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บทคัดย่อ 

รายงานการวิจยั เร่ือง โครงเล้ียงเซลล์คอมโพสิตสามมิติไฟโบรอิน-แอลฟาไทรแคลเซียม
ฟอสเฟตส าหรับงานวิศวกรรมเน้ือเยื่อ เป็นการวิจยัในห้องปฏิบติัการ มุ่งศึกษาให้ทราบถึงขนาดรูพรุน 
ร้อยละของรูพรุน ความหนาแน่น ปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัส ค่าโมดูลสัแรงกด และปฏิกิริยาของ
เซลลต่์อโครงเล้ียงเซลล ์โดยใชโ้ครงเล้ียงเซลล์ท่ีข้ึนรูปดว้ยวิธีการใชต้วัท าละลายและชะละลายอนุภาค 
โดยละลายไฟโบรอินท่ีสกัดจากไหมไทยสายพนัธ์ุผสมระหว่าง นางน้อยศรีสะเกษ 1 และ ม. ใน        
เฮ็กซะฟลูออโรไอโซโพรพานอลท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 16 โดยน ้ าหนักต่อปริมาตรและใช้น ้ าตาล
ซูโครสท่ีมีขนาดอนุภาค 250-450 ไมโครเมตรเป็นสารท่ีท าใหเ้กิดรูพรุน การเก็บรวบรวมขอ้มูลจากกลุ่ม
ตวัอยา่งจ านวน 210 ช้ิน ซ่ึงกลุ่มตวัอยา่งประกอบดว้ยโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่ไดเ้ติม α-TCP (SF) 
และโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ีร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้ าหนกั
ต่อน ้าหนกั (SF/TCP -4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -16 ตามล าดบั) 

ผลจากการวจิยั พบวา่ค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์มีค่า 265.70 + 67.45 ไมโครเมตร 
ส่วนค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์มีค่าอยู่ระหว่างร้อยละ 67.74 - 86.88 โดยท่ีพบวา่กลุ่ม 
SF/TCP-4 มีค่ามากท่ีสุด (85.12 + 0.87) ส่วนค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะแห้งของโครงเล้ียงเซลล์
ของกลุ่ม SF/TCP-12 มีค่ามากท่ีสุด (16.53 + 4.93 x10-5 กรัมต่อลูกบาศก์มิลลิเมตร) ส่วนค่าเฉล่ียความ
หนาแน่นของโครงเล้ียงเซลล์ในสภาวะชุ่มน ้ าพบว่าไม่มีความแตกต่างกนัระหว่างกลุ่ม เม่ือพิจารณา  
พบวา่ค่าเฉล่ียจ านวนเซลล์ของกลุ่ม SF/TCP-8 มีค่าเฉล่ียโมดูลสัแรงกดสูงสุด (64.84 + 16.65 กิโลปาส
กาล) ปริมาณแคลเซียมสูงสุด (0.87 + 0.47 ร้อยละโดยมวล) และปริมาณฟอสฟอรัสสูงสุด (0.41 + 0.29 
ร้อยละโดยมวล) และค่าเฉล่ียจ านวนเซลล์มากท่ีสุดหลงัการเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 120 ชัว่โมง ( 3.75 
+ 0.66 x 104เซลล)์



ข

Title: Three-dimensional fibroin-alpha tricalcium phosphate composite scaffold for bone tissue 
engineering. 
Researcher: Woradej Pichaiaukrit and Wiriya Juwattanasamran 
Institution: Faculty of Dental Medicine, Rangsit University 
Year of Publication: 2016   Publisher: Rangsit University 
Sources: Rangsit University No. of page: …………..…81……….………. page 
Keyword: scaffold fibroin alpha-tricalcium phosphate 
Copyright: Rangsit University 

Abstract 

The title of this research is three-dimensional fibroin-alpha tricalcium phosphate composite 
scaffold for bone tissue engineering. The objective of this study was to assess the pore size, 
percentage of porosity, density, calcium and phosphorus contents, compressive modulus, and toxicity 
of scaffolds.  The scaffolds were fabricated using a solvent casting and salt leaching technique. The 
hybrid strain of degummed Thai silk fibroin, Nangnoi Srisaket 1 x Mor, was dissolved in 
hexafluoroisopropanol at 16% (w/v) and sucrose (particle size 250-450 µm) was used as a porogen. 
The data was collected from 210 scaffolds which divided into 5 groups: silk fibroin scaffolds (SF) as a 
control group and silk fibroin that incorporated with alpha tricalcium phosphate (α-TCP) to produce 
4, 8, 12, and 16 wt% (SF/TCP-4, SF/TCP-8, SF/TCP-12, and SF/TCP-16, respectively) 

The result showed that the average pore size of the scaffolds was 265.70 + 67.45 µm. The 
porosity of the scaffolds was in the range of 67.74 – 86.88% and the SF/TCP-4 presented the highest 
porosity (85.12 + 0.87 %). The SF/TCP-12 showed the highest density in dry state (16.53 + 4.93 x10-5 
g/mm 3). Moreover, the density in wet state of scaffolds presented no different among group. The 
SF/TCP-8 exhibited the highest compressive modulus (64.84 + 16.65 kPa), the highest calcium and 
phosphorus content (0.87 + 0.47 weight % and 0.41 + 0.29 weight %), and the number of cells at 120 
hr (3.75 + 0.66 x 104). 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ปัจจุบนักระดูกท่ีเกิดการแตกหกัหรือมีความวกิาร (defect) ส่วนใหญ่ไดรั้บการรักษาดว้ยกระดูก
ปลูกถ่าย (bone graft) ทดแทนเพื่อบูรณะการท าหนา้ท่ีใหก้ลบัมาดงัเดิม โดยกระดูกท่ีน าใชใ้นการบูรณะ
นั้นอาจเป็นเน้ือเยื่อปลูกถ่ายอตัพนัธ์ุ (autograft) เน้ือเยื่อปลูกถ่ายเอกพนัธ์ุ (allograft) หรือ เน้ือเยื่อปลูก
ถ่ายวิวิธพนัธ์ุ (xenograft) ซ่ึงเน้ือเยื่อปลูกถ่ายแต่ละชนิดนั้นมีขอ้ดีและขอ้ดอ้ยแตกต่างกนัออกไป เช่น 
เน้ือเยื่อปลูกถ่ายอตัพนัธ์ุไดรั้บการพิจารณาเป็นมาตรฐานของการรักษา เน่ืองจากมีขอ้ดีคือเป็นการน า
กระดูกมาจากตวัของผูป่้วยเองจึงไม่มีปฏิกิริยาการต่อตา้นจากร่างกาย ซ่ึงส่วนใหญ่น ามาจากบริเวณสัน
ปีกกระดูกสะโพก (iliac crest) แต่ขอ้เสียคือผูป่้วยตอ้งไดรั้บการผา่ตดัอีกต าแหน่งหน่ึงเพื่อน ากระดูกมา 
ส่วนเน้ือเยื่อปลูกถ่ายเอกพนัธ์ุนั้นน ากระดูกมาจากบุคคลอ่ืน ซ่ึงมีขอ้ดีคือผูป่้วยไม่จ  าเป็นตอ้งไดรั้บการ
ผ่าตดัในอีกต าแหน่งหน่ึง แต่มีขอ้เสียคือผูป่้วยมีความเส่ียงต่อปฏิกิริยาของร่างกายต่อส่ิงแปลกปลอม 
(foreign body reaction) และการติดต่อของโรค ในขณะท่ีเน้ือเยื่อปลูกถ่ายวิวิธพนัธ์ุนั้น กระดูกท่ีน ามา
ปลูกถ่ายไดม้าจากสัตว ์เช่น ววั และหมู ซ่ึงมีขอ้เสียคือผูป่้วยเส่ียงต่อการปฏิเสธเน้ือเยื่อปลูกถ่าย (reject 
graft) หรือติดโรคจากสัตวไ์ด้ เป็นตน้ จากขอ้จ ากดัต่างๆ ของการปลูกถ่ายกระดูกส่งผลให้เกิดการ
พฒันาและคน้ควา้วธีิการรักษาแบบใหม่ข้ึน ซ่ึงหน่ึงในนั้นคือ วศิวกรรมเน้ือเยือ่ (tissue engineering) 

วศิวกรรมเน้ือเยือ่เป็นวธีิการกระตุน้การสร้างเน้ือเยื่อข้ึนมาใหม่ โดยอาศยัชีววสัดุ (biomaterial) 
ปัจจยักระตุน้การเติบโต (growth factor) และเซลล์ ซ่ึงชีววสัดุท่ีน ามาใชน้ั้นควรมีลกัษณะเป็นโครงสาม
มิติ (scaffold) ท่ีมีรูพรุน เพื่อให้เกิดการยึดติด (adhesion) ของเซลล์ และสร้างส่ิงแวดลอ้มท่ีเหมาะสมท่ี
เหน่ียวน าให้เกิดการเพิ่มจ านวน (proliferation) และการเปล่ียนสภาพ (differentiation) ของเซลล ์
จนกระทัง่เกิดสร้างเน้ือเยื่อใหม่ข้ึนมาพร้อมกบัการสลายตวัของโครงสามมิติซ่ึงจากบทบาทของโครง
สามมิติท่ีกล่าวมานั้นอาจท าให้โครงสามมิติถูกเรียกอีกช่ือหน่ึงว่าโครงเล้ียงเซลล์ ดงันั้นจึงมีการน า
หลกัการของวิศวกรรมเน้ือเยื่อมาใช้ในการบูรณะกระดูกท่ีแตกหัก ซ่ึงโครงเล้ียงเซลล์ท่ีน ามาใช้ใน
วิศวกรรมเน้ือเยื่อกระดูกนั้นควรมีลกัษณะทางเคมี กายสัณฐานวิทยา (morphology) และโครงสร้างท่ี
เหมาะสมต่อการกระตุน้การยึดติดของเซลล์สร้างกระดูก (osteoblast) และออสติโอโปรเจนิเตอร์ เซลล ์
(osteoprogenitor cell) การยา้ยท่ี (migration) การเปล่ียนสภาพ และการสังเคราะห์เมทริกซ์กระดูก (bone 
matrix) ข้ึนมาใหม่ 

ชีววสัดุท่ีสามารถน ามาสร้างเป็นโครงเล้ียงเซลล์ไดน้ั้นแบ่งออกไดเ้ป็น 3 ประเภทไดแ้ก่พอลิ
เมอร์ (polymer) เซรามิก (ceramic) และ คอมโพสิต (composite) ซ่ึงพอลิเมอร์สามารถแบ่งยอ่ยออกได้
เป็น พอลิเมอร์จากธรรมชาติและพอลิเมอร์สังเคราะห์ท่ีสามารถยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ (biodegradable 
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synthetic polymer) ในขณะท่ีเซรามิกแบ่งออกไดเ้ป็น ไบโอแอ็คทีฟ เซรามิก (bioactive ceramic) และ
กลาส-เซรามิก (glass-ceramic) ส่วนชีววสัดุประเภทคอมโพสิตนั้นเกิดจากชีววสัดุ 2 ประเภทมารวมกนั 
เพื่อปรับปรุงสมบติัของชีววสัดุใหดี้ข้ึน 

ไหมเป็นโปรตีนเส้นใยในธรรมชาติ ซ่ึงไดม้าจากรังไหมของหนอนไหมพนัธ์ุ Bombyx mori  
(B. mori) และแมงมุมพนัธ์ุ Nephila clavipes และ Araneus diadematus เน่ืองจากไหมท่ีไดจ้ากหนอน
ไหมมีสมบติัดา้นความตึงเชิงกลท่ีดีจึงน ามาท าเป็นไหมเยบ็แผลและน ามาใชใ้นอุตสาหกรรมส่ิงทอนาน
หลายศตวรรษในขณะท่ีไหมจากแมงมุมไม่มีการน ามาใช้ในทางชีววิทยาการแพทย ์ทั้งน้ีเน่ืองมาจาก
ปริมาณผลผลิตของไหมท่ีได้นั้นน้อยกว่า เหตุผลท่ีเลือกไหมจากหนอนไหมมาใช้ในการวิศวกรรม
เน้ือเยื่อ เน่ืองมาจากสมบติัของไหมจากหนอนไหมมีความเหมาะสมในการใช้เป็นชีววสัดุในการท า
โครงเล้ียงเซลลซ่ึ์งไดแ้ก่ มีความแขง็แรงและความยดืหยุน่สามารถในการใหน้ ้าและออกซิเจนซึมผา่นได ้
สามารถท าให้อยู่ในรูปฟองน ้ า เส้นใย หรือแผ่นเยื่อบาง (membrane) ได้ มีความเขา้กนัทางชีวภาพ 
(biocompatibility) อตัราการสลายตวัสอดคล้องไปกบัอตัราการเจริญของเน้ือเยื่อเขา้ไปในโครงเล้ียง
เซลล ์หาไดง่้ายและราคาไม่แพง 

เส้นใยไหมท่ีได้จากหนอนไหม B. mori มีองค์ประกอบของโปรตีนหลกัๆ อยู่ 2 ชนิด คือ       
ไฟโบรอิน (fibroin) และเซอริซิน (sericin) โดยท่ีไฟโบรอินประกอบไปด้วยผลึกของแผ่นบีตา          
(β-sheet) ท่ีจดัเรียงตวักนัอยู่อยา่งเป็นระเบียบ ซ่ึงมีประโยชน์หลายอย่างในแง่การน ามาใช้เป็นโครง
เล้ียงเซลลส์ าหรับการวศิวกรรมเน้ือเยือ่เช่น สามารถน ามาออกแบบเป็นโครงเล้ียงเซลล์ไดห้ลายประเภท 
เพื่อเป็นโครงสร้างท่ีรองรับในร่างกายเช่น กระดูก เอ็น หลอดเลือด กระดูกอ่อน เป็นตน้ โดยมีสมบติั
เชิงกล (mechanical property) และปฏิกิริยาทางชีวะท่ีเหมาะสม ซ่ึงเป็นปัจจยัส าคญัในการน าไปสู่
ความส าเร็จในวศิวกรรมเน้ือเยือ่ ในขณะท่ีเซอริซินเป็นสารท่ีก่อให้เกิดอาการแพ ้ดงันั้น ก่อนน าไหมมา
ใชใ้นวศิวกรรมเน้ือเยือ่ ควรท าการก าจดัเซอริซินออกก่อนเพื่อลดอาการแพท่ี้จะเกิดข้ึน 

อลัฟาไทรแคลเซียมฟอสเฟต (α-tricalcium phosphate:α-TCP ) มีลกัษณะเป็นผงละเอียดของ
แคลเซียมฟอสเฟต ซีเมนต ์ถูกน ามาใชก้นัอยา่งแพร่หลายทางทนัตแพทยศาสตร์ ศลัยศาสตร์ใบหนา้และ
ขากรรไกร และออร์โทพีดิกส์ (orthopaedic) ส าหรับการซ่อมแซมและการปรับรูป (remodel) กระดูกซ่ึง
จากการทดลองในห้องปฏิบติัการ (in vitro) และในสัตวท์ดลอง (in vivo) พบวา่α-TCP มีสมบติัทาง
ชีวภาพหลายประการ เช่น กระตุน้ท าใหเ้ซลลเ์กิดการเพิ่มจ านวนและการเปล่ียนสภาพไปเป็นเซลล์สร้าง
กระดูกมากข้ึน และช่วยส่งเสริมกระบวนการสร้างกระดูก (osteogenesis) โดยช่วยเพิ่มการสังเคราะห์
คอลลาเจน (collagen) และการมีแคลเซียมเกาะ (calcification) ของเมทริกซ์นอกเซลล์ (extracellular 
matrix) 
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ดงันั้นจึงเป็นท่ีมาของงานวิจยัช้ินน้ีเพื่อสร้างโครงเล้ียงเซลล์คอมโพสิตสามมิติท่ีมีรูพรุนซ่ึงท า
จากไฟโบรอินท่ีสกดัจากไหมไทยท่ีมีการเติมα-TCPเพื่อน าไปประยุกต์ใช้ในการวิศวกรรมเน้ือเยื่อ
กระดูกต่อไป 
 
วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

1. สร้างโครงเล้ียงเซลลค์อมโพสิตสามมิติท่ีมีรูพรุนซ่ึงท าจากไฟโบรอินท่ีสกดัจากไหมไทยสาย
พนัธ์ุผสมระหว่าง นางน้อยศรีสะเกษ 1 และ ม.ท่ีมีการเติมα-TCP ด้วยวิธีการข้ึนรูปดว้ยตวัท าละลาย
และชะละลายอนุภาค (solvent casting and particulate leaching: SC/PL) 

2. ศึกษาเก่ียวกบัสมบติัทางกายภาพ (physical properties) ของโครงเล้ียงเซลล์คอมโพสิตสาม
มิติท่ีมีรูพรุน ซ่ึงได้แก่ ขนาดรูพรุน ค่าร้อยละรูพรุน ความหนาแน่น และ ปริมาณแคลเซียมและ
ฟอสฟอรัส 

3. ศึกษาเก่ียวกบัสมบติัเชิงกล (mechanical properties) ของโครงเล้ียงเซลลค์อมโพสิตสามมิติ ท่ี
มีรูพรุนซ่ึงไดแ้ก่ค่าโมดูลสัแรงกด (compressive modulus) 

4. ศึกษาเก่ียวกบัสมบติัเชิงชีววิทยา (biological properties) ของโครงเล้ียงเซลล์คอมโพสิตสาม
มิติท่ีมีรูพรุนซ่ึงไดแ้ก่ปฏิกิริยาของเซลล์ต่อโครงเล้ียงเซลล์ และการเพิ่มข้ึนของจ านวนเซลล์ท่ี 6 24 72 
และ 120 ชัว่โมง 
 
สมมติฐานการวจัิย 

1. ขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP ไม่แตกต่างจากโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติ
ท่ีไม่ไดเ้ติม α-TCP 

2. ร้อยละของรูพรุนภายในโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP ไม่แตกต่างจากโครงเล้ียงเซลล์
สามมิติท่ีไม่ไดเ้ติม α-TCP 

3.ความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP แตกต่างจากโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติ
ท่ีไม่ไดเ้ติม α-TCP 

4. ปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัสในโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP แตกต่างจากโครง
เล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีไม่ไดเ้ติม α-TCP 

5. ค่าโมดูลสัแรงกดของโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP แตกต่างจากโครงเล้ียงเซลลส์าม
มิติท่ีไม่ไดเ้ติม α-TCP 

6. ปฏิกิริยาของเซลลต่์อโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP แตกต่างจากโครงเล้ียงเซลลส์าม
มิติท่ีไม่ไดเ้ติมα-TCP 
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7. การเพิ่มข้ึนของจ านวนเซลลท่ี์ 6 24 72 และ 120 ชัว่โมงของโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-
TCP แตกต่างจากโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีไม่ไดเ้ติม α-TCP 
 
ขอบเขตของการวจัิย 

ดา้นเน้ือหา เป็นการทดลองในห้องปฏิบติัการเก่ียวกบัการสร้างโครงเล้ียงเซลล์คอมโพสิตสาม
มิติท่ีมีรูพรุน โดยใช้โปรตีนไฟโบรอินจากไหมไทยและมีการเติมα-TCPลงไปในความเข้มข้นท่ี
แตกต่างกนั จากนั้นจึงน ามาศึกษาเก่ียวกบัสมบติัทางกายภาพ สมบติัเชิงกล และสมบติัเชิงชีววิทยาของ
โครงเล้ียงเซลลค์อมโพสิตสามมิติท่ีมีรูพรุน 

ประชากรและกลุ่มตวัอยา่ง โครงเล้ียงเซลลค์อมโพสิตสามมิติท่ีมีรูพรุนจ านวน 210 ช้ิน 
ระยะเวลาท่ีด าเนินการวจิยั มีนาคม พ.ศ. 2555 - กุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2559 

 
กรอบแนวคิดในการวจัิย 

สร้างโครงเล้ียงเซลลค์อมโพสิตสามมิติท่ีมีรูพรุนโดยใชพ้อลิเมอร์จากธรรมชาติผสมกบัเซรามิก 
ดว้ยวธีิข้ึนรูปดว้ยตวัท าละลายและชะละลายอนุภาคจากนั้นน ามาศึกษาสมบติัทางกายภาพ สมบติัเชิงกล 
และสมบติัเชิงชีววทิยา เพื่อน าไปใชใ้นงานวศิวกรรมเน้ือเยือ่กระดูก 

 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

1.ไดโ้ครงเล้ียงเซลล์คอมโพสิตสามมิติท่ีมีรูพรุนท่ีผลิตไดใ้นประเทศ เพื่อลดการน าเขา้โครง
เล้ียงเซลลส์ามมิติจากต่างประเทศซ่ึงมีราคาสูง 

2. เป็นพื้นฐานในการพฒันาน าไปใช้ในวิศวกรรมเน้ือเยื่อเพื่อการสร้างกระดูกในอนาคต



บทที่ 2 
เอกสารและงานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

  
วิศวกรรมเน้ือเยื่อเป็นสหสาขาวิชาท่ีรวมเอาศาสตร์หลายแขนงเขา้ไวด้้วยกนั ซ่ึงได้แก่ เคมี 

ชีววิทยา ฟิสิกส์ พนัธุศาสตร์ เภสัชศาสตร์ แพทยศาสตร์ และวิศวกรรมศาสตร์ เพื่อน ามาสร้างชีววสัดุ
จากวสัดุท่ีมาจากธรรมชาติหรือจากวสัดุสังเคราะห์ เพื่อน ามาใชท้ดแทนเน้ือเยื่อและอวยัวะท่ีถูกท าลาย
หรือมีขอ้บกพร่อง (Arca and Senel, 2008) ในขณะท่ี Langer andVacanti (1993) ไดก้ล่าววา่วิศวกรรม
เน้ือเยื่อเป็นการรวมหลกัการทางวิทยาศาสตร์สุขภาพและวิศวกรรมศาสตร์เขา้ไวด้ว้ยกนั เพื่ออธิบาย
ความสัมพนัธ์ระหว่างหน้าท่ีและโครงสร้างของเน้ือเยื่อในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม และเพื่อพฒันาส่ิง
ทดแทนทางชีวภาพเพื่อน ามาบูรณะ คงสภาพ หรือ ปรับปรุงการท าหนา้ท่ีของเน้ือเยือ่ 

ขั้นตอนโดยทัว่ไปของวิศวกรรมเน้ือเยื่อ แบ่งออกเป็น 4 ขั้นตอน เร่ิมจากการผลิตโครงเล้ียง
เซลลท่ี์มีสมบติัเชิงกลท่ีเหมาะสมและมีความเขา้กนัทางชีวภาพ จากนั้นใส่เซลล ์ปัจจยักระตุน้การเติบโต 
และปัจจยัการเปล่ียนสภาพ เขา้ไปในโครงเล้ียงเซลล์ หลงัจากนั้นน าโครงเล้ียงเซลล์ไปเพาะเล้ียงใน
ห้องปฏิบติัการ ส่งผลให้เซลล์ยึดเกาะกบัโครงเล้ียงเซลล์ จากนั้นเกิดการเพิ่มจ านวนและการเปล่ียน
สภาพ จากการกระตุน้และการชักน าของโครงเล้ียงเซลล์ จนเกิดเป็นช้ินส่วนเน้ือเยื่อและท าการฝัง
เน้ือเยื่อท่ีสร้างไดน้ั้นในส่ิงมีชีวิต เพื่อให้เกิดการเติบโตและการปรับตวัของเน้ือเยื่อท่ีฝังเขา้ไป พร้อมๆ 
กบัการสลายตวัหรือการละลายตวัของโครงเล้ียงเซลล ์

การพฒันาอย่างมีประสิทธิภาพของวิศวกรรมเน้ือเยื่อส่งผลให้เกิดการสร้างช้ินส่วนเน้ือเยื่อ
ทดแทนและกลยุทธ์การด าเนินงานใหม่ๆ ข้ึน โดยอาศยัความกา้วหน้าทางดา้นชีววสัดุ เซลล์ตน้ก าเนิด 
(stem cell) ปัจจยักระตุน้การเติบโต ปัจจยัการเปล่ียนสภาพ และส่ิงแวดลอ้มท่ีลอกเลียนแบบลกัษณะ
ทางชีวภาพ (biomimetic) ท่ีถูกสร้างข้ึนมาอยา่งจ าเพาะ 

 
โครงเลีย้งเซลล์ 

โครงเล้ียงเซลลท์  าหนา้ท่ีเปรียบเสมือนเป็นโครงร่างใหเ้ซลลเ์กิดการยดึเกาะในระยะเร่ิมตน้ แลว้
เกิดการเพิ่มจ านวนและเปล่ียนสภาพของเซลลไ์ปเป็นเซลลท่ี์ท าหนา้ท่ีในการซ่อมแซมเน้ือเยื่อ และยงัท า
หนา้ท่ีเป็นเมทริกซ์นอกเซลล์ท่ีลอกเลียนแบบสภาพแวดลอ้มให้ใกลเ้คียงกบัเน้ือเยื่อท่ีตอ้งการจะสร้าง
ข้ึน นอกจากน้ียงัช่วยเสริมสร้างความมัน่คงทางโครงสร้างของเน้ือเยื่อ 
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ลกัษณะสมบติัของโครงเล้ียงเซลลใ์นอุดมคติ (Hutmacher, 2007; Liu, Xia, and Czernuszka, 2007) 
1. รูปร่าง 3 มิติ ท่ีมีขนาดรูพรุนท่ีเหมาะสมและเช่ือมต่อกนัอยา่งทัว่ถึง ส่งผลให้เซลล์สามารถ

เคล่ือนท่ีเขา้มา ยึดเกาะ และเพิ่มจ านวนภายในโครงเล้ียงเซลล์ และส่งผลให้ออกซิเจนและสารอาหาร
สามารถลงไปหล่อเล้ียงเซลล์ท่ีอยูภ่ายในโครงเล้ียงเซลล์ และถ่ายเทของเสียออกจากโครงเล้ียงเซลล์ได้
ง่าย 

2. สามารถยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ โดยท่ีสามารถควบคุมอตัราการย่อยสลายทางชีวภาพให้
ใกลเ้คียงกบัอตัราการสร้างและการเติบโตของเซลลห์รือเน้ือเยื่อท่ีสร้างข้ึนใหม่  

3. มีความเขา้กนัทางชีวภาพ ส่งผลให้เกิดการยึดเกาะและเพิ่มจ านวนของเซลล์และไม่เกิดการ
ตอบสนองทางภูมิคุม้กนัต่อโครงเล้ียงเซลลท่ี์ฝังเขา้ไป 

4. โครงเล้ียงเซลล์และผลิตผลท่ีเกิดจากการย่อยสลายของโครงเล้ียงเซลล์ตอ้งไม่เป็นพิษต่อ
เซลลแ์ละเน้ือเยือ่ท่ีสร้างข้ึนใหม่ 

5. มีพื้นผวิท่ีเหมาะสมส าหรับการยดึเกาะ การเพิ่มจ านวน และการเปล่ียนสภาพของเซลล ์
6. ขั้นตอนการผลิตไม่ยุง่ยากซบัซอ้น เพื่อใหไ้ดรู้ปร่างและขนาดท่ีหลากหลายและเหมาะสม 
7. มีสมบติัทางกลท่ีใกลเ้คียงกบัเน้ือเยือ่ในบริเวณท่ีจะท าการฝังเพื่อคงสภาพของโครงสร้างและ

หนา้ท่ีของโครงเล้ียงเซลลห์ลงัจากฝังและระหวา่งการสร้างเน้ือเยือ่ 
 

ชีววสัดุส าหรับการสร้างโครงเลีย้งเซลล์ 
การเลือกวสัดุเพื่อน ามาใชเ้ป็นชีววสัดุควรค านึงถึงสมบติัของวสัดุนั้นก่อน เช่น สมบติัทางเคมี 

น ้ าหนกัโมเลกุล ความสามารถในการละลาย รูปร่างและโครงสร้าง การชอบน ้ า (hydrophilicity) หรือ
การไม่ชอบน ้ า (hydrophobicity) ความล่ืน พลงังานพื้นผิว (surface energy) การยอ่ยสลาย (degradation) 
จากการดูดซึมน ้ า (water absorption) และกลไกการสึกกร่อน (erosion) ซ่ึงวสัดุประเภทพอลิเมอร์ไดรั้บ
ความสนใจน ามาใช้เป็นชีววสัดุส าหรับสร้างโครงเล้ียงเซลล์ เน่ืองจากมีสมบติัเฉพาะตวัของพอลิเมอร์
แต่ละชนิด ส่งผลให้พอลิเมอร์แต่ละชนิดมีข้อดีท่ีแตกต่างกันออกไป เช่น ความเข้ากันทางชีวภาพ 
สมบติัทางเคมี และสมบติัต่างๆ ดา้นชีววทิยา ซ่ึงลว้นเป็นส่ิงส าคญัในการน าพอลิเมอร์มาประยุกตใ์ชก้บั
วศิวกรรมเน้ือเยือ่และการทดแทนอวยัวะท่ีสูญเสียไป  

