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 สารอนินทรีย์ท่ีเป็นส่วนประกอบสําคญัในกระดูกได้แก่ แคลเซียมฟอสเฟต อย่างไรก็ตามแคลเซียม

ฟอสเฟตเพียงอยา่งเดียวมีความสามารถในการเหน่ียวนําให้เซลล์มายึดเกาะต่ํา ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงมีแนวคิด

ท่ีจะเตรียมวัสดเุชิงประกอบไคโตซานและแคลเซียมฟอสเฟต เน่ืองจากเป็นท่ีรู้จักกนัดีอยู่แล้วว่าไคโตซานมี

ประจุบวกท่ีจะเกิดปฏิสัมพันธ์ทางไฟฟ้ากับประจุลบของผนังเซลล์ได้ส่งผลให้เซลล์ยึดเกาะสูง แคลเซียม

ฟอสเฟต 2 ชนิดคือ ชนิดผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์หรือไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตถูกสงัเคราะห์ไฮบริดให้

เป็นเนือ้เดียวกันกับสารละลายไคโตซานด้วยกระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือ จากนัน้ขึน้รูปเป็นโครงเลีย้งเซลล์

สามมิติด้วยการทําแห้งเยือกแข็ง แล้วนําโครงเลีย้งเซลล์ดงักล่าวมาวิเคราะห์ลักษณะเฉพาะของแคลเซียม

ฟอสเฟต สณัฐานวิทยา รวมทัง้ทดสอบความเข้ากันได้กับเซลล์ไลน์สร้างกระดกู ผลการวิเคราะห์พบว่าวัสด ุ  

เชิงประกอบท่ีเตรียมได้ประกอบไปด้วยสารอนินทรีย์อยู่ในช่วง 35 – 45 เปอร์เซ็นต์ วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน

และแคลเซียมฟอสเฟตทัง้ 2 ชนิดมีอตัราส่วนแคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัส 1.61 หรือ 0.92 ซึ่งใกล้เคียงกับค่าตาม

ทฤษฏีของไฮดรอกซีอะพาไทต์หรือไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตตามลําดบั เอกซ์เรย์ดิฟแฟกชันของวัสด ุ   

เชิงประกอบไคโตซานและแคลเซียมฟอสเฟตแสดงพีกเฉพาะท่ี 2θ ประมาณ 26° และ 32° ซึ่งเป็นพีกเฉพาะ

ของไฮดรอกซีอะพาไทต์ หรือพบพีกเฉพาะท่ี 2θ ประมาณ  20.94, 29.25, 30.50, 34.15 และ 34.42 ซึ่งเป็นพีก

เฉพาะของไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต จากผลการทดลองชีใ้ห้เห็นว่าไฮดรอกซีอะพาไทต์หรือไดแคลเซียม

ฟอสเฟตไดไฮเดรตสามารถถกูสงัเคราะห์ไฮบริดในสารละลายไคโตซานด้วยกระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือ โครง

เลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซานและแคลเซียมฟอสเฟต(ไฮดรอกซีอะพาไทต์หรือไดแคลเซียมฟอสเฟต         

ไดไฮเดรต) ท่ีขึน้รูปจากการทําแห้งเยือกแข็งแสดงให้เห็นถึงการเช่ือมต่อโครงสร้างของรูพรุนภายใน ผลการ

ทดสอบความเข้ากันได้กับเซลล์ไลน์สร้างกระดูก พบว่าโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซานหรือไคโตซาน/แคลเซียม

ฟอสเฟตไม่แสดงความเป็นพิษตอ่เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MCT3T - E1 ดงันัน้ วสัดเุชิงประกอบท่ีมีรูพรุนของ    

ไคโตซานและแคลเซียมฟอสเฟตจงึเป็นวสัดท่ีุนา่สนใจในการนําไปใช้สําหรับวิศวกรรมเนือ้เยือ้กระดกูตอ่ไป   
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Main component of inorganic substances in bone is calcium phosphate (CaP). CaP alone, 

however, limits in cell attachment. Thus, the aim of this work is to prepare chitosan/CaP composites. 

Since it is well known that chitosan having positive charges to electrostatically interact with negative 

charges of cell membrane, resulting in high cell attachment. Two kinds of calcium phosphate, 

Hydroxyapatite (HAp) or Dicalcium phosphate dihydrate (DCPD) was homogeneously hybridized 

into chitosan solution by membrane diffusion process.  The three-dimensional scaffolds were 

obtained by freeze-drying. The characterizations of CaP, morphology and osteoblast compatibility of 

the obtained scaffolds were examined. It was found that as prepared composites contained an 

inorganic content in range of 35-45%. Two types of chitosan/CaP composites contained calcium to 

phosphorus ratios of 1.61 or 0.92 which were closely to theoretical calcium to phosphorus ratios of 

HAp or DCPD, respectively. XRD patterns of chitosan/CaP composites showed the specific peaks 

2θ at 26° and 32° which were those of HAp or 2θ around 20.94°, 29.25°, 30.50°, 34.15° and 34.42° 

which were those of DCPD. From these results, indicated that HAp or DCPD could be hybridized 

into chitosan solution through membrane diffusion process. Chitosan/CaP (HAp or DCPD) 

composite scaffolds formed by freeze-drying showed interconnected porous structure. From 

biocompatibility test revealed that neither chitosan nor chitosan/CaP scaffolds have not show 

cytotoxicity to MC3T3-E1 osteoblast cell line. Therefore, the porous chitosan/CaP composite 

scaffolds should be considered as potential materials for bone tissue engineering. 

 

 

 

 

 

         

              

Department : Materials Science                                   Student’s signature :……………………………... 

Field of study : Applied Polymer Science and Textile Technology  Principal Advisor’s signature :………………….. 

 

      

Academic year : 2008                                                  Co-advisor’s signature :………………………….. 
 



 ฉ 

กติตกิรรมประกาศ 

วิทยานิพนธ์ฉบบันีสํ้าเร็จลลุ่วงตามวตัถปุระสงค์ที่ตัง้ไว้ได้อย่างสมบรูณ์นัน้ เป็นเพราะ

ได้รับคําแนะนําทางด้านวิชาการ ความเอือ้เฟือ้ทางด้านเคร่ืองมือ วตัถุดิบ และสถานท่ีสําหรับ

การทําวิทยานิพนธ์ อีกทัง้ได้รับความช่วยเหลือ และการแนะแนวในการทําวิทยานิพนธ์จาก

ผู้ทรงคณุวฒุิในด้านตา่งๆเป็นอย่างดี ข้าพเจ้าจึงใคร่ขอขอบพระคณุบคุคลและหน่วยงานท่ีเก่ียวข้อง 

ซึง่มีรายนามดงันี ้

1. ดร.วนัเพ็ญ เตชะบญุเกียรติ อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั ที่ให้คําปรึกษาในการ

แก้ไขปัญหา และแนะแนวทางในการทําวิทยานิพนธ์ รวมถึงการจดัทําวิทยานิพนธ์ฉบบัสมบรูณ์ 

2. รศ. ทพ. ดร.พสุธา ธัญญะกิจไพศาล อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม  และ         

ทญ. นวภรณ์ เจตตภิรมย์ศกัดิ์ ท่ีให้คําแนะนําในด้านความรู้พืน้ฐานของเซลล์ เทคนิคในการเลีย้ง

เซลล์  

3. รองศาสตราจารย์ เสาวรจน์ ช่วยจุลจิตร์ ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ที่ให้

คําแนะนําและแนวคดิท่ีเป็นประโยชน์ตอ่การจดัทําวิทยานิพนธ์ฉบบัสมบรูณ์ 

4. ภาควิชาวสัดศุาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ท่ีได้เอือ้เฟือ้สถานท่ี 

อปุกรณ์และสารเคมีท่ีใช้ในงานวิจยั รวมทัง้เจ้าหน้าท่ีทุกท่านท่ีได้ให้ความช่วยเหลือ และอํานวย

ความสะดวกระหวา่งการทํางานวิจยั 

5. ศนูย์วิจยัชีววิทยาช่องปาก จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ท่ีให้ความอนเุคราะห์ในการเลีย้ง

เซลล์ไลน์สร้างกระดกู รวมทัง้เอือ้เฟือ้สถานท่ีและเคร่ืองมือในการทํางานวิจยั 

6. ศูนย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และภาควิชาวัสดุศาสตร์     

คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ท่ีให้ความชว่ยเหลือในการวิเคราะห์สารตา่งๆ 

7. ทนุอดุหนนุวิทยานิพนธ์สําหรับนิสิต จากบนัทิตวิทยาลยั จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

8. ทุนโครงการวิจัยบูรณาการด้านวิศวกรรมเนือ้เ ย่ือเพ่ือการพัฒนากระดูกเทียม   

สํานกังานคณะกรรมการวิจยัแหง่ชาต ิ

9. ทนุงบประมาณแผ่นดินโครงการวิจยัเร่ือง 2“การพฒันาผลิตภณัฑ์ต้นแบบยาสมานแผล

ในชอ่งปากท่ีมีสว่นผสมของสารสกดัจากสว่นวุ้นของวา่นหางจระเข้” ปีงบประมาณ 2548-ปัจจบุนั 

สดุท้ายนี ้ขอกราบขอบพระคณุ บิดา มารดา ท่ีให้การสนบัสนุนและให้กําลงัใจในการทํา

วิทยานิพนธ์จนสําเร็จลุล่วงด้วยดี อีกทัง้อาจารย์ทุกท่านท่ีช่วยประสิทธ์ิประสาทวิชาความรู้ให้แก่

ข้าพเจ้า จนสามารถสร้างสรรค์วิทยานิพนธ์ฉบบันีไ้ด้เป็นผลสําเร็จตามท่ีมุง่หวงัไว้ 



สารบัญ                                               ช 

 

           หน้า 

บทคดัย่อภาษาไทย……………………………………..………………………………....... ง 

บทคดัย่อภาษาองักฤษ……………………………………...………………………………. จ 

กิตตกิรรมประกาศ…………………………………………………………………………...... ฉ 

สารบญั……………………………………………………………………………………….... ช 

สารบญัตาราง................................................................................................................. ฎ 

สารบญัภาพ................................................................................................................... ฏ 

  

บทท่ี  

1. บทนํา……………………………………………………………………………………….. 1 

  

2. ทฤษฎีและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง....……………………………………………….………...... 4 

2.1 วิศวกรรมเนือ้เย่ือ.......................................................................................... 4 

2.2 โครงสร้างของกระดกู..................................................................................... 5 

2.2.1 กระดกูเปลือกนอกและกระดกูร่างแห............................................... 6 

2.3 โครงเลีย้งเซลล์.............................................................................................. 7 

2.4 วสัดเุชิงประกอบ........................................................................................... 9 

2.4.1 ความหมายของวสัดเุชิงประกอบ..................................................... 9 

2.4.2 ชนิดของวสัดเุชิงประกอบ............................................................... 9 

2.5 ความรู้พืน้ฐานเก่ียวกบัไคตนิและไคโตซาน...................................................... 10 

2.5.1 กระบวนการผลิตไคตินและไคโตซาน............................................... 13 

2.5.2 ข้อจํากดัในการนําไคโตซานไปใช้งานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดกู.... 16 

2.6 สารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต........................................................... 16 

2.6.1 ไฮดรอกซีอะพาไทต์…………………………………………………… 18 

2.6.1.1 โครงสร้างผลกึไฮดรอกซีอะพาไทต์................................... 18 

2.6.1.2 ความสามารถในการละลายของไฮดรอกซีอะพาไทต์......... 20 

2.6.1.3 แหลง่ของสารไฮดรอกซีอะพาไทต์.................................... 20 

2.6.1.4 วิธีการเตรียมสารไฮดรอกซีอะพาไทต์............................... 21 

 



สารบัญ (ต่อ) 
 

บทท่ี           หน้า 

ซ 

2.6.1.5 การประยกุต์ใช้งานของไฮดรอกซีอะพาไทต์ในทาง 

            การแพทย์.................................................................... 23 

2.6.2. ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต.................................................... 24 

2.6.2.1 โครงสร้างผลกึไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต................. 24 

2.6.2.2 วิธีการเตรียมสารไดแคลเซียมฟอสเฟต........................... 24 

2.6.2.3 การประยกุต์ใช้งานของไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต.... 25 

2.6.2.4 การประยกุต์ใช้งานของไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

            ทางการแพทย์.............................................................. 26 

3.วิธีการทดลอง...............................................................................................................  27 

3.1 เซลล์ท่ีใช้ในการทดลอง…………………………………………………………. 27 

3.2 สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง............................................................................ 27 

3.3 อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง........................................................ 28 

3.4 เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิเคราะห์........................................................................ 29 

3.5 ขอบเขตของการทดลอง............................................................................... 30 

3.6 วิธีการทดลอง.............................................................................................. 32 

3.6.1 การเตรียมวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วย 

         กระบวนการแพร่ผา่นแผน่เย่ือ…………….………………………. 32 

3.6.2 การเตรียมวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต............ 34 

3.7 การวิเคราะห์และทดสอบทางวสัด.ุ................................................................ 36 

3.7.1 การวิเคราะห์หาอตัราสว่นระหวา่งสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์……. 36 

3.7.1.1 การวิเคราะห์อตัราส่วนระหวา่งไคโตซาน/แคลเซียม 

            ฟอสเฟตด้วยเทคนิคเทอร์มอกราวิเมทริกแอนาลิซิส…... 36 

3.7.2 การวิเคราะห์ลกัษณะเฉพาะของแคลเซียมฟอสเฟตท่ีสงัเคราะห์ได้ 

         ด้วยกระบวนการแพร่ผา่นแผน่เย่ือ................................................. 

 

37 

3.7.2.1 การวิเคราะห์อตัราส่วนระหวา่งแคลเซียมและฟอสฟอรัส 

            ของโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียม 

            ฟอสเฟตด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด 

            พร้อมเคร่ืองวิเคราะห์ธาตใุนโครงสร้างจลุภาคชนิดแจก 

            แจงพลงังานรังสีเอกซ์………………………….………. 

 

 

 

37 



สารบัญ (ต่อ) 
 

บทท่ี           หน้า 

ฌ 

3.7.2.2 การวิเคราะห์ความเป็นผลกึของแคลเซียมฟอสเฟตด้วย 

            เทคนิคเอกซ์เรย์ดฟิแฟรกชนั...........................................  

 

38 

3.7.2.3 การวิเคราะห์สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์วสัด ุ

          เชิงประกอบด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด. 39 

3.7.2.4 การวิเคราะห์ความทนแรงอดัของโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิง 

            ประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วยเคร่ือง 

            ไดนามิคเมคคานิคอลแอนาลิซิส…………………………. 40 

3.8 การวิเคราะห์และทดสอบทางชีวภาพ………………………………………….. 41 

3.8.1 การเลีย้งเซลล์……………………………………………………….. 41 

3.8.2การขยายปริมาณเซลล์ไลน์สร้างกระดกูMC3T3–E1ในจานเลีย้งเซลล์ 41 

3.8.3 การทดสอบความเข้ากนัได้กบัเซลล์............................................... 42 

3.8.3.1 การทดสอบด้วยการสมัผสัโดยตรง………………………. 42 

3.8.3.2 การสร้างเส้นกราฟมาตรฐานเพ่ือมาใช้ในการเทียบหา 

             จํานวนเซลล์ท่ีเพิ่มเชิงปริมาณด้วยวิธี MTT assay.......... 43 

3.8.3.3 การวดัการเปล่ียนแปลงจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่ภายหลงั 

             การทดสอบการสมัผสัโดยตรง(Direct Contact Test)  

             ด้วยวิธี MTT assay........................................................ 47 

4. ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง..................................................................... 49 

4.1 ลกัษณะรูปร่างโครงเลีย้งเซลล์...................................................................... 51 

4.2 การวิเคราะห์อตัราส่วนระหวา่งสารอินทรีย์และสารอนิทรีย์ของวสัดโุครงเลีย้ง 

      เซลล์.......................................................................................................... 52 

4.2.1 การวิเคราะห์อตัราสว่นระหวา่งไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วย 

         เทคนิคเทอร์มอกราวิเมทริกแอนาลิซิส............................................ 52 

4.3 การวิเคราะห์ลกัษณะของวสัดโุครงเลีย้งเซลล์................................................ 53 

4.3.1 การวิเคราะห์อตัราส่วนของแคลเซียมตอ่ฟอสเฟตของวสัดเุชิง 

         ประกอบด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราดพร้อมเคร่ือง 

         วิเคราะห์ธาตใุนโครงสร้างจลุภาคชนิดแจกแจงพลงังานรังสีเอกซ์..... 53 

4.3.2 การวิเคราะห์ความเป็นผลกึของแคลเซียมฟอสเฟตด้วยเทคนิค   54 



สารบัญ (ต่อ) 
 

บทท่ี           หน้า 

ญ 

         เอกซ์เรย์ดฟิแฟรกชนั.................................................................... 

4.3.3 การวิเคราะห์สณัฐานวิทยาของวสัดเุชิงประกอบด้วยกล้อง 

         จลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด............................................... 55 

4.3.4 การวิเคราะห์ความทนแรงอดัของโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบ 

         ไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วยเคร่ืองไดนามิคเมคคานิคอล 

         แอนาลิซิส.................................................................................... 65 

4.4 การวิเคราะห์และทดสอบทางชีวภาพ............................................................ 66 

4.4.1 การขยายปริมาณเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1ในจานเลีย้ง 

         เซลล์…………………………………………………………………. 66 

4.4.2 การสร้างเส้นกราฟมาตรฐานเพ่ือมาใช้ในการเทียบหาจํานวนเซลล์ 

         เพิ่มเชิงปริมาณด้วยวิธี MTT assay............................................... 67 

4.4.3 การทดสอบด้วยการสมัผสัโดยตรง…............................................. 69 

4.4.4 การวดัการเปล่ียนแปลงจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิตอยูภ่ายหลงัการทดสอบ 

         การสมัผสัโดยตรงด้วยวิธี MTT assay............................................ 74 

5. สรุปผลการทดลอง อภิปรายผลการทดลองและข้อเสนอแนะ……………………...…….. 79 

รายการอ้างอิง............................................................................................................... 81 

ภาคผนวก..................................................................................................................... 86 

ภาคผนวก ก...................................................................................................... 87 

ภาคผนวก ข...................................................................................................... 89 

ภาคผนวก ค..................................................................................................... 93 

ภาคผนวก ง...................................................................................................... 95 

ภาคผนวก จ...................................................................................................... 97 

ประวตัผิู้ เขียนวิทยานิพนธ์............................................................................................... 100 

  



 

 



 

สารบัญตาราง 
 

ตาราง  หน้า 

ฎ 

ตารางท่ี 2.1 เทคโนโลยีท่ีเก่ียวข้องในการผลิตโครงเลีย้งเซลล์...................................... 8 

ตารางท่ี 2.2 แคลเซียมฟอสเฟตชนิดตา่งๆ ท่ีมีอตัราสว่น Ca:P แตกตา่งกนั.................. 17 

ตารางท่ี 2.3 สมบตัท่ีิสําคญัของไฮดรอกซีอะพาไทต์................................................... 22 

ตารางท่ี 2.4 ลกัษณะไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตท่ีสงัเคราะห์ขึน้............................ 24 

ตารางท่ี 3.1 สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียมโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบ........................ 27 

ตารางท่ี 3.2 สารเคมีท่ีใช้ในการทดสอบความเข้ากนัได้กบัเซลล์ไลน์สร้างกระดกู........... 28 

ตารางท่ี 3.3 เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิเคราะห์……………………………………………… 29 

ตารางท่ี 3.4 การคํานวนหาปริมาณสารจากสมการท่ี (1)............................................. 34 

ตารางท่ี 3.5 การคํานวนหาปริมาณสารจากสมการท่ี (2)…………………………….…. 35 

ตารางท่ี 4.1 ร้อยละของแคลเซียมฟอสเฟตในบริเวณท่ีแตกตา่งกนั ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง…. 52 

ตารางท่ี 4.2 อตัราสว่นของแคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัส.................................................... 53 

ตารางท่ี 4.3 คา่มอดลุสัการกดอดัของวสัดโุครงเลีย้งเซลล์ในสภาวะตา่งๆ………….….. 65 

ตารางท่ี 4.4 ความสมัพนัธ์ของจํานวนเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1กบั คา่กระเจิง

ของแสงจากเคร่ือง 0ยวีู0-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์0ท่ี 570 นาโนเมตร......... 68 

ตารางท่ี 4.5 การวดัความอยูร่อดของเซลล์เชิงปริมาณด้วยวิธี MTT assay วนัท่ี 3……… 75 

ตารางท่ี 4.6 การวดัความอยูร่อดของเซลล์เชิงปริมาณด้วยวิธี MTT assay วนัท่ี 7………  76 

ตารางท่ี 4.7 คา่เฉล่ียของความอยู่รอดของเซลล์เชิงปริมาณเทียบเป็นเป็นจํานวนเซลล์

จากกราฟรูปท่ี 4.13.............................................................................. 77 

 



สารบัญภาพ                                             ฏ 
 

ภาพประกอบ  หน้า 

รูปท่ี 2.1 หลกัการของงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือ……....………………………….…… 5 

รูปท่ี 2.2 ลกัษณะโครงสร้างของกระดกู…………………….…............................... 6 

รูปท่ี 2.3 โครงสร้างกระดกูเปลือกนอกและกระดกูร่างแห…………………..…..…… 7 

รูปท่ี 2.4 โครงสร้างทางเคมีของเซลลโูลส………………...……............................... 11 

รูปท่ี 2.5 โครงสร้างทางเคมีของไคตนิ…………………………….….……….…... 11 

รูปท่ี 2.6 โครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน………….………………..…………..… 11 

รูปท่ี 2.7 ไคตนิแบบแอลฟา………………………………………………..….…. 12 

รูปท่ี 2.8 ไคตนิแบบบีตา……………………………………………………..….. 12 

รูปท่ี 2.9 ไคตนิแบบแกมมา………………………………………….…................ 12 

รูปท่ี 2.10 การเตรียมไคตินและไคโตซาน………………………..……………….… 14 

รูปท่ี 2.11 โครงสร้างของอะพาไทต์แสดงตําแหนง่ของอะตอมฟลอูอไรด์หรืออะตอม 

ไฮดรอกซิล………………………………………..……………………….…… 18 

รูปท่ี 2.12 โครงสร้างของไฮดรอกซีอะพาไทต์ ในหนว่ยเซลล์เฮกซะโกนลั.……..……..….. 19 

รูปท่ี 2.13 ปฏิกริยาทางเคมีของการเกิดไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต…………..…..… 25 

รูปท่ี 3.1 แผนผงัขอบเขตการทดลอง………………………………………..……….….. 30 

รูปท่ี 3.2 วิธีการเทสารละลายลงในแผ่นเย่ือเลือกผา่น……………………….…............ 32 

รูปท่ี 3.3 สารละลายไคโตซานและแคลเซียมคลอไรด์แชใ่นสารละลายไดโซเดียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟตหรือสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต..................... 33 

รูปท่ี 3.4 แมแ่บบพลาสตกิ…………………………………………………….……..…... 33 

รูปท่ี 3.5 เทอร์มอกราวิเมทริกแอนาไลเซอร์ ของ METTLER TOLEDO รุ่น TGA/SDTA 

851e…………………………………………………………………………..... 37 

รูปท่ี 3.6 กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด รุ่น JEOL JSM-5800LV………….. 38 

รูปท่ี 3.7 เคร่ืองเอกซ์เรย์ดฟิแฟรกโทมิเตอร์ ของ Bruker AXS Model D8…………….... 39 

รูปท่ี 3.8 เคร่ืองไดนามิคเมคคานิคอลแอนาลิซิส รุ่น DMA/SDTA861e ของ METTLER 

TOLEDO……………………………………………………………………..… 40 

รูปท่ี 3.9 จานเลีย้งเซลล์…….…………………………………………………… 41 

รูปท่ี 3.10 ลกัษณะชิน้งานท่ีตดัออกมา………..………………………………...…. 42 

 



สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพประกอบ  หน้า 

ฐ 

รูปท่ี 3.11 กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง……….…………………………………….. 43 

รูปท่ี 3.12 เคร่ืองยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV-VIS Spectrophotometer, 

Phamacia รุ่น Ultrospec 3000)………………………………………........... 44 

รูปท่ี 3.13 การหยดสารละลายตวัอยา่งเซลล์ลงใน Haemacytometer…….….………….…….. 45 

รูปท่ี 3.14 ตารางของ Haemacytometer ภายใต้กล้องจลุทรรศน์กําลงัขยาย 40 เทา่...... 45 

รูปท่ี 3.15 ตารางบนผิว Haemacytometer ภายใต้กล้องจลุทรรศน์กําลงัขยาย100 เทา่... 46 

รูปท่ี 3.16 จํานวนเซลล์ท่ีหวา่นในแตล่ะแถวเพ่ือทําเส้นกราฟมาตรฐาน........................... 46 

รูปท่ี 3.17 ตู้ควบคมุอณุหภูมิและก๊าซเฉพาะอย่าง (CO2 incubator) Heraeus รุ่น Hera 

cell................................................................................................... 47 

รูปท่ี 3.18 ตู้ปฏิบตัิการปลอดเชือ้ (Laminar air flow) Biohazard Cabinet class II รุ่น  

BH2000............................................................................................. 48 

รูปท่ี 4.1 แผนผงัการทดสอบคณุสมบตัขิองโครงเลีย้งเซลล์.......................................... 50 

รูปท่ี 4.2 ลกัษณะโครงเลีย้งเซลล์............................................................................... 51 

รูปท่ี 4.3 เอกซ์เรย์ดฟิแฟรกโทแกรมโครงสร้างผลกึในโครงเลีย้งเซลล์…………………... 54 

รูปท่ี 4.4 สัณฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียม

ฟอสเฟตจากกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีกําลงัขยาย 200 เทา่.. 56 

รูปท่ี 4.5 สัณฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง

กราด ท่ีกําลงัขยาย 1000 เทา่ บริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง…………………………... 58 

รูปท่ี 4.6 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซานท่ีบริเวณผิวหน้าก่อนและหลงัการ

ฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต………………………………………….. 59 

รูปท่ี 4.7 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซานท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวางก่อนและหลงั

การฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต……………………………………… 60 

รูปท่ี 4.8 สัณฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีบริเวณ

ผิวหน้าก่อนและหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต....……........... 61 

รูปท่ี 4.9 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีบริเวณพืน้ 

ท่ีตดัขวางก่อนและหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต…………….. 62 

รูปท่ี 4.10 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตท่ี

บริเวณผิวหน้าก่อนและหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต……..… 63 



สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพประกอบ  หน้า 

ฑ 

รูปท่ี 4.11 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตท่ี

บริเวณพืน้ท่ีตดัขวางก่อนและหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต…. 64 

รูปท่ี 4.12 เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1เม่ือเกาะอยูบ่นพืน้ท่ีผิว 2 มิตท่ีิกําลงั 

ขยาย 400 เทา่…………………………………………………………………. 67 

รูปท่ี 4.13 กราฟความสมัพนัธ์จํานวนเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 กบัคา่ OD….. 69 

