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บทคดัย่อ 
  

ในงานวจิยันี้ไดก้ราฟตพ์อลแิอครลิกิเเอซดิ (PAA) บรชั บนผวิกระจกโดยอาศยัปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซ
ชนัรเิริม่จากพืน้ผวิผ่านกลไกแบบ Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer (RAFT) ผลการ
วเิคราะห ์ PAA ทีเ่กดิขึน้ในสารละลายดว้ยเทคนิคโปรตอน-นิวเคลยีรแ์มกเนตกิเรโซแนนซแ์สดงใหเ้หน็ว่า
สามารถควบคุมการเกดิปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชนัไดด้ ีจากนัน้ตรงึโปรตนีออสตโิอพอนตนิ (OPN) ลงบนพืน้ผวิ
ทีก่ราฟตด์ว้ย PAA บรชั โดยใช ้ EDC/NHS เป็นตวัรเีอเจนตค์ู่ควบ ยนืยนัการดดัแปรพืน้ผวิกระจกแต่ละ
ขัน้ตอนโดยการวดัมมุสมัผสัของน ้าและเทคนิคฟูเรยีทรานสฟ์อรม์อนิฟราเรดสเปกโทรสโกปี (FT-IR) การ
วเิคราะหด์ว้ยเทคนิคเอก็ซเ์รยโ์ฟโตอเิลก็ตรอนสเปกโทรสโกปี (XPS) แสดงใหเ้หน็ว่าปรมิาณการตรงึ OPN บน
พืน้ผวิทีก่ราฟตด์ว้ย PAA ขึน้กบัความเขม้ขน้ของ OPN ในสารละลาย จากการทดลองพบว่าตวักลางชนิด OM 
เหมาะแก่การเพาะเลีย้งเซลลก์ระดกูชนิด MC-3T3-E1 เนื่องจากช่วยส่งเสรมิใหเ้กดิการยดึตดิและการเจรญิของ
เซลล ์ การวเิคราะหด์ว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรส (PCR) ชีใ้หเ้หน็ว่าการแสดงออกของยนีชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ 
คอลลาเจน I (Coll I), อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (ALP), octamer-binding transcription factor 4 (Oct 4), NANOG 
และ Reduced expression 1 (REX1) ขึน้กบัปรมิาณของ OPN ทีต่รงึบนพืน้ผวิ น ามาซึง่สมมตุฐิานทีว่่า
โครงสรา้งของ OPN ทีต่รงึบนพืน้ผวิอาจจะเปลีย่นแปลงตามความเขม้ขน้ของ OPN ในสารละลายทีใ่ชใ้นการ
ตรงึ โดยสรปุแลว้งานวจิยันี้ไดแ้สดงถงึศกัยภาพในการน า OPN ไปประยกุตใ์ชท้างดา้นวศิวกรรมเนื้อเยือ่
กระดกู 
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Abstract 
 

 In this research, glass substrates were grafted with poly(acrylic acid) (PAA) brushes via surface-initiated 
reversible addition-fragmentation chain transfer (RAFT) polymerization. 1H NMR analysis of PAA formed in solution 
indicated that the polymerization was well-controlled. Osteopontin (OPN) was then immobilized on the surface-
grafted PAA brushes using EDC/NHS as coupling agents. Stepwise surface modification was verified by water 
contact angle measurements and FT-IR. Analysis by x-ray photoelectron spectroscopy (XPS) suggested that the 
amount of immobilized OPN on the surface-grafted PAA brushes was concentration-dependent. Osteogenic Medium 
(OM) was found to be an appropriate media for culturing MC-3T3-E1 cells in that it can promote cell adhesion and 
differentiation. Polymerase chain reaction (PCR) analysis indicated that expression of the following genes, namely 
collagen I (Coll I), alkaline phosphatase (ALP), octamer-binding transcription factor 4 (Oct 4), NANOG and Reduced 
expression 1 (REX1) was dose-dependent implying that the structure of immobilized OPN may be varied as a 
function of its concentration in solution used for immobilization. Overall, this research has demonstrated that OPN 
can potentially be used for bone tissue engineering applications. 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

 

1.1 มลูเหตุจงูใจ 

ทนัตกรรมรากเทยีมเป็นหน่ึงในวธิรีกัษาบูรณะฟนั หลงัการสูญเสยีฟนัตามธรรมชาต ิซึ่งมวีธิกีารคอืการฝงัวสัดุทีม่ ี

รูปร่างคลา้ยรากฟนัลงบนกระดกูขากรรไกร เพื่อใชเ้ป็นหลกัส าหรบัการยดึเกาะของฟนัเทยีมในช่องปากทัง้ชนิดถอดได ้เพื่อให้

ฟนัเทยีมมคีวามมัน่คงทีด่หีรอืใชเ้ป็นหลกัส าหรบัการใส่ครอบฟนั ซึง่ท าใหก้ารใส่ฟนันัน้มสีภาวะทีค่ลา้ยธรรมชาต ิวสัดุทีนิ่ยม

น ามาท าเป็นรากเทยีม คอืไททาเนียมซึ่งมสีมบตัิที่เขา้กนัได้กบัร่างกาย มคีวามแขง็แรง ไม่กระตุ้นกระบวนการอกัเสบของ

เน้ือเยื่อ และไม่เกดิผลขา้งเคยีงใดๆ แต่อย่างไรกต็ามผวิวสัดุไททาเนียมนัน้ยงัมขีอ้จ ากดัเนื่องจากการเจรญิของเซลลก์ระดกูเขา้

สู่ผวิรากเทยีมเจรญิไดไ้ม่ดนีัก ส่งผลใหว้สัดุรากเทยีมมขีนาดไม่พอดกีบัช่องว่างทีฝ่งัและมอีายุการใชง้านสัน้ [1] ซึง่การฝงัวสัดุ

ไม่ไดข้ึน้กบัการเจรญิของเซลลก์ระดูกเขา้สู่ผวิรากเทยีมเท่านัน้ แต่ขึน้กบัการเกดิหลอดเลอืดใหม่ในกระดกูทีฝ่งัวสัดุอกีดว้ย [2] 

ตวัอย่างงานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้งกบัการดดัแปรพืน้ผวิของไทเทเนียมเพื่อใชพ้ฒันาประสทิธภิาพของวสัดุรากเทยีม ไดแ้ก่ 

ในปี ค.ศ. 2009, Raynorและคณะ [3] ไดท้ ากราฟต์ poly(2-gluconamidoethyl methacrylate) ลงบนไททาเนียมโดย

ผ่านปฏิกิรยิาพอลิเมอไรเซชนัริเริม่จากพื้นผวิด้วยกลไกแบบอะตอมทรานส์เฟอแรดิคลัพอลิเมอไรเซชนั ( surface-initiated 

atom-transfer radical polymerization; SI-ATRP) ก่อนตรงึเพปไทดท์ีม่ลี าดบักรดแอมโินเป็น GFOGER ซึง่เป็นเพปไทดท์ีช่ว่ย

ให้เซลล์กระจายได้ดีขึ้น (Well-spread cells) จากการทดลองพบว่าพื้นผิวไททาเนียมที่ถูกดัดแปรด้วยการตรึงโปรตีน 

GFOGER ช่วยใหเ้ซลล ์MC-3T3-E1 เกดิการกระจายตวัและยดึเกาะไดด้กีว่าพืน้ผวิไททาเนียมทีไ่ม่ดดัแปร 

ในปี ค.ศ. 2011, Ren และคณะ [4] ไดด้ดัแปรพืน้ผวิของไททาเนียมเพื่อกระตุน้การเจรญิของเซลลก์ระดกูเขา้สูผ่วิวสัดุ

รากเทยีม โดยการกราฟต์โคพอลเิมอร์แบบสุ่มของ poly(oligo(ethylene glycol)methacrylate-r-hydroxyethyl methacrylate) 

(poly(OEGMA-r-HEMA)) ลงบนพื้นผิว โดยผ่านปฏิกิริยา SI-ATRP จากนัน้จึงท าปฏิกิริยาคาร์บอกซิเลชันกับ succinic 

anhydride เพื่อเปลี่ยนหมู่ขา้งที่เป็นไฮดรอกซลิของโคพอลเิมอร์เป็นคาร์บอกซิล ก่อนน าไปตรงึด้วย  Fibronectin (FN) และ 

recombinant human bone morphogenetic protein-2 (rhBMP-2) ซึง่โปรตนีทัง้สองจะช่วยเพิม่การยดึเกาะของเซลล ์MC-3T3 

บนพื้นผิวได้ดียิ่งขึ้น นอกจากนัน้ยังเพิ่ม alkaline phosphatase (ALP) ซึ่งเป็นยีนที่ช่วยกระตุ้นให้เซลล์ MC-3T3 เกิด

กระบวนการ differentiation ไปเป็นเซลลก์ระดกูได ้(รปูที ่1.1) 
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รูปที ่1.1 การดดัแปรพืน้ผวิไททาเนียมดว้ยการกราฟต์ poly(OEGMA-r-HEMA) และตรงึ Fibronectin (FN) และ recombinant 

human bone morphogenetic protein-2 (rhBMP-2) [4] 

ในปี ค.ศ. 2014, Muir และคณะ [5] ได้ดดัแปรพื้นผวิของไททาเนียม โดยจะท า grit-blasting ด้วย Al2O3/SiO2เพื่อ

เพิม่พืน้ทีผ่วิของไททาเนียม ก่อนท าปฏกิริยิากบั 3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate (TMSPM) เพื่อสรา้งพนัธะ Si-O-Si 

บนพื้นผิวของSiO2และท าให้พื้นผิวมีหมู่ เมทาคริเลต ตามด้วยการกราฟต์ไฮโดรเจลที่ เตรียมโดยกระบวนการ 

photopolymerization จ า ก  poly(ethylene glycol)-dimethacrylate (PEG-DMA) ห รื อ  poly(2-hydroxyethylmethacrylate) 

(PHEMA) เป็นsingle network หรือ poly(ethylene glycol)diacrylate ร่วมกับ poly(acrylic acid) เป็นsemi-interpenetrating 

polymer networks (semi-IPNs)ชนิด PEG/PAA โดยไฮโดรเจลจะท าหน้าทีเ่ป็นกาวเชื่อมระหว่างไททาเนียม 2 แผ่น ซึง่พบว่า

ไฮโดรเจลทีเ่ตรยีมไดท้ัง้หมดมเีสถยีรภาพสงูเมื่ออยู่ในน ้า และไฮโดรเจลทีเ่ตรยีมจาก PEG-DMA สามารถยดึอยู่บนพืน้ผวิได้

แขง็แรงทีส่ดุ คณะผูว้จิยัคาดว่ากระบวนการเตรยีมไฮโดรเจลทีพ่ฒันาขึน้ในงานวจิยันี้สามารถประยุกตก์บัการเตรยีมไฮโดรเจล

ชนิดอื่นทีส่ามารถประยุกตใ์ชใ้นการรกัษาแผล การควบคุมการปลดปล่อยยา หรอืโครงพยุงเน้ือเยื่อต่อไปได ้(รปูที ่1.2) 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 1.2 ขัน้ตอนการดดัแปรพืน้ผวิของไททาเนียมดว้ยการกราฟตไ์ฮโดรเจลบนพืน้ผวิ [5] 

 

 ในปี ค.ศ. 2014, Kim และคณะ [6] ได้ดดัแปรพืน้ผวิของไททาเนียมโดยการกราฟต์เฮพารนิ (heparin) ซึ่งเป็นพอลิ

