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บทค ัด ย ่อ ภาษาไทย 

ปภาวี ลิขิตเดชาโรจน์ : การพัฒนาอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนส าหรับน าส่งสารสกัดชาเขียวเพื่อ รักษาโรค ข้อ
เ ส่ื อ ม  (DEVELOPMENT OF MICROSPHERE FOR DELIVERY OF GREEN TEA  EXTRACT  FOR  
TREATMENT  OF  OSTEOARTHRITIS) อ .ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ . ดร.จุฑามาศ รัตนวราภรณ์ , อ.ท่ี

ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. น.สพ. ดร.กัมปนาท สุนทรวิภาต {, 122 หน้า. 

งานวิจัยน้ีมีวัต ถุประสงค์ในการพัฒนาอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนจากเจลาตินเพื่อน าส่งสารสกัดชาเ ขี ยว  
Epigallocatechin 3-gallate (EGCG) ร่วมกับกรดไฮยาลูรอนิคส าหรับรักษาโรคข้อเส่ือม โดยได้ท าการศึกษาเปรียบเ ที ยบ
สมบัติทางเคมี และกายภาพของเจลาติน 4 ชนิดได้แก่ เจลาตินชนิดเอ (GA) เจลาตินชนิดบี (GB) เจลาตินชนิดเอท่ีดัด แปร
ด้วยเอธิลีนไดเอมีน (GE) และเจลาตินชนิดบีท่ีดัดแปรด้วยซัคซิ นิคแอนไฮได ร์ด (GS) พบว่า GE มีปริมาณหมู่อะมิโนอิ สระ
เพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับ GA ซึ่งเป็นเจลาตินตั้งต้นเน่ืองมาจากการคอนจูเกตเอธิลีนไดเอมีนเข้าไปในโครงสร้าง และส่งผลมีค่าศัก ย์
เซต้าเป็นบวกมากข้ึนและมีความชอบน้ าสูง ในขณะท่ี GS มีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระลดลงเมื่อเทียบกับ GB ซึ่งเป็นเจลาตินตั้ ง
ต้นเน่ืองจากหมู่อะมิโนอิสระถูกใช้ไปในการคอนจูเกตซั คซินิคแอนไฮได ร์ด อย่างไรก็ตาม ผลสเปกตรัมจากการวิ เค ราะห์  
Fourier-transform infrared spectroscopy ยืนยันการปรากฏของหมู่ฟังก์ ช่ันท่ีแสดงคุณลักษณะเฉพาะของโปรตีน ใน เจ
ลาตินท้ัง 4 ชนิด เจลาตินท้ัง 4 ชนิดถูกน ามาข้ึนรูปเป็นอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนด้วยเทคนิคอิมัลช่ันชนิดน้ าในน้ ามัน 
และเช่ือมขวางด้วยความร้อน หรือด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินท่ีได้มีขนาดอยู่ในช่วง  
43-49 ไมครอน ซึ่งมีความเหมาะสมส าหรับน าไปใช้ฉีด ผ่านเข็มฉีดยาได้โดยไม่อุดตัน เมื่อเปรียบเทียบวิธีการเช่ือมขวาง พบว่า
อนุภาคท่ีเช่ือมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์มีความคงตัวมากกว่าอ นุภาค ท่ีเช่ือมขวางด้วยความร้อนโดยประเมิน จ าก
อัตราส่วนการบวมน้ าและการละลายน้ าของอนุภาค อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน GE ท่ีเช่ือมขวางด้วยสารละลายกลูตา รัล

ดีไฮด์มีร้อยละการเช่ือมขวางสูงท่ีสุด เน่ืองจากมีหมู่อะมิโนอิสระจ านวนมากส าหรับการเกิดปฏิกิริยาเช่ือมขวางกับหมู่อัลดีไ ฮด์
ของกลูตารัลดีไฮด์ และเมื่อทดสอบอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการในสภาวะจ าลองร่างกายท่ีไม่มี และ
มีเอนไซม์คอลลาจีเนส พบว่าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน GE มีอัตราการย่อยสลายช้าท่ีสุด อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน
เจลาตินท้ัง 4 ชนิดไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังของหนูเมื่อทดสอบในระดับห้องปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO 10993 
part 5  และเมื่อน าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินท้ัง 4 ชนิดไปดูดซับสารสกัดชาเขียว EGCG และทดสอบอัตราเ ร็ว
ในการปลดปล่อยสาร EGCG ในสภาวะจ าลองร่างกายท่ีไม่มีและมีเอนไซม์คอลลาจีเนส พบว่าอนุภาค GE สามารถปลดปล่อย
สาร EGCG ได้อย่างคงท่ีและเน่ินนานท่ีสุดในท้ัง 2 สภาวะ โดยการปลดปล่อยควบคุมด้วยกลไกการแพร่ของสาร EGCG จาก
อนุภาคเป็นหลัก ในขณะท่ีอนุภาค GA GB และ GS ปลดปล่อยสาร EGCG ด้วยกลไกการแพร่และการบวมน้ าหรือการ ย่อย
สลายของอนุภาค จากผลการศึกษา สรุปได้ว่าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน GE มีประสิทธิภาพเหมาะสมส าหรับการควบคุม
การปลดปล่อยสาร EGCG ได้ เน่ินนาน อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน  GE ท่ีกัก เก็บสาร EGCG น้ีได้ ถูกน าไปผสมกับ
สารละลายกรดไฮยาลูรอนิคเพื่อเต รียมเป็นยาฉีดส าหรับรักษาโรคข้อเส่ือมในสุนัขต่อไป โดยผู้วิจัยคาดหวังว่ายาฉีดท่ีพัฒนาข้ึน
น้ีจะมีประสิทธิภาพในการรักษาโรคข้อ เส่ือมได้ดีข้ึน เน่ืองจากการออกฤทธิ์ร่วมกันของสารสกัดชาเขียว EGCG ในการยับย้ัง
การอักเสบ และกรดไฮยาลูรอนิคท่ีช่วยฟื้นฟูการท างานของข้อและกระตุ้นการสร้างกรดไฮยาลูรอนิคของเซลล์ไฟโบบลาสต์ใน
ข้อ 
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บทค ัด ย ่อ ภาษาอ ังก ฤษ 

# # 5770439421 : MAJOR BIOMEDICAL ENGINEERING 

KEYWORDS: MICROSPHERES, GELATIN, GREEN TEA EXTRACT, OSTEOARTHRITIS, HYALURONIC ACID 
PAPAWEE LIKITDECHAROJ: DEVELOPMENT OF MICROSPHERE FOR DELIVERY OF GREEN TEA  EXTRACT  
FOR  TREATMENT  OF  OSTEOARTHRITIS. ADVISOR: ASST. PROF. JUTHAMAS RATANAVARAPORN, Ph.D., 

CO-ADVISOR: ASST. PROF. KUMPANART SOONTORNVIPART, Ph.D. {, 122 pp. 

This research aimed to develop gelatin microspheres for delivery of green tea extract,   Epigallocatechin 
3-gallate (EGCG), in combination with hyaluronic acid injection for osteoarthritis treatment. The physico-chemica l 
properties of 4 gelatin types including type A gelatin (GA), type B gelatin (GB), type A gelatin modified with 

ethylenediamine (GE), and type B gelatin modified with succinic anhydride (GS) were investigated. We found that 
GE had higher free amino groups than the original GA due to the conjugation of ethylenediamine, resulting in more 
positive charge and hydrophilicity. GS had lower free amino groups than the original GB because of the consumption 

by succinic anhydride conjugation. The spectra from Fourier-transform infrared spectroscopic analysis showed the 
presence of all characteristic peaks of protein in all gelatin types. The 4 types of gelatin were fabricated into 
microspheres using water in oil emulsion technique and crosslinked by dehydrothermal treatment or glutaraldehyde 
solution. The obtained microspheres had average size in the range of 43-49 µm which is suitable for injection 

through needle without aggregation. Comparing the crosslinking techniques, the gelatin microspheres crosslinked 
by glutaraldehyde solution were more stable than those crosslinked by dehydrothermal treatment, as characterized 
by swelling ratio and water solubility of the microsphere. The GE microspheres crosslinked by glutaraldehyde 

solution had the highest crosslinking degree due to the abundant free amino groups to react with aldehyde groups  
of glutaraldehyde. The GE microspheres also showed slowest rate of degradation when tested at physiologica l 
condition in the absence and presence of collagenase. The 4 types of gelatin microspheres were not toxic to L929 

mouse fibroblast cells when tested in vitro following ISO 10993 part 5 standard. Then, EGCG was absorbed on the 
gelatin microspheres and the release of EGCG from microspheres at physiological condition in the absence and 
presence of collagenase was evaluated. The GE microspheres could release EGCG in a constant rate and sustained 
in both conditions. The release of EGCG from the GE microspheres was mainly governed by the diffusion mechanism 

while the release of EGCG from GA, GB, and GS microspheres was controlled by diffusion and microspheres’ 
swelling/degradation. From the results, it could be summarized that the GE microspheres had high potential for 
controlled release of EGCG. The EGCG-encapsulated GE microspheres were mixed with hyaluronic acid solution and 

will be applied as injection treatment in osteoarthritic canine. The researcher supposed that this developed injection 
will have higher potential for osteoarthritis treatment because of the combination effects of EGCG with anti -
inflammatory action and the hyaluronic acid that can improve the joint function as well as promote the production 

of hyaluronic acid by synovial cells in joint. 
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วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี โดยได้รับความช่วยเหลือและการสนับสนุน
จากหลายท่าน ขอขอบคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.จุฑามาศ รัตนวราภรณ์ อาจารย์ที่ปรึกษา และ 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ น.สพ. ดร.กัมปนาท สุนทรวิภาต ที่ให้ค าปรึกษาให้ค าแนะน า แนวทางการ

วางแผนงานวิจัย และคอยชี้แนะให้ตลอดมา 

ขอขอบพระคุณคณะกรรมการสอบ ซ่ึงได้แก่ ศาสตราจารย์ ดร.ศิริพร ด ารงค์ศักด์ิกุล 
ประธานกรรมการ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.โศรดา กนกพานนท์ และ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ณัฐ
พล ถนัดช่างแสง ที่สละเวลาอันมีค่ามาสอบวิทยานิพนธ์ และให้ค าแนะน าต่างๆจนวิทยานิพนธ์

ฉบับนี้สมบูรณ์ 

ขอขอบคุณ รองศาสตราจารย์ ผุสตี ปริยานนท์ และคุณพันธุ์ทิพย์ ท่านมุข ที่เอ้ือเฟ้ือ

อุปกรณ์ ให้ความเมตตา และสนับสนุนการศึกษาตลอดระยะเวลาการท าวิจัย 

ขอขอบคุณ คุณณัฐฐา พรฐิติฉันท์ คุณฤดีมาศ ยุบลพันธ์ คุณอนุสรา ค าเนตร คุณรุจิรา 
เสนาภักด์ิ คุณรัชนี ลีน้อย และว่าที่ร้อยตรีศักรินทร์ แสนสุข ส าหรับค าแนะน า และก าลังใจที่มีให้

เสมอมา 
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วิจัย 

ขอขอบคุณ คุณรุ่งนภา แย้มเดช คุณกันยาลักษณ์ แก้วประสิทธ์ิ และคุณชาวี เหล่ามีผล 

และเพ่ือนๆ พ่ีๆ น้องๆที่ไม่ได้กล่าวในที่นี้  ที่ เป็นก าลัง ให้ค าแนะน า ให้ค าปรึกษา และการ

ช่วยเหลือตลอดระยะเวลาในศึกษาวิจัย จนกระทั่งงานวิจัยลุล่วง 

สุดท้ายนี้ผู้วิจัยขอขอบคุณครอบครัว ที่เป็นแรงผลักดัน และก าลังใจที่ท าให้ก้าวผ่ าน

อุปสรรคต่างๆ รวมถึงสนับสนุนการศึกษาตลอดระยะเวลาที่ผ่านมา 
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 1 

บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความเปน็มาและมูลเหตุจงูใจ 

  โรคข้อเสื่อม (Osteoarthritis) เป็นหนึ่งในโรคทางกระดูกและข้อต่อ ที่เกิดจากความผิดปกติ

ทั้งทางด้านโครงสร้างทางพยาธิสภาพ ชีวเคมี และชีวกลศาสตร์ภายในกระดูกอ่อนผิวข้อ (articular 

cartilage) ส่งผลให้กระดูกอ่อนผิวข้อบางลงและอาจสึกกร่อนจนถึงบริเวณชั้นกระดูกแข็งใต้กระ ดูก

อ่อนผิวข้อ (subchondral bone) จนสูญเสียการท างานไป นอกจากนี้อาจเกิดจากการสูญเสีย

คุณสมบัติของน้ าไขข้อ (synovial fluid) ที่ช่วยในการหล่อลื่นการเคลื่อนไหวของข้อต่อ ท าให้เกิดการ

เสียดสีของกระดูก จนเกิดเป็นการอักเสบของเยื่อหุ้มข้อ (synovitis) ตามมาได้ โรคข้อเสื่อมมักพบมาก

