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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ปัญญา วีรวัฒกพงศ์ : การสกัดและประยุกต์ใช้สารโปรติโอไกลแคนจากกระดูกอ่อนของ
ปลาเพ่ือเร่งการหายของบาดแผลไหม้ (Extraction and Application of Proteoglycan 
from Fish Cartilage for the Treatment of Burn Wounds) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: รศ. ดร.เหมือนเดือน พิศาลพงศ์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ศ. ภญ. ดร.พรอนงค์ 
อร่ามวิทย์ {, 76 หน้า. 

กระดูกอ่อนบริเวณส่วนหัวของปลาประกอบด้วยโปรติโอไกลแคนที่มีคุณสมบัติคล้ายสาร
กระตุ้นการสร้างเซลล์ผิวหนังที่สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของผิวหนังได้  วัตถุประสงค์ของ
งานวิจัยนี้คือการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์จากไฟโบรอินจากไหม (SF) และเจลาติน (G) โดยมีและไม่มีสาร
โปรติโอไกลแคน (E) ที่สกัดจากกระดูกอ่อนของปลาและทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพ, เคมี และ
ชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ โดยการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์จากไฟโบรอิน และเจลาตินใน
อัตราส่วนแตกต่างกันโดยมีและไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบโดยใช้เทคนิคการท าแห้งแบบ
เยือกแข็งปรากฎว่าทุกกลุ่มตัวอย่างสามารถถูกขึ้นรูปได้ส าเร็จยกเว้นโครงเลี้ยงเซลล์  SF75G25E 
ดังนั้นจึงเลือกโครงเลี้ยงเซลล์ SF25G75, SF25G75E, SF50G50 และ SF50G50E มาท าการวิเคราะห์
สมบัดิทางกายภาพ ทางเคมีและ ทางชีวภาพ ต่อไป ในด้านสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ 
พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่น ามาศึกษาทั้งหมดมีโครงสร้างที่มีรูพรุนและมีการเชื่อมต่อของรูพรุนสูง  โดย
โครงเลี้ยงเซลล์ SF25G75E มีขนาดของรูพรุนใหญ่ที่สุด นอกจากนี้ โครงเลี้ยงเซลล์ SF25G75 มี
ความสามารถในการดูดซับน้ าได้สูงกว่าโครงสร้างเซลล์ในกลุ่มอ่ืนๆ ผลจากการวิเคราะห์โครงเลี้ยง
เซลล์ด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปีแสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีโปรติโอไกล-
แคนเป็นองค์ประกอบมีหมู่ฟังก์ชันเอไมด์และน้ าตาลอยู่ในโครงสร้าง ในด้านคุณสมบัติทางชีวภาพ 
พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีโปรติโอไกลแคนส่งเสริมการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ไฟโบรบลาสได้สูงกว่าโครง
เลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบอย่างมีนัยส าคัญ แต่รูปแบบการหายของแผล
ภายนอกร่างกายของโครงเลี้ยงเซลล์ทุกกลุ่มตัวอย่างไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ สุดท้ายยัง
พบว่าโปรติโอไกลแคนมีผลในการเพ่ิมอัตราการย่อยสลายภาพทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ให้เร็ว
ขึ้น สรุปได้ว่าโปรติโอไกลแคนที่สกัดจากกระดูกอ่อนของปลาสามารถน ามาผสมในการขึ้นรูปเป็นโครง
เลี้ยงเซลล์ได้ และมีแนวโน้มในการน าไปใช้ประโยชน์ในการช่วยส่งเสริมการหายของแผลโดยการเร่ง
การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ผิวหนัง  
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PANYA WEERAWATKAPONG: Extraction and Application of Proteoglycan from 
Fish Cartilage for the Treatment of Burn Wounds. ADVISOR: ASSOC. PROF. 
MUENDUEN PHISALAPHONG, Ph.D., CO-ADVISOR: PROF. PORNANONG 
ARAMWIT, Pharm.D., Ph.D. {, 76 pp. 

Fish cartilage in head part contains epidermal growth factor-like 
proteoglycan which can stimulate the growth of skin. the objectives of this study 
were to fabricate silk fibroin (SF) - gelatin (G) scaffold, with and without fish cartilage 
extracted proteoglycan (E), and to investigate physical, chemical and biological 
properties of the scaffolds. The composite scaffolds with different blend ratios, with 
and without the proteoglycan, were fabricated using freeze drying technique. All 
scaffolds were successfully prepared except SF75G25E. Therefore, SF25G75, 
SF25G75E, SF50G50 and SF50G50E scaffolds were further characterized for physical, 
chemical and biological properties. In terms of physical properties, these scaffolds 
showed porous structures with high pore interconnectivity. SF25G75E scaffold had 
the largest average pore size. Furthermore, SF25G75 scaffolds had significantly higher 
water swelling ability than the others. Results from Fourier transform infrared 
spectroscopy assay showed that the fabricated scaffold containing the extracts had 
amide and sugar functional group. Regarding biological properties, the scaffold with 
proteoglycan promoted significantly higher fibroblast cell proliferation rate than 
those without it. However, the in vitro wound healing was not significantly different 
with respect to wound closure among all groups. Lastly, the proteoglycan increased 
biodegradration rate of the scaffold. In conclusion, proteoglycan from fish cartilage 
was successfully fabricated as the scaffold and had the potential to be used for 
promoting wound healing by increasing fibroblast cell proliferation.  
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บทที ่1 
บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญของงานวิจัย 

หัวปลาประกอบไปด้วยกระดูกอ่อนที่มีส่วนประกอบของสารโปรติโอไกลแคนในปริมาณสูง  
โดยสารโปรติโอไกลแคนเหล่านี้จะมีคุณสมบัติคล้าย epidermal growth factor ที่สามารถกระตุ้น
การเจริญเติบโตของผิวหนังได้อย่างมีประสิทธิภาพ  อย่างไรก็ตาม  ปัจจุบัน epidermal growth 
factor ไม่สามารถผลิตได้ในประเทศไทยจ าเป็นต้องน าเข้าจากต่างประเทศเท่านั้น  ซึ่งในต่างประเทศ
กระบวนการผลิต epidermal growth factor ได้มาจาก human recombinant technique ท า
ให้ผลผลิตดังกล่าวมีราคาสูง  หากมีการน าสารโปรติโอไกลแคนมาใช้ทดแทนได้ก็จะเพ่ิมมูลค่าให้กับ
วัตถุดิบเหลือใช้ทางการเกษตรได้อย่างมาก 

แผลที่เกิดจากไฟลวกมักใช้ระยะเวลาการหายของแผลนาน หากไม่ได้รับการรักษาที่
เหมาะสมอาจส่งผลให้ เกิดภาวะแทรกซ้อน ท าให้แผลหายช้า และอาจก่อให้ เกิดแผลเป็น 
(hypertrophic scar) หรือแผลเป็นหดรั้ง (scar contracture) ซึ่งส่งผลกระทบต่อบุคลิกภาพ และ
รบกวนการท างานของผู้ป่วย จากรายงานการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า สารโปรติโอไกลแคนมีส่วนส าคัญ
ต่อกระบวนการหายของบาดแผล โดยเชื่อว่าโปรติโอไกลแคนมีคุณสมบัติเร่งการหายของบาดแผล โดย
กระตุ้นการเจริญของเซลล์ผิวหนัง การสร้างเนื้อเยื่องอกทดแทน และการสร้างหลอดเลือดใหม่ ดังนั้น 
โปรติโอไกลแคนจึงน่าจะเอ้ือประโยชน์ต่อการหายของแผลไหม้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ประกอบกับโป
รติโอไกลแคนที่ใช้ในการศึกษานี้สกัดได้จากกระดูกอ่อนส่วนหัวของปลา ซึ่งโดยทั่วไปแล้วอวัยวะส่วนนี้
จะถูกน าไปทิ้งหรือใช้เป็นอาหารสัตว์ ภายหลังจากท่ีน าปลามาแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ดังนั้นหาก
สามารถน าหัวปลามาสกัดเพ่ือให้ได้โปรติโอไกลแคนและน ามาขึ้นรูปเพ่ือใช้รักษาบาดแผลก็สามารถ
เพ่ิมคุณภาพชีวิตผู้ป่วย ลดค่าใช้จ่าย และเพ่ิมมูลค่าให้กับวัสดุทางการเกษตรได้อย่างมาก 

ไฟโบรอินเป็นโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบหลักอยู่ในไหมซึ่งถูกผลิตขึ้นโดยหนอนไหมในระยะ 
metamorphosis เนื่องด้วยไฟโบรอินมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) และถูกย่อย
สลายได้ในทางชีวภาพ (biodegradation) จึงถูกนิยมในการน ามาใช้ในงานทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 
เช่น น าไปข้ึนรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ (scaffold) หรือน าไปขึ้นรูปเป็นหลอดเลือดเทียม 

เจลาตินเป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่แปลงสภาพมาจากคอลลาเจนโดยผ่านกระบวนการ partial 
hydrolysis มีสมบัติสามารถเป็นเจลได้ที่อุณหภูมิต่ า ๆ และสามารถละลายได้ในน้ าที่มีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส เจลาตินถูกนิยมน ามาใช้ในงานทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อเช่นเดียวกับไฟโบรอิน
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เนื่องจากมีสมบัติเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) และถูกย่อยสลายได้ในทางชีวภาพ 
(biodegradation) นอกจากนีย้ังสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังได้อีกด้วย 

สารโปรติโอไกลแคนถูกน ามาประยุกต์ใช้โดยการขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ (scaffold) ที่
ประกอบด้วยโปรตีนเส้นไหมไฟโบรอิน (fibroin) เจลาติน (gelatin) และสารสกัดโปรติโอไกลแคนใน
อัตราส่วนที่แตกต่างกัน แล้วท าการทดสอบประสิทธิภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ดังกล่าวโดยดูจาก
คุณสมบัติในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนัง เพ่ือดูว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีสารสกัดโปรติโอไกล
แคนเป็นองค์ประกอบสามารถใช้รักษาบาดแผลได้อย่างมีประสิทธิภาพได้มากน้อยเพียงใด 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 เพ่ือขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์และทดสอบสมบัติทางกายภาพและชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์จาก
สารโปรติโอไกลแคนที่สกัดจากกระดูกอ่อนของปลาร่วมกับไฟโบรอินและเจลาติน 
 
1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

 1.3.1 วิเคราะห์สมบัติทางกายภาพของสารโปรติโอไกลแคนซึ่งถูกสกัดจากหัวปลานิล (ได้มาจาก
บริษทั  ไร่ก านันจุล จ ากัด (เพชรบูรณ์) ) ด้วยสารละลายกรด โดยการวัดค่าการละลายของสารโปรติโอ-
ไกลแคนที่สกัดจากกระดูกอ่อนของปลานิล และหาค่าความเป็นกรดด่าง 
 1.3.2 ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยโปรตีนเส้นไหมไฟโบรอิน และเจลาตินในอัตราส่วน
แตกต่างกัน โดยมีและไม่มีสารโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ 

ก. SF25G75 คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 และเจลาตินร้อยละ 75          
โดยน้ าหนัก 
ข. SF50G50 คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 50 และเจลาตินร้อยละ 50          
โดยน้ าหนัก 
ค. SF75G25 คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 75 และเจลาตินร้อยละ 25 
โดยน้ าหนัก 
ง. SF25G75E คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 เจลาตินร้อยละ 73.75         
และมีสารโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก 
จ. SF50G50E คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 50 เจลาตินร้อยละ 48.75         
และมีสารโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก 
ฉ. SF75G25E คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 75 เจลาตินร้อยละ 23.75         
และมีสารโปรติโอไกลแคนนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก 
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 1.3.3 ศึกษาลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ 
ก. ศึกษาลักษณะโครงสร้างสัณฐานด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด 
ข. ศึกษาลักษณะโครงสร้างทางเคมี ด้วยวิธี Fourier transform infrared 
spectroscopy (FTIR) 
ค. ทดสอบความสมดุลของการบวมพอง (swelling test) 

 1.3.4 ศึกษาลักษณะสมบัติทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ 
  ก. ทดสอบการกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนัง (L929) 
  ข. ทดสอบการหายของแผล (scratch test) 
  ค. ทดสอบการย่อยสลายทางชีวภาพในการศึกษาแบบ In vitro 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 ทราบคุณสมบัติทางกายภาพและชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้ 
1.4.2 โครงเลี้ยงเซลล์ที่ใช้รักษาบาดแผล สามารถเพ่ิมคุณภาพชีวิตของผู้ป่วยให้ดีขึ้น ลด

ค่าใช้จ่าย และเพ่ิมมูลค่าให้กับวัสดุทางการเกษตรได้อย่างมาก 
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บทที ่2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 แผลไหม้  

แผลไหม้เกิดจากการสัมผัสกับความร้อนหรือกระแสไฟฟ้า เช่น ถูกไฟไหม้ ถูกน้ าร้อนลวก 
หรือถูกกระแสไฟฟ้าช๊อต เป็นสาเหตุที่ท าให้ผิวหนังได้รับความเสียหายถูกท าลายไป ความรุนแรงจาก
แผลไหม้นั้นสามารถถูกแบ่งออกตามความลึกหรือบริเวณชั้นของผิวหนังที่สูญเสียไปได้เป็น 4 ระดับ
ดังต่อไปนี้  คือ [1] 

1) แผลไหม้ระดับท่ีหนึ่ง (fitst-degree burn) เป็นระดับแผลไหม้ที่ไม่รุนแรง เกิดการสูญเสีย
ผิวหนังชั้นนอกสุดหรือชั้นหนังก าพร้าเท่านั้น 

2) แผลไหม้ระดับที่สอง (secondary-degree burn) เป็นระดับแผลไหม้ที่มีการสูญเสีย
ผิวหนังจากชั้นนอกสุดไปจนถึงชั้นผิวหนังแท้บางส่วนที่ติดกับชั้นหนังก าพร้า 

3) แผลไหม้ระดับที่สาม (third-degree burn) เป็นระดับแผลไหม้ที่มีการสูญเสียผิวหนัง
ตั้งแต่ชั้นนอกสุด ชั้นผิวหนังแท้ในส่วนที่มีทั้งรูขุมขนและต่อมเหงื่อลึกลงไปถึงชั้นใต้ผิวหนังแท้ซึ่งเป็น
ผิวหนังชั้นในสุดหรือที่เรียกกันว่าชั้นไขมัน 

4) แผลไหม้ระดับที่สี่ (fourth-degree burn) เป็นระดับแผลไหม้ที่มีความรุนแรงมากที่สุด 
เกิดการสูญเสียผิวหนังทุกชั้น ตลอดจนชั้นกล้ามเนื้อและกระดูกรวมทั้งเส้นเอ็นที่ยึดระหว่างกล้ามเนื้อ
กับกระดูก 

 
 

รูปที่ 2.1 ระดับความรุนแรงของแผลไหม้ [1] 
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2.2 กระบวนการหายของแผล 

กระบวนการหายของแผล (wound healing) อาศัยการท างานร่วมกันของเซลล์และ 
growth factor ชนิดต่าง ๆ ดังตารางที่ 2.1 และ 2.2  นอกจากนี้ยังต้องอาศัยของเหลวซึ่งเป็น
องค์ประกอบอยู่ภายนอกเซลล์ (extracellular matrix) ที่มีส่วนส าคัญในการช่วยให้เซลล์เกิดการ
เจริญเติบโต (growth) และเกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ (differentiation) เพ่ือไปท า
หน้าที่ต่าง ๆ คือ  

1)  โปรตีนที่ท าหน้าที่เป็นโปรตีนโครงสร้าง (structural protein) เช่น collagen และ 
elastin 

2) ไกลโคโปรตีนที่ท าหน้ายึดเกาะ (multidomain adhesive glycoprotein) เช่น 
fibronectin, vitronectin และ laminin 

3)  ไกลโคซามิโนไกลแคนส์ (glycosaminoglycan) เช่น hyaluronan และ proteoglycan 
(เช่น versican, syndecans, glypicans และ perlecan ) 

4) โปรตีนในของเหลวที่อยู่ภายนอกเซลล์ (matricellular protein) เช่น 
thrombospondin, tenascin และ osteopontin 
 
ตารางที่ 2.1 ชนิดและหน้าที่ของเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการหายของบาดแผล [2, 3] 
 

ชนิด เวลาที่ปรากฎ หน้าที่ 

เกล็ดเลือด ทันทีหลังเกิดบาดแผล สร้าง thombus, กระตุ้นการอักเสบ 
และสร้างไซโตไคน์หลายชนิด เช่น 

TGF-β,PDGF,  

β-thromboglobulin, platelet 
factor-4  

นิวโทรฟิล สูงสุดที่ 24 ชั่วโมง เป็นเซลล์แรกที่แทรกซึมเข้าไปใน
ต าแหน่งที่เกิดอาการบาดเจ็บ และ
เป็นเซลล์ที่จับกินแบคทีเรียด้วยวิธี 
phagocytosis 

โมโนไซต์ หรือ แมคโครฟาจ 8 ชั่วโมง จับกินแบคทีเรียด้วยวิธี 
phagocytosis, ก าจัดเศษเซลล์และ
เนื้อเยื่อที่ตายแล้ว, สร้างสารสื่อกลาง
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ในการอักเสบและ 
ไซโตไคน์, กระตุ้นการแบ่งตัวของ 
ไฟโบรบลาส และการสังเคราะห์ 
คอลลาเจนรวมทั้งยังสามารถกระตุ้น
การสร้างหลอดเลือด 
(angiogenesis) ได้ 

ลิมโฟไซต์ 72-120 ชั่วโมง อาจจะสร้างไซโตไคน์ในชนิดของแผล
บางอย่าง 

ไฟโบรบลาส 120 ชั่วโมง สร้างสารองค์ประกอบภายนอกเซลล์ 
(extracellular matrix) ได้หลาย
ชนิด เช่น คอลลาเจน, fibronectin, 
hyaluronic acid และ 
proteoglycans และเก่ียวข้องกับ
การสร้าง granulation tissue  