แซคคาไรดท์ีม่หีน่วยซ ้าเป็นไกลโคซามโินไกลแคนทีม่หีมู่ซลัเฟตอยู่จ านวนมาก เป็นสารชวีโมเลกุลทีม่คีวามสามารถในการจบั 

growth factor หลายชนิด เช่น vascular endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast growth factor (bFGF) ผ่านการ

เกดิพนัธะเอไมดด์ว้ยการใช ้1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDC), N-hydroxysuccinimide (NHS) กระตุน้

หมู่คาร์บอกซิลของเฮพาริน จากนั ้นจึงท าการตรึง bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) ซึ่งเป็นโปรตีนที่กระตุ้น

กระบวนการ differentiation ของเซลล ์mesenchymal stem cells (MSCs) ไปเป็นเซลล ์osteoblast ลงบนพืน้ผวิไททาเนียมที่

ติดด้วยเฮพารินโดยแรงระหว่างประจุลบของเฮพารินและประจุบวกของ BMP-2 จากการศึกษาพบว่า BMP-2 สามารถ

ปลดปล่อยออกมาจากพื้นผวิแบบควบคุมโดยไม่เกดิ burst release เมื่อน าไปเพาะเลี้ยงเซลล์ MG-63 พบว่าส่งเสรมิการเกดิ 

proliferation การเพิม่ขึน้ของระดบัของ ALP activity และ calcium deposition รวมทัง้การเพิม่ขึน้ของระดบัของยนี osteocalcin 

(OCN) and osteopontin (OPN) แสดงใหเ้หน็การสง่เสรมิการเกดิ osteogenic differentiation ของเซลล ์osteoblast 
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โอพเีอน็ หรอื Osteopontin (OPN) เป็นโปรตนีทีม่สีมบตัชิ่วยการยดึเกาะของเซลลก์บัสิง่แวดลอ้มภายนอกไดด้ขีึน้และ

มบีทบาทช่วยซ่อมแซมร่างกายบรเิวณที่ตดิเชือ้และที่ได้รบับาดเจบ็กระตุ้นการเจรญิของเซลล์กระดูก (osteoblast) และช่วย

สร้างหลอดเลือดใหม่ได้ทัง้นี้OPN เป็นโปรตีนที่มีล าดับกรดแอมิโน 3 ชนิดเรียงต่อกันอยู่ในโครงสร้าง ได้แก่ อาร์จินีน 

(arginine), ไกลซนี (glycine) และกรดแอสพาติก (aspartic acid) (RGD) ซึ่งล าดบักรดแอมโินดงักล่าวมคีวามจ าเพาะเจาะจง

กบั αvβ3,αvβ5,αvβ1 ทีอ่ยู่บนผวิเซลลเ์รยีกว่า อนิเทกรนิ (integrin) [7] ดว้ยเหตุนี้ท าให้OPN ช่วยส่งเสรมิใหเ้กดิการยดึเกาะ

ของเซลลไ์ดด้กีารตรงึOPN บนพืน้ผวิวสัดุรากเทยีมจงึเป็นแนวทางหนึ่งทีน่่าสนใจในการน ามาใชเ้พิม่ประสทิธภิาพการใชง้าน

ของวสัดุรากเทยีมในการสง่เสรมิใหเ้กดิการยดึเกาะและการเจรญิของเซลลก์ระดูก ตวัอย่างงานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้งกบัการตรงึOPN 

บนพืน้ผวิวสัดุต่างๆ ไดแ้ก่ 

ในปี ค.ศ. 2003, Martin และคณะ [7] เตรียมแผ่นฟิล์มของ poly(2-hydroxyethyl methacrylate) (polyHEMA) ซึ่งมี

หมู่ไฮดรอกซลิเป็นหมู่ขา้งของทุกๆหน่วยซ ้าตลอดสายโซ่ของพอลเิมอรเ์พื่อตรงึOPN โดยใช ้1,1’-carbonyldiimidazole (CDI) 

เป็นตวักระตุน้หมู่ไฮดรอกซลิใหต้รงึOPN ไดด้ว้ยพนัธะเอไมด ์ซึง่ใชเ้ป็นแบบจ าลองเบือ้งตน้เพื่อทดสอบการเจรญิของเซลลเ์ยื่อ

บุผนงัหลอดเลอืดของววั (รปูที ่1.3) จากนัน้น าไปทดสอบการเจรญิของเซลล ์พบว่าOPN สามารถกระตุน้การเจรญิของเซลลไ์ด้

และวสัดุแบบจ าลองดงักล่าวสามารถใชศ้กึษาการเจรญิของเซลลไ์ดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 1.3 การตรงึOPN บนแผ่นฟิลม์ของ polyHEMA ดว้ยพนัธะเอไมด ์[7] 

ในปี ค.ศ. 2004, Liu และคณะ [8] ไดศ้กึษาการเรยีงตวัของ OPN ซึง่ถูกดูดซบัทางกายภาพบนผวิทีเ่ป็นโมเลกุลชัน้

เดยีว (monolayer) ของหมู่ฟงัก์ชนัต่างๆ ได้แก่หมู่แอมโิน (-NH2), คาร์บอกซลิ (-COOH), เมทลิ (-CH3) และไฮดรอกซลิ (-

OH) ซึง่ไดจ้ากการกราฟต์ 1-undecanethiol ([HS(CH2)10CH3]), 10-mercaptoundecanoic acid ([HS(CH2)10COOH]), 11-

amino-1-undecanethiol ([HS(CH2)11NH2]), 11-mercapto-1-undecanol ([HS(CH2)10OH]) ตามล าดบั บนผวิของทองด้วย

การเกดิ self-assembled monolayers (SAMs) จากนัน้จงึน าวสัดุทีดู่ดซบั OPN ไปศกึษาการเจรญิของเซลล์เยื่อบุผนังหลอด

เลอืดของววั (Bovine-aortic endothelial cell) พบว่าเซลลส์ามารถเจรญิไดบ้น OPN ทีถู่กดูดซบับนพืน้ผวิของหมู่แอมโิน, คาร์

บอกซลิ เน่ืองจากการเรยีงตวัของ OPN บนพืน้ผวิดงักล่าว ไดห้นัหมู่ RGD ออกมาภายนอก ในขณะทีเ่ซลลไ์ม่สามารถเจรญิได้

เลยบนพืน้ผวิทีเ่ป็นหมู่ไฮดรอกซลิและเซลลส์ามารถเจรญิไดแ้ต่ OPN เสยีสภาพไปบนพืน้ผวิทีเ่ป็นหมู่เมทลิ 
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ในงานวิจยัที่ผ่านมาได้มีการน าพอลิเมอร์ที่ชอบน ้ามาตรึงสารชีวโมเลกุลหรือโปรตีนต่างๆ เนื่องจากพอลิเมอร์มี

ปรมิาณหมู่ฟงัก์ชนัเป็นจ านวนมากต่อพื้นที ่ทัง้ยงัมคีวามสามารถในการบวมตวั (swellability) และความยดืหยุ่นของโซ่พอลิ

เมอร์ (chain flexibility) [9] ท าให้สารชวีโมเลกุลหรอืโปรตีนสามารถเขา้ถึง (accessibility) โมเลกุลพอลเิมอร์ได้ง่าย ส่งผลให้

การตรงึสารชวีโมเลกุลหรอืโปรตนีท าไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ  

ปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชนัรเิริม่จากพืน้ผวิ (surface-initiated polymerization) [10] เป็นวธิกีารเตรยีมพอลเิมอรบ์นผวิ

วสัดุ โดยมีปลายขา้งหนึ่งของพอลิเมอร์ยดึติดกบัพื้นผวิด้วยพนัธะโควาเลนต์ได้เป็นพอลิเมอร์บรชั ( polymer brushes) ซึ่ง

วธิกีารนี้ใหเ้สถยีรภาพในการตดิพอลเิมอรด์กีว่าการดูดซบัทางกายภาพ ความหนาแน่นของการกราฟต์ (grafting density) สงู 

และสามารถควบคุมความยาวของสายโซ่ไดด้ ี[11] การทีพ่อลเิมอรม์หีน่วยซ ้าเป็นจ านวนมากอยู่ในสายโซ่ ท าใหม้ปีรมิาณหมู่

ฟงัก์ชนัที่จะใช้ในการท าปฏิกิริยาต่อพื้นที่สูงตามไปด้วย ตัวอย่างงานวิจยัที่เกี่ยวข้องกบัการใช้พอลิเมอร์บรชัในการเพิ่ม

ประสทิธภิาพในการยดึตดิโปรตนี ไดแ้ก่ 

ในปี ค.ศ. 2008, Narvarroและคณะ [12] ได้สงัเคราะห ์poly(methacrylic acid) (PMAA) brushes โดยปฏกิริยิาพอลิ

เมอไรเซชนัรเิริม่จากพื้นผวิแบบ photopolymerization และท าการกราฟต์บนพื้นผวิของทอง จากนัน้ได้ท าการตรงึเพปไทด์ 

RGD แล้วน าไปศึกษาการยดึติดและรูปร่างที่เปลี่ยนแปลงไปของเซลล์ MG63 ซึ่งเป็นเซลล์กระดูกของมนุษย์ พบว่าเซลล์

สามารถยดึเกาะกบัพืน้ผวิทีต่รงึดว้ยเพปไทด์ RGD ซึง่อยู่บรเิวณปลายสายของ PMAA ไดด้ ีแต่เมื่อท าการต่อสาย PMAA เพิม่

เขา้ไปโดยทีเ่พปไทด ์RGD อยู่บรเิวณตอนกลางของสาย PMAA ดงัรปูที ่1.4 พบว่าเซลลม์กีารยดึเกาะบนพืน้ผวิไดไ้ม่ดนีักและ

เซลลเ์ปลีย่นรปูร่างเป็นทรงกลมผลการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ความส าคญัของ RGD ในการสง่เสรมิใหเ้กดิการยดึเกาะของเซลล ์

 

 

 

 

 

รปูท่ี 1.4 การยดึเกาะและการเปลีย่นแปลงรปูร่างของเซลล ์MG63 บน A) พืน้ผวิของ PMAA brushes, B) พืน้ผวิของหมู่ RGD 

ทีถู่กตรงึบน PMAA brushes, C) พืน้ผวิของ PMAA ทีต่่อเพิม่จากการตรงึเพปไทดR์GD [12] 
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ในปี ค.ศ. 2012, Audouin และคณะ [13] ไดท้ าการกราฟต์พอลแิอครลิกิแอซดิบรัช (poly(acrylic acid) brushes) ลง

บนพื้ นผิว ของ  Macroporous Polymers Synthesized within High Internal Phase Emulsions (PolyHIPE) โ ดย เริ่มด้วย

ปฏิกิ ริย า  activator regeneration by electron transfer-atom transfer radical polymerization) (ARGET-ATRP) ของ  tert-

butyl acrylate เพื่อเตรยีมเป็น poly(t-butyl acrylate) จากนัน้จงึท าปฏกิริยิา deprotectionหมู ่t-butyl เพื่อเปลีย่นเป็นพอลแิอคริ

ลิกแอซิดบรัช และน าวัสดุดังกล่าวไปตรึง green fluorescent protein (eGFP) และ coral-derived red fluorescent protein 

(DsRed) โดยใชต้วักระตุ้นหมู่คารบ์อกซลิของพอลแิอครลิกิแอซดิเป็น EDC/sulfo-NHS (รูปที ่1.5) ซึง่วสัดุดงักล่าวมปีระโยชน์

