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(MODIFICATION OF SCAFFOLDS BY HUMAN CRYOPRECIPITATE, PLASMA AND 

CONCENTRATED PLATELET FOR SKIN TISSUE ENGINEERING) อ. ที่ปรึกษา:  

อ.ดร.โศรดา กนกพานนท, อ. ที่ปรึกษารวม: นพ.ถนอม บรรณประเสริฐ 140 หนา.  
 การกระตุนการเกิดใหมของเนื้อเยื่อจําเปนตองโกรสแฟคเตอร (Growth factor) ในการเหนี่ยวนําใหเซลล

ยายที่เขาสูบริเวณที่มีการสูญเสียเนื้อเยื่อ เนื่องจากโกรสแฟคเตอรบริสุทธิ์มีราคาสูง จึงทําใหเกิดความสนใจในการใช

โปรตีนและไซโตคายนที่มีอยูในเซลลและองคประกอบของเลือด ในงานวิจัยนี้ศึกษาการปรับปรุงคุณภาพของโครง

เล้ียงเซลลโดยใชผลิตภัณฑจากเลือดมนุษย 3 ชนิด ไดแกไครโอปรีซิพิเตท (Cryoprecipitate) พลาสมา (Plasma) 

และเกล็ดเลือดเขมขน (Concentrated platelet) โครงเลี้ยงเซลลที่ใชในการทดลองเตรียมโดยกระบวนการทําแหงดวย

ความเย็นของสารละลายผสมระหวางผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยและสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่มีอัตราสวน 

70:30 (กลุมควบคุม) โดยที่โครงเลี้ยงเซลลที่ถูกปรับปรุงดวยผลิตภัณฑแตละชนิดมีความเขมขนของโปรตีนรวม   

จากสารปรับปรุงแตกตางกัน 3 คา โครงเลี้ยงเซลลถูกเชื่อมโยงพันธะดวยความรอนภายใตสภาวะสุญญากาศ 

(Dehydrothermal crosslink) จากการทดสอบลักษณะสมบัติทางกายภาพและทางกลพบวา โครงเลี้ยงเซลลที่เติม

สารปรับปรุงมีขนาดของรูพรุนอยูในชวง 50-225 ไมโครเมตร ความเชื่อมตอระหวางรูพรุนเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของ

โปรตีนรวมที่สูงขึ้น  โครงเลี้ยงเซลลสามารถรับแรงกดทั้งในสภาวะเปยกและแหงไดเพิ่มขึ้นตามความเขมขนของ

โปรตีนที่ใชปรับปรุงในขณะที่เปอรเซ็นตการยืดตัวของโครงเลี้ยงเซลลลดลง โครงเลี้ยงเซลลสามารถรับแรงดึงไดแตก 

ตางกันขึ้นกับชนิดและปริมาณความเขมขนของโปรตีนจากสารปรับปรุง ในการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ

ดวยการทดสอบการเพาะเลี้ยงเซลลผิวหนังของมนุษย (Detroit 551) พบวาโครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงสามารถ

กระตุนการยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนไดอยางมีประสิทธิภาพกวากลุมควบคุม ผลดังกลาวสามารถยืนยันไดในการ

เพาะเลี้ยงเซลลผิวหนังหนู (L929) บนโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานและเจลาติน-ไคโตซาน และแผนใยโพลีโพ

รพิลีนไมสานทอ (non woven polypropylene fabric, PP fabric) ที่ถูกปรับปรุงดวยสารละลายผสมระหวางคอลลา

เจน-ไคโตซานและผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยมีประสิทธิภาพในการเหนี่ยวนําใหเซลลยึดเกาะและเพิ่มจํานวนบนแผน

ใยไดมากกวาแผนใยที่เคลือบดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานเพียงอยางเดียว นอกจากนั้นในการทดลองปลูก

ถายโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานลงในหนูทดลองพบวา โครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงสามารถเหนี่ยวนํา

ใหเซลลยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลไดอยางมีประสิทธิภาพสูงกวากลุมควบคุมอยางชัดเจน และสามารถสังเกตเห็นการ

เกิดใหมของเสนเลือดและคอลลาเจนขึ้นภายในโครงเลี้ยงเซลล โดยที่โครงเลี้ยงเซลลที่เติมเกล็ดเลือดเขมขนที่มีความ

เขมขนของโปรตีนของสารปรับปรุงเปน 10.04% โดยน้ําหนัก มีความเหมาะสมที่สุดในการเหนี่ยวนําใหเซลลยายที่เขา

สูโครงเลี้ยงเซลล ผลการทดลองเหลานี้แสดงถึงความเปนไปไดอยางยิ่งในการใชผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยเพื่อ

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 
1.1 ที่มาของงานวิจัย 

 
งานวิจยัทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue Engineering) เปนงานวิจัยเพือ่การ

พัฒนาการสรางเนื้อเยื่อทดแทนในผูปวยที่มีการสูญเสยีผิวหนงัอยางถาวรทั้งจากการเกิดบาดแผล 

หรือจากการสญูเสียอวัยวะ (Jones และคณะ, 2002)  ประกอบดวยการพัฒนาดานวัสดุทีใ่ช

สําหรับเปนโครงเลี้ยงเซลลซึง่เปนที่อยูในการใหเซลลเจรญิเติบโตแทนที่เซลลที่เสียหาย และการ

พัฒนาดานเซลลที่จะตองมกีารแยกเซลลตนแบบ การปรับปรุงลักษณะทางพันธกุรรมของเซลล 

และการเพิม่จาํนวนเซลล ดังนัน้หนึ่งในปจจัยที่สําคัญในการพัฒนาเพื่อการสรางเนื้อเยื่อทดแทน

คือการพัฒนาโครงเลี้ยงเซลลใหมีประสิทธิภาพเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของเซลลได โดยโครง

เลี้ยงเซลลที่ไดรับการพัฒนาจะตองมีความเหมาะสมในหลายๆปจจัยดวยกนั เชน อัตราการยอย

สลายทางชีวภาพ (Biodegradability) ของโครงเลี้ยงเซลลที่ตองสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโต

ของเซลล คุณสมบัติทางกล (Mechanical property) ความเขากนัไดกับเซลล (Biocompatibility) 

และความเปนพิษตอเซลล (Cytotoxicity) (Bigi และคณะ, 2003; Rothamel และคณะ, 2005) 

สําหรับการพฒันาดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อโดยเฉพาะเนื้อเยื่อผิวหนงัในประเทศไทยยงัไมมีผลิตภัณฑ

ที่สามารถใชกบัผูปวยวางจําหนายในทองตลาด ทาํใหตองมีการนําเขาผลิตภัณฑที่มีราคาสงูจาก

ตางประเทศ เกิดผลกระทบตอผูปวยเองทีอ่าจตองรอผลิตภัณฑจากตางประเทศมาใชในการรักษา

ซึ่งอาจมีผลกระทบตอการรักษาที่ตองใชเวลานานขึน้ และสงผลตอเศรษฐกิจของประเทศอีกดวย 

ดังนัน้เพื่อลดปญหาดังกลาวจึงไดมีงานวจิัยที่เกี่ยวของที่ตองการพัฒนาผลิตภัณฑเนื้อเยื่อผิวหนัง

ที่ผลิตขึ้นเองภายในประเทศใหสามารถใชงานไดจริงและสามารถวางจําหนายในตลาด อีกทัง้มี

ประสิทธิภาพทัดเทยีมกับสินคาที่นาํเขาจากตางประเทศอีกดวย  

โครงเลี้ยงเซลลผิวหนังแทตามธรรมชาติมอีงคประกอบหลัก คือ คอลลาเจน, โปรทีโอไกล

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

(Stephan, 2004) คอลลาเจนเปนสารโปรตีนธรรมชาติทีม่ีความเหมาะสมที่มีคุณสมบัติใหเซลลยึด

เกาะเพื่อใหเซลลเจริญเติบโต เปล่ียนแปลงรูปรางและเพิ่มจํานวนซึง่เหมาะตอการใชเปนโครงเลีย้ง

เซลลในการรักษาบาดแผลบริเวณผิวหนงั (Ruszczak, 2003) แตอยางไรก็ตามการใชคอลลาเจน

เปนโครงเลีย้งเซลลมักจะพบวามีอัตราการยอยสลายเรว็ มีความแข็งแรงทางกลคอนขางต่าํ และมี
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ตนทนุในการผลิตคอนขางสูงจึงมกีารใชสารเติมแตงอื่นๆ ผสมในโครงสรางโครงเลีย้งเซลล 

ตัวอยางเชน ไคโตซาน (poly 1,4 D-Glucosamine) ซึ่งเปนโพลีแซคคาไลดซึ่งไดมาจาก

กระบวนการ deacetylation ของไคตินทีพ่บมากในธรรมชาติสามารถนํามาทาํเปนโครงเลี้ยงเซลล

เนื่องจากมีคณุสมบัติที่ไมเปนพษิ มีความสามารถในการดูดซับทางชีววทิยา (bioabsorbable) 

และเพิ่มประสทิธิภาพการรักษาบาดแผลทีผิ่วหนังอกีดวย (Suh และคณะ, 2000) อีกทั้งยงัพบวา

โครงเลี้ยงเซลลไคโตซานสามารถเหนีย่วนาํใหเกิดการสรางเนื้อเยื่อข้ึนใหม เนื่องจากเอื้อใหเซลลไฟ

โบรบลาสปลอยสาร interleukin-8 ซึง่มีความเกี่ยวของกับการเคลื่อนเขาสูและการเพิ่มจํานวนของ

เซลลไฟโบรบลาส (Wang และคณะ, 2003) 

จากงานวิจยัทีผ่านมาไดมีการนําขอดีของทัง้คอลลาเจนและไคโตซานมาพัฒนาการสราง

โครงเลี้ยงเซลลที่มีไคโตซานผสมกับคอลลาเจน เพื่อเพิ่มความแข็งแรงทางกลของโครงเลี้ยงเซลล

และนํามาประยุกตใชรักษาบาดแผลที่ผิวหนงั (Tangsadthakun และคณะ, 2006) และยังสามารถ

ลดสัดสวนการใชคอลลาเจนที่มีราคาแพงดวยการแทนที่คอลลาเจนดวยไคโตซานทีม่ีราคาถูก และ

หาไดงายกวาในประเทศไทย นอกจากนัน้ยงัไดมีการนาํเจลาตนิซึ่งเปนวัสดุที่มีความเขากนัไดทาง

ชีวภาพ และมสีมบัติหลายประการคลายคลึงกับคอลลาเจนมาใชเปนวสัดุหลักในการผลิตเปนโครง

เลี้ยงเซลล และใชคอลลาเจนเปนวัสดุเติมแตงเพื่อสงเสริมสมบัติทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล   

เจลาติน (จุฑามาศ รัตนวราภรณ, 2548) 

 การเพิม่ความสามารถในการดึงดูดใหเซลลยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลเปนปจจัยสาํคัญใน

การพัฒนาผลติภัณฑ จากการศึกษาที่ผานมามีการผสมไคโตซานลงในโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน

แทนการใช GAG เพื่อเหนี่ยวนาํใหเกิดความเขากันไดทางชีวภาพ (Tangsadthakun และคณะ, 

2006) และมีการผสม GAG ที่เปนองคประกอบหลักขอโปรทีโอไกลแคน (proteoglycan) ลงใน

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนเพื่อลดอัตราการยอยสลายทางชวีภาพของคอลลาเจน และเพิ่มการจบั

ยึดโกรสแฟคเตอรใหยึดติดกับโครงเลี้ยงเซลล (Shafritz และคณะ, 1994) และโกรสแฟคเตอรที่ถูก

ยึดอยูกับโครงเลี้ยงเซลลซึง่มีคุณสมบัติในการดงึดูดหรอืเหนีย่วนําใหเซลลมีเพิ่มจํานวน และ

เปล่ียนรูปราง (differentiate) ดงัที่พบไดจากการเติม TGF-β1 ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโต

ซาน-GAG เพื่อเพิ่มความหนาแนนของเซลลคอนโดรไซดในโครงเลี้ยงเซลล สําหรบัไกลโครโปรตีน

ที่มีองคประกอบหลักเปนไฟโบรเนคตนิ, ไฟบริลิน และลามนิินซึง่มพีันธะหลกัเปน RGD-peptide 

(arginine, glycine, aspartic acid) ที่เปนตําแหนงสําคญัในการเริ่มตนการเกิดอันตรกิริยาระหวาง

เซลลกับเมตรกิซจนเกิดการยึดเกาะของเซลล เชนเดียวกบัในไฟบริโนเจนทีเ่ปนโปรตนีองคประกอบ

หลักที่พบในไครโอปรีซิพิเตท (cryoprecipitate), พลาสมา (human plasma) และ เกล็ดเลือด
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เขมขน (concentrated platelet) (Brecher, 2005) ทีม่ี RGD-peptide ซึ่งสามารถเหนี่ยวนาํให

เกิดการยึดเกาะของเซลลในโครงเลี้ยงเซลลไดและยังลดอัตราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลล 

(Ye และคณะ, 2000) 

 จากที่กลาวมาแลวในการพฒันาผลิตภัณฑเนื้อเยื่อผิวหนังทดแทน นอกจากจะมุงเนนที่

การสรางโครงเลี้ยงเซลลหรือ ECM แลวยังจะตองมีการเพิ่มประสิทธภิาพของโครงเลี้ยงเซลลดวย

การใชไซโตคายน (Cytokines) หรือโกรสแฟคเตอรเพื่อเรงใหเซลลเคลือ่นที่เขาไปสูโครงเลี้ยงเซลล

แตเนื่องจากปญหาในการใชโกรสแฟคเตอรบริสุทธิ์ที่มีราคาแพง งานวิจัยนี้จึงจะหลกีเลี่ยงปญหา

ดวยการใชซีรัมที่ไดจากผลติภัณฑจากเลอืดของมนุษยซึ่งโกรสแฟคเตอรเปนสวนประกอบอยูแลว

โดยการเติมซรัีมจากเลือดของมนษุย 3 ชนิด คือ ไครโอปรีซิพิเตท (cryoprecipitate), พลาสมา 

(plasma) และ เกล็ดเลือดเขมขน (concentrated platelet) ของมนษุยลงในโครงเลี้ยงเซลล เพือ่

เรงและเหนี่ยวนําเซลลใหมีการยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลและเพิ่มความสามารถในการเพิ่มจํานวน

ของเซลลในโครงเลี้ยงเซลลทั้งในระดับหองปฏิบัติการและในสัตวทดลอง 

 
1.2. วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 1.เพื่อพฒันาตนแบบโครงเลี้ยงเซลลที่ทาํจากคอลลาเจน-ไคโตซานและเจลาติน-ไคโตซาน 

ที่มีการเติมโปรตีนจากไครโอปรีซิพิเตท หรือ พลาสมา หรือ เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษย 

 2.ศึกษาลกัษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลในดานการเขากันไดทางชวีภาพ (biocompa- 

tability) การยดึเกาะและการเพิ่มจํานวนเซลลในโครงเลีย้งเซลลภายใตสภาวะหอง ปฏิบัติการ (in 

vitro) และในสัตวทดลอง (in vivo) ในระยะยาว 
 
1.3.ประโยชนที่ไดรับ 
 1.สามารถเตรียมผลิตภัณฑเนื้อเยื่อผิวหนังตนแบบที่มีระบบกระตุนการยายที่ของเซลล

เขาสูโครงเลี้ยงเซลล 

 2.เขาใจถงึผลของไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน ที่มีตอการยายที่ของ

เซลล การยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนเซลลในโครงเลี้ยงเซลลที่ไดรับการปรับปรุง 

 
1.4.ขอบเขตของงานวิจัย 
 1.4.1 ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลที่ทาํคอลลาเจน-ไคโตซาน และ เจลาติน-ไคโตซาน  ที่มอัีตรา 

สวน 70: 30  

 1.4.2  ศึกษาลักษณะสมบตัิของโครงเลี้ยงเซลลในดานตางๆ ไดแก 
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สมบัติทางกายภาพที่จะพิจารณาถงึขนาดและรูปรางของรูพรุนรวมไปถึงลักษณะภายใน

โครงเลี้ยงเซลล (Morphology) ดวยการพิจารณาภาพทีถ่ายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนชนดิ

สองกราด (SEM) 

สมบัติทางกล โดยการวัดคามอดูลัสการกด (Compressive modulus) และการวดัคาแรง

ดึง (Tensile strength)  

1.4.3 ปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และ เจลาตนิ-ไคโตซาน ดวยการเติม 

ไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา หรือเกล็ดเลือดเขมขนของมนษุยที่มีความเขมขนของปริมาณโปรตีน

แตกตางกนั  

1.4.4 ศึกษาผลของความเขากันไดทางชวีภาพ (Biocompatibility) ของโครงเลี้ยงเซลลที่

ไดรับการปรับปรุงในระดับหองปฏิบัติการดวยการทดสอบการยึดเกาะของเซลล Detroit 551 

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

1.4.5 ทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ (Biocompatibility) ในสัตวทดลอง เพื่อศึกษาถึง

ความสามารถในการยายที่ของเซลลเขาสูโครงเลี้ยงเซลล (cells migration), ความสามารถในการ

ยอยสลายทางชีวภาพ (biodegradability) และ การตอตานทางภูมิคุมกัน (Immunological 

response) ที่ชวงเวลา 1 สัปดาห, 2 สัปดาห, 4 สัปดาห และ 8 สัปดาห 

1.4.6 ประยุกตใชสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา หรือ

เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษยซึ่งมีความเขมขนที่เหมาะสมมาใชเคลือบแผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไม

สานทอ (non woven polypropylene fabric) เพื่อศึกษาถึงความเขากันไดทางชวีภาพในระดับ

หองปฏิบัติการ 
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          บทที่ 2 
ทฤษฎีและตรวจเอกสาร 

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

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

 การรักษาบาดแผลเกิดขึ้นภายใตระบบที่มคีวามตอเนื่องเปนลําดับของกระบวนการทีซ่อน

เหลื่อมกนั (Overlapping process) โดยที่ความสมบูรณของกระบวนการรักษาบาดแผลขึ้นอยูกบั

กิจกรรมทีห่ลากลายของเซลลซึ่งประกอบไปดวย การกลืนกนิของเซลล (phagocytosis), การ

เคลื่อนเหตุสารเคมี (chemotaxis), ไมโตจีนีซิส (mitogenesis) และการสังเคราะหองคประกอบ

ของเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซ (extracellular matrix) กระบวนการรักษาบาดแผลดงักลาวจําแนก

ไดเปน 5 ระยะที่ซอนเหลื่อมกันดงัแสดงในรูปที ่ 2.1 กระบวนการเหลานี้ประกอบไปดวย การเกดิ

ล่ิมเลือด (Haemostatic), การอักเสบ (Inflammation), การเพิ่มจํานวน (Proliferation), การสราง

แบบจําลองและการเกิดแผลเปน (Remodeling and scar formation) และการเกดิแผลเปนระยะ

สุดทาย (Scar maturation) 

 

 
หมายเหต ุ ECM: Extracellular matrix  

  MMP: Metalloproteinases  

  TIMP: Tissue inhibitors of metalloproteineases 

รูปที่ 2.1 แผนภาพแสดงระยะการหายของบาดแผล 

ที่มา (Enoch และ Leaper, 2005) 
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ระยะที ่1: ระยะการหามเลือดหรือการเกิดลิ่มเลือด (Heamostasis or blood clot) 

 เมื่อเกิดบาดแผลที่มีเลือดออกกระบวนการรักษาบาดแผลขั้นแรกที่เกิดข้ึนคือ การเกิดลิ่ม

เลือดและการรวมกลุมของเกล็ดเลือดซึ่งเกิดขึ้นทนัทหีลงัจากที่เกิดบาดแผล ล่ิมเลือดเกิดขึ้นจาก

การรวมตัวของ ไฟบริล, ไฟโบรเนคติน และ ฟอน วิลลิแบรนด ซึ่งทําใหเกิดการสรางเมทริกซจําลอง 

(Provisional matrix) ซึ่งใชสําหรับการยายที่ของเซลล (Cellular migration)  

 ภายในเกล็ดเลือดประกอบไปดวยเม็ดเล็กๆ (Granule) ที่บรรจุโกรสแฟคเตอร (Growth 

factor) ชนิดตางๆคือ PDGF (Platelet-derive growth factor), EGF (Epidermis growth factor), 

TGF-β (Transforming growth factor) โกรสแฟคเตอรเหลานี้เปนโปรตีนที่นาํไปสูลําดับข้ันการ

รักษาบาดแผลโดยการดึงยดึและการกระตุนเซลลไฟโบรบลาส, เอนโดรทีเลียลและแมคโครฟากส 

ใหเขามาในบริเวณบาดแผล 

  

ระยะที ่2: ระยะการอักเสบ (Inflammatory phase) 

 การอักเสบของบาดแผลแบงออกเปน 2 ระยะ คือ ระยะแรกและระยะหลงัขึ้นอยูกับเวลา

และชวงเวลาของการตอบสนอง และชนิดของเซลลทีเ่กี่ยวของกับการอักเสบ โดยที่ในระยะเริ่ม

เกิดขึ้นหลงัจากการเกิดลิม่เลือดแลว 

 การอักเสบระยะแรก (Early inflammatory phase) เกิดขึ้นในชวงเวลา 1-2 วันแรก เซลล

และอนุภาคแปลกปลอมถูกยอยสลายโดยเอนไซมจากเซลลกลืนกนิ (phagocyte) และอนุมูล

อิสระจากออกซิเจน เซลลเอนโดรทีเลยีลจากขอบของบาดแผลจะเคลื่อนยายและเพิ่มจาํนวน     

มาตามชัน้ผวิหนงัแทแลวสรางเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั (basement membrane) ภายในเวลา 24-48 

ชั่วโมง 

 การอักเสบระยะหลงั (Late inflammatory phase) เกิดขึ้นในวันที่ 2-3 เซลลแมคโคร

ฟากสทาํหนาที่ผลิตโกรสแฟคเตอรที่มีความเกีย่วของกบัการเพิม่จํานวน และ การผลิตเอ็กตรา 

เซลลูลารเมทริกซของเซลลไฟโบรบลาส และการเพิม่จํานวนของเซลลเอนโดทเีลียลที่มีผลตอการ

เกิดหลอดเลือดใหม (Angiogenesis) ข้ึนในบริเวณที่จะซอมแซม 

 

ระยะที ่3: การเพิ่มจาํนวน (Proliferative phase) 

 ระยะการเพิ่มจํานวนเริ่มตนซอนเหลื่อมกบัระยะการอักเสบในวนัที่ใน 3 จนถึงสปัดาหที่  

2-4 หลังจากเกิดบาดแผล ซึ่งถูกกาํหนดโดยการยายที่ของเซลลไฟโบรบลาส, การสรางเอ็กตรา

เซลลูลารเมทริกซ และการเกิดเนื้อเยื่อแกรนูเลชัน (Granulation tissue) ซึ่งมีลกัษณะเปนเนื้อเยือ่
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เละๆสีชมพูออน กระบวนการที่สําคัญที่เกดิขึ้นในระยะการเพิ่มจาํนวนคือการแทนที่เมทริกซจาํลอง

ที่สรางจากไฟโบรเนคติน และไฟบริโนเจนในระยะการเกิดลิ่มเลือดดวยเนื้อเยื่อแกรนูเลชนัที่สราง

ข้ึนใหม และการเกิดชั้นหนังกําพรา (Epithelialization) ซึ่งเปนสภาวะสุดทายของระยะเพิม่จํานวน 

 -การยายที่ของเซลลไฟโบรบลาส (Fibroblast migration) 

 เซลลไฟโบรบลาสยายที่เขามาในบาดแผลในวนัที่ 2-4 หลังจากเกิดบาดแผล ในขณะที่

เซลลเอนโดทีเลียลยายเขามาในบาดแผลในอีก 1 วนัตอมา โดยทีเ่ซลลไฟโบรบลาสยายเขาสู

บาดแผลดวยการเหนี่ยวนาํของโกรสแฟคเตอรคือ PDGF และ TGF-β 

 ภายในบาดแผลเซลลไฟโบรบลาสจะเพิม่จํานวนและผลิตเมทริกซใหมดวยไฟโบรเนคติน 

และไฮยาลูโรแนน (Hyaluronan) ตอมาจึงผลิตคอลลาเจนและโปรทีโอไกลแคน (Proteoglycan) 

ซึ่งองคประกอบเหลานีท้ําหนาที่เสริมสรางเอ็กตราเซลลลูารเมทริกซใหมทีจ่ะชวยสนับสนนุการเพิ่ม

จํานวนของเซลล นอกจากนั้นการเกิดอนัตรกิริยาระหวางเซลลไฟโบรบลาส และเอ็กตราเซลลูลาร

เมทริกซจะเปนตัวชวยในการควบคุมการสงัเคราะหเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซ และการสรางแบบ 

จําลองซึง่จะเกิดขึ้นภายหลงั 

 -การเกิดเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซ (Formation of the extracellular matrix) 

 เอ็กตราเซลลลูารเมทริกซเปนแหลงใหเซลลยึดเกาะ และควบคุมการเจริญเติบโต การ

เคลื่อนที่และการเปลี่ยนสภาพของเซลล เอก็ตราเซลลูลารเมทริกซประกอบไปดวยโปรตีนที่เปนเสน

ใย (คอลลาเจน และ อิลาสติน) และ อินเตอรสติเชียลเมทริกซ (interstitial matrix) ซึง่ประกอบไป

ดวยไกลโคโปรตีนที่เปนตัวยดึเกาะซึง่ฝงตวัอยูในโปรทีโอไกลแคน และ ไกลโคสอะมิโนไกลแคน 

 -การเกดิเนื้อเยื่อแกรนูเลชนั (Formation of granulation tissue) 

 เนื้อเยื่อแกรนูเลชันถูกสรางขึน้ในวันที่ 3-5 มีลักษณะเปนเนื้อเยื่อเละๆสีชมพูออน และเกิด

แองจิโอจิเนซลิหรือการเกิดเสนเลือดใหม ซึ่งเกิดจากปจจัยเหนี่ยวนาํของโกรสแฟคเตอรหลายชนดิ

เชน VEGF (Vascular endothelial growth factor), PDGF, TGF-β และ bFGF (basic 

Fibroblast growth factor) 

 -การเกิดชั้นหนังกําพรา (Epithelialization) 

 หลังจากการเกิดบาดแผลเซลลหนงักาํพราจะเคลื่อนยายจากขอบของบาดแผลเขาสูบาด 

แผลจนกระทัง่ปกคลุมทัว่ทัง้บาดแผล การเกิดชั้นหนังกําพราตองอาศัยความชืน้จากสิ่งแวดลอม 

สารอาหารที่เพียงพอ และการควบคุมจากโกรสแฟคเตอรหลายชนดิคือ KGF (Keratynocyte 

growth factor), EGF และ bFGF 
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ระยะที ่4: การสรางแบบจําลองและการเกดิแผลเปน (Remodeling and scar formation) 

 การสังเคราะหและการสรางแบบจําลองของเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซเร่ิมตนพรอมกบัการ

พัฒนาเนื้อเยือ่แกรนูเลชันซึง่ซอนทับกับระยะการเพิม่จาํนวนของเซลล (ระยะที ่ 3) คอลลาเจน      

ที่ถูกสรางขึ้นใหมจะถูกสงัเคราะห และยอยสลายอยางตอเนื่องจนกระทัง่เขาสูภาวะคงตัวที่เวลา      

ประมาณ 21 วัน หลงัจากเกิดบาดแผล ในระยะนี้ขนาดของบาดแผลจะแคบลงเนือ่งมาจากแรงดึง

ยึดของบาดแผลที่เกิดขึ้นเนือ่งจากแรงอนัตรกริิยาระหวางเซลลไฟโบรบลาส และเอ็กตราเซลลูลาร

เมทริกซโดยรอบ และอิทธพิลของปริมาณไซโตคายนที่ประกอบดวย PDGF, TGF-β และ bFGF  

 -การยอยสลายของคอลลาเจน: เกิดจากผลของเอนไซมที่ปลอยจากเซลลไฟโบรบลาส 

และ แมคโครฟากซที่บริเวณบาดแผล 

 

ระยะที ่5: การเกิดแผลเปนระยะสุดทาย (Scar maturation) 

 ระยะสุดทายของการรักษาบาดแผลคือ การเกิดแผลเปนซึ่งระยะนี้จะเกิดตอเนื่องมาจาก

แผลเปนที่เร่ิมเกิดขึ้นในระยะที่ 4 (Remodeling and Scar formation) โดยที่แผลเปนดังกลาว

เกิดขึ้นเนื่องจากกลุมของเสนใยคอลลาเจนที่รวมกนัจนมีขนาดเสนผานศูนยกลางใหญข้ึนภายใน

เอ็กตราเซลลลูารเมทริกซเกดิการเรียงตัวเปนเสนในแนวเดียวกนั (alignment) เนือ่งมาจากแรงดงึ

ยึดของเซลลไฟโบรบลาสกบัเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซซึ่งเปนผลใหเกิดแรงดึง (tensile strength) 

ในบาดแผลเพิม่ข้ึน 

 

2.1.2 กฎของการปดสนทิของบาดแผล (The Defect Closure Rule) (Yannas, 2001) 

 ในสภาวะสุดทายของกระบวนการรักษาบาดแผลคือการที่บาดแผลถูกปดสนิท โดยที่สวน

ของชั้นหนงัแทที่สูญเสยีจะถูกทดแทนดวยเนื้อเยื่อที่ถกูสรางขึ้นใหมโดยเซลลใหม (Regeneration 

tissue) แผลเปน (scar) การปดสนิทของบาดแผลขึ้นอยูกับตัวแปรหลักสามคาคอืเปอรเซ็นตการ

ดึงยึด (contraction (%C)) เปอรเซ็นตการเกิดแผลเปน (scar formation (%S)) และเปอรเซ็นตการ

สรางเนื้อเยื่อใหม (regeneration (%R)) จากตัวแปรทัง้สามสามารถแสดงความสมัพันธที่แสดงถึง

ประสิทธิภาพในกระบวนการรักษาบาดแผลดังแสดงไดดังสมการที่ (1) 

C+S+R = 100  (1) 

 

จากสมการที ่ 1 แสดงวาสภาวะสุดทายของกระบวนการรักษาบาดแผลจะแสดงผลของตัวแปรทั้ง

สามเปนอยางไรดังตัวอยางไดในตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1. ขอมูลโดยประมาณของลักษณะบาดแผลระยะสุดทายของบาดแผลตามกระบวนการ

ที่เกิดขึ้นไดเอง 

Defect                                                                                                   Configuration of 

final state 

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

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

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

adult rodents and lagomorphs 

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

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

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

ที่มา (Yannas, 2001) 

 

จากตารางที่ 2.1 ที่แสดงคาของลักษณะบาดแผลระยะสุดทาย (Configuration of final state) ของ

ผิวหนังมนุษยที่มีคา [37, 63, 0] ซึ่งสามารถสรุปไดวาการปดของบาดแผลที่ผิวหนงัมนุษยโดย

ธรรมชาติเกิดจากการดึงยึด (C) 37% และเกิดจากการเกิดแผลเปน (S) 63% โดยที่ไมมีการสราง

เนื้อเยื่อข้ึนมาใหม (R) 0% ดังนัน้การเกิดพังผืดบริเวณบาดแผลซึ่งทาํใหเกิดการดงึยึด ซึง่เกิดขึน้ใน

การรักษาบาดแผลปกติ โดยเฉพาะเมื่อบาดแผลมีขนาดใหญจะทาํใหเกิดการผิดรูปหรือฟงกชนัได 

 ในการพิจารณาคาของตัวแปรตางๆจะอาศัยความสัมพันธของตัวแปรนั้นๆ กับขนาดของ

บาดแผลที่ลดลงตามเวลา ดังเชนเปอรเซน็ตการดึงยึดหาไดจากการวัดขนาดของบาดแผลที่ลดลง

ตามเวลาเทยีบกับขนาดบาดแผลเริ่มตนดังแสดงตัวอยางความสัมพนัธไดรูปที่ 2.2 คาการเกิด

แผลเปนสามารถหาไดจากการวัดคาดัชนกีารเรียงตัว (Orientation Index) ของเสนใยคอลลาเจนที่

วิเคราะหไดจากภาพที่เกิดจากการใชเลเซอรสองผานชิน้เนื้อเยื่อที่เปนบาดแผล (laser light 

scattering) โดยที่แสงเลเซอรจะสองผานชิ้นงานที่ตัดออกมาจากเนื้อเยื่อของสัตวทดลองทําใหเกิด

เงาตกกระทบลงบนฉาก (photographic plane) ดานหลัง ซึ่งภาพที่ปรากฏบนฉากจะถูกวิเคราะห

ดวยคามุมกระเจิงแสง (scattering angle:θ) และคามุมการหมุน (rotation angle:β) ซึ่งใชในการ

คํานวณคาดัชนีการเรียงตัว นอกจากนั้นยังสามารถวัดคาการรักษาของบาดแผลดวยการวิเคราะห

ขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลีย่ของเสนใยคอลลาเจนโดยการใชกลองจลุทรรศน  
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รูปที่ 2.2 กราฟแสดงเปอรเซ็นตการดึงยึด (Contraction) ในคน หมู และ หนูตะเภาที่เปล่ียนแปลง

ตามเวลา  

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

 วิศวกรรมเนื้อเยื่อหมายถงึ การประยุกตใชหลักการและวธิกีารทางวิศวกรรมและ

วิทยาศาสตรรวมไปถึงการพฒันาดานชวีวทิยาในการซอมแซมรักษา และปรับปรุงหนาที่ของ

เนื้อเยื่อ วิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนังถูกพัฒนาขึ้นครัง้แรกเพื่อรักษาและทดแทนบาดแผลที่เกิดจากไฟ

ไหมแลวจึงมีการพัฒนาตอมาเพื่อใชทดแทนบาดแผลที่เกิดจากการสญูเสียผิวหนงัชั้นหนงัแท 

(Dermis) เปนลําดับ  

 การพัฒนาผลติภัณฑวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนงัมหีลักพื้นฐานเหมือนกนัคือการสราง 

Dermal Regeneration Template (DRT) หรือโครงเลีย้งเซลลผิวหนงัชั้นหนังแทที่ไมสามารถงอก

กลับข้ึนมาไดเอง ซึง่หลกัการสราง DRT อยูที่การเลียนแบบผิวหนังตามธรรมชาติเพื่อเรงใหเซลลมี

การเกาะ การเคลื่อนที่ การเพิ่มจาํนวน และการเปลี่ยนแปลงรูปรางใหกลายเปนผิวหนงัที่สมบูรณ

และลดปญหาการเกิดแผลเปน โดยที ่ DRT อาจผลิตไดจากวัสดุธรรมชาติที่มีความเขากนัไดกบั

เซลลอยางเชนคอลลาเจน หรืออาจผลิตไดจากผิวหนังคนหรือสัตวที่ผานกระบวนการกําจัดเซลล 

ตัวอยางผลิตภัณฑทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนงั 1.หนังเทียมแบบโครงเลี้ยงเซลลตาม

ธรรมชาติ หรือ Dermal Regeneration Template (DRT) ซึ่งมีองค ประกอบหลักคลายกับ 

Extracellular matrix (ECM) ของเซลลผิวหนังแทตามธรรมชาต ิ ไดแก คอลลาเจน และ 

glycosaminoglycan (GAG) ตัวอยางของผลิตภัณฑที่มวีางจาํหนายแลวในประเทศอเมริกาคือ 

Biobrane และ Integra ผลิตภัณฑทั้งสองชนิดนี้มีลักษณะเหมือนกนัที่การใชงานสาํหรับปดรักษา

บาดแผลที่เกดิจากไฟไหม และมีองคประกอบหลักเปนคอลลาเจนที่มีแผนซลิิโคนเปนแผนปด
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ดานบน แตผลิตภัณฑทั้งสองชนิดมีความแตกตางกนัที่ Biobrane มี Nylon Mesh เปนสวนชวย

เพิ่มความแข็งแรง สวน Integra จะมี GAG ผสมอยูในเนื้อคอลลาเจน 2.หนังเทียมแบบ DRT ที่มี

การเพาะเซลลผิวหนังของมนุษยลงไปเพื่อกระตุนใหมี การเคลื่อนที่ของเซลลผูปวยเขาสูโครงเลี้ยง

เซลลอยางรวดเร็ว ตัวอยางของผลิตภัณฑในกลุมนี้มีผลิตออกจาํหนายดวยกนัหลายชนิดเชน 

Transcyte ที่ประกอบไปดวย Silicone, Nylon Mesh, คอลลาเจน และ เซลลไฟโบรบลาสโดยทํา

การเพาะเซลลไฟโบรบลาสซึง่เปนเซลลในชั้นหนงัแทในชั้นคอลลาเจน ซึ่งใชสําหรบับาดแผลลึกที่

เกิดจากไฟไหม  สวน Apligraf เปนหนังเทียมอกีชนิดหนึง่ที่ประกอบไปดวยคอลลาเจนและเซลล 

โดยที่จะมีทัง้เซลล fibroblast ที่เปนเซลลในชั้นหนงัแท และ เซลลเคราทิโนไซด (keratinocyte) ซึง่

เปนเซลลในชัน้หนังกําพรา นอกจากนัน้ยังมหีนงัเทียมที่ไมไดทําจากคอลลาเจนแตมีองคประกอบ