รูปท่ี 4.14 เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 ผ่านกล้อง 1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง

วนัท่ี31................................................................................................ 70 

รูปท่ี 4.15 เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 ผ่านกล้อง 1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง

วนัท่ี 71................................................................................................ 71 

รูปท่ี 4.16 เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 ผ่านกล้อง 1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง

วนัท่ี 211................................................................................................ 72 

รูปท่ี 4.17 เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 ผ่านกล้อง 1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง

วนัท่ี 291...……………………………………………………..………………... 73 

รูปท่ี 4.18 กราฟแทง่แสดงการวดัการเพิ่มจํานวนเซลล์เชิงปริมาณด้วยวิธี MTT assay ใน

วนัท่ี 3 และ วนัท่ี 7............................................................................... 78 



 
 



บทที่  1 

 

บทนํา 

1.1 ปัญหาและท่ีมาของงานวิจัย 

วิวฒันาการของวสัดท่ีุใช้ในทางการแพทย์ (biomaterials) ท่ีเป็นวสัดทุดแทนกระดกูได้มี

การเปล่ียนแปลงไปอยา่งมาก ในตลอด 20 ปีท่ีผา่นมา ในยคุแรกๆของการใช้วสัดนีุจ้ะเป็นเร่ืองของ

แบบพิมพ์ตา่งๆของด้านวิศวกรรม วสัดท่ีุใช้คือ โลหะไร้สนิม (stainless steel) โดยวสัดใุนยคุแรกๆ

จะมีลกัษณะขอเป็นเพียงวสัดท่ีุใช้แล้วไม่ก่อให้เกิดปฏิกิริยาทางเคมีในเนือ้เย่ือข้างเคียงก็ใช้ได้แต่

ปัจจุบันสิ่งท่ีสําคัญ คือ ต้องดูถึงปฏิกิริยาระหว่างวัสดุท่ีใช้กับอวัยวะข้างเคียง (interfacial 

reaction)  

ในยุคก่อนหน้านีก้ารทดสอบวัสดท่ีุใช้เป็นวสัดทุดแทนกระดกูมีน้อย แต่ในปัจจุบนัการท่ี

ได้มาซึ่งวัสดุใหม่ๆท่ีใช้ได้ดีนัน้ ต้องผ่านการทดสอบทัง้ในแง่กลศาสตร์ ในสตัว์ทดลองหรือการ

ทดสอบเก่ียวกบัการเพาะเลีย้งเซลล์ เพ่ือให้ได้มาซึ่งความแน่นอนว่าวสัดนุัน้มีพิษตอ่ร่างกายหรือ

เข้ากันได้ดีกับเนือ้เย่ือข้างเคียงหรือไม่ ดังนัน้วัสดุทดแทนกระดูกจึงควรมีคุณสมบัติในการ

เหน่ียวนําให้เซลล์ยึดเกาะและกระตุ้นการเจริญเติบโตของกระดกูได้ดี มีงานวิจยัท่ีเน้นถึงการนํา

โลหะไทเทเนียมมาชว่ยยดึเกาะกระดกูบริเวณท่ีหกั [1] เน่ืองจากโลหะไทเทเนียมมีความแข็งแรงสงู 

แต่มีข้อเสียหลายประการ คือ โลหะไทเทเนียมมีนํา้หนกัมาก อาจเกิดการระคายเคืองบริเวณท่ี

สมัผัสระหว่างเนือ้เย่ือกระดูกของคนไข้ กับโลหะทําให้เกิดแผลเรือ้รังหรือติดเชือ้ นอกจากนีเ้ม่ือ

กระดกูเช่ือมตอ่กนัเป็นปกตแิล้ว จําเป็นต้องผ่าตดัเป็นครัง้ท่ีสองเพ่ือท่ีจะนําโลหะออกนอกร่างกาย

ซึง่มีความเส่ียงสงูตอ่การตดิเชือ้อีกเชน่กนั 

จากการท่ีกระดกูของมนุษย์หรือสตัว์เม่ือแตกหกัแล้วจะใช้ระยะเวลานานในการรักษาให้

กระดกูใหม่เจริญเติบโตขึน้มาแทนกระดกูท่ีแตกหกัไป การซ่อมแซมกระดกูและการสร้างกระดูก

ใหมเ่ป็นปัญหาท่ีคอ่นข้างซบัซ้อนในการทําศลัยกรรมกระดกู ในทกุๆปีประชากรหลายล้านคนเป็น

โรคเก่ียวกับกระดูกมากขึน้ และเป็นสาเหตุให้เกิดการเสียชีวิตอันเน่ืองมาจากวัสดุท่ีใช้ทดแทน

กระดกูมีไม่เพียงพอตอ่ความต้องการ ในตา่งประเทศวสัดทุดแทนกระดกูได้ถกูจดัว่าเป็นวสัดปุลูก

ถ่ายท่ีสําคญัรองจากการให้เลือดและผลิตภัณฑ์จากเลือด ซึ่งในการรักษาโดยใช้วัสดทุดแทน

กระดกูเกิดขึน้ได้เน่ืองจากหลายสาเหต ุเช่น โรคทางกระดกู การผ่าตดั และอบุตัิเหต ุการปลกูถ่าย

กระดกูท่ีใช้โดยทัว่ไปมี 3 วิธี คือ การปลกูถ่ายด้วยวสัดจุากตวัผู้ ป่วยเอง (autograft) การปลกูถ่าย

ด้วยวัสดุจากผู้ อ่ืน (allograft) และการปลูกถ่ายด้วยวัสดุเลียนแบบชีวภาพ (biomimetic 

materials) [2] แตท่ัง้ 3 วิธีก็ยงัมีข้อจํากดัอยู่หลายด้าน เช่น ด้านวสัด ุพืน้ท่ีผิวท่ีรับการปลูกถ่าย
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กระดูก ปัญหากายวิภาค และการติดเชือ้ จึงมีการพัฒนาวิธีสังเคราะห์วัสดุเพ่ือมาแก้ปัญหา

ดงักล่าว โดยอาศยัความรู้ความก้าวหน้าทางด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือ (tissue engineering) ซึ่งเป็น

ศาสตร์ท่ีนําหลกัการของวิศวกรรมและชีววิทยามาประยกุต์ใช้ในการฟืน้ฟูรักษา เพ่ือพฒันาหน้าท่ี

การทํางานของเนือ้เย่ือ (tissue function) ให้มีส่วนเข้ามาพฒันาวสัดทุดแทนกระดกู โดยวสัดใุหม่

มักออกแบบให้เกิดการกระตุ้ นการสร้างเนือ้เย่ือกระดูกบนรูปแบบท่ีเรียกว่า โครงเลีย้งเซลล์ 

(scaffold) ซึง่มีความสําคญัในกระบวนการวิศวกรรมเนือ้เย่ือโดยทําหน้าท่ีเป็นโครงท่ีให้เซลล์มายึด

เกาะ เจริญเติบโตและเปล่ียนแปลงรูปร่างไปเป็นเนือ้เ ย่ือตามชนิดของเซลล์ท่ีนํามาเลีย้ง

นอกจากนัน้กระดูกในธรรมชาติประกอบด้วยคอลลาเจน โปรตีนชนิดอ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่คอลลาเจน 

คาร์โบไฮเดรต แคลเซียมฟอสเฟต และแคลเซียมคาร์บอเนต โดยมีอตัราส่วนระหว่างสารอินทรีย์

และอนินทรีย์คือ 30:70 [3] ดงันัน้ในวสัดทุดแทนกระดกูจึงควรมีส่วนประกอบของสารอินทรีย์ท่ี

คล้ายคลึงกบัส่วนประกอบในเนือ้เย่ือและสารอนินทรีย์ท่ีคล้ายคลึงกบัส่วนแร่ธาตท่ีุมีอยู่ในกระดกู

จริง เพ่ือให้มีความสามารถในการเหน่ียวนําให้เซลล์มายดึเกาะได้ดี และสามารถกระตุ้นให้เกิดการ

เจริญเตบิโตของเนือ้เย่ือกระดกูได้ นอกจากนีต้้องมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพและไมเ่ป็นพิษ 

ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึมุง่เน้นการนําไคโตซานซึ่งเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีสามารถเข้ากนัได้ดี

ทางชีวภาพมาเป็นโครงสร้างพืน้ฐานในการพฒันาวสัดทุดแทนกระดกูและเป็นตวัพยงุโครงร่างวสัดุ

เชิงประกอบให้มีความเป็นรูพรุน ซึ่งไคโตซานนอกจากจะไม่เป็นพิษต่อร่างกายแล้ว ยังมี

ความสามารถในการย่อยสลายได้ พอลิเมอร์ย่อยสลายได้มีข้อดีเหนือกว่าโลหะ คือ จะช่วยผ่อน

แรงท่ีกดทบัวสัดไุปยงับริเวณเนือ้เย่ือรอบข้างขณะท่ีพอลิเมอร์ค่อย ๆ ย่อยสลายไป ทําให้เนือ้เย่ือ

ฟืน้สภาพเร็วและมีความแข็งแรงดีขึน้ นอกจากนีไ้คโตซานแสดงความเป็นประจุบวกอ่อน ๆ จึง

สามารถเหน่ียวนําให้เซลล์ยึดเกาะได้ดี เน่ืองจากผนังเซลล์ทั่วไปมีประจุลบอ่อน ๆ แต่การนํา       

ไคโตซานมาใช้เพียงอย่างเดียวยังมีสมบตัิไม่เพียงพอในการผลิตวสัดทุดแทนกระดกู เน่ืองจาก    

ไคโตซานมีความสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของเนือ้เย่ือกระดูกจากเซลล์กระดูกรอบข้าง

ค่อนข้างต่ํา จึงได้มีการเตรียมวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต เพ่ือปรับปรุง

ความสามารถในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของเนือ้เย่ือกระดกูในวสัดุทดแทนกระดูกให้สงูขึน้

เหมาะสมต่อการใช้งาน แคลเซียมฟอสเฟตเป็นสารประกอบทางเคมีท่ีพบมากในกระดกูและฟัน   

มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพท่ีดี และสามารถท่ีจะกระตุ้นการเจริญเติบโตของเนือ้เย่ือกระดกูได้ดี 

ทําให้ระยะเวลาในการรักษาลดลง ในงานวิจัยนีจ้ึงเสนอการเตรียมวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/

แคลเซียมฟอสเฟตด้วยกระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือ (membrane diffusion  process) โดยใช้

แผ่นเย่ือเป็นตวัชะลอการแพร่ของไอออนท่ีใช้สังเคราะห์แคลเซียมฟอสเฟต ซึ่งได้แก่แคลเซียม

ฟอสเฟตชนิดผลึก ไฮดรอกซีอะพาไทต์ ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต โดยการแพร่แคลเซียม

ไอออนและฟอสเฟตไอออนผ่านไปยังสารละลายไคโตซาน ทําให้สามารถสงัเคราะห์แคลเซียม
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ฟอสเฟตทัง้สองชนิดผลึกท่ีกระจายตวัอย่างสม่ําเสมอในสารละลาย ไคโตซานได้ และขึน้รูปวสัดุ

เชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตให้มีสภาพของรูพรุนท่ีเหมาะสมแก่การยึดเกาะของเซลล์ 

จากนัน้เปรียบเทียบการกระตุ้นให้เซลล์สร้างกระดกูหรือเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 เกิด

การสร้างเนือ้เย่ือกระดกูบนวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตตา่งชนิด    

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เตรียมวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วยกระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือ

พร้อมทัง้ขึน้รูปวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตเป็นโครงเลีย้งเซลล์สามมิติท่ีมีรูพรุน

เหมาะสมกบัการยดึเกาะของเซลล์ 

2. วิเคราะห์ลกัษณะเฉพาะของแคลเซียมฟอสเฟสและสณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์

ไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟส 

3. วิเคราะห์ความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟสตอ่

เซลล์สร้างกระดกู 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

ได้วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตท่ีเหมาะสมต่อการสร้างเนือ้เย่ือกระดกู

ใหม ่ 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1. สงัเคราะห์วสัดุเชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วยกระบวนการแพร่ผ่าน   

แผ่นเย่ือทัง้ขึน้รูปวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตท่ีมีความเป็นรูพรุนเหมาะสมกับ

การยดึเกาะของเซลล์ 

2. วิเคราะห์และตรวจสอบสมบตัิของวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตท่ีมี

ความเป็นรูพรุน 

3. ศกึษาความปลอดภยัของวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตตอ่เซลล์สร้าง

กระดกู 

4. ศึกษาการเพิ่มจํานวนของเซลล์สร้างกระดกูบนวัสดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียม

ฟอสเฟต 



บทที่  2 

 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

2.1 วิศวกรรมเนือ้เย่ือ (Tissue Engineering) 

วิศวกรรมเนือ้เย่ือถูกพฒันาให้เป็นเทคนิคใหม่ท่ีใช้ซ่อมแซม หรือทดแทนความเสียหาย

ของกระดกู โดยประกอบด้วย 3 ส่วนหลกัๆ ได้แก่ โครงเลีย้งเซลล์ โปรตีนกระตุ้นการเจริญเติบโต 

และเซลล์ โดยวิศวกรรมเนือ้เย่ือมีจุดประสงค์หลกัในการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือเพ่ือใช้ทดแทนส่วนท่ี   

สึกหรอหรือได้รับความเสียหาย ซึ่งในปัจจุบันงานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือมีการพัฒนาและ

เจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว ดงัจะเห็นได้จากการตีพิมพ์ของงานวิจยัทางด้านนีแ้ละการนําวสัดทุาง

วิศวกรรมเนือ้เย่ือมาใช้ในชีวิตประจําวนั 

งานวิศวกรรมเนือ้เย่ือ เร่ิมต้นในปี ค.ศ. 1930 โดย Bisceglie [4] ได้นําเนือ้งอกของหนมูา

เพาะเลีย้งในเย่ือของแผน่พอลิเมอร์ (polymer membrane) แล้วใสเ่ข้าไปท่ีช่องว่างบริเวณท้องของ

หม ูจากการทดลองนีเ้เสดงให้เห็นว่าเนือ้เย่ือท่ีใส่เข้าไปนัน้สามารถอยู่รอดได้โดยไม่ถกูทําลายจาก

ระบบภูมิคุ้มกัน  จากการทดลองครัง้นีเ้ป็นตวัอย่างในยุคแรกๆของเทคนิคการห่อหุ้มเซลล์ (cell 

encapsulation) ด้วยแผ่นเย่ือพอลิเมอร์ ซึ่งการห่อหุ้มนัน้ยอมให้สารอาหารและของเสียแพร่ผ่าน

ผนงัเซลล์ (cell membrane) นอกจากนีย้งัสามารถป้องกันการถูกทําลายจากเซลล์ภูมิคุ้มกัน 

(immune cell) และแอนตบิอดี (antibody) ได้อีกด้วย  

ตอ่มาได้มีการพฒันาโครงเลีย้งเซลล์ท่ีใช้ในการเลีย้งเนือ้เย่ือในระบบ 3 มิติ ซึ่งสามารถ

เลีย้งได้ในปริมาณมากและสามารถจดัเรียงตวัเป็นเนือ้เย่ือท่ีมีรูปแบบตามต้องการได้ง่าย [5] อีก

ทัง้มีความเหมาะสมในด้านความแข็งแรง ความเข้ากันได้ทางชีวภาพและการย่อยสลายทาง

ชีวภาพ  

หลกัการของงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือมีขัน้ตอนโดยทัว่ไป [4] ดงัตอ่ไปนี ้(รูปท่ี 2.1) 

1. สกดัจากเนือ้เย่ือผู้บริจาคโดยใช้เอนไซม์ในการย่อยเนือ้เย่ือให้เป็นเซลล์ 

2. ออกแบบและผลิตโครงเลีย้งเซลล์ให้มีความเหมาะสมและพฒันารูปเเบบของ

โครงเลีย้งเซลล์จากวสัดท่ีุยอ่ยสลายได้ทางชีวภาพ 

3. นําท่ีสกดัออกมาได้ (จากข้อ 1) เลีย้งบนโครงเลีย้งโดยอาจมีการขยายจํานวน

ในห้องปฏิบตักิารก่อนแล้วจงึนําไปเลีย้งตอ่ในสิ่งมีชีวิตในส่วนท่ีต้องการให้เกิดเนือ้เย่ือใหม ่  

4. เม่ือเซลล์เจริญเติบโตและมีการขยายตวัเต็มท่ีจะนําเซลล์ท่ีได้มาจดัรูปร่างเป็น

เนือ้เย่ือท่ีมีสมบตัท่ีิเหมือนกบัเนือ้เย่ือท่ีได้จากผู้ ป่วย เพ่ือนํามาผา่ตดัให้ผู้ ป่วยตอ่ไป 
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รูปท่ี 2.1 หลกัการของงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือ 

2.2 โครงสร้างของกระดูก (Bone structure) [6] 

กระดกูประกอบไปด้วยสารประกอบอินทรีย์ (organic) และสารอนินทรีย์ (inorganlc) ซึ่ง

สารประกอบอินทรีย์ได้แก่ คอลลาเจน ไกลโคโปรตีนท่ีไม่มีคอลลาเจน (noncollagenous 

glycoprotelns) ฟอสโฟโปรตีน (phosphoproteins) โปรตีโอไลปิด (proteoliplds) และ             

มิวโคพอลิแซคคาไรด์ (mucopolysaccharides) โดยสารประกอบทัง้หมดนีถู้กเรียกว่าเนือ้เย่ือ

กระดกู (osteoid) ซึ่งจะกลายเป็นกระดกูในเวลาตอ่มาในส่วนเนือ้เย่ือกระดกูอ่อนจะมีคอลลาเจน

ชนิดท่ี 1 อยู่มากท่ีสดุประมาณ 95% ของจํานวนปริมาณทัง้หมด โดยเซลล์ท่ีสร้างส่วนฐานกระดกู 

เรียกวา่เซลล์สร้างกระดกู เซลล์นีมี้กําเนิดจากท่ีใดยงัไมแ่นช่ดั 

ในส่วนของสารอนินทรีย์หรือเกลือแร่นัน้ ส่วนใหญ่จะประกอบด้วยแคลเซียมฟอสเฟต 

(calcium phosphate) ในรูปของแคลเซียมไฮดรอกซีอะพาไทต์ (calcium hydroxyapatite) โดย

ในระยะแรกๆ นัน้ ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (hydroxyapatite) ซึ่งเป็นผลึกขนาดใหญ่ไม่ละลายนํา้

(Ca10(PO4)6(OH)2) จะฝังตัวอยู่ในส่วนพืน้ฐานอนินทรีย์ เรียกว่า เกลือแคลเซียมฟอสเฟต 

(calcium phosphate) ต่อมาภายหลงัจะแปลงสภาพเป็นผลึกของแข็งแคลเซียมฟอสเฟตซึ่งเป็น

สารประกอบท่ีมีความแข็งเกร็ง (rigidity) สงู และตอ่ต้านแรงกดได้มาก 

นอกจากนีใ้นกระดกูยงัมี จํานวนของผลึกไอออนของคาร์บอน แมกนีเซียม โซเดียม      

เเคลเซียมเเละฟลอูอไรด์อยู่ในจํานวนต่างๆ กัน ซึ่งสารดงักล่าวนีจ้ะอยู่ในส่วนของกระดกูเปลือก
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นอก (Cortical) และโครงกระดกูยึดต่อภายใน (trabecular) โดยมีหน้าท่ีท่ีสําคญัในการเป็น

โครงสร้างของกระดกูและมีสว่นในกระบวนการเมตาบอลิชมึ (รูปท่ี 2.2) 

 

รูปท่ี 2.2 ลกัษณะโครงสร้างของกระดกู [7] 

2.2.1 กระดูกเปลือกนอกและกระดูกร่างแห (Cortical and trabecular bone) [6] 

กระดกูในคนเราแบง่ออกได้ 2 ชนิด คือกระดกูเปลือกนอก (cortical) หรือกระดกูแน่น 

(compact bone) และกระดกูคานเนือ้ยึดตอ่ (trabecular) หรือ กระดกูร่างเเห (cancellous) 

กระดกูเปลือกนอกจะมีประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ ของทัง้หมดเเละอยู่หุ้มล้อมรอบกระดกูร่างเเหซึ่งมี

ความบางมากกว่า ในกระดกูแขนขาบริเวณตรงกลางกระดกูเปลือกนอกจะหนาเป็นส่วนท่ีเรียกว่า 

diaphysis เเละส่วนนีมี้กระดกูร่างเเหน้อยมากหรือแทบไม่มีเลย ในส่วนปลายของกระดกูแขนขา

หรือ metaphysis พบว่าส่วนกระดกูเปลือกนอกท่ีหุ้มอยู่จะบางเเละจะมีจํานวนกระดกูร่างเเหอยู่

มากในโพรงไขกระดกู (medullar cavity) กระดกูส่วนอ่ืนของร่างกายท่ีมีลกัษณะสัน้และแบน 

โดยทั่วไปจะมีกระดูกเปลือกนอกท่ีบางกว่ากระดูกยาวของแขนขาเเต่มีจํานวนกระดูกร่างแห

มากกว่า ฉะนัน้จึงอาจกล่าวได้ว่ากระดกูสนัหลงั กระดกูเชิงกราน และส่วนปลายกระดกูของ

กระดกูยาวแขนขาจะประกอบด้วยกระดกูร่างแหเป็นส่วนให�ู่ และหุ้มรอบด้วยกระดกูเปลือกนอก

ท่ีบาง (รูปท่ี 2.3)  

จากพฤติกรรมของกระดกูนัน้ สามารถสรุปได้ว่าพืน้ผิวและรูปร่างของโครงสร้างท่ีกระดกู

สามารถเกาะติดได้ดีนัน้ ควรมีพืน้ท่ีผิวในการยึดเกาะสูง ดงันัน้โครงเลีย้งเซลล์โดยส่วนมากมกัมี

ลกัษณะเป็นรูพรุน (porous) และมีลกัษณะท่ีเป็นเส้นใย (fibers) ทัง้นีข้ึน้อยู่กบัชนิดและลกัษณะ

การใช้งานและหน้าท่ีของกระดกู 
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รูปท่ี 2.3 โครงสร้างกระดกูเปลือกนอกและกระดกูร่างแห [8] 

2.3 โครงเลีย้งเซลล์ (scaff๐ld) 

ในงานทางด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดูกสิ่งสําคญัคือวสัดท่ีุนํามาใช้เป็นโครงเลีย้งเซลล์ 

เพ่ือทําการเพาะเลีย้งให้เป็นเนือ้เย่ือบนโครงสร้างนัน้ ซึ่งโครงเลีย้งเซลล์ท่ีใช้งานทางด้านวิศวกรรม

เนือ้เย่ือกระดกูโดยส่วนมากผลิตมาจากวสัดท่ีุสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ [5] และวสัดท่ีุ

นํามาใช้เป็นโครงร่างนัน้จะต้องสามารถขึน้รูปเป็นโครงสร้าง 3 มิตท่ีิมีโครงสร้างใกล้เคียงกบัอวยัวะ

ท่ีทําการเพาะเนือ้เย่ือเพ่ือท่ีจะนําไปใช้ทดแทนได้ [4] เร่ิมต้นจากเพาะการเลีย้ง (culture) บนจาน

เพาะเลีย้งให้เซลล์เจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนจนมีปริมาณมากและมีความสมบรูณ์ จึงจะทําการ

เลีย้งเซลล์เหล่านีบ้นโครงเลีย้งเซลล์ ให้เจริญเติบโตบนโครงเลีย้งเซลล์ท่ีได้ทําการออกแบบไว้ 

จากนัน้จึงใส่เข้าไปแทนท่ีอวัยวะท่ีต้องการ และปล่อยให้กลุ่มเซลล์ท่ีอยู่บนโครงเลีย้งเซลล์

เจริญเติบโตเป็นเนือ้เย่ือทดแทน ในขณะเดียวกนัโครงเลีย้งเซลล์ก็ถกูย่อยสลายไป [9] สิ่งท่ีสําคญั

ท่ีสดุคือ ต้องมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) คือ สามารถใส่เข้าในร่างกายแล้วไม่

เกิดการต่อต้านจากระบบภูมิคุ้มกันหรืออีกนยัหนึ่งคือโครงเลีย้งเซลล์นีจ้ะต้องไม่ถูกต่อต้านจาก

ภมูิคุ้มกนัของผู้ ป่วย [10] 

ในการออกแบบโครงเลีย้งเซลล์จําเป็นต้องพิจารณาถึงสมบตัิท่ีเหมาะสมกบั เซลล์แต่ละ

ชนิด หน้าท่ี และโครงสร้างของเซลล์ แตโ่ดยทัว่ไปแล้วสมบตัิของโครงเลีย้งเซลล์ต้องมีคา่มอดลุสั

ความยืดหยุน่ (eIastic Modulus) สงูเน่ืองจากกระดกูคานเนือ้ยึดตอ่ (trabecular) หรือ กระดกูร่าง

เเห (cancellous) มีคา่มอดลุสัการอดั (compressive Modulus) ประมาณ 2-12 เมกะพาสคลั 

ความต้านทานแรงดงึ (tensile strength) ประมาณ 10-20 เมกะพาสคลั และมอดลุสัดงึ (Young’s 

(tensile) Modulus) ระหว่าง 0.05-0.5 จิกะพาสคลั [11] และต้องมีท่ีว่างมากพอสําหรับการ

เจริญเติบโตของเซลล์ ซึ่งต้องมีพืน้ท่ีผิวมาก และมีความพรุนสูง เพ่ือเป็นท่ีว่างสําหรับการสร้าง 

Extracellular Matrix ของเซลล์กระดกู โดยทัว่ไปโครงเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมจะมีค่าความพรุน 
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(porosity) ประมาณ 78 เปอร์เซ็นต์ [12] มีขนาดของรูพรุน (pore size) ประมาณ 50 – 300 

ไมครอน [10] และมีการยอ่ยสลายท่ี 6 - 12 เดือน [12] 

ในด้านสมบตัิเชิงกลนัน้ โครงเลีย้งเซลล์ต้องมีสมบตัิท่ีแข็งแรงและคงทนตอ่แรง (load) ท่ี

ได้รับโดยปราศจากรอยร้าวหรือการเปล่ียนแปลงทางโครงสร้าง ดงันัน้ปัญหาท่ีสําคญัในการ

ออกแบบโครงเลีย้งเซลล์อีกประการหนึ่งคือ โครงเลีย้งเซลล์ท่ีนํามาใช้นัน้จะต้องมีความแข็งแรง

เพียงพอ รวมถึงวัสดุท่ีนํามาใช้เหล่านัน้จะต้องมีแรงยึดเหน่ียวภายในและระหว่างโมเลกุล 

(intramolecularand lntermolecular bonding) ของพอลิเมอร์ท่ีมากพอ [13] แตอ่ย่างไรก็ตาม

วสัดเุหลา่นีจ้ะต้องมีสมบตัท่ีิสามารถยอ่ยสลายได้ภายในระยะเวลาท่ีกําหนด  

ในการผลิตเนือ้เย่ือเพ่ือทําการปลกูถ่ายนัน้ ประเด็นสําคญัท่ีไมค่วรมองข้ามคือ เร่ืองของ

