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โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต 30/70 

โดยน้ําหนัก (Gel/HA) ถูกขึ้นรูปโดยการทําใหเปนเนื้อเดียวกนั และใชสารละลาย กลูตารัลดีไฮด

เขมขน 0.01 (โดยน้ําหนัก) เปนสารเชื่อมขวาง หลงัจากนั้นนําไปทําแหงแข็ง และเชือ่มขวางอกีครั้ง

ดวยการใชความรอนที่ 140 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ผลของการตรวจสอบดวยกลอง

จุลทรรศนอิเลก็ตรอนแบบสองกราดพบวา โครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มี

ขนาดของรูพรุน 121 ± 39 และ 148 ± 83 ไมโครเมตร ตามลําดับ โครงเลี้ยงเซลลทัง้สองชนิดมีรู

เชื่อมกันตลอดผนังของโครงเลี้ยงเซลลความพรนุรอยละ 55-60    ไฮดรอกซีอะพาไทตกระจายทัว่

ทั้ง Gel/HA และความทนแรงกดที่สภาวะแหงมีคา 118±21.68 และ 510±109.08 กิโลปาสคาล 

ตามลําดับ ผลของการเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกหน ู Wistar (MSC) ในสภาวะสถิตยบน

โครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีอัตราการแบงเซลลเปนสองเทาที่ 233.8 และ 

250.8 ชั่วโมง ตามลาํดับ เซลลบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA สามารถสรางเอน็ไซม alkaline 

phosphatase  (ALP) และแคลเซียมไดดีกวาโครงเลีย้งเซลล Gel  1.3 และ 1.4 เทาตามลําดับใน

อาหารปกติ การเลี้ยงเซลลบน Gel/HA ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพทําใหเซลลเจริญเติบโตไดดี การ

แบงเซลลเปนสองเทาใชเวลา 192.9 ชั่วโมง นอกจากนัน้การเลีย้งในเครื่องปฏิกรณชีวภาพยังชวย

ใหเซลลมีกจิกรรมของเอ็นไซม ALP และแคลเซียมสูงกกวาการเลี้ยงแบบสถิตย 1.7 และ 2.3 เทา

ตามลําดับในอาหารปกติ อัตราสวนแคลเซียมตอฟอสฟอรัสที่ MSC สรางขึ้นหลังการเลีย้งใน

เครื่องปฏิกรณชีวภาพ โดยใชอาหาร osteogenic medium เปนเวลา 28 วัน มีคา 1.61 นอกจากนี้

เครื่องปฏิกรณชีวภาพที่สรางขึ้นยังใชเพาะเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลโดยใชสารแขวนลอยของเซลล

เจือจางได โดยสามารถเพาะเซลลใหมีความหนาแนน 1.3x104 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร และ

เซลลกระจายตัวทั่วทัง้โครงเลี้ยงเซลล  
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             Two types of scaffolds, gelatin (Gel) and gelatin/HA (30/70 wt./wt.) (Gel/HA), were 

prepared using homogenization and freeze drying methods. Glutaraldehyde (0.01 wt./wt.) 

were used as a crosslinking agent. They were then crosslinked again using 

dehydrothermal method at 140°C for 48 hrs. The scaffolds had interconnected-

homogeneous sized pores with approximated pore size of 121±39, and 148±83 μm, and 

porosity of 65.4±4.6 and 50.9±5.9 %, for Gel and Gel/HA scaffold, respectively. 

Compressive modulus of Gel and Gel/HA scaffolds were at 118±21.68 and 510±109.08 

kPa, respectively at dry state. An in-house designed infusion bioreactor was used for cell 

culture on Gel/HA scaffolds to evaluate cells proliferation comparing to the static culture. 

The results on in vitro static cell culture showed that population doubling time (PDT) of 

MSC on Gel and Gel/HA scaffolds were at 233.8 and 250.8 hrs, respectively while in a 

bioreactor, the PDT of  Gel/HA scaffolds reduced to 192.3 hrs. In term of osteogenic 

differentiation, Gel/HA scaffolds enhanced alkaline phosphatase (ALP) activity and 

calcium content of MSC by 1.3 and 1.4 times, respectively compared to those of the Gel 

scaffold in normal medium. Culture in the bioreactor enhances ALP activity and calcium 

content of MSC on Gel/HA by 1.7 and 2.3 times, respectively over those cultured at static 

condition.  The results from energy-dispersive X-ray spectroscopy shown Ca:P ratio of 

Gel/HA scaffold culture MSC was at 1.61. The bioreactor also shows efficient cells seeding 

capability. The cell density of 1.3x104cells/mm3 could be achieved using cell solution of 

5x104cells/ml in 6 hrs. The cells were spreaded out homogeneously throughout the 

scaffolds. 
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บทที่  1 

บทนํา 
 
1.1 ที่มาของงานวจิัย 
  

งานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue engineering) เปนศาสตรที่นาํหลักการของวิศวกรรม 

และชีววทิยามาประยุกตใชในการฟนฟูรักษา และพัฒนาหนาทีก่ารทํางานของเนือ้เยื่อ (Tissue 

Function) ซึ่งสงผลกระทบตอระบบสาธารณสุขและเศรษฐกิจ จากการประมาณการของกระทรวง

สาธารณสุขของประเทศสหรัฐอเมริกานัน้ คาใชจายของผูปวยที่สูญเสียอวัยวะหรือเนื้อเยื่อตางๆมี

คาใชจายประมาณ 400,000 ลานเหรียญตอป หรือประมาณ 17.5 ลานลานบาท [Ma L. และคณะ 

2003] ของผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งนับวาเปนจาํนวนเงินที่มากที่ไมอาจมองขามได 

องคประกอบที่สําคัญในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ ไดแก โครงเลี้ยงเซลล (scaffolds) ที่ผลิต

จากชวีวัสดุ ซึ่งมีลักษณะและสมบัติที่เหมาะสมตอการชักนําใหเกิดการเจริญเติบโตของเซลลที่

นํามาเพาะลงบนโครงเลี้ยงเซลล ไดแก มีความพรุนทีต่อเนื่อง มีขนาดของรูพรุนที่เหมาะสม มี

ความสามารถในการเขากันไดทางชีวภาพกับรางกาย มีความแข็งแรง และมีความสามารถในการ

ยอยสลายภายในรางกายทีเ่หมาะสมกับลักษณะการเกิดของเนื้อเยือ่ใหม เซลลสําหรับเพาะเลี้ยง

บนโครงเลี้ยงเซลลซึ่งอาจเปนเซลลของเนือ้เยื่อจําเพาะ เชน เซลลผิวหนังแท เซลลกระดูก เซลล

ประสาท เปนตน หรือ เปนเซลลตนกําเนิดที่มีความสามารถในการเจรญิเติบโตเปลี่ยนแปลงไปเปน

เซลลเนื้อเยื่อจําเพาะตางๆ ได ซึ่งจากรายงานในตางประเทศในชวงทีผ่านมา พบวามีความสนใจ

ในการพัฒนาเซลลตนเกิดเพือ่ใชงานในวศิวกรรมเนื้อเยื่อตางๆ เพิม่ข้ึนอยางตอเนื่อง และ 

สภาพแวดลอมที่ทาํใหเซลลสามารถเจริญเติบโตใกลเคียงธรรมชาติมากที่สุด ซึ่งปจจัยสภาวะของ

สภาพแวดลอมดังกลาวมีอยูหลายหลาก เชน การใชสารเคมีบางชนิด และการใชเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพ (Bioreactor) ชวยกระตุนเพื่อการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อในรูปแบบตางๆ เปนตน 

Mesenchymal stem cells (MSC) เปนเซลลตนกาํเนดิจากเนื้อเยื่อช้ันกลาง 

(Mesoderm) สามารถเปลีย่นแปลงรูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดตางๆ ได เชน กระดูก, กระดูกออน, 

เนื้อเยื่อไขมัน, เสนเอน็และกลามเนื้อ จึงถูกนํามาใชรวมกับโครงเลีย้งเซลลแบบ 3 มิติ เพื่อ

ประโยชนในงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อไดอยางมาก แตปญหาของงานดานวศิวกรรมเนื้อเยือ่

คือโครงเลี้ยงเซลลมีความหนา ซึ่งทําใหผลเสีย เชน การใสเซลลลงในโครงเลีย้งเซลล (Cells 

seeding) ไมมีประสิทธิภาพ, การเลี้ยงให MSC เจริญเติบโตไดไมดี  เนื่องจากการจํากัดของ Mass 

transfer และการศึกษาใน in vitro ของงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อกระดูก  ตองการเครื่องปฏิกรณ 
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ชีวภาพที่มกีารใหแรงทางกลเพื่อให MSC เปล่ียนเปนเซลลกระดูกได ดังนั้นการใชเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพจงึมีบทบาทสําคัญสาํหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ในการควบคมุสภาวะตางๆ ใหเหมาะสม

กับการเลี้ยง MSC และเปลี่ยนแปลงใหเปนเนื้อเยื่อกระดูก ดังนัน้งานวิจัยเกี่ยวกบัเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ คือการออกแบบระบบใหเหมาะสมกบัการเลี้ยง MSC เพื่อขยาย

จํานวน (Proliferation) และเหนีย่วนําใหเปลี่ยนแปลง (Differentiation) ไปเปนเซลลกระดูก   
 
  

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 เพื่อออกแบบและสรางเครื่องปฏิกรณชีวภาพ (Bioreactor) แบบไหลผาน (Infusion) โครง

เลี้ยงเซลลที่ผลิตจากวัสดุทีส่ามารถยอยสลายไดทางชวีภาพ (Biodegradable) สําหรับการ

เพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก (Bone marrow-derived mesenchymal stem cells) 

และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มจาํนวน (Proliferation) ตลอดจนการเปลี่ยนแปลง 

(Differentiation) ไปเปนเซลลกระดูก 

 

 
1.3 ขอบเขตงานวจิัย 

1.  ข้ึนรูปโครงเลีย้งเซลลจากเจลาตินผสมแคลเซียมฟอสเฟต (Calcium Phosphate, 

Ca-P)  และทดสอบคุณสมบัติของโครงเลีย้งเซลลทางกายภาพ และทางชวีวทิยา ให

มีขนาดของรพูรุนในชวง 100-300 μm  ความพรนุ 50-80%  และความแข็งแรง 

(Compressive strength) ไมต่ํากวา 200 kPa 

2. ออกแบบและสรางเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผาน (infusion) และทดสอบการ

เลี้ยงเซลล  โดยหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิม่จํานวนของ MSC จากหน ู Wistar 

โดยมีการกระจายตัวของเซลลทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลลอยางดี    

3. ทดสอบคุณสมบัติการเหนี่ยวนาํใหเซลลตนกําเนิดมกีารเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลล
กระดูก  โดยการใช normal และ differentiating medium ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ  

และตรวจสอบสัญญาณการเปลี่ยนแปลงของเซลล ALP activity  และ Calcium 

content 

4. ทดสอบการเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชวีภาพ 
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1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ตนแบบ  และขอมูลของโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมแคลเซียมฟอสเฟต  

2. ตนแบบเครื่องปฏิกรณชีวภาพ  และสภาวะที่เหมาะสม สําหรับการเพิ่มปริมาณ  

และชักนําใหเซลลตนกําเนิดบนโครงเลี้ยงเซลลเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูก 

(oteoblast) 

3. ขอมูลการขยายปริมาณการเลี้ยงเซลลตนกําเนิดแบบสภาวะอยูนิ่ง และในเครื่อง
ปฏิกรณชีวภาพ 

4. ขอมูลการเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

 

 

 



บทที่  2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวของ  

 
2.1 กระดูก (Bones)  
 กระดูก (Bones) เปนอวยัวะที่ประกอบขึน้เปนโครงรางแข็งภายใน (endoskeleton) ของ

สัตวมีกระดูกสันหลงั หนาทีห่ลักของกระดูกคือการค้ําจุนโครงสรางของรางกาย การเคลื่อนไหว 

การสะสมแรธาตุและการสรางเซลลเม็ดเลอืด กระดูกประกอบดวยสวนที่เปนสารอินทรีย  สารอนิ

นทรีย  และน้าํ  โดยสัดสวนทัง้สามนี้จะเปลี่ยนแปรไปตามอายุของกระดูก  สําหรบักระดูกที่เจรญิ

เต็มที่แลวในผูใหญ  จะมีสวนประกอบของสารอินทรียประมาณรอยละ 25 สารอนนิทรียรอยละ 65 

และน้ํารอยละ 10 ซึ่งสวนที่เปนสารอนิทรีย จะประกอบไปดวยคอลลาเจนเปนสวนใหญถงึ

ประมาณรอยละ 93 ที่เหลอืจะเปน proteoglycan และโปรตีนอื่นๆ ซึ่งไมใชคอลลาเจน (non-

collagen proteins)  สําหรับสวนที่เปนสารอนินทรียคอื เกลือแรตางๆ ที่จับแฝงอยูกับเนื้อเยื่อพืน้ ที่

สําคัญคือแคลเซียม   และฟอสเฟต เนื้อเยือ่พื้นสวนนี้จะทําใหหระดูกมคีวามแข็งแรง และสามารถ

ทนตอแรงอัด (compressive strength) ในขณะที่สวนที่เปนสารอินทรียจะชวยใหกระดูกสามารถ

ตานทานตอแรงดึงและแรงบิด (tractional and torsional forces) นอกจากนั้นการจัดเรียงตวัที่

เหมาะสมเปนระเบียบของคอลลาเจน  การผสมผสานกนัอยางพอเหมาะของคอลลาเจนและแร

ธาตุตางๆ ในเนื้อเยื่อพืน้มคีวามสัมพันธโดยตรงตอการที่กระดูกมีอัตราสวนของความแข็งแรงตอ

น้ําหนกั (strength to weight ratio) สูงเมื่อเปรียบเทียบกับโครงสรางอื่นๆ ในรางกาย [Duthie R.B. 

และคณะ 1983]  การเจรญิพัฒนาของเนื้อเยื่อกระดูกในรูปแบบที่แตกตางกนั ทาํใหกระดูกเปน

อวัยวะที่มหีลายรูปรางลกัษณะ เพื่อใหสอดคลองกันกบัการทาํงานของกระดูกในแตละสวน เชน

กะโหลกศีรษะ (skull) ที่มีลักษณะแบนแตแข็งแรงมาก เพื่อปองกันการกระทบกระเทือนของสมอง 

หรือกระดูกตนขา (femur) ที่มีลักษณะยาวเพื่อเปนจดุเกาะของกลามเนื้อตางๆทีเ่กี่ยวของกับการ

เคลื่อนไหวของรยางคลาง เปนตน 

 กระดูกไมไดเปนโครงสรางที่แข็งทึบเพียงอยางเดยีว หากแตมีชองวางทีอ่ยูระหวาง

โครงสรางแข็ง ในกระดูกแบบยาวจะพบวาดานนอกของกระดูกจะมีเนื้อกระดูกที่แข็งมากๆ ซึ่งเรยีก

สวนนี้วา กระดูกเนื้อแนน (compact bone) ซึ่งมีชองวางของเนื้อกระดูกนอยมาก และคิดเปน

ประมาณ 80% ของเนื้อกระดูกในผูใหญ สวนชัน้ในของกระดูกจะมีลักษณะที่โปรงคลายเสนใย

สานกนั เรียกวา กระดูกเนือ้โปรง (spongy/cancellous bone) ซึ่งทําใหกระดูกมคีวามเบา และ

เปนที่อยูของหลอดเลือดและไขกระดูก (marrow) ดงัรูปที่ 2.1 นอกสุดของกระดูกจะมีเยื่อหุม

กระดูก (periosteum) หุมอยูโดยรอบ และมีหลอดเลือดและเสนประสาทมาเลี้ยงเนื้อกระดูก 

ยกเวนที่บริเวณขอตอซ่ึงไมมีเยื่อหุมกระดกูอยู [Elaine N. และคณะ 2006] 
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รูปที่ 2.1 สวนหวัของกระดกูตนขาตัดตามยาว (ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Bone ) 

 

เนื้อเยื่อพื้นฐานของกระดูกคอืเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดพิเศษ เรียกวาเนื้อเยื่อกระดูก 

(osseous tissue) ประกอบขึ้นจากวัสดุคอมโพสิทที่มคีวามแข็งแรงแตมีน้ําหนักนอย ซึง่สวนใหญ

จะประกอบดวยแคลเซียมฟอสเฟต (calcium phosphate) ในรูปของแคลเซียมไฮดรอกซีอะพา

ไทท (calcium hydroxyapatite) ซึ่งเปนสารประกอบที่มีความแข็งเกร็ง โดยมีคาความทนแรงกด

ประมาณ 130-180 MPa [Paul K. Chu และคณะ และคณะ 2008] และตอตานแรงกดไดมาก 

นอกจากนีย้ังมีคอลลาเจน (collagen) เปนโปรตีนเสนใยที่ชวยเพิม่ความยืดหยุนของกระดูก เมือ่ดู

โครงสรางของกระดูกเนื้อแนนใตกลองจุลทรรศน (รูปที 2.2) พบเนื้อเยื่อกระดูกมีลักษณะทีเ่ปนวง

ซอนๆกัน โดยที่มีศูนยกลางเปนชองขนาดใหญที่เรียกวา ชองฮาเวอรเชยีน (Haversian canal) ซึ่ง

เปนที่อยูของหลอดเลือดที่มาเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูก และวงรอบๆเปนทีอ่ยูของเซลลกระดูกที่โตเต็มที่

แลว 

 ในเนื้อเยื่อกระดูกประกอบดวยเซลลกระดกู (bone cells) ที่มีสวนสําคัญในการสรางและ

การกอรูปของกระดูกอีกดวย เซลลกระดูกมีสามชนิด ไดแก 

 ออสติโอบลาสต (Osteoblast) เปนเซลลสรางเนื้อกระดูกที่เจริญพัฒนามาจากเซลลตน

กําเนิดเซลลกระดูก (osteoprogenitor cells) เซลลนี้จะอยูตามขอบของเนื้อกระดูก และสราง

กระดูกเนื้อแนน 

compact bone 

กระดูกเนื้อโปรง 

spongy/cancellous bone  
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โปรตีนที่เรียกวา ออสติออยด (osteoid) ซึ่งโปรตีนดังกลาวนีจ้ะมีสารอนนิทรียมาสะสมและ

กลายเปนเนื้อกระดูก นอกจากนี้ออสติโอบลาสตยังสรางเอนไซมอัลคาไลน ฟอสฟาเทส (alkaline 

phosphatase) ซึ่งเกีย่วของกับการสรางเนื้อกระดูก รวมทั้งสารนอกเซลลอ่ืนๆอีกดวย  

 ออสติโอไซต (Osteocyte) เปนเซลลที่เจริญตอมาจากออสติโอบลาสตที่ไดสรางเนื้อ

กระดูกจนลอมรอบตัวเซลล และเปนเซลลกระดูกที่เจรญิเต็มที่แลว รอบๆเซลลจะเปนชองที่เรียกวา 

ลากูนา (lacuna) และแตละลากนูาจะติดตอกันดวยชองทางผานเล็กๆที่เรียกวา คานาลิคูไล 

(canaliculi) ซึ่งทาํใหแตละออสติโอไซตมีการติดตอส่ือสารกันได ออกซิเจนและสารอาหารก็จะถกู

สงจากหลอดเลือดภายในชองฮาเวอรเชียนเขามายงัแตละเซลลผานทางชองดังกลาวนี ้แมออสติโอ

ไซตจะเปนเซลลกระดูกที่โตเต็มที ่ แตมันยงัมหีนาทีใ่นการควบคุมระดับแคลเซียมและสารนอก

เซลลอ่ืนๆดวย  

 ออสติโอคลาสต (Osteoclast) เปนเซลลขนาดใหญที่มหีลายนวิเคลียส และเจริญมาจาก

เซลลตนกาํเนดิโมโนไซต (monocyte stem cells) เซลลนี้มหีนาที่สําคัญในกระบวนการกอรูป

กระดูก (bone remodeling) โดยอาศัยการผลิตเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase) 

ในการกรอนเนื้อกระดูก และทําใหกระดกูมีลักษณะที่เหมาะสม นอกจากนี ้ กระบวนการดังกลาว

ยังทาํใหมีการนําแคลเซียมออกสูกระแสเลอืดอีกดวย [Frank H. และคณะ 1987] 
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รูปที่ 2.2  ภาพแสดงภาคตัดขวางของกระดูกแบบยาว แสดงโครงสรางภายในของกระดูก 

(ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Bone ) 

 

 การเจริญพัฒนาของกระดูกจะเริ่มโดยกระบวนการสรางเนื้อกระดูก (ossification) 

สามารถแบงออกไดเปนสองรูปแบบ ไดแก 

 Intramembranous ossification เปนการสรางเนื้อกระดูกจากการรวมตัวของกลุมเซลล

ชนิดมีเซนไคม (mesenchymal cells) ซึ่งเปนเซลลทีเ่กี่ยวของกับการสรางเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิด

ตางๆ การรวมตัวของเซลลดงักลาวจะทําใหเกิดจุดการสรางกระดูกปฐมภูมิ (primary ossification 

center) และตามดวยการสะสมแคลเซียมในบริเวณดังกลาว กระบวนการนี้จะดําเนินตอไปจน

เสร็จสมบูรณ การสรางเนื้อกระดูกในลักษณะนี้มกัพบในกระดูกแบบแบน (flat bone) เชนกะโหลก

ศรีษะ  

 Endochondral ossification เปนการสรางเนือ้กระดูกที่มีแบบมาจากกระดูกออน 

(cartilage) ที่มีการเจริญมากอนแลว โดยที่กลุมเซลลมีเซนไคมจะเขาไปแทนที่เซลลกระดูกออน

ผานทางหลอดเลือด เร่ิมจากสวนกลางของกระดูกซึง่เปนจุดการสรางกระดูกปฐมภูมิ เมื่อเซลลมี

เซนไคมมีการพัฒนาไปเปนเซลลตนกําเนิดเซลลกระดูก จึงมีการสะสมของเนื้อกระดูกมากขึ้น 

นอกจากนี ้มกัพบวาจะมีจดุการสรางกระดูกทุติยภูมิ (secondary ossification center) ที่บริเวณ

ปลายกระดูก โดยการสรางกระดูกในจุดนี้จะเริ่มหลังจากคลอด การสรางกระดูกในทัง้สองจุดจะ

ดําเนนิตอไปจนกระทั่งมาบรรจบกันที่แนวแผนอิพิไฟเซยีล (epiphysial plate) ซึง่เปนแนวของ

กระดูกออนทีย่ังสามารถทําใหเกิดการยืดของกระดูกได จนกระทั่งเขาสูวัยผูใหญ แนวดังกลาวนี้จะ

ถูกแทนที่ดวยกระดูกทัง้หมด ดังรูปที ่2.3 
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 แมกระบวนการเจริญพัฒนาของกระดูกจะหยุดไปแลว แตยังคงมกีระบวนการกอรูปของ

กระดูกอยางตอเนื่อง เพื่อซอมแซมความเสียหายเล็กๆนอยๆ ของกระดูก และเปนการรักษาระดับ

แคลเซียมในกระแสเลือดอีกดวย [Bryan H. และคณะ 2005] 

 การศึกษาการเกิดแรธาตุจากเซลล osteoblastic ที่ไดจากการแยกจากเนื้อเยื่อกระดูกของ

มนุษย  และหน ูนาํมาเพาะเลี้ยงเซลล ซึง่เซลลที่แยกออกมาไดจะสังเคราะหโปรตนี  และเอนไซม 

ที่เกิดขึ้นในกระดูก เชน alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin และ คอลลาเจน type I  ใน

การเพาะเลี้ยง เซลล primary จากกระดูกของมนุษยสามารถเลี้ยงไวไดนาน 30 วนั และมีปุมเล็กที่

สรางขึ้นเซลล  ซึ่งปุมนี้บรรจุไปดวย matrix ที่หนาแนน  ประกอบไปดวย ผลึกของ calcium 

phosphate ฝงอยูใน matrix   กระบวนการปลดปลอยถุงบรรจ ุ matrix นี้ออกมาจากเซลล  เพือ่

เปนตัวเริ่มตนในการเกิดแรธาตุของกระดูก ในการเพาะเลี้ยงเซลลจะตองมีการชักนาํเพื่อใหเกิดการ

เปล่ียนแปลงของเซลลไปเปนเซลลกระดูกที่ประกอบไปดวยแรธาต ุ โดยใช β-glycerophosphate, 

glucocorticoids, sodium β-glycerophosphate, calcium hexose monophosphate และ 

dexamethasone [Kim H.J. 2005] 

 

 
 

รูปที่ 2.3 ข้ันตอนการเจริญพัฒนาของกระดูก แบบ Endochondral ossification 

(ที่มา: http://en.wikipedia.org/wiki/Bone ) 
 
 
 
 



 

 
9  

2.2 วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก (Bone Tissue engineering) 
 วัสดุทดแทนกระดูกซึ่งในการรักษาโดยใชวัสดุทดแทนกระดูกเกิดขึ้นไดเนื่องจากหลาย

สาเหต ุเชน โรคทางกระดูก การผาตัด และอุบัติเหต ุการปลูกถายกระดูกที่ใชโดยทั่วไปมี 3 วิธ ีคือ 

การปลูกถายดวยวัสดุจากตัวผูปวยเอง (autograft) การปลูกถายดวยวัสดุจากผูอ่ืน (allograft) 

และการปลูกถายดวยวัสดุเลียนแบบชีวภาพ (biomimetic materials) [Zhang N. และคณะ 

2007] แตทั้ง 3 วิธกี็ยังมขีอจํากัดอยูหลายดาน เชน ดานวัสดุ พื้นที่ผิวที่รับการปลูกถายกระดูก 

ปญหากายวิภาค และการติดเชื้อ จึงมกีารพัฒนาวิธีสังเคราะหวัสดุเพือ่มาแกปญหาดังกลาว โดย

อาศัยความรูความกาวหนาทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ (tissue engineering) ใหมีสวนเขามา

พัฒนาวัสดุทดแทน กระดูกไปยัง 

บริเวณกระดูกที่เสียหายเพื่อกระตุนการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อกระดกูภายในรางกาย วัสดุใหมนี้

ทํางานโดยการกระตุนใหเกดิการสรางเนือ้เยื่อกระดูกใหม หรือที่เรียกวา โครงเลี้ยงเซลล (scaffold) 

