
บทที่ 4

ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง

ท่อนำเส์'นประสาทจาก PLCL ท่ีข้ึนรูปโดยวิธี Dip-coating ได้บรรจุโปรตีนตัวเติมได้แก่ 
คอสลาเจน, เจลาตินซนิด A และเจลาตินชนิด B และทำการเช่ือมขวางของโปรตีนดังกล่าวด้วย 
รังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอนเพ่ือไห้ได้สภาวะท่ีเหมาะสม ได้ผ่านกระบวนการทดสอบ 
สมบัติท้ังทางกายภาพและชีวภาพโดยมีกระบวนการดังรูปท่ี 4.1

รปที่ 4 .1  ข ั้น ต อ น ก าร ส ืก ษ าส ม บ ้ต ิฃ อ ง ท ่อ น ำเส ์น ป ร ะ ส าท
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4.1 ผลการศึกษาการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์จากโปรตีนตัวเติมแบบฟอง,นา
เน่ืองจากมีรายงานการวิจัยเก่ียวกับการใช้โปรตีนดูดรับโกรทแฟคเตอร์โดยอาศัยความ 

แตกต่างระหว่างประจุของโปรตีนท่ีดูดรับและโกรทแฟตเตอร์ เพ่ีอใช้สำหร้บการช่วยปลดปล่อย 
โกรทแฟคเตอร์โดยมีข้อมูลว่าเจลาตินชนิด B ซ่ึงมีประจุโดยรวมเป็นลบ สามารถใช้ดูดรับ bFGF 
โดยอาศัยความแตกต่างระหว่างประจุเน่ืองจากเจลาตินซนิด B เม่ืออยู่ในสภาวะ pH 7.4 จะแสดง 
ประจุเป็นลบและสามารถใช้ดูดรับและใช้ควบคุมการปลดล่อย bFGF ซ่ึงมีประจโดยรวมเป็นบวก 
ได้ [Tabata, Y. และคณะ, 1998; 1999; Young, ร. และคณะ, 2005] ในกรณีของ NGF ท่ีมีค่า 
Isoelectric point (pi) เท่ากับ 9.3 [Flerrup, K. และ Shooter, E.M., 1993] เพราะฉะนินจึงมี 
ประจุบวกเม่ืออยู่ในร่างกายซ่ึงมี pH เท่ากับ 7.4 และยังมีงานวิจัยท่ีใช้โปรตีนไฟโบรอินจากไหมซ่ึง 
มีประจุลบช่วยควบคุมการปลดปล่อย NGF ที,มีประจุบวกสำหรับการล่งเสริมเจริญของเชลล์ 
ประสาท [บebersax, L. และคณะ, 2007] ดังน้ันในการศึกษาน้ีจึงต้องการใช้เจลาตินซนิด B ซ่ึงมี 
ประจุโดยรวมเป็นลบในการควบคุมการปลดปล่อย NGF และ bFGF ซ่ึงมีประจุบวกโดยอาศัย 
ความแตกต่างระหว่างประจุและใช้คอลลาเจนกับเจลาตีนชนิด A ซ่ึงมีประจุโดยรวมเป็นบวก 
สำหรับเป็นกลุ่มควบคุมลบท่ีใช้ควบคุมการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์ท้ังลองชนิด ลาเหตุท่ีใช้ท้ัง 
คอลลาเจนและเจลาตีนชนิด A เน่ืองจากคอลลาเจนเป็นสารต้ังต้นท่ีนำมาผลิตเจลาตีนและยังมี 
ประจุโดยรวมเป็นบวก ล่วนของเจลาตีนชนิด A เป็นเจลาตีนเช่นเดียวกันได้มาจากคอลลาเจนโดย 
ผ่านกระบวนการ Acid process และมีประจุโดยรวมเป็นบวกจึงนำมาใช้เป็นกลุ่มควบคุมลบเพ่ีอ 
เปรียบเทียบกับเจลาตีนชนิด B ในการควบคุมการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์ท้ังในระดับ 
ห้องปฎิบัตีการ (เท vitro) .และในการศึกษาการเจริญของเล์นประสาทในท่อนำเล์นประสาท PLCL 
แบบบรรจุโปรตีนตัวเติมในสัตว์ทดลอง รวมถึงยังใช้ร่วมในการศึกษาเพ่ีอหาสภาวะการเช่ือมขวาง 
เน่ืองจากมีผลเก่ียวเน่ืองจากการใช้เป็นตัวเปรียบเทียบต้ังแต่ข้ันการศึกษาการปลดปล่อยโกรทแฟค 
เตอร์

ในการศึกษาการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์2 ชนิด คือ NGF และ bFGF จากโปรตีนตัว 
เติมแบบฟองน้ําชองคอลลาเจน, เจลาตีนชนิด A และเจลาตีนชนิด B ท่ีเตรียมจากสารละลาย 
ความเข้มข้น 5% โดยเช่ือมขวางด้วยกลูทาราลดีไฮด์ 0.65% [Yamamoto, M. และคณะ, 2003] 
เน่ืองจากกลูทาราลดีไฮดํให้ระดับการเช่ือมขวางเป็นท่ียอมรับกันท่ัวไป [Ma, L. และคณะ, 2003; 
Flennink, W.E. และคณะ, 2002] เพ่ีอให้โปรตีนมีการย่อยสลายน้อยท่ีสุดระหว่างการทดสอบการ 
ปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์โดยอาศัยการแพร่ (Diffusion) ในระดับห้องปฎิป็ตีการ

เม่ือหาระดับการเช่ือมขวางของโปรตีนตัวเติมแบบฟองน้ัาท้ัง 3 ชนิดก่อนและหสังฆ่าเช้ือ 
ด้วยการอบก๊าซเอทิลีนออกไซด์ซ่ึงเป็นวิธีฆ่าเช้ือมาตรฐานของอุปกรณ์การแพทย่ในโรงพยาบาล
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พบว่าระดับการเช่ือมขวางก่อนการฆ่าเซ้ึอค่อนข้างสูงอยู,แล้วแต่ภายหลังฆ่าเช้ือพบว่าระดับการ 
เช่ือมขวางเพ่ิมข้ึนเล็กน้อยแต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับก่อนฆ่าเช้ือ (รูปท่ี 4.2)

5 %  Collagen 5 %  Type A  Gelatin 5 %  Type B Gelatin

รูปท่ี 4.2 ระดับการเชื่อมขวางของโปรตีนตัวเติมคอลลาเจน, เจลาตีนชนิด A และเจลาตีนชนิด B แบบฟองน้ําท่ี
เชื่อมขวางด้วยกลูราลดีไฮด์ท้ังก่อนและหลังการอบฆ่าเชื้อด้วยก๊าซเอทิลีนออกไซด์
หมายเหตุ: ตัวอักษร a-b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญของระตับกาทช่ือมขวางท่ีระตับนัยลำค้ญ p<0.05 (ก=4)

การทดสอบการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอ?ท้ัง NGF และ bFGF จากโปรตีนตัวเติม (ท่ีเช่ือม 
ขวางด้วยกลูทาราลดีไฮด์) ท่ีเวลา 0, 2, 12, 24 ช่ัวโมง, 3 วัน, 7 วัน, 14 วัน, 21 วัน และ 28 วัน 
ในช่วงแรกมีการแพร่ของโกรทแฟคเตอ?ออกมาค่อนข้างสูงและต้ังแต่วันท่ี 14 เป็นต้นไปการ 
ปลดปล่อยค่อนข้างคงท่ี

โปรตีนตัวเติมท้ัง3 ชนิด มีการปลดปล่อย NGF (รูปที่4.3 ก) ต้ังแต่เร่ิมต้นถึง 2 ช่ัวโมง 
แพร่ออกมาอย่างรวดเร็วจากบริเวณผิวของโปรตีน ในท่ีน้ีรวมถึง NGF ท่ีเหลือเกินและไม่ได้จับกับ 
โปรตีนด้วย การปลดปล่อย NGF จากโปรตีนตัวเติมท้ัง 3 ชนิด ท่ี 2 ช่ัวโมง สูงข้ึนกว่าท่ีเวลา 0 
ช่ัวโมงและหลังจาก 2 ช่ัวโมง ถึง 7 วัน การปลดปล่อยจะค่อยๆลดลง และหลังจาก 7 วัน ค่อนข้าง 
ต่ําอย่างคงท่ีและใกล้เคียงกัน เม่ือเปรียบเทียบการปลดปล่อย NGF จากโปรตีน ท่ีเวลา 2 ช่ัวโมง 
การปลดปล่อย NGF จากเจลาตินชนิด A สูงท่ีสุด แต่คอลลาเจนและเจลาตินชนิด B ใกล้เคียงกัน 
และต้ังแต่ช่วงเวลา 12 ช่ัวโมง ถึง 7 วัน การปลดปล่อย NGF จากคอลลาเจนและเจลาตินชนิด A 
ค่อนข้างใกล้เคียงกันและสูงกว่าเจลาดินชนิด B เม่ือพิจารณาปรีมาณท่ีปลดปล่อย NGF จากพ้ืนท่ี 
ใต้กราฟ (จากรูป 4.3 ก และตาราง ก.ร ในภาคผนวก ก) ซ่ึงแสดงถึงปริมาณ NGF ท่ีปลดปล่อย
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ออกมาท้ังหมดและจากข้อมูลร้อยละการปลดปล่อยสะสม (รูป 4.4 ก.) พบว่าท้ังคอลลาเจนและเจ 

ลาตินชนิด A มีการปลดปล่อยออกมาค่อนข้างใกล้เคียงกันและสูงกว่าเจลาตินชนิด B ประมาณ 2 
เท่า แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ท้ังน้ีเน่ึองจากเจลาตินชนิด B มีประจุโดยรวมเป็นลบ 
[Tabata, Y. และคณะ, 1998ก; 1998ฃ; 1999; Young, ร. และคณะ, 2005] มีผลช่วยในการ 
ควบคุมการปลดปล่อย NGF ซ่ึงมีประจุตรงข้าม [Herrup, K. และ Shooter, E.M., 1993] โดย 
อาศัยสมบัติความแตกต่างระหว่างประจุเข้ามาช่วยควบคุมการปลดปล่อยปริมาณการปลดปล่อย 
NGF จึงต่ําก'ว่าคอลลาเจนและเจลาตินชนิด A

การปลดปล่อย bFGF จากโปรตีนตัวเติม (รูป 4.3 ข) พบว่าลักษณะการปลดปล่อย bFGF 
ของโปรตีนแต่ละชนิดจะมีรูปแบบคล้ายกันคือต้ังแต่เวลาเร่ิมต้นถึง 24 ช่ัวโมงจะมีการปลดปล่อย 
ออกมาในปริมาณสูงอาจเน่ึองมาจากการแพร่ออกมาอย่างรวดเร็วของ bFGF ที,ติดอยู่พ้ืนผิวของ 
โปรตีนและหลังจากน้ันการปลดปล่อยค่อยๆลดลง แต่ในช่วง 24 ช่ัวโมง ถึง 7 วัน bFGF จาก 
คอลลาเจนปลดปล่อยค่อนข้างสูงกว่าเจลาตินท้ัง 2 ชนิด ล่วนช่วง 14 วัน ถึง 28 วัน การ 
ปลดปล่อย bFGF จากโปรตีนท้ัง 3 ชนิดค่อนข้างต่ําอย่างคงท่ีและใกล้เคียงกัน และเม่ือคำนวณ 
เป็นพ้ืนท่ีใต้กราฟแสดงปริมาณท้ังหมดท่ีปลดปล่อยออกมา (รูป 4.3 ข และตาราง ก.ร ใน 
ภาคผนวก ก) พบว่าคอลลาเจนมีปริมาณการปลดปล่อยออกมาสูงสุด เม่ือเปรยบเทียบกับเจลาติน 
ท้ังสองชนิดอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่เจลาตินชนิด A ปลดปล่อย bFGF สูงกว่าเจลาตินซนิด 
B ใม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ อย่างใรก็ตามท่ีผ่านมามีรายงานว่าเจลาตินชนิด B มีประจุ 
โดยรวมเป็นลบสามารถช่วยควบคุมการปลดปล่อย bFGF โดยอาศัยความแตกต่างระหว่างประจุ 
[Tabata, Y. และคณะ, 1998a; 1998b; 1999; Young, ร. และคณะ, 2005] และกรณีของ NGF 
มีรายงานว่ามีประจุเป็นบวก [Herrup, K. และ Shooter, E.M., 1993; Uebersax, L. และคณะ, 
2007] ตังน้ันการปลดปล่อย NGF และ bFGF จากเจลาตินชนิด B น้อยกว่าโปรตีนตัวเติมชนิดอ่ืน 
โดยอาศัยสมบัติความแตกต่างระหว่างประจุ แต่โกรทแฟคเตอร์ซนิด NGF ถูกปลดปล่อยออกมา 
จากคอลลาเจนและเจลาตินชนิด A ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติกับเจลาตินชนิด B 
รวมท้ังโกรทแฟคเตอร์ชนิด bFGF ถูกปลดปล่อยออกมาจากเจลาตีนชนิด A ใม่แตกต่างอย่างมี 
นัยสำคัญทางลถิติกับเจลาตินชนิด B อาจเกิดจากการสลายตัวของโปรตีนตัวเติมแต่ละชนิดจาก 
แรงกลขณะท่ีมีการปันผสมเพ่ือให้สารละลายเข้ากันก่อนเก็บสารละลายตัวอย่างเพ่ีอนำไปวัด 
ปริมาณการปลดปล่อยโกรทแฟ่คเตอร์หรีออาจเถิดจากจุลชีพซ่ึงมีผลต่อการสลายตัวของโปรตีน 
เหล่าน้ีโดยทำให้เกิดการย่อยสลายตัวทางชีวภาพของเอนไซม์จากจุลชีพ [นราวุธ ทองมะโรงสี, 
2547] จึงทำให้เกิดการสลายตัวซองโปรตีนตัวเติมและล่งผลให้มีการปลดปล่อยออกมาของโกรท 
แฟคเตอร์ก่อนท่ีควรจะเป็น
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ก)

รูปที่4 .3 การปลดปล่อยโกรทแฟคเตอf  ก) NGF และ ข) bFGF (1 0 0 นาโนกรัมในสารละลาย PBS/0.1% 
BSA) จากโปรตีนตัวเติมคอลลาเจน ( "  •  " ) ,  เจลาตินชนิด A (—* —) และเจลาตินชนิด B r°”) ท่ีเช่ือม 
ขวางด้วยกลูทาราลดีไฮด์ที่เวลา 0, 2 ,12, 24 ชั่วโมง, 3 ว้น, 7 วันและ 14 วัน
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Time (days)

รูปท่ี 4.4 ร้อยละชองการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์ก) NGF และ ข) bFGF (100 นาโนกรัมในสารละลาย 
PBS/0.1% BSA) จากโปรตีนตัวเติมคอลลาเจน ( “  •  “ ), เจลาตีนชนิด A (—* —) และเจลาตีนชนิด B 
(“ ๐“ ) ทีเชือมขวางด้วยกลูทาราลดีไฮด์ทีเวลา 0, 2, 12, 24 ช่ัวโมง, 3 วัน, 7 วันและ 14 วัน
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4.2 ผลการส ิกษาการเช ื่อมขวางของโปรต ีนด ้วเต ิมด ้วยร ังส ิเอ ็กช ์จากพลาสมาของก ๊าช  
อาร์กอน

การเช่ือมขวางในปัจจุบันมีการนำมาใช้เพ่ือปรับปรุงคุณสมบัติด้านความแข็งแรงคงทนของ 
พอลิเมอร์กระบวนการเช่ือมขวางโดยท่ัวไปมีหลายวิธี โดยจะแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ คือ การ 
เช่ือมขวางทางกายภาพ, การเช่ือมขวางทางเคมี และการเช่ือมขวางโดยใช้ตัวเร่งปฏิกิริยา การ 
เช่ือมขวางทางกายภาพ ได้แก่ การใช้ความร้อน หรือ dehydrothermal treatment (DHT), การใช้ 
รังสี เซ่น UV-irradiation, การใช้พลาสมา (Plasma treatment) จากก๊าซเฉ่ือย เป็นต้น การเช่ือม 
ขวางทางเคมี ได้แก่ การใช้หมู่แอลดีใฮด์ เซ่น กลูตารัลดีใฮด์ (GA), formaldehyde,
glyceraldehydes, การใช้ 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) เป็นต้น 
[Young ร. และคณะ, 2005]