หลักเปน polyglycolic acid (DexonTM) หรือ polyglactin-910 (VicrylTM)  แลวทําการเพาะเลี้ยง

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

ผิวหนังทดแทนที่ใชผิวหนังหรือเซลลของมนุษยหรือสัตวอ่ืนแทนผิวหนังเดิม ไดแก Alloderm (รูปที่ 

2.3) และ Surederm ที่นําเอาชั้นผวิหนังมนุษย (allograft) มาและทาํการกําจัดเซลลออก 

      

 (ก)      (ข) 

รูปที่ 2.3 ตัวอยางผลิตภัณฑเนื้อเยื่อผิวหนังยี่หอ Alloderm (ก) และ Apligraf (ข) 

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

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

 

ลักษณะที่สําคัญในการออกแบบผลิตภัณฑวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนังตองคํานึงถึง

คุณสมบัติตางๆคือ คุณสมบัติทางชีวภาพที่เหมาะสมกับการเกาะติดและเพิ่มจํานวนของเซลล คุ

สมบัติทางกล ขนาดของรูพรุน (pore size) โครงเลี้ยงเซลลที่เหมาะสมในการนําไปใชงานควรมี

ความสามารถในการชักนําใหเกิดการเกาะยึดของเซลล การเจริญเติบโตของเซลล และการเพิ่ม
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จํานวนเซลล ดวยการใชวัสดุที่นํามาทําโครงเลี้ยงเซลลที่มีหมูของ RGD ซึ่งจะสามารถชักนําการ

ยึดเกาะของเซลล โดย RGD จะแสดงในรูปของ integrin receptor ในการชักนําการยึดเกาะของ

เซลล ซึ่งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวาง integrin receptor กับเซลลนี้จะสงผลกระทบตอการ

เจริญเติบโต และการแบงตัวของเซลล (Lee และคณะ, 2003) สวนขนาดรูพรุนที่เหมาะสมตอการ

เจริญเติบโตของเซลลจะมีขนาดประมาณ 100-200 ไมโครเมตร (Freyman และคณะ, 2001; 

O’brein และคณะ, 2005) นอกจากนั้นอัตราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลควรเหมาะสมตอ

อัตราการเกิดของเนื้อเยื่อใหม  โครงเลี้ยงเซลลควรจะยอยสลายไปมากกวา 50% โดยน้ําหนัก (half 

life) ภายในระยะเวลา 1 สัปดาห (Shafritz และคณะ, 1994) 

 

2.3 คอลลาเจน (Collagen) 

 คอลลาเจน (Stephen, 2004) คือไกลโคโปรตีนที่เปนองคประกอบสําคัญที่พบมากที่สุดใน 

Extracellular matrix ที่พบในธรรมชาติโดยที่คอลลาเจนมีลักษณะที่แตกตางกันกวา 20 ชนิด

ข้ึนอยูกับความหลากหลายขององคประกอบภายในหนวยยอยของโซแอลฟา (alpha chain) ชนิด

ของคอลลาเจนสามารถแบงไดออกเปน 2 กลุมใหญตามลักษณะของโมเลกุลคือ คอลลาเจนที่มี

การรวมตัวเปนเสนใย เชน คอลลาเจนชนิด I, II, III, V และ VI และ คอลลาเจนที่ไมมีการรวมตัว

เปนเสนใย ซึ่งสามารถแบงเปนชนิดยอยๆตามลักษณะการเรียงตัวไดเปนคอลลาเจนที่รวมตัวเปน

รางแหที่เปน basement membrane collagens เชน คอลลาเจนชนิด IV, VIII และ X และ  

คอลลาเจนกลุมสุดทายเปนคอลลาเจนที่มีการแทรกตัวอยูกับคอลลาเจนที่เปน triple helix (fibril-

associated collagen with interrupted triple helix) ตัวอยางเชน คอลลาเจนชนิด IX, XII, XIV 

และ XIX ตามที่แสดงในตารางที่ 2.2 คอลลาเจนในแตละกลุมจะมีหนวยซ้ําที่เหมือนกันคือ Gly-X-

Y ซึ่ง X แทน proline และ Y แทน 4-hydroxyproline โมเลกุลของคอลลาเจนประกอบไปดวย 

polypeptide α-chain 3 เสน ซึ่ง α-chain ทั้ง 3 เสนพันรวมกันทําใหคอลลาเจนมีโครงสรางเปน

แบบ triple helix แสดงดังรูปที่ 2.4 (Friess และคณะ 1998) 
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ตารางที่ 2.2 ตัวอยางผลิตภัณฑเนื้อเยื่อผิวหนัง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา (Gelse และคณะ, 2003) 

 คอลลาเจนชนดิ I คือ ไกลโคโปรตีนที่ประกอบดวยคารโบไฮเดรตนอยกวา 1% โดยที่

โมเลกุลของน้าํตาลจะถูกยดึไวดวยหมูไฮดรอกซิล ลักษณะพิเศษทางสรรีะวิทยาและลกัษณะ 

เฉพาะของวัสดุชีวภาพของคอลลาเจนเกดิจากอนพุนัธที่ซับซอนของโมเลกุลคอลลาเจน ความ

หลากหลายของระดับของอันดับโมเลกุลทีจ่ัดเรียงตัวในสายโซพอลิเมอรแสดงไดดังรูปที่ 2.4สายโซ

แอลฟาจะรวมตัวกันกลายเปนเกลยีวซึง่สามารถจําแนกดวยการวิเคราะหดวย X-ray (รูปที่ 2.4b) 
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รูปที่ 2.4 โครงสรางทางเคมีของคอลลาเจน ชนิด I. (a) โครงสรางปฐมภูมิของกรดอะมิโน (b) 

โครงสรางทุติยภูมิของเกลียวดานซายมือและโครงสรางตติยภูมิของเกลียวดานขวามือ และ (c) 

โครงสรางจตยุภูมิ (Friess และคณะ, 1998) 

  

 โครงสรางตตยิภูมิของคอลลาเจน ประกอบดวยสายโซโพลิเปปไทด 3 เสนพนักันเปน

เกลียวจากทางขวา นอกจากนัน้ภายในสายโซประกอบไปดวยกรดอะมิโนที่มีดานปลายสุดเปนหมู

คารบอกซิลที่ไมรวมตัวเปนเกลียว สวนที่ไมเปนเกลียวถกูเรียกวาเทโรเปปไทด (telopeptide) 

 บทบาทสําคญัของคอลลาเจนที่ใชสรางโครงเลี้ยงเซลลในทางวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ไดมีผูทํา 

การศึกษาอยางกวางขวางทัง้ในดานลักษณะสมบัติ ความคงตัว ความสามารถในการเปนโครงให

เซลลยึดเกาะเปนตน ดงัเชนในปค.ศ. 2003 Lie Ma และคณะไดทําการศึกษาการเพิ่มความคงตวั

ของโครงเลี้ยงเซลลรูพรุนคอลลาเจนโดยเปรียบเทียบการใชกรดอะมิโน 3 ชนิด (ไกลซีน, กรดกลตูา

มิค, ไลซีน) เปนสะพานเชือ่มโยงพันธะของคอลลาเจนชนิด I ซึ่งใชการเชื่อมโยงพนัธะทางเคมีดวย 

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

(NHS) ผลจากการศึกษาความคงตวัของโครงเลี้ยงเซลลดวยการวัดอัตราการยอยสลายโครงเลีย้ง

เซลลคอลลาเจนดวยเอนไซมคอลลาจีเนส (collagenease) พบวาโครงเลี้ยงเซลลทีผ่สมไลซีนและ

เชื่อมพนัธะดวย EDAC/NHS (Lys/EDAC) จะมีอัตราการยอยสลายต่ําที่สุดที่ 9.1% สวนโครง

เลี้ยงเซลลที่ม ีคอลลาเจน (Col/EDAC) และโครงเลี้ยงเซลลที่ผสมไกลซีน (Gly/EDAC) และเชื่อม

พันธะดวย EDAC/NHSจะมีอัตราการยอยสลายที่ 23% และ 18% ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลที่กรด 

กลูตามิคและเชื่อมพันธะดวย EDAC/NHS (Glu/EDAC) จะมีอัตราการยอยสลายสูงถึง 77.1%    

ซึ่งใกลเคียงกบัอัตราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนเพียงอยางเดียวที่ไมไดผานการ

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

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

 ในปค.ศ. 2005 O’Brien และคณะไดทําการศึกษาผลกระทบของขนาดรูพรุนของโครง

เลี้ยงเซลล collagen-glycosaminoglyan (CG) เพื่อทีจ่ะศึกษาความสัมพนัธระหวางการยึดและ

การเติบโตของเซลลในโครงเลี้ยงเซลล และโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลล CG ที่มีขนาดรพูรุน

ตางกนั 4 ขนาดโดยการขึ้นรูปดวยเทคนิค lyophilization สารละลาย CG ถูกเตรียมจากการผสม 

คอลลาเจนชนดิ I (0.5%(w/w) ทีเ่ตรียมจากเสนเอ็นของวัวกบั chondroitin-6-

sulphate(0.05%(w/w)) ทีไ่ดจากกระดูกออนของฉลามที่ละลายกรดอะซิติคเขมขน 0.05 โมลาร 

(pH 3.2)  โดยจะผลิตโครงเลี้ยงเซลลที่มขีนาดรูพรุนตางกนั 4 ขนาดดวยการนําสารละลาย CG ไป

แชแข็งดวยอัตราการลดอุณหภูมิเทากนัแตตางกนัที่อุณหภูมิแข็งตัวสดุทาย (final freezing 

temperature :Tf) คือ -10°C,-20°C,-30°C และ -40°C โครงเลี้ยงเซลลถกูเชื่อมโยงพนัธะดวย

อุณหภูมิที ่ 105°C ภายใตความดัน 50 mTorr เปนเวลา 24 ชัว่โมง โครงเลี้ยงเซลลที่มีอุณหภมูิ

แข็งตัวสุดทายเปน -40°C,-30°C,-20°C และ -10°C จะมีขนาดรูพรุน 95.5,109.5, 121.0 และ 

150.5 ไมโครเมตรตามลําดบั สําหรับโครงเลี้ยงเซลลที่ม ีTf  -40°C,-30°C,-20°C จะมีขนาดรพูรุน

ไมแตกตางอยางมนีัยสาํคัญระหวางขนาดรูพรุนเฉลี่ยในแนวขวางและแนวนอน ในขณะเดียวกนัที่

โครงเลี้ยงเซลลที่มี Tf  -10°C จะมีขนาดรูพรุนแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญโดยจะมีขนาดในแนว

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

ของทิศทางของการถายเทอณุหภูมิ ขนาดของรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลมีผลอยางมากตอการยดึ

ติดของเซลล โครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนเล็กที่สุด (Tf=-40°C)  พบวามีปริมาณเซลลเหลืออยู

บนโครงเลี้ยงเซลล 40%  ที่เวลา 24 และ 48 ชม.ในขณะที่เหลือปริมาณเซลลอยูเพียง 20% ใน

โครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรนุใหญที่สุด (Tf=-10°C) สําหรบัโครงเลี้ยงเซลลที่มี Tf -20°C และ-30 °C 

นั้นจะมีจาํนวนทีย่ึดติดไมแตกตางกนัอยูที่ 30% ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมงเชนเดียวกัน 
 

2.4 เจลาติน (gelatin) 

 เจลาติน คือโปรตีนที่ไมไดเกิดขึ้นในธรรมชาติแตสกัดไดมาจากคอลลาเจนที่ เปน

องคประกอบหลักของเนื้อเยื่อ, ผิวหนัง และ กระดูกของมนุษยและสัตว ข้ันตอนในการผลิต          

เจลาตินเริ่มจากการสกัดเจลาตินจากคอลลาเจนดวยกระบวนการ acidic หรือ alkaline process 

แลวจึงผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ (Purification), เพิ่มความเขมขนและการทําใหแหง  
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ผลิตภัณฑเจลาตินที่ไดจากกระบวนการที่แตกตางกันแบงออกเปน 2 ชนิดคือ Basic gelatin หรือ  

เจลาตินชนิด A ซึ่งไดจาก alkaline process  และ Acidic gelatin หรือ เจลาตินชนิด B ซึ่งไดจาก 

acidic process  ดังแสดงไดในรูปที่ 2.5 โดยทั่วไปเจลาติน จะถูกใชงานทางดานเภสัชกรรม และ

ทางการแพทย เนื่องจากเจลาตินมีสมบัติในการยอยสลายทางชีวภาพ และ มีสมบัติการเขากันไดดี

กับรางกาย  ดวยสมบัติเหลานี้ทําใหเจลาตินไดรับการยอมรับวาเปนสารปลอดภัยเมื่อนํามาใชเปน

สวนประกอบของยา และอวัยวะเทียมเมื่อนํามาใชรวมกับรางกายมนุษย (Young, S. และคณะ, 

2005) และมีลักษณะที่ดีในการควบคุมการสงผาน (Tabata,1999) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   รูปที่ 2.5 แสดงขั้นตอนการสกัด acidic gelatin และ basic gelatin 

       ที่มา (Tabata, 1998) 

 

 เจลาตินแบงออกเปน 2 ชนิด คือ (Tabata, 1998) 

 -Basic gelatin (Type A gelatin): ไดมาจาก acid process สกัดไดยากกวาแบบ 

alkaline process และเนื่องจากปฏิกิริยาที่เกิดกับกลุมเอไมดในคอลลาเจนมีนอยจึงทําใหเจลาตนิ

มีคา Isoelectric point (pI) ประมาณ 9.0 ซึ่งใกลเคยีงกับคอลลาเจนและเหมาะกับการใชงาน

รวมกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนกรด  

 -Acidic gelatin (Type B gelatin): ไดมาจาก alkaline process เปนขบวนการไฮโดรไลซิ

สกลุมเอไมดในคอลลาเจน ซึ่งจะไดเจลาตินที่มีกลุมคารบอกซิลปริมาณมากทาํใหเจลาตนิมีประจุ

ลบ และมีคา Isoelectric point (pI) ประมาณ 5.0 ซึ่งเหมาะกับการใชงานรวมกบัโปรตีนที่มีสมบัติ

เปนเบส  
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สมบัติของเจลาติน Type A และ B สรุปดังตารางที่ 2.3 

ตารางที่ 2.3 ตารางแสดงสมบัติของเจลาติน ชนิด A และ B  

 

 

 

 

ลักษณะเฉพาะของเจลาตินคือ สารที่ประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิดที่มีปริมาณสูง 

เชน  glycine, proline และ hydroxyproline  ซึ่งโครงสรางของเจลาตินประกอบไปดวยหนวยซ้ํา

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

ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 2.6  

 

  
  

                 
                   R = glycine-X-Y triplet 

                   X และ Y คือ proline และ hydroxyl proline ตามลําดบั 

รูปที่ 2.6 แสดงโครงสรางของเจลาตนิ 

ที่มา (Lee, 2005) 

 

          เจลาตินประกอบไปดวยกรดอะมิโน 19 ชนิด และมีปริมาณของกรดอะมิโน glycine, 

proline และ hydroxyproline ที่มาก เชนเดียวกับคอลลาเจน และเนื่องจากมีปริมาณกรดอะมิโน 

methionine, tyrosine และ cystine ที่เพิ่มข้ึน ซึ่งกรดอะมิโนจําพวกนี้จะแสดงพฤติกรรมเปน 

hydrophilic จึงทําให เจลาตินละลายน้ําไดดี (Neuman, 1949) ซึ่งสามารถสรุปปริมาณกรดอะมิ

โนชนิดตางๆ ใน เจลาตินดังตารางที่ 2.4 

 

Property  Type A Type B 

pH 3.8 - 5.5 5.0 - 7.5 

Isoelectric point (pI) 7.0 – 9.0 4.7 – 5.4 

Gel strength (bloom) 50 -300 50 – 300 

Viscosity (cp) 15 -75 20 – 75 

Ash (%) 0.3 -2.0 0.5 – 2.0 
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ตารางที่ 2.4 แสดงองคประกอบในเจลาติน 

กรดอะมิโน % กรดอะมิโนในเจลาตนิ 

Alanine 8.9% 

Arginine 7.8% 

Asperic acid 6.0% 

Glutamic acid 10.0% 

Glycine 21.4% 

Histidine 0.8% 

Hydoxylysine 1.0% 

Hydroxyproline 11.9% 

Isoleucine 1.5% 

Leucine 3.3% 

Lycine 3.5% 

Methionine 0.7% 

Phenylanine 2.4% 

Proline 12.4% 

Serine 3.6% 

Theronine 2.1% 

Tyrosine 0.5% 

Valine 2.2% 

Total 100% 

 ความสําคัญของเจลาตินถูกใชเปนอยางมากในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อดังที่พบไดจาก

งานวิจัยของ Tabata ในป1999 ที่ศึกษาการใชเจลาตินเปนวัสดุทดแทนผิวหนังที่มีสมบัติในการ

ควบคุมการสงผาน (control release) โกรสแฟคเตอร bFGF (basic fibroblast growth factor) 

โดยในการทดลองทําการขึ้นรูปแผนไฮโดรเจลจากเจลาตินแลวเชื่อมโยงพันธะดวยกลูตาราลดีไฮด

ที่มีความเขมขนตางๆกันภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา  12 ชั่วโมงหลังจากนั้นจึงนํา

แผนไฮโดรเจลที่ไดแชในสารละลายไกลซีน (glycine) เพื่อกําจัดหมูแอลดีไฮดออก แลวลางดวยน้ํา

กลั่น 3 คร้ังที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และทําแหงที่อุณหภูมิเยือกแข็ง จากนั้นทําการเตมิ bFGF  
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จากผลการทดลองใชไฮโดรเจลในการควบคุมการสงผาน  bFGF (basic fibroblast growth 

factor) พบวา bFGF ที่อยูใน basic gelatin จะถูกสงผานไดเกือบทั้งหมด ในขณะที่ bFGF ที่อยูใน 

acidic gelatin จะถูกสงผานไดนอย และไฮโดรเจลที่มีคาการดูดซับน้ําสูงกวา  จะสลายตัวไดเร็ว

กวาไฮโดรเจลที่มีคาการดูดซับน้ําที่ต่ํากวา ซึ่งแสดงถึงผลการใชเจลาตินในการควบคุมการสงผาน

โกรสแฟคเตอรในโครงเลี้ยงเซลลเพื่อใชในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ  

 ในงานวิจัยของ Kang และคณะในป 1999 ที่ศึกษาวิธีการเตรียมวัสดุรูพรุน โดยการ

เตรียมไฮโดรเจลที่ยอยสลายไดตามธรรมชาติจากเจลาตินที่มีการเชื่อมโยงพันธะดวยสารละลายก

ลูตาราลดีไฮด หลังจากการลางไฮโดรเจลดวยไกลซีนและน้ําแลวจึงนําไปไฮโดรเจลไปแชแข็งเพื่อ

การทําแหงที่จุดเยือกแข็งตอไป โดยที่ทําการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในการแชแข็ง 3 อุณหภูมิ คือ       

-20°C, -80°C และ ไนโตรเจนเหลว โครงสรางของรูพรุนที่ไดจากการทําแหงมีลักษณะแตกตางกัน

ตามอุณหภูมิแชแข็ง โดยที่แผนไฮโดรเจลที่ถูกแชแข็งในไนโตรเจนเหลว จะมีโครงสรางที่เปน 2 มิติ 

(two-dimension) ในขณะที่แผนไฮโดรเจลที่แชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จะมีโครงสราง

เปน 3 มิติ  รูพรุนจะมีความตอเนื่องกันมากขึ้น โดยมีขนาดรูพรุนประมาณ 250 ไมโครเมตร ซึ่งเมื่อ

แชแข็งที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส แผนจะมีโครงสรางเปน 2 มิติและมีขนาดรูพรุนประมาณ 85 

ไมโครเมตร 
 

2.5 ไคโตซาน (Chitosan) 

 ไคติน เปนพอลิเมอรธรรมชาติมีชื่อทางเคมีวา Poly [β-(1→4)-2-acetamido-2-deoxy-

D-glucopyranose] โดยพบเปนองคประกอบของเปลือกแข็งทีหุ่มเซลลของรา ยีสต และจุลินทรีย

หลายชนิด หรือพบเปนโครงสรางแข็งของสัตวไมมีกระดกูสันหลัง จาํพวกแมลง กุง ป ู ปลาหมึก 

เปนตน ไคตินมีปริมาณมากเปนอนัดับสองรองจากเซลลูโลส ไคตินประกอบขึ้นจากน้าํตาลหนวย

ยอย คือ N-acetyl-D- glucosamine มาเรียงตอกันเปนสาย ละลายไดในกรดอนินทรีย เชน  กรด

เกลือ กรดกาํมะถนั กรดฟอสฟอริก และกรดฟอรมิกที่ปราศจากน้ํา แตไมละลายในดางเจือจาง   

 ไคโตซานคืออนุพนัธของไคตินที่ตัดเอาหมูอะซิติลของน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine 

(เรียกวา deacetylation คือ เปล่ียนน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine เปน glucosamine) ออก

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

ไมสามารถละลายในตวัทาํละลายอนิทรียเกือบทัง้หมดและน้ําที่มีคา pH เปนกลางหรือดาง แต

สามารถละลายในกรดออน ไคโตซานที่ไดจะมีสวนผสมของ น้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine 

และ glucosamine อยูในสายพอลเิมอรเดียวกนั ซึง่ระดับการกําจัดหมูอะซิติล (หรือเปอรเซ็นตการ
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เกิด deacetylation) มีผลตอสมบัติและการทาํงานของไคโตซาน นอกจากนี้น้าํหนักโมเลกุลของ  

ไคโตซานบอกถึงความยาวของสายไคโตซานซึง่มีผลตอความหนืด เชน ไคโตซานที่มนี้าํหนัก

โมเลกุลสูงจะมีสายยาวและสารละลายมีความหนืดมากกวาไคโตซานที่มีน้าํหนกัโมเลกุลตํ่าเปน

ตน ดงันัน้การนําไคโตซานไปใชประโยชนจะตองพิจารณาทัง้เปอรเซ็นตการเกิด deacetylation 

และน้ําหนกัโมเลกุล โครงสรางของไคตินและไคโตซานแสดงดังนี ้

 

 
โครงสรางของไคติน 

 

โครงสรางไคโตซาน 

รูปที่ 2.7 โครงสรางโมเลกุลของไคโตซาน 

 ไคติน/ไคโตซานนัน้เปนวัสดุเชิงประกอบทีม่ีความเหนียวฉีกขาดยาก และสามารถรบัแรง

ไดสูงและไมเปล่ียนรูปรางไดงาย ๆ ถาหากพิจารณาในเชงิโครงสราง ไคตินจะจัดเรียงตัวเปน

โครงสรางผลกึเหลวแบบคลอเลสเทอริก (cholesteric liquid crystal structure) โดยมีโปรตีนและ

แคลเซียมคารบอเนตแทรกทาํใหวัสดุนี้ทนแรงไดทุกทิศทาง ไคติน/ไคโตซานมีความเปนวัสดุพิเศษ 

คือ ตัววสัดุสามารถทําหนาทีท่างเคมหีรือทางชวีภาพบางอยางไดดวยตัวเอง (functional 

materials) ตัวอยางเชน เปนแผนโพลารเมมเบรน (polar membrane)  ซึ่งสามารถใชในการแยก

แอลกอฮอล(เจือจาง)โดยกระบวนการเพอรวาพอเรชนั (pervaporation) เปนตน  

 

สมบัติทางกายภาพและทางเคมีของไคติน-ไคโตซาน (ภาวดี เมธะคานนท, 2545) 

การละลาย (Solubility) 

 ไคตินไมละลายในน้าํ กรดเจือจาง ดางเจือจางและเขมขน แอลกอฮอล และตัวทําละลาย

อินทรียอ่ืนๆ แตสามารถละลายไดในกรดไฮโดรคลอริก (กรดเกลือ) เขมขน กรดซัลฟูริก (กรด
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กํามะถัน) เขมขน กรดฟอสฟอริก (78-97%) กรดฟอรมิก (anhydrous formic acid) และ DMAc-

LiCl (N, N-Dimethylacetamide Lithium chloride) ความยากในการละลายของไคตินในตัวทาํ

ละลายตางๆ เปนผลมาจากสายโซโมเลกุลที่อยูกนัอยางหนาแนนมพีนัธะเกดิขึ้นทั้งภายในและ

ระหวางโมเลกลุ เนื่องจากหมูฟงกชันที่ตางกนั (หมูไฮดรอกซิลและหมูอะซีตามิโด) 

 ไคโตซานไมละลายน้ํา ดางและตัวทําละลายอินทรีย (organic solvent) แตสามารถละลาย

ไดในสารละลายทีเ่ปนกรดอินทรียเกือบทกุชนิดที่ม ี pH นอยกวา 6 กรดอะซีติกและกรดฟอรมิก 

เปนกรดทีน่ิยมใชในการละลายไคโตซาน กรดอินทรียบางชนิด เชน กรดไนตริก กรดไฮโดรคลอริก 

กรดเปอรคลอริก และกรดฟอสฟอริก สามารถละลายไคโตซานไดเชนกนัแตภายใตการคนที่

อุณหภูมิสูงปานกลาง อยางไรก็ตามในบางครั้งอาจมีตะกอนขาวคลายวุนเกิดขึ้น 

 สารละลายไคโตซานมีความเหนยีว ใส มีพฤติกรรมแบบนอน-นิวโตเนยีน (non-newtonian) 

ในสารละลาย หมูอะมิโนของไคโตซานจะแตกตัว โดยมคีาสัมประสิทธิ์การแตกตัว (pKa) ข้ึนอยูกับ

ความหนาแนนของประจพุอลิเมอรโดย pKa ของไคโตซานมีคาอยูในชวง 6.2 – 6.8 

 

น้ําหนกัโมเลกลุ (Molecular weight) 

 ไคตินในธรรมชาติจะมนี้ําหนักโมเลกุลสูงมากกวา 1 x 105 ในขณะที่ไคโตซานจะมีน้ําหนัก

โมเลกุลอยูในชวง กวา 1 x 105 ถึง 1 x 106 ข้ึนอยูกับข้ันตอนในการผลิต 

 

Degree of Deacetylation 

 เปนตัวบงชี้ความเปนไคติน-ไคโตซาน เนือ่งจากไคติน-ไคโตซานเปนพอลิเมอรระหวางสอง

โมโนเมอร N-acetyl-D-glucosamine และ D-glucosamine ถาสดัสวนที่อยูรวมกันของมอนอ

เมอรแรกมากกวา คือมีคา degree of deactylation ต่ํา จะแสดงสมบัติเดนของไคติน แตถา

สัดสวนของโมโนเมอรที่สองมากกวา คือมีคา degree of deactylation สูงจะแสดงสมบัติเดนของ

ไคโตซาน 

 

 

ความหนืด (Viscosity)  

 ความหนืดของสารละลายไคโตซานขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง เชน degree of 

deactylation น้ําหนักความหนืดโมเลกุล ความเขมขน ionic strength ความเปนกรด-ดาง (pH) 

และอุณหภูมิ โดยทัว่ไปแลวความหนืดของสารละลายพอลิเมอรจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น แต
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ชนิดของกรดที่ใชและการเปลี่ยนแปลง pH ของสารละลายพอลิเมอรจะใหผลความหนืดที่แตกตาง

กัน เชนความหนืดของไคโตซานในกรดอะซีติกจะเพิม่ข้ึนเมื่อสารละลายมีคา pH ลดลง ในขณะที่

ความหนืดของไคโตซานในกรดไฮโดรคลอริกจะเพิ่มข้ึนเมื่อ pH ของสารละลายเพิ่มข้ึน 

 

ความสามารถในการตกตะกอน (Coagulating ability) 

 ไคโตซานเปนตัวสรางตะกอนและตัวตกตะกอน (flocculant and coagulating agent) ที่ดี

เนื่องจากการมีหมูอะมิโนจาํนวนมากที่สามารถแตกตวัเปนประจุบวก และจับกับสารที่มีประจุลบ

ได เชน โปรตนี สียอม และพอลิเมอรอ่ืน จากการวิจยัประสิทธภิาพของไคโตซานในการแยกโปรตีน

ออกจากหางนม พบวาความสามารถในการจับโปรตีนเปนสัดสวนผกผันกับน้ําหนกัโมเลกุลของไค

โตซานนอกจากนี้ไคโตซานยงัสามารถจับกบัโลหะหนกัได โดยไนโตรเจนในหมูอะมิโนของไคโต

ซานจะทาํหนาที่เปนตัวใหอิเล็กตรอน ทําใหไอออนของโลหะสามารถสรางพนัธะเชงิซอน 

(coordinate) กับหมูอะมิโนได นอกจากนี้ยงัพบวาหมูอะมิโนไคโตซานมีประสิทธิภาพในการจับกบั

ไอออนของโลหะไดดีกวาหมูอะซีติลในไคติน ดังนัน้ไคโตซานที่มี degree of deacetylation สูงจะ

มีอัตราการดูดซับหรือความสามารถในการจับกับไอออนของโลหะสูง ความสามารถในการดูดซบั

ไอออนของโลหะของไคโตซานยงัขึ้นอยูกบัอีกหลายปจจัย เชน ความเปนผลึก และความสามารถ

ในการดึงดูดน้าํของไคโตซาน 

การประยุกตใชไคโตซานในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ไดมีการนาํไคโตซานมาทาํเปนโครง

เลี้ยงเซลล (Zhang, 2001) เพื่อใชเปนวัสดุปดแผลซึ่งอาจเปนไดทั้งในรูปของแผนเยื่อบาง 

(membrane) แผนคลายฟองน้าํ (sponge) หรือผสมรวมกับผาฝาย หรือใชเปนผงละเอียด โดยจะ

มีผลกระตุนการสรางเซลลใหม และปองกันการติดเชื้อ จึงชวยทาํใหบาดแผลหายเร็วขึ้น (Mi และ

คณะ, 2001) เปนตน 

จากงานวิจยัของ Tangsadthakun และคณะ ในป 2006 ที่ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับ

อิทธิพลของมวลโมเลกุลของไคโตซานตอคุณสมบัติทางกายภาพ และชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล

คอลลาเจนและไคโตซาน ดวยการเตรียมโครงเลี้ยงเซลลดวยเทคนิคการทําแหงดวยความเย็นแลว

เชื่อมโยงพนัธะดวยความรอน (Dehydothermal crosslinking) ที่อุณหภูมิ 105 °C เปนเวลา 48 

ชั่วโมง ที่อัตราสวนของคอลลาเจน/ไคโตซาน 5 อัตราสวนคือ 100/0; 90/10; 70/30; 50/50; 30/70; 

10/90 และ 0/100 และทาํการเปลีย่นคาน้าํหนักโมเลกุลของไคโตซาน (Mw: weight-averaged 

molecular weight) 4 คาคือ XLMW (49 kDa), LMW (180 kDa), MMW (460 kDa), HMW 

(1,450 kDa) จากการทดสอบพบวาในโครงลี้ยงเซลลที่มีไคโตซานมวลโมเลกุลสูง (HMW) ที่มี
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อัตราสวนของไคโตซาน 30 เปอรเซ็นต  จะมีคาโมดูลัสเพิม่ข้ึน และมีประสิทธิภาพมากในการนาํไป

ทดสอบการเพาะเลี้ยงเซลล (cell adhesion and proliferation) ดวยเซลลผิวหนังของหนูและ

มนุษย โดยทาํการทดสอบดวยการจําลองสภาวะของสิง่มีชีวิตในหองปฏิบัติการ (in vitro) ดวย

จํานวนเซลล 20,000 เซลลตอหนึ่งโครงเลี้ยงเซลล และจากการศึกษาดวยกลองจุลทรรศน

อิเล็คตรอนชนดิสองกราด (SEM) พบวารูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน/ไคโตซานอยูในชวง 

100-200 μm  

งานวิจยัของ Mao และคณะในป 2003 ไดศึกษาถงึการเตรียมโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไค

โตซาน ดวยการใชเทคนิคการทําแหงที่จุดเยือกแข็ง (Freeze drying technique) โครงเลี้ยงเซลล

แบบชั้นเดียว (monolayer) และแบบ 2 ชั้น (bilayer) ถกูเตรียมแตกตางกนัที่อุณหภมูิแชแข็งโดย

โครงเลี้ยงเซลลแบบชั้นเดียวจะถกูแชแข็งในตูแชที่อุณหภูมิตางกนัคือ -20ºC, -40ºC และ -60ºC  

ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลแบบ 2 ชั้นจะถกูแชโดยตรงดวย lyophilizing plate ที่มีอุณหภูมิ -56ºC 

แลวทําการศึกษาสมบัตทิางกายภาพ ทางกลและการยอยสลาย จากการศึกษาพบวาการจัดเรียง

ตัวของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลลแบบ  2 ชั้นประกอบดวยชัน้ที่เบากวาซึ่งกับสัมผัสอากาศและชัน้ที่

หนาแนนกวาซึ่งสัมผัสกับถาดแชแข็ง และการเรียงตัวของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลลแบบ 2 ชั้นมี

ความเปนระเบียบมากกวาโครงเลี้ยงเซลลแบบชั้นเดียว นอกจากนั้นยังพบวาอณุหภูมิในการแช

แข็งที่เพิม่ข้ึนมผีลใหขนาดของรูพรุนเลก็ลง ซึ่งแสดงใหเห็นถึงการใชโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไค

โตซานในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนเหมาะสมกับงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 
 
2.6 Glycosaminoglycans (GAG) 

 Glycosaminoglycans เปนองคประกอบสําคัญที่อยูในชัน้ผิวหนงัซึ่งอยูระหวางเสนใย 

คอลลาเจน ทีอ่ยูในชั้นหนังแท (dermis) GAGs มีหลายชนิด มีลักษณะที่แสดงประจุเปนลบและมี

โครงสรางคลายโพลีแซคคาไรดที่ไมมีสาขา GAG มีหลายชนิด เชน chondroitin-6-

sulfate,dermatan sulfate, keratin sulfate, hyaluronan  และ heparin เปนตน หนาทีห่ลักของ 

GAG คือทําหนาที่เปนตัวเชือ่มพันธะโควาเลนทกับโปรตนีสายหลักกลายเปน proteoglycans อีก

ทั้งยังสามารถเพิ่มความสามารถในการตานทานการยอยสลายของ Extracellular matrix และ

สามารถจับยดึโมเลกุลโปรตีนจําพวกไซโตคายนและโกรสแฟคเตอร ที่มีบทบาทในการควบคุมการ

ทํางานของเซลลในกระบวนการรักษาบาดแผลตัวอยางเชน TGF-β1 (Shafritz,1994) ซึ่งมีอิทธพิล

ตอการเกาะติด การเคลื่อนที่ การเพิม่จํานวน และการเปลี่ยนแปลงรปูรางของเซลล 
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รูป 2.8 หนวยซ้ําของ chondroitin-6-sulfate (Sharfitz, 1994) 

 

 จากรูป 2.8 แสดงหนวยซ้ําของ Chondroitin-6-sulfate (CS) ที่เปนหนึง่ใน GAG พื้นฐาน

ที่พบในชั้นหนงัแทที่มีบทบาทสําคัญในการศึกษาทางดานวิศวกรรมเนือ้เยื่อดังเห็นจากงานวิจัยที่

ผานมาทีม่ีการใช chondroitin-6-sulfate (Shafritz และคณะ, 1994; Pek และคณะ, 2004; Lee 

และคณะ, 2004) เปน GAG ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนเพื่อเพิ่มประสทิธิภาพของโครงเลีย้ง

เซลลดวยการลดอัตราการยอยสลายและเพิ่มความสามารถในการเกาะติดของเซลล 

 ในป 1994 Shafritz และคณะไดทําการศึกษาผลของ glycosaminoglycan ในโครงเลี้ยง

เซลล collgen- GAG ที่มีผลตอการหายของบาดแผล (delay wound contraction and induces 

regeneration) โดยทําการศึกษาเปรียบเทียบผลจากโครงเลี้ยงเซลลที่มีองคประกอบเปน collgen 

type I กับ GAG ที่มีความแตกตางกนั 4 ชนิดคือ Chondroitin-6-sulfate, dermatan sulfate, 

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

proteoglycan in which 90 % of chondroitin-6-sulfate) แลวทาํการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลซึง่

ควบคุมขนาดของรูพรุนดวยการปรับเครื่อง lyophilizer  ใหมีอุณหภูม ิ-40°C ถงึ -38 °C และการ

เชื่อมโยงพนัธะดวยอุณหภูม ิ105 °C  ความดัน 50 mmHg เปนเวลา 24 ชม. แลวปดทับโครงเลี้ยง

เซลลดวย poly(dimethylsiloxane) เพื่อควบคุมความชื้นของบาดแผล เมื่อทําการทดสอบขนาด   

รูพรุนโครงเลี้ยงเซลล collgen-GAG  พบวามีขนาด 91±12, 99±23, 102±26, 94±23, และ 

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

collgen-dermatan sulfate, collgen-decorin, collagen ตามลําดับ และมีอัตราการยอยสลาย

ดวยการใชเอนไซม collagenease ซึง่พบวามีอัตราการยอยสลายเปน 23.4±3.4, 38.6±6, 

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

dermatan sulfate แตไมสามารถวัดอัตราการยอยสลายใน collgen-decorin และมีอัตราการ 

ยอยสลาย 12.5-43.5 ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนเพยีงอยางเดยีว และเมื่อทดสอบจลนศาสตร