ในปัจจุบนัชีววสัดุท่ีสามารถน ามาสร้างเป็นโครงเล้ียงเซลล์ไดน้ั้นแบ่งออกไดเ้ป็น 3 ประเภท
ไดแ้ก่ พอลิเมอร์ เซรามิก และ คอมโพสิต ซ่ึงพอลิเมอร์ยงัสามารถแบ่งย่อยออกไดเ้ป็น พอลิเมอร์จาก
ธรรมชาติและพอลิเมอร์สังเคราะห์ท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ ในขณะท่ีเซรามิก แบ่งออกไดเ้ป็น ไบโอ
แอ็คทีฟ เซรามิกและกลาส-เซรามิก ส่วนชีววสัดุประเภทคอมโพสิตนั้นเกิดจากชีววสัดุ 2 ประเภทมา
รวมกนั เพื่อปรับปรุงสมบติัของชีววสัดุใหดี้ข้ึน 
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1. พอลิเมอร์จากธรรมชาติ (Dhandayuthapani et al., 2011)  
พอลิเมอร์จากธรรมชาติเป็นชีววสัดุท่ีมีความสามารถย่อยสลายไดท้างชีวภาพ และเป็นชีววสัดุ

ชนิดแรกท่ีถูกน ามาใชท้างคลินิก เน่ืองจากไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ จึงช่วยส่งเสริมการท าหนา้ท่ีของ
เซลล์ได้ ซ่ึงพอลิเมอร์จากธรรมชาติสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ พอลิแซ็กคาไรด ์
(polysaccharide) เช่นเซลลูโลส (cellulose) ไคทิน (chitin) และ ไกลโคซามีโนไกลแคนส์ 
(glycosaminoglycans) เป็นตน้ พอลินิวคลีโอไทด์ (polynucleotide) และ โปรตีน เช่น คอลลาเจน ไคโท
ซาน(chitosan) และ ไหมจากหนอนไหม 
 
2. พอลิเมอร์สังเคราะห์ท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ (Dhandayuthapani et al., 2011)  

พอลิเมอร์สังเคราะห์ท่ีย่อยสลายได้ทางชีวภาพได้เป็นพอลิเมอร์ท่ีได้รับความนิยมน ามา
ประยกุตใ์ชใ้นทางการแพทย ์เน่ืองจากสมบติับางประการ เช่น ความพรุน (porosity) ระยะเวลาของการ
ยอ่ยสลาย และสมบติัเชิงทางกล ส่งผลให้สามารถสร้างรูปร่างท่ีมีลกัษณะจ าเพาะได ้ ซ่ึงขอ้ดีของพอลิ   
เมอร์ประเภทน้ีคือ ราคาถูกกว่าพอลิเมอร์จากธรรมชาติ สามารถผลิตได้ปริมาณมากในรูปแบบท่ี
เหมือนเดิม โดยท่ีสมบติัเชิงกลและสมบติัทางกายภาพไม่เปล่ียนแปลง และมีอายุการใชง้านนาน ส่วน
ขอ้เสียเช่น ผลผลิตพลอยได ้(by-product) จากการยอ่ยสลายเป็นกรด ซ่ึงอาจส่งผลท าให้เกิดปฏิกิริยาการ
อกัเสบข้ึนได ้ตวัอย่างของพอลิเมอร์สังเคราะห์ท่ีย่อยสลายได้ทางชีวภาพ เช่น     พอลิแล็คติก แอซิด 
(polylactic acid: PLA), พอลิไกลโคลิก แอซิด (polyglycolic acid: PGA, และ พอลิคาโปรแลคโตน 
(polycapolactone: PCL) 
 
3. เซรามิก (Dhandayuthapani et al., 2011)  

เซรามิกสามารถแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ไดแ้ก่ ไบโอแอ็คทีฟ เซรามิก เช่น ไฮดรอกซีอะปาไทต์
(hydroxyapatite: HA) ไทรแคลเซียมฟอสเฟตและกลาสท่ีมีส่วนประกอบของซิลิเกต (silicate) และ
ฟอสเฟตหรือท่ีเรียกวา่ ไบโอแอ็คทีฟ กลาส (bioactive glass) ส่วนอีกชนิดหน่ึงคือกลาส-เซรามิก  เช่น 
อะปาไทต์-วลูลาสโตไนต ์(wollastonite) เซรามิกจะเกิดปฏิกิริยากบัของเหลวในร่างกาย ท าให้เกิดแรง
ยดึกบัเน้ือเยือ่แขง็ อยา่งไรก็ตาม ความเขา้กนัทางชีวภาพและการยอ่ยสลายทางชีวภาพของเซรามิกยงัไม่
เพียงพอ จึงท าใหเ้กิดขอ้จ ากดัในการน ามาใชท้างคลินิก 
 
4. คอมโพสิต 

ชีววสัดุประเภทคอมโพสิตได้รับความนิยมมากข้ึนการน ามาสร้างโครงเล้ียงเซลล์ เน่ืองจาก
สามารถแกไ้ขปัญหาหรือขอ้บกพร่องของชีววสัดุแต่ละชนิดได ้ท าให้ไดโ้ครงเล้ียงเซลล์ท่ีมีสมบติัต่างๆ 
ตามตอ้งการ เช่น เพิ่มการยึดเกาะของเซลล์ เพิ่มสมบติัเชิงกล ควบคุมการยอ่ยสลาย และปรับปรุงความ
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เขา้กนัไดท้างชีวภาพ ซ่ึงชีววสัดุประเภทน้ีอาจเกิดจากการผสมกนัระหวา่งพอลิเมอร์จากธรรมชาติและ
เซรามิก เช่น การเติมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีอะปาไทต์ (hydroxyapatite nanoparticle) ลงไปใน            
ไฟโบรอินจากไหม พบว่าการเติมท่ีร้อยละ 20 โดยน ้ าหนกั ส่งผลให้โครงเล้ียงเซลล์มีสมบติัเชิงกลดี
ท่ีสุด และไม่เป็นพิษต่อเซลลส์ร้างกระดูก (Kim et al., 2014) 

การผสมกนัระหวา่งพอลิเมอร์จากธรรมชาติ 2 ชนิด เช่น การผสมไคโทซานกบัไฟโบรอินจาก
ไหม พบว่าโครงเล้ียงเซลล์มีการดูดซับน ้ าและสมบัติเชิงกลดีข้ึน และเซลล์สร้างกระดูกอ่อน 
(chondrocyte) มีจ านวนเพิ่มมากข้ึน เม่ือเทียบกบัโครงเล้ียงเซลล์จากไฟโบรอินจากไหมเพียงอยา่งเดียว
(Ruan et al., 2011) หรือเกิดจากการผสมระหวา่งพอลิเมอร์จากธรรมชาติและพอลิเมอร์สังเคราะห์ท่ียอ่ย
สลายได้ทางชีวภาพ เช่น การน าไฟโบรอินจากไหมมาป่ันรวมกับคาร์บอกซิเอทิล ไคโทซาน 
(carboxyethyl chitosan) และ พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (poly vinyl alcohol) แลว้น ามาสร้างเป็นแผน่เยื่อ
บางคอมโพสิตนาโนไฟบรัส (composite nanofibrous membrane) ซ่ึงสามารถน าไปใชเ้ป็นส่ิงแต่งแผล 
(dressing) ส าหรับการเจริญทดแทนของผวิหนงั (skin regeneration) ได ้(Zhou et al., 2013) 

 
ไหม 

ไหมจดัเป็นส่ิงคดัหลัง่ไฟบรัส โปรตีน (fibrous protein secretion) ชนิดหน่ึงท่ีถูกพ่นออกมาจาก
สัตวท่ี์อยู่ในชั้น (class) Arachnida เช่น แมงมุม และแมงป่อง และจากสัตวท่ี์อยูใ่นชั้น Insecta อนัดบั 
(order) Lepidoptera ซ่ึงไดแ้ก่ ผีเส้ือกลางวนั และ ผีเส้ือกลางคืน ซ่ึงโปรตีนไหมสร้างจากเซลล์เยื่อบุผิว
ชนิดพิเศษ (specialized epithelial cells) ของต่อมท่ีท าหน้าท่ีสร้างโปรตีนไหมโดยเฉพาะ ซ่ึงหลงัจาก
สังเคราะห์โปรตีนไหมเสร็จแลว้ โปรตีนไหมจะถูกหลัง่ออกมาจากเซลล์เพื่อเขา้ไปเก็บในช่องภายใน
หลอด (lumen) ของต่อมดงักล่าวก่อนท่ีจะพน่ออกมาเป็นเส้นใย 

ไหมแต่ละชนิดนั้นมีส่วนประกอบ โครงสร้างและสมบติัท่ีแตกต่างกนัออกไปข้ึนโดยอยู่กบั
แหล่งท่ีมาของไหมซ่ึงไหมท่ีไดรั้บความนิยมน ามาใช้มากท่ีสุดเป็นไหมท่ีไดจ้ากหนอนไหมสายพนัธ์ุ   
B. mori และแมงมุมสายพนัธ์ุ Nephila clavipesและ Araneus diadematus แต่เน่ืองจากไหมจากแมงมุม
ซ่ึงไดม้าจากใยแมงมุมนั้นไม่สามารถมว้นหรือป่ันใหเ้ป็นไหมเส้นเด่ียวๆ ไดเ้หมือนไหมจากรังไหมของ
หนอนไหมจึงส่งผลใหไ้ม่ไดรั้บความนิยมมากเท่ากบัไหมจากหนอนไหม 

 
ไหมจากหนอนไหม (Mondal, Triyedy, and Kumar, 2007) 

ไหมจากหนอนไหมสายพนัธ์ุ B. mori ถูกน ามาใชใ้นอุตสาหกรรมส่ิงทอและทางการแพทยม์า
เป็นเวลานาน โปรตีนไหมถูกสังเคราะห์ในต่อมท่ีอยู่ด้านขา้งทั้งสองข้างใตช่้องอาหาร (alimentary 
canal) ซ่ึงต่อมแบ่งออกไดเ้ป็น 3 บริเวณตามหน้าท่ีและกายสัณฐานวิทยา ไดแ้ก่ ต่อมส่วนหลงั ต่อม
ส่วนกลาง และต่อมส่วนหนา้ โดยท่ีต่อมส่วนหลงัมีความยาวประมาณ 15 เซนติเมตร ประกอบไปดว้ย



9 
 

เซลล์สร้างส่ิงคดัหลัง่ (secretary cell) ประมาณ 500 เซลล์ท่ีท าหน้าท่ีในการสังเคราะห์ไฟโบรอิน 
ในขณะท่ีต่อมส่วนกลางมีความยาวประมาณ 7 เซนติเมตร ประกอบไปด้วยเซลล์สร้างส่ิงคดัหลั่ง 
ประมาณ 300 เซลล์ท่ีท าหน้าท่ีสร้างเซอริซินและเป็นท่ีเก็บโปรตีนไหมก่อนท่ีจะพ่นออกมาภายนอก 
ส่วนต่อมส่วนหน้ามีความยาวประมาณ 2 เซนติเมตร มีลกัษณะเป็นท่อบางๆ ท่ีประกอบด้วยเซลล์
จ  านวน 250 เซลล ์ท่ียงัไม่ทราบหนา้ท่ีท่ีชดัเจน 
 
ส่วนประกอบ (Mondal, Triyedy, and Kumar, 2007) 

ไหมจากหนอนไหม B. mori ประกอบดว้ยโปรตีนอยา่งนอ้ย 2 ชนิดท่ีมีสมบติัทางชีววิทยาและ
สมบติัทางเคมีกายภาพ (physicochemical) แตกต่างกนัไดแ้ก่ ไฟโบรอิน และเซอริซิน นอกจากน้ียงั
ประกอบดว้ย คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) ข้ีผึ้ง (wax) เกลืออนินทรีย ์(inorganic salts) และ สารสี 
(pigment) ดงัตารางท่ี 1 
 
ตารางท่ี 1 ส่วนประกอบของไหมจากหนอนไหม B. mori (Mondal, Triyedy, and Kumar, 2007) 

ส่วนประกอบ ร้อยละ 

ไฟโบรอิน 70-80 
เซอริซิน 20-30 

คาร์โบไฮเดรต 1.2-1.6 
ข้ีผึ้ง 0.4-0.8 

เกลืออนินทรีย ์ 0.7 
สารสี 0.2 

 
ไฟโบรอินเป็นโปรตีนท่ีเป็นส่วนของเส้นใยมีเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 10-25 ไมโครเมตร

ประกอบดว้ยโปรตีน 3 ชนิด ไดแ้ก่ โปรตีนสายยาว (heavy chain) โปรตีนสายสั้น (light chain)  และ
ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) P25 ท่ีมีมวลโมเลกุลประมาณ 350, 26 (Yamaguchi et al., 1989) และ 30 
กิโลดาลตนั (kDa) ตามล าดบั (Tanaka, Inoue, and Mizuno, 1999a) ซ่ึงจากการท า quantitative enzyme-
linked immunosorbent assay พบวา่โปรตีนทั้ง 3 ชนิดน้ีมีอยูใ่นอตัราส่วนโมลาร์ (molar ratio) เท่ากบั 
6:6:1 (Inoue et al., 2000) ซ่ึงโปรตีนสายยาวและสายสั้นเช่ือมกนัดว้ยพนัธะเด่ียวไดซลัไฟด์ (single 
disulfide bond) โดยเช่ือมระหว่าง Cys-c20 ซ่ึงเป็นหมู่ไธออล (thiol group) ของกรดอะมิโนซีสทีน 
(cysteine) ท่ีอยู่ส่วนท่ีเหลือต าแหน่งท่ี 20 (20th residue) จากปลายสายหมู่คาร์บอกซิล (carboxyl 
terminus) ของโปรตีนสายยาว และ Cys-172 ซ่ึงเป็นหมู่ไธออลของกรดอะมิโนซีสทีนในต าแหน่งท่ี 172 
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ของโปรตีนสายสั้น (Tanaka et al., 1999b) โดยท่ีโปรตีนสายสั้นท าหนา้ท่ีในการป้องกนัโปรตีนสายยาว
ไม่ใหย้ดึติดในเอ็นโดพลาสมิด เรติคิวลมั (endoplasmid reticulum) โดยการสร้างพนัธะไดซลัไฟด์เช่ือม
กบั Cys-c20 ของโปรตีนสายยาว 

ไกลโคโปรตีน P25 ท าหนา้ท่ีในการคงสภาพโครงสร้างของหน่วยพื้นฐาน(elementary unit) ท่ี
ประกอบดว้ยไดเมอร์ (dimer) ของโปรตีนสายยาวและสายสั้นจ านวน 6 หน่วย ซ่ึง Inoue et al. (2000) 
ไดเ้สนอรูปแบบการรวมตวักนัของหน่วยพื้นฐานของไฟโบรอินในต่อมส่วนหลงั และ การขนส่งและ
การหลัง่ภายในเซลล์ของหน่วยพื้นฐาน ดงัน้ี โปรตีนสายยาวสร้างพนัธะไดซัลไฟด์กบัโปรตีนสายสั้น
ทนัทีหลงัจากออกมาจากเอ็นโดพลาสมิด เรติคิวลมั จากนั้นไดเมอร์ของโปรตีนสายยาวและสายสั้ น
จ านวน 6 หน่วยจะรวมตวักบัไกลโคโปรตีน P25 โดยผ่านทางปฏิกิริยาไม่ชอบน ้ า (hydrophobic 
interaction) และพนัธะไฮโดรเจนระหว่างไกลโคโปรตีน P25 และโปรตีนสายยาว ส่งผลให้เกิดการ
สร้างหน่วยพื้นฐานของไฟโบรอินข้ึน จากนั้นจะถูกหลัง่เขา้มาในต่อมส่วนหลงัและถูกพ่นออกมาเป็น
เส้นใยท่ีต่อมส่วนหนา้  

เซอริซินเป็นโปรตีนท่ีมีลกัษณะคลา้ยกาว (glue-like protein)   มีมวลโมเลกุล 20-310 กิโลดาล
ตนัและมีสมบติัชอบน ้ามีปริมาณอยูร้่อยละ 25-30 ของเส้นไหมท าหนา้ท่ีประสานและห่อหุ้มไฟโบรอิน 
2 เส้นเขา้ไวด้ว้ยกนั ดงัภาพท่ี 1 ท าให้ไหมมีสมบติัเหนียวและยืดไดน้อ้ย (Vepari and Kaplan, 2007)    
เซอริซินประกอบดว้ยกรดอะมิโน 18 ชนิด ซ่ึงร้อยละ 70 เป็นกรดอะมิโนท่ีมีขั้ว เน่ืองจากมีโซ่ขา้ง (side 
chain) เป็นหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) และหมู่คาร์บอกซิล จึงส่งผลให้เซอริซินมีสมบติัชอบน ้ า 
โดยท่ีกรดอะมิโนท่ีพบมากในเซอริซินคือ เซอรีน (serine) และแอสพาติค แอซิด (aspartic acid) ซ่ึงมี
ปริมาณมากถึงร้อยละ 33.4 และ 16.7 ตามล าดบั (Aramwit, Siritientong, and Srichana, 2012)  
นอกจากน้ีเซอริซินยงัเป็นโปรตีนท่ีเป็นสาเหตุของปัญหาอนัไม่พึงประสงค์เก่ียวกบัความเขา้กนัทาง
ชีวภาพและภาวะภูมิแพไ้วเกินประเภทท่ี 1 (Type I hypersensitivity) ของไหม  
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ภาพท่ี 1 เส้นไหมเม่ือสังเกตจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (scanning electron 
microscope: SEM) แสดงให้เห็นวา่ไหมประกอบดว้ยไฟโบรอินจ านวน 2 เส้นท่ีถูกห่อหุ้มดว้ยเซอริซิน 
(http://www.la-soie.appspot.com/images/cocoon.jpg) 
 
โครงสร้าง 

ไฟโบรอินของไหมจากหนอนไหมพนัธ์ุ B. mori ส่วนใหญ่ประกอบดว้ยกรดอะมิโน ไกลซีน 
(glycine) อะลานีน (alanine) และเซอรีน ในอตัราส่วนร้อยละ 43, 30 และ 12 ตามล าดบั (Vepari and 
Kaplan, 2007) โดยโปรตีนสายยาวประกอบดว้ยบริเวณท่ีมีความเป็นผลึกประมาณ 2 ใน 3 และถูกแทรก
ดว้ยบริเวณท่ีมีลกัษณะอสัณฐาน (amorphous) (Cao and Wang, 2009) โดยโดเมน (domain) ส่วนท่ีเป็น
ผลึกนั้นมีอยู ่12 โดเมน ซ่ึงแต่ละโดเมนประกอบไปดว้ยกรดอะมิโน Gly-X ท่ีเรียงตวัซ ้ าๆ กนั โดยท่ี X 
อาจเป็นไดท้ั้งอะลานีน เซอรีน ธรีโอนีน (threonine) และวาลีน (valine) และในแต่ละโดเมนของบริเวณ
ผลึกนั้นประกอบดว้ยโดเมนยอ่ย (sub-domain) ท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโน 6 ชนิดเรียงตวักนัเพื่อสร้าง
เป็นโครงสร้างปฐมภูมิ (primary structure) ของไฟโบรอินซ่ึงอาจจะเป็นGAGAGS GAGAGY 
GAGAGA หรือ GAGYGA โดยท่ี G A S และ Y คือ ไกลซีน อะลานีน เซอรีน และ ไทโรซีน (tyrosine) 
ตามล าดับ ดังภาพท่ี 2 โดยบริเวณปลายสุดของโดเมนย่อยเหล่าน้ีมีลักษะเป็นเททระเปปไทด ์
(tetrapeptide) เช่น GAAS หรือ GAGS เป็นตน้ ส่วนบริเวณท่ีมีความเป็นผลึกนอ้ยกวา่นั้นประกอบดว้ย
ล าดบัของกรดอะมิโนท่ีไม่ซ ้ ากนั (non-repetitive sequence) โดยท่ีกรดอะมิโนเหล่าน้ีเป็นกรดอะมิโน
ชนิดมีขั้วท่ีไม่สามารถพบไดใ้นบริเวณผลึก (Zhou et al., 2001) 
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ภาพท่ี 2 โครงสร้างปฐมภูมิของไฟโบรอินท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโนเรียงตวัซ ้ ากนัเป็นบล็อก (block) 
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/3f/Silk_fibroin_primary_structure.svg/200
0px-Silk_fibroin_primary_structure.svg.png) 

 
การเรียงตวัของกรดอะมิโนในล าดบัปฐมภูมิ (primary sequence) ของโปรตีนไฟโบรอิน ส่งผล

ใหไ้ฟโบรอินมีสมบติัไม่ชอบน ้ าท่ีมีการเรียงตวัของพอลิเมอร์เป็นบล็อก ซ่ึงประกอบไปดว้ยบล็อกส่วน
ท่ีไม่ชอบน ้ าท่ีมีกรดอะมิโนโซ่ข้างสายสั้ น เช่น ไกลซีนและอะลานีน และบล็อกส่วนท่ีชอบน ้ าท่ีมี
กรดอะมิโนโซ่ข้างสายยาวและกรดอะมิโนชนิดมีขั้ วโดยทัว่ไปแล้วโครงสร้างทุติยภูมิ (secondary 
structure) ของไฟโบรอินมี 2 ลกัษณะไดแ้ก่ลกัษณะขดเป็นวงอยา่งสุ่ม (random coil) และอสัณฐาน และ
ลกัษณะแผน่พบับีตา้แบบสวนขนาน (antiparallel β plate sheet) ซ่ึงลกัษณะแรกนั้นเกิดจากโดเมนส่วน
ท่ีไม่ชอบน ้ าเช่ือมกนัดว้ยโซ่สั้ น เกิดเป็นส่วนอสัณฐานข้ึนและส่งผลให้ไหมมีความยืดหยุ่นในขณะท่ี
ลกัษณะแบบหลงันั้นเกิดจากโดเมนส่วนท่ีไม่ชอบน ้ าเกิดการรวมตวักนัเป็นผลึกนาโน (nano-crystal) 
ดว้ยพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งสายเปปไทดข์า้งเคียง (Cao and Wang, 2009) ดงัภาพท่ี 3  
 

 
 

ภาพท่ี 3 โครงสร้างทุติยภูมิของไฟโบรอินท่ีมีลกัษณะเป็นแผน่พบับีตา้แบบสวนขนานท่ีเกิดจากพนัธะ
ไฮโดรเจนระหวา่งสายเปปไทด์
(http://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/Image
Service/Articleimage/2009/JM/b905802h/b905802h-f1.gif)  

http://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/ImageService/Articleimage/2009/JM/b905802h/b905802h-f1.gif
http://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent.ImageService.svc/ImageService/Articleimage/2009/JM/b905802h/b905802h-f1.gif
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ลกัษณะสัณฐานของไหม (Vepari andKaplan, 2007) 
ไหมจากหนอนไหมพนัธ์ุ B. mori มีสัณฐานอยู ่3 รูปแบบไดแ้ก่ silk I เป็นไหมท่ีอยูภ่ายในต่อม 

(glandular state) ก่อนการตกผลึก (crystallization) มีโครงสร้างท่ีละลายน ้ าได ้และสามารถเปล่ียนเป็น
โครงสร้างเป็น silk II ไดเ้ม่ือไดรั้บความร้อน การป่ันทางกายภาพ หรือ การแช่ในเมธานอล (methanol) 
หรือโพแทสเซียมคอลไรด์ (potassium chloride) ส่วนลกัษณะสัณฐานของไหมแบบท่ี 2 คือ silk II เป็น
ไหมในสภาวะป่ันแล้ว (spun silk state) ประกอบด้วยโครงสร้างทุติยภูมิ ท่ีเป็นแผ่นบีตา้ ซ่ึงเป็น
โครงสร้างท่ีไม่สมมาตร เน่ืองจากท่ีปลายด้านหน่ึงเป็นโซ่ข้างไฮโดรเจนของกรดอะมิโนไกลซีน 
ในขณะท่ีอีกปลายดา้นหน่ึงเป็นโซ่ขา้งเมธิลของกรดอะมิโนอะลานีน ท่ีอยูใ่นโดเมนไม่ชอบน ้า  

การจดัเรียงตวัเป็นแผ่นบีตา้เกิดจากหมู่เมธิลและหมู่ไฮโดรเจนของแผ่นตรงขา้มเกิดพนัธะ
ไฮโดรเจนและแรงแวนเดอวาลส์ (van der Waals) ข้ึน ท าให้เกิดโครงสร้างท่ีมีความเสถียร (stable) ทาง
อุณหพลวตั (thermodynamic) โดยท่ีระหวา่งกรดอะมิโนท่ีเรียงตวัตั้งฉากกบัแกนของสายโซ่และเส้นใย
นั้นจะเกิดพนัธะไฮโดรเจนทั้งแบบระหวา่งสายโซ่ (inter-chain) และภายในสายโซ่ (intra-chain) ข้ึน จึง
ส่งผลใหโ้ครงสร้างของ silk II เป็นส่วนท่ีกนัน ้าและไม่ละลายในตวัท าละลายหลายชนิดทั้งกรดและด่าง
อ่อน ส่วนลกัษณะสัณฐานของไหมแบบท่ี 3 เรียกวา่ silk III เป็น air/water assembled interfacial silk ซ่ึง
มีโครงสร้างเป็นเกลียว (helical structure)  
 
ลกัษณะสมบติัทางเคมี 

ไหมมีสมบติัไม่ละลายในน ้า และในสารละลายกรดและด่างเจือจาง แต่ลายไดใ้นสารละลายด่าง
แก่ สมบติัการไม่ชอบน ้ าของไหมเกิดข้ึนเน่ืองจากไหมมีพนัธะไฮโดรเจนมาก และมีความเป็นผลึกสูง 
ซ่ึงทั้งน้ีเกิดเน่ืองจากส่วนประกอบส่วนใหญ่ของไหมคือ ไฟโบรอินท่ีมีสมบติัไม่ชอบน ้ า และละลายได้
ในสารละลายด่างแก่ ในขณะท่ีเซอริซินละลายไดท้ั้งในน ้าร้อนและสารละลายด่างอ่อน 
 
ลกัษณะสมบติัเชิงกล 

เส้นไหมจากหนอนไหมพนัธ์ุ B. mori เม่ือน ามาวดัสมบติัเชิงกลพบว่ามีความทนต่อแรงดึง 
(tensile strength) ประมาณ 0.5 จิกะปาสกาล (GPa) (Shao andVollrath, 2002) หรือประมาณ650 + 40  
เมกะปาสกาล (MPa) (Pe´rez-Rigueiro et al., 2000) ค่าการยึดตวัจนขาด(breaking elongation) อยูท่ี่ร้อย
ละ 15 (Shao andVollrath, 2002) ค่าโมดูลสัความยืดหยุน่ (elastic modulus) ประมาณ 16 + 1 จิกะปาส
กาลและความเคน้วกิฤติท่ีท าใหเ้กิดการคราก (yield strength) ประมาณ 230 + 10 เมกะปาสกาล (Pe´rez-
Rigueiro et al., 2000) นอกจากน้ีไดมี้การเปรียบเทียบสมบติัเชิงกลระหวา่งไหมจากหนอนไหมและจาก
แมงมุม กบัชีววสัดุท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นใยชนิดต่างๆ และเน้ือเยือ่ชนิดต่างๆ ของร่างกายดงัตารางท่ี 2 



14 
 

ตารางท่ี 2 เปรียบเทียบสมบติัเชิงกลระหวา่งไหมจากหนอนไหมและจากแมงมุม กบัชีววสัดุท่ีมีลกัษณะ
เป็นเส้นใยชนิดต่างๆ และเน้ือเยือ่ชนิดต่างๆ ของร่างกาย (Altman et al.,2003)  

Material UTS (MPa) Modulus (GPa) % Strain at break 

B. mori silk (w/ sericin)a 500 5-12 19 
B. mori silk (w/o sericin)b 610-090 15-17 4-16 
Spider silkc 875-972 11-13 17-18 
Collagend 0.9-7.4 0.018-0.046 24-68 
Collagen cross-linkede 47-72 0.4-0.8 12-16 
PLAf 28-50 1.2-3 2-6 
Tendon 150 1.5 12 
Bone  160 20 3 
aB. mori silkworm silk-determined from bave 
bB. mori silkworm silk-determined from single brins 
cNephila clavipes silk produced naturally and through controlled silking 
dRat-tail collagen Type I extracted fibers tested after stretching from 0% to 50% 
eRat-tail collagen dehydrothermally cross-linked and tested after stretching from 0% to 50% 
fPolylactic acid with molecular weights ranging from 50,000 to 300,000 
 