กระดูกในธรรมชาติประกอบดวยคอลลาเจน โปรตีนชนิดอื่นๆ ที่ไมใชคอลลาเจน คารโบไฮเดรต 

แคลเซียมฟอสเฟต และแคลเซียมคารบอเนต โดยมีอัตราสวนระหวางสารอินทรียตอสารอนินทรีย

ประมาณ 30:70 [Yuehuei H. A. และคณะ 2003] ดังนัน้ในวัสดุทดแทนกระดูกจึงควรมี

สวนประกอบของสารอินทรียที่คลายคลึงกับสวนประกอบในเนื้อเยื่อและสารอนินทรียที่คลายคลึง

กับสวนแรธาตทุี่มีอยูในกระดูกจริง และสามารถเตรียมใหมีอัตราสวนที่เหมาะสมระหวาง

สารอินทรียและสารอนนิทรียได โดยมีความสามารถในการเหนี่ยวนาํใหเซลลมายึดเกาะไดดี 

รวมถึงสามารถกระตุนใหเกดิการเจริญเติบโตของเนื้อเยือ่กระดูกได นอกจากนีจ้ะตองมีความเขา

กันไดทางชวีภาพและไมเปนพิษตอรางกายอีกดวย 

 
2.3 โครงเลีย้งเซลลสําหรบังานวศิวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก (Bone Tissue engineering 
Scaffold) 

 ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ วสัดุและการออกแบบโครงเลีย้งเซลลเปนสิง่สําคัญ โครงเลี้ยง

เซลล(Scaffold)หรือ Artificial extracellular matrices (ECM) คือ วัสดุที่สรางขึน้ชั่วคราวทรงสาม

มิติเพื่อใหเซลลสามารถเจริญเติบโตและสรางเนื้อเยื่อข้ึนใหมได โดยอาจทําการฉดีเซลลเขาไปใน

โครงเลี้ยงเซลลและเซลลจะเจริญเติบโตอยูภายในซึง่ตองมีสารอาหารและการควบคมุโมเลกุลที่

ตองแพรผานโครงเลี้ยงเซลล (โปรตีนและ growth factor เปนตน) ส่ิงกระตุนทางกายภายและ

เชิงกล อุณหภูมิ ความดนัและการขนสงมวลสารตองเหมาะสมกับการงอก การแบงเซลลและการ

เกิดเนื้อเยื่อหรืออวัยวะใหม ในขณะเดียวกันที่เนื้อเยื่อหรืออวัยวะเกดิขึ้นมาใหมนัน้ วัสดุที่ใชโครง
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เลี้ยงเซลลตองสามารถยอยสลายและไมทิง้สิ่งแปลกปลอมไวในรางกาย [Peter X.M. และคณะ 

2004] โดยทั่วไปเรานําโครงเลี้ยงเซลลใชกบัผิวหนัง กระดูก ประสาทและตับ เปนตน  

หลักที่ตองคํานึงในการสรางโครงเลี้ยงเซลลทั่วๆ ไป คือ  

1. โครงสรางเปนสามมิต ิเพื่อเปนโครงสรางค้ําจุนใหเซลลสามารถเจริญเติบโต  

2. มีความเปนรูพรุนสูง โดยมีความเปนรูพรุนมากกวา 90 เปอรเซ็นต และรูพรุนตองมีขนาดที่

เหมาะสม โดยทั่วไปขนาดรพูรุนประมาณ 100-200 ไมโครเมตร และรูพรุนควรเชื่อมตอกัน 

(Interconnected pore) เพื่อใหเซลลและเนื้อเยื่อสามารถเจริญเติบโตได สารอาหารและ

ของเสียตางๆ สามารถสงผานภายในโครงเลี้ยงเซลลไดอยางสะดวก  

3. มีลิแกนดหรือสมบัติทางเคมีสําหรับใหเซลลสามารถยดึเกาะ เจริญเติบโตและ

เปล่ียนแปลงรูปรางได  

4. สามารถยอยสลายไดในรางกาย โดยไมทิ้งสารที่เปนพิษไว รางกายสามารถกาํจัดได

ตลอดเวลา และมีอัตราการยอยสลายที่เหมาะสมกับอัตราการเกิดขึ้นของเนื้อเยื่อใหม  

5. มีโครงสรางทีแ่ข็งแรงพอสําหรับคํ้าจุนเนื้อเยื่อ  

6. ไมเปนพษิตอเซลล  
7. ควรมีสมบัติเพิ่มการเกาะของเซลลและการเจริญเติบโต  

8. มีความสามารถชักนาํใหเกิดการเปลี่ยนแปลงไปเปนกระดูก 

รายละเอียดของโครงเลี้ยงเซลลที่ตองพิจารณาคือ  

2.3.1 ขนาดรพูรุนและความพรุน  

ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลที่จะสรางขึน้นัน้ ข้ึนอยูกับชนิดของเนื้อเยื่อที่เราตองการ

นําไปใช เชน ผิวหนังที่ไดรับบาดเจ็บจากการเผาไหม โครงเลี้ยงเซลลทีเ่หมาะสมกับผิวหนังแท ควร

มีรูพรุนประมาณ 150 ไมโครเมตร และเซลล osteoblast จะสามารถเจริญเติบโตไดดีในโครงเลี้ยง

เซลลที่มีรูพรนุขนาดใหญประมาณ 200-400 ไมโครเมตร สําหรับโครงเลี้ยงเซลลเพื่อใชในการสราง

เนื้อเยื่อกระดกูใหมโดยทัว่ไปควรมีขนาดรพูรุนอยางนอย 100 ไมโครเมตร [Chang B.S. และคณะ 

2002] และโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีรูพรุน 150-710 ไมโครเมตร จะชวยใหเกดิการสรางเนือ้เยื่อกระดูกได

ดีข้ึน [Ishaug S.L. และคณะ 1998] ขนาดและความพรุนของวสัดุตางที่ใชทําโครงเลี้ยงเซลล

กระดูกแสดงในตารางที ่2.1 ขนาดรูพรุนสามารถแบงออกเปนสามประเภทคือ  

- Microporous มีขนาดเสนผาศนูยกลางของรูพรุนนอยกวา 2 ไมโครเมตร โมเลกลุขนาด

เล็กๆ เทานั้นทีส่ามารถเคลื่อนที่ผานได  

- Mesoporous ขนาดเสนผาศูนยกลางรูพรุนอยูในชวง 2-50 ไมโครเมตร โดยโมเลกุล

โปรตีนขนาดเล็กสามารถเคลื่อนที่ผานได  
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- Macroporous ขนาดเสนผาศูนยกลางรูพรุนใหญกวา 50 ไมโครเมตร โดยโมเลกุลโปรตีน

ขนาดใหญและเซลลสามารถเคลื่อนที่ผานได  

ขนาดของรูพรุน และความพรุนสาํหรับของโครงเลี้ยงเซลลกระดูกชนิดตางๆ แสดงใน

ตารางที่ 2.1 สําหรับเสนเลอืดจะสามารถแทรกเขาไปในโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนใหญกวา 10 

ไมโครเมตร และเมื่อขนาดรูพรุนและความพรุนของโครงเลีย้งเซลลเพิ่มข้ึนจะทําใหอัตราการ

เคลื่อนที่ของโมเลกุลตาง ๆ และเซลลเพิ่มมากขึ้น  

 นอกจากนีป้ฏิกริิยาการตอบสนองของเนื้อเยื่อขางเคียงและเซลลที่มีตอโครงเลี้ยงเซลล

ขึ้นอยูกับรูปราง พื้นผิวภายนอกและโครงสรางภายในของโครงเลีย้งเซลล โดยจากงานวิจยัของ 

Palsson B. เสนอวาโครงเลีย้งเซลลที่มีรูปรางโคงชวยใหปฏิกิริยาตอบสนองกบัเซลลและเนื้อเยื่อดี

ที่สุด [Palsson, B. และคณะ 2003] โครงเลี้ยงเซลลที่ดี โครงสรางของรูพรุนควรเชื่อมโยงกัน 

เพื่อใหเสนเลือดสามารถเขาไปหลอเลี้ยงเซลลที่เขาไปภายในโครงเลีย้งเซลลไดทําใหเกิดการสราง

เนื้อเยื่อใหมไดดี จากงานวิจัยของ Chang และคณะ (2002) เสนอวาโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีรูพรุน

เชื่อมโยงกนัสามารถชวยใหเกิดการสรางกระดูกไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรนุแบบไมเชื่อมโยง

กัน [Chang B.S. และคณะ 2002]  

 

ตารางที่ 2.1 ขนาดรูพรุนและความพรุนและความพรุนของวัสดุตางๆ ที่ใชทาํโครงเลี้ยงเซลล

กระดูก [Paul K.C. และคณะ 2008] 

ชนิดของวสัดุ ขนาดรพูรุน (ไมโครเมตร) ความพรนุ (%) 

CaP+PLGA 100 75 

β-TCP+Chitosan-Gelatin 322-355 85-96 

HA+PLLA 100-300 81-91 

HA+PLGA 800-1800 30-40 

 

 

 

 



 

 
12  

2.3.2 วัสดุสําหรับสรางโครงเลี้ยงเซลล  

โครงเลี้ยงเซลลสรางดวยวัสดุหลัก 3 ชนิดคือ  

 1. พอลิเมอรธรรมชาติ เชน คอลลาเจน ไกลโคอะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan) 

แปง ไคตินและไคโตซาน เปนตน พอลิเมอรธรรมชาติเปนวัสดุที่เหมาะสมสําหรับการนําไปใช

มากกวาวัสดุชนิดอื่นๆ เนื่องจากมีสมบัติสามารถเขากนัไดกับเซลล (biocompatibility) ที่ด ี 

 2. พอลิเมอรสังเคราะห เชน polylactic acid (PLA) polyglycolic acid (PGA) และโคพอ

ลิเมอร PLGA โดยวัสดุจากพอลิเมอรสังเคราะหถกูนาํมาใชกนัอยางแพรหลายเปนเวลากวา 20 ป 

อยางไรก็ตาม พอลิเมอรสังเคราะหประเภท poly(�-hydroxy acids) จะปลอยสารที่มีสมบัติเปน

กรดเมื่อผานการยอยสลายดวยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส คา pH ต่ําลงกวา pH ในสภาวะรางกายปกติ 

ซึ่งเปนสาเหตใุหเรงปฏิกิริยายอยสลายของพอลิเมอรนัน้เร็วขึ้น [Buckley C. และคณะ 2004]  

 3. เซรามิคส เชน hydroxyapatite (HA) และ �-tricalcium phosphate (�-TCP) 

เซรามิคสนยิมใชกันอยางแพรหลายเชนเดยีวกับวัสดุชนดิอื่นๆ เนื่องจากมีสมบัติทีส่ามารถเขากัน

ไดกับเซลล (biocompatibility) และมีสมบัติที่คลายคลึงกับสารประกอบอนนิทรียธรรมชาติของ

กระดูกและฟน [Chu T.M.G. และคณะ 2002] ขอเสียของเซรามิคสคือ เปราะ มขีอจํากัดในการ

นําไปใชในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ โดยเซรามิคสสามารถทนแรงกดไดดีกวาแรงดงึ  

 วัสดุที่เหมาะสมโครงเลี้ยงเซลลกระดูกจะนํามาทาํเปนโครงเลี้ยงเซลลกระดูกจําเปนตองใช

วัสดุทั้งจากพอลิเมอรและเซรามิคสประกอบกัน โดยพอลิเมอรทําหนาที่คลาย Extra cellular 

matrix (ECM) ชวยในการยดึเกาะและเจรญิเติบโตของเซลล สวนเซรามิคสจะเปนตวัชักนาํใหเซลล

เปล่ียนแปลงไปเปนเซลลกระดูก [Karageorgiou V. และคณะ 2005] 
 

2.4 เจลาติน  (Gelatin)  

 เจลาตินเปนโปรตีนที่ไดจากการนาํคอลลาเจนทาํปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Partial 

hydrolysis) จากนั้นผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์และทําใหแหงไดเจลาตินที่มลัีกษณะเปนผงสี

เหลือง คอลลาเจนเปนโปรตีนหลักทีพ่บในเสนเอน็ ผิวหนงั กระดูกและเนื้อเยื่อของสัตวเลี้ยงลกู

ดวยนม เชน วัวและหม ู เปนตน เจลาตินประกอบดวยโปรตีน 90-84%, แรธาตุ 1-2% และน้ํา 8-

15% ซึ่งองคประกอบของเจลาตนิจะแตกตางกนัไปขึ้นอยูกับชนิดของคอลลาเจนที่ใชและ

กระบวนการเกิดปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส เจลาตินมีขนาดโมเลกุลเทากับ 100,000 Da โดยเจลาตนิ

ประกอบดวยกรดอะมิโน 19 ชนิด โดยมปีริมาณกรดอะมิโนไกลซีน, โพรลีนและไฮดรอกซีโพรลนี

เปนองคประกอบสวนใหญ โดยรายละเอียดปริมาณกรดอะมิโนชนิดตางๆ ในเจลาตนิสรุปดัง
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ตารางที ่ 2.2 ลําดับ กรดอะมิโนของเจลาตินโดยทัว่ไปคือ –Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-

Pro- โครงสรางของเจลาตินแสดงดังรูปที ่2.4  

เจลาตินเปนพอลิเมอรธรรมชาติที่ไดรับความสนใจในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ เนื่องจากเจ

ลาตินมีสมบัติที่เหมาะสม คือ สามารถเขากันไดกับเซลลส่ิงมีชีวิต (biocaompatibility) สามารถ

ยอยสลายได (biodegradable) ไมกอใหเกิดการสรางภูมิคุมกนัโรค (nonimmunogenic) และ

ราคาถูก โดยทั่วไปเจลาตินแบงออกเปน 2 ชนิด คือ  

 1. Type A หรือเรียก Basic gelatin เจลาตินชนิดนี้ไดจากการผานกระบวนการไฮโดรไล

ซิสดวยกรด เชน กรดไฮโดรคลอริคและกรดซัลฟูริค เปนตน โดยใชคอลลาเจนที่ไดจากหนงัหมเูปน

สวนใหญ สมบัติของเจลาตนิชนิดนี ้คือ มคีา pI (isoelectric point) ประมาณ 9 เหมาะสําหรับการ

ใชงานกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนกรด  

 2. Type B หรือเรียก Acidic gelatin ไดมาจากการผานกระบวนการไฮโดรไลซิสดวยเบส

นิยมใชคอลลาเจนจากหนังวัวและกระดูก ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสดวยเบสนี้เกิดปฏิกริิยาที่กลุมเอไมด

ของคอลลาเจนซึ่งจะไดเจลาตินทีม่ีกลุมคารบอกซิล แสดงถึงเจลาตินชนิดนี้มีประจุเปนลบ เจ

ลาติน type B มีคา pI (isoelectric point) ประมาณ 5 เหมาะสาํหรับการใชงานกับโปรตีนที่มี

สมบัติเปนเบส กระบวนการผลิตเจลาตินและสมบัติของเจลาติน Type A และ B แสดงดังรูปที ่2.5 

และตารางที ่2.3 ตามลําดบั 

 

 
   R = glycine-X-Y triplet  

   X และ Y คือ proline และ hydroxyl proline ตามลําดบั  

รูปที ่2.4 แสดงโครงสรางของเจลาตนิ 

(ที่มา: Lee, SB., 2003; 24: 2503-2511.) 
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ตารางที ่2.2 แสดงปริมาณกรดอะมิโนในเจลาติน (ที่มา: Neuman, RE., 1949; 289-297.) 

Amino acid residue  ปริมาณในเจลาติน (%)  

Glycine  30.50  

Alanine  9.20  

Isoleucine  1.50  

Leucine  3.20  

Valine  2.70  

Serine  2.90  

Threonine  2.20  

Proline  16.30  

Phenylalanine  2.10  

Tyrosine  0.69  

Tryptophan  -  

Methionine  0.80  

Cystine  0.09  

Histidine  0.67  

Arginine  8.80  

Lysine  5.10  

Aspartic acid  6.30  

Glutamine acid  11.70  

 
ตารางที ่2.3 เปรียบเทียบสมบัติของเจลาติน Type A และ B  

Property  Type A  Type B  

pH  3.8 - 5.5  5.0 - 7.5  

Isoelectric point (pI)  7.0 – 9.0  4.7 – 5.4  

Gel strength (bloom)  50 -300  50 – 300  

Viscosity (cp)  15 -75  20 – 75  

Ash (%)  0.3 -2.0  0.5 – 2.0  
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รูปที ่2.5 แสดงกระบวนการผลิตเจลาติน Type A และ B  

(ที่มา: Tabata, Y., 1998; 31: 287-301.)  

 

ป ค.ศ. 2003 Young Moo Lee และคณะ ผลิตโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลูแคน 

(β-glucan) ที่อัตราสวนตาง ๆ โดยใชเทคนิคทําแหงเยอืกแข็ง โครงเลี้ยงเซลลมีรูพรุนเชื่อมตอกัน 

โดยขนาดรูพรุนเฉลี่ยเทากับ 90-150 ไมโครเมตร เมือ่นํามาทดสอบเลี้ยงเซลล L929 mouse 

fibroblast พบวา การยึดเกาะของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลูแคนใกลเคียงกบั

การยึดเกาะของเซลลบนจานเลี้ยงเซลล (polystyrene petri dish) เมื่อเวลาผานไป 2 วนั จํานวน

เซลลที่เจริญเติบโตเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน

ผสมเบตา-กลูแคน ที่อัตราสวน 90/10 wt/wt การยึดเกาะและการเจรญิเติบโตของเซลลเพิ่มข้ึนเมือ่

อัตราสวนของเจลาตินตอเบตา-กลูแคนเพิม่มากขึน้ ที่เวลา 48 ชั่วโมง โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน

ผสมเบตา-กลูแคนอัตราสวน 90/10 wt/wt มีจํานวนเซลลประมาณ 330,000 เซลล ในขณะที่โครง

เลี้ยงเซลลเจลาตินผสมเบตา-กลูแคนอัตราสวน 50/50 wt/wt มีจํานวนเซลลประมาณ 200,000 

เซลล [Lee SB. และคณะ 2003]  
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ในป ค.ศ. 2005 Sang Bong Lee และคณะ สรางโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินโดยใชวิธ ี salt-

leaching โดยเปรียบเทยีบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่สรางขึ้นดวยเทคนิคทําแหงเยือกแข็ง วิธี 

salt-leaching สามารถสรางโครงเลี้ยงเซลลใหมีรูพรุนไดตามที่ตองการ งานวิจัยนีโ้ครงเลี้ยงเซลล

เจลาตินมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยเทากับ 350 ไมโครเมตร ความแข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลล และอัตรา

การยอยสลายเพิ่มข้ึนเมื่อความพรนุของโครงเลี้ยงเซลลเพิ่มข้ึน เมื่อนําโครงเลีย้งเซลลเจลาติน

ทดสอบการเลีย้งเซลลดวยเซลล human fibroblast เมื่อเวลา 1 สัปดาหผานไป พบวา โครงเลี้ยง

เซลลเจลาตินที่สรางดวยเทคนิค salt-leaching เซลลเกาะที่บริเวณรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล 

ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลที่สรางดวยเทคนคิทําแหงเยือกแข็งเซลลสวนใหญรวมตัวกนัอยูทีบ่ริเวณ

ดานบนและดานลางโครงเลีย้งเซลล ที่เวลา 2 สัปดาห เซลลมีการเจรญิเติบโตที่ดีและมีเซลลแผซึง่

แสดงถึงความเขากันไดอยางดี นอกจากนีโ้ครงเลี้ยงเซลลยังไมมีการยอยสลาย การทดลองภายใน

รางกาย (in vivo) พบวามีการเพิ่มจาํนวนเซลลและมีการสรางเนื้อเยื่อข้ึนมาใหม [Sang B.L. และ

คณะ 2005]  

ป ค.ศ. 2007 Lien, S.M. และคณะ ศึกษาวธิีการเชื่อมโยงพนัธะโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน

ดวย glutaraldehyde (GTA) และ genipin (GP) ที่แตกตางกนัไดแก วิธีที ่ 1 (mixing-

crosslinking) ผสมสารเชื่อมโยงพนัธะกับสารละลายเจลาตินและทาํแหงเยือกแขง็ วิธทีี ่ 2 

(scaffold-crosslinking) นําสารละลายเจลาตินแชเยน็ที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อให

สารละลายเจลาตินเปนเจล และทําแหงเยือกแข็ง จากนั้นทําการเชื่อมโยงพนัธะโดยการจุมใน

สารละลายตวัเชื่อมโยงพนัธะและทําแหงเยือกแข็ง และวิธีที ่3 (gel-crosslinking) คลายคลึงกับวธิี

ที ่ 2 หลังจากที่นาํสารละลายเจลาตนิแชเย็นที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีสและเปลี่ยนสภาพเปนเจล 

จากนั้นนําเจลจุมในสารละลายตัวเชื่อมโยงพนัธะและทาํใหแหงเยือกแข็ง วิธีการเชื่อมโยงพันธะ

สรุปดังรูปที ่ 2.6 Huang, T.G. และคณะศึกษาสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะ

ดวยวิธีตางๆ พบวาโครงสรางของโครงเลีย้งเซลลเจลาตินที่สรางดวยวิธีที ่ 1 มีรูพรุนสม่ําเสมอและ

เชื่อมโยงกนัแตมีขนาดรูพรุนเล็กกวาวิธทีี ่ 2 และ 3 เมื่อนาํโครงเลี้ยงเซลลทดสอบเลี้ยงเซลล 

chondrocytes จากขอตอของหน ูWistar และวิเคราะหดวยการยอมสี H&E พบวาเมื่อเวลาผาน 9 

วัน หลังจากการเพาะเซลล โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะดวย GP มีการสรางคอลลาเจนและ 

glycosaminoglycan เมื่อผานไป 30 วันหลังจากเพาะเซลล พบวาเซลลมีการกระจายทั่วเนื้อเยือ่

ลักษณะเชนเดียวกับเนื้อเยือ่กระดูก แสดงใหเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่สรางดวยวธิีที ่3 (gel-

crosslinking) สามารถประยุกตใชในวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก [Lien S.M. และคณะ 2007] 
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รูปที ่2.6 แสดงวิธีการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินดวยเชื่อมโยงพนัธะดวยวิธีตางๆ 

(ที่มา: Lien, S.M. และคณะ, 2006) 

 

2.5 ไฮดรอกซีอะพาไทต (Hydroxyapatite) 
 สารประกอบไฮดรอกซีอะพาไทต เปนสารประกอบจําพวกแคลเซียมฟอสเฟต  ที่มีสูตรทาง

เคมี คือ Ca10(PO4)(OH)2 หรือ 3Ca3(PO4)2Ca(OH)2 มีอัตราสวนโดยโมกุลของ  Ca:P เปน 1.67 

รูปผลึกเปนโครงสรางโมเลกลุจะเปนเสมือนโครงตาขาย (lattice work) สามมิติ  โดยมีไอออนบวก 

(cations) เปนแกนกลางลอมรอบดวยไอออนลบ (anions) ในลักษณะที่สมดุลกนัพอดี [Duthie 

R.B. และคณะ 1983]  

 Esmaiel Jabbari และคณะ  (2005) ไดศึกษาการเตรียมโครงเลี้ยงเซลลที่เปนนาโนคอม

โพสิตระหวาง hydrogel/apatite เพื่อการงอกของกระดูก โดยอนุภาคนาโนของ hydroxyapatite 

(HA) จะถูกนาํมาตอกิง่บน hydropholic unsaturated poly(ethylene glycol)oligomer กอนเพือ่

เพิ่มเสถยีรภาพในการแขวนลอยในสารละลายไฮโดรเจล การตอกิ่งจะมี 2 ข้ันตอน ในขั้นแรก 

poly(ethylene glycol)methacrylate (PEGMA) จะถูกควบแนนกับ 3-

isocyanatopropyltrimethoxysilane (iCPTMS) เพื่อเกิด PEGMA-PTMS urethane เพื่อใหเกิด 

PEGMA-PTMS urethane โดยมี unsaturated methylacrylate และ trimethoxysilane เปนหมู

ปลาย และในขั้นที่ 2 หมูปลายของ urethane ที่เปน trimethoxysilane จะถูกทาํปฏิกิริยาดวยหมู

ฟอสเฟต และคารบอเนต ทีผิ่วของ HA เพือ่สราง HA ทีม่ีกิ่ง PEGMA oligomers (gHA) [Esmaiel 

J. และคณะ 2005] 
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 โครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรนุของ hydrogel/apatite เตรียมไดจาก PLEOF ซึ่งใชเปนโมเลกุล

ขนาดใหญ ยอยสลายได สวนสารที่ทาํใหเกิดการเชือ่มโยง ไดแก methylenebisacrylamide 

(MBIS) และมี NaCl เปนสารที่ทําใหเกิดรู (porogen) นาํ gHA โดยน้าํหนักเทากับไฮโดรเจลใสลง

ในสวนผสมพอลิเมอร แลวยายไปใสในแมแบบเทฟลอน แลวนาํไปใสในเตาอบ เพื่อใหเกิดการ

เชื่อมโยง สวนสารที่ทาํใหเกดิรูนั้นจะเอาออกโดย scaffold ไปแชในน้าํกลั่นเปนเวลา 2 วัน ซึง่ตอง

เปลี่ยนน้ําทุกๆ 8 ชั่วโมงแลวนาํไปทําใหแหงในสุญญากาศเปนเวลา 12 ชั่งโมงกอนนาํไปใชงาน

โครงเลี้ยงเซลลถูกฆาเชื้อดวยเมทานอลแลวลางดวย PBS แลวนําไปทดสอบการยึดติดกับเซลล 

(neonatal heart fibroblast cells) เพาะไวเปนเวลา 48 ชั่วโมง เซลลที่ติดกับโครงเลี้ยงเซลล แลว

ลางดวย PBS แลวทําใหสามารถซึมน้ําไดโดยการแชใน PBS กับ 0.1%triton x-100 และ 0.1M 

glycine จากนั้นยอมสีนวิเคลียสของเซลลดวย 4’,6-Diamidino-2-phenylindole หรือ SYTOX 

Green แลวสลับดวย Texas Red-X Phalloidin เนื่องจาก PLEOF hydrogel นั้นเฉื่อยทําใหเซลล

ไมติดกับผิวของแบบจําลอง แตเมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลไปปรับปรุงพื้นผิวดวยดวยคอลลาเจน จะทํา

ใหเซลลติดที่ผิวของโครงเลี้ยงเซลลได 

 Guang Chen และคณะ (2004) ไดทําการปรับปรุง โครงเลี้ยงเซลล poly(ε-

caprolactone) (PCL) ดวยไฟโบรอินจากไหม (silk fibroin, SF) โดยจาก SEM แสดงใหเหน็วา

ความเขมขนของสารละลาย         ไฟโบรอินจะมีผลตอสัณฐานวิทยาของโครงเลี้ยงเซลลลูกผสม 

PCL-SF ที่ไดสวน ATR-FTIR ไดแสดงใหเห็นวาม ีSF อยูที่ผิวของ scaffold และมีการเปลี่ยนแปลง