ในบริเวณข้อเข่า ข้อมือ หรือข้อสะโพก โดยมีปัจจัยมาจากอายุที่มากขึ้น การรับน้ าหนักที่มากเกินไป

ของข้อเข่า และการถ่ายทอดทางพันธุกรรม อาการโดยทั่วไปที่เป็นสัญญาณบอกถึงการเกิดโ รคข้อ

เสื่อมคือ อาการปวดข้อโดยเฉพาะช่วงเวลาที่ใช้งาน อาการบวมบริเวณข้อต่อเนื่องจากการอักเสบ

ภายในข้อ มีเสียงขณะเคลื่อนไหวข้อซ่ึงเกิดจากการเสียดสีของกระดูกต้นขา (Femur) และกระดูก

หน้าแข้ง (Tibia) อาการเหล่านี้ หากไม่ได้รับการรักษาอย่างถูกต้องอาจเกิดเป็นความพิการตา มมา 

เช่น ข้อหลวม ข้อโก่ง ข้อบิดเบี้ยว รูปร่างของข้อผิดไป [1, 2]   

  ในปัจจุบันมีผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมเป็นจ านวนมาก จากการศึกษาในโครงการวิจัย Johnston 

county Osteoarthritis ของมหาวิทยาลัยนอร์ทแคโรไลน่าภายใต้ความร่วมมือของศูนย์ควบคุมและ

ป้องกันโรค และสถาบันสุขภาพแห่งชาติ ประเทศสหรัฐอเมริกา พบว่าชาวอเมริกันจ านวน 27 ล้านคน

ก าลังประสบปัญหาเก่ียวกับภาวะโรคข้อเสื่อม โดยที่มีความเสี่ยงในการเกิดโรคข้อเสื่อมที่บริเ วณข้อ

เข่าและสะโพกสูงถึง 46 และ 25 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ส าหรับประเทศไทยนั้ น ในปีพ.ศ. 2555 

กระทรวงสาธารณสุขพบว่าผู้สูงอายุไทยป่วยเป็นโรคข้อเสื่อมมากกว่า 4 ล้านคน ด้านองค์การอนามัย

โลก (WHO) คาดการณ์ว่าในอีก 10 ปีข้างหน้า จะมีผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมทั่วโลกเพ่ิมขึ้นเป็น 570 ล้านคน 

องค์การอนามัยโลกจึงตระหนักเห็นความส าคัญของภาวะโรคข้อเสื่อมที่ มีผลกระทบต่อคุณภา พชี วิต

ของมนุษย์ และได้ประกาศให้ พ.ศ. 2553-2563 เป็นทศวรรษแห่งการรณรงค์โรคกระดูกและข้อ 
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เ พ่ือ ให้ ทุ กปร ะ เท ศ ตระ หนั กถึ งกา รป้ อง กันแ ละ กา ร รั ก ษา โ ร คข้ อ เ สื่ อ ม อย่ า ง ถู ก วิ ธี

(http://www.bjd.org.au/)   

  การบ าบัดรักษาโรคข้อเสื่อมในระยะแรกที่มีความรุนแรงของอาการไม่มาก  มักรักษาด้วยการ

ให้ยารับประทานเช่น ibuprofen celecoxib หรือ diclofenac เพ่ือบรรเทาอาการเจ็บปวด และลด

การอักเสบบริเวณข้อ ในกรณีที่อาการของโรคมีความรุนแรงมากขึ้น มักรักษาด้วยการฉีดกรด          

ไฮยาลูรอนิค (Hyaluronic acid) เข้าบริเวณข้อที่เสื่อมโดยตรง โดยกรดไฮยาลูรอนิคเป็นส่วนประกอบ

ส าคัญของน้ าไขข้อ กระดูกอ่อน และเนื้อเยื่อเก่ียวพันต่างๆ กรดไฮยาลูรอนิคในน้ าไขข้อมีบทบาท ต่อ

คุณสมบัติการหล่อลื่นของน้ าไขข้อบริเวณข้อต่อที่ มีผลต่อการเคลื่อนไหวของข้อต่อ น้ าไขข้อของผู้เป็น

โรคข้อเสื่อมจะมีความหนืดน้อยลง อันเนื่องจากกรดไฮยาลูรอนิคเสื่อมสลายไป ท าให้เกิดการเสียดสี

ของกระดูกและท าให้มีอาการเจ็บปวดตามมา [3] นอกจากนี้ กรดไฮยาลูรอนิคในน้ าไขข้อยังท าหน้าที่

กระ ตุ้นเซลล์กระดูกอ่อนผิวข้อ (Articular chondrocytes) ให้มีการสังเคราะห์ DNA sulphated 

glycosaminoglycan และ hydroxyproline รวมถึงควบคุมกิจกรรมของเซลล์ และเพ่ิมการเรียงตัว

ของ chondroitin-6-sulphate และคอลลาเจนชนิดที่ 2 ถ้าขาดกรดไฮยาลูรอนิคไปจะส่งผลให้เซลล์

กระดูกอ่อนผิวข้อไม่สร้างสารที่จ าเป็นในการค้ าจุนโครงสร้างของข้อ [4, 5] การฉีดกรดไฮยาลูรอนิค

เข้าข้อจึงนับเป็นการรักษาที่สามารถบรรเทาอาการปวดและท าให้ข้อท างานได้ปกติได้ในระยะสั้น และ

มีผลข้างเคียงต่ าเม่ือเทียบกับการรับประทานยา อย่างไรก็ตามการฉีดกรดไฮยาลูรอนิคเพียงอย่าง เดียว 

อาจไม่เพียงพอที่จะรักษาโรคข้อเสื่อมของผู้ป่วยบางรายได้ เนื่องจากกรดไฮยาลูรอนิคไม่ได้ออกฤทธิ์

ต้านการอักเสบโดยตร ง นอกจากนี้ยังสา มารถถู กย่ อยสลาย ด้วย เอนไซ ม์ไฮยาลูร อนิ เ ดส 

(Hyaluronidase) ภายในร่างกายได้อย่างรวดเร็ว จึงท าให้ต้องมีการฉีดซ้ าหลายครั้ง ท าให้ค่าใช้จ่าย

ในการรักษาสูงมาก ในผู้ป่วยบางราย จึงมักท าการรักษาด้วยการฉีดกรดไฮยาลูรอนิค ควบคู่ไปกับการ

รับประทานยาแก้ปวดแก้อักเสบ ซ่ึงให้ผลการรักษาที่ดีขึ้น [2]   

  ยาส่วนใหญ่ที่ใช้บรรเทาอาการเจ็บปวด เป็นยาที่มีคุณสมบัติในการยับยั้ง cyclooxygenase 

COX-1 และ COX-2 ซ่ึงเป็นเอนไซม์ที่หลั่งออกจากเซลล์เพ่ือเร่งปฏิกิริยาการสร้างสารโพสทาแกรดิน 

(Prostaglandin) ที่ท าให้เกิดอาการเจ็บปวดและเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพที่บริเวณข้อ ยา

บรรเทาอาการปวดที่นิยมใช้ในปัจจุบันเป็นยาในกลุ่ ม NSAIDs (Non-steroidal anti-inflammatory 

drugs) คือยาต้านการอักเสบที่ไม่ใช่กลุ่มสเตอรอยด์ซ่ึงจะมีผลข้างเคียงน้อยกว่ายาในกลุ่มสเตอรอยด์ 
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อย่างไรก็ตามการได้รับยาในกลุ่ม NSAIDs เป็นประจ าเป็นช่วงเวลานานๆอาจส่งผลข้างเคียงต่อระบบ

อวัยวะอ่ืนๆของร่างกาย เช่น เกิดการระคายเคืองในระบบทางเดินอาหาร ภาวะกล้ามเนื้อหัวใจตาย 

เวียนศีรษะ ความดันโลหิตสูง เป็นต้น [6] 

  ในปัจจุบันได้มีการศึกษาสารสกัดจากธรรมชาติหลายชนิด อาทิ เคอร์คูมิน (curcumin) ซ่ึง

เป็ น สา รส กัดจ า กข ม้ินชั น  ไป เปอรี น  ( piperine) ซ่ึ ง เป็ น สา รส กัดจ า กพริ ก ไทยด า  และ 

Epigallocatechin 3-gallate (EGCG) ซ่ึงเป็นสารสกัดจากชาเขียว [7] ในการน ามารักษาโรคข้อเสื่อม 

แต่เนื่องด้วยเคอร์คูมินและไปเปอรีน มีข้อจ ากัดเรื่องความสามารถในการละลายน้ าต่ า ท าให้มี        

ชีวปริมาณการออกฤทธิ์ (bioavailability) ภายในร่างกายต่ า ในขณะที่สาร EGCG มีความสามารถใน

การละลายน้ าที่ดีกว่าเคอร์คูมินและไปเปอรีน และยังมีฤทธิ์ในการต้านการอักเสบได้ดีมาก [8, 9] มี

งานศึกษาวิจัยรายงานว่า EGCG มีศักยภาพในการรักษาโรคข้อเสื่อมได้ดีโดยมีกลไกในการ 1) ป้องกัน

กระดูกอ่อนไม่ให้ถูกท าลายจากเอนไซม์ matrix metalloproteinases (MMPs) ซ่ึงเป็นเอนไซม์ที่

ท าลายคอลลาเจน และ โปรตีโอไกลแคน (Proteoglycan) ที่เป็นองค์ประกอบใน extracellular 

matrix ในกระดูกอ่อน [10, 11] 2) รักษาสมดุลของกระบวนการท างานของกระดูกที่ถูกท าลาย ไม่ให้

มีการงอกใหม่ที่ผิดรูป [12] และ 3) ควบคุมการท างานของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ในไขข้อ (synivial 

fibroblast) ไม่ให้สร้างเอนไซม์ MMPs มากเกินไป ซ่ึงจะไปท าลายกระดูกอ่อนบริเวณข้อต่อและ

ก่อให้เกิดการอักเสบตามมา [13, 14] ดังนั้น EGCG จึงเป็นสารที่มีประสิทธิภาพสูงในการรักษา ทุก

องค์ประกอบของโรคข้อเสื่อม อย่างไรก็ตาม ในใบชาเขียวแห้ง 1.5 กรัม มีสาร EGCG เป็น

ส่วนประกอบเพียงประมาณ 35 – 110 มิลลิกรัมเท่านั้น หากต้องการฤทธิ์ของ EGCG ที่เพียงพอต่อ

การรักษา จะต้องรับประทานชาเขียวในปริมาณมาก ซ่ึงจะท าให้ร่างกายได้รับคาเฟอีนมากเ กิน ไป 

นอกจากนี้ สาร EGCG มีครึ่งชีวิตสั้นและถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ในร่างกายได้อย่างรวดเร็ว จึงอาจ

ท าให้สูญเสียประสิทธิภาพในการรักษาโรคไปก่อนจะเดินทางไปถึงอวัยวะเป้าหมาย ในงานวิจัยนี้จึงขอ

เสนอการประยุกต์ใช้ระบบน าส่งยาเพ่ือน าส่งสาร EGCG ไปสู่บริเวณข้อที่ เสื่อมโดยตรง ซ่ึงจะช่วย

รักษาความคงตัวและควบคุมการปลดปล่อยสาร EGCG ให้ออกฤทธิ์เนิ่นนานขึ้น และเพ่ิมประสิทธิภาพ

ในการรักษาโรคข้อเสื่อม 

  ในงานวิจัยก่อนหน้านี้ Ratanavaraporn และคณะ (2014) ได้พัฒนาอนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนที่ท าจากเจลาตินและไฟโบรอินและประยุกต์ใช้ในการน าส่งเคอร์คูมินและไปเปอรีน โดย
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พบว่าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนนี้สามารถควบคุมการปลดปล่อยสารทั้ง 2 ชนิดดังกล่าวได้ และ

ตัวอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนนี้ มีขนาดเล็กในระดับที่สามารถฉีดผ่านหัวเข็มฉีดยาเข้า ณ บริเวณ

ข้อที่ต้องการรักษาได้โดยตรง [15] ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้ประยุกต์ใช้อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน  

เจลาตินที่พัฒนาต่อยอดจากงานวิจัยก่อนหน้านี้เพ่ือใช้เป็นระบบน าส่งสาร EGCG เจลาตินเป็นโปรตีน

ที่ได้จากกระบวนการไฮโดรไลซิสคอลลาเจน โดยแบ่งได้เป็น 2 ชนิด ได้แก่ เจลาตินชนิดเอสกัดได้จาก

กระบวนการไฮโดรไลซ์คอลลาเจนด้วยกรด และเจลาตินชนิดบีสกัดได้จากกระบวนการไฮโดรไลซ์

คอลลาเจนด้วยด่าง นอกจากนี้ เจลาตินชนิดเอและบีสามารถดัดแปรโครงสร้างโมเลกุลเพ่ือปรับปรุง

สมบัติหรือเพ่ิมหมูฟังก์ชั่นได้อีกด้วยเช่น เจลาตินชนิดเอที่ถูกดัดแปรด้วย Ethylenediamine และ   