ในการปดของบาดแผล (kinetics of wound contraction) ในการทดลองในหนูตะเภาพบวา เมื่อ
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เย็บโครงเลี้ยงเซลล collgen- GAG จะมีการลดขนาดของแผลชากวาโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน

เพียงอยางเดยีว 
 
2.7 เสนใยพอลิพรอพลิีนไมสานทอ (non-woven polypropylene fabric)  

 ในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อโดยทัว่ไปแลวมักจะสนใจการสรางโครงเลีย้งเซลลที่มีความ

เหมาะสมกับการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลล ดังเชนโครงเลีย้งเซลลที่มีลักษณะเปนเสนใยซึ่ง

มีลักษณะโครงเสรางเปน 3 มิติที่ชวยสนนัสนนุใหมีการถายเทสารอาหารและออกซิเจนเขาสูโครง

เลี้ยงเซลล โดยที่โครงเลี้ยงเซลลสวนใหญมกัจะผลิตจากวสัดุที่เปนพอลิเมอรจากธรรมชาติเชน 

คอลลาเจน, เจลาติน และไคโตซาน (Ma, 2004; Mao, 2003; Zhang, 2001) แตนอกจากวัสดุจาก

ธรรมชาติดังกลาวแลว งานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อก็ยงัมีความสนใจที่จะใชวัสดุสังเคราะหเพื่อชวย

ในการสรางความแข็งแรงใหกับโครงเลี้ยงเซลลทีท่าํจากวัสดุจากธรรมชาติเพยีงอยางเดียว จาก

งานวิจยัที่ผานมาพบวา มีการใชวัสดุสังเคราะหอยางเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอมาใชใน

การศึกษาดานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ เนื่องจากลักษณะเดนที่มีความเขากันไดทางชวีภาพและความไม

เปนพษิ (non-toxicity)  (Li, 2001; Tyan, 2001) และมีลักษณะโครงสรางเปนเสนใยขนาดเลก็ซึ่ง

ชวยเพิ่มสมบัติทางกลและมีราคาถูก (Gentleman, 2003; Lopergolo, 2000) 

 แตเนื่องจากโครงสรางทางเคมีของพอลิพรอพิลีนประกอบไปดวยคารบอนและไฮโดรเจน

เทานัน้ (รูปที่ 2.9)  

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.9 แสดงโครงสรางโมเลกุลพอลิพรอพิลีนและแผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ  

 

โครงสรางโมกลุดังกลาวแสดงถึงสมบัติความไมชอบน้าํ (Hydrophobicity) ที่เปนขอจํากัดในการ

ประยุกตใชเปนวัสดุทางชีวภาพ (biomaterial) (Wei, 2006; Li, 2001) จึงนาํไปสูการพัฒนา

ปรับปรุงโครงสรางพืน้ผิวของพอลพิรอพิลีนใหมีความชอบน้ํา (Hydrophilicity) ข้ึนดวยวิธีตางๆ

เชน การกระตุนดวยพลาสมา (Wei, 2006) และการเชื่อมพันธะกับคอลลาเจน (Tyan, 2001) โดย

ที่ลักษณะสมบัติของพอลิพรอพิลีนแสดงในตารางที ่2.5 

[ CH2-CHCH2 ]  n 
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ตารางที ่2.5 แสดงลักษณะสมบัติเฉพาะของพอลพิรอพลีิน 

วัสดุสังเคราะห ความ

หนาแนน

จําเพาะ 

อัตราการ

ดูดซึมน้ํา

(%) 

อุณหภูมิ

หลอมละลาย 

การสองผาน

แสง UV 

ทนทานตอ

ความรอน 

Polypropylene 

(PP) 

0.90 0.01 338 Translucent ไมทน 

ดัดแปลงจาก ชัยณรงค รัตนกรีฑากุล, 2547 
 
2.8 ไซโตคายนและโกรสแฟคเตอร (Cytokine and growth Factor) (ชาญวทิย ตันติพ์ิพฒัน, 

2544) 

ไซโตคายนเปนโมเลกุลโปรตีนทีห่ลั่งออกมาจากเซลลทีห่นาที่สําคัญในการกระตุนใหเกิด

การสรางเนื้อเยื่อใหม โดยทีไ่ซโตคายนที่เกี่ยวของกับการสรางเนื้อเยื่อมักเรียกวาโกรสแฟคเตอรซึ่ง

สามารถกระตุนใหเกิดการแบงตัวของเซลล การยายทีข่องเซลลเขามาในเมทริกซ และการสราง 

เมทริกซ หรือสารที่เปนโครงสรางของ Connective tissue สําหรับไซโตคายนที่เกีย่วของกับการ

รักษาบาดแผลนั้นมีดวยกันหลายชนิดโดยที่แตละชนิดจะมีแหลงที่มาและทาํหนาแตกตางกนัไปดัง

แสดงไดในตารางที ่2.6 

การทาํงานของโกรสแฟคเตอรมีความซับซอน และตองการสภาวะทีเ่หมาะสมทั้งทางดาน

สภาพแวดลอม อุณหภูม ิ คาความเปนกรด-ดาง อีกทัง้ยังจะตองอาศัยโกรสแฟคเตอรเชนเดียวกัน

เพื่อกระตุนการทํางานของโกรสแฟคเตอรเองดังเชน ตัวอยางการทาํงานของโกรสแฟคเตอรใน

ระยะที่บาดแผลเกดิลิ่มเลือด เชน Interleukin-1 (IL-1) จะกระตุนเอนไซมโปรทีเอสจากเซลล       

ไฟโบรบลาส และ TNF-α จะควบคุมปริมาณของเซลลไฟโบรบลาส สวนในระยะที่เซลลมกีาร

แบงตัวและมกีารซอมแซมเมทริกซ เซลลไฟโบรบลาส, เซลลเอนโดรทีเลียล และ เซลลเคราทีโนไซด 

มีบทบาทในการสรางโกรสแฟคเตอร โดยเคราทีโนไซดจะสราง TGF-β, TGF-α และ IL-1  เซลลไฟ

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

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

Vascular Endothelial cell Growth Factor (VEGF) ซึ่งโกรสแฟคเตอรทั้งหมดจะสงเสริมการยาย

ที่ของเซลล, การเพิม่จํานวน, การสรางเสนเลือดใหม และการสรางสารประกอบเอ็กตราเซลลูลาร

เมทริกซ 
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ตารางท ี2.6 ไซโตคายนที่เกีย่วของกับการรักษาบาดแผล (wound healing) (สมบูรณ ชัยศรีสวัสด์ิ

สุข, 2547; Naughton, 2002) 

Cytokines Symbol Source Function 

Platelet-derive 

growth factor 

PDGF Platelet, 

macrophages, 

endothelial cell 

เพิ่มจาํนวนเซลล fibroblast และ คอลลา

เจน, กระตุนการทํางานของเม็ดเลือดขาว 

Epidermal  

growth factor 

EGF Platelet and 

plasma 

เพิ่มจาํนวน Epithelial cell,  fibroblast 

และ เนื้อเยื่อออน(granulation tissue) 

Transforming  

growth factor 

TGF- macrophages ,

lymphocytes 

มีหนาที่เหมือนกับ EGF 

Interleukins IL-1 Macrophages, 

lymphocytes 

เพิ่มจาํนวน Fibroblast, ปรับสารเคมีให

เปนกลาง (neutrophilchemotaxis) 

Tumor necrosis 

factor 

TNF Macrophages, 

mast cell ,T 

lymphocytes 

เพิ่มจาํนวน Fibroblast  

Fibroblast growth 

factor 

FGF Brain, pituitary, 

macrophages 

and many cell 

เพิ่มจาํนวน Fibroblast และ epithelial 

cell; เรงการสะสมของ matrix,ปดของ

บาดแผล, สังเคราะหหลอดเลือด 

(angiogenesis) 

Keratinocyte  

growth factor 

KGF Fibroblast  เพิ่มจาํนวน Epithelial cell  

Insulinlike  growth 

factor-1 

IGF-1 Liver, plasma, 

and fibroblast 

สังเคราะห sulfated protoglycans, 

คอลลาเจน และเพิ่มจาํนวน  fibroblast  

Human growth 

hormone 

huGH Pituitary and 

plasma 

กระบวนการAnabolism  

Interferons IFN Lymphocytes 

and fibroblast 

ยับยั้งการเพิ่มจํานวน fibroblast  และ

การสังเคราะห คอลลาเจน  
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ในงานวิจัยที่ผานมามีการศึกษาถึงผลของโกรสแฟคเตอรที่มีผลตอการเพิ่มจาํนวนของ

เซลลและการสรางเอ็กตราเซลลูลารเมทริกซ ดงัเชนในงานวิจัยในปค.ศ. 2005 ของ Pangborn ซึ่ง

ทําการศึกษาผลของความเขมขนของโกรสแฟคเตอร 4 ชนิด  ที่มีตอการสราง ECM ในการเลีย้ง

เซลลแกวตา (meniscal fibrochondrocytes) ในโครงเลีย้งเซลลที่เตรียมจาก poly-glycolic acid 

(PGA) ที่มีขนาดเสนผานศนูยกลาง 3 มิลลิเมตร หนา 1.5 มิลลิเมตร เซลลที่ใชในการศึกษาเตรียม

ไดจากแกวตาของกระตายขาวพันธุ New Zealand โดยที่มีความหนาแนนของเซลลเทากับ 2.5 

ลานเซลล/มิลลิลิตรของโครงเลี้ยงเซลล หลังจากทาํการเลี้ยงเซลลในโครงเลี้ยงเซลลเปนเวลา 9 วนั

ใน DMEM แลวจึงทําการเติมโกรสแฟคเตอรดวยการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลใหมใหคร่ึงหนึ่งของ

ปริมาตรทั้งหมดเปนโกรสแฟคเตอรแตละชนิดที่มีความเขมขนตางๆกนัดังนี้ transforming growth 

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

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

fibroblastic growth factor (bFGF) เขมขน 10, 25, and 100 ng/ml ซึ่งมีการเลีย้งเซลลในโครง

เลี้ยงเซลลที่ไมมีโกรสแฟคเตอรเปนตัวควบคุมแลวจึงทําการวิเคราะหผลดวย Radiolabeling 

assay ที่แสดงปริมาณ S-sulfate และ H-proline ที่ถูกเซลลนาํไปใชในการสราง GAG และ 

คอลลาเจน เมื่อทําการศึกษาภาพที่ไดจากกลองจุลทรรศนพบวา โครงเลี้ยงเซลล PGA ที่ใช TGF-

β1–medium จะมีความหนาแนนของเซลลและ/หรือ ECM แตกตางกับการใชโกรสแฟคเตอรชนิด

อ่ืน และเมื่อพิจารณาปริมาณ H-proline พบวาใน TGF-β1 และ bFGF ที่มีความเขมขน            

ในระดับกลางและสูงจะมีความแตกตางอยางมีนยสสําคัญเมื่อเทียบกับตัวควบคุม แตใน IGF-I 

และ PDGF-AB ไมมีความแตกตาง สวนปริมาณ S-sulfate ในกลุมของ TGF-β1 พบวามีแนวโนม 

ของการใช S-sulfate เพิ่มข้ึนตามเวลา โดยเฉพาะที่ระดับความเขมขนของโกรสแฟคเตอรที่มีคาสูง 

จะเหน็ความแตกตางของ S-sulfate อยางมนีัยสาํคัญสําหรับการทดสอบทางชีววทิยาทีพ่ิจารณา 

จํานวนเซลลทีม่ีชีวิตในโครงเลี้ยงเซลลพบวาในกลุมของ IGF-I และ bFGF เทานัน้ทีม่จีํานวนเซลล 

แตกตางกับกลุมควบคุมอยางมนีัยสาํคัญ 

สําหรับการศึกษาการปลดปลอยโกรสแฟคเตอรหรือไซโตคายนออกจากโครงเลี้ยงเซลลได 

มีการศึกษามาแลวหลายรูปแบบดังเชนในป ค.ศ.1997 Oluyinka O. และคณะ ไดทําการศึกษาผล 

ของคอลลาเจนที่มีตอการปลดปลอย cytokines จากเกล็ดเลือด (platelet) ดวยการศึกษาปริมาณ 

โกรสแฟคเตอร 2 ชนิด คือ PDGF-AB และ TGF-β1 ที่ปลอยออกมาจากเกล็ดเลอืดซึ่งแยกออกมา 

จากเลือดของรกหมู โดยที่เกล็ดเลือดจะถกูกระตุนโดยคอลลาเจน และ arachidonate แลวทําการ 

วิเคราะหปริมาณโกรสแฟคเตอรดวยเทคนคิการดูดกลืนแสงของเอนไซมที่ถกูเชื่อมโยง  (ELISA; 
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enzyme-linked immunosorbent assay) จากผลการศึกษาพบวาคอลลาเจนสามารถกระตุนการ 

ปลดปลอยเอนไซมทัง้ 2 ชนิดไดดีกวากลุมควบคุมและ arachidonate สามารถกระตุนการปลด 

ปลอยเอนไซม ทัง้ 2 ชนิดไดดีกวาคอลลาเจน 

ในปค.ศ. 2004  Lee และคณะไดทําการศึกษาผลของการปลดปลอย TGF-β1 จากเม็ดไค

โตซานขนาดเล็ก (chitosan microsphere) ที่มีตอการเลี้ยงเซลลกระดูก (chondrocytes) บนโครง

เลี้ยงเซลลทีท่าํจากคอลลาเจน-ไคโตซาน-ไกลโคสอะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan : GAG) 

TGF-β1 ถูกบรรจุอยูในอนภุาคไคโตซานดวยการทําสารละลาย อิมลัชันทีเ่ปนประจุ (emulsion-

ionic cross-linking) แลวจึงทาํการศึกษาการปลดปลอย TGF-β1 จากอนุภาคใน PBS ดวย 

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay ) หลังจากนัน้จึง ทําการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล

คอลลาเจน-ไคโตซานที่มีความเขมขน 0.5 % โดยน้าํหนักและ 1.0 % โดยน้าํหนกัตามลําดับดวย

เทคนิคการทาํแหงดวยการทาํใหแข็งแลวทาํใหแหงในสภาวะความดนั สูง (lyophilized) แลวจึงทํา

การเชื่อมโยงพันธะกับ chondroitin -6-sulfate ดวย EDC หลังจากนั้น จงึทาํการใสอนุภาค ไคโต

ซาน-TGF-β1 ดวยการแชโครงเลี้ยงเซลลในสารแขวนลอย TGF-β1 ซึ่งมี ปริมาณ 0.45 มิลลิกรมั

ในเอทานอล 90% แลวนําโครงเลี้ยงเซลลที่ไดไประเหิดแหงซึง่จะมีปริมาณ TGF-β1 ประมาณ 10 

นาโนกรัม จากผลการวเิคราะหลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลดวยภาพถายจากกลอง

จุลทรรศนอิเลค็ตรอนพบวา มีอนุภาคเลก็ๆเกาะอยูบนพื้นผวิของโครงเลี้ยงเซลล และผลจากการ

วิเคราะหการปลดปลอย  TGF-β1 ออกจากไมโครสเฟยรพบวา ปริมาณของ TGF-β1 ที่ปลดปลอย

ออกมาแบบสะสมจะมีคาเพิม่ข้ึนแลวคงที่ นอกจากนัน้เมื่อวิเคราะห ผลการทดสอบทางชีวภาพใน

การเลี้ยงเซลล chondrocyte ซึ่งเปนเซลลกระดูกดวยการวิเคราะห จํานวนเซลลที่เกาะและเพิ่ม

จํานวน (cell attachment and proliferation) ในโครงเลี้ยงเซลลดวย ปริมาณ DNA พบวา โครง

เลี้ยงเซลลที่ม ี growth factor  TGF-β1 จะมีจํานวนเซลลมากกวา ในโครงเลี้ยงเซลลที่ไมมีโกรส

แฟคเตอร TGF-β1 อีกทัง้เมือ่พิจารณาปรมิาณของ GAG และ น้ําหนกัโดยรวมของโครงเลี้ยงเซลล  

หลังจากทําการเพาะเลีย้งเซลลเปรียบเทยีบกับโครงเลี้ยง เซลลที่ไมม ี TGF-β1 พบวาในโครงเลี้ยง

เซลลที่มี TGF-β1 จะมี GAG และน้าํหนักแหงมากกวาโครงเลีย้งเซลลที่ไมมีโกรสแฟคเตอรจึง

สามารถสรุปไดวา โครงเลี้ยงเซลลที่มีอนุภาคของโกรสแฟคเตอร TGF-β1 สามารถเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการสรางกระดูกได 

 

2.8.1 การใชองคประกอบของเลือดเปนโกรสแฟคเตอร (Growth factor) 

องคประกอบและคุณสมบัติของเลือด (วนิ เชยชมศรี, 2540) 
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 เลือดเปนองคประกอบที่สําคัญของระบบไหลเวียนเลือดของมนุษยและสัตวซึ่งทํางานรวม 

กันอยางมีระบบ เพื่อจัดหาปจจัยพืน้ฐานที่จําเปนสําหรับเซลลในรางกายทําใหเซลลสามารถทํา 

หนาที่ไดอยางมีประสิทธิภาพอันเปนผลใหรางกายของสิ่งมีชีวิตนั้นสามารถดาํรงชพีไดปกติ 

องคประกอบของเลือด 

เลือดจัดเปนเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั (Connective tissue) ชนิดหนึ่ง ทีม่ีลักษณะเปนของ

เหลวไหลเวยีนอยูในหลอดเลือดประกอบดวย 

ก. สวนที่เปนนํา้เลือดที่เรียกวาพลาสมา (plasma) เปนของเหลวที่เปนตัวกลางใหเม็ด

เลือดแขวนตัวลอยอยูคิดเปนสัดสวนประมาณ 55 เปอรเซ็นตของเลือด 

ข. สวนทีเ่ปนเม็ดเลือด (Corpuscles หรือ formed elements) คือสวนที่เปนตัวเซลล

แขวนลอยไหลเวียนในหลอดเลือดทั่วรางกาย ไดแก เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และเกล็ดเลือด

หรือทรอมโบไซต คิดเปนสัดสวนประมาณ 45 เปอรเซ็นตของเลือด 

 

2.8.2 พลาสมา (Plasma) 

พลาสมา หมายถงึ นํา้เลือดที่แยกเอาสวนของเม็ดเลือดและเกล็ดเลือดออกไปแลวดวย

การปน พลาสมามีลักษณะเปนของเหลวสีเหลืองซึ่งมสีารตางๆละลายอยู ไดแกโปรตีนชนิดตางๆ

รวมถึงปจจัยในการแข็งตวัของเลือด (coagulation factor) พลาสมาจะถูกแยกออกจากเม็ดเลือดที่

ตกตะกอนดวยเทคนิคปราศจากเชื้อ (sterilized) จากนั้นเลือดจะถูกแชแข็งภายใน 6 ชม. หลงัจาก

ที่รับบริจาคแลวเพื่อพยายามรักษาสารทีท่ําใหเลือดแข็งตัวไว พลาสมาแชแข็ง (Fresh frozen 

plasma, FFP) จะมีปริมาณ 180 - 300 มล. ตอ 1 ยูนิต โดยที่ใน 1 ยนูิตจะมีสารที่ทาํใหเลือด

แข็งตัวเชน factor VIII ประมาณ 200 ยูนิต และสารที่ทําใหเลือดแข็งตัวชนิดละลายยาก เชน 

fibrinogen 2-4 mg/ml  

 

ข้ันตอนการเตรียมพลาสมา (Brecher, 2005) 

ปนแยกน้ําเลือดดวยความเร็วแบบ heavy spin (ตารางที ่2.7) ที่อุณหภูมิ 1- 6 °C แลวแช

แข็งเก็บที่อุณหภูมิ – 18  °C  

 

ขอบงใชพลาสมา (ชาญวทิย ตันติ์พพิัฒน, 2544) 

1.ในผูปวย heamophilia ทีม่ีภาวะเลือดออกแตยังไมไดตรวจวา เปนการขาด factor VIII 

2.ในผูปวยที่มปีญหาเลือดออกทางสูติกรรม เลือดไมแข็งตัวเพราะมีไฟบริโนเจนต่ํา 
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ตารางที่ 2.7 ตารางแสดงการปนแยกการเตรียมองคประกอบของเลือด 

Heavy spin  

        Red cells 5000 x g, 5 minutes 

        Platelets from whole blood  

        Cell-free plasma 5000 x g , 7 minutes 

        Cryoprecipitate  

Light spin  

       Platelet-rich plasma 2000 x g , 3 minutes 

To calculate relative centrifugal force in g :  

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

R* = radius of centrifuge in inches 

ที่มา (Brecher, 2005) 

 

ขอบงใชพลาสมา (ชาญวทิย ตันติ์พพิัฒน, 2544) 

1.ในผูปวย heamophilia ทีม่ีภาวะเลือดออกแตยังไมไดตรวจวา เปนการขาด factor VIII 

2.ในผูปวยที่มปีญหาเลือดออกทางสูติกรรม เลือดไมแข็งตัวเพราะมีไฟบริโนเจนต่ํา 

 

ขอแนะนําการใหพลาสมา 

1.ใหตามหมูเลือด ABO ของผูปวย โดยไมตอง compatibility testing 

 -ถาไมมี ให FFP ‘AB’ แกผูปวยทุกหมูเลอืดได 

 -ผูปวยหมูเลือด ‘O’ สามารถรับ FFP ทุกหมูเลือดได 

2.กอนใชนํา FFP มาละลายในอางน้าํรอนอุณหภูมิ 37°C จนน้ําแข็งละลาย  

3.การใหควรระวังอนัตรายจาก 

 -Circulatory overload จากการใหจํานวนมากหรือเร็วเกินไป 

 -Transfusion reactions จากการแพพลาสมาโปรตีน 

 

2.8.3 เกล็ดเลือดเขมขน (Concentrated platelet) (Brecher, 2005) 

เกล็ดเลือดเขมขนเตรียมไดจากเลือดทีเ่กบ็ที่อุณหภูมิต่าํกวา 20°C แลวทําการแยก 

platelet-rich-plasma (PRP) ภายใน 4 ชม.หลงัจากนัน้จึงทําการปนแยก PRP เพื่อแยกเอา
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ของเหลวที่เปนพลาสมาออกหลงัจากนัน้จึงนาํเกล็ดเลอืดที่ปนแยกไดมาทาํการแขวนลอยอกีครั้ง

ในน้าํเลือด (plasma) แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 20-24 °C ในสภาวะที่มกีารสั่นเบาๆ ชา ๆ อยาง

ตอเนื่อง เพื่อปองกนัไมให Platelet ตกตะกอน โดยที่ในเกล็ดเลือดเขมขน 1 ยูนติมีปริมาณเกล็ด

เลือดตอยูนิตมากกวา 5.5X1010 platelets/unit 

 

ข้ันตอนการเตรียมเกล็ดเลือดเขมขน 

1.ปนแยกเกลด็เลือดออกจากพลาสมาที่อุณหภูมิประมาณ 20 °C ดวยความเร็วแบบ 

light spin ซึ่งจะได platelet rich plasma (PRP) 

2.ปน PRP ที่อุณหภูมิ 20 °C ดวยความเร็วแบบ heavy spin  

3.เก็บเกล็ดเลอืดที่แยกไดในพลาสมาปริมาตรไมเกิน 70 มิลลิลิตร ในสภาวะที่มกีารสั่น

เบาๆอยางตอเนื่องที่อุณหภมูิ 20-24 °C 

 

ขอบงใชเกล็ดเลือด 

สําหรับผูปวยที่มีเกล็ดเลือดต่ําและมีภาวะเลือด หรือเพือ่ปองกันภาวะเลือดออกจากการมี

เกล็ดเลือดต่ํา ซึง่เกิดจากการสรางไมพอ มกีารสูญเสีย หรือการถูกทําลาย 

 

ปริมาณการใหเกล็ดเลือด 

เกล็ดเลือดเขมขน 1 ยูนิตตอน้ําหนกัตัว 10 กิโลกรัม การใหเกล็ดเลือดเขมขนมาตรฐาน 1 

ยูนิต ควรเพิ่มเกล็ดเลือดใหมปีริมาณ 10,000/ไมโครลิตร ในผูปวยน้าํหนัก 1 กิโลกรัม 

 

ขอแนะนําการใหเกล็ดเลือด 

ใหตามหมูเลอืด ABO แตถาไมมี 

-ใหเกล็ดเลือดเขมขน ‘O’ แกผูปวยหมูเลือด ‘A’ หรือ ‘B’ ได 

-ใหเกล็ดเลือดเขมขน ‘A’ หรือ ‘B ’แกผูปวยหมูเลือด ‘AB’ 

 

2.8.4 ไครโอปรีซิพิเตท (Cryoprecipitate) (ชาญวทิย, 2544) 

 ไครโอปรีซิพิเตท คือตะกอนโปรตีนของพลาสมาแชแข็ง (FFP) ที่ไมละลายที่อุณหภมูิ 1-6 

°C ในแตละถงุของไครโอปรีซิพิเตทประกอบไปดวย factor VIII ประมาณ 70 หนวย ไฟบริโนเจน 

อยางนอย 150 มิลลิกรัมและ ไฟโบรเนคติน 50-80 มิลลิกรัม ควรเก็บรักษาไครโอปรีซิพิเตทไวที่
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อุณหภูมิ -20 °C หรือตํ่ากวา ซึง่สามารถเก็บไดนาน 1 ป และกอนการใชงานจะตองละลาย      

ไครโอปรีซิพิเตทอยางรวดเร็วที่อุณหภูมิ 30-37 °C 

 

 ข้ันตอนในการเตรียมไครโอปรีซิพิเตท (Brecher, 2005) 

 1.เก็บตัวอยางเลือดที่ไดรับบริจาค 

 2.ทําการปนแยกใหเซลลเมด็เลือดตกตะกอนดวยปริมาตรอยางนอย 200 มิลลิลิตร ดวย

ความเร็วระดบั heavy spin (ตาราง 2.4) 

 3.แชแข็งพลาสมาที่ปนแยกไดทันทีดวยเครื่องทําความเย็นหลังจากนัน้จึงลายพลาสมาแช

แข็งที่อุณหภูม ิ1- 6 °C 

 4.เมื่อพลาสมาละลายเปนเนื้อเดียวกัน แลวก็ทาํการแยกน้ําพลาสมาออกดวยการปนแยก

แบบ Heavy spin แลวแยกทนัท ีไดไครโอปรีซิพิเตทติดอยูที่ถงุที่บรรจ ุ

 5.เก็บที่อุณหภูมิ -18 ถึง -30 °C 

 

 ขอบงใชไครโอปรีซิพิเตท 

 1.เพื่อทดแทนแฟคเตอร VIII ในผูปวย hemophilia A และ von Willebrand disease 

 2.เพื่อทดแทนไฟบริโนเจนในปญหาเลือดออกทางสูติกรรม หรือภาวะอื่นๆ การใหไครโอปรี

ซิพิเตท คร้ังละ 10 ยูนิต จะเทากบัไดไฟบริโนเจนประมาณ 2 กรัม 

 3.เพื่อทดแทน von Willebrand factor ในผูปวยที่มี platelet dysfunction 

 4.เพื่อทดแทนไฟโบรเนคติน และ แฟคเตอร XIII  

 

ขอแนะนําการใหไครโอปรีซิพิเตท 

1.เมื่อตองการใชนําละลายในอางน้าํรอนอณุหภูมิ 37°C แลวเติม normal saline ลงไปถุง

ละ 10 มิลลิลิตร แลวผสมใหเขากนัและควรรวมเปนถุงเดียวกนัเพื่อความสะดวกในการใหผูปวย 

2.เมื่อละลายแลวควรใหผูปวยโดยเรว็ที่สุดจึงจะไดผลดีตามตองการ ถายงัไมใชควรเก็บไว

ที่อุณหภูมิ 1-6 °C 

3.ไมจําเปนตองใหตามหมูเลือด ABO และไมตองทาํ compatibility testing 
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2.9 การเพาะเลี้ยงเซลลในระดับหองปฏิบัติการ (in vitro cell culture) 

2.9.1 ชนิดของการเพาะเลี้ยงเซลล (Davey, 2003) 

2.9.1.1 การเพาะเลี้ยงเซลลข้ันปฐมภูมิ (Primary cell cultures) 

 การเพาะเลีย้งเซลลในระยะปฐมภูมินัน้เริ่มตนจากเซลลที่สกัดไดจากเนื้อเยื่อ หรืออวัยวะ

ของสิ่งมีชวีิตโดยตรงกอนทีจ่ะมีการเพาะเลี้ยงเพื่อเพิม่จาํนวน หรือมีการปรับปรุงพันธุกรรมให

กลายเปนเซลลไลน (Cell lines) โดยที่การเพาะเลีย้งเพือ่เพิ่มจาํนวนครั้งแรกเรียกวาการเพาะเลี้ยง

ข้ันปฐมภูม ิ แตเซลลในระยะปฐมภูมิที่แยกไดโดยตรงจากสิง่มีชวีิตนัน้จะมีขอจํากัดในการเพิ่ม

จํานวนและเปลี่ยนแปลงรูปรางซึง่ขึ้นอยูกับชนิดของเซลลแตละชนิด 

2.9.1.2 Cell line culture 

 Cell line คือ เซลลที่ไดรับการปรับปรุงรูปแบบมาจากเซลลปฐมภูมิดวยเชื้อไวรัส

ลักษณะเฉพาะของ cell line คือเซลลทีส่ามารถเพิ่มจาํนวน หรือ เปลี่ยนแปลงรปูรางไดอยางไม

จํากัดขึ้นอยูกบัชนิดของเซลลที่ศึกษาเชน L929 mouse skin fibroblast หรือ CCL551 human 

skin fibroblast จากการศึกษาพบวามตีนแบบมากมายในการแยกชนิดของเซลล สภาวะในการ

เพาะเลี้ยงเซลล และการประเมินคาการเปลี่ยนแปลงรปูรางของเซลล  

 

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

 MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] มีโครงสรางเปน

วงแหวนของเกลือ tetrazolium มีสีเหลอืง โดยที ่ MTT ที่ถกูละลายในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี 

phenol red จะถูกเปลีย่นเปนผลึก formazan สีมวงที่เนือ่งจากการถกูทําลายวงแหวน tetrazolium 

ดวยเอนไซม dehydrogenease จากไมโตคอนเดรียที่อยูในเซลลที่ยงัมีชีวิตอยู ผลึกสีมวงที่เกิดขึ้น

ภายในเซลลไมสามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลไดแตสามารถละลายไดโดยใชตัวทาํละลาย เชน  

dimethyl sulfoxide (DMSO) สารละลายสีมวงที่ไดจะถูกนําไปวัดคาดูดกลืนแสงในชวงความ  

ยาวคลืน่ 570 นาโนเมตรเพือ่หาปริมาณผลึก formazan ที่ถูกละลายออกมามีคาแปรผันโดยตรง

กับปริมาณเซลลที่มีชีวิตอยู 

 

2.10 การตรวจสอบเนื้อเยื่อโดยการยอมสี (กัลยา ผลากรกุล, 2534) 

วัตถุประสงคของการยอมสีเนื้อเยื่อคือการยอมสีของเซลลและสวนประกอบของเซลลที่อยู

ในเนื้อเยื่อนัน้ๆ เพื่อใหศึกษาลักษณะรปูราง หรือ ปริมาณ ของเซลลภายในเนื้อเยือ่ ซึ่งโดยทัว่ไป
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เซลลในรางกายนัน้จะประกอบดวย 2 สวนคือ นิวเคลียส (Nucleus) และไซโตพลาสม 

(Cytoplasm) 

2.10.1 เซลลและองคประกอบของเซลล 

2.10.1.1 นิวเคลียส 

ภายในนิวเคลยีสมี Nucleolus ซึ่งมีรูปรางกลมติดสีเขมจัดซึ่งมีสาร RNA (ribonucleic 

acid) อยูมาก นอกจากนี้ในนวิเคลียสยังมีสวนประกอบสําคัญอกีอยางคือ Chromatin ซึ่ง

ประกอบดวย DNA (Deoxyribonucleic acid) ซึ่งมีทัง้ชนิด inactive และ active ถายอมสีดวย 

H&E พบวาสวน inactive chromatin จะติดสีน้ําเงนิ ถาเปนสวน active จะไมมีสี 

2.10.1.2 ไซโตพลาสม 

เปนสวนหนึง่ของ Protoplasm ที่อยูรอบนิวเคลียสจะตดิสีจางมากถาตัดและยอมดวยวธิี

ธรรมดา ไซโตพลาสมจะประกอบดวยสวนเล็กๆ 2 ชนดิ คือ Organelles และ Inclusion คือสวนที่

มีชีวิตและไมมีชีวิต โดยทีส่วนที่มีชวีิตจะประกอบไปดวย Endoplasmic recticlum, Golgi 

complex, Mitochondria, Lysosome, Microtubule  ในขณะที่สวนทีไ่มมีชีวิตจะประกอบไปดวย

สวนกกัเก็บอาหารประเภทไขมัน คารโบไฮเดรต และโปรตีนซึ่งสวนใหญจะอยูในรูปเมตริกซ  

เอนไซม และเม็ดสีตางๆ 

 

2.10.2 เนื้อเยือ่เกี่ยวพัน (Connective tissue) 

เปนเนื้อเยื่อทีม่ีหนาที่สําคญัในการยึดหรือเชื่อมโยงเนือ้เยื่อตางๆเขาดวยกนั ประกอบดวย

เซลลที่มีจาํนวนนอยและสสารระหวางเซลลที่เรียกวาเมตริกซซึ่งมีจาํนวนมาก ในสวนของเมตริกซ

ประกอบดวยไฟเบอรที่เปนเสนใยแทรกระหวางเซลล และ Amorphous ground state ที่เปนสวนที่

ไมมีรูปรางลักษณะคลายวุน 

 

เมตริกซ หรือ Intercellular Substance มี 2 ชนิดคือไฟเบอรและ ground substance 

 -ไฟเบอร แบงออกไดเปน 3 ชนิด 

 1. คอลลาเจนไฟเบอร (collagen fiber) เปนสารโปรตีนรวมตัวกนัเปนบนัเดิล 

(bundle) เมื่อไมยอมจะเห็นเปนสีขาว เมือ่ยอมดวย H&E จะติดสีแดงของ erosin คอลลาเจนไฟ

เบอรถูกสรางโดย fibroblast cell ซึ่งทาํหนาที่เปน connective tissue cell 

 2. อิลาสติกไฟเบอร (elastic fiber) มีขนาดเล็กกวาคอลลาเจนไฟเบอรถูกสราง

ข้ึนโดย fibroblast cell ขณะสดจะเปนสีเหลือง เมื่อยอมดวย H&E จะติดสีแดงของ erosin 
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 3. เรติคิวลารไฟเบอร (reticular fiber) เปนเสนใยขนาดเล็กประสานกนัเปน

รางแหทําหนาที่เปนโครงของอวัยวะตางๆ เชน ตับ ไขกระดูก เมื่อยอมดวย H&E จะไมติดสี  

 -Ground Substance มีลักษณะคลายวุน (gel) ประกอบดวย 2 สวนคือ 

 1. Protein polysaccharide (mocopolysac) ซึ่งมีอยู 2 แบบ 

 -Non-sulfated form สวนใหญเปนพวกกรดไฮยาลุโรนคิ hyaluronic acid ที่สราง

โดยเซลลไฟโบรบลาส 

 -Sulfated form เปนพวก chondroitin sulfuric acid ตดิสีชมพูของ erosin พบใน 

cartilage และ bone matrix 

 2. Tissue fluid เปนของเหลวที่อยูเนื้อเยื่อ 

 

2.10.3 การยอมสีชิ้นเนื้อ (Tissue staining) 

การยอมสีชิน้เนื้อมีทัง้การยอมสีธรรมดา (Rountine staining) และวิธีพเิศษ (special 

staining) ซึ่งมีวธิีการตางกนัมากโดยในทางปฏิบัติจะทําการยอมสีธรรมดากอนเมื่อแปรผลไดไม

ชัดเจนจึงจะอาศัยการยอมสีวิธีพเิศษเพื่อชวยในการแปรผลภายหลัง 

การยอมสีชิน้เนื้อดวยวิธีธรรมดา ทีน่ิยมใชเปนมาตรฐานคือ วิธ ี Haematoxylin และ 

Erosin โดยผลที่ไดจากการยอมคือ นวิเคลียสจะติดสีน้าํเงนิของ heamatoxylin สวน ไซโตพลาสม

จะติดสีแดงของ erosin 

 
2.11 งานวจิยัที่เกี่ยวของ 

ที่ผานจะมามงีานวิจยัหลายชิ้นใหความสนใจเกี่ยวกับการใชองคประกอบที่แยกไดจาก

เลือดมาทาํการทดสอบเพื่อศึกษาถงึผลกระทบของสารเคมีที่เปนองคประกอบในเลอืด ที่มีผลตอ

การเพิม่จํานวนและการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล (Sarkar , 2006; Schlegel, 2004) ดังเชนใน

งานวิจยัของ  Sarkar และคณะในป ค.ศ. 2006 ซึ่งไดทําการศึกษาเกี่ยวกับผลของการใชโครงเลี้ยง

เซลลคอลลาเจนทีม่ี platelet-rich plasma (PRP) ในการศึกษาการสรางตัวของกระดูกใหมบริเวณ