ท่ีวา่งท่ีใช้ในกระบวนการตา่งๆของเซลล์ เชน่ การแลกเปล่ียนก๊าซหรือของเหลว การหายใจ การกิน

อาหาร และผลกระทบจากผลิตภณัฑ์พลอยได้ ซึ่งกิจกรรมเหล่านีจ้ะใช้เลือดเป็นส่ือกลางในการ

แลกเปล่ียนสารต่างๆ ดงันัน้ในการเลีย้งเนือ้เย่ือบางชนิดจําเป็นต้องมีการสร้างทางเดินของเลือด

ด้วย ซึง่เส้นเลือดระหวา่งเซลล์นัน้มีขนาดประมาณ 100 ไมครอน [14] ดงันัน้ในการสร้างโครงเลีย้ง

เซลล์ท่ีมีขนาดของรูพรุนต่ํา จงึต้องนําเร่ืองนีม้าพิจารณาด้วย 

นอกจากนีก้ารสร้างโครงเลีย้งเซลล์ในปัจจบุนั ได้มีการนําเทคโนโลยีมาใช้ในการผลิตโครง

เลีย้งเซลล์ให้มีรูปร่างโครงสร้างและรูปแบบตามท่ีต้องการ รวมทัง้การกําหนดสมบตัิทางกายภาพ

ของโครงเลีย้งเซลล์ในด้านของพืน้ท่ีผิว ความพรุน ของโครงเลีย้งเซลล์และขนาดของรูพรุนภายใน

โครงเลีย้งเซลล์ ซึ่งสามารถผลิตได้จากวสัดท่ีุมีสมบตั ิ ด้านการย่อยสลายและการยดึเกาะพืน้ผิว

ของเซลล์ จากการศกึษาของ Hutmacher [14] พบวา่ วิธีการผลิตโครงเลีย้งเซลล์ มีมากมายหลาย

วิธีซึ่งแตล่ะวิธีมีความแตกตา่งกันออกไป ทัง้นีเ้น่ืองจากชนิดของวสัด ุ รูปร่าง และโครงสร้างของ

โครงเลีย้งเซลล์ ดงัตารางท่ี 2.1 

ตารางท่ี 2.1 เทคโนโลยีท่ีเก่ียวข้องในการผลิตโครงเลีย้งเซลล์ [14] 

เทคโนโลยี ขนาดของความพรุน (µm) 

การหลอ่ (solvent casting) 

เย่ือแผน่บางแบบซ้อนทบั (Membrane lamination) 

การหลอม (Melt-molding) 

การรีด (Extrusion) 

การทําแห้งเยือกแข็ง (Freeze dry) 

ของไหลเหนือวิกฤติ (supercritical-fluid) 

30 – 300 

30 – 300 

50 – 500 

<100 

<200 

<100 
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โดยมากแล้วพบว่า พอลิเมอร์ท่ีได้จากธรรมชาตินัน้ มกัจะมีโครงสร้างท่ีมีความพรุนสูง 

ดงันัน้พอลิเมอร์เหลา่นีจ้งึเป็นท่ีนิยมในการสร้างโครงเลีย้งเซลล์แบบพรุน ในทางกลบักนัพอลิเมอร์

สงัเคราะห์ มกัมีความพรุนต่ํา แตมี่ความสามารถในการยืดให้เป็นเส้นใย (fiber) ได้ดีกว่าพอลิเมอร์

จากธรรมชาติ ดงันัน้พอลิเมอร์ชนิดนีจ้ึงเป็นท่ีนิยมในการผลิตโครงเลีย้งเซลล์แบบเส้นใย [12] 

นอกจากนีย้งัพบว่า ในการเตรียมโครงเลีย้งเซลล์ในปัจจบุนันิยมเตรียมโครงเลีย้งเซลล์ในลกัษณะ

ของวสัดเุชิงประกอบ 

2.4 วัสดุเชิงประกอบ [15] 

เน่ืองจากวสัดุชีวภาพท่ีผลิตมาจากโลหะ พอลิเมอร์ หรือเซรามิกเพียงอย่างเดียว อาจมี

ข้อด้อยในสมบตับิางประการ ดงันัน้จึงมีการพฒันานําวสัดแุตล่ะชนิดมาประกอบร่วมกนัเพ่ือให้ได้

วสัดท่ีุมีสมบตัติามต้องการและสามารถนําไปใช้งานได้อยา่งมีประสิทธิภาพ 

2.4.1 ความหมายของวัสดุเชิงประกอบ 

วสัดเุชิงประกอบ (composites) คือวสัดท่ีุประกอบด้วยสารตัง้แต่ 2 ชนิดขึน้ไปผสมกัน 

โดยสารแต่ละชนิดจะมีรูปร่างและส่วนประกอบทางเคมีท่ีแตกต่างกัน นอกจากนีส้ารแต่ละชนิด

ต้องไม่ละลายซึ่งกันและกัน 2 วสัดุเชิงประกอบนัน้จัดทําขึน้เพ่ือปรับปรุงสมบตัิทางกายภาพและ

คณุภาพของวสัดใุห้ตรงกบัการใช้งานมากย่ิงขึน้ หรืออาจจะกลา่วได้วา่เป็นการนําเอาข้อดีของวสัดุ

แตล่ะชนิดมาทําให้ได้วสัดใุหมท่ี่มีสมบตัดีิขึน้2 วสัดเุชิงประกอบจะแบง่ออกเป็น 2 สว่นหลกั ได้แก่ 

1. ส่วนเสริมแรง (reinforcement) คือส่วนท่ีเป็นโครงสร้างท่ีให้ความแข็งแรงแก่           

วสัดเุชิงประกอบ วสัดท่ีุเป็นส่วนเสริมแรงนีจ้ะมีความแข็งแรงและมอดลุสัสูง เช่น เส้นใยคาร์บอน 

โลหะ และเซรามิก เป็นต้น 

2. เมทริกซ์ (matrix) เป็นวสัดท่ีุทําหน้าท่ียึดส่วนเสริมแรงเข้าด้วยกนั โดยจะล้อมรอบและ

ปกป้องส่วนเสริมแรงจากสภาวะแวดล้อมภายนอก เมทริกซ์จะทําหน้าท่ีเป็นตวัถ่ายเทแรงท่ีได้รับ

ไปสูส่ว่นเสริมแรง 

2.4.2 ชนิดของวัสดุเชิงประกอบ 

ชนิดของวสัดเุชิงประกอบสามารถแบง่ได้เป็น 3 ประเภท คือ 

1. วสัดเุชิงประกอบท่ีมีพอลิเมอร์เป็นเมทริกซ์ (Polymer Matrix Composites, PMCs)   

พอลิเมอร์ถกูนํามาใช้เน่ืองจากสมบตัิด้านความแข็งแรง แบง่ออกเป็น 2 ชนิดตามสมบตัิทางความ

ร้อน คือ เทอร์มอเซตและเทอร์มอพลาสตกิ 
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2. วัสดุเชิงประกอบท่ีมีเซรามิกเป็นเมทริกซ์ (Ceramic Matrix Composites, CMCs)   

เซรามิกเป็นวสัดท่ีุเปราะแตกง่ายซึง่เป็นสาเหตท่ีุไมนํ่าไปใช้เป็นวสัดวิุศวกรรม แตเ่น่ืองจากเซรามิก

มีสมบตัิทางความร้อนท่ีดี ดงันัน้ในปัจจุบนัจึงได้มีการเสริมแรงด้วยเส้นใยเพ่ือนําไปใช้งานด้าน

อากาศยาน 

3. วสัดเุชิงประกอบท่ีมีโลหะเป็นเมทริกซ์ (Metal Matrix Composites, MMCs) มกัใช้ใน

งานด้านอตุสาหกรรมรถยนต์และยานอวกาศ แตมี่ข้อเสีย เน่ืองจากความหนาแน่นของโลหะทําให้

วสัดมีุนํา้หนกัมาก  

นอกจากนีก้ารนําวสัดเุชิงประกอบท่ีมีพอลิเมอร์เป็นเมทริกซ์ไปใช้งานทางด้านการแพทย์ 

พอลิเมอร์ชนิดหนึง่ท่ีนา่สนใจคือ ไคโตซาน เน่ืองจากไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติและมีสมบตัิ

ในการยอ่ยสลายได้เองในร่างกาย ซึ่งลดความเจ็บปวดในการผ่าตดัเอาชิน้งานท่ีไม่ย่อยสลายออก

จากผู้ ป่วยภายหลงัการรักษาทําให้ลดเวลาในการรักษา อีกทัง้ไคโตซานยงัมีสมบตัิความเข้ากนัได้

ทางชีวภาพท่ีดีอีกด้วย 

2.5 ความรู้พืน้ฐานเก่ียวกับไคตนิและไคโตซาน [16] 

ไคตินเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีมีมากเป็นอันดบัสองรองจากเซลลูโลส (cellulose) ซึ่ง       

พอลิเมอร์ทัง้สองนีทํ้าหน้าท่ีเป็นโครงสร้างในการป้องกันและสร้างความแข็งแรงให้กบัผนงัเซลล์

ของสิ่งมีชีวิต ไคตินพบได้ในสิ่งมีชีวิตหลากหลายรูปแบบ เช่น พบในเปลือกนอกของสตัว์จําพวกท่ี

มีปล้อง เช่น กุ้ ง ป ูและแกนหลงัปลาหมึก เป็นต้น ปริมาณของไคตินในสตัว์ต่างๆมีปริมาณตัง้แต ่

0.01% จนกระทัง่สงูถึง 40% ของนํา้หนกัแห้งของมนั นอกจากนีย้งัพบในผนงัเซลล์ของเห็ดราและ

สาหร่ายบางสายพนัธุ์ ไคตินได้ถกูค้นพบครัง้แรกในปี ค.ศ.1811 โดย Braconnot [17]พอลิเมอร์ 

ชนิดนีถ้กูเรียกช่ือว่าไคตินในปี ค.ศ.1823 โดย Odier คําว่าไคติน Chitin มาจากคําว่า Chiton ท่ี

เป็นภาษากรีก ซึง่หมายถึง เกราะหุ้ม  

ไคตินเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติจดัอยู่ในกลุ่มพวกคาร์โบไฮเดรต มีโครงสร้างทางเคมีเป็น

เส้นตรงคล้ายกับเซลลูโลส ดงัรูปท่ี 2.4 แต่จะต่างกันท่ี C-2 โดยเซลลูโลสจะประกอบด้วยหมู ่     

ไฮดรอกซิล แต่ไคตินจะประกอบด้วยหมู่อะซิทามิโด (acetamido group) ดงันัน้หน่วยย่อยของ    

ไคตนิ คือ 2-acetamido-2-deoxy-D-glucosamine ดงัรูปท่ี 2.5  

ไคโตซานไมค่อ่ยพบในธรรมชาติและท่ีพบบ้างก็มีน้อย โดยจะพบในผนงัเซลล์ของเห็ดรา

บางชนิดปกติแล้วไคโตซานจะถกูเตรียมโดยทําปฏิกิริยากําจดัหมู่อะซิติลของไคติน หรือท่ีเรียกว่า

ปฏิกิริยา deacetylation โดยแช่ไคตินในสารละลายดา่งเข้มข้นทําให้โครงสร้างทางเคมีของไคติน

เปล่ียนไปโดยหมู่อะซิทามิโด (-NHCOCH3) เปล่ียนเป็นหมู่อะมิโน (-NH2) ท่ีคาร์บอนตําแหน่งท่ี 2 

ดงันัน้    ไคโตซานคือพอลิเมอร์ของ 2-amino-2-deoxy-D-glucosamine ดงัรูปท่ี 2.6 
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รูปท่ี 2.4 โครงสร้างทางเคมีของเซลลโูลส 

 

รูปท่ี 2.5 โครงสร้างทางเคมีของไคตนิ [18] 

 

รูปท่ี 2.6 โครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน [18] 

ไคตินท่ีได้จากแต่ละแหล่ง มีโครงสร้างและสมบตัิแตกต่างกันโดยแบ่งตามลกัษณะการ 

เรียงตวัของเส้นใยได้ 3 กลุม่ คือ  

1. ไคตนิแบบแอลฟา (α-form) มีการเรียงตวัของสายโซ่โมเลกลุในลกัษณะสวนทางกนั 

มีความแข็งแรงสงู ได้แก่ ไคตนิจากเปลือกกุ้ง และกระดองป ูดงัรูปท่ี 2.7 
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รูปท่ี 2.7 ไคตนิ3แบบแอลฟา3  

2. ไคตินแบบบีตา (β-form) มีการเรียงตวัของสายโซ่โมเลกลุในทิศทางเดียวกัน จึงจบั

กันได้ไม่ค่อยแข็งแรง มีความไวต่อปฏิกิริยาเคมีมากกว่าแบบแอลฟา ได้แก่ ไคตินจากแกน

ปลาหมกึ ดงัรูปท่ี 2.8 

 

รูปท่ี 2.8 ไคตนิ3แบบบีต3า  

3. ไคตนิแบบแกมมา (γ-form) มีการเรียงตวัของสายโซ่โมเลกลุในลกัษณะท่ีไม่แน่นอน 

(สวนทางกนัสลบัทิศทางเดียวกัน) มีความแข็งแรงรองจากแบบแอลฟา ได้แก่ ไคตินจากเห็ด รา 

และพืชชัน้ต่ํา ดงัรูปท่ี 2.9 

 

รูปท่ี 2.9 ไคตนิ3แบบแกมมา 

โดยธรรมชาตจิะพบแอลฟาของไคตนิมากกวา่บีตาและแกมมา ทัง้นีเ้พราะมีการเกิดพนัธะ

ไฮโดรเจนทัง้ภายในและระหว่างสายโซ่โมเลกุล (intramolecular and intermolecular chain) 

มากกว่าจึงทําให้มีเสถียรภาพทางเคมี(chemical stability) มากกว่าแบบอ่ืน บีตา-ไคติน มี

เสถียรภาพทางเคมีรองจาก แอลฟา-ไคติน ทัง้นีเ้น่ืองจากมีปริมาณของพนัธะไฮโดรเจนน้อยกว่า

การมีเสถียรภาพท่ีน้อยทําให้มนัมีโอกาสเปล่ียนแปลงรูปแบบของโครงสร้างจากบีตาเป็นแอลฟาใน

สารละลายกรดแก่ นอกจากนีย้งัมีโอกาสจบักบัโมเลกลุของนํา้อย่างถาวรและกลายเป็นไคตินท่ีมี

นํา้อยู ่หนึง่โมเลกลุ (chitin monohydrate) ได้อีกทางหนึง่  
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2.5.1 กระบวนการผลิตไคตนิและไคโตซาน [16] 

เน่ืองจากในธรรมชาติจะพบไคตินอยู่ในรูปของเส้นใยแทรกตวัอยู่ในเมทริกซ์ของโปรตีน

และปะปนอยู่ร่วมกับแร่ธาตุบางชนิด เช่น แคลเซียมคาร์บอเนต ดังนัน้การสกัดไคตินออกจาก

เ ป ลื อ ก กุ้ ง ห รื อ ปู ต้ อ ง ผ่ า น  2 ก ร ะ บ ว น ก า ร  คื อ  ก า ร กํ า จัด แ ร่ ธ า ตุ ท่ี ป น อ ยู่ อ อ ก ก่ อ น 

(demineralization) ด้วยกรดเกลือเจือจาง (dilute mineral acid) และการละลายโปรตีนออก 

(deproteinization) ออก ด้วยเบสเจือจาง (dilute alkali) พร้อมกับให้ความร้อน ส่วนการผลิต     

ไคโตซานจะเพิ่มอีก 1 กระบวนการหลงัจากท่ีสกัดไคตินออกมาแล้ว คือ alkali hydrolysis ของ   

ไคตินด้วยเบสเข้มข้น (concentrated alkali) พร้อมกบัให้ความร้อน หรือท่ีเรียกว่า กระบวนการ

กําจดัหมูอ่ะซิตลิ (Deacetylation) 

การผลิตไคตนิและไคโตซานประกอบด้วยหลกัการท่ีสําคญั 3 ขัน้ตอน คือ 

1. การกําจดัเกลือแร่ (demineralization) 

2. การกําจดัโปรตีน (deproteination) 

3. การกําจดัหรือลดหมูอ่ะซิตลิ (deacetylation) 

โดยทัง้ 3 ขัน้ตอนนีส้ามารถทําได้โดยกระบวนการทางเคมีและกระบวนการทาง

เทคโนโลยีชีวภาพ ดงัแสดงในรูปท่ี 2.10 

ไคตนิ-ไคโตซาน ในธรรมชาตจิะอยูใ่นรูปของโคพอลเิมอร์ท่ีอยูร่่วมกนั มีการกระจายตวั

แบบสุม่ (random copolymer) กระบวนการเปล่ียนไคตินไปเป็นไคโตซานถ้าทําในสภาวะท่ีรุนแรง

เกินไป สามารถทําลาย β-1,4-linkage ได้ ทําให้นํา้หนกัโมเลกลุเล็กลง ดงันัน้จงึไมส่ามารถท่ีจะ

เตรียมไคโตซานโฮโมพอลิเมอร์ได้จากขบวนการ alkali hydrolysis ของไคตนิ   

ปัจจยัสําคญัในการแบง่ประเภทวา่เป็นไคตนิหรือไคโตซาน คือ degree of N-acetylation 

(DA) หรือ degree of deacetylation (DD) ซึง่บง่บอกถึงอตัราสว่นของ N-acetyl glucosamine 

residue ตอ่ glucosamine residue ในโครงสร้างของไคติน-ไคโตซาน โคพอลิเมอร์  โดยคา่ DA สงู

จะบง่บอกถึงสดัสว่นของไคตินมาก ไคโตซานน้อย ในขณะท่ีคา่ DD สงูจะบง่บอกถึงสดัสว่น       

ไคโตซานมาก ไคตนิน้อย จึงนิยมเรียกโคพอลิเมอร์ท่ีมี DA สงู หรือ DD ต่ํา วา่ไคติน และในทาง

กลบักนั โคพอลิเมอร์ท่ีมี DA ต่ําหรือ DD สงู วา่ไคโตซาน คา่ DA หรือ DD มีผลตอ่สมบตักิาร

ละลาย (solubility) ของไคตนิและไคโตซานอย่างมาก ไคตนิและไคโตซานไมมี่จดุหลอมเหลวและ

จะสลายตวัไปก่อน (decompose) โดยไมเ่กิดการหลอมเหลว การทําให้เป็นของเหลวสามารถทํา

ได้วิธีเดียว คือ การละลาย 
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รูปท่ี 2.10 การเตรียมไคตนิและไคโตซาน [19] 

ไคตินและไคโตซานมีสมบตัิพืน้ฐานท่ีเข้ากับธรรมชาติได้ดี ย่อยสลายง่าย ไม่ก่อให้เกิด

อันตรายต่อสิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะอย่างย่ิงไคโตซาน มีหมู่อะมิโนท่ีแสดงสมบตัิพิเศษหลาย

ประการท่ีตา่งจากเซลลโูลส เช่น การละลายได้ในกรดอินทรีย์เจือจาง การจบักบัไอออนของโลหะ

ได้ดี และการมีฤทธ์ิทางชีวภาพ นอกจากนีไ้คโตซานยงัมีสมบตัิสําคญัอีกหลายประการ เช่น เป็น

วสัดท่ีุสามารถเข้ากันได้ทางชีวภาพกับสิ่งมีชีวิต (biocompatible) สามารถขึน้รูปได้หลายแบบ 
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เชน่ เจล [20] เม็ด [21] เส้นใย [22] เมมเบรน [23] เป็นต้น ไม่เป็นพิษ และมีประจบุวกอ่อนๆทําให้

ยึดเกาะได้ดี จึงมีการนําไคโตซานมาใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวางในหลายๆด้าน เช่น ใน

อตุสาหกรรมยาเป็นตวัควบคมุการปลดปล่อยยาให้ถกูปลดปล่อยออกมาช้าๆ และใช้เป็นตวันําส่ง

ยา (drug carrier) ในอุตสาหกรรมเกษตรใช้เคลือบผลไม้เพ่ือชะลอการสุก ใช้ผสมเคร่ืองสําอาง

เพ่ือให้มีความหนืด ใช้เป็นผลิตภณัฑ์อาหารควบคมุนํา้หนกัในอตุสาหกรรมอาหาร ใช้เป็นตวัสร้าง

ตะกอน (flocculant) ในการบําบดันํา้เสีย ในทางการแพทย์ใช้ทําเป็นแผ่นปิดแผลไฟไหม้และนํา้

ร้อนลวก ใช้ทําแผน่เย่ือเลือกผา่น เป็นต้น      

ไคตินและไคโตซานเป็นสารธรรมชาติท่ีมีความเข้ากนัได้กบัเนือ้เย่ือของร่างกาย สามารถ

รับประทานได้ และย่อยสลายได้ตามธรรมชาติโดยไม่เป็นพิษตอ่ร่างกาย จึงมีงานวิจยัจํานวนมาก

ท่ีให้ความสนใจกบัการนําสารไคตนิ-ไคโตซานมาประยกุต์ใช้ทางด้านการแพทย์และเภสชักรรม 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน (chitosan-based scaffold) 

ไคโตซานมีมวลโมเลกลุอยู่ระหว่าง 50,000 -1,000,000 สมบตัิโดยทัว่ไป คือ มีโครงสร้าง

เป็นโครงร่างผลึก (crystalline) เป็นพอลิเมอร์จากธรรมชาติประเภทย่อยสลายได้ทางชีวภาพ มี

ความสามารถในการละลายในสารละลายท่ีเป็นกรด ท่ีมีคา่ pH < 6.3 และไมล่ะลายในสารละลาย

ท่ีมีคา่ pH > 7 ซึ่งชีใ้ห้เห็นว่าไคโตซานจดัเป็นสารท่ีมีสมบตัิในการละลายแบบท่ีขึน้กบัคา่ pH (pH 

-dependent soluble) [24] เม่ือนําไคโตซานมาขึน้รูปเป็นโครงเลีย้งเซลล์พบว่า มีขนาดของรูพรุน

ระหว่าง 1-250 ไมครอน [25] และมีมอดลุสัความยืดหยุ่นตัง้แต ่0.03 - 7 เมกะพาสคลั [24] และ

สามารถทนความเครียด (strain) ได้ 30% - 100% ซึ่งขึน้อยู่กบัรูปร่างและโครงสร้างของโครงเลีย้ง

เซลล์ท่ีจะนําไปใช้ [25] ซึ่งความแข็งแรงในระดบันี ้ นบัว่ามีความเพียงพอสําหรับการใช้งาน

ทางด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือในการผลิตเป็นโครงเลีย้งเซลล์ [12] 

การเตรียมโครงเลีย้งเซลล์จากไคโตซาน โดยทั่วไปนิยมใช้วิธีการทําแห้งเยือกแข็ง   

(Freeze dry) ท่ีอณุหภูมิระหว่าง -20 ถึง -78 องศาเซลเซียส ซึ่งวิธีการเตรียมในลกัษณะนี ้จะได้

ขนาดรูพรุน (เส้นผ่านศนูย์กลางเฉล่ียของรูพรุน) ในโครงเลีย้งเซลล์ประมาณ 100 – 200 ไมครอน 

ซึ่งขึน้อยู่กับความเข้มข้นของไคโตซานและอณุหภูมิในการ Freeze-dry ถ้าหากอุณหภูมิท่ีให้ต่ํา 

ขนาดของรูพรุนจะมีขนาดเลก็ตามไปด้วย [25] 

สมบตัด้ิานชีวภาพไคโตซานมีสมบตัิใกล้เคียงกบัพอลิเมอร์ประเภท GIycosaminoglycan 

ซึ่งพบใน Hyaline Cartilage's Matrix ดงันัน้ปัญหาทางด้านความเข้ากันได้กับร่างกายและ

กิจกรรมทางชีวภาพ (bioactivity) ตา่งๆ จงึไมใ่ชปั่ญหาทางด้านการผลิต [24] 

ในปัจจุบนัประเทศไทยสามารถผลิตไคโตซานในระดบัท่ีใช้เป็นส่วนประกอบในอาหาร

(Food Grade) ท่ีมีความบริสทุธ์ิสงู มีคา่ %DD (Degree of Deacetyltion) ตัง้แต ่ 0% ถึง 95%   
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ซึ่งค่า %DD ใช้บง่บอกถึงความเป็นผลึกของไคโตซานโดยท่ี 0% DD หมายถึง ไคตินได้มีหมู ่

Acetylอยู่ในโครงสร้างทัง้หมด และท่ี 100% DD หมายถึง ไคโตซาน คือ ไม่มีหมู่ Acetyl ใน

โครงสร้าง 

ในการใช้ไคโตซานเป็นโครงเลีย้งเซลล์พบวา่ ในการเลีย้งเซลล์กระดกูอ่อนท่ีความเข้มข้น 6 

x 104 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร เม่ือทําการเลีย้งเซลล์ไปได้ 1 สปัดาห์ จํานวนเซลล์เพิ่มขึน้ถึง 66 ± 28% 

ในขณะท่ีปริมาณของ Proteoglycan ท่ีเกิดขึน้ท่ีผิวของไคโตซานมีปริมาณ 2580 ± 460 cpm/106

เซลล์ [24] 

นอกจากนีย้งัมีการเตรียมวสัดเุชิงประกอบระหว่างไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตท่ีมีรูพรุน

ขนาดใหญ่ทําหน้าท่ีเป็นโครงเลีย้งเซลล์ (macroporous chitosan/calcium phosphate scaffold) 

[26] โดยไคโตซานทําหน้าท่ีเป็นเมทริกซ์เพ่ือเหน่ียวนําให้เซลล์ยึดเกาะ ในขณะท่ีแคลเซียม

ฟอสเฟตซึ่งเป็นสารว่องไวทางชีวภาพ (bioactive agent) จะช่วยเสริมการเกาะติดของกระดกู 

(osteoblast) และเพิ่มความแข็งแรงให้แก่โครงเลีย้งเซลล์ นอกจากนีย้งัมีงานวิจยัศกึษาการเตรียม

ไคตินเมทริกซ์ท่ีมีรูพรุน (porous chitin matrixes) [27] โดยเร่ิมจากการเตรียมไคตินเจล จาก

สารละลายไคติน ท่ีละลายในระบบตวัทําละลาย 5% N, N-dimethylacetamide (DMAc)/lithium 

chloride (LiCl) แล้วทําแห้งเยือกแข็ง (lyophilization) ทําให้เกิดเป็นไคตินเมทริกซ์ท่ีมีรูพรุน พบว่า 

รูพรุนท่ีเกิดขึน้มีขนาดอยู่ในช่วง 100-500 ไมครอน และเม่ือทดลองกบั fibroblast cell ของหนแูละ

มนษุย์พบวา่ เซลล์เหลา่นีส้ามารถเจริญเตบิโตปกคลมุรูพรุนได้  

2.5.2 ข้อจาํกัดในการนําไคโตซานไปใช้งานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดูก 

เน่ืองจากไคโตซานมีประจุบวกอ่อนๆ สามารถเหน่ียวนําให้เซลล์มายึดเกาะได้ดีแต่มี

ความสามารถในการกระตุ้นการเจริญเติบโตของเนือ้เย่ือกระดกูคอ่นข้างต่ํา จึงเป็นสาเหตใุห้เซลล์