ลกัษณะสมบติัทางชีวภาพ 
1. การยอ่ยสลายทางชีวภาพ 

การยอ่ยสลายของชีววสัดุเป็นส่ิงท่ีจ  าเป็นและส าคญัมากส าหรับงานดา้นวิศวกรรมเน้ือเยื่อ เพื่อ
ท าให้เกิดการสร้างเน้ือเยื่อข้ึนมาใหม่ และสามารถท าหน้าท่ีไดต้ามปกติ โดยท่ีอตัราการยอ่ยสลายของ  
ชีววสัดุควรเท่ากบัอตัราการสร้างเน้ือเยื่อใหม่ และผลผลิตพลอยไดจ้ากการยอ่ยสลายนั้นตอ้งไม่เป็นพิษ
ต่อเซลลแ์ละเน้ือเยื่อท่ีสร้างข้ึนใหม่และบริเวณใกลเ้คียง เม่ือแบ่งตามวิธีการยอ่ยสลายแลว้ไหมถูกจดัวา่
เป็นพอลิเมอร์ท่ีสามารถย่อยสลายไดด้ว้ยเอนไซม์ (enzymatically degradable polymer) ซ่ึงการย่อย
สลายนั้นเกิดจากปฏิกิริยาต่อส่ิงแปลกปลอมและไม่เกิดการตอบสนองทางภูมิคุม้กนั (immunogenic 
response) โดยทัว่ไปขั้นตอนของการยอ่ยสลายของชีววสัดุดว้ยเอนไซมป์ระกอบดว้ย 2 ขั้นตอน ไดแ้ก่ 
การดูดซับ (adsorption) เอนไซม์บนพื้นผิวโดยผ่านทางโดเมนส าหรับการยึดติดบนพื้นผิว (surface-
binding domain) และการสลายดว้ยน ้า (hydrolysis) ของพนัธะเอสเทอร์ (ester bond) 
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ไฟโบรอินจากไหมจดัเป็นโปรตีนชนิดหน่ึงท่ีเกิดการย่อยสลายได้ทางชีวภาพด้วยเอนไซม์ท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการสลายโปรตีน (proteolytic enzyme) ซ่ึงโดยทัว่ไปแลว้ชีววสัดุท่ีท าจากไหมมีขั้นตอนการ
ย่อยสลายทางชีวภาพประกอบด้วย 2 ขั้นตอนเช่นกนั คือ เอนไซม์ถูกดูดซับบนพื้นผิวของชีววสัดุ 
หลงัจากนั้นถูกย่อยด้วยเอนไซม์ ท าให้ได้ผลผลิตพลอยได้เป็นกรดอะมิโนซ่ึงสามารถดูดซึมไดอ้ย่าง
ง่ายดาย ซ่ึงลักษณะเฉพาะของการย่อยสลายทางชีวภาพของไหมนั้นแตกต่างกันไปตามชนิดของ
เอนไซม ์

โปรติเอส (proteases) มีความจ าเพาะต่อโครงสร้างทางเคมีของบริเวณท่ีเกิดการแตก (cleavage 
site) น้อยท่ีสุด จึงเกิดการย่อยสลายได้เร็วท่ีสุดส่วนแอลฟาไคโมทริปซิน (α-chymotrysin) มี
ความจ าเพาะมากข้ึน จึงยอ่ยสลายบริเวณอสัณฐานของไฟโบรอิน (Li, Ogiso, and Minoua, 2003) ซ่ึง
การแตกเกิดท่ีบริเวณพนัธะ X-Y โดยท่ี X อาจเป็นไดท้ั้งสายโซ่อะโรมาติก (aromatic side chain) หรือ 
สายโซ่ท่ีไม่ชอบน ้ าขนาดใหญ่ ในขณะท่ีคอลลาจิเนส (collagenase) เป็นเอนไซม์ท่ีย่อยสลายเฉพาะ
บริเวณพนัธะ X-Gly ในล าดบัของ X-Gly-Pro เท่านั้น แต่เน่ืองจากล าดบักรดอะมิโนของไฟโบรอินไหม
นั้นเป็น Gly-Y มากกวา่ร้อยละ 90 จึงท าให้ความสามารถในการแตกสลายของคอลลาจิเนสน้อยกว่า
เอนไซมช์นิดอ่ืนๆ (Arai et al., 2004) 

เม่ือวดัค่าเฉล่ียของมวลโมเลกุลของแผ่นไฟโบรอินไหมหลงัการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม์พบว่า
แผ่นไฟโบรอินไหมท่ีย่อยด้วยแอลฟาไคโมทริปซิน มีค่าเฉล่ียมวลโมเลกุลมากท่ีสุด รองลงมาคือ  
คอลลาจิเนส และนอ้ยท่ีสุดคือโปรติเอส 14 (protease XIV) ซ่ึงผลผลิตจากการยอ่ยสลายมากกวา่ร้อยละ 
50 เป็นกรดอะมิโนอิสระ(Li, Ogiso, and Minoua,2003)ซ่ึงประกอบดว้ย 2 ส่วนไดแ้ก่ ส่วนท่ีมีมวล
โมเลกุลมากกวา่ 240 กิโลดาลตนั และส่วนท่ีมีมวลโมเลกุลนอ้ยกวา่ 50 กิโลดาลตนั ท่ีมีลกัษณะเป็น
ช้ินส่วน (fragment) (Numata, Cebe, and Kaplan, 2010) 

อตัราการย่อยสลายทางชีวภาพของไฟโบรอินไหมนั้นข้ึนอยู่กบัลกัษณะทางโครงสร้างและ  
กายสัณฐานวิทยา และสภาวะเชิงกลและชีววิทยาของไหมในบริเวณท่ีท าการฝังซ่ึงการศึกษา ใน
ห้องปฏิบติัการพบว่าไฟโบรอินไหมท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นใยเกิดการย่อยสลายไดช้้ากว่าลกัษณะท่ีเป็น
แผ่นฟิล์ม โดยประเมินจากน ้ าหนกัท่ีหายไป ซ่ึงน ้ าหนักท่ีหายไปนั้นเกิดข้ึนพร้อมกบัมวลโมเลกุลท่ี
ลดลง (Arai et al., 2004) ท่ีเป็นเช่นน้ีเน่ืองจากเส้นใยมีความตา้นทานต่อการแยกสลายของเอนไซมไ์ด้
ดีกว่า ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากเส้นใยมีพื้นผิวเรียบมากกว่า สายโซ่ไฟโบรอินเรียงตวัเป็นระเบียบและยึด
ติดกนัแน่นมากกว่า และมีการเรียงตวัของโครงสร้างเส้นใยท่ีดีกว่า (Tsukada et al., 1992) ในขณะท่ี
ลกัษณะแบบแผ่นฟิล์มนั้นมีวฏัภาคอสัณฐานท่ีเกิดการบวมไดง่้าย ส่งผลให้เอนไซม์เขา้มาถึงบริเวณท่ี
เกิดการแตกไดง่้ายข้ึน (Minoura, Tsukada, and Nagura, 1990) 

นอกจากน้ียงัมีปัจจยัอ่ืนๆ ท่ีส่งผลต่อการย่อยสลายทางชีวภาพอีก ได้แก่ อตัราส่วนระหว่าง
เอนไซมต่์อไฟโบรอินไหม และระยะเวลาท่ีเอนไซมท์ าปฏิกิริยา ซ่ึงพบวา่การยอ่ยสลายเกิดมากข้ึนเม่ือ
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อตัราส่วนระหวา่งเอนไซมต่์อไฟโบรอินไหมเพิ่มข้ึน (Arai et al., 2004) และระยะเวลาท่ีเอนไซมท์ า
ปฏิกิริยานานข้ึน (Arai et al., 2004; Li, Ogiso, and Minoua, 2003; Zhou et al., 2010) ในปี ค.ศ. 2011  
Lu et al. ไดส้รุปถึงกลไกการย่อยสลายของแผ่นฟิลม์ไฟโบรอินไหมว่าข้ึนอยู่กบัปริมาณผลึกและ
ปฏิกิริยาชอบน ้ าภายในไฟโบรอิน ซ่ึงการย่อยสลายเร่ิมเกิดข้ึนท่ีบล็อกส่วนท่ีชอบน ้ าก่อน จึงส่งผลให้
บล็อกส่วนท่ีไม่ชอบน ้าซ่ึงเป็นส่วนท่ีเป็นผลึกเกิดการแยกตวัออกเป็นอนุภาคอิสระ และถูกยอ่ยสลายได้
ดว้ยเอนไซมต์ามมา (Lu et al., 2011)  

การย่อยสลายของไฟโบรอินไหมท่ีอยู่ในลกัษณะฟองน ้ าท่ีมีรูพรุนหรือมีรูปทรง 3 มิตินั้น 
ข้ึนอยูก่บัหลายปัจจยั เช่น วธีิการสร้างโครงเล้ียงเซลล ์ความเขม้ขน้ของไฟโบรอินไหม และขนาดรูพรุน
ของโครงเล้ียงเซลล์ จากการทดลองในห้องปฏิบติัการของ Kim et al. (2005) พบว่าโครงเล้ียงเซลล์ท่ี
สร้างด้วยการละลายไฟโบรอินไหมในตัวท าละลาย เ ช่น เฮ็กซะฟลูออโรไอโซโพพานอล 
(hexafluoroisopropanol: HFIP) มีการยอ่ยสลายท่ีชา้กวา่โครงเล้ียงเซลล์ท่ีสร้างจากไฟโบรอินไหมท่ีอยู่
ในรูปของเหลว ซ่ึงพบวา่การสร้างดว้ยวิธีแรกนั้นยงัคงเหลือน ้ าหนกัไฟโบรอินไหมอยูป่ระมาณร้อยละ 
65 เม่ือผ่านไป 21 วนั ในขณะท่ีการสร้างดว้ยวิธีหลงันั้นเกิดการย่อยสลายหมดในวนัท่ี 4 ของการ
ทดลอง  

ในขณะท่ีการทดลองในสัตวท์ดลองของ Wang et al. (2008) ไดใ้ห้ผลการทดลองท่ีสอดคลอ้ง
กนัคือ เม่ือการฝังโครงเล้ียงเซลล์ไฟโบรอินไหมในกลา้มเน้ือ (intramuscular) ของ nude และ Lewis rat 
นาน 8 สัปดาห์ พบวา่โครงเล้ียงเซลลท่ี์สร้างจากไฟโบรอินไหมท่ีละลายในน ้ า เกิดการสร้างเน้ือเยื่อใหม่
แทรกซึมเขา้ไปในรูพรุนจนสมบูรณ์ และส่วนใหญ่ของโครงเล้ียงเซลลเ์กิดการสูญเสียความแข็งแรงของ
โครงสร้างไป แต่ในขณะท่ีโครงเล้ียงเซลล์ท่ีสร้างดว้ยการละลายไฟโบรอินไหมใน HFIP นั้น เกิดการ
สร้างเน้ือเยือ่ใหม่เขา้ไปแทรกซึมในรูพรุนบางส่วนเท่านั้น  

ส่วนปัจจยัท่ีเก่ียวกบัความเขม้ขน้ของไฟโบรอินไหมนั้น จากการทดลองในสัตวท์ดลองพบว่า 
เม่ือท าการฝังโครงเล้ียงเซลล์ท่ีสร้างจากไฟโบรอินไหมท่ีละลายในน ้ าในชั้นใตผ้ิวหนงั (subcutaneous) 
ของ Lewis rat พบวา่ ไฟโบรอินไหมท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 6 เร่ิมเกิดการย่อยสลายและมีเน้ือเยื่อใหม่
แทรกซึมเขา้ไปจนสมบูรณ์หลงัท าการฝัง 2 สัปดาห์ ในขณะท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 10 นั้น ยงัคงไม่เกิด
การยอ่ยสลาย แต่เร่ิมยอ่ยสลายมากข้ึนเม่ือสัปดาห์ท่ี 8  และยอ่ยสลายหมดหลงัท าการฝัง 1 ปี (Wang et 
al., 2008) นอกจากน้ีเม่ือท าการเปรียบเทียบการยอ่ยสลายของโครงเล้ียงเซลล์ท่ีสร้างดว้ยการละลายไฟ
โบรอินไหมท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 17 ใน HFIP ท่ีมีขนาดรูพรุนแตกต่างกนัดงัน้ี 100-200, 500-600 และ 
800-1,000 µm โดยท าการฝังในชั้นใตผ้ิวหนงัของ Lewis rat พบวา่หลงัท าการฝัง 12 เดือน โครงเล้ียง
เซลล์ท่ีมีขนาดรูพรุน 100-200 µm ยงัคงมีรูพรุนจ านวนมากท่ีไม่มีการแทรกซึมเขา้มาของเน้ือเยื่อใหม่
(Wang et al., 2008)  
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2. การตอบสนองทางภูมิคุม้กนั (immunological response) 
ปฏิกิริยาของภูมิคุม้กนัต่อชีววสัดุนั้นเป็นส่ิงส าคญัท่ีควรพิจารณา เน่ืองจากชีววสัดุท่ีฝังเขา้ไป

ในเน้ือเยือ่นั้นจดัเป็นส่ิงแปลกปลอมท่ีร่างกายมีการตอบสนองในรูปแบบของการอบัเสบ จากการศึกษา
ของ Wang et al. (2008) พบวา่เม่ือท าการฝังโครงเล้ียงเซลล์รูปทรง 3 มิติท่ีข้ึนรูปดว้ยสารละลายในน ้ า
และการชะละลายอนุภาค และดว้ยตวัท าละลาย (HFIP) และการชะละลายอนุภาคใน Lewis rat นาน 8 
สัปดาห์ พบแมคโครฟาจ (macrophage) และ มลัตินิวคลิเอตเทตไจแอนทเ์ซลล์ (multinucleated giant 
cell) เฉพาะบริเวณท่ีท าการฝัง และมีการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการการอกัเสบเพียง
เล็กนอ้ยตลอดระยะเวลาการศึกษา 1 ปี ทั้ง TNF-α, IL-4, IL-6, IL-13 และINF-γ 
 
สัณฐานวทิยาของชีววสัดุจากไฟโบรอินไหม 

ไฟโบรอินไหมถูกน ามาใช้เป็นชีววสัดุส าหรับงานวิศวกรรมเน้ือเยื่อโดยมีลักษณะทางกาย
สัณฐานวิทยาท่ีแตกต่างกันออกไปตามการน าไปใช้งาน ซ่ึงได้แก่ เส้นใยเจล (gel) โฟม (foam) 
แผน่ฟิล์ม (film) ทรงกลม (sphere) และแคปซูล (capsule) ส่วนตวัท าละลายไฟโบรอินไหมนั้นมีอยู ่2 
ประเภท ไดแ้ก่ ตวัท าละลายในน ้า (aqueous solvent) และ ตวัท าละลายท่ีไม่ใช่น ้ า (non-aqueous solvent) 
เช่น กรดฟอร์มิก (formic acid) HFIP เป็นตน้ 

การเตรียมสารละลายในน ้ า (aqueous solution) นั้นเตรียมจากการละลายเส้นใยไหมใน
สารละลายลิเธียมโบรไมด์ (lithium bromide) ท่ีความเขม้ขน้ 9 โมลาร์ (molar) หรือในสารละลายท่ี
ประกอบดว้ย แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (calcium chloride dihydrate) น ้ าปราศจากอิออน (deionized 
water) และ เอธานอล (ethanol) ในอตัราส่วนโดยโมล 1:8:2 และน าสารละลายท่ีไดไ้ปท าการแยกสาร
ผา่นเยื่อไดอะไลซิส(dialysis) ในน ้ า ท าให้ไดส้ารละลายไหมในน ้ า (aqueous silk solution) ซ่ึงสัณฐาน
ต่างๆของไฟโบรอินจากไหมท่ีมีการน ามาท าเป็นชีววสัดุมีดงัต่อไปน้ี 
 
1.เส้นใย 
1.1 เส้นใยท่ีมีเส้นผา่นศูนยก์ลางระดบัไมโครเมตร 

เส้นใยประเภทน้ีสามารถเตรียมได้จากทั้งสารละลายไฟโบรอินไหมในน ้ าและสารละลาย      
ไฟโบรอินไหมในตวัท าละลาย โดยท่ีสารละลายประเภทแรกนั้นสามารถน ามาสร้างเป็นเส้นใยไดด้ว้ย
การป่ันดว้ยมือ (hand-drawing) การสปินน่ิงแบบเปียก (wet spinning) และ การใชเ้คร่ืองมือท่ีเรียกว่า
microfluidic device ซ่ึงเส้นใยท่ีไดจ้ากการป่ันดว้ยมือนั้นมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางท่ีไม่สม ่าเสมอและ
สมบติัเชิงกลต ่า ในขณะท่ีเส้นใยท่ีไดจ้ากการสปินน่ิงแบบเปียกนั้นมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางท่ีใกลเ้คียง
กนั และมีสมบติัเชิงกลท่ีเพียงพอต่อการน าไปประยุกต์ใชใ้นการวิศวกรรมเน้ือเยื่อต่อไปได ้ส่วนตวัท า
ละลายอ่ืนๆ ท่ีน ามาใช้ละลายไฟโบรอินไหม เช่น HFIP เฮ็กซะฟลูออโรอะซีโตนไฮเดรต 
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(hexafluoroacetone hydrate: HFA-hydrate) และ ของเหลวท่ีมีไอออน (ionic liquid) จากนั้นจึงน าไป
สร้างเป็นเส้นใยดว้ยการสป่ินน่ิงแบบเปียก 
 
1.2 เส้นใยท่ีมีเส้นผา่ศูนยก์ลางระดบันาโนเมตร 

การสร้างเส้นใยประเภทน้ีสามารถท าไดโ้ดยการป่ันดว้ยไฟฟ้า (electrospinning) ซ่ึงสารละลาย
ไฟโบรอินไหมสามารถใช้ไดท้ั้งแบบสารละลายในน ้ าและสารละลายในตวัท าละลาย เช่น HFIP และ 
HFA-hydrate การป่ันดว้ยไฟฟ้าท่ีใช้แรงทางไฟฟ้าแทนแรงทางกลในการสร้างเส้นใยไฟโบรอินไหม
ภายใตส้นามไฟฟ้าความแรงสูงระหว่างขั้วไฟฟ้า 2 ขั้วท่ีมีประจุไฟฟ้าต่างกนั ซ่ึงขั้วหน่ึงอยู่ท่ีบริเวณ
ปลายกระบอกฉีดสารละลายไฟโบรอินไหม ส่วนอีกขั้วนั้ นอยู่ท่ีแผ่นรองรับซ่ึงต่อกับสายดิน เม่ือ
สารละลายไฟโบรอินไหม ถูกฉีดออกมาทางหลอดโลหะขนาดเล็กซ่ึงอยู่ท่ีปลายกระบอกฉีดด้วย
ความเร็วคงท่ี ความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใส่เขา้ไปจะส่งผลให้หยดสารละลายไฟโบรอินไหมเกิดประจุไฟฟ้า
ข้ึนท่ีผวิหนา้ ซ่ึงประจุท่ีเกิดข้ึนนั้นมีขั้วเหมือนกนัจึงเกิดการผลกักนัระหวา่งประจุ เม่ือแรงผลกัท่ีเกิดข้ึน
น้ีมากกวา่แรงตึงผิวของสารละลายไฟโบรอินไหม ส่งผลให้หยดสารละลายไฟโบรอินไหมเปล่ียนเป็น
เส้นใยและตกลงบนแผน่รองรับ จากนั้นท าการระเหยตวัท าละลายออกและเหลือไวแ้ต่แผน่เส้นใยท่ีมีรู
พรุน 

ความหนาของเส้นใย เส้นผ่านศูนยก์ลางของแผ่นเส้นใย และ ค่าเฉล่ียของเส้นผ่านศูนยก์ลาง
ของรูพรุนสามารถเปล่ียนแปลงได้ด้วยปัจจยัดังน้ี ความเข้มข้นของไฟโบรอินไหม การเลือกตวัท า
ละลาย อตัราเร็วการฉีดสารละลายไฟโบรอินไหม ความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใช ้เส้นผา่นศูนยก์ลางของปลาย
กระบอกฉีด วสัดุท่ีใชท้  าแผน่รองรับ และระยะทางระหวา่งหลอดโลหะและแผน่รองรับซ่ึงขอ้ดีของการ
สร้างเส้นใยด้วยวิธีป่ันด้วยไฟฟ้า ได้แก่ เส้นใยท่ีสร้างไดมี้ขนาดเล็กและมีพื้นท่ีผิวมากข้ึน จึงเหมาะ
ส าหรับการยึดเกาะและการเติบโตของเซลล์ และการท่ีมีรูพรุนมากยงัส่งผลท าให้การขนส่งออกซิเจน
และสารอาหารเขา้ไปยงัเซลลดี์ข้ึน ซ่ึงลกัษณะดงักล่าวเป็นส่ิงจ าเป็นส าหรับการเติบโตของเน้ือเยือ่ 

เส้นใยท่ีได้จากการป่ันด้วยไฟฟ้าสามารถน ามาท าเป็นโครงเล้ียงเซลล์เพื่อใช้ส าหรับงาน
วิศวกรรมเน้ือเยื่อได้เช่น งานวิศวกรรมเน้ือเยื่อกระดูก ซ่ึงอาจมีการเติมอนุภาคนาโนไฮดรอกซีอะปา
ไทต ์(Kim et al., 2014) หรือป่ันร่วมกบัพอลิคาโปรแลคโตน อะโลเวล่า (aloe vera) และไฮดรอกซีอะปา
ไทต ์(Shanmugavel et al., 2013) การท าเป็นเยื่อเพื่อใชส้ าหรับส่งเสริมการเจริญทดแทนของกระดูก 
(Kim et al., 2005) งานวิศวกรรมเน้ือเยื่อเส้นประสาท (Qu et al., 2013) และส่งเสริมการเจริญทดแทน
ของเส้นประสาท (Hu et al., 2013) 

นอกจากน้ียงัน ามาใช้เป็นวสัดุท่ีช่วยท าให้เกิดการเจริญทดแทนของชั้ นหนังแท้ ซ่ึงจาก
การศึกษาของ Lee et al. (2014) พบว่าให้ผลการเจริญทดแทนของชั้นหนังแทไ้ม่แตกต่างจาก 
MatriDermTM ซ่ึงเป็นวสัดุทดแทนชั้นหนังแท้ท่ีปราศจากเซลล์ (acellular dermal substitute) ท่ี
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ประกอบดว้ยคอลลาเจนท่ีท าหนา้ท่ีเป็นโครงเล้ียงเซลลแ์ละอีลาสติน (elastin) ท่ีท าหนา้ท่ีส่งเสริมให้เกิด
กระบวนการสร้างเส้นเลือดใหม่และสังเคราะห์อีลาสติน แต่สามารถยอ่ยสลายไดห้มดและไม่เหน่ียวน า
ใหเ้กิดการหดตวัของบาดแผลเม่ือเปรียบเทียบกบั MatriDermTMและเม่ือน าไฟโบรอินไหมมาป่ันรวมกบั
คาร์บอกซิเอธิล ไคโทซาน และ พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (poly vinyl alcohol) สามารถสร้างเป็นเยื่อคอม
โพสิตนาโนไฟบรัส ซ่ึงสามารถน าไปใชเ้ป็นส่ิงแต่งแผลส าหรับการเจริญทดแทนของผิวหนงัได ้(Zhou 
et al., 2013) นอกจากน้ีเม่ือเปรียบเทียบการยึดเกาะและการเพิ่มจ านวนของ normal human oral 
keratinocytes (NHOK) บนแผน่ไฟโบรอินไหมท่ีสร้างจากเส้นใยไมโครท่ีสร้างจากการป่ันดว้ยไฟฟ้า
เส้นใยนาโนท่ีสร้างจากการป่ันดว้ยไฟฟ้า และแผน่ฟิล์มไฟโบรอินไหมพบวา่แผน่ไฟโบรอินไหมท่ีเป็น
เส้นใยนาโนให้ผลการยึดเกาะและการเพิ่มจ านวนของ NHOK ท่ีดีกว่า ซ่ึงอาจน าไปประยุกต์ใช้ทาง
การแพทยไ์ด ้เช่น ส่ิงแต่งแผล และโครงเล้ียงเซลลส์ าหรับการวศิวกรรมเน้ือเยือ่ (Min et al., 2004) 
 
2. เจล 

เจลเป็นวสัดุคลา้ยของแข็ง (solid-like material) ท่ีมีเครือข่ายพอลิเมอร์รูปร่าง 3 มิติ ซ่ึงมีความ
ทนทานทางกายภาพต่อการบวม (swelling) ในสารละลายในน ้ า  แต่ไม่ละลายในสารละลายนั้น             
เจลประกอบด้วยของเหลวท่ีถูกตรึงรูป (immobilize) ดว้ยเจลเลเตอร์ (gelator) ซ่ึงเจลหรือไฮโดรเจล   
ไฟโบรอินไหมสร้างจากสารละลายไหมในน ้าท่ีมีความเขม้ขน้มากกวา่ร้อยละ 23 โดยน ้ าหนกั เน่ืองจาก
ท่ีความเขม้ขน้น้ีสามารถเกิดไฮโดรเจลเลชั่นได้เอง (spontaneous hydrogelation) ซ่ึงการเกิดน้ีเป็น
ปฏิกิริยาข้ึนอยู่กบัความเขม้ขน้ (concentration-dependent) ของไฟโบรอินไหม จากนั้นท าให้เกิดการ
เปล่ียนสถานะจากสารละลายเป็นเจลดว้ยการเติมกรดไอออนหรือใชแ้ก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ท่ีความ
ดนั 2 บาร์ และอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเพื่อท าให้เกิดฟองในสารละลายในน ้ า (Mallepally, Martin, 
and, McHugh, 2014) โดยระหว่างขั้นตอนท่ีเกิดเป็นเจลนั้น ไฟโบรอินไหมเปล่ียนโครงสร้างจาก
ลกัษณะขดเป็นวงอยา่งสุ่มเป็นแผน่บีตา้ เน่ืองจากเกิดปฏิกิริยาไม่ชอบน ้ าและมีพนัธะไฮโดรเจนเพิ่มข้ึน
จึงส่งผลให้การละลายของไฟโบรอินในน ้ าลดลงและสนบัสนุนให้เกิดการเช่ือมโยงขา้มทางกายภาพ 
(physical cross-link formation) ระหว่างโปรตีน ซ่ึงปัจจยัท่ีส่งผลให้ระยะเวลาในการเกิดเจลลดลง 
ไดแ้ก่ 

1. ค่าความเป็นกรดเบส (pH) ของสารละลาย โดยถา้ค่าความเป็นกรดเบสของสารละลาย
ใกลเ้คียงกบัจุดไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point) ของไฟโบรอินซ่ึงมีค่าอยูใ่นช่วง 3.8-3.9 จะส่งผลให้
โปรตีนรวมกลุ่มกนั 

2. การมีไอออนบวกในสารละลายโดยเฉพาะแคลเซียมไอออน (Ca2+) เน่ืองจากแคลเซียม
ไอออนเป็นตวักระตุน้ใหเ้กิดปฏิกิริยาทั้งระหวา่งและภายในโมเลกุลของโปรตีน 
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3. อุณหภูมิ โดยอุณหภูมิท่ี 60 องศาเซลเซียสท าให้เกิดเจลเร็วข้ึนอาจเน่ืองจาก บริเวณไม่ชอบ
น ้ าของไฟโบรอินไหมละลายได้นอ้ยลง จึงส่งเสริมให้เกิดการรวมกลุ่มกนัของไฟโบรอินโดยผ่านทาง
ปฏิกิริยาไม่ชอบน ้ าหรือเกิดการคลายเกลียวของโปรตีน ส่งผลให้บริเวณไม่ชอบน ้ าเผยผึ่งต่อน ้ า และ
ส่งเสริมการรวมกลุ่มกนั 

4. อลัตราโซนิเคชัน่ (ultrasonication) ท าให้บริเวณไม่ชอบเกิดการน ้ าเกิดการเสียน ้ า จึงส่งเสริม
การรวมกลุ่มของโปรตีน 

สามรถน าไฮโดรเจลไฟโบรอินไหมมาใช้ในการขนส่งโบนมอร์โฟเจนิคโปรตีน 2 (bone 
morphogenic protein 2) เพื่อช่วยส่งเสริมให้เกิดการซ่อมความวิการของกระดูกตน้ขาในหนู Sprague 
Dawley โดยใชร่้วมกบัพอลิคาร์โปรแลคโตน นาโนไฟเบอร์ เมช ทิว (polycaprolactone nanofiber mesh 
tube) (Diab et al., 2012) ในการควบคุมการปลดปล่อยยา (controlled drug release) (Mandal, Kapoor, 
and Kundu, 2009a) และการขนส่งยา (drug delivery) (Elia et al., 2013)  
 
3. โฟม 

โฟมมีลกัษณะทางกายสัณฐานวิทยา 3 มิติท่ีสามารถควบคุมการเกิดรูปร่างและสมบติัเชิงกลได ้
ซ่ึงอาจสร้างไดจ้ากทั้งสารละลายไฟโบรอินไหมในน ้ าและสารละลายไฟโบรอินไหมในตวัท าละลาย 
โดยท่ีถา้ใช้สารละลายในน ้ าเป็นตวัตั้งตน้ ลกัษณะของโฟมสามารถสร้างไดด้ว้ยการท าแห้งเยือกแข็ง 
(freeze drying) และการชะละลายเกลือ (salt leaching) ซ่ึงวิธีแรกนั้นท าการเติมเมธานอลลงไปใน
สารละลายไฟโบรอินไหมเพื่อท าใหส้ารละลายอยูใ่นรูปครีมเจล (gel paste) จากนั้นจึงเทใส่ในแบบหล่อ 
และน าไปแช่แขง็และท าแหง้เยอืกแขง็ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