รูปรางของโมเลกุล  และ wettability ของ โครงเลีย้งเซลลลูกผสมนัน้ดข้ึีนมาก เมื่อนาํเซลลเนื้อเยื่อ

ในรางกายมนษุยมาเพาะบนโครงเลี้ยงเซลลลูกผสมพบวาเซลล เพียงไมกี่เซลลที่นาํไปเพาะเมื่อ

เวลาผานไป 7 วันมีเซลลเกิดขึ้นจํานวนมาก การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเหน็วาการปรับปรุงพื้นผวิ

โครงเลี้ยงเซลลดวยไฟโบรอนิจากไหมเปนการทาํให PCL เขากับรางกายไดดีข้ึน จงึทําใหสามารถ

นําไปใชเปนเนื้อเยื่อวิศวกรรมไดจริงๆ [Guang C. และคณะ 2004] 

 Kong X.D. และคณะ (2004) ทําการตกผลึกระหวางไฮดรอกซีอะพาไทต (HA) บนไฟโบ

รอินจากไหม โดยใชแคลเซียมฟอสเฟตตกตะกอนในสารละลายของไฟโบรอินจากไหมที่ pH 8 และ

อุณหภูมิหอง จากผลการทดลอง คอนขางแข็งแรงซึ่งจะทําใหพีคของเอไมดนั้นเลื่อนไปจาก

ตําแหนง 1517-1539 cm-1 และจาก TEM แสดงใหเห็นอีกวาผลกึ HA รูปรางเหมือนทอนไม (rod-

like) เสนผานศูนยกลางประมาณ 2-3 นาโนเมตร [Kong X.D. และคณะ 2004] 

  Li Wang และคณะ (2004) ไดทําการสังเคราะหวัสดุประกอบระหวางไฮดรอกซีอะพาไทต 

(HA) กับไฟโบรอินจากไหม (SF) โดยวิธกีารตกตะกอนรวม ซึ่งทาํการเปลี่ยนแปลงอัตราสวนของไฮ

ดรอกซีอะพาไทตตอไฟโบรอินจากไหม พบวาที่ปริมาณไฟโบรอินจากไหมมากกวา 40% โดย
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น้ําหนกัขึ้นไป การกระจายตวัของขนาดอนภุาคของผลึก HA จะแคบลง วัสดุประกอบที่สังเคราะห

ไดนั้นรูพรุนจะเปนรูเปดประมาณ 62-74 % และประมาณ 70 % ของรูที่เชื่อมตอกันมีเสนผาน

ศูนยกลางประมาณ 40-115 ไมโครเมตร แตที่ปริมาณของไฟโบรอินจากไหมเทากบั 30% โดย

น้ําหนกั พบวาผลึกไฮดรอกซีอะพาไทตมีขนาดใกลเคยีงกนัและกระจายตัวของผลกึออกเปนสาม

มิติ [Li W. และคณะ 2004] 

 Chang M.C. และคณะ (2005) ไดทําการสังเคราะหวัสดุประกอบรวมของเจลาตนิ (GEL) 

กับ ไฮดรอกซอีะพาไทต (HA) โดยทาํการตกตะกอนผลกึไฮดรอกซีอะพาไทตในสารละลายเจลาตนิ

ที่ pH 8 และอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส พบวาในการวิเคราะหดวย FT-IR พนัธะเคมีระหวาง

แคลเซียมไอออนของไฮดรอกซีอะพาไทตกับคารบอกซลิไอออนของไฮดรอกซีอะพาไทต เมื่อ

วิเคราะหดวย TEM พบวา ไฮดรอกซีอะพาไทตจะรวมตวักันเปนผลกึระดับนาโนเมตรตลอดเสนใย

เจลาติน และมีขนาดของผลึกในสารละลายเจลาตินเพิม่ข้ึนเมื่ออัตราสวนระหวางเจลาตินกับไฮดร

อกซีอะพาไทตเพิ่มข้ึน โดยที่ความเขมขนของเจลาตนิมากจะทาํใหไดผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต

ขนาดเล็ก และที่ความเขมขนของเจลาตนินอยจะทําใหไดผลึกไฮดรอกซีอะพาไทตขนาดใหญ 

[Chang M.C. และคณะ 2005] 

 Hae-Won Kim และคณะ (2005)  ทําการเตรียมไฮดรอกซีอะพาไทตจากเจลาติน 2 ชนิด 

คือ เจลาตนิ (Type B)-calcium nitrate และ gelatin-ammonium hydrogen phosphate ละลาย

ในน้าํกลัน่ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส แลวปรับเปน pH 10 กวนทิ้งไว 24 ชั่วโมงที ่ 40 องศา

เซลเซียส  นําไปเทใสแมพิมพทีท่ําจากพอลสไตรลีน แชจนแข็งที ่ -20 องศาเซลเซยีส แลว freeze-

dried 72 ชั่วโมง ทําการเชื่อมโยงพนัธะดวย dimethylaminopropyl carbodiimide 

hydrochloride (EDC) แลวนําไปเลี้ยงเซลล osteoblastic MG63 พบวาเซลลสามารถยึดเกาะและ

เจริญเติบโตไดด ี และยังมกีจิกรรมของ alkaline phosphatase (ALP) ในปริมาณสูง [Hae-Won 

Kim และคณะ 2005] 

 นอกจากนีย้ังการใชวัสดุชนดิอื่นมาใชในการทําโครงเลี้ยงเซลลกระดูกชนิดอื่นอีก  เชน มี

การใช N-methyl-2-pyrrolodone มาใชรวมกับพอลิเมอรผสมชนดิอื่นในการผลิตเปนวัสดุทาง

การแพทยทีน่าํไปฝงในรางกายมนุษยซึ่ง  poly(D,L-lactide-co-caprolactone (PLCL) พอลิเมอร

ผสมเปนตัวเลอืกหนึง่ที่สามารถใชเปนสวนประกอบวัสดุนี้ ในทีน่ีผ้ลิตเพื่อใชสําหรับกระตุนการ

เจริญของกระดูกเนื่องจากสวนประกอบของพอลิเมอรทีผ่สมเขาดวยกนัมีคุณสมบัติเกี่ยวของกับ

การสรางกระดูก และยังชวยเพิม่การซอมแซมกระดูกหลังจากกระดกูหัก รวมถงึยังมีการใชพอลิ

เมอรผสม PLCL  ประกอบรวมกับ Hydroxyapatite และ Tricalcium phosphates สําหรับศึกษา

ในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อของกระดูกพอลิเมอรผสม PLCL  สังเคราะหโดยใช L-lactide และ 
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Caprolactone ดวยกระบวนการ Ring-opening polymerization และจะทาํการผสม 

Hydroxyapatite หรือ Tricalcium phosphates ลงในพอลิเมอรผสมเพื่อสรางเปน PLCL  พอลิเม

อรประกอบ สวนการขึ้นรูปนั้นจะทาํเปนฟลม (ทั้งของพอลิเมอรผสมธรรมดาและพอลิเมอรประ

กอบ ดวยวธิี Solvent casting  และทําใหฟลมมีโครงสรางเปนรูพรุนโดยใหอยูภายใต 

Supercritical CO2 ที่ 3300 psi ที่อุณหภมูิ 70 องศาเซลเซียส โดยขนาดรูพรุนจะอยูในชวง 40-80 

μm  จากการศึกษาพบวาฟลมที่มีรูพรุน (ทั้งของ Copolymer ธรรมดาและ Composite) สลายตวั

ใน Ringer solutions เร็วมากกวาฟลมที่ไมมีรูพรุน (Untreated non-porous films) [Aydin H. 

และคณะ 2004]  และมีการใช PLCL sponges โดยนาํไปเคลือบดวย Ca/apatite สําหรับทําเปน

วัสดุใสในกระดูกที่เสียหายเพื่อชวยสรางเนื้อกระดูก (Bone-filling material) และเปรียบเทียบกบั

กลุมควบคุม (Non coated control sponges) โดยทําการฝงเพื่อทดสอบในสวนเปลอืกของกระดูก

ตนขา (Femur cortical) ทีท่ําใหบาดเจ็บในหนูและภายใน Dorsal subcutaneous space แลว

ตรวจสอบทาง Histological หลังการฝงทีเ่วลา 2, 4, 33 สัปดาห จากการศึกษาพบวา วัสดุที่ใชฝง 

(Implants) พบปริมาณกระดูกเทาๆกนัเมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคมุ และพบการตอบสนองการ

อักเสบเล็กนอย สวนการสลายตัวของพอลิเมอรพบวาสวนใหญไมเปลี่ยนแปลง นอกจากนี้พบวา 

Osteoblasts เพิ่มจํานวนไดดีบนวัสดุ Ca/apatite-coated ในขณะที่กลุมควบคุมพบเล็กนอย

เทานั้น  จากการศึกษาสรุปไดวาการเคลือบ PLCL  sponges ดวยCa/apatite ชวยในติดของ 

Osteoblasts แตไมไดเพิ่มจํานวนการสรางเนื้อกระดูกมากไปกวากลุมควบคุม เมื่อศึกษาใน

ส่ิงมีชีวิต [Holmbom J. และคณะ 2005] 

 
2.6 โครงเลีย้งเซลลกระดกูที่มีในระบบการคา 

ในปจจุบนัมีการผลิตโครงเลี้ยงเซลลในเชิงการคาเพื่อใชสําหรับซอมแซมกระดูกสวนที่

เสียหาย ซึ่งวสัดุสวนใหญจะมี hydroxyapatite และ tricalcium phosphate เปนองคประกอบ

หลัก ดังตารางที ่ 2.4 โดยเปนที่ยอมรับกันแลววามคีุณสมบัติเหมาะสมสาํหรับการสรางกระดูก

ทดแทน  
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ตารางที ่2.4  ตัวอยางขอมลูโครงเลี้ยงเซลลกระดูกที่มีในระบบการคา 
ช่ือผลิตภัณฑ วัสดุที่ใชเตรียม ขอมูล ที่มา 

ApaPore ™ 

 

Hydroxyapatite โครงสรางคลายกระดูกเนื้อ

โปรง มีรุพรุนขนาดเล็ก ความ

พรุน 25% รูเชื่อมตอกันทําให

อาหารไหลผานไดดี และ

กระตุนใหเซลลเปล่ียนแปลง

เปนกระดูก  

Apatech Available at URL: 

http://www.medcompare.com/

details/39074/ApaPore-

Hydroxyapatite-Bone-Graft-

Substitute.html 

Bi-Ostetic ™ 

 

60% 

Hydroxyapatite 

และ 40% �-

Tricalcium 

Phosphate   

ฆาเชื้อดวยรังสีแกรมมา และ

ผานจากรับรองจาก FDA 

 

Berkeley Advanced 

Biomaterials Available at URL: 

http://www.medcompare.com/

details/31900/Bi-Ostetic-Slow-

Resorbtion-Bone-Filler.html 

Cem-Ostetic® 

 

Calcium Salts 

และ  

Nanocrystalline 

hydroxyapatite 

ฆาเชื้อดวยรังสีแกรมมา และ

ผานจากรับรองจาก FDA ใชกับ

ผูปวยอายุ 13-78 ป 

 

Berkeley Advanced 

Biomaterials Available at URL: 

http://www.medcompare.com/

details/31901/Cem-Ostetic-

Optimal-Bone-Generation.html 

VITOSS® 

 

beta-tricalcium 

phosphate  

อนุภาคขนาด 100 

nm 

ขนาดรูพรุน 1-1000 μm    

 

Orthovita Available at URL:  

http://www.medcompare.com/

details/20379/VITOSS-

Synthetic-Cancellous-Bone-

Void-Filler.htm 

Plexur™ P Bone Void Filler 

  

polylactide-co-

glycolide,  

มีการเติม calcium, 

phosphate, trace elements 

และ  extracellular matrix 

proteins ลงเพื่อชวยในการ

เชื่อมตอกรดูก 

Osteotech, Inc. Available at 

URL:   

http://www.medcompare.com/

prodalerts.asp?id=1409 
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2.7 Mesenchymal stem cells (MSCs)  

 Mesenchymal stem cells คือ เซลลตนกําเนิดจากเนื้อเยื่อช้ันกลาง (Mesoderm) ที่

สามารถเปลี่ยนแปลงรูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดตางๆ ได เชน กระดูก, กระดูกออน, เนื้อเยื่อไขมัน, 

เสนเอ็นและกลามเนื้อ แสดงดังรูปที ่ 2.7 MSC สามารถแยกออกมาจากไขกระดกู เนื้อเยื่อไขมัน

และเลือดสายสะดือ (cord blood) เปนตน ในป 1995 Lennon และคณะ แยก MSC จากไข

กระดูกจาก Fisher F-344 rat อาย ุ 2-4 เดือน [Lennon, D.P. และคณะ 1995] เซลล MSC เมื่อ

นํามาเลี้ยงในจานเลีย้งเซลล เซลลยึดเกาะบนจานเลีย้งเซลลและเริม่เจริญเติบโตรวมกันเปนกลุม

หรือเรียกวา fibroblastic-like cell cluster (fibroblast colony forming units: CFU-F) [Sautier 

J.M. และคณะ 1993] การควบคุมให MSC เปล่ียนแปลงรูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดตาง ๆ สามารถทาํ

ไดโดยการใส growth factor และ cytokines เปนตน นอกจากนีก้ารกําหนดใหเซลล MSC เปล่ียน

รูปรางเปนเนื้อเยื่อชนิดใดนัน้ ข้ึนอยูกับสวนประกอบในอาหารที่ใชเลีย้งเซลล โดยหลังจากการแยก 

MSC จากไขกระดูกและตองการเลีย้งเซลล MSC ใหเปล่ียนแปลงรูปรางเปนเซลลกระดูกควร

อาหารเลีย้งเซลลที่มีสวนประกอบของ dexamethasone, ascorbic acid และ β-

glycerolphosphate (osteogenic supplements) [Donzelli E. และคณะ 2007] การเกิดกระดกู

ตองการโครงเลี้ยงเซลลลักษณะสามมิติเพือ่ใหเซลลสามารถเจริญเติบโตและเปลี่ยนรูปรางได  

ป ค.ศ. 2006 International Society for Cellular Therapy (ISCT) ไดเสนอหลกัเกณฑ 3 

ประการเพื่อกาํหนดและบงชี้เซลล MSC ดังนี ้คือ [Dominici M. 2006]  ประการแรกเซลลจะตอง

ยึดคิด (adherent) กับจานพลาสติกบนจานทดลองเมื่อทําการเพาะเลีย้งเซลล  ประการที่สองเซลล

จะตองใหผลบอกตอแอนติเจนเหลานี ้ เชน CD105, CD73 และ CD90 นอกจากนี้ยงัตองไมมีการ

แสดงออกของ hematopoietic antigen เชน CD45, CD34 รวมถึง marker ของเซลลโมโนไซต  

เซลลแมโครฟาจและบีเซลล  ประการที่สามเซลลจะตองสามารถชกันาํใหเปล่ียนแปลงไปเปนเซลล

ชนิดอื่นไดอยางนอย 3 ชนดิคือ เซลล osteoblast, adipocytes และ  chondroblast 



 

 
23 

 

รูปที ่2.7 แสดงเนื้อเยื่อชนดิตาง ๆ ที่เกิดจากการเปลี่ยนรูปรางของ MSCs  

(ที่มา: Pountos A. และคณะ, 2005)  

 

ในป ค.ศ. 2004 Tabata Y. และคณะ [Tabata, Y. และคณะ 2004]  สรางโครงเลีย้งเซลล

จากเจลาตินและเติมเบตา-ไตรแคลเซียมฟอสเฟต (β-tricalcium phosphate: β-TCP) ใน

ปริมาณตาง ๆ และนําไปทดสอบเลี้ยงเซลล mesenchymal stem cells (MSCs) ทีแ่ยกจาก bone 

marrow ของหน ู (Fisher 344 rat เพศผู อาย ุ 3 สัปดาห) เพื่อศึกษาถงึความสามารถในการ

เปล่ียนแปลงเปนเนื้อเยื่อกระดูก เมื่อนําโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสม β-TCP ที่อัตราสวนตาง ๆ ซึ่ง

มีขนาดรูพรุน 180-200 ไมโครเมตร ความพรุน 96% ทดสอบเลี้ยงเซลล MSC ในอาหารเลี้ยงเซลล 

DMEM ที่ม ี 15% FCS พบวาที่เวลา 6 ชั่วโมงหลงัจากการใสเซลล พบวาเซลลสามารถเกาะโครง

เลี้ยงเซลลที่ม ี β-TCP อัตราสวนตาง ๆไดดีเทากัน แตรูปรางของเซลลเปล่ียนแปลงตามปริมาณ

ของ β-TCP เมื่อปริมาณ   β-TCP มากเซลลมีรูปรางแบน และเมื่อเวลาผานไป 1 สัปดาหเซลล

สามารถเพิ่มจาํนวนไดอยางรวดเร็ว เมื่อพจิารณาการเกดิสรางเนื้อเยื่อกระดูกพบวาโครงเลี้ยงเซลล

ที่ประกอบดวย β-TCP 50 wt% เกิดการเปลี่ยนแปลงเปนเนื้อเยื่อกระดูกมากที่สุด และในป ค.ศ. 

2007 Donzelli, E. และคณะ [Donzelli E. และคณะ 2007] ใชโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน type I 

จากบริษทั Gingistat เพื่อเลี้ยงเซลล MSC ที่แยกออกจากไขกระดูกของ Sprague-Dawley rat 

เพศเมีย อาย ุ10 สัปดาห โดยใสเซลล 1x106 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล เปรียบเทียบการเลี้ยงเซลลที่ใช

อาหารเลีย้งเซลล (CTRL) และใชอาหารเลี้ยงเซลลทีม่ีสวนผสมของ osteogenic supplement 

(OS medium) ไดแก dexamethasone,      β-glycerolphosphate และ 2-phosphate-ascorbic 

acid ผลการวจิัยพบวา การเลี้ยงเซลลดวย OS medium ในวนัที ่7 หลังจากการเพาะเซลล เซลลมี
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การเจริญเติบโตทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนและเซลลเกิดการรวมกันเปนกลุม 

(colony)ในขณะที่การเลี้ยงเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลลธรรมดา (CTRL) เซลลเกิดการรวมกนัเปน

กลุมในวันที ่ 21 หลังจากการเพาะเซลล และขนาดของกลุมเซลลมีขนาดเล็กวาการเลีย้งเซลลดวย 

OS medium และผลการวิเคราะห ALP activity assay พบวาการเลีย้งเซลลใน OS medium มีคา 

ALP สูงกวา กลุม CTRL เมื่อทดสอบยอมสีดวย alizarin red พบวามีการสะสมของแคลเซียมเพิ่ม

มากขึ้นในการเลี้ยงเซลลดวย OS medium แสดงใหเห็นวาการเลี้ยงเซลลใน OS medium ชวย

กระตุนให MSC เปล่ียนแปลงเปนเซลลกระดูกได  

 นอกจากการเติมสารตางๆ เชน growth factor หรือ อาหารเลี้ยงเซลลที่มีการเหนี่ยวนาํให

เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปราง ของ MSC เปนเนื้อเยื่อชนิดตางๆ เพื่อควบคุมการเปลี่ยนรูปรางของ 

MSC สามารถทาํควบคมุการเปลี่ยนรปูรางไดโดยการดัดแปลงหรอืปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลใหมี

สมบัติเหมาะสมกับ MSC เชน สมบัติทางเคมีของพื้นผวิโครงเลีย้งเซลล ซึ่งสามารถควบคุม

พฤติกรรมของเซลล การยึดเกาะ, รูปรางและการเปลี่ยนแปลงหนาที่เปนเซลลชนิดอื่นๆ โดยพืน้ผิว

ของโครงเลี้ยงเซลลควรประกอบดวยหมู methyl (-CH3), hydroxyl (-OH), carboxyl (-COOH), 

amino (-NH2) และ silane   (-SH) ซึ่งหมูเหลานีพ้บใน biological system โดยในป ค.ศ. 2006 

Curran, J.M. และคณะ ศึกษาการปรับปรุงพืน้ผิว (silane-modified surface) เพื่อควบคุมการยึด

เกาะของ MSC และการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลชนิดอื่นในสภาวะเลยีนแบบรางกาย (in vitro) โดย

ทดสอบเลี้ยงเซลล human MSC ดวยจานแกวเพาะเชือ้ที่ดัดแปลงหมูที่พืน้ผวิไดแกหมู methyl (-

CH3), hydroxyl (-OH), carboxyl (-COOH), amino (-NH2) และ silane (-SH) พบวาหมู –NH2
 

และ -SH ชวยสามารถกระตุนให MSC เปล่ียนแปลงเปนเซลลกระดูกออน (osteoblasts) 

นอกจากนีห้มู -OH และ –COOH ชวยให MSC เปล่ียนแปลงเปน chondrocytes [Curran J.M. 

และคณะ 2006]  

  
2.8 เครื่องปฏิกรณชวีภาพ (Bioreactor) 

เครื่องปฏิกรณชีวภาพมีบทบาทสาํคัญสําหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ในการควบคุมสภาวะ

ตางๆใหเหมาะสมกับการเลีย้ง MSC เพือ่เปลี่ยนแปลงใหเปนเนื้อเยื่อกระดูก  เนื่องจากการเลีย้ง

เซลลบนโครงเลี้ยงเซลลที่มีความหนาในสภาวะที่อยูสถติย (Static) มีปญหาเชน ผลของการถาย

โอนมวลสารทาํใหไมสามารถกระจายอาหาร และออกซิเจนไปไดทั่วโครงเลี้ยงเซลล  และมีการ

สะสมของเสียที่สรางขึน้จากเซลลโดยไมมกีารระบายออก  ทาํใหเซลลไมสามารถกระจายตัวและ

เจริญเติบโตไดทั่วทัง้โครงเลีย้งเซลล  เซลลจะเจริญไดดีที่ผิวรอบนอกของโครงเลี้ยงเซลล  สวนดาน

ในของโครงเลีย้งเซลล  เซลลจะไมเจริญและตายในที่สุดทําใหสรางเนื้อเยื่อไดไมดี  รวมทั้งชวยใน
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การทดสอบ Intracellular matrix ที่เซลลสรางขึ้น  เพื่อใหไดผลไวและไมมีปญหาของระบบ

ภูมิคุมกันเขามาเกีย่วของ ดังนัน้การเลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพเพื่อใชในงานดาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อจึงชวยลดปญหาดังกลาวได   

ข้ันตอนของการเลี้ยงเซลลทาํโดยทาํการเตรียมเซลลจากไขกระดูกเพือ่แยก MSC 

ตอจากนัน้นํา MSC ที่แยกไดนํามาเลี้ยงกบัโครงเลี้ยงเซลลซึ่งทาํมาจากโพลีเมอรซึง่มีคุณสมบัติเขา

กับส่ิงมีชวีิตได เซลลเจริญเตบิโตไดดี และยอยสลายได  ทําการเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ

ซึ่งมีการควบคมุตาง ๆ เชน pH,  อุณหภูม,ิ ออกซิเจน, อาหาร  และแรงทางกลที่ใชในการชกันาํให

เซลลเจริญและเปลี่ยนแปลงหนาที่ไปเปนเซลลกระดูก   เครื่องปฏิกรณชีวภาพมีอยูหลายชนิด โดย

แบงออกเปนชนิดที่อยูกับที่ไดแก T-flasks, petri dishes, multi well plates  และแบบที่มีการกวน

ผสมในถงั เชน shake flasks, stirred vessels,  super spinner (รูปที ่2.8) การเลีย้งเซลลในโครง

เลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพสิ่งที่มีผลในการเปลี่ยนแปลงไปเปนเนื้อเยื่อตางๆ เชน ตบั, 

หลอดเลือดหวัใจ  และกระดูกออน  ข้ึนอยูกับ ชวงเวลาในการเลีย้ง, อาหารทีใ่ชเลี้ยง,  การ

หมุนเวียนของอาหารซึง่มีผลตอขนสงสารอาหารผานเซลลและการตรึงออกซิเจนของเซลล [Sajc 

L. และคณะ 2002, Pörtner R. และคณะ 2005] 

 

 
 
รูปที่ 2.8 ระบบการเลี้ยงเซลลที่ใชในงานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ (ที่มา: Pörtner R. และคณะ, 2005) 
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ตารางที ่ 2.5 เปรียบเทียบการกลศาสตรการไหลในเครือ่งปฏิกรณชีวภาพชนิดตางๆ [Feed และ

คณะ 1998] 

ชนิดของ 
เครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

กลไลของการผสม การถายโอน
มวลสาร 

แรงเฉือน 
(Shear) 

Static flask Diffusion Slow None 

Mixed flask Convective flow Fast Turbulent, steady 

Rotating vessel Construct setting Fast Laminar, dynamic 

Perfused Cartridge Convective flow Fast Laminar 

 
ตารางที่ 2.6 เปรียบเทยีบการเพิ่มจาํนวนของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก ในเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพชนิดตางๆ 

ชนิดของ 
เครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพ 

เวลาที่ใช     
ในการเลีย้ง 

การเพิม่จํานวน 
(เทาจากเซลล

เริ่มตน) 

เอกสารอางอิง 

biaxial rotating 7 วัน  2 Zhi-Yong และคณะ, 2009 

T-flasks 8 วัน 6.9 Yang และคณะ, 2006 

Rotating wall vessel 8 วัน 435.5 Yang และคณะ, 2006 

Stirred bioreactor 14 วัน 400 Collins และคณะ,1998 

Fixed bed 

bioreactor 

14 วัน 4.2 Meissner และคณะ, 1999 

Perfusion chamber 16 วัน 10 Koller และคณะ, 1993 

 

Freed และคณะ (1997) ไดทดสอบการเกิดกระดูกออนโดยการเลี้ยงเซลลในเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพแบบหมนุ (Rotating) โดยใชเซลลกระดูกขอตอของลูกววัเลี้ยงในโครงเลี้ยงเซลล

แบบ 3 มิติของ polyglycolic acid  ใชเซลล 5x106 เซลล ตอ PGA 1 ชิน้ ทีม่ีขนาด เสนผาน

ศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร  หนา 2 มิลลิเมตร  ใช PGA 10 ชิ้น ในปริมาตรอาหาร 125 มิลลิลิตร  โดย

เลี้ยงไว 3 เดือนบนโลก  และนําไปเลีย้งตออีก 4 เดือนบนสถานีอวกาศเมียร แลวเปรียบเทียบกบัที่