บาดแผล (2.5) cm ในกระดกูหนาแขงของแกะในชวงเวลา 12 สัปดาห โดยเริ่มจากการแยก PRP 

ออกจากเลือดแกะดวยการปนแยก (centrifuge) 2 ข้ันตอนคือการปนแยกเซลลเม็ดเลือดแดง 

(erythrocytes) ออกมากอนแลวจงึนาํของเหลวที่ไดจากการปนแยกครั้งแรกมาปนแยกอีกครั้งให 

เกล็ดเลือด (platelet) และ เม็ดเลือดขาว (leukocytes) แลวจงึมาแขวนลอยอกีครั้งในน้ําเลอืด 

(plasma) จากการทดสอบปริมาณเกล็ดเลือดพบวาใน PRP จะมีเกลด็เลือดประมาณ 477 x 103 ยู
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นิต หลงัจากนั้นจงึนํา PRPปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร มาใสในโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน (80x25x4 

mm) แลวจึงนําโครงเลี้ยงเซลลไปฝงที่บริเวณบาดแผลในกระดูกของสัตวทดลองเพื่อทําการ

เปรียบเทยีบผลกับโครงเลี้ยงเซลลที่ไมมีการเติม PRP ผลจากการศึกษาดวยการวิเคราะหดวยรังสี 

X-ray, การทดสอบแรงกลทางชีวภาพ (Biomechanical testing), การประเมนิภาพถายเอกซเรย

ในแนวราบของกระดูก (computed tomograghy; CT) และการประเมินผลของกายวิภาคของ

เนื้อเยื่อกระดูก สามารถสรุปไดวาเกิดการสรางเนื้อเยื่อกระดูกขึ้นใหมที่แสดงไดจากความหนาแนน

ของแรธาตุของกระดูกและภาพถาย แตไมอาจสรุปไดวา PRP มีผลตอการสรางกระดูกขึ้นใหม

เนื่องจากผลทีไ่ดไมแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ 

 จากงานวิจยัของ Tajima และคณะ ในป 2006 ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับระบบการเลี้ยง

เซลลแบบ 3 มิติที่ชวยเสริมสรางการสรางกระดูกในหนู ซึง่ระบบดังกลาวคืออนุภาคเบตา-ไตร

แคลเซียมฟอสเฟต (β-tricalcium-phosphate) ที่มีรูพรนุซึ่งภายในบรรจุพลาสมา โดย

ทําการศึกษาพลาสมา 2 กลุมคือ PRP (platelet rich plasma) และ PPP (platelet poor plasma) 

ที่มีผลตอการเพิ่มจํานวน, การเปลีย่นสภาพไปเปนเซลลกระดูก และความสามารถในการเกิด

กระดูกของเซลลไขกระดูก (MSCs: bone marrow stem cells) ในการศึกษาเริ่มตนจากการเตรียม 

PRP และ PPP ดวยการปนแยกจากเลอืดของหนูแลวทาํการวิเคราะหหาจาํนวนเกล็ดเลือดและ

ความเขมขนของโกรสแฟคเตอร 2 ชนิดคือ PDGF-AB และ TGF- β1 ดวยวธิี ELISA (Enzyme-

linked immunosorbent assay) พบวามีจํานวนเกล็ดเลือด 912.55x103 และ 29.44 x103 เกล็ด

เลือด/ไมโครลิตร ใน PRP และ PPP สําหรับความเขมขนของ TGF- β1 และ PDGF-AB สามารถ

วัดไดใน PRP เทานั้นซึง่มีคา 131.1 นาโนกรัม/มลิลิลิตร และ 602.73 พโิกกรัม/มิลลิลิตร 

ทําการศึกษาการเพิม่จํานวนของ MSCs จํานวน 2.5 x104 เซลล/ตารางเซนตเิมตร และการ

เปล่ียนแปลงสภาพของเซลล MSCs จํานวน 2.5 x103 เซลล/ตารางเซนติเมตร ในสารอาหารที่มี 

PRP และ PPP ที่เวลา 0,3,6,10 วัน ดวยการการวัดปริมาณ DNA และคากิจกรรมของแอลคาไลน

ฟอสเฟต (alkaline phosphate (ALP) acitivity) ซึ่งจากผลการทดลองพบวา PRP สงผลในการ

กระตุนการเพิม่จํานวนของเซลลแตยับยั้งการเปลี่ยนสภาพไปเปนเซลลกระดูก และจากการศึกษา

ยังพบอีกวาการเลี้ยงเซลลในวุนไฟบริลทีเ่ปน 3 มิติใหผลในการเปลีย่นสภาพดกีวาการเลี้ยงในจาน

เพาะเลี้ยงโดยที่ในกลุมของ PPP จะมคีา ALP acitivity สูงทีสุ่ด และผลจากการศึกษาใน

สัตวทดลองทีถู่กฝงโครงเลี้ยงเซลลที่ประกอบไปดวยเซลล MSCs ทีแ่ขวนลอยอยูใน PRP หรือ 

PPP ซึ่งบรรจุอยูในเบตา-ไตรแคลเซียมฟอสเฟตเปนเวลา 3 และ 6 สัปดาห ซึง่จากการประเมนิผล
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จากภาพที่ไดจากเทคนิคการยอม H&E พบวาการใช PPP สามารถชวยใหเกิดการสรางกระดูกได

ดีกวาใน PRP 

 งานวิจยัในป 2006  Qui และคณะไดทําการศึกษาผลของพลาสมาไฟโบรเนคติน (plasma 

fibronectin) ของมนุษยที่มีตอการหายของบาดแผลในหนูที่เปนโรคเบาหวาน โดยการศึกษา

เปรียบเทยีบระหวางผลของพลาสมาไฟโบรเนคตินกับกลุมควบคุม(สารละลาย normal saline) ที่

หยดลงบนบาดแผลบริเวณหลังของหนูพนัธ Sprague-Dawley เพศผูที่ถูกทําใหเปนโรคเบาหวาน 

แลววัดขนาดการปดของบาดแผล และประเมินยายที่ของเซลลไฟโบรบลาส การสรางคอลลาเจน 

และการเกิดเสนเลือดโดยวธิกีารทางมิญชวิทยา (histology) การตรวจสอบที่เวลาตางๆ ซึ่งในการ

ทดลองนี้ใชพลาสมาไฟโบรเนคตินที่ไดจากไครโอปรีซิพิเตทของมนษุย โดยกอนทาํการทดลองใน

หนู พลาสมาไฟโบรเนคตนิถกูทําใหบริสุทธิ ์(purified) ดวยการใหความรอนที่อุณหภมูิ 60 °C เปน

เวลา 10 ชั่วโมง ในสารละลายซูโครสและซิเตรท จากผลการทดสอบพลาสมาไฟโบรเนคตินมีผลทํา

ใหบาดแผลมขีนาดเล็กลงไดเร็วกวากลุมควบคุม นอกจากนั้นยังพบเซลลไฟโบรบลาสที่ยายที่เขาสู

บาดแผล และยังเกิดการสรางคอลลาเจนขึ้นใหมอีกดวยเนื่องมาจากผลโดยตรงของ     TGF-β1 ที่

อยูในพลาสมาไฟโบรเนคตินซึ่งกระตุนใหเซลลเกิดการยายที่และเพิ่มจํานวนซึง่มีผลตอการสราง

คอลลาเจนใหมที่ใชในการปดของบาดแผล 

 ในปค.ศ. 2006 Zhu และคณะไดทําการศึกษาเปรียบเทียบผลของ Platelet-rich plasma 

(PRP) และ Platelet-enriched fibrin glue ที่มีตอการเกิดกระดูกในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ

กระดูก ในงานวิจยันี้ไดศึกษาผลของการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกที่เวลา 12 สัปดาห ในระบบที่แตกตาง

กัน 2 ระบบคือ ระบบที่ผสมระหวาง PRP/bone marrow mesenchymal stem cells 

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

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

ไขกระดูกตนขาของหนู ในการทดลองนีส้ารละลายผสมทั้ง 2 ระบบจะถูกฉีดเขาสูใตผิวหนงัของ               

หนทูดลองพันธุ nude mice bulb/C จากการทดสอบปริมาณกระดูกที่เกิดขึ้นใหมจากการวิเคราะห

ดวย histomorphometric analysis พบวาระบบที่ใช Platelet-enriched fibrin glue มีปริมาณ

กระดูกที่เกิดขึ้นใหมไดมากกวาในระบบของ PRP เนื่องมาจากปริมาณของไฟบริโนเจนใน 

Platelet-enriched fibrin glue ที่มีมากกวาใน PRP ถึง 12 เทา โดยที่ไฟบรินเมทริกซจะเปนตวั

เสริมให BMSCs สามารถยดึเกาะ เพิ่มจาํนวน และเปลี่ยนสภาพไดดีซึ่งสงผลตอการเกิดเนื้อเยือ่

กระดูก 
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 ในงานวิจัยของ Choi และคณะในป 2004 ที่ศึกษาเกี่ยวกับผลกระทบของความเขมขน

ของ Platelet rich plasma (PRP) ที่มตีอความอยูรอด (viability) และการเพิ่มจํานวนของเซลล

กระดูกเบาฟน (alveolar bone cells) ในระดับหองปฏิบัติการ   ซึง่ในงานวิจยันีจ้ะใชเซลลและ

เกล็ดเลือดที่แยกไดจากสนุัข ในการทดลองเตรียมเกลด็เลือดจากการปนแยกเกล็ดเลือดออกจาก

น้ําเลือดที่มีปริมาณเกล็ดเลือดตางกนั 3 ชนิดคือ PRP, platelet poor plasma (PPP) และ 

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

ตามลําดับหลงัจากการทดลองเลี้ยงเซลลกระดูกเบาฟนเปนเวลา 7 วัน ใน DMEM  with 10% 

Fetal calf serum ที่มกีารเติมเกล็ดเลือดชนิดกนัที่มีความเขมขนตางๆคือ 1%, 5%, 10%,  20%, 

30%,  50% และ 100% ในDMEM แลวทาํการนับจํานวนเซลลที่รอดชีวิตดวยวิธกีาร MTT 

เปรียบเทยีบกบักลุมควบคุม(ไมเติมเกล็ดเลือด) พบวาใน PRP เซลลที่รอดชีวิตเพิ่มจํานวนมากขึน้

ที่ความเขมขน 1% และ  5% และจะมีจํานวนลดลงที่คาความเขมขนสูงและที่ PRP 100% 

แสดงผลวาเปนพิษตอเซลล และใน PPP แสดงผลเชนเดียวกนักับ PRP แตมีคาความเปนพิษตอ

เซลลสูงกวา สวนใน PC พบวามีจํานวนเซลลรอดชีวติเพิ่มข้ึนสงูสดุที่ความเขมขน 30% แลวลด

จํานวนที่ความเขมขนสูงขึน้ จากผลดงักลาวสามารถสรุปไดวา PRP ที่มีความเขมขนต่ํา(1-5%) 

สามารถกระตุนความอยูรอดและการเพิ่มจํานวนของเซลล 

 จากงานวิจยัของ Crovetti และคณะในป ค.ศ. 2004 ที่ทาํการศึกษาการใชเจลเกล็ดเลือด 

(platelet gel) ของมนุษยในการรักษาบาดแผลเรื้อรังที่ผิวหนัง เนื่องมาจากเกล็ดเลือดมีบทบาท

สําคัญในการรักษาบาดแผลเพราะเปนแหลงของโกรสแฟคเตอร (PDGF, TGF-β, VEGF) ใน

งานวิจยันี้ไดศกึษาผลของเจลเกล็ดเลือดทีม่ีตอการลดขนาดของบาดแผล, การเกดิเนื้อเยื่อแกรนูล

เลชัน และอาการติดเชื้อในผูปวยที่มีแผลเปนหนองที่ผิวหนงั 24 ราย โดยที่ผูปวยแตละรายจะมี

จํานวนและสาเหตุของการเกดิแผลเปนหนองตางกัน เจลเกล็ดเลือดเตรียมไดจากสวนผสมของ

เกล็ดเลือดและไครโอปรีซิพิเตทของผูปวยเอง (autologous) และจากผูอ่ืน (homologous) แลวทํา

ใหเกิดเจลดวยการเติม calcium gluconate โดยที่เกล็ดเลือดและไครโอปรีซิพิเตทจะถกูกระตุน 

(activated)  กอนการใชงานที่อุณหภูมิ 37°C ข้ันตอนในการรักษาเริม่จากการวางเจลเกล็ดเลือด

บนบาดแผลแลวจึงปดดวยวสัดุปดแผลโดยมีระยะเวลาในการรักษา 1 เดือน ดวยการเปลี่ยนแผน

เจลเกล็ดเลือดสัปดาหละ 1 คร้ัง ผลจากการศึกษาพบวาในผูปวย 9 คนมีการตอบสนองอยาง

สมบูรณคือขนาดของบาดแผลลดลง โดยทีผู่ปวย 7 ใน 9 คนมีขนาดบาดแผลลดลงมากกวา 50% 

แตอีก 2 คนขนาดบาดแผลลดลงไมถึง 50% ผูปวย 2 คนไดรับการเย็บปดบาดแผล ผูปวย 4 ราย

หยุดการรักษา และผูปวย 9 รายมีการตอบสนองบางสวนและยงัคงรับการรักษาตอ และเมื่อ
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พิจารณาผลของการเกิดเนื้อเยื่อแกรนูลเลชัน สามารถพบเนื้อเยือ่แกรนูลเลชันเพิ่มข้ึนไดตั้งแต

สัปดาหแรก และจะเกิดชั้นหนงักําพราอยางสมบูรณในเวลาตอมา และยังไดรับการยืนยนัจาก

ผูปวยทุกรายวาความเจ็บปวดลดลงในขณะทีท่ําการรักษาดวยเจลเกลด็เลือด 

 ในป ค.ศ. 2002 Carter และคณะการรักษาบาดแผลดวยการกระตุนการเปลีย่นแปลง

รูปรางและการเพิ่มจํานวนของเซลลโดยใช Platelet-rich plasma (PRP) โดยทําการศึกษาดวย

ตนแบบบาดแผลและ PRP ที่ไดจากม า ทาํการแยก PRP ออกจากเลอืดมาดวยการปนแยก โดยมี

จํานวนเกล็ดเลือดที่ปนแยกได 1.4×1011 platelet แลวจึงเตรียม PRP-gel ดวยการเติมทรอมบิน 

(thrombin) การตรวจสอบปริมาณโกรสแฟคเตอรใน PRP-gel ดวย ELISA kit พบวา PRP-gel มี

องคประกอบของ PDGF-AB อยู  745±120 pg/ml และมี TGF-β1 อยู 7480.7±1315 pg/mlจาก

การทดสอบการใช PRP-gel ในการรักษาบาดแผลดวยการปดที่บาดแผลบริเวณใตหัวเขาและขอ

ตอเปรียบเทียบกับบาดแผลที่ไมไดใช PRP-gel (กลุมควบคุม) แลวทาํการวิเคราะหผลการรักษา

บาดแผลดวยการยอมช้ินเนือ้บริเวณที่เกิดบาดแผลดวย cytokeratin 10 (cytokeratin 10 

staining) เพื่อสังเกตุการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลเคราทิโนไซด และการยอม trichrome 

(trichrome staining) เพื่อวเิคราะหปริมาณคอลลาเจนที่สรางขึน้ใหม จากผลการศกึษาในวนัที ่ 7 

สามารถสงัเกตเห็นการยอมติดสี cytokeratin 10 อยางชัดเจนกวากลุมควบคุมซึ่งแสดงถึงปริมาณ

การเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลเคราทิโนไซดไปเปนเซลลผิวหนังกําพรา และที่  79 วัน บาดแผลที่

ปดดวย PRP-gel มีคอลลาเจนที่สรางขึน้ใหมเรียงตัวขนานกันอยางหนาแนนและถูกปกคลมุดวย

ผิวหนังชัน้หนงักําพรา ในขณะที่กลุมควบคุมสามารถพบคอลลาเจนไฟเบอรทีเ่รียงตัวกนัอยางไม

เปนระเบียบเพียงเล็กนอยเทานั้น ทัง้นีเ้นือ่งมาจากผลของ PDGF และ TGF ที่สามารถพบไดใน

เกล็ดเลือด 

 ในป ค.ศ.1998 Meana และคณะไดศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลลชัน้หนงักาํพราของมนษุย 

(human Epithelium) ของมนุษยในเมทรกิซที่มีองคประกอบพืน้ฐานเปนไฟบริลเจลซึ่งมีเซลลไฟโบ

รบลาสที่มีชวีติฝงตัวอยู โดยในการทดลองนี้ใชเซลลเคราทิโนไซคของมนษุยที่แยกไดจากวธิีของ 

Rheinwald และ Green เพาะเลี้ยงลงบนไฟบริลเจลดวยจํานวนที่แตกตางกัน ไฟบริลเจลเตรียมได

จากไฟบริโนเจนที่ปนแยกออกมาจากไครโอปรีซิพิเตท ข้ันตอนการเตรียมไฟบริลเจลเริ่มจากการ

เติมสารละลายไฟบริโนเจนลงในสารอาหาร DMEM ที่มีซีรัม 10% ซึ่งประกอบไปดวยเซลล         

ไฟโบรบลาสจาํนวน 50,000  เซลล หลงัจากนัน้จงึเติม CaCl2 และ bovine thrombin แลวจึงทํา

การเพาะเลีย้งเซลลเคราทิโนไซดลงบนไฟบริลเจล ผลจากการเพาะเลีย้งเซลลพบวาเซลลสามารถ

เพิ่มจาํนวนทั้งในชั้นของหนังกําพรา (epithelium) และชั้นของไฟโบรบลาสที่อยูในเจลตามการ



 41 

วิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอดวย BrdU assay  และเมื่อทําการทดลองในสัตวทดลองโดยการนําแผน

เจลที่เต็มไปดวยเซลลเคราทนิไซด และเซลลไฟโบรบลาสเย็บติดกับบาดแผลทีผิ่วหนังของหนู

ทดลองพนัธุ  athymic nuce mice แลวศึกษาผลดวยเทคนิคการยอม (H&E) พบวาเซลลเคราทิโน

ไซดในชั้นหนงักําพรามีการจดัเรียงตัวเปนชั้นคลายคลงึกับช้ันผวิหนังกําพราของมนษุย 

 
เอกสารสิทธิ ์

1) US patent no. 5800537 

ในปค.ศ. 1998 Bell; Eugene ไดทําการคนพบวิธีการสรางอนภุาคของ ECM โดยการใช

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนทีม่กีารเพาะเลีย้งเซลลที่มีชวีติลงบนโครงเลี้ยงเซลล นอกจากนั้นยังคน 

พบการสรางพนัธะระหวางอนุภาคของโฟมคอลลาเจน หรือเสนใยคอลลาเจนที่จับยดึกับโฟม หรือ

เสนใยคอลลาเจนเอง โครงเลี้ยงเซลลดังกลาวสามารถใชเปนเนื้อเยือ่ทดแทนหรือเปนตนแบบใน

การวิจยัและทดสอบ การคนพบยงัรวมไปถึงการปนเสนใยทีเ่ปนอนภุาคของเมตทริกซที่เปนองค 

ประกอบและระเหิดแหง (freeze drying) โฟม 

การอางสิทธิ ์

 ข้ันตอนการผลิตอนุภาค ECM (Extracellular matrix particulates) ประกอบดวยขั้นตอน

ดังนี้คือ การแปรรูปเนื้อเยื่อที่มี ECM และเซลลที่มีชวีิตดวยแยกเซลลออกจากเนื้อเยือ่โดยไมทําการ

แยกโกรสแฟคเตอรที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของเซลลออกดวยสารละลายเกลือ และข้ันตอน

การแยก ECM ที่ผานกระบวนการนําไปผลิตอนุภาคของ ECM ซึ่งจะนาํไปยึดติดกับโครงเลี้ยงเซลล

คอลลาเจนทั้งแบบที่เปนโฟมและเปนเสนใย แลวทาํการเพาะเลี้ยงเซลลที่แยกออกจากเนื้อเยื่อลง

ในโครงเลี้ยงเซลลในสภาวะที่ทาํใหเกิดการยึดเกาะ ซึ่งจะใชตัวอยางเนื้อเยื่อและเซลลจากเนื้อเยือ่

ตัวออนของหมู 

 

 2) US patent no. 6051750 

ในปค.ศ. 2000 Bell; Eugene ไดทําการคนพบเพิ่มเติมถึงกระบวนการผลิตเสนใยพอลิ

เมอรเคลือบดวยอนุภาค ECM (particulate-coated polymer thread) ที่ใชเปนเนือ้เยื่อทดแทนซึ่ง

ประกอบดวยขั้นตอนดังนี ้ คือ1.กระบวนการปรูปเนื้อเยื่อที่มี ECM และเซลลที่มีชวีิต 2.

กระบวนการแยกเซลลออกจากโครงเลีย้งเซลลโดยไมแยกโกรสแฟคเตอร ที่จาํเปนตอการเจริญ 

เติบโตของเซลลออก 3.กระบวนการแยก ECM เพื่อนาํมาทาํเปนอนภุาค ECM 4.ข้ันตอนการแปร
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รูปพอลิเมอรทีเ่ปนคอลลาเจนใหเปนเสนใย และ 5.การเคลือบเสนพอลิเมอรกบัอนุภาค ECM 

สําหรับใชเปนตนแบบเพื่อทดสอบในหองปฏิบัติการ 

 

3) US patent no. 6790454 

 ในปค.ศ.2004 Abdul Malak และคณะไดทําการคนพบโครงสรางค้าํจุนที่ทาํดวยคอลลา

เจนแบบใหมที่ใชทางดานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ ดวยการผลิตวัสดุผสมที่ประกอบดวยชั้นพอลิเมอรที่

เปนรูพรุนซึ่งปกคลุมดวยชัน้เยื่อแผนคอลลาเจนที่ประกอบไปดวยฟลมคอลลาเจน หรอืโฟมคอลลา

เจนที่สามารถรับแรงอัดไดสูง โดยที่ฟลมคอลลาเจนจะทําแหงในอากาศหรือในแกส ซึง่อยางนอย

ที่สุดหนึ่งในชัน้คอลลาเจนทั้ง 2 ชัน้จะประกอบไปดวยเซลลที่มีชวีติที่ไดจากแหลงกําเนิดเซลลที่

เปนเด็กและเปนผูใหญ ผลิตภัณฑวัสดุผสมนี้ถกูใชเปนโครงคอลลาเจนที่ใชในการผลิตผิวหนงั

เทียมที่ใชทดสอบในระดับหองปฏิบัติการซึ่งจะมีผลตอศักยภาพในการสรางผิวหนงัทีถู่กทาํลาย

ข้ึนมาใหมในการทดลองในสิง่มีชีวิต 

การอางสิทธิ ์

 การสรางผลิตภัณฑผิวหนังประกอบที่ผลิตจากคอลลาเจนที่ประกอบดวยชั้นคอลลาเจนที่

มีรูพรุนที่เตรียมไดจากการอัดโฟมคอลลาเจนที่ความดนั 50 บาร แลวทาํการเพาะเลี้ยงเซลล       

ไฟโบรบลาสและคอลลาเจนที่เลือกใชเลือกจากกลุมของคอลลาเจนและ คอลลาเจนผสมที่ผสม

ดวยเซลลูโลสอยางนอยหนึง่ชนิดคือ dextran, alginate, carrageenan, glycosaminoglycan 

และ chitosan ซึ่งจะมกีารเชื่อมโยงพนัธะทางเคมีดวย diphenyl phosphorylaxide, aldehyde, 

glutaraldehyde,  carbodihymide หรือ succinimide  

 

4) US patent no. 6214338 

ในปค.ศ. 2001 Antanavich และคณะไดคนพบวาพลาสมาเขมขนประกอบไปดวยเกล็ด

เลือด (platelet) และสารที่เกล็ดเลือดปลอยออกมา ซึ่งก็คือไฟบริโนเจนที่มีความเขมขน 5-400 

mg/ml นอกจากนั้นพลาสมาเขมขนยังประกอบไปดวยน้ํา สารอินทรีย และสารอนินทรีย โดยที ่

ไฟบริโนเจนในพลาสมาเขมขนนัน้จะไมสลายตัวอยางมีนัยสาํคัญ 

 

การอางสิทธิ ์

พลาสมาเขมขนประกอบไปดวยเกล็ดเลือด สารเคมีที่ปลอยจากเกล็ดเลือดซึ่งก็คือไฟบริโน

เจนที่มีความเขมขน 5-400 mg/ml พลาสมาเขมขนเตรียมไดจากเลือด (whole blood) โดยที่ 
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platelet ในพลาสมาเขมขนจะมีความเขมขนอยางนอยเปน 4/3 เทาของ platelet จากพลาสมา

ธรรมดา นอกจากนั้นพลาสมาเขมขนยังมสีารประกอบทีเ่ปน collagen fleece, hyaluronic acid, 

wound-healing factor, zinc ions ที่มีผลตอการยนระยะเวลาในการเกิดลิ่มเลือด (coagulation)  

และข้ันตอนการผลิตพลาสมาเขมขน เร่ิมจากการปนแยกเม็ดเลือดแดงออกจากเลือดที่มีการเตมิ

สารปองกนัการเกิดลิ่มเลือด (anticoagulated agent) เพื่อใหไดแลวจึงทาํการดึงน้ําออกจาก

พลาสมาจนไดพลาสมาเขมขน 

 

5) US patent no. 7169610 

 ในปค.ศ. 2007 Brown และคณะไดคนพบนิยามของสารอาหารปราศจากซีรัมทีใ่ชเลี้ยง

เซลลเสนใย(fibroblast) โดยเฉพาะคอนโดรไซดของขอตอกระดูก (articular chondrocytes) เพือ่

หลีกเลี่ยงปญหาที่เกิดขึ้นจากการใชสารอาหารที่มีซีรัม สารอาหารทีถู่กนิยามประกอบไปดวย 

platelet-derived growth factor  (PDGF) และสารเคมีอ่ืนๆ และการคนพบนีย้ังรวมไปถึงวิธกีาร

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยการ incubate คอนโดรไซดในสารอาหารที่ปราศจากซีรัมที่ได

นิยามไว วธิีนีท้ําใหการยึดเกาะ (attachment) และเพิ่มจํานวน (proliferation) ของคอนโดรไซด

จากปริมาณต่าํใหเพิ่มข้ึนในขณะที่ยังคงรกัษาความสามารถในการเปลี่ยนรูปราง (differentiation) 

ไว 

 การอางสิทธิ ์

 1.ข้ันตอนแผขยายและเพิ่มจาํนวนของคอนโดรไซดซึ่งประกอบดวยขัน้ตอนการเพาะเลี้ยง

คอนโดรไซดในสารอาหารพืน้ฐานทีม่ ี PDGF และกรดไขมันอยางนอย 4 ชนิดซึ่งอยูในกลุมของ

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

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

 2.สารอาหารปราศจากซีรัมที่ประกอบดวยสารอาหารพืน้ฐาน, PDGF, stearic acid, 

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

linolenic acid, cholesterol, and alpha-tocopherol acetate. 

 3.PDGF ที่ใชในขอ 2 จะมคีวามเขมขนอยูในชวง 0.1-1 ng/ml, 1-5 ng/ml, 5-10 ng/ml, 

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

 4.สารอาหารพื้นฐานในขอ 2 ประกอบไปดวย cDRF ซึ่งมี human serum albumin (HSA) 

ที่ไดจากพลาสมาของมนุษย 
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6) US patent no. 7091015 

 ในปค.ศ. 2006 Redl และคณะไดคนพบการยึดติดของเนื้อเยื่อ (Tissue adhesive) ที่มี

ไฟบริโนเจนเปนองคประกอบพื้นฐาน ซึง่ภายในบรรจุดวยตัวยับยัง้อิลาสเตส (elastase inhibitor) 

 การอางสิทธิ ์

 1.องคประกอบของการยึดตดิเนื้อเยื่อคือผลของการรักษาขึ้นอยูกับปริมาณของไฟบริโน

เจน (ที่ถูกทาํใหบริสุทธิ์เพื่อเปรียบเทียบกบัไครโอปรีซิพิเตท) และอิกริน (Eglin) 

 2. Tissue adhesive ในขอ 1 เกี่ยวของกบัโปรตีนจากมนุษย (human protein) ที่เตรียม

จากเลือด, พลาสมา และ ไครโอปรีซิพิเตท  

 3. Tissue adhesive ในขอ 1 เกี่ยวของกบัอัตราสวนน้าํหนักของอกิรินตอไฟบริโนเจนทมีี

คาจาก1:100 จนถงึ 1:150,000 

 4. Tissue adhesive ในขอ 1 เกี่ยวของกับพลาสมิโนเจน (Plasminogen) อยางนอย 

0.0001 mg/mg ของไฟบริโนเจน 

 

7) US patent no. 7112342 

ในปค.ศ. 2006 Worden คนพบการปรับปรุงสารรักษาบาดแผลจากวุนเกล็ดเลือด 

(platelet gel wound healant) และวิธีการเตรียมและการใชวุนเกล็ดเลือดสาํหรับการรักษา

บาดแผลที่ถูกเปดออก การปรับปรุงสารรักษาบาดแผลประกอบไปดวยผลของปรมิาณโกรสแฟค

เตอร ที่ถกูกระตุนดวยกรดแอสคอรบิค (ascorbic acid) สารแอนติ-ออกซิแดนซ (วิตามนิ A หรือ 

C) หรือยาปฏชิีวนะ 

 การอางสิทธิ ์

 1.วิธีการบําบดับาดแผลในผูปวยประกอบไปดวยขั้นตอนในการรักษาที่มีผลเนื่องมาจาก

การใชเกล็ดเลอืดเขมขนที่ถกูกระตุนดวยกรดแอสคอรบิค ซึ่งมีคาระหวาง 20 mg และ 65 mg/ml 

ของเกล็ดเลือดเขมขน 

 2.วิธีการที่อางในขอ 1 เกี่ยวของกับการกระตุนที่มีผลมาจากตัวทําการ (agonist) ทั้งหมด 

 3.วิธีการที่อางในขอ 2 เกี่ยวของกับตัวทําการที่เลือดมาจากทรอมบิน (thrombin), คอลลา
เจน, ADP (adenosine diphosphate) และ อะซิติลคลอไลน (acetylcholine :ACH) 
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ปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลดวย

ผลิตภัณฑที่ความเขมขนตางๆ 

-ไครโอปรีซิพิเตท 

-พลาสมา 

-เกล็ดเลือดเขมขน 

ศึกษาลักษณะสมบัติ

ของโครงเลี้ยงเซลล 

ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน/ไคโตซาน (70/30)  

ลักษณะทางกายภาพ 

การบวมน้ํา 

สมบัติทางกล 

การยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนของ

เซลลไลนผิวหนังมนุษย (Detroit 551) 

ประมวลผล เสนอแนวทางพัฒนาและการใชงาน 

คัดเลือกความเขมขนที่เหมาะสมของไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน 

ทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพของโครงเลี้ยง

เซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน, เจลาติน-โตซาน และ

พอลิพรอพิลีน (ดูรูป 3.1 หนาตอไป) ที่ไดรับการ

ปรับปรุงในระดับหองปฏิบัติการ (ทดสอบการยึด

เกาะและเพิ่มจํานวนของเซลลไลนผิวหนังหนู 

(L929))  

 

ทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพของโครงเลี้ยง

เซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไดรับการปรับปรุงใน

สัตวทดลอง 

-การยายที่ของเซลลเขาสูโครงเลี้ยงเซลล  

(Cell mogration) 

-การยอยสลายทางชีวภาพ (Biodegradability) 

 

บทที่  3 
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 แผนการดําเนินงานวจิัย 
 สรุปแผนการดาํเนนิการวิจัยดังรูปที่ 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 แสดงแผนการดําเนินการวิจยั 



 46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 (ตอ) แสดงแผนการดําเนินการวจิัย 
 
 
 
 

เตรียมแผนเสนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอขนาด 1.5X1.5 cm2 

ปรับปรุงพื้นผวิโดยการกระตุนดวย 

Oxygen Plasma 

เคลือบแผนเสนใย   

พอลิพรอพิลีนไมสานทอ 

คอลลาเจน-ไคโตซาน 

คอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมไครโอปรีซิพิเตท 

คอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมพลาสมา 

คอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมเกล็ดเลือดเขมขน 

ทดสอบการยดึเกาะและเพิม่จํานวนของเซลล L929 

(mouse fibroblast) ใน serum free media 

ประมวลผล เสนอแนวทางพัฒนาและการใชงาน 

เชื่อมโยงพนัธะดวยความรอน 

ที่อุณหภูมิ 105 °C เวลา 48 ชั่วโมง 

เชื่อมโยงพนัธะดวยรังส ีUV

เวลา 30 นาท/ีดาน 
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3.2 วัตถุดิบ สารเคมี และอุปกรณในการวิจยั 
3.2.1 สัตวทดลอง 

 หนทูดลองชนดิ Wistar rat อายุ 4 – 5 สัปดาหเพศเมีย น้ําหนกัเฉลี่ย 30-40 กรัม จาก

สํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล (รูปที ่3.2) 

 

 

 

รูปที่ 3.2 หนูทดลองชนิด Wistar rat   

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

 

3.2.2 วัตถุดิบ และสารเคม ี

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

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

    (Cat.No.050803) 

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

    Japan (Cat.No. 48165) 

- แผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอ จากบรษิัท Mitzui Hygiene Materials       

Thailand  

– ไครโอปรีซิพิเตทจากสภากาชาดไทย (Lot No. 49403303) 

- พลาสมาจากสภากาชาดไทย (Lot No. 4806050) 

- เกล็ดเลือดเขมขนจากสภากาชาดไทย (Lot No. 49402104) 

  - น้ํากลั่น (double-distilled water) 

  - น้ําปราศจากไอออน (deionization water) 

 - Sodium Phosphate monobasic จากบริษัท Antibioticos, Spain 

 - Sodium Phosphate dibasic จากบริษทั Sigma-Aldrich Laborchemikelien, 

   Germany 

- Sodium hydrogen carbonates (NaHCO3) จากบริษัท Sigma-Aldrich     

Laborchemikelien, Germany 

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

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

   corporation, Cleveland, OH, USA) 

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

 + AB,  Hyclone, Utah, USA) 

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

    Kingdom) 

 - Dimethylsulfoxide, DMSO จากบริษัท Sigma-Aldrich Laborchemikelien, 

   Germany 

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

 

3.2.3 อุปกรณที่ใชในการวิจยั 

1. เครื่องชั่ง 4 ตาํแหนง (4-digit balance) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

2. เครื่องชั่ง 5 ตาํแหนง (5-digit balance) รุน AE 240 ของบริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 

3. แทงกวนแมเหล็กและแผนใหความรอน (Magnetic stirrer/hot plate) รุน RCT Basic 

ของบริษัท Ika labortechnik, Germany 

4. เครื่องฆาเชื้อดวยไอน้ําความดันสูง (Autoclave) รุน HVE 25/50 ของบริษัท 

Hirayama, Japan 

5. ตูอบสุญญากาศ (Vacuum drying oven and pump ) รุน VD23 ของ บริษัท Binder 

ประเทศเยอรมัน 

6. เครื่องทําความเย็น -40°C  รุน Heto, PowerDry LL3000 ประเทศ อเมริกา 

7. Lyophilizer รุน Heto, PowerDry LL3000 ประเทศ อเมริกา 

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

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

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

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

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

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

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

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

17.  กระดาษไมมขุีย  

18. โถดูดความชืน้ (Desiccators) 

19. อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

20. กลองจุลทรรศน (Phase contrast microscope) 

 
3.3 รายละเอยีดขั้นตอนการดําเนินงานวิจัย 
3.3.1 การผลิตโครงเลี้ยงเซลล 

3.3.1.1 ตรวจสอบปริมาณโปรตีนรวมในไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน 

 หาปริมาณโปรตีนรวมในสารปรับปรุงโดยใชวิธ ี Lowry (ภาคผนวก ก.) ซึง่แสดงผลใน

ตารางที่ 3.1 เนื่องจากผลิตภัณฑทั้ง 3 ชนิดมีลักษณะการเก็บรักษา การใชงาน และองคประกอบ

แตกตางกนัจึงมีขั้นตอนการเตรียมผลิตภัณฑกอนการใชงานแตกตางกนัดังนี้คือ  

 -ไครโอปรีซิพิเตท: ละลายไครโอปรีซิพิเตทแชแข็งที่อุณหภูมิ 37 °C (ชาญวทิย ตันติ์

พิพัฒน, 2544) 

 -พลาสมา: อุนพลาสมาที่อุณหภูม ิ56 °C เปนเวลา 30 นาที (inactivated) (Soltis, 1978) 

เพื่อเปนการยบัยั้งหมู IgG 

 -เกล็ดเลือดเขมขน: อุนเกลด็เลือดเขมขนที่อุณหภูม ิ 37 °C (ชาญวิทย ตนัติ์พิพัฒน, 

2544) 

 

3.3.1.2 การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล 

 1) โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน  

 1.1) โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และ

เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษย 

 -เตรียมสารละลายคอลลาเจน : นาํคอลลาเจนชนิด I ในกรดไฮโดรคลอริค จากบริษัท 

Nitta Gelatin มาทําการระเหิดน้ําออก (lyophilize) แลวจึงนาํคอลลาเจนแหงที่ไดมาละลายใน

สารละลายอะซิติคเขมขน 0.5 โมลาร ใหไดความเขมขน 0.5% (โดยน้ําหนัก) โดยการปนกวนที่

อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
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 -เตรียมสารละลายไคโตซาน : เตรียมสารละลายไคโตซานน้าํหนักโมเลกุลสูง (1,450 kDa) 