เจลาตินชนิดบีที่ถูกดัดแปรด้วย Succinic anhydride [16-18] เจลาตินชนิดต่างๆนี้มีสมบัติ ประจุ 

และหมู่ฟังก์ชั่นแตกต่างกัน ซ่ึงสมบัติที่แตกต่างกันดังกล่าวอาจมีผลต่อประสิทธิภาพในการกักเก็บและ

การควบคุมการปลดปล่อยสาร EGCG งานวิจัยนี้ จึงมีเป้าหมายที่จะศึกษาเปรียบเทียบสมบัติและ

ประสิทธิภาพในการกักเก็บและควบคุมการปลดปล่อยสาร EGCG ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน

ที่ผลิตจากเจลาตินชนิดต่างๆ เพ่ือหาอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินชนิดที่ มีความเหมาะ สม

ส าหรับน าไปพัฒนาต่อเป็นยาฉีดรักษาร่วมกับสารละลายกรดไฮยาลูรอนิค เพ่ือช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพ

ในการรักษาโรคข้อเสื่อมให้ดีขึ้น ผู้วิจัยคาดหวังว่า อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินจะสามารถ

ควบคุมการปลดปล่อยสาร EGCG ได้เนิ่นนาน ซ่ึงจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพของ EGCG ในการต้านการ

อักเสบ ในขณะที่กรดไฮยาลูรอนิคท าหน้าที่กระตุ้นการผลิตน้ าเลี้ยงไขข้อจากเซลล์ไฟโบรบลาส ต์ใน   

ไขข้อ ซ่ึงจะช่วยลดแรงเสียดทานบริเวณผิวข้อและลดความเจ็บปวดของผู้ป่วยได้ ระบบน าส่งสาร 

EGCG ที่ฉีดร่วมกับสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยนี้จะสามารถน าไปศึกษา

เพ่ิมเติมในการฉีดรักษาข้อเสื่อมในสัตว์ทดลองต่อไป และพัฒนาต่อยอดเป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการ

รักษาผู้ป่วยโรคข้อเสื่อมในอนาคต 
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1.2 วัตถุประสงค  ์     

1.2.1 พัฒนาและศึกษาสมบัติของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนที่ผลิตจากเจลาตินชนิดต่างๆ   

1.2.2 ประยุกต์ใช้อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนที่ผลิตจากเจลาตินชนิดต่างๆ เพ่ือเป็นระบบน าส่งสาร 

EGCG และศึกษากลไกการควบคุมการปลดปล่อยสาร  

1.2.3 พัฒนายาฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมประเภทสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคที่ผสมอนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนเจลาตินที่น าส่งสาร EGCG เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้ในการฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมในสัตว์ทดลอง

ต่อไป 

1.3 ขอบเขตงานวจิยั 

1.3.1 ศึกษาหาข้อมูลสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคที่ใช้ในการรักษาโรคข้อเสื่อมในทางการแพทย์ใน

ปัจจุบัน  

1.3.2 ศึกษาข้อมูลและทดสอบสมบัติเบื้องต้นของสาร EGCG ได้แก่   

- ความสามารถในการละลายน้ า (solubility)  

- ความยาวคลื่นการดูดกลืนแสง   

- ขนาด (dose) ที่ใช้ในการรักษาโรคข้อเสื่อม  

1.3.3 เตรียมเจลาตินดัดแปร 2 ชนิด ได้แก่  

- เจลาตินชนิดเอที่ถูกดัดแปรด้วย Ethylenediamine (GE)                                  

- เจลาตินชนิดบีที่ถูกดัดแปรด้วย Succinic anhydride (GS)        

1.3.4 วิเคราะห์คุณลักษณะของเจลาตินดัดแปร   

- ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระด้วยเทคนิค 2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)                                              

- หมู่ฟังก์ชั่นด้วยเทคนิค Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)                                    

-  ค่าศักย์เซต้า (Zeta potential) และและค่าไอโซอิเล็กตริก ( Isoelectric point, pI)  ด้วยเครื่อง 

Zeta sizer                         

- ค่ามุมสัมผัสน้ า (Water contact angle)  

-วิเคราะห์ความหนืด (Viscosity)  

- วิ เ ค ร า ะ ห์ น้ า ห นั ก โ ม เ ล กุ ล ด้ ว ย วิ ธี  Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE)  
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1.3.5 เตรียมอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนจากเจลาตินด้วยเทคนิคอิมัลชั่นชนิดน้ าในน้ า มัน (water 

in oil emulsion)  

ตัวแปรที่จะศึกษา                                 

- ชนิดของเจลาติน ได้แก่ (1) เจลาตินชนิดเอ (GA) (2) เจลาตินชนิดบี (GB) (3) เจลาตินชนิดเอที่ถูก

ดัดแปรด้วย Ethylenediamine (GE) และ (4) เจลาตินชนิดบีที่ถูกดัดแปรด้วย Succinic anhydride  

(GS)  

- วิธีการเชื่อมขวาง ได้แก่ การเชื่อมขวางด้วยความร้อน และการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารั ลดี

ไฮด์    

1.3.6 วิเคราะห์สมบัติทางเคมี กายภาพ และชีวภาพของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินชนิด

ต่างๆ   

- โครงสร้างสัณฐานด้วยเทคนิค Scanning electron microscope (SEM)    

- ร้อยละการเชื่อมขวางด้วยเทคนิค 2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)   

- สมบัติการละลายน้ า  

- อัตราการย่อยสลายในระดับห้องปฏิบัติการ ในสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส  (collagenase )     

-  ความเป็นพิษ ต่อ เซลล์ L929 mouse fibroblasts ในระดับห้องปฏิบั ติการ ตามมาตร ฐา น 

ISO10993-Part 5 (2009)  

1.3.7 ท าการกักเก็บสาร EGCG บนอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน และศึกษาประสิทธิภาพใน

การกักเก็บและการควบคุมการปลดปล่อยสาร EGCG จากอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลา ตินใน

ระดับห้องปฏิบัติการ             

1.3.8 เตรียมสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคที่ผสมกับอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่กั กเ ก็บ

สาร EGCG ที่มีความพร้อมส าหรับเป็นยาฉีดรักษาข้อเสื่อมที่จะทดสอบในสัตว์ทดลองต่อไป 

1.4 ประโยชนท์ีค่าดวา่จะไดร้บั   

1.4.1 อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่มีความเหมาะสมส าหรับเป็นระบบน าส่งสารสกัดจาก

ธรรมชาติ EGCG   

1.4.2 รูปแบบยาฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมที่ประกอบด้วยสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคผสมกับอนุภาคทรง

กลมขนาดไมครอนเจลาตินที่กักเก็บ EGCG ส าหรับการทดสอบประสิทธิภาพการรักษาในสัตว์ทดลอง
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ต่อไป  

1.4.3 องค์ความรู้ด้านการพัฒนาชีววัสดุเพ่ืองานทางการแพทย์ 
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บทที่ 2 

ทฤษฎทีีเ่กีย่วข้องและทบทวนวรรณกรรม 

2.1 โรคขอ้เสื่อม (Osteoarthritis)  

โรคข้อเสื่อม (Osteoarthritis; OA) เป็นโรคที่เกิดจากความผิดปกติของข้อต่อ โดยเป็นผลมา

จากการเปลี่ยนแปลงทั้งทางด้านโครงสร้าง ชีวเคมี และชีวกลศาสตร์ของส่วนต่างๆบริเวณข้อต่อ ได้แก่ 

กระดูกอ่อนผิวข้อ (articular cartilage) กระดูกแข็งใต้กระดูกอ่อนผิวข้อ (subchondral bone) เยื่อ

หุ้มข้อ (synovium) น้ าไขข้อ (synovial fluid)  และเอ็นแคปซูล (Capsular ligament) (ส่วนประกอบ

ต่างๆของข้อแสดงในรูปที่ 2.1) ลักษณะทางพยาธิสภาพที่พบในโรคข้อเสื่อมคือ กระดูกอ่อนผิวข้อถูก

ท าลาย ขอบของกระดูกแข็งใต้กระดูกอ่อนผิวข้อหนาขึ้น นอกจากนี้น้ าไขข้ออาจมีปริมาณและความ

หนืดลดลงเนื่องจากมีการเสื่อมสลายของกรดไฮยาลูรอนิค (Hyaluronic acid) ซ่ึงเป็นองค์ประกอบ

ส าคัญของน้ าไขข้อ จึงท าให้เกิดการเสียดสีและการอักเสบของเยื่อหุ้มข้อนั้นๆได้ เป็นเหตุให้ผู้ป่วยไม่

สามารถเคลื่อนไหวข้อได้อย่างปกติ และอาจมีอาการข้อบวมหรือข้ออักเสบ ข้อฝืด ข้อแข็ง ข้อยึดติด 

ปวดข้อ มีเสียงดังที่ข้อเวลาเคลื่อนไหว หากไม่ได้รับการรักษาอย่างถูกต้องอาจเกิดเป็นความพิการ

ตามมา [19, 20] โดยทั่วไป โรคข้อเสื่อมสามารถเกิดขึ้นได้กับทุกข้อต่อในร่างกาย แต่มักพบในข้อเข่า

ซ่ึงเป็นข้อต่อชนิด synovial joint เพราะเป็นข้อหลักของร่างกายที่มีความส าคัญในการด าเนิน

ชีวิตประจ าวัน  

 

 

 

 

ร ูปที่ 2.1 ลักษณะและองค์ประกอบของข้อต่อชนิด synovial joint 
 (http://philschatz.com/anatomy-book/contents/m46394.html) 
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2.1.1 สาเหตุการเกิดโรคข้อเสื่อม  

สาเหตุการเกิดโรคข้อเสื่อมแบ่งเป็น 2 กรณี ได้แก่ การเกิดโรคแบบปฐมภูมิ และการเกิดโรค

แบบทุติยภูมิ [19, 21, 22]   

2.1.1.1 การ เกิดโรคแบบปฐมภูมิ (Primary Osteoarthritis หร ือ idiopathic) เป็นการ

เกิดโรคข้อเสื่อมแบบไม่ทราบสาเหตุแน่ชัด  ซ่ึงเป็นสาเหตุที่มักพบในผู้สูงอายุ      

2.1.1.2 การ เกดิโรคแบบทุติยภูมิ (Secondary Osteoarthritis) เป็นการเกิดโรคข้อเสื่อม

แบบทราบสาเหตุชัดเจน  เช่น เกิดจากการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของยีนสร้างคอลลา เจน 

(Genetic Factors) ที่ผิดปกติ ท าให้กระดูกอ่อนไม่เจริญ (chondrodysplasias) หรืออาจเกิดจากการ

ที่ข้อต่อต้องรับน้ าหนักมากเกินปกติ (Abnormal loading) ซ่ึงมักเกิดกับกลุ่มคนที่มีน้ าหนักตัวมาก

เกินปกติ หรือในกลุ่มคนที่ท างานเก่ียวกับการใช้กล้ามเนื้อเคลื่อนไหวอย่างหนัก เช่น แรงงานขุด

เหมืองแร่ แรงงานยกของ นักกีฬาบางประเภท ซ่ึงท าให้บริเวณข้อต้องรับน้ าหนักมากส่งผลท าให้เ กิด

การเสียดสีของกระดูกข้อต่อ  

 

2 .1.2 สัญญาณ และอาการของโรคข้อเสื่อม (Signs and Symptoms of Osteoarthritis)  

  อาการที่เกิดขึ้นเม่ือเข้าสู่สภาวะข้อเสื่อมคือจะเริ่มมีอาการปวดที่บริเวณข้อ โดยจะปวดเม่ือมี

การเคลื่อนไหวข้อ และอาการปวดจะบรรเทาลงเม่ือไม่มีการเคลื่อนไหวข้อ เรียกว่า ปรากฏการณ์ข้อ

ฝืด (gelling phenomenon) นอกจากนี้อาการปวดที่บริเวณข้อมักเกิดขึ้นฉับพลันในตอนเช้าซ่ึง เป็น

ผลจากการไม่ได้เคลื่อนไหวข้อเป็นเวลานานในช่วงนอน สัญญาณและอาการที่บ่งชี้ว่าอาจเป็นโร คข้อ

เสื่อมในแต่ละข้อต่อของร่างกายแสดงในตารางที่ 2.1 [23]  
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ตารางที่ 2.1 สัญญาณ และอาการของโรคข้อเสื่อมที่บริเวณข้อต่างๆ 

ต าแหนง่ขอ้ สัญญาณและอาการ 

ข้อมือ มีอาการปวดเมือ่เคลื่อนไหว 

เม ื่อกดบรเิวณข้อต่อฝา่มือ (carpometacarpel joints) จะพบว่าแข็งและเจ็บ 

บริเวณข้อต้นนิ้วมอืและปลายนิ้วมอื (proximal and distal interphalangeal 

joints) นูนเป็นก้อน 

ข้อไหล่ มีอาการปวดเมือ่เคลื่อนไหว 

เคลื่อนไหวได้คอ่นขา้งจ ากัด 

เม ื่อเคลือ่นไหวมเีสยีงกระดูกออ่นผิวขอ้เสียดสีกนั  

ข้อเข่า มีอาการปวดเมือ่เคลื่อนไหว 

ข้อเข่าบวมจากการสรา้งน้ าเลี้ยงข้อมากขึน้  

เม ื่อเคลือ่นไหวมเีสยีงกระดูกออ่นผิวขอ้เสียดสีกนั  

เม ื่อคล าบริเวณด้านพับข้อเขา่ม ีถงุน้ า (Baker cyst) ที่เกิดจากน้ าไขข้อรัว่ออกมา 