ท่ีมายึดเกาะเกิดการเจริญเติบโตได้ช้า ดงันัน้การแก้ปัญหา คือ การเติมสารท่ีมีความสามารถใน

การกระตุ้นการเจริญเตบิโตของเนือ้เย่ือกระดกู ซึง่ได้แก่ แคลเซียมฟอสเฟต  

2.6 สารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต [28] 

นอกจากแคลเซียมฟอสเฟตชนิดไฮดรอกซีอะพาไทต์แล้วยังมีสารประกอบแคลเซียม

ฟอสเฟตอีกหลายชนิดท่ีเข้ามามีบทบาทในงานวิจัยด้านวัสดุทางการแพทย์และอวัยวะเทียม 

สารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตเหลา่นีแ้ตกตา่งกนัท่ีอตัราส่วนโดยโมลของ Ca:P ในโครงสร้างและ

ชนิดของไอออนองค์ประกอบอ่ืนๆ ตวัอยา่งของแคลเซียมฟอสเฟตบางชนิดแสดงดงัตารางท่ี 2.2 
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ตารางท่ี 2.2 แคลเซียมฟอสเฟตชนิดตา่งๆ ท่ีมีอตัราสว่น Ca:P แตกตา่งกนั [28] 

สตูร ช่ือ อกัษรยอ่ Ca:P 

Ca4 (PO4)2 O  Tetracalcium phosphate TeCP 2.0 

Ca10(PO4)6(OH)2 Hydroxyapatite Hap 1.67 

Ca10-xH2x(PO4)6(OH)2 Amorphous calcium phosphate ACP - 

Ca3(PO4)2 Tricalcium phosphate TCP 1.50 

Ca8H2(PO4)6·5H2O Octacalcium phosphate OCP 1.33 

CaHPO4·2H2O Dicalcium phosphate dehydrate DCPD 1.0 

CaHPO4 Dicalcium phosphate DCP 1.0 

Ca2P2O7 Calcium pyrophosphate dehydrate CPPD 1.0 

Ca7(P5O16)2 Heptacalcium dihydrogen phosphate HCP 0.7 

Ca2H2P6O4 Tetracalcium dihydrogen phosphate TCHP 0.67 

Ca(H2PO4)2·H2O Monocalcium  phosphate mpnphydrate MCPM 0.5 

Ca(PO3)2 Calcium metaphosphate (α,β,γ) CMP 0.5 

 

จากงานวิจยัของ สหาวตัร [29] ได้เตรียมวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์

ด้วยกระบวนการแพร่ผา่นแผ่นเย่ือ โดยการใช้ความเข้มข้นของสารละลายไคโตซานท่ีความเข้มข้น 

1.75 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกั และความเข้มข้นของสารตัง้ต้นท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ไฮดรอกซีอะพา-

ไทต์ คือ สารละลายแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้น 0.20 M และสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟตเข้มข้น 0.12 M จากนัน้ควบคมุเวลาท่ีทําให้เกิดการแพร่ของแคลเซียมไอออนและ

ฟอสเฟตไอออนเป็นเวลา 72 ชัว่โมง ทําให้เกิดไฮดรอกซีอะพาไทต์ในวสัดเุชิงประกอบตามสมการท่ี 

(1)  

10CaCl2   +   6Na2HPO4   +   2H2O  Ca10(PO4)6(OH)2 +   12NaCl   +   8HCl   

(1) 

ซึ่งทําให้สามารถเตรียมวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีมีผลึกสาร      

ไฮดรอกซีอะพาไทต์กระจายตัวเป็นเนือ้เดียวกันในสารละลายไคโตซานทําให้ผลึกไฮดรอกซี-        

อะพาไทต์ไมต่กตะกอนเม่ือเวลาผา่นไป ดีกวา่การผสมผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์โดยตรงซึ่งจะทําให้

เกิดการตกตะกอน  
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2.6.1 ไฮดรอกซีอะพาไทต์ [30] 

2.6.1.1 โครงสร้างผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Ca10(PO4)6(OH)2) เป็นสารประกอบระหว่างธาตแุคลเซียมและ

ฟอสเฟต มีอตัราสว่นโดยโมลของ Ca:P เป็น 1.67:1 คําว่าไฮดรอกซีอะพาไทต์ มาจาก “ไฮดรอกซี

(Hydroxy)” ซึ่งหมายถึง ไฮดรอกไซด์ไอออน (Hydroxide ion) และ คําว่า “อะพาไทต์(Apatite)”  

เป็นช่ือของผลกึแร่ธาตท่ีุมีองค์ประกอบดงันี ้ M10(ZO4)6X2 

สารประกอบอะพาไทต์ (Apatite compound) จะมีสว่นประกอบแตกตา่งกนัออกไปขึน้อยู่

กบัไอออนท่ีเข้าแทนท่ีในตําแหนง่ M Z และ X ซึง่ไออนท่ีเป็นไปได้ในการแทนท่ีได้แก่ 

 M = Ca Sr Ba Cd Pb Mg Na K H D ฯลฯ 

 Z = P V As S Si Ge Cr B ฯลฯ 

 X = OH OD CO3 O BO2 F Cl Br ฯลฯ 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์มีรูปผลึกเป็นแบบเฮกซะโกนลั มีกลุ่มปริภูมิ(Space group) P63/m มี

คา่ a = b = 9.342 c = 6.881 A  และมมุ α = β = 90º γ = 120º โดยมีหมู่ไฮดรอกซิลอยู่ท่ี

บริเวณมมุท่ีฐานรอมบกิ (Rhombic) ของหน่วย ซึ่งมีการจดัเรียงตวัเป็นคอลมัน์ในท่ีว่าง ซึ่งมีความ

สงูเป็นคร่ึงหนึง่ของความสงูหน่วย คอลมัน์ของหมู่ไฮดรอกซิลจะถกูล้อมรอบด้วยแคลเซียมไอออน 

6 ไอออน ท่ีจดัเรียงตวัในลกัษณะสามเหล่ียมด้านเท่า 2 รูป ตัง้ฉากกบัคอลมัน์ของไฮดรอกซิล โดย

มีหมู่ไฮดรอกซิลเป็นศนูย์กลางแคลเซียมไอออนอีก 4 ไอออนท่ีเหลือจะเรียงต่อกันเป็นคอลมัน์ 2 

คอลัมน์ระหว่างสามเหล่ียมด้านเท่าของแคลเซียมไอออนขนานกับคอลัมน์ของไฮดรอกซิล 

แคลเซียมไอออนเหล่านีจ้ะถูกล้อมรอบด้วยออกซิเจนของออร์โทฟอสเฟตเททระฮีดรัล (Ortho 

phosphate tetrahedral) โดยออกซิเจนของไฮดรอกซิล (Hydroxyl oxygen) จะอยู่ห่างจากระนาบ

ของสามเหล่ียมไฮดรอกซิล ประมาณ 0.3 A ดงัรูปท่ี 2.11 และ 2.12 
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รูปท่ี 2.11 โครงสร้างของอะพาไทต์ แสดงตําแหนง่ของอะตอมฟลอูอไรด์หรืออะตอมไฮดรอกซิล 

(O = แดง Ca = เขียว P = เหลือง F(OH) = ฟ้า) [31] 

 

รูปท่ี 2.12 โครงสร้างของไฮดรอกซีอะพาไทต์ ในหนว่ยเซลล์เฮกซะโกนลั 

(hexagonal apatite unit cell) [32] 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์พบได้ในรูปแร่ผลึกตามธรรมชาติ และภายในร่างกายเช่นใน 

extracellular matrix กระดกูและฟัน ในปัจจบุนัเราสามารถสงัเคราะห์ ไฮดรอกซีอะพาไทต์ได้โดย

มีกรรมวิธีในการสร้างให้เลือกมากมายหลายวิธี ซึ่งแต่ละวิธีก็จะทําให้ไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีได้มี

ลกัษณะเฉพาะท่ีแตกตา่งกนัไป สมบตัหิลกัของไฮดรอกซีอะพาไทต์คือเป็นผลึก มีรูพรุน เปราะแตก

ง่าย และสามารถเข้ากันได้กับร่างกาย (biocompatible) ซึ่งสมบตัิประการหลังนี ้จึงมีการนํา    

ไฮดรอกซีอะพาไทต์มาใช้ในวงการแพทย์หลายด้าน ไม่ว่าจะเป็นการใช้เป็นสารบรรจแุทนกระดกูท่ี

ถกูตดัทิง้ (bone fillers) [33] หรือการใช้เคลือบโลหะสําหรับปลกูแทนกระดกู [34] เป็นต้น 

นอกจากในทางการแพทย์แล้วไฮดรอกซีอะพาไทต์ยงัถูกนํามาใช้ในการวิจยัพืน้ฐานทาง

ชีววิทยา เช่น ในงานวิจยัเซลล์ต้นกําเนิด (Stem cell) [35] ใช้เป็นฐานให้เซลล์ยึดเกาะและเพิ่ม

จํานวนนอกจากนี ้ด้วยโครงสร้างท่ีมีทัง้ประจบุวกและลบจากธาตแุคลเซียมและกลุ่มฟอสเฟตใน

ผลึกโมเลกลุเดียวกนั จึงมีการนําเอาไฮดรอกซีอะพาไทต์มาพฒันาใช้ในงานโครมาโทกราฟี [36] 

เพ่ือแยกและทําสารชีวโมเลกุลให้บริสุทธ์ิ ซึ่งจุดเด่นของไฮดรอกซีอะพาไทต์คือเม่ือนํามาใช้กับ

สารละลายท่ีแตกตา่งกนั สมบตัใินการจบักนัของสารชีวโมเลกลุแตล่ะชนิดตอ่ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

ก็จะต่างกันไปด้วย การผสมผสานลําดับของสารละลายต่างชนิด ก็จะทําให้เราใช้ไฮดรอกซี        

อะพาไทต์ แยกสารท่ีต้องการได้โดยไม่ต้องพึ่งโครมาโทกราฟี ชนิดอ่ืนและในปัจจบุนัมีการพฒันา

วิธีการแยก DNA RNA แอนตบิอดี รวมถึงโปรตีนบางชนิด จนสามารถใช้งานได้จริง เป็นต้น 
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2.6.1.2 ความสามารถในการละลายของไฮดรอกซีอะพาไทต์ [30] 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์สามารถละลายได้ในกรด และละลายได้เล็กน้อยในนํา้กลัน่ แต่ไม่

สามารถละลายได้ในแอลคาไลโดยมีคา่การละลายในนํา้กลัน่ (pKs) ประมาณ 120  

pKs   =   -log([Ca]10[PO4]6[OH]2)   ≅   120 

ความสามารถในการละลายในนํา้กลัน่จะเพิ่มขึน้เม่ือเติมสารอิเล็กโทรไลต์ (electrolyte) 

แต่ความสามารถในการละลายของไฮดรอกซีอะพาไทต์จะเปล่ียนแปลงเม่ือมีกรดอะมิโน โปรตีน

เอนไซม์และสารเคมีอ่ืนๆผสมอยู่ในสารละลาย สมบตัิด้านการละลายนีส้มัพนัธ์กบัความสมัพนัธ์

ในการเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเนือ้เย่ือ และปฏิกิริยาเคมีกบัสารประกอบอ่ืนๆ อย่างไรก็ตามอตัรา

ของการละลายยังขึน้อยู่กับความแตกต่างของรูปร่าง ความพรุน ขนาดผลึก และการเสียรูป

เน่ืองจากความเครียด (strain defects) เม่ือนําไฮดรอกซีอะพาไทต์ไปเผาท่ีอณุหภูมิสงูจะทําให้

ความสามารถในการละลายลดลง สําหรับเนือ้เย่ือใต้ผิวหนังจะมีอัตราการละลายเป็น 0.1 

มิลลิเมตรต่อปี โดยท่ีไฮดรอกซีอะพาไทต์จะเกิดปฏิกิริยาเคมีกับโปรตีน ไขมนั สารอนินทรีย์อ่ืนๆ 

และแร่ธาตอิุนทรีย์ได้ 

ในความเป็นจริงองค์ประกอบของไฮดรอกซีอะพาไทต์ของกระดกูจะแตกตา่งกันเล็กน้อย

ตามอาย ุสปีชีส์ของสิ่งมีชีวิต (species) และส่วนของอวยัวะ เป็นต้น อตัราส่วนโดยโมลของ Ca:P 

ในเนือ้เย่ือแข็งประเภทกระดกูและฟันจะเพิ่มขึน้ตามอตัราการเจริญเติบโตจนมีคา่ใกล้เคียง 1.67 

ผลึกอะพาไทต์ชีวภาพจะมีขนาดเล็กมาก โดยมีขนาดเล็กกว่า 0.2 ไมโครเมตร และมีรูปร่างเป็น

แท่งยาวคล้ายรูปเข็ม (needle-like) เน่ืองจากอะพาไทต์มีผลึกขนาดเล็กจึงช่วยให้การสร้างและ

ซอ่มแซมกระดกูเกิดได้เร็ว 

2.6.1.3 แหล่งของสารไฮดรอกซีอะพาไทต์ [28] 

การเตรียมไฮดรอกซีอะพาไทต์สามารถเตรียมได้จาก 3 แหลง่ คือ 

1. การสงัเคราะห์ไฮดรอกซีอะพาไทต์จากกระบวนการทางเคมี เช่น ปฏิกิริยาระหว่าง

แคลเซียมไนไตรทและแอมโมเนียมฟอสเฟต เป็นต้น 

2. การสกดัแคลเซียมคาร์บอเนตจากปะการัง โดยนํามาผ่านกระบวนการเปล่ียนเป็นสาร 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ แตป่ะการังมีปริมาณน้อย และมีปัญหาด้านสิ่งแวดล้อมจงึไมนิ่ยมนํามาใช้ 



 21 

3. การสกดัไฮดรอกซีอะพาไทต์จากกระดกูสตัว์ เช่น โค กระบือ ช้าง ปลา สกุร รวมทัง้จาก

มนษุย์ โดยนิยมใช้กระดกูโคและกระบือมากกว่า เน่ืองจากมีปริมาณมากและเป็นสตัว์ท่ีมนษุย์ใช้

ประโยชน์อยูแ่ล้ว ทัง้ใช้ในการบริโภคและใช้แรงงาน 

 

2.6.1.4 วิธีการเตรียมสารไฮดรอกซีอะพาไทต์[30] 

วิธีท่ีใช้ในการเตรียมสารไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีสงัเคราะห์มี 4 วิธี คือ วิธีการแบบเปียก (wet 

method) วิธีแบบแห้ง (dry method) วิธีการไฮโดรเทอร์มลั (hydrothermal method) วิธีการแอล 

คอกไซด์ (alkoxide method) 

วิธีการแบบเปียก (wet method) 

นิยมใช้ในการเตรียมสารไฮดรอกซีอะพาไทต์ปริมาณมากๆ สามารถแบ่งกระบวนการ

สงัเคราะห์ได้ 2 วิธี คือ 

1. ปฏิกิริยาการสะเทินของสารละลายเบส ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ คือ 

10Ca(OH)2  +  6H3PO4                     Ca10(PO4)6(OH)2  +  18H2O 

2. ปฏิกิริยาเคมีระหวา่งเกลือแคลเซียมและเกลือฟอสเฟต 

10CaCl2 + 6Na2HPO4  +  2H2O                  Ca10(PO4)6(OH)2  + 12NaCl  +  8HCl 

ผงไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีเตรียมขึน้จากกระบวนการแบบเปียกเป็นอนภุาคละเอียดท่ีมีพืน้ท่ี

ผิวสงูมากเป็นไฮดรอกซีอะพาไทต์ ชนิดนอนสตอยชิโอเมตรี (nonstoichiometry) ชนิดขาด Ca2+ 

(Ca2+ deficiency) Ca/P < 1.67 และมีความเป็นผลึกต่ํากว่าไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีสงัเคราะห์ขึน้

จากวิธีการอ่ืนๆ ความเป็นผลึกและอตัราส่วน Ca/P ขึน้อยู่กบัแฟกเตอร์หลายอย่างเช่น ชนิดและ

ความเข้นข้นของสารตัง้ต้น pH ระยะเวลาในการแช ่(aging time) และอณุหภมูิ 

วิธีการแบบแห้ง (dry method) 

วิธีการแบบแห้งเป็นวิธีการท่ีใช้ประโยชน์จาก ปฏิกิริยาในสภาวะของแข็ง (solid state 

reaction) ระหว่างสารประกอบแคลเซียมและฟอสฟอรัส ประโยชน์ของวิธีการนี ้คือ สามารถ

เตรียมไฮดรอกซีอะพาไทต์มีอตัราส่วน Ca/P =1.67 การสงัเคราะห์นิยมทําท่ีอณุหภูมิสูงและใน

บรรยากาศของไอนํา้ เพ่ือเป็นแหลง่ของ OH- ในปฏิกิริยา ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้นัน้ คือ 

6CaHPO4.2H2O + 4CaCO3                           Ca10(PO4)6(OH)2   +  4CO2  +  14H2O 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีสงัเคราะห์จากวิธีการนีจ้ะมีอนภุาคท่ีละเอียดและมีผลกึสงู 
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วิธีการไฮโดรเทอร์มัล (hydrothermal method) 

วิธีนีทํ้าโดยการนําสารเคมีท่ีเป็นเกลือของแคลเซียมและฟอสเฟต มาทําปฏิกิริยากัน

ภายในบรรยากาศท่ีมีความดนัและอณุหภมูิสงู เช่น ในการทดลองของ Sun [37] ใช้ Ca(NO3)2 ทํา

ปฏิกิริยากบั KH2PO4 ใน NaOH ท่ี 500 องศาเซลเซียส ภายใต้ความดนั 360 บรรยากาศ เป็น

เวลา 10 วนั ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้จะเป็นดงัสมการนี ้ 

10Ca(NO
3
)
2
 + 6KH

2
PO

4
 + 14NaOH Ca

10
(PO

4
)
6
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2
 + 6KNO

3 
+ 14NaNO
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2
O

500°C 360 atm

10 days  
ส่วนวิธีของ Somiya [38] ใช้ Ca(NO3)2 ทําปฏิกิริยากบั KH2PO4 ใน NaOH และควบคมุ

สภาวะท่ีอุณหภูมิ 100-200 องศาเซลเซียส และความดนั 0.1-0.2 MPa เป็นเวลา 10 ชัว่โมง     

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีได้จากวิธีนีจ้ะมีลกัษณะเป็นผลึกเด่ียว (Single crystal) ท่ีสมบูรณ์ และ

สามารถทําให้มีขนาดตา่งๆได้ 

วิธีการแอลคอกไซด์ (alkoxide method) 

วิธีการนีจ้ะใช้เตรียมฟิล์มบางของไฮดรอกซีอะพาไทต์ (thin hydroxyapatite film) 

ตวัอยา่งของวิธีการเตรียมนําแคลเซียมไนเตรต ไตรเมทิลฟอสเฟต มาใช้เป็นสารตัง้ต้นท่ีละลายใน

เอทานอลหรือสารละลายฟอร์มาไมด์ หลงัจากระเหยสารละลายออกไป จะถกูนําไปเผาท่ีอณุหภูมิ 

500-1000 องศาเซลเซียส เพ่ือเตรียมให้เป็นไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีมีลักษณะเป็นผลึก (well 

crystallized hydroxyapatite) ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้เป็น ดงันี ้

Ca(NO3)2.4H2O  +  (CH3O)3PO                      Ca10(PO4)6(OH)2    

ตารางท่ี 2.3 สมบตัท่ีิสําคญัของไฮดรอกซีอะพาไทต์ [39] 

สมบตั ิ คา่มาตรฐาน 

ความหนาแนน่ 3.16 g/cm3 

ความแข็งแรงตอ่การกดอดั 100 – 200 MPa 

ความแข็งแรงตอ่การดดัโค้ง 10 MPa (Max) 

คา่ยงัมอดลุสั 100 GPa (Max) 

ความแข็ง 500 HV 

การขยายตวัขณะได้รับความร้อน 11 x 10-6 k-1 

จดุหลอมเหลว 1650 °C 
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ไฮดรอกซีอะพาไทต์เป็นวสัดทุางชีวภาพท่ีมีการศกึษาในด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดกูมาก

ท่ีสดุ เน่ืองจากไฮดรอกซีอะพาไทต์มีความสามารถในการเข้ากนัได้ทางชีวภาพท่ีดี มีความสามารถ

ท่ีจะเกิดพนัธะเคมี กบัเนือ้เย่ือรอบๆได้โดยตรงและสามารถท่ีจะเหน่ียวนําให้เกิดการเจริญเติบโต

ของเนือ้เย่ือกระดูกได้ นอกจากนีย้ังไม่เป็นพิษ ไม่ก่อให้เกิดการอักเสบและไม่ต่อต้านกับระบบ

ภูมิคุ้มกนั (non-immunogenic) อย่างไรก็ตามไฮดรอกซีอะพาไทต์มีข้อจํากดั คือ ความเปราะเม่ือ

นําไปใช้ในกระบวนการทดแทนกระดกู และขึน้รูปได้ยาก  

2.6.1.5 การประยุกต์ใช้งานของไฮดรอกซีอะพาไทต์ในทางการแพทย์ [40] 

โดยทัว่ไปแล้วการนําสารไฮดรอกซีอะพาไทต์ไปใช้งานทดแทนกระดกูในต่างประเทศแบ่ง

ได้ 3 ลกัษณะ คือ  

สารไฮดรอกซีอะพาไทต์แบบผง (powder hydroxyapatite) สามารถใช้เคลือบลงบนข้อ

สะโพกเทียมในส่วนท่ีเป็นแกนโลหะ เพ่ือให้โลหะ ทนทานต่อการกัดกร่อนจากของเหลวภายใน

ร่างกายท่ีโดยปกติจะมีสภาพเป็นกรดอ่อน ๆ อยู่แล้ว และหากเกิดการเจ็บป่วย สภาพภายใน

ร่างกายก็จะมีความเป็นกรดย่ิงขึน้ ดงันัน้ การใช้สารไฮดรอกซีอะพาไทต์เคลือบบนผิวข้อสะโพก

เทียมจะทําให้ อปุกรณ์มีความทนทานมากย่ิงขึน้ และยงัชว่ยสร้างพนัธะระหวา่งข้อสะโพกเทียมกบั

กระดกูของผู้ ป่วยด้วย 

สารไฮดรอกซีอะพาไทต์แบบชิน้เนือ้แน่น (Dense hydroxyapatite) จะมีสมบตัิเชิงกล

ดีกว่าแบบรูพรุน จึงสามารถรับนํา้หนักได้มากกว่า การนําไปใช้งานในต่างประเทศ มกันําไป

ทดแทนในส่วนกระดกูสนัหลงัของผู้ ป่วย สารไฮดรอกซีอะพาไทต์ก็จะเป็นตวัเร่ง ให้เกิดการสร้าง

เนือ้เย่ือให้มาเกาะ และทําให้ระบบในร่างกายทํางานได้ดีขึน้ 

สารไฮดรอกซีอะพาไทต์แบบรูพรุน (Porous hydroxyapatite) เป็นสารท่ีต้องการมากท่ีสดุ

ในขณะนี ้เพ่ือใช้เป็นตวัเตมิแทนกระดกูของผู้ ป่วย สําหรับบริเวณตา่งๆ ของร่างกายท่ีมีการสญูเสีย

กระดกูไมว่า่จะเน่ืองมาจาก โรคมะเร็ง การตดิเชือ้ หรืออบุตัเิหตก็ุตาม โดยอาศยัความเป็นรูพรุนทํา

ให้เซลล์และเลือดนําพาแร่ธาตตุา่งๆเข้าไปได้ อยา่งทัว่ถึงชว่ยทําให้ เกิดการสร้างกระดกูเช่ือมตอ่ได้

ดี 

นอกจากนีก้ารนําไปใช้งานทางด้านวสัดทุางการแพทย์นัน้ จะมีอยู ่2 ลกัษณะคือ 

1. วสัดกุารแพทย์ท่ีใสเ่ข้าไปในร่างกายจะทําหน้าท่ีทดแทนอวยัวะนัน้ ๆ โดยไม่จําเป็นต้อง

มีสว่นเก่ียวข้องกบัระบบ เนือ้เย่ือสว่นอ่ืน ๆ ของร่างกาย 

2. วสัดกุารแพทย์ท่ีใส่เข้าไปในร่างกายจะต้องมีส่วนร่วมหรือมีหน้าท่ีสมัพนัธ์กับอวยัวะ

หรือส่วนต่าง ๆ ท่ีอยู่ในร่างกาย แตต้่องไม่เป็นพิษตอ่เนือ้เย่ือในร่างกายซึ่งสมบตัิเฉพาะของสาร 
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ไฮดรอกซีอะพาไทต์นี ้สามารถนําไปใช้ในร่างกาย เพ่ือทําให้เกิดการสร้างพนัธะระหว่าง วสัดหุรือ

อปุกรณ์การแพทย์กบัเซลล์กระดกูคนไข้ได้ดี  

ปัจจบุนัมีการนํากระดกูเทียมมาใช้ทางการแพทย์แล้ว แตข้่อจํากดัของกระดกูเทียมท่ีพบ

คือมีความแข็งไม่เพียงพอ จึงมีความร่วมมือกนัระหว่างผู้ เช่ียวชาญทางด้านวสัดเุชิงประกอบและ

นกัวิจยัทางการแพทย์ เพ่ือคิดค้นกระดกูเทียมทําจากวสัดสุงัเคราะห์ท่ีรวมทัง้สมบตัิทางโครงสร้าง

และสมบตัทิางชีวภาพเข้าด้วยกนั 

2.6.2. ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต [41] 

2.6.2.1 โครงสร้างผลึกไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต (CaHPO4• 2H2O) เป็นสารประกอบระหว่างธาตุ

แคลเซียมและฟอสเฟต มีอตัราส่วนโดยโมลของ Ca:P เป็น 1:1 เป็นท่ีรู้จกัอีกช่ือหนึ่งว่า แคลเซียม

มอโนไฮโดรเจนฟอสเฟต  

ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตมีรูปผลึกเป็นมอโนคลินิก (Monoclinic) โดยขนาดหนว่ย 

(Unit cell) แสดงข้อมลูรายละเอียดดงัตารางท่ี 2.4 ซึง่พบมากในร่างกายท่ีบริเวณหินนํา้ลาย บางที

เรียกวา่ หินปนู (Dental calculi) เป็นสารแข็งท่ีตดิอยู่บนฟัน เกิดจากการสะสมของ แร่ธาตบุน

คราบจลุินทรีย์ สามารถพบได้ ทัง้เหนือเหงือก และใต้เหงือก นอกจากนีย้งัพบท่ีหินปนูสะสมใน

กระดกูออ่น ( chondrocal - cinosis ) และกระดกูท่ีสลายตวั (decomposed bones) เป็นต้น 

ตารางท่ี 2.4 ลกัษณะไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตท่ีสงัเคราะห์ขึน้ [41] 

 