ความเขมขน 0.5% (โดยน้ําหนกั) ในสารละลายอะซิติคเขมขน 0.5 โมลาร โดยการปนกวนที่

อุณหภูมิหองจนไดสารละลายที่เปนเนื้อเดียวกนั 

 

ตาราง 3.1 แสดงสมบัติของผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน

ของมนุษยจากสภากาชาดไทย 

 

หมายเหตุ *ความเขมขนโปรตีนทั้งหมด (Total protein) คิดเทียบจากการวเิคราะหปริมาณโปรตีน

ดวยวิธ ีLowry (ภาคผนวก ก.) โดยใช Bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน 

ผลิตภัณฑ ไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา เกล็ดเลือดเขมขน 

รูปถายผลิตภัณฑ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ปริมาตรตอยูนิต (ml) ~3 200 50-60 

องคประกอบหลัก 
Factor VIII ≥ 70 IU/unit, 

fibrinogen ≥ 140 mg/unit 

Blood coagulation 

factor ครบทุกชนิด 

platelet≥5.5X1010 

platelets/unit 

การทดสอบ 

Negative Syphilis , 

HBsAg,   Anti-HCV, Anti-

HIV, HIV-RNA, HCV-RNA 

เชนเดียวกับ 

ไครโอปรีซิพิเตท 

เชนเดียวกับ 

ไครโอปรีซิพิเตท 

ความเขมขนโปรตีน

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

การเตรียมผลติภัณฑ

กอนการใชงาน 

ละลายไครโอปรีซิพิเตทแช

แข็งที่อุณหภูม ิ37 °C 

อุนพลาสมาที

อุณหภูมิ 56 °C เปน

เวลา 30 นาท ี

 

อุนเกล็ดเลือด

เขมขนที่อุณหภูมิ 

37 °C 
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 -ผสมสารลายคอลลาเจน-ไคโตซานดวยอตัราสวน 70:30 โดยน้ําหนกั (Tangsadthakun 

และคณะ, 2006) และผลิตภัณฑไครโอปริซิพิเตท พลาสมาและเกล็ดเลือดเขมขนของมนษุยที่ผาน

การตรวจสอบปริมาณโปรตีนทัง้หมดซึ่งแสดงไดในตารางที่ 3.1 ดวยความเขมขนโปรตีนตางๆ

ตามที่แสดงในตารางที ่3.2  

  

ตารางที่ 3.2 แสดงความเขมของโปรตีนทัง้หมดของไครโอพริซิพิเตท พลาสมาและเกล็ดเลือด

เขมขนของมนษุย ในโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน 

รหัสโครง

เลี้ยงเซลล 

แหลงที่มาของ

โปรตีนที่ใช

ปรับปรุง 

ปริมาณโปรตีนที่ใช

ปรับปรุง* (ไมโครกรัม

โปรตีน/โครงเลี้ยงเซลล) 

น้ําหนกั

แหงรวม

(มิลลิกรัม) 

เปอรเซ็นตสารปรับปรุง

ตอน้ําหนักแหง       

(%wt/wt) 

CCH ไมมีการปรับปรุง - 4.70±0.02 0.00 

C100 ไครโอพริซิพิเตท 100 4.83±0.05 2.72±1.90 

C500 ไครโอพริซิพิเตท 500 5.45±0.09 13.87±1.32 

C1000 ไครโอพริซิพิเตท 1000 5.94±0.11 20.71±3.92 

H100 พลาสมา 100 4.84±0.09 2.89±1.88 

H500 พลาสมา 500 5.63±0.11 16.29±3.88 

H1000 พลาสมา 1000 5.75±0.10 18.18±2.72 

P100 เกล็ดเลือดเขมขน 100 4.71±0.04 2.29±2.09 

P500 เกล็ดเลือดเขมขน 500 5.23±0.09 10.03±3.94 

P1000 เกล็ดเลือดเขมขน 1000 5.86±0.10 19.94±1.63 

หมายเหต ุ* ปริมาณโปรตีนทั้งหมดคิดเทยีบจากการวเิคราะหดวยวิธขีอง Lowry  

    เปอรเซ็นตสารปรับปรุงคํานวณไดจาก 

เปอรเซ็นตสารปรับปรุง(% wt/wt) = 100×
−
W

WcW  

โดยที ่ W คือ น้ําหนักแหงของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุง 

 Wc คือ น้ําหนักแหงของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมเติมสารปรับปรุง 

 

 -ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลล : ปนกวนสารละลายผสมที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 1 ชัว่โมง แลว

จึงทาํใหสารละลายที่ผสมแลวไมมีฟองดวยปมสุญญากาศ หลังจากนัน้จงึดูดสารละลายที่ไมมี
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ฟองใสลงในหลุมของจานเพาะเชื้อขนาด 24 หลุม (24-well culture plates) ปริมาตรหลุมละ 1 

มิลลิลิตร นาํไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -40 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลวจงึนาํไปทําแหงดวยการระเหดิ

น้ําออกดวยความดนัที่อุณหภูมิ -40 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมงดวย Lyophilizer (HetoPowerDry  

LL3000,USA) สุดทายจึงนาํโครงเลีย้งเซลลที่ไดไปทําการเชื่อมโยงพนัธะดวยการใหความรอน 

(Dehydrothermal crosslink) ที่อุณหภูมิ 105 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมงโดยใชเครื่อง Vacuum 

oven Model , Binder รุน VD 23 ประเทศอเมริกา 

  

 1.2) โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมมีการปรับปรุง 

 -ดําเนินการเชนเดียวกับการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวย

ไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขนของมนุษยในหวัขอ 1.1) โดยยกเวนขั้นตอนการ

ผสมสารปรับปรุงทั้ง 3 ชนิด 

 

 2) โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ไมไดปรับปรุง และ ปรับปรุงคณุภาพดวยการผสม

ไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา, เกล็ดเลือดเขมขน  

 จากลักษณะเดนของเจลาตนิที่มีสมบัติคลายคลึงกับคอลลาเจน แตมีราคาถูก และ

สามารถผลิตไดในเมืองไทย จึงนาํไปสูการพัฒนาผลิตโครงเลี้ยงเซลลที่มีเจลาตินเปนองคประกอบ

หลัก อีกทัง้เจลาตินยงัมีสมบัติในการควบคุมการปลดปลอยสารที่มปีระจุตรงขาม ซึ่งเปนหนึง่ใน

ปจจัยที่ใชควบคุมการปลดปลอยสารโปรตีนจากองคประกอบของเลอืดที่ผสมในโครงเลี้ยงเซลล 

 -การขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน ดาํเนนิการเชนเดียวกบัการขึ้นรูปโครงเลี้ยง

เซลลคอลลาเจน-ไคโตซานในหวัขอ 1) แตเปล่ียนสารละลายคอลลาเจนเขมขน 0.5% เปน

สารละลายเจลาตินความเขมขน 0.5% (โดยน้ําหนัก) ในสารละลายอะซิติคเขมขน 0.5 โมลาร ซึง่

ปนกวนที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวทําการการเชื่อมโยงพันธะดวยความรอน 

( Dehydrothermal crosslink) ที่อุณหภมูิ 140°C เปนเวลา 48 ชัว่โมง โดยที่ความเขมขนของ

โปรตีนทัง้หมดจากสารปรับปรุงในโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซานแสดงในตารางที ่3.3 
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ตารางที ่ 3.3 แสดงความเขมของโปรตีนทัง้หมดของไครโอปรีซิพิเตท พลาสมาและเกล็ดเลือด

เขมขนของมนษุย ในโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 

รหัสโครง

เลี้ยงเซลล 

แหลงที่มาของ

โปรตีนที่ใช

ปรับปรุง 

ปริมาณโปรตีนที่ใช

ปรับปรุง* (ไมโครกรัม

โปรตีน/โครงเลี้ยงเซลล) 

น้ําหนกั

แหงรวม

(มิลลิกรัม) 

เปอรเซ็นตสารปรับปรุง

ตอน้ําหนักแหง       

(%wt/wt) 

GCH ไมมีการปรับปรุง - 4.73±0.08 0.00 

GC1000 ไครโอปรีซิพิเตท 1000 6.27±0.04 22.86±0.53 

GH500 พลาสมา 500 5.80±0.10 16.61±1.63 

GP500 เกล็ดเลือดเขมขน 500 5.98±0.10 19.09±1.32 

หมายเหต ุ* ปริมาณโปรตีนทั้งหมดคิดเทยีบจากการวเิคราะหดวยวิธขีอง Lowry  

       เปอรเซ็นตสารปรับปรุงคํานวณไดจากน้ําหนักของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 

 

3) การเตรียมแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอ (non-woven polypropylene fabric) 

 จากขอจํากัดความเปนวัสดุชีวภาพ (Biomaterial) ของพอลิพรอพิลีนที่มีความไมชอบ      

น้ํา (Hydrophobicity) สูง เนื่องจากลักษณะโครงสรางโมเลกุลที่ประกอบไปดวยคารบอนและ    

ไฮโดรเจน จึงเปนเหตุผลของการปรับปรุงพื้นผวิของเสนใยเพือ่เพิ่มความเขากันไดทางชีวภาพ 

(Biocompatibility) ของแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอดวยการเคลอืบสารละลายที่มีความเขากนั

ไดทางชวีภาพ ข้ันตอนการเตรียมแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอออกเปนการปรับปรุงพืน้ผิวของ

เสนใยและการเคลือบแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซาน 

 

 -การปรับปรุงพื้นผวิ (Surface modifying) 

 ตัดแผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอใหมีขนาด 1.5X1.5 ตารางเซนติเมตรแลวทําการ

กระตุนดวยพลาสมาจากกาซออกซิเจน โดยใชเครื่องกาํเนิดพลาสมา (Plasma regerator) แบบ

ทีตาพนิซ (Theta pitch) [Kamsing, 2005] ภายใตสภาวะความดนั 10 ปาสคาล ความตางศักย 

24 กิโลโวลต พลังงาน 48 กโิลจูล โดยทําการกระตุนแบบพัลส (pulse) 1 คร้ัง  
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 -การเคลือบแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอ (non woven polypropylene fabric 

coating) 

 แชแผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอทีก่ระตุนดวยพลาสมาทนัทีในสารละลายคอลลา

เจน-ไคโตซาน และสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และ

เกล็ดเลือดเขมขน ซึ่งมีความเขมขนสารละลายทั้งหมดในสารละลายกรดอะซิติคเปน 0.05% โดย

น้ําหนกั หลังจากแชแผนเสนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอในสารละลายเปนเวลา 24 ชั่วโมง จงึนํา

แผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอไปตากใหแหงที่อุณหภูมิหอง แลวจึงนําไปเชื่อมโยงพนัธะดวย

อุณหภูมิ 105 °C ภายใตสภาวะสูญญากาศเปนเวลา 48 ชั่วโมง และทําการเชื่อมโยงพนัธะ

เพิ่มเติม (further crosslink) ดวยรังสี UV เปนเวลาดานละ 30 นาท ีโดยที่รหัสของแผนเสนใยพอลิ

พรอพิลีนไมสานทอแสดงไดในตารางที ่3.4 

 

ตารางที ่ 3.4 แสดงรหัสของแผนเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอทีถู่กกระตุนดวยออกซิเจนพลาสมา

แลวเคลือบดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และ

เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษย  

รหัสแผนใย     

พอลิพรอพิลีน 

แหลงที่มาของโปรตีน

ที่ผสมในสารละลาย

คอลลาเจน-ไคโตซาน 

ความเขมขนโปรตีน*ในสารละลายที่เคลือบบนแผน

ใย (ไมโครกรัมโปรตีน/มิลลิลิตรของสารละลาย

คอลลาเจน-ไคโตซาน) 

PP-CCH ไมมีการปรับปรุง 0 

PP-C1000 ไครโอปรีซิพิเตท 1000 

PP-H500 พลาสมา 500 

PP-P500 เกล็ดเลือดเขมขน 500 

หมายเหต ุ* ปริมาณโปรตีนทั้งหมดคิดเทยีบจากการวเิคราะหดวยวิธขีอง Lowry  

 

3.3.2 ศึกษาลกัษณะสมบัตขิองโครงเลี้ยงเซลล 

การทดสอบสมบัติทางกายภาพ 

- ลักษณะพื้นผิวโดยรวม (Morphology) 

พิจารณาลกัษณะพื้นผวิโครงเลี้ยงเซลลโดยรวมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง

กราด (Scanning electron microscope หรือ SEM) ดวยเครื่อง Joel JSM 5400 ที่มีความ      
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ตางศักย 12-15 kV ทําการเคลือบทองโครงเลี้ยงเซลลดวย Ion sputtering device, JFC 1100 

แลวจึงพจิารณาลักษณะพืน้ผิวโครงเลี้ยงเซลลตามแนวแกนตั้ง 

 

- สมบัติการบวมน้าํ (Swelling properties) 

การทดสอบการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลลโดยคํานวณไดจากผลตางของน้ําหนักแหงและ

น้ําหนกัเปยกของโครงเลี้ยงเซลล น้ําหนักเปยกของโครงเลี้ยงเซลลทําไดโดยแชโครงเลี้ยงเซลลใน

สารละลาย PBS buffer ที่ pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นซบั

โครงเลี้ยงเซลลทั้งสองดานดานละ 10 วินาที ดวยกระดาษไมมีขุย (Kimwipe) และชั่งน้ําหนกัของ

โครงเลี้ยงเซลลทันทีไดเปนคาน้ําหนักเปยกของโครงเลีย้งเซลล ซึ่งสามารถคํานวณ % swelling ได

จากสมการ  

                            % swelling = 1000 ×
−

o

so

W
WW      

                         โดย Wso และ Wo คือน้ําหนักของโครงเลี้ยงเซลลหลังจากทีถู่กดูดซับน้าํและ

น้ําหนกัเริ่มตนตามลําดับ  

 

การทดสอบสมบัติทางกล 

-ความตานทานตอแรงกด (Compressive modulus) 

-ความตานทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบแหง (Dry compressive modulus) 

ทําการทดสอบสมบัติทางกลของโครงเลี้ยงเซลลแหงโดยวัดความตานทานตอแรงกด 

(compression test) ดวยการคํานวณคา compressive modulus ซึ่งเปนคาความแข็งแรงของ

โครงเลี้ยงเซลลโดยการกดโครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดเสนผานศนูยกลาง 13 มิลลิเมตร และหนา 3 

มิลลิเมตร ดวย universal testing machine (INSTRON No.5567 , NY, USA) ที่ constant 

tensile deformation rate (0.5 มิลลิเมตร/นาท)ี ในสภาพที่แหงที่ 25 องศาเซลเซียส ซึ่งคา 

compressive modulus สามารถคํานวณไดจากคาความชนัของกราฟระหวางความเคน – 

ความเครียด (stress-strain) ในชวงความเครียด 5 - 35% ทําการรายงานผลดวยคาเฉลี่ยจากการ

ทดลองซ้ํา 6 ตัวอยาง 

 - ความตานทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบเปยก (Wet compressive 

modulus) 

ทําการทดสอบสมบัติทางกลของโครงเลี้ยงเซลลเปยกทีแ่ชในสารละลาย PBS buffer ที่ 

pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดวยการวดัขนาดโครงเลี้ยงเซลลเปยก
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แลววัดความตานทานตอแรงกดเชนเดยีวกับโครงเลี้ยงเซลลแบบแหง ทําการรายงานผลดวย

คาเฉลี่ยจากการทดลองซ้าํ 6 ตัวอยาง 

 

-ความตานทานตอแรงดึง (Tensile stress) (Daamen และคณะ, 2003) 

ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลในถาดอะลูมิเนยีมขนาด 60 X 100 มิลลิเมตร ใหมีความหนาของ

โครงเลี้ยงเซลล 3 มิลลิเมตร ดวยเทคนิค Lyophilisation เชนเดียวกบัการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลใน

ขอ 3.3.1 แลวจึงใชใบมีดโกนตัดโครงเลี้ยงเซลลใหมีขนาด กวาง 10 มิลลิเมตร ยาว 60 มิลลิเมตร

และหนา 3 มิลลิเมตร แลวจึงทําการวัดคาแรงดงึดวยเครื่อง universal testing machine 

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

ในสภาพที่แหงที่ 25 องศาเซลเซียส โดยวัดขนาดความยาวชิ้นงานทีถู่กจับยึดทีห่ัวยึดใหมีความ

ยาว 45 มิลลิเมตร (รูป 3.3) ทําการรายงานผลดวยคาเฉลี่ยจากการทดลองซ้ํา 5 ตัวอยาง  

   ก.      ข. 

    

 

 

 

   

 

รูป 3.3 แสดงแผนภาพตัวอยางขนาดชิน้งานที่ใชทดสอบความตานทานตอการดึง (ก) และภาพ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (กลุมควบคุม) ที่ถูกจบัยึดดวยหัวจับขณะทาํการวัดคาความ

ตานทานตอแรงดึง (ข) 

 

การทดสอบสมบัติทางชีวภาพ 

-การเขากนัไดของโครงเลี้ยงเซลลในสภาพภายนอกรางกาย (in vitro biocompatibility) 

(Mosmann, 1983) 

 

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

ทําการเพาะเลีย้งเซลล Detroit 551 หรือ L929 ในจานเพาะเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 

เซนติเมตร (NUNC, Roskilde, Denmark) ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ  Dulbecco’s modified eagle 

สวนที่ถูกจับยึดดวยหัว

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

μg/ml streptomycin¸ and 0.25 μg/ml amphotericin-B โดยทําการเพาะเลี้ยงเซลลในตูเพาะเชือ้

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

 

-การทดสอบการยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนของเซลล (Cell adhesion and proliferation) 

ทําการฆาเชื้อ (sterilized) โครงเลี้ยงเซลลที่อยูในจานเพาะเซลลขนาด 24 หลุมดวยการ

แชโครงเลี้ยงเซลลในเอทานอลเขมขน 70% เปนเวลา 30 นาทีแลวลางดวยน้ําปราศจากไอออน 

(deionized water) ที่ผานการฆาเชื้อ (autoclave) ทําการเปลี่ยนน้าํปราศจากไอออนใหม 3 ครัง้ 

แตละครั้งแชทิ้งไว 15 นาท ี หลังจากนั้นแชดวย PBS ทิ้งไวขามคืน หลังจากที่ดูด PBS ออกจาก

หลุมแลวจงึเตมิอาหารเลี้ยงเซลลปริมาตรหลุมละ 350 ไมโครลิตร กอนทาํการใสเซลลจํานวน 2 x 

104 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล แลวทําการนบัจํานวนเซลลที่เวลา 5 ชั่วโมง สําหรับการวิเคราะหการ

ยึดเกาะของเซลล และทีเ่วลา 3, 6 และ 9 วนั สําหรับการวิเคราะหการเพิม่จํานวนเซลล ทาํการ

วิเคราะหจํานวนเซลลดวย MTT assay (Mosmann, 1983) โดยยอมเอนไซมดวย 0.5% 3-(4-5 –

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

อุณหภูมิ 37 °C, 5% CO2  จากนัน้ดูดสารละลาย MTT ทิ้ง และละลายผลกึ formazan ดวย 

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

pH 10.5 with 1 M NaOH) ในอัตราสวน 9:1 นําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงดวย

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

570 นาโนเมตร 

 

-การเขากนัไดของโครงเลี้ยงเซลลในสัตวทดลอง (in vivo biocompatibility) 

การทดสอบความเขากนัไดทางชีวภาพ (Biocompatibility) โดยการปลูกถายผิวหนังชัน้ใน

ปราศจากเซลลลงในสัตวทดลอง มีวตัถุประสงคเพือ่ศึกษาถงึความสามารถในการเคลื่อนที่ของ

เซลลเขามาทีผิ่วหนังชัน้ในปราศจากเซลล (cells infiltration), ความสามารถในการยอยสลายทาง

ชีวภาพ (biodegradability) และ การตอตานทางภมูิคุมกัน (Immunological response) ซึ่งมี

วิธีการทดลองดังนี ้
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- วัสดุที่ใชในการทดลอง 

(1) การทดลองแบงออกเปน 4 โมเดล ในหนทูดลองสองสายพนัธุคือสายพนัธุ Wistar rat 

และ Nude mice bulk C/nu โดยที่แตละโมเดลในหนทูดลองสายพันธุ Wistar rat จะทาํการศึกษา 

4 ชวงเวลาคือ สัปดาหที ่1, 2, 4 และ 8 สัปดาห ในแตละชวงเวลาจะใชหนูในการปลูกถายจํานวน 

3 ตัว (n=3) ดังนัน้ในการทดลอง 4 โมเดล ใชหนพูันธุวสิตาร (Wistar rat) จํานวน 12 ตัว สวน

โมเดลทีท่ําการทดลองในหนสูายพนัธุ Nude mice bulk C/nu ทาํการศึกษา 3 ชวงเวลาคือ 

สัปดาหที่ 1, 2, และ 4 สัปดาห ในแตละชวงเวลาใชหนูในการปลูกถายจํานวน 6 ตัว (n=3) ดังนั้น

ในการทดลอง 4 โมเดล ใชหนพูันธุวิสตาร (Wistar rat) จํานวน 18 ตัว และโครงเลี้ยงเซลลทีม่ี

ความเขมขน 1% โดยน้ําหนักซึง่ไดรับการปรับปรุงดวยผลิตภัณฑไครโอพริซิพิเตท, พลาสมา และ 

เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษยขนาดเสนผานศูนยกลาง 13 มิลลิเมตร หนา 3-5 มิลลิเมตร จํานวน

ชนิดละ 18 ตัวอยาง ซึ่งตวัอยางที่ไดในแตละชวงเวลา (n=3) ของแตละโมเดลถกูนําไปยอมดวย

เทคนิค Heamatoxylin and Erosin และ วดัขนาดการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล 

 

-ในการทดลองนี้ใชโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีความเขมขนสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซาน 

(70/30) 1% โดยน้ําหนัก เพือ่ลดอัตราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลภายในสัตวทดลอง โดยมี

ข้ันตอนการผลิตเชนเดียวกบัหัวขอ 3.3.1.2 ขอ 1) แตทําการเปลี่ยนความเขมขนของสารละลาย

คอลลาเจนและไคโตซานใหมีความเขมขนเปน 1% โดยน้ําหนกั 

 

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

สัปดาหจาํนวน 12 ตัว และหนทูดลองพันธุ Nude mice bulk C เพศเมีย น้ําหนักประมาณ 15-20 

กรัม อายุ 6-8 สัปดาหจํานวน 18 ตัว ซึง่สั่งซื้อจากศนูยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 

ศาลายา ซึง่พิจารณาการใชสัตวทดลองโดยเนนในเรื่อง Immunological response, Cell 

infiltration into scaffoldและ biodegradability สัตวทดลองถูกเลี้ยงตามแนวทางปฏิบัติของ 

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

กลาวคือ หนูถูกเลี้ยงในหองควบคุมเชื้อที่ภาควิชาสรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร มีการควบคมุ

สภาพแวดลอมที่เหมาะสม ไดแก อุณหภูมิ 25 +/- 3 oC   ความชื้นสมัพัทธ 60 +/- 90 % วงจรการ

ใหแสง 12 ชั่วโมงสวาง 12 ชั่วโมงมืด มีการถายเทอากาศ เพียงพอ  มีการดูแลใหอาหารและน้ํา ใน

ระหวางทําการทดลองหนูถกูเลี้ยงใหอยูแยก 1 ตัวตอ 1 กรง 

 



 59 

 -วิธีการทดลอง (สรุปไดดังแผนผังในรูปที่ 3.4) 
แผนผังขั้นตอนการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพสามารถสรุปไดดังนี ้

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 3.4 แผนผังขั้นตอนการทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพในสัตวทดลอง 

เตรียมโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่โครงเลี้ยงเซลลที่

ไดรับการปรับปรุงดวยสารแขวนลอยไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา 

และเกล็ดเลือดเขมขนของมนุษย 

ทําใหโครงเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อดวยเอทานอล 

ทําการวางยาสลบหนทูดลองและตัดเปดหนัง

บริเวณสวนหลังดวยกรรไกร 

นําโครงเลี้ยงเซลลฝงใตผิวหนังของหน ู

ทําการสังเกตผลหลังจากปลูกถาย ดวยการถายรูปของ

บริเวณทีท่ําการปลูกถาย, สังเกตการบวมแดงของผิวหนงั 

และ ตรวจดูสุขภาพของหนหูลังจากการปลูกถาย 

ใชยาสลบ Overdose Barbiturate ฉีดเขา IP ของหนูทดลองเพื่อทําใหหนูตาย 

และซากของหนูทดลอง จะถกูนําไปทําลายโดยการเผาในเตาเผาซากสตัวตอไป 

ทําการวางยาสลบหนทูดลองและตัดเปดหนังบริเวณสวนหลังดวยกรรไกรและเก็บ

ตัวอยางโครงเลี้ยงเซลลที่ฝงลงในใตผิวหนงัของหนูในสปัดาหที่ 1, 2, 4 และ 8 มา

ทดสอบดวยการยอม H&E และสังเกตการหดตัว 
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(1) ทําการวางยาสลบหนทูดลองพนัธ Wistar โดยวิธีฉีด Barbiturate (Pentobarbital) เขาที่

ชองทองอยางชาๆดวยปริมาณ 60 มิลลิกรัม/น้าํหนักหน ู 1 กิโลกรัม สําหรับหนพูันธุ Nude mice 

bulk C จะทาํการวางยาสลบดวยการฉีด Keptamine/Xylacine ดวยปริมาณ Keptamine 80 

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

ยาอยางชาๆ และตรวจดูการตอบสนองของสัตวโดยดูจากการกระพริบตาเมื่อใชนิ้วเคาะที่หวัถา

สัตวกระพริบตาแสดงวายังไมสลบ แตถาหยุดกระพริบตาแสดงวาสลบใหหยุดเดินยา 

(2) หลังจากที่หนูสลบแลว โกนขนบริเวณสวนหลังที่มลัีกษณะโคงเปนสัน (dorsa) ของหนู

พันธุ Wistar ดวยปตตาเลี่ยน ทาํการฆาเชื้อดวยเบตาดนี และตัดเปดหนงับริเวณนัน้ดายกรรไกรให

มีความยาวของแผลประมาณ 2 เซนติเมตร ใชคีมคีบทําโพรง (pocket) ใตผิวหนังบริเวณหลังของ

หน ู นาํโครงเลี้ยงเซลลฝงใตผิวหนังของหนูโดยฝงใหหางจากกลางหลังที่ผาเพื่อปองกนัผลจากการ

อักเสบตอการเคลื่อนที่ของเซลลเขาสูชิ้นโครงเลี้ยงเซลล หลังจากนัน้เย็บปดแผลดวยดายเย็บแผล  

และทําความสะอาดแผลโดยไมตองปดแผล สําหรับหนูพนัธุ  Nude mice bulk/C ไมตองโกนขน

เนื่องจากหนูสายพนัธุนี้เปนสายพนัธุที่ไมมีขนจึงสามารถตัดเปดหนงัเพื่อทาํโพรงและฝงชิน้งาน

เชนเดียวกับหนูพนัธุ Wistar แตจํานวนชิน้งานที่ฝงในหนูพนัธุ Nude mice bulk/C จะมีปริมาณ

นอยกวาจาํนวนชิ้นงานที่ฝงในหนูพนัธุ Wistar เนื่องจากหนูสายพันธุ Nude mice bulk/C มีขนาด

เล็ก ดังแสดงในแผนภาพในรูปที่ 3.5 

(3) ทําการสังเกตผลหลังจากปลูกถาย ดวยการถายรูปของบริเวณทีท่าํการปลูกถาย, สังเกต

การบวมแดงของผิวหนงั และ ตรวจดูสุขภาพของหนหูลังจากการปลกูถาย ทําการเก็บตัวอยางของ

โครงเลี้ยงเซลลที่ฝงลงในใตผิวหนังของหนูในสัปดาหที ่ 1, 2, 4 และ 8 โดยกอนการเก็บตัวอยางตอง

ทําการวางยาสลบหนทูดลองโดยใชวธิีการดังที่กลาวไวในขอที ่ 1 และทําการถายภาพชิน้ตัวอยาง

หลังการปลูกถาย ณ เวลาตางๆ 

(4) นําตัวอยางที่ไดมายอมดวยเทคนิค Heamatoxylin and Erosin (H&E) เพื่อดูผล cell 

infiltration และวัดขนาดของแตละตัวอยางในแตละชวงเวลา 1, 2, 4 และ 8 สัปดาห เพื่อวัดขนาด

การหดตัวของตัวอยาง  

(5) เมื่อเสร็จส้ินการทดลอง หนทูีท่ําการทดลองถกูทาํใหตายโดยใหมคีวามทรมานนอยที่สุด 

โดยการใชยาสลบ overdose Barbiturate (Pentobarbital) ฉีดเขา IP ของหนูทดลองเพื่อทําใหหนู

ตาย และซากของหนทูดลอง ถกูนาํไปทาํลายโดยการเผาในเตาเผาซากสัตวตอไป   
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 ก.หนทูดลองพันธ Wistar   ข.หนทูดลองพนัธ Nude mice bulk C 

 

1. CCH         โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน 

2. C1000      โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท 

3. H500        โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่ถกูปรับปรุงดวยพลาสมา 

4. P500         โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขน 

 

รูปที่ 3.5 แผนภาพแสดงการฝงโครงเลี้ยงเซลลบนหลงัสตัวทดลอง 

 

หมายเหต ุ ในงานวิจยันี้ไดรับการอนุมัติใหมกีารทดลองในสัตวทดลองจากการประชุมคณะ    

กรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยั คร้ังที่ 8/2550 โดยฝายวิจัย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั (ภาคผนวก จ) 

 

-การตรวจสอบเนื้อเยื่อโดยการยอมสี 

ทําการยอมโดยใชการยอมแบบ Hematoxylin and Erosin (H&E) ซึ่งเปนเทคนิคในการ

ยอมสีเซลลโดยทั่วไป โดยตดิสีแดงบริเวณที่เปน ไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) สีน้าํเงนิที่บริเวณ

นิวเคลียส และติดสีชมพูปนเทาที่เมตริกซของเนื้อเยื่อ (Young and Heath, 2000) 

 

 

รอยแผล 

โครงเลี้ยงเซลล 

1 3 

2 4 

รอยแผล 

โครงเลี้ยง

1 หรือ 3 

2 หรือ 4 
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3.3.3 วิเคราะหผลทางสถิติ 

 วิเคราะหความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญระหวางกลุม ดวยการตรวจสอบแบบท ี

(t-test) ที่มีตัวแปรเปนอิสระตอกัน ซึ่งคํานวณโดยการใชโปรแกรม Minitab system for Windows 

(version 14, USA) ที่มีคา P <0.05 เปนคาที่ใชพจิารณาความมีนยัสําคัญ 

 

3.4 สถานที่ทาํการวิจัย 

ทําการวิจยั ณ หองปฏิบัติการวิศวกรรมเคมี ตึกอาคารอนุสาสนยนัตรกรรม ชั้น 5 ภาควิชา

วิศวกรรมเคม ี คณะวิศวกรรมศาสตร และ หองปฏิบตัิการวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ชัน้ 9 ตึก อ.ป.ร. 

คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และหองสัตวทดลอง อาคารสรีร ชั้น 4 ภาควชิา

สรีรวิทยา คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
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บทที่  4 
ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง 

 
4.1 ลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล 
4.1.1 ลักษณะสมบัติทางกายภาพ (Physical properties) 

 ลักษณะทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลลทีไ่ดหลังการเชือ่มโยงพันธะดวยความรอนมีสี

เหลืองนวล โดยที่ลักษณะของสีโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยการผสมสารปรับปรุงลงใน

สารละลายที่ใชทําโครงเลี้ยงเซลลมีสีเขมกวาโครงเลีย้งเซลลที่ไมไดรับการปรับปรุง ความเขมของสี

เพิ่มข้ึนตามความเขมขนของโปรตีนจากผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือด

เขมขนที่ใชปรับปรุง และสีโครงเลี้ยงเซลลที่มีความเขมขนของสารปรับปรุงเทากันแตใชสาร

ปรับปรุงตางชนิดกันมีความเขมของสีใกลเคียงกนัดังแสดงในรูปที4่.1 

    C100      C500      C1000 

     

      

 

  

   CCH (control)  H100      H500      H1000  

   

  

      

  

    P100      P500      P1000 

 

 

  

 

รูปที่ 4.1 รูปโครงเลี้ยงเซลลที่ไมมีการปรับปรุง: กลุมควบคุม (CCH) และโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุง

ดวยไครโอปรีซิพิเตท (C100, C500, C1000) พลาสมา (H100, H500, H1000) และเกล็ดเลือด

เขมขน (P100, P500, P1000)  
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ตาราง 4.1 แสดงคาเฉลี่ยน้ําหนักแหง ความหนา และเสนผานศูนยกลางของโครงเลี้ยงเซลล

คอลลาเจน-ไคโตซาน, คาเปอรเซ็นตปริมาณสารปรับปรุงในโครงเลีย้งเซลล และขนาดของรูพรุน 

รหัสโครง

เลี้ยงเซลล 

ความหนา

(มิลลิเมตร) 

เสนผาน

ศูนยกลาง

(มิลลิเมตร) 

ปริมาตรโครง

เลี้ยงเซลล

(มิลลิลิตร) 

น้ําหนกั

แหง

(มิลลิกรัม) 

ขนาดรูพรุน 

(ไมโครเมตร) 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

หมายเหตุ - † แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัของปริมาตรและขนาดรูพรุนของโครงเลีย้ง

เซลลที่ไดรับการปรับปรุงเทยีบกับโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมไดรับการปรับปรุง 

(CCH) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

      -  เปอรเซน็ตสารปรับปรุงคํานวณไดจาก 

เปอรเซ็นตสารปรับปรุง(% wt/wt) = 100×
−
W

WcW  

 

โดยที ่ W คือ น้ําหนักแหงของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุง 

 Wc คือ น้ําหนักแหงของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมเติมสารปรับปรุง 

 

 จากการพิจารณาน้ําหนักและขนาดของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ตามตารางที ่

4.1 พบวาน้ําหนกัแหงของโครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงมีแนวโนมเพิ่มข้ึนมากกวากลุมควบคมุ

ตามปริมาณการเติมสารปรับปรุง โดยทีโ่ครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงตางชนิดกนัแตมีปริมาณ
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โปรตีนทัง้หมดจากสารปรับปรุงเทากนัจะมีน้ําหนักแหงใกลเคียงกนัดงัเชนน้าํหนักแหงของ C100, 

H100 และ P100 โครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงชนิดเดียวกันจะมีความหนาเพิม่ข้ึนตาม

ปริมาณโปรตีนรวมที่ถูกเติมในโครงเลี้ยงเซลล เนื่องมาจากความหนาแนนที่เพิม่ข้ึนตามปริมาณ

โปรตีน แตเมือ่พิจารณาขนาดเสนผานศนูยกลาง พบวามีขนาดคอนขางคงที่ไมเปลี่ยนแปลงตาม

ความเขมขนของโปรตีนรวมที่เติมในโครงเลี้ยงเซลลแตแตกตางกับขนาดของกลุมควบคุม เมือ่

พิจารณาปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลพบวาโครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงมีปริมาตรสูงกวากลุม

ควบคุมอยางมีนยสาํคัญ และปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลเพิ่มข้ึนตามปริมาณสารปรับปรุงดังเห็น

ไดจากขนาดทีเ่พิ่มข้ึน ยกเวนใน C100 เทานั้นที่โครงเลี้ยงเซลลมคีวามหนานอยกวากลุมควบคมุ 

เมื่อพิจารณาขนาดของรูพรุนที่แสดงในตารางที ่ 4.1 แสดงใหเหน็วาโครงเลี้ยงเซลลแตและชนิดมี

ขนาดรูพรุนไมแตกตางกนัอยางมีนยสําคญั นอกจากนัน้เมื่อพิจารณาขนาดของรูพรุนเทียบกบั

ปริมาตรพบวา โครงเลี้ยงเซลลทีมปีริมาตรสูงกวามีนาดของรูพรุนเล็กกวาโครงเลี้ยงเซลลทีม่ี

ปริมาตรนอยเมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลกลุมที่ปรับปรุงดวยโปรตนีจากสารปรับปรุงชนิดเดียวกนั 

 จากภาพถายทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลลในแนวตั้งฉากกับผิวหนาของโครงเลีย้งเซลล

(รูปที่ 4.2) ที่แสดงถงึลักษณะของโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลที่เปนรูพรุนที่เชื่อมตอกันดังแสดง

ในรูปที่ 4.3 

  

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 ภาพแสดงลักษณะและทิศทางการถายภาพลักษณะทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล 

 

จากการวิเคราะหพบวาโครงเลี้ยงเซลลกลุมควบคุมมีขนาดของรูพรุนประมาณ 63-127 

ไมโครเมตร สวนในโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุงมีลักษณะการเชื่อมโยง

และขนาดของรูพรุนแตกตางกันโดยมีขนาดรูพรุนอยูในชวง 50-225 ไมโครเมตร จากผลดังกลาว

แสดงใหเหน็วาโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่เติมสารปรับปรุงมีขนาดรูพรุนเหมาะกับการ

เจริญเติบโตของเซลลไฟโบรบลาสตามที่ไดรายงานไวในงานวิจัยของ O’Brien และคณะ (2005) 