การคืกษาน้ีทำข้ึนเพ่ือคืกษ กๆารเช่ือมขวางของโปรตีนตัวเติมด้วยรังสีเอ็กช์จากพลาสมา 
ของก๊าซอาร์กอนท่ีอยู่ภายในท่อนำเต้นประสาทจำลอง Perfluoroalkoxy polymer (PFA) สำหรับ 
นำข้อมูลไปใช้กับโปรตีนตัวเติมในท่อ PLCL ท่ีจะต้องทำการทดสอบสมบัติทางกายภาพและ 
ชีวภาพต่อไป โดยหวังผลให้โปรตีนตัวเติมท่ีผ่านการเช่ือมขวางช่วยควบคุมการปลดปล่อยโกรท 
แฟคเตอริได้ยาวนานข้ึนเน่ืองจากโปรตีนตัวเติมตังกล่าวสลายตัวเร็ว สาเหตุท่ีทำการเช่ือมขวาง 
โดยวิธีน้ีเน่ืองจากไม่ต้องการให้ท่อ PLCL เส่ือมสภาพก่อนการใช้งานจากการเช่ือมขวางด้วย 
วิธีการใช้ความร้อน เน่ืองจากความร้อนจะทำให้เกิดการหลอมเหลวของท่อ PLCL บางล่วนก่อน 
การใช้งานเพราะหากเช่ือมขวางโปรตีนตัวเติมท่ีบรรจุในท่อ PLCL โดยวิธี DHT จะมีผลทำให้ท่อ 
เสียสภาพจากการเหลอมเหลวด้วยความร้อนเน่ืองจาก Melting Temperature (TJ ของ PLCL 
ประมาณ 132 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 4.5) หรือการใช้สารเคมี เซ่น กลูทาราลดีใฮด์หรือ ใช้ตัวเร่ง 
ปฏิกิริยา ต้องใช้น้ีาเป็นส่วนหน่ึงของกระบวนการซ่ึงน้ําจะทำให้เกิดการสลายตัวก่อนการใช้งาน 
โดยการสลายตัวลามารถเกิดได้ทังล่วนของ Caproiactone และส่วนของ Lactide โดยน้ําแทรกซึม 
เช้าล่ล่วนอสัณฐานง่ายกว่ากรณีเป็นพอลิเมอร์ท่ีเกิดจากพอลิเมอร์ชนิดเดียว (Homopolymer) 
ของ Poly(Caprolactone) และ Poly(Lactic acid) [Jeong SI และคณะ, 2004] อีกท้ังการเช่ือม 
ขวางด้วยกลูทาราลดีไฮด์อาจมีการตกค้างของกลูทาราลดีไฮด์ซ่ึงเป็นพิษต่อเชลล์ [Ozeki M และ 
Tabata Y, 2005; Nagai N และคณะ, 2004] ตังน้ันจึงเลือกวิธีการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จาก 
พลาสมาของก๊าซอาร์กอนสำหรับการเช่ือมขวางของโปรตีนภายในท่อ PLCL และจากรายงานการ 
วิจัยของ ฐิติศักด้ี กูลเกล้าปราการ, ปี พ.ศ. 2548 พบว่าท่ีสภาวะของความตันก๊าชอาร์กอน 
แตกต่างกันจะให้พลังงานของอิเล็กตรอน, ความยาวคล่ืนของรังสีเอ็กซ์และชนิดของรังสีเอ็กช์ท่ี 
ต่างกันตังตาราง 4.1
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รูปท่ี 4.5 การเปลี่ยนแปลงสถานะตามอุณหภูมิของพ่อ PLCL 75:25 (น้ําหนักโมเลกุล 300,000 ความเข้มข้น 3% 
โดยนำหนัก ซึงวิเคราะห์ด้วยวิธี Differential Scanning Calorimetry (DSC) โดยมี Glass Transition 
Temperature (T ) ประมาณ 48 องศาเซลเซียส, Melting Temperature (Tm) ประมาณ 132 องศาเซลเซียส 
และ Dénaturation Temperature (Td) ประมาณ 264 องศาเซลเซียส

ตาราง 4.1 พลังงานของอิเล็กตรอน, ความยาวคล่ืนรังสีเอิกช์, ชนิดของรังสีเอิกซ์จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอนท่ี 
ความดันต่างๆ ในแต่ละคร้ังของช่วงคล่ืนท่ีมีลักษณะไม่ต่อเน่ือง (พัลส์)

ความตันก๊าซอาร์กอน 
(mbar)

พลังงานของ 
อิเล็กตรอน (keV)

ความยาวคล่ืน (À) ชนิดของรังสีเอ็กช์

0.5 6.4 0.97 Hard X-ray
1.0 4.3 1.44 Soft X-ray
1.5 5.5 1.13 Soft X-ray

(ท่ีมา : ฐิติศักดิ้ ภูลเกล้าปราการ, 2548)

4.2.1 ความสมํ่าเสมอของระดับการเชื่อมขวางของโปรตีนตัวเติมในท่อ PFA

หลังการข้ึนรูปโปรตีนตัวเติมไนท่อนำเล้นประสาทจำลอง PFA และทำการเช่ือมขวางด้วย 
รังสีเอ็กช์จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอนในลักษณะช่วงท่ีไม่ต่อเน่ืองกัน (Pulse หรือ พัลส์) ด้วย 
เคร่ือง Plasma focus (UNU/ICTP, ประเทศญ่ีป่น) ที่ความตันต่างๆคือ0.55, 1.0 และ1.5
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มิลลิบาร์ท่ี 1, 3, 5 และ 7 พัลส์ (โดยพัลส์ท่ีเพ่ิมข้ึนเป็นการเพ่ิมจำนวนคร้ังในการสัมผัสรังสีเอ็กซ์ 
จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอน) เปรียบเทียบกับการเช่ือมขวางด้วยความร้อน (DHT) โดยโปรตีน 
ตัวเติมทรงกระบอกขนาดเส์นผ่านศูนย์กลาง 2 มิลลิเมตร ความยาวประมาณ 6.5 เซนติเมตร 
(ขนาดประมาณ 0.204 ลบ. ซม.) ถูกตัดแบ่งเป็น 3 ท่อน คือ A, B และ C ยาวท่อนละประมาณ 2 
ชม. (ขนาดประมาณ 0.063 ลบ. ซม.) (ดังภาพ 4.6) และนำมาหาระดับการเช่ือมขวางซ่ึงคำนวณ 
จากร้อยละของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระท่ีลดลงด้วยวิธี 2, 4, 6-trinitro-benzensulfonic acid 
(TNBS) [N. Nagai และคณะ, 2004] ดังสมการ 4.1

ระดับการเช่ือมขวาง (Degree of Cross-linking) = (1 -  ปริมาณกรดอะมิโนอิสระหลังการเช่ือมขวาง ) X100 (4.1)
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระก่อนการเช่ือมขวาง

รูปท่ี 4.6 การตัดตัวอย่างโปรตีนตัวเติมที่ได้จากท่อ PFA เป็น 3 ส่วนคือ A, B และ C โดยมีความยาวแต่ละ 
ท่อนประมาณ 2 เซนติเมตร เพื่อใช้หาความสม่ําเสมอของระตับการเชื่อมขวางในตัวอย่างช้ินเดียวกัน

จากการศึกษาพบว่าท้ังคอลลาเจน, เจลาตินชนิด A และเจลาตินชนิด B มีการเช่ือมขวาง 
ความสม่ําเสมอเป็นเน้ือเดียวกันในตัวอย่างแต่ละช้ิน อย่างไรก็ตามย์งใม่พบรายงานการศึกษาท่ี 
ใช้รังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอนในการเช่ือมขวางโปรตีนตัวเติมท้ัง 3 ชนิดมาก่อน ในรูป 
ท่ี 4.7 แสดงระดับการเช่ือมขวางของคอลลาเจนด้วยรังสีเอ็กซ์พบว่าในแต่ละช้ินของตัวอย่างมี 
ความสม่ําเสมอของการเช่ือมขวาง การเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอนใน 
คอลลาเจนเม่ือเป่รียบเทียบกับ'วิธี DHT พบว่าท่ีสภาวะความดัน0.55 และ 1.0 มิลลิบาร์ ท่ี 1 ถึง 5 
พัลส์ จะมีระดับการเชื่อมขวางเพ่ิมขึ้นตามพัลส์แต่กสับลดลงท่ี 7 พัลส์และท่ีความดัน 1.5 
มิลลิบาร์ของทุกพัลส์โดยจะมีระดับการเช่ือมขวางลดลงอย่างมากคาดว่าอาจเกิดจากสภาวะน้ัน
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ไม่เหมาะลมหรืออาจเป็นการทำลายพันธะระหว่างสายโซ่โมเลกุล การเช่ือมขวางด้วยรังลีเอ็กซ์ 
จากพลาสมาของอาร์กอนในเจลาตินซนิด A (รูปท่ี 4.8) พบว่าในแต่ละช้ินของตัวอย่างมีความ 
สม่ําเสมอของการเช่ือมขวาง และให้ล้กษณะแนวโน้มระตับการเช่ือมขวางคล้ายคอลลาเจน แต่ 
ระตับการเช่ือมขวางโดยภาพรวมสูงกว่าคอลลาเจนมาก ระตับการเช่ือมขวางท่ีความตัน 0.55 และ
1.0 มิลลิบาร์จะสูงข้ึนตามพัลส์’ต้ังแต่ 1 ถึง 5 พัลส์’ หล้งจากน้ันจะลดลงและท่ีความตัน 1.5 มิลล 
บาร์ระตับการเช่ือมขวางค่อนข้างต่ํากว่าท่ีความตันอ่ืนและมีแนวโน้มจะเพ่ิมข้ึนเม่ือพัลล้เพ่ิมข้ึนแต่ 
เร่ิมคงท่ี ท่ี 5 ถึง 7 พัลส์"อาจเน่ืองมาจากท่ีความตันถึงจุดท่ีไม่สามารถเช่ือมขวางได้เพ่ิมข้ึนแล้ว 
ตังเซ่นท่ี 7 พัลลัที่ความตัน0.55 และ 1.0 มิลลิบาร์ การเชื่อมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จาก
พลาสมาของอาร์กอนในเจลาดินชนิด B (รูปท่ี 4.9) พบว่าในแต่ละช้ินของตัวอย่างมีความ 
ลม่ําเสมอของการเช่ือมขวาง การเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์ท่ีความตัน 0.55 และ 1.5 มิลลิบาร์ 
ต้ังแต่ 1 ถึง 5 พัลลั(รูปท่ี 4.9) จะมีระตับการเช่ือมขวางเพ่ิมข้ึนตามพัลส์’แต่หลังจากน้ันจะลดลง 
แต่ท่ี 1.0 มิลลิบาร์ให้ผลต่างจากความตันอ่ืนคือ ท่ีพัลลัเพ่ิมข้ึนระตับการเช่ือมขวางมีแนวโน้ม 
ลดลงอาจเน่ืองมาจากลภาวะท่ีเหมาะสมของการเช่ือมขวางมีประสิทธิภาพสูงสุดท่ีความตัน 1.0 
และท่ี 1 พัลลั ส่วนท่ีสภาวะอ่ืนคาดว่าประสิทธิภาพอาจไม่เหมาะสมเพียงพอคือให้ผลในการ 
เหนียวนำการเช่ือมขวางไม่เต็มท่ีพอหรือคาดว่าอาจเป็นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมหรือรุนแรงเกินไปจึง 
ให้ผลในเซิงกลับกันคือทำลายพันธะแทน
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รูปท่ี 4.7 ผลการทดสอบความลมํ่าเสมอของระดับการเชื่อมขวางด้วยรังสีเอ็กช์จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอน 
ของคอลลาเจน 0.8% โดยนํ้าหนัก เปรียบเทียบกับการเชื่อมขวางโดยใช้ความร้อนสุญญากาศ (DHT) โดยใช้ 
ความดันก๊าชอาร์กอน 0.55, 1.0 และ 1.5 มิลลิบาร์(ท=4) โดยตัวอย่างความยาวประมาณ 6.5 ซม. (ขนาด 
ประมาณ 0.204 ลบ. ชม.) ของแต่ละสภาวะจะถูกตัดเป็นท่อน A, B และ C ยาวท่อนละ 2 ชม. (ขนาด 0.063 
ลบ. ชม.)

หมายเหตุ: ตัวอ้กษร a-d แสดงความแตกตำงอปางมีนัยสำคัญขธงระดับการเช่ือมขวางท่ีระตับน้ยสำคัญ p<0.05
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Type A gelatin/ Number of pulse

รูปที 4.8 ผลการทดสอบความสมำเสมอของระดับการเชือมขวางด้วยรังสีเอ็กช์จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอน 
ของเจลาดินชนิด A 0.8% โดยน้ําหนัก เปรยบเทียบกับการเชื่อมขวางโดยใช้ความร้อนสุญญากาศ (DHT) โดยใช้ 
ความดันก๊าซอาร์กอน 0.55,1.0 และ 1 .5มิลลิบาร์(ท=4) โดยตัวอย่างความยาวประมาณ 6.5 ชม. (ขนาด 
ประมาณ 0.204 ลบ. ชม.) ของแต่ละสภาวะจะถูกตัดเป็นท่อน A, B และ C ยาวท่อนละ 2 ชม. (ขนาด 0.063 
ลบ. ซม.)

หมายเหตุ: ตัวอักษร a-f นลดงความแตทต่างอย่างมีนัยสำคัญของระดับการLซ่ึอมขวางท่ีระดับนัยสำคัญ p<0.05
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1 3 5 7 DHT

Type B gelatin/ Number of pulse

รูปท่ี 4.9 ผลการทดสอบความสมํ่าเสมอของระดับการเชื่อมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอน 
ของเจลาตินชนิด B 0.8% โดยน้ําหนัก เปรียบเทียบกับการเช่ือมขวางโดยH ความร้อนสุญญากาศ (DHT) โดยใช้ 
ความดันก๊าชอาร์กอน 0 .55 ,1 .0 และ 1 .5 มิลลิบาร์(ก=4) โดยตัวอย่างความยาวประมาณ 6.5 ซม. (ขนาด 
ประมาณ0.204 ลบ.ชม.)ของแต่ละสภาวะจะถูกดัดเป็นท่อน A, B และ C ยาวท่อนละ 2 ชม. (ขนาด0.063 
ลบ. ซม.)

หมายเหตุ: ตัวอักษร a-d นลดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญของระตับการเช่ือมขวางท่ีระตับน้ยสำคัญ p<0.05
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การเช่ือมขวางของพันธะโปรตีนตัวเติมด้วยวิธีการใช้ความร้อนสุญญากาศ (DHT) เกิด 
จากปฏิกิริยาการรวมตัว (Condensation) ของหมู่เอมีน (-NH2) และหมู่คาริบอกซิล (-COOH) 
ของโปรตีนตัวเติมเน่ืองจากการดึงน้ําออกจากตัวอย่างในสภาวะสุญญากาศ [บeda, H. และคณะ, 
2002] ในส่วนของการเช่ือมขวางโปรตีนด้วยร้งสีเอ็กซ์จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอนยังไม่พบ 
งานวิจัยมาก่อนโดยวิทยานิพนธ์น้ีป็นการศึกษาแรก โดยคาดว่าเกิดจากปฏิกิริยาการรวมตัวของ 
หมู่เอมีน (-NH2) และหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) เช่นกิน ผลการทดลองในรูป 4.7-4.9 แสดงการ 
เช่ือมขวางโดยวิธีทางกายภาพท้ังวิธี DHT และรังสีเอ็กช์จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอนโดยให้ 
ระตับการเช่ือมขวางท่ีค่อนข้างต่ําเน่ืองมาจากการเช่ือมขวางด้วยวิธีทางกายภาพเหล่าน้ีเกิดข้ึน 
ระหว่างหมู่เอมีนและหมู่คาร์บอกซิลท่ีอยู่ใกลชิดกินแบบลุ่ม เฉพาะบริเวณท่ีมีหมู่เอมีนและหมู่คาร์ 
บอกซิลท่ีอยู่ติดกินทำให้เกิดปฏิกิริยาจำกัด แต่การเช่ือมขวางด้วยสารเคมีจะใช้น้ําเป็นตัวพาสาร 
เช่ือมขวาง (Crosslinking agent) เข้าใปภายในอนุภาคโปรตีนอย่างท้ัวถึงจึงทำให้ระตับการเช่ือม 
ขวางสูงกว่า

การเช่ือมขวางโปรตีนท้ัง 3 ชนิด ด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอนต้องการ 
สภาวะแตกต่างกินไปเพ่ือให้ได้ระตับการเช่ือมขวางสูงสุดใกล้เคียงกับวิธี DHT แม้ว่าการเช่ือม 
ขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมามีลักษณะเป็นช่วงท่ีไม่ต่อเน่ืองและใช้เวลาในการเช่ือมขวางส้ัน 
กว่าแต่สามารถให้ระตับการเช่ือมขวางในบางสภาวะใกล้เคียงวิธี DHT แสดงถึงว่าการเช่ือมขวาง 
ด้วยรังสีเอ็กช้ใช้พลังงานท่ีสูงกว่าจึงสามารถเช่ือมขวางได้ใกล้เคียงกับวิธี DHT แม้ใช้เวลาส้ันกว่า

