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บทคัดย่อ 

การพัฒนาต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุไอโซไนอาซิดผสมกับไพราซินาไมด์ชนิดผงแห้ง

ส าหรับสูดพ่นสู่ทางเดินหายใจเพื่อน าส่งยาต้านวัณโรคสู่ทางเดินหายใจโดยตรงเป็นการเลียนแบบการติด

เช้ือวัณโรคปอดโดยธรรมชาติ ท าให้มีความเข้มข้นของยาบริเวณเซลล์เป้าหมายสูงขณะท่ีลดการสัมผัสยา

กับเซลล์อื่นท่ีไม่ใช่เป้าหมาย ลดการเมเทบอลิซึมของยาท่ีตับ เพิ่มระยะเวลาการออกฤทธิ์ของยา ลด

ความถ่ีในการบริหารยาและเพิ่มความร่วมมือในการใช้ยาของผู้ป่วยได้ งานวิจัยนี้เตรียมต ารับอนุภาคนาโน

ไคโตซานด้วยเทคนิคการเกิดเจลระหว่างประจุ โดยศึกษาการท าปฏิกิริยาการเช่ือมขวางระหว่างสารไตร

โพลีฟอสเฟตท่ีมีประจุลบกับไคโตซานท่ีมีประจุบวกในอัตราส่วนต่างๆ และปรับความเข้มข้นของสารไตร

โพลีฟอสเฟตเป็น 3 ระดับ พบว่าการเกิดอนุภาคนาโนขึ้นกับอัตราส่วนของสารไตรโพลีฟอสเฟตกับไคโต

ซานโดยไม่ขึ้นกับความเข้มข้นของไตรโพลีฟอสเฟตแต่ โดยต ารับท่ีอัตราส่วนอัตราส่วนของสารไตรโพลี

ฟอสเฟตกับไคโตซานเท่ากับ 1:3 มีขนาดอนุภาคในช่วงนาโนเมตร และร้อยละการกักเก็บยาในอนุภาคอยู่

ในช่วง 25-30% จึงเลือกมาพัฒนาเป็นต ารับผงแห้งต่อโดยใช้เทคนิคการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ประเมิน

ต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานผงแห้งท่ีได้ด้วยการถ่ายภาพจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด, และใช้

เทคนิค DSC, XRD ร่วมกับ FT-IR เพื่อยืนยันการเกิดอันตรกิริยาระหว่างตัวยาส าคัญกับส่วนประกอบอื่น

ของต ารับ เมื่อน าผงแห้งทดสอบการน าส่งสู่ทางเดินหายใจแบบนอกกาย โดยใช้เครื่อง Andersen 

cascade impactor พบค่ามัธยฐานของขนาดละอองฝอยเท่ากับ 3.3-3.5 ไมโครเมตร, สัดส่วนอนุภาค

ละเอียด 30-44% และปริมาณยาท่ีถูกปล่อยออกจากอุปกรณ์น าส่ง 92–95% สูตรต ารับผงแห้งมีความ

ปลอดภัยไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์เพาะเล้ียงเยื่อบุทางเดินหายใจส่วนบนและส่วนล่าง เซลล์เพาะเล้ียง

แมโครฟาจในถุงลม นอกจากนี้ไม่พบการหล่ังสารไซโตไคน์ท่ีก่อให้เกิดการอักเสบคืออินเตอร์ลิวคิน 1 เบ

ตา และทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์แอลฟา และไนตริคออกไซด์ท่ีสร้างจากเซลล์เพาะเล้ียงแมโครฟาจในถุง

ลมท่ีถูกกระตุ้นด้วยอนุภาคนาโนไคโตซาน ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะน าส่งอนุภาคนาโนไคโตซานท่ี

บรรจุยาต้านวัณโรคคือไอโซไนอาซิดผสมกับไพราซินาไมด์สู่ทางเดินหายใจเพื่อใช้รักษาวัณโรคปอด 
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Abstract 

Co-loaded isoniazid and pyrazinamide chitosan nanoparticles dry powder inhalers 

were developed. Directly deliver antituberculosis to the alveoli is mimic to the natural 

route of tuberculosis infection. This strategy repurposes old drugs for direct delivery via 

an alternative inhalation route, following the route of tuberculosis infection. This approach 

provides a high concentration of drugs to target cells while minimizing exposure of the 

drug to non-target cells. It is non-invasive, avoids first-pass metabolism in the liver, and 

potentially reduces the dose requirement and the accompanying side effects. In this study, 

TPP was used as a non-toxic multivalent anion that can interact with chitosan by 

electrostatic interactions to form nanoparticles. The formulations were adjusted to five 

mass ratios of TPP and chitosan at three TPP concentrations. The results revealed that 

the ratio of TPP to chitosan had the highest impact in generating chitosan nanoparticles. 

The selected nanoparticle formulations (TPP: chitosan =1:3) were freeze-dried, and the 

obtained dry powders were characterized using SEM, DSC, XRD, and FT-IR to confirm the 

interaction of loaded drug and formulation excipients. The aerosolized performance of 

dry powders was also evaluated using the Andersen cascade impactor. A mass median 

aerodynamic diameter (MMAD) of 3.3–3.5 µm, % fine particle fraction (FPF) of 30–44%, 

and 92–95% emitted dose (ED) were obtained from all formulations. The dry powder 

formulations were not toxic to the respiratory tract cell lines. Furthermore, they did not 

provoke alveolar macrophages into producing inflammatory cytokines or nitric oxides, 

indicating that the formulations are safe and could potentially be used to deliver to 

respiratory tract for tuberculosis treatment. 
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

วัณโรค (Tuberculosis) เป็นโรคติดเช้ือท่ีเป็นปัญหาด้านสาธารณสุข ข้อมูลจากองค์การอนามัย

โลกปี 2561  พบว่าวัณโรคเป็นหนึ่งในสาเหตุการเสียชีวิตสูงสุดท่ัวโลก 10 อันดับแรก และเป็นสาเหตุ

การเสียชีวิตสูงสุดท่ีเกิดจากการติดเช้ือเพียงชนิดเดียว (มากกว่าการเสียชีวิตจากการติดเช้ือ 

HIV/AIDS) ในแต่ละปียังคงพบผู้ป่วยวัณโรคเพิ่มขึ้นปีละหลายล้านคน และคาดว่ามีผู้ติดเช้ือวัณโรค

ระยะแฝงท่ัวโลกประมาณ 1.7 พันล้านคนหรือประมาณ 23% ของประชากรโลก ซึ่งมีความเส่ียงท่ีจะ

พัฒนาเป็นผู้ป่วยวัณโรคได้ ปัจจุบันการระบาดของวัณโรคมีความวิกฤตมากขึ้นเนื่องจากเกิดปัญหาเช้ือ

วัณโรคด้ือยาหลายขนาน (multiple drug- resistant  TB; MDR-TB) องค์การอนามัยโลกจัดให้

ประเทศไทยเป็น 1 ใน 14 ประเทศท่ีมีปัญหาวัณโรครุนแรงระดับโลก มีอัตราของวัณโรครายใหม่สูง

กว่าค่าเฉล่ียโลก 1.3 เท่า มีผู้เสียชีวิต 12,000 ราย (จากจ านวนผู้ป่วยวัณโรครายใหม่ประมาณ 

120,000 รายต่อปี) และการส ารวจยังพบว่าผู้ป่วยเกินกว่าครึ่งท่ีไม่ได้รับการรักษา หรือเข้าถึงการ

รักษาอย่างล่าช้าท าให้เกิดการแพร่กระจายเช้ือในชุมชน ปัจจุบันองค์การอนามัยโลกได้ก าหนดให้วัณ

โรคเป็นเป้าหมายการพัฒนาท่ียั่งยืนในกรอบสหประชาชาติและยุทธศาสตร์ยุติวัณโรค มีเป้าหมายลด

อัตราวัณโรครายใหม่เหลือ 20 และ 10 ต่อประชากรแสนคนในปี 2573-2578 ลดการเสียชีวิตลงร้อย

ละ 95 และประเทศไทยได้จัดให้ปัญหาวัณโรคเป็นวาระส าคัญระดับชาติ คณะรัฐมนตรีเห็นชอบ

หลักการแผนยุทธศาสตร์วัณโรคระดับชาติ พ.ศ. 2560-2564  ซึ่งนับเป็นความท้าทายของประเทศ

ไทยอย่างมากท่ีจะเดินไปสู่เป้าหมายท่ีก าหนดไว้ การพัฒนายาวัณโรครวมถึงการค้นคว้ายาใหม่ท่ีใช้ใน

การรักษาวัณโรคให้ท่ีประสิทธิภาพหรือการปรับเปล่ียนแนวทางการรักษาของยาท่ีมีอยู่เดิมเพื่อให้มี

ประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้นก็เป็นอีกหนึ่งบทบาทในการท าให้ประเทศไทยสามารถบรรลุเป้าหมายท่ีวาง

ไว้ได้  

 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของกำรปัญหำ 
วัณโรคเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis สามารถแพร่เช้ือจากคนสู่คน

ผ่านทางอากาศ ท้ังการไอ จาม ของผู้ป่วยวัณโรคท าให้เกิดละอองฝอย หากละอองฝอยมีขนาดใหญ่

มากจะติดอยู่ท่ีจมูกหรือล าคอซึ่งมักไม่ก่อให้เกิดโรค  แต่หากละอองฝอยมีขนาดเล็ก 1 - 5 ไมโครเมตร 

จะลอยและกระจายอยู่ในอากาศ ผู้อื่นสามารถรับเช้ือโดยการสูดหายใจเอาละอองฝอยท่ีมีเช้ือวัณโรค

เข้าสู่ถุงลมในปอดซึ่งจะถูกจับกินโดยเซลล์ macrophage ท่ีอาศัยอยู่บริเวณนั้น อย่างไรก็ตามเช้ือวัณ
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โรคมีกลไกต่อต้านการย่อยสลายเช้ือของเซลล์ macrophage โดยยับยั้งการรวมตัวของ phagosome 

กับ lysosome (ซึ่งท าหน้าท่ีย่อยสลายเช้ือใน phagosome) ท าให้เช้ือวัณโรคสามารถอาศัยและ

แบ่งตัวอยู่ภายในเซลล์ macrophage ได้ การรักษาวัณโรคในปัจจุบันใช้สูตรยามาตรฐานท่ีแนะน าโดย

องค์การอนามัยโลกซึ่งผู้ป่วยต้องรับประทานยาหลายตัวร่วมกันระยะเวลาต่อเนื่องอย่างน้อย 6 เดือน

คือการรับประทานยาต้านวัณโรคในกลุ่ม first-line antituberculosis drug คือ isoniazid, 

pyrazinamide, rifampicin และ ethambutol ทุกวันติดต่อกัน 2 เดือนตามด้วย isoniazid และ 

rifampicin ติดต่อกันอีก 4 เดือน หากพบว่ารักษาไม่ได้ผลหรือมีการด้ือยาก็จะเปล่ียนมารับประทาน

ยาต้านวัณโรคในกลุ่ม second-line antituberculosis drug ซึ่งมีประสิทธิภาพในการรักษาต่ ากว่าใน

ขณะท่ีมีผลข้างเคียงมากกว่า จากการรับประทานยาหลายชนิดติดต่อกันเป็นระยะเวลานานและปัญหา

จากผลข้างเคียงจากยาท าให้ผู้ป่วยไม่ให้ความร่วมมือในการใช้ยา รับประทานยาไม่ต่อเนื่องหรือมีการ

ขาดยา รับยาได้ไม่ครบตามระยะเวลาของสูตรรักษา ท าให้เกิดอุบัติการณ์ด้ือยาของวัณโรคมากขึ้นท้ัง

