DE-3 38155.22 

±12066.93 

140356.70 

±3022.48 

141934.50 

±430.32 

137846.50 

±2957.98 

  

  

  

คอลลาเจน 

ชนิดที่ 1 
55870.14 

±1940.43 

106791.60 

±13992.64 

144588.20 

±14458.15 

138994.00 

±11519.32 ใน
อา
หา
รช
ักน
าํ O

ste
og

en
ic 

di
ff.
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รูปที่ 4.17 การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิด

ตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ 
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รูปที่ 4.18 การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิด

ตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 
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รูปที่ 4.19 การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกเปรียบเทียบเมื่อเพาะเลี้ยงใน

อาหารเพาะเลีย้งปกติและเพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation ในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหชนดิตางๆ 

 ก  DE-1  ข  DE-2    ค  DE-3  ง  คอลลาเจนชนิดที ่1 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) 

  ก   ข 

  ค   ง 

DE-1                 DE-2   ในอาหารชักนาํ

จํา
นว
นเ
ซล
ล 

(เซ
ลล
) 

 Osteogenic differentiation 

DE-1                 DE-2   ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ

จํา
นว
นเ
ซล
ล 

(เซ
ลล
) 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) 

DE-3                คอลลาเจนชนิดที ่1 ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 

DE-3                คอลลาเจนชนิดที ่1 ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ 
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เมื่อพิจารณากิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ และในอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation แสดงดังตารางที่ 4.17 กราฟกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของ

เซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ แสดงดังรูปที่ 4.20

กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ ที่

เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation แสดงดังรูปที่ 4.21 สําหรับการเปรียบเทียบ

กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละชนิดใน

อาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation แสดงดังรูปที่ 4.22   

  ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ ถึงแมวาไมใสสารชักนํา Osteogenic differentiation แต

ปรากฏวาเซลลมีการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ในทุกสูตรโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห ซึ่งมีรูปแบบการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ในลักษณะคลายกันกับ

การแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ในเซลลที่เพาะเลี้ยงในภาชนะเพาะเลี้ยงใน

อาหารชักนํา Osteogenic differentiation ซึ่งแสดงใหเห็นวาโครงเนื้อเยื่อแตละสูตรที่ทดสอบมี

คุณสมบัติในการเหนี่ยวนําใหเกิด Osteogenic differentiation ไดโดยการกระตุนของวัตถุดิบที่ใช

ทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห  โดยในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรมี

ปริมาณการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ที่ใกลเคียงกันในทุกวันตลอดการ

ทดลองที่วิเคราะหและมีปริมาณที่สูงกวาการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ของ

เซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 

ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation เซลลมีการแสดงออกของเอนไซม 

Alkaline phosphatase เพิ่มข้ึนในทุกสูตรโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห แตมีรูปแบบการแสดงออกของ

เอนไซม Alkaline phosphatase ที่ตางจากการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ใน

เซลลที่เพาะเลี้ยงในภาชนะเพาะเลี้ยง โดยการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ใน

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในอัตราที่คงที่จนถึงวันที่ 14 แลวจึงลดลงใน

วันที่ 21 โดยในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-2 สูงสุดทั้งวันที่ 14 และใน

วันที่ 21 ซึ่งเปนวันที่เซลลมีการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหแตละสูตรสูงที่สุดและวันสุดทายของการทดลอง ตามลําดับ 

  เมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรระหวางการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา 

Osteogenic differentiation (รูปที่4.22) พบวากิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase เมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation สูงกวาเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยง

ปกติ ซึ่งโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรใหผลเหมือนกัน  
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ตารางที่ 4.17 กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลตนกําเนิดภายในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆ 

 

กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase (พิโคโมล/นาท/ีเซลล)  

เมื่อทดลองเปนเวลา 

 ชนิดโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห 

0 วัน 

 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 

DE-1 0.0141 

±0.0011 

0.0864 

±0.0084 

0.0413 

±0.0143 

0.08223 

±0.0161 

DE-2 0.0221 

±0.0004 

0.0715 

±0.0259 

0.0453 

±0.0287 

0.0469 

±0.0092 

DE-3 0.0155 

±0.0019 

0.0809 

±0.0335 

0.0418 

±0.0302 

0.0617 

±0.0488 

  

 