 
 
 
ตารางที่ 2.2 ชนิดและหน้าที่ของ growth factor ที่เก่ียวข้องกับกระบวนการหายของแผล [2] 
 

ชนิด แหล่งที่สร้างและหลั่ง หน้าที่ 
VEGF Platelet, neutrophil กระตุ้นการสร้างหลอดเลือดใน 

granulation tissue และ 
peripheral vascular disease 

FGFs Fibroblasts, endothelial 
cell, smooth muscle cell, 

macrophage 

เพ่ิมการสร้างเซลล์ fibroblast 
และ เซลล์ เนื้อเยื่อบุผิวอย่าง
รวดเร็ว, เกิดการสะสมของ 
matrix, การหดรั้งของแผล และ
การสร้างหลอดเลือด  

TNF Macrophages, mast cells,  
T-lymphocytes 

เพ่ิมจ านวนเซลล์ไฟโบรบลาส 
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KGFs Fibroblast เกี่ยวข้องกับการเพ่ิมจ านวนและ
ก า ร เ ค ลื่ อ น ที่ ข อ ง 
keratinocytes 

EGF Platelet, macrophage, 
keratinocyte, saliva, urine, 

milk, plasma 

เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลง
รู ปร่ า งของ เซลล์ ,  การ เ พ่ิ ม
จ านวนเซลล์, การเคลื่อนที่ของ
เซลล์ และการยึดเกาะของเซลล์
ใน keratinocytes และยัง
เ กี่ ย ว ข้ อ ง กั บ ก า ร ส ร้ า ง 
granulation tissue 

PDGF Platelet, fibroblast, 
macrophage, endothelial 

cell 

เกี่ยวข้องกับ mitogenic ของ
เซลล์กล้ามเนื้อเรียบ, เซลล์
เนื้อเยื่อบุผิวและไฟโบรบลาส, 
เป็ นตั วดึ งดู ด เม็ ด เลื อดขาว     
นิวโทรฟิวและเซลล์ไฟโบรบลาส 
และเก่ียวข้องกับการเพ่ิมจ านวน
เซลล์ไฟโบรบลาสและการสลาย
คอลลาเจน 

G-CSF Monocyte, fibroblast, 
lymphocyte 

กระตุ้นการสร้างเม็ดเลือดขาว 
นิวโทรฟิล, ส่งเสริมการท างาน
ของเม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลและ 
โมโนไซต์ และส่งเสริมการเพ่ิม
จ านวนของ keratinocytes 

GM-CSF Keratinocytes, 
macrophages, 

lymphocytes, fibroblasts 

เป็นสื่อกลางในการเพ่ิมจ านวน
ของเซลล์ผิวหนัง 

TGF-α Activated macrophages, 
platelets, epithelial cells 

กระตุ้นการเพ่ิมจ านวนของเซลล์
เนื้อเยื่อบุผิวและไฟโบรบลาส 
และ เกี่ ย วข้ อ งกับการสร้ า ง 
granulation tissue 
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TGF-β Platelets, macrophages, 
fibroblasts, neutrophils, 

keratinocytes 

เกี่ยวข้องกับ mitogenic ของ 
ไฟโบรบลาสและเซลล์กล้ามเนื้อ
เรียบ,การเปลี่ยนรูปร่างของ
เซลล์ไฟโบรบลาสไปเป็นเซลล์
ไมโอไฟโบรบลาส, เป็นสารชัก
น าเม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจ, 
กระตุ้นการสร้างหลอดเลือดใหม่
โดยทางอ้อมและกระตุ้นการ
สลายคอลลาเจน 

IL-1 Macrophages, 
lymphocytes, many other 

tissues and cells 

เป็นสารชักน า เม็ดเลือดขาว      
นิวโทรฟิลและเกี่ยวข้องกับการ
เพ่ิมจ านวนเซลล์ไฟโบรบลาส 

IGF-1 Fibroblasts, plasma, liver เกี่ยวข้องกับการเ พ่ิมจ านวน
เซลล์ไฟโบรบลาสและกระตุ้น
การสังเคราะห์โปรติโอไกลแคน
และคอลลาเจน 

HGF Fibroblasts, keratinocytes, 
endothelial cells, tumor 

cells 

เกี่ยวข้องกับการสร้างเนื้อเยื่อบุ
ผิวใหม่, การสร้างหลอดเลือด
ใหม่และการสร้าง granulation 
tissue 

Serotonin Platelets เกี่ยวข้องกับการสร้างหลอด
เลือด, การเกาะตัวกันของเกล็ด
เลือด, เป็น chemotaxis และ
เพ่ิมความสามารถในการซึมผ่าน
ผนังของหลอดเลือด 
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2.3 ประเภทของกระบวนการหายของแผล  

กระบวนการหายของแผลแบ่งออกเป็น 3 ประเภทดังนี้  คือ [2, 4] 
1) กระบวนการหายของแผลแบบปฐมภูมิ (primary wound healing) 
 พบในแผลที่มีลักษณะฉีกขาดหรือแผลจากการผ่าตัด บาดแผลจะลึกผ่านชั้น basement 
membrane แต่ส่งผลให้เซลล์เนื้อเยื่อบุผิวและเนื้อเยื่อเกี่ยวพันเสียหายไม่มากนัก โดยจะมีการสร้าง
เนื้อเยื่อขึ้นมาทดแทนโดยใช้ระยะเวลาประมาณ 12-24 ชั่วโมง  
2) กระบวนการหายของแผลแบบทุติยภูมิ (secondary wound healing) 
 พบในแผลที่เกิดการสูญเสียเนื้อเยื่อเป็นบริเวณกว้าง เช่น แผลไฟไหม้ และแผลกดทับ 
กระบวนการหายของแผลอาศัยการสร้าง granulation tissue, องค์ประกอบภายนอกเซลล์ 
(extracellular matrix), และคอลลาเจน เป็นต้น 
3) กระบวนการหายของแผลแบบตติยภูมิ (tertiary wound healing) 
 คือ กระบวนการหายของแผลแบบปฐมภูมิที่ใช้ระยะเวลาในการหายของแผลนานกว่าปกติ 
(delayed primary intention) เนื่องมาจากบาดแผลได้รับการปนเปื้อนหรือติดเชื้อ เช่น แบคทีเรีย 
ส่งผลให้แผลหายช้ากว่ากระบวนการหายของแผลแบบปฐมภูมิปกติ 
 
2.4 กลไกของกระบวนการหายของแผล 

กลไกของกระบวนการหายของแผลประกอบด้วยหลายขั้นตอนซึ่งสามารถถูกแบ่งออกได้เป็น 
5 ช่วงดังนี้ คือ 
1) Haemostasis 

เมื่อเกิดการบาดเจ็บที่ผิวหนัง หลอดเลือดจะหดตัวทันทีเพ่ือลดการสูญเสียเลือด เกล็ดเลือด
จะเข้าไปเกาะที่ผนังหลอดเลือดที่เสียหายหรือฉีกขาดและไปเกาะที่คอลลาเจนภายในองค์ประกอบ
นอกเซลล์ (extracellular matrix) จากนั้นเกล็ดเลือดจะปลดปล่อยไซโตไคน์, growth factor, และ
สารสื่อกลางที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบจ านวนมากท าให้เกล็ดเลือดมารวมตัวกันเกิดการแข็งตัวของ
เลือดและเกิดเป็นไฟบรินมาปิดผนังหลอดเลือดที่เสียหายเพ่ือป้องกันการสูญเสียเลือด  

กระบวนการหายของแผลจะเริ่มขึ้นด้วยอิทธิพลของ growth factor ที่เกล็ดเลือดสร้างขึ้น 
โดย platelet-derived growth factor (PDGF) จะมีผลต่อการเคลื่อนที่เข้าหาสิ่งกระตุ้นของเซลล์
เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลกับแมคโครฟาจและกระตุ้นให้เซลล์กล้ามเนื้อเรียบกับเซลล์ไฟโบรบลาสสร้าง 

mitogen แมคโครฟาจจะถูกชักน าโดย transforming growth factor-beta (TGF-β) ให้เข้าไปที่
บริเวณบาดแผลและสร้างไซโตไคน์ชนิดต่าง ๆ คือ fibroblast growth factor (FGF), PDGF, 

tumour necrosis alpha (TNF-α) และ interleukin-1   (IL-1)  
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2) Inflammation 
 การบาดเจ็บของเนื้อเยื่อและการแข็งตัวของเลือดกระตุ้นให้ mast cell ปลดปล่อยไซโตไคน์ 
เช่น prostaglandin และ histamine ไปเพ่ิมการขยายตัวของหลอดเลือดและความสามารถในการ
ซึมผ่านผนังของเส้นเลือดฝอย เป็นผลให้เซลล์เม็ดเลือดขาวโมโนไซต์เคลื่อนที่ผ่านหลอดเลือดไปยัง
บริเวณบาดแผลได้ นอกจากนี้ยังท าให้ของเหลวซึมผ่านหลอดเลือดเข้าไปในบริเวณบาดแผลและ
เนื้อเยื่อที่อยู่รอบ ๆ บาดแผลได้ส่งผลให้เกิดการบวมน้ า (oedema) และมีอาการเจ็บปวดมากขึ้นเป็น
เวลา 24 ชั่วโมงหลังจากเกิดการบาดเจ็บ เม็ดเลือดขาวนิวโทรฟิลจะเคลื่อนตัวมาที่บริเวณบาดแผล
และท าหน้าที่เป็นตัวท าความสะอาดบริเวณบาดแผลโดยจับกินเศษซากเซลล์และเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี 
phagocytosis ท าให้เกิดเป็นน้ าหนองที่บริเวณแผล นิวโทรฟิลจะเริ่มหายหมดไปในช่วง 2-3 วันโดย
นิวโทรฟิลจะเกิดการตายแบบ apoptosis แต่การท าความสะอาดแผลยังคงด าเนินต่อโดยเม็ดเลือด
ขาวโมโนไซต์จะแทรกซึมไปที่บริเวณบาดแผลแล้วเปลี่ยนรูปร่างกลายเป็นแมคโครฟาจซึ่งจะ

ปลดปล่อย PDGF กับ TGF-β ไปดึงดูดให้เซลล์ไฟโบรบลาสและเซลล์กล้ามเนื้อเรียบเคลื่อนที่เข้าไป
ในบริเวณบาดแผล แมคโครฟาจจะจับกินเซลล์ตาย, นิวโทรฟิวที่ได้จับกินแบคทีเรียแล้ว, องค์ประกอบ
ภายนอกเซลล์ที่ถูกท าลาย, เศษซากเซลล์และแบคทีเรียที่บริเวณบาดแผล และจะสร้าง nitric oxide 
ที่สามารถต้านจุลชีพได้ เม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจจะดึงดูดให้เซลล์เนื้อเยื่อบุผิวหลอดเลือด (vascular 
endothelial cell) ให้เข้าไปยังบริเวณบาดแผลเพ่ือเตรียมพร้อมส าหรับการสร้างหลอดเลือดใหม่
ต่อไป (angiogenisis) ระยะของการอักเสบนี้จะคงอยู่เป็นเวลาประมาณ 3 วัน ส าหรับแผลที่เกิดจาก
การผ่าตัดหรือแผลเฉียบพลัน  
3) Proliferation, Contraction และ Epithelialization 
 ในระยะนี้จะเกิดเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของหลอดเลือดมาเติมเต็มบริเวณบาดแผลที่มีการสูญเสีย
เนื้อเยื่อเดิมไปเป็นจ านวนมากท าให้เกิดเป็นเนื้อเยื่อใหม่ เรียกว่า granulation tissue มีการ
ปลดปล่อยไซไตไคน์ vascular endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast factor 

(bFF) และ TGF-β มากระตุน้ให้เกิดการสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenisis) เซลล์บุผิวในเส้นหลอด
ฝอยที่อยู่ใกล้กับบริเวณบาดแผลจะสร้างเส้นเลือดฝอยใหม่เข้าไปในบริเวณบาดแผล และจะสร้าง
เอนไซม์มาย่อยองค์ประกอบภายนอกเซลล์ (extracellular matrix) เดิมที่บริเวณแผลแล้วสร้างใหม่ 
เช่น คอลลาเจน เพ่ือช่วยในการสร้างหลอดเลือดใหม่ หลอดเลือดใหม่ที่เกิดขึ้นในบริเวณบาดแผลจะ
น าพาออกซิเจนมาที่บริเวณบาดแผลสูงขึ้น และจะส่งผลให้การสร้างไซโตไคน์ VEGF ลดลง 
 การหดตัวบริเวณบาดแผลจะเกิดข้ึนในบาดแผลที่มีลักษณะเป็นแผลเปิด โดยบริเวณขอบแผล
จะเกิดการหดตัวเข้าหากัน 
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 เซลล์บุผิวจะเคลื่อนตัวจากบริเวณขอบแผลไปยังพ้ืนผิวของบาดแผล การสร้างเนื้อเยื่อบุผิว
ใหม่ในกระบวนการหายของแผลแบบปฐมภูมิจะเกิดขึ้นพร้อมกับการเกิดเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ในขณะที่
กระบวนการหายของแผลแบบทุติยภูมิจะเกิดการสร้างเนื้อเยื่อบุผิวใหม่ช้ากว่า โดยจะเกิดขึ้นหลังการ
สร้าง granulation tissue 
4) Remodelling 
 ระยะนี้อาจใช้เวลายาวนานตั้งแต่ 1 ปีขึ้นไป ไฟโบรบลาสควบคุมการย่อยสลายแมทริกซ์ของ
แผลด้วยเอนไซม์ matrix metalloproteinases (MMPs) และการสังเคราะห์องค์ประกอบภายนอก
เซลล์ขึ้นใหม่ (extracellular matrix) กระบวนการนี้เกิดขึ้นอย่างช้า ๆ และจะเพ่ิมความแข็งแรง
ให้กับบริเวณแผลจนเกิดเป็นแผลเป็นขึ้น แต่ความแข็งแรงของแผลเป็นนี้จะน้อยกว่าบริเวณเนื้อเยื่อที่
ปกต ิ
5) Scar maturation [2] 

Fibronectin และ hyaluronan จะถูกย่อยสลายไป แต่จะเกิดการสร้างคอลลาเจนเพ่ิมขึ้น
แทนซึ่งแผลเป็นบริเวณผิวหนังที่เกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์แล้วจะมีความแข็งแรงเพียง 80 เปอร์เซ็นของ
ผิวหนังปกติ 

 

 
 

รูปที่ 2.2 ขั้นตอนของกระบวนการหายของแผลในช่วงระยะเวลาต่างๆ [2] 
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2.5 โปรติโอไกลแคน 

2.5.1 สมบัติทั่วไปของโปรติโอไกลแคน 

โปรติโอไกลแคนเป็นไกลโคโปรตีนซึ่งเป็นองค์ประกอบหนึ่งของสารที่เป็นองค์ประกอบ
ภายนอกเซลล์ (extracellular matrix, ECM) ประกอบด้วยส่วนที่เป็นโปรตีน (protein core) และ 
ส่วนที่เป็นคาร์โบไฮเดรต คือ ไกลโคซามิโนไกลแคนส์ (glycosaminoglycan, GAGs) ซึ่งยึดเกาะกับ
สายของโปรตีนด้วยพันธะโคเวเลนต์ ในล าดับสายของไกลโคซามิโนไกลแคนส์เกิดขึ้นจากน้ าตาล
โมเลกุลคู่เรียงตัวซ้ า ๆ กัน โดยจะแบ่งออกได้เป็น 4 ชนิดตามโครงสร้างการเรียงตัวและชนิดของ
โมเลกุลคู่ที่แตกต่างกัน คือ heparin sulfate, chondroitin sulfate, dermatan sulfate และ 
keratin sulfate นอกจากนี้ยังมีไกลโคซามิโนไกลแคนส์อีก 1 ชนิดที่ไม่มีส่วนที่เป็นโปรตีน แต่
สามารถถกูจับด้วยพันธะ non-covalent กับโปรติโอไกลแคนได้คือ hyaluronan สรุปได้ว่ามีไกลโค-
ซามิโนไกลแคนส์ที่เกี่ยวข้องกับโปรติโอไกลแคนอยู่ทั้งหมด 5 ชนิด  คือ [5] 

1. Chondroitin sulfate ประกอบด้วยหน่วยของน้ าตาลโมเลกุลคู่ระหว่าง  [β1-4]-D-Glucuronic 

acid และ [β1-3]N-acetyl-D-galactosamine  เรียงตัวซ้ า ๆ กัน หมู่ซัลเฟตจะอยู่ในส่วนของ
คาร์บอนต าแหน่งที่ 4 หรือ 6 ของ hexosamine และ อาจจะพบที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 2 ของ 
hexuronic acid 

2. Dermatan sulfate ประกอบด้วยหน่วยของน้ าตาลโมเลกุลคู่ระหว่าง  [β1-4]-L-Iduronic acid 

และ [α1-3]N-acetyl-D-galactosamine  เรียงตัวซ้ า ๆ กัน หมู่ซัลเฟตจะอยู่ในส่วนของคาร์บอน
ต าแหน่งที่ 4 หรือ 6 ของ hexosamine และ อาจจะพบที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 2 ของ hexuronic 
acid 

3. Keratan sulfate ประกอบด้วยหน่วยของน้ าตาลโมเลกุลคู่ระหว่าง  [β1-3]-D-Galactose และ  

[β1-4]N-acetyl-D-galactosamine  เรียงตัวซ้ า ๆ กัน หมู่ซัลเฟตจะอยู่ในส่วนของคาร์บอนต าแหน่ง
ที่ 6 ของ hexosamine และ อาจจะพบที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 6 ของน้ าตาล galactose 

4. Heparan sulfate ประกอบด้วยหน่วยของน้ าตาลโมเลกุลคู่ระหว่าง  [α1-4]-L-Iduronic acid 

และ [α1-4]N-acetyl-D-glucosamine หรือน้ าตาลโมเลกุลคู่ระหว่าง [α1-4]-D-Glucuronic acid 