วัณโรคท่ีด้ือยาหลายขนาน (multidrug-resistant TB; MDR-TB) ซึ่งด้ือต่อยา isoniazid และ 

rifampicin พร้อมกันและอาจจะด้ือต่อยาขนานอื่นๆ ร่วมด้วย หรือวัณโรคด้ือยาหลายขนานชนิด

รุนแรงมาก (extensively drug resistant TB; XDR-TB) คือวัณโรคด้ือยาหลายขนานท่ีด้ือยาในกลุ่ม 

fluoroquinolone และยารักษาวัณโรคในกลุ่ม second-line antituberculosis drug ชนิดฉีดด้วย 

ซึ่งวัณโรคด้ือยาท าให้การรักษาวัณโรคท าได้ยากและซับซ้อนมากขึ้นและส่งผลให้เกิดความล้มเหลวใน

การรักษา  

ปัจจุบันมีการใช้ยาในรูปของละอองฝอย (aerosol) ในการรักษาโรคในระบบทางเดินหายใจ

มากขึ้นเนื่องจากยาจะถูกน าส่งเข้าสู่บริเวณปอดโดยตรงซึ่งเป็นบริเวณท่ีเกิดพยาธิสภาพ ดังนั้น

การศึกษาวิจัยการใช้ระบบน าส่งยาวัณโรคสู่ปอดซึ่งเป็นอวัยวะท่ีติดมีการติดเช้ือโดยตรงแทนการ

รับประทานยา จึงเป็นวิธีท่ีท าให้ยาเข้าถึงเป้าหมายคือบริเวณปอดส่วนล่างและมีระดับยาในปอดสูง มี 

onset ในการออกฤทธิ์ฆ่าเช้ือได้เร็วและเนื่องจากถุงลมปอดมีพื้นท่ีผิวมากและมีผนังบางท าให้ 

bioavailability ของยาในปอดสูง เล่ียงการท าลายยาท่ีตับผ่าน first pass metabolism จึงสามารถ

ลดขนาดยาลงได้ ลดการเกิดพิษของยาในระบบไหลเวียนเลือด ท าให้ผู้ป่วยตอบสนองต่อยาได้มากขึ้น 

นอกจากนี้ในปอดยังมี alveolar macrophage ซึ่งมีเช้ือวัณโรคอาศัยอยู่ท าหน้าท่ีจับกินอนุภาคของ

ยาท่ีน าส่งลงไปถึงปอดส่วนล่าง การจับกินอนุภาคยาโดย  alveolar macrophage กระตุ้นให้ก าจัด

เช้ือได้ดีขึน้ 
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ค ำถำมวิจัย 

1. สามารถพัฒนาต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide โดยใช้
เทคนิคการเกิดเจลระหว่างประจุ (ionic gelation) ได้หรือไม่ 

2. สามารถพัฒนาต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide ชนิดผง
แห้งท่ีสามารถน าส่งยาสู่ทางเดินหายใจส่วนล่างได้หรือไม่ 

3. ต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide มีความเป็นพิษต่อเซลล์
ในระบบทางเดินหายใจหรือไม่และกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของเซลล์แมโครฟาจในถุง
ลมหรือไม่ 
 

วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
1. พัฒนาและประเมินต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide โดย

ใช้เทคนิคการเกิดเจลระหว่างประจุ (ionic gelation) 
2. พัฒนาและประเมินต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide ชนิด

ผงแห้งท่ีสามารถน าส่งยาสู่ทางเดินหายใจส่วนล่างได้ 
3. ประเมินความปลอดภัยและการกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของเซลล์ในระบบทางเดิน

หายใจต่อต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide  

 

ขอบเขตของกำรวิจัย 
ท าการพัฒนาและประเมินสูตรต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุยาต้านวัณโรคผสมของ 

isoniazid ผสมกับ pyrazinamide และท าให้อยู่ในรูปผงแห้งท่ีสามารถสูดพ่นสู่ทางเดินหายใจและ

สามารถน าส่งไปลึกถึงทางเดินหายใจส่วนล่างได้ และศึกษาความปลอดภัยของต ารับเบื้องต้นโดย

ทดสอบความเป็นพิษและการกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของเซลล์ในระบบทางเดินหายใจ  
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กรอบแนวคิดงำนวิจัย  

 

 

ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับ  

1. สูตรต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide ชนิดผงแห้งส าหรับ
สูดพ่นสู่ทางเดินหายใจซึ่งสามารถท าวิจัยต่อยอดเปรียบเทียบความสามารถในการฆ่าเช้ือวัณโรค
ภายในเซลล์เทียบกับสูตรต ารับปกติ  

2. องค์ความรู้ใหม่ท่ีเกี่ยวข้องกับการพัฒนาต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุ isoniazid ผสมกับ 
pyrazinamide ชนิดผงแห้งส าหรับสูดพ่นสู่ทางเดินหายใจ 

3. เป็นการปรับปรุงการใช้ยาวัณโรคเดิมในแนวทางใหม่เพื่อให้มีประสิทธิภาพในการรักษามากขึ้น 
4. สามารถเผยแพร่ในเอกสารทางวิชาการ (technical paper) 
5. กลุ่มเป้าหมายท่ีจะได้รับประโยชน์คือ ผู้ป่วยวัณโรค 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎี เอกสำร และผลงำนวิจัยที่เกี่ยวขอ้ง 

วัณโรค (Tuberculosis) ยังคงเป็นโรคติดเช้ือท่ีเป็นปัญหาด้านสาธารณสุข ข้อมูลจากองค์การ
อนามัยโลกปี 2561 พบว่าวัณโรคเป็นหนึ่งในสาเหตุการเสียชีวิตสูงสุดท่ัวโลก 10 อันดับแรก และเป็น
สาเหตุการเสียชีวิตสูงสุดท่ีเกิดจากการติดเช้ือเพียงชนิดเดียว (มากกว่าการเสียชีวิตจากการติดเช้ือ  
HIV/AIDS) ในแต่ละปียังคงพบผู้ป่วยวัณโรคเพิ่มขึ้นปีละหลายล้านคน และคาดว่ามีผู้ติดเช้ือวัณโรค
ระยะแฝงท่ัวโลกประมาณ 1.7 พันล้านคนหรือประมาณ 23% ของประชากรโลก ซึ่งมีความเส่ียงท่ีจะ
พัฒนาเป็นผู้ป่วยวัณโรคได้ ประเทศไทยติดอันดับ 30 ประเทศท่ีมีปัญหาวัณโรคสูง ปัจจุบันการระบาด
ของวัณโรคมีความวิกฤตมากขึ้นเนื่องจากเกิดปัญหาเช้ือวัณโรคด้ือยาหลายขนาน (multiple drug- 
resistant  TB; MDR-TB) (World health organization, 2019) 

วัณโรคเกิดจากการสูดเอาเช้ือ Mycobacterium tuberculosis ท่ีอาศัยอยู่ในละอองฝอยท่ีเกิด

จากการไอหรือจามของผู้ป่วยวัณโรคเข้าสู่ทางเดินหายใจและตกลงในถุงลมปอด หลังจากนั้นจะถูกจับ

กินโดยเซลล์ macrophage ท่ีอาศัยอยู่บริเวณนั้น (Gupta, et al., 2016; Costa et al. 2016) เช้ือวัณ

โรคมีกลไกต่อต้านการย่อยสลายเช้ือของเซลล์ macrophage โดยยับยั้งการรวมตัวของ phagosome 

กับ lysosome (ท าหน้าท่ีย่อยสลายเช้ือใน phagosome)  ท าให้เช้ือวัณโรคสามารถอาศัยและแบ่งตัว

อยู่ภายในเซลล์ macrophage ได้ (Moraco and Kornfield, 2014; Nakahira, et al., 2016) แนว

ทางการรักษาวัณโรคในปัจจุบันอ้างอิงจาก WHO guidelines คือบริหารยาโดยการรับประทานยา

ต้านวัณโรคในแนวทางท่ี 1 (first-line antituberculosis drug) คือ isoniazid, pyrazinamide, 

rifampicin และ ethambutol ทุกวันติดต่อกัน 2 เดือนตามด้วย isoniazid และ rifampicin 

ติดต่อกันอีก 4 เดือน หากพบว่ารักษาไม่ได้ผลหรือมีการด้ือยาก็จะเปล่ียนมารับประทานยาต้านวัณ

โรคในแนวทางท่ี 2 (second-line antituberculosis drug) ซึ่งมีประสิทธิภาพในการรักษาต่ ากว่าใน

ขณะท่ีมีผลข้างเคียงมากกว่า (กรมควบคุมโรค, 2561) จากการรับประทานยาหลายชนิดติดต่อกันเป็น

ระยะเวลานานและปัญหาจากผลข้างเคียงจากยา ท าให้ผู้ป่วยไม่ให้ความร่วมมือในการใช้ยา 

รับประทานยาไม่ต่อเนื่องหรือมีการขาดยา รับยาได้ไม่ครบตามระยะเวลาของสูตรรักษา ท าให้เกิด

อุบัติการณ์ด้ือยาของวัณโรคมากขึ้นท้ังวัณโรคท่ีด้ือยาหลายขนาน (multidrug-resistant TB; MDR-

TB) ซึ่งด้ือต่อยา isoniazid และ rifampicin พร้อมกันและอาจจะด้ือต่อยาขนานอื่น ๆ ร่วมด้วย หรือ

วัณโรคด้ือยาหลายขนานชนิดรุนแรงมาก (Extensively drug resistant TB; XDR-TB) คือวัณโรคด้ือ

ยาหลายขนานท่ีด้ือยาในกลุ่ม fluoroquinolone และยารักษาวัณโรคทางเลือกท่ี 2 ชนิดฉีดด้วย ซึ่ง

วัณโรคด้ือยาท าให้การรักษาวัณโรคท าได้ยากและซับซ้อนมากขึ้นและส่งผลให้เกิดความล้มเหลวใน
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ก า ร รั ก ษ า  ( Pharm, et al., 2015; Gupta, et al., 2 0 1 6 ; Kurz, et al., 2016; Kolloili and 

Subbian, 2017)  

Host-directed therapy เป็นแนวทางใหม่ ในการฆ่ า เ ช้ือวัณโ รค ท่ีอา ศัยอยู่ ใน เ ซล ล์  

macrophage ท าโดยการน าส่งสารโมเลกุลขนาดเล็กท่ีมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในการกระตุ้นเซลล์ 

macrophage ให้ตอบสนองต่อการติดเช้ือด้วยกลไกต่างๆภายในเซลล์เช่นกระตุ้นการเกิด 

autophagy แล้วท าให้เซลล์ macrophage สามารถฆ่าเช้ือวัณโรคท่ีอาศัยอยู่ภายในได้ autophagy 

เป็นกระบวนการสร้างสมดุลของเซลล์โดยการย่อยตัวเองของ lysosome  เมื่อเซลล์พบว่ามีความ

เสียหายภายในเซลล์หรือเกิดการติดเช้ือภายในเซลล์ รูปท่ี 1 แสดงกลไกการเกิด autophagy เริ่มจาก

เซลล์สร้างผนังสองช้ันห่อหุ้มส่วนประกอบท่ีเกิดความเสียหายหรือห่อหุ้มเช้ือโรคท่ีอาศัยอยู่ในเซลล์

เ รี ย ก ว่ า  “ autophagosome”  แ ล ะ จ ะ ถู ก น า ส่ ง ไ ป ร ว ม ตั ว กั บ  lysosome เ รี ย ก ว่ า 

autophagolysosome  ซึ่งมีสารต้านเช้ือจุลินทรีย์จ าพวก antimicrobial peptide จ านวนมากกว่า 

phagolysosome ปกติ ท าให้เกิดการย่อยสลายส่วนประกอบของเซลล์และฆ่าเช้ือท่ีอยู่ภายในได้ 