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.0114 

ใน
อา
หา
รเพ

าะ
เล
ี้ยง
ปก
ต ิ

0.0409 

±0.0022 

0.0209 

±0.0058 

0.0433 

±0.0054 ±0.0004 

DE-1 0.0141 

±0.0011 

0.1318 

±0.0354 

0.1566 

±0.0154 

0.0985 

±0.0114 

DE-2 0.0221 

±0.0004 

0.0694 

±0.0259 

0.1933 

±0.0307 

0.1363 

±0.0431 

DE-3 0.0155 

±0.0019 

0.1497 

±0.0334 

0.1843 

±0.0543 

0.0947 

±0.0303 

  

  

  

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.0114 

±0.0004 

0.0694 

±0.0124 

0.1061 

±0.0139 

0.0732 

±0.0189 ใน
อา
หา
รช
ักน
าํ O

ste
og

en
ic 

di
ff.
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รูปที่ 4.20 กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกใน

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ 
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รูปที่ 4.21 กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกใน

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารชักนาํ Osteogenic 

differentiation 
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ระยะเวลาการทดลอง (วัน) 

DE-1 

DE-1 

DE-2   ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ

DE-2   ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 

ง ค 

ก ข 
กิจ
กร
รม
ขอ
งเอ

นไ
ซม
 A

lka
lin

e 
ph

os
ph

at
as

e 
(พ
ิโค
โม
ล/
นา
ท/ี
เซ
ลล
) 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 ในอาหารเพาะเลีย้งปกติ 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 
DE-3 

DE-3 

รูปที่ 4.22 กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก

เปรียบเทยีบเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและเพาะเลี้ยงในอาหารชักนาํ 

Osteogenic differentiation ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆ 

 ก  DE-1  ข  DE-2  ค  DE-3  ง  คอลลาเจนชนิดที ่1 
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ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ ในกรณีที่มีเซลล

เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation แสดง

ขอมูลไดดังตารางที่ 4.18  กรณีที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติสามารถสรางกราฟไดดังรูปที่ 

4.26 และในกรณีที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation สามารถสรางกราฟได

ดังรูปที่ 4.27 นอกจากนี้ยังไดพิจารณาการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ ใน

กรณีที่ไมมีเซลลดวย สําหรับในกรณีที่ไมมีเซลลแสดงขอมูลไดดังตารางที่ 4.19  กรณีที่เพาะเลี้ยง

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติสามารถสรางกราฟไดดังรูปที่ 4.28 และในกรณีที่เพาะเลี้ยงในอาหารชัก

นํา Osteogenic differentiation สามารถสรางกราฟไดดังรูปที่ 4.29 

  จากการวิเคราะหขอมูลการสะสมแคลเซียมในสภาวะที่แตกตางกันพบวาโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหแมวาไมเซลลแตก็พบวาการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหดวย ซึ่ง

แสดงวาวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกสูตรที่ทดสอบมีคุณสมบัติในการสะสมแคลเซียม

ดวยตัวเอง ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของปริมาณแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในแตละ

สภาวะมีลักษณะที่แตกตางกัน เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติกรณีที่มีเซลล การสะสม

แคลเซียมของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 และ DE-2 มีปริมาณการสะสมแคลเซียมสูงที่สุด

ในปริมาณที่ใกลเคียงกัน สําหรับสูตร DE-3 มีอัตราการสะสมแคลเซียมในอัตราที่ชากวาแตเพิ่มข้ึน

อยางตอเนื่องจนในที่สุด ในวันที่ 21 ของการทดลองการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

สูตร DE-3 มีปริมาณที่ใกลเคียงกับใน DE-1 และ DE-2 ในที่สุด ในขณะที่การสะสมแคลเซียมของ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีการสะสมแคลเซียมต่ํากวาในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร ตลอดระยะเวลาการทดลอง 

  ในกรณี โครง เนื้ อ เยื่ อ สั ง เคราะหที่ มี เ ซลล ในอาหารชั กนํ า  Osteogenic 

differentiation ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังทุกสูตรมีลักษณะแนวโนมและ

ปริมาณการสะสมแคลเซียมในที่ชวงเวลาตางๆ ไมแตกตางกัน ในขณะที่ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

จากคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีอัตราการสะสมแคลเซียมที่ต่ํากวาแตมีการสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึนอยาง

ตอเนื่องจนกระทั่งวันที่ 21 ของการทดลอง มีปริมาณการสะสมแคลเซียมเทากันกับโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตรอื่นๆ 

  การสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล ทั้งในกรณีที่เพาะเลี้ยง