2.6.1.2 วิธีการเตรียมสารไดแคลเซียมฟอสเฟต 

สําหรับไดแคลเซียมฟอสเฟตมีปริมาณของฟอสฟอรัส 18.5 เปอร์เซ็นต์ และแคลเซียม 23 

เปอร์เซ็นต์  ขัน้ตอนในการผลิตไดแคลเซียมฟอสเฟตเร่ิมจากการนํากรดฟอสฟอริกท่ีสกดัฟลอูอรีน

แล้ว (defluorinated phosphoric acid) มาทําปฏิกิริยาเคมีกบัแคลเซียมไฮดรอกไซด์ (รูปท่ี 2.13) 

ซึง่ผลผลิตท่ีได้อาจเป็นไดแคลเซียมฟอสเฟตชนิดท่ีมีนํา้ในโครงสร้าง หรือแคลเซียมออร์โทฟอสเฟต

ไดไฮเดรท (calcium orthophosphate dihydrate : [CaHPO4.2H2O]) หรือได้เป็นไดแคลเซียม
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ฟอสเฟตชนิดท่ีไม่มีนํา้ในโครงสร้าง หรือ แคลเซียมออร์โทฟอสเฟตแอนไฮเดรต (calcium 

orthophosphate anhydride : [CaHPO4]) ผลผลิตท่ีได้จะขึน้กบัความสามารถในการควบคมุ

สภาวะการเกิดปฏิกิริยาเคมีไดแคลเซียมฟอสเฟตทัง้สองชนิดมีความแตกตา่งกนัในเร่ืองของการใช้

ประโยชน์ได้ของฟอสฟอรัส โดยไดแคลเซียมฟอสเฟตชนิดท่ีมีนํา้ในโครงสร้างจะมีปริมาณของ

ฟอสฟอรัสท่ียอ่ยได้สงูกวา่ชนิดท่ีไมมี่นํา้ในสตูรโครงสร้าง [42] 

H3PO4  +  Ca(OH)2       CaHPO4 . 2H2O 
      กรดฟอสฟอริก แคลเซียมไฮดรอกไซด์                   แคลเซียมออร์โทฟอสเฟตไดไฮเดรท 

        (commercail name : ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต) 

H3PO4  +  Ca(OH)2    CaHPO4  +  2H2O 
กรดฟอสฟอริก แคลเซียมไฮดรอกไซด์                 แคลเซียมออร์โทฟอสเฟต                      นํา้ 

แอนไฮเดรท 

(commercail name : ไดแคลเซียมฟอสเฟต) 

รูปท่ี 2.13 ปฏิกริยาทางเคมีของการเกิดไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต [42] 

2.6.1.3 การประยุกต์ใช้งานของไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต [43] 

การใช้ประโยชน์ของสารไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

- ใช้ทําอาหาร แร่ธาตใุนอาหารเสริม อาหารอ่ืน ๆ  สารขดัฟันในยาสีฟัน ผงฟ ู แคลเซียม

เสริม ใช้ในการผลิตแก้ว 

- ยา และฟอสเฟอร์  ในอตุสาหกรรมยา  ทําปุ๋ ย สารทําให้พลาสติกอยูต่วั ทําแป้งเค้ก  

ยีสต์  

ด้านอันตรายต่อสุขภาพ 

1. สมัผสัทางหายใจ - การหายใจเข้าไปจะก่อให้เกิดการระคายเคืองจมกู และคอ ถ้าสารมี

ความเข้มข้นสงู จะทําให้เกิดอาการไอเล็กน้อย ระคายเคืองชัว่คราว การสมัผสัสารท่ีมีความเข้มข้น

สงู ๆ เป็นระยะเวลานาน ทําให้มีเย่ือเมือกเพิ่มขึน้ในจมกู และทางเดนิหายใจ ซึง่จะหายไปเม่ือหยดุ

สมัผสัสาร สารนีทํ้าให้เกิดโรคหลอดลมอกัเสบ ( แสบไหม้ทางเดนิหายใจ ปอด ) 

2. สมัผสัทางผิวหนงั - การสมัผสัถกูผิวหนงัจะก่อให้เกิดการระคายเคืองขึน้อยูก่บั คา่ pH 

ของสาร 

3. กินหรือกลืนเข้าไป - การกลืนหรือกินเข้าไป สารนีมี้ความเป็นพิษต่ํา สารนีมี้ผลตอ่ไต  

ตอ่มพาราไธรอยด์ และกระดกู 

4. สมัผสัถกูตา - การสมัผสัสารนีท้างตา จะทําให้เกิดการระคายเคือง นํา้ตาไหล และปวด

ตาชัว่คราว 
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5. การก่อมะเร็งและความผิดปกติอ่ืน ๆ – สารนีไ้มเ่ป็นสารก่อมะเร็ง ไมทํ่าอนัตรายตอ่

ทารกในครรภ์ สารนีไ้มส่ะสมในร่างกาย จะดดูซมึจากระบบยอ่ยอาหาร และขบัออกทางปัสสาวะ 

2.6.1.4 การประยุกต์ใช้งานของไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตทาง

การแพทย์ 

การใช้งานทางการแพทย์อยู่ในขัน้ศกึษาวิจยั โดยในปี 2007 Lizhi He [44] คกึษาสารท่ี

สามารถเคลือบฟันในสภาวะกรด เน่ืองจากสภาวะความเป็นกรดในการย่อยเศษอาหารท่ีติดตาม

ซอกฟัน ก่อให้เกิดการกดักร่อนของเนือ้ฟัน โดยมีรายงานว่าสารไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตไม่

เกิดการละลายและสามารถจับตัวเป็นผลึกได้ในสภาวะกรด จึงเป็นสารแคลเซียมฟอสเฟตท่ี

น่าสนใจพัฒนาให้เป็นสารเคลือบฟันเพ่ือป้องกันพันผุ โดยงานวิจยันีใ้ช้ผงแคลเซียม 0ดิฟ 0ฟิเชียน

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ทําปฏิกริยาสารไตรไฮโดรเจนฟอสเฟตและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เกิดเป็น

ผลกึไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตท่ีเคลือบนผิวเนือ้ฟัน 

ดังนัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงสนใจเตรียมวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตโดย

กระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือ [29] โดยจะสังเคราะห์วัสดุเชิงประกอบท่ีมีส่วนประกอบของ

แคลเซียมฟอสเฟตสองชนิดผลึก คือ ไฮดรอกซีอะพาไทต์และไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตใน

สารละลายไคโตซานพร้อมทัง้ขึน้รูปเป็นวสัดเุชิงประกอบท่ีมีความเป็นรูพรุนเหมาะสมกบัการยึด

เกาะของเซลล์ โดยจะศึกษาความสามารถในการเหน่ียวนําและการเพิ่มจํานวนของเซลล์         

เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 มายงัโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียม

ฟอสเฟต  

 

 



บทที่  3 

 

วิธีการทดลอง  

3.1 เซลล์ท่ีใช้ในการทดลอง 

เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 

3.2 สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียมโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบแสดงในตารางท่ี 3.1 

ตารางท่ี 3.1 สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียมโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบ 

สารเคมี สตูรโครงสร้าง บริษัท 

ไคโตซาน 

80% Deacetylation 
O

NH2

HO

OH

O

*

O
O

OH

NH
C O
CH3

*

m n

HO

 

Fluka, Japan 

แคลเซียมคลอไรด์  

เกรดสําหรับวิเคราะห์ 
CaCl2 

Carlo Erba Reagent, 

Italy 

ไดโซเดียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟตเกรดสําหรับ

วิเคราะห์ 

Na2HPO4 
Carlo Erba Reagent, 

Italy 

โซเดียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟตเกรดสําหรับ

วิเคราะห์ 

 

NaH2PO4.H2O  

 

Carlo Erba Reagent, 

Italy 

กรดแอซีติก CH3COOH 
Bdh Laboratory Supply, 

England 

โซเดียมแอซีเทต  

เกรดสําหรับวิเคราะห์ 
CH3COONa Scharlua, Spain 

Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethane  

เกรดสําหรับวิเคราะห์ 
C CH2 OH

NH2

CH2

H2C

OH

HO

 

Scharlua, Spain 
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ตารางท่ี 3.1 สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียมโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบ (ตอ่)                                      

สารเคมี สตูรโครงสร้าง บริษัท 

กรดไฮโดรคลอริก HCl J.T. BAKER, U.S.A. 

เอทานอล CH3CH2OH 
Bdh Laboratory Supply, 

England 

ตารางท่ี 3.2 สารเคมีท่ีใช้ในการทดสอบความเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์ไลน์สร้างกระดกู 

สารเคมี บริษัท 

อาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 
Sigma-Aldrich®, US 

ฟีตลัโบวายน์ซีรัม 

(fetal bovine serum) 
Hyclone®, US 

แอล-กลตูามีน 

(L-glutamine) 
Hyclone®, US 

เพนนิซิลลิน จี  

(Penicillin G) 
Gibco®, Invitrogen, US 

แอมโฟเทอริซิน บี  

(Amphotericin B) 
Gibco®, Invitrogen, US 

3.3 อุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 
 

3.2.1 แผน่เย่ือเลือกผา่นท่ีมี MWCO 6000-8000 ของ Membrane Filtration 

Products,Inc., U.S.A. 

3.2.2 หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร แบบมีฝาเกลียว 

3.2.3 ไมโครปิเปตขนาด 100, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร รุ่น Propette autoclavable 

3.2.4 เคร่ืองผสมแบบความเร็วสงู (vortex mixer) 

3.2.5 pH-meter รุ่น Ultrabasic 

3.2.6 แมแ่บบพลาสตกิ 

3.2.7 ขวดวดัปริมาตรขนาด 100, 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 

3.2.8 เคร่ืองทําแห้งเยือกแข็ง (freeze dry) 

3.2.9 เคร่ืองฆา่เชือ้ด้วยไอนํา้ความดนัสงู (autoclave) 
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3.2.10 เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Refrigerated centrifuge (max. speed 21,000 rpm) Sorvall

รุ่น Super T21 

3.2.11 ตู้อบ (oven) 

3.2.12 ตู้ เย็น (refrigerator) 

3.2.13 ตู้ปฏิบตักิารปลอดเชือ้ (Laminar air flow) Biohazard Cabinet class II รุ่น  

BH2000 

3.2.14 ตู้ควบคมุอณุหภมูิและก๊าซเฉพาะอยา่ง (CO2 incubator) Heraeus รุ่น Hera 

cell 

3.4 เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิเคราะห์ 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิเคราะห์แสดงในตารางท่ี 3.3 

ตารางท่ี 3.3 เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิเคราะห์ 

เคร่ือง รุ่น หมายเหต ุ

เคร่ืองเทอร์มอกราวิเมทริกแอนาไลเซอร์ 

(Thermogravimetic Analyzer, TGA) 

METTLER TOLEDO 

(TGA/SDTA 851) 

ภาควิชาวสัดศุาสตร์  

คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาฯ 

กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(Scanning Electron Microscope, SEM) 
JEOL JSM-5800LV 

ศนูย์เคร่ืองมือวิจยั

วิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยี จฬุาฯ 

เคร่ืองเอกซ์เรย์ดฟิแฟรกโทมิเตอร์ 

(X-ray  diffractometer, XRD) 
Bruker AXS Model D8 

ภาควิชาวสัดศุาสตร์ คณะ

วิทยาศาสตร์ จฬุาฯ 

เคร่ืองไดนามิคเมคคานิคอลแอนาลิซิส 

(Dynamic mechanical analysis)   

METTLER TOLEDO  

(DMA/SDTA 861e) 

ภาควิชาวสัดศุาสตร์  

คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาฯ 

กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง 

3 (3Phase contrast Microscopes)  
Olympus รุ่น CKX41 

ศนูย์วิจยัชีววิทยาชอ่งปาก 

จฬุาฯ 

เคร่ืองยวีู-วิสิเบลิสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 

(UV-Visible Spectrophotometer)  

Phamacia 

รุ่น Ultrospec 3000 

ศนูย์วิจยัชีววิทยาชอ่งปาก 

จฬุาฯ 

สไลด์นบัเซลล์ 

(Haemacytometer) 

Spencer  

Bright - Line 

ศนูย์วิจยัชีววิทยาชอ่งปาก 

จฬุาฯ 
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3.5 ขอบเขตของการทดลอง 

ขอบเขตของการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.1 แผนผงัขอบเขตการทดลอง 

 

 

สงัเคราะห์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต 

ด้วยกระบวนการแพร่ผา่นแผ่นเย่ือ 

ขึน้รูปวสัดเุชิงประกอบให้เป็นวสัดโุครงเลีย้งเซลล์ 

วิเคราะห์และตรวจสอบสมบตัขิองวสัดเุชิงประกอบ

ไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต 

วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ 

ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

วิเคราะห์และตรวจสอบการเหน่ียวนําเซลล์สร้างกระดกู 

มายงัวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต 

 

วิเคราะห์การเปล่ียนแปลงจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิตอยูภ่ายหลงัการทดสอบการสมัผสั

โดยตรง(Direct Contact Test) 
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รูปท่ี 3.1 แผนผงัขอบเขตการทดลอง (ตอ่)   

 

วิเคราะห์และตรวจสอบสมบตัขิองวสัดเุชิง

ประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต 

- วิเคราะห์อัตราส่วนระหว่างไคโตซาน/

แคลเซียมฟอสเฟตด้วยเทคนิค TGA 

- วิเคราะห์อัตราส่วนระหว่างแคลเซียม/

ฟอสฟอรัสของวัสดุเชิงประกอบด้วย

เคร่ืองวิเคราะห์ธาต ุSEM – EDS 

- วิเคราะห์ความเป็นผลกึด้วยเทคนิค XRD 

- วิเคราะห์สณัฐานวิทยาด้วย SEM 

- ทดสอบความทนแรงอัดของวัสดุเชิ ง

ประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต

ด้วยเคร่ือง DMA 

วิเคราะห์และตรวจสอบการเหน่ียวนําเซลล์

ไลน์สร้างกระดกูมายงัวสัดเุชิงประกอบ          

ไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต 

 

- การทดสอบด้วยการสมัผสัโดยตรง 

(Direct Contact test)  

ตรวจและบนัทกึภาพลกัษณะรูปร่าง 

ของเซลล์ด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง 

(Phase contrast Microscopes) 

 

วิเคราะห์การเปล่ียนแปลงจํานวนเซลล์ท่ีมี

ชีวิตอยูภ่ายหลงัการทดสอบการสมัผสั

โดยตรง(Direct Contact Test) 

 

- เทคนิคการวดัการเพิ่มจํานวนเซลล์ด้วยวิธี 

MTT assay 

 



 32 

3.6 วิธีการทดลอง 

3.6.1 การเตรียมวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วยกระบวนการ

แพร่ผ่านแผ่นเย่ือ 

1. ละลายไคโตซานด้วย 0.1 M แอซีเทตบฟัเฟอร์ (CH3COOH/CH3COONa) กวน

จนกระทัง่สารละลายเป็นเนือ้เดียวกนั โดยใช้เคร่ืองป่ันผสมแบบความเร็วสงู (vortex mixer)  

2. ละลายแคลเซียมคลอไรด์ด้วย 0.1 M แอซีเทตบฟัเฟอร์ (CH3COOH/CH3COONa) 

จากนัน้ค่อยๆหยดสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ลงในสารละลายข้อ 1) แล้วกวนจนกระทั่ง

สารละลายเป็นเนือ้เดียวกนั โดยใช้เคร่ืองป่ันผสมแบบความเร็วสงู (vortex mixer)  

3. เทสารละลายท่ีได้จากข้อ 2) ลงในแผน่เย่ือเลือกผา่นดงัรูปท่ี 3.2 

 

รูปท่ี 3.2 วิธีการเทสารละลายลงในแผน่เย่ือเลือกผ่าน 

4. เตรียมสารละลายแคลเซียมฟอสเฟต 2 ชนิด ได้แก่สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟต(สําหรับสงัเคราะห์สารไฮดรอกซีอะพาไทต์) และสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

(สําหรับสงัเคราะห์สารไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต) ในนํา้กลัน่ และเติม tris-(hydroxymethyl)-

aminomethane ปริมาณ 0.05 M แล้ววดัคา่ pH ด้วยเคร่ืองวดั pH จากนัน้ปรับ pH เป็น 7.4 ด้วย

กรดไฮโดรคลอริก 6 N HCl และ 12 N HCl 

5. จากนัน้นําแผน่เย่ือเลือกผา่นท่ีมีสารละลายไคโตซานและแคลเซียมคลอไรด์ดงัรูปท่ี 3.2 

แชล่งในสารละลายในข้อ 4) ดงัรูปท่ี 3.3 

6. เม่ือครบเวลา 72 ชัว่โมง เทสารละลายท่ีได้ลงในแมแ่บบพลาสติกดงัรูปท่ี 3.4 เพ่ือขึน้รูป

เป็นโครงเลีย้งเซลล์ 

8. ขึน้รูปเป็นโครงเลีย้งเซลล์โดยการนําไปแช่แข็งท่ีอณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

2 ชัว่โมง จากนัน้นํามาผ่านกระบวนการทําแห้งเยือกแข็งท่ีช่วงอณุหภูมิ -44 องศาเซลเซียสถึง -53 

องศาเซลเซียส ท่ีระบบสญุญากาศเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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8. ล้างโครงเลีย้งเซลล์ท่ีได้ด้วย 70 เปอร์เซ็นต์เอทานอล เพ่ือเป็นการฆ่าเชือ้แบคทีเรีย

กําจดัแคลเซียมคลอไรด์และโซเดียมคลอไรด์ท่ีหลงเหลือจากปฏิกิริยาท่ีเป็นผลผลิตพลอยได้จาก

ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ไฮดรอกซีอะพาไทต์และไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตแล้วทําให้แห้งโดย

ระเหยเอทานอลออกท่ีอณุหภมูิห้อง 

9. นําโครงเลีย้งเซลล์ท่ีได้ไปวิเคราะห์และตรวจสอบด้านสมบตัิทางวสัดแุละทางชีวภาพ

ตอ่ไป  

 

รูปท่ี 3.3 สารละลายไคโตซานและแคลเซียมคลอไรด์แช่ในสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจน 

ฟอสเฟตหรือสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

 

รูปท่ี 3.4 แมแ่บบพลาสตกิ 
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3.6.2 การเตรียมวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตแบ่งออกเป็น 2 ส่วน 

ก) การเตรียมวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

โดยการใช้ความเข้มข้นของสารละลายไคโตซานท่ีความเข้มข้น 1.75 เปอร์เซ็นต์โดย

นํา้หนักและความเข้มข้นของสารตัง้ต้นท่ีใช้ในการสังเคราะห์ไฮดรอกซีอะพาไทต์ [29] คือ 

สารละลายแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้น 0.20 M และสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเข้มข้น 

0.12 M จากนัน้ควบคมุเวลาท่ีทําให้เกิดการแพร่ของแคลเซียมไอออนและฟอสเฟตไอออนเป็นเวลา 

72 ชัว่โมง ทําให้เกิดไฮดรอกซีอะพาไทต์ในสารละลายไคโตซานตามสมการท่ี (1) มีขัน้ตอนดงันี ้

10CaCl2   +   6Na2HPO4   +   2H2OCa10(PO4)6(OH)2 +   12NaCl   +   8HCl   

(1) 

ตารางท่ี 3.4 การคํานวนหาปริมาณสารจากสมการท่ี (1) 

10CaCl2(mol) 6Na2HPO4(mol) Ca10(PO4)6(OH)2(mol) 

0.20 M 0.12 M 0.02 M 

ปริมาณสารท่ีใช้ 22.20 กรัม ปริมาณสารท่ีใช้ 17.04 กรัม ปริมาณสารท่ีคาดวา่จะได้ 20.09 กรัม 

1. เตรียมสารละลายไคโตซานความเข้มข้น 1.75 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกั และสารละลาย

แคลเซียมคลอไรด์ 0.20 M โดยละลายไคโตซาน 0.875 กรัม และแคลเซียมคลอไรด์ 0.111 กรัม 

ด้วยสารละลาย 0.1 M แอซีเทตบฟัเฟอร์ 5 มิลลิลิตร ป่ันกวนจนกระทัง่สารละลายผสมเป็นเนือ้

เดียวกนัด้วยเคร่ืองป่ันผสมแบบความเร็วสงู 

2. นําสารละลายไคโตซานและแคลเซียมคลอไรด์ในข้อ 1) บรรจลุงในแผน่เย่ือเลือกผา่น 

3. เตรียมสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.12 M, pH 7.4 โดยละลายไดโซเดียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.704 กรัม ด้วยนํา้กลัน่ จากนัน้เติม Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane 

0.606 กรัม ละลายให้เข้ากนั ปรับ pH เป็น 7.4 ด้วยการหยดกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 N 

HCl และ 6 N HCl แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

4. นําแผ่นเย่ือเลือกผ่านท่ีมีสารละลายไคโตซานและแคลเซียมคลอไรด์ แช่ลงใน

สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 20 มิลลิลิตร 

5. ให้เวลาในการแพร่ผ่านของแคลเซียมไอออนและฟอสเฟตไอออนเป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

เพ่ือให้ปฏิกิริยาเคมีเกิดสมดลุ 
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6. จากนัน้เม่ือครบตามกําหนดเวลาแล้ว นํามาขึน้รูปเป็นวัสดุโครงเลีย้งเซลล์โดยเท

สารละลายลงในแม่พิมพ์พลาสติกดงัรูปท่ี 3.4 แล้วนําแม่พิมพ์พลาสติกไปแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -80 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้นํามาผ่านกระบวนการทําแห้งเยือกแข็งท่ีช่วงอณุหภูมิ   

-44 องศาเซลเซียสถึง -53 องศาเซลเซียส ท่ีระบบสญุญากาศเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

7. ล้างวสัดโุครงเลีย้งเซลล์ท่ีได้ด้วย 70 เปอร์เซ็นต์เอทานอล เพ่ือเป็นการฆ่าเชือ้แบคทีเรีย 

กําจดัแคลเซียมคลอไรด์และโซเดียมคลอไรด์ท่ีหลงเหลือจากปฏิกิริยาท่ีเป็นผลผลิตพลอยได้จาก

ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ไฮดรอกซีอะพาไทต์ แล้วทําให้แห้งโดยระเหยเอทานอลออกท่ีอณุหภมูิห้อง 

8. นําวสัดโุครงเลีย้งเซลล์ไปวิเคราะห์อตัราส่วนระหว่างไคโตซานและไฮดรอกซีอะพาไทต์

ด้วยเคร่ืองเทอร์มอกราวิเมทริกแอนาไลเซอร์  

ข) การเตรียมวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

โดยการใช้ความเข้มข้นของสารละลายไคโตซานท่ีความเข้มข้น 1.75 เปอร์เซ็นต์โดย

นํา้หนกั และความเข้มข้นของสารตัง้ต้นท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต คือ 

สารละลายแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้น 0.20 M และสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเข้มข้น 

0.20 M จากนัน้ควบคมุเวลาท่ีทําให้เกิดการแพร่ของแคลเซียมไอออนและฟอสเฟตไอออนเป็นเวลา 

72 ชัว่โมง ทําให้เกิดไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต ในสารละลายไคโตซานตามสมการท่ี (2) มี

ขัน้ตอนดงันี ้

CaCl2   +   NaH2PO4.H2O   +   H2OCaHPO4.2H2O  +   NaCl   +   HCl  

(2) 

ตารางท่ี 3.5 การคํานวนหาปริมาณสารจากสมการท่ี (2) 

CaCl2(mol) NaH2PO4.H2O (mol) CaHPO4.2HO2 (mol) 

0.20 M 0.20 M 0.20 M 

ปริมาณสารท่ีใช้ 22.20 กรัม ปริมาณสารท่ีใช้ 27.60 กรัม ปริมาณสารท่ีคาดวา่จะได้ 34.42 กรัม 

1. เตรียมสารละลายไคโตซานความเข้มข้น 1.75 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกั และสารละลาย

แคลเซียมคลอไรด์ 0.20 M โดยละลายไคโตซาน 0.875 กรัม และแคลเซียมคลอไรด์ 0.111 กรัม 

ด้วยสารละลาย 0.1 M แอซีเทตบฟัเฟอร์ 5 มิลลิลิตร ป่ันกวนจนกระทัง่สารละลายผสมเป็นเนือ้

เดียวกนัด้วยเคร่ืองป่ันผสมแบบความเร็วสงู 

2. นําสารละลายไคโตซานและแคลเซียมคลอไรด์ในข้อ 1) บรรจลุงในแผน่เย่ือเลือกผา่น 
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3. เตรียมสารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.20 M, pH 7.4 โดยละลายโซเดียมได

ไฮโดรเจนฟอสเฟต 2.760 กรัม ด้วยนํา้กลัน่ จากนัน้เติม Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane 

0.606 กรัม ละลายให้เข้ากนั ปรับ pH เป็น 7.4 ด้วยการหยดกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 N 

HCl และ 6 N HCl แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

4 นําแผ่นเย่ือเลือกผ่านท่ีมีสารละลายไคโตซานและแคลเซียมคลอไรด์ แช่ลงใน

สารละลายโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 20 มิลลิลิตร 

5. ให้เวลาในการแพร่ผา่นของแคลเซียมไอออนและฟอสเฟตไอออนเป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

เพ่ือให้ปฏิกิริยาเคมีเกิดสมดลุ 

6. จากนัน้เม่ือครบตามกําหนดเวลาแล้ว นํามาขึน้รูปเป็นวสัดโุครงเลีย้งเซลล์โดยการเท

สารละลายลงในแม่พิมพ์พลาสติกดงัรูปท่ี 3.4 แล้วนําแม่พิมพ์พลาสติกไปแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -80 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้นํามาผ่านกระบวนการทําแห้งเยือกแข็งท่ีช่วงอณุหภูมิ   

-44 องศาเซลเซียสถึง -53 องศาเซลเซียส ท่ีระบบสญุญากาศเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

7. ล้างวสัดโุครงเลีย้งเซลล์ท่ีได้ด้วย 70 เปอร์เซ็นต์เอทานอล เพ่ือเป็นการฆ่าเชือ้แบคทีเรีย

กําจดัแคลเซียมคลอไรด์และโซเดียมคลอไรด์ท่ีหลงเหลือจากปฏิกิริยาท่ีเป็นผลผลิตพลอยได้จาก

ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตแล้วทําให้แห้งโดยระเหยเอทานอลออกท่ี

อณุหภมูิห้อง 

8. นําวสัดโุครงเลีย้งเซลล์ไปวิเคราะห์อตัราส่วนระหว่างไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟต

ไดไฮเดรตด้วยเคร่ืองเทอร์มอกราวิเมทริกแอนาไลเซอร์  

3.7 การวิเคราะห์และทดสอบทางวัสดุ 

3.7.1 การวิเคราะห์หาอัตราส่วนระหว่างสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ 

3.7.1.1 การวิเคราะห์อัตราส่วนระหว่างไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วย

เทคนิคเทอร์มอกราวิเมทริกแอนาลิซิส (Thermogravimetic Analysis, TGA)  

