
บทท่ี 1 

บทนำ

1.1 ที่มาของงานวิจัย
1.1.1 ประเทศไทยยังไม่มีการผลิตและการใช้ท่อนำเสันประสาทสังเคราะห์ (Nerve 

conduit) เพ่ือรักษาการบาดเจ็บของเสันประสาทแบบขาดออกจากกัน (Neurotmesis) มีเพียงแต่ 
การใช้เสันประสาทจากตัวผู้ป่วยเอง (Autografts) ซ่ึงใช้เป็นมาตรฐานสำหรับการรักษากรณี 
เสันประสาทขาดมาใช้เป็นท่อนำเสันประสาท เพ่ือให้เสันประสาทเกิดการงอกใหม่ผ่าน Autografts 
และกสับคืนหน้าท่ีตามเดิม [ภานุพันธ์ทรงเจริญ, 2539] แต่การใช้ Autografts มีช้อจำกัดหลาย 
ประการได้แก่ เน้ือเย่ือประสาทมีอยู่อย่างจำกัด, ความแตกต่างในโครงสร้างและขนาดของ 
เสันประสาทท่ีบาดเจ็บกับ Autografts ท่ีใช้ และยังก่อให้เกิดความผิดปกติในการรับความรู้สึกใน 
บริเวณท่ีตัดเอา Autografts มาใช้ [ภานุพันธ์ทรงเจริญ, 2539; Gregory อ. 1 2000 ]

1.1.2 Poly(L-lactide-co-caprolactone) (PLCL) เป็นพอลิเมอร์ท่ีลามารถย่อยสลายได้ 
ทางชีวภาพ (Biodegradable polymer) [Jeong ร. และคณะ, 2004; Kwon K.Uละ Matsuda T-, 
2005; Xu C. และคณะ, 2004; Zhu Y. และคณะ, 2006; Zhu Y. และคณะ, 2007] อยู่ในระหว่าง 
การอนุมัติจากองค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา แต่มีรายงานการวิจัยมากมายว่าไม่เป็นพิษ 
และเช้ากับส่ิงมีชีวิต (Biocompatibility) ได้ดีเช่น การคืกษาโครงเล้ียงเซลล์หลอดเลือดโดยใช้ 
Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs), Smooth muscle cell (American type 
culture collection) และ Endothelial cell (Human coronary artery) [Kwon K.และ Matsuda 
T., 2005; Xu c . และคณะ, 2004] แต่เกิดปฏิกิริยาท่ีพึงประสงค์กับเซลล์ (Cell material 
interaction) เช่น การติดชองเชลล์ได้น้อยเน่ืองจากขาดส่วนท่ีทำให้เกิดปฏิกิริยาท่ีพึงประสงค์ 
(Bioactive domain) นันคือ Arginine-glycine-aspartate (RGD) amino acid sequence [Zhu 
Y. และคณะ, 2006; Zhu Y. และคณะ, 2007] PLCL เป็นพอลิเมอร์ท่ีสลายตัวอย่างช้า  ๆตังกรณี 
การศึกษาโคพอลิเมอร์ของ PLCL อัตราส่วน Lactide : Caprolactone 50:50 เม่ีอผิง'ใน'ช้ัน'ใต้ 
ผิวหนัง Nude mice เป็นเวลา 15 สัปดาห์ เหลือมวลอยู่ประมาณ 81.3 % ซ่ึงเป็นอัตราการ 
สลายตัวท่ีค่อนช้างช้า [Jeong ร. และคณะ, 2004] นอกจากน้ืยังสามารถปรับความแข็งและ 
ความสามารถในการยึดได้โดยปรับสัดส่วนของโคพอลิเมอร์โดยถ้าส่วนของ Lactide สูงข้ึนในโค 
พอลิเมอร์จะทำให้โคพอลิเมอร์มีความเป็นผลึกและความทนต่อแรงดึง (Tensile strength) สูงข้ึน 
แสดงถึงว่ามีความแข็งสูงแต่มีความเปราะสูงกว่าและถ้าส่วนของ Caprolactone สูงข้ึนในโคพอลิ 
เมอริจะทำให้ค่าความทนต่อแรงดึงลดลงแสดงถึงว่ามีความแข็งน้อยกว่าแต่สามารถยึดได้ง่ายกว่า