อย่างมากในการน าไปใชง้านทางดา้นการแยกผลติภณัฑท์างชวีภาพ (bioseparation) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 1.5 ขัน้ตอนการตรงึโปรตนี green fluorescent protein (eGFP) และ coral derived red fluorescent protein (DsRed) ลง

บนพืน้ผวิ MacroporousPolyHIPE ทีก่ราฟตด์ว้ยพอลแิอครลิกิแอซดิ [13] 

ในปี ค.ศ. 2013,Qu และคณะ [14] ได้กราฟต์พอลแิอครลิกิแอซดิบรชัลงบนอนุภาคซลิกิาผ่านปฏกิริยิา Reversible 

addition-fragmentation chain transfer (RAFT) polymerization (รูปที่ 1.6) โดยพบว่าปฏิกิริยาการสังเคราะห์พอลิเมอร์

ดงักล่าวสามารถควบคุมน ้าหนักโมเลกุลและความหนาของพอลเิมอรบ์รชัได้ดจีากนัน้จงึท าการตรงึโปรตนี streptavidin (SA) 

ดว้ยพนัธะเอไมด ์โดยอาศยัการกระตุ้นหมู่คารบ์อกซลิดว้ย EDC/NHS ซึง่โปรตนีชนิดนี้มคีวามจ าเพาะต่อไบโอตนิ (รูปที ่1.6) 

ได้ความหนาของพอลแิอครลิกิแอซดิบรชับนอนุภาคเป็น 14.6-68.8 นาโนเมตรมปีรมิาณคาร์บอกซลิบนพืน้ผวิมากถึง 0.82-

2.37 มิลลิโมลต่อกรมัและมปีริมาณการตรึงโปรตีน SA ได้สูงสุดถึง 2,600 ไมโครกรมัต่ออนุภาค 1 มิลลิกรมั ซึ่งพบว่าการ

กราฟต์พอลแิอครลิกิแอซดิบรชับนอนุภาคซลิกิาสามารถตรงึโปรตนีไดม้ากกว่าการกราฟต์สายโซ่ยาวทีม่หีมู่คารบ์อกซลิอยู่ที่

ต าแหน่งเฉพาะปลายสายซึง่เป็นการกราฟตแ์บบมอนอเลเยอรถ์งึ 60 เท่า (รปูที ่1.6) 
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รปูท่ี 1.6 ขัน้ตอนการกราฟตพ์อลแิอครลิกิแอซดิบรชัลงบนอนุภาคนาโนซลิกิา ซึง่เป็นปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชัน่รเิริม่จากพืน้ผวิ

โดยปฏกิริยิา RAFT polymerization [14] 

 

 

 

 

รปูท่ี 1.7 การตรงึโปรตีน streptavidin (SA) บนพื้นผวิของพอลแิอครลิกิแอซดิบรชัที่กราฟต์ลงบนอนุภาคนาโนซลิกิา พบว่า

สามารถตรงึโปรตนีไดม้ากกว่าแบบมอนอเลเยอรถ์งึ 60 เท่า [14] 

 

ในปี ค.ศ. 2013, Wang และคณะ [15] ไดเ้ตรยีมแพทเทริน์ของโปรตนี (protein patterning) โดยท าการเตรยีมพืน้ผวิ

ส าหรบัการท าแพทเทริน์โปรตนีโดยวธิ ีmicrocontact printing (µCP) แลว้ท าการกราฟต์พอลแิอครลิกิแอซดิลงบนพืน้ผวิทอง 

จากนัน้จงึน าไปตรงึ human immunoglobulin G (H-IgG) และ goat anti-H-IgG (G-H-IgG) ซึง่เป็นแอนตเิจนและแอนตบิอดใีน

ร่างกายมนุษย์ ตามล าดบั ไปที่หมู่คาร์บอกซลิของพอลแิอครลิกิแอซดิด้วยการเกดิพนัธะเอไมด์ (รูปที่ 1.8) ซึ่งวสัดุดงักล่าว

สามารถน าไปใช้ประโยชน์เป็นวัสดุตรวจวัดทางชีวภาพ (biosensor) หรือ protein microarraysทัง้นี้ในขัน้ตอนการตรึง

แอนติเจนมกีารเตมิ bovine serum albumin (BSA) เป็น blocking agent เพื่อท าปฏกิริยิากบัหมู่คาร์บอกซลิที่เหลอืในโซ่ของ

พอลแิอครลิกิแอซดิดว้ย 
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รปูท่ี 1.8 ขัน้ตอนการเตรยีมแพทเทริน์โปรตนีโดยใชพ้อลแิอครลิกิแอซดิบรชัเพื่อตรงึโปรตนี [15] 

 

งานวจิยันี้จะใช ้OPN ในการดดัแปรพืน้ผวิวสัดุทีจ่ะน าไปท าเป็นรากเทยีม โดยมสีมมุตฐิานว่า OPN ทีต่รงึบนวสัดุจะ

ช่วยกระตุน้การเจรญิของเซลลก์ระดูก (osteoblast) และช่วยสรา้งหลอดเลอืดใหม่ ทัง้นี้จากการสบืคน้งานวจิยัยงัไม่พบรายงาน

การตรงึโปรตีน OPN บนวสัดุเพื่อวตัถุประสงคด์งักล่าวมาก่อน และจากงานวจิยัทีก่ล่าวมาขา้งตน้จะเหน็ไดว้่าการดดัแปรวสัดุ

ดว้ยพอลเิมอรบ์รชัช่วยเพิม่ปรมิาณหมู่ฟงักช์นัต่อพืน้ทีใ่นการตรงึโปรตนีได ้ดงันัน้ในงานวจิยัน้ีจงึสนใจดดัแปรพืน้ผวิของวสัดุ

ดว้ยการกราฟต์พอลเิมอรบ์รชัของพอลิแอครลิกิแอซดิหรอืพเีอเอ (poly(acrylic acid); PAA) ซึง่ในโครงสรา้งประกอบดว้ยหมู่

คารบ์อกซลิเป็นจ านวนมาก [14] เหมาะแก่การใชต้รงึโปรตนีทีม่หีมู่แอมโิน (NH2) ดว้ยพนัธะเอไมด ์ โดยอาศยัการท าปฏกิริยิา

พอลเิมอไรเซชนัรเิริม่จากพืน้ผวิของดว้ยกลไกแบบ RAFT polymerization จากนัน้จงึท าการตรงึOPN บนพืน้ผวิโดยอาศยัการ

กระตุ้นหมู่คาร์บอกซิลซึ่งเป็นหมู่ข้างของทุกๆหน่วยซ ้าตลอดสายโซ่ของ PAA ด้วย N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-

ethylcarbodiimide hydrochloride/ N-Hydroxysuccinimide (EDC/NHS) ในงานวจิยันี้จะใชแ้ผ่นกระจกเป็นแบบจ าลองของวสัดุ

ในการกราฟต์ดว้ย PAA และตรงึดว้ย OPN จากนัน้จงึน าไปศกึษาการตอบสนองของเซลล ์MC-3T3-E1 ทีเ่ป็นเซลลอ์่อนของ

การสรา้งเซลลก์ระดกูของหนู [3] ซึง่มสีมบตัคิลา้ยเซลลก์ระดูกของมนุษยผ์ลทีไ่ดจ้ากงานวจิยันี้จะสามารถน าไปใชเ้ป็นแนวทาง

ในการดดัแปรพืน้ผวิไททาเนียมเพื่อประยุกตใ์ชใ้นการพฒันาวสัดุเพื่อเป็นรากเทยีมต่อไป 

 

1.2 วตัถปุระสงคข์องโครงกำร 

1. เตรยีมและพสิจูน์เอกลกัษณ์พอลแิอครลิกิเเอซดิบรชัทีก่ราฟต์บนแผ่นกระจก ดว้ยปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชนัริเริม่

จากพืน้ผวิดว้ยกลไกแบบ RAFT polymerization และตรงึดว้ย OPN 

2. ศกึษาการตอบสนองของเซลล ์MC-3T3-E1 บนแผ่นกระจกทีใ่ชเ้ป็นแบบจ าลองเบือ้งตน้ทีก่ราฟตด์ว้ยพอลแิอครลิกิ

แอซดิบรชัและตรงึดว้ย OPN 

 

1.3 ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รบั 

 ไดแ้ผ่นกระจกทีก่ราฟต์ดว้ยพอลแิอครลิกิแอซดิบรชัและตรงึดว้ย OPN เพื่อศกึษาการตอบสนองของเซลล ์MC-3T3-

E1 
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บทท่ี 2 

การทดลอง 

 
2.1 เครือ่งมือ 

1. Hot plate-stirrer (PC-420D, CORNING) 
2. Plasma cleaner (PDC-32G, Harrick Plasma) 
3. Contact angle goniometer (model 200-F1, Rame-Hart, Inc.) 
4. Nuclear Magnetic Resonance (1H-NMR) Spectrometer (Model Mercury-400, Varian) 
5. Infrared Spectrometer (IR) (Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR) 
6. Bio 1 D software 

 
2.2 วสัดแุละสารเคมี 

1. แผ่นกระจก ขนาดเสน้ผ่าศนูยก์ลาง 12 และ 18 มลิลเิมตร 
2. 3-Aminopropyltriethoxysilane (APTES) 
3. 4,4'-Azobis(4-cyanovaleric acid) (ACVA) (Initiator) 
4. N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) 
5. 4-Dimethylaminopyridine (DMAP) 
6. Acrylic acid (AA) 
7. 4-Cyano-4-(phenylcarbonothioylthio)pentanoic acid (chain transfer agent, CTA) 
8. Deionized Water 
9. Ethanol 
10. Toluene 
11. Milli-Q Water 
12. Acetone 
13. Sterile phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4 
14. Dimethylformamide (DMF) 
15. Osteopontin (OPN) 
16. Nitrogen gas 
17. Silica particles 
18. N-Hydroxysuccinimide (NHS) 
19. N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) 
20. Sulfuric acid (H2SO4) 
21. Hydrogen peroxide (H2O2) 
22. α-Minimum Essential Medium (α-MEM) 
23. Penicillin G sodium 
24. Streptomycin sulfate 
25. L-glutamine 
26. Fetal Bovine Serum (FBS) 
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27. 0.25% Trypsin-EDTA 
28. p-Nitrophenol phosphate (PNPP)  
29. Trizol reagent 
30. Agarose gel electrophoresis 
31. Ethidium bromide 
32. Streptomycin 
33. Betaglycerophosphate 
34. Dexamethasone 
35. Reverse Transcription Kit: Improm-IITM Reverse Transcription system 
36. PCR Kit 
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2.3 วิธีการทดลอง 
 
2.3.1 การกราฟตพ์อลิแอคริลิกแอซิดบรชับนแผน่กระจก 
  2.3.1.1 การติด APTES ลงบนแผน่กระจก 
 

 
 

น าแผ่นกระจกเสน้ผ่าศนูยก์ลาง 12 และ18 มลิลเิมตร ไปท าความสะอาดทัง้สองดา้นดว้ยเครื่อง Plasma cleaner 
เป็นเวลาดา้นละ 5 นาท ีน าแผ่นกระจกทีว่างบน holder ใส่ในขวดแกว้ขนาดเลก็ทีบ่รรจุ APTES 150 ไมโครลติร น าขวด
แกว้ทีม่แีผ่นกระจกและ APTES ไปอบในตู้อบทีอุ่ณหภูม ิ80 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง น าแผ่นกระจกทีไ่ดม้า
ลา้งดว้ย toluene, acetone และ DI water เปา่ใหแ้หง้ดว้ยแก๊สไนโตรเจน พสิจูน์เอกลกัษณ์ของแผ่นกระจกโดยการวดัมุม
สมัผสัของน ้าดว้ยเครื่อง Contact angle goniometer 