การวิเคราะห์สมบตัิทางความร้อนด้วยเทคนิค TGA เป็นการวิเคราะห์อตัราส่วนระหว่าง 

ไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต โดยอาศยัเสถียรภาพทางความร้อนท่ีแตกต่างกันของสารอินทรีย์  

(ไคโตซาน) และสารอนินทรีย์ (แคลเซียมฟอสเฟต คือ ไฮดรอกซีอะพาไทต์หรือไดแคลเซียม

ฟอสเฟตไดไฮเดรต) ด้วยเทอร์มอกราวิเมทริกแอนาไลเซอร์ของ METTLER TOLEDO รุ่น 

TGA/SDTA 851e ดงัรูปท่ี 3.5 โดยนําสารตวัอย่างท่ีมีนํา้หนกัประมาณ 5 มิลลิกรัม ใส่ในถาด

อะลมูินา ใช้ภาวะในการทดสอบเร่ิมจากอณุหภูมิ 50 ถึง 700 องศาเซลเซียส และคงอณุหภูมิท่ี 

700 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที อตัราการเพิ่มความร้อน 20 องศาเซลเซียส/นาที ทดสอบ

ภายใต้บรรยากาศของแก๊สออกซิเจน และมีอตัราเร็วในการไหล (gas flow rate) 20 มิลลิลิตร/นาที 
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รูปท่ี 3.5 เทอร์มอกราวิเมทริกแอนาไลเซอร์ ของ METTLER TOLEDO รุ่น TGA/SDTA 851e 

3.7.2 การวิเคราะห์ลักษณะเฉพาะของแคลเซียมฟอสเฟตท่ีสังเคราะห์ได้ด้วย

กระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือ 

โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต (ไฮดรอกซีอะพาไทต์หรือ   

ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต) ท่ีเตรียมได้จากกระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือ โดยควบคมุเวลาใน

การแพร่ผา่นแผน่เย่ือให้คงท่ีตามเวลาท่ี 72 ชัว่โมง จากนัน้ขึน้รูปเป็นโครงเลีย้งเซลล์ 3 มิติโดยโครง

เลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตท่ีได้จากการทดลองข้อ 3.5.2 (ก) และวสัดุ

เชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตจากการทดลองข้อ 3.5.2 (ข) ถูกเลือกมา

เป็นตวัอยา่งในการวิเคราะห์คณุลกัษณะของแคลเซียมฟอสเฟต ดงัตอ่ไปนี ้ 

3.7.2.1 การวิเคราะห์อัตราส่วนระหว่างแคลเซียมและฟอสฟอรัสของโครง

เลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) พร้อมเคร่ืองวิเคราะห์ธาตุใน

โครงสร้างจุลภาคชนิดแจกแจงพลังงานรังสีเอกซ์ (Energy X-ray Dispersive 

Spectroscope, EDS)  

การวิเคราะห์ธาตุในโครงสร้างจุลภาคชนิดแจกแจงพลังงานรังสีเอกซ์  (Energy 

Dispersive X-ray Spectrometer) ทําโดยนําโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียม

ฟอสเฟต คือ ไฮดรอกซีอะพาไทต์หรือไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต ท่ีต้องการวิเคราะห์ไปวางบน

เทปกาวคาร์บอนท่ีแปะอยู่บนฐานวางตัวอย่าง เ น่ืองจากโครงสร้างของโครงเลีย้งเซลล์             

วสัดเุชิงประกอบมีธาตคุาร์บอนเป็นองค์ประกอบอยู่มากทําให้อิเลคตรอนสามารถว่ิงผ่านได้โดยไม่

จําเป็นต้องเคลือบด้วยผงคาร์บอน  ซึ่งการทํางานของเคร่ืองจะทําภายใต้สุญญากาศจากนัน้จึง

ตรวจสอบด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดย่ีห้อ JEOL รุ่น JSM-5800LV ดงัรูปท่ี 3.6 
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โดยใช้ศักย์ไฟฟ้า 20 กิโลโวลต์  ท่ีกําลังขยาย 2,500 เท่า โดยตัง้ระยะห่างระหว่างลําแสง

อิเลคตรอนและตวัอยา่งให้คงท่ี ท่ี 15 ไมโครเมตร  

 

 

 รูปท่ี 3.6 กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด รุ่น JEOL JSM-5800LV 

3.7.2.2 การวิเคราะห์ความเป็นผลึกของแคลเซียมฟอสเฟตด้วยเทคนิค

เอกซ์เรย์ดฟิแฟรกชัน (X-ray diffraction, XRD) 

วิเคราะห์โครงสร้างของแคลเซียมฟอสเฟต ในโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/

แคลเซียมฟอสเฟต คือ ไฮดรอกซีอะพาไทต์และไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตโดยเทคนิคเอกซ์

เรย์ดฟิแฟรกชนั (XRD)  ด้วยเคร่ือง Bruker AXS Model D8 ดงัแสดงในรูปท่ี 3.7 

ภาวะท่ีใช้ในการทดลอง 

หลอดรังสีเอ็กซ์                :            Cu 

แหลง่กําเนิดรังสีเอ็กซ์       :            CuK∝(λ=1.54060) 

โดยเคร่ืองเร่ิมทํางานท่ีมมุ 2θ  ตัง้แต ่10-55 องศา ด้วยอตัราเร็ว 0.02 องศา/วินาที  
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รูปท่ี 3.7 เคร่ืองเอกซ์เรย์ดฟิแฟรกโทมิเตอร์ ของ Bruker AXS Model D8 

3.7.2 .3 การวิ เคราะห์ สัณฐานวิทยาของโครงเ ลี ้ยงเซลล์วัสดุ เชิ ง

ประกอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, 

SEM)   

การตรวจสอบสัณฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียม

ฟอสเฟต (ไฮดรอกซีอะพาไทต์หรือไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต) ด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด รุ่น JEOL JSM-5800LV ดงัแสดงในรูปท่ี 3.6 เป็นการตรวจสอบสณัฐาน

วิทยาของวสัดเุชิงประกอบ โดยนําโครงเลีย้งเซลล์เคลือบผิวด้วยทองคํา ใช้ 15 แอมแปร์ เป็นเวลา 

3 นาที ก่อนตรวจสอบด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีใช้ศกัย์ไฟฟ้า 15 กิโลโวลต์ 

ท่ีกําลงัขยาย 200 และ 1000 เทา่ 
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3.ş.2.4 การวิเคราะห์ความทนแรงอัดของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ   

ไคโตซาน�แคลเ ซียมฟอสเฟตด้วยเค ร่ืองไดนามิคเมคคานิคอลแอนาลิซิส รุ่น 

'0$�6'T$��1e ของ 0ETT/E5T2/E'2  

 การวิเคราะห์ความทนแรงอดัของโครงเลีย้งเซลล์วัสดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซี    

อ ะ พ า ไ ท ต์ ด้ ว ย เ ค ร่ื อ ง ไ ด น า มิ ค เ ม ค ค า นิ ค อ ล แ อ น า ลิ ซิ ส รุ่ น  'MA/6'7A861e ข อ ง 

M(77/(572/('2 ดงัรูปท่ี 3.8 โดยนําโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียม

ฟอสเฟต คือ ไฮดรอกซีอะพาไทต์หรือไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต ท่ีต้องการวิเคราะห์มาตดัให้

มีรูปทรงขนาดของ ความกว้าง [ ความยาว x ความสงู เทา่กบั 5 ; 5 ; 3 มิลลิเมตร โดยทดสอบใน 

3 สภาวะคือ ไมผ่า่นการแชส่ารใดๆ(กลา่วอีกนยัหนึง่คือโครงเลีย้งเซลล์แห้ง) ผ่านการแช่สาร�่าเชือ้ 

70 เปอร์เซ็นต์เอทานอลและผ่านการแช่สารอาหารเลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 1 วนัก่อนการทดสอบ เพ่ือ

เปรียบเทียบความเปล่ียนแปลงของค่ามอดลุสัการอัด (cRmSUeVViYe mRdXOXV) ของวสัดโุครง

เลีย้งเซลล์ท่ีสภาวะท่ีแตกต่างกัน จากนัน้นํามาทดสอบการอดัภายใต้ระยะเร่ิมต้นแอมพลิจูดการ

อัด 1 ไมโครเมตร (VWaUW amSOiWXde diVSOacemenW)และแอมพลิจูดการอัดสูงสุด 1778.28 

ไมโครเมตร (ma[imXm amSOiWXde diVSOacemenW) คา่คงตวัของการอดั 40x106 นิวตนัตอ่เมตร 

(6SUing CRnVWanW Rf COamSing AVVembOy) ท่ีความถ่ี 1 เฮิรตซ์ ภายใต้ภาวะบรรยากาศ 

อณุหภมูิห้อง เคร่ืองจะรายงานผลการทดลองเป็นแรงกดอดัตอ่ระยะชิน้งานท่ีเกิดการยบุตวัลง แล้ว

นํามาคํานวนหาคา่มอดลุสัการอดัของชิน้งาน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.8 เคร่ืองไดนามิคเมคคานิคอลแอนาลิซิส รุ่น 'MA/6'7A861e ของ M(77/(5 72/('2 
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3.8 การวิเคราะห์และทดสอบทางชีวภาพ 

3.8.1 การเลีย้งเซลล์ 

ในการศกึษาครัง้นีจ้ะใช้เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1 เป็นตวัแทนของเซลล์ท่ีสร้าง

กระดกู มีความสามารถในการเปล่ียนแปลงรูปร่างและหน้าท่ีเพ่ือสร้างเนือ้เย่ือแข็ง (hard tissue 

formation) เซลล์ดงักล่าวได้รับการอนุเคราะห์จาก รศ. ทพ. ดร. พสุธา ธัญญะกิจไพศาล คณะ

ทนัตแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เซลล์จะถกูเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด  DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich®, US) ซึ่งประกอบด้วยฟีตลัโบวายน์ซีรัม 

(foetal bovine serum, Hyclone®, US) ความเข้มข้นร้อยละ 10 แอล-กลตูามีน (L-glutamine, 

Hyclone®, US) ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์  เพนนิซิลลิน จี (Penicillin G) ความเข้มข้น 100        

ยนูิต/มิลลิลิตร  และแอมโฟเทอริซิน บี (Amphotericin B) (Gibco®, Invitrogen, US) ความเข้มข้น 

20 ไมโครกรัม / มิลลิลิตร เลีย้งเนือ้เย่ือในตู้อบคาร์บอนไดออกไซด์ (carbondioxide incubator) ท่ี

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5  

3.8.2 การขยายปริมาณเซลล์ไลน์สร้างกระดูก MC3T3 – E1ในจานเลีย้งเซลล์ 

 เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 เม่ือได้เซลล์มาแล้ว ขัน้ตอนตอ่ไปคือการขยาย

ปริมาณเซลล์ในจานเลีย้งเซลล์ (ขนาด 90 มิลลิเมตร) ดงัรูป 3.9  

 

รูปท่ี 3.9 จานเลีย้งเซลล์ 

เลีย้งเซลล์ในจานเลีย้งท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 3 สปัดาห์ โดยเปล่ียนอาหารทกุๆ 2 

วนั เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 สงัเกตถึงการเปล่ียนแปลงรูปร่างจาก3กล้องจลุทรรศน์3แบบ

ใช้แสง3 (3Phase contrast Microscopes, Olympus รุ่น CH - 2) ท่ีกําลงัขยาย 400 เท่า          

(เลนส์วตัถ ุ10 เท่า X เลนส์ตา 10 เทา่ X เลนส์กล้องถ่ายรูป 4 เทา่) 
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3.8.3 การทดสอบความเข้ากันได้กับเซลล์ (Cell biocompatibility test)  

3.8.3.1 การทดสอบด้วยการสัมผัสโดยตรง (Direct Contact test) 

วิธีดงักลา่วเป็นวิธีมาตรฐานตาม ISO 10993-5 [45] กล่าวโดยย่อ ชิน้งานกลุ่มทดสอบท่ีมี

สดัส่วนของแคลเซียมและฟอสเฟตแบบต่างๆ ได้แก่ โครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/  

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

และกลุ่มควบคมุ คือโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน วิธีนําเซลล์มาทดสอบกบัวสัดเุร่ิมจากการตดัวสัดท่ีุ

ต้องการทดสอบให้มีลักษณะเป็นทรงกระบอกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2 มิลลิเมตร หนา 0.5 

มิลลิเมตร ให้เทา่กนัทกุชิน้งาน ดงัรูป 3.10 จากนัน้นําชิน้งานกลุ่มทดสอบไปฆ่าเชือ้ด้วยระบบแสง

อลัตราไวโอเลตเป็นเวลา 30 นาที โดยกลบัด้านชิน้งานทดสอบทกุๆ 15 นาที 

 

 
 

รูปท่ี 3.10 ลกัษณะชิน้งานท่ีตดัออกมา 

เพ่ือทดสอบกบัเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1 ใสว่สัดลุงในจานอาหารเลีย้งเซลล์

ชนิด 24 หลมุ กดชิน้งานด้วนลวดดดัฟันรูปตวัย ู หลงัจากนัน้หว่านเซลล์ในปริมาณ 6 X 104    

เซลล์/หลมุ บม่ไว้เป็นเวลานานท่ี 3 7 21 และ 29 วนั จะตรวจและบนัทกึภาพลกัษณะรูปร่างของ

เซลล์ รวมถึงการสมัผสักนัระหวา่งเซลล์และวสัดทุกุวนัท่ีครบกําหนดของการทดสอบด้วย3กล้อง

จลุทรรศน์3แบบใช้แสง3 (3Phase contrast Microscopes, Olympus รุ่น BX50) ดงัรูป3 3.11  
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รูปท่ี 3.11 กล้องจลุทรรศน์3แบบใช้แสง  

3 (3Phase contrast Microscopes, Olympus รุ่น CKX41)  

วิธีการทดสอบด้วยการสมัผสัโดยตรงมีข้อดี คือ สามารถตรวจลกัษณะรูปร่างของเซลล์ท่ี

สมัผสักบัวสัดแุละชิน้งาน  

3.8.3.2 การสร้างเส้นกราฟมาตรฐานเพ่ือมาใช้ในการเทียบหาจํานวน

เซลล์ท่ีเพิ่มเชิงปริมาณด้วยวิธี MTT assay  

การหาความสัมพันธ์ของจํานวนเซลล์ไลน์ของกระดูก MC3T3 - E1 กับ ค่าวัด

ความสามารถในการเปล่ียนสารเอ็มทีทีเป็นผลึกฟอร์มาซาน (ค่า OD)  โดยการใช้                 

เคร่ืองยวีู-วิสิเบลิสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืนแสง 570 นาโนเมตร เซลล์จะถกูหว่านลงใน

จานเพาะเลีย้งแบบ 24 หลมุ ท่ีความหนาแน่นแตกตา่งกนั ดงัรูปท่ี 3.16 เซลล์จะถกูเลีย้งตอ่ไปอีก 

24 ชั่วโมง จากนัน้วัดอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ด้วยวิธีวิเคราะห์สารเอ็มทีที โดยอาศัย

หลักการในการตรวจวัดระดับเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนส ท่ีพบในไมโทคอนเดรีย (mitochondria 

dehydrogenase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการหายใจของเซลล์ โดยเอนไซม์นีจ้ะ

เปล่ียนเป็นเกลือเททระโซเลียม (tetrazolium salt) ในสารเอ็มทีทีเป็นผลึกฟอร์มาซาน (formazan) 

ซึง่มีสีมว่ง เม่ือนําไปละลายสารละลายท่ีเหมาะสม จะสามารถนําไปสร้างกราฟมาตราฐานจากการ

วดัความสามารถในการเปล่ียนสารเอ็มทีทีเป็นผลึกฟอร์มาซานของเซลล์ท่ีทราบจํานวน 
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รูปท่ี 3.12 เคร่ืองยวีู-วิสิเบลิสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 

(UV-VIS Spectrophotometer, Phamacia รุ่น Ultrospec 3000) 

วิธีการนําเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1 จากจานเลีย้งเซลล์ (ขนาด 90 มิลลิเมตร)   

2 จานมาใสห่ลอดทดลองปลอดเชือ้ขนาด 45 มิลลิลิตร ดงันี ้

ขัน้ตอนการหวา่น 

ขัน้ท่ี 1  ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ออก จากนัน้ล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (PBS  

  Buffer) 2 มิลลิลิตรตอ่หนึง่จานเลีย้งเซลล์ 

ขัน้ท่ี 2  ใสส่ารละลายทริปซิน 1 มิลลิลิตรตอ่หนึง่จานเลีย้งเซลล์จบัเวลา 45 วินาที แล้วดดูออก 

ขัน้ท่ี 3  เตมิอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM 1 มิลลิลิตรตอ่หนึง่จานเลีย้งเซลล์ ล้างเซลล์ไลน์สร้างกระดกู 

MC3T3 - E1 ออกมา ใสห่ลอดทดลองปลอดเชือ้ขนาด 45 มิลลิลิตร เพ่ือเก็บไว้เจือจาง

ความเข้มข้นตอ่ไป 

ขัน้ท่ี 4  ดดูเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาฉีดลงบนกระจก  

 สไลด์นบัเซลล์ (Haemacytometer)  

 ขัน้ตอนการใช้งาน Haemacytometer  

ขัน้ท่ี 1  วาง cover glass บนสไลด์นบัเซลล์ Haemacytometer ซึง่แผน่ cover glass จะอยูเ่หนือ 

  ผิวตาราง 0.1 มิลลิเมตร 

ขัน้ท่ี 2  ใช้ไมโครปิเปตดดูสารละลายตวัอยา่งเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 จากหลอด         

            ทดลองปลอดเชือ้ขนาด 45 มิลลิลิตรมาปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

ขัน้ท่ี 3  วางปลายปิเปตใกล้ขอบ cover glass จากนัน้คอ่ยๆหยดสารละลายตวัอยา่งเซลล์ลงไป  

  ซึง่สารละลายจะไหลเข้าใต้ cover glass เองจนเตม็พืน้ท่ีตาราง ดงัรูป 3.13 
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รูปท่ี 3.13 การหยดสารละลายตวัอย่างเซลล์ลงใน Haemacytometer 

การนบัจํานวนเซลล์ 

  เม่ือสารละลายตวัอย่างเซลล์เข้าใต้ cover glass จนเต็มพืน้ท่ีตาราง จะสามารถคํานวณ

ปริมาตรสารละลายเซลล์ได้จาก พืน้ท่ีตาราง x ความลึก จํานวนเซลล์ในตารางภายใต้กล้อง

จลุทรรศน์ จะได้เป็นจํานวนเซลล์ตอ่ปริมาตรสารละลายของตารางนัน้ จากนัน้คํานวณเป็นจํานวน

เซลล์ต่อปริมาตรสารละลาย 1 มิลลิลิตร ตัวอย่างเช่น จากรูป 3.14 แสดงตารางของ 

Haemacytometer ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ขยาย 40 เท่า ช่อง A B C และ D มีความกว้างและยาว

เท่ากบั 1 มิลลิเมตร ดงันัน้ปริมาตรของสารละลายเซลล์ของช่อง A B C หรือ D ช่องใดช่องหนึ่ง

เทา่กบั ความกว้าง x ความยาว x ความลกึ  

เทา่กบั 1 มิลลิเมตร x 1 มิลลิเมตร x 0.1 มิลลิเมตร  

เทา่กบั 0.1 เซนตเิมตร x 0.1 เซนตเิมตร x 0.01 เซนตเิมตร  

เทา่กบั 0.0001 ลกูบาตรเซนตเิมตร  

ซึง่เทา่กบั 10 -4 มิลลิลิตร  

 ดงันัน้ในการนบัเซลล์ท่ีชอ่ง A B C และ D ความหนาแนน่ของเซลล์จะเท่ากบั คา่เฉล่ียของ

เซลล์ในชอ่ง A B C D x 10 4   เซลล์ตอ่มิลลิลิตร 

 

รูปท่ี 3.14 ตารางของ Haemacytometer ภายใต้กล้องจลุทรรศน์กําลงัขยาย 40 เท่า 
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แถว A = 3 x 104 

แถว B = 4 x 104 

แถว C = 5 x 104 

แถว D = 6 x 104 

แถว E = 7 x 104 

แถว F = 8 x 104 

 

ตวัอยา่งการนบัเซลล์บน Haemacytometer 

  จากรูปท่ี 3.15 คือตารางบนผิว Haemacytometer ภายใต้กล้องจลุทรรศน์กําลงัขยาย 

100 เทา่ ตําแหนง่ชอ่ง A ท่ีหยดสารละลายเซลล์เข้าไปแล้ว จํานวนเซลล์ในชอ่ง A นบัได้ประมาณ 

167 เซลล์ ดงันัน้ความหนาแนน่ของเซลล์เทา่กบั 167 x 104 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร 

 

รูปท่ี 3.15 ตารางบนผิว Haemacytometer ภายใต้กล้องจลุทรรศน์กําลงัขยาย 100 เทา่ 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.16 จํานวนเซลล์ท่ีหว่านในแตล่ะแถวเพ่ือทําเส้นกราฟมาตรฐาน 

ขัน้ตอนการหวา่นเซลล์ 

 โดยคํานวณเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 ลงในจานอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด 24 หลมุ 

ต้องเผ่ือ 1 หลุมเสมอคือต้องคณูด้วย 5 หลุม ตวัอย่างเช่น แถว A ปริมาณเซลล์ท่ีต้องการแตล่ะ

หลุมเท่ากับ    3 x 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ดงันัน้ความเข้มข้นของเซลล์ท่ีต้องดูดขึน้มาเท่ากับ         

3 x 104 x 5 เทา่กบั  15 x 104เซลล์ต่อมิลลิลิตร เป็นต้น จากนัน้หว่านเซลล์ในความเข้มข้นท่ี

คํานวณตามจํานวนเซลล์ท่ีต้องการในแตล่ะหลมุ ดงัรูปท่ี 3.16 แล้วนําเซลล์เข้าตู้ควบคมุอณุหภูมิ
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ดงัรูปท่ี 3.17 ท่ี 37 องศาเซลเซียส มีคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 นาน 24 ชัว่โมงแล้ววดัจํานวน

เซลล์เชิงปริมาณด้วยวิธี MTT assay ตามข้อ 3.7.3.2 

 

รูปท่ี 3.17 ตู้ควบคมุอณุหภูมิและก๊าซเฉพาะอยา่ง (CO2 incubator) Heraeus รุ่น Hera cell 

3.8.3.3 การวัดการเปล่ียนแปลงจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่ภายหลังการ

ทดสอบการสัมผัสโดยตรง (Direct Contact Test) ด้วยวิธีการ MTT assay  

การวัดการเพิ่มจํานวนเซลล์เชิงปริมาณได้ในการศึกษานีอ้าศยัเทคนิคการวัดการเพิ่ม

จํานวนเซลล์ด้วยวิธี MTT ([3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide]) 

ซึ่งดดัแปลงจาก Freshney และคณะ[46] กล่าวโดยย่อคือ  หลงัจากทดสอบวสัดกุบัเซลล์ครบท่ี 3 

และ 7 วนั หยิบชิน้งานออกอย่างระมดัระวงัภายในตู้ปฏิบตัิการปลอดเชือ้ดงัรูปท่ี 3.18 ดดูอาหาร

เลีย้งเซลล์ออก เติมสารละลาย MTT ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม / มิลลิลิตร ท่ีละลายอยู่ในอาหาร

เลีย้งเซลล์ DMEM ชนิดท่ีไมมี่ฟีนอล เรด (phenol red)   นําเซลล์เข้าตู้ควบคมุอณุหภูมิท่ี 37 องศา

เซลเซียส  มีคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5  นาน 12 นาที ซึ่งจะทําให้เห็นผลึกฟอร์มาซาน 

(formazan) สีม่วงท่ีก้นหลุม  หลังจากนัน้ทําละลายผลึกฟอร์มาซานด้วยการเติม DMSO 

(dimethyl sulfoxide) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ทําให้เกิดเป็นสารละลายสีม่วง ความเข้มของสีจะ

บง่บอกถึงเมตาบอลิสมของเซลล์ ซึ่งเมตาบอลิสมมีความสมัพนัธ์กบัการหายใจหรือการมีชีวิตอยู่

ของเซลล์  ต่อมานําสารละลายดงักล่าว ไปวัดการดดูกลืนแสงด้วยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิลสเปกโทร-      

โฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร รายงานผลเป็นร้อยละของการมีชีวิตอยู่ของเซลล์ 

ทดลองทัง้หมด 7 ครัง้ รายงานผลเป็นคา่เฉล่ีย และคา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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รูปท่ี 3.18 ตู้ปฏิบตักิารปลอดเชือ้ (Laminar air flow) Biohazard Cabinet class II รุ่น  BH2000 



บทที่  4 

 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

การวิเคราะห์และทดสอบโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์

และโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต มีหลายขัน้ตอนใน

การดําเนินการวิจยั ดงัแสดงในแผนผงัรูปท่ี 4.1 โดยมีการรายงานทดลองโดยลําดบัดงัตอ่ไปนี ้

4.1 ลกัษณะรูปร่างโครงเลีย้งเซลล์ 

4.2 การวิเคราะห์อตัราสว่นระหวา่งสารอินทรีย์และสารอนิทรีย์ของโครงเลีย้งเซลล์ 

4.2.1 การวิเคราะห์อตัราสว่นระหวา่งไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วย 

เทคนิคเทอร์มอกราวิเมทริกแอนาลิซิส (TGA) 

4.3 การวิเคราะห์ลกัษณะเฉพาะของโครงเลีย้งเซลล์ 

4.3.1 การวิเคราะห์อตัราสว่นของแคลเซียมตอ่ฟอสเฟตของวสัดเุชิงประกอบด้วย 

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron 

Microscope, SEM) พร้อมเคร่ืองวิเคราะห์ธาตใุนโครงสร้างจลุภาคชนิดแจก

แจงพลงังานรังสีเอกซ์ (Energy X-ray Dispersive Spectroscope, EDS) 

4.3.2 การวิเคราะห์ความเป็นผลกึของแคลเซียมฟอสเฟตด้วยเทคนิคเอกซ์เรย์ดฟิ  

แฟรกชนั (X-ray diffraction, XRD) 

4.3.4 การวิเคราะห์สณัฐานวิทยาของวสัดเุชิงประกอบด้วยกล้องจลุทรรศน์ 

อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) 

4.3.5 การวิเคราะห์ความทนแรงอดัของโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน 

/แคลเซียมฟอสเฟตด้วยเคร่ืองไดนามิคเมคคานิคอลแอนาลิซิส รุ่น 

DMA/SDTA861e ของ METTLERTOLEDO  

4.4 การทดสอบวสัดทุางชีวภาพ 

4.4.1 การขยายปริมาณเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1ในจานเลีย้งเซลล์ 

4.4.2 การทดสอบด้วยการสมัผสัโดยตรง (Direct Contact test) 

4.4.3 การสร้างเส้นกราฟมาตรฐานเพ่ือมาใช้ในการเทียบหาจํานวนเซลล์เพิ่มเชิง 

ปริมาณด้วยวิธี MTT assay 

4.4.4 การวดัการเปล่ียนแปลงจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิตอยูภ่ายหลงัการทดสอบการ 