ส่วนการชะละลายเกลือเป็นวธีิการท่ีสามารถควบคุมขนาดของรูพรุนได ้โดยการใชส้ารท่ีท าให้
เกิดรูพรุนท่ีมีขนาดอนุภาคตามตอ้งการ ซ่ึงสารท าท่ีให้เกิดรูพรุนท่ีใชเ้ป็นผลึกเกลือท่ีผ่านการร่อนผา่น
ตะแกรงตามขนาดท่ีตอ้งการมาแลว้จากนั้นเติมสารท่ีท าให้เกิดรูพรุนลงในสารละลายไฟโบรอินไหมใน
น ้ าท่ีอยู่ในแบบหล่อ (mold)  แลว้ปิดฝาแบบหล่อและทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง นาน 24 ชัว่โมง เพื่อให้
สารละลายไฟโบรอินไหมกลายเป็นของแข็ง จากนั้นน าไปแช่ในน ้ าเป็นเวลา 2 วนั เพื่อละลายสารท่ีท า
ให้เกิดรูพรุนออก (Kim et al., 2005) ขนาดรูพรุนท่ีไดมี้ขนาดเล็กกว่าขนาดของผลึกเกลือเน่ืองจาก
พื้นผิวของอนุภาคเกิดการละลายไปบางส่วนในระหว่างการอ่ิมตวัยวดยิ่ง (supersaturation) ของ
สารละลายไหมก่อนท่ีเกิดการกลายเป็นของแขง็ (solidification)  

ในกรณีท่ีใชส้ารละลายไฟโบรอินไหมในตวัท าละลายเป็นตวัตั้งตน้ ลกัษณะของโฟมท่ีมีรูพรุน
สามารถสร้างไดด้ว้ยดว้ยวิธีชะละลายเกลือ และ แก๊สโฟมม่ิง (gas foaming) ซ่ึงทั้งสองวิธีนั้นควรน า
สารละลายไฟโบรอินไหมไปท าแห้งเยือกแข็งก่อน จากนั้นจึงน ามาละลายในตวัท าละลายท่ีไม่ละลาย
สารท่ีท าให้เกิดรูพรุน เช่น HFIP แต่ทั้งสองวิธีแตกต่างกนัท่ีสารท่ีท าให้เกิดรูพรุนและวิธีการท า คือ ถา้
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เป็นวธีิชะละลายเกลืออาจใชผ้ลึกเกลือหรือน ้ าตาล เป็นสารท่ีท าให้เกิดรูพรุน ซ่ึงขนาดของรูพรุนท่ีไดมี้
ขนาดใกลเ้คียงกบัขนาดของอนุภาคของสารท่ีท าให้เกิดรูพรุน ส่วนวิธีการข้ึนรูปนั้นคล้ายกบัการใช้
สารละลายไฟโบรอินไหมในน ้าเป็นสารตั้งตน้ คือ เติมสารท่ีท าให้เกิดรูพรุนลงในสารละลายไฟโบรอิน
ไหมใน HFIP ซ่ึงอยู่ในแบบหล่อ จากนั้นปิดฝาแบบหล่อเพื่อลดการระเหยของ HFIP และเพื่อให้มี
ระยะเวลาท่ีเพียงพอส าหรับการกระจายของสารละลายให้เป็นเน้ือเดียวกนั หลงัจากนั้นระเหยตวัท า
ละลายออกโดยทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 3 วนัเม่ือครบระยะเวลาแลว้น าไปแช่ในเมธานอลนาน 30 นาที 
เพื่อเหน่ียวน าให้เกิดแผ่นบีตา้และน าไปแช่ในน ้ านาน 2 วนั เพื่อละลายเอาสารท่ีท าให้เกิดรูพรุนออก 
(Kim et al., 2005) 

ถ้าเป็นวิธีแก๊สโฟมม่ิงนั้น คล้ายกบัวิธีการชะละลายเกลือ แต่ใช้แอมโมเนียมไบคาร์บอเนต 
(ammonium bicarbonate) เป็นสารท่ีท าให้เกิดรูพรุนแทนเกลือหรือน ้ าตาล เม่ือสารละลายไฟโบรอิน
ไหมกลายเป็นของแขง็แลว้ จึงระเหยตวัท าละลายออกและแช่ในเมธานอลเพื่อเหน่ียวน าให้เกิดแผน่บีตา้ 
จากนั้นน าไปแช่ในน ้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เพื่อเหน่ียวน าให้เกิดแก๊สโฟมม่ิง แช่จนกวา่ไม่
เห็นฟองอากาศลอยข้ึนมา จากนั้นจึงทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (Nazarov, Jin, and Kaplan, 2004) 

จากการศึกษาของ Kim et al. (2005) พบว่าเม่ือน าโครงเล้ียงเซลล์ท่ีสร้างจากสารละลาย         
ไฟโบรอินไหมในน ้ าและสารละลายไฟโบรอินไหมใน HFIP ท่ีมีขนาดรูพรุน 900 + 50 ไมโครเมตร
เท่ากนั มาเพาะเล้ียงกบัเซลล์ตน้ก าเนิดไขกระดูกมนุษย ์(human bone marrow stem cell) นาน 28 วนั 
พบวา่สามารถท าให้เกิดการสร้างลกัษณะคลา้ยเส้ียนใยกระดูก (bone-like trabeculae) ไดน้อกจากน้ีเม่ือ
น ามาเพาะเล้ียงกบัเซลล์ตน้ก าเนิดมีเซนไคมม์นุษย ์(human mesenchymal stem cell) พบวา่เกิดการสร้าง
เครือข่ายท่ีมีการสะสมแร่ธาตุลักษณะคล้าย เส้ียนใยกระดูกหรือคล้ายกระดูกทึบท่ีต่อเน่ืองกัน 
(interconnected trabecular- or cortical-like mineralized network) (Uebersax et al., 2006) 

การผสมไคโทซานกบัไฟโบรอินไหม พบวา่โครงเล้ียงเซลล์มีการดูดซบัน ้ าและสมบติัเชิงกลดี
ข้ึน และเซลล์สร้างกระดูกอ่อนมีการเพิ่มจ านวนไดม้ากกวา่ เม่ือเทียบกบัโครงเล้ียงเซลล์จากไฟโบรอิน
ไหมเพียงอย่างเดียว (Ruan et al., 2011) นอกจากน้ียงัพบว่าในวนัท่ี 7 ของการเล้ียงเซลล์ murine 
embryonic fibroblast ในโครงเล้ียงเซลล์ท่ีประกอบดว้ยไฟโบรอินไหม เจลาติน และไฮดรอกซีอะปา
ไทต์ เซลล์มีการเพิ่มจ านวนมากท่ีสุดเม่ือเทียบกับโครงเล้ียงเซลล์ไฟโบรอินไหมเพียงอย่างเดียว 
(Moisenovich et al., 2014) 
 
4. แผน่ฟิลม์ 

แผ่นฟิล์มเป็นอีกหน่ึงลักษณะทางกายสัณฐานวิทยาท่ีสามารถสร้างได้จากทั้ งสารละลาย        
ไฟโบรอินไหมในน ้ าและสารละลายไฟโบรอินไหมในตวัท าละลาย ดว้ยวิธีการข้ึนรูปดว้ยตวัท าละลาย
โดยการเทลงในแบบหล่อ แลว้ระเหยตวัท าละลายออก หลงัจากนั้นเหน่ียวน าให้เกิดโครงสร้างแผน่บีตา้
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ดว้ยเมธานอล แลว้จึงลอกออกจากแบบหล่อ ซ่ึงแผน่ฟิล์มท่ีสร้างจากสารละลายไฟโบรอินไหมในน ้ า มี
สมบติัเชิงกลค่อนขา้งต ่า แต่สามารถเพิ่มสมบติัเชิงกลไดด้ว้ยการเช่ือมโยงขา้ม นอกจากน้ียงัสามารถเติม
สารท่ีท าให้เกิดรูพรุนลงไปเพื่อท าให้เกิดแผ่นฟิล์มท่ีมีรูพรุนได้ แผ่นฟิล์มมีความสามารถในการให้
อากาศและไอน ้ าซึมผ่านได้ และมีพื้นท่ีผิวเพิ่มมากข้ึนซ่ึงช่วยเพิ่มการยึดเกาะของเซลล์โดยท่ีสมบติั
เชิงกลและสมบติัทางกายภาพของฟิลม์ไฟโบรอินไหมสามารถปรับปรุงได ้โดยการเติม PLA ท่ีร้อยละ 7 
โดยน ้าหนกั (Zhu et al., 2009) 

เม่ือน าแผ่นฟิล์มไฟโบรอินไหมมาท าเป็นส่ิงแต่งแผล พบว่าช่วยส่งเสริมให้การเจริญทดแทน
ของเน้ือเยื่อชั้นนอกและหนงัแทใ้นหนู mice ไดเ้ร็วกวา่แผน่ปิดแผล Duo ActiveTM ซ่ึงเป็นส่ิงแต่งแผล
ไฮโดรคอลลอยด์ (hydrocolloid dressing) โดยพบการคืนสภาพของคอลลาเจนท่ีมากกว่าและมีการ
อกัเสบท่ีนอ้ยกวา่ (Sugihara et al., 2000) และยงัช่วยในการซ่อมแซมเยื่อเมือกขา้งแกม้ (buccal mucosa) 
ในหนู SD rat ได ้โดยพบการหดตวัของบาดแผลและการกระจายตวัของนิวโทรฟิล(neutrophil) นอ้ย
กวา่กลุ่มควบคุม (Ge et al., 2014) นอกจากน้ีแผน่ฟิลม์ถูกน ามาใชเ้ป็นส่วนหน่ึงในการสร้างแผน่เยื่อบาง
ท่ีสลายตวัไดท้างชีวภาพส าหรับการปิดชั้นดูรา มาเทอร์ (dura mater) (Flanagan et al., 2014) และเม่ือมี
การเติมดว้ยแคลเซียมซิลิเกต (calcium silicate) ส่งผลใหเ้กิดการสร้างชั้นของไฮดรอกซีคาร์บอเนตอะปา
ไทต ์(hydroxycabonate apatite) บนพื้นผิวของแผน่ฟิล์ม หลงัจากแช่ใน simulated body fluid (SBF) 
นาน 7 วนั และเกิดการยึดเกาะและกระจายตวัของเซลล์จากมะเร็งกระดูก MG63 มากกว่าเม่ือ
เปรียบเทียบกบัฟิลม์ไฟโบรอินไหม ซ่ึงแสดงวา่มีศกัยภาพในการน าไปประยกุตใ์ชส้ าหรับงานวศิวกรรม
เน้ือเยื่อกระดูกโดยออกแบบให้มีลกัษณะเป็นโครงเล้ียงเซลล์สามมิติต่อไป (Zhu et al., 2011)  และเม่ือ
ท าเป็นแผ่นฟิล์มหลายชั้น (multilayered film) พบวา่ฟิล์มไฟโบรอินไหมท่ีมีการเติมไฮดรอกซีอะปา
ไทต์มีค่าโมดูลสัของยงั (Young’s modulus) มากกวา่ฟิล์มไฟโบรอินไหมท่ีไม่ไดเ้ติมไฮดรอกซีอะปา
ไทต์ แต่มีการเพิ่มจ านวนของเซลล์   MC3T3-E1 ซ่ึงเป็นเซลล์ไลน์ท่ีเป็นตวัตั้งตน้เซลล์สร้างกระดูก 
(osteoblast precursor cell line) ท่ีไดม้าจากฝากะโหลกของหนู mouse นอกจากน้ียงัมีจ านวนเซลล์ท่ี
สร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase) น้อยกว่าไฟโบรอินไหมไหมท่ีไม่ไดเ้ติม 
ไฮดรอกซีอะปาไทต ์(Kino et al., 2007) 

นอกจากน้ียงัมีการน าแผน่ฟิล์มไฟโบรอินไหมมาประยุกตใ์ชใ้นการขนส่งยา (Hofmann et al., 
2006; Dyakonov et al., 2012) การควบคุมความคงตวัและการปลดปล่อยเอนไซม ์(Lu et al., 2010) และ
ควบคุมการปลดปล่อยยาหรือโมเลกุลชีวกมัมนัต ์(bioactive) ได ้เม่ือท าเป็นแผน่ฟิล์มหลายชั้นท่ีมีการ
เติมเจลาตินลงไป (Mandal, Mann, and Kundu, 2009b)   
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5. ทรงกลมและแคปซูล 
ทรงกลมและแคปซูลสามารถสร้างไดจ้ากสารละลายไฟโบรอินไหมในน ้ า โดยการสเปร์ยแห้ง 

(spray drying) หลงัจากนั้นเหน่ียวน าให้เกิดการตกผลึกเป็นทรงกลมขนาดเล็ก (microsphere) ท่ีไม่
ละลายในน ้า โดยการเก็บไวท่ี้ความช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 89 นาน 24 ชัว่โมง นอกจากน้ียงัสามารถใชลิ้พิด 
(lipid) เพื่อท าให้เกิดเป็นลกัษณะถุงเล็ก (vesicle) ทั้งแบบชั้นบางหน่ึงชั้น (unilamellar) และชั้นบาง
หลายชั้น (multilamellar) โดยท่ีไฟโบรอินไหมทรงกลมขนาดเล็กสามารถน ามาประยุกตใ์ชใ้นส าหรับ
การควบคุมการปลดปล่อยยาประเภทโปรตีนท่ีอยูใ่นรูปกมัมนัต ์(active form)ได ้ (Wang et al., 2007; 
Wenk et al., 2008) และการขนส่งโบน มอร์โฟเจนิค โปรตีน เพื่อน าไปประยุกต์ในงานวิศวกรรม
เน้ือเยือ่ (Bessa et al., 2010) 
 
อลัฟาไทรแคลเซียมฟอสเฟต (alpha-tricalcium phosphate) 

ไทรแคลเซียมฟอสเฟต (TCP) เป็นเกลือแคลเซียม (calcium salt) ของกรดฟอสฟอริก 
(phosphoric acid) มีสูตรโครงสร้างทางเคมีคือ Ca3(PO4)2ลกัษณะเป็นผงสีขาว มีความหนาแน่น 3.14 
กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร มีลกัษณะทางสัณฐานได้ 3 รูปแบบ ได้แก่ บีตา้ไทรแคลเซียมฟอสเฟต     
(β-TCP) อลัฟาไทรแคลเซียมฟอสเฟต (α-TCP) และ อลัฟาไพรมแคลเซียมฟอสเฟต  (α’-TCP) แต่ 
α’-TCP ไม่นิยมน ามาใชเ้น่ืองจากพบไดท่ี้อุณหภูมิท่ีสูงกวา่ 1,430 องศาเซลเซียส และมกัเปล่ียนรูปเป็น 
α-TCP เม่ือท าให้เยน็ตวัลงท่ีต ่ากว่าอุณหภูมิการเปล่ียนสถานะ (transition temperature) ซ่ึงต่างจาก     
β-TCP ท่ีเสถียรท่ีอุณหภูมิห้องและสามารถเปล่ียนสถานะไปเป็น α-TCP ไดท่ี้อุณหภูมิประมาณ 1,125 
องศาเซลเซียส และสามารถคงรูปร่างไดร้ะหวา่งการเยน็ตวัท่ีอุณหภูมิหอ้ง ซ่ึงในปัจจุบนัทั้ง α-TCP และ 
β-TCP ถูกน ามาประยกุตใ์ชท้างคลินิกไดห้ลากหลายทั้งทนัตกรรม ศลัยศาสตร์ช่องปากและใบหนา้และ
ออร์โทพีดิกส์ โดยท่ี β-TCP นั้นเป็นส่วนประกอบของไบโอเซรามิก (bioceramic) ซ่ึงอาจเป็นโมโน   
เฟซิค (momophasic) หรือไบเฟซิค (biphasic) ก็ได้ และคอมโพสิตก็เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีวางขายใน
ทอ้งตลาดแลว้ ในขณะท่ี α-TCP นั้นเป็นส่วนประกอบหลกัของผงท่ีน ามาใชเ้ป็นไฮดรอลิกโบนซีเมนต ์
(hydraulic bone cement) 

อยา่งไรก็ตามถึงแมว้า่ทั้ง α-TCP และ β-TCP มีส่วนประกอบทางเคมีท่ีเหมือนกนั แต่มีความ
แตกต่างกนัในดา้นโครงสร้าง ความหนาแน่น และความสามารถในการละลาย ซ่ึงส่งผลต่อสมบติัทาง
ชีวภาพและการประยุกต์ใช้งานทางคลินิกเป็นอยา่งมาก กล่าวคือ ส่วนมากใช้ β-TCP นั้นส าหรับการ
เตรียมไบโอเซรามิกท่ีย่อยสลายไดท้างชีวภาพ ซ่ึงมีรูปร่างเป็นเม็ดเล็ก (granule) และบล็อกท่ีมีรูพรุน
ขนาดใหญ่ (macro-porous) ส่วน α-TCPถูกน ามาใช้ในรูปผงละเอียดในการเตรียมแคลเซียมฟอสเฟต 
ซีเมนต์ (calcium phosphate cement) แต่ก็อาจพบบางผลิตภณัฑ์ท่ีวางจ าหน่ายในทอ้งตลาดน ามาท า 
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ไบโอเซรามิกท่ีมีลกัษณะเป็นเม็ดเล็กและบล็อกได้บา้ง แต่โดยรวมแล้วทั้ง α-TCP และ β-TCP ถูก
น ามาประยกุตใ์ชท้างคลินิกส าหรับการซ่อมแซมกระดูกและการปรับรูปของกระดูก  
 
ลกัษณะทางโครงสร้าง 

แคลเซียมและฟอสเฟตไอออนท่ีเป็นส่วนประกอบในยนิูตเซลล์ (unit cell) ของ α-TCP นั้น
เรียงตวัเป็นแถว (column) ซ่ึงมีอยู ่2 ลกัษณะดว้ยกนั ไดแ้ก่ ลกัษณะแรกเรียกวา่ C-C ท่ีประกอบดว้ย
แคลเซียม แคดไอออน (calcium cation) และลกัษณะท่ีสองเรียกวา่ C-A ซ่ึงประกอบไปดว้ยแคลเซียม
แคดไอออนและฟอสเฟตแอนไอออน (phosphate anion)โดยท่ีแต่ละแถวของ C-C นั้นถูกลอ้มรอบดว้ย
แถวของ C-A จ านวน 6 แถว และ ในขณะท่ีแถวของ C-A แต่ละแถวถูกลอ้มรอบดว้ยแถวของ C-C และ 
แถวของ C-A อยา่งละ 3 แถว ดงัภาพท่ี 4 และนอกจากน้ีหน่ึงยนิูตเซลลข์อง α-TCP มีลกัษณะท่ีสัมพนัธ์
กบัไฮดรอกซีอะปาไทต ์โดยท่ีแถวของ OH สามารถแทนท่ีแถวของ C-C ท่ีอยูบ่ริเวณมุมของยนิูตเซลล์
ได ้ส่งผลให้แต่ละแถวของ C-A ถูกลอ้มรอบดว้ยแถวของ C-A จ านวน 3 แถว แถวของ C-C จ านวน 2 
แถว และ แถวของ OH จ านวน 1 แถว 
 
ความสามารถในการละลายและการยอ่ยสลายทางชีวภาพ 

เน่ืองจากโครงสร้างของ α-TCP เรียงตวักนัดว้ยความแน่นท่ีน้อยกว่า β-TCP และ α’-TCP 
ดังนั้นการละลายและการเส่ือมสลายของ α-TCP ในสภาพแวดล้อมของร่างกาย (physiological 
environment) จึงเร็วกวา่ β-TCP และ α’-TCP โดยท่ีความสามารถในการละลายของ α-TCP ท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียสและพีเอช 7.2-7.4 เท่ากบั 0.24 มิลลิกรัมต่อลิตร และเม่ือค านวณอตัราส่วนของ
แคลเซียมต่อฟอสฟอรัส (Ca/P) พบว่า α-TCP มีค่าเท่ากบั 1.5 ในขณะท่ีไฮดรอกซีอะปาไทต์นั้นมีค่า
เท่ากบั 1.67  ส่วนการยอ่ยสลายทางชีวภาพของ α-TCP เกิดข้ึนโดยการละลายในของเหลวในเน้ือเยื่อ 
(tissue fluid) และการกลืนกินของแมคโครฟาจ (phagocytosis) ซ่ึงสามารถพบอนุภาคของ α-TCP ใน
แมคโครฟาจได ้ ก่อนท่ีจะเกิดการสร้างเน้ือเยือ่แขง็ข้ึนมาใหม่  
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ภาพท่ี 4 ลกัษณะโครงสร้างเซลลย์นิูตของ α-TCP โดยท่ีสีเขียวคือ Ca2+และสีม่วงคือ P5+ ในขณะท่ี C-C 
คือ แถวของแคดไอออน-แคดไอออน C-A คือแถวของแคดไอออน-แอนไอออน ส่วนเส้นสีด ารูป
ส่ีเหล่ียมขนมเปียกปูนคือขอบเขตของเซลลท่ี์มีรูปร่างสัมพนัธ์กบัไฮดรอกซีอะปาไทต ์
 
ลกัษณะสมบติัทางชีวภาพ 

สมบติัทางชีวภาพของ α-TCP ทั้งการทดลองในห้องปฏิบติัการและในสัตวท์ดลอง พบวา่เม่ือ
ถูกน ามาท าเป็นแคลเซียมฟอสเฟต ซีเมนต ์สามารถท าให้เกิดการเพิ่มจ านวนและการเปล่ียนสภาพของ
เซลล์คลา้ยเซลล์สร้างกระดูก (osteoblast-like cell) ได ้ซ่ึงอาจน ามาใชเ้ป็นเมทริกซ์ท่ียอ่ยสลายไดท้าง
ชีวภาพส าหรับการวิศวกรรมเน้ือเยื่อกระดูก (Oh, Lee, and Park, 2010) และนอกจากน้ียงัท าให้มีการ
เพิ่มข้ึนของกระดูกในแนวตั้ง (vertical bone augmentation) ท่ีบริเวณดา้นขา้งของกระดูกขา้งขม่อม 
(parietal bone) ของฝากะโหลก (calvaria) ในหนูถึงร้อยละ 251 + 32 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีมี
การเพิ่มข้ึนเพียงร้อยละ 179.2 + 30.3 หลงัการฝังนาน 8 สัปดาห์ (Nyan et al., 2014) ในขณะท่ีเม่ือน ามา
เป็นวสัดุฝัง (implant) ในกระดูกตน้ขา (femur) ของ Wistar rat พบวา่มีประสิทธิภาพในการท าให้เกิด
การสร้างกระดูกใหม่ไดใ้นบริเวณท่ีเกิดความวิการขนาดเล็กได ้ซ่ึงไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัการใชก้ระดูกอตัพนัธ์ุ (autogenous bone) (Pinto et al., 2011)  

นอกจากน้ีเม่ือน ามาสร้างเป็นโครงเล้ียงเซลล์ท่ีมีรูพรุน3 มิติ โดยใช้พาราฟิน (paraffin) ท่ีมี
ลกัษณะเป็นทรงกลมขนาดเล็กเป็นตวัท่ีท าใหเ้กิดรูพรุนพบวา่โครงเล้ียงเซลลมี์ค่าร้อยละรูพรุนสูงถึงร้อย
ละ 86 และรูพรุนเป็นรูปทรงกลมท่ีมีการเช่ือมต่อกันอย่างทั่วถึง และยงัมีสภาพให้ซึมผ่านได ้
(permeability) ท่ีเหมาะสมเพียงพอต่อการน าไปใชง้าน เม่ือน าไปทดสอบความมีชีวิตกบัเซลล์ L1210 
ซ่ึงเป็นเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (leukemia cell) ท่ีไดจ้ากหนู mice พบวา่โครงเล้ียงเซลล์สามารถช่วย
ส่งเสริมความมีชีวิตและการเพิ่มจ านวนของเซลล์ได ้ (de Moraes Machado et al., 2011) แต่จากการ
ทดลองของ Wójtowicz et al. (2014) พบวา่โครงเล้ียงเซลล์ α-TCP มีศกัยภาพในการน ามาใชเ้ป็นโครง
เล้ียงเซลล์ส าหรับการวิศวกรรมเน้ือเยื่อกระดูกนอ้ยกวา่ไบเฟสิค แคลเซียม ฟอสเฟต (biphasic calcium 
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phosphate: BCP) เน่ืองจากพบวา่ BCP ส่งเสริมใหมี้การเพิ่มจ านวนเซลล์และการเปล่ียนสภาพของเซลล์
ท่ีมาจากกระดูกมนุษย ์(human bone derived cell) ท่ีมากกวา่ α-TCP อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

เม่ือน ามาท าเป็นโครงเล้ียงเซลล์คอมโพสิตเช่นเม่ือน ามาผสมรวมกับสารละลายอัลจิเนต 
(alginate) พบวา่ช่วยส่งเสริมเซลล์ตน้ก าเนิดมีเซนไคมใ์ห้ยึดเกาะ เพิ่มจ านวน และเปล่ียนสภาพไปเป็น
เซลล์สร้างกระดูกได ้และเม่ือท าการฝังในฝากระโหลกของหนู rat พบวา่โครงเล้ียงเซลล์มีความเขา้กนั
ไดก้บัเน้ือเยือ่และสามารถท าใหเ้กิดการสร้างกระดูกใหม่ไดภ้ายในรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์ (Lee et al., 
2011) และยงัสามารถน ามาใชก้บัการขนส่งโปรตีนได ้โดยพบวา่โครงเล้ียงเซลล์ท่ีสร้างจากอลัจิเนตท่ี
ส่วนผสมของ α-TCP ร้อยละ 75 พบวา่สามารถท าให้ไซโทโครม ซี (cytochrome C) คงตวัอยูใ่นโครง
เล้ียงเซลลแ์ละเกิดการปลดปล่อยออกมาอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงในวนัท่ี 40 พบวา่มีการปลดปล่อย ไซโทโครม 
ซี ไดม้ากท่ีสุดถึงร้อยละ 90 ซ่ึงสามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการขนส่งปัจจยัเติบโตในวิศวกรรมเน้ือเยื่อ
แขง็ได ้(Perez and Kim, 2013) 

จากการทดลองของ Sakai et al. (2011) เม่ือท าการฝังโครงเล้ียงเซลล์คอลลาเจนท่ีมี α-TCP 
ขนาดต่างๆ กนัท่ีกะโหลกของ Clawn mini-pig นาน 8 สัปดาห์ พบว่า α-TCP ท่ีมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 136.2 ไมโครเมตร มีการยอ่ยสลายอยา่งสมบูรณ์และมีการสร้างกระดูกไดม้ากกวา่ α-TCP ท่ี
มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 580.8ไมโครเมตร และกลุ่มควบคุมอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ซ่ึงอาจสรุปได้
วา่ขนาดอนุภาคของ α-TCP อาจส่งผลต่อการสร้างกระดูกในบริเวณบกพร่อง นอกจากน้ียงัสามารถ
น ามาท าเป็นวสัดุปิดเน้ือเยือ่ในฟันได ้โดยจากการศึกษาของ Lee et al. (2014) ทั้งในห้องปฏิบติัการและ
ในสัตวท์ดลองพบว่า α-TCP มีความเขา้กนัไดท้างชีวภาพไม่ต่างจาก MTA ซ่ึงเป็นวสัดุท่ีใชก้นัอยูใ่น
ปัจจุบนั แต่ α-TCP มีสมบติัเชิงกลท่ีต ่ากว่า และท่ีใช้ระยะเวลาในการแข็งตวัเร็วกวา่ MTA อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ 
 
สมบติัเชิงกล 

สมบติัเชิงกลของ α-TCP สามารถปรับปรุงไดโ้ดยการใส่สารเติมแต่งลงไป เพื่อลดความเปราะ
และเพิ่มความแข็งแรง ท าให้สามารถน าไปใช้ไดใ้นบริเวณท่ีรับแรงได ้ตวัอย่างของสารเติมแต่ง เช่น    
2-ไฮดรอกซีเอธิลเมทาคริเลท (2-hydroxyethylmethacrylate: HEMA) ซ่ึงเป็นมอนอเมอร์ (monomer) ท่ี
ละลายน ้ าได ้เม่ือเติมลงไปร้อยละ 50 โดยน ้ าหนกั ส่งผลให้ความทนต่อการทดสอบแรงโคง้แบบ 4 จุด 
(4-point bending strength) เพิ่มข้ึนจาก 9 เมกะปาสกาล เป็น 15 เมกะปาสกาล ในขณะท่ีค่ามอดูลสัแรง
โคง้ (bending modulus) ลดลงจาก 19 จิกะปาสกาล เหลือ 4 จิกะปาสกาล (Christel et al., 2013)  

จากคุณสมบติัทางชีวภาพขา้งตน้ ส่งผลให้ α-TCP เป็นวสัดุฝังในอุดมคติ สามารถถูกแทนท่ี
ดว้ยกระดูกท่ีสร้างข้ึนมาใหม่ไดเ้ร็วกวา่วสัดุท่ีมีส่วนผสมของแคลเซียมฟอสเฟตชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีจ  าหน่าย
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ในปัจจุบนั และนอกจากน้ี α-TCP ยงัเป็นวสัดุตวัเลือกท่ีน่าสนใจส าหรับการคิดคน้ชีววสัดุตวัใหม่เพื่อ
น ามาใชใ้นการซ่อมแซมกระดูกโดยใชว้ศิวกรรมเน้ือเยือ่ร่วมดว้ย 
 
งานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

วิธีการรักษากระดูกท่ีเกิดการแตกหักหรือความวิการในปัจจุบนัคือการปลูกถ่ายกระดูก ซ่ึง
กระดูกท่ีน ามาใชน้ั้นอาจเป็นไดท้ั้งเน้ือเยื่อปลูกถ่ายอตัพนัธ์ หรือเน้ือเยื่อปลูกถ่ายเอกพนัธ์ แต่เน้ือเยื่อทั้ง
สองประเภทนั้นยงัคงมีขอ้จ ากดัหลายในหลายดา้น ดงันั้นจึงเกิดการพฒันาการรักษาโดยการน าหลกัการ
ทางวิศวกรรมเน้ือเยื่อมาใช ้โดยการสร้างโครงเล้ียงเซลล์ 3 มิติท่ีมีรูพรุน เพื่อให้มีลกัษณะใกลเ้คียงกบั
กระดูกมากท่ีสุด ไหมเป็นชีววสัดุชนิดหน่ึงท่ีถูกน ามาใชใ้นการสร้างโครงเล้ียงเซลล์ 3 มิติท่ีมีรูพรุน ซ่ึง
สามารถเตรียมไดจ้ากสารละลายไหมในน ้ าและสารละลายไหมในตวัท าละลายเช่น HFIP ส่วนวิธีการ
สร้างโครงเล้ียงเซลล์ 3 มิติท่ีมีรูพรุนท่ีง่ายท่ีสุดและมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดวิธีหน่ึง คือการชะละลาย
เกลือ 

การศึกษาในหอ้งปฏิบติัการเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของโครงเล้ียงเซลล์ 3 มิติท่ีมีรูพรุนท่ี
สร้างจากสารละลายไหมในน ้ าและสารละลายไหมในตวัท าละลาย โดยการเพาะเล้ียงโครงเล้ียงเซลล์
ดว้ยเซลล์ตน้ก าเนิดท่ีไดจ้ากไขมนัมนุษย ์(human adipose-derived stem cell) ในออสทีโอเจนิคมีเดียม 
(osteogenic medium) นาน 7 สัปดาห์พบวา่โครงเล้ียงเซลล์ท่ีสร้างจากสารละลายไหมในตวัท าละลาย 
HFIP มีการสร้างเน้ือเยื่อกระดูกท่ีมากกว่าโครงเล้ียงเซลล์ท่ีสร้างจากสารละลายไหมในน ้ า อย่างไม่มี
นยัส าคญัทางสถิติ โดยประเมินจากโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างเน้ือเยื่อกระดูก ซ่ึงไดแ้ก่ ออสติโอ
พอนติน (osteopontin) คอลลาเจนชนิดท่ี 1 (Type I collagen) และ โบนไซอะโลโปรตีน (bone 
sialoprotein) ปริมาณแคลเซียมสะสมท่ีเพิ่มมากข้ึน และปริมาตรกระดูกทั้งหมดท่ีเกิดข้ึน (Correia et al., 
2012)  และยงัมีสมบติัเชิงกลซ่ึงไดแ้ก่ ค่าโมดูลสัแรงกด (Correia et al., 2012) และความแข็งแรงกดท่ี
ดีกวา่อีกดว้ย (Nazarov, Jin, and Kaplan, 2004) นอกจากน้ีเม่ือวดัปริมาณเน้ือเยื่อท่ีสร้างข้ึนและเกิดการ
สะสมแร่ธาตุภายในโครงเล้ียงเซลล์ ดว้ยเคร่ือง micro-computed tomography (micro-CT) พบวา่ความ
หนาของเส้ียนใยกระดูกและการแยกตวัของเส้ียนใยกระดูกเพิ่มข้ึน (Hofmann et al., 2007) และปริมาตร
กระดูกต่อปริมาตรทั้งหมดเพิ่มข้ึน (Thimm et al., 2011) เม่ือเพาะเล้ียงนาน 5 และ 7 สัปดาห์ ตามล าดบั 

ในขณะท่ีการศึกษาของ Kim et al. (2005) ท่ีเพาะเล้ียงโครงเล้ียงเซลล์ดว้ยเซลล์ตน้ก าเนิดไข
กระดูกมนุษยใ์นออสทีโอเจนิคมีเดียมนาน 28 วนั พบวา่โครงเล้ียงเซลลท่ี์สร้างจากสารละลายไหมในน ้ า
มีเซลล์ท่ีสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสปริมาณแคลเซียม และ โปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้าง
กระดูก ซ่ึงไดแ้ก่ คอลลาเจนชนิดท่ี 1ออสติโอพอนตินและ โบนไซอะโลโปรตีน มากกว่าโครงเล้ียง
เซลล์ท่ีสร้างจากสารละลายไหมในตวัท าละลาย HFIP (Kim et al., 2005) และนอกจากน้ียงัมีค่าโมดูลสั
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แรงกดท่ีมากกวา่เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยเซลล์กระดูกอ่อนบริเวณหูของกระต่าย นาน 8 สัปดาห์ (Makaya et 
al., 2009) 

จากการศึกษาสมบติัเชิงกลของโครงเล้ียงเซลล ์3 มิติท่ีมีรูพรุนท่ีสร้างจากไฟโบรอินไหมทั้งจาก
สารละลายไหมในน ้ าและในตวัท าละลาย HFIP พบวา่มีค่าโมดูลสัแรงกดตั้งแต่ 10 + 3 กิโลปาสกาล 
(kPa) จนถึง 1,819.5 + 606.3 กิโลปาสกาล (Makaya et al., 2009; Nazarov, Jin, and Kaplan, 2004) 
ในขณะท่ีค่าโมดูลสัแรงกดของกระดูกทึบ (cortical bone) และกระดูกโปร่ง (cancellous bone) มีค่า
ตั้งแต่ 12-18 กิจะปาสกาล และ 0.1-0.5 กิจะปาสกาล ตามล าดบั (Wagoner Johnson and Herschler, 
2011) ดงันั้นจึงมีการผสมชีววสัดุชนิดอ่ืนๆ ลงไป เพื่อปรับปรุงสมบติัในการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้าง
เน้ือเยื่อกระดูกของไฟโบรอินไหม ซ่ึงไบโอแอ็คทีฟเซรามิก เป็นชีววสัดุชนิดหน่ึงท่ีน ามาใช้ในงาน
วิศวกรรมเน้ือเยื่อกระดูก เช่น ไฮดรอกซีอะปาไทต ์(Norman et al., 1994; Dong et al., 2001; Damien et 
al., 2003; Wilson et al., 2004) แคลเซียมฟอสเฟต (Barralet et al., 2002; Kruyt et al., 2004)           
β-TCP (von Doernberg et al., 2006; Miranda et al., 2006; Yuan et al., 2007; He et al., 2007; Xie et al., 
2006; Xie et al., 2014) และ α-TCP (Oh, Lee, and Park, 2010) 

จากการทบทวนวรรณกรรมพบวา่มีการน าไบโอแอค็ทีฟเซรามิก มาผสมกบัไฟโบรอินไหมเพื่อ
สร้างเป็นโครงเล้ียงเซลล์คอมโพสิต 3 มิติท่ีมีรูพรุนส าหรับการวิศวกรรมเน้ือเยื่อกระดูก เช่น จาก
การศึกษาของ Bhumiratana et al. (2013) ท่ีสร้างโครงเล้ียงเซลล์คอมโพสิตจากไฟโบรอินไหมในตวัท า
ละลาย HFIP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 16 โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตรและไฮดรอกซีอะปาไทตด์ว้ยวิธีการข้ึน
รูปดว้ยตวัท าละลายและการชะลา้งอนุภาคพบวา่ไฮดรอกซีอะปาไทตส์ามารถรวมตวักบัโครงเล้ียงเซลล์
ได ้โดยการไปเคลือบบนผิวโครงเล้ียงเซลล์ส่งผลให้ผนงัโครงเล้ียงเซลล์มีความหนาเพิ่มข้ึน และเม่ือ
น าไปเพาะเล้ียงกบัเซลล์ตน้ก าเนิดมีเซนไคม์มนุษยน์าน 10 สัปดาห์ พบว่าเซลล์มีจ  านวนเพิ่มข้ึนตาม
จ านวนวนัท่ีเพาะเล้ียง แต่ไม่มีความแตกต่างระหวา่งปริมาณไฮดรอกซีอะปาไทตท่ี์เติมลงไป เม่ือวดัจาก
ปริมาณดีเอน็เอ (DNA) และการนบัจ านวนเซลลท่ี์มีชีวติและไม่มีชีวิต (Live/ Dead assay) และเม่ือศึกษา
ดว้ย micro-CT พบวา่โครงสร้างของโครงเล้ียงเซลล์มีลกัษณะคลา้ยเส้ียนใยกระดูกท่ีมีความต่อเน่ืองกนั
สูง นอกจากน้ีเม่ือวดัโมดูลสัแรงกดพบวา่มีค่าเพิ่มข้ึน  ปริมาณแคลเซียมสะสมพบวา่มีปริมาณเพิ่มมาก
ข้ึน และเม่ือยอ้มโครงเล้ียงเซลล์ดว้ยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมี (immunohistochemistry) พบว่าคอลลาเจน
ชนิดท่ี 1 ออสติโอพอนตินและ โบนไซอะโลโปรตีนมีปริมาณเพิ่มมากข้ึน โดยการเพิ่มมากข้ึนน้ีแปรผนั
ตามปริมาณไฮดรอกซีอะปาไทตท่ี์เติมลงไป และระยะเวลาท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเซลล์ (Bhumiratana et 
al., 2011)  

นอกจากน้ียงัพบวา่ถา้โครงเล้ียงเซลล์ท่ีเตรียมจากสารละลายไหมในน ้ าดว้ยวิธีการท าแห้งเยือก
แขง็ จากนั้นน าไปสร้างโครงเล้ียงเซลลค์อมโพสิตโดยน าไปแช่ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) 
และ ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) อยา่งละ 1 ชัว่โมงเม่ือศึกษาลกัษณะโครงเล้ียงเซลล์จาก
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กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดพบว่าไฮดรอกซีอะปาไทต์ท่ีสะสมบนผิวโครงเล้ียงเซลล์มี
ลกัษณะเป็น dense flake-like HA crystals และเม่ือวดัอตัราส่วนระหวา่งแคลเซียมและฟอสฟอรัสดว้ย
เคร่ือง energy dispersive x-ray (EDX) พบวา่มีค่าเท่ากบั 1.52 และเม่ือเพาะเล้ียงดว้ย bone marrow-
derived mesenchymal stromal cell นาน 14 วนั พบวา่ปริมาณเซลล์จาก MTT assay และปริมาณดีเอ็นเอ
มีปริมาณเพิ่มมากข้ึน จ านวนเซลล์ท่ีสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส และการแสดงออกระดบัยีน
ของ Runt-related transcription factor 2 (Runx2)  คอลลาเจนชนิดท่ี 1 ออสติโอพอนตินและ ออส         
ติโอเนกติน (osteonectin) พบวา่มีค่าเพิ่มมากข้ึนตามระยะเวลาของการเพาะเล้ียง (Jiang et al., 2013) เม่ือ
ท าการฝังโครงเล้ียงเซลล์นาโนคอมโพสิตท่ีสร้างดว้ยการข้ึนรูปดว้ยตวัท าละลายและการท าแห้งเยือก
แขง็ในหนู rat พบวา่มีความเขา้กนัทางชีวภาพไดเ้ป็นอยา่งดี (Gholipourmalekabadi et al., 2014) 

นอกจากไฮดรอกซีอะปาไทตแ์ลว้ ยงัมีการใชแ้คลเซียมฟอสเฟตเพื่อสร้างโครงเล้ียงเซลล์คอม
โพสิต ซ่ึงจากการศึกษาของ Yan et al. (2013) พบว่าโครงเล้ียงเซลล์คอมโพสิตท่ีประกอบด้วย            
ไฟโบรอินไหมและแคลเซียมฟอสเฟตท่ีด้วยวิธีการชะละลายเกลือและการท าแห้งเยือกแข็ง โดยใช้
สารละลายไฟโบรอินไหมในน ้ าท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 16 และเติมแคลเซียมฟอสเฟตท่ีร้อยละ 4, 8, 16 
และ 25 โดยน ้ าหนัก และใช้โซเดียมคอลไรด์เป็นสารท่ีท าให้เกิดรูพรุน พบว่ามีการสร้างอนุภาค
แคลเซียมฟอสเฟตข้ึนภายในโครงเล้ียงเซลล์ จากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดพบลกัษณะ
ของ cauliflower-like apatite cluster ท่ีมีขนาดเล็กกวา่ 200 นาโนเมตรบนพื้นผิวของโครงเล้ียงเซลล์ท่ี
เติมแคลเซียมและฟอสฟอรัสท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 16 โดยน ้าหนกัเท่านั้น  

เม่ือท าการวดัปริมาณแคลเซียมฟอสเฟตภายในโครงเล้ียงเซลล์พบวา่ปริมาณแคลเซียมฟอสเฟต
แปรผนัตามปริมาณสารท่ีเติมลงไป และเม่ือท าการวดัสัดส่วนเชิงอะตอม (atomic ratio) ระหว่าง
แคลเซียมและฟอสฟอรัสพบว่ามีค่าใกล้เคียง 1.67 ซ่ึงมีความคล้ายกับไฮดรอกซีอะปาไทต์ในเชิง
องคป์ระกอบทางเคมีเม่ือศึกษาถึงสมบติัเชิงกลของโครงเล้ียงเซลล์พบวา่ทั้งค่าโมดูลสัแรงกดและความ
แข็งแรงกดไม่มีความแตกต่างกนัระหวา่งกลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ีเติมแคลเซียมฟอสเฟตลงไป ส่วนการ
ประเมินสมบติัทางชีวภาพพบว่า โครงเล้ียงเซลล์ท่ีมีการเติมแคลเซียมฟอสเฟตมีการใหญ่ข้ึนของ 
mineralized nuclei บนพื้นผวิของโครงเล้ียงเซลล ์และไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ L929 ซ่ึงเป็นเซลล์ไลน์
ของเซลล์สร้างเส้นใยจากหนู mouse (mouse fibroblastic cell line) โดยท่ีในวนัท่ี 7 ของการทดลอง
พบว่าโครงเล้ียงเซลล์ท่ีเติมแคลเซียมฟอสเฟตมีจ านวนเซลล์เพิ่มมากข้ึนและมากกวา่โครงเล้ียงเซลล์ท่ี
ไม่ไดเ้ติมแคลเซียมฟอสเฟตอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (Yan et al., 2013) 

เม่ือวดัปฏิกิริยาของอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส และการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) 
ของอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส คอลลาเจนชนิดท่ี 1 และออสติโอแคลซิน (osteocalcin) พบวา่มีการเพิ่มข้ึน
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (Zhang et al., 2010a)  นอกจากน้ีการเติมแคลเซียมฟอสเฟตลงไปยงัส่งผลให้
การเส่ือมสลายดว้ยเอนไซมโ์ปรติเอส XIV ชา้กวา่โครงเล้ียงเซลลท่ี์ไม่ไดเ้ติม (Yan et al., 2014) และเม่ือ
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ฝังในฝากะโหลกในหนู mice นาน 4 สัปดาห์ แลว้ประเมินการสร้างกระดูกดว้ย micro-CT พบว่ามี
ปริมาตรกระดูกท่ีถูกสร้างข้ึนมาใหม่มากกวา่โครงเล้ียงเซลล์ไฟโบรอินไหมอยา่งเดียวอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (Zhang et al., 2010b) 
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บทที่ 3 
ระเบยีบวธีิวจัิย 

 
ระเบียบวิธีวิจยัในการทดลองน้ีประกอบไปด้วยขั้นตอนต่างๆ เร่ิมจากการก าจดัเซอริซินซ่ึง

โปรตีนท่ีเป็นสาเหตุของปัญหาอนัไม่พึงประสงคเ์ก่ียวกบัความเขา้กนัทางชีวภาพและภาวะภูมิแพไ้วเกิน
ประเภทท่ี 1 จากนั้นน าไฟโบรอินไหมท่ีไดม้าผ่านกระบวนการท าแห้งเยือกแข็ง และน าไปใช้ส าหรับ
การสร้างโครงเล้ียงเซลลค์อมโพสิตสามมิติท่ีมีรูพรุน 
 
การก าจัดเซอริซินออกจากไฟโบรอนิ 

ขั้นตอนการก าจดัเซอริซินออกจากไฟโบรอินไหมในการวิจยัน้ี ดดัแปลงมาจาก Rockwood    et 
al. (2011) ดงัน้ี 

1. ท าความสะอาดรังไหมและตดัเป็นช้ินเล็ก ๆ และก าจดัหนอนไหมท่ีอาจตกคา้งอยูใ่นรังไหม 
2. ตม้น ้ าบริสุทธ์ิสูง (ultrapure water) จ  านวน 2 ลิตรในบีกเกอร์แกว้ขนาด 4 ลิตร ท่ีปิดดว้ย

อะลูมิเนียมฟอยล ์(aluminium foil) ตม้จนเดือด 
3. ใส่ 4.24 กรัมโซเดียมคาร์บอเนตแอนไฮดรัส (sodium carbonate anhydrous) ลงในน ้ าเดือด

เพื่อเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ 0.02 โมลาร์  
4. หลงัจากโซเดียมคาร์บอเนตแอนไฮดรัสละลายหมดแลว้ ใส่รังไหมท่ีเตรียมไวแ้ลว้ในขอ้ 1 

น ้ าหนกั 30 กรัม ลงในสารละลายในขอ้ 3 จากนั้นตม้จนเดือดและตม้ทิ้งไวน้าน 30 นาทีใชแ้ท่งแกว้คน
เป็นระยะเพื่อช่วยใหก้ารกระจายของไฟโบรอินไหมดีข้ึน ส่ิงท่ีส าคญัอยา่งมากคือ ระยะเวลาท่ีใชใ้นการ
ตม้ เน่ืองจากถา้ใชเ้วลานานกวา่ 30 นาที ไฟโบรอินไหมจะถูกยอ่ยสลายได ้

5. เม่ือครบ 30 นาทีแลว้ น าไฟโบรอินไหมออกจากบีกเกอร์ท่ีใชต้ม้ และน าไปใส่ในบีกเกอร์
แกว้ขนาด 4 ลิตร แลว้เติมน ้าบริสุทธ์ิสูงจ านวน 2 ลิตร และใส่แท่งกวนแม่เหล็ก (magnetic stirrer) ลงไป
จานนั้นน าไปวางบนเคร่ืองกวนสาร (magnetic stir plate) และป่ันกวนทิ้งไว ้20 นาที เพื่อลา้งไฟโบรอิน
ไหมอีกคร้ังโดยท าการลา้งซ ้ า 2 คร้ัง 

6. ท าขั้นตอนในขอ้ 2 ถึง 5 ซ ้ าอีก 1 คร้ัง 
7. ก าจดัน ้ าส่วนเกินออกจากไฟโบรอินไหม และน าไปวางบนแผน่อะลูมิเนียมฟอยล์ท่ีสะอาด 

จากนั้นทิ้งใหแ้หง้ในอากาศท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1 คืน 
8. ชัง่น ้ าหนกัไฟโบรอินไหมท่ีแห้งซ่ึงไหมท่ีก าจดัเซอริซินออกแลว้เรียกว่า degummed silk 

fibroin สามารถเก็บไดท่ี้อุณหภูมิห้อง แต่ถา้ตอ้งการเก็บเป็นเวลานาน ควรเก็บในถุงพลาสติกท่ีสะอาด
หรือห่อดว้ยอะลูมิเนียมฟอยลแ์ทน 
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การละลายไฟโบรอนิไหม 
 การละลายไฟโบรอินในการศึกษาน้ีใชส้ารละลายท่ีประกอบดว้ยแคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต 
(calcium chloride dihydrate) น ้ า และ เอธานอล ท่ีอตัราส่วนโมลเท่ากบั 1:8:2 (Ajisawa, 1998) ซ่ึงท า
การเตรียมไวป้ริมาตร 100 มิลลิลิตรโดยเร่ิมจากผสมแคลเซียมคลอไรดไ์ดไฮเดรตจ านวน 65.44 กรัม กบั
น ้ าปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาตร 48 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์แกว้ขนาด 200 มิลลิลิตร บน
เคร่ืองกวนสาร โดยใส่แท่งกวนแม่เหล็กในบีกเกอร์แก้ว หลังจากป่ันกวนจนแคลเซียมคลอไรด์ได       
ไฮเดรตละลายน ้ าหมดแลว้จะไดส้ารละลายใสไม่สี จากนั้นจึงเติมเอธานอลปริมาตร 52 มิลลิลิตรลงไป 
และป่ันกวนต่อจนละลายเขา้กนั สารละลายท่ีไดมี้ลกัษณะใสไม่มีสี และหนืดเล็กน้อย จากนั้นท าการ
ละลายไฟโบรอินไหมท่ีอตัราส่วนร้อยละ 10 โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร โดยท าการละลายในขวดแกว้ท่ีมี
ฝาปิดในตูอ้บ (incubator) ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1ชัว่โมง (Kuboyama et al., 2013) 
สารละลายไฟโบรอินไหมท่ีไดมี้สีเหลืองอ าพนั มีความหนืดมากและ เม่ือประเมินดว้ยสายตาจะตอ้งไม่มี
ลกัษณะของเส้นใยหลงเหลืออยู ่
 
การแยกสารผ่านเยือ่และการป่ันเหวีย่ง (centrifugation) สารละลายไฟโบรอนิไหม 
 การป่ันเหวี่ยงสารละลายไฟโบรอินไหมดดัแปลงมาจากการศึกษาของ Rockwood    et al. 
(2011) ซ่ึงมีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี เร่ิมจากตดัเยื่อไดอะไลซิส (dialysis membrane)ให้มีความยาวประมาณ 
12-15 เซนติเมตร แลว้จากนั้นท าตามวิธีการของบริษทัเพื่อให้ไดเ้ยื่อไดอะไลซิสท่ีมี molecular weight 
cut off เท่ากบั 12,000 ดงัน้ี เร่ิมจากลา้งเยือ่ไดอะไลซิสในน ้า 3-4 ชัว่โมง เพื่อก าจดักลีเซอรอล (glycerol) 
จากนั้นตม้ในสารละลายโซเดียมซัลไฟด์ (sodium sulfide) ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.3 โดยน ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที เพื่อก าจดัสารประกอบซลัเฟอร์ แลว้จึงน าไปลา้งใน
น ้ าอุ่นท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที จากนั้นปรับค่าพีเอชของเยื่อไดอะไลซิสให้เป็นกรด 
ดว้ยกรดซลัฟูริกความเขม้ขน้ร้อยละ 0.2 โดยปริมาตรต่อปริมาตร และสุดทา้ยน าเยื่อกรองไปลา้งน ้ าอุ่น
เพื่อก าจดัเอากรดออก 
 จากนั้นดูดสารละลายไฟโบรอินไหมท่ีไดใ้นขั้นตอนท่ีแลว้ใส่ในเยื่อไดอะไลซิสท่ีถูกท าให้มี
ลกัษณะเป็นถุงโดยใส่ถุงละ 10 มิลลิลิตร จากนั้นท าการกรองในน ้ าปราศจากไอออนท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส บนเคร่ืองกวนสารและใส่แท่งกวนแม่เหล็กลงไปด้วย จากนั้นท าการป่ันกวนและท าการ
เปล่ียนน ้ าปราศจากไอออนทุก 3 ชัว่โมง จนครบ 12 ชัว่โมงจากนั้นเปล่ียนทุก 24 ชัว่โมงจนครบ 72 
ชั่วโมง โดยน าน ้ าท่ีผ่านการกรองไปวดัการน าไฟฟ้าด้วยเคร่ืองวดัการน าไฟฟ้า เม่ือครบก าหนด
ระยะเวลาแลว้น าสารละลายท่ีไดใ้ส่ในหลอดรูปกรวย (conical tube) ส าหรับป่ันเหวี่ยงหลอดละ 20 
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มิลลิลิตร จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาทีเพื่อก าจดัส่ิงเจือปนออกจากสารละลายไฟโบรอินไหม  
 จากนั้นเทสารละลายไฟโบรอินไหมใส่ในหลอดรูปกรวยส าหรับป่ันเหวี่ยงหลอดใหม่ เพื่อท า
การป่ันเหวีย่งอีกคร้ังหลงัจากนั้นวดัค่าร้อยละความเขม้ขน้ของไฟโบรอินไหมในสารละลายโดยน ้ าหนกั
ต่อปริมาตร โดยชัง่น ้าหนกัอะลูมิเนียมฟอยล์ก่อน จากนั้นหยดสารละลายไฟโบรอินไหม 1 มิลลิลิตรลง
บนอะลูมิเนียมฟอยล์ จากนั้นน าไปท าให้แห้งในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แล้วชั่งน าหนัก      
ไฟโบรอินไหมท่ีแหง้ 

สารละลายไฟโบรอินไหมท่ีไดค้วรมีสีเหลืองอ่อน ใส มีความหนืดมากกวา่น ้ า และสามารถเก็บ
ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไดน้านอยา่งน้อย 1 เดือน หลงัจากนั้นจะกลายเป็นเจล ซ่ึงไม่สามารถ
น าไปใชง้านต่อได ้(Rockwood et al., 2011) 
 
การท าแห้งเยอืกแข็ง 
 การท าแหง้เยอืกแขง็เป็นวิธีท่ีเหมาะส าหรับการเก็บสารละลายไฟโบรอินไหมไวน้านมากกวา่ 1 
เดือน เน่ืองจากเป็นรูปแบบท่ีไหมมีความคงตวัอยูไ่ดน้านหลายปี ท่ีอุณหภูมิห้อง และสามารถคืนสภาพ
เป็นสารละลายไดใ้น HFIP ซ่ึงการท าแห้งเยือกแข็งในงานวิจยัน้ีดดัแปลงจาก Rockwood et al. (2011) 
ซ่ึงมีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี ใส่สารละลายไฟโบรอินไหมในหลอดรูปกรวยขนาด 50 มิลลิลิตร โดยใส่ไม่
เกิน 25 มิลลิลิตรต่อหลอด แลว้ใช้แผน่พาราฟิล์ม (Parafilm) ปิดท่ีปากหลอด และเจาะรูบนแผ่นพารา
ฟิล์มจากนั้นน าไปแช่ในตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกระทัง่สารละลายถูกแช่แข็ง แลว้จึง
น าเขา้เคร่ืองท าแหง้เยอืกแขง็ ประมาณ 2-3 วนั จนกระทัง่น ้าถูกก าจดัออกหมด เม่ือครบเวลาแลว้น าออก
จากเคร่ืองท าแหง้เยอืกแขง็ ปิดฝาและเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 
การขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์สามมิติทีม่ีรูพรุน 
 งานวิจยัน้ีใชค้วามเขม้ขน้ของไฟโบรอินไหมต่อตวัท าละลาย HFIP ร้อยละ 16 โดยน ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร (Bhumiratana et al., 2013)  และใชน้ ้าตาลซูโครสท่ีมีขนาด 250-450 ไมโครเมตร เป็นสารท่ีท า
ใหเ้กิดรูพรุน ซ่ึงขั้นตอนการเลือกความเขม้ขน้น ้าตาลซูโครสท่ีใชใ้นงานวจิยัมีดงัน้ี 
 1. เตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมในตวัท าละลาย HFIP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 16 โดยน ้ าหนกั
ต่อปริมาตร ในบีกเกอร์แกว้ท่ีใส่แท่งกวนแม่เหล็กลงไปดว้ย และปิดปากบีกเกอร์ด้วยแผ่นพาราฟิล์ม 
จากนั้นน าไปวางบนเคร่ืองกวนสารท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้ป่ันกวนจนไฟโบรอินไหมละลายจนหมด  
 2. ชัง่น ้าตาลซูโครสตามความเขม้ขน้ดงัน้ี 5, 10, 15 และ 20 เท่าของน ้าหนกัไฟโบรอินไหม 
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 3. เทน ้ าตาลซูโครสลงในบีกเกอร์สารละลายไฟโบรอินไหมในขอ้ 1 จากนั้นใช้แท่งแกว้กวน
สาร ผสมน ้าตาลใหเ้ป็นเน้ือเดียวกบัสารละลาย โดยท าการผสมในตูดู้ดควนั (fume hood) 
 4. เทลงในแบบหล่อท่ีท าจากพอลิสไตรีน (polystyrene) ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 16 
มิลลิเมตร สูง 18 มิลลิเมตร จากนั้นปิดฝาเพื่อลดการระเหยของตวัท าละลาย และทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง
เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อใหเ้กิดการก่อตวั (set) ของโครงเล้ียงเซลล ์
 5. เปิดฝาเพื่อระเหยตวัท าละลายในอากาศ เป็นระยะเวลา 2 วนั 
 6. แช่แบบหล่อท่ีมีโครงเล้ียงเซลล์อยู่ในเมธานอล ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 50 โดยปริมาตรต่อ
ปริมาตร เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อเหน่ียวน าใหเ้กิดแผน่บีตา้ข้ึนภายในโครงเล้ียงเซลล ์
 7. แกะโครงเล้ียงเซลลอ์อกจากแบบหล่อ 
 8. แช่โครงเล้ียงเซลล์ในน ้ าปราศจากไอออนเพื่อละลายน ้ าตาลซูโครสออกมาจากโครงเล้ียง
เซลล์ โดยท าการเปล่ียนน ้ า 2-3 คร้ังต่อวนั เป็นระยะเวลา 2-3 วนั และวดัการน าไฟฟ้าของน ้ าด้วย
เคร่ืองวดัการน าไฟฟ้าทุกคร้ังท่ีท าการเปล่ียนน ้า 
 9. ตดัโครงเล้ียงเซลลใ์หไ้ดค้วามสูง 5-7 มิลลิเมตร จากนั้นท าใหแ้หง้โดยทิ้งไวใ้ห้แห้งในอากาศ
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 1 วนั 
 10. หาความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครส และค่าร้อยละรูพรุนและความ
หนาแน่นของโครงเล้ียงเซลลซ่ึ์งจะอธิบายในรายละเอียดในขั้นตอนต่อไป 
 11. เม่ือไดค้วามเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครสท่ีเหมาะสมแลว้ จึงท าการสร้างโครงเล้ียงเซลล์โดย
ในขั้นตอนแรกหลงัจากไฟโบรอินไหมละลายหมดแลว้ ให้เติม α-TCP ลงไปในความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ี
ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั โดยใชเ้วลาในการป่ันกวนนาน 15 นาที จากนั้นจึงเติม
น ้าตาลซูโครส และด าเนินตามขั้นตอนในขอ้ท่ี 3-9 ต่อไป 
 
ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 

กลุ่มตวัอย่างในการวิจยัคร้ังน้ีเป็นโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุนท่ีสร้างได ้ซ่ึงแบ่งออกเป็น
กลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง โดยท่ีกลุ่มควบคุมเป็นโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่ไดเ้ติมα-TCP (SF) 
ในขณะท่ีกลุ่มทดลองเป็นโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ีร้อยละ 4, 8, 12 
และ 16 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกั (SF/TCP -4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -16 ตามล าดบั) และ
ท าการเลือกโครงเล้ียงเซลล์ดว้ยวิธีการสุ่มตวัอยา่งแบบง่าย (simple random sampling) เพื่อน าไปศึกษา
เก่ียวกบั 

1. ขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล ์จ านวน 1 ช้ินต่อกลุ่ม 
2. ค่าร้อยละรูพรุนภายในโครงเล้ียงเซลล ์จ านวน 5 ช้ินต่อกลุ่ม 
3. ความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลล ์จ านวน 5 ช้ินต่อกลุ่ม 
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4. ปริมาณของแคลเซียมและฟอสฟอรัสท่ีอยูภ่ายในโครงเล้ียงเซลล ์จ านวน 1 ช้ินต่อกลุ่ม 
5. ค่าโมดูลสัแรงกดของโครงเล้ียงเซลล ์จ านวน 5 ช้ินต่อกลุ่ม 
6. ปฏิกิริยาของเซลลต่์อโครงเล้ียงเซลล ์จ านวน 1 ช้ินต่อกลุ่ม 
7. การเพิ่มข้ึนของจ านวนเซลลท่ี์ 6 24 72 และ 120 ชัว่โมง จ านวน 24 ช้ินต่อกลุ่ม 

 
เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการวจัิย 
วสัดุอุปกรณ์ 

1. รังไหมไทยสปีชีส์ B. mori สายพนัธ์ุผสมระหวา่งสายพนัธ์ุนางนอ้ยศรีสะเกษและสายพนัธ์ุ 
ม. 