 
  2.3.1.2 การติด Initiator ลงบนแผน่กระจกท่ีติด APTES 
 
 
 
   
 

ชัง่ 4,4'-azobis(4-cyanovaleric acid) (ACVA) 0.21 กรมั (37.5 มลิลโิมล) ทีเ่ป็นสารรเิริม่ส าหรบัปฏกิริยิา RAFT 
polymerization ชัง่ N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) 0.19 กรมั (37.5 มิลลิโมล) และ 4-dimethylaminopyridine 
(DMAP) 9.19 มลิลกิรมั (3.75 มลิลโิมล) เพื่อเป็นรเีอเจนตค์ู่ควบ ในอตัราส่วนโดยโมลของ ACVA: DCC: DMAP = 1: 1: 
0.1 ใส่ลงในขวดแกว้ขนาด 50 มลิลลิติรทีม่แีท่งแม่เหลก็อยู่ ปิดดว้ยจุกยางและรดัดว้ยลวดทองแดง เตมิ DMF ปรมิาตร 
20 มลิลลิติร โดยใช ้syringe ลงในขวดแก้วเพื่อละลายสาร แล้วน าไปผ่านแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 4 ชัว่โมง พร้อมคน
สารละลายดว้ยแท่งแม่เหลก็ น าแผ่นกระจกจากขัน้ตอน 2.3.1.1 วางบน holder แลว้ใส่ในหลอดทดลองทีม่แีท่งแม่เหลก็ 
ปิดดว้ยจุกยางและรดัดว้ยลวดทองแดง ถ่ายเทสารละลายที่เตรยีมไดล้งในหลอดทดลองทีม่ีแผ่นกระจกโดยใชล้วดน าพา
สารละลาย (cannula) คนสารละลายดว้ยแท่งแม่เหลก็พรอ้มผ่านแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 20 ชัว่โมง ลา้งแผ่นกระจกดว้ย 
DMF และ ethanol เป่าใหแ้หง้ดว้ยแก๊สไนโตรเจน พสิจูน์เอกลกัษณ์ของแผ่นกระจกทีไ่ดด้ว้ยการวดัมุมสมัผสัของน ้าดว้ย
เครื่อง Contact angle goniometer 
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2.3.1.3 การท าปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชนัของแอคริลิกแอซิด 
 

 
 

 
 

กราฟต์พอลแิอครลิกิแอซดิบรชับนแผ่นกระจกโดยปฏิกริยิา RAFT polymerization เริม่จากพื้นผวิของ acrylic 
acid (AA) โดยชัง่ 4-cyano-4-(phenylcarbonothioylthio)pentanoic acid 0.056 กรมั (0.20 มิลลโิมล) เป็นสารถ่ายโอน
โซ่หรอื chain transfer agent (CTA) และ ชัง่ ACVA 0.014 กรมั (0.050 มลิลโิมล) เป็นสารรเิริม่ ในอตัราส่วนโดยโมล 
CTA: ACVA = 4:1 ลงในหลอดทดลองที่มีแท่งแม่เหล็กอยู่ ใส่ Milli-Q water ลงในขวดแก้วขนาด 50 มิลลลิิตร ต้มจน
เดอืดแลว้ท าใหเ้ยน็ดว้ยการเปา่ดว้ยแก๊สไนโตรเจน ผสม Milli-Q water กบั phosphate buffer solution (PBS) pH = 7.4 
ความเข้มขน้ 0.1 M โดยใช้ไมโครปิเปต ด้วยอตัราส่วนโดยปรมิาตร = 9:1 ปรมิาตรรวม 20 มิลลิลติร ลงในบีกเกอร์ 
จากนัน้ดดูสารละลาย AA ความเขม้ขน้ 1M ปรมิาตร 1.71 มลิลลิติร (0.123 กรมั, 1.71 มลิลโิมล) ดว้ยไมโครปิเปต ลงใน
สารละลายผสมของ Milli-Q water กับ PBS เทใส่ในหลอดทดลองที่มี CTA และ ACVA น าแผ่นกระจกที่ได้จากข้อ 
2.3.1.2 วางบน holder แลว้ใส่ในหลอดทดลอง ปิดดว้ยจุกยางและรดัดว้ยลวดทองแดง ผ่านแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 30 
นาท ีแลว้ย้ายหลอดทดลองที่บรรจุสารและแผ่นกระจกลงในอ่างน ้ามนัทีอุ่ณหภูม ิ70 องศาเซลเซยีส คนสารละลายดว้ย
แท่งแม่เหลก็พรอ้มผ่านแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 20 ชัว่โมง ล้างแผ่นกระจกด้วย acetone, ethanol และ DI water เป่า
แผ่นกระจกให้แห้งด้วยแก๊สไนโตรเจน พิสูจน์เอกลักษณ์โดยการวัดมุมสัมผัสของน ้ าด้วยเครื่อง Contact angle 
goniometer แบ่งสารสะสายในหลอดทดลอง 200 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR spectroscopy เพื่อหา
องคป์ระกอบทางเคมขีอง PAA ทีเ่กดิขึน้ในสารละลายก่อนท าใหบ้รสิุทธิ ์น าสารสะสายสว่นทีเ่หลอืไปผ่านกระบวนการได
อาไลซิสเป็นเวลา 3 วนั โดยใช้ถุงไดอาไลซิส (molecular weight cut-off = 3500) กรองสารละลายด้วยกระดาษกรอง 
ก่อนน าสารละลายไปท าให้แห้งด้วยกระบวนการ freeze dry ไดผ้ลติภณัฑ์เป็น PAA มลีกัษณะเป็นของแขง็สสี้ม น าไป
พสิจูน์เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิค 1H-NMR spectroscopy เพื่อหา % conversion และน ้าหนกัโมเลกุล 
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2.3.2 การตรงึ OPN บนแผน่กระจกท่ีกราฟตด้์วยพอลิแอคริลิกแอซิดบรชั 

 
 
เตรยีมสารละลาย OPN เริม่ตน้ (OPN stock solution) โดยใช ้PBS pH = 7.4 ความเขม้ขน้ 1 M เป็นตวัท าละลาย โดย
สามารถหาความเขม้ขน้ไดด้งันี้ 
 

ความเขม้ขน้ของ OPN stock solution =      (2.1) 

   
ค านวณความเขม้ขน้ของ OPN ทีใ่ชใ้นการท าปฏกิริยิาไดจ้าก 
 
     C1V1 = C2V2      (2.2) 
 
C1: ความเขม้ขน้ของ OPN stock solution (mg/ml) 
C2: ความเขม้ขน้ OPN ทีใ่ชใ้นการท าปฏกิริยิา (mg/ml) 
V1: ปรมิาตรของ OPN stock solution (มลิลลิติร) 
V2: ปรมิาตรรวมของ PBS และ OPN stock solution (มลิลลิติร) 
 
 ชัง่ EDC 0.3451 กรมั (1.8 มลิลโิมล) และ NHS 0.0518 กรมั (0.45 มลิลโิมล) ในขวดแกว้ขนาดเลก็ ละลาย 
EDC และ NHS ดว้ย PBS pH = 7.4 ความเขม้ขน้ 10 mM ปรมิาตร 9 มลิลลิติร ซึง่จะไดค้วามเขม้ขน้ของ  EDC และ 
NHS  เป็น 0.2 และ 0.05 M, ตามล าดบั จากนัน้ดดูสารละลายทีไ่ดด้ว้ยไมโครปิเปตใสในเวลเพลตทีม่แีผ่นกระจกทีไ่ดจ้าก
ขอ้ 2.3.1.3 แต่ละหลุมหลุมละ 500 ไมโครลติร น าไปเขย่าดว้ยเครื่องเขย่า 30 นาท ีเตมิสารละลาย OPN ทีค่ านวณความ
เขม้ขน้แน่นอนลงไปในหลุมโดยใชไ้มโครปิเปตหลุมละ 500 ไมโครลติร 

จากนัน้น าไปเขย่าดว้ยเครื่องเขย่าเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดดูสารละลายแต่ละหลุมทิง้ เตมิ PBS pH = 7.4 ความ
เขม้ขน้ 10 mM ลงไปหลุมละ 1 มลิลลิติร น าไปเขย่าดว้ยเครื่องเขย่า 5 นาท ีดดูสารละลายทิง้ ท าซ ้าอกี 4 ครัง้ จากนัน้
น าไปเพาะเลีย้งเซลล ์

 
2.3.3 การกราฟตด้์วยพอลิแอคริลิกแอซิดบรชับนอนุภาคซิลิกา 

2.3.3.1 การติด APTES ลงบนซิลิกา 
ชัง่ซลิกิา 0.3 กรมั ใสใ่นขวดแกว้ขนาด 50 มลิลลิติร ท าความสะอาดดว้ยสารละลาย Piranha (H2SO4:H2O2 

= 7:3 โดยปรมิาตร) โดยเท H2SO4 ปรมิาตร 7 มลิลลิติร และ H2O2 ปรมิาตร 3 มลิลลิติรผสมกนัอย่างชา้ๆ ในขวดแกว้
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ทีม่ซีลิกิา ตัง้ทิง้ไว ้1 ชัว่โมงในตู้ดูดควนั จากนัน้น าอนุภาคซลิกิาไปกรองสุญญากาศ ลา้งดว้ย DI water หลายๆครัง้ 
จนน ้าล้างไม่มีฤทธิก์รด โดยการตรวจสอบด้วย Universal indicator น าอนุภาคซิลกิาไปอบในตู้อบที่อุณหภูม ิ120 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้น าไปท าปฏกิริยิาไซลาไนเซชนัโดยเติม 2% APTES ใน toluene ที่กลัน่
แลว้ 10 มลิลลิติร ลงในขวดแกว้ทีม่ซีลิกิา ปิดจุกยางพรอ้มรดัดว้ยลวดทองแดง ผ่านแก๊สไนโตรเจนลงในสารละลาย
พรอ้มคนดว้ยแท่งแม่เหลก็ระหว่างท าปฏกิริยิาเป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนัน้น าอนุภาคซลิกิาไปกรองสุญญากาศ ลา้ง
ดว้ย toluene 2 ครัง้ น าไปอบในตูอ้บทีอุ่ณหภูม ิ120 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง พสิจูน์เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิค 
Infrared Spectrometer 

2.3.3.2 การติด Initiator ลงบนอนุภาคซิลิกาท่ีติด APTES 
ท าการทดลองเช่นเดยีวกบั 2.3.1.2 โดยใชอ้นุภาคทีเ่ตรยีมไดใ้นขอ้ 2.3.3.1 เป็นซบัสเตรทจากนัน้น าอนุภาค

ซลิกิาทีเ่ตรยีมไดไ้ป พสิจูน์เอกลกัษณ์ดว้ยเครื่อง Infrared Spectrometer 
2.3.3.3 การท าปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชนัของแอคริลิกแอซิด 
ท าการทดลองเช่นเดียวกับ 2.3.1.3 โดยใช้อนุภาคที่เตรียมได้ในข้อ 2.3.3.2 เป็นซับสเตรท จากนัน้น า