เลี้ยงบนโลกพบวาเซลลมีการเจริญเติบโตทั้งบนโลกและอวกาศ  เซลลมีการเปลี่ยนแปลงไปเปน

เซลลกระดูกออนซึ่งวัดไดจากปริมาณของ proteoglycan และ  type II collagen  แตรูปรางของ

เซลลที่เลี้ยงบนโลกจะมีลักษณะเปนจานแบน (Plate) ซึ่งเปนผลมาจากแรงโนมถวงของโลก  สวน
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ในอวกาศจะมลัีกษณะเปนทรงกลมเพราะไมมีผลจากแรงโนมถวงของโลกทําใหเซลลเจริญเติบโต

ไดทุกทิศทาง  คุณสมบัตทิางกลของโครงเลี้ยงเซลลบนโลกจะดีกวาที่สถานีอวกาศเมียร [Freed 

และคณะ 1997] 

ตอมาคณะเดียวกนั [Freed และคณะ 1998] ไดศึกษาการเกิดกระดกูออนในระบบเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพแบบหมนุ  เซลลนํามาจากขอตอของวัวเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล polyglycolic acid 

ซึ่งเปนโพลีเมอรที่ยอยสลายได โดยโครงสรางของเซลล-โพลีเมอรมขีนาดเสนผานศูนยกลาง 6.7 

มิลลิเมตร  หนา 5 มลิลิเมตร เลี้ยงไว 40 วัน เปรียบเทียบกบัการเกิดกระดูกออนจากธรรมชาติ  

พบวาม ีglucosaminoglycan (GAG) มากกวา 68%  และ type II collagen มากกวา 33% ของ

น้ําหนกัเปยก ในการเลีย้งเซลลแบบสามมิติการเพาะเซลลจะใชความหนาแนนสูงเพื่อทําใหเกิด

การเชื่อมตอกนัระหวางเซลลและพัฒนาไปเปนกระดูกออนตอไป  

Pei และคณะ (2002) ศึกษาการเลี้ยงเซลลในสภาวะตางๆ พบวาเมื่อเลี้ยงเซลลกระดูก

ออนของววั 3 วัน  ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพมเีซลลเพิ่มข้ึน 76–132% เปรียบเทียบกับจาน

เพาะเลี้ยงเซลลเพิ่มข้ึน 47–63%  มีปริมาณ glucosaminoglycan,  type II collagen  และความ

ยืดหยุนของโครงเลี้ยงเซลลในปฏิกรณชีวภาพมากกวาในจานเพาะเลี้ยง  ซึง่ผลของของการหมุนมี

ความเร็วต่าํเครื่องปฏิกรณชีวภาพทําใหอาหารผสมเขากนั  และมีแรงเฉือนต่ํา  แตมากกวาในจาน

ซึ่งอยูในสภาวะสถิตย  ซึง่การใหแรงทางกลจะมีผลตอการเจริญของเซลลและเปลี่ยนแปลงไปเซลล

กระดูกออน ดังนัน้งานวิจัยในอนาคตขางหนาเกีย่วกับเครื่องปฏิกรณชีวภาพในงานวิศวกรรม

เนื้อเยื่อ คือการออกแบบระบบใหเหมาะสมกับการเลีย้ง MSC เพื่อพฒันาไปเปนเซลลกระดูก [Pei 

M. และคณะ 2002] 

Marolt  และคณะ (2006) ไดทําการเลีย้ง  MSC จากไขกระดูกของมนษุยในโครงเลี้ยง

เซลลที่เตรียมจากไฟโบรอนิจากไหมในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบหมนุ  โดยใชอาหารที่อาหารที่ชกั

นําใหเกิดเซลลกระดูกออน  และกระดูก  ใชเซลล passage ที่สอง  เลีย้งเปนเวลา 5 สัปดาห  ไดผล

คือ ในอาหารที่ชักนําใหเกิดกระดูกออนมีเซลลเพิ่มข้ึน 1.5 เทา  มี glucosaminoglycan เพิ่มข้ึน 4 

เทา  ในอาหารทีช่ักนําใหเกิดกระดูก  พบวาเซลลเพิ่มข้ึน 1.6 เทา  กิจกรรมของ alkaline 

phosphatase (ALP) เพิ่มข้ึน 8 เทา  และปริมาณแคลเซียมเพิม่ข้ึน 100 เทา  เมื่อเปรียบเทียบกบั

ชุดอาหารควบคุม  [Marolt  และคณะ 2006]   

Mygind และคณะ (2007) ไดศึกษาการเกิดเซลลกระดูกบนโครงเลีย้งเซลลที่มีรูพรุน ทาํ

มาจาก hydroxyapatite ที่ไดจากปะการัง ขนาดของรพูรุน 200  และ 500  นาโนเมตร  ใช MSC 

ของมนุษย เลีย้งที่สภาวะสถิตย  และ spinner flasks เปนเวลา 21 วนั  พบวารูขนาด 200 นาโน

เมตร แสดงการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกเร็วกวารูพรุนขนาด 500 นาโนเมตร ซึ่งแสดงโดย
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กิจกรรมของ alkaline phosphatase  และ real-time reverse transcriptase polymerase chain 

reaction สําหรับการตรวจสอบโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเกิดกระดูก รูขนาด 500 นาโนเมตรมี

จํานวนเซลลสูงกวาจากการตรวจดวย ปริมาณ DNA, scanning electron microscopy และ 

fluorescence microscopy [Mygind T. และคณะ  2007] 

Zhi-Yong และคณะ (2009)  ไดทําการเลี้ยงเซลลตนกําเนิดของมนุษยบนโครงเลี้ยงเซลล 

polycaprolactone–tricalcium phosphate (PCL–TCP) ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ biaxial 

rotating เพื่อใหเจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลงไปเปนกระดูก พบวาหลังการเลี้ยงเปนเวลา 28 วันใน

อาหาร osteogenic medium พบวาเซลลเพิ่มจํานวนเปน 2 เทาของเซลลเร่ิมตน และเซลลมีชีวิต

อยูในโครงเลี้ยงเซลลหางจากผิว 2 เซนติเมตร มีการสราง alkaline phosphatase  และแคลเซียม 

1.5 เทา และ 5.5 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงในสภาวะสถิตย [Zhi-Yong และคณะ 2009]   

 
2.9 สิทธบิัตรที่เกี่ยวของกบังานวจิัย 
      ในประเทศไทย 

สําหรับในประเทศไทยยังไมมีการจดสิทธบิัตรที่เกี่ยวของกับเครื่องปฏกิรณชีวภาพสาํหรับ

งานวิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ใชเซลลตนกําเนิด 
      
       ตางประเทศ 

− เครื่องปฏิกรณชีวภาพสาํหรบัวิศวกรรมเนือ้เยื่อ 

 : European Patent 1359214 

 : ป 2003 

 เจาของผลงาน : Oostra และ Jaap 

 ทําการคิดคนเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบหมุนวนอาหารผานทอโดยใชปมจากถังพักเขาสู

ภายในเครื่องปฏิกรณชีวภาพซึ่งภายในบรรจุโครงเลี้ยงเซลล โดยมกีารผานอาหารจากทางดานลาง

ของ ผานโครงเลี้ยงเซลลแลวออกทางดานบน หมนุวนอาหารเขาถงัพกั แลวหมนุวนไปเรื่อยๆ เปน

วงจร  โดยโครงเลี้ยงเซลลทํามาจากวัสดุประเภทพลาสติก เชน polycarbonate (PC), 

polyethylene (PE) หรือ polypropylene (PP)  ซึ่งผานการฆาเชื้อโดยรังสีแกรมมา ระบบการเลี้ยง

เซลลอยูใน  5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยวิธนีี้สามารถนําไปใชเพาะเลี้ยงเซลลของ

ผูปวยเพื่อนาํไปใชรักษาตัวเองผูปวย (Autologous tissue) ได [Oostra และ Jaap 2003] 
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: United States  6943008 

 : ป 2005 

 เจาของผลงาน : Teng Ma 

  ทําการเลี้ยงเซลลจากไขกระดูก โดยตัวโครงเลี้ยงเซลลมีรูพรุน ซึ่งบรรจุเสนใย 

polyethylene terephthalate นําไปเลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ  ซึ่งมีชองผานอาหาร

ชองบน กลาง และลาง ชองขาเขาตรงขามกับขาออก โครงเลี้ยงเซลลชิ้นแรกอยูระหวาง

ชองบนและชองกลาง  และโครงเลี้ยงเซลลอีกชิ้นอยูระหวางชองกลางและชองลาง  โดยมี

การหมนุวนของอาหารตลอดเวลา  พบวาเซลลสามารถเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลไดดี  

เนื่องจากมกีารแพรผานของอาหารไดตลอดโครงเลี้ยงเซลล [Teng Ma 2005] 

− การเตรียมโครงเลี้ยงเซลลจากไฮดรอกซีอะพาไทต 
 : United States Patent 5487933 

 : ป 1996  

 เจาของผลงาน : Eugene W.W. 

เตรียมโครงเลีย้งเซลลจากไฮดรอกซีอะพาไทตเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบ 3 มิติเพื่อนํามาใช

ปลูกทดแทนกระดูกที่เสียหาย โดยเตรียมเปนไฮดรอกซีอะพาไทต, ไฮดรอกซีอะพาไทตผสม

คอลลาเจน และไฮดรอกซีอะพาไทตผสมเจลาติน ไดความพรนุ 20-80% และขนาดของรูพรุน 

25-2500 μm ทั้งนี้ข้ึนอยูกับอัตราสวนของการผสม  และการเอาไปใชทดแทนกระดูกในบริเวณ

ที่ตองการนาํไปใช [Eugene W.W. 1996] 

− การใช MSC เลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลลเพื่อทําใหเกิดเซลลกระดูก 

 : United States Patent 6214369 

 : ป 2001 

 เจาของผลงาน : Lucas P.A. และ Grande D.A. 

 เตรียมโครงเลีย้งเซลลจากพอลิเมอรสังเคราะหและพอลิเมอรธรรมชาติเลี้ยงเซลล MSC 

เพื่อซอมแซมกระดูกออน (cartilage) หรือกระดูก (bone) โดยการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลลทีม่ี 

MSC ลงในกระดูกหรือกระดูกออนที่เสยีหาย พบวา MSC สามารถเปลี่ยนแปลงเปนกระดูกออน

และกระดูกได โดยโครงเลี้ยงเซลลที่เหมาะสมควรมลัีกษณะเปนตาขาย (mesh), ฟองน้าํ 

(sponge) งานวิจยันี้ใชโครงเลี้ยงเซลลจาก polyglycolic acid ลักษณะเปนตาขาย โดยแยก MSC 

จากกลามเนื้อของกระตาย จากนั้นเลีย้ง MSC ในโครงเลี้ยงเซลล polyglycolic acid และฝงโครง

เลี้ยงเซลลที่ม ีMSC ที่กระดูกบริเวณหวัเขาใชโครงเลี้ยงเซลลที่ไมม ีMSC เปนกลุมควบคุม ที่เวลา 

6 สัปดาหหลงัการปลูกถายกลุมควบคุมเกิด fibrocartilage ในขณะที่กลุมทดลองมีเซลลซึ่งยังไมมี
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การเปลี่ยนแปลงรูปราง ที่เวลา 12 สัปดาห กลุมควบคมุไมมีการเกิด fibrocartilage เพิ่มข้ึน มีการ

สรางเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue) เพิ่มมากขึน้แตไมพบการสรางกระดูก ในขณะทีก่ลุม

ทดลองเกิดชัน้ของกระดูกออนความหนาเทากับขอตอกระดูกออนพบการสรางกระดูกข้ึนใหม 

แสดงใหเหน็วาการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลลที่มีเซลล MSC สามารถชวยซอมแซมกระดูกและ

กระดูกออนที่เสียหายได [Lucas P.A. และ Grande D.A. 2001] 

 : United States Patent 20080033548  

 : ป 2008 

 เจาของผลงาน : Xuenong Zou, Li Haisheng และ Bunger Cody  

 เตรียมโครงเลีย้งเซลลจากไฮดรอกซีอะพาไทตที่มีขนาดของรูพรุน 400-500 ไมโครเมตร 

และความพรุน 50-90% นําโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีขนาดเทากับชวงการหักของกระดูกผูปวยมาเพาะ

เซลล MSC  และสารอื่นๆ ไดแก proteins, peptides, transcript factors, osteogenic genes, 

cytokines, therapeutic agents และ growth factors และในไปเลี้ยงในอาหาร Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM), 10% fetal calf serum, ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพที่  5% 

CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วนั  การนําไปฝงในผูปวย  และมีการใช hyaluronan 

และ dexamethasone  เพื่อเชื่อมตอกระดูก  โดยใชเวลาในการรักษา 12 สัปดาห [Xuenong Zou 

และคณะ 2008] 

 

รายงานการวิจัยดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกแสดงใหเห็นโดยสรุปวา การเลี้ยง MSC บน

โครงเลี้ยงเซลลที่ทําจากจากวัสดุที่สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติภายในระยะเวลาอยางนอย 

3 เดือน [Hutmacher, D.W. 2000] ขนาดของรูพรุน 100 ไมโครเมตรขึ้นไป ความทนแรงกด

ประมาณ 500-1000 kPa โดยมีสารประกอบอินทรียและอนินทรียในอัตราสวน 1 ตอ 2 [Paul, 

K.C. และคณะ 2008] ในสภาวะที่มีการใหอาหารผานโครงเลี้ยงเซลลตลอดเวลา โดยมีอัตราการ

ไหลของอาหาร 1-3 มิลลิลิตรตอนาที [Hosseinkhani, H., และคณะ 2006] จะทําใหเซลล

เจริญเติบโตไดดี และชวยเหนี่ยวนําให MSC เปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกได 

 



 

 

บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 แผนผังการดาํเนินงานวจิยั 

สรุปแผนการดําเนินงานวิจัย ดังรูปที่ 3.1 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปที่ 3.1 แผนผังการดําเนินงานวิจัย 

 
 
 
 

 

ออกแบบ  และสราง     

เครื่องปฏิกรณชีวภาพ     

ศึกษาคุณสมบัติโครง

เลี้ยงเซลล ทาง

กายภาพและชีววทิยา 

ทดสอบการเจริญเติบโต  

และเปลี่ยนแปลงไปเปน

เซลลกระดูก  

 ศึกษาธรรมชาติ 

และขยายจาํนวน

เซลล  ในหองทดลอง 

เพาะเซลลในโครง

เลี้ยงเซลลดวยวิธ ี

agitation seeding     

 เลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลใน

เครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

ทดสอบการยอยสลาย

ของโครงเลี้ยงเซลล  

ในสัตวทดลอง 

แยก Mesenchymal 

Stem Cells (MSC)     

จากไขกระดูกหน ู

ผลิตโครงเลี้ยงเซลล

จากเจลาติน ผสม      

แคลเซียมฟอสเฟต 
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3.2 สารเคมี 

1. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (USB 

corporation, Cleveland, OH, USA) 

2. Alpha-modified eagle medium (α-MEM) (Hyclone, MA, USA) 

3. L-Ascorbic (Sigma Co., St. Louis, USA) 

4. Bisbenzimide H33258 Fluorochrome Trihydrochloride 

5. Calcium carbonate standard (Sigma Co., St. Louis, USA) 

6. O-cresolphythalein complex substrate (Sigma Co., St. Louis, USA) 

7. Dexamethasone (Sigma Co., St. Louis, USA) 

8. Diethylether (K36335621 631, AnalaR, VWR International Ltd., England) 

9. Dimethylsulfoxide, DMSO (Sigma-Aldrich, Germany) 

10. Ethanol, absolute (Normapur, Fontenay Sous Bols) 

11. Ethanolamine (Sigma Co., St. Louis, USA) 

12. Fetal bovine serum (FBS) (Hyclone MA, USA)  

13. Gelatin type B (pI 5, Niita gelatin, Japan) 

14. Glutaraldehyde solution (Fluka, Buchs, Germany) 

15. β-glycerophosphate (Fluka, store at 4°C) 

16. Hemocytometer (Counting chamber, Boeco, Germany) 

17. Hexamethyldisilazane (HMDS) (Fluka, Buchs, Germany)  

18. Hydroxyapatite (Fluka, Buchs, Germany) 

19. p-Nitrophenol standard solution (Sigma Co., St. Louis, USA) 

20. p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (Sigma Co., St. Louis, USA) 

21. Penicillin-Streptomycin solution (10,000 units/ml) (Hyclone MA, USA) 

22. Phosphate buffer saline without Ca2+ and Mg2+ (1X PBS(-)) (Hyclone, MA, USA) 

23. Trypan blue solution (0.4%) (Sigma Co., St. Louis, USA) 

24. Trypsin/EDTA (0.25% Trypsin in EDTA.4Na) (Hyclone, MA, USA)  

25. Sigma Cote (Sigma Co., St. Louis, USA)  

26. Sodium chloride (Fluka, Buchs, Germany)  

27. Tri-sodium citrate (Sigma Co., St. Louis, USA) 

28. Sodium hydroxide (Fluka, Buchs, Germany)  
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3.3 วัสดุและอุปกรณ 
1. 1.5 ml sterilized vials (Corning USA) 

2. 10 cm. polystyrene tissue culture discs (NUNC, Denmark) 

3. 6 well polystyrene tissue culture plates (NUNC, Denmark) 

4. 48 well polystyrene tissue culture plates (NUNC, Denmark) 

5. 96-well black plate (Corning USA)) 

6. CO2 incubator (Series II 3110 Water Jacketed Incubator, Thermo Forma, USA) 

7. Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) (JSM-5800LV, JEOL Ltd., Tokyo, 

Japan)  

8. Ethylene oxide (Steri-VacTMgas sterilizer, 3M , USA) 

9. -80°C freezer (Heto, PowerDry LL3000, USA) 

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

11. Fluorescent microplate reader (F-2000, HITACHI, Japan) 

12. Homogenizer (EW-04739-01,IKA, USA) 

13. Laminar Flow (HWS Series 254473, Australia) 

14. Lyophilizer (Heto, PowerDry LL3000, USA) 

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

16. Orbital shaker (Innova 2000, New Brunswick, USA)  

17. Paraffin film 

18. Peristaltic Pump (MCP V5.21 15M 726B-0773, Watson-Marlow, USA) 

19. Phase-contrast microscope (IX70, Olympus Optical Co., Japan) 

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

21. Spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning) 

22. Sterilized filter system (0.2 μm)  (Corning, USA) 

23. Sterilized pipette (Costar, USA) 

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

25. UV-Vis spectrophotometer (UV-2540, Shimadzu, Japan) 

26. Vacuum drying oven and pump (VD23, Binder, Germany) 
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3.4 ขั้นตอนการดําเนินงานวิจยั 
3.4.1 ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลกระดูกจากเจลาตินผสมผงไฮดรอกซีอะพาไทด 

สารละลายเจลาตินชนิด B (pI เทากบั 5) 5% โดยน้าํหนัก และผงไฮดรอกซีอะพาไทดที่

นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซยีส 4 ชั่วโมง และผานการรอนไดขนาดของอนุภาค 100-

212 ไมโครเมตร นาํมาผสมกันที่อัตราสวน 30:70 โดยน้ําหนกั เติมกูลตารอลดีไฮด 0.01%v/v  

นําไปปนดวยเครื่อง Homogenizer ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาท ี เติม

คลอโรฟอรมลงไปปนตออีก  15 วินาท ี  เทสารผสมลงในถาดสแตนเลสขนาดกวาง 10 เซนติเมตร 

ยาว 10 เซนตเิมตร สูง 1 เซนติเมตร ที่แชเย็นไวแลว ที่ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

นําไปทาํแหงแข็ง (Lyophillization) ที่ความดัน 0.1 Torr  เปนเวลา 48 ชั่วโมง และเชื่อมขวางอีก

คร้ังดวยการใชความรอนที ่140 องศาเซลเซียส ในสภาวะสูญญากาศ เปนเวลา 48 ชั่วโมง ตัดโครง

เลี้ยงเซลลใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 11 มิลลิเมตร สูง 2 มิลลิเมตร โดยตัดบริเวณดานบนและ

ดานลางออก แลวนําโครงเลีย้งเซลลที่ไดมาทาํใหปราศจากเชื้อดวยกาซ Ethylene oxide อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ความชืน้สัมพัทธรอยละ 40 ความดนั 46 Torr เวลา 8 ชัว่โมงกอนการทดสอบ

ลักษณะสมบตัิตอไป โดยใชสถานทีท่ี่คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

3.4.2 ศึกษาสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล  

1) รูปรางของโครงเลี้ยงเซลลโดยใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (Scanning Electron 

microscope, SEM) การหาขนาดของรพูรุนของโครงเลีย้งเซลลไดดัดแปลงมาจากวธิีของ 

Kang H.W. โดยวัดขนาดของรูพรุนที่มีขนาดเสนผานศนูยกลางแบบสุม 100 รู ในแนวราบ 

(horizontal) และแนวตัดขวาง (cross-section) จากนั้นนําขนาดของรูพรุนทีไ่ดมาหา

คาเฉลี่ย [Kang H.W. และคณะ 1999] 

2) การหาความพรุน (porosity) ของโครงเลี้ยงเซลลทาํไดโดยการแทนทีเ่อทานอลในชองวาง

ของโครงเลี้ยงเซลล [Jiankang และคณะ 2007] โดยคํานวณหาความพรุนจาก 

ความพรุน (% โดยน้ําหนัก) = (Ww-Wd)/Ww-Wl) x 100  …..(1) 

เมื่อ Ww = น้ําหนักเปยก 

 Wd = น้ําหนักแหง 

 Wl = น้ําหนักเปยกหลังซับเอทานอลออก  

3) การดูดซับน้ํา โดยชั่งน้ําหนกัของโครงเลี้ยงเซลลกอนและหลังแชในสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร (pH 7.4) เปนเวลา 3 ชั่วโมง สามารถคํานวณไดดังนี ้

การดูดซับน้ํา (%โดยน้าํหนกั) = (Ww- Wd)/ Ww x 100  …..(2) 
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เมื่อ Ww = น้ําหนักเปยก 

 Wd = น้ําหนักแหง 

4) สมบัติเชิงกล ความทนแรงกด (compressive modulus) โดยใชเครื่อง Universal Testing 

Machine ตามมาตรฐาน ASTM D-638 โดยใชอัตราการกด 0.5 มิลลิเมตรตอนาท ี เพื่อ

คํานวณหาคา young modulus โดยหาไดจากคาความชันระหวางกราฟของความเคน 

(compression stress) และความเครียด (compression strain) ที่ initial stress-strain 

ในชวง 5-30% แรกของแรงกด แบบแหงสามารถใชโครงเลี้ยงเซลลทําการทดสอบไดเลย 

สวนในแบบเปยกนาํโครงเลีย้งเซลลไปแชในสารละลาย PBS กอน 3 ชั่วโมง และซับน้าํ

สวนเกินออก แลวจึงนําไปทดสอบ (ดูรายละเอียดการคาํนวณในภาคผนวก ก) 

5) ทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพกับเซลล โดยเพาะเซลล 1x106 เซลล/โครงเลี้ยงเซลล

ปริมาตร 69.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร ประเมนิการยึดเกาะของเซลล (Attachment) ที่เวลา 6 

ชั่วโมง และเจริญเติบโตของเซลล (Proliferation)  ที่เวลา 1, 3, 5 และ 7 วันในสภาวะ

สถิตย (Static culture) โดยมีการวัดจาํนวนเซลลดวยวิธ ีDNA (ดูหัวขอ 3.4.10) 

  

3.4.3 การออกแบบและสรางเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานทาํจากอะคริลิกมีลักษณะดังรูปที ่ 3.2 ตัวใสโครงเลี้ยง

เซลล (Chamber) ทําจากอะคริลิกและใชสายยางซลิิโคนเปนสายสําหรับลําเลียงอาหาร การ

ทดลองทําโดยใหมีการหมนุวนของอาหารจากถงัเก็บเขาสูตวัโครงเลี้ยงเซลลที่เพาะ MSC ดังรูปที่ 

3.3 โดยมีอัตราการหมุนวนคงที ่ 1-3 มลิลิลิตรตอนาที [Hosseinkhani H. และคณะ 2006]  

อุปกรณทั้งหมดฆาเชื้อโดยกาซ Ethylene oxide อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 8 ชั่วโมง การทดสอบ

ควบคุมอัตราการไหล ทําโดยเปลี่ยนความเร็วรอบของปม และวัดอัตราการไหลที่ผานโครงเลีย้ง

เซลลซึ่งอยูในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 
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รูปที่ 3.2 สวนประกอบและขนาดของตัวใสโครงเลี้ยงเซลล (Chamber) ทําจากอะคริลิก และ

อุปกรณภายใน 

 

L = 20 mm 

Din = 12 mm 
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รูปที่ 3.3 ภาพจําลองของเครื่องปฏิกรณชีวภาพที่ใชทําการการทดลอง ที่สภาวะ 5% CO2 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

 

3.4.4 การเตรยีม Mesenchymal Stem Cells (MSC) 

MSC ถูกสกัดจากกระดูกตนขาหลงัของ Wistar rat (เพศเมีย, อาย ุ3 สัปดาห ซื้อจากศูนย

สัตวทดลองแหงชาติ มหาวทิยาลยัมหิดล) ตามวิธีของ Ratanavaraporn J. และคณะ 2009 โดย

ผาเอากระดกูตนขาหลงัของหนูตัง้แตบริเวณสะโพก เลาะเศษเนื้อเยื่ออ่ืนออกใหสะอาด ตัดที่ปลาย

ทั้งสองขางของกระดูกจะพบชองไขกระดูก ใชเข็ม (26-gauge needle) ดูดอาหารเลี้ยงเซลล 1 

มิลลิลิตร (Alpha-modified eagle medium: α-MEM ที่ม ี 15% FCS และ 50 U/ml penicillin 

streptomycin) ชะลางผานชองไขกระดูกลงหลอดขนาดหนึง่มิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว ทําซ้าํ

หลายครัง้จนกระทั่งกอนไขกระดูกหลุดออกหมด  ทําสารแขวนลอยเซลลใหเปนเนื้อเดียวกนัโดยใช

เข็มฉีดพนหลายๆ คร้ัง จากนัน้ดูดใสจานเลี้ยงเซลลทีใ่สอาหารเลีย้งเซลล 3 มิลลิลิตรไวเรียบรอย

แลว  ทาํการเพาะเซลลในสภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลใน

วันที ่ 4 หลังจากการเพาะเซลล เพื่อกําจดัเซลลเม็ดเลือดที่ไมเกาะจานเลีย้งเซลล จากนัน้เปลีย่น

 

 