ตารางท่ี 4.2 ปริมาณกรดอะมิโนอิสระก่อนการเช่ือมขวางของคอลลาเจน, เจลาตินชนิด A และเจลาตินชนิด 
B บ่ริษ้ท Nitta Gelatin Inc. ประเทศญี่ปุน วิเคราะห์โดยวิธี TNBS [Nagai, N., และคณะ, 2004]

ค อ ส ล า เจ น ช น ิด ท ี่ 1 เจ ล า ต ีน ช น ิด  A เจ ล า ต ีน ช น ิด  B
ป ร ิม า ณ ก ร ด อ ะ ม ีโ น  
อ ิส ร ะ เร ิม ด ้น  ( โ ม ล /  
ก ร ัม ข อ ง โ ป ร ต ีน )

1 .7 0 1 x 10'6+ 3 .5 7 x 10"6 2 .3 6 0 x 1 0 ^ 4 .5 0 x 1  O'6 2 .1 0 7 x 10 '6± 7 .8 7 x 10'6

เม่ือเปรียบเทียบโปรตีนตัวเติมท้ัง 3 ชนิด พบว่าโดยรวมคอลลาเจนจะมีระตับการเช่ือมขวาง 
ต่ําสุดอาจเน่ืองมาจากมีปริมาณกรดอะมิโนอิสระต่ํากว่าโปรตีนตัวเติมชนิดอ่ืน (ตารางท่ี 4.2) 
เพราะว่าคอลลาเจนมีโครงสร้างเป็นแบบสายเกลียว 3 สายพันกินอยู่ (Triple helix) [Gelse K. 
และคณะ, 2003] และเจลาดินท้ัง 2 ชนิด ซ่ึงมีโครงสร้างเป็น Random coil เกิดจากการทำให้
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โครงสร้าง Triple helix ของคอสลาเจนคลายเกลียวออกและเสียสภาพโดย Hydrolysis ด้วยกรด 
หรือเบส ดังน้ันเจลาตินจึงประกอบไปด้วยโปรตีนลายส้ันกว่าคอสลาเจนดังน้ันจึงมีปริมาณกรดอะ 
มิโนอิสระสูงกว่าคอลลาเจน และจากลักษณะโครงสร้าง Random coil ของเจลาตีนท่ีน้ําสามารถ 
เข้าสัมผัสได้ง่ายกว่าคอลลาเจนท่ีมีโครงสร้างเป็น Triple helix จึงทำให้ลามารถตรวจพบ 
ปริมาณอะมิโนอิสระได้สูงกว่าด้วย นอกจากน้ีการท่ีระดับการเช่ือมขวางของคอลลาเจนต่ํากว่าเจ 
ลาตีนท้ัง 2 ชนิด1ไม่'ได้แสดงถึงว่าการสลายดัวฃองคอลลาเจนต้องเร็วกว่าเจลาตีนเพราะโดย 
โครงสร้างท่ีเป็น Triple helix จึงมีความแข็งแรงกว่าและสลายดัวข้ากว่าเจลาตีน แต่ระดับการ 
เช่ือมโยงของคอลลาเจนโดยภาพรวมต่ําว่ากว่าเจลาตีนท้ัง 2 ชนิดเน่ืองจากมีปริมาณกรดอะมิโน 
อิสระต่ํากว่าเจลาตีนจึงเช่ือมขวางได้น้อยกว่าเจลาตีน ดังน้ันระดับการเช่ือมขวางจึงต่ํากว่าเจ 
ลาตีนด้วย และนอกจากน้ีการเช่ือมขวางด้วยโปรตีนต่างชนิดกันจะให้ระดับการเช่ือมขวางต่างกัน 
อาจมาจากความลามารถในการดูดซับรังสีเอิกซ์หรือพลังงานจากความร้อนได้ต่างกันจึงมีผลต่อ 
ระดับการเช่ือมขวางท่ีต่างกันด้วย

4.2.2 การหาสภาวะเพี่อระดับการเชื่อมขวางสูงสุดของโปรตีนตัวเติม
จากการทดสอบความลม่ําเสมอของภายในตัวอย่างช้ินเดียวกันท่ีดัดเป็น 3 ท่อนพบว่าใน 

แต่ละชินมีความสม่ําเสมอของการเช่ือมขวางจากการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมา จึง 
ทดสอบซ้ําว่าท่ีสภาวะต่าง  ๆ(รูปท่ี 4.10) คือ ท่ีความดัน ความดันก๊าซอาร์กอน0.55, 1.0 และ 1.5 
มิลลิบาร์ จำนวนพัลลัท่ี 1, 3, 5 และ 7 พัลลั เปรียบเทียบกับการเช่ือมขวางด้วยวิธี DHT เพ่ีอให้ 
ได้สภาวะท่ีเหมาะลม (คือ ระดับการเช่ือมขวางท่ีสูง) ในท่ีน้ีเป็นการคืกษาคร้ังแรกเก่ียวกับการ 
เช่ือมขวางของโปรตีนโดยใช้รังสีเอิกช์จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอน ในงานวิจัยอ่ืนๆพบเพียงการ 
ใช้พลาสมาจากก๊าซเฉ่ือยเช่น อาร์กอน และฮีเลียม เป็นต้น สำหรับเช่ือมขวางระหว่างพอลิเมอร์ 
ลังเคราะห์ท่ีปรับพ้ืนผิวให้มีหมู่คาร์บอกชิลเช่ือมขวางกับหมู่เอมีนของ DNA [Kuzuya, M. และ 
คณะ, 2005] โดยปฏิกิริยาการรวมตัว (Condensation reaction) ดังน้ันจึงอาจเป็นไปได้ว่าในการ 
เช่ือมขวางของโปรตีนตัวเตีมด้วยรังสีเอิกซ์ฃองพลาสมาจากอาร์กอนเกิดจากปฏิกิริยาการรวมตัว 
เช่นกัน จากการทดสอบเพ่ีอให้ได้สภาวะท่ีเหมาะสม ในกรณีของคอลลาเจน พบว่ามีระดับการ 
เช่ือมขวางต่ํากว่าเจลาตีนท้ังสองชนิดและท่ีความดันก๊าชอาร์กอน 1.0 มิลลิบาร์ท่ี 3 และ 5 พัลลั 
มีระดับการเช่ือมขวางไม่แตกต่างกับกลุ่มท่ีเช่ือมขวางด้วยวิธี DHT (มีระดับการเช่ือมขวาง 
11.39±1.39) อย่างมีนัยสำคัญแต่ท่ี 5 พัลลั (ซ่ึงมีระดับการเช่ือมขวาง 9.79±1.50)จะมีค่า 
ใกล้เคียงกว่าจึงเลือกท่ีสภาวะ 1.0 มิลลิบาร์5 พัลลั เป็นสภาวะท่ีใช้สำหรับเช่ือมขวางคอลลาเจน 
ท่ีอยู่ภายในท่อ PLCL นอกจากน้ียังพบว่าท่ี 0.55และ 1.0มิลลิบาร์ท่ี 1 ถึง 3 พัลลัจะมีระดับการ



88

เช่ือมขวางเพ่ิมข้ึนตามพัลส์ แต่ที, 7 พัลส์ปรากฏว่าระดับการเช่ือมขวางลดลง ส่วนท่ีความดัน 1.5 
มิลลิบาร์ในทุกๆพัลส์พบว่ามีระดับการเช่ือมขวางน้อยมากโดยไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญใน 
แต่ละพัลส์และระดับการเช่ือมขวางค่อนข้างต่ํากว่าท่ีสภาวะอ่ืน สาเหตุของระดับการเช่ือมโยงของ 
พันธะท่ีต่ําลงอาจเน่ืองมาจากสภาวะน้ันเกินจุดท่ีเหมาะลมจึงอาจกลายเป็นการทำลายพันธะ 
ระหว่างสายโมเลกุล ระดับการเช่ือมขวางของเจลาดินชนิด A ที่ความดัน0.55 ,1.0 และ1.5
มิลลิบาร์ ต้ังแต่ 1 ถึง 5 พัลส์จะมีระดับการเช่ือมขวางเพ่ิมข้ึนโดยลำดับหลังจากน้ันการเช่ือมขวาง 
จะลดลง แต่ท่ี 1.5 มิลลิบาร์ระดับการเช่ือมขวางโดยรวมในทุกพัลส์น้อยกว่าท่ีความดัน 1.0 
มิลลิบาร์ สาเหตุของระดับการเช่ือมโยงของพันธะท่ีต่ําลงอาจเน่ืองมาจากสภาวะน้ันเกินจุดท่ี 
เหมาะสมจึงอาจกลายเป็นการทำลายพันธะระหว่างสายโมเลกุลและท่ี 1.0 มิลลิบาร์5 พัลส์เจ 
ลาดินชนิด A มีระดับการเช่ือมขวาง 21,22±3.03 ซ่ึงพบว่ามีระดับการเช่ือมขวางไม่แตกต่างกับวิธี 
DHT (23.54±1.50) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติจึงเลือกท่ีสภาวะน้ีสำหรับเช่ือมขวางของเจลาดิน 
ชนิด A ในท่อ PLCL การเช่ือมขวางของเจลาดิน B พบว่าท่ี 0.55 และ 1.5 มิลลิบาร์ มี
แนวโน้มของระดับการเช่ือมขวางเพ่ิมข้ึนตามจำนวนพัลส์ท่ีเพ่ิมข้ึน และท่ีจำนวนพัลส์เท่ากันจะมี 
ระดับการเช่ือมขวางต่ํากว่าท่ี 1.0 มิลลิบาร์แต่ท่ีความดันอาร์กอน 1.0 มิลลิบาร์ มีแนวโน้มของ 
ระดับการเช่ือมขวางแตกต่างจากท่ีความดันอ่ืนโดยมีระดับการเช่ือมขวางต่ําลงเม่ือจำนวนพัลส์ 
เพ่ิมขึน และท่ีความดันก๊าซอาร์กอน1.0 มิลลิบาร์ที1่ ถ ึง5 พัลส์พบว่าไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ี 
เช่ือมขวางด้วย DHT (21.22±3.03) โดยท่ี 1 พัลส์จะมีระดับการเช่ือมขวาง 24.51±2.03 ซ่ึงสูง 
ท่ีสุดในกลุ่มของเจลาดินชนิด B ท่ีทำการเช่ือมขวางด้วยวิธีเดียวกันและใช้จำนวนพัลส์น้อยท่ีสุด 
เพราะฉะนันจึงเลือกสภาวะความดันอาร์กอน1.0 มิลลิบาร์ ท ี่1 พัลส์สำหรับเช่ือมขวางของเจ 
ลาดินชนิด B ในท่อ PLCL

โดยรวมพบว่าระดับการเช่ือมขวางของคอลลาเจนต่ํากว่าเจลาดินท้ัง 2 ชนิดอาจเน่ืองมาจาก 
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระของคอลลาเจนน้อยกว่าเจลาดินดังอธิบายในนัวข้อ 4.2.1 และระดับการ 
เช่ือมขวางของโปรตีนตัวเดิมท่ีได้จากการทดสอบน้ียังลอดคล้องกับนัวข้อ 4.2.1 คือให้ลักษณะ 
แนวโน้มของระดับการเช่ือมขวางแบบเดียวกัน นอกจากน้ีการเช่ือมขวางด้วยโปรตีนต่างชนิดกันจะ 
ให้ระดับการเช่ือมขวางต่างกัน อาจมาจากความลามารถในการดูดซับรังสีเอ็กช์หรึอพลังงานจาก 
ความร้อนได้ต่างกันจึงมีผลต่อระดับการเช่ือมขวางท่ีต่างกันด้วย
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น้ําหนัก (ขนาดประมาณ 0.204 ลบ. ซม.) ที่เชื่อมขวางโดยรังสีเอ็กช์จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอน ด้วยความดัน 
ก๊าซอาร์กอน0.55, 1.0 และ 1.5 มิลลิบาร์ จำนวน'พัลส์ท่ี 1, 3. 5 และ 7 พัลส์ เปรียบเทียบกับการเช่ือมขวางด้วย 
วิธี DHT (ท=4)

หมายเหตุ: ตัวอักษร a-j แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญของระดับการเชื่อมขวางที่ระตับนัยสำคัญ p<0.05
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ดังน้ันสรุปได้ว่าการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอนโดยส่วนใหญ่ 
ต้องอาศัยสภาวะท่ีเหมาะสมแตกต่างกันไปของโปรตีนแต่ละชนิดและยังสามารถได้ระดับการเช่ือม 
ขวางใกล้เคียงกับวิธี DHT แม้ว่าการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมามีลักษณะเป็นช่วงท่ีไม่ 
ต่อเน่ืองและใช้เวลาในการเช่ือมขวางส้ันกว่าแต่ลามารถให้ระดับการเช่ือมขวางในบางสภาวะ 
ใกล้เคียงวิธี DHT แสดงถึงว่าการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ็ใช้พลังงานท่ีสูงกว่าและมีประสิทธิภาพ 
ในการเช่ือมขวางจึงสามารถเช่ือมขวางได้ใกล้เคียงกับวิธี DHT แม้ใช้เวลาส้ันกว่า

4.2.3 ระดับการเทีอมขวางของโปรตีนตัวเติมในท,อนำเส้นประสาท PLCL
เม่ือทราบสภาวะท่ีเหมาะสมของการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของอาร์กอนของ 

โปรตีนตัวเติมท่ีได้จากท่อนำเล้นประสาทจำลอง PFA แล้วจึงผลิตท่อนำเล้นประสาทจาก PLCL ท่ี 
บรรจุโปรตีนตัวเติมโดยผ่านเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอนตามสภาวะ 
เหมาะสมท่ีได้จากหัวข้อ 4.2.2 และเปรียบเทียบว่าโปรตีนตัวเติมท่ีทำการเชื่อมขวางด้วยวิธี 
ดังกล่าวท่ีได้จากท่อ PFA 1 ในท่อ PLCL และในท่อ PLCL ท่ีฆ่าเช้ือด้วยรังสีแกมมา (ท่ีสำนักงาน 
ปรมาณูเพ่ีอสันติ ด้วยเคร่ือง Gammacell 220 Excel ท่ีความแรงรังสี 13779 คูสี 0.16 kGy/นาที 
อุณหภูมิประมาณ 42 องศาเชลเชียส เป็นเวลา 138 นาที) ว่ามีระดับการเช่ือมขวางเปล่ียนแปลง 
ไปหรือไม่เม่ืออยู่ในท่อ PLCL จริง ในตอนแรกการฆ่าเช้ือได้ใช้วิธีการอบก๊าชเอทิสีนออกไชด์แต่ 
พบว่าโปรตีนตัวเติมเจลาตินท้ัง 2 ชนิดโดยความเข้มข้นท่ีใช้คือ 0.8% โดยน้ําหนัก มีการหดตัวพบ 
เพียงท่อ PLCL เปล่าซ่ึงคาดว่าอุณภูมิท่ีใช้ในการฆ่าเช้ือสูงเกินไปจึงทำให้โปรตีนเสียรูป จึง 
เปล่ียนเป็นฆ่าเช้ือด้วยรังสีแกมมาแทน และจากการทดสอบ (ดูรูปท่ี 4.11) พบว่าระดับการเช่ือม 
ขวางของโปรตีนตัวเติมในท่อ PLCL มีแนวโน้มลดลงในโปรตีนตัวเติมทุกชนิดแต่ไม่แตกต่างอย่างมี 
นัยสำคัญทางสถิติกับกลุ่มท่ีได้จากท่อ PFA และเม่ือผ่านการฆ่าเช้ือด้วยรังสีแกมมาพบว่าเพ่ิมช้ืน 
จากทีอยู่ในท่อ PLCL ท่ีไม่ฆ่าเชึอ แต่น้อยกว่าท่ีได้จากท่อ PFA อย่างไรก็ตามไม่มีความแตกต่าง 
กันอย่างมีนัยสำคัญเพราะฉะน้ันจึงถือได้ว่าท่อ PLCL และการฆ่าเช้ือด้วยรังสีแกมมาไม,ได้มีผล 
รบกวนการเช่ือมขวางของโปรตีนตัวเติม
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รูปท่ี 4.11 ระดับการเชื่อมขวางของโปรตีนตัวเติมที่ผ่านการเชื่อมขวางรังสีเอิกช์จากพลาสมาของก๊าซ 
อาร์กอนจากท่อนำเสันประสาทจำลอง (Perfluoroalkoxy polymer (PFA), โปรตีนตัวเติมในท่อนำเสันประสาท 
PLCL และโปรตีนตัวเติมในท่อนำเส์นประสาท PLCL ที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยรังสีแกมมา โดยคอลลาเจน และเจ 
ลาตินชนิด A ใช้ความดันอาร์กอน 1.0 มิลลิบาร์ 5 พัลส์ ส่วนเจลาตีนชนิด ธ ใช้ความดันอาร์กอน 1.0 มิลลิบาร์ 
ท่ี 1 พัลส์
หมายเหต ุ ะ ต ัวอ ักษร a-b แสดงความแตกด ่างอย ่างม ีน ัยสำคัญของระต ับการเช ื่อมขวางท ี่ระ :ต ับน ัยสำคัญ p<0.05
PFA  ห ม าย ก ง โป รต ีน ต ัว เต ิม ท ี่ได ้จ ากท ่อ  PFA , P LC L ห ม าย ถ ืง  โป รต ีน ต ัว เต ิม ท ี่ได ้จ าก ท ่อ น ำเส ัน ป ระส าท  P LC L  นละ PLC L