(Nakahira, et al., 2016) โดยปกติเช้ือวัณโรคท่ีอาศัยในเซลล์ macrophage สามารถยับยั้งกลไก 

autophagy ได้ แต่สามารถใช้สารโมเลกุลเล็กกระตุ้นกลไก autophagy ในเซลล์ได้ (Paik, et al., 

2019) เช่น Kim และคณะ (2012) พบว่า isoniazid และ pyrazinamide ซึ่งเป็นยาต้านวัณโรคใน

แนวทางท่ีหนึ่งสามารถกระตุ้นกลไก autophagy และเหนี่ยวน าให้เกิด phagosomal maturation 

ในเซลล์ macrophage ท่ีติดเช้ือวัณโรคได้ ดังนั้นแนวทางใหม่ส าหรับการรักษาวัณโรคคือการน าส่งยา

ต้านวัณโรคคือ isoniazid และ pyrazinamide ซึ่งมีฤทธิ์ฆ่าเช้ือ mycobacterial และสามารถกระตุ้น

กลไก autophagy ในรูปแบบแอโรโซลผ่านทางเดินหายใจไปยังเซลล์ macrophage ในถุงลมปอด

เช่นเดียวกับการเข้าสู่ร่างกายของเช้ือวัณโรค  
 

 

รูปที่ 1 ขั้นตอนต่างๆของกลไก autophagy (Nakahira, et al., 2016) 
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การบริหารยาสู่แอโรโซลสู่ทางเดินหายใจเป็นวิธีท่ีไม่รุกล้ าร่างกาย (non-invasive) ช่วยลด

ขนาดยา ลดความถ่ีในการบริหารยา ลดความเป็นพิษของยาท่ัวร่างกาย ส่งผลให้ผู้ป่วยมีการติดตามใน

การใช้ยาท่ีดีขึ้นและเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาได้ (Parumasivam et al., 2016) นอกจากนี้การ

ห่อหุ้มตัวยาส าคัญไว้ภายในระบบอนุภาคนาโนเพิ่มศักยภาพและมีประโยชน์ในการน าส่งยาสู่ปอด

เพื่อให้เกิดการจับกินของเซลล์ macrophage ได้ดี ปัจจัยหลักท่ีควบคุมการน าส่งยาให้ลงไปถึง

ทางเดินหายใจส่วนล่างคือขนาดอนุภาคคือหากอนุภาคมีขนาดใหญ่กว่า 10 ไมโครเมตรจะเกิดการชน

และติดอยู่ท่ีทางเดินหายใจส่วนบน อนุภาคขนาด 0.5-5 ไมโครเมตรจะตกลงมาและเกาะติดท่ีบริเวณ

ทางเดินหายใจส่วนล่างได้ หากอนุภาคขนาด 3-5 ไมโครเมตรจะอยู่ท่ี conducting airway แต่ถ้าเล็ก

กว่า 3 ไมโครเมตรจะสามารถตกสู่บริเวณถุงลมปอดได้ ดังนั้นเฉพาะอนุภาคแอโรโซลท่ีมีขนาดเล็กกว่า 

5 ไมโครเมตรเท่านั้นจึงจะมีประสิทธิภาพในการน าส่งอนุภาคยาไปถึงปอดส่วนล่างได้ เรียกว่า 

“respirable fraction” (Taylor and Kellaway, 2005) 

Chitosan เป็นสารโพลีแซคคาไรด์ท่ีได้จากธรรมชาติท่ีสามารถเข้ากับร่างกายได้ มีความคงตัว

สูง ปลอดภัย ไม่เป็นพิษ มีคุณสมบัติชอบน้ าและสามารถย่อยสลายได้ (Liu et al., 2008) ยึดเกาะกับ

เยื่อเมือกได้ดีจึงเพิ่มระยะเวลาในการปลดปล่อยยาในทางเดินหายใจได้ chitosan สามารถท า

ปฏิกิ ริ ยากับ  mannose receptor ของ macrophage ท าให้ เพิ่ มการ phagocytosis มากขึ้น 

(Miranda et al., 2018; Rawal et al.,  2018) จากคุณสมบัติทางประจุของ chitosan คือเป็นโพลิเม

อร์ประจุบวกท่ีสามารถท าปฏิกิริยากับสารประจุลบได้เป็นโครงสร้างอนุภาคขนาดนาโนซึ่งใช้เป็น 

carrier ของยาได้ (Depnath et al., 2018) เรียกการเกิดอนุภาคนาโนแบบนี้ว่า ionotropic gelation 

ซึ่งมีข้อดีคือการเตรียมต ารับไม่ต้องอาศัยสารเคมีในการท าให้เกิด cross-link จึงลดความเส่ียงต่อการ

ได้รับพิษจากสารเคมีและพบว่าอนุภาคนาโนท่ีเตรียมจาก chitosan มีความปลอดภัย ไม่ก่อให้เกิดพิษ

ต่อเซลล์ในระบบทางเดินหายใจ (Grenha et al., 2007) ในปี 2011 Pourshahab และคณะศึกษา

การเตรียมต ารับอนุภาคนาโนจาก chitosan ท่ีมียา isoniazid โดยเทคนิคการเกิดเจลระหว่างประจุ

กับสารไตรโพลีฟอสเฟตซึ่งมีประจุลบเพื่อน าส่งสู่ทางเดินหายใจพบว่า MIC ต่อเช้ือ mycobacterial 

ของต ารับมีค่าลดต่ าลงและเมื่อเปล่ียนเป็นผงแห้งก็สามารถท าให้ได้ขนาดท่ีสามารถน าส่งสู่ทางเดิน

หายใจส่วนล่างได้ 
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บทที่ 3 

ระเบียบวิธีวิจยั 

1. สำรเคมีและเคร่ืองมือที่ใช้ในกำรวิจัย 
1.1. สำรเคมี 

- Isoniazid 

- Pyrazinamide 

- Chitosan 

- Tripolyphosphate 

- Acetic acid 

- Mannitol 

- Acetonitrile (HPLC solvent) 
1.2. เคร่ืองมือที่ใช้ 

- High speed homogenizer 

- Ultrasonic bath  

- HPLC (Spectra SYSTEMTM, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA) 

- Hypersil™ BDS C18 Column (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA)   

- Syringe filter 0.45 µm 

- Zetasizer  

- Freeze drier 

- Andersen cascade impactor (ACI; Atlanta, GA, USA) 

- Cell culture CO2 incubator 

- Laminar air flow cabinet  

- Inverted microscope 

- Microcentrifuge 

- Ultracentrifuge 

- Scanning electron microscope; SEM (MIRA3, TESCAN, Czech Republic) 

- Powder X-Ray diffractometer (Siemens D 500; Siemens Analytical X-ray 
Instrument, Inc., Madison, WI) 
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- Fourier transform-infrared spectrophotometer ; FT-IR (Nicolet 4700, Thermo 
Fischer Scientific, USA) 

- Differential scanning calorimeter; DSC (DSC 2920, TA Instrument, Newcastle, 
UK) 

- Microplate reader (Biohit BP 800, Helsinki, Finland) 
1.3. เซลล์เพำะเลี้ยง อำหำรเลี้ยงเซลล์ และชุดทดสอบ ELISA 

- The human lung adenocarcinoma cell line (A549) (ATCC: CCL185, USA) 

- The human Caucasian bronchioalveolar carcinoma (NCI-H358) (ECACC, UK) 

- The rat lung alveolar macrophages (NR8383) (ATCC: CRL 2192, USA) 

- Kaighn’s modification of Ham’s F-12 Medium  

- RPMI 1640 medium containing 2mM Glutamine 

- Quantikine RTA00 kits ส าหรับ TNF- และ Quantikine RLB00 kits ส าหรับ IL-1 

(R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN, USA)) 
 

2. กำรออกแบบกำรวิจัย 

2.1. กำรเตรียมต ำรับอนุภำคอนุภำคนำโนไคโตซำนที่บรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide 
การเตรียมต ารับอนุภาคอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide ด้วย

เทคนิคการเกิดเจลแบบไอออนิก (ionic-gelation) โดยการท าปฏิกิริยาระหว่างสารประจุลบคือ

tripolyphosphate กับสารประจุบวกคือ chitosan ท่ีอัตราส่วนต่างๆ 5 อัตราส่วน และความเข้มข้น 

tripolyphosphate 3 ระดับ ดังแสดงในตารางท่ี 1 

ตำรำงที่ 1 อัตราส่วน tripolyphosphate (TPP) ต่อ chitosan (chitosan) ท่ีความเข้มข้นของ 

tripolyphosphate ต่างๆ  

อัตรำส่วนระหว่ำง 
(TPP : Chitosan) 

ควำมเข้มข้น chitosan ที่ใช้ (%) 
0.1%TPP 0.2%TPP 0.3%TPP 

1:1 0.1 0.2 0.3 
1:2 0.2 0.4 0.6 
1:3 0.3 0.6 0.9 
1:4 0.4 0.8 1.2 
1:5 0.5 1.0 1.5 
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2.1.1 กำรเตรียมสำรละลำย tripolyphosphate 

- ช่ังสาร tripolyphosphate ปริมาณ 0.1, 0.2, 0.3 g ใส่ในบีกเกอร์ส าหรับการเตรียม
สารละลาย tripolyphosphate ความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.3% w/v ตามล าดับ 

- ละลายและปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตรด้วยน้ า purified water  

- วัด pH ด้วยเครื่อง pH meter 
2.1.2 กำรเตรียมสำรละลำย chitosan 

- เตรียม stock สารละลาย chitosan ท่ีความเข้มข้น 0.5, 1.0 และ 1.5% w/v โดยช่ังผง 
chitosan ปริมาณ 0.5, 1.0 และ 1.5 กรัม ตามล าดับ โปรยลงในสารละลาย 1% acetic 
acid และกวนสารละลายด้วยเครื่อง magnetic stirrer จนไคโตซานละลายหมด  

- เจือจางความเข้มข้นของ chitosan ตามอัตราส่วน 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 และ 1:5 เพื่อให้ได้
ความเข้มข้นของสารละลาย chitosan ตามท่ีต้องการจะน าไปใช้ในแต่ละต ารับ 

2.1.3 กำรเตรียมยำผสมของ isoniazid กับ pyrazinamide 

- บดผงยาผสมของ isoniazid กับ pyrazinamide และน าไปช่ังโดยให้มีอัตราส่วนยา 
isoniazid ต่อ pyrazinamide เท่ากับ 1:5 ซึ่งเป็นอัตราส่วนเดียวกับขนาดยา isoniazid 
และ pyrazinamide ชนิดรับประทาน (Pascual et al., 2018) 

- น าผงยาท้ังสองชนิดมาผสมให้เข้ากันได้เป็น INH-PZA Mixture 
2.1.4 กำรเตรียมต ำรับอนุภำคนำโนไคโตซำนที่บรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide 

- ช่ังผงยาผสม INH-PZA Mixture ปริมาณ 0.6 กรัมเติมลงในสารละลายไคโตซานและปั่น
ด้วย magnetic stirrer ต่อเนื่องจนกระท่ังผงยาละลายหมด 

- ค่อยๆหยดสารละลาย tripolyphosphate ลงในสารละลาย chitosan พร้อมกับปั่นผสม
ด้วยเครื่อง high-speed homogenizer ขั้นตอนนี้จะเกิดเป็นอนุภาคนาโนไคโตซานบรรจุ 
isoniazid ผสมกับ pyrazinamide เมื่อหยดสารละลายหมดปั่นต่อไปอีก 15 นาที  