Flow rate 1 ml/min  

Scaffold 

Incubator 5% CO2, 37oC Media reservoir 

Silicone tube 

Fillter 

Peristaltic pump 
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อาหารเลีย้งเซลลทุก 3 วัน ในวันที ่ 7-10 หลังจากการเพาะเซลล สามารถทาํการแบงเซลล 

(subculture) ได โดยใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 100 mM (pH7.4) ที่ม ี 0.25 wt% trypsin 

และ 0.02 wt% EDTA อบไวที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาท ี สําหรับการทดลองใช

เซลลใน passage ที่สอง [Tabata, Y. และคณะ 2004] การทดลองดานเซลลทั้งหมดทาํ ณ 

หองปฏิบัติการวิศวกรรมเนือ้เยื่อ ชั้น 9 ตึก อ.ป.ร. คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 

 

3.4.5 การศึกษาธรรมชาติเซลลบนจานเพาะเลีย้ง  

1.) การขยายจํานวนเซลล เมื่อเซลลที่เพาะเลี้ยงบนจานเพาะเลีย้งชนิด Polystyrene ใหมี

ความหนาแนนประมาณ 90 เปอรเซ็นต (4 วัน) ทําการแบงเซลลโดยใชสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร 100 mM (pH7.4) ที่ม ี 0.25 wt% trypsin และ 0.02 wt% EDTA อบไวที่อุณหภูม ิ 37 

องศาเซลเซยีสเปนเวลา 5 นาที  เซลลจะหลุดออกจากจานเพาะเลีย้งหลงัจากนัน้แบงเซลลลงจาน

เพาะเลี้ยงใหมที่มีอาหาร α-MEM ขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 เซนติเมตร, 15% FCS และ 50 

U/ml penicillin streptomycin  

2.)  การเปลีย่นแปลงของเซลล (differentiation)  เปรียบเทียบเซลลบนจานเพาะเลี้ยงที่เลีย้ง

โดยอาหารปกติประกอบดวย α-MEM, 10% FCS และ 50 U/ml penicillin streptomycin กับที่

เลี้ยงดวยอาหาร Osteogenic medium ที่ประกอบดวย α-MEM, 10% FCS และ 50 U/ml 

penicillin streptomycin 0.5 ug/ml L-ascobic 2-phosphate, 10-8M dexamethasone  โดย

ศึกษารูปรางของเซลลวาเรียวยาวคลายกระสวย หรือมรูีปรางกลม ดวยกลองจุลทรรศน Nikon, 

TS100  และวดักิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase (ALP) ตามวิธีในหวัขอ 3.4.11 

 

3.4.6 การเพาะเลี้ยงเซลลในโครงเลี้ยงเซลล 

เตรียมสารละลายเซลล 5x105เซลล/200ไมโครลิตร (สําหรับทดสอบการเจริญเติบโต) และ 

1x106 เซลล/200ไมโครลิตร (สําหรับทดสอบการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูก) หยดลงโครง

เลี้ยงเซลลที่ฆาเชื้อดวยกาซ Ethylene oxide แลวนาํไปเขยาดวย Shaker ความเรว็ 200 รอบตอ

นาที ในตูบม 5% CO2 อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 6 ชัว่โมง   

 

3.4.7 การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล 

หลังจากเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลแลว นาํโครงเลี้ยงเซลลที่ไดไปเล้ียงใน อาหาร

ประกอบดวย α-MEM, 15% FCS และ 50 U/ml penicillin streptomycin ใน 6 well-plate ในตู

บม 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  โดยเปลีย่นอาหารทุกๆ 3 วนั ตรวจสอบการยึดเกาะของ
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เซลล (Attachment) ที่เวลา 6 ชั่วโมง และเจริญเติบโตของเซลล (Proliferation)  ที่เวลา 1, 3, 5 

และ 7วัน ดวยวิธี DNA assay (หัวขอ 3.4.10) 

 

3.4.8 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกบนโครงเลี้ยงเซลล 

หลังจากเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลแลว นาํโครงเลีย้งเซลลที่ไดแบงเซลลเปน 2 กลุม

การทดลอง คือ 1) กลุมที่มีการเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลลเปน Osteogenic Medium, OM (ซึ่ง

ประกอบดวย α-MEM, 10% FBS, 50 U/ml pen/strep, 50 μg/ml, L-ascorbic, 10-6 M 

dexamethasone และ1 M �-glycerophosphate) และ 2) กลุมควบคุมที่ยงัคงใชอาหารเลี้ยง

เซลลชนิดเดิม (Normal media, NM) ใน 6 well-plate ในตูบม 5% CO2 อุณหภูม ิ 37 องศา

เซลเซียส เปล่ียนอาหารทุกๆ 3 วัน แลวเพาะเลีย้งเซลลตอไปเปนเวลา 4 สัปดาห โดยมีการประเมิน

สัญญาณการเปลี่ยนแปลงไปเปนกระดูกทกุๆ 1 สัปดาห โดยการวัด ALP activity และ Calcium 

content (หัวขอ 3.4.11) 

 

3.4.9 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

เลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล ในสภาวะสถติย (Static Culture) เลี้ยงใน 6 well-plate ดัง

รูปที่ 3.4 ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพดงัรูป 3.5 โดยมกีารหมุนวนของอาหารจากถังเก็บเขาสูตัวโครง

เลี้ยงเซลลแบบไหลผาน (perfusion)  โดยมีอัตราการหมุนวนคงที่  เปรียบเทียบกับเซลลบนโครง

เลี้ยงเซลลแบบสถิตยที่เลีย้งใน 6 well-plate ในอาหารปกติ และอาหาร Osteogenic medium ที่ 

5% CO2 อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหารทกุๆ 3 วนั 
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รูปที่ 3.4 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในสภาวะสถิตย (Static Culture) เลี้ยงใน 6 well-plate 

ที่สภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

     

 
 
รูปที่ 3.5 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ ที่สภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส 
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3.4.10 การวัดปริมาณเซลล 

DNA assay เปนวธิีประมาณการเปลี่ยนแปลงของประชากรเซลลดวยการใสสารเรืองแสง

ที่มีคุณสมบัตจิับจําเพาะกับ DNA เชน  Bisbenzidine (Hoechst) มีมวลโมเลกุลขนาด 533.88  

และยอมบริเวณเบส A-T ใหเรืองแสงไดภายใตแสงฟลูออเรสเซนต  ทีม่ีการกระตุนดวยความถี่ 

340-380 nm  และปลดปลอยพลังงานแสงที่ 430-450 nm  ซึ่งสามารถใชในการสรางกราฟการ

เจริญของเซลล  เพื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเซลลที่ไดรับปจจัยเรงการเจริญได  [Takahashi Y. 

และคณะ 2005]  

โดยสามารถคํานวณเวลาการแบงตัวทวีคณู  (population doubling time, PDT) )  [Freshney 

และคณะ 1994] ไดจาก 

เวลาแบงตวัทวีคูณ  PDT  = 1/r  (ชั่วโมง)      …..(3) 

โดย  r =  จํานวนชั้นอายุตอหนึ่งหนวยเวลา   …..(4) 

= 3.32 (log NH - log NI) / (t2 –t1)   (รุนตอช่ัวโมง)  …..(5) 

เมื่อ  NI เปนจํานวนเซลลเร่ิมตน ที่เวลา t1 

NH คือจํานวนเซลลทั้งหมด ที่เวลา  t2  

หากเวลาการแบงตัวทวีคูณนอยแสดงวาเซลลเจริญเติบโตไดดี 
 
3.4.11 การทดสอบการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูก 

- กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase, ALP เปนวิธีการวดัปริมาณของเอนไซม 

ALP ซึ่งจะสรางขึ้นในเซลลกระดูก ทําโดยการใหทําใหเซลลแตกโดยใช sodium dodecyl sulfate 

(SDS) ซึง่เปนสารลดแรงตึงผิวทําใหผนงัเซลลแตก ของเหลวที่อยูภายในถูกปลอยออกมา ไดเปน 

cell lysate โดยเอนไซมจะอยูใน cell lysate นัน้ดวย  เอนไซม ALP จะทาํปฏิกิริยากับสารตั้งตน     

p-Nitrophenyl phostphate โดยบมไวที่ 37 องศาเซลเซยีส 15 นาท ีหยุดปฏิกิริยาดวย 3N NaOH 

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 405nm  [Takahashi Y. และคณะ 2005] วิธีโดยละเอียดแสดงใน

ภาคผนวก จ 

- ปริมาณแคลเซียม โดยวธิีเติม 1M HCl ลงใน cell lysate แลวนําไปบมที่ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมงแลว  โดย HCl จะยอยชวยแคลเซียมใหออกมา หลงัจากนัน้ เติม

สารละลาย ethanolamine buffer และ O-cresolphythalein complex substrate (OCPC) 

แคลเซียมจะทาํปฏิกิริยากบั OCPC ใหสารสีมวง แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง 

spectrophotometer ที่ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร [Takahashi Y. และคณะ 2005] วิธีโดย

ละเอียดแสดงในภาคผนวก ฉ 
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การดูรูปรางของเซลลและวิเคราะหคาองคประกอบของธาตุที่เซลลหลั่งออกมาบนโครง

เลี้ยงเซลลโดยใชกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (Scanning Electron microscope, SEM)   และ 

energy dispersive X-ray (EDS) เพื่อดูปริมาณแคลเซียมตอฟอสฟอรัส (Ca:P) ที่เซลลสรางขึ้นมา 

หากเปนกระดูกมนษุยคาจะอยูประมาณ 1.15-1.71 [Hwang Y.S. และคณะ 2009] ปกติการเลี้ยง

เซลลตนกาํเนดิในหลอดทดลอง (in vitro) บนจานเพาะเลี้ยง ใน Osteogenic medium จะให

กิจกรรมของเอนไซม ALP สูงสุดในสัปดาหที ่ 2 และแคลเซียมจะสูงในสัปดาหที ่ 3 ของการ

เพาะเลี้ยง [Porter R. 2004] 

 

3.4.12 การศึกษาสมบัติทางชีวภาพในสิง่มีชีวิต  

โดยทําการศึกษาในหนู Rat สายพนัธ Wistar (outbred)  เพศเมีย น้ําหนกัประมาณ 150-

200 กรัม อายุ 8 สัปดาห ส่ังซื้อจากศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา ซึง่

พิจารณาการใชสัตวทดลองโดยเนนในเรื่อง ความตอตานทางภูมิคุมกัน (Immunological 

response) และความสามารถในการเคลือ่นที่ของเซลลเขามาที่ผิวหนงัชั้นในปราศจากเซลล (Cell 

infiltration) และความสามารถในการยอยสลาย (Biodegradability) ของโครงเลี้ยงเซลล วิธกีาร

ทดลองใชหนูในการปลกูถายจํานวน 3 ตัว (n = 3) และปลูกถายโครงเลี้ยงเจลาตนิและโครงเลี้ยง

เซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตขนาดเสนผาศูนยกลาง 11 มิลลิเมตร ความหนา 2 

มิลลิเมตร ฝงลงในหลงัหนเูปนเวลา 4 สัปดาห แลวผานาํชิ้นงานออกมาตรวจสอบ สรุปไดดัง

แผนผังในรูปที ่3.5 

การตรวจสอบเนื้อเยื่อทาง Histology เทคนิคการยอมสี (staining) ข้ันตอนการยอมสี 

ประกอบดวยขั้นตอนที่สําคญัดังนี้ นาํชิน้งานที่ไดไปเคลือบดวยพาราฟน  หลงัจากนัน้ตัดชิ้นงานให

เปนแผนบาง แลวนําไปวางบนแผนสไลด  จากนัน้ลาง wax medium ดวยไซลีน (Xylene) ที่

เคลือบเซลลและสวนอืน่ของเนื้อเยื่อไวไมใหติดสีที่ใชยอม จากนัน้ลางไซลีนออกจากเนื้อเยื่อดวย

แอลกอฮอลและนําเนื้อเยื่อลงสูน้าํเพื่อการยอมสี  

- H&E staining โดยใชฮีมาทอกซิลิน (hematoxylin) ทาํหนาที่เปนสยีอมสําหรับเนือ้เยื่อที่

มีประจุลบ  อีโอซิน (eosin) เปนสียอมสําหรับเนื้อเยื่อที่มปีระจุมาก ใชเปนสียอมทับเพื่อใหเห็น

สวนประกอบของเนื้อเยื่อชัดเจนขึ้น  คอลาเจนจะติดสีชมพูของอีโอซนิ สวนนวิเคลียสจะติดสีมวง

ของ ฮมีาทอกซิลิน [Hwang Y.S. และคณะ 2009] 

- Von Kossa staining โดยนําตัวอยางมาจุมในสารละลาย 5% silver nitrate ที่มีแสงจาก

หลอดไฟ 60 วัตต 1 ชัว่โมง หลังจากนัน้ลางดวยน้าํกลัน่ แลวตรงึดวยสารละลาย 5% sodium 

thiosulphate 5 นาที โดยแคลเซียมจะยอมติดสีดําของ Von Kossa [Hwang Y.S. และคณะ 
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2009] จากนัน้ทาํใหชิน้เนื้อเยื่อบนสไลดปราศจากน้ําที่เกิดจากสทีี่ใชยอม จากนัน้ทําใหชิ้นเนื้อเยื่อ

บนสไลดใสข้ึน โดยใชไซลีนเปนตวัดึงแอลกอฮอลที่ตกคางอยูที่ชิ้นเนือ้เยื่อออกใหหมด นําเอาแผน

กระจกบางๆ ปดทับลงบนชิน้เนื้อเยื่อสไลดโดยใช mounting medium ชวยยึดแผนใหติดกับสไลด 

ชวยใหการตรวจดวยกลองจลุทรรศนเหน็ภาพไดชัดเจนและเปนวิธีการเก็บรักษาสไลดเนื้อเยื่อได

นาน  [Moorehead W.R. 1974] ทําโดยคณุปรีชา เรืองเวชวรชัย หองปฏิบัติการพยาธิวทิยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
3.3.13 การวิเคราะหทางสถติิ 

ในงานวิจัยนี้เปรียบเทียบคาความแตกตางของขอมูล โดยเก็บตัวอยางแบบสุม 3 ซ้ํา 

นํามาหาคาเฉลี่ย และ คาการเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD) เพื่อศึกษาวาคาที่ได

มีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญหรือไม โดยใชการวิเคราะหทางสถิติแบบท ี (t-test) ดวย

โปรแกรมคอมพิวเตอรมนิิแทบ (Minitab system for Windows version 14) ที่ระดับความเชื่อมั่น 

95% (P-value < 0.05)  

 

 3.3.14 ปญหาทางจริยธรรม 

 การทาํการวิจยัในสัตวทดลอง ทําตามมาตรฐานการดูแลและใชสัตวทดลองแหง

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึง่ไดรับการอนมุัติจากคณะกรรมการกํากบัดูแลและใชสัตว คณะแพทย

ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  
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แผนผังขั้นตอนการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพสามารถสรุปไดดังนี ้
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.6 แผนผังขัน้ตอนการทดสอบความเขากนัไดทางชวีภาพ โดยการปลูกถายในสัตวทดลอง 

 

เตรียมโครงเลีย้งเซลลที่ทาํจากวัสดุชวีภาพ 

เจลาตินและโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทด 

ทําใหโครงเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อดวยเอทธิลีนออกไซด 

ทําการวางยาสลบหนทูดลอง แลวตัดเปดชั้นผิวหนงัดวยกรรไกร 

   นําโครงเลี้ยงเซลลทีท่าํจากวัสดุชีวภาพฝงเขาใตผิวหนังของหน ู

ทําการสังเกตผลหลังจากปลูกถาย ดวยการถายรูปของ

บริเวณทีท่ําการปลูกถาย, สังเกตการบวมแดงของผิวหนงั 

และ ตรวจดูสุขภาพของหนหูลังจากการปลูกถาย 

ใชยาสลบ overdose Barbiturate ฉีดยาเขาทางเยื่อบุชองทอง

ของหนทูดลองเพื่อทําใหหนตูาย และซากของหนทูดลอง  

จะถูกนําไปทําลายโดยการเผาในเตาเผาซากสัตวตอไป 

ทําการวางยาสลบหนทูดลอง แลวตัดเปดชั้นผิวหนงัและชั้น

กลามเนื้อดวยกรรไกร แลวเก็บตัวอยางของโครงเลี้ยงเซลลที่

ฝงลงเขากลามเนื้อของหนูในเดือนที่ 1, 2 และ 3 มาทดสอบ

ดวยการยอม H&E และ Von Kossa 



 

 

บทที่  4 

ผลการทดลอง และการวิเคราะหขอมูล 
 

ในการศึกษานีโ้ครงเลี้ยงเซลลเจลาตินชนิด B และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอก

ซีอะพาไทต (30:70) ที่ข้ึนรูปโดยการใหเปนเนื้อเดยีวกนั (Homogenization) รวมกับกระบวนการ

ทําแหงแข็ง (freeze-dried) และเชื่อมขวาง (crosslink) โดยใชวิธทีางความรอน (dehydrothermal 

treatment, DHT) โดยมีการเปรียบเทยีบลักษณะของโครงเลี้ยงเซลลในดานกายภาพ เคม ี และ

ชีววทิยา เพือ่ใหไดโครงเลี้ยงเซลลที่มีความเหมาะสมในการนําไปใชสําหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ

กระดูก (bone tissue engineering)  

 

4.1 ลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล  
4.1.1 ลักษณะทางกายภาพ  

ลักษณะทัว่ไปของโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินชนิด B (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินชนิด 

B ผสม ไฮดรอกซีอะพาไทตที่อัตราสวน 30/70 (Gel/HA) แสดงดังรูปที ่4.1 โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน

ยุบตัวไดงาย สีมันวาวและมีความยืดหยุนมากกวา แตเมื่อมีการผสมไฮดรอกซีอะพาไทตลงไปแลว 

โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต  มีความแข็งแรงมากขึน้สามารถจับไดงายขึน้   

 

     
   Gel   Gel/HA 

รูปที ่4.1 รูปถายโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินชนิด B (Gel) และเจลาติน Type B ผสมไฮดรอกซีอะพา

ไทตที่อัตราสวน 30/70 (Gel/HA) 

 

ผลการวิเคราะหลักษณะโครงสรางรพูรุนโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

(Scanning electron microscope, SEM) ของ Gel และ Gel/HA ลักษณะโครงสรางภายในของ 

Gel ที่ความเขมขน 5 % โดยน้ําหนกั มรูีพรุนที่เชื่อมโยงกนั  ผนงัของโครงเลี้ยงเซลลมีความพรุน

มาก  ผิวของโครงเลี้ยงเซลลเรียบ ดงัรูปที ่ 4.2 โดยขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลมีความพรนุ
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สม่ําเสมอ ขนาดเฉลี่ยอยูที่ 121 ± 39 ไมโครเมตร  สวนของโครงเลีย้งเซลล Gel/HA มีขนาดรูพรุน

ใกลเคียงกับโครงเลี้ยงเซลล Gel  โดยมีขนาดเฉลี่ยที่ 148 ± 83 ไมโครเมตร ผิวของโครงเลี้ยงเซลล

มีความขรุขระ เนื่องจากผลกึของผสมไฮดรอกซีอะพาไทตกระจายตัวบนผิวของเจลาตินทั่วทัง้โครง

เลี้ยงเซลล (รูปที ่4.3) โดยผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทตมีขนาดอยูที ่ 1-5 ไมโครเมตร (รูปที ่4.4) ซึ่ง

ขนาดของรูพรุนอยางนอยควรมีขนาด 100 ไมโครเมตร  ซึ่งเกีย่วของกับ ขนาด, การเคลื่อนที่ของ

เซลล และการขนสงอาหาร ออกซิเจนและของเสีย [Hutmacher DW. และคณะ 2000] และความ

หนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีคาเทากับ 0.07 ± 0.01 และ 0.40 

± 0.09 มิลลิกรัมตอลูกบาศกมิลลิเมตร ตามลําดับ ความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ที่

สูงขึ้นเกิดจากไฮดรอกซีอะพาไทตที่เติมเขาไป 

ความพรุนของโครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีคาเทากับรอยละ 65.4 

± 4.6 และ 50.9 ± 5.9 ตามลําดับ  เมื่อเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลล Gel และ Gel/HA พบวาโครง

เล้ียงเซลล Gel  มีความพรุนมากกวาโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA โดยไฮดรอกซีอะพาไทตที่เติมเขาไป

สงผลตอลักษณะผนังของโครงเลี้ยงเซลล คือ ความพรุนโครงเลี้ยงเซลลลดลง แตไฮดรอกซีอะพา

ไทตที่เติมเขาไปไมไดทําใหขนาดของรูพรุนเล็กลง จึงไมสงผลตอรูปรางของโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิต

ไดเมื่อเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเลี้ยงเซลล Gel ซึ่งหากโครงเลี้ยงเซลลมีความพรุนมากจะทําให

เกิดชองเชื่อมตอกันระหวางรูพรุนไดมาก เพื่อเปนชองใหเซลล และอาหารเคลื่อนที่ผานเขาไปได ซึ่ง

จะชวยใหเซลลเจริญไดดี แตความพรุนตองไมกระทบกับคุณสมบัติอ่ืนๆ เชน ความทนแรงกด 

[Oudadesse H. และคณะ 2005]  

โครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ถูกนาํมาวิเคราะหความสามารถในการ

ดูดซับน้ํา (water swelling) ของโครงเลี้ยงเซลลโดยการวัดน้ําหนักโครงเลี้ยงเซลลเปยกภายหลังแช

ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร pH 7.4 ที ่ 37 oC เทียบกับน้าํหนกัโครงเลี้ยงเซลลแหง พบวา

ความสามารถในการดูดซับน้ําของโครงเลีย้งเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีคาเทากบั 

20.52±1.45 และ 14.35±1.32 ตามลําดับ จากผลที่ไดจะเหน็วาโครงเลี้ยงเซลล Gel มี

ความสามารถในการดูดซับน้ําไดดีกวา เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลล Gel มีความหนาแนนนอยกวา

โครงเลี้ยงเซลล Gel/HA โดยโครงสรางภายในเกิดความพรนุมากกวา ซึง่สามารถทําใหโครงเลีย้ง

เซลล Gel กักเก็บน้ําไดดกีวา ความสามารถในการดูดซับน้ําจงึสูงกวาโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA และ

หลังจากการผสมไฮดรอกซีอะพาไทตบนโครงเลี้ยงเซลลพบวา มปีริมาณผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต

สะสมบนโครงเลี้ยงเซลลมาก สงผลตอความสามารถในการดูดซับน้าํของโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA 

ทําใหจํานวนเทาของการดูดซับลดลง 30%  [Oonishi H. และคณะ 1995]  
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รูปที ่4.2 ลักษณะโครงสรางรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel)  ดานบน (a-c) ตรงกลาง (d-

f) ดานลาง (g-i) กําลังขยาย 100x, 1,000x และ 2,000x จากซายไปขวาตามลําดับ 

 

 

 

 
 

 

(a) (b) (c) 

(d) (e) 

(g) (h) (i) 
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รูปที ่4.3 ลักษณะโครงสรางรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต (Gel/HA)  

ดานบน (a-c) ตรงกลาง (d-f) ดานลาง (g-i) กําลังขยาย 100x, 1,000x และ 2,000x จากซายไป

ขวาตามลาํดบั 

 

   
 
รูปที ่4.4 ผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทต (บริษัท Fluka, ประเทศ Germany) ที่นํามาใชผสมในโครง

เลี้ยง Gel/HA   1,000x (a)  และ 1,0000x (b) 

4.1.2 การทดสอบสมบัติทางกล 

(a) (b) (c) 

(g) (h) (i) 

(a) (b) 

(d) (e) (f) 
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โครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ถูกนาํมาวิเคราะหความสามารถในการ

ทนแรงกด (Compressive modulus) ของโครงเลี้ยงเซลลดวยเครื่อง Universal testing machine  

คาความทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA โดยทดสอบแบบแหง มีคา

เทากับ 118 ± 21 และ 510 ± 109 kPa ตามลําดับ จะเห็นวาเมื่อมีการเติมผสมไฮดรอกซีอะพา

ไทต  สงผลใหโครงเลี้ยงเซลลมีคาความทนแรงกดเพิ่มมากกวาแบบ Gel ถึง 5 เทา ความแข็งแรง

ของโครงเลี้ยงเซลลมีคาเพิ่มข้ึนเนื่องจากไฮดรอกซีอะพาไทตเขาไปฝงและกระจายตวัอยูในเนื้อของ

เจลาติน ทาํใหมีการเสริมความแข็งแรงจากโครงเลีย้งเซลลเจลาตินเพียงอยางเดียว [Takahashi, 

Y. และคณะ, 2005] (รูปที่ 4.5) 

นอกจากนั้นยังมีการทดสอบความทนตอแรงกดในสภาวะเปยก โดยนําโครงเลี้ยงเซลลแช

ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH 7.4 เปนเวลา 3 ชั่วโมง กอนนํามาซับน้ําสวนเกินออกและ

นําไปทดสอบความทนทานตอแรงกด โครงเลี้ยงเซลล Gel ไมสามารถวัดความทนแรงกดได

เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลมีความออนนุมมากจนเครื่อง Universal testing machine  ไมสามารถ

อานคาได   สวน Gel/HA มีความทนทานตอแรงกดที่ 124 ± 26 kPa ซึ่งลดลงมาประมาณ 5 เทา 

จากสภาวะแหง 
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รูปที ่4.5 ความทนแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดร

อกซีอะพาไทต (Gel/HA) ในสภาวะแหง และเปยก  (* แสดงความแตกตางกนัอยางมีนัยสาํคัญ (p 

< 0.05) เมื่อเทียบกับความสามารถในการทนแรงกดในโครงเลี้ยงเซลล Gel ในสภาวะเดียวกัน) 
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 การเปรียบเทยีบสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล Gel และ โครงเลี้ยงเซลล Gel/HA 

แสดงในตารางที ่ 4.1  ซึ่งคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีความเหมาะสมที่จะนํามาใช

ผลิตโครงเลี้ยงเซลลกระดูกตอไป จากรายงานการใชโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากเจลาตนิผสม              

β-tricalcium phosphate  มีขนาดของรพูรุน 180-200  ไมโครเมตร ความพรุนรอยละ 95 คา

ความทนแรงกด 2.6 MPa [Takahashi และคณะ 2004]  นอกจากนี้ยังมีรายงานลักษณะสมบตัิที่

เหมาะสมของโครงเลี้ยงเซลลดังนี้ ขนาดรพูรุนประมาณ 200-400 ไมโครเมตรความทนตอแรงกด 

(compressive modulus) 17-20 GPa [Paul .K. และคณะ 2008]  

 

ตารางที ่4.1 สรุปสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจ

ลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต (Gel/HA) 
 
Properties Gel Gel/HA 

Diameter Size (mm.)   