ข้อสะโพก มีอาการปวดเมือ่เคลื่อนไหว และมอีาการปวดทีบ่รเิวณสะโพก  

เคลื่อนไหวได้คอ่นขา้งจ ากัด 

ข้อเท้า มีอาการปวดเมือ่มกีารเดินเคลื่อนไหว 

เคลื่อนไหวได้คอ่นขา้งจ ากัดในบริเวณข้อระหว่างขอ้เท้าและนิ้วเทา้ 

(metatarsophalangeal joints) 

เกิดภาวะโรคข้อโคนนิว้หวัแมเ่ทา้เสือ่ม (hallux rigidus) 

ข้อกระดูกสันหลงั มีอาการปวดเมือ่เคลื่อนไหว 

เคลื่อนไหวได้คอ่นขา้งจ ากัด 
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2 .1.3 พยาธ ิสภาพของโรค 

พยาธิสภาพของโรคข้อเสื่อมจะพบในองค์ประกอบหลัก 3 ส่วนของข้อคือ กระดูกอ่อนผิวข้อ 

กระดูกแข็งใต้กระดูกอ่อนผิวข้อ และเยื่อหุ้มไขข้อ ดังแสดงในรูปที่ 2.2   

2 .1.3 .1 กระดกูออ่นผิวข้อ (Articular cartilage)  

  กระดูกอ่อนผิวข้อที่อยู่ในสภาวะปกติจะประกอบไปด้วย extracellular matrix 

และเซลล์กระดูกอ่อน (Chondrocyte) โดยส่วนประกอบหลักของ extracellular matrix 

คือ คอลลาเจนชนิดที่ 2 (type II collagen) ซ่ึงท าหน้าที่ให้ความยืดหยุ่นแก่เนื้อเยื่อ และ  

แอกกริแคน (Aggrecan) ซ่ึงมีหน้าที่ท าให้เนื้อเยื่อทนต่อแรงดันและลดแรงกระแ ทกเม่ือ

รองรับน้ าหนักในสภาวะข้อเสื่อมจะมีเอนไซม์ที่ เกิดจากการอักเสบเข้าไปท าลายและย่ อย

สลายโครงสร้าง extracellular matrix นี้  

2 .1.3 .2 กระดกูแข็งใตก้ระดกูออ่นผิวข้อ (Subchondral bone)    

  กระดูกแข็งใต้กระดูกอ่อนผิวข้อเป็นส่วนประกอบของกระดูกส่วนปลายที่มีลักษณะ

เรียบ บาง และไม่มีเส้นเลือด เม่ือเข้าสู่สภาวะข้อเสื่อม กระดูกแข็งใต้กระดูกอ่อนผิวข้อจะเกิด

การเปลี่ยนแปลงจากการได้รับแรงกระท ามากขึ้น เนื้อกระดูกถูกท าลาย ท าให้เซลล์ 

osteoblast สร้างเนื้อกระดูกแข็งขึ้นมาทดแทนอย่างรวดเร็ว เกิดเป็นการสร้างกระดูกผิดรูป 

(bone remodeling) ซ่ึงมีลักษณะแข็ง (subchondral stiffening)  ขอบแข็ง (sclerotic) 

และเปราะ (brittle) [20, 24, 25]  

2 .1.3 .3 เยื่อหุ้มไขข้อ (Synovial Membrane)    

 ในสภาวะปกติที่ไม่มีการเกิดโรค ช่องว่างระหว่างข้อจะมีของเหลวท่ีเรียกว่า น้ าไขข้อ 

(synovial fluid) บรรจุอยู่ กรดไฮยาลูรอนิค (Hyaluronic acid) เป็นองค์ประกอบส าคัญใน

น้ าไขข้อ ซ่ึงมีบทบาทในการช่วยหล่อลื่น (lubricant) ท าให้เคลื่อนไหวได้สะดวก แต่เม่ือเข้าสู่

ภาวะโรคข้อเสื่อม กรดไฮยาลูรอนิคจะเสื่อมสลายลง ความเข้มข้นลดลง และมีประสิทธิภาพ

ในการหล่อลื่นน้อยลงช่องว่างระหว่างกระดูกจะแคบลง และเกิดการเสียดสีของกระดูก อ่อน

ผิวข้อ ซ่ึงเป็นเหตุให้เยื่อหุ้มข้ออักเสบ (synovitis) การอักเสบที่เกิดขึ้นนี้เป็นผลมาจา กการ

ผลิตไซโตไคน์ (cytokine) ประเภท interleukin-1β (IL-1β) และ Tumor necrosis factor-
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α (TNF-α) ของเซลล์เยื่อบุข้อ (synoviocytes) และเซลล์ภูมิคุ้มกันชนิดนิวเคลียสเด่ียว 

(mononuclear cell) ที่อยู่ในข้อ [21, 26]  

  เ ม่ือผู้ ป่ ว ย เข้ า สู่ ภา วะข้ อ เสื่อมเ ต็มรูปแบบจะ พบการ งอกของเนื้ อกระดูก 

(Osteophyte) ที่ช่องของเยื่อหุ้มกระดูก (periosteum) โดยมีการงอกที่บริเวณขอบของ

กระดูกอ่อน และกระดูกแข็ง กระดูกที่งอกออกมานี้จะมีเนื้อของกระดูกมากกว่าปกติและมี

รูปร่างเป็นจะงอย (spurs) [27] ภายหลังการงอกจะมีการสร้างเส้นเลือด (Angiogenesis ) 

เข้าไปเลี้ยง [28] การงอกของกระดูกที่ผิดรูปร่างนี้ท าให้เกิดการอักเสบและเจ็บปวด ส่งผลต่อ

การเคลื่อนไหว สาเหตุการงอกกระดูกนี้ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดแต่คาดว่าเก่ียวข้องกั บการ

อักเสบของเยื้อหุ้มข้อ  โดยอาจเกิดจากการที่เซลล์แมคโคฟาจ (macrophage) จากเยื่อหุ้ม

ข้อเปลี่ยนไปเป็นเซลล์กระดูกประเภทออสทีโอคลาส (Osteoclast) และหลั่งโกรทแฟคเตอร์ 

(Growth factors) เข้าสู่  extracellular matrix ของกระดูก และเหนี่ยวน าเซลล์กระดูก 

(osteoblast) ให้สร้างกระดูกงอกออกมา [29]  

 
ร ูปที่ 2.2 ลักษณะของข้อปกติ (ซ้าย) และข้อเสื่อม (ขวา) [21] 
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2 .1.4 การรกัษา  

  การรักษาโรคข้อเสื่อมสามารถแบ่งได้ตามระยะและความรุนแรงของโรคได้ดังต่อไปนี้ [21]  

2 .1.4 .1 การรกัษาโรคข้อเสือ่มแบบไม่ใชย้า  

   ในผู้ป่วยระยะแรก ที่ยังมีอาการไม่รุนแรงมาก ผู้ป่วยอาจได้รับการรักษาโดยการ  

ปรับเปลี่ยนพฤติกรรม ได้แก่ การลดน้ าหนัก หรือการท ากายภาพบ าบัดเพ่ือให้ข้อต่อ

เคลื่อนไหวได้ การให้ผู้ป่วยออกก าลังกายเพ่ือเพ่ิมความแข็งแรงให้กล้ามเนื้อบริเวณข้ อและ

เพ่ิมพิสัยการเคลื่อนไหวของข้อ เป็นต้น  

 2.1.4.2 การรกัษาโรคข้อเสือ่มแบบใหย้ารกัษา  

   ในผู้ป่วยที่ มีอาการปวดข้อรุนแร ง จะท าการรักษาโดยการให้ยา ซ่ึงมีทั้งย า  

  รับประทานและยาฉีด ดังต่อไปนี้   

   ก.  การรกัษาโดยให้ยารบัประทานเพื่อบรรเทาอาการปวดหรอือาการอักเสบ  

    ปัจจุบันการรักษาข้อเสื่อมโดยการให้ยารับประทานที่มีฤทธ์ิไปยับยั้งอาการ  

   ปวดที่บริเวณข้อ จะใช้ยาในกลุ่ม NSAIDs (non-Steroidal Anti- inflammatory  

   Drugs) คือกลุ่มยาบรรเทาอาการปวด การอักเสบที่ไม่ใช่สเตอรอยด์ ยาในกลุ่ม  

   NSAIDs นี้จะไปยับยั้งเอนไซม์ COX-2 (cyclooxygenase-2) ซ่ึงเป็นเอนไซม์ที่  

   เก่ียวข้องกับการสร้างโพรสตาแกลนดิน (Prostaglandins) นอกจากยาในกลุ่ม   

   NSAIDs แล้วก็มีสมุนไพรหลายชนิดที่มีฤทธิ์ในการบรรเทาอาการปวดในโรคข้อเสื่อม  

   ได้เช่นกัน ตารางที่ 2.2 แสดงตัวอย่างยาในกลุ่ม NSAIDs และสมุนไพรที่ใช้ในการ  

   รักษาโรคข้อเสื่อม [6]   
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ตารางที่ 2.2 ตัวอย่างยาในกลุ่ม NSAIDs และสมุนไพรที่ใช้ในการรักษาโรคข้อเสื่อม 

ยา NSAIDs Acetylsalicylic acid (aspirin) 

Diflunisal (dolobid) 

Diclofenac (voltaren, cataflam, arthrotec) 

Ketorolac (toradol) 

Ketoprofen (orudis, oruvail, axorid) 

Celecoxib (celebrex) 

สมุนไพร ชาเขียว (Camellia sinensis) 

ต้นเล็บแมว (Uncaria tomentosa, Uncaria guanensis) 

ขม้ินชัน (Curcumin longa) 

เถาพระเจ้าฟ้าร้อง (Tripterygium wilfordii Hook F) 

ขิง (Zingiber officinale) 

 

  ข. การฉ ีดรกัษาเข้าบรเิวณข้อตอ่โดยตรง  

   - การฉีดคอร์ติโคสเตอรอยด์ (Corticosteroids) คอร์ติโคสเตอรอยด์เป็นยาในกลุ่ ม  

   สเตอรอยด์ที่ มีกลไกยับยั้งการแสดงออกของยีนที่สร้างไซโตไคน์ที่ท าให้เกิดการ 

   อักเสบ การฉีดคอร์ติโคสเตอรอยด์ จึงเป็นการบรรเทาอาการปวด และลดอาการข้อ  

   ต่อฝืดเพียงชั่วคราว [30]  

- การฉีดกรดไฮยาลูรอนิค ในปัจจุบันการฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมด้วยกรดไฮยาลูร อนิค 

ได้รับการยอมรับเป็นที่แพร่หลาย เนื่องจากกรดไฮยาลูรอนิคเป็นส่วนประกอบส าคัญ

ในน้ าไขข้อ กระดูกอ่อน และเนื้อเยื่อเก่ียวพัน มีบทบาทส าคัญในการเพ่ิมความหล่อ

ลื่นท าให้เคลื่อนไหวข้อได้ดีขึ้น นอกจากนี้ยังช่วยกระตุ้นการผลิตกรดไฮยาลูรอนิค

จากเซลล์ไฟโบรบลาสต์ในไขข้อได้อีกด้วย  
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2 .1.4 .3 การรกัษาโรคข้อเสือ่มดว้ยวธิกีารผ่าตดั   

  การรักษาด้วยวิธีการผ่าตัดจะกระท าเม่ือการรักษา ด้วยการ ใช้ยาไ ม่ปร ะ สบ

ความส าเร็จ หรืออาการโรคอยู่ในภาวะจ าเป็นไม่สามารถใช้วิธีการอ่ืนใดรักษาได้ โดยการ

ผ่ า ตัดจ ะ มีกา รผ่า ตัดแบบ ดัด เข่า  ( Osteotomy)  กา ร ผ่ า ตัด เ พ่ือ ให้ ผิ วข้อมาชิดกัน 

(Arthrodesis) รวมถึงการผ่าตัดเพ่ือใส่ข้อเทียม  (Joint replacement) [21] 

2.2 กรดไฮยาลรูอนคิ (Hyaluronic acid) 

2.2.1 โครงสรา้งและแหลง่ทีพ่บ  

  กรดไฮยาลูรอนิ ค เป็นคาร์โบไฮ เดรตโมเล กุล ใหญ่ ในกลุ่ ม ไกล โคอะ มิโนไก ลแ คน  

 (Glycoaminoglycan, GAGs) โครงสร้างของกรดไฮยาลูรอนิคประกอบไปด้วยหน่วยซ้ าของน้ า ตาล  

 โมเลกุลคู่ D-glucuronic acid และ D-N-acetyl-glucosamine ที่เชื่อมกันที่ต าแหน่ง β-1,4 และ 