- น าต ารับท่ีได้ไป ultrasonicate นาน 30 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
 

2.2. กำรประเมินต ำรับอนุภำคนำโนไคโตซำนที่บรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide 
2.2.1 กำรวัดขนำดอนุภำค กำรกระจำยขนำดอนุภำค ค่ำศักย์ซีต้ำ  

- วัดขนาดอนุภาค การกระจายขนาดอนุภาค ค่าศักย์ซีต้า ด้วยเครื่อง Zetasizer  

- ท าซ้ า 3 ครั้งเพื่อหาค่าเฉล่ีย 
2.2.2 วัด pH ด้วยเคร่ือง pH meter  
2.2.3 กำรหำปริมำณยำที่กักเก็บอยู่ในอนุภำคนำโนไคโตซำนด้วยวิธี indirect method 
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 การหาปริมาณยาท้ังหมดในต ารับ (total drug) 

- ดูดสารละลายตัวอย่าง 20 µl ใส่ใน volumetric flask ปริมาตร 25 mL เติม
สารละลาย 1% acetic acid 5 mL เพื่อละลายไคโตซานให้ปลดปล่อยตัวยา ท่ี
บรรจุอยู่ภายในออกมา แล้วปรับปริมาตรด้วย ultrapure water  

- กรองสารตัวอย่างด้วย syringe filter (0.45 µm) แล้วน าไปวิเคราะห์หาปริมาณ
ยาด้วยเทคนิค HPLC 

 การหาปริมาณท่ีไม่ถูกกักเก็บอยู่ภายในอนุภาค (unentrapped drug) 

- แยกอนุภาคนาโนออกจากต ารับโดยการปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (ultracentrifuge) 
ท่ีความเร็ว 100000 รอบ นาน 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

- น าส่วนน้ าใสเหนือตะกอนไปวิเคราะห์หาปริมาณตัวยาส าคัญด้วยเทคนิค HPLC 
2.2.4 สภำวะส ำหรับกำรวิเครำะห์ HPLC พร้อมกันทั้ง isoniazid และ pyrazinamide 

 HPLC Detector: UV 254 nm 

- Column: Hypersil™ BDS C18 Column (150 x 4.6 mm i.d., 5 µm)  

- Mobile Phase: 0.2 M phosphate buffer (pH 7.4): Acetonitrile อัตราส่วน 
97:3 (v/v) 

- Retention time: 3.1 min (isoniazid) and 4.2 min (pyrazinamide) 
2.2.5 กำรค ำนวณหำร้อยละกำรกักเก็บของยำในอนุภำคนำโนไคโตซำน  (% Entrapment 

Efficiency; %EE)                                                                                       
ค านวณโดยใช้สูตร 

% EE = (ปริมาณยา INH หรือ PZA ท้ังหมด - ปริมาณยา INH หรือ PZA ท่ีไม่ถูกกักเก็บ) x 100 
ปริมาณยา INH หรือ PZA ท้ังหมด  
 

2.3. กำรท ำอนุภำคนำโนไคโตซำนรูปแบบผงแห้ง 
คัดเลือกต ารับอนุภาคไคโตซานมาท าแห้งโดยเทคนิคการท าแห้งแบบเยือกแข็ง  (Freeze –

drying) โดยมีน้ าตาลแมนนิทอลเป็นสารท่ีป้องกันการเกิดผลึกน้ าแข็ง  (cryoprotectant) ท่ีความ
เข้มข้น 10% ก าหนดสภาวะดังนี้คือ  

- Pre-freezing อุณหภูมิ -80°C 

- Primary drying อุณหภูม ิ0°C นาน 24 ช่ัวโมง 

- Secondary drying  อุณหภูม ิ20°C นาน 2 ช่ัวโมง  
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2.4. กำรประเมินต ำรับอนุภำคนำโนไคโตซำนที่บรรจุไอโซไนอำซิดผสมกับไพรำซินำไมด์ผงแห้ง 
2.4.1 ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของผงแห้งโดยกำรถ่ำยภำพจำกกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องกรำด (scanning electron microscopy; SEM) โดยการเคลือบทองท่ีตัวอย่างและ
ถ่ายภาพตัวอย่างท่ีก าลังขยาย 5000 เท่า 

2.4.2 กำรประเมินกำรเปลี่ยนแปลงสมบัติทำงควำมร้อน โดยใช้ เคร่ืองมือ differential 
scanning calorimeter (DSC) โดยช่ังสารตัวอย่างใส่อะลูมิเนียมแพนแล้วปิดผนึก ให้ความ
ร้อนท่ีอัตราเร่ง 10 องศาเซลเซียสต่อนาที จาก 25 ถึง 300 องศาเซลเซียส  

2.4.3 กำรศึกษำควำมเป็นผลึกของผงตัวอย่ำงโดยใช้เคร่ืองมือ powder X-ray diffraction 
(PXRD) โดยบรรจุสารตัวอย่างในช่องกระจกพื้นท่ีขนาด 4 ตารางเซนติเมตร ลึก 1 มิลลิเมตร 
กดผิวตัวอย่างให้เรียบ บันทึกการสะท้อนกลับของรังสีเอ็กซ์ท่ีมุม 2 จาก 3 ถึง 60° โดยเพิ่ม
ครั้งละ 0.05° ทุกๆ 1 วินาที รวมเวลา 19 นาที  

2.4.4 กำรศึกษำอันตรกิริยำของตัวยำส ำคัญกับส่วนประกอบในต ำรับด้วยเทคนิค Fourier 
transmission infrared spectroscopy (FT-IR) โดยบันทึก spectra ในช่วงความถ่ี 4000-
400 cm-1 

 

2.5. กำรประเมินควำมสำมำรถในกำรน ำส่งต ำรับอนุภำคนำโนไคโตซำนที่บรรจุ isoniazid ผสม
กับ pyrazinamide ผงแห้งสู่ทำงเดินหำยใจส่วนล่ำงโดย Andersen cascade impactor 

Andersen cascade impactor หรือ ACI (รูปท่ี 2) เป็นอุปกรณ์ท่ีใช้ในการประเมินการ
กระจายขนาดอนุภาคแอโรโซลซึ่งออกแบบจ าลองให้สัมพันธ์กับลักษณะทางกายวิภาคของท่อทางเดิน
หายใจของมนุษย์ (Timsina, et al., 1994; Hickey and Jones, 2000) ACI ประกอบด้วยช้ันเก็บ
ตัวอย่าง 8 ช้ัน โดยในแต่ละช้ันจะประกอบด้วยรูเปิดจ านวนมากท่ีมีขนาดแตกต่างกันโดยช้ันบนสุดจะ
มีรูเปิดขนาดใหญ่และรูเปิดจะค่อยๆเล็กลงในช้ันล่างลงมา อนุภาคใดๆท่ีตกกระทบใน ACI ช้ันท่ี 6-7 
จะหมายถึงอนุภาคท่ีสามารถน าส่งได้ถึงถุงลมปอด 

- ช่ังตัวอย่างผงแห้งหนัก 30 มิลลิกรัมบรรจุในอุปกรณ์น าส่งยาชนิดแก้วท่ีออกแบบเองใน
ห้องปฏิบัติการและต่อกับ mouth piece ของอุปกรณ์ Andersen cascade impactor 
(ACI) (Atlanta, GA, USA) ซึ่งต่อกับป๊ัมสูญญากาศท่ีก าหนดความเร็วลมเป็น 60 ลิตรต่อนาที 

- เปิดปัม๊เป็นเวลา 10 วินาที เพื่อให้ผงยาถูกดูดเข้าและกระจายไปยังช้ันต่างๆ บน Andersen 
cascade impactor 

- ใช้น้ าบริสุทธิ์ชะยาท่ีติดอยู่บนชั้นต่างๆลงใน volumetric flask แล้วปรับปริมาตร 

- วิเคราะห์หาปริมาณยาโดยเทคนิค HPLC ตามสภาวะในข้อ 2.2.4  

- น าปริมาณยาท่ีติดอยู่ในช้ันต่างๆ ไปค านวณหาค่าพารามิเตอร์ 
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 Mass median aerodynamic diameter (MMAD) คือขนาดอนุภาคแบบแอโรได
นามิคท่ีมีค่า Z-value เท่ากับศูนย์ 

 % Fine particle fraction (%FPF) คือสัดส่วนผงยาท่ีมีขนาดอนุภาคเล็กกว่า 5 
ไมโครเมตรและสามารถน าส่งสู่ทางเดินหายใจส่วนล่างได้ 

 % Emitted dose (%ED) คือปริมาณยาท่ีสามารถปลดปล่อยออกจากอุปกรณ์น าส่ง
ได้ 

(Srichana, et al., 2003) 

 

 

รูปที่ 2 Andersen cascade impactor และความสัมพันธ์กับลักษณะทางกายวิภาคของท่อทางเดิน

หายใจของมนุษย์ (BUCHAN, 2011)  

 

2.6. กำรประเมินควำมปลอดภัยของต ำรับอนุภำคนำโนไคโตซำนท่ีบรรจุ isoniazid ผสมกับ 
pyrazinamide ผงแห้งชนิดสูดทำงเดินหำยใจ 

การทดสอบความเป็นปลอดภัยของอนุภาคนาโนไคโตซานบรรจุ isoniazid ผสมกับ 
pyrazinamide ผงแห้งต่อเซลล์ในระบบทางเดินหายใจจะท าการทดสอบความเป็นพิษของต ารับต่อ
เซลล์ 3 ชนิดคือ เซลล์เพาะเล้ียง A 549 (human lung adenocarcinoma) เป็นตัวแทนของเซลล์
เยื่อบุทางเดินหายใจส่วนล่าง, เซลล์เพาะเล้ียง NCI-H358 (human Caucasian bronchioalveolar 
carcinoma) เป็นตัวแทนของเซลล์เยื่อบุทางเดินหายใจส่วนบน และเซลล์เพาะเล้ียง NR8383 (rat 
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lung alveolar macrophage) เป็นเซลล์ท่ีเป็นตัวแทนของเซลล์ macrophage ท่ีท าหน้าท่ีจับกินส่ิง
แปลกปลอมในถุงลมปอดและอาจตอบสนองต่อส่ิงแปลกปลอมโดยสร้าง inflammatory cytokine 
ออกมาซึ่งจะเป็นอันตรายต่อเนื้อเยื่อปอดได้ ดังนั้น จึงต้องประเมินการตอบสนองของเซลล์  
macrophage ต่อต ารับท่ีพัฒนาขึ้นเพื่อเป็นการประเมินความปลอดภัยเบ้ืองต้นด้วย 

 

2.6.1 กำรเพำะเลี้ยงเซลล์ 

- เซลล์ เพาะเ ล้ียง  A 549 (human lung adenocarcinoma) เ ล้ียง ในอาหาร Kaighn’s 
Modification of Ham’s F-12 Medium ท่ีมี 10% fetal bovine serum และ antibiotics (100 U 
penicillin และ 100 U/ml streptomycin) ในตู้บ่มเพาะท่ีมี 5% CO2 อุณหภูมิ 37 °C.  

- เซลล์เพาะเล้ียง NCI-H358 (human Caucasian bronchioalveolar carcinoma) ) เล้ียง
ในอาหาร  RPMI 1640 medium ท่ี มี  2mM Glutamine ท่ี มี  10% fetal bovine serum และ 
antibiotics (100 U penicillin และ 100 U/ml streptomycin) ในตู้บ่มเพาะท่ีมี 5% CO2 อุณหภูมิ 
37 °C. 