อนุภาคซลิกิาทีเ่ตรยีมไดไ้ป พสิจูน์เอกลกัษณ์ดว้ยเครื่อง Infrared Spectrometer 
 

2.3.4. การติด OPN บนอนุภาคซิลิกาท่ีกราฟตด้์วยพอลิแอคริลิกแอซิดบรชั 
ท าการทดลองเช่นเดยีวกบั 2.3.2 โดยใชอ้นุภาคทีเ่ตรยีมไดใ้นขอ้ 2.3.3.3 เป็นซบัสเตรท จากนัน้น าอนุภาค

ซลิกิาทีเ่ตรยีมไดไ้ป พสิจูน์เอกลกัษณ์ดว้ยเครื่อง Infrared Spectrometer 
 

 2.3.5 การทดสอบการตอบสนองของเซลล ์
  2.3.5.1 การเลี้ยงเซลล ์

เพาะเลี้ยงเซลล์สร้างกระดูกหนู (MC-3T3-E1) ที่เป็นเซลล์ที่ได้จากเนื้อเยื่อในส่วนกระโหลกของหนู ใน
อาหารเลีย้งเซลลช์นิด Growth medium (GM) ซึง่ประกอบดว้ย FBS รอ้ยละ 10 โดยปรมิาตรใน α-MEM, เพน็นิซลินิ 
100 µM/mL และเสตร็บโตไมซิน 10 µM/mL และเพาะเลี้ยงเซลล์อีกส่วนในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Osteogenic 
medium (OM) ซึง่ประกอบดว้ย FBS รอ้ยละ 10 โดยปรมิาตรใน α-MEM เพน็นิซลินิความเขม้ขน้ 100 µM/mL และ
เสตรบ็โตไมซินความเขม้ขน้ 10 µM/mL กรดแอสคอรบ์ิก (ascorbic acid) ความเขม้ขน้ 50 µM/mL เบต้ากลเีซอโร
ฟอสเฟต (Beta glycerophosphate) ความเขม้ขน้ 5 mM และเดกซาเมทาโซน (Dexamethasone) ความเขม้ขน้ 250 
µM 

ท าการเลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในบรรยากาศที่ชื้นมีแก๊ส
คารบ์อนไดออกไซด ์5 % เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลท์ุก 2-3 วนั เมื่อเซลลเ์จรญิเตบิโตเตม็จานเลีย้งเซลลจ์งึท าการเพาะ
ต่อช่วง (subculture) 3-5 รอบ ในอตัราสว่นหนึ่งต่อสาม 

  2.3.5.2 การเพาะเล้ียงเซลลบ์นแผน่กระจก 
น าแผ่นกระจกเปล่า แผ่นกระจกทีก่ราฟต ์PAA และแผ่นกระจกทีก่ราฟต ์PAA และตรงึ OPN ใสใ่นเวลเพลต 

แล้วไปเพาะเลี้ยงเซลล์ MC-3T3-E1 เป็นจ านวน 50,000 เซลล์ต่อเวลในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Growth medium 
(GM) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 3 วนั แผ่นกระจกอกีส่วนหนึ่งเพาะในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Osteogenic medium 
(OM) เป็นเวลา 3 วนั ดผูลการเพาะเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์พืน้หลงัสว่าง (bright field microscope)  
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2.3.5.3 การวิเคราะหป์ริมาณเอม็อารเ์อน็เอด้วยวิธี อารที์-พีซีอาร ์
 น าแผ่นกระจกทีไ่ดจ้ากขอ้ 2.3.5.2 ทีผ่่านการเพาะเลีย้งเซลลแ์ลว้ใส่ในเวลเพลตอนัใหม่ เตมิสารละลายไทร
โซล (TRIzol) เพื่อไปสกดั RNA จากเซลล ์MC-3T3-E1 เมื่อครบ 1 ชัว่โมง เปลีย่น RNA 1 µM เป็น Complementary 
DNA (cDNA) โดยผ่านขบวนการรเีวสิทรานครปิเตส (Reverse Trancriptase RT) เพื่อสร้าง cDNA ตรวจสอบจาก
เครื่อง Nano drop (Thermo Scientific NANODROP 2000) โดยดคู่า absorbance ทีค่วามยาวคลื่น 260 นาโนเมตร
หลงัจากนัน้ท าการขยายสญัญาณของ cDNA ด้วยปฏิกิรยิาลูกโซ่พอลิเมอเรสแบบกึ่งปริมาณ (semi-quantitative 
PCR) โดยใชเ้อนไซม ์Taq polymerase และไพรเ์มอร ์(Primer) จ าเพาะต่อยนี Coll I, NANOG, REX1 และใชย้นีกลี
เซอราลดีไฮด์-3-ฟอสเฟตดไีฮโดรจเีนส (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase: GAPDH) เป็นตวัควบคุม
ภายในของการทดลอง เป็นเวลา 7 วนั 

น าสารที่ผ่านกระบวนการ PCR แลว้ไปวเิคราะห์โดยการแยกด้วยไฟฟ้าในอกาโรสเจล (agarose gel) ที่มี
ความความเข้มข้น 1.8 % และสามารถตรวจสอบการเปล่งแสงของแถบยีนด้วยเอทรีเดียมโบรไมด์ (ethidium 
bromide) ภายใตแ้สงยวู ี(UV) วเิคราะหค์วามหนาแน่นของแถบยนีดว้ยโปรแกรม ไบโอ 1 ด ี(Bio1D software) 
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 บทท่ี 3  

ผลการทดลองและวิเคราะหผ์ลการทดลอง 

 

3.1 การสงัเคราะหพ์อลิแอคริลิกแอซิดผา่นปฏิกิริยา RAFT polymerization 

 
 

 

 

 

รปูท่ี 3.1 สมการแสดงการสงัเคราะห ์PAA ในสารละลายดว้ย RAFT polymerization 

จากรปูที ่3.1 ท าปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชนัของแอครลิกิแอซดิ (AA) ทีอุ่ณหภูม ิ70 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาพบว่าได้สารละลายใสสสี้ม จากนัน้แบ่งพอลิแอคริลิกแอซิด (poly(acrylic acid) (PAA)) ที่สงัเคราะห์ได้ 
(crude) ไปพสิจูน์เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิค 1H-NMR เพื่อหาค่า % conversion (พจิารณา1H NMR สเปกตรมัของ crude ในรูปที ่
3.2) และส่วนที่เหลอืท าให้บรสิุทธิโ์ดยการท า dialysis ใน DI water เป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากนัน้น าพอลเิมอร์ที่ได้ไปพิสูจน์
เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิค 1H-NMR เพื่อหาน ้าหนกัโมเลกุล (พจิารณา1H NMR สเปกตรมั ของ pure ในรูปที ่3.2) จะพบสญัญาณ 
chemical shift ของโปรตอนในโครงสรา้งของพอลเิมอร ์ดงัแสดงรายละเอยีดในตารางที่ 3.1 

เมื่อพจิารณา 1H NMR สเปกตรมัของ pure จะพบสญัญาณทีค่่า chemical shift 2.2 และ 1.0 – 1.8 ppm ของโปรตอน
ทีต่ าแหน่ง e และ d ในโครงสรา้ง PAA ทีอ่ยู่ในสายโซ่พอลเิมอรท์ีส่งัเคราะหไ์ด ้จงึสามารถยนืยนัการเกดิ PAA นอกจากนี้ยงั
สามารถยนืยนัได้ว่าพอลเิมอรด์งักล่าวถูกท าใหบ้รสิุทธิโ์ดยการท า dialysis เนื่องจากไม่พบสญัญาณโปรตอนของมอนอเมอร ์
(โปรตอน b และ c) ในสเปกตรมัของ pure PAA ทัง้นี้จะพบสญัญาณโปรตอนของวงแอโรมาตกิทีต่ าแหน่ง a ใน 1H NMR ของ
ทัง้ pure และ crude แสดงใหเ้หน็ถงึการมอียู่ของหมู่ปลายทีเ่ป็นไดไทโอเบนโซเอตทีม่าจากสารถ่ายโอนโซ่หรอื CTA 
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รปูท่ี 3.2 1H-NMR สเปกตรมัของ PAA ก่อน (crude) และหลงั (pure) การท าใหบ้รสิทุธิโ์ดย dialysis ในการท าปฏกิริยิาพอลิ

เมอไรเซชนัใชค้วามเขม้ขน้ AA 1 M และ CTA : Initiator เป็น 4 : 1 และท าปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชนัเป็นเวลา 20 ชัว่โมง 

ตารางท่ี 3.1 Chemical shift ของ PAA จากการวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค 1H-NMR 

Chemical shift (ppm) ต าแหน่ง 1H 
1.0 – 1.8 d 

2.2 e 
5.8 – 6.3 b 

6.0 c 
7.3 – 8.0 a 
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  สามารถใชข้อ้มลูจากสเปกตรมัของ crude ในการค านวณ % conversion โดยอาศยัสญัญาณโปรตอนของมอนอเมอร์
ต าแหน่ง b และ c ที่ค่า chemical shift 5.8 – 6.3 ppm และอาศัยสญัญาณโปรตอนของพอลิเมอร์ต าแหน่ง d และ e ที่ค่า 
chemical shift 1.0 – 2.2 ppm สามารถค านวณไดจ้ากสมการ 
 

% conversion =
∫ H(e,d)

 ∫ H(e,d) + ∫ H(b,c)

× 100% 

(3.1) 

ซึง่พบว่าเมื่อท าปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชนัเป็นเวลา 24 ชัว่โมงจะได ้% conversion ทีไ่ดจ้ากการค านวณเท่ากบั 97.1 % ซึง่มี
ค่าทีส่งู  
  นอกจากนัน้ผูว้จิยัยงัสามารถค านวณน ้าหนักโมเลกุลของ PAA ทีส่งัเคราะหไ์ดโ้ดยสามารถค านวณน ้าหนักโมเลกุล
ของ PAA ไดจ้ากสมการ 
 

Mn = [ (Mw acrylic acid × Degree of Polymerization (DP)) + 279.38 (Mw CTA) ] × % conversion 
(3.2) 

ทัง้นี้สามารถค านวณ Degree of polymerization (DP) ไดจ้ากสเปกตรมั 1H NMR ของ pure โดยสามารถหาไดจ้ากสมการ 
 

Degree of Polymerization (DP) =  
∫ 𝐻(𝑒,𝑑)

∫ 𝐻(𝑎)

5

 

(3.3) 
 จากสมการ 3.3 สามารถค านวณหาค่า DP ได้เท่ากบั 87 และสามารถค านวณน ้าหนักโมเลกุลของ PAA ตาม

สมการ 3.2 ไดเ้ท่ากบั 6,358 ซึง่ในการสงัเคราะห ์PAA ตามทฤษฎใีช ้DP เท่ากบั 100 และมนี ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 7,268 ซึง่

มคี่าใกล้เคยีงกบัทฤษฎ ีแสดงว่า สามารถควบคุมค่า DP และน ้าหนักโมเลกุลของพอลเิมอร์ที่สงัเคราะหจ์ากปฏกิริยิา RAFT 

polymerization ไดด้ ี

 
3.2 การท าปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชริเร่ิมจากพืน้ผิวบนแผน่กระจกและอนุภาคซิลิกา 