        Height 

10 ± 0.6 

2 ± 0.2 

11  ± 0.9 

2 ± 0.4 

Density (mg./mm3) 0.07 ± 0.01 0.40 ± 0.09 

Pore size (μm) 121 ± 39 148 ± 83 

Porosity (%) 65.4 ± 4.6 50.9 ± 5.9 

Dry 118 ± 21 510 ± 109 Compressive modulus (kPa) 

Wet - 124 ± 26 

Water swelling (times) 20.52±1.5 14.35±1.32 

 
 
4.1.3 ธาตุองคประกอบในโครงเลี้ยงเซลล 

 ผลการวิเคราะหธาตุดวยเครื่อง energy dispersive x-ray spectrometry (EDS) ดังรูป 

4.6 พบวาโครงเลี้ยงเซลล Gel ประกอบดวยธาตุคารบอน, ไนโตรเจน และออกซิเจน สวนในโครง

เลี้ยงเซลล Gel/HA จะมีแคลเซียม และฟอสฟอรัสเพิม่เขามา โดยอัตราสวนระหวางแคลเซยีมตอ

ฟอสฟอรัส มคีาเทากับ 1.78  สวนของไฮดรอกซีอะพาไทตประกอบดวย ออกซิเจนแคลเซียม และ 

ฟอสฟอรัส โดยอัตราสวนระหวางแคลเซยีมตอฟอสฟอรัส มีคาเทากบั 1.60 (ตารางที่ 4.2) ซึ่ง

อัตราสวนของแคลเซียมตอฟอสฟอรัสในโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีคาใกลเคยีงกับกระดูกของ

มนุษยซึ่งมีรายงานวาอยูระหวาง 1.15-1.70 [Hwang Y.S. และคณะ 2009] 
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ตารางที ่4.2 แสดงผลจากการตรวจสอบดวย EDS ของพืน้ผิวภายในโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน, 

โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต และผลกึไฮดรอกซีอะพาไทต 

 

Scaffold type 
Element 

Gel Gel/HA HA 

C 44.95 23.31 - 

N 20.50 20.73 - 

O 34.55 35.21 71.61 

P - 7.39 10.92 

S - 0.18 - 

Ca - 13.17 17.47 

Total 100 100 100 

Ca:P - 1.78 1.60 
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(a) 

 

 

(b) 

 

(c) 

 

 

รูปที ่4.6 ขวา กราฟแทง และซาย กราฟเสนแสดงผลจากการตรวจสอบดวย EDS ของโครงเลี้ยง

เซลลเจลาติน (a), โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต (b) และไฮดรอกซีอะพาไทต 

(c) 
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4.2 การศึกษาคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดที่แยกจากไขกระดูก (Mesenchymal stem 
cells, MSC) ของหนูพันธุ Wistar และเซลลไลนกระดูก (MT3C3) 
4.2.1 การศึกษาธรรมชาติของการขยายจํานวนเซลล  

 การศึกษาธรรมชาติของการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดที่แยกจากไขกระดูก (MSC) 

และเซลลไลนกระดูก (MT3C3) ซึ่งเปนเซลลไลนจาก calvarias ของหนู Mus musculus (mouse) 

[Isama K. และคณะ 2003]  (รูปที่ 4.7)   ในถาดเลีย้งเซลลที่ผลิตจาก polystyrene มีการวัดอัตรา

การเจริญเติบโตของเซลลทัง้ 2 ชนิด ทีถู่กเพาะเลีย้งดวยวิธมีาตรฐานในหองปฏิบัติการ ทําเพื่อ

ทดสอบความคงตัวและศักยภาพของเซลลทั้งสองชนิดในสภาวะปกตภิายนอกรางกาย (in vitro 

culture) ลักษณะรูปราง (Morphology) ของเซลลที่ถกูเพาะเลี้ยงในสภาวะเดียวกนั คือ MSC มี

รูปรางยาวกวา MC3T3 เนือ่งจากความแตกตางของเซลลทั้ง 2 ชนิด ซึ่ง MSC เปนเซลลตนกําเนิด

ที่ประกอบดวยเซลลเนื้อเยื่อหลายๆ ชนิดที่ยังไมเปล่ียนแปลง สวน MC3T3 มีรูปรางคลายเซลล

กระดูกประเภท Osteoblast มากกวา [Manfred R และคณะ, 2002] เนื่องจากเปนเซลลที่

เปล่ียนแปลง (differentiate) แลว  ผลของอัตราการเจริญเติบโตของเซลลทัง้สองชนิด แสดงใน

ตารางที่ 4.3 และ รูปที่ 4.8 จะเหน็วา MSC และ MC3T3 ที่เจริญเติบไดบนถาดเลีย้งเซลล 

polystyrene ดวยอัตราที่แตกตางกนัเล็กนอย โดย MSC ที่แยกจาก Wistar rat เจริญเติบโตชากวา 

MC3T3 จะเหน็ไดจากอัตราการแบงตัวเปน 2 เทา  (population doubling time, PDT) ของ  MSC 

ที่เลี้ยงใน passage ที่ 2-3 ต่ํากวาของ MC3T3 ประมาณ 2.2-3.6 ชั่วโมง โดย PDT ของเซลลทัง้

สองชนิดมีคาเพิ่มข้ึนเลก็นอยเมื่อมีการยายเซลลไปเล้ียง  (trypsinization) เพื่อขยายจาํนวนใน 

passage ตอๆ มา แมวาการทดลองนี ้ไมไดมีการทดสอบความคงตวัของความเปนเซลลตนกาํเนดิ  

โดยตรวจสอบแอนติเจน และเปปไทดที่ผิวเซลล ไดแก CD105 และ CD73 เปนตน ซึ่งถือเปน 

Primary cells [Park และคณะ 2007] แตไดมีรายงานการแยกเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกของ

หน ูWistar ดวยวธิีนี้และไดทําการทดสอบแลววาเซลลที่แยกไดเปนเซลลตนกําเนิด [Hong L. และ

คณะ 2007] สวนเซลล MC3T3 ซึ่งมีตนกําเนิดจากเซลลมะเรง็กระดูกที่ไดรับการปรับปรุง

พันธกุรรม แตถือวาเปนเซลลมาตรฐานที่สามารถนํามาใชในการทดสอบวัสดุเลี้ยงเซลลกระดูกได 

โดยมีรายงานการใชงานวิจยัดานวิศวกรรมเนื้อเยื่ออยางกวางขวาง [Langer, R. และคณะ 2000, 

Freed  L. และคณะ 1997]  

การเพาะเลี้ยงเซลลแบบ Static Culture ที่มีการเปลี่ยนอาหารทุกๆ 2 วัน เซลลทั้งสองชนดิ

มี Lag phase ในชวง 48 ชั่วโมงแรก  เนื่องจากเซลลมีการใชพลังงานเพื่อปรับตัว  เกาะติดพื้นผิว  

และสราง Extra cellular metric (ECM) โดยมีอัตราการเพิ่มประชากรต่ําที่สุด  โดยเริ่มมีการเพิ่ม

จํานวนประชากรอยางรวดเร็ว (Log phase) ในชวง 48-120 ชั่วโมงโดยหากคํานวณอัตราการ
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เจริญเติบโตในชวงนี้จะพบวา MSC มีอัตราการแบงตัว 1.3 เทาตอ 1 ชั่วโมง และ MC3T3 มีอัตรา

การแบงตัว 2.1 เทาตอ 1 ชั่วโมง หลังจาก 120 ชั่วโมงปริมาณประชากรของเซลลทั้งสองชนิดเริ่ม

เขาสู Stationary phase โดยปริมาณเซลลเร่ิมคงที่ เนื่องจากขอจํากัดในดานพื้นที่ และอาหาร 

ปริมาณสูงสุดของ MSC อยูที่ 1.2 x105 เซลล/2.8x104 มม.2 และ MC3T3 อยูที่ 2x105 เซลล/

2.8x104 มม.2   (รูปที่ 4.8) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 ภาพถายภายใตกลองจุลทรรศนของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกหนูพันธุ Wistar Rat 

(Mesenchymal Stem cells (MSC)) (a) และเซลลไลนกระดูก (MC3T3) (b) ที่ใชในงานวิจัยนี้

เพาะเลี้ยงบน จานเพาะเลี้ยงชนิด polystyrene ดวยอาหารเลี้ยงเซลล α-MEM+FBS 15% และ 

10% สําหรับ MSCและ MC3T3 ตามลําดับ  ที่สภาวะ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, บรรยากาศ 

5% CO2  เปนเวลา 5 วัน กําลังขยาย 20 เทา (Nikon, TS100)   

(a) 

(b) 
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รูปที่ 4.8 จลศาสตรของการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกหนูพันธุ Wistar Rat 

(Mesenchymal Stem cells (MSC)) Passage ที่ 2 และ 3  (a) และเซลลไลนกระดูก (MC3T3) 

Passage ที่ 1 ถึง 8 (b) ดวยอาหารเลี้ยงเซลล α-MEM, 15% FBS  ที่สภาวะ อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส, 5% CO2 บนจานเลี้ยงเซลล polystyrene พื้นที่ 2.8x104 มม. กราฟแสดง a คือ Lag 

phase, b  คือ Exponential phase และ c  คือ Stationary phase  

b 

c 

a 

a 

b 

c 
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ตารางที่ 4.3 ธรรมชาติของการเจริญเติบโตบนจานเพาะเลี้ยงชนิด polystyrene ของเซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกหนูพันธุ Wistar Rat (Mesenchymal Stem cells (MSC)) และเซลลไลน

กระดูก (MC3T3)  

อัตราการแบงตัว 

(multiplication rate, r) 

(รุนตอช่ัวโมง) 

เวลาการแบงตัวทวีคูณ 

(population doubling time, PDT) 

(ชั่วโมง) 

 

 

Passage 

Mesenchymal 

Stem cells 

(MSC) 

Bone Cell 

Line (MC3T3) 

Mesenchymal 

Stem cells 

(MSC) 

Bone Cell 

Line (MC3T3) 

1  0.0417  23.99 

2 0.038 0.0423 25.99 23.62 

3 0.038 0.0417 26.33 23.99 

4 0.0418 23.90 

5 0.0417 23.95 

6 0.0417 23.99 

7 0.0416 24.03 

8 

 

0.0415 

 

24.12 

 หมายเหตุ 

1) อัตราการแบงตัว (multiplication rate, r)  คํานวณจาก  

   อัตราการแบงตัว  r =  จํานวนชั้นอายุตอหนึ่งหนวยเวลา 

        = 3.32 (log NH - log NI) / (t2 –t1)   (รุนตอช่ัวโมง) 

  เมื่อ  NI เปนจํานวนเซลลเร่ิมตน ที่เวลา t1 

   NH คือจํานวนเซลลทั้งหมด ที่เวลา  t2  

2)   เวลาการแบงตัวทวีคูณ  (population doubling time, PDT) คํานวณจาก  

          เวลาแบงตวัทวีคูณ  PDT  = 1/r   (ชั่วโมง)  [Freshney และคณะ 1994] 
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4.2.2 การศึกษาการเปลีย่นแปลงไปเปนกระดูกของเซลล MSC บนจานเพาะเลีย้งเซลล 

polystyrene 

เมื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกของเซลลตนกําเนิด MSC บนจานเพาะเลีย้ง

เซลล polystyrene เลี้ยงในอาหารปกติ (Normal medium, NM) และอาหารที่ชกันําใหเกิดการ

เปล่ียนแปลงไปเปนเซลลกระดูก (Osteogenic medium, OM) ใน passage 2 และ 3 (รูปที ่4.10) 

พบวาเซลลทีเ่ลี้ยงใน OM เหนีย่วกจิกรรมของ เอนไซม alkaline phosphatase  (ALP) มากกวา

เซลลเลี้ยงใน NM ทุกชวงเวลา ที่เปนทีน่าสงัเกตคือในวนัที่ 7 เซลลมีการเจริญเติบโตมาก แต

กิจกรรมของเอนไซม ALP ตอจํานวนเซลลยังคงเดิม (รูปที่ 4.9) แตเซลลที่เลี้ยงใน NM จะมีการ

เจริญเติบโตของเซลลไดดีกวาใน OM มีรายงานการวิจัยวาอาหารเลี้ยงเซลลที่องคประกอบของ 

สารจําพวก osteo-inductive agents เชน β-glycerophosphate, glucocorticoids, sodium β-

glycerophosphate, calcium hexose monophosphate และ dexamethasone [Kim และ 

2005] มีผลดีตอการเกิดกระดูก  และกิจกรรมของ ALP เกิดขึ้นสูงสดุในชวงสองสปัดาหแรก ของ

การเปลี่ยนไปเปนเซลลกระดกู [Kim และคณะ 2005] เอนไซม ALP ที่เซลลสรางขึ้นถือเปน

สัญญาณการเปลี่ยนเปนกระดูกชวงแรก (early marker) จากผลการทดลองในรูปที่ 4.9 กิจกรรม

ของ ALP ใน OM สูงกวา NM ตั้งแตวันที ่3 โดยยังไมพบ ALP สูงสุดอาจเนื่องจากยังเลี้ยงในเวลา

ที่ส้ันไป 

 รูปราง (morphology) ของเซลลที่สังเกตดวยตาของ MSC ใน NM และ OM แตกตางกนั 

(รูปที่ 4.9) โดยเซลลทีถู่กเลีย้งใน OM ที่มีกิจกรรมของ ALP สูงกวามรูีปรางกลมกวา และสังเกตได

ชัดกวาใน Passage 3 เซลลมีอัตราการแบงตวัลดลง แสดงใหเหน็ผลของของการใชอาหาร 

Osteogenic Medium ที่ลดอัตราการเจรญิเติบโต  แตเพิ่มกิจกรรมของ ALP ที่เดนชัดในชวง 7 วนั  

MSC เปนเซลลตนกําเนิดทีม่ีแนวโนมที่เปลี่ยนแปลงเปนเซลลกระดูกงายกวาเซลลตนกําเนิดที่แยก

จากไขมัน [Zhang D.Z. และคณะ 2008]  รายงานทีผ่านมา MSC ทีถู่กเลี้ยงใน passage ที ่ 5 

เปนตนไปหลังจากการแยก จะมีเร่ิมมีการเสียสภาพการเปนเซลลตนกาํเนิดไป [Strem และคณะ 

2005] ทําใหงานวิจัยที่เกี่ยวของจํานวนมากใช MSC ใน passage ตนๆ เทานัน้ 
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รูปที่ 4.9 กราฟแสดงกจิกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase (ALP) และการเจริญเติบโต

ของเซลลตนกาํเนิด (MSC) ที่เลี้ยงในอาหาร Normal Medium และ Osteogenic Medium ของ 

Passage ที่ 2 และ 3 บน Polystyrene cell culture plate ที่สภาวะ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส, 

5% CO2 (* แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติระหวาง NM และ OM ที่ความเชื่อมัน่ 

95% ในชวงเวลาเดียวกนั) (ไมมีการทดสอบนัยสําคญัทางสถิติในรูปลางเนื่องจากใชตัวอยางหา

ปริมาณ ALP 3 ซ้ํา และใชนยัสําคัญจํานวนเซลลโดยตรง 1 ซ้ํา) 
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(a) passage 2 

 
(b) passage 3 

 
รูปที่ 4.10 เซลลตนกําเนิดกําเนิดจากไขกระดูก (MSC) (a) passage 2 และ (b) passage 3 ที่

เจริญเติบโตบนจานเลี้ยงเซลล polystyrene ในอาหารเลี้ยงเซลล Normal Medium และ 

Osteogenic Medium ที่สภาวะ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 
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4.3 สมบัติทางชีววิทยาของโครงเลี้ยงเซลล 
4.3.1 การทดสอบการยึดติดและเจริญเติบโตของเซลล 
  

การทดสอบความเขากันไดทางชีววิทยาของ MSC บนโครงเลี้ยงเซลล Gel และ Gel/HA 

ทําโดยวัดจํานวนเซลลที่ยึดเกาะ และเจริญเติบโตของเซลลเลี้ยงในอาหารปกติ  (α-MEM, 15% 

FBS, 100 U/ml penicillin/streptomycin) โดยการวัดจํานวนเซลลโดยใชวิธี DNA assays การ

ทดลองชี้ใหเห็นวาเซลลสามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตไดบนโครงเลี้ยงทั้งสองชนิด โดย MSC 

สามารถยึดบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA สูงกวาโครงเลี้ยงเซลล Gel  อาจเนื่องมาจากคณุสมบตัทิาง

กายภาพของโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ที่มีพื้นผิวของโครงเลี้ยงเซลลที่ขรุขระ ทําใหมีพื้นที่การยึด

เกาะไดมากกวาพื้นผิวของโครงเลี้ยงเซลล Gel ที่มีผิวเรียบ การเจริญเติบโตของเซลลที่เวลา 3, 5 

และ 7 วัน พบวาเซลลสามารถเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลทั้ง 2 ชนิดไดโดยไมมีความแตกตาง

อยางมีนัยสําคัญ คาเวลาการแบงตัวทวีคูณ (population doubling time, PDT) ของโครงเลี้ยง

เซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีคาเปน 233.8 และ 250.8 ชั่วโมงตามลําดับ 
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รูปที่ 4.11  การยึดเกาะ และเจริญเติบโตเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก (MSC) บนโครงเลี้ยงเซลล

เจลาติน (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต (Gel/HA) ในอาหารเลี้ยงเซลล 

Normal Medium ที่สภาวะแบบสถิตยที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส, 5% CO2  (* แสดงความ

แตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน) 
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4.3.2 การเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูกของ MSC บนโครงเลี้ยงเซลลในสภาวะการเลี้ยงแบบ

สถิตย 

การทดสอบการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกของของเซลล MSC บนโครงเลี้ยง Gel

และโครงเลี้ยง Gel/HA โดยนํามาเพาะเซลลจํานวน 6x106 เซลลตอซม.3  ซึ่งมีรายงานวาเหมาะสม

ในการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูก เนื่องจากเซลลมี cell-cell interaction เมือ่เลี้ยงในอาหาร 

NM และอาหาร OM [Ozawa และคณะ 1996]   ในอาหาร NM พบวาจํานวนเซลลที่เลี้ยงใน

สัปดาหที่ 3 และ 4 จํานวนเซลลบนโครงเลี้ยง Gel มีจํานวนสูงกวาโครงเลี้ยง Gel/HA อยางมี

นัยสําคัญ สวนในอาหารที่เลี้ยงดวย OM สัปดาหที ่  4 จํานวนเซลลบนโครงเลี้ยง Gel มีจํานวน

มากกวาโครงเลี้ยง Gel/HA อยางมนีัยสําคัญ (รูปที่ 4.12 (a)) โดยจํานวนเซลลทีเ่ลี้ยงในอาหาร 

OM มีจํานวนเซลลนอยกวาในอาหาร NM ตลอด 4 สัปดาห เนื่องจากมีเซลลการเปลี่ยนแปลงไป

เปนกระดูกทําใหมีการเจริญเติบโตของเซลลลดลง [Belmonte และคณะ 2005]  

เซลลตนกาํเนดิที่เลี้ยงในอาหาร NM บนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มกีิจกรรมของเอนไซม 

ALP สูงกวาโครงเลี้ยงเซลล Gel อยางมนีัยสําคัญทางสถิติในสัปดาหที่ 2-4 เซลลสามารถสราง 

ALP บนโครงเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิดใน OM มากกวาในอาหาร NM เมื่อเทียบจํานวนเซลลที่เทากนั  

แตในโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มี ALP สูงกวาอยางมีนยัสําคัญทางสถิติในสัปดาหที ่ 4 เมื่อ

เปรียบเทียบกบัโครงเลี้ยงเซลล Gel  (รูปที่ 4.12 (b)) ปริมาณของแคลเซียมในโครงเลี้ยงเซลล 

Gel/HA สูงกวาโครงเลี้ยงเซลล Gel อยางมีนัยสาํคัญในอาหารทั้ง 2 ชนิด ที่สัปดาห 3 และ 4 ดงัรูป

ที่ 4.12 (c) แสดงใหเหน็วาเซลลมีการสรางแคลเซียมขึ้นมา เนื่องจากเซลลถูกชักนําให

เปล่ียนแปลงไปเปนกระดูก  

ผลการทดลองแสดงใหเหน็วา OM ทําใหเซลลเจริญเติบโตชา และมีผลกระตุนกิจกรรม

ของเอนไซม ALP ในโครงเลี้ยงเซลล Gel แตไมมีผลตอปริมาณแคลเซียมเพราะ 4 สัปดาหอาจยงั

ไมเห็นการใหแคลเซียมสูงสดุ ใน Osteogenic medium จะใหกิจกรรมของเอนไซม ALP สูงสุดใน

สัปดาหที่ 2 ซึ่งเปน early marker และแคลเซียมจะเริม่สูงในสัปดาหที ่ 3 เปนตนไป โดยเปน late 

marker ซึ่งแสดงใหเห็นวาเซลลตนกําเนิดมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูก [Porter R. 2004] 

จากรายงานการเลี้ยง MSC ในโครงเลี้ยงเซลลไคโตซานและคอลลาเจนจะเริ่มปริมาณแคลเซียมสูง

ที่สุดในสัปดาหที่ 3 [Arpornmaeklong และคณะ 2007] แต OM ไมมีผลตอโครงเลี้ยงเซลล 

Gel/HA เพราะมี  ไฮดรอกซีอะพาไทตซึ่งทําใหเซลลเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดกูไดอยูแลว แต 

OM จะมีผลอยางชัดเจนตอเซลลตนกาํเนดิก็ตอเมื่อเซลลไมไดรับการชักนาํจากตัวโครงเลี้ยงเซลล  
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รูปที่ 4.12  กราฟแสดงจํานวนของเซลล (a), กิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase (ALP) 

(b) และปริมาณแคลเซียม (c) จากเซลลตนกําเนิดไขกระดูกจากหนู Wistar ที่เลี้ยงในอาหาร NM 

และ OM บน โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต 

(Gel/HA) ที่สภาวะ อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2   (* แสดงความแตกตางกนัอยางมี

นัยสําคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล Gel) 

(a) 
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รูปรางของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลทัง้สองชนิดในสัปดาหที่ 4 แสดงดงัรูปที่ 4.13 เมื่อเลี้ยง

บนโครงเลี้ยงเซลล Gel ในอาหาร NM  เซลล MSC มีรูปรางแผยาวเรียวคลายกระสวย (spindle 

shape) แตเมื่อใชโครงเลี้ยงเซลล Gel เลี้ยงอาหาร OM หรือโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ที่เลี้ยงใน

อาหารทั้งสองชนิดจะมีรูปรางกลม (round shape) ดังนัน้จะเหน็ไดวาไฮดรอกซีอะพาไทตจะเปน

ตัวที่ชักนําใหเซลลตนกําเนิด (MSC) สามารถเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกได [Shimaoka H. 