- เซลล์เพาะเล้ียง NR8383 (rat lung alveolar macrophage) เล้ียงในอาหาร Kaighn’s 
Modification of Ham’s F-12 Medium ท่ีมี 10% fetal bovine serum และ antibiotics (100 U 
penicillin และ 100 U/ml streptomycin) ในตู้บ่มเพาะท่ีมี 5% CO2 อุณหภูมิ 37 °C. 
2.6.2 กำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์โดยวิธี MTT assay 

- เตรียมเซลล์ A 549 หรือ NCI-H358 หรือ NR 8383 ความหนาแน่น 1 x 105 cells/mL 
ปริมาตร 100 µL ใส่ลงในจานเพาะเล้ียงเซลล์ชนิด 96 หลุม เพาะเล้ียงบ่มในตู้อบแบบใช้
คาร์บอนไดออกไซด์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง  

- เมื่อครบระยะเวลาเปล่ียนอาหารเพาะเล้ียงโดยเติมอาหารเพาะเล้ียงใหม่ปริมาตร  100 µL  

- เติมอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีตัวอย่างท่ีต้องการทดสอบคือ สูตรต ารับผงแห้งท่ีพัฒนาได้ท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ ลงไปอีก 100 µL น าไปบ่มต่ออีก 24 ช่ัวโมง  

- ดูดอาหารเพาะเล้ียงออก เติมอาหารเพาะเล้ียงใหม่ 150 µL แล้วเติมสารละลาย MTT (5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 50 µL ลงไป บ่มต่อเป็นระยะเวลา 4 ช่ัวโมง 

- เมื่อครบเวลาดูดสารละลาย MTT ออกแล้วเติมสารละลาย DMSO (Dimethylsulfoxide) 
200 µL เพื่อละลายผลึกฟอร์มาซาน (formazan crystal) ท่ีถูกสร้างขึ้นจากเซลล์ท่ีมีชีวิต 

- วัดค่าการดูดกลืนแสงของผลึกฟอร์มาซานท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
microplate reader  

- น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีอ่านได้มาแปลผลเป็นร้อยละของการรอดชีวิตของเซลล์ (% cell 
viability) โดยร้อยละของการรอดชีวิตของเซลล์จะเท่ากับค่าการดูดกลืนแสงของหลุมท่ีใส่สาร
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ตัวอย่างต่อค่าการดูดกลืนแสงของหลุมควบคุมไม่ใส่สารตัวอย่างใดๆ โดยท าการทดลอง 3 ซ้ า 
(triplicate)  
2.6.3 กำรประเมินกำรตอบสนองของเซลล์แมโครฟำจต่อต ำรับที่พัฒนำขึ้น 
2.6.3.1 ประเมินการสร้าง inflammatory cytokines (Interleukine 1 และ Tumor necrosis 

factor-) 

- เตรียมเซลล์ NR 8383 ความหนาแน่น 5 x 106 cells/mL ปริมาตร 100 µL ใส่ลงในจาน
เพาะเล้ียงเซลล์ชนิด 96 หลุม เพาะเล้ียงบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 

- เมื่อครบระยะเวลาเปล่ียนอาหารเพาะเล้ียงโดยเติมอาหารเพาะเล้ียงใหม่ปริมาตร  100 µL  

- เติมอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีตัวอย่างท่ีต้องการทดสอบคือสูตรต ารับผงแห้งท่ีพัฒนาได้ท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ ลงไปอีก 100 µL ใช้อาหารเล้ียงเช้ือ 100 µL  ส าหรับเป็น negative control และใช้ 
lipopolysaccharide (LPS) ของ  E. coli  เป็น positive control ในการกระตุ้นการตอบสนองของ
เซลล์แมโครฟาจน าไปบ่มต่ออีก 24 ช่ัวโมง 

- วิเคราะห์ปริมาณ TNF- หรือ IL-1 ท่ีสร้างขึ้นโดยใช้  ELISA assay kit (R&D Systems, 
MN, USA) ดังนี้ 

 น า supernatant จากเซลล์ท่ีท าการทดสอบ 50 µL เติมลงไปในหลุมของ ELISA assay 
kit บ่มไว้ 2 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิห้อง  

 เมื่อครบเวลาล้างด้วยบัฟเฟอร์ แล้วเติม TNF- หรือ IL-1 conjugate ปริมาตร 100 
µL บ่มไว้ 2 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิห้อง  

 เมื่อครบเวลาล้างด้วยบัฟเฟอร์ แล้วเติมสารละลาย substrate ปริมาตร 100 µL บ่ม 30 
นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง 

 เมื่อครบเวลาเติม stop solution ปริมาตร 100 µL 
 หาปริมาณ TNF- หรือ IL-1 โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 500 nm เทียบกับกราฟ

มาตรฐานของ TNF- หรือ IL-1 
2.6.3.2 ประเมินการสร้าง nitric oxide 

- เตรียมเซลล์ NR 8383 ความหนาแน่น 5 x 106 cells/mL ปริมาตร 100 µL ใส่ลงในจาน
เพาะเล้ียงเซลล์ชนิด 96 หลุม เพาะเล้ียงบ่มในตู้อบแบบใช้คาร์บอนไดออกไซด์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 

- เมื่อครบระยะเวลาเปล่ียนอาหารเพาะเล้ียงโดยเติมอาหารเพาะเล้ียงใหม่ปริมาตร  100 µL  
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- เติมอาหารเพาะเล้ียงท่ีมีตัวอย่างท่ีต้องการทดสอบคือสูตรต ารับผงแห้งท่ีพัฒนาได้ท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ ลงไปอีก 100 µL ใช้อาหารเล้ียงเช้ือ 100 µL  ส าหรับเป็น negative control และใช้ 
lipopolysaccharide (LPS) ของ  E. coli เป็น positive control ในการกระตุ้นการตอบสนองของ
เซลล์ macrophage น าไปบ่มต่ออีก 24 ช่ัวโมง100 µL 

- วิเคราะห์ปริมาณ nitric oxide โดยใช้ Griess reaction ดังนี้ 

 เติม Griess reagent  (1% N-(1-Napthyl)-ethylenediamine dihydrochloride and 
1% sulfanilamide in 2.5% phosphoric acid) ปริมาตร 100 µL ผสมกับ 
supernatant จากเซลล์ท่ีท าการทดสอบ 100 µL 

 หากมี nitric oxide สารละลายจะเปล่ียนเป็นสีชมพูความเข้มของสีแปรผันตามปริมาณ 
nitric oxide และวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบ
ปริมาณกับกราฟมาตรฐานของ nitric oxide (Punthuree, et al., 2004) 

 
3. ประชำกร  

ท าการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) และศึกษาในเซลล์เพาะเล้ียงโดยใช้เซลล์ในทางเดินหายใจคือ

เซลล์เพาะเล้ียง A 549 (human lung adenocarcinoma) เซลล์เพาะเล้ียง NCI-H358 (human Caucasian 

bronchioalveolar carcinoma) และเซลล์เพาะเล้ียง NR8383 (rat lung alveolar macrophage)  ทุก

การศึกษาจะใช้จ านวนตัวอย่างมากกว่าหรือเท่ากับ 3 

4. กำรวิเครำะห์ข้อมูล  
ใช้สถิติเชิงพรรณนาโดยแสดงผลเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ร่วมกับ Analysis of variance 

(ANOVA) โดยใช้ Post hoc test (p < 0.05) ในการวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างข้อมูลแต่ละกลุ่มด้วย

โปรแกรม SPSS 

5. กำรด ำเนินกำรวิจัย 

- ด าเนินการวิจัยในห้องทดลอง ณ ห้องปฏิบัติการเภสัชอุตสาหกรรมและห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีเภสัช
กรรม วิทยาลัยเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยรังสิต  

- ด าเนินการวิ จัยนอกสถานท่ี  ณ สถานวิ จัยความเป็นเลิศระบบน าส่งยา คณะเภสัชศาสตร์  
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์  

- ส่งตัวอย่างตรวจวิเคราะห์บางหัวข้อ เช่น ลักษณะทางสัณฐานวิทยา, การเปล่ียนแปลงสมบัติทาง ความ
ร้อน และความเป็นผลึกท่ีศูนย์เครื่องมือวิจัยภายนอก  
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บทที่ 4 

ผลกำรทดลองและอภปิรำยผลกำรทดลอง 
อนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุยาผสม isoniazid และ pyrazinamide (IP-CNPs) สามารถ

เตรียมได้โดยใช้เทคนิคการเกิดเจลแบบไอออนิคร่วมกับการ ultrasonication อนุภาคนาโนเกิดจาก
การสารประจุบวกคือ chitosan ซึ่งมีตัวยาส าคัญของต ารับคือ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide ท่ี
อัตราส่วน 1:5 ละลายอยู่ท าปฏิกิริยากับสารประจุลบคือ tripolyphosphate (TPP) เนื่องจาก
อัตราส่วนของ TPP: chitosan ท่ีแตกต่างกันท าให้ได้คุณลักษณะของต ารับท่ีแตกต่างกันท้ังเรื่องของ
ขนาดอนุภาค การกระจายขนาดอนุภาค ค่าศักย์ซีต้า (zeta potential) รวมถึงประสิทธิภาพการกัก
เก็บงานวิจัยนี้จึงศึกษาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมของสารสองประจุเพื่อหาต ารับท่ีเหมาะสมในการพัฒนา
ต ารับผงแห้ง โดยปรับเปล่ียนอัตราส่วนระหว่าง TPP: chitosan เป็น 1:1 ถึง 1:5 และปรับความ
เข้มข้นของสารละลาย TPP ท่ีความเข้มข้นต่างกัน  3 ระดับคือ 0.1, 0.2, and 0.3% w/v ท าให้ได้
สูตรต ารับท่ีแตกต่างกัน 15 สูตร ลักษณะทางกายภาพของต ารับท่ีเตรียมได้ดังแสดงในตารางท่ี 2. 

 

ตำรำงที่ 2 ลักษณะทางกายภาพของต ารับ IP-CNPs 

 
 
 

 F CS Rati
o 

Size (nm) PDI Zeta %Entrap 

 
TPP =0.1% 

1 0.1% 1:1 ตกตะกอน ND ND ND 
2 0.2% 1:2 2574.5  348.0 0.871  0.208 12.36  0.42 ND 

3 0.3% 1:3 249.7  5.0 0.304  0.027 25.92  0.97 26.23  0.28 
4 0.4% 1:4 282.0  22.8 0.333  0.052 36.29  0.79 27.44  0.75 
5 0.5% 1:5 538.8  20.3 0.344  0.006 37.44  0.27 25.40  0.13 

 
TPP =0.2% 

6 0.2% 1:1 ตกตะกอน ND 10.13  1.00 ND 

7 0.4% 1:2 ตกตะกอน ND 16.27  0.65 ND 

8 0.6% 1:3 279.4  5.0 0.324  0.029 29.27  1.09 30.37  0.15 
9 0.8% 1:4 1266.4  89.5 0.547  0.049 32.34  0.90 27.96  1.07 
10 1.0% 1:5 2263.8  80.7 0.899  0.065 29.27  0.47 27.67  0.20 

 
TPP =0.2% 

11 0.3% 1:1 ตกตะกอน ND 7.12  0.89 ND 

12 0.6% 1:2 ตกตะกอน ND 12.57  0.73 ND 

13 0.9% 1:3 576.4  36.2 0.402  0.031 25.36  1.39 29.17  0.08 
14 1.2% 1:4 2740.0  297.7 1.064  0.018 27.71  0.90 29.46  0.38 
15 1.5% 1:5 8129.0  1218.9 2.934  0.322 29.24  0.27 25.61  0.38 
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ขนำดอนุภำค, กำรกระจำยขนำดอนุภำค และค่ำศักย์ซีต้ำ (zeta potential) อนุภำคนำโนไคโต
ซำนที่บรรจุยำผสม isoniazid และ pyrazinamide (IP-CNPs) 