β-1,3 ด้วยพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic bonds) ดังแสดงในรูปที่ 2.3 และมีสูตรโครงสร้างทางเค มี 

คือ (C14H21NO11)n โดย n มีค่ามากกว่า 1000 ขึ้นไป น้ าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 104-107 ดาลตัน ซ่ึง 

แตกต่างกันไปตามแหล่งที่มา กรดไฮยาลูรอนิคมีความแตกต่างจาก GAGs ตัวอ่ืนๆ คือ ไม่มีหมู่ซัลเฟส  

กรดไฮยาลูรอนิคเกิดในรูปแบบของเกลือ เรียกว่า ไฮยาลูรอเนต (Hyaluronate) [31, 32] ตามปกติ

กรดไฮยาลูรอนิคเป็นส่วนประกอบของ extracellular matrix ในร่างกายของสิ่งมีชีวิต โดยเป็น

ส่วนประกอบในเนื้อเยื่อเก่ียวพัน (connective tissues) ผิวหนัง รก  น้ าไขข้อ วุ้นในตา (Vitreous 

humor) ในสัตว์พบในหงอนไก่ สมองกระต่าย กระดูกอ่อนจมูกวัว โดยมีความเข้มข้นแตกต่างกัน ดัง

แสดงในตารางที่ 2.3 [33]  

 

 

 

 

ร ูปที่ 2.3 โครงสร้างของกรดไฮยาลูรอนิค [31] 

 

Glycosidic bond 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

16 

ตารางที่ 2.3 ความเข้มข้นของกรดไฮยาลูรอนิคในเนื้อเยื่อสัตว์และในส่วนประกอบของร่างกาย 

แหล่งทีพ่บกรดไฮยาลรูอนคิ ความเข้มข้น (µg/ml) 

หงอนไก่ 7,500 

รก (คน) 4,100 

ข้อต่อ (น้ าไขข้อ) 1,400-3,600 

กระดูกอ่อนจมูกวัว 1,200 

วุ้นตา (คน) 140-340 

ผิวหนังชั้นเดอร์มิส 200-500 

ผิวหนังชั้นเอพิเดอร์มิส 100 

สมองกระต่าย 65 

หัวใจกระต่าย 27 

ท่อน้ าเหลืองช่วงอก (Thoracic lymph) 0.2-50 

ปัสสาวะ (คน) 0.1-0.3 

เซรั่ม (คน) 0.01-0.1 

 

2 .2.2 ค ุณสมบตัิของกรดไฮยาลรูอนคิ    

  กรดไฮยาลูรอนิคมีลักษณะใส ไม่มีสี ละลายน้ าได้ดีจากการที่โครงสร้างมีหมู่คาร์บอกซิล และ

หมู่ N-acetyl ที่มีขั้วเป็นจ านวนมาก กรดไฮยาลูรอนิคมีประจุรวมเป็นลบจึงสามารถจับกับสารที่มี

ประจุบวกได้ดี และมีความหนืดค่อนข้างสูง เม่ืออยู่ในรูปแบบสารละลาย โครงสร้างสายโซ่ของกรด  

ไฮยาลูรอนิคจะมีรูปร่างยืดขยาย และคดไม่เป็นระเบียบ นอกจากนี้กรดไฮยาลูรอนิคสามารถเข้ากันได้

ทางชีวภาพกับร่างกาย ไม่ก่อให้เกิดอาการแพ้ และต่อต้านจากระบบภูมิคุ้มกันในร่างกาย และสามารถ

ถูกย่อยสลายได้ด้วยกลไกทา งชีว เค มีในร่า งกายโดยอา ศัยเอนไซม์ 3 ชนิดในร่างกายได้แ ก่                 

ไฮยาลูรอนิเดส (hyaluronidase; hyase) b-D-glucuronidase และ β-N-acetyl hexosaminidase    
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2.2.3 หน้าทีท่างชวีภาพของกรดไฮยาลรูอนคิ (Biological function)   
  ปี 1996 Laurent และคณะ ได้อธิบายบทบาทหน้าที่ของกรดไฮยาลูรอนิคดังต่อไปนี้ [32] 

  1. เป็นสารเติมเต็มในช่องว่าง (Space filler) และเป็นสารหล่อลื่น (Lubrication) ในข้อต่อมี 
  น้ าไขข้อซ่ึงมีกรดไฮยาลูรอนิคเป็นองค์ประกอบ กรดไฮยาลูรอนิคนี้จะไหลอยู่ภายในข้อ ต่อ  

  ช่วยหล่อลื่นข้อต่อท าให้เคลื่อนไหวได้สะดวก ไม่ฝืด ไม่ติด [27, 32]  
  2. ก าจัดอนุมูลอิสระ (Scavenger function) ในร่างกายของคนเราจะมีการเกิดอนุมูลอิสระ  
  ซ่ึงส่งผลไปท าลายเนื้อเยื่อในร่างกาย กรดไฮยาลูรอนิคมีความสามารถในการก าจัดอนุ มูล  

  อิสระได้ [34]  
  3. ควบคุมการท างานของเซลล์ (Regulation of cellular activities)  กรดไฮยา ลู ร อนิ ค มี 

  บทบาทส าคัญในการควบคุมการท างานของเซลล์ โดยมักมีผลต่อการสร้างและยับยั้งการเ กิด  
  กิจกรรมต่างๆในเซลล์ ไม่ว่าจะเป็นการลดผลิตภัณฑ์ และตัวกลางในการสร้างสารอักเสบ  
  การควบคุมการแบ่งตัวของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ เป็นต้น [31, 35] 

 

2.2.4 การประยกุต์ใชก้รดไฮยาลรูอนคิในทางการแพทย  ์   

ในทางการแพทย์มีการน ากรดไฮยาลูรอนิคมาใช้เพ่ือการรักษาโดย Balazs และDelinger 

(1984) [34] ได้จ าแนกรูปแบบการน าไปใช้ออกเป็นทั้งหมด 5 รูปแบบดังนี้   

  1. Viscosurgery ใช้ในระหว่างท าการผ่าตัดดวงตา เพ่ือรักษารูปร่างของช่องด้านหน้าในลูก  

  ตา [31]    

  2. Viscoaugment ใช้เป็นสารเพ่ิมและเติมเต็มช่องว่างในผิวหนัง กล้ามเนื้อหูรูด และเนื้อเยื่อ  

  บริเวณคอหอย   

  3. Viscoseparation ใช้ในการแยกพ้ืนผิวของเนื้อเยื่อเก่ียวพันเพ่ือหลีกเลี่ยงการเกิดแผล เป็น  

  ทีเ่กิดจากการผ่าตัด หรือการบาดเจ็บ  

  4. Viscosupplementation ใช้เป็นสารทดแทน หรือเพ่ิมเติมของเหลวเนื้อเยื่อ มักใช้ในการ  

  ทดแทนน้ าไขข้อ และบรรเทาอาการปวด  

  5. Viscoprotection ใช้ป้องกันผิว บาดแผลและเนื้อเยื่อจากความแห้ง และสิ่งแวดล้อมที่  

  เป็นอันตราย และช่วยส่งเสริมการรักษาผิวของบาดแผล  

2.2.5 การประยกุต์ใชแ้ละกลไกของกรดไฮยาลรูอนคิในการรกัษาข้อเสือ่ม    

   ในน้ าไขข้อบริเวณข้อเข่าของคนปกติทั่วไปที่มีอายุน้อยกว่า 40 ปีจะมีกรดไฮยาลูรอประมาณ 
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3.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร [36] และมวลโมเลกุลประมาณ 6–7 ล้านดาลตัน (MDa) [32]   ในขณะที่

ผู้ป่วยที่เป็นโรคข้อเสื่อม จะพบว่าน้ าไขข้อจะมีความยืดหยุ่นและความหนืดลดลง ซ่ึงเป็นผลมาจาก

ขนาดโมเลกุลและความเข้มข้นของกรดไฮยาลูรอนิคในน้ าไขข้อลดลง ส่งผลให้ให้ช่องว่างระหว่า งข้อ

แคบลงจนเกิดการเสียดสีของกระดูกอ่อนผิวข้อท าให้เกิดการอักเสบและพยาธิสภาพอ่ืนตามมา    

  การรักษาโรคข้อเสื่อมด้วยการฉีดกรดไฮยาลูรอนิคเข้าไปทดแทนกรดไฮยาลูรอนิคที่ เ สื่ อม

สลายไป เป็นวิธีที่แพทย์นิยมใช้รักษาผู้ป่วยอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน ผลิตภัณฑ์ทางการค้าส่วนใหญ่

จะเป็นกรดไฮยาลูรอนิคที่ได้มาจากหงอนไก่ และการหมักจุลชีพ  ในปี 2006 Kogan และคณะ [33] 

ได้อธิบายกลไกของกรดไฮยาลูรอนิคในการรักษาโรคข้อเสื่อม โดยมีทั้งหมด 3 กลไกหลักที่เกิดขึ้น ซ่ึง

จนถึงปัจจุบันก็ได้มีงานวิจัยมากมายที่อ้างอิงตามกลไกที่ Kogan และคณะกล่าวไว้ ดังต่อไปนี้    

2 .2.5.1 ฟื้นฟูคณุสมบัตคิวามยดืหยุ่นและความหนดืใหแ้กน่  าไขขอ้    

   การฉีดกรดไฮยาลูรอนิคช่วยเพ่ิมความยืดหยุ่นให้ข้อ ช่วยในการดูดซับแรง (Shock  

   absorption) และเพ่ิมคุณสมบัติหล่อลื่น ลดการเสียดสีภายในช่องว่างระหว่างข้อต่อที่แ คบ  

  ลง [37]   

2.2.5.2 กระตุ้นหรอืควบคมุกระบวนการชวีสังเคราะห์ เช ่น กระตุ้นการแบง่ตัวของเซลล์

กร ะดกูออ่น ยับยั งและปกป้องการสลายของกระดกูออ่น   

    การฉีดกรดไฮยาลูรอนิคมีผลทางชีวเคมีต่อเซลล์กระดูกอ่อน โดยสามารถกระตุ้น  

  การแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์กระดูกอ่อนได้ [38] ในปี 2005 Akmal  และคณะ [4]   

  ศึกษาผลของกรดไฮยาลูรอนิคต่อเซลล์กระดูกอ่อนผิวข้อของวัว โดยท าการเปรียบเทียบการ  

  เลี้ยงเซลล์กระดูกอ่อนแบบที่ให้กรดไฮยาลูรอนิคและไม่ให้กรดไฮยาลูรอนิค พบว่าเซลล์ 

  กระดูกอ่อนที่เลี้ยงแบบให้กรดไฮยาลูรอนิคมีการแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนมากกว่าการเลี้ยงแบบที่  

  ไม่ได้ใส่กรดไฮยาลูรอนิคลงไป ในส่วนของฤทธิ์ในการยับยั้งและปกป้องกระดูกอ่อน ได้มีการ  

  รายงานว่ากรดไฮยาลูรอนิคสามารถยับยั้งนิวโทฟิล (Neutrophil) ซ่ึงเป็นหนึ่งในปัจจัยของ 

  การย่อยสลายกระดูกอ่อน การฉีดกรดไฮยาลูรอนิคให้แก่สัตว์ทดลองที่ถูกเหนี่ยวน าให้เป็นข้ อ 

  เสื่อม สามารถลดการย่อยสลายของกระดูกอ่อนผิวข้อได้ [39, 40]   
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2.2.5.3 บรรเทาอาการปวด ลดการอักเสบและควบคมุการแสดงออกของไซโตไคน์  

   กรดไฮยาลูรอนิคสามารถลดการอักเสบและความเจ็บปวด โดยการไปยับยั้งการหลั่ง  

  Interleukin (IL)-1β [41] นอกจากนี้ยังพบว่าการฉีดรักษาด้วยกรดไฮยาลูรอนิค สามารถ  

  ป้องกันคอลลาเจนชนิดที่ 2 (Type II Collagen) และโปรตีนโอไกลแคนในกระดูกอ่อนไ ม่ให้  

  ถูกท าลายจาก IL-1β กรดไฮยาลูรอนิคสามารถยับยั้งเอนไซม์คอลลาจีเนส (Collagenase),  

  matrix metallopeptidase (MMP- 1 MMP- 3 และ  MMP- 13)  และ สตรอ เมไล ซิน1  

  (Stromelysin) ท าให้ชะลอการเกิดข้อเสื่อม นอกจากนี้ มีงานวิจัยจ านวนมากรายงานว่า 

  กรดไฮยาลูรอนิคสามารถยับยั้งตัวกลางที่ท าให้เกิดการอักเสบ ( inflammatory mediators)  

  เช่น โพสทาแกรดิน (Prostaglandins) [42-45] มีข้อมูล และงานวิจัยจ านวนมากที่รายงาน  

  ความส าเร็จของการใช้กรดไฮยาลูรอนิคในการรักษาข้อเสื่อมทั้งในสัตว์ทดลองและในผู้ ป่วย  