Gamma rad. หมายกง โปรต ีนต ัว เต ิมท ี่ได ้จากท ่อนำเส ันประสาท  P LC L  ช ื่งผ ่านการพ ำเช ื้อด ้วยร ังส ีนกมมา

4.3 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการขึ้นรูปท่อนำเส้นประสาท PLCL
ท่อนำเสันประสาท PLCL ขนาดเสันผ่านศูนย์กลางภายใน1.6มม.จากสารละลาย PLCL 

ในสารละลาย 1,4-dioxane เข้มซ้น 3 และ 4 % โดยน้ําหนัก (จากรูปท่ี 4.12 และ 4.13) โดยมีวิธี 
ข้ึนรูป 2 แบบคือ วิธีไม่จุ่มท่อ PFA (template) ลงไนโตรเจนเหลวก่อนจุ่มลงในสารละลาย PLCL 
(non pre-freeze template) จะให้ผนังท่อค่อนข้างบาง (จาก PLCL 3% และ 4% หนา
0.13±0.04 มม. และ 0.12±0.06 มม. ตามลำดับ) และ1ไม่ค่อยสม่ําเสมออีก'ท้ังสารละลาย PLCL 
จะติดท่อ PFA ไม่ท่ัวและไม่สม่ําเสมอ ในขณะท่ีวิธีจุ่มท่อ PFA (template) ลงไนโตรเจนเหลวก่อน 
จุ่มลงในสารละลาย PLCL (pre-freeze template) ท่อนำเสันประสาทท่ีเตรียมจาก PLCL ความ 
เข้มข้น 4% โดยน้ําหนัก ผนังค่อนข้างหนา (0.60±0.06 มม.) ซ่ึงอาจเป็นอุปสรรคในการเย็บ 
เช่ือมต่อเสันประสาท และความหนาไม่ลม่ําเสมอเพราะสารละลายมีความหนืดสูงจึงควบคุมความ 
หนาของปลายแต่ละด้านให้เสมอกันลำบาก แต่ท่อนำเสันประสาทจาก PLCL ความเข้มข้น 3%
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ผนังค่อนข้างสม่ําเสมอโดยมีความหนา 0.31±0.03 มม.ซ่ึงไม่หนามากหรือน้อยเกินไป จากข้อมูล 
ของท่อนำเสันประสาทที่จำน่ายในท้องตลาดไม่ระบุข้อมูลความหนา แต่จากงานวิจัยใน 
สัตว์ทดลองศึกษาในเสันประสาท sciatic ท่ีฃาด พบว่ามีความหนาหลากหลายต้ังแต่ 0.1- 0.8 มม. 
[Bunting, ร., และคณะ, 2005; Chang, C., และคณะ, 2006; Evans, G-, และคณะ, 1999; 
Keihoff, G., และคณะ, 2003; Nie, Y., และคณะ, 2007; stang, F., และคณะ, 2005] 
เพราะฉะน้ันท่อนำเส์นประสาทท่ีผลิตข้ึนในการศึกษๆน้ีอยู่ในขนาดท่ีใข้กันโดยท่ัวไปในงาน 
ศึกษาวิจัยจึงเหมาะสำหรับการนำมาใข้สืกษาในสัตว์ทดลอง
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PLCL 3 % non pre-freeze template PLCL 3 % pre-freeze template

รูปท่ี 4.12 รูปถ่าย SEM ของพ่อ PLCL (Mw = 300,000) 3 % โดยน้ําหนัก โดยการเปรียบเทียบวิธีการเตรียม 
Template ต่างกันคือ ไม่จุ่มพ่อ PFA (Template) ลงไนโตรเจนเหลวก่อนจุ่มลงในสารละลาย PLCL (non pre­
freeze template) และจุ่มพ่อ PFA ลงไนโตรเจนเหลวก่อนจุ่มลงในสารละลาย PLCL (pre-freeze template)

^ริะ
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PLCL 4 % non pre-freeze template PLCL 4 % pre-freeze template

รูปท่ี 4.13 รูปถ่าย SEM ของท่อ PLCL (Mw = 300,000) 4 % โดยน้ําหนัก โดยการเปรียบเทียบวิธีการเตรียม 
Template ต่างกันคือ ไม่จุ่มท่อ PFA (Template) ลงไนโตรเจนเหลวก่อนจุ่มลงในสารละลาย PLCL (non pre­
freeze template) และจุ่มท่อ PFA ลงไนโตรเจนเหลวก่อนจุ่มลงในสารละลาย PLCL (pre-freeze template)



ตารางที่ 4.3 ขนาดรุพรุนพื้นผิวด้านใน (ก=200) และพ้ืนผิวด้านนอก (ก=50) ของท่อ PLCL (น้ําหนัก'โมเลกุล
300,000) ท่ีเตรียมข้ึนด้วยความเข้มข้น 3 และ 4 % โดยน้ําหนักและวิธีการเตรียม Template ต่างกัน
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ตัว«อ่าง ขนาดรูพรุนเฉ«อ ± SD (pm)

ความเข้มข้น (% wt) การเตรีฮม Template พื้นผิวด้านใน พื้นผิวด้านนอก

3%
non pre-freeze 9 .21± 3 .523 0.95+0.54 c

pre-freeze 9.70+3.44 3,b 1.24±0.77d

4%
non pre-freeze 9.62±3.31 ab 0.30+0.1 r

pre-freeze 10.20±3.51 b 0.47+0.20 '

หมายเหตุ : ตัวอักษร a-b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญของขนาดรูพรุนพื้นผิวด้านในที่ระตับนัยสำคัญ p<0.05 
ตัวอักษร c-f แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญของขนาดรุพรุนพื้นผิวด้านนอก ที่ระคับนัยสำคัญ p<0.05

ในส่วนชองขนาดรูพรุนของผนังท่อน้ัน (ตาราง 4.3) ในทุกตัวอย่างมีพ้ืนผิวด้านนอกมีรูพรุน 
ขนาดเล็กมากและมีจำนวนรูพรุนค่อนข้างน้อย ส่วนพ้ืนผิวด้านในจะมีรูพรุนขนาดใหญ่กว่าพ้ืนผิว 
ด้านนอกและมีรูพรุนจำนวนมาก ท่อ PLCL ท่ีเตรียมท้ังจากวิธี กอก pre-freeze template และ 
pre-freeze template จากสารละลาย PLCL 3 และ 4 % มีขนาดรูพรุนของพ้ืนผิวด้านในใกล้เคียง 
กัน โดยวิธี ก อ ก  pre-freeze template ของ PLCL ความเข้มข้น 3 และ 4% มีขนาดรูพรุนพ้ืนผิว 
ด้านใน 9.21±3.52 และ9.62±3.31 ตามลำดับ และวิธี pre-freeze templateîอง PLCL ความ 
เข้มข้น3 และ 4% มีขนาดรูพรุนพื้นผิวด้านใน9.70±3.44และ10.20+3.51 ตามลำดับ ส่วน 
พืนผิวด้านนอกท่อ PLCL ท่ีเตรียมจากสารละลาย PLCL 3 % มีขนาดรูพรุน (ท่ีเตรียมจากวิธี กอก 
pre-freeze template และวิธี pre-freeze template มีขนาด 0.95±0.54 และ 1.24±0.77 
ตามลำดับ) ใหญ่กว่าท่อ PLCL ท่ีเตรียมจากสารละลาย PLCL 4 % (ท่ีเตรียมจากวิธี non pre­
freeze template และวิธี pre-freeze template มีขนาดรูพรุนพ้ืนผิวด้านนอก 0.30±0.11 และ
0.47±0^20 ตามลำดับ)อย่างมีนัยลำดัญ อีกท้ังท่อที,เตรียมโดยวิธี pre-freeze template จะมีขนาด 
รูพรุนพ้ืนผิวด้านในใหญ่กว่าท่ีเตรียมโดยวิธี ก อ ก  pre-freeze template อย่างมีนัยสำคัญ 

ดังน้ันถ้าพิจารณาจากการเตรียม, ลักษณะรูปร่างและขนาดรูพรุน ซ่ึงขนาดรูพรุนด้านนอก 
ไม่ควรใหญ่เกินใปเพราะเน้ือเย่ือพังผืดอาจแทรกเจริญเข้ามาได้ในขณะเดียวกันขนาดควรใหญ่ 
พอท่ีจะให้หลอดเลือดเจริญ (หลอดเลือดฝอยขนาด 8 ไมโครเมตร) เข้ามาภายในเพ่ีอแลกเปล่ียน
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ก๊าซออกซิเจนได้) จึงเลือกใช้ท่อ PLCL ท่ีเตรียมจากสารละลาย PLCL 3% โดยน้ําหนัก และใช้วิธี 
pre-freeze template ในการข้ึนรูปสำหรับใช้ในการศึกษาสมนัติทางกายภาพและชีวภาพต่อไป 
แม้ขนาดรูพรุนเฉล่ียของท่อนำเลันประสาทจาก PLCL ความเข้มข้น 3 % โดยน้ําหนัก มีขนาดเล็ก 
กว่า 8 ไมโครเมตร แต่มีรูพรุนบางส่วนท่ีใหญกว่า

ก่อนเร็เอมร]วาง หลังเชี่อมร]วาง

รูปท่ี 4.14 ภาพถ่าย SEM กำลังขยาย 15 เท่า ของท่อนำเลันประสาท PLCL 3% โดยนํ้าหนัก ท่ีบรรจุโปรตีนตัว 
เติม (0.8% โดยนํ้าหนัก) ก่อนและหลังการเชื่อมขวางด้วยรังสีเอ็กช์จากพลาสมาของอาร์กอนที่ฆ่าเชื้อด้วยรังสี
แกมมา
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ฒ่ึอข้ึนรูปท่อ PLCL ด้วยสารละลาย PLCL 3% โดยน้ําหนัก และบรรจุโปรตีนตัวเติมลงไป 
แล้วทำการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมาของอาร์กอน (รูปท่ี 4.14) แล้ววัดขนาดรูพรุน 
(ตารางท่ี 4.4) ของท่อนำเล้นประสาท PLCL โดยพบว่าขนาดรูพรุนของท่อนำเล้นประสาท PLCL 
ท่ีบรรจุโปรตีนต่างชนิดกันไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ และรูพรุนเฉล่ียของพ้ืนผิวด้านในจะมี 
ขนาดใหญ่กว่าด้านนอก ตังน้ันชนิดของโปรตีนตัวเติมและการเช่ือมขวางของโปรตีนตัวเติมไม่ได้มี 
ผลเปล่ียนแปลงขนาดของรูพรุนพ้ืนผิวด้านในและนอกของท่อนำเล้นประสาท PLCL และพ้ืนผิว 
ด้านนอกแม้จำนวนน้อยและรูพรุนส่วนใหญ่ขนาดเล็กแต่มีรูพรุนบางรูท่ีมีขนาดใหญ่ ต ังน ั้นคาด 
ว่าหลอดเลือดจะแทรกเข้าภายในท่อ PLCL ตามรูพรุนบางรูท่ีมีขนาดใหญ่กว่าหลอดเลือดฝอย 
(ขนาด 8 ไมโครเมตร) เพราะฉะน้ันคาดว่าหลอดเลือดสามารถเจริญเข้าภายในท่อนำเล้นประสาท 
เพ่ือส่งสารอาหารไปเล้ียงเล้นประสาทได้ แม้โดยความจริงแล้วหลอดเลือดท่ีเจริญมาจากส่วนต้นท่ี 
ขาดของเล้นประสาทลามารถเจริญมายังส่วนของท่อนำเล้นประสาทและส่งสารท่ีจำเป็นต่อการ 
เจริญของเส้นประสาทท่ีงอกใหม่อยู่แล้วกิตาม นอกจากน้ีการท่ีขนาดรูพรุนเฉล่ียของพ้ืนผิวด้าน 
นอกท่อ PLCL มีขนาดประมาณ1 ไมโครเมตร ช่ืงมีขนาดเล็กมากจึงคาดว่าอาจมีส่วนช่วยป้องกัน 
การแทรกของพ ังผ ืดเข ้าภายในท่อไม ่ให ้รบกวนการงอกใหม่ของเส ้นประสาทได้

ตารางท่ี 4.4 ขนาดรูพรุนพ้ืนผิวด้านในและนอกของท่อนำเล้นประสาท PLCL 3% โดยนํ้าหนัก ท่ีบรรจุโปรตีนตัว 
เติมและทำการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอิกซ์จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอน

ขนาดรูพรุนของท่อ PLCL (pm)

บรรจุดอรราพน บรรจุเจราดินขนด A บรรจุเจราดินชนิด ธ

ก่อนผ็!อมขวาง พันผิวด้านใน 10.93±3.90 10+3.78 9.04±6.15

พันผิวด้านนอก 1.29+66 1.39±0.77 1.41±0.77

หลังเร็!อมขวาง พันผิวด้านใน 11.39±3.34 11.18+3.27 11.85±3.83

พึ้นผิวด้านนอก 1.11±0.52 1.13±0.66 1.21+0.50
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เม่ือกล่าวถึงท่อนำเอ้นประสาทท่ีมีจำหน่ายในท้องตลาดพบว่าหลายชนิดกล่าวอ้างถึงข้อดี 
ของท่อนำเอ้นประลาททีมีความพรุนเช่น NeuraWrap™ Nerve protector [Integra Lifesciences 
Corp. USA 1 แผ่นพับ] ผลิตจากคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ท่ีสกัดได้จากเอ็นของวัว กล่าวว่าผลิตภัณฑ์ 
เหล่าน้ีมีช้ันด้านนอกท่ีมีรูพรุนและช้ันในเป็นเย่ือเลือกผ่านให้น้ําและสารท่ีจำเป็นสามารถผ่านเข้า 
ออกได้, NeuraGen™ nerve guide [Integra Lifesciences Corp. USA] ผลิตจากคอสลาเจน 
ชนิดท่ี 1 ท่ีสกัดได้จากเอ็นของวัว กล่าวว่ามีรูพรุนและตัวท่อนำเอ้นประสาทสามารถคืนตัวอยู่ใน 
สภาพเดิมโดยไม่เสียรูปซึ่งจำทำให้เอ้นประสาทสามารถเจริญผ่านภายในท่อได้ และ GEM 
Neurotube® [Synnovis Micro Companies Alliance. USA, แผ่นพับ] ผลิตจาก Polyglycolic 
acid ท่ีกล่าวว่ามีรูพรุนซ่ึงเป็นทางแลกเปล่ียนก๊าซสำหรับการงอกใหม่ชองเอ้นประสาท ในที,น้ีอาจ 
หมายถึงหลอดเลือดสามารถเจริญเข้าภายในสำหรับแลกเปลี่ยนก๊าซและสารอาหารแก ่
เอ้นประสาทท่ีงอกใหม่ได้และเม่ือเปรียบเทียบผลิตภัณฑ์เหล่าน้ีกับท่อนำเอ้นประสาท PLCL ท่ี 
บรรจุโปรตีนตัวเติมพบว่าท่อ PLCL มีความพรุนตลอดท่ัวท้ังท่อซ่ึงสามารถให้หลอดเลือดเจริญเข้า 
ภายในสำหรับล่งผ่านสารอาหารและก๊าซท่ีจำเป็นต่อการงอกใหม่ของเอ้นประสาท

4.3.1 ขนาดรูพรุนของโปรตีนตัวเต ิมก่อนและหลังการเริรอมฃวางด้วยรังส ิเอ ็กช  ์
จากพลาสมาของก๊าชอาร์กอน