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation พบวา การสะสม

แคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดแตละสูตรมีปริมาณเทากันแตตางกันในวันที่ 21 

ของการทดลอง สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 ถึงแมวาจะมีอัตราการ

สะสมแคลเซียมในระยะเริ่มตนต่ํากวาในกรณีของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนัง 

แตมีปริมาณการสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องจนมีปริมาณสูงที่สุดเมื่อส้ินสุดการทดลอง 
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ตารางที่ 4.18 การสะสมแคลเซียมภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆในกรณทีี่มีเซลล 

 
ปริมาณการสะสมแคลเซียม (ไมโครโมล/1 ชิ้นโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห)  

เมื่อทดลองเปนเวลา 

 ชนิดโครง

เนื้อเยื่อ

สังเคราะห 0 วัน 

 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 

DE-1 0.4990 

±0.0606 

1.8833 

±0.1605 

1.7626 

±0.4460 

2.3117 

±0.0591 

DE-2 0.5401 

±0.0228 

1.9808 

±0.3348 

1.9871 

±0.1361 

2.2437 

±0.1611 

DE-3 0.4399 

±0.0295 

1.3512 

±0.1570 

1.8815 

±0.2634 

2.2696 

±0.0121 

  

 

ใน
อา
หา
รเพ

าะ
เล
ี้ยง
ปก
ต ิ

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.3255 

±0.0540 

0.7950 

±0.0056 

0.4176 

±0.0674 

1.1304 

±0.3528 

DE-1 0.4990 

±0.0606 

2.2714 

±0.0217 

2.1677 

±0.0077 

2.2062 

±0.0309 

DE-2 0.54014 

±0.0228 

2.2598 

±0.0201 

2.1704 

±0.0228 

2.1739 

±0.0149 

DE-3 0.4399 

±0.0295 

2.2285 

±0.0008 

2.1337 

±0.0345 

2.1865 

±0.0305 

  

  

  

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.3255 

±0.0540 

1.6982 

±0.2057 

2.0506 

±0.1781 

2.1874 

±0.0163 

 

 

 

 

 
 
 
 

ใน
อา
หา
รช
ักน
าํ O

ste
og

en
ic 

di
ff.
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ตารางที่ 4.19 การสะสมแคลเซียมภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆในกรณทีี่ไมมีเซลล 

 

ปริมาณการสะสมแคลเซียม (ไมโครโมล/1 ชิ้นโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห)  

เมื่อทดลองเปนเวลา 

 ชนิดโครง

เนื้อเยื่อ

สังเคราะห 0 วัน 

 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 

DE-1 0.4114 

±0.0335 

2.0434 

±0.0201 

1.3253 

±0.0015 

2.3689 

±0.3500 

DE-2 0.4713 

±0.0313 

1.9781 

±0.1589 

1.4353 

±0.0015 

2.5504 

±0.3238 

DE-3 0.2468 

±0.0142 

2.0345 

±0.0849 

1.3638 

±0.0015 

2.1158 

±0.0797 

  

 

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.2199 

±0.0123 

1.4881 

±0.0679 

2.1686 

±0.0135 

ใน
อา
หา
รเพ

าะ
เล
ี้ยง
ปก
ต ิ

2.4986 

±0.3636 

DE-1 0.4114 

±0.0335 

2.2428 

±0.0395 

2.2276 

±0.0041 

3.3490 

±0.0027 

DE-2 0.471279 

±0.0313 

2.184693 

±0.0322 

2.095267 

±0.0108 

2.3984 

±0.3743 

DE-3 0.2468 

±0.0142 

2.2169 

±0.0377 

2.1024 

±0.0054 

3.1925 

±0.0376 

  

  

  

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.2199 

±0.0123 

1.2216 

±0.0354 

2.2276 

±0.0201 

3.5332 

±0.1302 ใน
อา
หา
รช
ักน
าํ O

ste
og

en
ic 

di
ff.
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รูปที่ 4.26  ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหชนิดตางๆ ที่มีเซลล         

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ

 

 

 

 

 



115 

 

 

 

1.0 

 

0.5 

 

1.5 

 

2.5 

 

2.0 

 

3.0 

 

 

3.5 

4.0 

 

รูปที่ 4.27  ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหชนิดตางๆ ที่มีเซลล          

ในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 
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รูปที่ 4.28 ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหชนิดตางๆ ที่ไมมีเซลล      

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ
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รูปที่ 4.29  ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหชนิดตางๆ ที่ไมมีเซลล          

ในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 
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ข โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-2 

ก โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-1 
4.0 
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โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทีม่ีเซลล ในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทีม่ีเซลล ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล ในอาหารเพาะปกต ิ  
 

รูปที่ 4.30  ปริมาณการสะสมแคลเซียมภายในโครงเนือ้เยื่อสังเคราะห DE-1 (ก) และ DE-2 

(ข) ในสภาวะที่แตกตางกัน 
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ข โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหคอลลาเจนชนิดที่ 1 

ก โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-3 
4.0 
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โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทีม่ีเซลล ในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทีม่ีเซลล ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ  
 

รูปที่ 4.31  ปริมาณการสะสมแคลเซียมภายในโครงเนือ้เยื่อสังเคราะห DE-3 (ก) และ    

คอลลาเจนชนดิที่ 1(ข) ในสภาวะที่แตกตางกนั 
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  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกสูตรเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation จะมีการสะสมแคลเซียมในปริมาณที่สูงกวาเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ

ทั้งในกรณีที่มีเซลลและไมมีเซลล เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation ทั้ง

ในกรณีที่มีเซลลและไมมีเซลลมีปริมาณการสะสมแคลเซียมตั้งแตเริมตนการทดลองจนถึงวันที่ 14 

มีปริมาณไมตางกัน แตเมื่อส้ินสุดการทดลองในวันที่ 21 โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลลจะมีการ

สะสมแคลเซียมสูงที่สุด 

  ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อแตละสูตรในทุกสภาวะจะมีการสะสม

ในปริมาณสูงที่สุดในวันสุดทายของการทดลองและสภาวะที่ทําใหเกิดการสะสมแคลเซียมสูงสุดใน

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกสูตรก็คือ โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลลเพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา 

Osteogenic differentiation สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร 

ปริมาณการสะสมแคลเซียมสูงสุดในวันสุดทายของการทดลอง ในชุดที่มีเซลลในอาหารชักนํา 

Osteogenic differentiation รวมทั้งชุดที่ไมมีเซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและใน

อาหารชักนํา Osteogenic differentiation มีปริมาณไมแตกตางกัน แตสําหรับกรณีของโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 ชุดที่ไมมีเซลลเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติมีการ

สะสมแคลเซียมต่ํากวาในสภาวะอื่นๆ ตลอดระยะเวลาการทดลอง 
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บทที่  5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

กระบวนการเตรียมสารสกัดจากผิวหนังในงานวิจัยทําใหไดสารสกัดจากผิวหนัง 3 

สูตร กําหนดชื่อเปน DE-1, DE-2 และ DE-3  สารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรมีความหนาแนนของ

เนื้อสารในสารสกัดตางกัน สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีความหนาของเนื้อ

สารเปน 9.1991±0.4181, 8.9203±0.2414 และ 30.8030±0.2414 มก.น้ําหนักแหง/มล.ตามลาํดบั

เมื่อวิเคราะหองคประกอบของ Extracellular matrix ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร พบวาสาร

สกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีปริมาณคอลลาเจนเปน 92.2264, 79.0668 และ 

1 6 1 . 6 8 2 3  ไ ม โ ค ร ก รั ม /ม ก . น้ํ า ห นั ก แ ห ง  ต า ม ลํ า ดั บ  สํ า ห รั บ ป ริ ม าณ  Sulfated 

Glycosaminoglycans (Sulfated GAGs ที่พบในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 

มีปริมาณเปน 3.0986±0.5124, 1.3556±0.3873 และ 6.9073±0.8733 ตามลําดับ จากปริมาณ

ของคอลลาเจนและ Sulfated GAGs ที่ได เมื่อเทียบสัดสวนของปริมาณ Sulfated GAGs ตอ

ปริมาณคอลลาเจน พบวาสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีสัดสวนของปริมาณ 

Sulfated GAGs ตอปริมาณคอลลาเจน เปนรอยละ 3.36, 1.71และ 4.27 ตามลําดับ 

สารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร ถูกนํามาเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเพื่อ

วิเคราะหคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร โดยเทียบ

คุณสมบัติกับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 จากบริษัท  Sigma-Aldrich 

corporation ซึ่งเปนวัตถุดิบที่นิยมใชในเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่ออยาง

แพรหลาย เมื่อวิเคราะหขนาดของรูพรุนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห พบวา โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