ผลของอัตราส่วนระหว่าง TPP: chitosan ต่อการเกิดอนุภาค IP-CNPs 

อนุภาคนาโนไคโตซานสามารถเตรียมได้ท่ีอัตราส่วน TPP: chitosan เท่ากับ 1:3, 1:4, และ 
1:5 ท่ีทุกระดับความเข้มข้นของ TPP ในขณะท่ีท่ีอัตราส่วน TPP: chitosan เท่ากับ 1:1 และ 1:2 จะ
เกิดการรวมกลุ่มกันของอนุภาค (aggregation) แล้วท าให้ต ารับตกตะกอน โดยสามารถอธิบายได้ดัง
รูปท่ี 3A คือเมื่ออัตราส่วนระหว่าง TPP:Chitosan เป็น 1:1 หรือ 1:2 ประจุบวกของ chitosan จะถูก
ท าปฏิกิริยากับประจุลบของ TPP จนเหลือประจุบวกอิสระน้อยมาก ในขณะท่ีมีประจุลบส่วนเกินของ 
TPP ท่ีบริเวณผิวนอกของอนุภาคสามารถเกิดการเช่ือมขวาง (crosslink) กับประจุบวกของ chitosan 
ในอนุภาคอื่น ท าให้เกิดการจัดเรียงตัวในลักษณะสะพานเช่ือมต่อระหว่างอนุภาคและเกิดเป็นกลุ่มของ
อนุภาคและตกตะกอนลงมา สอดคล้องกับค่า zeta potential ท่ีมีค่าต่ าท าให้ระบบอนุภาคนาโนไม่
เสถียร อย่างไรก็ตามเมื่อเพิ่มอัตราส่วน  (TPP:Chitosan) เป็น 1:3 - 1:5 ซึ่งเป็นการเพิ่มปริมาณ 
chitosan ในต ารับท าให้ประจุลบของ TPP ส่วนใหญ่ถูก neutralize ด้วยประจุบวกของ chitosan 
และมีประจุบวกส่วนเกินของ chitosan ท่ีสามารถสร้างแรงผลักระหว่างอนุภาค ดังนั้นต ารับทีมี
อัตราส่วน ของ TPP:chitosan สูงกว่า 1:3 จึงเหมาะสมในการสร้างอนุภาค IP-CNPs ท่ีคงตัวได้ (รูปท่ี 
3B) 

 

 
 

รูปท่ี 3 แผนภาพจ าลองการเรียงตัวของโมเลกุล chitosan และ TPP ในการเกิดอนุภาคนาโนไคโต
ซานท่ีอัตราส่วนระหว่าง TPP: chitosan ท่ีแตกต่างกัน  

A: เมื่อมีประจุลบส่วนเกินของ TPP (TPP: chitosan เท่ากับ 1:1 หรือ 1:2) 
B: เมื่อมีประจุบวกอิสระส่วนเกินของ chitosan (TPP: chitosan มากกว่า 1:3) 
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ผลของความเข้มข้นของ TPP ต่อการเกิดอนุภาค IP-CNPs 
TPP เป็นสารประจุลบชนิด polyanion ท่ีสามารถท าปฏิกิริยากับประจุบวกบนหมู่อะมิโนของ

สาร chitosan ท าให้เกิดการเช่ือมขวางด้วยพันธะไอออนกิ จากตารางท่ี 2 พบว่าการใช้ TPP ท่ีความ
เข้มข้น 0.2% และ 0.3% (w/v) จะท าให้ได้อนุภาค IP-CNPs ท่ีมีขนาดใหญ่และการกระจายของขนาด
อนุภาคสูงกว่าการใช้ TPP ท่ีความเข้มข้น 0.1% (w/v) TPP. นั่นคือเมื่อใช้ TPP ท่ีความเข้มข้น 0.1% 
จะได้อนุภาค IP-CNPs ท่ีเล็กและมีขนาดสม่ าเสมอมากกว่า ดังนั้นต ารับทีประกอบด้วย TPP 0.1% 
(w/v) และ chitosan 0.3% (w/v) จะได้ต ารับท่ีมี อนุภาค IP-CNPs ขนาดเล็กและสม่ าเสมอมากท่ีสุด  
 
ผลของความเข้มข้นของ chitosan ต่อการเกิดอนุภาค IP-CNPs 

การเพิ่มอัตราส่วนของ chitosan ในต ารับท าให้ขนาดอนุภาคท่ีใหญ่ขึ้น โดยมีค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ (R2)= 0.8–1 (รูปท่ี 4A)  แต่ต ารับท่ีใช้สาร TPP ท่ีความเข้มข้น 0.3% (w/v) และ
อัตราส่วนของ chitosan สูงท่ีสุดคือ 1:5 (1.5% w/v chitosan) จะมีอนุภาคขนาดใหญ่ท่ีไม่สามารถ
วัดขนาดได้ เนื่องจากเกินข้อจ ากัดของเครื่องวัดขนาดอนุภาค (ใหญ่กว่า 6 µm) จึงไม่สามารถน ามาหา
ความสัมพันธ์ในกราฟรูป 4A ได้ จากข้อมูลในตารางท่ี 2 พบว่าอนุภาคนาโนไคโตซานทุกต ารับแสดง
ประจุเป็นบวกโดยมีค่า zeta potential มากกว่า 25 mV แสดงให้เห็นถึงความคงตัวทางกายภาพท่ีดี
ของต ารับ โดยการเพิ่มปริมาณ chitosan ท าให้อนุภาคมีประจุบวกท่ีเพิ่มมากขึ้น โดยเพิ่มจาก 
+25.92 mV เป็น +37.44 mV โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R2)= 0.95–0.99 (รูปท่ี 4B) แสดงให้
เห็นว่าค่าศักย์ทางไฟฟ้าท่ีผิวอนุภาคนั้นเป็นผลโดยตรงมาจากประจุบวกของ chitosan สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Hassani (2015) นอกจากนี้การท่ีอนุภาคมีประจุบวกยังส่งผลให้สามารถท าปฏิกิริยากับ
ประจุลบท่ีเยื่อเมือกได้ดีท าให้เพิ่มระยะเวลาให้ต ารับสัมผัสกับบริเวณท่ีดูดซึมได้นานขึ้นด้วย  เมื่อ
พิจารณาผลของร้อยละการกักเก็บของยาในอนุภาค (% entrapment efficiency; %EE) พบว่าไม่มี
ความแตกต่างกันในแต่ละสูตรต ารับโดยทุกต ารับจะสามารถกักเก็บยาท้ังสองชนิดในอนุภาคได้ในช่วง 
25–30% โดยพบว่าการเพิ่ม chitosan มีผลท าให้ร้อยละการกักเก็บของยาในอนุภาคลดลง เนื่องจาก
เมื่อมีปริมาณ chitosan เพิ่มมากขึ้นท าให้ระบบมีความหนืดสูงขึ้นและปริมาณยาท่ีจะกักเก็บได้
น้อยลงอันเป็นผลเนื่องมาจากการละลายท่ีลดลงของตัวยา 
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(A)                                                   (B) 

 
รูปที่ 4. กราฟแสดงสหสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ chitosan กับ (A) ขนาดอนุภาค (B) zeta 
potential  ( TPP = 0.1% w/v,  TPP = 0.2% w/v,  TPP = 0.3% w/v) 

โดยสรุปต ารับท่ีเหมาะสมส าหรับการพัฒนาต่อเป็นต ารับผงแห้งคือต ารับท่ีมีอัตราส่วนของ 
TPP: chitosan ท่ี 1:3 ท่ีทุกระดับความเข้มข้นของ  TPP คือต ารับหมายเลข F3, F8, และ F13 
เนื่องจากทุกต ารับใหอ้นุภาคท่ีมีขนาดอยู่ในช่วงนาโนเมตรและมีค่า zeta potential เหมาะสมคือเป็น
ค่าบวกประมาณ  30 mV มรี้อยละการกักเก็บของยาในอนุภาคในช่วง 25–30% และเมื่อผ่านท าแห้ง
โดยการ freeze-dry แล้วต ารับผงแห้งท่ีได้จะเรียกช่ือต ารับใหม่เป็น IP-CNPs-DP1, IP-CNPs-DP2, 
และ IP-CNPs-DP3 ส าหรับต ารับหมายเลข  F3, F8, และ F13 ตามล าดับ 

ลักษณะทำงกำยของต ำรับอนุภำคนำโนไคโตซำนที่บรรจุยำผสม isoniazid และ pyrazinamide 
ชนิดผงแห้ง (IP-CNPs-DP) 

ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของผงแห้ง 

ภาพถ่ายลักษณะทางสัณฐานวิทยาของผงแห้งรูปร่างลักษณะของผงแห้ง IP-CNPs-DP จาก
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดแสดงดังรูปท่ี 5  พบว่าท้ัง 3 ต ารับมีลักษณะท่ีเหมือนกันคือ
มีผลึกลักษณะรูปเข็มปลายแหลมขนาดเล็กจ านวนมากเกาะติดอยู่บนอนุภาคขนาดใหญ่ ซึ่งผงยารูป
เข็มซึ่งมีอัตราส่วนของมิติด้านยาวสูงจะสามารถน าส่งยาสู่ทางเดินหายใจได้ดีกว่ารูปร่างอื่น (Peng, 
2016) ดังนั้นอนุภาคขนาดเล็กรูปเข็มน่าจะเพิ่มประสิทธิภาพในการเป็นยาสู่ปอดได้ดี   
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รูปที่ 5 ภาพถ่ายรูปร่างลักษณะของผงแห้ง IP-CNPs จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ี
ก าลังขยาย 5000 เท่า 
 

ควำมเป็นผลึกของผงตัวอย่ำง IP-CNPs-DP 

รูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอกซ์ (XRD pattern) ของสารต่างๆ และต ารับผงแห้ง IP-CNPs-
DP แสดงดังรูปท่ี 6 โดย XRD pattern ของ chitosan มีรูปแบบการเล้ียวเบนเป็นแถบกว้าง (broad) 
และพบรูปแบบการเล้ียวเบนท่ีเป็นลักษณะเฉพาะตัวของ chitosan ท่ี 2 เท่ากับ 9.8° และ 19.7°

แสดงให้เห็นว่า chitosan อยู่ ในรูปแบบ amorphous (Milligan, et al., 2018) ส่วนสาร TPP, 
น้ าตาล mannitol, isoniazid (INH), และpyrazinamide (PZA) มีลักษณะ diffractogram แสดง
รูปแบบการเล้ียวเบนท่ีชัดเจน (sharp peak) แสดงถึงความเป็นผลึกของสารดังกล่าว โดยรูปแบบการ
เล้ียวเบนของรังสีเอกซ์ท่ีชัดเจนและเป็นเฉพาะตัวของ PZA ท่ี 2 เท่ากับ 7.90°, 15.40° และ 17.70° 

และอีกหลายพีคในช่วง 25–30°  รูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอกซ์ท่ีชัดเจนและเป็นเฉพาะตัวของ 
INH ท่ี 2 เท่ากับ11.70°, 14.10°, 15.6°, 16.50°, 19.6°, และ 25.2 และอีกหลายพีคในช่วง 26–30° 