และคณะ 2006] ไมวาจะอยูในอาหาร OM หรือ NM  

 
   NM      OM 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.13 ลักษณะของเซลลตนกําเนิดกําเนิดจากไขกระดูก (MSC) โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินใน

อาหารเลีย้งเซลล Normal Medium (a), Osteogenic Medium (b)  และ โครงเลีย้งเซลลเจลาติน

ผสมไฮดรอกซีอะพาไทตในอาหารเลี้ยงเซลล Normal Medium (c) และ Osteogenic Medium 

(d) ที่เวลา 4 สัปดาห สภาวะ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 
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(c) 

(a) 

(d) 

Gel 

Gel/HA 



 

 
64 

4.4 การออกแบบ และทดสอบเครื่องปฏิกรณชวีภาพ 
 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานที่สรางขึ้นโดยใชอะคริลิกเปนวัสดุในการผลิต 

ประกอบดวยตัวใหโครงเลีย้งเซลล และรังผึ้งเพื่อใหอาหารกระจายตัวไดดีทั้งโครงเลีย้งเซลล ใชทอ

ซิลิโคนเปนตัวขนสงอาหาร สามารถประกอบและใชงานไดงาย และสามารถฆาเชื้อดวยกาซเอธิลีน

ได แสดงในภาคผนวก ข การทดสอบเครื่องปฏิกรณชีวภาพกับปม Peristaltic โดยใหปมหมุนที่

ความเร็วรอบตางๆ โดยหาอตัราการไหลผานเครื่องปฏกิรณชีวภาพ แสดงในภาคผนวก ค โดย

ความเร็วรอบของการหมุนสามารถควบคุมอัตราการไหลได หลังจากนั้นเลือกใชความเร็วรอบที ่ 70 

รอบตอนาที ซึง่ทาํใหไดอัตราการไหลอยูที ่1 มิลลิลิตรตอนาที และใชอัตราการไหลนี้ทาํการทดลอง 

ซึ่งอัตราไหลดงักลาวทีเ่ลือกใชเปนอัตราการไหลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานในชวง 1-3 

มิลลิลิตรตอนาท ี ซึ่งทาํใหเซลลตนกําเนิดเจริญเติบโต และชักนาํใหเซลลเปล่ียนแปลงไปเปนเซลล

กระดูกไดด ี [Hosseinkhani H. และคณะ 2006]   

 
4.5 การทดสอบการเจริญเติบโตและการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูกในเครื่อง
ปฏิกรณชวีภาพ 
4.5.1 การเจรญิเติบโตและการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกของเซลลตนกําเนิดกําเนิดจากไข

กระดูก (MSC) ที่เลี้ยงในอาหารปกต ิ(NM)  

การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก (MSC) เพาะเซลล 5x105 เซลลตอโครง

เล้ียงเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในอาหารเลี้ยงเซลลปกติ เปรียบเทียบกันระหวางสภาวะ

สถิตย โดยนําโครงเลี้ยงเซลลที่เพาะไดไปเล้ียงใน 6-well plate และอีกสภาวะของการเลี้ยงนําไป

เล้ียงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผาน โดยมีการหมุนวนของอาหารผานโครงเลี้ยงเซลลที่

อัตราเร็ว 1 มิลลิลิตร/นาที พบวาการเลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพมีจํานวนเซลลบนโครงเลี้ยง

เซลลมากกวาในสภาวะแบบสถิตย ดังรูป 4.14 (a) โดยตั้งแตวันที่ 7 จนถึงวันที่ 14 ของการเลี้ยงมี

ความแตกตางกันทางสถิติ โดยคาเวลาการแบงตัวทวีคูณของการเลี้ยงสภาวะสถิตยและเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพมีคาเปน 253.1 และ 192.9 ชั่วโมงตามลําดับ ทั้งนี้เนื่องจากการเจริญเติบโตของ

เซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานจะมีอาหารไหลผานโครงเลี้ยงเซลลตลอดเวลา ไมมี

การสะสมของเสียไวในสวนกลางของตัวโครงเลี้ยงเซลล เนื่องจากการเลี้ยงแบบนี้จะทําใหไมมี

ปญหาเรื่องการถายโอนมวลสาร (mass transfer) เซลลสามารถเจริญและมีชีวิตรอดทั่วทั้งโครง

เลี้ยงเซลล ซึ่งจะแตกตางกับแบบสภาวะสถิตยที่เซลลจะสามารถเจริญเติบโตไดมากเฉพาะที่ผิว

ของเซลล [Martin I. และคณะ 2004] 
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เซลลตนกาํเนดิที่เลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในอาหารปกติ เลีย้งในเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพแบบไหลผานมีกิจกรรมของ ALP สูงกวาการเลีย้งในสภาวะสถิตย 1.67 เทาในวนัที่ 14 ซึ่ง

มีความแตกตางอยางมีนยัสาํคัญทางสถิตใินวนัที ่ 3-14 เมื่อเทียบจาํนวนเซลลที่เทากัน  ดังรูปที่ 

4.14 (b)  ปริมาณของแคลเซียมดังรูปที่ 4.14 (c)  ในโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพา

ไทตที่เลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพสงูกวาสภาวะสถิตย 2.3 เทา และมีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญวันที ่ 7-14 แสดงใหเห็นวาเซลลมีการสรางแคลเซียม เนื่องจากเซลลถูกชักนําให

เปล่ียนแปลงไปเปนกระดูก โดยการเลี้ยงในเครื่องปฏกิรณชีวภาพมกีารใหแรงทางกล เชน แรง

เฉือน (Shear force) จากการไหลของอาหารเลี้ยงเซลล ทําใหเกิดการชักนาํใหเซลลเปล่ียนแปลง

ไปเปนเซลลกระดูก [Singh H. และคณะ 2005] 
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รูปที่ 4.14  กราฟแสดงจํานวนของเซลล (a), กิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase (ALP) 

(b) และปริมาณแคลเซียม (c) บนโครงเลีย้งเซลล Gel/HA ที่เลีย้งแบบสถิตย  และแบบใชเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพในอาหาร Normal Medium ที่สภาวะ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส, 5% CO2 (*

แสดงความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับการเลี้ยงแบบสถิตย) 

(a) 

(b) 

(c) 
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4.5.2 การเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูกของเซลลตนกาํเนิดกาํเนิดจากไขกระดูกของหนู Wistar 

ที่เลี้ยงในอาหาร Osteogenic Medium  

เซลลตนกาํเนดิที่เลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในอาหาร Osteogenic Medium พบวา

การเลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพมจีํานวนเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลมากกวาในสภาวะแบบสถิตย

ในสัปดาหที่ 2 และ 4 ดังรูป 4.15 (a)  การเลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานมกีิจกรรม

ของ ALP สูงกวาการเลี้ยงในสภาวะสถิตย ดังรูปที่ 4.15 (b)  ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ

ทางสถิติในสปัดาหที่ 2 และ 4 เมื่อเทยีบจํานวนเซลลทีเ่ทากัน  ปริมาณของแคลเซียมดังรูปที ่4.15 

(c) ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพสูงกวาแบบสถิตยอยางมนียัสําคัญสัปดาหที ่2 และ 4 แสดงใหเหน็วา

เซลลเปล่ียนแปลงไปเปนเซลลกระดูกและมีการสรางแคลเซียมขึ้นมา ปริมาณเซลลในโครงเลี้ยง

เซลลในสัปดาหที ่ 4 ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพมีความหนาแนนมากกวาในสภาวะแบบสถิตย ดงัรูป

ที ่4.16 การตรวจสอบการเลี้ยงเซลลตนกาํเนิดบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในอาหาร OM ในเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพใหผลของ ALP และแคลเซียมสูงกวา 1.2 และ 1.14 เทาตามลําดับเมือ่

เปรียบเทียบกบัสถาวะสถิตย เมื่อเปรียบเทียบกับผล 4.5.1 ในอาหารปกติในวนัที ่14 ซึ่งเปนผลมา

จากทั้ง 2 ปจจัย คือ อาหารและสภาวะการเลี้ยงทีจ่ะทําใหเซลลมกีารเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลล

กระดูกไดดี  ผลของ EDS โดยมีลําอิเลก็ตรอน (electron beam) รัศมีขนาด 5 ไมโครเมตร และ

เซลลมีขนาดประมาณ 10 ไมโครเมตร ทําใหลําอเิล็กตรอนยิงทีเ่ซลลโดยไมตกกระทบบริเวณ

ขางเคียง พบวาเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตในอาหารเลีย้งเซลล 

Osteogenic Medium แบบสภาวะสถิตย  และแบบใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพที่เวลา 4 สัปดาห 

แสดงในรูป 4.15 (c)  ไดคา แคลเซียมตอฟอสฟอรัส (Ca:P) เทากับ 1.55 และ 1.61 ตามลําดับ 

(ตารางที่ 4.4) ซึ่งแคลเซียมตอฟอสฟอรัส ของกระดูกมนษุยจะอยูในชวง 1.15 – 1.70 ซึ่งอัตราสวน

ดังกลาวขึ้นอยูกับโครงสรางของแคลเซียมและฟอสฟอรสั โดย 1.00 เปน ไดแคลเซยีมฟอสฟอเฟต, 

1.33 เปน ออกตะแคลเซียมฟอสฟอเฟต 1.50 เปน ไตรแคลเซียมฟอสฟอเฟต และ 1.67 เปน ไฮด

รอกซีอะพาไทต [Hwang Y.S. และคณะ 2009] 

จากรายงานการวิจัยที่ผานมา Takashi Y. และคณะ (2004) ใช MSC เล้ียงบนโครงเลี้ยง

เซลลจากเจลาตินผสม β-tricalcium phosphate ที่อัตราสวนรอยละ 10 ตอ 90 โดยใชเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพแบบปนกวนเปรียบเทียบกับสภาวะสถิตย เปนเวลา 28 วัน พบวาการเลี้ยงใน

เครื่องปฏิกรณชีวภาพมีปริมาณเซลลสูงกวา 1.33 เทา กิจกรรมของเอนไซม ALP สูงกวา 7 เทา 

และปริมาณ Osteocalcin สูงกวา 1.1 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะสถิต [Takashi Y. และคณะ 

2004]  และ Zhi-Yong และคณะ (2009)  ไดทําการเลี้ยงเซลลตนกําเนิดของมนุษยบนโครงเลี้ยง

เซลล polycaprolactone–tricalcium phosphate (PCL–TCP) ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ 
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biaxial rotating เพื่อใหเจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลงไปเปนกระดูก พบวาหลังการเลี้ยงเปนเวลา 

28 วันในอาหาร osteogenic medium พบวาเซลลเพิ่มจํานวนเปน 2 เทาของเซลลเร่ิมตน และ

เซลลมีชีวิตอยูในโครงเลี้ยงเซลลลึกจากผิว 2 เซนติเมตร มีการสราง alkaline phosphatase  และ

แคลเซียม 1.5 เทา และ 5.5 เทา ตามลําดับเมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงในสภาวะสถิตย [Zhi-

Yong และคณะ 2009]   

ดังนัน้การเพาะเลี้ยงเซลลการเพาะเลีย้งเซลลตนกําเนิดบนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA โดยใช

เครื่องปฏิกรณชีวภาพจะชวยใหเซลลเจรญิเติบโตไดดี เนื่องจากมีการไหลของอาหารตลอดเวลา 

ทําใหเซลลในสวนกลางของโครงเลี้ยงเซลลไดรับอาหาร และออกซิเจนตลอดเวลา นอกจากนัน้ยงั

ชวยในการขับของเสียออกจากโครงเลีย้งเซลลอยางไดด ี และการใชแรงเฉือนจากการไหลของ

อาหารยังชวยทําใหเซลลสามารถเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกไดดวย ดังสรุปในตารางที่ 4.5 

โดยขอดีของการใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบไหลผานคือทําใหเซลลเจริญเติบโต และชกันํา

เปล่ียนแปลงไปเปนกระดูกไดดี เมื่อเปรียบเทียบกับการใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบหมนุทีม่ีการ

ลอยแบบอิสระของโครงเลี้ยงเซลล ทําใหโครงเลี้ยงเซลลไปชนกับผนังของเครื่องปฏิกรณชีวภาพ

โดยเซลลไดรับความเสยีหาย [Zhang Z.Y. และคณะ 2009]   
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รูปที่ 4.15  กราฟแสดงจาํนวนของเซลล (a), กิจกรรมของเอนไซม alkaline phosphatase (b) 

และปริมาณแคลเซียม (c) บนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ที่เลี้ยงแบบสถิตย (Static) และแบบใช

เครื่องปฏิกรณชีวภาพ (Bioreactor) ในอาหาร Osteogenic Medium ที่สภาวะ อุณหภูม ิ37 องศา

เซลเซียส, 5% CO2 (* แสดงความแตกตางกันอยางมนียัสําคัญ (p < 0.05) เมื่อเทยีบกับการเลี้ยง

แบบสถิตย) 

(a) 

(b) 

(c) 
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รูปที่ 4.16 ลักษณะของเซลลตนกําเนิดกําเนิดจากไขกระดูก (MSC) โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสม     

ไฮดรอกซีอะพาไทตในอาหารเลี้ยงเซลล Osteogenic Medium แบบสภาวะสถิตย (a-b) และแบบ

ใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพ  (c-d)  ที่เวลา 4 สัปดาห สภาวะ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 
 
ตารางที ่4.4 แสดงผลจากการตรวจสอบดวย EDS  ของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดร

อกซีอะพาไทตในอาหารเลีย้งเซลล Osteogenic Medium แบบสภาวะสถิตย  และแบบใชเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพที่เวลา 4 สัปดาห ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 

Condition 
Element 

Static Bioreactor 

O 64.36 66.80 

P 13.93 12.73 

Ca 21.72 20.47 

Total 100 100 

Ca:P 1.55 1.61 

* หมายเหตุ Ca:P ในกระดูกมนุษยคาจะอยูประมาณ 1.15-1.70 [Hwang Y.S. และคณะ 2009] 

(a) (b) 

(c) (d) 
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รูปที ่ 4.17 กราฟเสนแสดงผลจากการตรวจสอบดวย EDS ของเซลลบนโครงเลีย้งเซลลเจลาติน

ผสมไฮดรอกซีอะพาไทตในอาหารเลี้ยงเซลล Osteogenic Medium แบบสภาวะสถติย (a)  และ

แบบใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพ (b) ที่เวลา 4 สัปดาห ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 
 
 

(a) 

(b) 

Ca:P = 1.55 

Ca:P = 1.61 
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ตารางที ่4.5 สรุปการเลี้ยง MSC บนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในสภาวะแบบสถิตย และเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพในอาหาร Normal Medium และ Osteogenic Medium ที่อุณหภูม ิ37 องศา

เซลเซียส, 5% CO2  

Static Bioreactor 
Condition of culture 

NM OM NM OM 

Time (days) 14 14 14 14 

Cells seeded (cells) 5x105 1x106 5x105 1x106 

PDT (hrs) 253.08 261.13 233.80 242.23 

Number of cells attached 

at 6 hrs (cells/mm3) 

5.2x103 

(91%) 

13.5x103 

(93%) 

5.2x103 

(91%) 

13.5x103 

(93%) 

Maximum cells density 

(cells/mm3) at 14 days 

1.0x104 1.3x104 1.5x104 2.8 x104 

ALP (x10-7 mM/cell) 14.7 19.3 24.8 31.2 

Calcium (x10-7 mg/cell) 1.6 1.8 3.7 4.3 

* จานเพาะเลีย้งเซลลพื้นที่ = 188.57 ตารางมิลลิเมตร 

   โครงเลี้ยงเซลลปริมาตร = 69±3 ลูกบาศกมิลลิเมตร  
 
 
4.6 การเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลโดยเครื่องปฏิกรณชวีภาพ 
 การเพาะเซลลลงบนโครงเลีย้งเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพซึง่มกีารติดตั้งเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพคลายกับการทดลองในสวนของการทดลองที่ 3.4.10  แตวางโครงเลี้ยงเซลลเปลา

ลงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ และใชเซลลแขวนลอยในอาหารอาหารปกติ (α-MEM, 15% FBS, 

100 U/ml penicillin/streptomycin) เขมขน 2x104 และ 5x104 เซลล/มิลลิลิตร  ใสในขวดอาหาร

เลี้ยงเซลล และใหใหเซลลแขวนลอยหมนุอยูในระบบ ดวยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาท ีและเกบ็

ตัวอยางที่เวลา 6 และ 24 ชั่วโมง นาํตัวอยางชิน้งานมาตัด 3 ตําแหนง คือ ชวงทีเ่ซลลแขวนลอย

ไหลเขาโครงเลี้ยงเซลล (0-0.6 มิลลิเมตร), ชวงตรงกลางของโครงเลีย้งเซลล (0.6 –1.4 มิลลิเมตร) 

และชวงทายของโครงเลี้ยงเซลล (1.4-2 มลิลิเมตร) ดังรูปที่ 4.18 เพื่อประเมินการยดึเกาะของเซลล

ตลอดทั้งโครงเลี้ยงเซลล พบวาเมื่อเวลาผานไป 6 และ 24 ชัว่โมง เซลลสามารถยึดเกาะใน

ตําแหนงตางๆ ไดประมาณรอยละ 20 ของปริมาณเซลลทั้งหมดแมวาจะใชเซลลแขวนลอยที่ความ

เขมขนของเซลลตางกนั โดยเมื่อใชเซลลแขวนลอยเจือจาง (2x104 เซลล/มิลลิลิตร) จะไดปริมาณ
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เซลลยึดเกาะรวม 3.5x105 เซลล (5.1x103 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร) และเมื่อเพิ่มความเขมขน

ของเซลลแขวนลอยเปน 5x104 เซลล/มิลลิลิตร ปริมาณเซลลที่ยึดเกาะเพิ่มข้ึนเปน 8.9 x105 เซลล 

(1.3x104 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร) เมื่อเพิ่มเวลาในการหมนุวนของเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

พบวาปริมาณเซลลที่ยึดเกาะไมเพิ่มข้ึนอยางมนีัยสาํคัญเทียบกบัการเพาะเซลลโดยใชเวลา 6 

ชั่วโมง (รูปที ่ 4.19) ปริมาณเซลลทีก่ระจายในโครงเลีย้งเซลลขนาดนี้คอนขางสม่าํเสมอ โดยที่

ทางเขาของสายปอนมีปริมาณเซลลสูงกวาเล็กนอย การกระจายตวัของเซลลหลงัการเพาะแสดง

รูปที่ 4.20  ชวงทางเขา, กลาง และทายโครงเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิดมีรอยละการยดึเกาะของเซลล

เทากับ 22.994, 20.332 และ 20.474 ตามลาํดับ เซลลสามารถยดึเกาะและกระจายตวัไดดีทั้ง

โครงเลี้ยงเซลล โดยดูไดจากภาพ SEM ที่ตําแหนงตางๆ ของโครงเลีย้งเซลล (ตารางที่ 4.6) จาก

รายงานการเพาะเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบตางๆ โดยใหเซลลแขวนลอยเคลื่อนที่ผาน

เขาไปในโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรุน พบวาเซลลสามารถยดึเกาะกับโครงเลี้ยงเซลลไดดีตลอดทั้งชิ้น 

ความหนาแนนของเซลลที่เพาะได 2x104 เซลลตอลูกบาศกมิลลิเมตร โดยคิดเปนรอยละ 80 ของ

ปริมาณเซลลที่ใชทัง้หมด [Bueno M. และคณะ 2007]  ปริมาณเซลลยึดเกาะไดบนโครงเลี้ยง

เซลลนอกจากจะขึ้นอยูกับชนิดของสารทีน่ํามาผลิตโครงเลี้ยงเซลล, พื้นผวิที่สัมผัสภายใน และ

ความพรุน ทําใหปริมาณเซลลที่เกาะไดสูงสุดจากรายงานการวิจัยตางๆตางกนั งานวิจัยนี้ถึงแมจะ

ใชเจลาตินที่มหีมูกรดอะมิโน RGD ซึ่งเซลลสามารถยดึเกาะไดดี แตโครงเลี้ยงเซลลมีความพรนุ

คอนขางต่ํา คือประมาณ 50-60%   เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานอื่นๆ และมีความหนาแนนของ

โครงเลี้ยงเซลลคอนขางสงูสบืเนื่องจากใชวิธีการขึ้นรูป แตก็ไดแสดงใหเหน็วาการเพาะเซลลลงบน

โครงเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ สามารถใชเซลลแขวนลอยเจือจางเพาะใหไดเซลลมีความ

หนาแนนสูงขึน้บนโครงเลี้ยงเซลล โดยเซลลสามารถกระจายตวัทัว่ทัง้โครงเลี้ยงเซลล 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

รูปที่ 4.18 แสดงตําแหนงหนวยมิลลิเมตรของโครงเลี้ยงเซลลที่ตัดนาํมาวิเคราะหหาปริมาณเซลล 

I←0.6→I←0.8→I←0.6→I 

Medium Inlet 
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รูปที ่ 4.19 รอยละของเซลลหลังการเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลล Gel และ Gel/HA เมื่อเทยีบ

กับจํานวนเซลลทั้งหมดที่ใชในการทดลอง โดยเครือ่งปฏิกรณชีวภาพโดยใชเซลลความเขมขน 

2x104 และ 5x104 เซลล/มิลลิลิตร ที่เวลา 6 และ 24 ชั่วโมง โดยมีเซลลวนอยูในระบบ 30 มิลลิลิตร 

เพาะในอาหาร α-MEM+FBS 15% ที่สภาวะ อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 (*,# แสดง

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับเซลลความเขมขน 2x104 ที่เวลา 6 

และ  24 ชั่วโมง) 
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0 mm.    1.00 mm.   2.0 mm 

 
 

 
 

 
 

 
 
รูปที ่ 4.20 การกระจายตัวของเซลลหลงัการเพาะเซลลลงบนโครงเลีย้งเซลลเจลาตินผสมไฮดรอก

ซีอะพาไทต โดยเครื่องปฏิกรณชีวภาพโดยใชเซลลความเขมขน  2x104 เซลล/มิลลิลิตร ที่เวลา 6 

ชั่วโมง (A), 2x104 เซลล/มิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง (B),  5x104 เซลล/มิลลิลิตร ที่เวลา 6 ชั่วโมง 

(C) และ 5x104 เซลล/มิลลิลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง (D)  รูปซายมือเปนตําแหนงที่ 0 มิลลิเมตร รูป

กลาง 1.0 มิลลิเมตร และรูปขวามือ 2.0  มิลลิเมตร จากทางเขาของสายปอน  โดยมีเซลลวนอยูใน

ระบบ 30 ml เพาะในอาหาร α-MEM+FBS 15% ที่สภาวะ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส, 5% CO2 
 

A 

B 

C 

D 
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ตารางที ่ 4.6 เปรียบเทียบการเพาะเซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ

ตางๆ    

เครื่องปฏิกรณ
ชีวภาพ 

เซลล โครงเลี้ยงเซลล/
ขนาด 

(มิลลิเมตร) 

ความหนาแนน
ของเซลล 

(เซลล/ลูกบาศก
มิลลิเมตร) 

แหลงอางอิง 

spinner flask chondrocytes Alginate/ 

7x5x2 

 

7.1x105 Almarza และ 

Athanasiou 

(2004) 

radial perfusion NIH/3T3 PLLA/ 

1x3x20 

3.3x104 Kitagawa และ

คณะ (2006) 

oscillating 

perfusion 

MSC Hyaff 11® 

D=5 , H=4 

2.5x105 Wendt และคณะ 

(2003) 

perfusion MSC PET 

D=1.6, H=1.2 

3.1x105 Zhao และ Ma 

(2005) 

static MSC β-Tricalcium 

phosphate 

5x5x5 

4x104 Wang และคณะ 

(2006) 

 
 
4.7 การเขากันไดกับเซลลภายในรางกาย (In vivo biocompatibility) 

การทดสอบความเขากันไดกับเซลลภายในรางกาย โดยนําโครงเลี้ยงเซลล Gel และโครง

เล้ียงเซลล Gel/HA โดยผานกาซเอธิลีนออกไซด จากนั้นฝงใตแผนหลังของ Wistar rat เพศเมีย 

อายุ 8 สัปดาห ดังรูปที่ 4.21 
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รูปที่ 4.21 แสดงโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน (Gel) และ โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพา

ไทต (Gel/HA) ที่ฝงใตแผนหลังของหนู Wistar ในสัปดาหที ่4 หลังจากการฝง 

 

ลักษณะโครงเลี้ยงเซลลชนิดตางๆ  เมื่อฝงบริเวณใตแผนหลังของหนูที่เวลา 4 สัปดาห  

ไดผลดังรูปที่ 4.22  สุขภาพของหนูปกติตลอด 4 สัปดาหของการเลี้ยง โดยไมพบผื่นแดงขึ้นที่

ผิวหนัง ขนหนูไมรวง และไมเกิดการเปนหนองบริเวณที่ฝงโครงเลี้ยงเซลล เมื่อพิจารณาการยอย

สลายของโครงเลี้ยงเซลล เมื่อระยะเวลาผานไปโครงเลี้ยงเซลลเกิดการยอยสลายมากขึ้น ขนาด

ของโครงเลี้ยงเซลลเล็กลง โดยที่ระยะเวลา 4 สัปดาห โครงเลี้ยงเซลล Gel เกิดการยอยสลายหมด 

Gel/HA Gel 
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ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ยังคงเหลือชิ้นโครงเลี้ยงเซลลอยู พิจารณาพังผืดที่หอหุมบริเวณ

ที่เคยฝงโครงเลี้ยงเซลล Gel  ไว และที่โครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ที่เหลืออยู ซึ่งแสดงถึงการมีส่ิง

แปลกปลอมเขาสูรางกาย ทําใหมีเซลลที่มีหนาที่กําจัดสิ่งแปลกปลอมเขามากําจัดหรือยอยสลาย

โครงเลี้ยงเซลลหมดกอนเวลา 4 สัปดาห  

เมื่อทําการตรวจสอบเนื้อเยื่อโดยใชเทคนิคการยอมสีแบบ H&E  พิจารณา พบวาโครง

เล้ียงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต  ที่สัปดาหที่ 4 (รูปที่ 4.25, 4.26) เปรียบเทียบกับโครง

เลี้ยงเซลลกอนการนําไปฝงใตผิวหนังของหนู (รูปที่ 4.24) เซลลไฟโบรบลาสสามารถเขามาภายใน

โครงเลี้ยงเซลลไดอยางทั่วถึง มีเสนเลือดงอกใหมเพื่อหลอเลี้ยงโครงเลี้ยงเซลลและมีการสรางเสน

ใยคอลลาเจนขึ้นมาใหม (สีชมพูออน)  สวนของโครงเลี้ยงเซลลเร่ิมนอยลง (สีชมพูเขม) เนื่องจาก

เกิดการยอยสลาย (รูปที่ 4.27)  สวนการยอมสีแบบ Von Kossa ซึ่งจะติดสีน้ําตาลบริเวณที่เปน

แคลเซียมพบวาไฮดรอกซีอะพาไทดยังคงอยูทั่งโครงเลี้ยงเซลล แตยังไมมีแคลเซียมที่สรางขึ้นมา

ใหม (รูปที่ 4.29)  เปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลกอนการนําไปฝงใตผิวหนังของหนู (รูปที่ 4.28)   

จากการการตรวจสอบเนื้อเยื่อนี้แสดงใหเห็นวา โครงเลี้ยงเซลลที่โครงเลี้ยงเซลล Gel/HA 

มีสมบัติการเขากันไดกับเซลลภายในรางกายได ไมมีการอักเสบ มีการสรางเสนใยคอลลาเจนและ

มีอัตราการยอยสลายชากวาโครงเลี้ยงเซลล Gel 
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รูปที่ 4.22 ภาพถายโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทต (Gel/HA)  หลังจากฝงใต

แผนหลัง Wistar rat อายุ 8 สัปดาห ที่ระยะเวลา 4 สัปดาห 

 

Gel/HA 
Gel 

Gel/HA 
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รูปที่ 4.23 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่ยงัไมไดฝงใตผิวหนงับนหลังหนู โดยผานการตดัตามขวางและ

ยอมสีดวยเทคนิค H&E  

500 um 
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รูปที่ 4.24 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตทีย่ังไมไดฝงใตผิวหนังบนหลงัหน ูโดย

ผานการยอมสีดวยเทคนิค H&E  

500 um 
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รูปที่ 4.25 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตที่ฝงใตผิวหนังบนหลังหนูเปนเวลา 4 

สัปดาห โดยผานการตัดตามขวางและยอมสีดวยเทคนคิ H&E สวนทีอ่ยูในกรอบสี่เหลี่ยมแสดง

ภาพกาํลังขยายสูงในรูปที่ 4.26 

500 um 
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รูปที่ 4.26 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตที่ฝงใตผิวหนังบนหลังหนูเปนเวลา 4 

สัปดาห โดยผานการตัดตามขวางและยอมสีดวยเทคนคิ H&E กําลังขยาย 40  เทา (ภาพจากสวน

ที่อยูในกรอบสี่เหลี่ยมรูปที่ 4.25) 
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รูปที่ 4.27 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตที่ฝงใตผิวหนังบนหลังหนูเปนเวลา 4 

สัปดาห โดยผานการตัดตามขวางและยอมสีดวยเทคนคิ H&E  กาํลังขยาย 100  เทา (โดย NC คือ 

เสนเลือดที่เกดิขึ้นใหม และ CF คือ คอลลาเจนที่สรางขึ้น) 

 

 

 

NC 

CF 
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รูปที่ 4.28 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตทีย่ังไมไดฝงใตผิวหนังบนหลงัหน ูโดย

ผานการตัดตามขวางและยอมสีดวยเทคนคิ Von Kossa 

500 um 
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รูปที่ 4.29 โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทตที่ฝงใตผิวหนังบนหลังหนูเปนเวลา 4 

สัปดาห โดยผานการตัดตามขวางและยอมสีดวยเทคนคิ Von Kossa  

500 um 



 

 

บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจยั 

 