และ [β1-4]N-acetyl-D-glucosamine  เรียงตัวซ้ า ๆ กัน หมู่ซัลเฟตจะอยู่ในส่วนของคาร์บอน
ต าแหน่งที่ 2, 3  หรือ 6 ของ hexosamine และ คาร์บอนต าแหน่งที่ 2 ของ hexuronic acid 

5. Hyaluronan ประกอบด้วยหน่วยของน้ าตาลโมเลกุลคู่ระหว่าง  [β1-4]-D-Glucuronic acid  

และ [β1-3]N-acetyl-D-glucosamine  เรียงตัวซ้ า ๆ กัน  ไม่พบหมู่ซัลเฟต 
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          [5-7] 
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2.5.2 โปรติโอไกลแคนในกระดูกอ่อน 

ภายในกระดูกอ่อน (cartilage) มีโปรติโอไกลแคนอยู่หลายชนิดกระจายอยู่ในส่วน
ต่างๆ ของกระดูกอ่อน ดังรูปที่ 2.3 ซึ่งโปรติโอไกลแคนที่พบเป็นส่วนมากและเป็นโครงสร้างหลักของ
กระดูกอ่อน คือ aggrecan โดย aggrecan นี้มีขนาดของโปรตีนแกนกลางประมาณ 220 kDa [5] ซึ่ง
จะประกอบด้วย 3 globular domain คือ G1, G2, G3 ดังรูปที่ 2.4 G1 เป็นส่วนที่อยู่ติดกับ
ปลายทางด้านหมู่อะมิโนของโปรตีนแกนกลางซึ่งเกี่ยวข้องกับการท าปฏิกิริยากันของ aggrecan กับ 
hyaluronan และโปรตีนเชื่อม (link protein)  ระหว่าง G1 และ G2 จะมีส่วนที่เรียกว่า 
interglobular domain ซึ่งประกอบด้วยล าดับกรดอะมิโนที่สามารถถูกย่อยด้วยเอนไซม์ 
proteinase โดยในส่วนนี้จะเกี่ยวข้องกับ catabolism ของ aggrecan ในส่วนของ G2 ยังไม่ทราบ
บทบาทที่ชัดเจน และส่วนสุดท้ายคือส่วนของ G3 ซึ่งเป็นส่วนที่อยู่ติดกับปลายทางด้านหมู่คาร์บอกซิ
ลของโปรตีนแกนกลางโดยในส่วนนี้จะมีผลต่อส่วนประกอบของ matrix อ่ืน ๆ และยังมีโครงสร้าง
ส่วนหนึ่งที่มีลักษณะเหมือน epidermal growth factor อยู่ที่ G3 [8] ระหว่าง G2 และ G3 ของ 
aggrecan จะถูกยึดเกาะด้วยไกลโคซามิโนไกลแคนส์ชนิด keratin sulfate และ chondroitin 
sulfate ด้วยความที่ aggrecan มีสภาพความเป็นประจุลบที่สูงจึงส่งผลให้ดึงดูดและจับกับน้ าได้ดี 
ช่วยรักษาน้ าในเนื้อเยื่อและต้านต่อแรงบีบอัดได้ โปรติโอไกลแคนที่อยู่บริเวณพ้ืนผิวเซลล์ (cell 
surface proteoglycans) คือ syndecans และ glypican โปรติโอไกลแคนที่มีขนาดเล็กและมีส่วน
ของโปรตีนที่มี leucine เรียงต่อกันมาก (small leucine-rich proteoglycans) คือ decorin, 
biglycan, fibromodulin, lumican และ epiphycan โปรติโอไกลแคนที่อยู่บริเวณเมมเบรน 
(basement membrane proteoglycan) คือ perlecan [9] 

 
รูปที่ 2.3 โปรติโอไกลแคนชนิดต่าง ๆ ภายในกระดูกอ่อน (cartilage) [9] 
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รูปที่ 2.4 แสดงลักษณะโครงสร้างของโปรติโอไกลแคนชนิดต่าง ๆ ที่มีไกลโคซามิโนไกลแคนส์ชนิด 
chondroitin sulfate เป็นหลัก (CS, chondroitin sulfate; IGD, interglobular domain)  [5] 
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ตารางที่ 2.5 องค์ประกอบต่างๆ ของโปรติโอไกลแคนจากกระดูกอ่อนส่วนจมูกของปลาแซลมอน [11] 

ชนิดของกรดอะมิโน 
 

ปริมาณ 
 (คิดจาก 1 ส่วนใน 1,000 ส่วน) 

สกัดด้วย guanidinium 
chloride ความเข้มข้น 4 โมลาร์ 

สกัดด้วย CH3COOH 
ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ 

Asp,Asn 95 77 
Thr 57 54 

Ser 109 134 

Glu, Gln 110 103 
Gly 161 175 

Ala 51 62 

Cys 35 21 
Val 62 56 

Met 16 8 

Ile 47 34 
Leu 94 71 

Tyr 28 23 
Phe 24 30 

Lys 13 53 

His 15 17 
Arg 29 28 

Pro 54 54 

องค์ประกอบที่ได้ น  าหนักโมเลกุล 

โปรติโอไกลแคน 360,000 – 6,600,000 130,000 – 3,300,000 

โปรตีนแกนกลาง 25,000 – 290,000 11,000 – 500,000 
ไกลโคซามิโนไกลแคนส์ 49,000 – 920,000 34,000 – 66,000 

Glycosaminoglycan ปริมาณ 

จ านวนน้ าตาลโมเลกุลคู่ 121.7 – 2313.7 83.9 – 1659.4 
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จ านวนของสาย 1.9 – 35.9 0.9 – 20.7 

ชนิดของน  าตาลโมเลกุลเดี่ยว 
 

ปริมาณ 
 (คิดเป็นน  าตาล 1 nmol ต่อกรดยูโรนิก 1,000 nmol) 

Galactosamine, GalN 469.0 ± 40.5 415.1 ± 34.4 

Glucosamine, GlcN 7.7 ± 2.1 5.3 ± 1.7 
Galactose, Gal 16.2 ± 10.9 12.8 ± 6.7 

Xylose, Xyl 5.2 ± 2.1 5.2 ± 2.6 
 จ านวนซัลเฟตต่อน  าตาลโมเลกุลคู่ 1 ยูนิต 

หมู่ซัลเฟต 0.86 ± 0.01 0.85 ± 0.01 

 

2.5.3 หน้าที่ของโปรติโอไกลแคนต่อกระบวนการหายของแผล 

โปรติโอไกลแคนมีส่วนของโครงสร้างหนึ่งซึ่งมีลักษณะเหมือน epidermal growth 
factor อยู่ที่ต าแหน่ง G3 domain ของโปรตีนแกนกลางที่เป็นโครงสร้างหลักของโปรติโอไกลแคนซึ่ง
สามารถถูกจับ (recognized) ด้วย anti-mouse EGF [8] จึงอาจจะกล่าวได้ว่าโปรติโอไกลแคน
อาจจะมีคุณสมบัติหนึ่งที่คล้ายกับ epidermal growth factor ที่สามารถกระตุ้นให้เกิดการแบ่งตัว
ของเซลล์ (replication), การเพ่ิมจ านวนเซลล์ของเนื้อเยื่อบุผิว (proliferation), การเพ่ิมจ านวนเค
ลาตินของเนื้อเยื่อบุผิว (keratinization) และที่ส าคัญคือ ช่วยเร่งกระบวนการหายของแผลได้ 
(wound healing) [12] นอกจากนี้ยังพบว่ามีโปรติโอไกลแคนหลายชนิดที่มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการ
ซ่อมแซมเนื้อเยื่อดังตารางที ่2.6 

โปรติโอไกลแคนสามารถช่วยเร่งกระบวนการหายของแผลไหม้ได้โดยการส่งเสริมให้
เกิดการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ผิวหนังให้มากขึ้นโดยมีการศึกษาพบว่าโครงสร้างระดับทุติยภูมิ (motif) 
ซึ่งมีลักษณะโครงสร้างเหมือน epidermal growth factor โดยประกอบด้วยกรดอะมิโน 40 ตัว มี
พันธะไดซัลไฟด์ระหว่าง     กรดอะมิโนชนิด cysteine จ านวน 3 พันธะ ซึ่งล าดับของกรดอะมิโน
ดังกล่าวนี้เป็นโครงสร้างส่วนหนึ่งของโปรตีนแกนกลางบริเวณตรงส่วน G3 domain ของโปรติโอไกล
แคนชนิด versican สามารถเร่งการเพ่ิมจ านวน (proliferation) ของเซลล์ไฟโบรบลาสหรือเซลล์
ผิวหนังให้มากขึ้นได้ซึ่งถ้าขาดโครงสร้างในส่วนนี้ไปก็จะส่งผลให้ความสามารถในการเพ่ิมจ านวนของ
เซลล์ผิวหนังลดลง [13] นอกจากนี้ยังมีการน าส่วนของ G3 domain ของโปรติโอไกลแคนชนิด 
versican มาศึกษาต่อโดยพบว่าสามารถกระตุ้นการสร้างและการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่องอกทดแทน
และกระตุ้นให้เกิดการสร้างหลอดเลือดใหม่ได้โดยเพ่ิมความสามารถในการยึดเกาะ (adhesion), การ
เพ่ิมจ านวน (proliferation) และการเคลื่อนที่ไปยังบริเวณบาดแผล (migration) ของเซลล์บุผิวหลอด
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เลือด และยังส่งเสริมให้มีการแสดงออกของ fibronectin และ VEGF ซึ่งมีบทบาทส าคัญใน
กระบวนการหายของแผลอีกด้วย [14] 

โปรติโอไกลแคนสามารถส่งเสริมให้เกิดการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ชนิดอ่ืนได้อีก
นอกเหนือจากเซลล์ผิวหนังและเซลล์บุผิวหลอดเลือด เช่น พบว่า NG2 chondroitin sulfate 
proteoglycan บนพื้นผิวเซลล์   ตั้งต้นของเซลล์โอลิโกเดนโดรไซต์ (oligodendrocyte progenitor 
cells) ช่วยส่งเสริมการเพ่ิมจ านวน (proliferation) ของเซลล์โอลิโกเดนโดรไซต์ในสมองส่วนหลัง 
(cerebellum) ของหนู [15] และ NG2 chondroitin sulfate proteoglycan ในไตของหนูมีผลท า
ให้มีการเพ่ิมจ านวนของ mesangial cell และสารองค์ประกอบภายนอกเซลล์ (extracellular 
matrix production) เป็นต้น [16] 

 

 
รูปที่ 2.5 โครงสร้างของ epidermal growth factor ของหนู (โพลิเปปไทด์สายเดี่ยวประกอบด้วย

กรดอะมิโน 53 ตัว และพันธะไดซัลไฟด์ภายในโมเลกุลจ านวน 3 พันธะ) 
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ตารางที่ 2.6 โปรติโอไกลแคนชนิดต่าง ๆ ที่เก่ียวข้องกับการซ่อมแซมเนื้อเยื่อ (Tissue Repair) [17] 
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2.4 วิศวกรรมเนื อเยื่อ  

วิศวกรรมเนื้อเยื่อเป็นสาขาวิชาที่รวมความรู้จากหลาย ๆ สาขาวิชามาประยุกต์ใช้ร่วมกัน เช่น 
วิศวกรรมศาสตร์, ชีววิทยา และแพทยศาสตร์ เป็นต้น โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือรักษา ซ่อมแซม 
ปรับปรุงและฟ้ืนฟูการท างานของเนื้อเยื่อหรืออวัยวะที่ได้รับความเสียหายหรือมีความบกพร่องให้
กลับมาท างานได้ดังปกติหรือใกล้เคียงกับสภาวะปกติมากที่สุด และเพ่ือพัฒนาอุปกรณ์หรือสิ่งซึ่ง
สามารถน ามาใช้ทดแทนเนื้อเยื่อท่ีถูกท าลาย ได้รับความเสียหายหรือสูญเสียไป เช่น การสร้างเนื้อเยื่อ
เทียมภายนอกร่างกายหรือในห้องปฏิบัติการแล้วน าไปปลูกถ่ายในร่างกายมนุษย์เพ่ือทดแทนเนื้อเยื่อ
บางส่วนที่เสียหายไป หรืออาจจะสร้างชิ้นงานเป็นรูปทรงสามมิติที่เรียกว่าโครงสร้างสแคลฟโฟลด์ 
(scaffold) แล้วน าไปปลูกถ่ายในร่างกายมนุษย์ชั่วคราวเพ่ือดึงดูดให้เซลล์ภายในร่างกายเข้ามายึด
เกาะและเกิดการเจริญเติบโตกลายเป็นเนื้อเยื่อ เป็นต้น [18-20] 

 
รูปที่ 2.6 วิธีการทางวิศวกรรมเนื้อเยื่อ : (A) การเลี้ยงเซลล์ในโครงสร้างสแคลฟโฟลด์ให้เจริญเติบโต

กลายเป็นเนื้อเยื่อในห้องปฏิบัติการก่อนปลูกถ่ายไปยังร่างกาย; (B) การปลูกถ่าย
โครงสร้างสแคลฟโฟลด์ไปยังร่างกายแล้วปล่อยให้เซลล์ในร่างกายเข้ามาเจริญเติบโต
กลายเป็นเนื้อเยื่อภายในโครงสร้างสแคลฟโฟลด์ที่ฝังอยู่ภายในร่างกาย 

 
วิศวกรรมเนื้อเยื่ออาศัยองค์ประกอบหลัก 3 ประการ ได้แก่ 
1. เซลล์ แหล่งของเซลล์ที่เหมาะสมที่สุดก็คือเซลล์ของผู้ป่วยเองหรือผู้ที่จะรับการปลูกถ่าย 

(autologous cells) เพราะถ้าเป็นเซลล์ของผู้อ่ืน (allogeneic cells) หรือเซลล์จากสิ่งมีชีวิตสปีชีร์
อ่ืน (xenogeneic cells) มักจะเกิดปัญหาจากการที่ร่างกายของผู้ป่วยปฏิเสธเซลล์หลังการปลูกถ่าย 
ชนิดของเซลล์ที่มีการน ามาใช้ในวิศวกรรมเนื้อเยื่อ คือ stem cells ซึ่งมีอยู่ 3 ชนิดหลัก ๆ ได้แก่ 
embryonic stem cells, induced pluripotent stem cells และ adult stem cells 
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2. โครงสร้างสแคลฟโฟลด์หรือโครงเลี้ยงเซลล์ (scaffold)  
โครงสร้างสแคลฟโฟลด์หรือโครงเลี้ยงเซลล์ถูกใช้เป็นแหล่งที่อยู่ชั่วคราวส าหรับให้เซลล์เคลื่อนที่เข้ามา
ยึดเกาะ เกิดการแบ่งตัวเพิ่มจ านวน และเจริญเติบโตเกิดกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ข้ึนทดแทน
เนื้อเยื่อที่เสียหายไปโดยลักษณะของโครงสร้างสแคลฟโฟลด์ที่เหมาะสมส าหรับน ามาใช้งานทางด้าน
วิศวกรรมเนื้อเยื่อควรมีคุณลักษณะที่ส าคัญดังต่อไปนี้ คือ [18, 21, 22] 

1) มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ ไม่ก่อให้เกิดการตอบสนองที่ไม่พึงประสงค์หลังจากการปลูกถ่าย
โครงสร้าง สแคลฟโฟลด์ไปยังร่างกาย เช่น การปฏิเสธสิ่งปลูกถ่ายโดยระบบภูมิคุ้มกันภายในร่างกาย 
2) สามารถถูกย่อยสลายและดูดซึมได้ทางชีวภาพแล้วถูกก าจัดออกจากร่างกายโดยสามารถควบคุม
อัตราการย่อยสลายและการดูดซึมให้สัมพันธ์หรือสอดคล้องกับการเจริญเติบโตของเซลล์และเนื้อเยื่อ
ที่เกิดขึ้นใหม่ภายในโครงสร้างสแคลฟโฟลด์ได้ 
3) เป็นโครงสร้างสามมิติที่มีความพรุนสูงโดยประกอบด้วยรูพรุนจ านวนมากที่มีการเชื่อมต่อถึงกันเพ่ือ
เป็นพื้นที่ว่างให้เซลล์สามารถแทรกซึมผ่านเข้าไปแล้วเกิดการเจริญเติบโตไปเป็นเนื้อเยื่อและเกิดการ
สร้างหลอดเลือดขึ้น นอกจากนี้ยังเป็นช่องทางส าหรับการไหลผ่านของสารอาหารและของเสีย 
4) คุณสมบัติทางเคมีของพ้ืนผิวโครงสร้างสแคลฟโฟลด์มีความเหมาะสมส าหรับให้เซลล์เข้ามายึดเกาะ 
เกิดการเคลื่อนที่ เกิดการเพ่ิมจ านวน และมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์เพ่ือไปท าหน้าที่เฉพาะ
อย่างได้ 
5) มีคุณสมบัติเชิงกลที่เหมาะสมกับเนื้อเยื่อในบริเวณที่ท าการปลูกถ่าย 
6) มีโครงสร้างและหน้าที่ทางชีววิทยาที่คล้ายคลึงกับสารองค์ประกอบภายนอกเซลล์ (extracellular 
matrix) และสนับสนุนให้เกิดการสร้างสารองค์ประกอบภายนอกเซลล์ 

3. สภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมซึ่งส่งผลต่อการอยู่รอด การเจริญเติบโต การท างาน และการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างเพื่อไปท าหน้าที่เฉพาะของเซลล์ ได้แก่ สารอาหาร, ออกซิเจน และสารชีวโมเลกุล
หรือสารสื่อน าต่าง ๆ เช่น cytokine, growth factor และ extracellular matrix เป็นต้น  
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2.5 วัสดุชีวภาพ 