โปรตีนตัวเติมแต่ละชนิดผ่านการเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กช์จากพลาสมาของอาร์กอนแล้ว 
ทำการวัดขนาดรูพรุน (ตารางท่ี 4.5) พบว่าโปรตีนตัวเติมทุกชนิดหลังจากเช่ือมขวางมีขนาดรูพรุน 
เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยสำกัญเม่ือเทียบกับก่อนเช่ือมขวาง อาจเน่ืองมาจากการเช่ือมขวางทำให้มีการ 
เช่ือมกันของพันธะระหว่างโมเลกุลโปรตีนสูงข้ึนล่งผลให้ขนาดของรูพรุนใหญ่ข้ึนจากการหดตัวเข้า 
หากันของโปรตีนท่ีเช่ือมขวางกันขนาดของรูพรุนจึงเพ่ิมข้ึน ขนาดรูพรุนของโปรตีนตัวเติมที'เตรียม 
จากท่อนำเอ้นประสาทจำลอง Perfluoroalkoxypolymer (PFA) และจากท่อนำเอ้นประสาท PLCL 
พบว่ามีขนาดแตกต่างกันอย่างมีนัยสำกัญท้ังซองคอลลาเจนและเจลาดินชนิด A แต่ขนาดรูพรุน 
ของเจลาดินชนิด B ท่ีเตรียมจากท่อนำเอ้นประสาทจำลอง Perfluoroalkoxypolymer (PFA) และ 
จากท่อนำเอ้นประสาท PLCL ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำกัญ นอกจากน้ีขนาดรูพรุนของเจลาดิน 
ท้ังลองชนิดยังมีรูพรุนขนาดใหญ่กว่าคอลลาเจนท้ังก่อนและหลังเช่ือมขวางอย่างมีนัยสำกัญทาง 
สถิติ อาจเน่ืองมาจากโครงสร้างของคอลลาเจนเป็น Triple helix ช่ืงมีความแข็งแรงจึงสามารถยึด 
เหน่ียวกันใด้ตีและเม่ือเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลาสมาซ่ึงใช้พลังงานสูงแต่ก็ไม่ได้มีผลในการ 
เปล่ียนแปลงลักษณะภายนอกเท่ากับเจลาดินท้ังสองชนิดท่ีมีโครงสร้างเป็น Random coil ซ่ึงอาจ 
เป็นลายเด่ียวบ้างลายคู่บ้างและสามารถเปล่ียนแปลงลักษณะได้ง่ายกว่าเม่ือเช่ือมขวางโดยรังสี
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ตารางที่ 4.5 ขนาดรูพรุน (ท=200) ของโปรตีนตัวเติม 0.8% โดยนํ้าหนัก จากท่อนำเลันประสาทจำลอง 
Perfluoroalkoxy polymer (PFA) และจากท่อ PLCL 3% โดยน้ําหนัก ทั้งก่อนและหลังเชื่อมขวางด้วยรังสีเอ็กช์ 
ทีสภาวะต่างๆ คือ คอลลาเจนและเจลาตีน A ที่ความตันอาร์กอน 1.0 มิลลิบาร์ 5 พ้ลลั และเจลาตีนชนิด B ท่ี 
ความตันอาร์กอน 1 .0มิลลิบาร์1 พัลส์

เอ ็กช ์จากพ ลาสมาซ ึงใช ้พ ล ังงานส ูง  แต ่โดยรวมขนาดของร ูพร ุนของโปรต ีนต ัวเต ิมชน ิดหน ึ่งๆ  ไม ่ว ่า

อย ู่ใน ท ่อน ำเล ัน ป ระสาท จำล อง PFA  หรือ ท ่อน ำเล ัน ป ระสาท  P LC L  จะม ีขนาดร ูพ ร ุนแน วโน ้ม

เช ่นเด ียวก ้นค ือ เม ื่อ เช ื่อมขวางแล ้วม ีขนาดร ูพร ุนใหญ ่ข ึ้น

ข น า ด ร ูพ ร ุน โ ป ร ต ีน ต ัว เด ิม ค อ ล ล า เจ น เจ ล า ต ีน ช น ิด  A เจ ล า ต ีน ช น ิด  B

จ า ก  P F A
ก ่อ น เช ื่อ ม ข ว า ง 1 9 .7 8 ± 1 1 .0 8 a 8 8 .8 8 1 3 1 .3 0  e 6 6 .5 6 + 2 2 .3 9 ®

ห ล ัง เช ื่อ ม ข ว า ง 2 5 .1 4 ± 9 .2 1  b 1 0 7 .5 6 1 2 3 .4 0  d 1 0 0 .2 0 1 2 4 .5 9 ^

จ า ก ท ่อ  
PLCL

ก ่อ น เช ื่อ ม ข ว า ง 1 5 .1 9 ± 3 .6 8 9 8 2 .1 5 + 2 9 .4 2 ' 7 0 .8 2 + 2 2 .0 6 ®

ห ล ัง เช ื่อ ม ข ว า ง 4 3 .4 3 ± 1 8 .4 8  h 1 0 2 .7 3 + 2 1 .7 8 f 9 5 .5 4 + 2 4 .0 8 j

หมายเหตุ: ตัวอักษร a-j น«ตงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ ชองขนาดเพรุนโปรตีนตัวเติมแต่ละชนิดจากท่อนำเสันประสาท 
จำลอง PFA และท่อนำเสันประสาท PLCL ท้ังก่อนและหลังการเช่ือมขวาง ที่ระดับนัยสำคัญ p<0.05

4.3.2 สม,ม้ติเซิงกลของท่อ PLCL
การหาสมบติเซิงกลของเลันประสาทโดยการทดสอบด้วยการดึงและแปรผลออกมาเป็นค่า 

ความทนแรงดึง (Tensile strength), โมดูลัสของความยืดหยุ่น (Elastic modulus) และเปอร์เชนต์ 
ความยาวทีเพิมขึน ณ จุดขาด (% Elongation at break) พบว่าค่า Tensile strength (รูปที 4.15) 
ของท่อนำเลันประสาทแบบต่าง  ๆ(ท่อ PLCL กลวง, ท่อ PLCLบรรจุคอลลาเจน 1 ท่อ PLCL บรรจุ 
เจลาตินชนิด A และ ท่อ PLCL บรรจุเจลาตินชนิด B) อยู่ในช่วง 0.80-1.11 MPa และไม่มีความ 
แตกต่างก้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ รวมถึงการทดสอบแบบแห้งและแบบเปียกใม่มีความ 
แตกต่างก้นทางสถิติ แต่แนวโน้มโดยท่ัวไปพบว่ากลุ่มท่ีทดสอบแบบเปียกจะมีค่า Tensile 
strength ต่ํากว่ากลุ่มท่ีทดสอบแบบแห้ง ส่วนค่า Elastic modulus (จากรูปที่4.16) พบว่าซ่ึงอยู่ 
ในช่วง 0.90-1.20 MPa และให้ผลในทำนองเดียวกับ ค่าความทนแรงดึง คือ ท่อนัาเลันประสาท 
แบบต่างๆใม่มีความแตกต่างก้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติของค่า Elastic modulus และการ 
ทดสอบแบบแห้งและแบบเปียกใม่มีความแตกต่างก้นทางสถิติแม้ว่ากลุ่มท่ีทดสอบแบบเปียกจะมี
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ค่า Elastic modulus ต่ํากว่ากลุ่มท่ีทดสอบแบบแห้ง ผลของค่า Elastic modulus แสดงให้เห็นว่า 
โปรตีนตัวเติมไม่มีผลต่อสมบัติทางกลของท่อนำเต้นประสาท เน่ืองจากมีค่าโมดูลัสต่ํามากเม่ือ 
เทียบกับค่าโมดูลัสของ PLCL ส่วนค่าเปอร์เรนต์ Elongation at break ซองท่อนำเต้นประสาท 
PLCL อยู่ในช่วง 101.83-126.33 % (จากรูปที่4.17) โดยพบว่าท่อนำเต้นประสาทมีการยืดจาก 
เร่ิมต้นมากกว่าลองเท่าและแต่ละกลุ่มใม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ รวมท้ังการทดสอบแบบแห้ง 
และแบบเปียกไม่มีความแตกต่างทางสถิติเช่นกัน และเม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Borschel,
G., และคณะ ในปี 2003 ซ่ึงทำการทดสอบความทนแรงดึงในเต้นประสาท sciatic ของหนู F344 
(F344 rat) ซึงมีค่า Elastic modulus ประมาณ 0.576 MPa ค่า Tensile strength ประมาณ 1.4 
MPa พบว่าค่า Elastic modulus ของท่อนำเต้นประสาท PLCL ท่ีดึกษาในวิทยานิพนธ์น้ีมีค่า 
มากกว่าส่วนค่า Tensile strength ของท่อนำเต้นประสาท PLCL มีค่าต่ํากว่าเล็กน้อย ตังน้ัน 
ลามารถสรุปไต้ว่าท่อนำเต้นประสาทจาก PLCL มีความทนต่อแรงดึงท่ีดึแสดงถึงมีความแข็งแรง 
และทนทานต่อแรงดึงซ่ึงเหมาะสำหรับใช้เป็นท่อนำเต้นประสาท รวมถึงยังลามารถยืดไต้มากกว่า 
ลองเท่าจึงน่าจะไม่ขาดและน่าจะคงรูปรวมทังไม่แฟบเม่ือเซ่ึอมต่อกับเต้นประสาทภายในร่างกาย 
เนืองจากเม่ือทำการเซีอมต่อเต้นประสาทท่ีขาดกับท่อนำเต้นประสาทอาจมีการดึงร้ังและกดทับ 
จากอวัยวะช้างเคียงทำให้กัสดุเสียรูป ตังบันวัสดุท่ีใช้ข้ึนรูปท่อนำเต้นประสาทควรมีความทนทาน
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non-crosslink non-crosslink&
Gamma rad.

cross link crosslink&Gam m a
rad.

รูปท่ี 4.15 ความทนแรงดึงแบบแห้งและแบบเปียก (ก=4) ของ ท่อ PLCL กลวง ( Unfilled PLCL), ท่อ PLCL
บรรจุคอลลาเจน (Collagen-filled PLCL), ท่อ PLCL บรรจุเจลาตินชนิด A (Gelatin A-filled PLCL) และ ท่อ 
PLCL บรรจุเจลาตินชนิด B (Gelatin B-filled PLCL)
หมายเหตุ ะ non-Gamma rad. หมายถึง ท่อ PLCL กลวงท ี่ไม ่ได้ม ่าเชื้อด้วยรังสิแกมมา, Gamma rad. หมายถึง ท ่อกลวงที่ม ่าเชื้อด้วยรังสิแกมมา, non­

crosslink หมายถึง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีนที่ไม่ได้เชื้อมขวางด้วยรังสิเอิทข์'จากหลา«มา, non-crosslink& Gamma rad. หมายถึง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีน 
ไม่ได้เชื้อมขวางด้วยรังส ืเอ ิกร์จากหลาลมาแต่ม ่าเช ื้อด้วยรัง«แกมมา, crosslink หมายถึง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีนที่เช ื้อมขวางด้วยรังสิเอิกช์จากหลา«มา, 
cross links Gamma rad. หมายถึง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีนที่เชื้อมขวางด้วยรัง«เอิกร์จากหลา«มาและม่าเชื้อด้วยรังสิแกมมา

ะร
^
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รูปท่ี 4.16 แสดงกราฟโมดูลัสของความยืดหยุ่น (ท=4) ของท่อ PLCL กลวง ( Unfilled PLCL), ท่อ P LC L llîîจุ 
คอลลาเจน (Collagen-filled PLCL), ท่อ PLCL บรรจุเจลาตินชนิด A (Gelatin A-filled PLCL) และ ท่อ PLCL
บรรจุเจลาตินชนิด B (Gelatin B-filled PLCL)
หมายเหตุ ะ non-Gamma rad. หมายรง ท่อ PLCL กลวงที่ไม ่ได้ฝาเชื้อด้วยรังสินกมมา, Gamma rad. หมายสิง ท่อกลวงที่ฝาเช ื้อด ้วยรังส ิแกมมา, non- 
crosslink หมายสิง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีนที่ไฝได้เชื่อมรวางด้วยรังสิเอ ็กช์จากพลาสมา, non-crosslink& Gamma rad. หมายสิง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีนที่ 
ไฝได้เชื่อมขวางด้วยรังสิเอิก1[จากพลาสมานตีฝาเชื้อด้วยรังสีแกมมา, crosslink หมายสิง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีนที่เช ื่อมขวางด้วยรังสีเอิกข์จากพลาสมา, 
cross links Gamma rad. หมายสิง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีนที่เชื่อมขวางด้วยรังสิเอิกขจากพลาสมาและฝาเชื้อด้วยรังสิแกมมา
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รูปท่ี 4.17 แลดงกราฟเปอร์เซนต์ความยาวที่เพิ่มขึ้น ณ จุดขาด (ท=4) ของท่อ PLCL กลวง ( Unfilled PLCL), 
ท่อ PLCLบรรจุคอลลาเจน (Collagen-filled PLCL), ท่อ PLCL บรรจุเจลาดินชนิด A (Gelatin A-filled PLCL) 
และ ท่อ PLCL บรรจุเจลาดินชนิด B (Gelatin B-filled PLCL)
หมายเหตุ ะ non-Gamma rad. หมาอรง ท่อ PLCL กลวงที่ไม ่ได ้ท ่าเชื้อด ้วยรังสีแกมมา, Gamma rad. หมายรง ท่อกลวงที่ท ่าเชื้อด้วยรังสีนกมมา, non­

crosslink หมายรง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีนท ี่ไม ่ได ้เช ื้อมขวางด ้วยร ังส ีเอ ิฬจากพลาสมา, non-crosslink& Gamma rad. หมายรง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีนที่ 
ไม่ได ้เช ื้อมขวางด้วยรังสีเอิกข์จากพลาสมาแต่ท่าเชื้อด้วยรังสีแกมมา, crosslink หมายรง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีนที่เช ื้อมขวางด้วยรังสีเอิกช์จากพลาสมา, 
cross lin ks Gamma rad. หมายรง ท่อ PLCL บรรจุโปรตีนที่เชื้อมขวางด้วยรังสีเอิกข์จากพลาสมาและท่าเชื้อด้วยรังสีแกมมา
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4.4 สมบ้ติทาง?วภาพของท่อนำเส้นประสาท PLCL
4.4.1 ความเข้ากันได้ของวัสดุผลิตท่อนำเส้นประสาทกับเชลล์ผิวหนังหน ู
การคืกษาน้ีด้องการทราบว่า PLCL สามารถเข้ากันได้กับเซลล์ (Biocompatibility) โดยใช้ 

เซลลไลน์มาตรฐานของผิวหนังหนูเล้ียงบน PLCL ความเข้มข้น 0.3 และ 3 % โดยน้ําหนักใน 
สารละลาย 1,4-dioxane ข้ึนรูปเป็นฟิล์มบน cover slip เปรียบเทียบกับ กลุ่มควบคุมบวกคือ 
กระจกปิดสไลด์ (Cover slip), กลุ่มควบคุมลบคือ สารละลาย Zinc sulphate ความเข้มข้น0.3% 
โดยน้ําหนัก ซ่ึงเป็นพิษต่อเซลล์ [International Standard ISO 10993-12, 2002]

จากรูป4.18 พบ'ว่า!]ริมาณเซลล์สัมพัทธ์1ท ี่5 ชั่วโมงของฟิล์ม PLCL จากสารละลาย 
PLCL 0.3% และ 3% โดยน้ําหนัก มีการติดของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม และท่ีเวลา 24 
ช่ัวโมง พบว่าปริมาณเชลล์สัมพัทธ์ของแต่ละตัวอย่างเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยสำคัญ โดยฟิล์มจาก PLCL
0.3 %มีปริมาณเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมบวกท่ีเล้ียงเชลล์บน Cover slip แต่ฟิล์มจาก 
PLCL 3% มีการเจริญของเซลล์ค่อนข้างน้อยและท่ีเวลา 72 ช่ัวโมงปริมาณเชลล์สัมพัทธ์ของฟิล์ม 
จาก PLCL 0.3 % เพ่ิมข้ึนจากท่ีเวลา 24 ช่ัวโมงอย่างมีนัยสำคัญ ส่วนฟิล์มจาก PLCL 3% และ 
กลุ่มควบคุมลบมีปริมาณเซลล์ไม่แตกต่างจากท่ี 24 ช่ัวโมง

โดยรวมพบว่าในส่วนของฟิล์มท่ีเตรียมจาก PLCL 0.3 % โดยน้ําหนักจะมีปริมาณเซลล์ 
เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยสำคัญในแต่ละเวลาท่ีเพ่ิมข้ึนแสดงว่ามีการเจริญและเพ่ิมจำนวนของเชลล์ได้ดี 
บนฟิล์ม PLCL ท่ีความเข้มข้นน้ีแต่ฟิล์มจาก PLCL 3% ท่ีเวลา 24 และ 72 ช่ัวโมงมีปริมาณเซลล์ 
ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญแต่มีปริมาณเซลล์เพ่ิมข้ึนจากท่ีเวลา 5 ช่ัวโมงแสดงว่าเซลล์ยัง 
ลามารถเจริญได้บนฟิล์ม PLCL ท่ีความเข้มข้นน้ีแต่ปริมาณไม่สูงมากเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม 
บวกและฟิล์มจาก PLCL 0.3% อย่างใรก็ตามผลโดยรวมทำให้ทราบว่าเชลล์ไลน์มาตรฐานของ 
ผิวหนังหนูลามารถเจริญใด้ดีบน PLCL ท่ีข้ึนรูปเป็นฟิล์มเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ ท้ังน้ี 
ข้ึนกับความเข้มข้นท่ีใช้ด้วย ถ้าความเข้มข้นสูงไปอาจมีการเจริญและเพ่ิมจำนวนน้อยกว่าความ 
เข้มข้นต่ําและการท่ีเซลล์เจริญบนฟิล์มจาก PLCL 3% ได้น้อยอาจมาจากตัวคุณสมยัติของ PLCL 
เองทีค่อนข้างเฉือยและไม่มีส่วนของ Arginine-glycine-aspartate (RGD) amino acid 
sequence ซึงทำให้เชลล์ติด (Cell attachment) หรือเซลล์เคลือนย้าย (Cell migration) คังนันจึง 
มีผลทำให้ปริมาณเซลล์สัมพัทธ์ค่อนข้างต่ําแม้เวลานานข้ึนแสดงให้เห็นว่าควรใช้เวลาในการคืกษา 
เพ่ิมข้ึน เพ่ีอให้เวลาสำหริบการเจริญของเซลล์บน PLCL ฟิล์ม [Zhu Y. และคณะ, 2006; Zhu Y. 
และคณะ, 2007] นอกจากน้ีสามารถดูรูปถ่ายเซลล์บนตัวอย่างท่ีเวลาต่างๆในรูปท่ี 4.19 พบว่า 
ปริมาณเซลล์เพ่ิมข้ึนตามเวลาท่ีเพ่ิมข้ึนซ่ึงสัมพันธ์กับการหาปริมาณเซลล์สัมพัทธ์จากการวิเคราะห์ 
ด้วยวิธี MTT