[Lu XL. และคณะ, 2006] แต่อย่างไรก็ตามพบว่ามีการศึกษาการสลายตัวของโคพอลิเมอร์ PLCL 
อัตราส่วน Lactide : Caprolactone 75:25 ท่ีข้ึนรูปเป็นแผ่นฟิล์ม ในสารละลาย Phosphate 
buffer saline (PBS) pH 7.4 พบว่ามีการสลายตัว 50 % ท่ีเวลา 6 เดือน [Burks CA. และคณะ, 
2006] ในส่วนงานวิจัยท่ีใช้ PLCL (ไม่ระบุลัดส่วน Lactide : Caprolactone ในโคพอลิเมอร) เป็น 
ท่อนำเลันประสาทแบบกลวง โดยศึกษาในหนู Wistar พบว่าเช้ากับส่ิงมีชีวิตได้โดยไม่เป็นพิษและ 
ยังพบว่ามีการงอกของเลันประสาทไม่แตกต่างจาก Autografts นอกจากน้ียังพบว่ามีการสลายตัว 
เกือบสมบูรณ์ท่ีเวลา 180 วันโดยการลังเกตด้วย Optical microscopy และ Electron 
microscopy [Nicoli N. และคณะ, 2000] คณะผูวิจัยจึงสนใจจะศึกษาผลของท่อนำเส้นประสาท 
จาก PLCL 75:25 โคพอลิเมอร์เพ่ีอให้เกิดการย่อยสลายตัวเร็วข้ึน

1.1.3 ในการศึกษาน้ีต้องการบรรจุโปรตีนภายในท่อนำเลันประสาทคือเจลาตินชนิด B 
เพ่ีอช่วยควบคุมการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์คือ Nerve growth factor (NGF) ซ่ึงมีรายงานพบว่า 
ช่วยส่งเสริมการงอกใหม่ของเลันประสาท [Gregory อ., 2000; Yannas IV., 2001] โดยต้องการ 
อาศัยสมบัติความแตกต่างระหว่างประจุ ในการศึกษาน้ีเลือกใช้เจลาดินชนิด B เน่ืองจากเป็น 
อนุพันธ์ของคอลลาเจนซ่ึงเป็นส่วนประกอบของเน้ือเย่ือเก่ียวพันในเลันประสาท [Friess, พ. 1998] 
และมีรายงานว่าเจลาดินชนิด B ซ่ึงมีค่า Isoelectric point (pi) ประมาณ 5.0 และมีประจุโดยรวม 
เป็นลบเม่ืออยู่ในสภาวะ pH 7.4 สามารถใช้ดูดชับและควบคุมการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์ท่ีมี 
ประจุตรงข้ามได้ [Tabata, Y. และคณะ, 1998ก; 1998ข; 1999; Young, ร. และคณะ, 2005] ใน 
กรณีของ NGF มีค่า Isoelectric point (pi) เท่ากับ 9.3 [Herrup, K. และ Shooter, E.M., 1993] 
มีประจุบวกเม่ืออยู่ในร่างกายซ่ึงมี pH เท่ากับ 7.4 และยังมีงานวิจัยท่ีใช้โปรตีนไฟโบรอินจากไหม 
ซ่ึงมีประจุลบช่วยควบคุมการปลดปล่อย NGF ท่ีมีประจุบวกสำหรับส่งเสริมการเจริญของเชลล์ 
ประสาท [Uebersax, L. และคณะ, 2007] ในการศึกษาน้ีจึงต้องการใช้เจลาดินชนิด B บรรจุ 
ภายในท่อนำเลันประสาท PLCL เพ่ีอใช้ควบคุมการปลดปล่อย NGF โดยอาศัยสมบัติความ 
แตกต่างระหว่างประจุ เพ่ีอช่วยส่งเสริมการเจริญของเลันประสาทส่วนปลายโดยการประเมินการ 
งอกของเลันประสาทในระยะเวลาท่ีกำหนด

1.1.4 เน่ืองจากโปรตีนท่ีบรรจุภายไนท่อ (โปรตีนตัวเดิม) ในท่ีน้ีคือเจลาดินชนิด B 
สลายตัวเร็ว แต่ต้องการใช้สำหรับควบคุมการปลดปล่อย NGF ตังน้ันจึงต้องเช่ือมขวางเพ่ีอให้ 
ควบคุมการปลดปล่อย NGF ได้ยาวนานข้ึน การศึกษาน้ีได้เช่ือมขวางโปรตีนตัวเดิมด้วยรังสีเอ็กซ์ 
จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอนท่ีอยู่ภายในท่อนำเส้นประสาทจำลอง Perfluoroalkoxy polymer 
(PFA) ก่อน เพ่ีอต้องการหาสภาวะการเช่ือมขวางของโปรตีนสำหรับนำข้อมูลไปใช้กับโปรตีนตัว 
เดิมในท่อ PLCL ท่ีจะต้องทำการทดสอบสมบัติทางกายภาพและชีวภาพต่อไป สาเหตุท่ีทำการ 
เช่ือมขวางโดยวิธีน้ีเน่ืองจากไม่ต้องการให้ท่อ PLCL เส่ือมสภาพก่อนการใช้งานจากการเช่ือมขวาง