พอลิเมอร์ที่มีแหล่งก าเนิดมาจากธรรมชาติจ าพวกโปรตีน เช่น คอลลาเจน, เจลาติน และ     
ไฟโบรอินจากเส้นใยไหมเป็นวัสดุชีวภาพประเภทหนึ่งที่ถูกน ามาสร้างเป็นโครงสร้างสแคลฟโฟลด์หรือ
โครงเลี้ยงเซลล์ส าหรับน าไปปลูกถ่ายในร่างกายมนุษย์เพ่ือทดแทนเนื้อเยื่อที่สูญเสียไปชั่วคราว [18] 

 

2.5.1 ไฟโบรอิน 

สมบัติทั่วไปของไฟโบรอิน 
 ไฟโบรอินเป็นวัสดุทางชีวภาพซึ่งเป็นโปรตีนที่ได้จากไหมซึ่งถูกสร้างขึ้นโดยสิ่งมีชีวิต
จ าพวก arthropod ในระยะ metamorphosis เช่น หนอนไหม แมงมุม และผึ้ง เป็นต้น 
ไหมมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 200-350 กิโลดาลตันหรือสูงกว่านี้ได้ [23] เส้นใยไหม 1 เส้น 
ประกอบด้วยเส้นใยไฟโบรอิน (fibroin) 2 เส้นซึ่งเป็นส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) 
เนื่องจากมีโครงสร้างของกรดอะมิโนไกลซีน (glycine) กับอะลานีน (alanine) ในปริมาณ
มาก และมีเซริซิน (sericin) ซึ่งเป็นส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic) ห่อหุ้มเส้นใยไฟโบรอินทั้ง
สองเส้นไว้ [24] ดังรูปที่ 2.7 เส้นใยไหมจากสิ่งมีชีวิตที่แตกต่างกันจะมีสมบัติในการยืดตัว
ต่างกันดังตารางที่ 2.7 เส้นใยไฟโบรอินประกอบด้วยสายหนัก (heavy (H) chain) ซึ่งเป็น
ส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 390 กิโลดาลตัน เกิดจากการ
เรียงตัวซ้ า ๆ กันของกรดอะมิโนไกลซีนต่อกับกรดอะมิโนอีก 4 ชนิด คือ อะลานีน 
(alanine), เซอรีน (serine), ทรีโอนีน (Threonine) และ วาลีน (Valine) สามารถเกิดเป็น

โครงสร้างแบบ anti-parallel และ β-sheet ได้ อีกส่วนหนึ่งเป็นสายเบา (light (L) chain) 
ซึ่งเป็นส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic) ต่อกับสายหนักด้วยพันธะไดซัลไฟล์ (disulfide bond) 
มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 25 กิโลดาลตัน ทั้งสายหนักและสายเบาจะสร้างพันธะ non-
covalent กับไกลโคโปรตีน P25 ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุล 25 กิโลดาลตัน [23, 25] ไฟโบรอิน
ประกอบด้วยกรดอะมิโนที่ไม่มีขั้วมากกว่ากรดอะมิโนที่มีขั้ว [26] ดังตารางที่ 2.8 

ไฟโบรอินมี โครงสร้ างหลักสองแบบคือ โครงสร้างแบบปฐมภูมิ  (primary 
structure) และแบบทุติยภูมิ (secondary structure) โดยโครงสร้างแบบปฐมภูมิจะ
ประกอบด้วยล าดับของกรดอะมิโน glycine, alanine, serine, valine และ tyrosine เรียง
ตัวซ้ า ๆ กัน เช่น Gly-Ala- Gly-Ala-Ser, Gly-Ala- Gly-Ala-Gly-Val-Gly-Tyr เป็นต้น เมื่อ
โครงสร้างแบบปฐมภูมิสร้างพันธะต่อกันในแนวขนานที่มีทิศทางสวนกันด้วยพันธะไฮโดรเจน

ก็จะท าให้เกิดเป็นโครงสร้างแบบทุติยภูมิหรือเป็นโครงสร้างแบบ β-sheet ขึ้น [25] 
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รูปที่ 2.7 ลักษณะโครงสร้างเส้นใยไหมของหนอนไหม [27] 
 
 
 

ตารางที่ 2.7 สมบัติการยืดตัว (tensile) ของไหมจากสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกัน [23] 
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ตารางที่ 2.8 องค์ประกอบของกรดอะมิโนชนิดต่าง ๆ ในเส้นใยไฟโบรอิน  [26] 

กรดอะมิโน ปริมาณ (คิดเป็นเปอร์เซ็นต์โดยโมล) 
 
 
 

ชนิดไม่มีข้ัว (nonpolar) 
 

Gly 52.1 

Ala 27.1 

Tyr 3.8 
Val 2.8 

Ilc 1.0 
Leu 2.2 

Pro 1.5 

Phe 1.5 
 
 

ชนิดมีขั้ว (polar) 
 

Ser 5.8 

Glu 0.6 

Arg 0.5 
Thr 0.5 

Asp 0.3 
Lys 0.3 

 

ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) 
ไฟโบรอินเป็นวัสดุทางชีวภาพที่ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์หรือสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ จึงถูก

น าไปใช้ในทางการแพทย์โดยน าไปขึ้นรูปเป็นรูปทรงต่าง ๆ ขึ้นอยู่กับการใช้งาน เช่น หลอด
เลือดเทียม เป็นต้น โดยได้มีการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพภายนอกร่างกาย (in 
vitro) เช่น พบว่าเซลล์ต้นก าเนิดที่ได้จากน้ าคร่ าสามารถยึดเกาะบนพ้ืนผิวของหลอดเลือด
เทียมที่ท าจากไฟโบรอินแล้วสามารถเจริญเติบโตและเพ่ิมจ านวนมากขึ้นได้ (proliferation) 
[28] นอกจากนี้ยังพบว่าเซลล์บุผิวหลอดเลือดของหมูสามารถยึดเกาะบนพื้นผิวแผ่นฟิล์มที่ท า
จากไฟโบรอินและสามารถเจริญเติบโตได้ [29] และ เซลล์ไฟโบรบลาสกับเซลล์กล้ามเนื้อ
เรียบในหลอดเลือดของหนูสามารถเจริญเติบโตและเพ่ิมจ านวนได้ในโครงเลี้ยงเซลล์   หรือ 
แผ่นเนื้อเยื่อที่ท ามาจากไฟโบรอิน [30] เป็นต้น 
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การย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradation) 
ไฟโบรอินสามารถถูกย่อยด้วยเอนไซม์ protease เช่น protease XIV จาก 

Streptomyces griseus โดยส่งผลให้มวล, เส้นผ่านศูนย์กลาง และความแข็งแรงของเส้นใย
โปรตีนไฟโบรอินลดลงได้ [31] 

Wongpanit และคณะ (2009) พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ท ามาจากไฟโบรอินสามารถ
ถูกย่อยสลายตัวได้ในใต้ชั้นผิวหนังบริเวณส่วนหลังของหนู [32] 

 
การประยุกต์ใช้ไฟโบรอิน 

ไฟโบรอินถูกน ามาใช้ในงานทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื้อ เนื่องจากมีสมบัติที่ส าคัญ คือ 
มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility),  มีการย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 
(biodegradation), มีสมบัติเชิงกลที่เหมาะสม, มี immunogenicity ต่ า และสามารถ
ควบคุมอัตราการย่อยสลายได้  

ตัวอย่างการน าไปใช้ประโยชน์ด้านวิศวกรรมเนื้อเนื้อ เช่น Zeng และคณะ (2014) 
น าไฟโบรอินมาขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีรูพรุนสูง (porous scaffold) แล้วน ามาใช้
เพาะเลี้ยงเซลล์ nucleus pulposus เพ่ือช่วยในการยึดเกาะของเซลล์ (attachment), การ
เพ่ิมจ านวนของเซลล์ (proliferation) และการเคลื่อนที่ของเซลล์ (migration) [33] 
นอกจากนี้ยังมีการน าไฟโบรอินมาขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธี  freeze-drying และ 
salt-leaching แล้วน าไปใช้เพาะเลี้ยง chondrocyte ในอาหารเลี้ยงเซลล์ภายใต้ 
hydrodynamic force พบว่าการขึ้นรูปด้วยวิธี salt-leaching จะท าให้ได้โครงเลี้ยงเซลล์ที่
มีขนาดของรูใหญ่กว่าและมีความพรุนมากกว่าส่งผลให้ chondrocyte เพ่ิมจ านวน 
(proliferation) สูงขึ้น และมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง (differentiation) ไปท าหน้าที่เฉพาะ 
มีการกระจายตัวไปทั่ วทั้ ง โครงเลี้ ยง เซลล์ เท่ า ๆ กัน แต่มีการยึด เกาะของเซล ล์ 
(attachment) น้อยกว่า [34]   

 
2.5.2 เจลาติน 

สมบัติทั่วไปของเจลาติน 
 เจลาตินเป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่แปลงสภาพมาจากคอลลาเจนซึ่งเป็นโปรตีนที่สกัดได้
จากกระดูกหรือหนังสัตว์ เช่น หมู, วัว, สัตว์ปีกและปลา เป็นต้น โดยจะน าคอลลาเจนที่สกัด
ได้นี้มาผ่านกระบวนการ partial hydrolysis เพ่ือแปลงสภาพเป็นเจลาติน ถ้าแบ่งชนิดของ
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เจลาตินออกตามวิธีการสกัดจะแบ่งได้เป็น 2 ชนิด คือ เจลาตินชนิดเอ และเจลาตินชนิดบี
[35] 

เจลาตินชนิดเอ (gelatin A or basic gelatin) ได้จากการน าคอลลาเจนไปผ่าน
กระบวนการ hydrolysis โดยใช้ตัวท าละลายกรดในการสลายพันธะบางส่วนของคอลลาเจน
เป็นระยะเวลาประมาณ 10-48 ชั่วโมง กระบวนการนี้จะเกิดปฏิกิริยากับหมู่เอไมด์ได้น้อย 
ท าให้มีค่า isoelectric point ประมาณ 9.0 ซึ่งใกล้เคียงกับคอลลาเจน เหมาะส าหรับใช้ผลิต
เป็นตัวน าส่งยาหรือโปรตีนที่มีคุณสมบัติเป็นกรด 

เจลาตินชนิดบี (gelatin B or acidic gelatin) ได้จากกระบวนการ hydrolysis ที่
หมู่เอไมด์ของคอลลาเจนโดยใช้ตัวท าละลายเบสในการสลายพันธะบางส่วนของคอลลาเจน
เป็นระยะเวลาประมาณ 30-100 วัน กระบวนการนี้จะได้เจลาตินที่มีหมู่คาร์บอกซิลใน
ปริมาณสูงซึ่งเป็นผลให้มีประจุเป็นลบและมีค่า isoelectric point ประมาณ 5.0 ซึ่งมีค่าต่ า
กว่าคอลลาเจน เหมาะส าหรับใช้ผลิตเป็นตัวน าส่งยาหรือโปรตีนที่มีคุณสมบัติเป็นเบส 

 

 

รูปที่ 2.8 กระบวนการเตรียมเจลาตินชนิดเอและบีจากคอลลาเจน [35] 
 
สมบัติทางกายภาพและเคม ี 

เจลาตินเป็นโปรตีนที่มีลักษณะเป็นของแข็งคล้ายแก้ว มีสีเหลือง มีความเปราะ 
ค่อนข้างท่ีจะไม่มีกลิ่นและรสชาติ มีความชื้นประมาณร้อยละ 8-13 ความหนาแน่นประมาณ 
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1.3-1.4 จะเกิดการบวมได้เมื่อแช่อยู่ในน้ า และสามารถละลายเป็นสารละลายได้ในน้ าอุ่น 
โดยอุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณของเถ้าถ่าน ขั้นตอนการผลิต ความร้อนและ
ความเข้มข้นมีผลต่อสารละลายเจลาติน เจลาตินละลายได้ในกลีเซอรอล, โพรพิลีนไกลคอล, 
กรดอะซิติก, ฟอร์มาไมด์, เบนซีน, อะซิโตน, แอลกอฮอล์แบบปฐมภูมิ และ ไดเมทิลฟอร์มา
ไมด์ เป็นต้น นอกจากนี้เมื่อเจลาตินได้รับความร้อนที่อุณหภูมิสูงประมาณ 40 องศาเซลเซียส
เป็นเวลานานจะท าให้ความแข็งแรงของเจล (gel strength) และความหนืด (viscosity) ซึ่ง
เป็นสมบัติที่ส าคัญที่สุดของเจลาตินค่อย ๆ ลดลง กล่าวคือเจลาตินสามารถละลายน้ าได้
ในช่วงอุณหภูมิ 40 ถึง 50 องศาเซลเซียส ส่งผลให้เจลาตินเปลี่ยนโครงสร้างเป็นขด (coil 
conformation) แต่สามารถกลับมาแข็งเป็นเจลได้อีกเมื่อได้รับอุณหภูมิที่ต่ ากว่า 30 องศา
เซลเซียส หรือที่อุณหภูมิห้อง (room temperature) และจะเปลี่ยนโครงสร้างกลับไปเป็น
เกลียว (helix) ความแข็งของเจลจะขึ้นอยู่กับสัดส่วนของสายแอลฟาและเบต้าที่เป็น
ส่วนประกอบของเจลาติน, ความเข้มข้นของเจล ซึ่งถ้ามีความเข้นข้นมากก็จะมีความเป็น
ของแข็งมาก, อุณหภูมิ, เวลา, สารที่ผสมเข้าไป (addtitive) และค่าความเป็นกรดด่าง 
ส าหรับความหนืดของเจลาตินนั้นจะขึ้นอยู่กับน้ าหนักโมเลกุลโดยเฉพาะ degree ของ 
oligomerisation ของสายแอลฟา, ค่าความเป็นกรดด่าง พบว่าที่ isoelectric point จะมี
ความหนืดน้อยที่สุด แต่ที่ค่าต่ าหรือสูงกว่า isoelectric point ความหนืดของเจลเจลาตินจะ
เพ่ิมขึ้น เจลาตินมีขนาดมวลโมเลกุลอยู่ในช่วง 15,000 ถึง 400,000 มีองค์ประกอบของแร่
ธาตุตามตารางที่ 2.9 และ เจลาตินต่างชนิดกันนั้นจะมีองค์ประกอบของกรดอะมิโนที่
แตกต่างกันดังตารางที่ 2.10 [36] 

 
ตารางที่ 2.9 องค์ประกอบของแร่ธาตุหลักในเจลาติน 

แร่ธาตุ ปริมาณ (ร้อยละ) 

คาร์บอน 50.5 
ไฮโดรเจน 6.8 

ไนโตรเจน 17 
ออกซิเจน 25.2 
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ตารางที่ 2.10 องค์ประกอบของกรดอะมิโนในเจลาติน 

 
ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) 

เจลาตินไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์โดยส่งผลให้เซลล์สามารถเพ่ิมจ านวนมากขึ้นได้ 
ซึ่งมีการศึกษาการเพ่ิมจ านวนเซลล์ใน retinal pigment epithelial cell พบว่าเจลาตินที่มี
ค่า bloom ต่ ากว่าจะส่งผลท าให้ retinal pigment epithelial cell เพ่ิมจ านวนได้มากกว่า
เจลาตินที่มีค่า bloom สูงกว่า และพบว่าเจลาตินที่มีค่า bloom ในช่วง 75-100 ส่งผลให้มี
จ านวนของ retinal pigment epithelial cell ที่ยังมีชีวิตอยู่มากกว่าเจลาตินที่มีค่า bloom 
เท่ากับ 175 และ 300 [37]   

 
การย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradation) 
 เจลาตินสามารถถูกย่อยสลายได้ภายในร่างกายของสิ่งมีชีวิตโดยไม่ก่อให้เกิดพิษต่อ
ร่างกายของสิ่งมีชีวิต [38] เนื่องด้วยเจลาตินเป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่ได้จากสิ่งมีชีวิตจึงสามารถ
ถูกย่อยได้ด้วยเอนไซม์ protease เช่น เอนไซม์ collagenase [39, 40] นอกจากนี้ยัง
สามารถถูกย่อยสลายด้วยจุลชีพ เช่น แบคทีเรีย และเชื้อรา เป็นต้น [41, 42] 

 
การประยุกต์ใช้เจลาติน 

 เจลาตินถูกน ามาใช้ในงานทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อมากมาย โดยมักจะนิยม
น าไปใช้ผสมรวมกับวัสดุชีวภาพอ่ืน ๆ เพ่ือสร้างเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ (scaffold) เนื่องจาก    
เจลาตินมีล าดับกรดอะมิโน arginine-glycine-aspartic acid (RGD) ซึ่งมีคุณสมบัติสามารถ
กระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ได้โดยช่วยส่งเสริมให้เซลล์มีการยึดเกาะที่ดี  (cell 
attachment) และมีการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มากขึ้น (proliferation) [43] 
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Chomchalao และคณะ (2013) ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์สามมิติโดยใช้วิธี freeze-
drying โดยพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยเจลาตินกับไฟโบรอินมีการยึดเกาะ 
(attachment) และการเพิ่มจ านวน (proliferation) ของเซลล์ chondrocyte มากกว่าโครง
เลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอินเพียงอย่างเดียว [43] และยังพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่
ประกอบด้วยเจลาตินกับไฟโบรอินส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ (cell growth) [44] 

นอกจากนี้ยังมีการน าเจลาตินมาใช้ในงานทางด้านระบบน าส่งยาหรือสารชนิดอ่ืน ๆ 
แต่เนื่องจากเจลาตินถูกย่อยสลายได้เร็วและละลายน้ าได้ดี จึงมีการน าไฟโบรอินซึ่งถูกย่อยได้
ช้าและมีองค์ประกอบที่ไม่ละลายน้ ามาเชื่อมขวางกับเจลาตินเพ่ือปรับสมบัติให้เหมาะสมต่อ
การน าไปใช้ ตัวอย่างเช่น Ratanavaraporn และคณะ (2013) ขึ้นรูป microsphere ที่
ประกอบด้วยเจลาตินกับไฟโบรอิน โดยใช้วิธี water in oil emulsion และท าการเชื่อมขวาง
ด้วย glutaraldehyde เพ่ือใช้เป็นระบบน าส่ง curcumin และ piperine [40] 