Cell attachment Cell proliferation

24 hrs 72 hrs

รูปท่ี 4.18 ปริมาณเชลล์ล์มพัทล์ของเซลล์ไลน์มาตรฐานของผํวหนังห!5} บน Cover slip, ฟิล์ม'จากPLCL 0.3%โดยนํ้าหนัก, ฟิล์มจาก PLCL 3% โดยนํ้าหนัก และ Zinc sulphate 0.3 %โดย 
น้ําหนักในน้ําท่ีแห้งบน Cover slip เวลา 5, 24 และ 72 ชั่วโมง (ปริมาณเชลล์เริ่มต้น 20,000 เชลล์/ตัวอย่าง) โดย'วิเคราะห้'ต้วย'วิธี MTT

หมายเหต ุ: ต ัวอ ักษร a -g  แสดงความแตกฝางอย ่างมน ัยสำค ัญ ของปร ิม าณ เซลล ์อ ัมพ ้ทอ ัท ี่ระต ับน ัยสำค ัญ  p < 0 .0 5

C o v e r s lip  คือ กล ุ่มควบค ุมบวก  ท ี่เล ี้ยงเซลล ์บน  C o ve r s lip , 0 .3 %  P LC L  คือ กล ุ่มทดลองท ี่เล ี้ย งเซลล ์บ นฟ ิล ์มท ี่เต ร ียมจาก  P LC L 0 .3%  โด ย น ํ้าห น ัก , 3%  P LC L คือ กล ุ่ม ท ด ลอ งท ี่เล ี้ย งเชลล ์บ น ฟ ิล ์ม ท ี่เต ร ียม จาก  P LC L  

3%  โดยน ํ้าหน ัก , 0 .3%  Z in c  s u lp h a te  คือ ก ล ุ่ม ควบ ค ุมลบ ท ี่เต ร ียมจากสารละลาย  Z in c  s u lp h a te  0 .3% โด ยน ํ้าห น ัก  ป ล ่อยให ้แห ้งบนC o ve r s lip
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Cover slip ฟิล์ม PLCL 0.3% ฟิล์ม PLCL 3% Zinc sulphate 0.3%

àG -f

รูปท่ี 4.19 รูปถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 20 เท่า ของเซลล์ไลน์มาตรฐานผิวหนังห'y (L929 mouse fibroblasts) บน Cover slip, ฟิล์มจาก PLCL 0.3%
โดยน้ําหนัก, ฟิล์มจาก PLCL 3% โดยน้ําหนัก และ Zinc sulphate 0.3 %โดยน้ําหนักในน้ําท่ีแห้งบน Cover slip เวลา 5, 24 และ 72 ช่ัวโมง ^

CT)
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4.4.2 การสลายตัวของท่อนำเส้นประสาท PLCL ในสัตว์'ทดลอง

4.4.2.1 ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล ง น ํ้าห น ัก โม เล ก ุล  การศึกษาการสลายตัวใน 
สัตว์ทดลองของท่อนำเตันประสาท PLCL สัดส่วนโคพอลิเมอร์ Lactic acid : Caprolactone 
75:25 และ Mw ประมาณ 300,000 ต้องการศึกษาว่า PLCL มีการสลายตัวเป็นอย่างไรใน 
สัตว์ทดลอง โดยตรวจสอบการเปล่ียนแปลงน้ําหนักโมเลกุลของวัสดุหลัก PLCL โดยการวิเคราะห์ 
ด้วยวิธี Gel Permeation Chromatography (GPC) [Jeong, SI. และคณะ, 2004] พบว่ามีการ 
เปล่ียนแปลงของน้ําหนักโมเลกุลและ Polydispersity index (PDI) ท่ีเวลาเพ่ิมข้ึน (ตารางท่ี 4.6 
และรูปท่ี4.20) แสดงว่ามีการสลายตัวของ PLCL ท่ีเวลาต่างๆโดยแนวโน้มของ Mn และ Mw จะ 
ลดลงเม่ือเวลาในการฝังเพ่ิมข้ึนแต่จะลดลงไม่มาก โดยท่ีเวลา 8 สัปดาห์เม่ือเทียบกับที'เวลา 0 
สัปดาห์ ค่า Mn ลดลง 57% ค่า Mw ลดลง 47% ส่วนค่า PDI ซ่ึงแสดงการกระจายตัวของสายพอลิ 
เมอร์ท่ีขนาดต่าง  ๆย่ิงมีค่า PDI เพ่ิมข้ึนแสดงว่ามีการกระจายของขนาดท่ีแตกต่างกันมากข้ึน

ตารางที่ 4.6 ผลวิเคราะห์การสลายตัวของท่อนำเตันประสาท PLCL 75:25 โคพอลิเมอร์ (นํ้าหนักโมเลกุล 
300,000) ที่ฝังใต้ผิวหนังหนู Wistar ท่ี เวลา 2, 4 และ 8 สัปดาห์ แล้วนำออกมาวิเคราะห์นํ้าหนักโมเลกุลท่ี 
เปลียนแปลงไปด้วยวิธี Gel Perniation Chromatography (GPC) (ก=3)

เ ว ล า ใ น ก า ร  
ฝ ัง  ( ส ัป ด า ห ์)

Mn(x 1 0 3) เฉ ล ี่ย  
( ร ้อ ย ล ะ )

Mw(x 1 0 3) เฉ ล ี่ย  
( ร ้อ ย ล ะ )

PDI (M J  Mn) 
เฉ ล ี่ย

0 2 4 6 .1 6  (1 0 0 % ) 3 2 5 .0 7  (1 0 0 % ) 1 .2 9
2 1 4 4 .6 1  (5 8 .7 5 % ) 1 8 9 .0 8  (5 8 .1 7 % ) 1 .3 2

4 1 3 0 .3 1  (5 2 .9 4 % ) 1 8 7 .3 8  (5 7 .6 4 % ) 1 .4 4

8 1 0 6 .8 1  (4 3 .3 9 % ) 1 7 0 .8 2  (5 2 .5 5 % ) 1 .6 1
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รูปท่ี 4.20 กราฟการเปลี่ยนแปลงนํ้าหนักโมเลกุลของท่อนำเสันประสาท PLCL จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Gel 
Permeation Chromatography (GPC) ทีเวลา 0, 2, 4 และ 8 ส์ปดาห์ (ท=3)

Mn จะแสดงถึงค่าเฉล่ียของน้ําหนักโมเลกุลตามจำนวนของลายพอลิเมอร์ซ่ึงจะแสดงค่าเฉล่ีย 
ตามเลขคณิตศาตร์โดยท่ัวไปและยังหมายถึงค่าน้ําหนักโมเลกุลท่ีมีจำนวนสูงสุดได้ด้วย ส่วนค่า 
Mw น้ันเป็นค่าเฉล่ียของน้ําหนักโมเลกุลตามน้ําหนักและจะมีค่ามากกว่า Mn เสมอ ในการลดลง 
ของ Mnและ Mw เกิดจากมีการสลายตัวของ PLCL โดยพบว่าท่ี 8 สัปดาห์เม่ือเทียบกับ 0 สัปดาห์ 
มี Mn ลดลง56.61% ค่า M wลดลง47.45% ส่วนค่า PDI เพ่ิมข้ึนจาก 1.29 เป็น1.61 อาจ 
เน่ืองมาจากการท่ีมีการสลายตัวของ PLCL จึงทำให้มีการกระจายของพอลิเมอร์หลายขนาดข้ึน 
ค่า PDI จึงเพ่ิมข้ึนตามไปด้วยแม้เพ่ิมเพียงเล็กน้อย (PDI มาจาก Mwหารด้วย Mn) เพราะฉะน้ันย่ิงมี 
การเพ่ิมข้ึนของ PDI มากจะแสดงถึงว่ามีการกระจายขนาดของลายพอลิเมอร์มากข้ึนด้วยจึงพอ 
อนุมานได้ว่ามีการสลายตัวของ PLCL จึงทำให้มีการกระจายขนาดของสายพอลิเมอร์เพ่ิมข้ึนแม้ 
จะมีการสลายตัวเพียงเล็กน้อยก็ตาม อย่างไรก็ตามเม่ือสังเกตลักษณะจากภายนอกด้วยตาเปล่า 
และภาพถ่าย SEM ยังมียังคงลักษณะรูปร่างเซ่นเดิม แสดงถึงการสลายตัวช้าตังน้ันควรมีการ 
ปรับเปล่ียนสัดส่วนโคพอลิเมอร์เพ่ือให้ท่อนำเสันประสาทสลายตัวได้เร็วขึ้นโดยอาจเลือกใช้ 
อัตราส่วน Lactide:caprolatone ท่ีสูงข้ึนเน่ืองจาก Poly(L-lactide) มีความเป็นผลึกประมาณ 37 
% ส่วน Polycaprolactone มีความเป็นผลึกประมาณ 50 % Polycaprolactone มีความยืดหยุ่น 
สูงและมีค่า Modulus ต่ํา และอัตราการสลายตัวช้ากว่า Poly(L-lactide) (Hakkarainen, M.,
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2002; Barbucci, R., 2002] เม่ือพอลิเมอร์มีความเป็นผลึกสูงการแทรกซึมของน้ําเฃ้าส่สายโซ่ 
โมเลกุลของพอลิเมอร์ยากข้ึนเพราะฉะน้ันควรเลือกสัดส่วนของ Lactide : caprolactone สูงข้ึน 
เพ่ือให้ท่อนำเส์นประสาทท่ีมีการสลายตัวเร็วข้ึนจากการลดส่วนของ Caprolactone ซ่ึงมีความเป็น 
ผลึกสูงกว่าลง

4.4.2.2 การเปลี่ยนแปลงลักษณะโครงสร้าง
จากรูปท่ี 4.21 และ 4.22 พบว่าโดยท่ัวไปส่วนของท่อนำเสันประสาทยังมีลักษณะดังเดิม 

แม้มีการเปล่ียนแปลงน้ําหนักโมเลกุลโดยลดลงประมาณ 50% ในท่ีน้ีไม่ได้หมายความว่าไม่มีการ 
สลายตัวของท่อนำเสันประสาท PLCL แต่ในระหว่างท่ีทำการฝังยังมีการแทรกตัวของเซลล์หรือ 
เน้ือเย่ือท่ีบริเวณของท่อนำเสันประสาทดังน้ันจึงดูเหมือนยังคงไว้ซ่ึงโครงสร้างและลักษณะของท่อ 
นำเสันประสาทดังเดิมแม้มีการสลายตัวเกิดข้ึนก็ตาม และการงอของท่อนำเสันประสาท PLCL ใน 
รูป4.21 ท่ีเวลา 2 และ4 สัปดาห์เกิดจากท่อนำเสันประสาท PLCL ยาวทำให้เม่ือฝังใต้ผิวหนังเกิด 
การพับงอข้ึนต้ังแต่ผ่าฝัง นอกจากน้ียังพบเศษส่ิงแปลกปลอมติดอยู่กับท่อนำเสันประสาทซ่ึงอาจ 
เป็นเน้ือเย่ือหรือเซลล์ท่ีติดอยู่กับตัวอย่างเม่ือนำตัวอย่างไปทำให้แห้งจึงกลายเป็นอนุภาคของแข็ง 
ติดอยู่ท่ีตัวอย่างลักษณะพ้ืนผิวจึงดูเปล่ียนแปลงไปคล้ายมีวัตถุอ่ืนเคลือบอยู่ ท่ีเวลานานข้ึนพบว่า 
ลักษณะพ้ืนผิวมีการผุกร่อนไปจากเดิมโดยเฉพาะในสัปดาห์ท่ี 8 พบ1ว่ามีการผุกกร่อนและดูมี 
ลักษณะพรุนเพ่ิมข้ึนอย่างซัดเจน เน่ืองมาจากการสลายตัวของ PLCL ซ่ึงไปด้วยกันกับผลของ
GPC ท่ีพบว่ามีการลดลงของ Mn และ Mw และมีการเพ่ิมข้ึนของ PDI

รูปท่ี 4.21 รูปถ่ายท่อนำเล้นประสาท PLCL ที่ปลูกถ่ายบนหลังหนู Wistar เป็นเวลา 0, 2, 4 และ 8 สัปดาห์ก่อน 
ถูกนำมาวิเคราะห์ด้วย SEM และ GPC
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รูปท่ี 4.22 ภาพถ่ายภายใต้กล้อง Scaning electron microscope (SEM) ของท่อ PLCL ที่ปลูกถ่ายบนหลังห^ Wistar เป็นเวลา 0, 2, 4 และ 8 สัปดาห์

๐
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4.4.3 ผลการทดสอบการเจร ิญ ของเส ้นประสาทในท ่อนำเส ้นประสาท PLCL แบบมี 
โปรตีนตัวเติมในสัตว์ทดลอง

ท่อนำเลันประสาท PLCL เลันผ่านศูนย์กลางภายในประมาณ 1.6 mm หนาประมาณ 0.3 
mm ยาว 1.4 cm ท่ีบรรจุโปรตีนตัวเติมและทำการเช่ือมขวางโปรตีนตัวเติมด้วยรังสีเอ็กช์จาก 
พลาสมาจากก๊าซอาร์กอน โดยคอลลาเจนและเจลาตินซนิด A ท่ีสภาวะความตันก๊าซอาร์กอน 1 
มิลลิบาร์ ท ี่5 พัลส์’ และเจลาตินชนิด B ท่ีความตันก๊าชอาร์กอน 1 มิลลิบาร์ ท่ี 1 พัลส์’ภายหลังได้ 
นำมาดูดซับด้วยโกรทแฟคเตอร์คือ NGF และนำมาเช่ือมต่อเลันประสาท sciatic ของหนู Wistar ท่ี 
มีระยะห่างระหว่างปลายขาด 1 เซนติเมตร เพ่ีอทดสอบการเจริญของเลันประสาทท่ีเวลา 1 เดือน 
โดยต้องการใช้คุณสมบัติของความแตกต่างระหว่างประจุของโกรทแฟคเตอร์และโปรตีนตัวเติม 
เพ่ีอช่วยในการควบคุมการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์ซ่ึงในท่ีน้ืคือ NGF (ประจุบวก) [Flerrup, K. 
และ Shooter, E.M., 1993] จากเจลาตีนชนิด B ช่ืงมีประจุลบ แต่ต้องการใช้คอลลาเจนและเจ 
ลาตีนชนิด A ช่ืงมีประจุโดยรวมเป็นบวก [Tabata, Y. และคณะ, 1998a; 1998b; 1999; Young, 
ร. และคณะ, 2005] เป็นกลุ่มควบคุมลบท่ีใช้ในการเปรียบเทียบกับเจลาตินชนิด B เพ่ีอศึกษาผล 
ในการช่วยควบคุมปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์ท่ีมีต่อการงอกของเลันประสาท

จากการศึกษาพบว่าท่อนำเลันประสาทลามารถคงรูปของท่ออยู่, ไม่ยุบแฟบหรือหักงอแต่ 
อย่างใด และเม่ือนำผ่านกระบวนการเตรียมตัวอย่างและย้อมสีลำหรับล่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
พบว่าท่อนำเลันประสาทยังคงลักษณะเช่นเดิม แสดงถึงการสลายตัวค่อนช้างช้าและโดยรอบท่อ 
นำเลันประสาท PLCL มีเน้ือเย่ึอพังผืดหุ้มโดยรอบท่อ (รูปท่ี 4.23) อันเน่ืองมาจากท่อนำ
เลันประสาท PLCLb]นล่ิงแปลกปลอมท่ีนำมาฝังภายในร่างกายจึงเกิดปฏิกิริยาตอบสนองของของ 
ร่างกายต่อท่อนำเลันประสาท
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เออพิงผิด
PLCL '