ส าหรับน้ าตาล mannitol พบรูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอกซ์ท่ีชัดเจนท่ี 2 เท่ากับ 10.4°, 14.6° 
และ 23.4° ซึ่งตรงกับพหุสัณฐานรูปแบบ  (-polymorphic form) ในส่วนของ XRD ของสาร
ตัวอย่าง IP-CNPs-DP ท้ัง 3 สูตรต ารับแสดงรูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอกซ์ในลักษณะเดียวกันโดย
มีความแตกต่างจากสารต้ังต้นท่ีใช้ในสูตรต ารับ คือไม่ปรากฏหรือมีการลดลงของพีคท่ีเป็นลักษณะ
เฉพาะตัวของสารต้ังต้น บ่งบอกได้ถึงการเปล่ียนแปลงรูปผลึกบางส่วนหรือการเปล่ียนรูปแบบเป็นอ
สัณฐาน (amorphous) ของตัวยาส าคัญและสารท่ีเป็นส่วนประกอบในต ารับ ซึ่งเกิดจากการเกิดอันตร
กิริยาระหว่างตัวยาส าคัญท่ีเก็บกักไว้ภายในกับอนุภาคไคโตซาน นอกจากนี้ตัวยาส าคัญท่ีไม่ถูกเก็บกัก
ไว้ภายในกับอนุภาคและน้ าตาล mannitol ซึ่งใช้เป็นสาร cryoprotectant ซึ่งไม่เกิดมีอันตรกิริยากับ
อนุภาคไคโตซานสามารถเกิดการเปล่ียนแปลงรูปแบบผลึกได้จากขั้นตอนการท าแห้งด้วยเทคนิคการ 
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freeze-dry [Torrado and Torrado, 2002] เมื่อพิจารณาจาก รูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอกซ์
ของ IP-CNPs-DP พบว่าเกิดการเปล่ียนแปลงรูปผลึกบางส่วนของน้ าตาล mannitol จากพหุสัณฐาน 

 เป็นพหุสัณฐาน  โดยพบรูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอกซ์ท่ีชัดเจนของน้ าตาล mannitol พหุ

สัณฐาน  ท่ี 2 เท่ากับ 9.7 และ 22.2° (Sharma and Kalonia, 2004) และยังพบรูปแบบการ
เล้ียวเบนของรังสีเอกซ์ที่สอดคล้องกับตัวยาส าคัญ (INH และ PZA) ท่ีไม่ถูกเก็บกักไว้ภายในกับอนุภาค
ท่ี 2 เท่ากับ 25–30° ไม่พบรูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอกซ์ท่ีสอดคล้องกับสาร TPP เนื่องจาก 
TPP ท าปฏิกิริยากับ chitosan ในอัตราส่วนท่ีท าให้ TPP ถูกท าปฏิกิริยาจนหมด 

 
กำรเปลี่ยนแปลงสมบัติทำงควำมร้อน  

จาก DSC thermogram (รูปท่ี 7)  พบ endothermic melting peak ท่ี ชัดเจนของผงยา 
isoniazid, pyrazinamide, mannitol, แ ละ  tripolyphosphate ท่ี อุ ณห ภู มิ  177.1°C, 194.1°C, 
169.2°C, และ 117.2 °C ตามล าดับ บ่งบอกได้ถึงสถานะการเป็นผลึกของสารส่วน DSC thermogram 
ของสารตัวอย่าง IP-CNPs-DP แสดงผลสอดคล้องกับผล XRD คือตัวยาส าคัญท่ีไม่ถูกเก็บกักไว้ภายใน
อนุภาคและน้ าตาล mannitol ส่วนใหญ่จะเปล่ียนเป็นการเปล่ียนรูปแบบเป็นอสัณฐาน โดยต ารับ IP-
CNPs-DP1, IP-CNPs-DP2 และ IP-CNPs-DP3 แสดง endothermic melting peak รูปร่างกว้างท่ี
อุณหภูมิ 158.2, 157.9 และ 156.6 °C ตามล าดับ สอดคล้องจุดหลอมเหลวของน้ าตาล mannitol 

พหุสัณฐาน  อยู่ในช่วง 150–158 °C กับ (Sharma and Kalonia, 2004)  แต่การท่ีพีคปรากฏท่ี
อุณหภูมิต่ าลงและมีลักษณะกว้างขึ้นบ่งบอกได้ว่ามีการเจือปนของสารอื่นอยู่ด้วย โดยเฉพาะอย่างสาร
ตัวอย่าง IP-CNPs-DP3 ซึ่งมีส่วนประกอบของchitosan และ TPP สูงสุดจะพบว่ามี endothermic 
melting peak ท่ีอุณหภูมิต่ าสุด นอกจากนี้ยังพบอุณหภูมิการเปล่ียนสถานะคล้ายแก้ว  (glass 
transition temperatures; Tg) ท่ีช่วงอุณหภูมิ 138.4–138.6°C ซึ่งบ่งบอกได้ว่าตัวอย่างมีรูปแบบ
เป็นอสัณฐานบางส่วน ไม่พบ endothermic peak ของตัวยาส าคัญท่ีไม่ถูกเก็บกักใน thermogram 
นี้เนื่องจากความเข้มข้นที่ต่ ามากเมื่อเทียบกับสารอื่นในต ารับ 
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รูปที่ 6 รูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอกซ์ (XRD pattern) ของสารต่างๆ และต ารับผงแห้ง IP-CNPs-

DP  
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รูปที่ 7 DSC thermogram แสดงการเปล่ียนแปลงสมบัติทางความร้อนของสารต่างๆ และต ารับผง

แห้ง IP-CNPs-DP  
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ประเมินอันตรกิริยำของตัวยำส ำคัญกับส่วนประกอบในต ำรับโดยศึกษำจำกหมู่ฟังก์ชันของสำร
ด้วยเทคนิค  

FT-IR  โดย FT-IR spectrum แสดงดังรูปท่ี 8 และตารางท่ี 3 แสดง wavenumber ท่ีสัมพันธ์
กับหมู่ฟังก์ชันท่ีเป็นลักษณะเฉพาะของสาร ส าหรับ FT-IR spectrum ของ chitosan พบ peak ของ 
O-H และ N-H stretching ท่ี wavenumber 3423 cm-1 และพีคท่ีบริเวณ 1657 cm-1 และ 1598 
cm-1 แสดงถึงหมู่ C=O (stretching) และ amine group (N-H) ตามล าดับ เมื่อพิจารณา FT-IR 
spectrum ของ  TPP พบว่ามีพีคท่ี 1167 cm-1 และ 895 cm-1 แสดงถึงหมู่ฟังก์ชัน P=O และ P-O-
P stretching ตามล าดับ (Tsai, et al., 2018; Banik et al., 2012) 

ส าหรับตัวยา isoniazid พบว่ามีพีคท่ี 3310 cm-1 ส าหรับหมู่ฟังก์ชัน stretching (amine)และ 
3110 cm-1 ส าหรับหมู่ฟังก์ชัน N-H symmetrical stretching ส่วนพีคท่ี 1667 cm-1 และ 1556 
cm-1 แสดงถึงหมู่ฟังก์ ชัน  C=O stretching และ N-H bending ของ secondary amide group 
ตามล าดับ (Poggi et al., 2013) และเมื่อพิจารณา FT-IR spectrum ของ  pyrazinamide พบ 
peaks ปรากฏท่ี wavenumber 3414 cm-1 และ 3158 cm-1 ส าหรับ N-H stretching (amine) 
และ  symmetrical stretching ตามล าดับ และพีคท่ี  wavenumber 1713 cm-1 แสดงถึงหมู่
ฟังก์ชัน C=O stretching และ 1579 cm-1 แสดงถึงหมู่ฟังก์ชัน N-H bending (Thanwar, et al., 
2014) FT-IR spectrum ของตัวยาท้ังสองชนิดท่ีผสมกันทางกายภาพในอัตราส่วนท่ีใช้ในสูตรต ารับ
คือ pyrazinamide: isoniazid 5:1 พบพีคในต าแหน่งเดียวกับ FT-IR spectrum ของ pyrazinamide 
เนื่องมาจากในยาผสมดังกล่าวมีปริมาณของ pyrazinamide มากกว่า และเมื่อน าสารท่ีใช้ท้ังหมดใน
ต ารับมาผสมกันทางกายภาพพบพีคลักษณะเฉพาะของแต่ละสารในต าแหน่ง  wavenumber 
เดียวกันกับสารบริสุทธิ์ โดยไม่มีการเปล่ียนแปลง แสดงให้เห็นว่าไม่มีอันตรกิริยาเกิดขึ้นระหว่างสารท่ี
น ามาผสมกัน  

อย่างไรก็ตามเมื่อเตรียมต ารับในรูป IP-CNPs-DP และน ามาศึกษา FT-IR พบว่าพีคท่ีต าแหน่ง 
wavenumber 1657 cm-1 หายไปแต่มีพีคใหม่ท่ี wavenumber 1672 cm-1 ปรากฏแทน ส่วนพีค
ของ amide II  ท่ี wavenumber 1598 cm-1 ของ chitosan พบว่าเล่ือนไปท่ี 1463 cm-1 แสดงถึง
การท่ีหมู่ amino เกี่ยวข้องกับการเกิดการเช่ือมขวางกับหมู่  phosphate ของ TPP ซึ่งปรากฏพีคท่ี
แสดงถึงหมู่ P=O stretching ท่ี wavenumber 1147 cm-1 นอกจากนี้พบว่าพีคท่ี 3423 cm-1 ของ 
chitosan มีช่วงแถบท่ีกว้างขึ้นและเล่ือนเป็นช่วง wavenumber 3273–3201 cm-1 แสดงถึงการเกิด
พันธะไฮโดรเจนท่ีเพิ่มขึ้นระหว่างหมู่ฟังก์ชัน NH2 และ หมู่ฟังก์ชัน OH ของ chitosan  
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ประมวลผลรวมจากการศึกษา XRD, DSC, และ FT-IR พบว่ามีอันตรกิริยาเกิดขึ้นระหว่างตัวยา
ส าคัญและอนุภาคนาโนไคโตซานโดยเมื่อพิจารณาจาก  รูปแบบการเล้ียวเบนของรังสีเอกซ์ (XRD 
pattern) ซึ่งแสดงรูปแบบผสมของการเป็น amorphous และพีคความเป็นผลึกท่ีมีความชัดเจนต่ าลง 
ลักษณะรูปแบบ amorphous บ่งบอกถึงอันตรกิริยาเกิดขึ้นระหว่างตัวยาส าคัญและอนุภาคนาโนไค
โตซานในขณะท่ีพีคความเป็นผลึกท่ีมีความชัดเจนต่ าลง เกิดจากการท่ีผลึกยาท่ีไม่ถูกเก็บกักและ
น้ าตาล mannitol  บางส่วนมีการเปล่ียนเป็น amorphous และ/หรือเปล่ียน polymorph อื่น โดย
ลักษณะรูปแบบ amorphous ของ IP-CNPs-DP ยืนยันจากได้การพบอุณหภูมิการเปล่ียนสถานะ
คล้ายแก้ว (Tg) เมื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงสมบัติทางความร้อนด้วย DSC นอกจากนี้การท่ีผงแห้ง IP-
CNPs-DP มี endothermic peak  ท่ีมีลักษณะแถบท่ีกว้างขึ้น และปรากฎท่ีอุณหภูมิท่ีต่ าลงเป็นการ
ยืนยันซ้ าถึงลักษณะรูปแบบ amorphous ของ IP-CNPs-DP นอกจากนี้จากผลของ FT-IR  ยังแสดง
ให้เห็นอย่างชัดเจนถึงการเกิดอันตรกิริยาของตัวยาส าคัญกับอนุภาคนาโนไคโตซานเนื่องจากปรากฏ
ว่ามีการเปล่ียนต าแหน่ง wavenumber ของพีคหมู่ฟังก์ชันท่ีเกี่ยวข้องเช่น พีคของ  N-H ในหมู่ 
amine ของสาร chitosan และตัวยาส าคัญ, พีคของหมู ่phosphate ของสาร TPP, พีคของหมู่ -OH 
ของสาร chitosan ไปยัง wavenumber ท่ีต่ ากว่า 