ทุกชนิดที่เตรียมไดมีรูพรุนแบบตอเนื่อง (Interconnected pore) โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก

คอลลาเจนชนิดที่ 1 มีรูพรุนขนาดเสนผานศูนยกลางใหญที่สุด คือ 188.84±35.41 ไมโครเมตร 

ในขณะที่โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีรู

พรุนขนาดเสนผานศูนยกลาง 145.68±46.86, 142.54±45.39 และ 97.81 ±21.99 ไมโครเมตร 

ตามลําดับ วิเคราะหความตานทานแรงกดในรูปของ Compressive modulus พบวา โครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหสูตร DE-1, DE-2, DE-3 และ คอลลาเจนชนิดที่ 1 มีคา Compressive modulus เปน 

145.68±46.86, 142.54±45.39, 97.81±21.99 และ 188.84±35.41 กิโลปาสคาล ตามลําดับ จา

การวิเคราะหการยอยสลายของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหดวยเอนไซม Collagenase type I พบวา

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1, DE-2, DE-3 และ คอลลาเจนชนิดที่ 1 ใชระยะเวลาในการยอย
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สลายจนมีน้ําหนักเหลือรอยละ 50 จากน้ําหนักเริ่มตน เปน 3.30, 3.30, 6.30 และ 2.57 ชั่วโมง

ตามลําดับ เมื่อพิจารณาจากความตานทานแรงกดและอัตราการยอยสลายโดยเอนไซมสรุปไดวา

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3 มีความแข็งแรงที่สุด รองลงมาคือสูตร 

DE-1 และ DE-2 มีความแข็งแรงใกลเคียงกัน และโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 

มีความแข็งแรงนอยที่สุด 

เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกสําหรับใชวิเคราะหการตอบสนองของเซลลตน

กําเนิดในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห มีจํานวนเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD29, CD44, CD71, CD90 

และ CD105 เปนจํานวนรอยละ 96.33, 98.06, 68.40, 97.49 และ 97.71 ของจํานวนเซลลทั้งหมด

ตามลําดับ มีระยะเวลาในการเพิ่มจํานวนเปน 2 เทา เปน 1.35 วัน และมีความสามารถในการเกิด 

Osteogenic differentiation และ Adipogenic differentiation ได ในการทดลองการเกิด 

Osteogenic differentiation เปรียบเทียบระหวางเซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและในอาหารชัก

นํา Osteogenic differentiation พบวา เซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติเซลลยังคงเพิ่ม

จํานวนอยางตอเนื่อง ไมมีการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase และไมพบการสะสม

แคลเซียม ในขณะที่เซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation จํานวนเซลล

เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในสัปดาหแรกแลวจึงลดจํานวนลงอยางตอเนื่อง มีการแสดงออกของเอนไซม 

Alkaline phosphatase เพิ่มข้ึนสูงในสัปดาหแรก ลดลงในสัปดาหที่ 2 และเพิ่มข้ึนอีกครั้งใน

สัปดาหที่ 3  สําหรับการสะสมแคลเซียมพบวาปริมาณการสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วใน

สัปดาหที่ 2 และเพิ่มข้ึนอยางชาๆ ในสัปดาหตอมา 

การวิ เคราะหการตอบสนองของเซลลตนกําเนิดพิจารณาจากอัตราการ

เจริญเติบโตและอัตราการเกิด Osteogenic differentiation เมื่อนําเซลลเขาสูโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหแลววัดจํานวนเซลลที่ยึดเกาะไดภายใน 1 วัน พบวาเซลลตนกําเนิดสามารถยึดเกาะ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเรียงจากมากไปนอยไดดังนี้คือ คอลลาเจนชนิดที่ 1, DE-1, DE-2 และ DE-

3 มีจํานวนเซลลคิดเปนรอยละของจํานวนเซลลเร่ิมตนที่นําเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเปน 

89.79±6.57, 73.15±6.72, 73.15±4.55 และ 72.01±7.31 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบอัตราการ

เจริญเติบโตของเซลลภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห พบวาเซลลมีการเจริญเติบโตไดดีจากมากไป

นอยดังนี้ คือ DE-2, คอลลาเจนชนิดที่ 1, DE-1 และ DE-3 ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหการเกิด 

Osteogenic differentiation ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกชนิดที่

ทดสอบสามารถกระตุนการเกิด Osteogenic differentiation ได โดยไมตองอาศัยสารเหนี่ยวนํา 

พิจารณาจากกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase แตอยางไรก็ตามกิจกรรมของเอนไซม 