งานวิจยันี้ไดเปรียบเทียบการการเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกของ

เซลลตนกาํเนดิ ในโครงเลี้ยงเซลล 2 ชนิด คือ โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินชนิด B (Gel) และโครงเลี้ยง

เซลลเจลาตินชนิด B ผสมไฮดรอกซีอะพาไทต อัตราสวน 30/70 โดยน้ําหนัก (Gel/HA) ที่

อัตราสวนตาง ๆ ข้ึนรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบทําใหเปนเนื้อเดยีวกนั (Homogenization) ใช

สารละลายกลตูารัลดีไฮดเขมขน 0.01 โดยน้ําหนักเพื่อการเชื่อมขวาง และใชคลอโรฟอรมเปนสาร

ทําใหคงรูป ตามดวยเทคนิคทําแหงเยือกแข็ง (freeze-drying) และทําการเชื่อมโยงพนัธะโดยใช

ความรอนที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลววัดขนาดของรพูรุนพบวาโครง

เลี้ยงเซลล Gel และโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มีขนาดของรูพรุนประมาณ 120 ไมโครเมตร และ

ความพรุนรอยละ 50-60 ซึ่งขนาดของรูพรุนและความพรุนของโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ตรียมไดอาจยัง

นอยเกนิไป ตองมีการปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลใหมีความพรุนมากขึ้น เมื่อทดสอบสมบัติเชิงกลโดย

วัดคาความทนแรงกดที่สภาวะแหง พบวาโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA มคีาความทนแรงกดสูงกวาโครง

เลี้ยงเซลล Gel ผลการทดสอบสมบัตกิารทางชวีวทิยาของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกของหนู 

Wistar  (MSC) พบวาเมื่อเลี้ยงในอาหารปกติ  โครงเลีย้ง Gel สามารถทําใหเซลลเจริญเติบโตได

ดีกวา 1.25 เทา แตโครงเลีย้งเซลล Gel/HA สามารถทาํใหเซลลเปล่ียนแปลงไปเปนเซลลกระดูกได

ดีกวาโดยกิจกรรมของเอนไซม ALP สูงกวา 1.33 เทา และปริมาณแคลเซียมมากวา 1.29 เทา และ

ในอาหาร Osteogenic medium (OM) โครงเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิดสามารถทาํใหเซลล

เปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกได 

การเปรียบเทยีบการเลี้ยงเซลลโดยใชสภาวะแบบสถิตย (Static) และการใชเครื่องปฏิกรณ

ชีวภาพ (Bioreactor) บนโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA ในอาหารปกติ พบวาเซลลสามารถเจริญเติบโต

ไดดีในระบบทีเ่ลี้ยงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ เนื่องจากเวลาที่เซลลแบงตัวเปน 2 เทา (Population 

doubling time, PDT) นอยกวา 1.3 เทาในระบบที่เลีย้งในสภาวะแบบสถิตย และมีการชกันาํให

เกิดการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ ซึง่พบไดจากปริมาณของ

เอนไซม Alkaline phosphatase (ALP) และปริมาณของแคลเซียมที่เซลลสรางขึ้น  อัตราสวน

แคลเซียมตอฟอสฟอรัส (Ca:P) ที่ไดจากการวัดโดยใช Energy-dispersive X-ray spectroscopy 

(EDS) มีคาเทากับ 1.61 ซึ่งใกลเคียงกับกระดูกของมนุษย  
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ผลของการเพาะเซลลดวยเครื่องปฏิกรณชีวภาพโดยใหเซลลแขวนลอยไหลผานโครงเลี้ยง

เซลลทั้งสองชนิด พบวาที่ความเขมขนของเซลลแขวนลอยตางกนัมีไมผลตอรอยละการยึดเกาะ

ของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล แตไดเซลลที่มีความหนาแนนตางกนั โดยที่ความเขมขนของเซลล

เร่ิมตน 5x104 เซลล/มิลลิลิตร ทําใหมีความหนาแนนของเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลมากกวา 2.5 เทา 

เมื่อเปรียบเทยีบกับความเขมขนของเซลลเร่ิมตน 2x104 เซลล/มิลลิลิตร โดยเวลา 6 และ 24 ชั่วโมง

มีผลไมแตกตางกนัหากใชเซลลแขวนลอยที่ความเขมขนเทากนั ดงันัน้เครื่องปฏิกรณชีวภาพไดเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการเพาะเซลล โดยเซลลสามารถกระจายตัวทัว่ทัง้โครงเลี้ยงเซลล และเพาะเซลล

จากเซลลแขวนลอยทีม่ีความเขมขนต่ําไดดี 

โครงเลี้ยงเซลลสองชนิดนําไปฝงใตผิวหนงับนหลงัหนทูี่เวลา 4 สัปดาห พบวาโครงเลี้ยง

เซลล Gel มีการยอยสลายไปหมด แตยงัคงพบโครงเลีย้งเซลล Gel/HA เมื่อตรวจสอบเนื้อเยื่อดวย

เทคนิค H&E และ Von Kossa พบวามกีารสรางเสนใยคอลลาเจนขึ้นมาใหมทัว่ทัง้โครงเลี้ยงเซลล 

และมีเสนเลือดเกิดขึ้นใหมเพื่อหลอเลีย้งโครงเลี้ยงเซลล Gel/HA แสดงวาโครงเลี้ยงเซลลสามารถ

เขากันไดกับสัตวทดลองไดดี โดยไมเกิดการอักเสบรุนแรงผิดปกต ิ

5.2 ขอเสนอแนะ 
 

1. ปรับปรุงวิธีการผลิตโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเครื่องตีฟอง (foaming) และแชแข็งที่อุณหภูมิ

ต่ําลงเพื่อใหเปนโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดของรูพรุน และความพรุนสงูขึ้นตามที่ตองการ 

2. ใชสารประกอบอนินทรียตัวอ่ืนเขามารวมในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลดวย เชน β-

tricalcium phosphate (β-TCP) ซึ่งสารอนินทรียในกระดูกประกอบดวยไฮดรอกซีอะพา

ไทด และ β-TCP เปนหลัก นอกจากนีย้ังชวยการชักนําใหเซลลเปล่ียนไปเปนเซลลกระดูก 

3. ใชโปรตีนบางชนิด เชน Bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) มาเติมในโครงเลี้ยง

เซลล และทดสอบการปลดปลอยเพื่อการชักนาํใหเกิดกระดูกไดดีข้ึน 

4. มีการทดสอบอัตราการไหลของอาหารในเครื่องปฏิกรณชีวภาพวามีผลตอการเจริญ และ

การเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูกหรือไม 

5. ทดสอบสัญญาณตัวอื่นๆ ของการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลกระดูกดวย เชน Osteocalcin 

ซึ่งเปนตวับงชีก้ารเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลกระดูก จะแสดงใหเห็นในสัปดาหที่ 3 ของการ

เลี้ยงเซลล 

6. มีการเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในเครื่องปฏิกรณชีวภาพกอนเพื่อใหเซลลเจริญเติบโต 

และนําไปฝงในสัตวทดลอง เพื่อดูความสามารถในการชกันาํใหเกิดกระดูกไดเร็วขึ้น

หรือไมในสัตวทดลอง 
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ภาคผนวก ก 
การวัดความทนตอแรงกด 

 
การทดสอบความทนทานตอแรงดึงโดยใชเครื่อง Universal Testing Machine ตาม

มาตรฐาน ASTM D-638 โดยใชอัตราการกด 0.5 มิลิเมตรตอนาที เพื่อคํานวณหาคา young 

modulus โดยหาไดจากคาความชนัระหวางกราฟของความเคน (compression stress) และ

ความเครียด (compression strain) ที่ initial stress-strain ในชวง 5-30% แรกของแรงกด แบบ

แหงสามารถใชโครงเลี้ยงเซลลนําทดสอบไดเลย สวนในแบบเปยกนาํโครงเลีย้งเซลลไปแชใน

สารละลาย PBS กอน 3 ชั่วโมง และซับน้าํสวนเกนิออก แลวจึงนําไปทดสอบ 

การหาคาความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลสามารถหาไดจากคาความชัน 

(Compressive modulus) ที ่ constant tensile deformation rate 0.5 มลิลิเมตร/นาท ี ในสภาพ

แหงที ่25 องศาเซลเซียส จากสูตร  

 

Compressive modulus  =  
(%)

)(
strain

kPastress  x 100 

 

การวิเคราะหความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลทําโดยการหาคาความชนั 

(Compressive modulus) ในตอนเริ่มตนจากกราฟที่ถกู plot ระหวาง strain (%) และ stress 

(kPa) โดยเลือกคา strain (%) ที่ 5 ถึง 30 จากขอมูล ซึ่งจะไดคา Young Modulus =  521 kPa 

เปนคาแสดงความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA ที่สภาวะแหง แสดงดังรูปที ่ก.1  
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รูปที ่ ก.1 กราฟแสดงคา Young Modulus ซึ่งหาไดจากคาความชนัระหวาง stress กับ strain 

ของโครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA ที่สภาวะแหง 
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ภาคผนวก ข 
การออกแบบเครื่องปฏิกรณชวีภาพ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ข.1 แสดงสวนประกอบตางๆ ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 
 
 
 
 
 
 
 

 

โครงเลี้ยงเซลล 

D = 11 mm., H = 2 mm., Volume 9.14 mm.3 

รังผึ้ง (เพื่อใหอาหารกระจายตัวทัว่

โครงเลี้ยงเซลล) 

D = 11 mm., H = 1 mm. 

Din = 11 mm. 
L = 30 mm. 

Din = 5 mm. 

    

LT = 50 mm. 
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ภาคผนวก ค 
อัตราการไหลในเครื่องปฏิกรณชวีภาพ 

 

การทดลองเปลี่ยนความเร็วรอบการหมนุของปม Peristaltic Pump Pump (MCP V5.21 

15M 726B-0773,  Watson-Marlow, USA) และวัดปริมาตรของน้าํและอาหารเลี้ยงเซลลที่ไหล

ผานเครื่องปฏกิรณชีวภาพ ในเวลา 1 นาที พบวาไมวาจะใชน้าํหรืออาหารอัตราการไหลจะเทากนั

เมื่อใชความเร็วรอบของปมเทากนั ทดสอบไดกราฟดังนี ้
 

y = 0.0132x + 0.032
R2 = 0.9977
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รูปที่ ค.1 กราฟแสดงความสัมพันธของความเรว็รอบในการหมนุของปมตออัตราการไหล  
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ภาคผนวก ง 
การวัดจํานวนเซลลโดยวธิี DNA  

 
สารเคม ี

A. SSC solution (20X) 

17.999 g NaCl + 8.823 g Na3Citrate. 2H2O upto 100 ml 

B. SDS lysis buffer  

SDS 20 mg + (5ml of 20X SSC (A.) + 95 ml DDW) 

C. Hoechst 33258 solution = Bisbenzimide H33258 Fluorochrome Trihydrochloride 

DMSO solution (1mg/ml), C25H24N6O.3HCl, FW= 533.88), store at –20 ºC [Hoechst 

(20 μl) + DDW (19 ml) + SSC (1 ml)] 

D. DDW 

 
วิธีการ 

1. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใชเซลลแขวนลอยในอาหาร 5x105 เซลลตอมิลลิลิตร ใน vial 

แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 3000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาที เทอาหารทิ้ง แลวเติมสาร B. 1 

มิลลิลิตรลงใน vial ผสมใหเขากัน บมที่ 37 องศาเซลเซยีส 1 ชัว่โมง เจือจางเซลล

มาตรฐานโดยใชสาร B.  ให เปนความเขมขน

5x105→2.5x105→1.25x105→6.25x104→3.125x104→1.5625x104 เซลลตอ

มิลลิลิตร 

2. สําหรับตัวอยางเติมสาร B. 1 มิลลิลิตรลงในโครงเลี้ยงเซลลและตัดใหเปนชิ้นละเอียด บม

ที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง เก็บที่ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใหเซลลแตกและปลอย 

DNA ออกมา กอนการวัดนาํมาละลายที ่37 องศาเซลเซยีส  

3. ใชสาร B. เปน Blank และโครงเลี้ยงเซลลทีไ่มไดเพาะเซลลเปนตัวควบคุม 

4. ปเปตสารจากขอ 1-3 มา 100 ไมโครลิตร ใสลงใน 96-well black plate เติมสียอม 

Hoechst ลงไป 100 ไมโครลิตร  เพื่อยอม DNA แลวนําไปวัด fluorescence intensity ที่ 

355 นาโนเมตร (Excitation) and 460 นาโนเมตร (Emission) 
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รูปที่ ง.1 กราฟมาตรฐานของการวัดจํานวนเซลลโดยวธิี DNA  
 
 
ตัวอยางการคํานวณ โครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA เลี้ยงทีส่ภาวะสถิตยในอาหาร OM เปนเวลา 28 

วัน นาํตัวอยางไปวัดคา Fluorescent intensity ได 39,285 

     จํานวนเซลล = (Fluorescent intensity ของตัวอยาง-ตัวควบคุม)/ความชนั 

∴จํานวนเซลล = (39,285-2,314)/0.04 = 924,275 เซลลในโครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA 
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ภาคผนวก จ 
การวัดกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase (ALP)  

 
สารเคม ี

A. p-Nitrophenol standard solution (10mM, Sigma, store at 4°C) 

B. p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (pNPP, Sigma, store at -20°C) 

C. 0.02 N NaOH 

D. SDS lysis buffer 

 
วิธีการ 

1. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช p-nitrophenol  เจือจางในน้าํกลัน่ใหไดความเขมขน 

10 → 5 → 2.5 → 1.25 → 0.625 → 0.3125 → 0.15625 → 0.078125 mM  

2. สําหรับตัวอยางเติมสาร D. 1 มิลลิลิตรลงในโครงเลี้ยงเซลลและตัดใหเปนชิ้นละเอยีด บม

ที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง 

3. ใชน้ํากลัน่เปน Blank และโครงเลี้ยงเซลลทีไ่มไดเพาะเซลลเปนตัวควบคุม 

4. ปเปตสารในขอ 1-3 มา 20 ไมโครลิตร ใสลงใน 96-well plate แลวเติมสาร B. 100 

ไมโครลิตรลงในแตละหลุม บมที่ 37 องศาเซลเซียส 15 นาที หยุดปฏกิิริยาดวยการเติม C. 

80 ไมโครลิตร เอ็นไซม Alkaline phosphatase (ALP) จะเปลี่ยน pNPP ใหเปน p-

Nitrophenol ไดสารสีเหลือง วัดคาการดูดกลืนแสงที ่405 นาโนเมตร 
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รูปที่ จ.1 กราฟมาตรฐานของการวัดกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase (ALP) 
 
ตัวอยางการคํานวณ โครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA เลี้ยงที่สภาวะสถิตยในอาหาร OM เปนเวลา 28 

วัน นาํตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่405 นาโนเมตรได 0.137 

     กิจกรรมของเอนไซม ALP = (OD ของตัวอยาง-ตัวควบคุม)/ความชัน 

∴ กิจกรรมของเอนไซม ALP = (0.137-0.002)/0.5874 = 0.3 mM/15 mins 

      จํานวนเซลล = 924,275 เซลล 

∴ กิจกรรมของเอนไซม ALP ตอจํานวนเซลล = 0.135/0.5874/924,275   

      = 24.8x10-7 mM/15 mins/cell 
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ภาคผนวก จ 
การวัดปริมาณแคลเซียม 

 
สารเคม ี

A. SDS lysis buffer 

B. 1 M HCl 

C. CaCO3  

D. O-cresolphythalein complex substrate (OCPC, MW 636.62) (2 mg in 1M HCl  5 

ml) 

E. Ethanolamine buffer (0.88 mol/l, pH 11) 

 
วิธีการ 

1. เตรียม CaCO3 มาตรฐานโดยละลาย C.  5 กรัม ใน B.100 มิลลิลิตร ไดเปน CaCO3 50 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร (แคลเซียม 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

2. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใชสารจากขอ 1. นํามาเจือจางในสาร B.  ใหเปน  

20 → 10 → 5 → 2.5 → 1.25 → 0.625 → 0.3125 → 0.15625 มิลลิกรมัตอ

มิลลิลิตร 

3. สําหรับตัวอยางเติมสาร A. 1 มิลลิลิตรลงในโครงเลี้ยงเซลลและตัดใหเปนชิ้นละเอยีด บม

ที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง  จากนั้นปเปตมา 100 ไมโครลิตรผสมกับสาร B. 100 

ไมโครลิตร บมที่ 4 องศาเซลเซียส 4 ชัว่โมง 

4. ใชสาร B. เปน Blank และโครงเลี้ยงเซลลทีไ่มไดเพาะเซลลเปนตัวควบคุม 

5. ปเปตสารในขอ 2-4 มา 10 ไมโครลิตรใสลงใน 48-well plates แลวเติมสาร E. 1 มิลลิลิตร 

และสาร D. 100 ไมโครลิตรผสมใหเขากัน แคลเซยีมจะทําปฏิกิริยากับ OCPC ใหสารสี

มวง จากนัน้ปเปต 300 ไมโครลิตรใสใน 96-well plate และวัดคาการดูดกลืนแสงที ่ 570 

นาโนเมตร 
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รูปที่ จ.1 กราฟมาตรฐานของการวัดปริมาณแคลเซียม 

 
 
 

ตัวอยางการคํานวณ โครงเลี้ยงเซลลที ่Gel/HA เลี้ยงที่สภาวะสถิตยในอาหาร OM เปนเวลา 28 

วัน นาํตัวอยางไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่570 นาโนเมตรได 0.042 

     ปริมาณแคลเซียม = (OD ของตัวอยาง-ตัวควบคุม)/ความชนั 

∴ ปริมาณแคลเซียม= (0.042 -0.001)/0.233 = 0.3 มิลลิกรัม 

      จํานวนเซลล = 924,275 เซลล 

∴ ปริมาณแคลเซียมตอจํานวนเซลล = 0.041/0.233/924,275   

                                                                    = 1.9x10-7 มิลลิกรัมตอเซลล 
 

 
 
 
 
 

 



 

 
106 

ภาคผนวก ฉ 
การคํานวณอัตราการแบงตัวของเซลลทวีคูณ (Population doubling time, PDT) 

 

เวลาการแบงตัวทวีคูณ  (population doubling time, PDT) คํานวณจาก  

        เวลาแบงตวัทวีคูณ  PDT  = 1/r   (ชั่วโมง) 

เมื่อ อัตราการแบงตัว(multiplication rate, r)  คํานวณจาก  

  อัตราการแบงตัว  r =  จํานวนชั้นอายุตอหนึ่งหนวยเวลา 

        = 3.32 (log NH - log NI) / (t2 –t1)   (รุนตอช่ัวโมง) 

  โดย  NI เปนจํานวนเซลลเร่ิมตน ที่เวลา t1 

   NH คือจํานวนเซลลทั้งหมด ที่เวลา  t2  

 

เชน การเลี้ยงเซลลตนกําเนิดบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินผสมไฮดรอกซีอะพาไทดในอาหารปกตโิดย

ใชเครื่องปฏิกรณชีวภาพ โดยเลือกเวลาที่อยูในชวง log phase 

ที่เวลา 7 วัน  มีเซลล 10x105 เซลล 

ที่เวลา 14 วัน มีเซลล 15x105 เซลล 

อัตราการแบงตัว  r =  3.32 [log (15x105)- log(10x105)] / (336–240) 

=  5.18x103 รุนตอช่ัวโมง 

เวลาแบงตวัทวีคูณ  PDT  = 1/r    

= 1/ 5.18x103  

= 192.9 ชั่วโมง 
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ภาคผนวก ช 
จรรยาบรรณในการใชสัตวทดลอง 

 
ตามมาตรฐานการดูแลและใชสัตวทดลองแหงจฬุาลงกรณมหาวิทยาลยั 

1. การจัดการสภาพแวดลอมของสถานที่เลี้ยงสัตว 
การจัดการสภาพแวดลอมของสถานที่เล้ียงสัตว สามารถปองกันการติดเชื้อ มีการควบคุม

อุณหภูมิที่ 25 +/- 3 oC   ความชื้นสัมพัทธ 60 +/- 90 % มีการระบายอากาศ แสง และเสียงให

คงที่และเหมาะสมกับความตองการของสัตวทดลอง ไมสรางความเครียดใหแกสัตว 

2. วัสดุอุปกรณเลี้ยงสัตวทดลอง 
 กรงหรือคอกเลี้ยงสัตว  

กรงหรือคอกที่ใชเล้ียงสัตว มีความแข็งแรงมั่นคงเพียงพอที่จะปองกันสัตวหลบหนีได และ

ถูกตองตามมาตรฐานสากลที่กําหนดไวสําหรับชนิด ขนาด และจํานวนสัตว ไมมีสวนประกอบ

ที่จะทําใหสัตวบาดเจ็บและทําดวยวัสดุที่คงทนตอสารเคมีหรือความรอนที่ใชปองกันการติด

เชื้อ 

 วัสดุรองนอน 

วัสดุที่ใชรองนอนมีความเหมาะสมกับสัตวทดลอง ไมแหลมคม มีคุณสมบัติที่ซึมซับน้ํา

แลวไมเปอยยุย และปลอดจากสารพิษและเชื้อโรค 

 การใหอาหารสัตวทดลอง 

สัตวทดลองไดรับอาหารและน้ําที่สะอาดปราศจากเชื้อโรค สารพิษและสารกอมะเร็ง ไดรับ

อาหารและน้ํากินในปริมาณที่เพียงพอกับความตองการตามระยะเวลา สวนประกอบของ

อาหารจะมีโปรตีน ไขมัน แปง วิตามิน แรธาตุและกาก อยางครบถวนเหมาะสมกับความ

ตองการของสัตวทดลอง 

3. การจัดการ 
 สัตวทดลองจะถูกเลี้ยงในหองควบคุมเชื้อที่ภาควิชาสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร 

การเลี้ยงสัตวจะเลี้ยงตามระบบการเลี้ยงแบบ Strict hygienic conventional อยางตอเนื่อง 

และเขมงวดในการปองกันการติดเชื้อ โดยดําเนินการตามระบบดังกลาวขางตนอยางเครงครัด 

 หนวยงานเลี้ยงสัตว  มีสัตวแพทยหรือนักวิชาการที่มีพื้นฐานความรูและ

ประสบการณดานสัตวทดลอง และมีพนักงานเลี้ยงสัตวที่ผานการอบรมการเลี้ยงสัตวทดลองที่

ไดมาตรฐาน 
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  หนวยงานเลี้ยงสัตว มีขอมูลแหลงที่มาของวัสดุอุปกรณที่ใชในการเลี้ยงสัตว การ

ปองกันการติดเชื้อ การควบคุมการตรวจสอบสภาพแวดลอม และการชวยใหสัตวตายอยาง

สงบในกรณีที่จําเปน เพื่อใหสามารถจัดหาวัสดุอุปกรณดังกลาวไดอยางตอเนื่อง และถูกตอง

ตามความตองการ พรอมทั้งมีอุปกรณสํารอง และหนวยซอมบํารุงที่มีประสิทธิภาพ โดยไดรับ

งบประมาณในการดําเนินการดังกลาวอยางเพียงพอและตอเนื่อง 

 หนวยงานเลี้ยงสัตว มีการกําจัดซากสัตวทดลองดวยวิธีการเผาเทานั้น ไมใชวธิอ่ืีน 

และมีการกําจัดขยะปฏิกูลอยางถูกตองและเหมาะสม 

4. เทคนิคในการปฏิบัติตอสัตวทดลอง 
 ผูใชสัตวทดลอง มีการกําหนดแผนงานและวิธีการปฏิบัติตอสัตวอยางถูกตอง

สอดคลองกับมาตรฐานสากลไวในโครงการอยางชัดเจน 

 ผูใชสัตวและพนักงานเลี้ยงสัตว มีการปฏิบัติตอสัตวดวยความเมตตา ไมทําให

สัตวไดรับความเจ็บปวดหรือเกิดความเครียดในกรณีที่ไมสามารถหลีกเลี่ยงได จะมีการแสดง

เหตุผลทางวิชาการที่ชัดเจนวาไมมีทางเลือกอื่นแลว 

 ผูใชสัตว มีการเรียนรูเทคนิคพื้นฐานการปฏิบัติตอสัตวและมีความชํานาญพรอม

ในเรื่องตางๆดังตอไปนี้ 

1. การจับและควบคุมสัตว 
2. การทําเครื่องหมายบนตัวสัตว 
3. การแยกเพศ 

4. การใหสารทางปาก ผิวหนัง กลามเนื้อ เสนเลือด 

5. การเก็บตัวอยางเลือด อุจจาระ ปสสาวะ ชิ้นเนื้อ 

6. การทําใหสัตวสลบ 

7. การทําใหตายอยางสงบ 

8. การชันสูตรซากศพ 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นายณัฐพล วชิรโรจน เกิดที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร ในวันที่ 19 กันยายน 2526 สําเร็จการศึกษา

ระดับชั้นมัธยมศึกษาตอนปลายในป พ.ศ.2544   จากโรงเรียนบดินทรเดชา (สิงห สิงหเสนี) 2 กรุงเทพมหานคร 

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรี ศิลปศาสตรบัณฑิต สาขารัฐศาสตร คณะรัฐศาสตร มหาวิทยาลัยรามคําแหง ในป

การศึกษา 2547 และปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร สถาบัน

เทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ในปการศึกษา 2548 หลังจากจบการศึกษาในระดับปริญญา

บัณฑิตไดเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และเปนผูชวยวิจัยโครงการวิจัยบูรณาการดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อเพื่อการพัฒนากระดูก

เทียม 

ผลงานตีพิมพในวารสารระดับนานาชาติ  
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Presentation, The 2nd Biomedical Engineering International Conference (BMEiCON 2009), Club 

Andaman Group, Phuket, Thailand, 13-14 August 2009 

- Nuttapon Vachiraroj, Siriporn Damrongsakkul, and Sorada Kanokpanont, Growth and Distribution 

of Mesenchymal Stem Cells on Gelatin/Hydroxyapatite Scaffold in an Infusion Bioreactor, Poster 

Presentation, The 2nd Thailand International Conference on Oral Biology (TICOB) “Biology of 

Mineralized Tissues”, Faculty of Dentistry Chulalongkorn University Bangkok Thailand, 7 May 

2009 

- Nuttapon Vachiraroj, Siriporn Damrongsakkul, and Sorada Kanokpanont, Gelatin/Hydroxyapatite 

Scaffold for Bone Tissue Engineering: An In Vitro Testing for MSC Proliferation and Differentiation, 

Oral Presentation, The 4th World Congress on Regenerative Medicine (WCRM) “Current 
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