2. น ้าตาลซูโครส 
3. บีกเกอร์แกว้ขนาด 4 ลิตร 
4.  บีกเกอร์แกว้ขนาด 200 มิลลิลิตร 
5. บีกเกอร์แกว้ขนาด 20 มิลลิลิตร 
6. ขวดแกว้ท่ีมีฝาปิด 
7. แท่งแกว้คนสาร 
8. แท่งกวนแม่เหล็ก 
9. ชอ้นตวงสาร 
10. กระบอกตวง (cylinder) 
11. หลอดรูปกรวยความจุ 50 มิลลิเมตร 
12. อะลูมิเนียมฟอยล ์
13. กรรไกร 
14. เยือ่ไดอะไลซิส (MWCO: 12,000; Sigma-Aldrich, USA). 
15. พาราฟิลม์ 
16. แบบหล่อพอลิสไตรีนท่ีมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 16 มิลลิเมตร สูง 18 มิลลิเมตร 
17. เคร่ืองกวนสาร 
18. ตูดู้ดควนั 
19. ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส (Wise Cube®WIG Digital incubator WIG-155; 

Daihan Scientific Co., Ltd., Seoul, Korea) 
20. เคร่ืองวดัการน าไฟฟ้า (CDM 230 conductivity meter MeterLab®; Radiometer Analytical, 

France) 
21. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Avanti J-E; Beckman Coulter Inc, USA) 



36 
 

22. ตูเ้ยน็ -80 องศาเซลเซียส (Premium U570; Eppendorf Inc, Germany) 
23. เคร่ืองท าแหง้เยอืกแขง็ (Lyophilizer) (Christ Gamma 2-16 LSC; SciQuip, UK) 
24. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 4 ต าแหน่ง (GR-200; A&D Co., Ltd., Japan) 
25. SEM (Quanta 250; FEI, USA) 
26. SEM-EDX (scanning electron microscopy/energy-dispersive X-ray spectroscopy) (JSM-

6610LV; JEOL Ltd, Japan) 
27. กลอ้งจุลทรรศน์เฟสคอนทราสตช์นิดหวักลบั (inverted phase contrast microscope) 

(Olympus CK2; Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) 
28. เคร่ืองทดสอบแรงอดั Shimadzu 500 N (EZ Test; Shimadzu, Japan) 
29. ตระแกรงแยกสาร (sieve) ท่ีมีขนาดช่องวา่ง 250 และ 450 ไมโครเมตร (Retsch Technology 

GmbH; Haan, Germany) 
30. เคร่ืองแยกสารดว้ยตระแกรง (sieve shaker) (AS 200 digit; Retsch Technology GmbH; 

Haan, Germany) 
31. เคร่ืองเขยา่ (shaker) (Orbital shaker S03; Stuart Scientific, Staffordshire, England) 
32. เวลเพลท (well plate) กน้หลุมแบน ชนิด 48 และ 96 หลุม (CorningTM CostarTM ;Sigma-

Aldrich, USA) 
33. หลอดส าหรับป่ันเหวีย่งปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 
สารเคมี 

1.โซเดียมคาร์บอเนตแอนไฮดรัส 
2. แคลเซียมคลอไรดไ์ดไฮเดรต  
3. เอธานอล 
4. โซเดียมซลัไฟด์ 
5. กรดซลัฟูริก 
6. HFIP (Merck, Germany) 
7. เมธานอล 
8. α-TCP (Sigma-Aldrich, Switzerland) 
9. เซลลส์ร้างเส้นใยจากเหงือกของมนุษย ์(human gingival fibroblast) พาสเซจ (passage) ท่ี 5 
10. น ้ายาเล้ียงเซลลด์ลัเบคโคซ์มอดิฟายดอี์เกิลมีเดียม (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 
11. โบวายซีร่ัม (bovine serum) (Invitrogen, USA) 
12. แอล-กลูตามีน (L-glutamine) (Invitrogen, USA) 
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13. ยาปฏิชีวนะและยาตา้นเช้ือรา (antibiotic and antimycotic solution) (Invitrogen, USA) 
14. ข้ีผึ้งเหนียว (sticky wax) 
15. ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ (phosphate buffer saline) ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 
16. ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (phosphate buffer) ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 
17. กลูตารัลดีไฮด ์(glutaldehyde) ความเขม้ขน้ร้อยละ 4 
18.น ้าบริสุทธ์ิสูง 
19. น ้าปราศจากไอออน 
20. เฮก็เซน (hexane) 
21. โซเดียมคลอไรด ์(sodium chloride) 
22. โซเดียมซิเตรทไดไฮเดรต (sodium citrate dehydrate) 
23. Hoechst stain 

 
การเกบ็รวบรวมข้อมูล 
สมบติัทางกายภาพ 
1. ขนาดของรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล ์

น าโครงเล้ียงเซลล์มาตดัขวาง จากนั้นน าไปติดบนสตปัทองเหลือง และน าไปเคลือบดว้ยทอง 
จากนั้นน าไปศึกษาลกัษณะของรูพุรนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดท่ีก าลงัขยาย  35 
เท่า และวดัขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล ์
 
2. ค่าร้อยละรูพรุน 

การวดัความพรุนของโครงเล้ียงเซลล์ใชว้ิธีการแทนท่ีของของเหลว (liquid displacement) ซ่ึง
ในการวจิยัคร้ังน้ีเลือกใชเ้ฮก็เซน เน่ืองจากเฮก็เซนสามารถซึมผา่นเขา้ไปในโครงเล้ียงเซลล์ไดโ้ดยไม่ท า
ใหเ้กิดการบวมน ้าหรือหดตวัของโครงเล้ียงเซลล ์ซ่ึงขั้นตอนเป็นดงัน้ี 

1. ชัง่น ้าหนกัเฮก็เซนท่ีใส่อยูใ่นหลอดรูปกรวย (W1) 
2. ใส่โครงเล้ียงเซลลล์งไปในเฮก็เซนและแช่ไวน้าน 1 นาที 
3. ชัง่น ้าหนกัเฮก็เซนและโครงเล้ียงเซลล ์(W2) 
4. น าโครงเล้ียงเซลลอ์อกจากเฮก็เซน 
5. ชัง่น ้าหนกัเฮก็เซนท่ีคงเหลืออยูใ่นหลอดรูปกรวย (W3) 
6. เปล่ียนน ้ าหนักของเฮ็กเซนทั้งW1W2 และ W3 เป็นปริมาตร V1V2และ V3 ตามล าดบั โดย

ค านวณจากสูตร ปริมาตร = น ้ าหนกั / ความหนาแน่น โดยท่ีความหนาแน่นของเฮ็กเซนเท่ากบั 0.6548 
กรัมต่อมิลลิลิตร 
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7. ค  านวณค่าร้อยละรูพรุนจากสูตร 

 
Porosity (%) = (V1-V3)/(V2-V3) 

 
3. ความหนาแน่น 

ความหนานแน่นของโครงเล้ียงเซลลค์  านวณจากสูตร 
 
        ความหนาแน่น = มวลของโครงเล้ียงเซลล์ (กรัม) / ปริมาตรของโครงเล้ียงเซลล์ (ลูกบาศก์
มิลลิเมตร) 
 
 ส่วนปริมาตรของโครงเล้ียงเซลลค์  านวณไดจ้ากสูตร 

 
ปริมาตร = 22/7 x (รัศมี)2x ความสูง 

 
 โดยท่ีทั้งรัศมีและความสูงของโครงเล้ียงเซลล์วดัโดยใชเ้วอร์เนียร์คาร์ลิเปอร์ (vernier caliper)  
ซ่ึงความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลล์วดัทั้งในสภาวะแห้งและสภาวะชุ่มน ้ า โดยท่ีในสภาวะชุ่มน ้ านั้น 
น าโครงเล้ียงเซลล์แช่ในน ้ าปราศจากประจุจนชุ่มน ้ า จากนั้นซบัให้แห้งดว้ยกระดาษเป็นจ านวน 5 คร้ัง 
แลว้จึงน ามาวดัรัศมีและความสูง 
 
4. ปริมาณของแคลเซียมและฟอสฟอรัสในโครงเล้ียงเซลล ์

น าโครงเล้ียงเซลล์มาตัดขวาง จากนั้นน าไปติดบนสตัปทองเหลือง และน าไปเคลือบด้วย
คาร์บอน จากนั้นน าไปหาส่วนประกอบของแคลเซียมและฟอสฟอรัสดว้ย SEM/EDX ท่ีก าลงัขยาย 100 
เท่า โดยใชพ้ลงังานกระตุน้ 15 kV และท าการสุ่มวดั 5 ต าแหน่งโดยเลือกต าแหน่งท่ีมุมทั้งส่ีและก่ึงกลาง
ของช้ินโครงเล้ียงเซลล์ ซ่ึงผลการตรวจสอบปริมาณของแคลเซียมและฟอสฟอรัสในโครงเล้ียงเซลล์
สามมิติดว้ยกลอ้ง SEM/EDX สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ประเภท ไดแ้ก่ ขอ้มูลเชิงคุณภาพ และขอ้มูล
เชิงปริมาณ โดยท่ีขอ้มูลเชิงคุณภาพท่ีไดน้ั้นจะแสดงในรูปแบบของกราฟท่ีมีพีค (peak) ของแร่ธาตุต่างๆ 
โดยท่ีแกน y แสดงถึง intensity หรือจ านวนคร้ังท่ียิงรังสีเอ็กซ์ และแกน x แสดงถึงค่าพลงังานท่ี
อิเล็กตรอนปลดปล่อยออกมาซ่ึงอยู่ในหน่วย keV ในขณะท่ีขอ้มูลเชิงปริมาณนั้นจะแสดงออกมาใน
รูปแบบของตารางร้อยละของแร่ธาตุในหน่วย weight% และ atomic% ซ่ึงความเขม้ขน้น้ีค านวณมาจาก
พื้นท่ีใตก้ราฟโดยโปรแกรมภายในเคร่ือง EDX  
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สมบติัเชิงกล 
 สมบติัเชิงกลของโครงเล้ียงเซลล์ถูกศึกษาในสภาวะชุ่มน ้ า โดยน าโครงเล้ียงเซลล์แช่ในน ้ า
ปราศจากประจุจนชุ่มน ้ า และซบัให้แห้งดว้ยกระดาษเป็นจ านวน 5 คร้ัง จากนั้นวดัเส้นผา่นศูนยก์ลาง
และความสูงก่อนน าไปวดัค่าโมดูลสัแรงกดดว้ยเคร่ือง Shimadzu 500 N โดยใชแ้รงกด 0.1 กิโลนิวตนั 
ความเร็วหวักด 0.5 มิลลิเมตรต่อนาที และค่า strain ท่ีร้อยละ 10 (Correia et al., 2012) 
 
สมบติัเชิงชีววทิยา 
 สมบติัเชิงชีววิทยาในการศึกษาน้ีใช้เซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกของมนุษย ์พาสเซจท่ี 5 ซ่ึง
ไดรั้บความอนุเคราะห์จากศูนยท์ดสอบชีววสัดุ คณะทนัตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และใช้
น ้ ายาเล้ียงเซลล์ท่ีประกอบดว้ยดลัเบคโคซ์มอดิฟายด์อีเกิลมีเดียม ร้อยละ 88, โบวายซีร่ัม ร้อยละ 10, 
แอล-กลูตามีน ร้อยละ 1, และ ยาปฏิชีวนะและยาตา้นเช้ือรา ร้อยละ 1 
 
1. ปฏิกิริยาของเซลลต่์อโครงเล้ียงเซลล ์
 โครงเล้ียงเซลลถู์กตดัใหมี้ขนาดประมาณ 1 x 5 x 0.5 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร จากนั้นแต่ละช้ินถูกยึด
ในจานเพาะเล้ียงเซลล์ ด้วยข้ีผึ้งเหนียวซ่ึงใช้ช้ินส่วนของโครงเล้ียงเซลล์จ  านวน 3 ช้ินต่อหน่ึงกลุ่ม 
จากนั้นใส่เซลล์ท่ีความเขม้ขน้ 30,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ลงบนช้ินของโครงเล้ียงเซลล์เป็นปริมาตร 2.5 
มิลลิลิตร แลว้น าไปเพาะเล้ียงในตูเ้ซลลท่ี์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และ
ความช้ืนสัมพทัธ์สูงสุด เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ทุก 24 ชัว่โมง และศึกษาปฏิกิริยา
ของเซลลต่์อโครงเล้ียงเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เฟสคอนทราสตช์นิดหวักลบั 
 
2. การเพิ่มข้ึนของจ านวนเซลล ์
 โครงเล้ียงเซลลท่ี์มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 มิลลิเมตร ถูกตดัใหมี้ความสูง 2 มิลลิเมตร และใส่ไวใ้น 
48 เวลเพลท (well plate) จากนั้นน าไปท าให้ปราศจากเช้ือดว้ยวิธีการอบแก๊สเอทิลีนออกไซด์ (ethylene 
oxide) หลงัจากนั้นน าเซลล์ท่ีความเขม้ขน้ 1 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หยดลงบนโครงเล้ียงเซลล์ 100 
ไมโครลิตร จากนั้นน าไปเขยา่บนเคร่ืองเขยา่ (shaker) ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที และ
ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 2,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อช่วยใหเ้ซลลเ์ขา้ไปในโครงเล้ียงเซลล์ไดดี้
ข้ึน หลังจากนั้นยา้ยโครงเล้ียงเซลล์ไปยงัเวลเพลทใหม่ และใส่อาหารเล้ียงเซลล์ลงไปหลุมละ 1 
มิลลิลิตร จากนั้นจึงน าไปเพาะเล้ียงในตูเ้ซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 
5 และความช้ืนสัมพทัธ์สูงสุด เป็นเวลา 5 วนั และท าการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์วนัเวน้วนั หลงัจากนั้น
เก็บโครงเล้ียงเซลลท่ี์ระยะเวลาดงัต่อไปน้ี หลงัหยดเซลล์ลงบนโครงเล้ียงเซลล์ทนัที  6 ชัว่โมง และ 1 3 
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และ 5 วนั โดยท่ี 4 แถวแนวนอนใชส้ าหรับการวดัปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึน และอีก 2 แถวแนวนอนใช้
ส าหรับศึกษาภายใต ้SEM ท่ีก าลงัขยาย 700 1,500 และ 3,000 เท่า 
 ส าหรับการวดัปริมาณดีเอ็นเอนั้น เม่ือถึงตามก าหนดระยะเวลาการเก็บโครงเล้ียงเซลล์ โครง
เล้ียงเซลลแ์ละ cell standard ถูกเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ท่ี -80 องศาเซลเซียสและถูกปล่อยไวใ้ห้ละลาย (thaw) ท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นจ านวนหลายรอบ เพื่อท าให้เยื่อหุ้มเซลล์แตกออกก่อนหลงัจากนั้นตดัโครงเล้ียงเซลล์
ออกเป็นช้ินเล็กๆ แลว้เติม SDS lysis buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงไปในแต่ละโครงเล้ียงเซลล์และ cell 
standard ซ่ึง SDS lysis buffer เตรียมจากการผสมกนัระหวา่ง SDS จ านวน 20 มิลลิกรัม และสารละลาย 
SSC ท่ีความเขม้ขน้ 20 เท่า ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และน ้ าปราศจากไอออนปริมาตร 95 มิลลิลิตร ส่วน
สารละลาย SSC ท่ีความเขม้ขน้ 20 เท่าเตรียมไดจ้ากการละลายโซเดียมคลอไรด์จ  านวน 17.999 กรัม 
และโซเดียมซิเตรทไดไฮเดรตจ านวน 8.823 กรัม ในน ้าปราศจากไอออนปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

จากนั้น sonicate และน าเขา้ตูเ้ล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง เพื่อให้เยื่อหุ้ม
เซลล์แตกอยา่งสมบูรณ์และได ้cell lysate เพื่อน าไปใชใ้นขั้นตอนต่อไปจากนั้นท า serial dilution ของ 
cell standard ดว้ย SDS lysis buffer เพื่อใหไ้ด ้cell standard ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ กนั หลงัจากนั้นดูด cell 
lysate, cell standard และน ้ าปราศจากไอออน (เพื่อใชเ้ป็น blank) ปริมาตรอยา่งละ 100 ไมโครลิตร ลง
ไปในเวลเพลทชนิด 96 หลุม ต่อจากนั้นสารละลาย Hoechst 33258 ถูกเติมลงไปปริมาตรหลุมละ 100 
ไมโครลิตร ซ่ึงสารละลายชนิดน้ีเตรียมไดจ้ากการผสม Hoechst ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น ้ าปราศจาก
ไอออน ปริมาตร 19 มิลลิลิตร และสารละลาย SSC ความเขม้ขน้ 20 เท่าปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซ่ึงหลงัจาก
เติมสารละลายHoechst 33258  แลว้น าไปวดัปริมาณดีเอ็นเอทนัทีดว้ย fluorescent microplate reader ท่ี
ความยาวคล่ืน 460 นาโนเมตร 

การวดัปริมาณดีเอน็เอนั้น เร่ิมจากการวดัในสารละลายมาตรฐานท่ีทราบจ านวนเซลล์ท่ีแน่นอน
ก่อน จากนั้นน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) และสมการเส้นตรง โดยท่ีกราฟ
มาตรฐานนั้นมีแกนตั้งเป็นค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน และแกนนอนเป็นจ านวนเซลล ์
หลงัจากนั้นจึงน าขอ้มูลการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีไดจ้ากโครงเล้ียงเซลล์สามมิติ มาค านวณกลบั
เป็นจ านวนเซลล์โดยใชส้มการเส้นตรงท่ีได ้และน าขอ้มูลท่ีไดส้ร้างเป็นกราฟแท่งเพื่อเปรียบเทียบการ
เพิ่มข้ึนของจ านวนเซลลใ์นแต่ละกลุ่มและในแต่ละระยะเวลาการเพาะเล้ียง 
 ส าหรับการศึกษาภายใต ้SEM นั้น เม่ือครบระยะเวลาแต่ละช่วงแลว้ ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออก
ให้หมด แลว้ลา้งดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ท่ีความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ จ านวน 2 คร้ัง จากนั้นใส่ก
ลูตารัลดีไฮด์ ความเขม้ขน้ร้อยละ 4 ท่ีละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ จนท่วมช้ิน
ของโครงเล้ียงเซลล์ และทิ้งไว ้1 ชัว่โมง จากนั้นดูดกลูตารัลดีไฮด์ออกให้หมด และลา้งดว้ยฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ท่ีความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ จ านวน 2 คร้ัง และแช่ทิ้งไวจ้นกวา่จะน าไปศึกษาภายใต ้SEM ท่ี
ก าลงัขยาย 700 1,500 และ 3,000 เท่า 
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การวเิคราะห์ข้อมูล 
ขอ้มูลท่ีรวบรวมถูกน ามาวเิคราะห์ทางสถิติโดยเร่ิมท่ีการทดสอบการแจกแจงขอ้มูลขนาดรูพรุน

ของโครงเล้ียงเซลล์ด้วยสถิติKolmogorov-Smirnovในขณะท่ีข้อมูลเก่ียวกับค่าร้อยละรูพรุน ความ
หนาแน่น และสมบติัเชิงกลของโครงเล้ียงเซลล์ทดสอบการแจกแจงด้วยสถิติ Shapiro-Wilk จากนั้น
น ามาทดสอบค่าเฉล่ียดว้ยสถิติone-way ANOVA และน ามาทดสอบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มดว้ยสถิติ
Dunnett’s test ส าหรับขอ้มูลค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์ และสถิติScheffe ส าหรับค่าเฉล่ีย
ร้อยละรูพรุน ค่าเฉล่ียความหนาแน่น ค่าเฉล่ียสมบติัเชิงกล และค่าเฉล่ียการเพิ่มข้ึนของจ านวนเซลล ์
ส่วนปฏิกิริยาของเซลลต่์อโครงเล้ียงเซลลน์ าเสนอขอ้มูลเชิงคุณภาพ 
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บทที่ 4 

ผลการวจิัย 
 

ผลการวิจยัของการทดลองน้ีแบ่งออกเป็นดังน้ีความเข้มข้นของน ้ าตาลซูโครสท่ีใช้ในการ
ทดลอง และการวเิคราะห์โครงเล้ียงเซลลค์อมโพสิตสามมิติท่ีมีรูพรุน 
 
ความเข้มข้นของน า้ตาลซูโครส 

ความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครสท่ีใชใ้นการสร้างโครงเล้ียงเซลลค์อมโพสิตสามมิติท่ีมีรูพรุน ได้
จากการหาความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของน ้ าตาลซูโครส และค่าร้อยละรูพรุนและความ
หนาแน่นของโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุน ซ่ึงพบว่า ค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์มีค่า
เพิ่มมากข้ึนตามความเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครสท่ีเติมลงไป ในขณะท่ีค่าเฉล่ียความหนาแน่นของโครง
เล้ียงเซลล์มีค่าลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครสเพิ่มมากข้ึน ดงัตารางท่ี 3 และเม่ือน ามาหา
ความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครส และค่าร้อยละรูพรุนและความหนาแน่นของโครง
เล้ียงเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุน พบวา่ ความเขม้ขน้น ้ าตาลซูโครสท่ีเหมาะสมกบัการวิจยัน้ีคือ 7 เท่าของ
น ้าหนกัไฟโบรอินไหม ดงัแผนภูมิท่ี 1 
 
ตารางท่ี 3 ผลของความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครส และ ค่าร้อยละรูพรุนและความหนาแน่นของโครง
เล้ียงเซลล ์
ความเข้มข้นของ 
น า้ตาลซูโครส(เท่า) 

ค่าร้อยละรูพรุน  
+ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

ความหนาแน่น  
+ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

( x10-5กรัมต่อลูกบาศก์มิลลเิมตร) 

5 61.58 + 3.43 23.32 + 1.37 
10 81.83 + 5.12 11.23 + 2.93 
15 88.78 + 2.53 7.76 + 1.40 
20 89.05 + 0.90 7.10 + 0.46 
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แผนภูมิท่ี 1ความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของน ้ าตาลซูโครส และ ค่าร้อยละรูพรุนและความ
หนาแน่นของโครงเล้ียงเซลล ์
 
ผลการวเิคราะห์โครงเลีย้งเซลล์ 
สมบติัทางกายภาพ 
1.ขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล ์

เม่ือศึกษาขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดท่ี
ก าลงัขยาย 35 เท่าพบว่ารูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์มีลกัษณะค่อนขา้งเหล่ียม มีความต่อเน่ืองกนัโดย
ตลอด และไม่มีรูพรุนขนาดเล็กภายในผนงัของรูพรุน ดงัภาพท่ี 5และเม่ือวดัขนาดรูพรุนดว้ยโปรแกรม
SemAfore version 5.21 จากการสุ่มวดั 5 screen ในแต่ละกลุ่มพบวา่ขนาดรูพรุนอยูใ่นช่วง   102.97 – 
500.14 ไมโครเมตรโดยท่ีโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ8 โดยน ้ าหนกัต่อ
น ้ าหนกัมีค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนเล็กท่ีสุด ในขณะท่ีโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้
ร้อยละ 12 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัมีค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนใหญ่ท่ีสุดดงัตารางท่ี 4 

เม่ือทดสอบการแจกแจงขอ้มูลดว้ยสถิติ Kolmogorov-Smirnov พบวา่ ขอ้มูลมีการแจกแจงปกติ 
จากนั้นทดสอบค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์ดว้ยสถิติ one-way ANOVA พบวา่ค่าเฉล่ียขนาด
รูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์สามมิติมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติอย่างน้อย 1 คู่ท่ี p-value 
<0.05 และเม่ือทดสอบ Post-hoc ดว้ย Dunnett’s test พบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติท่ี p-value < 0.05 ดงัตารางท่ี 4 
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                                                 SF                                              SF/TCP-4 
 

           
                                          SF/TCP-8                                        SF/TCP-12 
 

 
                                                                      SF/TCP-16                                  
ภาพท่ี 5 ลักษณะรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดท่ี
ก าลงัขยาย 35 เท่า (SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่เติม α-TCP และ SF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -
12 และ SF/TCP -16: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ16 โดย
น ้าหนกัต่อน ้าหนกั ตามล าดบั) 
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ตารางท่ี 4 ค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล ์(n =5) 
กลุ่ม ขนาดรูพรุน + ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (ไมโครเมตร) 

SF 273.45 + 58.77 
SF/TCP-4 255.84 + 54.88a 

SF/TCP-8 240.93 + 61.17b 

SF/TCP-12 300.71 + 85.25a, b, c 

SF/TCP-16 245.06 + 48.69c 

(SF: โครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีไม่เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -
16: โครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกั
ตามล าดบั) 
a = ค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนในกลุ่ม SF/TCP-4 แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-12 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี     
p-value < 0.05 
b = ค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนในกลุ่ม SF/TCP-8 แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-12 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี    
p-value < 0.05 
c = ค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนในกลุ่ม SF/TCP-12 แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-16 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี   
p-value < 0.05 
 
2. ค่าร้อยละรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล ์

ค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์มีค่าอยูร่ะหวา่งร้อยละ 67.74 - 86.88 เม่ือพิจารณาตาม
กลุ่ม พบว่า โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั มี
ค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนมากท่ีสุดคือร้อยละ 85.12 + 0.87 ในขณะท่ีโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ี
ความเขม้ขน้ร้อยละ12โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั มีค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนน้อยท่ีสุดคือ 77.15 + 6.54 ดงั
ตารางท่ี 5 