สมัผสัโดยตรง (Direct Contact test) ด้วยวิธี MTT assay 
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รูปท่ี 4.1 แผนผงัการทดสอบสมบตัิของโครงเลีย้งเซลล์ 

ขึน้รูปเป็นโครงเลีย้งเซลล์ 

ลักษณะรูปร่าง 

โครงเลีย้งเซลล์ 

โดยการทําแห้งเยือกแข็ง 

TGA 

การวิเคราะห์อัตราส่วน 

ระหว่างสารอินทรีย์ 

และสารอนิทรีย์ของ 

โครงเลีย้งเซลล์ 

 การวิเคราะห์ลักษณะ 

เฉพาะของ 

โครงเลีย้งเซลล์ 

SEM - EDS 

XRD 

 

 

SEM 

 
DMA 

 

 

การทดสอบวัสดุ 

ทางชีวภาพ 

การขยายปริมาณเซลล์ไลน์สร้างกระดกู 

MC3T3 – E1ในจานเลีย้งเซลล์ 
ภาพถ่ายลกัษณะรูปร่างของเซลล์ 

รวมถึงการสมัผสัระหว่างเซลล์และ 

วสัดทุกุๆ 3 7 21 และ 29 วนั 

 การสร้างเส้นกราฟมาตรฐานเพ่ือมาใช้ 

ในการเทียบหาจํานวนเซลล์เพิ่มเชิง 

ปริมาณด้วยวิธี MTT assay 
การวดัการเปล่ียนแปลงจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิต

อยูภ่ายหลงัการทดสอบการสมัผสัโดยตรง 

(Direct Contact test) ด้วยวิธี MTT assay 

สงัเคราะห์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต 

ด้วยกระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือ 

วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ 

ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 
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4.1 ลักษ�ะรูปร่างโครงเลีย้งเซลล์ 

จากการเตรียมวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์และวัสดุเชิงประกอบ       

ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต ท่ีเตรียมได้ด้วยกระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือ>29] 

หลงัจากสิน้สุดกระบวนการเทสารละลายเชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตทัง้สองชนิด   

ในแม่แบบพลาสติกขนาด ความกว้าง 1.5 เซนติเมตร ยาว 1.5 เซนติเมตร ให้มีความหนาท่ี       

0.8 – 0.9 เซนติเมตร (ความคมุความหนาโดยชัง่สารให้มีปริมาณ 2 กรัม เท่าๆกัน)แล้วนําไปผ่าน

กระบวนการทําแห้งเยือกแข็ง ท่ีระบบสุญญากาศ ทําให้ได้เป็นโครงเลีย้งเซลล์ ดงัรูปท่ี 4.2 ก ข 

และ ค เพ่ือวิเคราะห์อตัราสว่นระหวา่งสารอินทรีย์และสารอนิทรีย์ วิเคราะห์ลกัษณะของโครงเลีย้ง

เซลล์ และทดสอบความเป็นไปได้ในการเข้ากนัได้ทางชีวภาพของเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC373 – 

(1 กบัวสัด ุเพ่ือนําไปประยกุต์ใช้เป็นวสัดทุดแทนกระดกูท่ีมีรูปทรงแบบง่ายหรือรูปแบบท่ีซบัซ้อน

ตามแมแ่บบท่ีทําการขึน้รูปได้ตอ่ไป 

 

รูปท่ี 4.2 ก) โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน    

ก1) ด้านบน                                       

ก2) ด้านข้าง 

 

รูปท่ี 4.2 ข) โครงเลีย้งเซลล์                  

ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์              

ข1) ด้านบน                                       

ข2) ด้านข้าง 

 

รูปท่ี 4.2 ค) โครงเลีย้งเซลล์ไคโต

ซาน/   ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮ

เดรต            ค1) ด้านบน                                       

ค2) ด้านข้าง 

รูปท่ี 4.2 ลกัษณะโครงเลีย้งเซลล์ 

ก1 ก2 

ข1 ข2 

ค1 ค2 
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4.2 การวิเคราะห์อัตราส่วนระหว่างสารอินทรีย์และสารอนิทรีย์ของโครงเลีย้งเซลล์ 

4.2.1 การวิเคราะห์อัตราส่วนระหว่างไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วยเทคนิค  

เทอร์มอกราวิเมทริกแอนาลิซิส (TGA) 

จากการวิเคราะห์อตัราส่วนระหว่างไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตด้วยเทคนิคเทอร์มอกรา-

วิเมทริกแอนาลิซิส (TGA) โดยการหาร้อยละของแคลเซียมฟอสเฟตท่ีสงัเคราะห์ได้ในโครงเลีย้ง

เซลล์ดังกล่าว เพ่ือตรวจสอบการกระจายตัวของแคลเซียมฟอสเฟตท่ีแทรกตัวอยู่ในเนือ้ของ         

ไคโตซานเมทริกซ์ พบว่าร้อยละของแคลเซียมฟอสเฟตในวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซี           

อะพาไทต์และวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตในบริเวณท่ีแตกตา่งกนั 3 

บริเวณ ของแต่ละตัวอย่าง มีค่าร้อยละของแคลเซียมฟอสเฟต (ไฮดรอกซีอะพาไทต์หรือ             

ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต) ท่ีประกอบอยูใ่นโครงเลีย้งเซลล์ใกล้เคียงกนั ซึ่งสามารถพิจารณา

ได้จากค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานดงัตารางท่ี 4.1 จะเห็นว่าค่าเบียงเบนมาตรฐานมีคา่ต่ําทําให้เช่ือได้

ว่าวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์และวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียม

ฟอสเฟตไดไฮเดรตท่ีสงัเคราะห์ได้มีแคลเซียมฟอสเฟตท่ีกระจายตวัหรือแทรกอยู่ภายในเนือ้ของ  

ไคโตซานคอ่นข้างสม่ําเสมอ นอกจากนีย้งัพบว่า ในโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบมีสดัส่วนของ

แคลเซียมฟอสเฟตประมาณ 35-45% โดยโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะ

พาไทต์มีสดัสว่นของสารประกอบอนินทรีย์มากกวา่ในโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ได

แคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต    

ตารางท่ี 4.1 ร้อยละของแคลเซียมฟอสเฟตในบริเวณท่ีแตกตา่งกนั ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง 

สารท่ีทดสอบ 

สดัสว่นแคลเซียมฟอสเฟต (ร้อยละ) 
คา่เบ่ียงเบน 

มาตรฐาน 
ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 คา่เฉล่ีย 

โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 
42.34 37.99 47.18 42.50 4.60 

โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ 

ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 
39.51 29.66 34.17 34.45 4.93 

 



                                                                                                                                                                 

                                                                                                                                                               

 

53 

4.3 การวิเคราะห์ลักษณะเฉพาะของโครงเลีย้งเซลล์ 

4.3.1 การวิเคราะห์อัตราส่วนของแคลเซียมต่อฟอสเฟตของวัสดุเชิงประกอบด้วย

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) พร้อม

เคร่ืองวิเคราะห์ธาตุในโครงสร้างจุลภาคชนิดแจกแจงพลังงานรังสีเอกซ์ (Energy X-ray 

Dispersive Spectroscope, EDS)   

จากการวิเคราะห์องค์ประกอบของธาตดุ้วยเคร่ืองวิเคราะห์ธาตใุนโครงสร้างจลุภาคชนิด

แจกแจงพลงังานรังสีเอกซ์เพ่ือหาอตัราส่วนระหว่างแคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัสของวสัดเุชิงประกอบท่ี

เตรียมด้วยกระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือ ท่ีบริเวณผิวหน้าและบริเวณพืน้ท่ีตดัขวางของโครงเลีย้ง

เซลล์วัสดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต โดยจะนําเปอร์เซ็นต์องค์ประกอบของธาตุ

แคลเซียมและฟอสฟอรัสท่ีได้จากการวิเคราะห์มาคํานวณเพ่ือหาอัตราส่วนและเทียบค่าตาม

ทฤษฎี พบว่าอตัราส่วนแคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัสของไฮดรอกซีอะพาไทต์และไดแคลเซียมฟอสเฟต

ไดไฮเดรตท่ีได้จากการสงัเคราะห์ มาวิเคราะห์องค์ประกอบของธาต ุแสดงคา่เป็นไปตามทฤษฎีดงั

แสดงใน ตารางท่ี 4.2 ซึ่งชีใ้ห้เห็นว่าแคลเซียมฟอสเฟตชนิดไฮดรอกซีอะพาไทต์หรือไดแคลเซียม

ฟอสเฟตไดไฮเดรต สามารถสงัเคราะห์ให้กระจายตวัอย่างสม่ําเสมอภายในเนือ้ไคโตซานได้ด้วย

กระบวนการแพร่ผา่นแผน่เย่ือ 

ตารางท่ี 4.2 อตัราสว่นของแคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัส 

ชนิดของโครงเลีย้งเซลล์ 

เปอร์เซ็นต์

องค์ประกอบ

ธาต ุ

 

อตัราสว่น 

Ca/P 

คา่ตาม

ทฤษฎี 

Ca/P 
Ca P 

วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

(บริเวณผิวหน้า) 
1.41 0.89 1.58 

1.67 

[28] วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

(บริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง) 
15.36 9.34 1.64 

วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

(บริเวณผิวหน้า) 
3.66 4.05 0.90 

1.00 

[28] วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

(บริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง) 
1.35 1.44 0.93 
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4.3.2 การวิเคราะห์ความเปÈ นผลึกของแคลเซียมฟอสเฟตด้วยเทคนิคเอกซ์เรย์ดฟิ

แฟรกชัน (;-ray diffraction� ;5') 

รูปท่ี 4.3 แสดงกราฟรูปแบบโครงสร้างผลึกของแคลเซียมฟอสเฟตในโครงเลีย้งเซลล์      

ไคโตซาน โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ และโครงเลีย้งเซลล์วสัดุ

เชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต โดยรูปท่ี 4.3ก เป็นรูปแบบการกระจายตวั

ของพีคท่ีทดสอบบนวสัดเุชิงประกอบไคโตซานซึ่งพบตําแหน่ง 2θ=20ï รูปท่ี 4.3ข เป็นรูปแบบการ

กระจายตัวของพีคท่ีทดสอบบนวัสดุเชิงประกอบโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/       

ไฮดรอกซีอะพาไทต์พบตําแหน่ง 2θ=26ï และ 32ï และรูปท่ี 4.3ค วสัดเุชิงประกอบ ไคโตซาน/    

ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตซึ่งพบตําแหน่ง 2θ = 20.94 29.25 30.50 34.15 และ 34.42 ดงั

แสดงในรูปท่ี 4.3 จากการวิเคราะห์ พบว่า วสัดทุัง้ 3 ชนิดแสดงคา่ตําแหน่ง 2θ ตรงตามทฤษ�ี

ของ 2θ ของไฮดรอกซีอะพาไทต์ [47] และไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต [48]  เม่ือพิจารณา

กราฟรูปแบบโครงสร้างผลึกของแคลเซียมฟอสเฟตในโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/

แคลเซียมฟอสเฟตทัง้ 2 ชนิด พบว่า พีคกว้างท่ีแสดงถึงลักษณะเฉพาะของผลึกไคโตซาน 

(2θ=20ï) นัน้หายไปจากวัสดุเชิงประกอบ ซึ่งแสดงให้เห็นถึงการเกิดป�ิกริยากันระหว่าง           

ไคโตซาน/สารแคลเซียมฟอสเฟตในวสัดเุชิงประกอบและทําให้เกิดการกระจายตวัเป็นเนือ้เดียว

อยา่งสมบรูณ์ ดงัรูปท่ี 4.3ข และ 4.3ค 

 
 

รูปท่ี 4.3 เอกซ์เรย์ดฟิแฟรกโทแกรมโครงสร้างผลกึในโครงเลีย้งเซลล์ 

ก) ไคโตซาน ข) วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

 ค) วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

(ค) 

 

(ข) 

(ก) 
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4.3.3 การวิเคราะห์สัณฐานวิทยาของวัสดุเชิงประกอบด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM)   

จากการตรวจสอบสณัฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของโครง

เลีย้งเซลล์ไคโตซาน โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ โครงเลีย้งเซลล์

วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต ท่ีผ่านการขึน้รูปให้มีรูพรุนด้วย

กระบวนการทําแห้งเยือกแข็ง ดงัรูปท่ี 4.4 จากรูป ก และ ข แสดงถึงสญัฐานวิทยาของโครงเลีย้ง

เซลล์ไคโตซานท่ีบริเวณผิวหน้าและบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง ตามลําดบั ซึ่งมีลกัษณะเหมือนผืนผ้าท่ี

พบัซ้อนกนัไปมา โดยไม่ปรากฏลกัษณะโครงสร้างของรูพรุนท่ีเช่ือมต่อกนั ในทางตรงกนัข้ามวสัดุ

เชิงประกอบท่ีมีองค์ประกอบของแคลเซียมฟอสเฟตจะแสดงให้เห็นลกัษณะโครงสร้างของรูพรุน

เป็นสามมิติท่ีมีการเช่ือมต่อของรูพรุนภายในโครงสร้าง ทัง้ในส่วนของบริเวณผิวหน้าและบริเวณ

พืน้ท่ีตดัขวาง ซึง่การเช่ือมตอ่ของรูพรุนนีมี้ความสําคญัตอ่โครงเลีย้งเซลล์ในด้านการสนบัสนนุการ

เคล่ือนท่ีของเซลล์ รวมถึงการแพร่ผา่นของอาหารและนํา้ ดงัรูปท่ี 4.4 ค ง จและ ฉ  

โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตมีขนาดของรูพรุนอยู่ในช่วง

ระหว่าง 50 ไมโครเมตร ถึง 400 ไมโครเมตร โดยในโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/  

ไฮดรอกซีอะพาไทต์มีขนาดรูพรุนอยู่ในช่วง 200 ไมโครเมตร ถึง 400 ไมโครเมตร และโครงเลีย้ง

เซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตมีขนาดรูพรุนอยู่ในช่วง 50 

ไมโครเมตร ถึง 100 ไมโครเมตร   
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(ก)          (ข)                                                      

       

 

 

 

 

      (ค)          (ง) 

     

 

 

     

 

 

(จ)        (ฉ) 

รูปท่ี 4.4 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตจาก

กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราดท่ีกําลงัขยาย 200 เทา่           

(ก) โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน (บริเวณผิวหน้า) (ข) โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน (บริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง) 

 (ค) โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (บริเวณผิวหน้า)  

(ง) โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (บริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง) 

(จ) โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต (บริเวณผิวหน้า) 

(ฉ) โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

(บริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง) 
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นอกจากนีย้ังพบว่า เม่ือตัดตามแนวขวางของโครงเลีย้งเซลล์เพ่ือดูลักษณะของพืน้ท่ี

ภาคตดัขวาง พบว่าในส่วนพืน้ท่ีตดัขวางของโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบท่ีมีองค์ประกอบของ

แคลเซียมฟอสเฟตจะมีการกระจายตวัของผลึกแคลเซียมฟอสเฟตอยู่ภายในโครงเลีย้งเซลล์ จึงทํา

ให้เช่ือได้ว่า กระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือสามารถชะลอการแพร่ผ่านของไอออนจนทําให้เกิดการ

รวมผลึกของแคลเซียมท่ีกระจายตวัทัว่ทัง้โครงเลีย้งเซลล์ได้ ดงัรูปท่ี 4.5 (ก) และ (ข) โดยลกูศรสี

ขาวแสดงตําแหน่งของผลึกแคลเซียมฟอสเฟตท่ีกระจายตวัภายในพืน้ท่ีตดัขวางของโครงเลีย้ง

เซลล์ แต่จะไม่พบเห็นการกระจายตวัของผลึกในลักษณะนีก้ับโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน ดงัรูปท่ี 

4.5(ค) 

จากการเปรียบเทียบโครงเลีย้งเซลล์ทัง้สามชนิด พบว่าโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบ  

ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีขนาดรูพรุนอยู่ในช่วง 200 ไมโครเมตร ถึง 400 ไมโครเมตร เป็น

ขนาดรูพรุนท่ีเหมาะสมแก่การยึดเกาะของออสทีโอบลาสเซลล์และทําให้เซลล์สามารถส่งผ่าน

อาหารได้ดี [49] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                 

                                                                                                                                                               

58 

 

 

 

 

(ก)โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบ 

ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

 

 

 

 

 

(ข) โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบ 

ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

 

 

 

 

 

(ค) โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน 

 

 

รูปท่ี 4.� สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์จากกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด                      

ท่ีกําลงัขยาย 1000 เทา่ บริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง 
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นอกจากนีย้งัทดสอบสณัฐานวิทยาของวสัดเุชิงประกอบด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด ก่อนและหลงัการฆ่าเชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลตในการฆ่าเชือ้ ระดบัความ

เข้มแสงอลัตราไวโอเลตท่ีช่วงคล่ืน 253.7 นาโนเมตร ท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตเชือ้จลุชีพ

ต่างๆ และทําลายโครงสร้างดีเอ็นเอของเชือ้จุลชีพ 100% ตรวจสอบลักษณะการเปล่ียนแปลง

สณัฐานวิทยาของวัสด ุซึ่งพบว่า อลัตราไวโอเลต ไม่ก่อให้เกิดความเปล่ียนแปลงของโครงสร้าง

ภายในของวสัด ุดงัรูปท่ี 4.6 - 4.11 

 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซานก่อนการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 200 เท่า ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 1000 เทา่ 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซานหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 200 เท่า ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 1000 เทา่ 

รูปท่ี 4.6 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซานท่ีบริเวณผิวหน้า 

ก่อนและหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 
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โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซานก่อนการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 200 เทา่ ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 1000 เท่า 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซานหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 200 เทา่ ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 1000 เท่า 

รูปท่ี 4.7 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซานท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง 

ก่อนและหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 
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โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ ก่อนการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 200 เท่า ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 1000 เทา่ 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ หลงัการฆ่าเชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 200 เท่า ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 1000 เทา่ 

รูปท่ี 4.8 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

ท่ีบริเวณผิวหน้าก่อนและหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 
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โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ ก่อนการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 200 เทา่ ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 1000 เท่า 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ หลงัการฆ่าเชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 200 เทา่ ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 1000 เท่า 

รูปท่ี 4.9 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวางก่อนและหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 
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โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

 ก่อนการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 200 เท่า ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 1000 เทา่ 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

 หลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 200 เท่า ท่ีบริเวณผิวหน้า กําลงัขยาย 1000 เทา่ 

รูปท่ี 4.10 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

ท่ีบริเวณผิวหน้าก่อนและหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 
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โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

 ก่อนการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 200 เทา่ ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 1000 เท่า 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

 หลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 

  
ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 200 เทา่ ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง กําลงัขยาย 1000 เท่า 

รูปท่ี 4.11 สณัฐานวิทยาของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

ท่ีบริเวณพืน้ท่ีตดัขวางก่อนและหลงัการฆา่เชือ้ด้วยระบบแสงอลัตราไวโอเลต 
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4.3.4 การวิเคราะห์ความทนแรงอัดของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/

แคลเซียมฟอสเฟตด้วยเคร่ืองไดนามิคเมคคานิคอลแอนาลิซิสรุ่น DMA/SDTA861e ของ 

METTLER TOLEDO  

เม่ือทดสอบความทนแรงอดักับโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบ

ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์และโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟต

ไดไฮเดรต ใน 3 ภาวะคือ ไมผ่า่นการแชส่ารใดๆ (กลา่วอีกนยัหนึ่งคือโครงเลีย้งเซลล์แห้ง) ผ่านการ

แชส่ารฆา่เชือ้ 70 เปอร์เซ็นต์เอทานอลหรือผา่นการแชส่ารอาหารเลีย้งเซลล์ เพ่ือเปรียบเทียบความ

เปล่ียนแปลงของค่ามอดุลัสการอัด (Compressive modulus) ของโครงเลีย้งเซลล์ท่ีภาวะท่ี

แตกตา่งกนั จากผลการทดลองพบว่าโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบทัง้ 

2 ชนิด มีคา่มอดลุสัการอดัลดลงเม่ืออยูใ่นภาวะทดสอบการแช่สารละลาย ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 

(ตัวอย่างการคํานวณภาคผนวก จ) เน่ืองจากมีการเล่ือนผ่านของสายโซ่โมเลกุลเม่ืออยู่ใน

สารละลายเพราะไมมี่การเช่ือมขวางทําให้ความแข็งแรงลดลง 

นอกจากนีย้งัพบว่า กระดกูคานเนือ้ยึดตอ่ (trabecular) หรือ กระดกูร่างเเห (cancellous) 

มีคา่มอดลุสัการอดั (compressive Modulus) ประมาณ 2-12 เมกะพาสคลั (2-12 x 105 นิวตนัตอ่

ตารางเมตร) [11] และเม่ือพิจารณาโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต 

ท่ีสงัเคราะห์ขึน้ด้วยกระบวนการแพร่ผ่านแผ่นเย่ือ เช่ือได้ว่าเป็นโครงเลีย้งเซลล์ท่ีน่าสนใจในการ

พฒันาไปสูว่สัดท่ีุมีสมบตัท่ีิดีสําหรับการเพาะเลีย้งเซลล์กระดกูร่างเเหตอ่ไป  

ตารางท่ี 4.3  คา่มอดลุสัการกดอดัของโครงเลีย้งเซลล์ในสภาวะตา่งๆ 

สภาวะในการทดสอบ 

คา่มอดลุสัของความทนตอ่แรงกดอดัของวสัด(ุN/m2) 

โครงเลีย้งเซลล์ 

ไคโตซาน 

โครงเลีย้งเซลล์วสัดุ

เชิงประกอบ 

ไคโตซาน/ไฮดรอกซี 

อะพาไทต์ 

โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิง

ประกอบ 

ไคโตซาน/ไดแคลเซียม

ฟอสเฟตไดไฮเดรต 

ไมผ่า่นการแชส่ารใดๆ 7.20 x102 2.00 x103 6.40 x103 

ผา่นการแชส่ารฆา่เชือ้ 

70 เปอร์เซ็นต์เอทานอล 
7.00 x101 2.60 x102 7.80 x103 

ผา่นการแชส่ารอาหาร 

เลีย้งเซลล์(DMEM) 
4.20 2.40 7.60 x101 
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4.4 การวิเคราะห์และทดสอบทางชีวภาพ 

การทดลองเลีย้งเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 บนโครงเลีย้งเซลล์ โดยมีการ

รายงานผลการทดลองโดยลําดบัดงัตอ่ไปนี ้

4.4.1 การขยายปริมาณเซลล์ไลน์สร้างกระดูก MC3T3 – E1ในจานเลีย้งเซลล์ 

นําเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 มาเพาะเลีย้งในจานเลีย้ง หลงัจากเลีย้งเซลล์ใน

จานเลีย้งท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 21 วนั เปล่ียนอาหารทุกๆ 2 วนั เซลล์ไลน์สร้างกระดูก 

MC3T3 – E1 มีการเปล่ียนแปลงรูปร่างจากท่ีมีลกัษณะทรงกลม (รูปท่ี 4.12 ก) เป็นลกัษณะแบน

ราบรูปดาว (Polygonal) (รูปท่ี 4.12 ข) เน่ืองจากธรรมชาติในการยึดเกาะของเซลล์ กล่าวคือ เม่ือ

เซลล์ไลน์สร้างกระดกูเกาะอยูบ่นพืน้ท่ีผิว 2 มิต ิเซลล์มีการเปล่ียนแปลงรูปร่างจากทรงกลมเป็นรูป

ดาว และมีการขยายขนาดของระยะหา่งระหวา่งเซลล์ [50] 
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(ก) หลงัจากการหว่าน

เซลล์ลงบน 

จานเลีย้งเซลล์ 

 

(ข) หลงัจากการเลีย้ง

ในจานเลีย้งเซลล์ 

นาน 21 วนั 

รูปท่ี 4.12 เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1                                                                     

เม่ือเกาะอยูบ่นพืน้ท่ีผิว 2 มิติท่ีกําลงัขยาย 400 เท่า 

4.4.2 การสร้างเส้นกราฟมาตรฐานเพ่ือมาใช้ในการเทียบหาจาํนวนเซลล์เพิ่มเชิง 

ปริมาณด้วยวิธี MTT assay 

ผลการหาความสมัพนัธ์ของจํานวนเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1ท่ีนบัจํานวนเซลล์

ด้วยสไลด์นับเซลล์ (haemacytometer) แล้วเจือจางเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ให้ได้ความ

หนาแน่นเซลล์ตามจํานวนท่ีแตกต่างลงในถาดเลีย้งเซลล์แต่ละหลุม กับค่า OD หรือ Optical 

Density ท่ีใช้เคร่ืองยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ในการหาค่าท่ีได้จากวิธี MTT assay ได้

ความสมัพนัธ์ดงัตาราง 4.4 
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ตารางท่ี 4.4 ความสมัพนัธ์ของจํานวนเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1กบั คา่กระเจิงของแสง

จากเคร่ืองยวีู-วิสิเบลิสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ท่ี 570 นาโนเมตร 

ปริมาณความเข้มข้นเซลล์ไลน์ 

สร้างกระดกู MC3T3 - E1 

ท่ีคํานวณจากสไลด์นบัเซลล์ 

 (เซลล์ตอ่มิลลิตร) 

คา่ OD ท่ี 570 นาโนเมตรจากวิธี MTT assay 

หลมุท่ี   

1 

หลมุท่ี  

2 

หลมุท่ี  

3 

หลมุท่ี  

4 

คา่ OD  

เฉล่ีย 

30000 0.156 0.152 0.155 0.139 0.1505 

40000 0.428 0.385 0.434 0.329 0.394 

50000 0.525 0.484 0.515 0.494 0.5045 

60000 0.655 0.694 0.685 0.682 0.679 

70000 0.773 0.756 0.785 0.757 0.76775 

80000 0.852 0.810 0.843 0.800 0.82625 

 

จากตารางท่ี 4.4 นํามาสร้างกราฟความสมัพนัธ์จํานวนเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1 กบั คา่ 

OD ได้ดงักราฟรูปท่ี 4.13 
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รูปท่ี 4.13 กราฟความสมัพนัธ์จํานวนเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1กบั คา่ OD  

4.4.3 การทดสอบด้วยการสัมผัสโดยตรง (Direct Contact test) 

เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1 ถกูนํามาเลีย้งบนจานเลีย้งเซลล์ชนิด 24 หลุมโดย

หว่านเซลล์หลมุละ 6 หม่ืนเซลล์ เพ่ือทดสอบความเข้ากนัได้ (Direct contract test) ของวสัดทุัง้ 3 

ชนิดกับเซลล์ คือ โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/           

ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต และกลุ่มควบคมุ คือ โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน โดยเลีย้งเซลล์ใน

สภาวะท่ีเหมาะสม เป็นเวลา 3 7 15 21 และ 29 วนั จากนัน้ตรวจสอบรูปร่างของเซลล์ด้วยกล้อง

จลุทรรศน์แบบใช้แสง 1 ( 1Phase contrast Microscopes, Olympus รุ่น CKX41) จากการทดลอง