> ภาอใ.'นท่อPLCL ท5' 
การจริญของฟเนประสาท

ร ูปท ี่ 4 .2 4  ท ่อ น ำ เส ัน ป ระส าท  P L C L  3 %  โด ย น ํ้าห น ัก  บ ร รจ ุค อ ล ล า เจ น  0 .8 %  โด ย น ํ้าห น ัก  (ก ำล ังข ย าย  10  เท ่า ) 

ท ี่เช ื่อ ม ต ่อ ก ับ เล ัน ป ระส าท  s c ia t ic  ข อ งห น ู W is ta r  เพ ศ ผ ู้ห น ัก ป ระม าณ  2 5 0  กร ัม  เป ็น เวล า 1 เด ือน  (ย ้อ ม ด ้วย ส ี 

M e th y le n e  b lu e )  ท ีม ี M u lt in u c le a te  g ia n t  c e l ls  (ช ีด ้ว ย ล ูก ศ รส ีแ ด ง ), ล ูก ศ รส ีน ำ เง ิน แ ล ะล ูก ศ รส ีเข ีย วช ีแ ส ด ง  

ห ล อ ด เล ือ ด แ ละ เล ัน ป ระสาท ท ี่เก ิด ข ึ้น  ต าม ล ำด ับ

•ะ*..,

ร ูปท ี่ 4 .2 3  ร ูป ท ่อ น ำเล ัน ป ระส าท  P L C L  3 %  โด ย น ํ้าห น ัก  บ รรจ ุค อ ล ล าเจ น  0 .8 %  โด ย น ํ้าห น ัก  (ก ำล ังข ย าย  4  เท ่า ) 

ท ี่เช ื่อ ม ต ่อ ก ับ เล ัน ป ระส าท  s c ia t ic  ข อ งห น ู W is ta r  เพ ศ ผ ู้ห น ัก ป ระม าณ  2 5 0  กร ัม  ท ี่เวล า  1 เด ือน  (ย ้อ ม ด ้วย ส  ี

T o lu id in e  b lu e )  โด ยพ บ เน ื้อ เย ื่อ พ ังผ ืด  (ป ีก ก าส ีเห ล ือ ง ) ห ุ้ม ภ าย ห ล ัง , ล ูก ศ รส ีเห ล ือ งแ ส ด งช อ บ เข ต ข อ งท ่อ  P L C L  

แ ละล ูก ศรส ีฟ ้าแ ส ด งด ้าน ภ าย ใน ท ่อ ท ี่บ รรจ ุโป รต ีน ช ึ่งม ีก าร เจ ร ิญ ขอ งเล ัน ป ระส าท
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นอกจากน้ียังมีการเกิดซองหลอดเลือดภายในบริเวณท่ีบรรจุโปรตีนตัวเติมโดยพบตลอด 
ความยาวของท่อนำเล้นประสาท แสดงถึงว่าไม่มีปัญหาด้านการขาดหลอดเลือดเพ่ือส่งสารอาหาร 
มาหล่อเล้ียงเส้นประสาทท่ีกำลังเจริญโดยคาดว่าหลอดเลือดเหล่าน้ีมาจากหลอดเลือดในส่วนต้น 
ของเลันประสาทท่ีขาด (Proximal stump) และอีกส่วนน่าจะมาจากด้านนอกแล้วแทรกเข้ามาใน 
ผนังของท่อนำเล้นประสาท PLCL และยังพบว่ามี Multinucleate giant cells อยู่โดยท่ัว (รูปท่ี 
4.24) ในบริเวณรอยต่อระหว่างท่อนำเล้นประสาท PLCL กับเน้ือเย่ือเล้นประสาทซ่ึงเป็นการ
ตอบสนองปกติของร่างกายท่ีมีต่อส่ิงแปลกปลอมจากภายนอกร่างกาย เพ่ือกำจัดส่ิงแปลกปลอม 
จากภายนอกร่างกายเพ่ือไม่ให้เกิดลันตรายต่อส่วนต่างๆของร่างกายด้วย ซ่ึงในส่วนน้ียังเป็นการ 
ช่วยกำจัด PLCL ตามกลไกของร่ายกายนอกเหนือจากการย่อยสลายโดยกระบวนการทางชีวภาพ 
ภายในร่างกาย (เท vivo biodegradation) อย่างใรก็ตามกลุ่มก้อนของเซลล์เม็ดเลือดขาวพบใน 
ปริมาณไม่มากท้ังในเน้ือเย่ือเล้นประสาทหรือในว้สดุ PLCL

ในส่วนของการงอกใหม่ของเล้นประสาทที่เวลา 1 เดือน ภายหลังจากเชื่อมต่อ
เล้นประสาทด้วยท่อนำเล้นประสาท PLCL จากการลังเกตสไลด์ด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่าท่อนำ 
เล้นประสาทท่ีบรรจุตัวเติมท้ัง3 ชนิด (รูปที่4.25 ถ ึง4.33) มีการงอกใหม่ของเล้นประสาทขนาด 
เล็กอยู่และเม่ือตัดตัวอย่างในส่วนของท่อนำเล้นประสาทออกเป็นท่อนส้ัน  ๆท่อนละ 2 มม. พบว่า 
หลังจากท่อนท่ี 3 จะไม่พบเล้นประสาทแสดงว่าเล้นประสาทงอกใปใด้อย่างน้อย 6 มม. 
เพราะฉะน้ีนเพ่ือให้เห็นความชัดเจนจึงได้เปรียบเทียบภาพในท่อนท่ี 1 ถึง 3 ซ่ึงพบว่าท่อนำ 
เล้นประสาท PLCL ท่ีบรรจุเจลาดินท้ัง 2 ชนิดทำให้เกิดการงอกใหม่ของเล้นประสาทโดยรวม 
ใกล้เคียงกันและท่อนำเล้นประสาท PLCL ท่ีบรรจุคอลลาเจน 2 ใน 3 ของจำนวนตัวอย่าง (ก=3) มี 
การงอกใหม่ชองเล้นประสาทหนาแน่นน้อยกว่าเจลาดินท้ัง 2 ชนิดอย่างเห็นได้ชัด ท้ังน้ีแม้ว่าเจ 
ลาดินชนิด A ซ่ึงใช้เป็นกลุ่มควบคุมลบ แต่กลับให้ผลในการส่งเสริมการเจริญของเล้นประสาท 
ใกล้เคียงกับเจลาดินชนิด B อาจเน่ืองมาจากกระบวนการในข้ันตอนการเช่ือมขวางโดยรังลีเอ็กซ์ 
จากพลาสมาของก๊าซอาร์กอนท่ีอาจมีผลต่อประจุซองเจลาดินชนิด A แต่ยังไม่สามารถหาสาเหตุท่ี 
แท้จริงได้ และเม่ือสังเกตการงอกใหม่ของหลอดเลือดภายในบริเวณท่ีบรรจุโปรตีนตัวเดิมทุกชนิด 
ซ่ึงมีการเจริญของหลอดเลือดเป็นจำนวนมาก แสดงว่าท่อนำเส้นประสาทท่ีบรรจุโปรตีนตัวเดิมท้ัง 
3 ชนิดสามารถส่งเสริมการงอกใหม่ของหลอดเลือดได้ท้ัง 3 ชนิด อย่างไรก็ตามผลการศึกษาการ 
เจริญของเส้นประสาทในท่อนำเล้นประสาท PLCL แบบบรรจุโปรตีนตัวเดิมท่ีควบคุมการ
ปลดปล่อยโกรทแฟตเตอร์น้ีเป็นการศึกษาเบ้ืองต้น เพราะฉะน้ีนควรมีการศึกษาเพ่ิมเดิมในเรอง 
ของระยะเวลา เพ่ือให้เห็นความแตกต่างของความหนาแน่นเส้นประสาทท่ีงอกใหม่อย่างชัดเจนใน 
ท่อนำเล้นประสาท PLCL ท่ีบรรจุโปรตีนตัวเดิมต่างชนิดกัน นอกจากน้ีควรจะทำการเปรียบเทียบ
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ในเซิงปริมาณของคุณภาพใยประสาทท่ีงอกไหม่ เช่น จำนวนและขนาดใยประสาท ความหนาแน่น 
ใยประสาท เป็นต้น ซ่ึงในการศึกษาน้ีใม่สามารถทำได้เพราะท่ีระยะเวลา 1 เดือน ขนาด Axon ยัง 
เล็กเกินกว่าจะทำการวัดเซิงปริมาณไต้



><
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คอลลาเจน เจลาติน ชนิด A เจลาดิน ชนิด B

รูปท่ี 4.25 ภาพตัดขวางจากกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 4 และ 20 ของท่อ PLCL ชื่งบรรจุโปรตีนตัวเติมแล้วผ่านการเชื่อมขวางและดูดซับด้วย NGF 440 ng จากตัวอย่างท่อนที่ 1
ห'y ตัวท่ี 1 (ท=3) ท่ีเชื่อมต่อเล้นประสาท sciatic ของห,y Wistar เพศผู้ หนัก 250 กรัม เป็นเวลา 1 เดือน (แสดง Axon ในวงกลมสีเขียว และหลอดเลือดในวงกลมสีดำ)
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รูปท่ี 4.26 ภาพตัดขวางจากกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 4 และ 20 เท่าของท่อ PLCL ซึ่งบรรจุโปรตีนตัวเติมแล้วผ่านการเชื่อมขวางและดูดซับด้วย NGF 440 ng จากตัวอย่างท่อนที่ 1
ห'yตัวท่ี 2 (ท=3) ท่ีเชื่อมต่อเล้นประสาท sciatic ของห^ Wistar เพศผู้ หนัก 250 กรัม เป็นเวลา 1 เดือน
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รูปท่ี 4.27 ภาพตัดขวางจากกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 4 และ 20 เท่า ของท่อ PLCL ซึ่งบรรจุโปรตีนตัวเติมแล้วผ่านการเชื่อมขวางและดูดซับด้วย NGF 440 rig จากตัวอย่างท่อนที่ 1
ห'y ตัวท่ี 3 (ท=3) ที่เชื่อมต่อเล้นประสาท sciatic ของหy  Wistar เพศผู้ หนัก 250 กรัม เป็นเวลา 1 เดือน



รูปท่ี 4.28 ภาพตัดขวางจากกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 4 และ 20 เท่า ของท่อ PLCL ซึ่งบรรจุโปรตีนตัวเติมแล้วผ่านการเชื่อมขวางและดูดซับด้วย NGF 440 ng จากตัวอย่างท่อนที่ 2
ห'yตัวท่ี 1 (ท=3) ที่เชื่อมต่อเล้นประสาท sciatic ของหนู Wistar เพศผู้ หนัก 250 กรัม เป็นเวลา 1 เดือน

คอลลาเจน เจลาติน ซนิด A เจลาดิน ชนิด B
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รูปท่ี 4.29 ภาพตัดขวางจากกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 4 และ 20 เท่า ของท่อ PLCL ซึ่งบรรจุโปรตีนตัวเติมแล้วผ่านการเชื่อมขวางและดูดซับด้วย NGF 440 ng จากตัวอย่างท่อนที่ 2
หนูตัวท่ี 2 (ท=3) ที่เชื่อมต่อเล้นประสาท sciatic ของหนู Wistar เพศผู้ หน์ก 250 กรัม เป็นเวลา 1 เดือน



รูปท่ี 4.30 ภาพต้ดขวางจากกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 4 และ 20 เท่า ของท่อ PLCL ซึ่งบรรจุโปรตีนตัวเติมแล้วผ่านการเชื่อมขวางและดูดซับด้วย NGF 440 ng จากตัวอย่างท่อนที่ 2
หนูตัวท่ี 3 (ท=3) ที่เชื่อมต่อเล้นประสาท sciatic ของหนู Wistar เพศผู้ หนัก 250 กรัม เป็นเวลา 1 เดือน 120
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รูปท่ี 4.31 ภาพตัดขวางจากกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 4 และ 20 เท่า ของท่อ PLCL ซึ่งบรรจุโปรตีนตัวเติมแล้วผ่านการเชื่อมขวางและดูดซับด้วย NGF 440 ng จากตัวอย่างท่อนที่ 3
vn̂ ติโวท่ี 1 (ท=3) ที่เชื่อมต่อเล้นประสาท sciatic ของหผู Wistar เพศผู้ หนัก 250 กรัม เป็นเวลา 1 เดือน
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รูปท่ี 4.32 ภาพตัดขวางจากกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 4 และ 20 เท่า ของท่อ PLCL ชื่งบรรจุโปรตีนตัวเติมแล้วผ่านการเชื่อมขวางและดูดซับด้วย NGF 440 ng จากตัวอย่างท่อนที่ 3
หนูตัวท่ี 2 (ท=3) ที่เชื่อมต่อเล้นประสาท sciatic ของหนู Wistar เพศผู้ หนัก 250 กรัม เป็นเวลา 1 เดือน



คอลลาเจน เจลาตัน ซนด A เจลาตัน ชนิด B
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รูปท่ี 4.33 ภาพตัดขวางจากกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 4 และ 20 เท่า ของท่อ PLCL ซึ่งบรรจุโปรตีนตัวเติมแล้วผ่านการเชื่อมขวางและดูดซับด้วย NGF 440 ng จากตัวอย่างท่อนที่ 3
ห'yตัวท่ี 3 (ท=3) ที่เชื่อมต่อเล้นประสาท sciatic ของหy  Wistar เพศผู้ หนัก 250 กรัม เป็นเวลา 1 เดือน



124
เม่ือเปรียบเทียบผลการศึกษาน้ีกับรายงานผลการศึกษาของ สิทธพร แอกทอง และคณะ 

(ปี 2549) ในเช่ือมต่อเส้นประสาท sciatic ของหนู Wistar ด้วยท่อนำเกันประสาทแบบกลวงของ 
PLCL สัดส่วน Lactide : caprolactone 50:50 พบว่าเส้นประสาทท่ีงอกใหม่จำนวนมากมี 
ลักษณะไม่ทอดยาวตามแนวของท่อนำเส้นประสาทแต่จะอยู่ตามแนวขวาง (รูป 4.34) ซ่ึงเป็น 
อุปสรรคต่อการเจริญไปสู่อวัยวะส่วนปลายท่ีเส้นประสาทเคยควบคุมอยู่ ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงไม่ 
เลือกไซ้การเช่ือมต่อด้วยท่อนำเส้นประสาท PLCL เปล่าท่ีไม่มีโปรตีนตัวเติม เน่ืองจากทำให้ทิศ 
ทางการงอกของ Axon ไม่เป็นระเบียบท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากการไม่มี Scaffold คอยพยุง Axon ท่ี 
งอกใหม่ในช่วงแรกๆ

ร ูปท ี่ 4 .3 4  ภ าพ เส ้น ป ระ ส าท ย ้อ ม ด ้ว ย ส ี T o lu id in e  b lu e  (ก ำล ังข ย าย  2 0  เท ่า ) ภ าย ใน ท ่อ น ำ เส ้น ป ระส าท  P L C L  

ล ัด ส ่วน  L a c t id e  : c a p r o la c to n e  5 0 :5 0  ท ี่เช ื่อ ม ต ่อ เส ้น ป ระส าท  s c ia t ic  ใน ห น ู W is ta r  เป ็น เวล า 2  เด ือน  ซ ึ่งม ี 

ก ารงอ ก ข อ งเส ้น ป ระส าท ต าม แ น วข วาง เป ็น จ ำน วน ม าก

[ท่ีมา ะ สิทธิพร แอกทอง และคณะ, 2549]

เม่ือเปรียบเทียบการศึกษาการเช่ือมต่อเส้นประสาทของวิทยานิพนธ์น้ีกับงานวิจัยท่ีใซ้ท่อ 
นำเส้นประสาทจาก PLCL ของ Nicoli Aldini N. ปี 1996 และ 2000 ซ่ึงใช้ท่อนำเส้นประสาทจาก 
PLCL สัดส่วนโคพอลิเมอร์ Lactide : Caprolactone 50:50 เส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 1.3 มม. 
หนา 175ไมโครเมตรยาว 1.2 ซม. เช่ือมต่อกับเส้นประสาท sciatic ของหนู Wistar ท่ีมีระยะห่าง 
ระหว่างปลายขาดเท่ากับ10มม.โดยท่อนำเส้นประสาท plclT,ห้คุณสมบติเ:ชิงกลท่ีดีสามารถทำ 
การเย็บได้โดยง่ายโดยท่อนำเส้นประสาทไม่แตก โดยท่ีเวลา 30 วัน มีการเจริญของ Schwann cell
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และเลันประสาทท่ีงอกใหม่ ท่ีเวลา 180 วัน พบการงอกของเลันประสาท, Axon ท่ีมี Myelin หุ้ม 
และการกสับคืนหน้าท่ีของเลันประสาทไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญเม่ือเปรียบเทียบกับเน้ือเย่ือ 
เลันประลาทรองคัวหนู Wistar เอง (Autologous nerve grafts) และคัวท่อนำเลันประสาทมีการ 
สลายคัว (ลังเกตด้วย Light microscopy และ Electron microscopy) เกือบสมบูรณ์ที 180 วัน 
นอกจากน้ืพบว่ามี Multinucleate giant cell ท่ีเน้ือเย่ือเก่ียวพันโดยรอบท่อนำเลันประสาทแต่ไม่ 
พบการอักเสบเกิดข้ึนและท่อนำเลันประสาทไม่ก่อให้เกิดพิษ เม่ือเปรยบเทียบงานวิจัยดังกล่าวกับ 
ผลการศึกษาการเซ่ีอมต่อท่อนำเลันประสาท PLCL กับเลันประสาท sciatic ท่ี 1 เดือน ของ 
วิทยานิพนธ์น้ืพบว่าส่ิงท่ีพบเช่นเดียวกันคือ Multinucleate giant cell แต่อยู่ในเน้ือ PLCL และไม่ 
มีการอักเสบเกิดข้ึนรวมถึงท่อนำเลันประสาทยังคงสภาพอยู่เช่นเดิมเช่นเดียวกันและยังลังเกตเห็น 
Axon ท่ีงอกใหม่และ Schwann cell เช่นเดียวกัน