 
2.5.3 วัสดุชีวภาพผสม (ไฟโบรอิน/เจลาติน) 

 การน าไฟโบรอินและเจลาตินมาเป็นวัสดุชีวภาพร่วมในการสร้างหรือผลิต
โครงสร้างสแคลฟโฟลด์หรือโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ือเป็นการรวมลักษณะสมบัติที่ส าคัญที่เป็น
ประโยชน์ของวัสดุชีวภาพทั้งสองชนิดเข้าด้วยกัน สามารถแก้ปัญหาข้อจ ากัดของวัสดุชีวภาพ
แต่ละชนิดได้ ท าให้ได้โครงสร้างสแคลฟโฟลด์ที่มีสมบัติตามที่ต้องการทั้งในด้านของความเข้า
กันได้ทางชีวภาพท าให้เซลล์ยึดเกาะได้ดีพร้อมเพ่ิมจ านวนได้มากขึ้นเนื่องจากมีเจลาตินเป็น
ส่วนประกอบอยู่ในโครงสร้าง การย่อยสลายได้ทางชีวภาพไม่ เร็วเหมือนโครงสร้าง สแคลฟ
โฟลด์ที่ประกอบด้วยเจลาตินเพียงชนิดเดียวเนื่องจากไฟโบรอินมีผลท าให้อัตราการย่อยสลาย
ของโครงสร้างสแคลฟโฟลด์ช้าลง และท าให้ได้สมบัติเชิงกลที่เหมาะสม ลักษณะสมบัติ
ทั้งหมดนี้รวมทั้งสมบัติทางกายภาพ เช่น ความพรุน และขนาดของรูพรุน เป็นต้น สามารถถูก
ควบคุมได้โดยการปรับอัตราส่วนของไฟโบรอินและเจลาตินตามท่ีต้องการ [45] 

 วัสดุชีวภาพผสมระหว่างไฟโบรอินและเจลาตินถูกน ามาใช้ประโยชน์ในแง่ของการ
รักษาบาดแผลโดยการน ามาพัฒนาเป็นวัสดุปิดแผลหรือแผ่นปิดแผล จากงานวิจัยที่ผ่านมา มี
นักวิจัยได้ท าการศึกษาพัฒนาและผลิตแผ่นปิดแผลจากไฟโบรอินและเจลาตินโดยได้ผสมเซ
ริซินเพ่ิมเติมเข้าไปด้วยเพ่ือท าหน้าที่ออกฤทธิ์ช่วยเร่งการหายของแผลให้ เร็วขึ้น จาก
การศึกษาภายนอกร่างกายหรือในห้องปฏิบัติการพบว่าเมื่อใช้อัตราส่วนของไฟโบรอิน /      
เจลาตินที่ 20/80 โดยมีการเชื่อมขวางด้วยกลูตาแอลดีไฮด์ความเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์ จะ
ช่วยส่งเสริมให้เซลล์เพาะเลี้ยง L929 (L929 mouse fibroblast) เกิดการยึดเกาะและเพ่ิม
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จ านวนเซลล์ได้สูงที่สุด และเมื่อน ามาทดสอบกับแผลลึกระดับที่สาม (full-thickness 
wound) ในสัตว์ทดลองเทียบกับแผ่นปิดแผลที่ใช้ในทางการแพทย์ (TegadermTM) พบว่า
ส่งเสริมการหายของแผลได้ดีกว่าโดยมีการลดชนาดของแผลมากกว่า เร็วกว่า และยัง
ก่อให้เกิดการสร้างเนื้อเยื่อใหม่หรือเยื่อบุผิวปกคลุมแผลรวมทั้งเกิดการสร้างคอลลาเจนขึ้นอีก
ด้วย [46] นอกจากนี้ยังได้ถูกน ามาพัฒนาเป็นแผ่นปิดแผลในแผลบาดเจ็บเฉียบพลันที่มี
คุณสมบัติในการต้านแบคทีเรียแกรมบวกจ าพวก Staphylococcus aureus ซึ่งพบได้มาก
ในแผลที่มีการติดเชื้อได้ดี    แผ่นปิดแผลชนิดนี้ถูกผลิตโดยการน าสารละลายเจลาตินความ
เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นตโ์ดยมวลต่อปริมาตร มาขึ้นรูปเป็น microsphere ด้วยเทคนิค water-
in-oil emulsion ซึ่งจะถูกเชื่อมขวางด้วยกลูตาแอลดีไฮด์ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์โดย
มวล และจะถูกท าให้แห้งด้วยเทคนิค freeze drying แล้วท าการโหลดยา vancomycin ซึ่ง
มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียแกรมบวกความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 4 ไมโครลิตร
ต่อเจลาตินที่ถูกขึ้นรูปเป็น microsphere 1 มิลลิกรัม จากนั้นน า microsphere ที่ถูกโหลด
ยาแล้วปริมาณ 10 มิลลิกรัมมาผสมรวมกับสารละลายไฟโบรอินความเข้มข้น 3.5 เปอร์เซ็นต์
โดยมวลต่อปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วท าให้แห้งด้วยเทคนิค freeze drying จากนั้น
แช่ในสารละลายเมทานอลความเข้มข้น 90 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร และท าให้แห้งโดยการ
อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สุดท้ายจะได้แผ่นปิดแผลที่มีความพรุนประมาณ 75 
เปอร์เซ็นต์ มีขนาดรูอยู่ในช่วง 60 ถึง 80 ไมโครเมตร มีค่าความตึงแรงกด 140 KPa และค่า
มอดุลัสแรงกด 468 KPa [47] 

 

2.6 การเชื่อมขวางโปรตีนด้วยกลูตาแอลดีไฮด์  

 กลูตาอัลดีไฮด์ (glutaraldehyde) เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่ถูกใช้ส าหรับเป็นสารเชื่อม
ขวางทางเคมีของโปรตีนและพอลิแซ็กคาไรด์ในการผลิตโครงสร้างสแคลฟโฟลด์เ พ่ือท าให้โครงสร้างส
แคลฟโฟลด์ที่ผลิตขึ้นมีสมบัติเชิงกลที่สูงขึ้นและถูกย่อยสลายทางชีวภาพในอัตราเร็วที่ช้าลงหรือใช้
เวลาในการย่อยสลายที่นานกว่าโครงสร้างสแคลฟโฟลด์ที่ไม่ได้ถูกเชื่อมขวางทางเคมีโดยหมู่อัลดีไฮด์
ซึ่งมีหมู่ฟังก์ชันที่มีหมู่คาร์บอนิล (-CO-) จับกับโฮโดรเจน 1 อะตอมของกลูตาอัลดีไฮด์ที่ปลายทั้งสอง
ข้างของโมเลกุลจะท าปฏิกิริยากับหมู่อะมีน (amine group) อิสระหรือหมู่อะมีนชนิดปฐมภูมิ (1° 
amine) ซึ่งมีหมู่ฟังก์ชันเป็นหมู่อะมิโน (-NH2) ของโปรตีนหรือพอลิแซ็กคาไรด์เกิดเป็นพันธะโควา
เลนต์อิมีน (imine, C=N) ถึงแม้ว่ากลูตาอัลดีไฮด์จะช่วยให้โครงสร้างสแคลฟโฟลด์มีความมั่นคง 
ทนทานต่อการถูกย่อยสลายทางชีวภาพได้มากขึ้นแต่ท าให้ความเข้ากันได้ทางชีวภาพต่ าลงดังนั้นจึงมี
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การใช้กลูตาอัลดีไฮด์ที่ความเข้มข้นต่ า ๆ และมีขั้นตอนในการก าจัดกลูตาอัลดีไฮด์ที่ไม่ได้ท าปฏิกิริยา
ซึ่งเหลืออยู่ออกหลังจากการท าเชื่อมขวางโปรตีนหรือพอลิแซ็กคาไรด์ [48-50] 

 

 

รูปที่ 2.9 กระบวนการเชื่อมขวางโปรตีนด้วยกลูตาอัลดีไฮด์ (X แทน (CH2)3) 
 
 

2.7 การผลิตโครงสร้างสแคลฟโฟลด์ด้วยวิธีท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze drying)  

เป็นวิธีที่ใช้ผลิตโครงสร้างสแคลฟโฟลด์ที่มีความพรุนโดยการน าพอลิเมอร์ที่ต้องการน ามา
ผลิตเป็นโครงสร้างสแคลฟโฟลด์มาละลายในตัวท าละลายแล้วน าสารละลายที่ได้มาแช่แข็งและท าแห้ง
แบบเยือกแข็งภายใต้สุญญากาศส่งผลให้ตัวท าละลายถูกก าจัดออกด้วยวิธีการระเหิดและได้เป็นโครง
เลี้ยงเซลล์ที่มีความพรุนสูงซึ่งสามารถควบคุมขนาดของรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ได้โดยการก าหนด
อัตราเร็วในการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ถ้าใช้อัตราเร็วมากขนาดของรูพรุนที่ได้ก็จะเล็กลงมาก [22] 
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บทที ่3 
วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 วัสดุและสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

- รังไหมไทยพันธุ์จุล 1/1 (บริษัท จุลไหมไทย จ ากัด, ไทย) 
- เจลาตินชนิดเอ (pI 9, Niita gelatin, ญี่ปุ่น) 
- คอลลาจีเนส (Fluka, สหรัฐอเมริกา) 
- กรดแอซีติก (Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) 
- กลูตาอัลดีไฮด์ (Fluka, Buchs, เยอรมน)ี 
- ถุงไดอะไลส์ (MWCO: 12,000-16,000 daltons, Viskase Company Inc.,ญี่ปุ่น) 
- น้ าปราศจากประจุ (Deionized water) 
- ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl sulfoxide (DMSO), Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) 
- Dulbecco’ s modified eagle powder medium (Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 
- 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma-Aldrich, 
สหรัฐฯ) 

- ซีรัมของตัวอ่อนลูกวัว (Fetal bovine serum (FBS), Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 
- ไกลซีน (Glycine, Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) 
- ลิเทียมโบรไมด์ (LiBr, Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) 
- Penicillin-Streptomycin solution (Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 
- สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (PBS, Bio basic inc., แคนาดา) 
- โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3, Ajax Finechem, ออสเตรเลีย) 
- โซเดียมคลอไรด์ (Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา) 
- แม่พิมพ์เทฟลอน (Teflon coated-polypropylene plastic mold, ญี่ปุ่น) 
 
 

3.2 อุปกรณ์และเครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

- เครื่องชั่งสาร (Analytical balance) 
- Autoclave (VD23, Binder, เยอรมน)ี 
- Autopipette 10-100 µl (Eppendorf, สหรัฐอเมริกา) 
- Autopipette 100-1,000 µl (Eppendorf, สหรัฐอเมริกา) 
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- บีกเกอร์ (100, 250, 500, 600, 1,000 มิลลิลิตร) 
- ไมโครปิเปตต์ทิป (100, 1,000 ไมโครลิตร) 
- แผ่นพาราฟิน (Paraffin film, Bemis, สหรัฐอเมริกา) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยงสาร (Centrifuge, Universal 320R, Hettich, เยอรมัน)  
- เครื่องกวนสารละลาย (Magnetic stirrer) 
- ตู้แช่ 4 องศาเซลเซียส (Panasonics, ไทย) 
- ตู้แช่แข็ง อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส (Haier, จีน) 
- เครื่องท าแห้งด้วยความเย็น (Freeze dry, CHRIST®, เยอรมัน) 
- ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar Flow) (Thermo sciencetific, สหรัฐอเมริกา) 
- ตู้เพาะเชื้อบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 incubator) (Thermo sciencetific, 
สหรัฐอเมริกา 

- กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope (SEM-
JSM-5410LV,JEOL Ltd., ญี่ปุ่น) 

- กล้องถ่ายรูป (D5000, Nikon, ญี่ปุ่น) 
- 24 well polystyrene tissue culture plate (Corning, สหรัฐอเมริกา) 
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3.3 วิธีการวิจัย 

 
 แผนผังการด าเนินงานวิจัย 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วย
โปรตีนเส้นไหมไฟโบรอิน, เจลาติน 
และสารสกัดโปรติโอไกลแคนใน

อัตราส่วนแตกต่างกัน 

เตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอ 

เตรียมสารละลายไฟโบรอินจากรังไหมไทย
พันธ์จุล 1/1 

1. วิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างสัณฐานโดยใช้
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด วิเคราะห์ขนาดของ 
รูพรุนด้วยโปรแกรม Image J 

2. ศึกษาโครงสร้างทางเคมีด้วย Fourier 
transform infrared spectroscopy 
(FTIR) 

3. การทดสอบความสมดุลของการบวมพอง  
(swelling test) 

4. ทดสอบการกระตุ้นการเจริญเติบโตของ
เซลล์ผิวหนัง (L929) (MTT assay) และ
ศึกษาลักษณะรูปร่างของเซลล์โดยการ
ถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

5. ทดสอบการหายของแผล (scratch test) 
ภายนอกร่างกาย (In vitro) 

ค านวณหาความเข้มข้นของ
สารละลายไฟโบรอิน 
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3.3.1 สารโปรติโอไกลแคนที่สกัดจากกระดูกอ่อนของปลา 

สารโปรติโอไกลแคนที่ถูกน ามาใช้ในงานการศึกษาครั้งนี้สกัดได้จากกระดูกอ่อนของ

ปลานิล (Oreochromis niloticus) โดยมีขั้นตอนโดยย่อดังนี้ 
1) น ากระดูกปลาส่วนหัวมาแช่ใน 4% acetic acid ที่ 4 องศาเซลเซียส พร้อมคน

ตลอดเวลานาน 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง 
  2) น าสารละลายที่ได้ในข้อ 1) มาปั่นตกตะกอนที่ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสนาน 20 นาท ีแล้วแยกตะกอนออกและเก็บส่วนของสารละลายไว้ 

3) น าเกลือ sodium chloride มาละลายใน ethanol จนอิ่มตัวแล้วน าสารที่ได้จาก
ข้อ 2) มาแช่นาน 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นน ามาปั่นตกตะกอนที่ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสนาน 20 นาท ี
  4) สิ่งที่ตกตะกอนหลังการปั่นตกตะกอน คือ สารโปรติโอไกลแคนซึ่งสามารถท าให้
บริสุทธิ์ได้โดยการน ามาละลายใน  4% acetic acid อีกครั้งหนึ่ง   

   5) น าไป dialyze ผ่านถุง dialysis ที่ 1,000 KDa  
 6) น าไปท าให้แห้งด้วยการ freeze-dry จนเป็นผงละเอียด แล้วน าไปแร่งเพ่ือให้ได้

ขนาดตามต้องการ 
สารโปรติโอไกลแคนที่สกัดได้จะถูกน ามาวัดค่าการละลายและค่าความเป็นกรดต่างโดย

น าผงที่ได้จากกระบวนการสกัดมาใส่ในน้ าบริสุทธิ์ที่อุณหภูมิห้อง ท าการเขย่าใน water bath อย่าง
สม่ าเสมอและใส่ผงที่สกัดได้จนกว่าสารละลายอ่ิมตัว โดยสังเกตได้จากการไม่ละลายเพ่ิม หลังจากนั้นน ามา
กรองผ่าน syringe filter ขนาด 0.22 ไมครอน แล้วน าสารละลายที่ได้จากการกรองมาวัดปริมาณโปรตีน
ด้วย BCA Assay kit  

ผลจากการทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพของสารโปรติโอไกลแคนที่สกัดจากกระดูก
อ่อนของปลานิล ได้ผลดังนี้ 

- ค่าการละลายในน้ าบริสุทธิ์ที่อุณหภูมิห้อง  = 0.86 ± 0.12 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร  
- ค่าความเป็นกรดด่าง    = 6.55 ± 0.44 

 
 
 
(อ้างอิงข้อมูลวิธีการสกัดโปรติโอไกลแคนตามที่ M. Majima และคณะได้รายงานไว้เกี่ยวกับวิธีการ
สกัดโปรติโอไกลแคนจากกระดูกอ่อนของปลาแซลมอนในงานวิจัยเรื่อง Effect of proteoglycan on 
experimental colitis) 
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3.3.2 การเตรียมสารละลายไฟโบรอินจากรังไหมไทยพันธ์จุล 1/1 

ก. การก าจัดเซริซิน [51] 
1) ชั่งรังไหมสายพันธุ์จุล 1/1 หนัก 40 กรัม (บันทึกน้ าหนักไหมแห้งก่อนการก าจัด

เซริซินจากไหม) 
2) ต้มรังไหมด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 0.02 โมลาร์ ปริมาตร 1,000 

มิลลิลิตร (อัตราส่วนระหว่างรังไหมต่อสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเท่ากับ      
1 : 25 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาที จ านวน 2 รอบเพ่ือละลายเซริซินหรือกาวไหมออก แต่ละรอบล้างด้วยน้ า
ปราศจากประจุหลาย ๆ ครั้ง 

  3) น าเส้นใยไหมท่ีถูกก าจัดเซริซินออกแล้วไปตากจนแห้งที่อุณหภูมิห้อง 
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1) เตรียมไหมพันธุ์จุล 1/1 2) ตัดไหมเป็นชิ้นเล็ก ๆ 

  
3) ต้มสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 0.02 

โมลาร์จนเดือด 
4) น าไหมจากข้อ 2) มาต้มในสารละลาย
โซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 0.02     

โมลาร์นาน 20 นาที 

  
5) ล้างไหมด้วยน้ า DI จ านวน 3 ครั้ง จากนั้นท าซ้ าในข้อ 
3), 4) และ 5) อีกครั้ง แล้วผึ่งไหมให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 

6) ฉีกไหมจนฟูเพ่ือเตรียม dialyze 

รูปที่ 3.1 แสดงขั้นตอนการก าจัดเซริซินจากไหม (Degumming) 
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ข. การเตรียมสารละลายไฟโบรอิน 
1) น าเส้นใยไหมท่ีได้มาดึงให้เป็นเส้นเล็ก ๆ ออกจากกันจนมีลักษณะฟู ชั่งน้ าหนัก 8 