    ในการกราฟตพ์อลเิมอรบ์รชัของ PAA ลงบนแผ่นกระจกจะเริม่จากการตดิหมู่รเิริม่ปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชนัลงบน
พืน้ผวิก่อน ซึง่ในงานวจิยันี้เลอืกใช ้4,4’-azobis(4-cyanovaleric acid) (AVCA) แต่การเกดิปฏกิริยิาระหว่างแผ่นกระจกซึง่เป็น
สารอนินทรยีก์บัตวัรเิริม่ซึง่เป็นสารอนิทรยี ์ท าใหพ้นัธะทีเ่กดิขึน้ไม่ เสถยีร จงึจ าเป็นต้องท าปฏกิริยิาผ่านสารประกอบ silane 
โดยในงานวจิยันี้เลอืกใช ้3-aminopropyl triethoxysilane (APTES) เนื่องจากมหีมู่ปลายแอมโินทีส่ามารถเกดิปฏกิริยิากบัหมู่
คารบ์อกซลิของตวัรเิริม่ไดเ้กดิเป็นพนัธะเอไมด ์โดยเริม่จากการท าความสะอาดแผ่นกระจกดว้ยพลาสมาเป็นเวลา 5 นาท ีเพื่อ
ก าจดัสารอนิทรีย์บนผวิกระจกและท าให้เกิดหมู่ไซลานอล (Si-OH) จากนัน้ติด APTES ลงบนแผ่นโดยอาศยัปฏกิริยิาแบบ 
vapor phase ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั (รูปที่ 3.3) แล้วน าแผ่นไปล้างด้วย toluene, acetone และ DI 
water และท า ให้แห้งด้ วย แก๊ ส ไนโตร เจน  จ ากนั ้นน า แผ่นกระจกที่ติด  APTES ไปติดตัว ริ เ ริ่ม  โ ดย ใช้  N,N’-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) และ 4-dimetylaminopyridine (DMAP) เป็นรเีอเจนต์คู่ควบเพื่อเชื่อมระหว่างหมู่คารบ์อกซิ
ลของตวัรเิริม่และหมู่แอมโินของ APTES (รปูที ่3.3) 
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รปูท่ี 3.3 สมการแสดงการตดิ APTES ลงบนแผ่นกระจก 

 

 

 

รปูท่ี 3.4 สมการแสดงการตดิ 4,4’-azobis(4-cyanovaleric acid) ลงบนแผ่นกระจกทีผ่่านการตดิ APTES 
 

เมื่อตดิตวัรเิริม่บนแผ่นกระจกเป็นเวลา 20 ชัว่โมง แลว้ลา้งดว้ย DMF และ ethanol ท าใหแ้หง้ดว้ยแก๊สไนโตรเจน 
จากนัน้น าแผ่นกระจกทีไ่ดไ้ปกราฟต ์ PAA ดว้ยท าปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชนัรเิริม่จากพืน้ผวิทนัท ี เน่ืองจากตวัรเิริม่ไม่เสถยีร
สามารถแตกตวัเป็นแรดคิลัไดง้่าย ดงัรปูที ่3.5 เมื่อปฏกิริยิาสิน้สดุ ลา้งแผ่นกระจกดว้ย acetone, ethanol และ DI water ท าให้
แหง้ดว้ยแก๊สไนโตรเจน จากนัน้น าไปวดัมมุสมัผสัของน ้า ดงัแสดงผลในตารางที ่3.2 
 
 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 3.5 สมการแสดงปฏกิริยิาการกราฟต ์PAA บนพืน้ผวิกระจก 

 
 
 
 
 
 

SiO2/Si-APTES 

SiO2/Si-APTES AVCA SiO2/Si-Initiator 

SiO2/Si-Initiator 

4-cyano-4-(phenylcarbonothioylthio)pentanoic acid 

SiO2/Si-PAA 
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ตารางท่ี 3.2 ค่ามุมสมัผสัของน ้าบนแผ่นกระจกหลงัจากท าปฏกิริยิาต่างๆ 
 

Sample 
 

ค่ามุมสมัผสัของน ้า (องศา) 

advancing  (º) receding  (º) 
SiO2/Si-OH N/A N/A 
SiO2/Si-APTES 82.3 ± 1.3 52.3 ± 3.2 
SiO2/Si-Initiator 80.5 ± 3.3 49.4 ± 4.6 
SiO2/Si-PAA 40.4 ± 3.9 N/A 
SiO2/Si-PAA-OPN      56.1 ± 4.5  35.3 ± 5.6 

 N/A: ไม่สามารถวดัไดเ้น่ืองจากพืน้ผวิเปียกน ้า 
 

จากตารางที่ 3.2 พบว่าแผ่นกระจกทีต่ดิ APTES มคี่า advancing contact angle (advancing) เท่ากบั 82.3±1.3๐ มคี่า 
receding  contact angle (receding) เท่ากบั 52.3±3.2๐ เมื่อน าแผ่นกระจกไปตดิ initiator พบว่า มคี่า advancing  เท่ากบั 80.5 ± 
3.3๐ มคี่า receding   เท่ากบั 49.4±4.6๐ ซึง่มคี่าไม่แตกต่างกนัและมคี่าสงู แสดงว่าแผ่นกระจกมสีมบตัคิวามไม่ชอบน ้า ทัง้นี้แผ่น
กระจกหลงัจากท าความสะอาดจะไม่สามารถวดัค่ามุมสมัผสัของน ้าได้เนื่องจากพืน้ผวิมคีวามชอบน ้าสูงมาก น ้าจงึเปียกผวิ
ทัง้หมด เมื่อน าแผ่นกระจกไปตดิ PAA พบว่า มคี่า advancing  เท่ากบั 40.4 ± 3.9๐ และไม่สามารถวดัค่า receding  แสดงว่าแผ่น
กระจกมมีสีมบตัคิวามชอบน ้าสงู จงึท าใหค้่ามุมสมัผสัของน ้าต ่าลง จงึยนืยนัไดว้่าสามารถตดิ PAA บนแผ่นกระจกได ้จากนัน้
น าแผ่นกระจกไปพสิจูน์เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิค ATR-FTIR พบว่าไม่สามารถเหน็สญัญาณไดอ้ย่างชดัเจน เนื่องจากความหนา
ของชัน้พอลเิมอรน้์อยกว่าขดีจ ากดัการตรวจวดัของเทคนิค ATR-FTIR ผูว้จิยัจงึเลอืกท าปฏกิริยิาในแต่ละขัน้ตอนบนอนุภาคซลิิ
กา ซึง่มพีืน้ทีผ่วิสงู ท าใหม้ปีรมิาณพอลเิมอรท์ีม่ากพอทีจ่ะพสิจูน์เอกลกัษณ์ไดด้ว้ยเทคนิค FTIR ซึง่แสดงผลดงัรปูที ่3.6 
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รปูท่ี 3.6 FT-IR สเปกตรมัของอนุภาคซลิกิา: a) SiO2/Si-OH, b) SiO2/Si-APTES, c) SiO2/Si-initiator, d) SiO2/Si-PAA และ 

e) SiO2/Si-PAA-OPN 

 
การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FT-IR ดงัแสดงผลในรูปที่ 3.6 พบสญัญาณของ OH stretching ที่ wavenumber 3200 - 

3700 cm-1 เป็นของหมู่ไซลานอลของอนุภาคซลิกิา พจิารณา peak b เป็นของ Si-APTES พบ peak ของ C-H stretching ที่ 
2926 cm -1 ของ APTES แสดงว่าสามารถติด APTES ลงบนอนุภาคได้ เมื่อพิจารณา peak c พบ C=O stretching ที่ 1624 
cm-1 และ N-H bending ที่ 1569 cm-1 เป็นของพนัธะเอไมด์ระหว่างหมู่แอมโินของ APTES และหมู่คาร์บอกซลิของตวัรเิริม่ 
พจิารณา peak d พบ C=O stretching ที่ 1726 cm-1 ของหมู่คาร์บอกซลิของ PAA แสดงว่าสามารถสงัเคราะห ์PAA และตดิ 
PAA ลงบนอนุภาคซลิกิาได ้ 
 

 

 

 

 



22 

 

 

3.3 การตรึง OPN บนแผ่นกระจกท่ีกราฟตด้์วยพอลิแอคริลิกแอซิดบรชั 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 3.7 สมการแสดงการตรงึ OPN บนแผ่นกระจกทีก่ราฟตด์ว้ยพอลแิอครลิกิแอซดิบรชั 
 

จากการน าแผ่นกระจกที่กราฟต์ด้วย PAA ไปตรึง OPN โดยใช้ 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 

(EDC) และ N-hydroxysuccinimide (NHS) เป็นรีเอเจนต์คู่ควบเพื่อกระตุ้นหมู่คาร์บอกซลิของ PAA ให้เป็นหมู่เอสเทอร์ซึ่ง

ว่องไวในการเกิดปฏิกิริยามากขึ้น จากนัน้จึงใส่ OPN แล้วท าปฏิกิริยาการตรึง OPN เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ที่อุณหภูมหิ้อง 

หลงัจากนัน้จงึลา้งแผ่นกระจกทีต่รงึ OPN เรยีบรอ้ยแลว้ดว้ยสารละลาย PBS จ านวน 5 ครัง้ แลว้จากนัน้น าไปวดัมุมสมัผสัของ

น ้า ดงัแสดงผลในตารางที ่3.2 

    จากตารางที ่3.2 พบว่า แผ่นกระจกทีต่ดิ PAA มคี่า advancing contact angle (advancing) เท่ากบั 40.4 ± 3.9๐ และไม่
มีค่า receding contact angle (receding) เมื่อน าแผ่นกระจกไปตรึง OPN พบว่า มีค่า advancing เท่ากับ 56.1 ± 4.5๐ มีค่า 

receding  เท่ากบั 35.3 ± 5.6๐ ซึง่มคี่าสงูขึน้ แสดงว่า พืน้ผวิของวสัดุทีต่รงึโปรตนีแลว้มคีุณสมบตัไิม่ชอบน ้า  เป็นการยนืยนัว่า
สามารถตรงึ OPN บนแผ่นกระจกได ้

นอกจากนัน้ผูว้จิยัไดท้ าการตรงึโปรตนี OPN บนอนุภาคซลิกิาทีต่ดิพอลแิอครลิกิแอซดิบรชั แลว้พสิจูน์เอกลกัษณ์โดย
เทคนิค FT-IR ดงัแสดงผลในรูปที ่3.6 จากสเปกตรมัสามารถยนืยนัการตดิโปรตนี OPN ได ้โดยสงัเกตไดจ้ากการหายไปของ 
peak ของ C=O stretching ที ่1726 cm-1 ซึง่เป็นของหมู่คารบ์อกซลิของ PAA และพบ peak ของ C=O stretching ของเอไมด์
ของโปรตนี OPN ที ่1636 cm-1 แสดงถงึสามารถตรงึโปรตนี OPN ลงบนอนุภาคซลิกิาไดส้ าเรจ็ นอกจากนัน้ยงัสามารถยนืยนั
ผลการตรงึ OPN บนแผ่นกระจกที่ติดพอลแิอครลิกิแอซดิบรชัได้ด้วยเทคนิค X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) ดงั
แสดงผลในตารางที ่3.3 
 
 

 

SiO2/Si-PAA 

SiO2/Si-PAA-Protein 
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ตารางท่ี 3.3 เปอรเ์ซนตอ์งคป์ระกอบของธาตุบนแผ่นกระจกทีก่ราฟตด์ว้ยพอลแิอครลิกิแอซดิบรชัและตรงึดว้ย OPN ทีค่วาม