ซึ่งแสดงวาขนาดของรูพรุนทีเ่หมาะสมมีคาอยูในชวง 100-200 ไมโครเมตร โดยในกลุมของโครง

เลี้ยงเซลลที่เตมิไครโอปรีซิพิเตท C100 มีรูพรุนขนาดเลก็ประมาณ 56-116 ไมโครเมตรและมีผนงั

ผิวหนาโครงเลี้ยงเซลล 

บริเวณกลางแผน 
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กั้นระหวางรูพรุนตอเนื่องและหนาแนนทําใหมีความเชื่อมตอระหวางรพูรุนต่ํา ในขณะที ่C500 และ 

C1000 มีลักษณะของการเชือ่มตอของรูพรุนสูงแตมีขนาดรูพรุนใกลเคยีงกับ C100  

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลที่ไมมีการปรับปรุง: 

กลุมควบคุม (CCH) และโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท (C100, C500, C1000) 

พลาสมา (H100, H500, H1000) และเกล็ดเลือดเขมขน (P100, P500, P1000) 

C500 

CCH 

C100 C1000 

H500 H1000 H500 

P500 P1000 P500 
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เมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลในกลุมที่มีการเติมพลาสมาพบวา H100 มีรูพรุนขนาด 121-227

ไมโครเมตร และมีผนงักัน้ระหวางรูพรุนอยางตอเนื่อง โดยที่ความตอเนือ่งของผนงักัน้ระหวางรูพรุน

มีความสม่ําเสมอลดลงใน H500 และ H1000 ซึ่งสงผลใหความเชื่อมตอระหวางรพูรุนสูงขึน้ สวน

ในกลุมของโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ติมเกล็ดเลือดเขมขนพบวา ลักษณะของรูพรุนคลายกับโครงเลีย้ง

เซลลที่เติมพลาสมา คอืมีขนาด จาํนวน และความเชือ่มตอระหวางรูพรุนเพิม่ข้ึนเมื่อความเขมขน

ของปริมาณโปรตีนรวมสูงขึน้และมีขนาดรูพรุนอยูในชวง 50-190 ไมโครเมตร จากผลดังกลาว

แสดงใหเหน็ถงึผลจากการเพิ่มปริมาณโปรตีนที่ทาํใหรูพรุนมีขนาดเลก็ เพิ่มจาํนวนมากขึน้และ    

มีความเชื่อมตอระหวางรูพรุนสูง เนื่องจากโมเลกุลขนาดเล็กของโปรตีนในผลิตภัณฑทัง้ 3 ชนดิ    

ที่เติมในโครงเลี้ยงเซลลไปแทรกระหวางพนัธะระหวางโมเลกุลของโปรตีนขนาดใหญ อยางคอลลา

เจน และไคโตซานเปนผลใหความตอเนื่องระหวางรูพรุนเพิ่มข้ึน 

  

 

4.1.2 สมบัติในการบวมน้ํา (Swelling properties) 

 ลักษณะสมบตัิในการบวมน้าํของโครงเลีย้งเซลลวัดไดจากปริมาณสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร pH 7.4 ที่ถูกโครงเลี้ยงเซลลดูดซับไวที่เวลา 24 ชั่วโมง ซึง่แสดงไดในรูปของเปอรเซ็นต

การบวมน้ํา (Percent of swelling) ในรูปที่ 4.4 ซึ่งแสดงใหเหน็วากลุมควบคมุมีเปอรเซ็นตการ

บวมน้าํประมาณ 900 เปอรเซ็นต และเมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่มีการ

เติมสารปรับปรุงมีคาเปอรเซน็การบวมน้ําไมแตกตางกับกลุมควบคุม โดยมีคาอยูในชวง 800-

1100 เปอรเซ็นต ยกเวน C500 ที่มีเปอรเซ็นตการบวมน้ําสงูที่สุดคือ 1230 เปอรเซ็นต ซึง่แตกตาง

กับกลุมควบคมุอยางมีนยัสาํคัญ ในการพจิารณาผลของความเขมขนโปรตีนรวมในโครงเลี้ยงเซลล

ในแตละกลุม โครงเลี้ยงเซลลกลุมที่เติมไครโอปรีซิพิเตทมีเปอรเซ็นตการบวมน้ําแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญระหวาง C500 กับ C100 และ C1000 โดยที่ C500 มีคาเปอรเซ็นตการบวมน้าํสูงที่สุด 

และลดลงใน C1000 และ C100 ตามลําดับ ซึ่งความสัมพันธกับความตอเนื่องระหวางรูพรุนที่

เพิ่มข้ึนดงัแสดงในรูปที ่ 4.3 แตเมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลกลุมที่เติมพลาสมาพบวา ที่ความ

เขมขนแตกตางกนัมีคาเปอรเซ็นตการบวมน้ําใกลเคยีงกนัประมาณ 884-912 เปอรเซ็นต ซึ่ง

สอดคลองกับความตอเนื่องระหวางรูพรุนที่มีลักษณะใกลเคียงกนั สวนโครงเลี้ยงเซลลกลุมที่เตมิ

เกล็ดเลือดเขมขนมีแนวโนมของเปอรเซน็ตการบวมน้าํเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของโปรตีนรวม  

โดย P1000 มีคาเปอรเซน็ตการบวมน้าํสูงสุด 1,156 เปอรเซ็นตซึ่งแตกตางกับ P100 อยางมี

นัยสําคัญ  
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รูปที่ 4.4 เปอรเซ็นตการบวมน้าํโครงเลี้ยงเซลลของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (กลุม

ควบคุม) และโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีเ่ติมไครโอปรีซิพิเตท (CRYO), พลาสมา (HP) 

และ เกล็ดเลือดเขมขน (PC) ที่ความเขมขนโปรตีนทั้งหมด 100, 500 และ 1000 มลิลิกรัมตอโครง

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

ชั่วโมง โดยที่เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคญัเทียบกับ CCH ที่ระดับนัยสําคญั 

P<0.05 และเครื่องมาย § แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญระหวางความเขมขนภายในกลุม

ผลิตภัณฑที่ใชปรับปรุงชนดิเดียวกนั 

 

 จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาเปอรเซน็ตการบวมน้ํายังขึ้นอยูกับลักษณะของรูพรุน โครง

เลี้ยงเซลลที่มจีํานวนรพูรุนและความตอเนือ่งระหวางรูพรุนมากสามารถกักน้ําไวภายในโครงเลี้ยง

เซลลไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลที่มีรูพรุนและความตอเนื่องระหวางรูพรุนนอย โครงเลี้ยงเซลลที่เตมิ

สารปรับปรุงทีม่ีเปอรเซ็นการบวมน้าํสูงอยาง C500 และ P1000 มีลักษณะสมบัตทิี่เหมาะสมกับ

การเจริญเติบโตของเซลล และจากสมบตัิการบวมน้ําที่ไมแตกตางกนัระหวางโครงเลี้ยงเซลลกลุม

ควบคุมและกลุมที่เติมสารปรับปรุง เนื่องมาจากโครงเลีย้งเซลลทั้งกลุมควบคุมและกลุมที่เติมสาร

ปรับปรุงมีองคประกอบหลักเปนคอลลาเจน-ไคโตซานเชนเดียวกันจึงมสีมบัตคิวามชอบน้ํา 

(Hydrophilicity) ใกลเคียงกนั  
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4.1.3 สมบัติทางกลของโครงเลี้ยงเซลล 

 1) ความตานทานตอแรงกด (Compressive modulus) 

 คามอดูลัสการกดของโครงเลี้ยงเซลลเปนคุณสมบัติสําคัญที่สามารถบอกถึงความแข็งแรง

ของโครงเลี้ยงเซลลที่มีความแตกตางของความเขมขนโปรตีนรวมในโครงเลี้ยงเซลลแตละชนิดดัง

แสดงไดในรูปที ่4.5  

 เมื่อพิจารณาคามอดูลัสการกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบแหงพบวา โครงเลี้ยงเซลลชนิดที่มี

การเติมไครโอปรีซิพิเตทเทานั้นที่มีคามอดูลัสการกดสูงกวาเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม และเมื่อ

เปรียบเทยีบความแตกตางของคามอดูลัสการกด ระหวางความเขมขนของโครงเลี้ยงเซลลที่เตมิ

ไครปรีซิพิเตทพบวา C500 และ C1000 มีคามอดูลัสการกดสูงกวาใน C100 สวนในโครงเลี้ยง

เซลลที่มีการเติมพลาสมา และโครงเลี้ยงเซลลที่เติมเกล็ดเลอืดเขมขนมีคามอดูลัสการกดไม

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญระหวางความเขมขน โดยที่ใน P100 มีคามอดูลัสการกดต่ํากวากลุม

ควบคุม จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาความเขมขนของปริมาณโปรตีนรวมของไครโอปรีซิพิเตทมี

ผลตอความตานทานตอแรงกดของโครงเลีย้งเซลล 

 เมื่อพิจารณาความตานทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบเปยกที่แชจนอิ่มตัวดวยสาร

ลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 และไมมีการกาํจัดน้าํออกจากโครงเลี้ยงเซลล กอนนําไปทดสอบ

การตานทานแรงกดพบวา โครงเลี้ยงเซลลที่มีการเติมสารปรับปรุงมีคามอดูลัสการกดต่ํากวากลุม

ควบคุม และเมื่อพิจารณาภายในโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ติมไครโอปรีซิพิเตทและพลาสมาของมนุษย คา

มอดูลัสการกดสูงขึ้นตามความเขมขนที่สูงขึ้น ซึ่งแตกตางกับโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ติมเกล็ดเลือด

เขมขนที่มีคามอดูลัสการกดสูงสุดที่ความเขมขนโปรตนีทัง้หมด 500 มิลลิกรัม/โครงเลี้ยงเซลล แต

มีคาลดลงอยางชัดเจนที่ความเขมขน 1000 มิลลิกรมั/โครงเลีย้งเซลล เนื่องจากลักษณะทาง

กายภาพ (รูปที่ 4.3) ทีแ่สดงวาความตอเนื่องของรพูรุนที่เพิม่ข้ึนสงผลตอความสามารถในการ

ตานทานแรงกด เนื่องมาจากความเชื่อมตอระหวางรพูรุนที่เพิม่ข้ึนทําผนังกั้นระหวางรูพรุนลดลง 

เปนผลใหโครงเลี้ยงเซลลมีโครงสรางที่ใชตานทานตอแรงกดนอยลง จึงทาํใหโครงเลี้ยงเซลลที่มี

ความตอเนื่องของรูพรุนสูงมคีวามสามารถในการตานทานตอแรงกดต่ํา 
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รูปที่ 4.5 คามอดูลัสการกดของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคซานแบบแหง (ก) และแบบเปยกใน

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

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญเทยีบกับ CCH ที่ระดับนัยสาํคัญ P<0.05 และเครื่องมาย § แสดงความ

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญระหวางความเขมขนภายในกลุมผลิตภัณฑที่ใชปรับปรุงชนิดเดียวกัน 

 

 นอกจากนัน้เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบคามอดูลัสการกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบแหงและ

แบบเปยกพบวาคามอดูลัสการกดของโครงเลี้ยงเซลลแบบเปยกมีคาสูงกวาแบบแหง เนื่องจาก

อนุภาคของน้าํที่แทรกอยูในโครงเลี้ยงเซลลเปนตัวชวยเพิ่มแรงตานทานการกด 
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 2) ความทนทานตอแรงดึง (Tensile strength) 

 

     (ก)  

 

 

 

 

 

 

 

       (ข) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.6 คาเปอรเซ็นตการยืดตัว ณ จุดขาด (ก) และความตานทานตอแรงดึง (ข) ของโครงเลีย้ง

เซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุง (mean ± 

SD, n = 5) โดยที่เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญเทียบกับ CCH ที่ระดับ

นัยสําคัญ P<0.05 และเครื่องมาย § แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญระหวางความเขมขน

ภายในกลุมผลิตภัณฑที่ใชปรับปรุงชนิดเดียวกนั 

 ลักษณะการยดืตัวของโครงเลี้ยงเซลลในสภาวะรางกายมีผลอยางมากในการนาํโครงเลี้ยง

เซลลมาประยกุตใชงานจริง เนื่องจากลกัษณะสมบัตดิังกลาวบอกถึงความสามารถในการรับแรง

ในแนวขนานกับผิวหนงัซึ่งเกิดขึ้นในระหวางการรักษาบาดแผลที่เกิดจากแรงดึงยึดของเซลลไฟโบ

รบลาส (Yannas และคณะ, 2004 และ Enoch และคณะ, 2005) จากการทดสอบสมบัติดังกลาว
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พบวาโครงเลีย้งเซลลที่เติมโปรตีนจากผลติภัณฑจากเลอืดมนุษยทั้งสามชนิดมีระยะการยืดตัว ณ 

จุดขาด (แสดงตัวอยางการคํานวณในภาคผนวก ง) ต่ํากวาระยะการยืดตัวของโครงเลี้ยงเซลลกลุม

ควบคุมซึ่งมีเปอรเซ็นตการยดืตัวเปน 94.44 เปอรเซ็นต และเมื่อพจิารณาโครงเลี้ยงเซลลที่มีการ

เติมสารปรับปรุงทั้ง 3 กลุมคือ   ไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลอืดเขมขนพบวา โครงเลี้ยง

เซลลที่มีความเขมขนของปรมิาณโปรตีนรวมต่ํามีระยะยดืสูงกวาดังแสดงจากเปอรเซ็นตการยืดตัว 

ณ จุดขาด (Elongation at break) ในรูปที่ 4.6 ที่แสดงวาปริมาณโปรตีนรวมในโครงเลี้ยงเซลลมี

ผลตอเปอรเซ็นตการยืดตัว ณ จุดขาด โดยที่โครงเลีย้งเซลลมีระยะการยืดตัวต่ําลงเมื่อความเขมขน

ของโปรตีนรวมในโครงเลีย้งเซลลสูงขึ้นตามลําดับ จากผลดังกลาวแสดงถึงลกัษณะสมบัติของโครง

เลี้ยงเซลลที่เปลี่ยนแปลงหลงัจากการเติมสารปรับปรุง เมื่อพิจารณาความตานทานตอแรงดงึ 

(Tensile stress) จนถงึจุดที่โครงเลี้ยงเซลลเร่ิมขาด (รูปที่ 4.6) พบวาโครงเลีย้งเซลลที่มีการเติม

สารปรับปรุงทัง้ 3 กลุม มีความสามารถในการตานทานแรงดึงไดมากกวากลุมควบคุมอยางมี

นัยสําคัญ ยกเวนในโครงเลีย้งเซลล P100 แตเมื่อพิจารณาผลของความเขมขนโปรตีนรวมในโครง

เลี้ยงเซลลในแตละกลุมพบวามีแนวโนมตางกนั โดยโครงเลี้ยงเซลล C1000 จะมีคาความตานทาน

แรงดึงสูงที่สุดและแตกตางอยางมีนยัสําคญัเมื่อเทียบกบั C500 เมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลใน

กลุมที่เติมพลาสมา ความตานทานแรงดึงของโครงเลีย้งเซลลแตกตางกนัอยางมนียัสําคัญ และมี

แนวโนมลดลงเมื่อความเขมขนมากขึน้ สวนโครงเลี้ยงเซลลที่เติมเกล็ดเลือดเขมขนมีความ

ตานทานตอแรงดึงแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ โดยที ่ P500 มีความสามารถในการตานทานแรง

ดึงสูงสุด รองลงมาตามลําดับใน P1000 และ P100 

 

4.1.4 การทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพภายในหองปฏิบัติการ (In vitro biocompatibility) 

 

4.1.4.1 โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และ เจลาติน-ไคโตซาน  

 การทดสอบลกัษณะสมบัตคิวามเขากันไดทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไค

โตซานที่มีตอเซลลผิวหนังของมนษุยภายใตสภาวะหองทดลอง (In vitro) พิจารณาออกเปน 2 

ลักษณะคือ ศกึษาการยึดเกาะ (cell adhesion) และการเพิ่มจาํนวนของเซลล (cell proliferation) 

จากการทดลองเลี้ยงเซลลผิวหนงัมนุษย (Detroit 551 human fibroblast) ดวยสารอาหารที่

ปราศจากซีรัมบนโครงเลี้ยงเซลลกลุมควบคุม (CCH) และโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่

ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน เพื่อศึกษาถงึผลของสารปรับปรุงที่มี

ตอการยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนของเซลลบนโครงเลีย้งเซลล โดยทัว่ไปการเพาะเลีย้งเซลล
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จําเปนตองใชสารอาหารมาตรฐานทีม่ีซีรัม (10% Bovine serum albumin) ซึ่งทําหนาทีเ่ปนตัวเรง

ใหเกิดแรงอันตรกิริยาระหวางเซลลซึง่เหนีย่วนาํใหเกิดการเพิ่มจาํนวน (Somner และคณะ, 2000) 

แตในงานวิจยันี้เลือกสารอาหารทีป่ราศจากซีรัมในการเพาะเลี้ยงเซลล เนื่องจากความตองการ

ศึกษาผลของการใชผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยเพยีงอยางเดียว โดยตัดผลจากซรัีมในอาหารเลี้ยง

เซลลมาตรฐานออกไป โดยที่ผลิตภัณฑเหลานี้ประกอบดวยซีรัมและโมเลกุลโปรตีน เชน        

ไฟบริโนเจน, แฟคเตอร VIII และ โปรทรอมบิน (McLeod, 2005) จากการวิเคราะหจาํนวนเซลลที่มี

ชีวิตดวย MTT assay ที่แสดงในรูปที ่4.7 พบวากลุมควบคุมมีจํานวนเซลลยึดเกาะและเพิ่มจาํนวน

ในโครงเลี้ยงเซลลมากขึน้ตามเวลา โดยที่เวลา 3 และ 6 วัน มจีํานวนเซลลเพิ่มมากกวาจํานวน

เซลลที่ยึดเกาะที่เวลา 5 ชั่วโมงเปน 18% และ 50% แตที่เวลา 9 วัน การเพิ่มของจํานวนเซลล

นอยลงเหลือเพียง 30% เมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท พบวาเซลล

สามารถยึดเกาะและเพิ่มจํานวนไดในโครงเลี้ยงเซลลกลุมที่เติมไครโอปรีซิพิเตท โดยทีก่ารเพิ่ม

จํานวนเซลลมคีาเพิ่มข้ึนที่เวลา 3 และ 6 วัน และลดลงที่เวลา 9 วัน และเมื่อเปรียบเทียบระหวาง 

C100, C500 และ C1000 พบวาใน C500 และ C1000 มีจํานวนเซลลยึดเกาะและเพิ่มจาํนวน

มากกวากลุมควบคุม โดยที ่ C1000 มีจาํนวนเซลลยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนมากที่สุดซึง่มีคา

มากกวาจํานวนเซลลที่ยึดเกาะในกลุมควบคุม (5 ชั่วโมง) เปน 43%, 225% และ 517% และลดลง

เหลือ 392% ที่เวลา 5 ชั่วโมง, 3, 6 และ 9 วนั ตามลาํดับ แตใน C100 มีจํานวนเซลลที่ยึดเกาะ

และเพิ่มจาํนวนใกลเคียงกับกลุมควบคุมในทกุชวงเวลา 

 สําหรับโครงเลีย้งเซลลกลุมทีป่รับปรุงดวยพลาสมาพบวาใน H100 มีจํานวนเซลลที่ยึด

เกาะและเพิ่มจํานวนใกลเคยีงกับกลุมควบคุม และใน H500 และ H1000 มีการยดึเกาะและเพิม่

จํานวนของเซลลสูงกวากลุมควบคุมโดยที่การเพิ่มของจํานวนเซลลมแีนวโนมสูงขึน้ที่เวลา 3 และ 6 

วัน และมีคาลดลงที่เวลา 6 วัน ใน H100 แตมีคาลดลงที่เวลา 9 วันใน H500 และ H1000 โดยที่

เซลลสามาถยดึเกาะไดดีที่สุดใน H1000 และเซลลสามารถเพิ่มจํานวนไดมากที่สุดใน H500 ที่

เวลา 6 วัน ซึ่งมีคามากกวาจํานวนเซลลที่ยึดเกาะบนกลุมควบคุม (5 ชั่วโมง) เปน 204% และ 

418% ตามลาํดับ และเมื่อพิจารณาโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขน เซลลสามารถ

ยึดเกาะและเพิ่มจํานวนไดในโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขน เชนเดียวกับในโครง

เลี้ยงเซลลกลุมที่เติมไครโอปรีซิพิเตท และ พลาสมา โดยที่ใน P100 มีจํานวนเซลลที่ยึดเกาะสงู

กวากลุมควบคุม และมีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนในวันที่ 3 และ 6 และมีจํานวนลดลงที ่9 วัน ในขณะที่

เซลลที่เพิ่มจํานวนใน P500 และ P1000 มีแนวโนมสูงขึ้นจนถงึเวลา 9 วัน และเซลลสามารถยดึ
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เกาะและเพิ่มจํานวนไดมากที่สุดใน P500 ซึ่งมีคามากกวาจํานวนเซลลที่ยึดเกาะบนกลุมควบคุม

เปน 147%  และ 836% ที่เวลา 9 วัน 
 
 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

คอลลาเจน-ไคโตซานชนิดตางๆที่เวลา 5 ชั่วโมง 3, 6 และ 9 วัน ในสารอาหารที่ไมมีซีรัม โดยที่

เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญเทียบกับ CCH ที่ระดับนัยสาํคัญ P<0.05 และ 

§ แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัระหวางความเขมขนภายในกลุมผลิตภัณฑที่ใชปรับปรุง

ชนิดเดียวกัน 

 

 จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาเซลล Detroit 551 สามารถยึดเกาะไดและเพิ่มจาํนวนไดใน

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน โดยจํานวนเซลลที่เพิม่จํานวนขึ้นแลวมีคาลดลงเนื่องจาก

โครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลที่เปนที่ยึดเกาะของเซลลเกดิการยอยสลาย เนื่องมาจากเอนไซมที่

ผลิตจากเซลลที่เพิม่จํานวนขึน้ตามเวลา และจากผลการทดลองสรุปไดวาโครงเลี้ยงเซลลที่มี     
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การเติมสารปรับปรุงมีประสิทธิภาพในการยึดเกาะ และเพิ่มจาํนวนของเซลลไดดีกวาโครงเลี้ยง

เซลลที่ไมมีการเติมสารปรับปรุง โดย H1000 มีจํานวนเซลลยึดเกาะทีเ่วลา 5 ชั่วโมงมากที่สุด และ 

P500 มีการเพิ่มจํานวนเซลลสูงที่สุดที่เวลา 9 วัน นอกจากนั้นยังสงัเกตไดวาความเขมขนของสาร

ปรับปรุงแตละชนิดมีผลตอการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลลตางกนั โดยในกลุมไครโอปรีซิพิ

เตท C1000 มีจํานวนเซลลยึดเกาะและเพิ่มจํานวนมากที่สุด สวนในกลุมพลาสมา H1000 ใหผลดี

ที่สุดในการยึดเกาะของเซลล และ H500 ใหผลดีที่สุดในการเพิม่จํานวนของเซลล  และสําหรับใน

กลุมเกล็ดเลือดเขมขน P500 ใหผลดีที่สุดทั้งการยึดเกาะและการเพิ่มจํานวนของเซลล  

 จากการสรุปโดยรวมเนื่องจากสารปรับปรุงทัง้ 3 ชนิดเปนผลิตภัณฑทีไ่ดจากเลือดมนุษยที่

เปนแหลงสารอาหารและสารเคมีที่ผลิตไดจากเซลล (Cytokines) (ดังที่ไดกลาวไวในบทที ่2 หัวขอ 

2.6) ที่ประกอบไปดวยโกรศแฟคเตอรชนิดตางๆคือ PDGF, EGF และ TGF-β จากเกล็ดเลือดและ

พลาสมาทีม่ีสวนชวยเรงใหเซลลมีการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวน (Naughton และคณะ, 2003) รวม

ไปถึงคุณสมบัติของไฟบริโนเจนและไฟโบรเนคตินที่อยูในไครโอปรีซิพิเตทและพลาสมาทีม่ีบทบาท

สําคัญในการรักษาบาดแผล (Qiu และคณะ, 2006) ซึ่งสอดคลองกับรายงานที่ผานมาของ Meana 

และคณะในป 1998 ที่ทําการศึกษาการใชวุนไฟบริลจากไครโอปรีซิพิเตทของมนษุยที่ผสมเซลลไฟ

โบรบลาสของมนุษยในการเลี้ยงเซลลเคราติโนไซดซึ่งพบวา เซลลไฟโบรบลาสและไครโอปรีซิพิเตท

ของมนุษยมีสวนชวยใหเซลลเคราติโนไซดเพิ่มจาํนวนจนกระทั่งเต็มจานเพาะเลี้ยงไดภายใน 15 

วัน และงานวจิัยของ Choi และคณะในป 2004 ที่ศึกษาผลของความเขมขนของเกล็ดเลือดใน

พลาสมาของแกะในการเพิม่จํานวนเซลลกระดูกซึ่งสามารถสรุปไดวาเซลลกระดูกถกูยับยัง้การเพิม่

จํานวนในกรณีที่ใชเกล็ดเลอืดเขมขนในพลาสมา (PRP: platelet rich plasma) แตจะมีจํานวน

เซลลเพิ่มมากขึ้นเมื่อใชเกลด็เลือดเจือจางในพลาสมา (PPP: platelet poor plasma) เชนเดยีวกบั

งานวิจยัของ Tajima และคณะในป ค.ศ. 2006 ที่ศึกษาผลของ PRP และ PPP ของหนูทีม่ีผลตอ

การเพิม่จํานวนและการเปลี่ยนสภาพของเซลลไขกระดูก (MSCs :bone marrow stromal cells) 

ซึ่งพบวา PRP จะชวยกระตุนการเพิ่มจาํนวนของเซลลไขกระดูกแตมีผลยับยัง้การเปลี่ยนสภาพ

ของเซลลในขณะที ่ PPP มบีทบาทในการสงเสิมการปลี่ยนสภาพเซลลไปเปนกระดูก เนื่องมาจาก

ผลของความเขมขนของโกรสแฟคเตอร TGF- β และ PDGF ที่ไดจากเกล็ดเลือด 

 จากการพิจารณาความเหมาะสมของความเขมขนโปรตนีจากไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา 

และเกล็ดเลือดเขมขนของมนุษยซึง่ใชปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่ไดจาก

ศึกษาลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลทีไ่ดรับการปรับปรุงดวยสารชนิดเดียวกัน พบวา C1000 

มีความเขมขนของโปรตีนเหมาะสมที่สุดในโครงเลี้ยงเซลลกลุมที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท 
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เนื่องจากมีความสามารถในการเหนี่ยวนาํใหเซลลยึดเกาะและเพิ่มจํานวนไดมากทีสุ่ด และมี

ความสามารถในการตานทานตอแรงกดแบบเปยกและแรงดึงไดสูงทีสุ่ดซึ่งมีคาประมาณ 0.5 กิโล

ปาสคาล และ 20 กิโลปาสคาล ในการพจิารณาโครงเลีย้งเซลลกลุมทีป่รับปรุงดวยพลาสมา H500 

มีความเขมขนโปรตีนเหมาะสมที่สุด เนือ่งจากสามารถเหนี่ยวนาํใหเซลลเพิ่มจาํนวนไดมากที่สุด

และมีความสามารถในการตานทานตอแรงกดและแรงดึงประมาณ 0.3 กิโลปาสคาล และ 30 กิโล

ปาสคาล ซึ่งใกลเคียงกับความสามารถในการตานทานตอแรงกดและแรงดึงใน C1000 และโครง

เลี้ยงเซลลกลุมที่ปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขน P500 มีความเขมขนของโปรตีนเหมาะสมที่สุด ซึ่ง

พิจารณาไดจากความสามารถในการเหนีย่วนาํใหเซลลยึดเกาะและเพิ่มจํานวน และความสามารถ

ในการตานทานตอแรงกดและแรงดึงทีม่ีคาสูงที่สุด โดยที่มีคาความตานทานตอแรงกดและแรงดึง

ประมาณ 0.6  กิโลปาสคาล และ 20 กิโลปาสคาล 

 นอกจากการประยุกตใชผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขนใน

การปรับปรุงความเขากนัไดทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานแลว ในงานวิจัยนี้

ยังไดศึกษาผลของผลิตภัณฑดังกลาวที่มตีอการปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน เนือ่ง 

จากเจลาตินเปนพอลิเมอรธรรมชาติที่มีโครงสรางทางเคมี ปริมาณกรดอะมิโน และลักษณะความ

เขากันไดทางชีวภาพใกลเคยีงกับคอลลาเจนแตมีราคาถูกและหาไดงายกวาคอลลาเจน จงึนาํไปสู

การพัฒนาโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีเจลาตินเปนองคประกอบหลักเพื่อลดตนทนุการผลิตโครงเลี้ยงเซลล 

อีกทั้งเจลาตนิยังสามารถแสดงลักษณะของประจุบวกและลบที่เหมาะกบัการใชงานรวมกับโปรตนี

ชนิดอื่นๆ ซึง่เปนลักษณะสมบัติที่ดีในการควบคุมการปลดปลอย (Control release) สารสําคัญที่มี

ประจุตรงกันขาม (Tabata, 1999)  

 จากการศึกษาสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ถูกปรับปรุงดวย

ไครโอปรีซิพิเตท, พลาสมา และเกล็ดเลอืดเขมขนดวยความเขมขนทีเ่หมาะสม (ความเขมขนที่

เหมาะสมพิจารณาจากการศึกษาลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่ไดรับ

การปรับปรุง) สามารถแสดงไดในตารางที ่ 4.2 ซึ่งมแีนวโนมใกลเคียงกับลักษณะสมบัติของโครง

เลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยผลิตภัณฑชนิดเดยีวกนัที่มีความเขมขนของโปรตนี

จากสารปรับปรุงเทากนั โดยที่โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ไดรับการปรับปรุงมีปริมาตร และ

น้ําหนกัแหงมากกวาโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ไมไดรับการปรับปรุงอยางมีนัยสาํคัญ เมื่อ

พิจารณาลกัษณะและขนาดของรูพรุนที่แสดงในรูปที่ 4.8 พบวารูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-

ไคโตซานมีความตอเนื่องระหวางรูพรุน โดยที่ขนาดของรูพรุนมีคาอยูในชวง 50-198 ไมโครเมตร 

ซึ่งมีขนาดใกลเคียงกับขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน 
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ตาราง 4.2 แสดงคาเฉลี่ยน้ําหนักแหง ความหนา และเสนผานศูนยกลางของโครงเลี้ยงเซลล        

เจลาติน-ไคโตซาน, คาเปอรเซ็นตปริมาณสารปรับปรุงในโครงเลี้ยงเซลล และขนาดของรูพรุน 

หมายเหต ุ † แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญของปริมาตรและขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล

เจาติน-ไคโตซาน ที่ไดรับการปรับปรุงเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ไมไดรับการ

ปรับปรุง (GCH) ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95%  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่

ไมไดรับการปรับปรุง (GCH) และโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท 

(GC1000) พลาสมา (GH500) และเกล็ดเลือดเขมขน (GP500) 

รหัสโครง

เลี้ยงเซลล 

ความหนา

(มิลลิเมตร) 

เสนผาน

ศูนยกลาง

(มลิลิเมตร) 

น้ําหนกั

แหงรวม

(มิลลิกรัม) 

ปริมาตรโครง

เลี้ยงเซลล

(มิลลิเมตร) 

ขนาดรูพรุน 

(ไมโครเมตร) 

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

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

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

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

GCH 

GP500 GH500 

GC100
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 จากการศึกษาความเขากันไดทางชีวภาพดวยการทดลองเลี้ยงเซลล L929 ในโครงเลี้ยง

เซลลเจลาติน-ไคโตซาน (GCH) และโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีน

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

เกล็ดเลือดเขมขน 500 มิลลิกรัม (GP500) ที่แสดงผลดังรูปที ่ 4.9 โดยที่ความเขมขนของโปรตีน

ทั้งหมดจากสารปรับปรุงอางอิงจากผลสรปุของความเขมขนโปรตีนของสารปรับปรุงที่มีตอการยดึ

เกาะและเพิ่มจํานวนของเซลล Detroit 551 บนโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน 

 จากผลการทดลองเซลลสามารถยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนไดใน GCH โดยจํานวนเซลลที่

ยึดเกาะเพิ่มจาํนวนขึน้ตามเวลาและมีคาสูงที่สุดที่เวลา 3 วันและมีคาลดลงทีเ่วลา 6 และ 9 วนั 

และจากการพจิารณาจํานวนเซลลที่ยึดเกาะและเพิ่มจํานวนบนโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน

ที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากสารปรับปรุงทัง้ 3 ชนิดพบวามีแนวโนมเหมือนกนัคือ เซลลสามารถยดึ

เกาะและเพิ่มจํานวนสงูสุดที่เวลา 6 วันแลวลดจํานวนลงที่เวลา 9 วัน อันเนื่องมาจากการยอย

สลายของโครงเลี้ยงเซลล จากการเปรียบเทียบการยึดเกาะพบวาเซลลสามารถยดึเกาะที่เวลา 5 

ชั่วโมงไดดีที่สุดใน GP500 และสามารถเพิ่มจาํนวนไดมากที่สุดใน GH500  และรองลงมาใน 

GP500 และ GC1000  ซึ่งมีคามากกวาจํานวนเซลลทีย่ึดเกาะบน GCH ที่เวลา 5 ชั่วโมง เปน 

708%, 573% และ 558% ตามลําดับ ซึ่งผลสรุปดังกลาวมีแนวโนมเชนเดียวกับความสามารถใน

การยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลล L929 บนโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่มีความ

เขมขนของโปรตีนจากสารปรับปรุงเทากันดังแสดงในรูปที่ 4.9 ซึ่งเหน็ไดวาโครงเลีย้งเซลลคอลลา

เจน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุงมีเซลลเพิม่จํานวนขึ้นแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญเมื่อเทียบกับ

โครงเลี้ยงเซลลที่ไมไดเติมสารปรับปรุง โดยที่ P500 มีจํานวนเซลลยึดเกาะมากที่สุดทีเ่วลา 5 

ชั่วโมง และเซลลสามารถเพิม่จํานวนสูงทีสุ่ดที่เวลา 6 วัน และลดลงที่เวลา 9 วัน เนื่องจากการ

สลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล เซลลสามารถเพิ่มจาํนวนไดมากที่สุดใน H500 และรองลงมาใน 

P500 และ C1000  ซึ่งมีคามากกวาในจํานวนเซลลทีย่ึดเกาะบน CCH ที่เวลา 5 ชั่วโมง เปน 

1047%, 980% และ 865% ตามลาํดับ โครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และเจลาติน-ไคโต

ซานที่เติมสารปรับปรุงสามารถเหนีย่วนําใหมีการเพิ่มจํานวนเซลลไดมากกวาโครงเลีย้งเซลลที่

ไมไดปรับปรุง โดยที่เซลลสามารถยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนบนโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน

ที่เติมสารปรับปรุงไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่เติมสารปรับปรุง เนื่องมาจากความ

แข็งแรงของโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่สูงกวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไค

โตซาน ดวยลกัษณะโครงสรางของโมเลกุลคอลลาเจนที่เปนสายโซพอลิเมอรพันเปนเกลียวแบบ α 

helix)  (Friess และคณะ, 1998) ในขณะที่โครงสรางโมเลกุลของเจลาตินเปนสายโซพอลิเมอรเสน
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เดี่ยวแบบ random coil (Lee, 2005) ดังเห็นไดจากจํานวนเซลลที่เพิม่ข้ึนสูงที่สุดทีเ่วลา 6 วัน ใน

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีม่ีคาเพิ่มข้ึน 1047% ในขณะทีใ่นโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไค

โตซานมีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนเพียง 708% 
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รูปที่ 4.9 Relative cell viability ของ L929 บนโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH) และ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีนทัง้หมดจากไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา

และ เกล็ดเลือดเขมขน (C1000, H500, P500) (ก) โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน (GCH) และ

โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีนทั้งหมดจากไครโอปรีซิพิเตท พลาสมาและ

เกล็ดเลือดเขมขน (GC1000, GH500, GP500) (ข) โดยที่เครื่องหมาย * แสดงความแตกตางอยาง

มีนัยสาํคัญเทยีบกับ CCH ที่ระดับนัยสาํคัญ P<0.05 และเครื่องมาย § แสดงความแตกตางอยาง

มีนัยสาํคัญระหวางชนิดของสารปรับปรุงทีเ่วลาเดียวกนั 
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 จากสมมุติฐานการใชโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน เพื่อควบคุมการปลดปลอยโกรส

แฟคเตอรจากโครงเลี้ยงเซลลแทนโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน แตจากผลการทดลองใน

รูปที่ 4.9 แสดงใหเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานไมสามารถเหนีย่วนําใหเซลลยึดเกาะ

และเพิ่มจาํนวนไดมากกวาโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ทั้งนี้เนื่องจากการควบคุมการ

ปลดปลอยในเมทริกซใดๆ ข้ึนอยูกับประจ ุ (charge) ของเมทริกซและโกรสแฟคเตอร เจลาตินชนดิ 