  จริง ในปี 2014  นที เตชะอาภรณ์กุล และคณะ [46] ได้ท าการ ทดสอบประสิทธิภาพ 

  ของกรดไฮย า ลู ร อ นิ ค ใ นก า ร รั ก ษา ภา วะ ข้ อ เข่ า เ สื่ อ ม ใ นสุ นั ข ที่ เ ข้ า รั บ ก า ร  

   ผ่าตัดเอ็นไขว้หน้าหัวเข่าขาดจ านวน 16 ตัว โดยแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 กลุ่ม คือ สุนัข  

   กลุ่มที่ได้รับกรดไฮยาลูรอนิคปริมาตร 2 มิลลิลิตร (Hyalgan® น้ าหนักโมเลกุล 500-730  

   กิโลดาลตัน ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) เข้าทางข้อเข่า และอีกกลุ่มเป็นสุนัขกลุ่ม  

   ควบคุม และให้คะแนนการกะเผลกของขา การลงน้ าหนักขา ภาพถ่ายทางรังสีวิทยา และ  

   ระดับตัวชี้วัดทางชีวภาพ WF6 ในประเมินผลการศึกษา ผลการศึกษาพบว่าสุนัขกลุ่มที่ได้รับ  

   กรดไฮยาลูรอนิคมีคะแนนการกะเผลกของขา และการลงน้ าหนักของขาดีกว่ากลุ่มควบ คุม  

   อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนการประเมินด้านอ่ืนๆ ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส า คัญ  

   ทางสถิติ ตลอดระยะเวลาการศึกษาใน 8 สัปดาห์  

   ในปี 2006 Sun และคณะ [47] ได้ท าการศึกษาการฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมด้วย 

  กรดไฮยาลูรอนิคในผู้ป่วยที่ มีอาการโรคข้อเสื่อมมาไม่น้อยกว่า 6 เดือน โดยฉีดรักษาด้วย  

  กรดไฮยาลูรอนิคที่สกัดมาจากหงอนไก่ ที่มีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 6.2×105 ถึง 11.7×105  

  ดาลตัน มีความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมใน 2.5 มิลลิลิตรของ phosphate buffer saline ท า 

  การฉีด 1 ครั้งต่อสัปดาห์เป็นเวลา 5 สัปดาห์ จากนั้นประเมินความรุนแรงของโรคด้วย 

  ภาพถ่ายรังสีตามเกณฑ์ Kellgren-Lawrence ที่ระดับ 1 และ 2 พบว่าการฉีดรักษาด้วย 

  กรดไฮยาลูรอนิคมีศักยภาพบรรเทาปวดและท าให้การท างานของข้อเข่าผู้ป่วยดีขึ้น  
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    ปี 2013 Verdera และคณะ [48] ได้ท าการศึกษาประ สิทธิ ภา พและ ควา ม  

  ปลอดภัยของการฉีดรักษากรดไฮยาลูรอนิคร่วมกับการใส่ mannitol ในการรักษาโร คข้อ 

  เสื่อมในผู้ป่วย mannitol เป็นสารที่สามารถต้านอนุมูลอิสระและช่วยให้สายโซ่ของกรด       

  ไฮยาลูรอนิคมีความเสถียร ท าให้กรดไฮยาลูรอนิคอยู่ในข้อเข่าได้นานขึ้น ในงานวิจัยผู้วิจัยนี้   

  ได้ท าการฉีดกรดไฮยาลูรอนิคที่ มีน้ า หนักโมเลกุล 1.8×106 ดาลตัน ความเข้มข้น 2  

  เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ mannitol ความเข้มข้น  0.5 เปอร์เซ็นต์ ที่บริเวณข้อเข่าของผู้ป่วย 

  จ านวน 1 ครั้ง จากนั้นติดตามผลด้วยมาตรวัดความเจ็บปวด ( visual analogue scale;  

  VAS) เป็นเวลา 6 เดือน พบว่าการรักษาสามารถบรรเทาอาการปวดและท าให้การท างานของ 

  ข้อเข่าดีขึ้นได้นานถึง 6 เดือน โดยไม่พบผลข้างเคียงอ่ืนนอกจากการบวมแดงเล็กน้อยบริเวณ  

  ที่ฉีดรักษา  

 

2 .3 ชาเขียว (Green tea) 

  ชาเขียวจัดเป็นผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติที่ มีการน ามาท าเป็นเครื่องด่ืมและเป็นส่วนผสมของ

ผลิตภัณฑ์อ่ืนๆมากมาย ซ่ึงได้ความนิยมอย่างมากในปัจจุบันและมีแนวโน้มที่จะเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ ชาเขียว

ผลิตมาจากใบของชา Camellia sinensis เช่นเดียวกับชาอู่หลง ชาด า เพียงแต่กระบวนการผลิต

แตกต่างกัน ชาเขียวได้มาจากใบชาที่ไม่ผ่านการหมักและการให้ความร้อน ในขณะที่ชาด าได้มาจากใบ

ชาที่ผ่านการหมัก ชาอู่หลงได้มาจากใบชาที่ผ่านกระบวนการหมักเพียงบางส่วน 

2.3.1 ส่วนประกอบและโครงสรา้งทางเคมี   

  ชาเขียวประกอบไปด้วยสารอาหารและแร่ธาตุจ านวนมาก ไม่ว่าจะเป็นโปรตีน กรดอะมิโน 

คาร์โบไฮเดรต และสารต่างๆอีกมากมาย โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารประกอบในกลุ่มฟีนอล (Phenolic 

compounds) ที่พบในปริมาณมาก ตารางที่ 2.4 แสดงส่วนประกอบสารอาหารและแร่ธาตุที่พบในชา

เขียว  
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ตารางที่ 2.4 ส่วนประกอบสารอาหารและแร่ธาตุที่พบในชาเขียว [49] 

สารอาหารและแรธ่าตุ ร ้อยละต่อน  าหนกัแห้ง 

โปรตีน 15 

กรดอะมิโน 4 

เส้นใย 26 

คาร์โบไฮเดรต 7 

ไขมัน 7 

รงควัตถุ 2 

แร่ธาตุ 5 

สารประกอบฟีนอล 30 

 

สารประกอบโพลีฟีนอล (Polyphenol) กลุ่มฟลาโวนอยด์ (Flavanols) ที่พบมากในชาเขียว 

เป็ น กลุ่ ม  คา เทชิ น  ( Catechin)  ซ่ึ ง มีส า ร ส า คัญ ไ ด้แ ก่  ( - ) - epicatechin 6.4 เปอร์ เ ซ็น ต์ 

( - ) - epigallocatechin 19 เปอร์ เ ซ็น ต์  ( - ) - epicatechin- 3-  gallate 13.6 เปอร์ เ ซ็น ต์  และ 

(- )-epigallocathechin-3 gallate (EGCG) 59 เปอร์เซ็นต์ โดยทั่วไปสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์จะมี

โครงสร้างพ้ืนฐานเป็นฟีนิลเบนโซไพโรน (Benzopyrones) โดยมีวงแหวนเบนซีน (benzene ring)  

2 วงเชื่อมต่อกับวงแหวนไพแรน (heterocyclic pyran ring)  1 วง และมีอะตอมของคาร์บอน 15 

ตัวเป็นองค์ประกอบ (C6-C3-C6) สารในกลุ่มคาเทชินจะแตกต่างกับสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่จ านวน

หมู่ไฮดอกซิล (Hydroxyl group) และการมีหมู่ gallate เพ่ิมขึ้นมาในโครงสร้าง ดังแสดงในรูปที่ 2.4 
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ร ูปที่ 2.4 โครงสร้างสารโพลีฟีนอลในสารสกัดชาเขียว   
(http://www.nature.com/onc/journal/v25/n13/fig_tab/1209227f1.html) 

(-)-Epigallocathechin-3-gallate (EGCG) จัดเป็นสารที่พบมากที่สุดในบรรดาสารในกลุ่ม

คาเทชินในชาเขียว สาร EGCG มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) สูงมาก เนื่องมาจากการมี

หมู่ไฮดอกซิล (Hydroxyl group) ในโครงสร้างเป็นจ านวนมาก และมีหมู่ gallate เชื่อมต าแหน่งที่ 3 

ของวงแหวนซี สมบัติการต้านอนุมูลอิสระของสาร EGCG นี้สูงกว่าวิตามินซี และวิตามินอีถึง          

25 – 100 เท่า [50] สมบัติทางเคมีและทางกายภาพอ่ืนๆของสาร EGCG แสดงในตารางที่ 2.5 

ตารางที่ 2.5 สมบัติทางเคมีและทางกายภาพของสาร EGCG 

สูตร โครงสรา้ง C22H18O11 

มวลโมเลกลุ  458.4 กรัมต่อโมล 

จุดหลอมเหลว 218 °C 

สมบัติการละลาย 

ละลายในน้ า (ใส ไม่มีสี เม่ือละลายที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร) ละลายได้ในอะซิโตน เอทานอล เมทานอล ไพริดีน และ

เตตระไฮโดรฟลูแลน 

ลักษณะของสารสกดั 
เม่ืออยู่ในรูปแบบบริสุทธ์ิ ไม่มีกลิ่น ลักษณะเป็นผงแป้งมีสีขาว     

สีชมพูอ่อนหรือสีครีม และอาจเป็นผลึก  
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2.3.2 การออกฤทธ ิท์างชวีภาพของสาร EGCG   

2.3.2.1 ฤทธ ิใ์นการต้านอนุมูลอสิระ (Anti-oxidation) 

  อนุมูลอิสระ (Free radical) เป็นโมเลกุลที่ไม่เสถียรและไวต่อการเกิดปฏิกิริยา เค มี  

  จึงมีผลต่อการท าลายโมเลกุลอ่ืนๆในร่างกาย และน ามาสู่ซ่ึงการเกิดโรค สาร EGCG สามารถ 

  ต้านอนุมูลอิสระได้ โดย สามารถดักจับอนุมูลเพอร์ออกซิล (Peroxyl Radical) และยับยั้ง 

  การท าลายผนังของเซลล์ในร่างกาย จากกระบวนการเพอรอกซิเดชันไขมัน ( Lipid  

  peroxidation) [51, 52]   

  2.3.2.2 ฤทธ ิใ์นการปอ้งกนัและยับยั งเซลล์มะเรง็ (Prevention of cancer)   

   มีการศึกษาผลของสาร EGCG ต่อเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ ไม่ว่าจะเป็น มะเร็งต่อม  

  ลูกหมาก (Prostate cancer) มะเร็งเต้านม (Breast cancer) มะเร็งกระเพาะอาหา ร  

  (Gastric cancer) ฯลฯ พบว่าสาร EGCG สามารถยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งได้  

  [53-55] นอกจากนี้สาร EGCG ยังมีบทบาทในการยับยั้ งการ สร้าง เส้ นเลื อด ( anti-  

  angiogenesis) ไม่ให้ไปเลี้ยงเซลล์มะเร็งอีกด้วย [56] 

2.3.2.3 ฤทธ ิใ์นการปอ้งกนัโรคหลอดเลอืดหัวใจ (Cardiovascular diseases)   

  โรคหลอดเลือดหัวใจเป็นโรคที่เก่ียวกับการอุดตันของไขมันในหลอดเลือด ในปี   

2013 งานวิจัย Kim และคณะ [57] ได้แสดงให้เห็นว่า สาร EGCG สามารถกระตุ้นเซลล์เยื่อ

บุหลอดเลือด ให้ปกป้องตัวเองจากภาวะเครียด (stressful condition)  และลดการสะสม

ของไขมันในหลอดเลือด 

2.3.2.4 ฤทธ ิใ์นการยบัยั งการอักเสบ (Anti-inflammation)   

  การอักเสบในร่างกายของคนเราเกิดจากไซโตไคน์ เช่น IL-β และ TNF-α ไปกระตุ้น

ให้มีกระบวนการสร้างสารที่ท าให้เกิดการอักเสบ เช่น ไนตริกออกไซด์ (Nitric oxide; No) 

โพสทาแกรดิน ผ่านการแสดงออกของเอนไซม์อินดิวซิเบิลไนตริกออกไซด์ซินเทส ( Indicible 

Nitric oxide syntase; iNOS) COX-2 และ  Microsomal PGE syntase-1 (mPGES-1) ที่

เซลล์เป้าหมาย มีการศึกษาผลของสาร EGCG ต่อการอักเสบในข้อเสื่อมของสัตว์ทดลอง 
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พบว่าสาร EGCG สามารถลดระดับการแสดงออกของ IL-1β และตัวกลางที่ท าให้เกิดการ

อักเสบได้ [58-60] 

2.3.2.5 ฤทธ ิใ์นการต้านไวรสั และแบคทเีรยี (Anti-virus and Anti-bacteria )   

  มีงานวิจัยที่รายงา นว่า สาร EGCG มีประสิทธิภาพในการ ต้าน ไวรัส ใน กลุ่ ม 

Retroviridae  Orthomyxoviridae และ Flaviviridae ซ่ึงก่อให้เกิดโรคในคน โดยกลไกการ

เข้าไปแย่งจับเซลล์เป้าหมายของไวรัส [61]  