เขม้ขน้ต่างๆ โดยเทคนิค XPS 

Sample C O N S 

SiO2/SiPAA  63.63 33.51 2.59 0.27 
SiO2/Si-PAA ทีต่รงึดว้ย OPN ความเขม้ขน้ 0.1 mg/ml 69.62 24.80 5.30 0.28 
SiO2/Si-PAA ทีต่รงึดว้ย OPN ความเขม้ขน้ 0.5 mg/ml 66.23 26.81 6.60 0.35 
SiO2/Si-PAA ทีต่รงึดว้ย OPN ความเขม้ขน้ 5.0 mg/ml 65.35 27.16 7.24 0.24 

 

 จากขอ้มูลเปอร์เซนต์องคป์ระกอบของธาตุต่างๆ บนแผ่นกระจกที่กราฟต์ด้วยพอลแิอครลิกิแอซดิบรชัและตรงึดว้ย 

OPN โดยใชเ้ทคนิค XPS พบว่า แผ่นกระจกทีต่รงึ OPN จะมปีรมิาณธาตุไนโตรเจนทีส่งูกว่าแผ่นกระจกทีต่ดิพอลแิอครลิกิแอ

ซดิบรชั เนื่องจากมปีรมิาณหมู่แอมโินของโปรตนีทีส่งูขึน้ นอกจากนี้ยงัพบว่าการเพิม่ความเขม้ขน้ของโปรตนี OPN ส่งผลให้

เปอรเ์ซนตข์องธาตุไนโตรเจนบนแผ่นกระจกกม็คี่าเพิม่สงูขึน้ดว้ย แสดงใหเ้หน็ว่าพอลแิอครลิกิแอซดิบรชัสามารถตรงึ OPN บน

พืน้ผวิไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ 
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3.4 การตอบสนองของเซลล ์MC-3T3-E1 บนแผน่กระจกท่ีตรงึ OPN 

 3.4.1 การทดสอบการเพ่ิมจ านวนของเซลล ์(Cell Proliferation) 

การทดสอบการเพิม่จ านวนของเซลล ์ (Cell Proliferation) เป็นการทดสอบปรมิาณเซลลท์ีม่ายดึเกาะบนพืน้ผวิที่ตรงึ

ดว้ย OPN โดยใชเ้ซลล ์MC-3T3-E1 ซึง่เป็นเซลลอ์่อนของการสร้างเซลลก์ระดูก (osteoprogenitor) ทีพ่ฒันามาจากหนู mice 

โดยมีผลการทดสอบเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะบนพื้นผิวเมื่อเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมงและ 3 วนั ใน media ชนิด 

Growth medium  ดงัรปูที ่3.8 
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รปูท่ี 3.8 แสดงผลการทดสอบ Cell Proliferation ทีเ่วลา A) 24 ชัว่โมง B) 3 วนั ใน Growth medium 
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จากรูปที่ 3.8 เมื่อพจิารณารูป A ที่เวลา 24 ชัว่โมง พบว่าเซลล์ที่ยดึเกาะบนแผ่นกระจกเปล่าและแผ่นกระจกที่ติด 

PAA อยู่กนัอย่างหนาแน่น ในขณะทีเ่ซลล์ที่อยู่บนแผ่นกระจกที่ตรงึ OPN มจี านวนน้อยกว่า เมื่อมองภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ 

และเมื่อเพิ่มเวลาการทดสอบเป็น 3 วันดังรูป B พบว่าปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะบนพื้นผิวมากยิ่งขึ้น แสดงว่าเซลล์มีการ

เจรญิเตบิโตตามปกต ิเมื่อพจิารณารูป B ปรมิาณเซลลท์ีย่ดึเกาะบนแผ่นกระจกตรงึ OPN พบว่า ปรมิาณเซลลท์ีย่ดึเกาะบนผวิ

มปีรมิาณน้อยลงกว่าแผ่นกระจกเปล่าและแผ่นกระจกทีต่ิดเฉพาะ PAA ความเป็นไปไดป้ระการหนึ่ง คอื การตรงึโอพเีอน็บน 

PAA ทีต่ดิอยู่บนแผ่นกระจก อาจท าใหโ้ครงสรา้งของโปรตนีเปลีย่นไปและไม่ส่งเสรมิการยดึเกาะของเซลลบ์นพืน้ผวิ ส่งผลให้

ปรมิาณเซลลบ์นพืน้ผวิมคี่าน้อยลงเมื่อเทยีบกบัแผ่นกระจกเปล่าและแผ่นกระจกทีต่ดิเฉพาะ PAA  

ในการทดลองต่อมา ได้ทดลองเปลี่ยน media ที่ใช้เลี้ยงเซลล์จาก growth medium (GM) เป็น osteogenic medium 

(OM) ซึง่เป็น medium ทีช่่วยกระตุน้ใหเ้ซลลเ์กดิกระบวนการ differentiation ไปเป็น osteoblast cell หรอืเซลลก์ระดูก โดยผล

การทดสอบปรมิาณการเพิม่จ านวนเซลล ์(cell proliferation) ทีเ่วลา 3 วนัแสดงไวใ้นรปูที ่3.9 
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รปูท่ี 3.9 แสดงผลการทดสอบ Cell Proliferation ทีเ่วลา 3 วนัใน osteogenic medium (OM) 
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 จากรูปที ่3.9 พบว่าเมื่อเลีย้งเซลลใ์น OM เป็นเวลา 3 วนั ปรมิาณเซลลท์ีย่ดึเกาะบนพื้นผวิที่ตรงึ OPN จะมจี านวน

มากขึ้นเมื่อเทียบกบัเลี้ยงเซลล์ใน media ชนิด GM แสดงว่าเมื่อเซลล์อยู่ใน media ชนิด OM ที่สามารถช่วยให้เซลล์เกิด

กระบวนการ differentiation ไปเป็นเซลล์กระดูก สามารถยึดเกาะบนพื้นผิวได้ดีกว่าเลี้ยงเซลล์ใน media ชนิด GM นัน่คอื 

medium ชนิด OM ช่วยส่งเสรมิการยดึเกาะของเซลลบ์นแผ่นกระจกทีต่รงึ OPN ไดด้ขีึน้ และเมื่อพจิารณาปรมิาณเซลล์ที่ยดึ

เกาะบนพืน้ผวิทีต่รงึเปรยีบเทยีบกบัแผ่นกระจกเปล่าและแผ่นกระจกทีต่ดิเฉพาะ PAA พบว่าจ านวนเซลลท์ีเ่พิม่ขึน้ไม่แตกต่าง

อย่างมนีัยส าคญั อย่างไรกต็ามผลการทดลองนี้เป็นการศกึษาการตอบสนองของเซลลเ์บือ้งต้น ซึง่จะต้องท าการศกึษาในส่วน

ของการแสดงออกของยนีทีช่่วยควบคุมการเจรญิของเซลลไ์ปเป็นเซลลก์ระดกูต่อไป 

3.4.2 การทดสอบการแสดงออกของยีน (gene expression) 

 การทดสอบการแสดงออกของยีน (gene expression) โดยตรวจสอบการแสดงออกของยีน NANOG, Reduced 

expression 1 (REX1), Octamer-binding transcription factor 4 (OCT4), collagen I (Coll I), Alkaline phosphatase (ALP) 

โดยยนี NANOG, REX1, OCT4 เป็นยนีทีเ่ป็น marker ของ stem cell และยนี Coll I, ALP เป็นยนีทีเ่ป็น marker ทีแ่สดงความ

เป็นเซลลก์ระดกู นัน่คอืในกระบวนการเปลีย่นแปลงของเซลล ์MC-3T3-E1 เป็นเซลลก์ระดกู จะมกีารลดการแสดงออกของยนีที่

แสดงความเป็นเซลลต์้นก าเนิด และเพิม่การแสดงออกของยนี Coll I และ ALP ซึง่แสดงถงึกระบวนการเปลีย่นแปลงจากเซลล์

อ่อนไปเป็นเซลลก์ระดกู (osteogenic differentiation)   

เนื่องจากเซลล ์MC-3T3-E1 เมื่อเลีย้งในจานเลีย้งดว้ยอาหารเลีย้งเซลลช์นิด OM จะใชเ้วลาประมาณ 15 วนัในการ

เกดิการแปรสภาพเป็นเซลลส์รา้งกระดูกโดยสมบูรณ์ (mature osteoblast) ซึง่ในกรณีนี้ ผูว้จิยัจะตรวจสอบการแสดงออกของ

ยนี Coll I และ ALP ในระยะแรกและระยะกลาง ดงันัน้ จงึจะท าการตรวจสอบการแสดงออกของ Coll I และ ALP เมื่อเลีย้งเซลล์

ไปเป็นเวลา 7 วนั โดยใชเ้ทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ดงัแสดงในรปูที ่3.10 
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รปูท่ี 3.10 ปรมิาณยนีต่างๆ ทีเ่ซลล ์MC-3T3-E1 แสดงออกมาในเวลา 7 วนั บนพืน้ผวิแผ่นกระจกเปล่า แผ่นกระจกทีต่ดิ PAA แผ่นกระจกทีต่รงึ OPN ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1, 0.5, 1, 5, 10 mg/ml 
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ปรมิาณของยนีทีเ่ซลลแ์สดงออกมาเมื่อเลีย้งใน media ชนิด GM และ OM สามารถวเิคราะหไ์ดโ้ดยการอ่านค่าความเขม้ของ PCR product ใน agarose gel แลว้น ามา normalized 

ต่อการแสดงออกของ GAPDH ซึง่เป็นยนีทีม่กีารแสดงออกคงที ่(house keeping gene) จากนัน้จงึแสดงในรปูแผนภมูโิดยแสดงปรมิาณยนีในหน่วย Relative gene expression ดงัรปูที ่3.11-

3.15 

 

รปูท่ี 3.11 แสดงปรมิาณยนี NANOG ทีเ่ซลลแ์สดงออกมาบนพืน้ผวิต่างๆ 
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รปูท่ี 3.12 แสดงปรมิาณยนี REX1 ทีเ่ซลลแ์สดงออกมาบนพืน้ผวิต่างๆ 
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รปูท่ี 3.13 แสดงปรมิาณยนี OCT4 ทีเ่ซลลแ์สดงออกมาบนพืน้ผวิต่างๆ 
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รปูท่ี 3.14 แสดงปรมิาณยนี Coll I ทีเ่ซลลแ์สดงออกมาบนพืน้ผวิต่างๆ 
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รปูท่ี 3.15 แสดงปรมิาณยนี ALP ทีเ่ซลลแ์สดงออกมาบนพืน้ผวิต่างๆ

Re
lat

ive
 g

en
e e

xp
re

ss
io

n 



36 
 
 

 

 

เมื่อพจิารณารปูที ่3.11 การแสดงออกของยนี NANOG ซึง่เป็นยนีทีบ่่งชีถ้งึความเป็นเซลลต์น้ก าเนิด ในสภาวะทีเ่ลีย้ง

ใน media ชนิด OM พบว่า สว่นใหญ่จะมรีะดบัทีส่งูกว่าระดบัทีพ่บในเซลลท์ีเ่ลีย้งใน media ชนิด GM และเมื่อพจิารณาภายใน

กลุ่มที่เลี้ยงด้วย media ชนิด OM พบว่า เซลล์ที่เลี้ยงบนแผ่นกระจกที่ตรึง OPN ที่ความเข้มข้น 1, 5, 10 mg/ml มีการ