 

  

รูปที่ 8  FT-IR spectra ของสารต่างๆ และต ารับผงแห้ง IP-CNPs-DP 
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ตำรำงที่ 3 wavenumber ท่ีสัมพันธ์กับหมู่ฟังก์ชันท่ีเป็นลักษณะเฉพาะของสาร  

 

กำรน ำส่งต ำรับอนุภำคนำโนไคโตซำนที่บรรจุ isoniazid ผสมกับ pyrazinamide ผงแห้ง (IP-
CNPs-DP) สู่ทำงเดินหำยใจส่วนล่ำงโดย Andersen cascade impactor 

Andersen cascade impactor หรือ ACI เป็นอุปกรณ์มาตรฐานท่ีใช้ในการประเมินขนาด
อนุภาคแอโรโซล โดยสามารถข้อมูลท่ีได้สามารถน ามาค านวณเป็นพารามิเตอร์ท่ีส าคัญได้ 3 ค่าคือ
เส้นผ่าศูนย์กลางของอนุภาค mass median aerodynamic diameter หรือ MMAD เป็นขนาด
อนุภาคท่ีมีค่า aerodynamic diameter อยู่ท่ีกึ่งกลางของการกระจายขนาดอนุภาคโดยน้ าหนัก  
หรือขนาดอนุภาคท่ี  Z-value เท่ากับ 0, fine particle fraction (% FPF) คือร้อยละของผงยา
ละเอียดของยา เป็นสัดส่วนของปริมาณตัวยาสะสมท่ีติดอยู่บนช้ัน ACI ท่ีมีรูเปิดเล็กกว่า 5 µm 
(Changsan, et al., 2009) ผลการประเมินการน าส่งต ารับ IP-CNPs-DP สู่ทางเดินหายใจส่วนล่าง
โดย ACI แสดงดังตารางท่ี 4 ส าหรับตัวอย่างผงแห้ง IP-CNPs-DP ท้ังสามต ารับพบว่ามีค่า MMAD ไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p-value > 0.5) โดยค่า MMAD อยู่ในช่วง 3.2–3.5 µm ซึ่งค่า MMAD 
ท่ีมีค่าน้อยกว่า 5 µm บ่งบอกว่าสามารถน าส่งสู่ทางเดินหายใจส่วนล่างได้ (Rojanarat et al., 2011)   
อย่างไรก็ตามพบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญของ % FPF ของท้ังยา INH และ PZA ของแต่ละ
ต ารับคือ IP-CNPs-DP 1 จะมี %FPF สูงท่ีสุดและ %FPF จะลดต่ าลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อมีปริมาณ 
chitosan และ TPP  เพิ่มมากขึ้นในต ารับ IP-CNPs-DP 2 และ IP-CNPs-DP 3  เนื่องมาจากปริมาณ 

Functional Group Chitosan TPP INH PZA IP-CNPs-DP Physical mix INH+PZA 

Wavenumber (cm-1) 
O-H stretching 

3423 (overlap) 

   
3273-3201 
(overlap) 

3407-3287 
(overlap) 

 
N-H stretching 
(amine) 

 3310 3414 3417 

N-H stretching 
(symmetrical) 

 3110 3158 2935 2984-2902 3158 

C=O stretching 
(primary amide)  

1657  1667 1713 1672 1713 1714 

N-H bending 
(amine) 

1598  1556 1579 1463 1580 1579 

O-H bending 
(alcohol) 

1420    1453 1420  

P=O  1167   1147 1165  
P-O-P  895   891 881  
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chitosan ท่ีมากขึ้นส่งผลให้เกิดการรวมกลุ่มกันของผงยาแล้วท าให้มี % FPF ลดลง ส่วน %ED อยู่
ในช่วง 92–95 โดยไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญระหว่างต ารับ 

ตำรำงที่ 4 พารามิเตอร์ของต ารับแอโรโซลท่ีประเมินโดยอุปกรณ์ Andersen cascade impactor 

(Mean  SD, n=3) 

 

กำรประเมินควำมปลอดภัยของต ำรับ IP-CNPs-DP ต่อเซลล์ในระบบทำงเดินหำยใจ 

กำรประเมินควำมเป็นพิษของต ำรับ IP-CNPs-DP ต่อเซลล์ในระบบทำงเดินหำยใจ  

การทดสอบความเป็นพิษของต ารับ IP-CNPs-DP ต่อเซลล์ในระบบทางเดินหายใจเพื่อประเมิน
ความปลอดภัยของต ารับเมื่อสัมผัสกับเซลล์ในระบบทางเดินหายใจ เซลล์ท่ีใช้ในการศึกษาความเป็น
พิษประกอบด้วยเซลล์ human Caucasian bronchioalveolar carcinoma (NCI-H358) ใช้เป็น
ตัวแทนของเซลล์เยื่อบุทางเดินหายใจส่วนบน, เซลล์human lung adenocarcinoma cell line (A 
549) ใช้เป็นตัวแทนของเซลล์เยื่อบุทางเดินหายใจส่วนล่าง และเซลล์ rat alveolar macrophage 
cell line (NR 8383) ใช้เป็นตัวแทนของเซลล์ macrophage ในทางเดินหายใจ ร้อยละการรอดชีวิต
ของเซลล์ท้ังสามชนิดเมื่อสัมผัสกับสารตัวอย่างในช่วงความเข้มข้น 62.50–1000 µg/mL แสดงดังรูป
ท่ี 9 ซึ่งพบว่าเซลล์ในระบบทางเดินหายใจท้ังสามชนิดมีร้อยละการรอดชีวิตท่ีเกือบ 100% ทีทุกความ
เข้มข้นของสารตัวอย่างท่ีท าการทดสอบ นั่นคือต ารับ IP-CNPs-DP ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เพาะเล้ียงใน
ระบบทางเดินหายใจ

 IP-CNPs-DP 1 IP-CNPs-DP 2 IP-CNPs-DP 3 
MMAD INH 3.37 ± 0.05 µm 3.44 ± 0.16 µm 3.41 ± 0.15 µm 

PZA 3.28 ± 0.07 µm 3.39 ± 0.08 µm 3.53 ± 0.28 µm 
%FPF INH 43.95 ± 1.34 38.09 ± 1.10 35.75 ± 0.10 

PZA 41.03 ± 0.92 34.43 ± 0.34 30.81 ± 0.06 
%ED INH 93.28 ± 1.28 94.68 ± 0.72 92.03 ± 1.26 

PZA 95.03 ± 0.23 94.44 ± 3.15 92.93 ± 1.41 
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รูปที่ 9 ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ human Caucasian bronchioalveolar carcinoma (NCI-
H358), เซลล์ human lung adenocarcinoma cell line (A 549) และ rat alveolar macrophage 
cell line (NR 8383) หลังจากสัมผัสกับต ารับ  IP-CNPs-DP 1,  IP-CNPs-DP 2, และ  IP-

CNPs-DP 3  ท่ีความเข้มข้นต่างๆ  (mean  SD, n=4) 

 
กำรประเมินกำรสร้ำง inflammatory cytokines และ nitric oxide ของเซลล์ macrophage 
เม่ือ กระตุ้นด้วยต ำรับ IPCNPs-DP 
 เซลล์ alveolar macrophages เป็นตัวแทนของเซลล์ macrophage ท่ีท าหน้าท่ีจับกินส่ิง

แปลกปลอมในถุงลมปอดและอาจตอบสนองต่อส่ิงแปลกปลอมโดยสร้าง inflammatory cytokine 

และ nitric oxide ออกมาซึ่งจะเป็นอันตรายต่อเนื้อเยื่อปอดได้ ดังนั้นจึงต้องประเมินการตอบสนอง

ของเซลล์ macrophage ต่อต ารับท่ีพัฒนาขึ้นเพื่อเป็นการประเมินความปลอดภัยเบื้องต้นด้วย โดย

การประเมินการตอบสนองของเซลล์ alveolar macrophages เมื่อถูกกระตุ้นด้วยต ารับ IP-CNPs-

DP เป็นระยะเวลา 24 ช่ัวโมงเพื่อเป็นการประเมินความปลอดภัยเบื้องต้นด้วย  โดยมีสาร 

lipopolysaccharide (LPS) จากเช้ือ  E.coli เป็น positive control. 
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 จากรูปท่ี 10 แสดงให้เห็นว่าเซลล์ alveolar macrophages สร้างสาร IL-1, TNF- และ 

NO ออกมาเพื่อตอบสนองต่อการสัมผัสกับต ารับ IP-CNPs-DP ในระดับท่ีต่ ามากใกล้เคียงกับปริมาณ

ท่ีพบใน negative control ในขณะท่ีเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณสาร IL-1, TNF-, และ NO ท่ีถูก

สร้างจากเซลล์ alveolar macrophages เมื่อสัมผัสกับสาร LPS จาก E.coli ซึ่งความเข้มข้นของสาร

ตัวอย่างท่ีใช้ทดสอบการกระตุ้นเซลล์ alveolar macrophage สูงกว่าความเข้มข้นของ LPS จาก 

E.coli ท่ีใช้ถึง 2000 เท่า แสดงให้เห็นว่าต ารับ IP-CNPs-DP ไม่กระตุ้น alveolar macrophages ให้

ตอบสนองโดยการสร้างสาร inflammatory cytokines และ nitric oxide   

 

รูปท่ี 10 ระดับของสาร inflammatory cytokines (IL-1 และ TNF-) และ nitric oxide  ท่ีถูก
สร้างจากเซลล์ rat alveolar macrophages เมื่อถูกกระตุ้นโดย  IP-CNPs-DP 1,  IP-CNPs-DP 
2, และ  IP-CNPs-DP 3  ท่ีความเข้มข้นต่างๆ, LPS จาก E.coli (500 ng/mL) และ negative 

control (mean  SD, n=4) 
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บทท่ี 5 

สรุป วิจำรณ์ และข้อเสนอแนะ 
ต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุ isoniazidผสมกับไพราซินาไมด์ผงแห้งท่ีเตรียมได้

สามารถน าส่งสู่ทางเดินหายใจส่วนล่างเพื่อไปออกฤทธิ์ฆ่าเช้ือวัณโรคท่ีอาศัยอยู่ท่ีบริเวณถุงลมปอด 

โดยต ารับไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เย่ือบุทางเดินหายใจรวมท้ังเซลล์แมโครฟาจซึ่งเป็นเซลล์เป้าหมาย 

นอกจากนี้ต ารับผงแห้งท่ีพัฒนาขึ้นไม่กระตุ้นเซลล์แมโครฟาจให้สร้างสาร inflammatory cytokines 

หรือ nitric oxide อย่างไรก็ตามแม้ว่าต ารับจะบรรจุยาต้านวัณโรค มีความปลอดภัยต่อเซลล์ใน

ทางเดินหายใจ สามารถน าส่งสู่ถุงลมปอดได้ แต่ศักยภาพของต ารับในการฆ่าเช้ือ mycobacterium 

ภายในเซลล์และการกระตุ้นกลไก autophagy  ยังไม่ได้รับการวิเคราะห์เปรียบเทียบกับสูตรต ารับ

รูปแบบอื่น ซึ่งผลท่ีได้จะช่วยพิสูจน์ให้เห็นข้อดีของต ารับต ารับอนุภาคนาโนไคโตซานท่ีบรรจุisoniazid

ผสมกับไพราซินาไมด์ผงแห้งในแง่ของการลดขนาดยาและลดความถ่ีในการบริหารยาเมื่อเปรียบเทียบ

กับยารูปแบบรับประทาน  
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