เม่ือทดสอบการแจกแจงขอ้มูลดว้ยสถิติ Shapiro-Wilk พบวา่ ขอ้มูลมีการแจกแจงปกติ จากนั้น
ทดสอบค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์ดว้ยสถิติ one-way ANOVA พบวา่ค่าเฉล่ียร้อยละรู
พรุนของโครงเล้ียงเซลล์สามมิติมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value < 0.05 และเม่ือ
ทดสอบ Post-hoc ดว้ย Scheffe test พบวา่ค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติมα-TCP 
ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบัโครงเล้ียง
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เซลล์สามมิติท่ีเติมα-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ8 และ 12โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกัท่ี p-value < 0.05 ดงั
ตารางท่ี 5 

 
ตารางท่ี 5 ค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล ์(n = 5) 

กลุ่ม ค่าร้อยละรูพรุน+ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

SF 78.65 + 2.46 
SF/TCP-4 85.12 + 0.87a,b 

SF/TCP-8 78.11 + 2.61a 

SF/TCP-12 77.15 + 6.54b 

SF/TCP-16 82.72 + 2.41 
(SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -
16: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ16 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั
ตามล าดบั) 
a = ค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนในกลุ่ม SF/TCP-4 แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-8 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี     
p-value < 0.05 
b = ค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนในกลุ่ม SF/TCP-4 แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-12 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี   
p-value < 0.05 
 
3. ความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลล ์        

ค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะแห้งของโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติมα-TCP ท่ีความเขม้ขน้
ร้อยละ12 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนัก มีค่ามากท่ีสุดคือ 16.53 + 4.93 x10-5กรัมต่อลูกบาศก์มิลลิเมตร 
ในขณะท่ีโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกัมีค่าเฉล่ีย
ความหนาแน่นนอ้ยท่ีสุดคือ 8.83 + 0.85 x10-5กรัมต่อลูกบาศก์มิลลิเมตรเม่ือทดสอบการแจกแจงขอ้มูล
ด้วยสถิติ Shapiro-Wilk พบว่าข้อมูลมีการแจกแจงปกติ จากนั้นทดสอบค่าเฉล่ียความหนาแน่นใน
สภาวะแหง้ของโครงเล้ียงเซลลด์ว้ยสถิติ one-way ANOVA พบวา่ค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะแห้ง
ของโครงเล้ียงเซลล์มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติอยา่งน้อย 1 คู่ท่ี p-value <0.05 และเม่ือ
ทดสอบ Post-hoc ดว้ย Scheffe test พบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value < 
0.05 ดงัตารางท่ี 6 

ส่วนค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะชุ่มน ้าของโครงเล้ียงเซลล์  พบวา่ โครงเล้ียงเซลล์สามมิติ
ท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกัมีค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะชุ่มน ้ า
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มากท่ีสุดคือ 72.63 + 6.77 x10-5กรัมต่อลูกบาศก์มิลลิเมตรในขณะท่ีโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่ไดเ้ติม 
α-TCP มีค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะชุ่มน ้ าน้อยท่ีสุดคือ 60.93+ 7.60 x10-5กรัมต่อลูกบาศก์
มิลลิเมตรเม่ือทดสอบการแจกแจงขอ้มูลดว้ยสถิติ Shapiro-Wilk พบวา่ขอ้มูลมีการแจกแจงปกติ จากนั้น
ทดสอบค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะชุ่มน ้ าของโครงเล้ียงเซลล์ดว้ยสถิติ one-way ANOVA พบวา่
ค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะชุ่มน ้ าของโครงเล้ียงเซลล์ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติท่ี p-value = 0.092 ดงัตารางท่ี 6 
 
ตารางท่ี 6 ค่าเฉล่ียความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลลท์ั้งในสภาวะแหง้และสภาวะชุ่มน ้า (n = 5) 

กลุ่ม ความหนาแน่นในสภาวะแห้ง 
+ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(x10-5กรัมต่อลูกบาศก์มิลลเิมตร) 

ความหนาแน่นในสภาวะชุ่มน า้ 
+ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(x10-5กรัมต่อลูกบาศก์มิลลเิมตร) 

SF 13.52 + 0.94 60.93+ 7.60 
SF/TCP-4 8.83 + 0.85a, b 72.63 + 6.77 
SF/TCP-8 14.22 + 2.09a 61.84 + 4.72 

SF/TCP-12 16.53 + 4.93b, c 61.05 + 9.48 
SF/TCP-16 10.10 + 1.07c 64.79 + 6.86 

 
เม่ือน าค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะแห้งและสภาวะชุ่มน ้ าของโครงเล้ียงเซลล์มา

เปรียบเทียบกนัพบวา่ โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ร้อยละ4 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกัสามารถอุม้
น ้าไดม้ากท่ีสุดถึง 8.22 เท่า รองลงไปคือโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ร้อยละ16 โดยน ้ าหนกัต่อ
น ้ าหนกัท่ีสามารถอุม้น ้ าได ้6.42 เท่า ส่วนโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่เติม α-TCP และโครงเล้ียงเซลล์
สามมิติท่ีเติม α-TCP ร้อยละ8 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกัสามารถอุม้น ้ าได ้4.51 และ 4.35 เท่า ตามล าดบั 
ในขณะท่ีโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP ร้อยละ12 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัอุม้น ้าไดน้อ้ยท่ีสุดเพียง 
3.69 เท่า ดงัแผนภูมิท่ี 2 
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แผนภูมิท่ี 2 กราฟแท่งเปรียบเทียบระหวา่งความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลล์ทั้งในสภาวะแห้งและชุ่ม
น ้าเพื่อแสดงความสามารถในการอุม้น ้าของโครงเล้ียงเซลล ์
(SF: โครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีไม่เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และSF/TCP -16: 
โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั
ตามล าดบั) 
a = ค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะแห้งในกลุ่ม SF/TCP-4 แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-8 อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value < 0.05 
b = ค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะแห้งในกลุ่ม SF/TCP-4 แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-12 อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value < 0.05 
c = ค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะแห้งในกลุ่ม SF/TCP-12 แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-16 อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value < 0.05 
 
4. ปริมาณของแคลเซียมและฟอสฟอรัสในโครงเล้ียงเซลล ์

ผลการตรวจสอบประเภทของแร่ธาตุท่ีอยูใ่นโครงเล้ียงเซลล์เชิงคุณภาพดว้ยกลอ้ง SEM/EDX 
พบว่า โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติมและท่ีไม่เติม α-TCP ประกอบดว้ยแร่ธาตุพื้นฐาน 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
คาร์บอน ไนโตรเจน และออกซิเจน ซ่ึงยอด peak ท่ีแสดงออกมานั้นมีค่าพลงังานเท่ากบั 0.277, 0.392 
และ 0.523 keV ตามล าดบั ซ่ึงเป็นค่าพลงังานท่ีปลดปล่อยออกมาจากอิเล็กตรอนชั้น Kα1ส่วนโครงเล้ียง
เซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุนท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั
แสดงยอด peak ของแคลเซียมจ านวน 3 peaks ซ่ึงแต่ละ peak มีค่าพลงังานเท่ากบั 0.341, 3.691 และ 
4.013 keV ซ่ึงเป็นค่าพลงังานท่ีปลดปล่อยออกมาจากอิเล็กตรอนชั้น Lα1, Kα1และ Kβ1ตามล าดบั
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นอกจากน้ียงัแสดงยอด peak ของฟอสฟอรัสจ านวน 1 peak ซ่ึงมีค่าพลงังาน 2.013 keV ซ่ึงเป็นค่า
พลงังานท่ีปลดปล่อยออกมาจากอิเล็กตรอนชั้น K α1 ดงัภาพท่ี 6 

ในขณะท่ีผลการวดัปริมาณของแคลเซียมและฟอสฟอรัสในโครงเล้ียงเซลล์ ซ่ึงเป็นค่าท่ีไดจ้าก
การค านวณพื้นท่ีใตก้ราฟพบว่า โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 8 โดย
น ้ าหนกัต่อน ้ าหนกัมีค่าเฉล่ียปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัสมากท่ีสุดคือ 0.87 + 0.47 weight % และ 
0.41 + 0.29 weight % ตามล าดบัในขณะท่ีโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติมα-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4 
โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกัมีค่าเฉล่ียปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัสนอ้ยท่ีสุดคือ 0.47 + 0.05 weight % 
และ 0.03 + 0.06 weight % ตามล าดบั ดงัตารางท่ี 7 

 
ตารางท่ี 7 ค่าเฉล่ียปริมาณของแคลเซียมและฟอสฟอรัสในโครงเล้ียงเซลล ์(n = 1)  

กลุ่ม ปริมาณแคลเซียม  
+ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(weight %) 

ปริมาณฟอสฟอรัส  
+ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

(weight %) 

SF 0 0 
SF/TCP-4 0.47 + 0.05 0.03 + 0.06 
SF/TCP-8 0.87 + 0.47 0.41 + 0.29 

SF/TCP-12 0.66 + 0.15 0.37 + 0.15 
SF/TCP-16 0.79 + 0.34 0.38 + 0.21 

(SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -
16: โครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั
ตามล าดบั) 
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SF 

 

       
                              SF/TCP-4                                                                SF/TCP-8 
 

       
                             SF/TCP-12                                                             SF/TCP-16 
ภาพท่ี 6 ประเภทของแร่ธาตุท่ีอยู่ในโครงเล้ียงเซลล์จากกลอ้งSEM/EDX  ซ่ึงแสดงยอด peak ของ
คาร์บอน ไนโตรเจน ออกซิเจน แคลเซียมและฟอสฟอรัส โดยท่ีแกน y แสดงถึง intensity (count) และ
แกน x แสดงถึงค่าพลงังานท่ีอิเล็กตรอนปลดปล่อยออกมาซ่ึงอยูใ่นหน่วย keV 
(SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่เติม α-TCP และ SF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -
16: โครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั
ตามล าดบั) 
 
สมบติัเชิงกลของโครงเล้ียงเซลล ์
 ค่าเฉล่ียโมดูลสัแรงกดของโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อย 8โดย
น ้าหนกัต่อน ้ าหนกัมีค่ามากท่ีสุดคือ 64.84 + 16.65 กิโลปาสกาล ในขณะท่ีโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม
α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 16 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกัมีค่าเฉล่ียโมดูลสัแรงกดน้อยท่ีสุดคือ 14.13 
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+3.61 กิโลปาสกาล ดงัตารางท่ี 8 เม่ือทดสอบการแจกแจงขอ้มูลดว้ยสถิติ Shapiro-Wilk พบวา่ ขอ้มูลมี
การแจกแจงปกติ จากนั้นทดสอบค่าเฉล่ียโมดูลสัแรงกดของโครงเล้ียงเซลล์ดว้ยสถิติ one-way ANOVA 
พบว่าค่าเฉล่ียโมดูลสัแรงกดของโครงเล้ียงเซลล์สามมิติมีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ
อยา่งนอ้ยนอ้ย 1 คู่ ท่ี p-value < 0.05 และเม่ือทดสอบ Post-hoc ดว้ย Scheffe test พบวา่ ค่าเฉล่ียโมดูลสั
แรงกดของโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 16 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั มี
ความแตกต่างกบัโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่เติม α-TCPและโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ี
ความเขม้ขน้ร้อยละ8โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกั อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value <0.05  ดงัตารางท่ี 8 
 
ตารางท่ี 8 ค่าเฉล่ียโมดูลสัแรงกดของโครงเล้ียงเซลล ์(n = 5)  

กลุ่ม ค่าโมดูลสัแรงกด  + ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (กโิลปาสกาล) 

SF 57.00 + 9.16a 

SF/TCP-4 38.21 + 11.57 
SF/TCP-8 64.84 + 16.65b 

SF/TCP-12 41.25 + 13.77 
SF/TCP-16 14.13 + 3.61a, b 

(SF: โครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีไม่เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และSF/TCP -16: 
โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั
ตามล าดบั) 
a = ค่าเฉล่ียโมดูลสัแรงกดในกลุ่ม SF แตกต่างอยา่งจากกลุ่ม SF/TCP-16 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี    
p-value < 0.05 
b = ค่าเฉล่ียโมดูลสัแรงกดในกลุ่ม SF/TCP-8 แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-16 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี
p-value < 0.05 
 
สมบติัเชิงชีววทิยาของโครงเล้ียงเซลล ์
1. ปฏิกิริยาของเซลลต่์อโครงเล้ียงเซลล ์

ผลการศึกษาปฏิกิริยาของเซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกของมนุษยท่ี์เพาะเล้ียงในโครงเล้ียงเซลล์
เป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากกลอ้งจุลทรรศน์เฟสคอนทราสตช์นิดหวักลับท่ีก าลงัขยาย 10 เท่า พบวา่เซลล์
สามารถเติบโตท่ีพื้นผวิของโครงเล้ียงเซลลไ์ด ้โดยทัว่ไปท่ีก าลงัขยายต ่าน้ีพบวา่เซลล์สร้างเส้นใยเหงือก
มนุษยท่ี์น ามาเล้ียงมีลกัษณะเป็นรูปกระสวย (fusiform) ดงัภาพท่ี 7 
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                                          SF                                              SF/TCP-4 

         
                                      SF/TCP-8                                        SF/TCP-12 

 
 SF/TCP-16 

ภาพท่ี 7 เซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกของมนุษยภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เฟสคอนทราสตช์นิดหวักลบั ท่ี
ก าลงัขยาย 10 เท่า ท่ีเพาะเล้ียงในโครงเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 72 ชัว่โมง (SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่
เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ  SF/TCP -16: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม
α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัตามล าดบั) 
 
2. การเพิ่มข้ึนของจ านวนเซลล ์

ผลการวดัจ านวนเซลล์ในสารละลายมาตรฐานแลว้น ามาสร้างกราฟเส้นตรง พบว่ามีค่า r2 = 
0.9775 และมีสมการเส้นตรงคือ y = 4584.9x ดงัแผนภูมิท่ี 3และเม่ือน าขอ้มูลการดูดกลืนแสงของ
สารละลายท่ีไดจ้ากโครงเล้ียงเซลล์ท่ีน าไปเพาะเล้ียงเซลล์ตามระยะเวลาท่ีก าหนด มาค านวณกลบัเป็น
จ านวนเซลล์โดยใช้สมการขา้งตน้ พบว่าค่าเฉล่ียของจ านวนเซลล์ท่ีเวลาเร่ิมตน้มีจ านวนเซลล์ผลท่ีได้
แสดงในตารางท่ี 9 และเม่ือน าผลท่ีไดส้ร้างเป็นกราฟเพื่อเปรียบเทียบการเพิ่มข้ึนของจ านวนเซลล์ในแต่
ละกลุ่ม ดงัแผนภูมิท่ี 4 
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แผนภูมิท่ี 3กราฟเส้นตรงท่ีไดจ้ากการวดัจ านวนเซลลใ์นสารละลายมาตรฐาน 

 
 เม่ือทดสอบการแจกแจงขอ้มูลดว้ยสถิติ Shapiro-Wilk พบวา่ทุกกลุ่มขอ้มูลมีการแจกแจงปกติ 
ยกเวน้กลุ่มท่ีระยะเวลา 6 ชัว่โมงท่ีขอ้มูลมีการแจกแจงไม่ปกติ จากนั้นท าการทดสอบค่าเฉล่ียจ านวน
เซลล์ของกลุ่มท่ีระยะเวลาเร่ิมตน้ และท่ีระยะเวลา 24 72 และ 120 ชัว่โมงดว้ยสถิติ one-way ANOVA 
พบว่าค่าเฉล่ียจ านวนเซลล์มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติอย่างน้อย 1 คู่ท่ี p-value <0.05 
ยกเวน้กลุ่มท่ีระยะเวลา 24 ชัว่โมงท่ีไม่พบความแตกต่างของค่าเฉล่ียจ านวนเซลล์   (p-value = 0.386) 
และเม่ือทดสอบ Post-hoc ดว้ย Scheffe test พบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p-
value < 0.05 ดงัตารางท่ี 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 4584.9x 
R² = 0.9775 

-2000.00

0.00

2000.00

4000.00

6000.00

8000.00

10000.00

12000.00

14000.00

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Fl
uo

re
sce

nc
e i

nt
en

sit
y 

จ านวนเซลล์ (x105) 



54 
 

ตารางท่ี 9 ค่าเฉล่ียจ านวนเซลลใ์นแต่ละกลุ่มตามระยะเวลาเพาะเล้ียง  
                            จ านวนเซลล์ + ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (x 104)  
 0 6 ชม. 24 ชม. 72 ชม. 120 ชม. 
SF 1.88 + 0.57a 0.00 0.00 0.00 0.07 + 0.13c 

SF/TCP-4 2.18 + 0.03 0.00 0.00 0.71 + 0.55 1.91 + 0.49c, d 

SF/TCP-8 2.95 + 0.08a 0.21 + 0.30 0.72 + 0.38 0.58 + 0.41 3.75 + 0.66c, d 

SF/TCP-12 2.90 + 0.23a 0.21 + 0.42 0.51 + 0.66 1.60 + 0.78b 2.78 + 0.64c 

SF/TCP-16 3.00 + 0.05a 0.26 + 0.45 0.26 + 0.13 0.35 + 0.29b 2.84 + 1.18c 

(SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -
16: โครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีเติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั
ตามล าดบั) 
a = ค่าเฉล่ียจ านวนเซลล์ท่ีระยะเวลาเร่ิมตน้ในกลุ่ม SF แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-8, SF/TCP-12 และ 
SF/TCP-16 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value < 0.05 
b = ค่าเฉล่ียจ านวนเซลลท่ี์ 72 ชัว่โมงในกลุ่ม SF/TCP-12 แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-16 อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติท่ี p-value < 0.05 
c = ค่าเฉล่ียจ านวนเซลล์ท่ี 120 ชัว่โมงในกลุ่ม SF แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-4, SF/TCP-8, SF/TCP-12 
และSF/TCP-16 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value < 0.05 
d = ค่าเฉล่ียจ านวนเซลล์ท่ี 120 ชัว่โมงในกลุ่ม SF/TCP-4 แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-8 อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติท่ี p-value < 0.05 
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แผนภูมิท่ี 4 กราฟแท่งเปรียบเทียบค่าเฉล่ียจ านวนเซลลใ์นแต่ละกลุ่มตามระยะเวลาท่ีท าการเพาะเล้ียง 
(SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุนท่ีไม่เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ
SF/TCP -16: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุนท่ีเติมα-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดย
น ้าหนกัต่อน ้าหนกัตามล าดบั) 
 

เม่ือศึกษาลกัษณะเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดท่ีก าลงัขยาย 6,000 เท่า 
ณ บริเวณผวิโครงเล้ียงเซลลท่ี์ระยะเวลาการเพาะเล้ียง 6 ชัว่โมง พบวา่เซลลส่์วนใหญ่มีลกัษณะกลม และ
มีการยื่นส่วนยื่น (process) ไปเกาะบนพื้นผิวของโครงเล้ียงเซลล์ ดงัภาพท่ี 8 แต่เม่ือระยะการเพาะเล้ียง
เพิ่มข้ึนเป็น 24 ชัว่โมง และศึกษาลกัษณะเซลล์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดท่ี
ก าลงัขยาย 1,500 เท่า พบวา่เซลล์ทุกกลุ่มเร่ิมมีการแผต่วัและยื่นส่วนยื่นเพื่อแผ่ขยายไปบนโครงเล้ียง
เซลล์โดยส่วนใหญ่มีรูปร่างเป็นรูปกระสวย และพบรูปร่างหลายเหล่ียม (polyhedral) ไดบ้า้งซ่ึงคลา้ย
ลกัษณะท่ีเซลล์ท างานในส่ิงมีชีวิต ยกเวน้กลุ่ม SF เพียงกลุ่มเดียวเท่านั้น ท่ีเซลล์ยงัคงมีลกัษณะกลมอยู ่
ดงัภาพท่ี 9 

เม่ือศึกษาลกัษณะเซลล์ภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดท่ีก าลงัขยาย 700 เท่า 
เม่ือการเพาะเล้ียงนานข้ึนเป็น 72 และ 120 ชัว่โมง พบวา่เซลล์ส่วนใหญ่มีการแผ่ตวัไปกบัพื้นผิวโครง
เล้ียงเซลล์มากข้ึนดงัภาพท่ี 10และ 12ตามล าดบัในขณะท่ีเม่ือศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิดส่อง
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กราดท่ีก าลงัขยาย 3,000 เท่าพบว่ามีเซลล์มีการแบ่งตวัเพิ่มมากข้ึน โดยท่ีเซลล์ใหม่นั้นมีลกัษณะกลม
และเกาะอยูบ่นพื้นผวิของเซลลเ์ดิม ดงัภาพท่ี 11และ 13ตามล าดบั 

         
                                            SF                                                              SF/TCP-4 

         
                                      SF/TCP-8                                                      SF/TCP-12 

 
SF/TCP-16 

ภาพท่ี 8 ลกัษณะของเซลลส์ร้างเส้นใยจากเหงือกของมนุษยภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่อง
กราดท่ีก าลงัขยาย 6,000 เท่า เม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 6 ชัว่โมง (SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่
เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -16: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม  
α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัตามล าดบั) 
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                                           SF                                                               SF/TCP-4 

         
                                      SF/TCP-8                                                         SF/TCP-12 

 
SF/TCP-16 

ภาพท่ี 9 ลกัษณะของเซลลส์ร้างเส้นใยจากเหงือกของมนุษยภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่อง
กราดท่ีก าลงัขยาย 1,500 เท่า เม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง (SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีไม่
เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -16: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม 

α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัตามล าดบั) 
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                                            SF                                                              SF/TCP-4 

         
                                      SF/TCP-8                                                       SF/TCP-12 

 
SF/TCP-16      

ภาพท่ี 10 ลกัษณะของเซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกของมนุษย์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิด
ส่องกราดท่ีก าลงัขยาย 700 เท่า เม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 72 ชัว่โมง (SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ี
ไม่เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -16: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม
α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัตามล าดบั) 
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                                      SF                                                        SF/TCP-4 

         
                                      SF/TCP-8                                                      SF/TCP-12 

 
SF/TCP-16 

ภาพท่ี 11 ลกัษณะของเซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกของมนุษย์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิด
ส่องกราดท่ีก าลงัขยาย 3,000 เท่า เม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 72 ชัว่โมง (SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ี
ไม่เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -16: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม
α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัตามล าดบั) 
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                                            SF                                                             SF/TCP-4 

         
                                       SF/TCP-8                                                    SF/TCP-12 

 
SF/TCP-16 

ภาพท่ี 12 ลกัษณะของเซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกของมนุษยภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิด
ส่องกราดท่ีก าลงัขยาย 700 เท่า เม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 120 ชัว่โมง (SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ี
ไม่เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และ SF/TCP -16: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีเติม
α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัตามล าดบั) 
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                                             SF                                                            SF/TCP-4 

         
                                       SF/TCP-8                                                      SF/TCP-12 

 
SF/TCP-16 

ภาพท่ี 13 ลกัษณะของเซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกของมนุษย์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิด
ส่องกราดท่ีก าลงัขยาย 3,000 เท่า เม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 120 ชัว่โมง (SF: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติ
ท่ีไม่เติม α-TCP และSF/TCP-4, SF/TCP -8, SF/TCP -12 และSF/TCP -16: โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ี
เติม α-TCP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัตามล าดบั) 
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บทที่ 5 
สรุป อภิปรายและข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวจัิย 
1. วตัถุประสงคข์องการวจิยั 

การวจิยัน้ีบรรลุวตัถุประสงคข์องการวจิยัซ่ึงไดแ้ก่ การสร้างโครงเล้ียงเซลลค์อมโพสิตสามมิติท่ี
มีรูพรุนซ่ึงท าจากไฟโบรอินท่ีสกดัจากไหมไทยสายพนัธ์ุผสมระหวา่ง นางนอ้ยศรีสะเกษ 1 และ ม. ท่ีมี
การเติมα-TCP และข้ึนรูปดว้ยวธีิ SC/PLจากนั้นจึงน ามาศึกษาขนาดรูพรุน ค่าร้อยละของรูพรุน ปริมาณ
แคลเซียมและฟอสฟอรัส ความหนาแน่น สมบติัเชิงกล และสมบติัเชิงชีววิทยาของโครงเล้ียงเซลล์คอม
โพสิตสามมิติภายใตส้ภาวะของการวจิยัคร้ังน้ี 
 
2. วธีิด าเนินการวจิยั 
 การวิจยัเร่ิมต้นจากการก าจดัเซอริซินออกจากไฟโบรอินจากนั้นน าไฟโบรอินมาละลายใน
สารละลายท่ีประกอบดว้ยแคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต น ้า และ เอธานอล ท่ีอตัราส่วนโมลเท่ากบั 1:8:2 
หลงัจากนั้นน าสารละลายไฟโบรอินไปท าการแยกสารผา่นเยื่อ ป่ันเหวี่ยง และท าแห้งเยือกแข็ง จากนั้น
จึงน ามาข้ึนรูปโครงเล้ียงเซลล์โดยน ามาละลายในตวัท าละลาย HFIP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 16 โดย
น ้ าหนกัต่อปริมาตร และใช้น ้ าตาลซูโครสท่ีมีขนาด 250-450 ไมโครเมตร ท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนั
ดงัน้ี 5, 10, 15 และ 20 เท่าของน ้าหนกัไฟโบรอิน และหาความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
ซูโครส และค่าร้อยละรูพรุนและความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลล์ เพื่อเลือกความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
ซูโครสท่ีเหมาะสมส าหรับการศึกษาต่อไป ซ่ึงผลท่ีไดอ้อกมามีค่าเท่ากบั 7 เท่าของน ้าหนกัไฟโบรอิน  
 ขั้นตอนต่อไปคือการข้ึนรูปโครงเล้ียงเซลลค์อมโพสิตสามมิติท่ีมีรูพรุนโดยน าไฟโบรอินท่ีผา่น
การท าแหง้เยอืกแขง็มาแลว้มาละลายใน HFIP ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 16 โดยน ้าหนกัต่อปริมาตร จากนั้น
เติม α-TCP ลงไปในความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ีร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกั และน ้ าตาล
ซูโครสท่ีมีขนาด 250-450 ไมโครเมตร ท่ีความเขม้ขน้ 7 เท่าของน ้าหนกัไฟโบรอิน  
 กลุ่มตวัอยา่งในการวจิยัคร้ังน้ีแบ่งออกเป็นกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง โดยท่ีกลุ่มควบคุมเป็น
โครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุน (SF) ท่ีไม่ไดเ้ติม α-TCP ในขณะท่ีกลุ่มทดลองเป็นกลุ่มท่ีเติม α-TCP 
ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัน้ีร้อยละ 4, 8, 12 และ 16 โดยน ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั (SF/TCP -4, SF/TCP -8, 
SF/TCP -12 และ SF/TCP -16 ตามล าดบั) และท าการเลือกโครงเล้ียงเซลล์ดว้ยวิธีการสุ่มตวัอยา่งแบบ
ง่าย เพื่อน าไปวดัขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์ดว้ย SEM ท่ีก าลงัขยาย 35 เท่าจ านวน 1 ช้ินต่อกลุ่มค่า
ร้อยละรูพรุนภายในโครงเล้ียงเซลล์ดว้ยวิธีการแทนท่ีของของเหลวจ านวน 5 ช้ินต่อกลุ่ม ปริมาณของ
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แคลเซียมและฟอสฟอรัสท่ีอยูภ่ายในโครงเล้ียงเซลล์ดว้ย SEM/EDX ท่ีก าลงัขยาย 100 เท่าจ านวน 1 ช้ิน
ต่อกลุ่มความหนาแน่นจ านวน 5 ช้ินต่อกลุ่มค่าโมดูลสัแรงกดดว้ยเคร่ือง Shimadzu 500 N จ านวน 5 ช้ิน
ต่อกลุ่มปฏิกิริยาของเซลล์ต่อโครงเล้ียงเซลล์จ  านวน 1 ช้ินต่อกลุ่ม และการเพิ่มข้ึนของจ านวนเซลล์
ภายในโครงเล้ียงเซลลจ์  านวน 24 ช้ินต่อกลุ่ม 

ขอ้มูลท่ีรวบรวมถูกน ามาวเิคราะห์ทางสถิติโดยเร่ิมท่ีการทดสอบการแจกแจงขอ้มูลขนาดรูพรุน
ของโครงเล้ียงเซลล์ด้วยสถิติ Kolmogorov-Smirnov ในขณะท่ีขอ้มูลเก่ียวกบัค่าร้อยละรูพรุน ความ
หนาแน่น และสมบติัเชิงกลของโครงเล้ียงเซลล์ทดสอบการแจกแจงดว้ยสถิติ Shapiro-Wilk จากนั้น
น ามาทดสอบค่าเฉล่ียดว้ยสถิติ one-way ANOVA และน ามาทดสอบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มดว้ย
สถิติ Dunnett’s test ส าหรับขอ้มูลค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล ์และสถิติ Scheffe test ส าหรับ
ขอ้มูลค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุน ค่าเฉล่ียความหนาแน่น และค่าเฉล่ียสมบติัเชิงกลของโครงเล้ียงเซลล์และ
ค่าเฉล่ียการเพิ่มข้ึนของจ านวนเซลล ์
 