2.3.3 การประยกุต์ใชแ้ละกลไกของสาร EGCGในการรกัษาโรคข้อเสือ่ม  

  ในปี 2010 Ahmed [62] ได้ทบทวนงานวิจัยที่ เก่ียวข้องกับการใช้ของสาร EGCG ต่อการ

รักษาโรคข้อเสื่อมทั้งในระดับห้องปฏิบัติการและในระดับสัตว์ทดลอง และได้สรุปกลไกของสาร EGCG 

ในการรักษาโรคข้อเสื่อม (ตารางที่ 2.6) ดังต่อไปนี้    

2.3.3.1 ปกป้องกระดูกอ่อน และเซลลก์ระดกูออ่น (Cartilage/chondrocyte 

protection)  

   สาร EGCG สามารถยับยั้งการท างาน IL-1β ที่เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการแสดงออก  

  ของ COX-2 ไนตริกออกไซด์ซินเทส-2 และ สารโพสทาแกรดิน ในเซลล์กระดูกอ่อน และ  

  สามารถยับยั้งการสลายของกระดูกอ่อน (cartilage resorption) ในโรคข้อเสื่อมได้ ในปี  

  2014 Leong และคณะ [63] ได้ท าการทดลองฉีดสาร EGCG เข้าทางช่องท้องของหน ู

   ทดลองที่ถูกชักน าให้เป็นโรคข้อเสื่อม และท าการประเมินผลทางพยาธิวิทยาหลังจากการฉีด  

  รักษาเป็นเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ พบว่าเนื้อเยื่อกระดูกอ่อนบริเวณข้อของหนูที่ได้รับสาร  

  EGCG ถูกท าลายน้อยกว่าเนื้อเยื่อกระดูกอ่อนบริเวณข้อของหนูที่ไม่ได้รับสาร EGCG และ  

  เม่ือวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค Real time Polymerase Chain Reaction  

  (RT-PCR) พบว่าสาร EGCG สามารถลดระดับการแสดงออกของยีน MMP-1 MMP-3  

  MMP-8 MMP-13 Adamts15 IL-1β และ TNF-α ซ่ึงเป็นยีนที่ส า คัญในการแสดงออกถึง 

  การอักเสบ  สาร EGCG จึงสามารถบรรเทาอาการปวดและช่วยชะลอการเสื่อมสลา ยของ  

  กระดูกอ่อนที่ข้อได้ 
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2.3.3.2 ควบคมุกจิกรรมการท างานของเซลล์กระดูก (Bone-preserving activity) 

   EGCG จะยับยั้งเซลล์สร้างกระดูก (osteoblast) ไม่ให้เปลี่ยนเป็นเซลล์สลายกระดูก  

  (osteoclast) ซ่ึงเป็นเซลล์ท่ีเก่ียวข้องกับการท าให้กระดูกเปลี่ยนรูป (bone remodeling)  

  และการเกิดกระดูกแข็งแทนที่จากการถูกก าจัดเนื้อกระดูก (bone matrix) การงอกและการ  

  สลายกระดูกเก่ียวข้องกับไซโตไคน์  และโมเลกุล Receptor activator of nuclear factor-  

  B ligand (RANKL) ซ่ึง RANKL นี้จะเหนี่ยวน า Nuclear factor of activated T cell c1  

  (NF-ATc1) ท าให้มีการเปลี่ยนแปลงของเซลล์กระดูกไป เป็นเซลล์สลายกระดูก สาร  

  EGCG สามารถลดการท างานของ NF-ATc1 [64] จึงยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์สลาย  

  กระดูก และชะลอการเข้าสู่ภาวะข้อเสื่อมได้ [60]      

  ในปี 2010  Lee และคณะ [65] ได้ศึกษาประสิทธิภาพของสาร EGCG ว่ามีผล 

  ต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์สลายกระดูก (osteoclast) และกลไกของโมเลกุลที่เ กิ ดขึ้น    

  โดยท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ osteoclast ที่สกัดได้มาจากไขกระดูกหนูภายใต้สภาวะ ที่มี ใน  

  RANKL และ  Macrophage colony- stimulating factor ร่ วมกับสา ร  EGCG จ า กผล 

  การศึกษาพบว่าสาร EGCG สามารถยับยั้งไม่ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ไปเป็น เซลล์  

  สลายกระดูก (osteoclast differentiation) โดยกลไกการยับยั้ง RANKL ไม่ให้กระ ตุ้น  

  JNK/c-Jun และ NF-kappaB จึงเป็นผลให้เกิดการยับยั้งการแสดงออกของ c-Fos และ  

  NFATc1 ซ่ึงเป็นตัวกระตุ้นในการถอดรหัส ( transcription factor) ที่จะท าให้เกิดการ 

  เปลี่ยนแปลงของเซลล์ไปเป็นเซลล์สลายกระดูก   

2 .3.3 .3 ก าหนดและควบคมุการท างานของเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นไขข้อ (synovial 

fibroblast) 

  บริเวณช่องว่างภายในข้อต่อจะมีเซลล์ไฟโบรบลาสต์ในไขข้ออยู่รอบๆ ท าหน้าที่หลั่ง

น้ าไขข้อ (Synovial fluids) เข้าสู่ช่องว่าง เพ่ือหล่อลื่นข้อต่อเวลาเคลื่อนไหว และควบคุม

ระบบภูมิคุ้มกัน (immunomodulatory) แต่เม่ือเข้าสู่ภาวะข้อเสื่อม เซลล์ไฟโบรบลาสต์ใน

ไขข้อ จะแบ่งตัวเร็วกว่าปกติ (Hyperproliferative) และหลั่งสารที่ท าให้เกิดการอักเสบ สาร

เหล่านี้ท าให้เกิดการสร้างเส้นเลือดใหม่ และท าลายกระดูก นอกจากนี้เซลล์ไฟโบรบลาสต์ใน

ไขข้อที่ข้อเสื่อมจะหลั่งเอนไซม์ที่ย่อยสลายเมทริกซ์กระดูกอ่อน เช่น MMPS ADMATS และ 
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cathepsin [62] สาร EGCG สามารถยับยั้งการหลั่ง IL-1β เซลล์ไฟโบรบลาสต์ในไขข้อที่จะ

ไปเป็นตัวเหนี่ยวน า MMP-1 MMP-2 และ MMP-13 ได้ [14, 62, 66]  

  ในปี 2006 Ahmed และคณะ [13] ได้ศึกษาอิทธิพลของสาร EGCG ต่อเซลล์ไฟโบ

รบลาสต์พบว่า EGCG ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์และสามารถยับยั้งการหลั่ง IL-1β 

จากเซลล์ไฟโบรบลาสต์ได้ ซ่ึงจะมีผลไปยับยั้งการแสดงออกของ epithelial neutrophil–

activating peptide 78 (ENA-78) RANTES growth-regulated oncogene-α (GRO-α) 

โดยที่สาร EGCG ไปปิดกระบวนการ phosphorylation ของ PKC-α และยับยั้งกา ร

เคลื่อนย้ายผ่านนิวเคลียสของ NF-kB  
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ตารางที่ 2.6 สรุปงานวิจัยที่รายงานการใช้สาร EGCG ในโมเดลการรักษาโรคข้อเสื่อม 
วิธ ีการใหส้าร 

EGCG (route of 

administration) 

ขนาดของ

สาร  EGCG 

ที่ให้ (dose) 

โมเดลการทดลอง

(model) 

ผลการทดลอง อ้างอิง  

 

เติมสาร EGCG ใน

อาหารเล้ียงเซลล์ 

100 µM OA Human 

chondrocytes  

Human chondrocyte มีการ

หล่ัง Nitric oxide ซ่ึงเป็นตัว

ท าลายกระดูกอ่อนน้อยลง 

[59]. 

เติมสาร EGCG ใน

อาหารเล้ียงเซลล์ 

20, 50 และ 

100 µM 

OA Human 

chondrocytes  

สาร EGCG ท่ีความเข้มข้น100 

µM สามารถยับย้ัง IL-1β ไม่ให้

ชักน าการเกิด MMP-1 และ 

MMP-3 

[67] 

เติมสาร EGCG ใน

อาหารเล้ียงเซลล์ 

10-60 µM RA synovial 

fibroblast 

สาร EGCG ท่ีความเข้มข้น 10 

และ 20 µM ยับย้ัง IL-1β ไม่ให้

เกิด ENA-78, RANTES และ 

GROα ในขณะท่ีความเข้มข้น 

50 µM สามารถยับย้ังไม่ให้เกิด

สารท่ีท าให้เกิดการอักเสบท่ีมา

จากการสร้างของ MCP-3 

[13] 

เติมสาร EGCG ใน

อาหารเล้ียงเซลล์ 

10, 50 และ  

100 µM 

OA Human 

chondrocytes  

สาร EGCG ท่ีความเข้มข้น 20 

และ 100 µM สามารถยับย้ัง 

 IL-1β  

[68] 

การฉีดเข้าช่องท้อง 25 มิลลิกรัม/

กิโลกรัม

น้ าหนักต้วหนู 

หนู Mice เพศผู้ 

(อายุ 5-6 เดือน) 

หนูท่ีเป็นข้อเส่ือมเมื่อได้รับสาร 

EGCG มีอาการปวดข้อลดลง โดย

ดูจากพฤติกรรมการเคล่ือนไหว

ของหนู และลดการแสดงออก

ของไซโตไคน์ IL-1β และ  

TNF-α 

[63] 
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2 .4. เจลาติน (Gelatin)         

 เจลาตินเป็นโปรตีนที่ได้มาจากกระบวนการไฮโดรไลซิส ( Hydrolysis) ของคอลลาเจน 

(collagen) ซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลักในผิวหนัง กระดูก และเนื้อเยื่อเก่ียวพัน (connective tissue) 

ของสิ่งมีชีวิต [69] สมบัติของเจลาตินขึ้นอยู่กับแหล่งที่มาของคอลลาเจนและกระบวนการไฮโดรไลซิส 

2 .4.1 ส่วนประกอบและโครงสรา้งทางเคม ี      

  เจลาตินประกอบด้วยกรดอะมิโน 19 ชนิด โดยมีสัดส่วนของกรดอะมิโนแตกต่างกันตาม

แหล่งที่มา ดังแสดงในตารางที่ 2.7 กรดอะมิโนที่พบเป็นส่วนใหญ่คือ ไกลซีน (Glysine; Gly) โพลีน 

(Proline) และไฮดรอกซีโพลีน (Hydroxyproline) โดยมีการเรียงตัวเป็นหน่วยซ้ าๆ ในรูปแบบ    

Gly-X-Y ภายในสายโซ่ โดยที่ Gly คือไกลซีน X และ Y คือ กรดอะมิโนตัวอ่ืนๆ ซ่ึงส่วนใหญ่จะเป็น   

โพลีน และไฮดรอกซีโพลีน กรดอะมิโนเหล่านี้เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเปปไทด์ ( peptide bonds)         

เจลาตินมีรูปร่างโครงสร้างทุติยภูมิแบบเกลียวสุ่ม (random coil) [70, 71] ดังแสดงในรูปที่ 2.5 

ก)  

 

 

ข) 

 

 

 

 

ร ูปที่ 2.5 โครงสร้างโมเลกุลของเจลาติน ก) โครงสร้างปฐมภูมิ [72] และ ข) โครงสร้างทุติยภูมิแบบ
เกลียวสุ่มหลังผ่านกระบวนการไฮโดรไลซ์คอลลาเจน (https://www.manuscript-cultures.uni-

hamburg.de/lab_case_19_e.html ) 

คอลลาเจน 
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 ตารางที่ 2.7 ชนิดและปริมาณกรดอะมิโนที่เป็นส่วนประกอบของเจลาตินที่สกัดได้จากผิวหนังหมู 
 และผิวหนังวัว [73]   

กรดอะมโิน เจลาตินที่สกัดไดจ้ากผิวหนังหมู  

(หน่วยต่อ 1000 หน่วยของทั งหมด) 

เจลาตินที่สกัดไดจ้ากผิวหนังววั  

(หน่วยต่อ 1000 หน่วยของทั งหมด) 

Nonpolar hydrophobic   
Alanine 80 33 

Valine 26 10 
Leucine 29 12 
Isoleucine 12 7 

Phenylalanine 27 10 
Methionine 10 4 

Proline 151 63 
Total 335 139 

Polar uncharged   

Glycine 239 108 
Serine 35 15 
Threonine 26 10 

Tyrosine 7 2 
Total 307 135 

Polar acidic 
 

  

Aspartic acid 41 17 
Glutamic acid 83 34 
Total 124 51 

Polar basic 
 

  

Lysine 24 11 
Arginine 111 47 

Histidine Not detected Not detected 
Total 138 58 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

30 

2 .4.2 แหล่งที่มา         

 เจลาตินผลิตจากคอลลาเจนที่ได้มาจากหลากหลายแหล่งของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงสามารถสรุปได้ดังนี้  

[74]  