จากรายงานการศึกษาท่ีเกียวข้องกับการใช้ส่ิงต่างๆบรรจุภายในท่อนำเลันประสาทพบ 
การใช้คอลลาเจนบรรจุภายในท่อนัาเลันประสาท ดังในการศึกษาของ Matsumoto K. และคณะ 
(ปี 2000) ท่ีใช้คอลลาเจนแบบฟองน้ืาช่ึงเช่ีอมขวางด้วย ความร้อนสุญญากาศ บรรจุภายในท่อนำ 
เลันประสาท Poly(glycolic acid) และเชือมต่อเลันประสาท Peroneal ในBeagle dog ทีมีระยะ 
ขาด 80 มม. พบว่าท่ีเวลา 12 เดือน เลันประสาทงอกผ่านล่วนท่ีขาดและท่ีเวลา 10-12 เดือน 
สัตว์ทดลองสามารถเดินได้เกือบเป็นปกติ ซ่ึงในการศึกษาน้ีเปรียบเทียบเฉพาะกลุ่มควบคุมลบ 
(คัดเลันประสาทแล้วไม่ได้เช่ือมต่อ) เท่าน้ัน ในล่วนของการใช้เจลาดินน้ันยังไม่พบการใช้เจลาดิน 
บรรจุภายในท่อนัาเล้นประสาท แต่พบของ Chen Y และคณะ (ปี 2005) ซ่ึงใช้ท่อนำเล้นประสาทท่ี 
ผลิตจากเจลาดินและเช่ือมขวางด้วย Gepinin และนำไปเช่ือมต่อกับเล้นประสาท sciatic ท่ีมีระยะ 
ขาด 10 มม. ในหนู Sprague-Dawlay พบว่ามีการเจริญของเลันประสาทผ่านส่วนท่ีขาดท่ีเวลา 6 
สัปดาห์รวมถึงท่ีเวลา 8 สัปดาห์ยังมีพ้ืนท่ีของเล้นประสาทรวม (Total nerve area) เพ่ิมข้ึนเม่ือ 
เทียบกับ 4 และ 6 สัปดาห์อย่างไรก็ตามในการศึกษาน้ืไม่ได้ใช้กลุ่มเปรียบเทียบกับกลุ่มทดลอง 
อ่ืน

นอกจากน้ืยังมีรายงานการศึกษาชอง Doug youn L และคณะ (ปี 2006) ท่ีใช้ท่อนำ 
เล้นประสาท Poly (L-lactide-co-glycolic acid) ซ่ึงภายในท่อเคลือบด้วยคอลลาเจน แล้วนำมา 
เช่ือมต่อเลันประสาท Peroneal ในกระต่าย ท่ีมีระยะ'ขาด 15 มม. พบว่ามีจำนวนเลันใยประสาทท่ี 
มี Myelin หุ้มและค่าคล่ืนไฟฟ้าของกล้ามเน้ือสูงกว่ากลุ่มควบคุมท่ีใช้หลอดเลือด Jugular 
เช่ือมต่อ

การศึกษาวิจัยที่ใช้เซลล์ที่ส่งเสริมการเจริญของเลันประสาทบรรจุภายในท่อนำ 
เลันประสาท ดังกรณีการศึกษาของ Keilhoff G และคณะ (ปี 2003) และ stang F และคณะ (ปี 
2005) ท่ีใช้ Schwann cell บรรจุในท่อนำเลันประสาทคอลลาเจนแล้วเช่ือมต่อเลันประสาท
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sciatic ท่ีมีระยะขาด 20 มม. ในหนู Wistar พบว่ามีการเจริญของเล่นประสาทมากกว่ากลุ่มท่ีใม่มี 
Schwann cell

ในงานวิจัยท่ีใช้ท่อนำเล่นประสาทแบบท่ีมีการควบคุมการปลดปล่อย พบว่ามีการศึกษา 
ของ Lee A และคณะ (ปี 2003) ท่ีใช้โปรตีน Fibrin ช่วยในการควบคุมการปลดปล่อย NGF ในท่อ 
นำเล่นประลาทซิลิโคนท่ีเช่ือมต่อกับเล่นประสาท sciatic ท่ีมีระยะ1ขาด 13 มม. ในหนู Wistar 
พบว่าการเจริญของเล่นประสาทข้ึนกับขนาดของปริมาณ NGF ท่ีมากข้ึนและจำนวนเล่นใย 
ประสาทท้ังล่วนกลางและล่วนปลายท่ีเจริญภายในท่อนำเล่นประสาทใม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม 
ท่ีใช้เล่นประสาท sciatic มาเช่ือมต่อ และยังมีการศึกษาของ Xu X และคณะ (ปี 2003) ท่ีใช้ 
อนุภาคขนาดเล็ก (Microsphere) ของ Poly(phosphoester) (PPE) ในการควบคุมการปลดปล่อย 
NGF ภายในท่อนำเล่นประสาทท่ีผลิตจาก PPE เช่ือมต่อกับเล่นประสาท sciatic ในหนู Wistar 
พบว่ากลุ่มท่ีใช้ท่อนำเล่นประสาทท่ีบรรจุ Microsphere จาก PPE ช่วยในการควบคุมการ 
ปลดปล่อย NGF มีเล่นผ่านศูนย์กลางของเล่นประสาทใหญ่กว่าและหนาแน่นกว่ากลุ่มควบคุมท่ีใช้ 
Microsphere ทีไม่มี NGF

ในล่วนของการใช้เจลาดินควบคุมการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอริภายในท่อนำเล่นประสาท 
ยังไม่พบข้อมูลแต่พบเพียงการศึกษาท่ีใช้เจลาดินควบคุมการปลดปล่อยโกรทแฟตเตอร์ในโครง 
เล้ียงเซลล์ (Scaffold) ชนิดอ่ืน ดังในกรณีการศึกษาวิจัยของ Chen P. และคณะ ในปี 2005 ท่ีใช้เจ 
ลาดิน (ไม่ระบุชนิด) ควบคุมการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอริโดยการจับกันระหว่างโกรทแฟคเตอริ 
และเจลาดิน โดยใช้สารเคมีช่วยในการเช่ือมขวาง ซ่ึง Scaffold จากเจลาดินท่ีผสม Tricalcium 
phosphate ถูกเช่ือมขวางด้วยกลูทาราลดีไฮด์ความเข้มข้น 1 % แล้วจึงนำมาเช่ือมขวางกับ NGF 
โดยใช้ 1-ethyl-3-(3 dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDAC) ซ่ึงเป็นสารเช่ือมขวาง 
ระหว่างหมู่คาริบอกชีท่ีอยู่บนพ้ืนผิวของเจลาดินและหมู่เอมีนของ NGF โดยอาศัยพันธะโควาเลนต์ 
การสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล์จะช่วยปลดปล่อย NGF ที่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงรูปร่าง 
(Differentiation) ของ PC12 cell (ใน เท vitro ท่ีเวลา 7 วัน) ล่วนการปลดปล่อย NGF (ใช้เวลา 
ทดสอบ 2 เดือน) พบว่า NGF จะถูกปลดปล่อยออกมาแบบการแพร่ (Diffusion) ซ่ึงปลดปล่อย 
ออกมาอย่างรวดเร็วในช่วงวันแรกและหลังจากน้ันการปลดปล่อยจะเกิดจากการสลายตัวของ 
พ้ืนผิว(รนrface degradation) ของ Scaffold เม่ือทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์พบว่าเป็นพิษต่อ 
เซลล์เพียงเล็กน้อย ซ่ึงคาดว่าอาจเกิดจากกลูทาราลดีใฮด์ท่ีใช้เช่ือมขวาง

ในงานวิจัยท่ีใช้เจลาดินกับวิศวกรรมเน้ือเย่ืออ่ืนนอกเหนือจากเล่นประสาทพบการศึกษา 
ของ Tabata Y และคณะ (ปี 1999) ท่ีศึกษาการปลดปล่อย bFGF แบบ เท vitro และการสลายตัว 
ใน เท vivo (Mice) ของ bFGF โดยใช้ Scaffold จากเจลาดินชนิด A และเจลาดินชนิด B ท่ีเช่ือม 
ขวางด้วยกลูทาราลดืใฮด์ และนอกจากน้ืยังศึกษาการสร้างหลอดเลือดโดยประเมินจากการ
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ตรวจวัด เม็ดเลือดแดงจากเน้ือเย่ือบริเวณรอบๆท่ีฝัง Scaffold ภายในช้ันใต้ผิวหนังของหนู Mice 
จากการศึกษาพบว่า bFGF ถูกปลดปล่อยออกมาจากเจลาดินชนิด B ไดในวันแรกและหลังจากน้ัน 
การปลดปล่อยจะค่อนข้างคงท่ีและเป็นป!'มาณน้อยอาจเน่ืองมาจากผลของการเกิดการจับกันของ 
ประจุระหว่าง bFGF และเจลาดินชนิด B โดยการปลดปล่อยของ bFGF ท่ีคงท่ีหลังจากวันแรกเกิด 
จากการสลายตัวของเจลาดินชนิด B ในส่วนของเจลาดินชนิด A น้ัน bFGF จะถูกปลดปล่อย 
ออกมาเกือบ 100 % เลยในช่วงแรก โดยพบว่าการปลดปล่อยเป็นแบบการแพร่ธรรมดา เป็นตังน้ี 
เน่ืองจากไม,เกิดการจับกันของประจุระหว่าง bFGF และเจลาดินชนิด A ในล่วนของการลลายตัว 
พบว่าเจลาดินชนิด B และเจลาดินชนิด A ซ่ึงซึมซับ bFGF ท่ีมีปริมาณการดูดซับน้ํา (Water 
content) สูงจะมีการสลายตัวเร็วกว่า Scaffold ท่ีมีปรมาณการดูดซับน้ําต่ําและเม่ึอศึกษาการเกิด 
หลอดเลือดใหม่พบว่า bFGF ท่ีซึมซับด้วยเจลาดินชนิด B จะมีการสร้างหลอดเลือดในระยะเวลาท่ี 
นานกว่าล่วน bFGF ท่ีซึมซับด้วย เจลาดินชนิด A จะมีการสร้างหลอดเลือดช่วงด้นเน่ืองจากมีการ 
ปลดปล่อย bFGF ออกมาเกือบท้ังหมดในช่วงด้น งานวิจัยเหล่าน้ืจะควบคุมการปลดปล่อยโกรท 
แฟคเตอร์จากเจลาดินโดยการเช่ือมขวางด้วยสารเคมีหรืออาจใช้คุณสมบัติของความแตกต่าง 
ระหว่างประจุในการช่วยควบคุมการปลดปล่อยโกรทแฟตเตอร์ ในงานวิทยานิพนธ์น้ืด้องการ
ใช้คุณสมบัติของความแตกต่างระหว่างประจุช่วยในการควบคุมการปลดปล่อย NGF (ประจุบวก) 
[Flerrup, K. และ Shooter, E.M., 1993] จากเจลาดินชนิด B ซ่ึงมีประจุลบ แต่ต้องการใช้คอลลา 
เจนและเจลาดินชนิด A ซ่ึงมีประจุโดยรวมเป็นบวก [Tabata, Y. และคณะ, 1998a; 1998b; 1999; 
Young, ร. และคณะ, 2005] เป็นกลุ่มควบคุมลบท่ีใช้ในการเปรียบเทียบกับเจลาดินชนิด B พบว่า 
ผลการศึกษาการเจริญของเลันประสาทในหนู Wistar ท่ีเช่ือมต่อเลันประสาท sciatic เป็นเวลา 1 
เดือน ในท่อนำเลันประสาท PLCL ท่ีบรรจุเจลาดินชนิด A และเจลาดินชนิด B ให้ผลในการงอก 
ใหม่ของเลันประสาท (ลังเกตจากภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์) ใกล้เคียงกันและสูงกว่าท่อนำ 
เลันประสาท PLCL ท่ีบรรจุคอลลาเจนอย่างเหินได้ซัดเจน เม่ือเปรียบเทียบกับผลการศึกษาการ 
ปลดปล่อย NGF จากโปรตีนตัวเดิมแบบฟองน้ําท่ีเจลาดินชนิด B มีการปลดปล่อย NGF ออกมา 
น้อยท่ีสุด ซ่ึงให้ผลลอคคล้องกับผลการศึกษาการเจริญของเลันประสาทในหนู Wistar ท่ีเจลาดิน 
ชนิด B มีการงอกใหม่ของเล้นประสาทจำนวนมากแต่กรณีของเจลาดินชนิด A ท่ีให้ผลดีในการงอก 
ของเล้นประสาทใกล้เคียงกับเจลาดินชนิด B อาจเน่ืองมาจากมีการเปล่ียนแปลงประจุของเจลาดิน 
ชนิด A ในระหว่างกระบวนการผลิตและช้ันตอนศึกษาโปรตีนตัวเดิมซ่ึงอาจต้องทำการศึกษา 
เพ่ิมเดิมต่อใป

จากการศึกษาในวิทยานิพน์น้ืพบว่าสามารถผลิตท่อนำเล้นประสาทจาก PLCL ลัดล่วน 
Lactide: caprolactone 75:25 จากความเข้มข้น 3% โคยน้ําหนัก ท่ีมีฃนาดเล้นผ่านศูนย์กลาง 
ภายใน1.6 มม. หนาประมาณ0.3 มม. ซ่ึงอยู่ในช่วงของขนาดท่ีใช้ในงานศึกษาวิจัยหรือท่ี
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จำหน่ายในทางการค้าท่ีมีเสันผ่านศูนย์กลางภายในอยู่ในช่วง 1.5- 10 มม. และความหนาอยู่ 
ในช่วง0.1-0.8มม.และขนาดรูพรุนพ้ืนผิวภายนอกเฉล่ียประมาณ 1 ไมครอน ซ่ึงเป็นขนาดท่ีเล็ก 
กว่าขนาดหลอดเลือด (8 ไมโครฒตร) แต่อย่างไรก็ตามยังมีบางรูพรุนท่ีมีขนาดใหญ่กว่าซ่ึงจาก 
การศึกษาได้แสดงให้เห็นว่าหลอดเลือดสามารถเจริญเข้ายู่ภายในท่อได้ แต่ขณะเดียวยันรูพรุน 
ขนาดเล็กน้ีก็เป็นประโยชน์ในการป้องยันเน้ือเย่ือพังผืดไม่ให้เจริญแทรกเข้ามาภายในท่อนำ 
เสันประสาทซ่ึงทำให้ข้ดฃวางการเจริญชองเสันประสาทได้ในด้านการสลายตัวพบว่าท่อนำ 
เสันประสาทท่ีผลิตข้ึนสลายตัวค่อนข้างข้าจึงควรมีการปรับลัดส่วนของ Lactide: caprolactone 
ให้สูงข้ึนเพ่ีอไม่ให้สลายตัวข้าเกินไป และในส่วนของการศึกษาการเจริญของเสันประสาทในท่อนำ 
เสันประสาทท่ีบรรจุโปรตีนตัวเติม (ท่ีเช่ือมขวางด้วยรังสีเอ็กซ์จากพลสามาชองก๊าชอาร์กอน) ซ่ึง 
ช่วยควบคุมการปลดปล่อย NGF พบว่าเสันประสาทสามารถเจริญในท่อนำเสันประสาทท่ีบรรจุ 
ด้วยเจลาดินท้ังสองชนิดมากกว่าท่อนำเสันประสาท PLCL ท่ีบรรจุคอลลาเจนอย่างชัดเจน แต่ 
อย่างไรก็ตามเพ่ีอให้เห็นความแตกต่างอย่างชัดเจนในการเจริญของเสันประสาทควรศึกษาโดยใช้ 
ระยะเวลาเพ่ิมเติมข้ึน
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