แสดงออกของยนี NANOG สงูกว่าแผ่นกระจกเปล่าและแผ่นกระจกทีต่ดิเฉพาะ PAA โดยความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมทีสุ่ดทีส่ง่ผล

ใหม้ปีรมิาณยนี NANOG สงูทีส่ดุคอื 1 mg/ml  

สว่นผลการศกึษาในรปูที ่3.12 และในรปูที ่3.13 ซึง่เป็นการศกึษาการแสดงออกของยนี REX1 และ OCT4 ตามล าดบั

นัน้ กใ็หผ้ลในลกัษณะเดยีวกบั NANOG ทัง้ REX1 และ OCT4 เป็นยนีทีบ่่งชีถ้งึความเป็นเซลลต์น้ก าเนิดเช่นเดยีวกบั NANOG 

และพบว่า ในสภาวะทีเ่ลีย้งใน OM เซลลจ์ะมกีารแสดงออกของยนีทัง้สองนี้ สงูกว่าระดบัทีพ่บในเซลลท์ีเ่ลีย้งใน GM และเมื่อ

พจิารณาภายในกลุ่มทีเ่ลีย้งดว้ย OM พบว่า เซลลท์ีเ่ลีย้งบนแผ่นกระจกทีต่รงึ OPN ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1, 0.5, 1, 5 mg/ml มกีาร

แสดงออกของยนีทัง้สองชนิด สูงกว่าแผ่นกระจกเปล่าและแผ่นกระจกที่ติดเฉพาะ PAA โดยความเขม้ขน้ที่เหมาะสมที่สุดที่

สง่ผลใหม้ปีรมิาณยนี REX1 และ OCT4 สงูทีส่ดุคอื 1 mg/ml  

จากผลการทดสอบดงักล่าวจงึมคีวามเป็นไปไดว้่าการแสดงออกของยนีทัง้ 3 ตวัซึง่เป็นยนีทีบ่่งชีถ้งึสมบตัคิวามเป็น

เซลลต์น้ก าเนิดจ าเป็นส าหรบักระบวนการ differentiation ไปเป็นเซลลก์ระดกูซึง่จะตอ้งมกีารพสิจูน์ต่อไป  

เมื่อพจิารณารูปที ่3.14 ยนี Coll I เป็นยนีทีค่วบคุมกระบวนการ differentiation จากเซลล ์MC-3T3-E1 ไปเป็นเซลล์

กระดูก ซึ่งพบว่าโดยเฉลี่ยแล้ว เมื่อเลี้ยงเซลล์ใน media ชนิด OM เป็น media ที่ช่วยกระตุ้นให้เซลล์เกิดกระบวนการ 

differentiation เซลลจ์ะสามารถปล่อยยนีดงักล่าวไดม้ากกว่า และพบว่า เมื่อตรงึ OPN บนพืน้ผวิทีค่วามเขม้ขน้ 0.5, 1, 5, 10 

mg/ml ปรมิาณยนี Coll I สงูกว่าแผ่นกระจกเปล่าและแผ่นกระจกทีต่ดิ OPN โดยสภาวะทีเ่หมาะสมทีสุ่ดทีก่ระตุน้ใหเ้ซลลป์ล่อย

ยนี Coll I คอื OPN ที่ความเขม้ขน้ 10 mg/ml และในรูปที่ 3.15 การแสดงออกของยนี ALP ซึ่งเป็นยนีทีค่วบคุมกระบวนการ 

differentiation จากเซลล ์MC-3T3-E1 ไปเป็นเซลลก์ระดกูเช่นเดยีวกบัยนี Coll I พบว่ารูปแบบการแสดงออกคลา้ยกบัทีพ่บใน 

Coll I แต่สภาวะทีเ่หมาะสมทีส่ดุทีก่ระตุน้ใหเ้ซลลม์กีารแสดงออกของยนี ALP คอื OPN ทีค่วามเขม้ขน้ 5 mg/ml 

ดงันัน้จงึสรุปไดว้่า เมื่อเลีย้งเซลลเ์ป็นเวลา 7 วนั ใน media ชนิด OM ส่วนใหญ่แลว้เซลลจ์ะมกีารแสดงออกของยนีที่

ใชค้วบคุมกระบวนการ differentiation ใน media ชนิด OM ไดม้ากกว่า  โดยแผ่นกระจกทีต่รงึ OPN บนพืน้ผวิทีค่วามเขม้ขน้ 

10 mg/ml จะช่วยสง่เสรมิใหม้ปีรมิาณยนี Coll I และเมื่อพจิารณาปรมิาณยนี ALP พบว่าแผ่นกระจกทีต่รงึ OPN ทีค่วามเขม้ขน้ 

5 mg/ml ส่งเสรมิใหเ้ซลลม์ปีรมิาณยนีสงูทีสุ่ด แสดงว่า OPN สามารถกระตุ้นกระบวนการ differentiation ไปเป็นเซลลก์ระดูก

ได ้ซึง่การทีเ่ซลลม์กีารแสดงออกของยนีชนิดต่างๆ ทีค่วามเขม้ขน้ของ OPN ต่างกนั มคีวามเป็นไปไดว้่า การตรงึ OPN บน

แผ่นกระจกที่ความเขม้ขน้ต่างกนั ท าให้รูปแบบการกระจายตวัของ OPN บนแผ่นกระจกไม่เหมอืนกนั ซึ่งพิสูจน์ได้โดยใช้

เทคนิค Atomic force microscopy (AFM) นอกจากนัน้ยนีแต่ละชนิดอาจตอบสนองต่อความเขม้ขน้ OPN ทีต่่างกนั ซึง่จะต้อง

ท าการพสิจูน์ต่อไป 

 

 



 

 

 
บทท่ี 4 

สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
จากผลการทดลองพบว่า สามารถกราฟต ์PAA บนพืน้ผวิกระจกไดจ้ากปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชนัรเิริม่จากพืน้ผวิผ่าน

กลไกแบบ RAFT polymerization เมื่อน าพอลเิมอรท์ีส่งัเคราะหไ์ด้ในสารละลายไปพสิจูน์เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิค 1H-NMR ท า
ให้สามารถค านวณหาค่า DP ได้เท่ากบั 87 และม ี% conversion เท่ากบั 97.1 % และค านวณหามวลโมเลกุลของ PAA ได้
เท่ากบั 6,358 ซึง่ใกลเ้คยีงกบัมวลโมเลกุลของ PAA ทางทฤษฎ ีคอื 7,268 ยนืยนัการกราฟต ์PAA บนแผ่นกระจกดว้ยการวดั
มุมสมัผสัของน ้า พบว่า มีค่า advancing เท่ากบั 40.4 ± 3.9๐ แสดงว่าสามารถติด PAA บนแผ่นกระจกได้ และยนืยนัการติด 
PAA บนอนุภาคซลิกิาไดโ้ดยเทคนิค FT-IR โดยพบพกี C=O stretching ที ่1726 cm-1 ของหมู่คารบ์อกซลิของ PAA 
 

ในส่วนการตรงึโปรตนี OPN บนแผ่นกระจกที่กราฟต์ด้วย PAA สามารถตรวจสอบผลการตรงึด้วยการวดัมุมสมัผสั

ของน ้าพบว่า มคี่า advancing เท่ากบั 56.1 ± 4.5๐ และมคี่า receding เท่ากบั 35.3 ± 5.6๐ แสดงว่าพืน้ผวิของวสัดุทีต่รงึโปรตีน

แล้วมีคุณสมบตัิไม่ชอบน ้าเพิ่มขึ้นเป็นการยืนยนัว่าสามารถตรึง OPN บนแผ่นกระจกได้ นอกจากนี้จากการวเิคราะห์ด้วย

เทคนิค X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) ยงัพบการเพิม่ขึน้ของ % N เป็นสดัสว่นกบัความเขม้ขน้ของ OPN ทีใ่ชใ้น

การตรงึและจากการวเิคราะห์อนุภาคซิลกิากราฟต์ด้วย PAA และติดด้วย OPN ด้วยเทคนิค FT-IR พบพกี C=O stretching 

ของเอไมดข์องโปรตนี OPN ที ่1636 cm-1 ทีแ่สดงการตดิของ OPN ดว้ย 

ส าหรบัการเพาะเลีย้งเซลล ์MC-3T3-E1 บนแผ่นกระจกที่กราฟต์ดว้ย PAA และตรงึดว้ย OPN พบว่าเมื่อเซลลอ์ยู่ใน 

media ชนิด OM ทีส่ามารถช่วยใหเ้ซลลเ์กดิกระบวนการ differentiation ไปเป็นเซลลก์ระดกู เซลลส์ามารถยดึเกาะบนพืน้ผวิได้

ดกีว่าเซลลท์ี่เลีย้งใน media ชนิด GM จากนัน้เมื่อน าไปทดสอบการแสดงออกของยนี NANOG, REX1, OCT4, Coll I, ALP 

พบว่าเซลลม์กีารแสดงออกของยนีใน media ชนิด OM ดกีว่า media ชนิด GM โดยมกีารแสดงออกของยนี NANOG, REX1, 

OCT4 มากทีส่ดุทีค่วามเขม้ขน้ OPN ทีต่รงึบนพืน้ผวิ 1 mg/mL และเซลลม์กีารแสดงออกของยนี Coll I, ALP มากทีส่ดุทีค่วาม

เขม้ขน้ 10 mg/ml และ 5 mg/ml ตามล าดบั แสดงว่า OPN ทีต่รงึบนแผ่นกระจกสามารถกระตุน้กระบวนการ differentiation ไป

เป็นเซลลก์ระดกูได ้นอกจากน้ีการทีเ่ซลลม์กีารแสดงออกของยนีชนิดต่างๆ ทีค่วามเขม้ขน้ของ OPN ต่างกนั มคีวามเป็นไปได้

ว่า การตรงึ OPN บนแผ่นกระจกทีค่วามเขม้ขน้ต่างกนั ท าใหร้ปูแบบการกระจายตวัของ OPN บนแผ่นกระจกไม่เหมอืนกนั ซึง่

น่าจะพสิจูน์ไดโ้ดยใชเ้ทคนิค atomic force microscopy (AFM) นอกจากนัน้ยนีแต่ละชนิดอาจตอบสนองต่อความเขม้ขน้ OPN 

ทีต่่างกนั ซึง่จะตอ้งท าการพสิจูน์ต่อไป 

 หากไดผ้ลการศกึษาทีเ่หมาะสมจากการใชก้ระจกเป็นแบบจ าลองแลว้ งานวจิยัทีค่วรจะด าเนินการต่อไปในอนาคตจะ

เป็นการศกึษาการกราฟต ์PAA และตรงึดว้ย OPN บนวสัดุทีเ่ป็นไททาเนียม และท าการศกึษาการตอบสนองของเซลลต่์อไป 
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ศกึษาในหลกัสตูรวทิยาศาสตรบณัฑติ ภาควชิาเคม ีคณะวทิยาศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั เมื่อปีการศกึษา 2554 ทีอ่ยู่ที่

สามารถตดิต่อไดห้ลงัจากจบการศกึษาคอื 42/83 ถนนฉลองกรุง แขวงล าผกัช ีเขตหนองจอก กรุงเทพมหานคร 10530 
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ตอนปลาย สายสามญั แผนกวทิยาศาสตร์-คณิตศาสตร ์จากโรงเรยีนหอวงั เมื่อปีการศกึษา 2553 เขา้ศกึษาในหลกัสตูรวทิยา

ศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยัเมื่อปีการศึกษา 2554 ที่อยู่ที่สามารถติดต่อได้
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