กรัม แล้วไปละลายด้วยสารละลายลิเทียมโบรไมด์ความเข้มข้น 9.3  โมลาร์ 24 
กรัม ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง 

2) น าสารละลายไฟโบรอินที่ได้ไป dialyze (MWCO 12,000-1,6000, Viskase 
Companies, Inc., Japan) ด้วยน้ าปราศจากประจุ ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 
วัน โดยในวันแรกท าการเปลี่ยนน้ าที่เวลา15 นาที 20 นาที และ 20 นาที 
ตามล าดับ จากนั้นเปลี่ยนน้ า 3 ครั้งต่อวันเพ่ือก าจัดลิเทียมโบรไมด์ออก เก็บ
สารละลายไฟโบรอินในวันที่สาม 

3) น าสารละลายที่ได้มาปั่นเหวี่ยงแยกอนุภาคที่ไม่ต้องการที่ความเร็วรอบ 9,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นน า
สารละลายไฟโบรอินที่ได้ไปค านวณหาความเข้มข้นของสารละลาย ท าโดยการ
อบแห้งสารละลายไฟโบรอินที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส วัดน้ าหนัก ของ
สารละลายก่อนอบ และน้ าหนักไฟโบรอินแห้งหลังอบ เพ่ือค านวณหาเปอร์เซ็นต์
ความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอิน  

 

   ความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอิน  
น้ าหนักของสารละลายไฟโบรอินหลังอบ

น้ าหนักของสารละลายไฟโบรอินก่อนอบ
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1)ไหมไฟโบรอิน8กรัม ผสมกับลิเทียมโบรไมด์24

กรัม 
2) อบในตู้อบ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น

เวลาประมาณ 3-4 ชั่วโมง 

  
3)สารละลายไฟโบรอินในตัวท าละลายลิเทียมโบร

ไมด์ 
4) สารละลายไฟโบรอินในถุง dialysis 

  
5) แช่ในน้ าปราศจากประจุที่ปั่นกวนอยู่
ตลอดเวลา และเปลี่ยนน้ าเป็นเวลา 3 วัน 

6) สารละลายไฟโบรอินในน้ าปราศจากประจุ 

รูปที่ 3.2 การเตรียมสารละลายไฟโบรอิน (Dialysis of silk fibroin solution) 
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3.3.3 การเตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอ 

 เตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอมาละลายในน้ าปราศจากประจุ ให้เนื้อสารมีความเข้มข้น
ร้อยละ 4 โดยน้ าหนัก แช่ให้เจลาตินบวมน้ า 15 นาทีจากนั้นปั่นกวนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 60 นาที เพื่อให้ได้สารละลายเจลาตินใส 
 
3.3.4 การข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอิน และเจลาตินในอัตราส่วนแตกต่างกัน โดยมี

และไม่มีสารโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ 

1. ผสมสารละลายไฟโบรอิน, เจลาติน และสารโปรติโอไกลแคน ให้เนื้อสารมีความเข้มข้นร้อยละ 
4  โดยน้ าหนัก โดยมีอัตราส่วนต่างๆ ดังนี้  

1) SF25G75 คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 และเจลาตินร้อยละ 75 โดย
น้ าหนัก 

2) SF50G50 คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 50 และเจลาตินร้อยละ 50 โดย
น้ าหนัก  

3) SF75G25 คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 75 และเจลาตินร้อยละ 25 โดย
น้ าหนัก 

4) SF25G75E คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 เจลาตินร้อยละ 75 และสาร    
โปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก 

5) SF50G50E คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 50 เจลาตินร้อยละ 48.75 และสาร
โปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก 

6) SF75G25E คือ มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 75 เจลาตินร้อยละ 23.75 และสาร
โปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก 

2. ปั่นกวนเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นท าการเชื่อมขวางด้วยกลูตาอัลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 
0.02 ในที่มืดเป็นเวลา 15 นาที  

3. เทสารละลายตัวอย่างที่ได้ใส่แม่พิมพ์ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ห่อฟอยด์ตัวอย่าง น าไปแช่ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

4. น าฟอยด์ออกจากตัวอย่าง แล้วน าตัวอย่างที่เจลอย่างดีแล้วไปล้างเพ่ือก าจัดกลูตาอัลดีไฮด์ออก
โดยน าไปแช่ในไกลซีนเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าไปล้างด้วยน้ าปราศจากประจุโดยการแช่
ตัวอย่างในน้ าปราศจากประจุ 3 รอบ รอบละ 1 ชั่วโมง 
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5. น าตัวอย่างไปห่อฟอยด์ที่เจาะเป็นรูเล็ก ๆ บนพ้ืนผิวฟอยด์ น าเข้าแช่แข็งที่อุณหภูมิ -40 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมงจากนั้นน าไปท าแห้งด้วยการ freeze dry ที่อุณหภูมิ -40 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

 
3.3.5 การวัดขนาดรูพรุนและลักษณะทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอิน        

เจลาตินและสารสกัดโปรติโอไกลแคนด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด 

วิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์โดยใช้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope, SEM-JSM-5410LV, JEOL 
Ltd., Japan) ท าโดยการตัดชิ้นงานเป็นชิ้นเล็ก ๆ วางบนฐานเตรียมตัวอย่าง และน าตัวอย่าง
ที่ได้ไปเคลือบทองก่อน จากนั้นท าการถ่ายภาพที่ก าลังขยาย 35 เท่า น าภาพที่ได้มาวิเคราะห์
ขนาดของรูพรุนโดยการสุ่มวัด 100 รูในแนวราบ และแนวตัดขวางด้วยโปรแกรม Image J 
ค่าของขนาดรูพรุนที่รายงานเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
3.3.6 ศึกษาโครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอิน เจลาตินและสารสกัด โปรติ-

โอไกลแคนด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (Fourier transform infrared 
spectroscopy; FTIR) 

   วิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยโปรตีนเส้นไหม
ไฟโบรอิน เจลาตินและสารสกัดโปรติโอไกลแคนด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโก
ปีในช่วงคลื่นประมาณ 2,000-1,000 ซม-1 เพ่ือวิเคราะห์พีคของเอไมด์ (amide) ประกอบด้วย
ย่านเลขคลื่นระหว่าง 1,700-1,600 ซม-1 (amide I), 1,600-1,500 ซม-1 (amide II) และ 
1,300-1,200 ซม-1 (amide III) [52-56] และพีคของหมู่น้ าตาล (sugar) ย่านเลขคลื่นระหว่าง 
1,200-1,000 ซม-1 [53, 56] ท าการเก็บข้อมูลโดยใช้ resolution 4 ซม-1 กับ 128 coaddition 
scans [55] 

 
3.3.7 การทดสอบความสมดุลของการบวมพอง (swelling test) 

น าชิ้นงานโครงเลี้ยงเซลล์ที่ถูกท าให้แห้งแล้วมาชั่งน้ าหนักบันทึกเป็นน้ าหนักแห้ง 
จากนั้นน าไปแช่ในน้ าปราศจากประจุ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
แล้วน ามาชั่งน้ าหนักอีกครั้งบันทึกเป็นน้ าหนักเปียก ค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ของการบวม
พองในน้ า [57] 

ร้อยละของการบวมพองในน้ า = (Ww- Wd)/Wd × 100 …………………………….……(1) 
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เมื่อ Ww = น้ าหนักเปียก  
และ Wd = น้ าหนักแห้ง 

 
3.3.8 การทดสอบการกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนัง (L929) 

   เพาะเลี้ยงเซลล์L929 ลงบนจานเพาะเลี้ยงให้มีจ านวนเซลล์ 2.5x104 เซลล์ต่อหลุม
ใน 48 well-plate เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ปกติ(DMEM) ประกอบด้วยDMEM, 10% FBS , 
50 U/mL penicillin streptomycin ในตู้บ่ม 5% CO2อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยง
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในขณะเดียวกัน น าชิ้นงานโครงเลี้ยงเซลล์สูตรต่าง ๆ ขนาด 1x1 ตาราง
เซนติเมตร แช่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าชิ้นงานออกแยกส่วนใสของ
อาหารเลี้ยงเซลล์ มากรองด้วยหัวกรองขนาด 0.22 ไมครอน แล้วเปลี่ยนแทนที่อาหารเลี้ยง
เซลล์เดิม เลี้ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นตรวจสอบจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตด้วยวิธี MTT 
assay หรือ (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay 
โดยดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เดิมออกล้างด้วยบัฟเฟอร์ PBS จากนั้นเติมสารละลาย MTT ความ
เข้มข้น  0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที ในที่มืด จากนั้นดูดสารละลาย MTT ออก และเติมตัวท าละลาย 
dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในการชะผลึกออกมาจะได้
สารละลายสีม่วงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น 570 นาโนเมตรเพ่ือหา
ปริมาณผลึก formazan ที่ถูกละลายออกมามีค่าแปรผันโดยตรงกับปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตอยู่  
[58] โดยน าค่าการดูดกลืนแสงมาค านวณหาค่าร้อยละของการรอดชีวิตของเซลล์เทียบกับกลุ่ม
ควบคุม (control) ค านวณตามสมการที่ (2) 

 
% Relative cell number = (At ÷ AC) × 100 …………………..……….….(2)  

เมื่อ At = Mean absorbance test  
และ Ac = Mean absorbance control 

 

ศึกษาลักษณะรูปร่าง (morphology) ของเซลล์โดยการถ่ายภาพด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ (Nikon eclipseTS100, USA) ของเซลล์หลังจากที่เลี้ยงด้วยอาหารที่ผ่านการแช่
ชิ้นงานเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และลักษณะการย้อมติดสีของ MTT หลังจากการท า MTT assay 
[57] 
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3.3.9 การทดสอบการหายของแผล (scratch test) ภายนอกร่างกาย (in vitro) 

เพาะเลี้ยงเซลล์ L929 ลงบนจานเพาะเลี้ยงให้มีจ านวนเซลล์ 2 x 105 เซลล์ต่อหลุม
ใน 24 well-plate เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ปกติ (DMEM) ประกอบด้วย DMEM, 10% 
FBS , 50 U/mL penicillin streptomycin ในตู้บ่ม 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จนกระทั่งเกิดเป็น monolayer ที่ก้นหลุม ในขณะเดียวกัน 
น าชิ้นงานโครงเลี้ยงเซลล์สูตรต่าง ๆ ขนาด 0.5 x 0.5 ตารางเซนติเมตร แช่ในอาหารเลี้ยง
เซลล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นใช้ปลายทิปปิเปตที่ปราศจากเชื้อขีดข่วนที่ก้นหลุมใน
ลักษณะเป็นเส้นตรงแล้วล้างเศษเซลล์ออกด้วยบัฟเฟอร์ PBS แล้วเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผ่าน
การแช่โครงเลี้ยงเซลล์สูตรต่าง ๆ (DMEM) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (n=4) ถ่ายภาพด้วย
ก าลังขยาย 10 เท่า ก่อนน าไปบ่มในตู้บ่ม 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท าการ
ถ่ายภาพอีกเม่ือครบเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง ตามล าดับ น าภาพที่ได้ก่อนการบ่มและหลังบ่ม
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มาวิเคราะห์หาพ้ืนที่ที่ไม่มีเซลล์ L929 มายึดเกาะด้วยโปรแกรม Image 
J และหาค่าของร้อยละของการปิดของบาดแผล  (n=4) [59, 60] 

% Wound closure = ((Hb - Ha) Hb × 100) …………………………………………..….(3)  
เมื่อ Hb = พ้ืนที่ว่างก่อนบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
และ Ha = พ้ืนที่ว่างหลังบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

3.3.10 การทดสอบการย่อยสลายในทางชีวภาพภายนอกร่างกาย (in vitro) 

   น าชิ้นงานโครงเลี้ยงเซลล์ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 7.4 ใน
สารละลายปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยเอนไซม์ collagenase 1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
และ sodium azide 0.01 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เป็นเวลา 9 ช่วง คือ 15 นาที, 
30 นาที, 1 ชั่วโมง, 6 ชั่วโมง, 12 ชั่วโมง, 1 วัน, 3 วัน, 5 วัน และ 7 วัน ตามล าดับ เปลี่ยน
สารละลายทุก ๆ 2 วัน เมื่อครบเวลาในแต่ละช่วงให้น าชิ้นงานโครงเลี้ยงเซลล์ออกมาจาก
สารละลายแล้วล้างด้วยน้ าปราศจากประจุ น าไปปั่นที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 15 นาที แล้วน าไปท าให้แห้งด้วยความเย็น (freeze-drying) ชั่งน้ าหนัก ค านวณหาค่า
เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักที่เหลืออยู่ รายงานเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=4) [45] 

ร้อยละของน้ าหนักท่ีเหลือ = (Wre ÷ Wint) × 100 ……………………………………..….(4)  
เมื่อ Wint = น้ าหนักก่อนถูกย่อยสลาย 
และ Wre = น้ าหนักหลังถูกย่อยสลาย 
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3.3.11 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

 เปรียบเทียบหาความแตกต่างของค่าเฉลี่ยจากผลการทดสอบที่ค านวณได้ระหว่าง
กลุ่มของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยโปรตีนเส้นไหมไฟโบรอิน, เจลาติน และสารโปรติโอ
ไกลแคนในอัตราส่วนที่แตกต่างกันของแต่ละสูตรด้วยสถิติ One-Way ANOVA โดยก าหนด
ระดับนัยส าคัญทางสถิติท่ี 0.05 (P-value < 0.05) โดยใช้โปรแกรม SPSS Statistics 17.0 
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

4.1 ผลการขึ นรูปโครงเลี ยงเซลล์ 

ผลการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอิน และเจลาตินในอัตราส่วนแตกต่างกัน โดย
มีและไม่มีสารโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบพบว่า สามารถขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ได้ครบทุกสูตร 
ยกเว้นสูตรที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 75 เจลาตินร้อยละ 23.75 และมีอัตราส่วนผสม
ของสารโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก ซึ่งไม่สามารถถูกข้ึนรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ได้ส าเร็จ
เนื่องจากตัวอย่างไม่เกิดการเจลอย่างสมบูรณ์ในระหว่างขั้นตอนการขึ้นรูป ดังนั้นจึงได้ตัดสูตรที่มีอัตรา
ส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 75 เจลาตินร้อยละ 23.75 และมีอัตราส่วนผสมของสารโปรติโอไกล
แคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก กับสูตรทีม่ีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 75 และเจลาตินร้อยละ 
25 โดยน้ าหนักออกจากการทดลอง 
 
4.2 ผลการวัดขนาดรูพรุนและลักษณะทางกายภาพของโครงเลี ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอิน       

เจลาตินและสารสกัดโปรติโอไกลแคนด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด 

ลักษณะโครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์ถูกวิเคราะห์โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราดซึ่งได้ผลดังรูปที่ 4.1 โดยมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยดังแสดงในตารางที่ 4.1 
 

ตารางที่ 4.1 สรุปขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอินและเจลาตินใน

อัตราส่วนแตกต่างกันโดยมีและไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ 

 

 

ลักษณะสมบัติ 
โครงเลี้ยงเซลล์ 

SF25G75 SF25G75E SF50G50 SF50G50E 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 
± SD (ไมครอน) 

366.36 ± 89.13  665.46 ± 149.71  266.15 ± 67.92  231.86 ± 92.38  
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SF25G75 SF50G50 

  
SF25G75E SF50G50E 

รูปที่ 4.1 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราดของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอิน
และเจลาตินในอัตราส่วนแตกต่างกันโดยมีและไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ 
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4.3 ผลการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของโครงเลี ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอิน เจลาตินและสาร
สกัดโปรติโอไกลแคนด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (Fourier 
transform infrared spectroscopy; FTIR) 

 ลักษณะคุณสมบัติทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ถูกวิเคราะห์ด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม
อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี ได้ผลดังรูปที่ 4.2 จะสังเกตเห็นพีคของเอไมด์ (amide) ในช่วง 1700-
1600 ซม-1 (amide I), 1600-1500 ซม-1 (amide II) และ 1300-1200 ซม-1 (amide III) ปรากฏขึ้น
อย่างชัดเจนกับโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีไฟโบรอินและเจลาตินเป็นองค์ประกอบในอัตราส่วนผสมต่าง ๆ [รูป
ที่ 4.2 (SF25G75, SF25G75E, SF50G50, SF50G50E)] นอกจากนี้ยังแสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์
จากไฟโบรอินและเจลาตินที่มีสารสกัดโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ [รูปที่ 4.2 (SF50G50E และ 
SF25G75E)] จะเกิดพีคปรากฏที่แถบการดูดกลืนแสงที่ 1100 ซม-1 

 

 

รูปที่ 4.2 ลักษณะของอินฟราเรดสเปกตรัมที่วิเคราะห์ได้จากฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทร-
สโกปีของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอินและเจลาตินในอัตราส่วนแตกต่างกันโดยมี
และไม่มีสารสกัดโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ 
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4.4 ผลการทดสอบความสมดุลของการบวมพอง (swelling test) 

ผลจากการทดสอบความสมดุลของการบวมพองของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ได้จะเห็นได้ว่าร้อยละ
ของการบวมพองในน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์จากไฟโบรอินและเจลาตินทั้งที่มีและไม่มีสารสกัดโปรติโอไกล-
แคนเป็นองค์ประกอบไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิดังแสดงในตารางที่ 4.2 และรูปที่ 4.3 

 

 ตารางที่ 4.2 สมดุลของการบวมพองในน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอินและเจลาตินใน
อัตราส่วนแตกต่างกันโดยมีและไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ 

 

 

รูปที่ 4.3 สมดุลของการบวมพองในน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอินและเจลาตินใน
อัตราส่วนแตกต่างกันโดยมีและไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ ( * = แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ (p-value < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มตัวอย่างอ่ืนทั้งหมด) 
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ลักษณะสมบัติ 
โครงเลี้ยงเซลล์ 