A ที่ใชในการทดลองนี้มีลักษณะประจุโดยรวม (net charge) เปนบวกในสารละลายบัฟเฟอร pH 

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

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

β (Maire และคณะ, 2004)  และแฟคเตอร VIII (Wang และคณะ, 2003) ในผลิตภัณฑจากเลอืด

ของมนุษย สงผลใหโมเลกุลโปรตีนไมสามารถยึดอยูบนโครงเลีย้งเซลลได โมเลกุลโปรตีนใน

ผลิตภัณฑจากเลือดจึงอาจถูกปลดปลอยออกมาจากโครงเลี้ยงเซลลไดงาย และสูญเสียไปกบั

สารอาหารมาตรฐานที่ใชเลี้ยงเซลลซึง่ถกูเปลี่ยนทุกๆ 3 วนั จงึทาํใหความสามารถในการควบคุม

การปลดปลอยของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานไมสามารถควบคุมการปลดปลอยโมเลกุล

โปรตีนในผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยได จากลักษณะดงักลาวอาจทาํการปรบัปรุงใหโครงเลี้ยง

เซลลเจลาติน-ไคโตซานมีประสิทธิภาพในการควบคุมการปลดปลอยดวยการเตรียมสารละลายเจ

ลาตินชนิด A ใหมีคา pH มากกวาคา pI (Isoelectric point) เพื่อปรับใหประจุของเจลาตินเปนลบ

(Tabata, 1998) ซึ่งสามารถเกิดพนัธะกบัประจุบวกของโมเลกุลโปรตีนได เพื่อเพิม่ประสิทธิภาพ

ของการควบคมุการปลดปลอย 

 

4.1.4.2 แผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ (Non woven plypropylene fabric) 

 จากผลการใชผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยที่สามารถเหนีย่วนาํใหเซลลสามารถยึดเกาะและ 

เพิ่มจาํนวนไดในโครงเลี้ยงเซลล จงึนาํไปสูการศึกษาผลของผลิตภัณฑดังกลาวในการเหนี่ยวนาํให

เซลลยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนไดบนเสนใยพอลิเมอรสังเคราะห ซึง่มีขอจํากัดในเรื่องความเขากนัได

กับเซลล วัสดุเสนใยพอลิเมอรสังเคราะหเปนหนึ่งในวัสดุที่ถูกนํามาประยุกตใชในงานดาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อ โดยเฉพาะอยางยิง่วัสดุที่มีความเขากนัไดทางชีวภาพ (Biocompatibility) ไม

เปนพษิ (non-cytotoxic) มีราคาถกู และหาไดงายอยางแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ (non 

woven polypropylene fabric) (Li, 2001; Tyan, 2001) แผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอมี

ลักษณะเปนเสนใยขนาดเลก็ซึ่งจะทาํใหเกิดโครงสราง 3 มิติ ที่เหมาะสมในการยึดเกาะและเพิ่ม

จํานวนของเซลล (Li, 2001) แตเนื่องจากพอลิพรอพิลีนเปนพอลิเมอรสังเคราะหทีม่โีครงสรางทาง



 81 

เคมีประกอบไปดวยโมเลกุลของคารบอนและไฮโดรเจนเทานั้นจงึแสดงลักษณะของความไมชอบ

น้ํา (hydrophobicity) ซึง่เปนขอจํากัดในการใชเปนวัสดุทางชีวภาพ (Biomaterial) และความเขา

กันไดกับเซลล ในงานวจิัยไดศึกษาการปรับปรุงพืน้ผิวเสนใยพอลพิรอพิลีนดวยการเคลือบดวย

สารละลายคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่ปรับปรุงดวยการผสมโปรตีนผลิตภัณฑจากเลือดของมนุษย ซึง่

สามารถเหนี่ยวนาํใหเซลลยดึเกาะและเพิม่จํานวนได  

 จากคุณสมบัติของความไมชอบน้ําของแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอ ทาํใหการเคลือบ

ดวยสารละลายบนแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอเปนไปไดยาก ดังนัน้เพื่อแกปญหาดังกลาว

งานวิจยันี้ไดทาํการปรับปรุงสมบัติความชอบน้ํา (Hydrophilicity) ของแผนใยพอลิพรอพิลีนไม

สานทอดวยการกระตุนพื้นผิวแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอดวยออกซิเจนพลาสมา (Wei และ

คณะ, 2006) จากการเปรียบเทยีบลักษณะของพื้นผวิของแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอที่        

ไมถูกกระตุนและถูกกระตุนดวยกาซออกซิเจนพลาสมาทั้งกอนและหลังเคลือบดวยสารละลายมี

ลักษณะพืน้ผวิของใยขรุขระและไมสม่ําเสมอแตกตางจากใยไมสานทอปกติ (รูป 4.10) ไอออนและ

ความรอนที่เกดิขึ้นในระหวางการกระตุนดวยพลาสมาทาํใหผิวของเสนใยทีเ่ฉื่อยเกดิประจุออนๆ

จับกับสารละลายคอลลาเจนและไคโตซานได แผนใยพอลิพรอพลีินไมสานทอที่ถูกกระตุนดวย

ออกซิเจนพลาสมามีสารละลายเคลือบติดอยูบนเสนใยมากกวาแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอที่

ไมถูกกระตุนดงัแสดงในรูป 4.10 (ก, ข) และผลที่สามารถยนืยนัลักษณะสมบัติที่เปลี่ยนไปของใย

พอลิพรอพลีินไมสานทอหลงัจากที่กระตุนแลวเคลือบดวยสารละลายคอืความเขากันไดทาง

ชีวภาพกับเซลล L929 (mouse fibroblast) จากการเพาะเลี้ยงเซลล L929 บนแผนใยพอลพิรอพิ

ลีนไมสานทอใน DMEM ที่มซีีรัม 10% การยึดเกาะและเพิ่มจํานวนของเซลลบนแผน ใยพอลิพรอพิ

ลีนไมสานทอที่ไมถูกกระตุนดวยกาซออกซิเจนพลาสมาทั้งกอน และหลังการเพาะเลี้ยงเซลลในรูป 

4.10 (ค) แสดงความสามารถของเซลลในการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนไดบนแผนใยพอลิพรอพิลีน

ไมสานทอ นอกจากนั้นขนาดของเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอที่มคีา 2-10 ไมโครเมตร มีขนาด

เหมาะสมกับการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลล (Badami และคณะ, 2005; Moroni และคณะ, 

2006) และลักษณะความแข็ง (stiffness) ของพืน้ผิวสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการยึดเกาะของ

เซลลไดดี (Genes และคณะ, 2003) 
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    กอนเคลือบ       หลงัเคลือบ 

        

 (ก) 
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       untreated 

 

 

 (ข) 
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O2plasma treated 
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      untreated 

after cell seeding 

 

 

รูปที่ 4.10 รูปจากกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงลกัษณะพืน้ผวิใยพอลิพรอพิลีน

ไม สานทอที่ไมถูกกระตุน (ก) และถูกกระตุน (ข) ดวยออกซิเจนพลาสมากอนและหลังการเคลือบ

ดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซาน และลักษณะการยึดเกาะของเซลลบนแผนใยพอลิพรอพิลีน

ไมสานทอกอนและหลงัการเคลือบดวยสารละลาย (ค) 

 

 จากการศึกษาเปรียบเทยีบความเขากนัไดทางชีวภาพในระดับหองปฏบิัติการระหวางแผน

ใยพอลิพรอพลีินไมสานทอที่ไมไดปรับปรุงพืน้ผิว (PP) และแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอที่

กระตุนดวยออกซิเจนพลาสมา (PP-t) และแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอทีก่ระตุนดวยออกซเิจน

พลาสมาแลวเคลือบดวยสารละลายผสมระหวางคอลลาเจน-ไคโตซาน (PP-t/CHCH) ดวยการ

เพาะเลี้ยงเซลล L929 (mouse fibroblast) ใน DMEM ที่มีซีรัม 10%  ที่เวลาตางๆ ซึ่งแสดงในรูปที่ 
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4.11 เซลลสามารถยึดเกาะไดมากที่สุดบน PP-t/CHCH และแตกตางอยางมนีัยสําคัญเมื่อเทยีบ

กับจํานวนเซลลที่ยึดเกาะบน PP-t และ PP ซึ่งมีคาใกลเคียงกนั และเมื่อพิจารณาจํานวนเซลลที่

เพิ่มข้ึนสงูสุดที่เวลา 7 วัน PP-t/CHCH โดยมีคามากกวาจาํนวนเซลลที่ยึดเกาะบน PP ที่เวลา 5 

ชั่วโมง ถงึ 1356%  เมื่อเปรียบเทียบจํานวนเซลลที่ยดึเกาะและเพิม่จํานวนบนแผนใยพอลพิรอพิ

ลีนไมสานทอที่กระตุนดวยออกซิเจนพลาสมา PP-t/CHCH มีจาํนวนเซลลที่ยดึเกาะและเพิม่

จํานวนสงูกวาบน  PP-t ในทกุชวงเวลา ซึ่งสามารถสรุปไดวาสารละลายที่เคลือบบนแผนใยพอลิ

พรอพิลีนไมสานทอสงผลตอการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลล   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.11 Relative cell viability ของ L929 ใน DMEM ที่มีซีรัม10%บนแผนใยพอลิพรอพิลีนไม

สานทอที่ไมถกูกระตุน (PP) และถูกกระตุนดวยออกซเิจนพลาสมา (PP-t) และแผนใยพอลพิรอพิ

ลีนไมสานทอที่กระตุนดวยออกซเิจนพลาสมาแลวเคลือบดวยสารลายคอลลาเจน-ไคโตซาน (PP-

t/CHCH) ที่เวลาตางๆ โดยที่ * แสดงความแตกตางอยางมีนยัสําคัญเทียบกับ PP ที่ระดบั

นัยสําคัญ P<0.05 และ § แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญระหวางแผนใยพอลิพรอพิลีนไม

สานทอที่เวลาเดียวกนั  

 

 ดังนัน้เมื่อพจิารณาเปรียบเทยีบผลการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนเซลล L929 บนแผนใยพอ

ลิพรอพิลีนไมสานทอทีถู่กปรับปรุงพื้นผวิดวยการเคลือบที่มีข้ันตอนตางกนั เซลลสามารถยึดเกาะ

และเพิ่มจาํนวนบนแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอที่กระตุนดวยออกซิเจนพลาสมากอนการ

เคลือบดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานไดมากกวาการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนบนแผนใยพอ
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ลิพรอพิลีนไมสานทอที่ไมถกูกระตุนดวยพลาสมา จากขอสรุปดังกลาวนําไปสูการเพิ่ม

ประสิทธิภาพการปรับปรุงพืน้ผิวเสนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ โดยการปรับปรุงพื้นผวิดวยการ

กระตุนดวยกาซออกซิเจนพลาสมา แลวจึงเคลือบดวยสารละลายที่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพ

ความเขากันไดทางชีวภาพของแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ งานวิจัยนี้สนใจการใชสารละลาย

ผสมระหวางผสมคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยผลติภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และ

เกล็ดเลือดเขมขนของมนุษยมีความเขมขนของโปรตีนทัง้หมด 1000, 500 และ 500 มิลลิกรมั

ตามลําดับ มาเปนตัวเพิ่มประสทิธิภาพการเหนี่ยวนําใหเซลลยึดเกาะและเพิ่มจํานวนบนแผนใย 

พอลิพรอพิลีนไมสานทอทีถ่กูกระตุนดวยออกซิเจนพลาสมา  โดยที่ความเขมขนของโปรตีนทั้งหมด

ในสารปรับปรุงแตละชนิดพจิารณามาจากผลความเขากันไดทางชวีภาพของเซลล Detroit 551 กับ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุง 

  เมื่อนําแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอทีถ่กูกระตุนพื้นผวิดวยออกซเิจนพลาสมาแลว

เคลือบดวยสารละลายผสมระหวางคอลลาเจน-ไคโตซาน (PP-CCH) และแผนใยทีถู่กกระตุนดวย

พลาสมาแลวเคลือบดวยสารละลายผสมระหวางคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิ

เตท (PP-C1000) พลาสมา (PP-H500) และ เกลด็เลือดเขมขน (PP-P500) มาทดสอบการ

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

9 วัน (รูปที่ 4.12)  เซลลสามารถยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนบน PP-CCH ไดเพิ่มมากขึ้นตามเวลาและ
มีคาสูงที่สุดที่เวลา 6 วัน แตมีลดลงที่เวลา 9 วัน และจากการพิจารณาแผนพอลพิรอพิลีนไมสาน

ทอที่เคลือบดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่ผสมสารปรับปรุงทั้ง 3 ชนิดพบวาเซลลสามารถ

ยึดเกาะและเพิ่มจํานวนขึน้ตามเวลา ซึง่มีจํานวนเซลลที่ยึดเกาะที่เวลา 5 ชั่วโมงใกลเคียงกบัการ

ยึดเกาะบนแผน PP-CCH และมีจํานวนสูงขึ้นที่เวลา 3 และ 6 วัน และมีคาลดลงในวนัที่ 9 โดย

จํานวนเซลลทีเ่พิ่มจาํนวนขึน้มีคามากกวาการเพิม่จํานวนใน PP-CCH อยางชัดเจนซึ่งมีคาสูงสดุที่

เวลา 6 วัน โดยที่ใน PP-C1000, PP-H500 และ PP-P500 มีจาํนวนเซลลเพิ่มจาํนวนมากกวาใน 

PP-CCH ที่เวลาเดียวกันเปน 1500%, 1600% ละ 1800% ตามลาํดับ และที่เวลา 9 วัน จาํนวน

เซลลที่เพิ่มจํานวนบนแผนพอลิพรอพิลีนไมสานทอที่เคลือบดวยสารละลายแตละชนิดมีคาลดลง 

เนื่องจากขอจาํกัดของพืน้ทีบ่นแผนพอลิพรอพิลีนไมสานทอที่มีคาคงที่และมีลักษณะเปน 2  มิติ 

ซึ่งทาํใหเซลลที่เพิม่จํานวนมากขึ้นไมสามารถยึดเกาะบนแผนไดผลการทดลองดงักลาวสอดคลอง

กับการทดลองความเขากนัไดทางชวีภาพในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ที่พบวาไครโอปรี

ซิพิเตท พลาสมา และเกลด็เลือดเขมขน สามารถเหนีย่วนาํใหเซลลสามารถเพิ่มจาํนวนไดดีกวา             

ในสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมเติมสารปรับปรุง และจากขอสรุปดังกลาวแสดงใหเห็นถึง 
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การใชสารละลายที่ผสมผลิตภัณฑจากเลอืดในการเพิ่มประสิทธิภาพความเขากันไดทางชีวภาพ

ของเสนใยพอลิเมอรสังเคราะหที่ไดรับการปรับปรุงพื้นผวิดวยการกระตุนดวยออกซเิจนพลาสมา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.12 Relative cell viability ของ L929 บนแผนพอลิพรอพิลีนไมสานทอทีก่ระตุนดวย

ออกซิเจนพลาสมาแลวเคลือบดวยสารละลายคอลลาเจน-ไคโตซาน (PP-CCH) และสารละลาย

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

เขมขน (PP-P500) ที่เวลา 5 ชั่วโมง 3, 6 และ 9 วัน ในสารอาหารทีไ่มมีซีรัมโดยทีเ่ครื่องหมาย * 

แสดงความแตกตางอยางมนีัยสําคัญเทียบกับ PP/CCH ที่ระดับนยัสําคัญ P<0.05  

 จากการศึกษาผลของไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน พบวาสารปรับปรุง

ดังกลาวสามารถใชเพิ่มประสิทธิภาพความเขากนัไดกับเซลลส่ิงมีชวีิตในระดับหองปฏิบัติการของ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน, เจลาติน-ไคโตซานและแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ โดย

ที่ทัง้โครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และ เจลาติน-ไคโตซาน ที่ปรับปรุงดวยการเติมเกล็ด

เลือดเขมขนมปีระสิทธิภาพดีที่สุดในการเหนีย่วนําใหเซลลยึดเกาะโครงเลี้ยงเซลล และโครงเลีย้ง

เซลลที่ปรับปรุงดวยพลาสมามีประสิทธิภาพดีที่สุดในการเพิ่มจาํนวนของเซลล และเมื่อพิจารณา

การยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลลบนแผนใยพอลพิรอพิลีนไมสานทอ พบวาแผนใยที่เคลือบ

ดวยเกล็ดเลือดเขมขนมีประสิทธิภาพในการยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนของเซลลสูงสุด โดยที่เซลล 

L929 มีการเพิ่มจํานวนสงูที่สุดในแผนใยพอลิพรอพิลีนไมสานทอ และมีการเพิ่มจํานวนรองลงมา
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ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน และเจลาติน-ไคโตซานตามลาํดับ ดังเห็นไดจากกราฟที่

แสดงความแตกตางของจาํนวนเซลลที่เพิม่จํานวนสูงสดุที่เวลา 6 วัน (รูปที่ 4.12) 
 
4.2 การทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพภายในสัตวทดลอง (In vivo biocompatibility) 

 

4.2.1 การทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพในหนูทดลองพนัธุ Wistar rat 

จากผลการทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพของโครงเลีย้งเซลลในสัตวทดลอง (in vivo) 

โดยการฝงโครงเลี้ยงเซลลใตผิวหนังของหนูทดลองพนัธวิสตาร (Wistar rat) เพศเมีย อาย ุ 3-5 

สัปดาห โดยใชโครงเลี้ยงเซลล CCH เปนกลุมควบคุม และ C1000, H500 และ P500 เปนตัวแทน

โครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุง เนื่องจากมีประสิทธิภาพดีที่สุดภายในกลุมเดียวกันดงัเห็นได

จากการทดลองในระดับหองปฏิบัติการ (in vitro) ในงานวิจัยนี้ไดมีการใชผลิตภัณฑพลาสมาจาก

เลือดของมนษุยปลูกถายลงในหนทูดลอง ซึง่ทาํใหเกิดการตอตานจากระบบภูมิคุมกันของหน ู

ดังนัน้ในการทดลองนี้จงึไดทาํการยับยั้ง (Inactivated) IgG ในพลาสมาของมนุษยเพื่อยั้บยัง้การ

ตอตานจากระบบภูมิคุมกันของหนูโดยการใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 56°C เปนเวลา 30 นาท ี(Soltis  

และคณะ, 1978)  

 รูปที่ 4.13 แสดงภาพถายขนาดของโครงเลี้ยงเซลลทั้ง 4 ชิ้นที่ฝงอยูบริเวณผิวหนัง

ดานหลังของหนูตวัเดียวกัน ขนาดของโครงเลี้ยงเซลลแนวโนมลดลงหลังจากเวลา 4 สัปดาห และ

จากภาพถายยังสังเกตเห็นวาที่เวลา 1 สัปดาห กลุมควบคุมและ C1000 มีเสนเลือดฝอยหุม

บริเวณโครงเลีย้งเซลลอยางเห็นไดชัด และที่เวลา 2 สัปดาห C1000, H500 และ P500 มีลักษณะ

นูนซึง่ตางจากกลุมควบคุมทีม่ีลักษณะแบนราบติดไปกบัผิวหนัง เมื่อเวลาผานไป 4 สัปดาห 

สังเกตเห็นวากลุมควบคุมมขีนาดเล็กลงอยางชัดเจน แตใน C1000, H500 และ P500 นัน้มีขนาด

เล็กลงเชนเดียวกันแตลักษณะนูนขึน้อยางเหน็ไดชัด และจากภาพยังสังเกตเห็นผังพืดหุมอยูรอบ

โครงเลี้ยงเซลลซึ่งแสดงถงึการตอตานสิ่งแปลกปลอมในรางกายตามธรรมชาติ ซึง่อาจทําใหเกดิ

การขัดขวางการถายเทสารอาหารที่จําเปนเขาสูโครงเลีย้งเซลล 
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     1 สัปดาห           2 สัปดาห                 4 สัปดาห  

 

 

CCH 

 

 

 

 

C1000 

 

 

 

 

 

H500 

 

 

 

 

 

P500 

 

 

 

รูปที่ 4.13 ภาพถายโครงเลีย้งเซลล 4 ชนิด โครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH), โครง

เลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ถกูปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท (C1000), พลาสมา (H500) 

และเกล็ดเลือดเขมขน (P500) หลังจากการปลูกถายบนหลังหนพูนัธุวสิตาร (wistar rat) ที่เวลา 1, 

2 และ 4 สัปดาห 
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 ผลการตรวจสอบชิ้นเนื้อในทางพยาธิวทิยา (Histological) ดวยการยอมสีชิ้นเนือ้ดวย

เทคนิค Heamatoxylin and Erosin (H&E) พบวานิวเคลียสของเซลลถูกยอมติดเปนสีน้าํเงิน และ 

ไซโตพลาสมหรือคอลลาเจนถูกยอมติดเปนสีแดง (กัลยา ผลากรกุล, 2534) ดังแสดงในภาพถาย 

รูปที่ 4.15-4.18 โดยเมื่อเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลลชนิดเดียวกันที่เวลาตางกนัพบวาเซลลจะเร่ิม

เคลื่อนที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลจากขอบไปสูดานใน จุดสีมวงเขมแสดงถึงนวิเคลียสของเซลล สีมวง

ออนแสดงถึงไซโตพลาสมของเซลลทีเ่ปนคอลลาเจนที่สรางขึ้นใหมมีลักษณะเรียงตัวกันอยางไม

เปนระเบียบ และสีชมพูเขมแสดงคอลลาเจนเดิมของโครงเลี้ยงเซลลทีย่อมติด erosin  

 รูปที่ 4.15 แสดงถึงลกัษณะความเปลี่ยนแปลงของกลุมควบคุมที่เวลาตางๆ โดยมีระยะ

ของบริเวณสีมวงเพิ่มมากขึ้นตามเวลาซึ่งแสดงถึงปริมาณเซลลที่ยายที่เขาสูโครงเลีย้งเซลลและ

ยังคงมองเห็นสีชมพูเขมที่เปนโครงเลี้ยงเซลลเดิมอยางชดัเจนซึ่งแสดงวาโครงเลีย้งเซลลมีการถกู

ยอยสลายเพยีงเล็กนอยเทานั้น ในโครงเลี้ยงเซลลที่ไดรับการปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท, 

พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขน (C1000, H500, P500) (รูป 4.16-4.18) มีแนวโนมการเปลี่ยน

ลักษณะของการยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลของเซลลและการเปลี่ยนแปลงของลักษณะโครงเลี้ยง

เซลลคลายกนั เซลลสามารถยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลที่เวลา 1 สัปดาหและมีระยะทางเพิ่มข้ึนที่

เวลา 2 สัปดาห แตพบเปลี่ยนแปลงของระยะทางการยายที่ของเซลลเพียงเลก็นอยที่เวลา 4 

สัปดาห     เนื่องมาจากความไมตอเนื่องของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลลที่เกิดชองวางขึ้น เปนผลให

เซลลที่อยูรอบๆไมสามารถยดึเกาะและยายที่เขามาภายในโครงเลี้ยงเซลลได ดังนั้นภาพถาย H&E 

ที่แสดงลักษณะชองวางจึงสามารถยืนยันผลจากภาพถายโครงเลีย้งเซลลที่มีลักษณะนูนขึน้ (รูปที ่

4.13) ชองวางดังกลาวอาจเกิดจากการอักเสบจากการปลูกถายซึง่มกีารฆาเชื้อดวยแอลกอฮอลล

อยางไมทั่วถึง หรืออาจเกดิขึ้นเนื่องจากการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลจนเกิดน้าํและแรงดันที่

ทําใหโครงเลี้ยงเซลลเกิดชองวาง ที่เวลา 8 สัปดาหพบวาโครงเลี้ยงเซลลทั้ง 3 ชนิดมีขนาดลดลง

และไมพบชองวางในโครงเลีย้งเซลลเนื่องมาจากแรงบีบรัดจากเนื้อเยือ่ออน (fibrous tissue) 

รอบๆ โครงเลี้ยงเซลล จงึทาํใหสังเกตเห็นสีชมพูเขมของโครงเลี้ยงเซลลที่ยงัไมยอยสลายอยูตรง

กลางโครงเลี้ยงเซลลและมีระยะที่เซลลยายทีน่อยกวาที่เวลา 4 สัปดาห จากผลดงักลาวแสดงให

เห็นวาโครงเลีย้งเซลลที่ไดรับการปรับปรุงสามารถเหนี่ยวนาํใหเซลลยายทีเ่ขาสูโครงเลี้ยงเซลลได

ดีกวากลุมควบคุม และยังมอัีตราการยอยสลายเร็วกวากลุมควบคุมอีกดวย 

 โครงเลี้ยงเซลลที่มีการเติมสารปรับปรุงมีปริมาณเซลลเคลื่อนเขาสูโครงเลี้ยงเซลลได

มากกวาซึ่งแปรผลไดในหนวยของระยะทางที่เซลลสามารถเคลื่อนเขาสูโครงเลี้ยงเซลลดังแสดงใน
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ตารางที่ 4.3 และ รูปที ่ 4.19  ซึ่งแบงการเคลื่อนเขาสูโครงเลี้ยงเซลลออกเปน 4 ตําแหนงดังแสดง

ไดในรูป 4.14 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.14 แสดงภาพตําแหนงการยายที่ของเซลลเขาสูโครงเลี้ยงเซลลที่ฝงบนหลงัหนูทดลอง 

 โดยที่  A    คือ ตําแหนงทีโ่ครงเลี้ยงเซลลสัมผัสเนื้อใตผิวหนังของหน ู

  B1, B2 คือ ตําแหนงโครงเลี้ยงเซลลบริเวณดานขางซายและขวา 

  C    คือ ตําแหนงทีโ่ครงเลี้ยงเซลลสัมผัสผิวหนงัดานในของหน ู

 

 จากผลสรุปไดวาเซลลจะสามารถเคลื่อนเขาสูโครงเลี้ยงเซลลไดมากขึน้ตามเวลาที่มากข้ึน 

และ โครงเลีย้งเซลลบริเวณที่ติดกับเนื้อดานหลังของหนูจะมีปริมาณเซลลมากกวาดานที่ติดกับผิว 

หนงัดานในและบริเวณดานขางของโครงเลี้ยงเซลลจะมีปริมาณเซลลใกลเคียงกนั และเมื่อ

พิจารณาโครงเลี้ยงเซลลตางชนิดกนัที่เวลาเดียวกนัพบวา เซลลเคลื่อนเขาสูโครงเลีย้งเซลลที่เติม

สารปรับปรุงไดในระยะทางใกลเคียงกนัและมากกวากลุมควบคุมคือ มีคาอยูระหวาง 98-231  

ไมโครเมตร  ซึ่งสามารถเหน็ผลไดอยางชดัเจนที่เวลา 2  และ 4 สัปดาห ทัง้นี้เนื่องมาจากผลของ

สารปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลที่ไดจากเลือดมนุษยที่มีองคประกอบของโกรสแฟคเตอร และ ไฟบริโน

เจน ซึ่งเปนสารเรงใหมกีารยึดเกาะและเพิ่มจํานวนของเซลล โดยทีจ่ํานวนเซลลทีเ่พิ่มข้ึนนัน้สงผล

ตอการสรางเมทริกซใหมข้ึนมาแทนที่โครงเลี้ยงเซลลเดมิที่สลายตวัไป ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ 

Crovetti และคณะในป 2004 ที่ทาํการศึกษาพบวา PRP และไครโอปรีซิพิเตทของมนุษยมีผลอยาง

มากในการชวยใหบาดแผลในกลุมตัวอยาง (มนษุย) สามารถลดขนาดลงไดมากกวา 50% 

เนื่องมาจากผลของโกรสแฟคเตอร PDGF, TGF-β จากเกล็ดเลือดที่เรงใหเกิดการยายและเพิม่

จํานวนของเซลลที่เกี่ยวของกับการรักษาบาดแผล (Enochh, 2005) และเมทริกซที่สรางจาก       

ไฟโบรเนคตินที่เปล่ียนรูปมาจากไฟบริโนเจนในไครโอปรีซิพิเตทและพลาสมา ซึ่งเปนโครงสรางให

เซลลยึดเกาะและยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลล (Valbonesi, 2006) เชนเดียวกับในรายงานของ Qiu 

และคณะในป ค.ศ. 2006 ที่ศึกษาผลของพลาสมาไฟโบรเนคตินที่ไดจากไครโอปรีซิพิเตทของ

มนุษยในการรักษาบาดแผลของหนทูี่เปนโรคเบาหวานพบวา พลาสมาไฟโบรเนคตินสามารถ

เน้ือดานหลังของหนู 
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เหนีย่วนําใหมกีารเพิม่การยายที่ของเซลลไฟโบรบลาสและแมคโครฟากส การเกิดหลอดเลือดใหม 

การสรางคอลลาเจน และการสรางชั้นหนงักําพรา 

 จากการวิเคราะหผลของระยะทางที่เซลลสามารถเคลื่อนเขาสูโครงเลี้ยงเซลล (ตารางที่ 

4.3) ในกลุมควบคุมมีระยะการยายที่ของเซลลคงที่อยูในชวง 23-25 ไมโครเมตร ที่เวลา 2-8 

สัปดาห ในขณะที่ในโครงเลี้ยงเซลลที่ไดรับการปรับปรุงทัง้ 3 ชนิดมีระยะทางการยายที่ของเซลล

เพิ่มข้ึนที่เวลา 2 และ 4 สัปดาหใกลเคยีงกนัในชวง 87-130 ไมโครเมตร และมีคาลดลงในสัปดาหที่ 

8 ซึ่งมีคาอยูในชวง 30-50 ไมโครเมตร เนื่องจากขอจํากัดในการถายเทสารอาหาร โกรสแฟคเตอร

และออกซิเจนผานโครงเลี้ยงเซลลทีห่นาเกนิไป รวมถึงความหนาของชัน้เนื้อเยื่อผังผดืที่หุมอยูรอบ       

โครงเลี้ยงเซลลทําใหเซลลไมสามารถนาํสารอาหารดังกลาวมาใชในการเพิม่จํานวน และเปลีย่น

รูปรางของเซลลได  โดยที่โครงเลี้ยงเซลลที่ใชทดสอบมคีวามหนาประมาณ 340-400 ไมโครเมตร 

ในขณะที่เซลลสามารถยายที่เขาสูโครงเลีย้งเซลลไดเพยีง 12-160 ไมโครเมตร ขอจํากัดอีกประการ

อาจเกิดขึ้นจากความเปนพษิเนื่องจากความเปนกรดของกรดอะซิติคทีอ่าจตกคางจากขั้นตอนการ

ข้ึนรูปที่ยงัคงเหลืออยูภายในโครงเลี้ยงเซลล นอกจากนัน้ขนาดที่ลดลงของโครงเลี้ยงเซลลเกิดขึ้น

เนื่องจากการยอยสลายและแรงบีบรัดจากเนื้อเยื่อผังผดืโดยรอบ รวมทัง้การอักเสบทีเ่กิดขึ้น

เนื่องจากการใชผลิตภัณฑจากเลือดของมนุษยปลูกถายลงในสัตวทดลองซึ่งมีสายพันธุตางกัน 

(Xenotransplutation) ถงึแมจะมีการยับยั้งหมู IgG แลวก็ตาม และการอักเสบที่เกิดขึ้นอาจเกิด

เนื่องจากขัน้ตอนการทําใหโครงเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อดวยการใชแอลกอฮอล 70% ที่อาจไม

เพียงพอสาํหรบัการทาํใหโครงเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อ เนื่องจากการอักเสบของบาดแผลมผีล

อยางมากในการรักษาบาดแผล เพราะเซลลสามารถเพิม่จํานวนและสรางเมทริกซใหมไดหลังจาก

ผานระยะการอักเสบไปแลว ดังนัน้ถาสามารถลดระยะการอักเสบลงกส็ามารถเหนี่ยวนาํใหเกิดการ

สรางเมทริกซใหมเร็วขึน้ดังแสดงในรูปที่ 2.1 และเมื่อพิจารณาถงึตําแหนงของเซลลที่กระจายอยูใน

โครงเลี้ยงเซลลที่สัปดาหที ่ 8 พบวาเซลลสามารถยายที่เขาไปไดทั่วทัง้โครงเลี้ยงเซลลในกลุม

ควบคุม แตมีปริมาณเซลลไมหนาแนนเมื่อเปรียบเทียบกับความหนาแนนของเซลลที่พบในโครง

เลี้ยงเซลลที่เตมิสารปรับปรุง แตเมื่อพิจารณาลักษณะการยายที่ของเซลลเขาสูโครงเลี้ยงเซลลที่

เติมสารปรับปรุงกลับพบวา เซลลไมสามารถยายทีเ่ขาไปถึงกึง่กลางของโครงเลี้ยงเซลล ดังเหน็ได

จากสีแดงของคอลลาเจนที่รวมตัวกนัอยูภายในโครงเลี้ยงเซลลที่แสดงในรปู 4.16-4.18 และเมื่อ

เปรียบเทยีบลกัษณะการกระจายตวัของเซลลที่ยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลในโครงเลีย้งเซลลที่เติม

สารปรับปรุงทัง้ 3 ชนิด เซลลสามารถยายที่เขาสูโครงเลีย้งเซลลที่เติมเกล็ดเลือดเขมขน (P500) ได

ดีกวาโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ติมไครโอปรีซิพิเตทและพลาสมา ซึง่แสดงไดจากภาพถาย H&E ที่แสดงวา
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เซลลสามารถยายที่เขาไปถงึบริเวณกึง่กลางโครงเลีย้งเซลล P500 (รูปที ่ 4.18) แตไมสามารถยาย

ที่เขาสูกึง่กลางโครงเลี้ยงเซลล C1000 และ H500 จากขอจํากัดทีก่ลาวมาแลวอาจทําการปรับปรุง

ดวยการลดความหนาของโครงเลี้ยงเซลลเพื่อเพิ่มความสามารถในการถายเทสารอาหาร รวมถึง

การใชผลิตภัณฑจากเลือดของสัตวทดลองเองเพื่อลดปญหาการอักเสบเนื่องจากการตอตานของ

ระบบภูมิคุมกนัของรางกาย  

 นอกเหนือจากลักษณะการยายทีเ่ขาสูโครงเลี้ยงเซลลของเซลลแลว ลักษณะที่สําคญัอีก

ประการหนึ่งในการพิจารณาขอดีของโครงเลี้ยงเซลลคือ การเกิดเนือ้เยื่อและเสนเลือดใหมข้ึนใน

โครงเลี้ยงเซลล โดยที่เนือ้เยื่อใหมที่เกดิขึ้นจะเกิดจากการรวมตวักนัของคอลลาเจนไฟบริลซ่ึงถกู

สรางโดยเซลล จากภาพถาย H&E ของโครงเลี้ยงเซลลทัง้ 4 ชนิดที่ฝงในหนทูดลองเปนเวลา 4 และ 

8 สัปดาห สามารถสังเกตเห็นเสนเลือดใหมซึ่งมลัีกษณะเปนชองภายในบรรจุดวยเซลลเมด็     

เลือดแดงและคอลลาเจนไฟบริลที่มีลักษณะเปนสีชมพอูอนซึ่งแตกตางกับสวนของสีแดงเขมของ

คอลลาเจนจากโครงเลี้ยงเซลลดังแสดงไดดังรูป 4.20-4.23 เมื่อพิจารณาในกลุมควบคุมสามารถ

สังเกตเห็นเสนเลือดใหมจํานวนมากแตยงัพบลักษณะของคอลลาเจนไฟบิลไมชัดเจน เซลลยงัคง

ยึดเกาะอยูบนโครงคอลลาเจนในโครงเลี้ยงเซลลที่ยงัคงมปีริมาณอยูมาก และเมื่อพิจารณา

ลักษณะของโครงเลี้ยงเซลลที่เติมสารปรับปรุงทั้งสามชนดิ สามารถสงัเกตเหน็คอลลาเจนไฟบริลที่

สรางและปลดปลอยออกมาจากเซลลอยางชัดเจน ซึง่การเรียงตัวของคอลลาเจนไฟบริลที่ถูกสราง

ข้ึนใหมนั้นมีลักษณะไมเปนระเบียบ (random) และยังสังเกตเห็นวาเซลลที่ยายที่เขามาในโครง

เลี้ยงเซลลแทรกตัวอยูระหวางคอลลาเจนทีส่รางขึ้นใหม แตจํานวนของเสนเลือดใหมยังพบไมมาก

และยังสังเกตไดวาคอลลาเจนไฟบริลทีถ่กูสรางขึ้นใหมที่เวลา 8 สัปดาหจะมีลักษณะชัดเจน และมี

ปริมาณมากกวาที่เวลา 4 สัปดาห  

 ผลของความเขากันไดทางชวีภาพทั้งในระดับหองปฏิบัตกิารและในสัตวทดลอง แสดงถึง

ผลของผลิตภัณฑจากเลือดของมนุษยที่ใชในการปรบัปรุงโครงเลี้ยงเซลลใหมีความสามารถในการ

เหนีย่วนําใหเซลลยึดเกาะ เพิ่มจํานวน และยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลล รวมถงึการเหนีย่วนําใหเกดิ

การสรางเนื้อเยื่อและเสนเลอืดใหม ผลดังกลาวสอดคลองกับงานวจิัยที่ผานมาทีแ่สดงถึงผลของ

ผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยซึ่งเปนแหลงของไซโตคายนและโกรสแฟคเตอรที่เปนตัวเรงและควบคุม

ใหเกิดการรักษาบาดแผลดวยการเกิดเนือ้เยื่อใหมจากคอลลาเจนเมทริกซทีถู่กสรางขึ้นจากเซลลที่