พบว่าเซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1 สามารถเข้ากนัได้ดีกบัวสัดทุัง้ 3 ชนิด เม่ือเวลาผ่านไป

เซลล์ไลน์กระดกูเคล่ือนท่ีเข้ามาใกล้กับวสัดโุครงเลีย้งเซลล์ตวัอย่างและ ไม่ปรากฏ Clear Zone 

โดยเซลล์ท่ีปรากฏมีลกัษณะรูปร่างเป็นปกติดงัลกูศรสีขาวดงัรูปท่ี 4.14 - 4.17 

ค่า
 O

D
 

เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1 ท่ีความหนาแนน่เซลล์ตามจํานวนท่ีแตกตา่ง (คดิเป็นเซลล์ตอ่มิลลลิติร) 

กราฟความสัมพันธ์จาํนวนเซลล์ไลน์สร้างกระดูก MC3T3 - E1
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เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1 ผา่น1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงวนัท่ี 3 

ท่ีกําลงัขยาย 160 เท่า ท่ีกําลงัขยาย 400 เท่า 

  
กลุม่ควบคมุ โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน 

  
โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

  
โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

รูปท่ี 4.14 เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1ผา่น1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงวนัท่ี 3 
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รูปท่ี 4.15 เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1ผา่น1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงวนัท่ี 7 

 

 

เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1 ผา่น1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงวนัท่ี 7 

ท่ีกําลงัขยาย 160 เท่า ท่ีกําลงัขยาย 400 เท่า 

  
กลุม่ควบคมุ โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน 

  
โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

  
โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 
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เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1 ผา่น1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงวนัท่ี 21 

ท่ีกําลงัขยาย 160 เท่า ท่ีกําลงัขยาย 400 เท่า 

  
กลุม่ควบคมุ โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน 

  
โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

  
โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

รูปท่ี 4.16 เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1ผา่น1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงวนัท่ี 21 
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เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 - E1 ผา่น  

1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงวนัท่ี 29 

ท่ีกําลงัขยาย 400 เท่า 

 
กลุม่ควบคมุ โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน 

 
โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

 
โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 

รูปท่ี 4.17 เซลล์ไลน์สร้างกระดกู MC3T3 – E1 

ผา่น1กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงวนัท่ี 29 
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4.4.4 การเปล่ียนแปลงจาํนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่ภายหลังการทดสอบการสัมผัสโดยตรง 

(Direct Contact test) ด้วยวิธี MTT assay 

 หลงัจากทดสอบความเข้ากันได้ (Direct contract test) ของวสัดทุัง้ 3 ชนิดกบัเซลล์ คือ 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟต  

ไดไฮเดรต และกลุ่มควบคมุ คือ โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน กบัเซลล์ครบท่ี 3 และ 7 วนั นําเซลล์ไป

วดัความอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี เอ็มทีที (MTT assay) รายงานผลเป็นร้อยละของการมีชีวิตอยู่

ของเซลล์ ทดลองทัง้หมด 7 ครัง้ รายงานผลเป็นคา่เฉล่ีย และคา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน ดงัแสดงใน

ตาราง ท่ี 4.5 และ 4.6 จากจํานวนท่ีเร่ิมต้นหว่านท่ี 6 หม่ืนเซลล์ หลงัจากวดัการอยู่รอดของเซลล์

ในวนัท่ี 3 พบวา่มีจํานวนของเซลล์เพิ่มมากขึน้เป็น 2 เท่าของจํานวนเซลล์เร่ิมต้นในวสัดทุัง้ 3 ชนิด 

โดยวัสดุโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์มีจํานวนเซลล์ท่ีเพิ่มขึน้มากกว่าวัสดุอ่ืน

เล็กน้อย และหลงัจากวดัการอยู่รอดของเซลล์ในวนัท่ี 7 พบว่ามีจํานวนของเซลล์เพิ่มมากขึน้จาก

วันท่ี 3 อีกจํานวนประมาณ 2 หม่ืนเซลล์โดยโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซานมีจํานวนเซลล์ท่ีเพิ่มขึน้

มากกวา่วสัดอ่ืุนเล็กน้อยดงัตารางท่ี 4.7 และรูปท่ี 4.18 
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ตารางท่ี 4.5  การวดัความอยูร่อดของเซลล์เชิงปริมาณด้วยวิธี MTT assay วนัท่ี 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

ชนิดของโครงเลีย้ง

เซลล์ 

วดัความอยูร่อดของเซลล์ด้วยวิธี เอ็มทีที (MTT assay) 

ครัง้ท่ี 

1 

ครัง้ท่ี 

2 

ครัง้ท่ี 

3 

ครัง้ท่ี 

4 

ครัง้ท่ี 

5 

ครัง้ท่ี 

6 

ครัง้ท่ี 

7 

คา่ 

เฉล่ีย 
S.D. 

โครงเลีย้งเซลล์ 

ไคโตซาน 
1.104 1.172 1.231 1.137 1.100 1.035 1.036 1.116 0.071  

โครงเลีย้งเซลล์ 

ไคโตซาน/ 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

1.115 1.187 1.179 1.030 1.090 1.172 1.152 1.132 0.057 

โครงเลีย้งเซลล์ 

ไคโตซาน/ 

ไดแคลเซียม 

ฟอสเฟตไดไฮเดรต 

1.073 1.065 0.935 1.083 1.126 1.103 1.126 1.073 0.065 
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ตารางท่ี 4.6 การวดัความอยูร่อดของเซลล์เชิงปริมาณด้วยวิธี MTT assay วนัท่ี 7 

ชนิดของโครงเลีย้งเซลล์ 

วดัความอยูร่อดของเซลล์ด้วยวิธี เอ็มทีที (MTT assay) 

ครัง้ท่ี 

1 

ครัง้ท่ี 

2 

ครัง้ท่ี  

3 

ครัง้ท่ี 

4 

ครัง้ท่ี 

5 

ครัง้ท่ี 

6 

ครัง้ท่ี 

7 

คา่ 

เฉล่ีย 
S.D. 

โครงเลีย้งเซลล์ 

ไคโตซาน 
1.380 1.310 1.320 1.300 1.270 1.352 1.352 1.326 0.037 

โครงเลีย้งเซลล์ 

ไคโตซาน/ 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

1.258 1.370 1.356 1.216 1.210 1.218 1.480 1.301 0.103 

โครงเลีย้งเซลล์ 

ไคโตซาน/ไดแคลเซียม 

ฟอสเฟตไดไฮเดรต 

1.274 1.372 1.328 1.278 1.182 1.310 1.392 1.305 0.070 
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นําคา่เฉล่ียมาเทียบเป็นจํานวนเซลล์จากกราฟรูปท่ี 4.13ตามสมการ Y = 10-5 X - 0.1785 ดงั

ตารางท่ี 4.7 

ตารางท่ี 4.7 คา่เฉล่ียของความอยูร่อดของเซลล์เชิงปริมาณเทียบเป็นจํานวนเซลล์จากกราฟรูปท่ี 

4.13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ชนิดของโครงเลีย้งเซลล์ 
วนัท่ี 3                               

เซลล์ตอ่มิลลิลิตร     

วนัท่ี 7                         

เซลล์ตอ่มิลลิลิตร     

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน 111600.1785 132600.1785 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 113200.1785 130100.1785 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮ

เดรต 
107300.1785 130500.1785 
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บทที่  5 

 

สรุปผลการทดลอง อภปิรายผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 

1. การวิเคราะห์หาอตัราส่วนของสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ด้วยเทคนิคเทอร์มอกราวิ-

เมติกแอนาลิซิส (TGA) พบว่าเปอร์เซ็นต์ของแคลเซียมฟอสเฟตในวัสดเุชิงประกอบไคโตซาน/  

ไฮดรอกซีอะพาไทต์และวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตในบริเวณท่ี

แตกต่างกัน 3 บริเวณของตวัอย่างแต่ละชนิด มีคา่เปอร์เซ็นต์ของแคลเซียมฟอสเฟต (ไฮดรอกซี  

อะพาไทต์หรือไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต) ท่ีประกอบอยู่ในวสัดโุครงเลีย้งเซลล์ใกล้เคียงกัน 

พิจารณาได้จากค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานมีค่าค่อนข้างต่ํา ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวัสดุเชิงประกอบ          

ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์และวสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตท่ี

สังเคราะห์ได้มีแคลเซียมฟอสเฟตท่ีกระจายตวัหรือแทรกอยู่ภายในเนือ้ของไคโตซานค่อนข้าง

สม่ําเสมอ โดยมีสดัสว่นของแคลเซียมฟอสเฟตประมาณ 35-45% 

2. การวิเคราะห์สณัฐานวิทยาด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่าวสัดุ

เชิงประกอบท่ีมีองค์ประกอบของแคลเซียมฟอสเฟตมีลกัษณะโครงสร้างของรูพรุนเป็นสามมิติท่ีมี

การเช่ือมต่อของรูพรุนภายในโครงสร้าง ทัง้ในส่วนของบริเวณผิวหน้าและบริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง 

โดยโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟตมีขนาดของรูพรุนอยู่ในช่วง

ระหว่าง 50 ไมโครเมตร ถึง 400 ไมโครเมตร โดยในโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/   

ไฮดรอกซีอะพาไทต์มีขนาดรูพรุนอยู่ในช่วง 200 ไมโครเมตร ถึง 400 ไมโครเมตร และโครงเลีย้ง

เซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตมีขนาดรูพรุนอยู่ในช่วง 50 

ไมโครเมตร ถึง 100 ไมโครเมตร  และมีผลึกแคลเซียมฟอสเฟตมีการกระจายตวัอยู่ทัว่ไปภายใน

โครงเลีย้งเซลล์ 

3. การวิเคราะห์ธาตดุ้วยเทคนิคกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีประกอบกับ

เคร่ืองวิเคราะห์ในโครงสร้างจลุภาคชนิดแจกแจงพลงังานรังสีเอกซ์ พบว่าอตัราส่วนแคลเซียมตอ่

ฟอสฟอรัสของไฮดรอกซีอะพาไทต์และไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตท่ีได้จากการวิเคราะห์

องค์ประกอบของธาต ุแสดงคา่เป็นไปตามทฤษฎี 

4. การวิเคราะห์วสัดเุชิงประกอบด้วย XRD พบพีกวสัดเุชิงประกอบโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิง

ประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 2θ ท่ีตําแหน่งประมาณตําแหน่ง 2θ=26° และ 32° 
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นอกจากนีพ้บตําแหน่ง 2 θ = 20.94, 29.25, 30.50, 34.15 และ 34.42 ในวสัดเุชิงประกอบ       

ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต  

5. การวิเคราะห์ความทนแรงอดัของโครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบ พบว่าโครงเลีย้งเซลล์

วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/เซียมฟอสเฟตให้ค่ามอดุลัสการอัดสูงท่ีลดลง ในภาวะท่ีแช่ใน

สารละลาย โดยมีคา่ต่ําสดุเม่ือแชใ่นอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM 

6. การวิเคราะห์และทดสอบทางชีวภาพ พบว่าโครงเลีย้งท่ีสงัเคราะห์ได้มีความไม่เป็นพิษ

ตอ่เซลล์ไลน์ของกระดกู MCT3T-E1 ตามวิธีการทดสอบด้วยมาตราฐาน ISO 10993-5 [46] ซึ่ง

พิจารณาจากมีการห้อมล้อมของเซลล์ในบริเวณผิวของวสัด ุนอกจากนีย้งัพบว่าวสัดท่ีุเตรียมได้มี

ความเข้ากันได้ทางชีวภาพท่ีดี กล่าวคือ พบการเพิ่มจํานวนของเซลล์ภายหลงัการทดสอบการ

สมัผสัโดยตรงซึง่แสดงถึงความไมเ่ป็นพิษตอ่เซลล์ 

7. จากผลการวิเคราะห์ SEM-EDX และ XRD ชีใ้ห้เห็นว่าแคลเซียมฟอสเฟตทัง้ชนิดของ 

HAp และ DCPD สามารถเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกับไคโตซานด้วยกระบวนการแพร่ผ่าน

แผน่เย่ือ ตามด้วยขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีรูพรุนโดยการทําแห้งเยือกแข็งได้ และโครงเลีย้งเซลล์ท่ี

มีรูพรุนของสารประกอบดงักลา่วนี ้มีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์ไลน์กระดกู ดงันัน้วสัดเุชิง

ประกอบไคโตซาน/แคลเซียมฟอสเฟต ท่ีเตรียมโดยวิธีนีมี้ความปลอดภัยในระดบัห้องปฎิบตัิการ 

สามารถพฒันาไปเป็นวสัดทุดแทนกระดกูตอ่ไปได้ 

ข้อเสนอแนะ 

1.เพ่ือให้สามารถพัฒนาไปเป็นวัสดุทดแทนกระดูกได้จริง ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมใน

ระดบัห้องปฏิบตัิการเก่ียวกับการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือบนโครงเลีย้งเซลล์เพ่ือดคูวามสามารถในการ

เจริญเติบโต การเพิ่มจํานวนเซลล์ รวมทัง้การสร้างแคลเซียมและการสร้างเนือ้เย่ือกระดูกต่อไป 

รวมถึงมีการทดลองในสตัว์ทดลอง โดยการแทนท่ีกระดกูท่ีเสียหายเพ่ือศึกษาความเป็นไปได้การ

สร้างกระดกูใหมท่ดแทน 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมวัสดุเชิงประกอบไคโตซาน�แคลเซียมฟอสเฟต 

 

 
 

รูปท่ี ก.1 TGA เทอร์มอแกรมของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน 

 

 
 

รูปท่ี ก.2 TGA เทอร์มอแกรมของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน�ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 
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รูปท่ี ก.3 TGA เทอร์มอแกรมของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 
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ภาคผนวก ข 

การวิเคราะห์องค์ประกอบของธาตุด้วยเทคนิค EDS 
 

ตาราง ข.1 อัตราส่วนของแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสของโครงเลีย้งเซลล์ 

วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน�ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (บริเว�ผิวหน้า) 

 

ชนิดของโครงเลีย้งเซลล์ 

% องค์ประกอบ

ธาต ุ

 

อตัราสว่น 

Ca/Pc 

คา่ตามทฤษ�ี 

Ca/Pd

Caa Pb 

วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

(บริเวณผิวหน้า) 
1.41 0.89 1.58 1.67 [28@ 

a ได้จาก % Atomic ที่วิเคราะห์จาก EDS

b ได้จาก % Atomic ที่วิเคราะห์จาก EDS 

c ได้จากการคาํนว� % Atomic ของค่า a หารด้วย b 

d ได้จาก % Atomic ที่มีการคาํนว�ค่าตามทฤษฎี

 

 
 

รูปท่ี ข.1 EDS ของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน�ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (บริเว�ผิวหน้า) 
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ตาราง ข.2 อัตราส่วนของแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสของโครงเลีย้งเซลล์ 

วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน�ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (บริเว�พืน้ท่ีตัดขวาง) 

 

ชนิดของโครงเลีย้งเซลล์ 

% องค์ประกอบ

ธาต ุ

 

อตัราสว่น 

Ca/Pc 

คา่ตามทฤษ�ี 

Ca/Pd

Caa Pb 

วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

(บริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง) 
15.36 9.34 1.64 1.67 >28@ 

a ได้จาก % Atomic ที่วิเคราะห์จาก EDS 

b ได้จาก % Atomic ที่วิเคราะห์จาก EDS 

c ได้จากการคาํนว� % Atomic ของค่า a หารด้วย b 

d ได้จาก % Atomic ที่มีการคาํนว�ค่าตามทฤษฎี 

 

 
 

รูปท่ี ข.2 EDS ของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน�ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (บริเว�พืน้ท่ีตัดขวาง) 
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ตาราง ข.3 อัตราส่วนของแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสของโครงเลีย้งเซลล์ 

วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน�ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต (บริเว�ผิวหน้า) 

 

ชนิดของโครงเลีย้งเซลล์ 

% องค์ประกอบ

ธาต ุ

 

อตัราสว่น 

Ca/Pc 

คา่ตามทฤษ�ี 

Ca/Pd

Caa Pb 

วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟต

ไดไฮเดรต (บริเวณผิวหน้า) 
3.66 4.05 0.90 1.00 >28@  

a ได้จาก % Atomic ที่วิเคราะห์จาก EDS 

b ได้จาก % Atomic ที่วิเคราะห์จาก EDS 

c ได้จากการคาํนว� % Atomic ของค่า a หารด้วย b 

d ได้จาก % Atomic ที่มีการคาํนว�ค่าตามทฤษฎี 

 

 
 

รูปท่ี ข.3 EDS ของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน�ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต (บริเว�ผิวหน้า) 
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ตาราง ข.4 อัตราส่วนของแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสของโครงเลีย้งเซลล์ 

วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน�ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต (บริเว�พืน้ท่ีตัดขวาง) 

 

ชนิดของโครงเลีย้งเซลล์ 

% องค์ประกอบ

ธาต ุ

 

อตัราสว่น 

Ca/Pc 

คา่ตามทฤษ�ี 

Ca/Pd

Caa Pb 

วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟต

ไดไฮเดรต (บริเวณพืน้ท่ีตดัขวาง) 
1.35 1.44 0.93 1.00 >28@  

a ได้จาก % Atomic ที่วิเคราะห์จาก EDS 

b ได้จาก % Atomic ที่วิเคราะห์จาก EDS 

c ได้จากการคาํนว� % Atomic ของค่า a หารด้วย b 

d ได้จาก % Atomic ที่มีการคาํนว�ค่าตามทฤษฎี 
 

 
 

รูปท่ี ข.4 EDS ของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน�ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต (บริเว�พืน้ท่ีตัดขวาง) 
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ภาคผนวก ค 

 

การวิเคราะห์ความเป็นผลึกแคลเซียมฟอสเฟตด้วยเทคนิค XRD 

 

 
 

รูปท่ี ค.1 XRD ของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน 
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รูปท่ี ค.2 XRD ของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

 

 
 

รูปท่ี ค.3 XRD ของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 
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ภาคผนวก ง 

 

การวิเคราะห์สัณฐานภายนอกของวัสดุเชิงประกอบด้วยเทคนิค SEM 

 
 

รูปท่ี ง.1 SEM ของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (บริเวณพืน้ท่ีตัดขวาง) ท่ี 500 เท่า 

และไม่ผ่านการเคลือบทองคาํ 

 
 

รูปท่ี ง.2 SEM ของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (บริเวณพืน้ท่ีตัดขวาง) ท่ี 1500 เท่า 

และไม่ผ่านการเคลือบทองคาํ 
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รูปท่ี ง.3 SEM ของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต (บริเวณพืน้ท่ีตัดขวาง) ท่ี 1000 เท่า  

และไม่ผ่านการเคลือบทองคาํ 

 

 
 

 รูปท่ี ง.4 SEM ของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบ 

ไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต (บริเวณพืน้ท่ีตัดขวาง) ท่ี 1500 เท่า  

และไม่ผ่านการเคลือบทองคาํ 
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ภาคผนวก จ 

 

การวิเคราะห์ความทนแรงอัดของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/

แคลเซียมฟอสเฟตด้วยเคร่ือง DMA  

ตวัอยา่งการคํานวน 

วดัขนาดตวัอยา่งเพ่ือใส่คา่ให้กบัเคร่ือง DMA ชิน้งานไคโตซาน 

ความยาว 5.4 มิลลิเมตร ความกว้าง 5 มิลลิเมตร ความหนา 3.3 มิลลิเมตร 

เคร่ืองจะทําการทดสอบพร้อมการคํานวณ แสดงคา่ดงัตารางโดยแตล่ะตวัอยา่งจะทดสอบ 5 ครัง้ 

HAP_time1            

Length 5.4 mm Width 5 mm Thickness 3.3 mm Geometry factor 122.2222 1/m 

x value area L F\A dL\Lo        

[um] [N] (um2) (um) [N/um2]         

1.03741 0.049148 27000000 3300 1.8203E-09 0.000314367        

2.34506 0.08337 27000000 3300 3.08779E-09 0.000710624        

3.57956 0.120003 27000000 3300 4.44456E-09 0.001084715        

6.29546 0.195041 27000000 3300 7.22374E-09 0.001907715        

10.9492 0.316208 27000000 3300 1.17114E-08 0.003317939        

19.1553 0.511178 27000000 3300 1.89325E-08 0.005804636        

42.771 0.796876 27000000 3300 2.95139E-08 0.012960909        

คาํนวณจากสมการ E = σ /ε 

 stress (MPa) = F\A 

 strain (dimensionless) = dL\Lo 

E Young's modulus of elasticity (MPa) 

เม่ือนําคา่ F\A กบัคา่ dL\Lo มาสร้างกราฟจะได้คา่ความชนัเทา่กบัมอลดลุสัการอดั 

(Compressive modulus) 

HAP_ETOH_DMEM_time1

y = 2E-09x - 2E-10
R2 = 0.959
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รูปท่ี จ.1 กราฟ DMA ของโครงเลีย้งเซลล์วัสดุเชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์
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จากนัน้นําคา่ความชนัท่ีเทา่กบัมอดลุสัการอดัของแตล่ะสภาวะมาหาคา่เฉล่ียแสดงดงัตาราง 

 

 ไมผ่า่นการแชส่ารใดๆ 
ผา่นการแชส่ารฆา่เชือ้ 

70 เปอร์เซ็นต์เอทานอล 

ผา่นการแชส่ารอาหาร 

เลีย้งเซลล์(DMEM) 

 

 

 CTS pure DCPD HAP CTS pure DCPD HAP CTS pure DCPD HAP  

ครัง้ท่ี 1 2.00E-10 5.00E-09 2.00E-09 4.00E-11 2.00E-08 2.00E-10 8.00E-12 6.00E-11 2.00E-12  

ครัง้ท่ี 2 2.00E-09 6.00E-09 3.00E-09 1.00E-10 5.00E-09 2.00E-10 6.00E-12 9.00E-11 3.00E-12  

ครัง้ท่ี 3 1.00E-10 6.00E-09 2.00E-09 2.00E-11 4.00E-09 3.00E-10 2.00E-12 8.00E-11 2.00E-12  

ครัง้ท่ี 4 7.00E-10 7.00E-09 1.00E-09 1.00E-10 5.00E-09 4.00E-10 4.00E-12 8.00E-11 2.00E-12  

ครัง้ท่ี 5 6.00E-10 8.00E-09 2.00E-09 9.00E-11 5.00E-09 2.00E-10 1.00E-12 7.00E-11 3.00E-12  

คา่เฉล่ีย 7.20E-10 6.40E-09 2.00E-09 7.00E-11 7.80E-09 2.60E-10 4.20E-12 7.60E-11 2.40E-12 N/um2 

 1.00E+12 1.00E+12 1.00E+12 1.00E+12 1.00E+12 1.00E+12 1.00E+12 1.00E+12 1.00E+12 แปลงหนว่ย 

 7.20E+02 6.40E+03 2.00E+03 7.00E+01 7.80E+03 2.60E+02 4.20E+00 7.60E+01 2.40E+00 N/m2 

   CTS pure หมายถึง โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน  

   DCPD หมายถึง โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์   

   HAP หมายถึง โครงเลีย้งเซลล์วสัดเุชิงประกอบไคโตซาน/ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต
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มอดลุสั 

มอดลุสั หมายถึง คา่อตัราส่วนระหว่างความเค้นและความเครียด ซึ่งนําไปใช้ได้ไม่ว่าจะ

เป็นความเครียดดงึ ความเครียดอดั ความเค้นดงึ และความเค้นอดั Thomas Young (ค.ศ. 1773 - 

1829) มีผลงานทางฟิสิกส์มากมาย รวมทัง้การท่ีเขาค้นพบว่า “ภายในขีดสภาพยืดหยุ่น อตัราส่วน

ระหวา่งความเค้นและความเครียดของวตัถชุนิดหนึ่ง ๆ จะมีคา่คงตวัเสมอ” เราพบว่า ความเครียด

ท่ีเกิดขึน้แปรผนัตรงกับความเค้น ทัง้นีเ้ม่ือขนาดของแรงดึงไม่เกินขีดจํากัดของการยืดหยุ่น จะ

สามารถเขียนความสมัพนัธ์เป็นสมการคณิตศาสตร์ได้วา่ 

E = σ /ε 

เม่ือ σ (อ่านว่า rho) เป็นความเค้นตามยาว (ความเค้นดงึ) มีหน่วยเป็นนิวตนัตอ่ตาราง

เมตร (N/m2) ε เป็นความเครียดตามยาว (ความเครียดดึง) ไม่มีหน่วย เพราะเป็นอตัราส่วน

ระหวา่งความยาวท่ีเปล่ียนไปกบัความยาวเดิม และ E (อ่านว่า epsilon) เป็นคา่คงตวัของการแปร

ผันซึ่งเป็นค่าจําเพาะของวัสดุนัน้ ๆ และเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า ค่ามอดุลัสของยัง (Young' 

modulus)มอดลุสัของยงัมีหน่วยเป็น นิวตนัตอ่ตารางเมตร (N/m2) วตัถท่ีุมีมอดลุสัของยงัสงูแสดง

ว่าวตัถนุัน้ทนต่อการเปล่ียนแปลงความยาว หรือเปล่ียนความยาวได้น้อยขณะท่ีมีความเค้นมาก 

การดงึทําให้วสัดยืุด ในขณะท่ีการอดัทําให้ความยาวหด การยืดและหดเป็นไปตามคา่มอดลุสัของ

ยงัคา่เดียวกนั นอกจากมอดลุสัของยงัแล้ว ยงัมีมอดลุสัประเภทอ่ืนอีก ได้แก่ มอดลุสัเฉือน (shear 

modulus ) และมอดลุัสเชิงปริมาตร (bulk modulus) อีกด้วย มอดลุัสเชิงปริมาตร (bulk 

modulus) มีแนวคดิคล้ายกบัมอดลุสัของยงั  

 เม่ือนําคา่ความเค้นตามยาว (Stress) กบัคา่ความเครียดตามยาว (Strain) มาเขียนกราฟ

จะได้ความชนัของกราฟคือคา่มอดลุสัความยืดหยุน่ของของแข็งดงักราฟ 2จ. 

 

 
 

รูปท่ี จ.2 กราฟการหาค่ามอดุลัสความยืดหยุ่นจากความชัน 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 นางสาวผกามาส ธนพฒัน์ เกิดเม่ือวนัท่ี 7 พฤษภาคม พ.ศ.2525 สําเร็จการศึกษาระดบั

ปริญญาตรี คณะวิศวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยีอุตสาหกรรม ภาควิชาวิทยาการและวิศวกรรม

วสัด ุสาขาวิชาปิโตรเคมีและวสัดพุอลิเมอร์ มหาวิทยาลยัศิลปากร ในปีการศึกษา 2548 หลงัจาก

นัน้จงึเข้าศกึษาตอ่ในหลกัสตูรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตร์พอลิเมอร์ประยกุต์

และเทคโนโลยีสิ่งทอ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือภาคต้นปีการศกึษา 2549 

และสําเร็จการศกึษาในภาคต้นของปีการศกึษา 2551 รวมระยะเวลาในการศกึษา 2 ปีคร่ึง 
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