SF25G75 SF25G75E SF50G50 SF50G50E 
การบวมพองในน้ า 

± SD (%wt) 
1324.563 

± 
6.797315 

1060.718 
± 

24.46178 

1175.3 
± 

41.30021 

1174.341 
± 

2.873373 

* 
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4.5 ผลการทดสอบการกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนัง (L929) 

ผลการทดสอบการกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนัง (L929) หลังจากใส่สารสกัดที่ได้

จากการแช่โครงเลี้ยงเซลล์สูตรต่างๆ ที่ผลิตขึ้นในอาหารเลี้ยงเซลล์ พบว่า เมื่อเทียบผลของร้อยละของ

การรอดชีวิตของเซลล์ระหว่างโครงเลี้ยงเซลล์กลุ่มตัวอย่างต่างๆ กับกลุ่มควบคุม จะเห็นได้ว่าโครง

เลี้ยงเซลล์กลุ่มตัวอย่างต่างๆ มีร้อยละของการรอดชีวิตของเซลล์ต่ ากว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ

ยกเว้น กลุ่มตัวอย่างของโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 เจลาตินร้อยละ 

73.75 และโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก และเมื่อเทียบผลของร้อยละของการรอดชีวิต

ของเซลล์ระหว่างโครงเลี้ยงเซลล์กลุ่มตัวอย่างต่างๆ ด้วยกันพบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสม

ของไฟโบรอินร้อยละ 25 เจลาตินร้อยละ 73.75 และโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก มีร้อย

ละของการรอดชีวิตของเซลล์สูงกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 และ  

เจลาตินร้อยละ 75 โดยน้ าหนัก และโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 50 และ  

เจลาตินร้อยละ 50 โดยน้ าหนัก อย่างมีนัยส าคัญ ดังแสดงในตารางที่ 4.3 และรูปที่ 4.4 ส่วนผลของ

การศึกษาลักษณะรูปร่างของเซลล์ จะเห็นลักษณะการย้อมติดสีของ MTT ดังรูปที่ 4.5 

 

 ตารางที่ 4.3 ตารางแสดงร้อยละของเซลล์ที่รอดชีวิตหลังจากได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีส่วนประกอบ
ของสารสกัดที่ได้จากโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอินและเจลาตินในอัตราส่วน
แตกต่างกันโดยมีและไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ 

 

ลักษณะสมบัติ 
โครงเลี้ยงเซลล์ 

SF25G75 SF25G75E SF50G50 SF50G50E 

ร้อยละของเซลล์ที่
รอดชีวิต ± SD 

52.41 ± 10.56 86.84 ± 19.54 51.23 ± 14.95 65.47 ± 12.98 



 

 

54 

 
รูปที่ 4.4 ร้อยละของเซลล์ที่รอดชีวิตหลังจากได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีส่วนประกอบของสารสกัดที่ได้

จากโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอินและเจลาตินในอัตราส่วนแตกต่างกันโดยมีและไม่
มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ ( * = แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p-value < 0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับ positive control (DMEM) ณ เวลาเดียวกัน (24 ชั่วโมง), ** = แตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญ (p-value < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มตัวอย่าง SF25G75 และ SF50G50 
ณ เวลาเดียวกัน (24 ชั่วโมง) 
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 ลักษณะเซลล์ก่อนฃฃการย้อม ลักษณะเซลล์หลังการย้อม 

 

  

 

  

 

  

 

  

รูปที่ 4.5 ลักษณะรูปร่างของเซลล์โดยการถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์ของเซลล์หลังจากที่เลี้ยงด้วย
อาหารที่ผ่านการแช่ชิ้นงานเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และลักษณะการย้อมติดสีของ MTT 
หลังจากการท า MTT assay 
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4.6 ผลการทดสอบการหายของแผล (scratch test) ภายนอกร่างกาย (in vitro) 

หลังจากใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการแช่โครงเลี้ยงเซลล์สูตรต่าง ๆ  พบว่า เซลล์ที่ได้รับอาหาร
เลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการแช่โครงเลี้ยงเซลล์ทั้งสูตรที่มีและไม่มีสารโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบเป็น
ระยะเวลา 12 และ 24 ชั่วโมง จะสามารถเคลื่อนที่ไปยังบริเวณพ้ืนที่ว่างหรือรอยข่วนที่สร้างขึ้นมาได้ 
ส่งผลให้ช่องว่างนั้นหดแคบลง โดยเซลล์จะเคลื่อนที่เข้าไปมากขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป 12 และ 24 ชั่วโมง 
ตามล าดับ สังเกตได้จากภาพถ่ายที่น ามาวิเคราะห์ จะเห็นได้ว่าเซลล์มีจ านวนเพ่ิมขึ้น ดังรูปที่ 4.7 โดย
ร้อยละของการปิดของแผลในแต่ละกลุ่มตัวอย่างจะไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มตัวอย่างอ่ืนๆ (รูปที่ 4.6) 

  

  
รูปที่ 4.6 ร้อยละของการปิดของแผลของเซลล์หลังจากได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีส่วนประกอบของ

สารสกัดที่ได้จากโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอินและเจลาตินในอัตราส่วนแตกต่าง
กันโดยมีและไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ 

 
 
 
 
 
 
 

0

5

10

15

20

25

30

DMEM SF25G75 SF25G75E SF50G50 SF50G50E

W
o

u
n

d
 c

lo
su

re
 (

%
) 

Scaffold 



 

 

57 

 0 ช่ัวโมง 12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 

 

   

 

   

 

   

 

   

 

   

รูปที่ 4.7 ภาพแสดงลักษณะการหายของแผลภายนอกร่างกายหลังจากได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผ่าน
การแช่โครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอินและเจลาตินในอัตราส่วนแตกต่างกันโดยมี
และไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบเป็นเวลา 0, 12 และ 24 ชั่วโมง ตามล าดับ 
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4.7 ผลการทดสอบการย่อยสลายในทางชีวภาพภายนอกร่างกาย (in vitro) 

ผลการทดสอบการย่อยสลายในทางชีวภาพภายนอกร่างกายโดยแช่โครงเลี้ยงเซลล์ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีเอนไซม์ collagenase 1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ sodium azide 
0.01 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 7.4 เป็นเวลา 168 ชั่วโมง พบว่าโครง
เลี้ยงเซลล์ที่มีสารโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบจะมีอัตราการย่อยสลายมากกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มี
สารโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบเมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนของไฟโบรอินและเจลาติน
ใกล้เคียงกัน และยังพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีเจลาตินในอัตราส่วนที่สูงกว่าจะมีอัตราการย่อยสลายได้
มากกว่า ดังรูปที่ 4.8 โดยโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีเจลาตินในอัตราส่วนที่สูงกว่าและมีสารโปรติโอไกลแคนเป็น
องค์ประกอบจะมีอัตราการย่อยสลายมากที่สุด 

 

 

รูปที่ 4.8 อัตราการย่อยสลายภายนอกร่างกายของโครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิดในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ที่มีเอนไซม์คอลลาจีเนส 1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ sodium azide 0.01 
เปอร์เซ็นต์บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 7.4 เป็นเวลา 168 ชั่วโมง 
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บทที ่5 
อภิปรายผลการทดลอง 

กระดูกอ่อนบริเวณส่วนหัวของปลานิลมีสารโปรติโอไกลแคนชนิดแอกกรีแคน (aggrecan) 
เป็นองค์ประกอบหลัก [61] โดยโปรติโอไกลแคนชนิดนี้จะมีโครงสร้างหลักหนึ่งเป็นโปรตีน ในส่วนของ
โครงสร้างโปรตีนนี้จะมีโครงสร้างย่อยหนึ่งที่มีลักษณะเหมือนสารกระตุ้นการสร้างเซลล์ผิวหนังซึ่ง
เรียกว่า G3 domain ซึ่งสามารถท าปฏิกิริยาจ าเพาะกับแอนติบอดีต่อสารกระตุ้นการสร้างเซลล์
ผิวหนัง (anti-mouse EGF) [8] จึงอาจจะกล่าวได้ว่าโปรติโอไกลแคนอาจจะมีคุณสมบัติหนึ่งที่คล้าย
กับสารกระตุ้นการสร้างเซลล์ผิวหนังที่สามารถกระตุ้นให้เกิดการแบ่งตัวของเซลล์ (replication), การ
เพ่ิมจ านวนเซลล์ของเนื้อเยื่อบุผิว (proliferation) และช่วยเร่งกระบวนการหายของแผลได้ [12] 
นอกจากนี้ยังมโีครงสร้างหลักอีกหนึ่งชนิด คือ คาร์โบไฮเดรตซึ่งยึดเกาะอยู่กับโครงสร้างที่เป็นโปรตีน
ของโปรติโอไกลแคนด้วยพันธะโคเวเลนต์ เรียกว่า ไกลโคซามิโนไกลแคนส์  (glycosaminoglycan, 
GAGs) โดยชนิดของไกลโคซามิโนไกลแคนส์ที่พบเป็นองค์ประกอบส่วนใหญ่ คือ chondroitin 
sulfate [11] ซึ่งมีการศึกษาพบว่าโครงสร้างดังกล่าวนี้มีส่วนช่วยในกระบวนการหายของแผลได้ด้วย
เช่นเดียวกัน โดยไกลโคซามิโนไกลแคนส์ของโปรติโอไกลแคนจะสามารถไปจับกับตัวรับชนิดหนึ่งที่
เรียกว่า CD44 ซึ่งปรากฏอยู่บริเวณบนพ้ืนผิวของเซลล์ผิวหนังได้ เป็นผลให้เกิดการส่งสัญญาณภายใน
เซลล์ที่จะเหนี่ยวน าให้เกิดการแบ่งตัวและการเคลื่อนที่ของเซลล์ได้ [62] 
 โครงสร้างสแคลฟโฟลด์หรือโครงเลี้ยงเซลล์ถูกน ามาใช้ประโยชน์ในงานทางด้านวิศวกรรม
เนื้อเยื่อโดยใช้เป็นโครงสร้างชั่วคราวส าหรับให้เซลล์เคลื่อนที่เข้าไปยึดเกาะ เกิดการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวน
และเจริญเติบโตเกิดกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อใหม่ขึ้นทดแทนเนื้อเยื่อที่เสียหายไป การผลิตโครงเลี้ยง
เซลล์ให้มีโครงสร้างและหน้าที่ทางชีววิทยาที่คล้ายคลึงกับสารองค์ประกอบภายนอกเซลล์ 
(extracellular matrix) คือ คุณลักษณะส าคัญที่ต้องการนอกเหนือไปจากเรื่องของความเข้ากันได้
ทางชีวภาพ และการย่อยสลายได้ทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ [18, 22, 63] การน าสารโปรติโอ-
ไกลแคนซึ่งเป็นองค์ประกอบหนึ่งของสารที่เป็นองค์ประกอบภายนอกเซลล์ตามธรรมชาติ  [5] มาขึ้น
รูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ร่วมกับไฟโบรอินและเจลาตินนั้น นอกจากจะช่วยในเรื่ องของการเร่งการหาย
ของแผลแล้วยังท าให้ได้โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีคุณลักษณะที่คล้ายคลึงกับสารที่เป็นองค์ประกอบภายนอก
เซลล์มากยิ่งขึ้นอีกด้วย จากการศึกษาประสิทธิภาพของสารละลายโปรติโอไกลแคนที่สกัดได้จาก
กระดูกอ่อนของปลาในการส่งเสริมกระบวนการเพ่ิมจ านวนและการเคลื่อนที่ของเซลล์ที่ผ่านมาพบว่า 
ความเข้มข้นของสารละลายโปรติโอไกลแคนที่เหมาะสมต่อการน ามาใช้ให้เกิดประสิทธิภาพสูงอยู่
ในช่วง 0.1 ถึง 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่จะให้ประสิทธิภาพต่ าในช่วง 100 ถึง 1,000 ไมโครกรัม
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ต่อมิลลิลิตร [62] ในงานวิจัยนี้จึงได้เลือกใช้ความเข้มข้นของสารละลายโปรติโอไกลแคนประมาณ 
500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ร่วมกับไฟโบรอินและเจลาตินโดยคาดว่า
โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตได้นี้จะค่อยๆสลายและปลดปล่อยโปรติโอไกลแคนออกมาด้วยความเข้มข้นที่
เหมาะสมต่อประสิทธิภาพในการเร่งกระบวนการเพ่ิมจ านวนและการเคลื่อนที่ของเซลล์ 

ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า สารโปรติโอไกลแคนที่สกัดจากกระดูกอ่อนของปลานิลสามารถ
ถูกน ามาผลิตเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ร่วมกับไฟโบรอินและเจลาตินได้ โดยในการศึกษาครั้ง นี้เลือกใช้       
เจลาตินชนิดเอเนื่องจากสารโปรติโอไกลแคนที่สกัดจากกระดูกอ่อนของปลานิลมีคุณสมบัติเป็นกรด 
ซึ่งเหมาะที่จะเลือกใช้เจลาตินชนิดเอมาเป็นโปรตีนร่วมในการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ [35] จากการขึ้น
รูปโครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 6 สูตร พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 75 เจลาติน
ร้อยละ 23.75 และโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 เกิดเป็นเจลไม่สมบูรณ์ในระหว่างขั้นตอนการผลิต
แต่ไม่เกิดปัญหานี้ในโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินที่ใกล้เคียงกัน (มี
อัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 75 และเจลาตินร้อยละ 25 โดยน้ าหนัก) โดยอาจจะอธิบายได้ว่า
โปรติโอไกลแคนอาจมีผลในการเกิดเจลของเจลาตินโดยไปมีผลท าให้ความแข็งแรงของเจล (gel 
strength) ลดลง ด้วยเหตุนี้จึงเลือกศึกษาโครงเลี้ยงเซลล์เพียง 4 สูตรที่เหลือเท่านั้น ซึ่งหลังจากขึ้นรูป
พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ได้มีความคงตัวดีและมีรูพรุนสม่ าเสมอ ไม่ใหญ่จนเกินไปจนท าให้ชิ้นงาน
เปราะบาง รวมทั้งมีขนาดเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ [64, 65] จากการทดสอบคุณสมบัติ
ทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยไฟโบรอินและ 

เจลาตินในอัตราส่วนแตกต่างกันโดยมีและไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ พบว่า โครง

เลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 เจลาตินร้อยละ 73.75 และโปรติโอไกลแคน

ร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก มีขนาดรูพรุนเฉลี่ยสูงที่สุดคือมีขนาดเท่ากับ 665.46 ± 149.71 และโครง

เลี้ยงเซลล์ที่มีขนาดรูพรุนเฉลี่ยใหญ่รองลงมาคือ โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอิน    

ร้อยละ 25 และ เจลาตินร้อยละ 75 โดยน้ าหนัก ซึ่งมีขนาดรูพรุนเฉลี่ย 366.36 ± 89.13 เมื่อ

เปรียบเทียบขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์ทั้งสองสูตรนี้ พบว่าโปรติโอไกลแคนมีผลท าให้ขนาด

รูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์มีขนาดใหญ่ขึ้น แต่ไม่มีผลท าให้โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของ

ไฟโบรอินร้อยละ 50 เจลาตินร้อยละ 48.75 และโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก มีขนาดรู

พรุนเฉลี่ยสูงชึ้นทั้งที่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบโดยจะพบว่ามีขนาดรูพรุนเฉลี่ยใกล้เคียงกับ

โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 50 เจลาตินร้อยละ 50 โดยน้ าหนัก ซึ่งอาจจะ

เป็นไปได้ว่าโปรติโอไกลแคนจะมีผลท าให้ขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์สูงขึ้นอย่างมากเมื่อใช้
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อัตราส่วนผสมของไฟโบรอินน้อย (ร้อยละ 25) และใช้อัตราส่วนผสมของเจลาตินมาก (ร้อยละ 73.75) 

นอกจากนี้ยังพบว่าขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์จะมีขนาดใหญ่ขึ้นเมื่อผสมไฟโบรอินลงไป

น้อยลงและเพ่ิมอัตราส่วนผสมของเจลาตินให้มากขึ้น กล่าวคือโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของ

ไฟโบรอินร้อยละ 25 และเจลาตินร้อยละ 75  โดยน้ าหนัก จะมีขนาดรูเฉลี่ยใหญ่กว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่

มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 50 และเจลาตินร้อยละ 50 โดยน้ าหนัก และโครงเลี้ยงเซลล์ที่มี

อัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 เจลาตินร้อยละ 73.75 และโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 

โดยน้ าหนัก จะมีขนาดรูเฉลี่ยใหญ่กว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 50     

เจลาตินร้อยละ 48.75 และโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก ซึ่งผลที่ได้ตรงกับการศึกษาของ 

J. He และคณะ (2012) และ W. Anuchiracheewa และคณะ (2012) ที่พบว่าปริมาณของไฟโบรอิน

แปรผกผันกับขนาดของรูพรุน และปริมาณของเจลาตินแปรผันตรงกับขนาดของรูพรุน กล่าวคือ ถ้า

ผสมปริมาณของไฟโบรอินมากขึ้น จะท าให้ชิ้นงานมีขนาดของรูพรุนที่เล็กลง และถ้าผสมปริมาณของ

เจลาตินมากขึ้น จะท าให้ชิ้นงานมีขนาดของรูพรุนที่ใหญ่ขึ้น [66, 67]  

จากการทดสอบสมดุลของการบวมพองในน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์ทั้งที่มีและไม่มีโปรติโอไกล-

แคนเป็นองค์ประกอบพบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 และเจลาติน

ร้อยละ 75 โดยน้ าหนัก มีร้อยละของการบวมพองในน้ าสูงกว่าโครงเลี้ยงเซลล์สูตรอ่ืนๆ อย่างมี

นัยส าคัญ และโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 เจลาตินร้อยละ 73.75 และ

โปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก มีร้อยละของการบวมพองในน้ าน้อยที่สุด ซึ่งมีค่าน้อยกว่า

โครงเลี้ยงเซลล์สูตรอ่ืนๆ อย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบผลของโครงเลี้ยงเซลล์ทั้งสองซึ่งมีอัตรา

ส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินใกล้เคียงกันจะบ่งบอกได้ว่าโปรติโอไกลแคนมีผลท าให้โครงเลี้ยง

เซลล์ดูดซึมน้ าได้น้อยลง แต่เมื่อเปรียบเทียบผลระหว่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของ         

ไฟโบรอินร้อยละ 50 และเจลาตินร้อยละ 50 โดยน้ าหนัก และโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของ

ไฟโบรอินร้อยละ 50 เจลาตินร้อยละ 48.75 และโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก พบว่า   

โปรติโอไกลแคนไม่มีผลต่อการดูดซึมน้ าของโครงเลี้ยงเซลล์เมื่อเทียบผลระหว่างโครงเลี้ยงเซลล์ทั้งสอง

กลุ่มนี้โดยโครงเลี้ยงเซลล์ทั้งสองซึ่งมีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินใกล้เคียงกันมีค่าร้อยละ

ของการบวมพองในน้ าใกล้เคียงกันและไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ สอดคล้องกับผลการ

ทดสอบทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ที่พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ทั้งสองมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยใกล้เคียงกัน

จึงท าให้มีความสามารถในการดูดซึมน้ าไม่แตกต่างกัน นอกจากนี้ยังพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ มีอัตรา
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ส่วนผสมของเจลาตินที่มากกว่าจะมีค่าร้อยละของการบวมพองในน้ าสูงกว่า นั่นคือ โครงเลี้ยงเซลล์ที่มี

อัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 และเจลาตินร้อยละ 75 โดยน้ าหนัก จะมีร้อยละของการบวม

พองในน้ าสูงกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 50 และเจลาตินร้อยละ 50 

โดยน้ าหนัก และโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 เจลาตินร้อยละ 73.75 

และโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก จะมีร้อยละของการบวมพองในน้ าสูงกว่าโครงเลี้ยง

เซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 50 เจลาตินร้อยละ 48.75 และโปรติโอไกลแคนร้อยละ 

1.25 โดยน้ าหนัก  

จากการศึกษาลักษณะคุณสมบัติทางเคมีของโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม

อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีไฟโบรอินและเจลาตินเป็นองค์ประกอบ จะเกิดพีค

ของเอไมด์ทั้ง 3 ชนิด คือ เอไมด์ปฐมภูมิ เอไมด์ทุติยภูมิและเอไมด์ตติยภูมิ กล่าวคือจะเกิดการสั่นของ

โมเลกุลแบบยืด-หดของพันธะ C=O ในเอไมด์ปฐมภูมิ เกิดการสั่นของโมเลกุลแบบยืด-หดของพันธะ 

C-N และเกิดการสั่นของโมเลกุลแบบงอของพันธะ N-H ในเอไมด์ทุติยภูมิ และเกิดการสั่นของโมเลกุล

แบบยืด-หดของพันธะ C-N กับ C-C และเกิดการสั่นของโมเลกุลแบบงอของพันธะ N-H ในเอไมด์   

ตติยภูมิ นอกจากนี้ยังพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ จะเกิดพีคของหมู่

ฟังก์ชันที่มีอยู่ในโครงสร้างของโมเลกุลน้ าตาล นั่นคือ พีคที่ได้เกิดจากการสั่นของโมเลกุลภายใน

โครงสร้างที่เป็นวงแหวนของน้ าตาลโดยจะเกิดการสั่นของพันธะ C-O-C, C-OH และ C-C กล่าวโดย

สรุปจะได้ว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีไฟโบรอินและเจลาตินเป็นองค์ประกอบจะมีหมู่ฟังก์ชันที่พบอยู่ใน

โปรตีน และโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีไฟโบรอิน เจลาตินและโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบจะมีหมู่    

ฟังก์ขันที่พบอยูใ่นโปรตีนและน้ าตาล แม้ว่าโปรติโอไกลแคนที่น ามาใช้สามารถถูกวัดหาปริมาณโปรตีน

ด้วย BCA Assay kit ในการหาค่าการละลายของโปรตีนของโปรติโอไกลแคนในน้ าบริสุทธิ์ที่

อุณหภูมิห้องได้ แต่เมื่อถูกน ามาวิเคราะห์หาหมู่ฟังก์ชันภายในสารสกัดโปรติโอไกลแคนที่สกัดจาก

กระดูกอ่อนของปลานิลพบเพียงหมู่ฟังก์ชันที่แสดงถึงการมีโครงสร้างของหมู่น้ าตาลอยู่ภายในสารสกัด

แต่ไม่พบหมู่ฟังก์ชันที่พบอยู่ในโปรตีนทั้งที่โปรติโอไกลแคนประกอบด้วยโครงสร้างที่ประกอบด้วย

โปรตีนและน้ าตาล ทั้งนี้ได้มีรายงานในการหาหมู่ฟังก์ชันของโปรติโอไกลแคนที่สกัดจากกระดูกอ่อน

ของลูกวัวด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปีโดยใช้ resolution 4 ซม-1 เหมือนกันกับ

งานวิจัยนี้ แต่ใช้ coaddition ต่างกัน คือใช้ 256 coaddition scans แต่ในงานวิจัยนี้ใช้ 128 
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coaddition scans [53] ซึ่งอาจจะเป็นไปได้ว่าการใช้โปรติโอไกลแคนที่สกัดจากกระดูกอ่อนในสัตว์

ต่างชนิดกันจะให้ผลการวิเคราะห์ด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปีแตกต่างกัน หรือ

การใช้ coaddition ที่ต่างกันนี้อาจจะมีผลต่อการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันในสารสกัดดังกล่าวด้วยฟูเรียร์-

ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี  

ในด้านคุณสมบัติทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ เมื่อน าโครงเลี้ยงเซลล์กลุ่มตัวอย่างต่างๆ มา
ทดสอบคุณสมบัติในการกระตุ้นการเจริญเติบโตและการรอดชีวิตของเซลล์ผิวหนังพบว่า โครงเลี้ยง
เซลล์ที่มสีารสกัดโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตได้ดีกว่าโครงเลี้ยง
เซลล์ที่มีแต่ไฟโบรอินและเจลาตินเป็นองค์ประกอบเท่านั้น สอดคล้องกับผลการศึกษาของ A. Passi 
และคณะ (1997) [68] ที่แสดงให้เห็นว่าโปรติโอไกลแคนสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์
ผิวหนังได้โดยไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษ นอกจากนี้โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีสารเจลาตินเป็นองค์ประกอบอยู่
สูง ยังสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังได้สูงกว่า สอดคล้องกับผลการทดลองที่มีมา
ก่อนซึ่งแสดงให้เห็นว่าเจลาตินสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังได้เช่นเดียวกัน [69]  

จากการทดสอบเก่ียวกับกระบวนการหายของแผลภายนอกร่างกายระหว่างโครงเลี้ยงเซลล์ที่
มีสารสกัดโปรติโอไกลแคนเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีสารสกัดโปรติโอไกลแคนพบว่า 
โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบมีอัตราการหายของแผลสูงกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่
ไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบแต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากมีส่วนประกอบของโปรติโอไกลแคนในโครงเลี้ยงเซลล์ในความเข้มข้นที่ต่ าเกินไป 
นอกจากนี้ยังพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตขึ้นทั้งหมดมีค่าร้อยละของการปิดของแผลมากกว่ากลุ่ม
ควบคุม (22.035 ± 3.776228) โดยโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25       
เจลาตินร้อยละ 73.75 และโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก มีค่าร้อยละของการปิดของ
แผลมากที่สุด (26.2875 ± 1.54847) แต่ผลที่ได้นี้ก็ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเช่นเดียวกัน 

ไฟโบรอิน เจลาตินและโปรติโอไกลแคนเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติที่ถูกนิยมน ามาใช้ผลิตเป็น
วัสดุปิดแผลไหม้เพราะสามารถเข้ากันได้ในทางชีวภาพ ถูกย่อยสลายได้ในทางชีวภาพ และไม่
ก่อให้เกิดอันตรายต่อร่างกายมนุษย์ [70] A. Schneider และคณะได้ผลิตแผ่นเส้นใยอิเล็คโครสปัน
จากไฟโบรอินในเส้นไหมโดยมีสารกระตุ้นการสร้างเซลล์ผิวหนังเป็นองค์ประกอบเพ่ือใช้เป็นวัสดุปิด
แผลโดยได้น าไปทดสอบการหายของแผลในเซลล์ผิวหนังมนุษย์ (human dermal fibroblasts) 
ภายนอกร่างกายโดยพบว่าวัสดุปิดแผลดังกล่าวสามารถเร่งการหายของแผลได้ [71] H.W. Ju และ
คณะได้ผลิตไฮโดรเจลจากไฟโบรอินร่วมกับแคลเซียมอัลจิเนทและคาร์บอกซี่เมทิล -เซลลูโลสโดย
พบว่าไฮโดรเจลที่ผลิตขึ้นสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ตัวอ่อนหนู (NIH 3T3 
fibroblasts) และช่วยสร้างเซลล์ใหม่มาทดแทนเซลล์เก่าในแผลไหม้ระดับที่สองของหนูทดลองได้ 
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[72] นอกจากนี้ยังมีการศึกษาโดยน าเอาไฟโบรอินกับเจลาตินมาใช้ร่วมกันในการผลิตเป็นวัสดุปิดแผล
ที่สามารถส่งเสริมการยึดเกาะและการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ผิวหนังของหนู (L929) และส่งเสริมการ
หายของแผลลึกในหนูทดลองได้ รวมทั้งยังมีความปลอดภัยและมีความเหมาะสมต่อการน ามาใช้รักษา
หรือคืนสภาพผิวหนังของผู้บริจาคผิวหนังให้สร้างขึ้นมาใหม่ได้อย่างมีประสิทธิภาพ [46, 73] 

เทคนิคการเชื่อมขวางทางเคมีของโปรตีนถูกใช้เพ่ือท าให้โครงเลี้ยงเซลล์ถูกย่อยสลายทาง

ชีวภาพในอัตราเร็วที่ช้าลง แต่มีการศึกษาพบว่า ถ้าผลิตโครงเลี้ยงเซลล์จากเจลาตินเพียงชนิดเดียว 

ถึงแม้จะผ่านการเชื่อมขวางโปรตีนแล้วก็ยังมีอัตราการย่อยสลายเร็วโดยถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์

คอลลาจีเนสไปร้อยละ 90 โดยน้ าหนักตั้งแต่ 15 นาทีแรกและย่อยสลายหมดหลังจากเวลาผ่านไป 1 

ชั่วโมงเท่านั้น ดังนั้นจึงมีการใช้ไฟโบรอินซึ่งเป็นโปรตีนชนิดหนึ่งที่พบในธรรมชาติมาผสมร่วมกับ      

เจลาตินส าหรับการผลิตเป็นโครงเลี้ยงเซลล์โดยผ่านการเชื่อมขวางโปรตีนเพื่อควบคุมให้อัตราการย่อย

สลายของโครงเลี้ยงเซลล์ช้าลง [45] จากการทดสอบการย่อยสลายในทางชีวภาพภายนอกร่างกาย

พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบจะถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์คอลลาจีเนส

ได้เร็วขึ้นเมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนของไฟโบรอินและเจลาตินใกล้เคียงกันและไม่มี    

โปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ นอกจากนี้ยังพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีเจลาตินเป็นองค์ประกอบสูง

กว่าจะมีอัตราการย่อยสลายที่สูงกว่า สอดคล้องกับผลการศึกษาของ P. Jetbumpenkul และคณะ 

(2011) [45] และ W. Anuchiracheewa และคณะ (2012) ที่พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์หรือตัวน าส่งยาที่

มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินที่น้อยกว่าและมีอัตราส่วนผสมของเจลาตินที่มากกว่าจะมีอัตราการย่อย

สลายในทางชีวภาพภายนอกร่างกายมากกว่า [67] ทั้งนี้เพราะเอนไซม์คอลลาจีเนสมีความจ าเพาะใน

การย่อยสลายเจลาตินที่ได้มาจากการแปรสภาพของคอลลาเจน แต่ไม่มีความจ าเพาะในการย่อยสลาย

ไฟโบรอิน จึงส่งผลให้โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินที่น้อยกว่าและมีเจลาตินที่

มากกว่ามีอัตราการย่อยสลายด้วยเอนไซม์คอลลาจีเนสมากกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของ

ไฟโบรอินที่มากกว่าและมีเจลาตินที่น้อยกว่า 

เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลล์ไฟโบรอินและเจลาตินที่มีสารโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบ

สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังได้ จึงน่าจะมีศักยภาพในการน าไปใช้ในการรักษา

บาดแผลทางคลินิก ซึ่งจ าเป็นที่จะต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไปในอนาคต  
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บทที ่6 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

6.1 สรุปผลการทดลอง 

โปรติโอไกลแคนที่สกัดจากกระดูกอ่อนของปลาสามารถน ามาผสมในการขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยง
เซลล์ที่มีรูพรุนได้ โดยโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินร้อยละ 25 เจลาตินร้อยละ 
73.75 และโปรติโอไกลแคนร้อยละ 1.25 โดยน้ าหนัก มีขนาดของรูพรุนใหญ่ที่สุด แต่มีความสามารถ
ในการดูดซับน้ าต่ าที่สุด ซึ่งผลจากการวิเคราะห์โครงเลี้ยงเซลล์ด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด-
สเปกโทรสโกปีแสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบมีหมู่ฟังก์ชันเอไมด์
และน้ าตาลอยู่ในโครงสร้าง 

โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีโปรติโอไกลแคนส่งเสริมการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ไฟโบรบลาสได้สูงกว่า
โครงเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบอย่างมีนัยส าคัญ แต่รูปแบบการหายของแผล
ภายนอกร่างกายของโครงเลี้ยงเซลล์ทุกกลุ่มตัวอย่างไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ และจาก
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าโปรติโอไกลแคนมีผลในการเพิ่มอัตราการย่อยสลายภาพทางชีวภาพของ
โครงเลี้ยงเซลล์ให้เร็วขึ้น 

สรุปได้ว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่ มีโปรติโอไกลแคนเป็นองค์ประกอบมีแนวโน้มในการน าไปใช้
ประโยชน์ในการช่วยส่งเสริมการหายของแผลโดยการเร่งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ผิวหนัง  โดย
อัตราส่วนของไฟโบรอิน : เจลาติน : สารสกัดโปรติโอไกลแคนที่เหมาะสมที่สุด คือ 25 : 73.75 : 1.25 
 
6.2 ข้อเสนอแนะ 

 ในงานวิจัยครั้งถัดไป ควรจะมีการใช้โปรติโอไกลให้มีหลายความเข้มข้นมาขึ้นรูปเป็นโครง
เลี้ยงเซลล์เพ่ือจะได้น ามาเปรียบเทียบกัน และเลือกความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สุดส าหรับการน ามาใช้
ผลิตเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ ส าหรับในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยเลือกความเข้มข้นเพียงหนึ่งความเข้มข้นโดยอาศัย
ข้อมูลที่มีผู้ที่ท าการศึกษาเก่ียวกับสารละลายโปรติโอไกลแคนในหลายๆความเข้มข้นมาปรับใช้กับการ
ผลิตเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ร่วมกับสารจ าพวกโปรตีน 
 เนื่องจากโปรติโอไกลแคนมีส่วนของโครงสร้างหลักที่เป็นโปรตีนเป็นองค์ประกอบ และสารที่
น ามาใช้ร่วมกันในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ก็เป็นโปรตีนเช่นกัน ดังนั้นจึงไม่สามารถใช้วิธีการวัดโปรตีน
เพ่ือดูรูปแบบในการปลดปล่อยโปรติโอไกลแคนในช่วงเวลาต่างๆได้ ซึ่งถ้าสามารถหาวิธีการวัดโปรติโอ
ไกลแคนอย่างจ าเพาะได้ก็ควรท าการทดลองเกี่ยวกับการปลดปล่อยโปรติโอไกลแคนเพ่ิมเติม โดยใน
งานวิจัยนี้จะดูผลโดยอ้อมโดยใช้ผลการทดลองจากเซลล์มาวิเคราะห์ ซึ่งถ้ามีการใช้วัสดุอ่ืนที่ไม่ใช่
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โปรตีนมาขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ร่วมกับโปรติโอไกลแคนก็อาจจะสามารถวัดการปลดปล่อยของโปรติโอ
ไกลแคนได้โดยการวัดโปรตีน 
 ในการศึกษาครั้งถัดไป อาจจะต้องตัดส่วนที่ไม่ใช่โปรตีนของโปรติโอไกลแคนออก เพ่ือจะได้
ศึกษาเฉพาะส่วนที่เป็นโปรตีนที่มีคุณสมบัติคล้าย epidermal growth factor ของโปรติโอไกลแคน
เท่านั้นว่าสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของผิวหนังได้อย่างมีประสิทธิภาพหรือไม่ เพราะไกลโคซามิ-
โนไกลแคนส์ซึ่งเป็นอีกองค์ประกอบหลักของโปรติโอไกลแคนนั้นสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของ
เซลล์ได้เช่นเดียวกัน 

 ในการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล์ นอกจากจะศึกษาเซลล์ในชั้นหนังแท้แล้ว อาจจะ
ต้องศึกษาเซลล์ในชั้นหนังก าพร้าเพิ่มเติม เช่น keratinocytes และ epidermal cells เป็นต้น 
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กราฟมาตรฐานของการวัดจ านวนเซลล์ L929 ด้วยวิธี MTT Assay 

 

 
รูปที่ ก.1 กราฟมาตรฐานของการวัดจ านวนเซลล์ L929 ด้วยวิธี MTT Assay 
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