3. ผลการวเิคราะห์ขอ้มูล 

ขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีมีรูพรุนอยูใ่นช่วง 102.97 – 500.14 ไมโครเมตร โดยท่ี
กลุ่ม SF/TCP-8 มีค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนเล็กท่ีสุด (240.93 + 61.17 ไมโครเมตร) ในขณะท่ีกลุ่ม SF/TCP-12 
มีค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนใหญ่ท่ีสุด (300.71 + 85.25ไมโครเมตร) และมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติกบักลุ่ม SF/TCP-4, SF/TCP-8 และ SF/TCP-16 ท่ี p-value <0.05 

ค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุนมีค่าอยูร่ะหวา่งร้อยละ 67.74 - 86.88 
โดยท่ีกลุ่ม SF/TCP-12 มีค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนนอ้ยท่ีสุดคือ 77.15 + 6.54 ในขณะท่ีกลุ่ม SF/TCP-4 มี
ค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนมากท่ีสุดคือร้อยละ 85.12 + 0.87 และมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบั
กลุ่ม SF/TCP-8 และ SF/TCP-12 ท่ี p-value < 0.05 

ค่าเฉล่ียความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติท่ีมีรูพรุนในสภาวะแหง้ของกลุ่ม SF/TCP-12 
มีค่ามากท่ีสุดคือ 16.53 + 4.93 x10-5กรัมต่อลูกบาศก์มิลลิเมตร ในขณะท่ีกลุ่ม SF/TCP-4 มีค่านอ้ยท่ีสุด
คือ 8.83 + 0.85 x10-5กรัมต่อลูกบาศกมิ์ลลิเมตร ซ่ึงกลุ่ม SF/TCP-12 มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติกบักลุ่ม SF/TCP-4 และ SF/TCP-16 ท่ี p-value < 0.05  และกลุ่ม SF/TCP-4  มีความแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติกบักลุ่ม SF/TCP-8 ท่ี p-value < 0.05 

ค่าเฉล่ียความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุนในสภาวะชุ่มน ้ าของกลุ่ม SF/TCP-
4 มีค่ามากท่ีสุดคือ 72.63 + 6.77 x10-5กรัมต่อลูกบาศก์มิลลิเมตรในขณะท่ีกลุ่ม SF มีค่าน้อยท่ีสุดคือ 
60.93+ 7.60 x10-5กรัมต่อลูกบาศก์มิลลิเมตรและไม่พบวา่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ
ระหวา่งกลุ่ม เม่ือน าค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะแหง้และสภาวะชุ่มน ้าของโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ี
มีรูพรุนมาเปรียบเทียบกนัพบว่ากลุ่ม SF/TCP-4 สามารถอุม้น ้ าไดม้ากท่ีสุดถึง 8.22 เท่า รองลงไปคือ
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กลุ่ม SF/TCP-16 ท่ีสามารถอุม้น ้ าได ้6.42 เท่า ส่วนกลุ่ม SF และ SF/TCP-8 สามารถอุม้น ้ าได ้4.51 และ 
4.35 เท่า ตามล าดบั ในขณะท่ีกลุ่ม SF/TCP-12 อุม้น ้าไดน้อ้ยท่ีสุดเพียง 3.69 เท่า 

ค่าเฉล่ียโมดูลสัแรงกดของกลุ่ม SF/TCP-8 มีค่ามากท่ีสุดคือ 64.84 + 16.65 กิโลปาสกาล 
ในขณะท่ีกลุ่ม SF/TCP-16 มีค่าน้อยท่ีสุดคือ 14.13 + 3.61 กิโลปาสกาลซ่ึงมีความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติกบักลุ่ม SF และ SF/TCP-8 ท่ี p-value <0.05 

ปริมาณ Ca และ P ในโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุนพบวา่กลุ่ม SF/TCP-8 มีค่าเฉล่ียปริมาณ
Ca และ P มากท่ีสุดคือ 0.87 + 0.47 weight % และ 0.41 + 0.29 weight % ตามล าดบัในขณะท่ีกลุ่ม 
SF/TCP-4 มีค่าเฉล่ียปริมาณ Ca และ P นอ้ยท่ีสุดคือ 0.47 + 0.05 weight % และ 0.03 + 0.06 weight % 
ตามล าดบั 

ค่าเฉล่ียจ านวนเซลล์ท่ีเพิ่มข้ึนหลงัการเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 6 และ 24 ชัว่โมง ไม่มีความ
แตกต่างระหวา่งกลุ่มอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value < 0.05 แต่เม่ือระยะเวลาการเพาะเล้ียงเพิ่มข้ึน
เป็น 72 ชัว่โมง พบว่าค่าเฉล่ียจ านวนเซลล์ของกลุ่ม SF/TCP-12 มีความแตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-16 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value < 0.05 และเม่ือเพิ่มระยะเวลาเป็น 120 ชัว่โมง พบวา่ค่าเฉล่ียจ านวน
เซลล์ของกลุ่ม SF มีความแตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-4, SF/TCP-8, SF/TCP-12 และ SF/TCP-16  อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value < 0.05 และนอกจากน้ียงัพบวา่ค่าเฉล่ียจ านวนเซลล์ของกลุ่ม SF/TCP-4 
แตกต่างจากกลุ่ม SF/TCP-8 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p-value < 0.05 
 
อภิปรายผลการวจัิย 

การประสบความส าเร็จในการท าวิศวกรรมเน้ือเยื่อนั้นตอ้งอาศยัปัจจยัหลายๆ อยา่ง ซ่ึงหน่ึงใน
ปัจจยัท่ีมีความส าคญัคือโครงเล้ียงเซลล์ โดยท่ีโครงเล้ียงเซลล์นั้นควรมีรูปร่างสามมิติท่ีสามารถควบคุม
ลกัษณะของโครงสร้าง สัณฐานวิทยา และการเส่ือมได ้ซ่ึงลกัษณะดงักล่าวควรสัมพนัธ์กบับริเวณท่ีจะ
น าไปใช้งาน โดยท่ีปัจจยัต่างๆ ท่ีเก่ียวข้องกับการสร้างโครงเล้ียงเซลล์สามมิติให้มีลักษณะตามท่ี
ตอ้งการไดน้ั้น เช่น ขนาดของรูพรุน ความเขม้ขน้ของพอลิเมอร์ท่ีใชใ้นกระบวนการข้ึนรูป และความมี
เสถียรภาพทางโครงสร้าง เป็นตน้ อน่ึงในปัจจุบนัน้ีไดมี้การน าพอลิเมอร์จากธรรมชาติมาผสมกบัพอลิ
เมอร์สังเคราะห์เช่น ไทรแคลเซียมฟอสเฟตเพื่อปรับปรุงคุณสมบติัเชิงกลของพอลิเมอร์จากธรรมชาติ 

การวิจยัน้ีสร้างโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุนจากไฟโบรอินซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีไดจ้ากรังไหม
ไทยสายพนัธ์ุผสมระหวา่งนางนอ้ยศีรษะเกษ 1 และ ม. ดว้ยวธีิการข้ึนรูปดว้ยตวัท าละลายและชะละลาย
อนุภาค เน่ืองจากเป็นวิธีสร้างโครงเล้ียงเซลล์ท่ีง่าย และสามารถควบคุมปริมาณ ขนาด และรูปร่างของ
สารท่ีท าใหเ้กิดรูพรุนได ้โดยท่ีในการวจิยัน้ีเลือกใช ้HFIP เป็นตวัท าละลาย เน่ืองจากเป็นตวัท าละลายท่ี
มีความเป็นขั้วสูง สร้างพนัธะไฮโดรเจนท่ีมีความแข็งแรง จึงท าให้ HFIP สามารถละลายสารประกอบ
ต่างๆ ในบริเวณต าแหน่งของออกซิเจน พนัธะคู่ และ หมู่เอมีน จึงส่งผลให้ HFIP เป็นตวัท าละลาย
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อินทรียท่ี์นิยมใชเ้ป็นตวัท าละลายส าหรับพอลิเมอร์หลายชนิดแต่เน่ืองจาก HFIP มีคุณสมบติัระเหยได้
อยา่งรวดเร็ว จึงส่งผลใหโ้ครงเล้ียงเซลลท่ี์สร้างไดใ้นระยะแรกนั้นมีการยบุตวัลงไปประมาณร้อยละ 50-
60 แต่การยุบตวัของโครงเล้ียงเซลล์ลดลงเม่ืออยูใ่นระบบปิด ถึงแมว้า่ยงัไม่มีการวิจยัท่ีบ่งบอกถึงความ
เป็นพิษของ HFIP ก็ตาม แต่การน า HFIP มาใชเ้ป็นตวัท าละลายพอลิเมอร์นั้น ยงัคงจ าเป็นตอ้งท าการ
ระเหย HFIP ออกจากโครงเล้ียงเซลล์ออกให้หมด ส่งผลให้ระยะเวลาในการสร้างโครงเล้ียงเซลล์
ยาวนานข้ึน 

การทดลองน้ีเลือกใช้น ้ าตาลแทนเกลือเน่ืองจากการศึกษาของ Makaya et al., (2009) ท่ี
เปรียบเทียบโครงเล้ียงเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุนท่ีท าจากไฟโบรอินไหม ระหว่างการใช้สารละลาย          
ไฟโบรอินในน ้าและเกลือเป็นสารท่ีท าให้เกิดรูพรุน และใชส้ารละลายไฟโบรอินในตวัท าละลาย HFIP 
และน ้ าตาลซูโครสเป็นสารท่ีท าให้เกิดรูพรุน โดยท่ีโครงเล้ียงเซลล์ทั้งหมดข้ึนรูปดว้ยตวัท าละลายและ
ชะละลายอนุภาค ซ่ึงเม่ือศึกษาลกัษณะของโครงเล้ียงเซลล์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่อง
กราด พบว่าโครงเล้ียงเซลล์ท่ีใชส้ารละลายไฟโบรอินในน ้ าและใชเ้กลือเป็นตวัท าละลายนั้นพบรูพรุน
ขนาดเล็กอยู่ท่ีผนังของโครงเล้ียงเซลล์และมีผนังของรูพรุนท่ีหนา ในขณะท่ีโครงเล้ียงเซลล์ท่ีใช้
สารละลายไฟโบรอินในตวัท าละลาย HFIP และใชน้ ้ าตาลซูโครสนั้น ไม่พบลกัษณะรูพรุนขนาดเล็กท่ี
ผนงัของโครงเล้ียงเซลลแ์ละมีผนงัของรูพรุนท่ีบางกวา่ ส่วนเหตุผลท่ีเลือกใชน้ ้าตาลซูโครสนั้นเน่ืองจาก
เป็นน ้าตาลท่ีหาไดง่้ายและราคาไม่แพง เม่ือเปรียบเทียบกบัน ้าตาลประเภทอ่ืนๆ 

จากผลการทดลองเพื่อหาความเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครสท่ีเหมาะสมส าหรับการศึกษาน้ี พบวา่
เม่ือความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครสเพิ่มข้ึน ส่งผลใหค้่าร้อยละรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์เพิ่มข้ึน แต่กลบั
ท า ให้ความหนาแน่นของโครง เ ล้ี ยง เซลล์ลดลง  ซ่ึ งผล ท่ีได้สอดคล้องกับการ ศึกษาของ 
Chuenjitkuntaworn et al., (2010) ท่ีสร้างโครงเล้ียงเซลล์ท่ีจากพอลิคาร์โปรแลคโตนและใชน้ ้ าตาล
ซูโครสท่ีมีขนาดอนุภาค 400-500 ไมโครเมตรเป็นสารท่ีท าใหเ้กิดรูพรุนพบวา่ เม่ือน ้าตาลซูโครสมีความ
เขม้ขน้เพิ่มมากข้ึน ส่งผลให้โครงเล้ียงเซลล์มีค่าร้อยละรูพรุนเพิ่มข้ึนและความหนาแน่นลดลง ซ่ึงจาก
ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าร้อยละรูพรุนและความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน แสดงให้เห็นวา่
ความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครสท่ีเหมาะสมส าหรับการสร้างโครงเล้ียงเซลล์ในขั้นตอนต่อไปนั้นเท่ากบั 
7 เท่าของน ้าหนกัไฟโบรอิน  

ขนาดรูพรุนภายในโครงเล้ียงเซลลน์ั้นมีความส าคญัอยา่งยิ่งในงานวิศวกรรมเน้ือเยื่อ เน่ืองจากรู
พรุนท าหนา้ท่ีเป็นโครงใหเ้ซลลม์ายดึติดและฝังตวั จนท าใหเ้กิดการสร้างเน้ือเยื่อข้ึนมา ซ่ึงจากการวิจยัน้ี
ได้โครงเล้ียงเซลล์มีขนาดรูพรุนอยู่ในช่วง 102.97 – 500.14 ไมโครเมตร ถึงแมว้่ายงัไม่มีขอ้สรุปท่ี
แน่นอนถึงขนาดรูพรุนท่ีเหมาะสมส าหรับการเติบโตของเซลล์และการก่อเกิด ของเน้ือเยื่อก็ตาม จาก
การศึกษาของ Zhang et al., (2010) พบวา่ขนาดรูพรุนท่ีเหมาะสมส าหรับการเพิ่มจ านวนของเซลล์ตน้
ก าเนิดไขกระดูกของมนุษย ์(human bone marrow stem cells) และการสร้างเมทริกซ์นอกเซลล์นั้นอยู่
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ในช่วง 100-300 ไมโครเมตรในขณะท่ี Zhang et al., (2012) พบว่าขนาดรูพรุนท่ีอยูใ่นช่วง 100-400 
ไมโครเมตรนั้น ส่งผลท าให้เซลล์เกิดการยึดติด การเพิ่มจ านวน และการเติบโตของเซลล์ออสติโอซาร์
โคมาของมนุษย ์MG-63 (human osteosarcoma cell MG-63) ไดเ้ป็นอยา่งดีส่วน Correia et al., (2012) 
พบว่าขนาดรูพรุนท่ีส่งผลให้เกิดการก่อเกิดเน้ือเยื่อกระดูกไดดี้ท่ีสุดอยู่ในช่วง 400-600 ไมโครเมตร
นอกจากน้ี Boyan et al., (1996) พบวา่ขนาดรูพรุนท่ีเหมาะสมส าหรับการก่อเกิดกระดูกนั้นอยูใ่นช่วง 
200-400 ไมโครเมตรในขณะท่ี Ishauget al., (1997) พบวา่ขนาดรูพรุนท่ีอยูใ่นช่วง 150-710 ไมโครเมตร
นั้นมีความเหมาะสมส าหรับเซลล์สร้างกระดูกดงันั้นขนาดรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์ท่ีถูกสร้างข้ึนใน
การศึกษาน้ีมีขนาดท่ีเหมาะสมส าหรับการวศิวกรรมเน้ือเยือ่กระดูกได ้

ค่าร้อยละรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์เป็นอีกส่ิงหน่ึงท่ีมีความส าคญัในงานวิศวกรรมเน้ือเยื่อ 
เน่ืองจากโครงเล้ียงเซลล์ท่ีมีรูพรุนมาก ส่งผลให้หลอดเลือดเจริญเขา้ไปโครงเล้ียงเซลล์ไดม้ากข้ึนและ
ส่งผลต่อการขนส่งสารอาหารไปยงัเซลล์และการถ่ายเทของเสียออกจากเซลล์ท่ียึดเกาะในโครงเล้ียง
เซลลย์อ่มมีประสิทธิภาพท่ีดีกวา่โครงเล้ียงเซลลท่ี์มีรูพรุนนอ้ย ซ่ึงจากการศึกษาน้ีพบวา่ค่าเฉล่ียร้อยละรู
พรุนท่ีไดอ้ยูใ่นช่วงร้อยละ 77.15 + 6.54 ถึง 85.12 + 0.87 ซ่ึงจากการศึกษาของ Zhang et al., (2010) 
พบวา่ค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุนท่ีอยูใ่นช่วงร้อยละ 80.0 + 4.6 ถึง 94.0 + 4.1 ช่วยส่งเสริมการเพิ่มจ านวนของ
เซลลต์น้ก าเนิดไขกระดูกของมนุษยเ์ม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 14 วนั นอกจากน้ียงัพบวา่ช่วยส่งเสริม
ให้เกิดการเปล่ียนสภาพจากเซลล์ตน้ก าเนิดไขกระดูกของมนุษยไ์ปเป็นเซลล์สร้างกระดูก เน่ืองจาก
พบว่ามีการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึนของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส คอลลาเจนชนิดท่ี 1 และออสติโอ
แคลซิน หลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 14 วนั 

ความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลลเ์ป็นสมบติัทางกายภาพท่ีมีความสัมพนัธ์กบัค่าร้อยละรูพรุน
ของโครงเล้ียงเซลล ์ซ่ึงจากการศึกษาน้ีพบวา่เม่ือเรียงล าดบัค่าเฉล่ียความหนาแน่นในสภาวะแห้งมีล าดบั
ดงัน้ี SF/TCP-12 > SF/TCP-8 > SF > SF/TCP-16 > SF/TCP-4 แต่เม่ือพิจารณาถึงค่าเฉล่ียร้อยละรูพรุน
พบวา่เป็นดงัน้ี SF/TCP-4 > SF/TCP-16 > SF > SF/TCP-8 > SF/TCP-12  อยา่งไรก็ตามความหนาแน่น
ของโครงเล้ียงเซลลจ์ากการศึกษาน้ีไม่ไดส้ัมพนัธ์กบัการเติม α-TCPแต่อยา่งใด ซ่ึงอาจเป็นเพราะวิธีการ
เติม α-TCP ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีไม่ไดส้ามารถท าให ้α-TCP กระจายตวัไดอ้ยา่งทัว่ถึงในโครงเล้ียงเซลล ์
จึงส่งผลใหไ้ม่พบการเปล่ียนแปลงสมบติัทางกายภาพของโครงเล้ียงเซลล์ ซ่ึงไม่สอดคลอ้งกบัการศึกษา
ของ Chuenjitkuntaworn et al., (2010) ท่ีพบวา่ความเขม้ขน้ของอนุภาคไฮดรอกซีอะปาไทตท่ี์เติมลงไป 
ส่งผลโดยตรงต่อความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลล์พอลิคาร์โปรแลคโตน และจากการศึกษาของ 
Kothapalli et al., (2005) ท่ีพบวา่ความหนาแน่นของโครงเล้ียงเซลล์พอลิแล็คไตด์มีค่าเพิ่มมากข้ึนเม่ือ
ความเขม้ขน้ของอนุภาคไฮดรอกซีอะปาไทตเ์พิ่มมากข้ึน 

ปริมาณของแคลเซียมและฟอสฟอรัสในโครงเล้ียงเซลล์ พบวา่ค่าเฉล่ียปริมาณแคลเซียมและ
ฟอสฟอรัสไม่ได้มีปริมาณเพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของα-TCP ท่ีเพิ่มข้ึน ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากแคลเซียม
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และฟอสฟอรัสไม่ไดมี้การกระจายตวัอยา่งทัว่ถึงแบบสม ่าเสมอในโครงเล้ียงเซลล์ ซ่ึงจากการศึกษาของ 
Yan et al., (2013) ท่ีท าการเติมแคลเซียมฟอสเฟตในโครงเล้ียงเซลล์ โดยการเติมสารละลายแคลเซียม
คลอไรด์ท่ีมีความเขม้ขน้ 6 โมลต่อลิตรในสารละลายไฟโบรอินไหมในน ้ า จากนั้นเติมสารละลาย
แอมโมเนียไดเบสิคฟอสเฟตท่ีมีความเข้มข้น 3.6 โมลต่อลิตร โดยให้สัดส่วนเชิงอะตอมระหว่าง
แคลเซียมและฟอสเฟตมีค่าคงท่ีท่ี 1.67 จากนั้นปรับพีเอชของระบบให้อยูท่ี่ 8.5 โดยการเติมแอมโมเนีย
ลงไป จากนั้นท าการสร้างโครงเล้ียงเซลล์ดว้ยวิธีการชะละลายเกลือและการท าแห้งเยือกแข็ง ซ่ึงจากผล
การศึกษาพบวา่มีการสร้างอนุภาคแคลเซียมฟอสเฟตข้ึนภายในโครงเล้ียงเซลล ์นอกจากน้ียงัพบลกัษณะ
ของ cauliflower-like apatite cluster ท่ีมีขนาดเล็กกวา่ 200 นาโนเมตรบนพื้นผวิของโครงเล้ียงเซลล ์

สมบติัเชิงกลเป็นสมบติัท่ีส าคญัของโครงเล้ียงเซลล์ เน่ืองจากโครงเล้ียงเซลล์ตอ้งสามารถคง
สภาพของโครงสร้าง เพื่อท าหนา้ท่ีเป็นโครงเล้ียงเซลล์ไดท้ั้งหลงัการฝัง และระหว่างการสร้างเน้ือเยื่อ
ใหม่ ดงันั้นสมบติัเชิงกลของโครงเล้ียงเซลล์ควรมีค่าใกลเ้คียงกบัเน้ือเยื่อในบริเวณท่ีจะท าการฝัง  จาก
การศึกษาพบวา่ค่าเฉล่ียโมดูลสัแรงกดของกลุ่ม SF/TCP-8 มีค่ามากท่ีสุด รองลงไปคือกลุ่ม SF SF/TCP-
12 และ SF/TCP-4 ส่วนกลุ่ม SF/TCP-16 มีค่าน้อยท่ีสุด ซ่ึงแสดงให้ว่าค่าโมดูลัสแรงกดไม่มี
ความสัมพนัธ์กบัการเติม α-TCP ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Yan et al., (2013) ท่ีพบวา่ค่าโมดูลสั
แรงกดไม่ได้เพิ่มข้ึนตามความเข้มข้นของแคลเซียมฟอสเฟตท่ีเติมลงไป แต่อย่างไรก็ตามจากผล
การศึกษาของ Chuenjitkuntaworn et al., (2010) ท่ีแสดงให้เห็นวา่ค่าโมดูลสัแรงกดมีค่าเพิ่มมากข้ึนตาม
ความเขม้ขน้ของอนุภาคไฮดรอกซีอะปาไทตท่ี์เติมลงไป  

อยา่งไรก็ตามค่าโมดูลสัแรงกดของโครงเล้ียงเซลล์คอมโพสิตท่ีสร้างไดใ้นการศึกษาน้ีมีค่านอ้ย
กว่าค่าโมดูลสัแรงกดของการศึกษาหลายการศึกษาท่ีพบว่ามีค่าตั้งแต่ 80 กิโลปาสกาลไปจนถึง 175      
เมกะปาสกาล (Kim, 2008; Liu, 2008 Collins, 2009; Zhang, 2010; Yan, 2013) และยงัมีค่านอ้ยกวา่ค่า
โมดูลสัของกระดูกธรรมชาติค่อนขา้งมาก ซ่ึงจากการศึกษาของ Kokubo, Kim, and Kawashita (2003) ท่ี
พบวา่ค่าความแขง็แรงกดของกระดูกทึบมีค่าระหวา่ง 100-230 เมกะปาสกาล ในขณะท่ีค่าความแข็งแรง
กดสูงสุด (ultimate compressive strength)ของกระดูกเส้ียน (trabecular bone) ในกระดูกขากรรไกรล่าง
มีค่า 0.22-10.44 เมกะปาสกาล และมีค่าเฉล่ีย 3.9 + 2.7 เมกะปาสกาล (Misch, Qu, and Bidez,1999) 
ส่วนเหตุผลท่ีไม่วดัความทนต่อแรงดึงของโครงเล้ียงเซลล์ เน่ืองจากความทนต่อแรงดึงใชท้ดสอบการ
ยึดตวัของตวัอย่างเม่ือได้รับแรงดึงจากภายนอก ซ่ึงเหมาะกบัโครงเล้ียงเซลล์ท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นใย
มากกวา่ 

สมบติัเชิงชีววิทยาเป็นสมบติัท่ีบ่งบอกถึงความเขา้กันทางชีวภาพของโครงเล้ียงเซลล์ เพื่อ
ส่งเสริมให้เกิดการยึดเกาะ การเพิ่มจ านวน และการเปล่ียนสภาพของเซลล์ ซ่ึงจากการศึกษาน้ีพบว่า
เซลล์สร้างเส้นใยจากเหงือกมนุษยส์ามารถเติบโตท่ีพื้นผิวของโครงเล้ียงเซลล์ได ้และเม่ือพิจารณาถึง
จ านวนเซลล์ท่ีเพิ่มข้ึนพบว่าท่ีระยะเวลาเร่ิมต้นเซลล์สามารถเขา้ไปอยู่ในโครงเล้ียงเซลล์ได้ แต่เม่ือ
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ระยะเวลาเพาะเล้ียงเพิ่มมากข้ึนจนถึงท่ี 120 ชัว่โมง จ านวนเซลลก์ลบันอ้ยกวา่ท่ีระยะเวลาเร่ิมตน้ ซ่ึงอาจ
เป็นเพราะพื้นผวิของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินจากไหมมีโครงสร้างเป็นแผน่บีตา้ จึงมีความเป็นผลึกสูง 
และมีสมบติัไม่ชอบน ้ า ส่งผลให้เซลล์ยึดเกาะกบัพื้นผิวโครงเล้ียงเซลล์ไม่ดีเท่าท่ีควร แต่อยา่งไรก็ตาม
ไดมี้การศึกษาเก่ียวกบัการปรับพื้นผิวของไฟโบรอินจากไหม เพื่อให้เซลล์ยึดเกาะไดดี้ข้ึน เช่น การน า
อาร์จีดี เปปไทด์ (RGD peptide) มายึดติดกบัพื้นผิวดว้ยพนัธะโควาเลนต์ (covalent) เน่ืองจากเป็นท่ี
ทราบกนัดีวา่อาร์จีดี เปปไทด์นั้นสามารถจบักบัอินทีกริน (integrin) ท่ีอยูบ่นพื้นผิวของเซลล์ได ้และยงั
ช่วยส่งเสริมการยึดติดของเซลล์ เข้ากับพื้นผิวท่ี มีอาร์จี ดี  เปปไทด์อยู่  ซ่ึ งจากการศึกษาของ 
Damrongrungruang (2010) พบว่าเส้นใยนาโนท่ีมีอาร์จีดี เปปไทด์ มีจ  านวนเซลล์เพิ่มข้ึนอย่างมี
นยัส าคญั เม่ือเทียบกบัเส้นใยนาโนท่ีไม่มีอาร์จีดี เปปไทด ์ 

เม่ือพิจารณาผลของการเติม α-TCP ในโครงเล้ียงเซลล์ พบว่าเม่ือ α-TCP มีความเขม้ขน้
เพิ่มข้ึน ขนาดรูพรุน ค่าร้อยละรูพรุน ความหนาแน่นทั้งในสภาวะแห้งและชุ่มน ้ า ปริมาณแคลเซียมและ
ฟอสฟอรัสโมดูลสัแรงกด และการเพิ่มจ านวนของเซลล์ ไม่ไดเ้พิ่มข้ึนไปดว้ย ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก α-
TCP ท่ีใส่ลงไปนั้นไม่ได้ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงทางโครงสร้างและลกัษณะสมบติัของไฟโบรอิน 
และนอกจากน้ี α-TCP ยงัไม่สามารถกระจายตวัไดอ้ยา่งทัว่ถึงภายในโครงเล้ียงเซลล ์ 

สรุปจากผลวิจยัน้ี โครงเล้ียงเซลล์กลุ่ม SF/TCP-8 เหมาะส าหรับน าไปพฒันาต่อส าหรับงาน
วศิวกรรมเน้ือเยือ่กระดูกต่อไป  
 
ข้อเสนอแนะ 
1.ขอ้เสนอแนะจากผลการวิจยัท่ีพบและการน าผลการวจิยัไปใช้ 

จากผลวิจยัท่ีพบควรหาวิธีการเติม α-TCPท่ีสามารถท าให้เกิดการกระจายตวัอย่างทัว่ถึงใน
โครงเล้ียงเซลล์ เพื่อให้เห็นผลของความแตกต่างของความเขม้ขน้อย่างชัดเจน และนอกจากน้ีควรมี
การศึกษาในสัตวท์ดลองก่อนเพื่อน าไปใชไ้ดจ้ริงๆ  
2. ขอ้เสนอแนะในการวจิยัคร้ังต่อไป 

1. ปรับสภาพพื้นผวิของไฟโบรอินจากไหม เพื่อเป็นการส่งเสริมใหเ้กิดการยดึเกาะของเซลล ์ 
2. ท าการเช่ือมขวางกบัชีววสัดุชนิดอ่ืนๆ เพื่อเพิ่มค่าโมดูลสัแรงกด  
3. หาวธีิการท าให ้α-TCP กระจายทัว่โครงเล้ียงเซลล ์
4. ควรใชเ้ซลล์สร้างกระดูกโดยเล้ียงใน osteogenic medium เพื่อตรวจดูการเปล่ียนสภาพของ

เซลล์และการเหน่ียวน าให้เกิดการสะสมแร่ธาตุ (calcification) ในหลอดทดลอง ตลอดจนและน าไป
ทดสอบในสัตวท์ดลอง  
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