ด้วยวิธีการใช้ความร้อนสุญญากาศ (DHT) เน่ืองจากความร้อนจะทำให้เกิดการหลอมเหลวของท่อ 
PLCL บางส่วนก่อนการใช้งานเพราะหากเช่ือมขวางโปรตีนตัวเติมท่ีบรรจุในท่อ PLCL โดยวิธี 
DHT จะมีผลทำให้ท่อเลียสภาพจากการเหลอมเหลวด้วยความร้อนเนื่องจาก Melting
Temperature (TJ ของ PLCL ประมาณ 132 องศาเซลเซียส หรอในกรณีการใช้สารเคมี เช่น กลู 
ทาราลดีไฮด์ หรอ ใช้ตัวเร่งปฏิกิริยา ต้องใช้น้ําเป็นส่วนหน่ึงของกระบวนการเช่ือมขวาง ช่ืงน้ําจะทำ 
ให้เกิดการสลายตัวของท่อนำเต้นประสาท PLCL ก่อนการใช้งาน โดยการสลายตัวสามารถเกิดได้ 
ท้ังส่วนของ Caprolactone และส่วนซอง Lactide โดยน้ําแทรกซึมเช้าส่ส่วนอสัณฐานง่ายกว่า 
กรณีเป็นพอลิเมอร์ท่ีเกิดจากพอลิเมอเซนิดเดียว (Homopolymer) ของ Poly(Caprolactone) และ 
Poly(Lactic acid) [Jeong SI และคณะ, 2004] อีกท้ังการเช่ือมขวางด้วยกลูทาราลดีไฮด์อาจมี 
การตกค้างของกลูทาราลดีใฮด์ซ่ึงเป็นพิษต่อเชลล์ [Ozeki M และ Tabata Y, 2005; Nagai N และ 
คณะ, 2004] ตังท้ันจึงเลือกวิธีการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอนสำหรับ 
การเช่ือมขวางโปรตีนตัวเติมนการดีกษาน้ี

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย
เพ่ือผลิตและดีกษาลักษณะสมปติท่อนำเต้นประสาทท่ีผลิตจากโคพอลิเมอร์ฃอง Poly(L- 

lactide-co-caprolactone) อัตราส่วน Lactide : Caprolactone 75:25 (นำหนักโมเลกุล, Mw
300,000) และใซีโปรตีนตัวเติมได้แก่ คอลลาเจนและเจลาดิน ซ่ึงผ่านการเช่ือมขวางด้วยรังลีเอ็กซ์ 
จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอน สำหรบควบคุมการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์ฃองเต้นประสาท และ 
ดีกษาความสามารถในการส่งเสริมการงอกใหม่ของเต้นประสาท

1.3 ขอบเขตงานวิจัย
1.3.1 ดีกษาการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์ชนิด Nerve growth factor (NGF) และ (basic 

fibroblast growth factor (bFGF) จากโปรตีนตัวเติม ได้แก่ คอลลาเจน, เจลาตินชนิด A และเจ 
ลาตินชนิด B ท่ีข้ึนรูปด้วยวิธีการทำแห้งเยือกแข็ง (Freeze drying) และเช่ือมขวางด้วยกลูทาราลดี 
ไฮด์(GA) ในหลอดทดลอง (in vitro) และวัดปริมาณของโกรทแฟคเตอร์ท่ีปลดปล่อยออกมาโดย 
ใช้ ELISA kit

1.3.2 ศึกษาการเช่ือมขวางของโปรตีนตัวเติม (Filler) ได้แก่ คอลลาเจน, เจลาติพนิด A 
และเจลาตินชนิด B โดยใช้รังสีเอ็กช์จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอนและหาระตับการเช่ือมขวางโดย 
ใช้วิธีการ 2, 4, 6-ไตรในโตรเบนซีนซ้ลโฟนิคแอซิด (TNBS)

1.3.3 ข้ึนรูปท่อนำเต้นประสาทจาก Poly(L-lactide-co-caprolactone) (PLCL) โดยใช้วิธี 
Dip-coating และบรรจุโปรตีนตัวเติมภายในท่อ ได้แก่ คอลลาเจน, เจลาตินซนิด A และเจลาตีน
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ชนิด B ความเข้มข้น 0.8 %โดยน้ําหนัก และถูกเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กช์จากพลาสมาของก๊าซ 
อาร์กอน

1.3.4 สีกษาลักษณะสมนัติทางกายภาพของ PLCL ได้แก่ รูปร่างลักษณะและสมบัติ
เชิงกล

1.3.5 ศึกษาลักษณะสมบัติทางชีวภาพของ PLCL ได้แก่ ทดสอบสมบัติความเข้ากันได้กับ
เซลล์ผิวหนังหนู (Biocompatibility) ไนระดับห้องปฏิบัติการ, ศึกษาการสลายตัว
(Biodegradability) ในสัตว์ทดลอง และทดสอบการงอกใหม่ของเลันประสาทด้วยท่อนำ
เลันประสาท PLCL บรรจุโปรตีนตัวเติมได้แก่ คอลลาเจน, เจลาตินชนิด A และเจลาตินชนิด B 
ความเข้มข้น 0.8 %โดยน้ําหนัก ท่ีดูดซับโกรทแฟคเตอร์คือ NGF ในหนูทดลอง
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