Alkaline phosphatase ในกรณีที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation มี

ปริมาณที่สูงกวาในกรณีที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติในทุกชนิดของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
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สําหรับการสะสมแคลเซียมพบวาวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห สารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 

สูตรและคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีคุณสมบัติในการสะสมแคลเซียมไดเองจึงมีปริมาณแคลเซียม

เพิ่มข้ึนในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกสูตรที่ไมมีเซลล ลักษณะแนวโนมของปริมาณการสะสม

แคลเซียมในแตละสภาวะแตกตางกัน เมื่อพิจารณาจากปริมาณการสะสมแคลเซียมที่สูงที่สุดใน

วันที่ 21 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลอง ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกชนิดที่ทดสอบ โครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่ไมมีเซลลในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation มีปริมาณการสะสมแคลเซียม

สูงที่สุด ในกรณีของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มีเซลลเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ มีเซลลใน

อาหารชักนํา Osteogenic differentiation และ ไมมีเซลลในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ โครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีปริมาณการสะสมแคลเซียม

สูงสุดในวันสุดทายของการทดลองใกลเคียงกัน โดยที่โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 

1 ในกรณีที่มีเซลลในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation และในกรณีที่ไมมีเซลลในอาหาร

เพาะเลี้ยงปกติมีปริมาณการสะสมแคลเซียมสูงสุดในวันสุดทายของการทดลองใกลเคียงกันดวย

เชนกัน สําหรับโครงเนื้อเยื่อจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่ไมมีเซลลในอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation มีปริมาณการสะสมแคลเซียมสูงที่สุดในการทดลองนี้ ในขณะเดียวกัน โครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่มีเซลลในอาหารเพาะเลี้ยงปกติมีการสะสมแคลเซียมต่ําที่สุด

ในการทดลองนี้ดวยเชนกัน 

จากผลการวิเคราะหคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจาก

ผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 ในดานขนาดของรูพรุน ความตานทานแรงกด และ ระยะเวลา

การยอยสลายโดยเอนไซม พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 และ DE-2 ใหผลใกลเคียงกัน

มากซึ่งเปนผลมาจากความหนาแนนของเนื้อสารใกลเคียงกัน ในขณะที่เมื่อวิเคราะหการตอบสนอง

ของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหพบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 และ DE-3 ใหผล

ใกลเคียงกัน ทั้งนี้เปนเพราะโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทั้ง 2 สูตรนี้มีสัดสวนของปริมาณ Sulfated 

GAGs ตอปริมาณคอลลาเจนที่ใกลเคียงกัน 
 

5.2 ขอเสนอแนะ 
 1. ควรวิเคราะหองคประกอบของ ECM ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรเพิ่มเติม 

2. เพื่อการเปรียบเทียบคุณสมบัติทางชีวภาพของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจาก

ผิวหนังแตละสูตรที่ดีข้ึน ควรเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหใหมีลักษณะทางกายภาพ

ใกลเคียงกัน เชน ความหนาแนนของเนื้อสารและขนาดของรูพรุน เปนตน 
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3. การยืดระยะเวลาการทดสอบ Osteogenic differentiation ใหนานยิ่งขึ้นอาจทําใหได

ขอมูลที่นาสนใจบางอยางซึ่งจะใหสามารถสรุปผลของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหตอการ

เกิด Osteogenic differentiation ไดดียิ่งขึ้น 

5.3 งานวิจัยตอไปในอนาคต 
1. ศึกษาการเหนี่ยวนําเซลลตนกําเนิดในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรใหเกิด 

Differentiation ไปเปนเซลลในเนื้อเยื่อตางๆ เพื่อคนหาศักยภาพของสารสกัดจาก

ผิวหนังแตละสูตรในการพัฒนาเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เหมาะสมตอวิศวกรรม

เนื้อเยื่อของเนื้อเยื่อแตละชนิด 

2. ปรับปรุงคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังโดยการเพิ่มเติม

สารบางชนิดลงไปเพื่อเพิ่มคุณสมบัติที่ตองการใหโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัด

จากผิวหนังมีประสิทธิภาพสูงขึ้นในลักษณะที่ตองการ 

3. ศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติในการกระตุนการเกิด Osteogenic differentiation ของ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังแตละชนิดในสัตวทดลอง เพื่อยืนยันผล

การทดลองในหองปฏิบัติการที่ได 
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