อยูในบริเวณบาดแผล แตจากขอแตกตางของวิธกีารประยกุตใชผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยใน

งานวิจยันีก้ับงานวิจัยที่ผานมา คือ การผสมผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือด

เขมขนจากเลอืดมนุษยลงในสารละลายทีใ่ชผลิตโครงเลี้ยงเซลลกอนการขึ้นรูปดวยการทําแหงดวย
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ความเย็น แลวจึงผานขัน้ตอนการเชื่อมโยงพนัธะดวยอุณหภูมิ จากกระบวนการดงักลาวอาจสงผล

ใหโมเลกุลโปรตีนของโกรสแฟคเตอรและไซโตคายนที่อยูในผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยเกิดการ

เสื่อมสภาพ (Denatured protein) ไปจนไมสามารถเหนี่ยวนาํใหเซลลยึดเกาะและเพิ่มจาํนวนบน

โครงเลี้ยงเซลลได แตจากผลการทดลองยังคงแสดงใหเหน็วาโครงเลี้ยงเซลลที่ไดรับการปรับปรุง

ดวยผลิตภัณฑจากเลือดมคีวามสามารถในการเหนีย่วนําใหเกิดการยึดเกาะและเพิ่มจํานวนของ

เซลล และการเกิดคอลลาเจนและเสนเลือดใหมได ทั้งนีอ้าจเปนเพราะผลของหมู RGD-peptide ที่

เปนตําแหนงเริ่มตนในการเกิดอันตรกิริยาระหวางเซลลกับเมทรกิซ (Ye และ คณะ, 2000) ซึ่งพบ

ไดในโมเลกุลของไฟบริโนเจนที่เปนองคประกอบหลกัของผลิตภันฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และ

เกล็ดเลือดเขมขน (Brecher, 2005)  ที่ผสมอยูในโครงเลี้ยงเซลล  จึงสงผลใหโครงเลี้ยงเซลลที่ถกู

ปรับปรุงดวยผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยทั้งสามชนิดสามารถเหนี่ยวนาํใหเกิดการยึดเกาะและเพิ่ม

จํานวนของเซลล ซึ่งสงผลตอการเกิดเนื้อเยื่อใหมและการหายของบาดแผล 
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Control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.15 ภาพถายโครงเลีย้งเซลลกลุมควบคุม (CCH) ที่ฝงในหนพูันธุวิสตารทีเ่วลา 1, 2, 4 และ 

8 สัปดาห ซึ่งผานกระบวนการยอม H&E โดยแสดงของโครงเลี้ยงเซลลดังนี ้

A: สัมผัสเนื้อใตผิวหนัง;      B1 และ B2: ดานขางโครงเลี้ยงเซลล;         C: สัมผัสผิวหนงั 
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Control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.15 (ตอ) 
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C1000 
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.16 ภาพถายโครงเลีย้งเซลลที่เติมโปรตีนจากไครโอปรีซิพิเตท 1000 มิลลิกรัม (C1000) ที่

ฝงในหนพูันธุวิสตารที่เวลา 1, 2 และ 4 และ 8 สัปดาห ซึ่งผานกระบวนการยอม H&E 
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C1000 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.16 (ตอ) 
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H500 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.17 ภาพถายโครงเลีย้งเซลลที่เติมโปรตีนจากพลาสมา 500 มลิลิกรัม (H500) ที่ฝงในหนู

พันธุวิสตารที่เวลา 1, 2 และ 4 และ 8 สัปดาห ซึง่ผานกระบวนการยอม H&E 
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H500 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.17 (ตอ) 
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P500 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 4.18 ภาพถายโครงเลีย้งเซลลที่เติมโปรตีนจากเกลด็เลือดเขมขน 500 มิลลิกรมั (P500) ที่ฝง

ในหนูพนัธุวิสตารที่เวลา 1, 2 และ 4 และ 8 สัปดาห ซึ่งผานกระบวนการยอม H&E 
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P500 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.18 (ตอ) 
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ตารางที่  4.3 แสดงระยะทางที่เซลลเคลื่อนเขาสูโครงเลีย้งเซลลจากของเขาสูดานในมีหนวย

เปนไมโครเมตร 

บริเวณสัมผัสโครงเลี้ยงเซลล 

บริเวณดานขาง 
โครงเลี้ยง

เซลล 

เวลา

(สัปดาห) 
สัมผัสเนื้อใต

ผิวหนัง:A ซาย:B1 ขวา:B2 

สัมผัสผิวหนัง

ดานใน:C 

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

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

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

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

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

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

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

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

1 27.03±4.12 6.49±4.52 N/A N/A 

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

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

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

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

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

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

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

หมายเหต ุN/A ไมสามารถวัดระยะได 

CCH:  โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (กลุมควบคุม) 

C1000: โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากไครโอปรีซิพิเตท  

H500: โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากพลาสมา  

P500: โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากเกล็ดเลือดเขมขน   
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รูปที่ 4.19 ระยะทางที่เซลลยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH), โครงเลี้ยง

เซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ถูกปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท (C1000), พลาสมา (H500) และ

เกล็ดเลือดเขมขน (P500) ที่ตําแหนงตางๆ หนวยเปนไมโครเมตร  
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Control 
 

 
CCH 
 

 

 

 
 

 
 

           

 
 

 
   

 
 2 สัปดาห     4 สัปดาห 
 
รูปที่ 4.20 ภาพถายบางสวนของกลุมควบคุมที่ฝงในหนูทดลองที่เวลา 8 สัปดาห ซึ่งผาน

กระบวนการการยอม H&E ที่กําลงัขยาย 200 และ 400 เทา โดยที่ NB คือ เสนเลือดใหม (Neo 

Blood vessel), NC คือ คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึน้ใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ CCH คือ 

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีย่ังไมถูกยอยสลาย 
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C1000 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
         

 
2 สัปดาห     4 สัปดาห 

 
รูปที่ 4.21 ภาพถายบางสวนของC1000 ที่ฝงในหนทูดลองที่เวลา 8 สัปดาห ซึ่งผาน

กระบวนการการยอม H&E ที่กําลงัขยาย 200 และ 400 เทา โดยที ่NB คือ เสนเลือดใหม, NC คือ 

คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึน้ใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ C1000 คือ โครงเลี้ยงเซลลคอลลา

เจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตทที่ยงัไมถกูยอยสลาย 
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H500 
 
 

 
    

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 2 สัปดาห     4 สัปดาห 
 

รูปที่ 4.22 ภาพถายบางสวนของ H500 ที่ฝงในหนูทดลองที่เวลา 8 สัปดาห ซึง่ผาน

กระบวนการการยอม H&E ที่กําลงัขยาย 200 และ 400 เทา โดยที ่NB คือ เสนเลือดใหม, NC คือ 

คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึน้ใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ H500 คือ โครงเลีย้งเซลลคอลลา

เจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยพลาสมาที่ยงัไมถูกยอยสลาย 
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P500 
 
 
 
 

 
 

         

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

2 สัปดาห     4 สัปดาห 
 

รูปที่ 4.23 ภาพถายบางสวนของ P500 ที่ฝงในหนูทดลองที่เวลา 8 สัปดาห ซึง่ผาน

กระบวนการการยอม H&E ที่กําลงัขยาย 200 และ 400 เทา โดยที ่NB คือ เสนเลือดใหม, NC คือ 

คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึน้ใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ P500 คือ โครงเลี้ยงเซลลคอลลา

เจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขนทีย่ังไมถกูยอยสลาย 
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4.4.2 การทดสอบความเขากันไดทางชวีภาพในหนูทดลองพนัธุ Nude mice Bulb C/nu 

 จากขอจํากัดของการตอตานจากระบบภูมคิุมกันของรางกายของหนูทดลองที่มีตอ

ผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยที่ปลูกถายลงในสัตวทดลองซึ่งมีสายพนัธุตางกนั จึงนําไปสูการหลกี 

เลี่ยงขอจํากัดดังกลาวดวยเลือกใชสัตวทดลองที่ไมมีระบบภูมิคุมกัน (Immune system) ใน

งานวิจยันี้ไดทาํการศึกษาเบือ้งตนดวยการฝงโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไมไดรับการ

ปรับปรุง (CCH) โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ไดรับการปรับปรุงดวยผลติภัณฑไครโอปรี

ซิพิเตท (C1000), พลาสมา (H500) และ เกล็ดเลือดเขมขน (P500) ของมนุษย ลงบนหนทูดลอง

พันธุ nude mice bulb/C โดยที่ลักษณะการฝงโครงเลี้ยงเซลลแสดงไดในรูปที ่3.5 (ข) 

 จากภาพถายรปูที่ 4.24 ในหนทูดลองที่ฝง CCH และ C1000 สามารถสังเกตเห็นเสน

เลือดและพังผดืที่หุมอยูโดยรอบโครงเลี้ยงเซลล เมื่อพิจารณาขนาดของโครงเลี้ยงเซลลพบวา โครง

เลี้ยงเซลล CCH มีขนาดใหญข้ึนทีเ่วลา 4 สัปดาห ในขณะที่ C1000 สามารถสงัเกตเห็นขนาดที่

ลดลงอยางชัดเจน และจากผลการทดลองในหนูที่ฝงโครงเลี้ยงเซลล H500 และ P500 เกิดการ

อักเสบและเกดิหนองขึ้นบริเวณโครงเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิด ซึ่งอาจเกดิขึ้นเนื่องจากการฆาเชื้อดวย

แอลกอฮอลไมเพียงพอจงึอาจปรับเปลี่ยนมาใชวิธกีารฆาเชื้อดวยกาซเอทิลีนออกไซด หรืออาจ

เกิดขึ้นเนื่องจากผลของผลติภัณฑพลาสมา และ เกล็ดเลือดเขมขน เนื่องจากหนทูดลองพันธุ nude 

mice bulb C เปนหนูที่ไวตอการอักเสบและติดเชื้อเนื่องจากไมมีระบบภูมิคุมกัน ทาํใหไมสามารถ

ศึกษาการเปลีย่นแปลงของโครงเลี้ยงเซลล H500 และ P500 ได 

จากการตรวจสอบชิ้นเนื้อดวยเทคนิค H&E พบวาเซลลสามารถยายทีเ่ขาสูโครงเลี้ยงเซลล

ทั้งสองชนิดได จากรูปที่ 4.25 เซลลสามารถยายทีเ่ขาสูโครงเลี้ยงเซลล CCH ได และสามารถ

สังเกตเห็นการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลล ตั้งแตสัปดาหแรก และในสัปดาหที่ 2 และ 4 โครง

เลี้ยงเซลลถูกยอยสลายจนถึงกึง่กลางโครงเลี้ยงเซลลแตไมสามารถสงัเกตุเห็นเซลลยายที่เขามา

บริเวณกึ่งกลางโครงเลี้ยงเซลลได เมื่อพิจารณาภาพถาย H&E ของ C1000 ในรูปที่ 4.26 พบวา 

เซลลไมสามารถยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลล และ โครงเลี้ยงเซลลยังไมถูกยอยสลายในสัปดาหแรก

ซึ่งสังเกตไดจากสีแดงเขมที่แสดงถึงคอลลาเจนเดิมของโครงเลี้ยงเซลล และเมื่อพิจารณาที่เวลา 2  

และ 4 สัปดาหพบวาเซลลสามารถยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลไดอยางชัดเจน และที่เวลา 4 สัปดาห

พบวาเซลลไมสามารถยายทีเ่ขาสูบริเวณกึง่กลางโครงเลีย้งเซลลได ซึ่งสงัเกตไดจากสีแดงเขม

บริเวณกึ่งกลางโครงเลี้ยงเซลล และเมื่อพิจารณาการเกิดคอลลาเจนและเสนเลอืดใหมพบวาที่

เวลา 2 และ 4 สัปดาหสามารถสงัเกตเห็นคอลลาเจนไฟบริลและเสนเลือดที่เกิดขึ้นใหมในโครง

เลี้ยงเซลลบริเวณที่เซลลยายที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลดงัแสดงไดจากภาพถายกาํลังขยายสงูในรูปที ่
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4.27  และ 4.28 ซึ่งมีแนวโนมเชนเดียวกบัผลการทดลองในหนพูันธุวิสตารคือสามารถสังเกตเหน็

คอลลาเจนที่เกิดใหมไดชัดเจนขึ้นตามเวลาที่เพิ่มข้ึน จากผลการทดลองในหนพูันธุ nude mice 

bulb C/nu เปนเพยีงผลการทดลองเบื้องตนเทานั้นยังจาํเปนตองศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับผลของ

ผลิตภัณฑจากเลือดมนุษยที่มีตอสัตวทดลอง อีกทัง้ยงัตองอาศัยความชํานาญและประสบการณ

ในการทําการทดลองในสัตวที่มีขนาดเล็กที่ไมมีระบบภมูิคุมกนัซึง่ไวตอการติดเชื้อและการอักเสบ 

 

       1 สัปดาห   2 สัปดาห       4 สัปดาห 

 

 

 

CCH 

 

 

 

 

C1000 
 

 

 

 

 

รูปที่ 4.24 ภาพถายโครงเลีย้งเซลล 2 ชนิด คือโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH) และ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท (C1000) หลังจากการปลกู

ถายบนหลังหนูพนัธุ nude mice bulb C/nu ที่เวลา 1, 2 และ 4 สัปดาห 
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CCH (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.25 ภาพถายโครงเลีย้งเซลลกลุมควบคุม (CCH) ที่ฝงในหนูพนัธุ Nude mice Bulb C/nu   

ที่เวลา 1, 2, และ 4 สัปดาห ซึ่งผานกระบวนการยอม H&E โดยแสดงของโครงเลี้ยงเซลลดังนี ้

A: สัมผัสเนื้อใตผิวหนัง;      B1 และ B2: ดานขางโครงเลี้ยงเซลล;         C: สัมผัสผิวหนงั 

 

A

C

B1

B2

1 สัปดาห 

A C

B1

B2

2สัปดาห 
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CCH (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.25 (ตอ) 

A

C

B1

B2

4 สัปดาห 
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C1000 (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.26 ภาพถายโครงเลี้ยงเซลลที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากไครโอปรีซิพิเตท 1000 มิลลิกรัม 

(C1000) ที่ฝงในหนูพนัธุ nude mice bulb c/nu ทีเ่วลา 1, 2 และ 4 สัปดาห ซึ่งผานกระบวนการ

ยอม H&E  

 

A

C

B1

B2

1 สัปดาห 

A

C

B1

B2

2 สัปดาห 



 112 

C1000 (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.26 (ตอ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A C

B1

B2

4 สัปดาห 
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CCH (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 สัปดาห     4 สัปดาห 
 

รูปที่ 4.27 ภาพถายบางสวนของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH) ที่ฝงในหนู

ทดลองพนัธุ nude mice bulb c/nu ที่เวลา 2 และ 4 สัปดาห ซึง่ผานกระบวนการการยอม H&E ที่

กําลังขยาย 200 และ 400 เทา โดยที ่NB คือ เสนเลือดใหม, NC คือ คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึน้

ใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ CCH คือ โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ยงัไมถูกยอย

สลาย 

 

 

NC NB 

NB 

NC 

CCH 

CCH 
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C1000 (nude mice bulb C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 สัปดาห     4 สัปดาห 
 

รูปที่ 4.28 ภาพถายบางสวนของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไคร

โอปรีซิพิเตท (C1000) ที่ฝงในหนูทดลองพนัธุ nude mice bulb c/nu ที่เวลา 2 และ 4 สัปดาห ซึ่ง

ผานกระบวนการการยอม H&E ที่กาํลังขยาย 200 และ 400 เทา โดยที่ NB คือ เสนเลือดใหม, NC 

คือ คอลลาเจนไฟบริลที่สรางขึ้นใหมโดยเซลล (Neocollagen) และ C1000 คือ โครงเลี้ยงเซลล

คอลลาเจน-ไคโตซานที่ปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตททีย่ังไมถกูยอยสลาย 
 
 

NC 

C1000 

NB 

NC 

C100
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
งานวิจยันี้เปนการศึกษาเพื่อพัฒนาตนแบบโครงเลี้ยงเซลลที่ทาํจากคอลลาเจน-ไคโตซาน 

และเจลาติน-ไคโตซาน ดวยการผสมโปรตีนจากผลิตภณัฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมาและ เกล็ด

เลือดเขมขนของมนษุยลงในโครงเลี้ยงเซลลกอนการขึ้นรูป ผลจากการศึกษาสรุปไดวาความ

เขมขนของโปรตีนและชนิดของสารปรับปรุงที่ใชปรับปรุงโครงเลี้ยงเซลลมีผลตอ ลักษณะสมบัติ 

ทางกล ขนาด และลักษณะการเชื่อมตอระหวางรูพรุนของโครงเลีย้งเซลล และเมื่อพิจารณาถึง

ความเขากันไดทางชีวภาพของทั้งในระดบัหองปฎิบัติการและในสัตวทดลองพบวา โครงเลีย้งเซลล

ที่เติมสารปรับปรุงมีประสิทธภิาพในการเหนี่ยวนาํใหเซลลเคลื่อนที่เขาสูโครงเลี้ยงเซลลไดดีกวา

กลุมควบคุม โดยเมื่อทาํการทดสอบความเขากันไดของเซลล Detroit 551 ในระดับหองปฏิบัติการ

ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีม่ีความเขมขนของโปรตีนจากสารปรับปรุงแตละชนิด

ตางกนั โดยโครงเลี้ยงเซลลถูกปรับปรุงดวยไครโอปรีซิพิเตท พลาสมาและเกล็ดเลือดเขมขน ซึ่งมี

ความเขมขนโปรตีนจากสารปรับปรุงเปน 1000, 500 และ 500  มิลลิกรัมตามลําดับ (คิดเปน 

20.90%, 16.44%  และ 10.04% โดยน้าํหนักของสารปรับปรุงในโครงเลี้ยงเซลล) มีประสิทธิภาพ

ในการเพิ่มจาํนวนเซลลไดดีที่สุดในโครงเลี้ยงเซลลที่เตมิสารปรับปรุงชนิดเดียวกัน โครงเลี้ยงเซลล

ที่ปรับปรุงดวยโปรตีนจากพลาสมา 1000 มิลลิกรัม มีประสิทธิภาพในการเหนีย่วนาํใหเซลลยึด

เกาะโครงเลี้ยงเซลลไดดีที่สุด และโครงเลีย้งเซลลที่ปรับปรุงดวยโปรตนีจากเกล็ดเลอืดเขมขน 500 

มิลลิกรัม มปีระสิทธิภาพในการเหนี่ยวนาํใหเซลลเพิ่มจํานวนไดมากที่สุด และเมือ่ทดสอบความ

เขากันไดของเซลล L929 กบัโครงเลี้ยงเซลล   คอลลาเจน-ไคโตซาน และ เจลาติน-ไคโตซานที่

ไดรับการปรับปรุงสามารถเหนีย่วนําใหเซลล      ยึดเกาะและเพิ่มจํานวนไดดีกวาโครงเลี้ยงเซลลที่

ไมไดรับการปรับปรุง โดยที่โครงเลีย้งเซลลที่ไดรับการปรับปรุงดวยเกล็ดเลือดเขมขนมี

ประสิทธิภาพใหเซลล L929 ยึดเกาะไดดีที่สุด และโครงเลี้ยงเซลลทีป่รับปรุงดวยการเติมพลาสมา

มีประสิทธิภาพใหเซลล L929 เพิ่มจํานวนไดมากที่สุด      และเมื่อทําการทดสอบความเขากันได

ทางชีวภาพในสัตวทดลองเปรียบเทียบโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ติมสารปรับปรุง 3 ชนิด (C1000, H500, 

P500) กับกลุมควบคุมโดยการวิเคราะหเชิงคุณภาพดวยการยอม H&E พบวาโครงเลี้ยงเซลลที่เตมิ

สารปรับปรุงทัง้ 3 ชนิด มีประสิทธิภาพในการเหนี่ยวนาํใหเซลลยายทีเ่ขาสูโครงเลี้ยงเซลลไดดีกวา

กลุมควบคุม อีกทั้งยังมีอัตราการยอยสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลสูงกวา และยงัพบการสรางเสน

เลือดใหมและคอลลาเจนไฟบริลที่มีการจัดเรียงตัวอยางไมเปนระเบียบซึ่งแสดงถงึศกัยภาพในการ

 

CCH 1 week
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สรางเนื้อเยื่อผิวหนังแทแบบไมทําใหเกิดแผลเปน (scar) จากผลดงักลาวแสดงใหเห็นวาโครงเลี้ยง

เซลลที่ปรับปรุงดวยเกล็ดเลอืดเขมขน คือโครงเลี้ยงเซลลที่มีประสิทธิภาพและมโีครงเลี้ยงเซลลที่มี

ลักษณะสมบตัิดังกลาวดทีีสุ่ด   

จากผลการศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือด

เขมขนของมนษุยที่ผสมอยูในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน จึงนาํไปสูการใชสารละลาย

ระหวางคอลลาเจน-ไคโตซานกับผลิตภัณฑไครโอปรีซิพิเตท พลาสมา และเกล็ดเลือดเขมขนของ

มนุษยมาใชปรับปรุงพื้นผวิใยพอลิพรอพิลีนเพื่อปรับปรุงลักษณะความเขากันไดทางชีวภาพของ

เสนใยพอลิเมอรสังเคราะห จากการศึกษาแสดงใหเหน็วาแผนใยที่เคลือบดวยสารละลายคอลลา

เจน-ไคโตซานที่ผสมผลิตภัณฑจากเลือดมนุษย มีความเขากนัไดทางชีวภาพกับเซลล L929 สูง

กวาการเคลือบดวยสารลายคอลลาเจน-ไคโตซานเพียงอยางเดยีว  

จากผลสรุปโดยรวมสามารถบงชี้ไดวาผลิตภณัฑจากเลือดสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของ

โครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน, เจลาติน-ไคโตซาน และแผนใยโพรลีโพพิลีนไมสานทอ ซึ่ง

นําไปสูการพฒันาตนแบบของโครงเลี้ยงเซลลเพื่อใชในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนังตอไป 

 

 

ขอเสนอแนะ 

เพื่อใหผลการวิจัยนี้สมบูรณยิ่งขึ้น จึงมีแนวทางปรับปรุงและศึกษาเพิม่เติม ดังตอไปนี ้

- การทดลองในสัตวทดลอง อาจจะตองมกีารปรับเปลี่ยนใชสารปรับปรุงจากผลิตภัณฑ

จากเลือดของสัตวทดลองเหลานัน้โดยตรง เพื่อหลีกเลี่ยงปญหาการตอตานจากระบบ

ภูมิคุมกันของรางกายสิง่มีชวีิตที่พบไดจากการเกิดผงัผดื 

- จากการทดลองพบขอจํากัดในการถายเทมวลของสารอาหารและออกซเิจนผานเขาสู

โครงเลี้ยงเซลล จงึอาจปรบัปรุงดวยการลดความหนาของโครงเลี้ยงเซลลจากเดิมที่มี

ขนาดประมาณ 3-4 มิลลิเมตรเหลือไมเกนิ 1.5 มิลลิเมตร เพื่อแกปญหาดังกลาว 

- เปล่ียนวิธีการฆาเชื้อดวยแอลกอฮอลใหเปนการฆาเชื้อดวยกาซเอทลีินออกไซดหรือ

วิธีอ่ืนๆ ที่ใหผลดีเทียบเทา 

- จากผลการทดลองในสัตวทดลองพบวา เสนใยคอลลาเจนที่สรางขึ้นใหมมียังลกัษณะ

ไมชัดเจนคือยงัไมรวมกนัเปนเสนใยขนาดใหญ ดังนัน้จงึจําเปนตองเพิ่มระยะเวลาใน

การทดลองจาก 4 สัปดาหเปน 12 สัปดาหหรือมากกวาเพื่อใหกระบวนการสราง

คอลลาเจนขึ้นใหมสมบูรณ 
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- ทําการทดลองในสัตวทดลองโดยใช Wound healing model แทนการฝงใตผิวหนัง

เพื่อศึกษาผลของสารปรับปรุงดังกลาวที่สงผลตอการรักษาบาดแผล 

- ศึกษาพัฒนาระบบที่มกีารปรับปรุงโครงเลีย้งเซลลที่มีการเติมสารปรับปรุงมากกวา 1 

ชนิด เพื่อความเหมาะสมในการรักษาบาดแผลที่มีลักษณะแตกตางกนั 

- ปรับปรุงใหมีการควบคุมการปลดปลอย (control release) ของสารปรับปรุงในโครง

เลี้ยงเซลล โดยการปรับปรุงลักษณะของโครงเลี้ยงเซลลใหมีประจุลบเพื่อที่จะยึดสราง

พันธะกับประจุบวกของโมเลกุลโปรตีนของโกรสแฟคเตอร 

- ทําการทดสอบผลของสารปรับปรุงดังกลาวกับเนื้อเยื่อหรือเซลลชนิดอื่นๆ เชน การ

ทดสอบกับ Stem cells 

- ศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการประยุกตใชแผนใยพอลิพรอพลีินที่ไดรับการปรับปรุงความ

เขากันไดทางชีวภาพเพื่อพฒันาเปนวัสดุปแผล 
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ภาคผนวก ก. การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (Lowry, และคณะ, 1951) 

 การวัดปริมาณโปรตีนโดยใชเทคนิคการวดัคาการดูดกลืนแสง (Colorimetric assay) ซึ่งมี

คาการดูดกลนืแปรผันตามความเขมขนของโปรตีนซึง่จะสามารถวัดไดในชวงความยาวคลืน่ 500-

750 นาโนเมตร โดยที่คาการดูดกลืนแสงเกิดจากสนี้ําเงินแกมเขียวทีใ่ชสามารถตรวจสอบปริมาณ

หมูอะมโินไทโรซีนและทริปโตเฟน  

 

สารเคมี 

A:  CuSO4 เขมขน 1% w/v 

B:  Sodium potassium tartrate เขมขน 2% w/v 

C:  Sodium Hydroxide 0.1 M 

D:  Sodium carbonates เขมขน 4% w/v 

E:  ผสมสารละลาย A 1 มิลลิลิตร, B 1 มิลลิลิตร, C 49 มิลลิลิตร และ D 49 มิลลิลิตร เขาดวยกนั 

F: Folin Ciocalteau reagent เจือจางดวยน้ํากลั่นที่อัตราสวน 1:1 

 

ข้ันตอนการวิเคราะห 

1.เตรียมสารละลายที่ตองการวัดปริมาณโปรตีน 

2.การวัดปริมาณโปรตีน 

 ผสมสารละลาย E 2.5 มิลลิลิตร กับสารละลายตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตร ทิ้งไว 10 นาที แลว

จึงเติมสารละลาย F 0.25 มิลลิลิตร ทิง้ไว 30 นาท ีแลวจึงนําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรคํานวณความเขมขนปริมาณโปรตีนรวมจากกราฟมาตรฐาน

ปริมาณโปรตีนจาก Bovine serum albumin (BSA) 
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ตาราง ก-1 คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 nm จากสารละลายโปรตีน BSA ที่ไดจากการ

วิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธ ีLowry 

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

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

 

BSA standard

y = 1.2726x

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

 MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] มีโครงสรางเปน

วงแหวนของเกลือ tetrazolium มีสีเหลอืง โดยที ่ MTT ที่ถกูละลายในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี 

phenol red จะถูกเปลีย่นเปนผลึก formazan สีมวงที่เนือ่งจากการถกูทําลายวงแหวน tetrazolium 

ดวยเอนไซม dehydrogenease จากไมโตคอนเดรียที่อยูในเซลลที่ยงัมีชีวิตอยู ผลึกสีมวงที่เกิดขึ้น

ภายในเซลลไมสามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลไดแตสามารถละลายไดโดยใชตัวทาํละลาย เชน  

dimethyl suklfoxide (DMSO) สารละลายสีมวงที่ไดจะถูกนําไปวดัคาดูดกลืนแสงในชวงความ

ยาวคลืน่ 570 นาโนเมตรเพือ่หาปริมาณผลึก formazan ที่ถูกละลายออกมามีคาแปรผันโดยตรง

กับปริมาณเซลลที่มีชีวิตอยู 

 ข้ันตอนการทดสอบ 

1) เตรียมสารละลาย MTT เขมขน 0.5 mg/ml ในอาหารเลี้ยงเซลล DMEM ที่ไมมฟีนอล

เรด (phenol red) 

2) หลังจากการเพาะเลี้ยงเซลลที่เวลา 5 ชั่วโมง ใหนําอาหารเลี้ยงเซลลออกแลวลางดวย

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 

3) เติมสารละลาย MTT จากขอ 1) ลงในหลมุที่มีเซลลอยู 

4) ทําการ incubate ใน incubator ที่มีสภาวะ CO2 อุณหภมูิ 37ºC เปนเวลา 30 นาท ี

5) นําสารละลาย MTT ออกจากหลุมเลีย้งเซลล 

6) เติมสารละลายผสม DMSO ลงในหลุมเลีย้งเซลลแลวใชปเปตพน DMSO ข้ึน-ลงเพื่อ

ละลายผลกึ formazan 

7) นําสารละลายจากขอ 6) ไปวัดคาดูดกลืนแสงที่คาความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 130 

ภาคผนวก ค. แสดงคากราฟมาตรฐานจํานวนเซลล 

-กราฟมาตรฐานจาํนวนเซลลที่รอดชีวิตของเซลล L929 (mouse fibroblast) 

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

สําหรับกราฟมาตรฐานของเซลล L929 

Absorbance(570 nm) 
Number of cells 

#1 #2 #3 mean SD 

5,000 0.0530 0.0400 0.0380 0.0437 0.0081 

10,000 0.0850 0.0840 0.0980 0.0890 0.0078 

20,000 0.1800 0.1880 0.1750 0.1810 0.0066 

40,000 0.3960 0.3740 0.3670 0.3790 0.0151 

80,000 0.6400 0.6860 0.9810 0.7690 0.1850 

 

รูปที่ ค-1 กราฟมาตรฐานแสดงจํานวนเซลล L929 (mouse fibroblast) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ค-1 กราฟมาตรฐานแสดงจํานวนเซลล L929 mouse fibroblast 

Standard curve of number of L929

y = 1E-05x - 0.0085

R2 = 0.9999
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-กราฟมาตรฐานจาํนวนเซลลที่รอดชีวิตของเซลล Detroit 551 human dermal fibroblast 

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

สําหรับกราฟมาตรฐานของเซลล Detroit 551 

 

Absorbance 570 nm 
No.of cell 

#1 #2 #3 #4 avg SD 

2500 0.060 0.049 0.053 0.058 0.055 0.005 

5000 0.077 0.091 0.093 0.085 0.087 0.007 

20000 0.204 0.224 0.199 0.204 0.208 0.011 

40000 0.353 0.392 0.332 0.349 0.357 0.025 

80000 0.690 0.786 0.740 0.742 0.740 0.039 

 

 

Standard curve of Detroit 551

y = 9E-06x + 0.0323

R2 = 0.9974
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รูปที่ ค-2 กราฟมาตรฐานแสดงจํานวนเซลล Detroit 551human dermal fibroblast 
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ภาคผนวก ง แสดงขอมูลจากการทดลองและตัวอยางการคํานวณ 

ง-1 แสดงกราฟ stress-stain 

 ขอมูลแสดงระยะยืดจนถึงจดุเริ่มขาดของโครงเลี้ยงเซลลโดยทาํการวัดคาแรงดึงดวย

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

deformation rate (0.5 มิลลิเมตร/นาท)ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ง-1 กราฟแสดงระยะยดืของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (กลุมควบคุม) 
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รูปที่ ง-2 กราฟแสดงระยะยืดของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวยไครโอปรี

ซิพิเตท 
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รูปที่ ง-2 (ตอ) กราฟแสดงระยะยืดของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวย

พลาสมา 
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รูปที่ ง-2 (ตอ) กราฟแสดงระยะยืดของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซานทีถู่กปรับปรุงดวย

เกล็ดเลือดเขมขน 
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ตารางที่ ง-1 แสดงคาตัวอยาง Tensile stress-strain ของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน (CCH)  
tensile stress 

(Mpa) 
strain% extension(mm) 

tensile stress 

(Mpa) 
strain% extension(mm) 

0.000291 0 0 0.004447 68.52139 3.083462 

0.000263 1.854761 0.083464 0.004679 70.369 3.166605 

0.000321 3.702378 0.166607 0.004792 72.219 3.249855 

0.000409 5.551187 0.249803 0.004871 74.07257 3.333266 

0.000419 7.405948 0.333268 0.004972 75.92615 3.416677 

0.000818 9.259518 0.416678 0.00489 77.77972 3.500087 

0.000896 11.11428 0.500143 0.005099 79.63209 3.583444 

0.000962 12.96666 0.5835 0.004724 81.4809 3.666641 

0.000978 14.81308 0.666589 0.004956 83.3309 3.749891 

0.000999 16.66427 0.749892 0.004864 85.18447 3.833301 

0.001081 18.51785 0.833303 0.005144 87.03804 3.916712 

0.001309 20.37142 0.916714 0.005137 88.89041 4.000069 

0.001662 22.2226 1.000017 0.005142 90.74161 4.083373 

0.00156 24.07498 1.083374 0.005255 92.59042 4.166569 

0.001599 25.92379 1.166571 0.005345 94.44041 4.249819 

0.001631 27.77498 1.249874 0.005432 96.29637 4.333337 

0.00179 29.63093 1.333392 0.004841 98.14993 4.416747 

0.001873 31.48212 1.416695 0.004893 100.0023 4.500104 

0.002227 33.33688 1.50016 0.004569 101.8559 4.583515 

0.00214 35.18926 1.583517 0.004299 103.7023 4.666604 

0.002343 37.03569 1.666606 0.004441 105.5511 4.749801 

0.002472 38.8845 1.749802 0.004211 107.4047 4.833211 

0.002493 40.73807 1.833213 0.003133 109.2595 4.916676 

0.002818 42.59283 1.916677 0.003262 111.1142 5.000139 

0.002776 44.44759 2.000141 0.003397 112.9666 5.083497 

0.002893 46.29997 2.083498 0.003273 114.8142 5.166639 

0.003242 48.1464 2.166588 0.003455 116.663 5.249835 

0.002943 49.99759 2.249892 0.003769 118.5178 5.3333 

0.003043 51.85116 2.333302 0.003773 120.3713 5.416711 

0.003629 53.70473 2.416713 0.003781 122.2237 5.500068 

0.004088 55.5571 2.50007 0.003891 124.0761 5.583425 

0.003642 57.40948 2.583427 0.003653 125.9237 5.666568 

0.003859 59.25711 2.66657 0.004039 127.7749 5.749871 

0.00417 61.10711 2.74982 0.003747 129.6297 5.833335 

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

0.004407 66.6702 3.000159 0.003048 135.188 6.08346 

 
ง-2 ตัวอยางการคํานวณระยะการยืดตัว ณ จุดขาด 

 
 
 

จากตัวอยางขอมูลในตารางที ่ ง-1 ทีแ่สดงความยาวของโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน 

(CCH) ที่ยืดออกตามคาTensile stress ที่เพิม่ข้ึน 

ขอมูลจากตารางที่ ง-1 ระบุวา 

 คา  Tensile stress ณ จุดขาดเทากับ 0.005432 เมกกะปาสคาล 

 ระยะยืด ณ จดุขาดเทากบั 4.333337 มิลลิเมตร 

 โดยที่ความยาวของโครงเลีย้งเซลลเร่ิมตนคือ 45 มิลลิเมตร (ขอ 3.3.2) 

 ดังนัน้  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความยาวของโครงเลี้ยงเซลลเร่ิมตน 

ความยาวของโครงเลี้ยงเซลลที่ยืดออกจนถึงจุดขาด X 100 Elongation at 

break (%) =

45 

4.333337 X 100 Elongation at 

break (%) = = 96.29% 
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ภาคผนวก จ ผลการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย 

 สําเนาเอกสารแสดงในหนา 139 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

น.ส.ดวงฤดี อรุณเลิศรัศมี เกิดที่จังหวัดราชบุรี ในวนัที ่27 พฤษภาคม 2526 จบการศึกษา

ระดับช้ันมัธยมปลายในป พ.ศ.2544 จากโรงเรียนเบญจมราชูทิศ ราชบุรี ในป พ.ศ.2547 จบ

การศึกษาระดับปริญญาบัณฑิต (วิศวกรรมเคมี เกียรตินิยมอันดับ 1) จาก คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลยั

เทคโนโลยพีระจอมเกลาธนบุรี หลังจากจบการศึกษาในระดับปริญญาบัณฑิตไดเขารับการศึกษา

ตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต คณะวิศวกรรมศาสตร (วิศวกรรมเคม)ี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

สวนหนึง่ของงานวิจัยนี้ถูกนาํเสนอการในการประชุมผลงานทางวิชาการระดับนานาชาติ 

The Sixth Asian BioCeramic Symposium 2006 (MTEC, NSTDA, MOST, CU, CHU) ในวนัที่ 

7-10 พฤษจิกายน 2549 ณ Sofitel Central Plaza Bangkok, Thailand 

 ผลงานทีน่ําเสนอ 

 Arunlertratsamee, D.; Ratanavaraporn, J.; Kanokpanont, S.; and Damrongsakkul, 

S. Non woven polypropylene fabric (PP) and coated PP for in vitro mammalian cell 

culture.The Sixth Asian BioCeramic Symposium 2006 (2006): 295-297 
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