2 .4.2 .1 เจลาตินจากสัตวใ์หญ ่  

  เจลาตินที่สกัดจากคอลลาเจนของสัตว์ใหญ่ เช่น หมู หรือวัว มักจะได้มาจากเนื้อเยื่ อ

เก่ียวพันและกระดูก   

2 .4.2 .2 เจลาตินจากปลา 

  เจลาตินที่สกัดจากคอลลาเจนส่วนผิวหนังและกระดูกของปลา เป็นเจลาตินที่ เป็น

ทางเลือกส าหรับชาวมุสลิมซ่ึงรับประทานอาหารฮาลาล   

2.4.2.3 เจลาตินจากแมลง  

  เจ ลา ตินจ า กแ ม ลง จ า พ วก  Aspongopus viduatus (melon bug)  และ

Agonoscelis pubescens (sorghum bug) ที่พบในประเทศซูดาน ดังแสดงในรูปที่  2.6 

จัดเป็นเจลาตินอีกหนึ่งทางเลือกของชาวมุสลิม  

 

 

 

 

 

ร ูปที่ 2.6 sorghum bug (ซ้าย) และ melon bug (ขวา) [74] 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

31 

2 .4.3 ชนดิของเจลาติน          

 เจลาตินแบ่งตามกระบวนการผลิตและแหล่งที่มาได้ 2 ชนิดคือเจลาตินชนิดเอ และเจลาติน

ชนิดบี ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ [75, 76]  

2 .4.3 .1 เจลาตินชนิดเอ (Type A gelatin, GA)   

  เป็นเจลาตินที่ได้มาจากกระบวนการไฮโดรไลซ์คอลลาเจนที่ได้มาจากผิวหนังหมู ด้วย

กรด (acidic process) เช่น กรดไฮโดรคลอริก กรดซัลฟูริก เป็นต้น ซ่ึงวิธีนี้ไม่ค่อยท าให้เกิด

การสลายหมู่เอไมด์ (amide group) ในสายโซ่คอลลาเจน ท าให้เจลาตินชนิดเอนี้มีประจุบวก

จากหมู่เอไมด์ และมีค่าไอโซอิเล็คทริก ( Isoelectric point) ใกล้เคียงกับคอลลาเจน คือ

ประมาณ 7-9 (รูปที่ 2.7) 

2 .4.3 .2 เจลาตินชนิดบี (Type B gelatin, GB) 

  เป็นเจลาตินที่ได้มาจากกระบวนการไฮโดรไลซ์คอลลาเจนที่ได้มาจากผิวหนั งและ

กระดูกวัวด้วยด่าง (alkaline process) เช่น แคลเซียมไฮดรอกไซด์ เป็นต้น โดยด่างจะสลาย

หมู่เอไมด์ของกรดอะมิโนแอสพาราจีน (Asparagine) และกลูตามีน (glutamine) ในสายโซ่

คอลลาเจน ให้เป็นหมู่คาร์บอกซิลิค (Carboxilic group) และเปลี่ยนกรดอะมิโนทั้งสองชนิด

เป็นแอสพาราเตท และกลูตาเมท ท าให้เจลาตินชนิดบีมีประจุลบมากขึ้น และมี ค่าไอโซ

อิเล็คทริกอยู่ในช่วง 4.6-5.4 (รูปที่ 2.7) 

 

ร ูปที่ 2.7 กระบวนการผลิตเจลาตินชนิดบี (ซ้าย) และเจลาตินชนิดเอ (ขวา) [77] 
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2 .4.4 สมบัติทางกายภาพ เคมี และชวีภาพของเจลาติน [78, 79]  

2 .4.4 .1 ลักษณะทางกายภาพ   

   เจลาตินเป็นสารไม่มีสีและไม่มีกลิ่น มีลักษณะเป็นเม็ดใส มีความแข็งเปราะ   

2 .4.4 .2 สมบัติการบวมน  า   

   เม่ือน าเม็ดเจลาตินไปแช่ในน้ า เม็ดเจลาตินสามารถอุ้มน้ า ( Hydrate) ได้มากถึง     

  5-10 เท่าของน้ าหนักแห้งเริ่มต้น    

2.4.4 .3 การละลาย (Solubility)   

  เจลาตินสามารถละลายได้ในน้ า สารละลายที่มีขั้ว มีพันธะไฮโดรเจน สารละลาย

อินทรีย์ เช่น กรดอะซีติก (acetic acid) ไตรฟลูออโรเอทานอล ( trifluoroethanol)        

ฟอร์มาไมด์ ( formamide) แต่ละลายได้น้อยเม่ืออยู่ในตัวท าละลายอินทรีย์ไม่มีขั้ว เช่น    

เบนซีน (benzene) อะซิโตน (acetone) แอลกฮอล์ปฐมภูมิ (primary alcohol) และได

เมธิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide) นอกจากนี้การละลายของเจลาตินยังขึ้น อยู่ กับ

อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-เบส ความเข้มข้น 

2 .4.4 .4 การ เกดิเจล (Gelation)   

  เจลาตินสามารถเกิดเจลได้ที่ อุณหภูมิห้องหรือต่ ากว่าอุณหภูมิห้อง โดยเกิดจาก

กระบวนการเรียงชิดติดกันของพันธะภายในสายโซ่แบบไม่จ าเพาะ ซ่ึงอาจเป็นพันธะแรง

ดึงดูดระหว่างโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic interaction) หรือพันธะไฮโดรเจน 

อัตราเร็วในการเกิดเจลและความแข็งของเจลขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารละลายเจลาติน 

2 .4.4 .5 การผนักลับได้ตามอณุหภมูิทีเ่ปลี่ยนแปลง (Thermo-reversibility)   

  เจลาตินในสภาวะเจลสามารถกลับสู่สภาวะของเหลวได้เม่ือได้รับความร้อน โดย

ความร้อนจะเป็นตัวเข้าไปท าลายพันธะที่ท าให้เส้นใยเรียงชิดติดกันภายในสา ยโซ่ ในทาง

กลับกัน สารละลายเจลาตินสามารถสร้างพันธะใหม่เกิดเป็นเจลได้อีกครั้งเม่ือลดอุณหภูมิ  

2 .4.4 .6 ความหนดืของสาระลายเจลาติน (Viscosity and gel strength)   

  ความหนืดของเจลาตินที่อยู่ในรูปสารละลาย ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของเจ ลา ติน 

อุณหภูมิ น้ าหนักโมเลกุลของเจลาติน ความเป็นกรด-ด่าง สารที่เพ่ิมเติมเข้าไปเพ่ือปรับสภาพ 

สารละลายเจลาตินจะมีความหนืดต่ าเม่ือความเข้มข้นและน้ าหนักโมลกุลน้อยและอุณหภูมิสูง  
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2 .4.4 .7 การยอ่ยสลาย (Degradation)   

  เจลาตินสามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้ในภาวะที่มีเอนไซม์ที่ย่อยโปรตีน เช่น 

คอลลาจีเนส โปรตีเอส หรือสภาวะที่เป็นกรด-ด่าง หรือมีจุลินทรีย์ 

2 .4.4 .8 ความเข้ากันได้ทางชวีภาพ (Biocompatibility)   

  เจลาตินมีความเข้ากันได้ดีกับเนื้อเยื่อร่างกาย ไม่ก่อให้เกิดอาการแพ้ ไม่มีการต่อต้าน

จากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย นอกจากนี้ยังสามารถกระตุ้นกิจกรรมต่างๆเช่น การยึดเกาะ 

การแบ่งตัวเพ่ิมจ านวนของเซลล์บางชนิดได้ดี 

 

2 .4.5 การประยกุต์ใชง้านทางการแพทย ์     

  เจลาตินเป็นวัสดุที่นิยมใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องส าอาง และผ่านการรับรอง

จากองค์การอาหารและยา (United States Food and Drug Administration; FDA) ว่าจัดเป็นสาร

ในกลุ่มที่พิจารณาแล้วว่าสามารถใช้ได้อย่างปลอดภัย (Generally Recognized as safe; GRAS) [76, 

80] ผลิตภัณฑ์ทางการค้าที่ผลิตจากเจลาตินที่มีการใช้งานทางการแพทย์ในปัจจุบัน ได้แก่ Gelfoam® 

เป็นผลิตภัณฑ์ในรูปแบบฟองน้ า (sponge) ใช้ส าหรับห้ามเลือดในการผ่าตัด Gelfilm® แผ่นฟิลม์ที่ใช้

ในการผ่าตัดเส้นประสาท ผ่าตัดทรวงอกและผ่าตัดตา  CultiSpher-G® เป็นผลิตภัณฑ์ทรงกลมขนาด

เล็กที่ส าหรับใช้ในงานเลี้ยงเซลล์ (microcarrier cell culture) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยอีกเป็นจ านวน

มากที่พัฒนาเจลาตินมาประยุกต์ในงานทางการแพทย์ 

  

2 .5. ร ะบบน าส่งยา (Drug delivery system) 

2 .5.1 ค  าจ ากัดความ 

 ระบบน าส่งยา (Drug delivery system) หมายถึง รูปแบบหรือกลไกที่สามารถน ายาเข้าไป

ในร่างกายโดยมีการควบคุมอัตราการปลดปล่อยยา ระยะเวลา และบริเวณที่ให้ยาภายในร่างกาย ท า

ให้ยามีประสิทธิภาพในการรักษาและมีความปลอดภัยมากขึ้น 

2 .5.2 ว ิธ ีการน าส่งยา (Drug delivery route)      

  การน ายาเข้าสู่ร่างกายสามารถท าได้หลายทาง ซ่ึงขึ้นอยู่กับว่าต้องการให้ยาไปมีผลต่อระบบ

หรืออวัยวะใดในร่างกาย และขึ้นอยู่กับรูปแบบของยาว่าสามารถน าเข้าไปได้ในทางใด วิธีการให้ยา
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รูปแบบต่างๆ สามารถจ าแนกเป็นระบบได้ดังนี้ [81]  

  ก. การให้ยาทางระบบทางเดินอาหาร (Gastrointestinal system) 

• ทางปาก (oral) 

• ทางทวารหนัก (Rectal) 

  ข. การให้ยาทางระบบไหลเวียนโลหิต (Parenteral) 

• การฉีดผ่านทางผิวหนัง (Subcutaneous injection) 

• การฉีดผ่านทางกล้ามเนื้อ (Intramuscular injection) 

• การฉีดผ่านทางเส้นเลือดด า (Intravenous injection) 

• การฉีดผ่านทางเส้นเลือดแดง (Intra-arterial injection) 

• การฉีดผ่านทางข้อเข่า (Intra-articular system) 

  ค.  การให้ยาทางระบบเยื่อเมือก (Transmucosal)   

  ง.  การให้ยาทางระบบทางเดินหายใจ (Pulmonary, inhalation) และ การให้ยาทางจมูก  

      (Transnasal) 

  จ. การให้ยาทางผิวหนัง (Transdermal drug delivery) 

  ฉ. การให้ยาทางไขกระดูก (Intra-osseous infusion)  

2.5.3 ตัวน าพายา (drug carrier)  

  ปัจจุบันรูปแบบการให้ยาแก่ผู้ป่วยมักจะอยู่ในรูปของผลิตภัณฑ์ยาเม็ด ยาแคปซูล ยาน้ า ยา

พ่นครีม และอ่ืนๆอีกมากมาย อย่างไรก็ตามการให้ยาในรูปแบบดังกล่าวมีข้อจ ากัดในด้านกา รออก

ฤทธิ์ของยาในร่างกาย ที่ให้ชีวปริมาณการออกฤทธ์ิของยาต่ า และมักมีผลข้างเคียงต่ออวัยวะ อ่ืนๆที่

ไม่ใช่อวัยวะเป้าหมาย เกิดการสะสมพิษของยาที่ตับ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเม่ือได้รับยาต่อเนื่องเป็นระยะ

เวลานาน  

  ระบบน าส่งยาประกอบด้วยตัวน าพายา (carrier) ที่สามารถกักเก็บและควบคุมกา ร

ปลดปล่อยยาให้ได้ความเข้มข้นของยาให้อยู่ในช่วงที่ต้องการในการรักษา เพ่ือลดผลข้างเคียงของยาที่

เกินขนาด และสามารถควบคุมอัตราการปล่อยยาจากตัวน าพายาให้คงที่หรือเนิ่นนานออกไป เพ่ือลด

ความถี่ในการให้ยา นอกจากนี้ตัวน าพายาบางชนิดสามารถน าส่งยาไปยังอวัยวะเป้าหมายได้โดยตรง 

จึงช่วยลดผลข้างเคียงของยาต่ออวัยวะอ่ืนได้ ตัวน าพายาในระบบน าส่งยานิยมผลิตจากวัสดุในกลุ่ม 
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พอลิเมอร์ซ่ึงอาจเป็นพอลิเมอร์จากธรรมชาติ หรือพอลิเมอร์สังเคราะห์ ซ่ึงมีคุณสมบั ติเข้ากันได้ทาง

ชีวภาพกับร่างกาย ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ และสามารถย่อยสลายในร่างกายได้โดยไม่มีสารพิษตกค้าง ตัว

น าพายาชนิดพอลิเมอร์ (polymeric carrier) มีหลายรูปแบบ ซ่ึงแต่ละรูปแบบมีข้อดี และข้อจ ากัด

แตกต่างกัน ดังสรุปในตารางที่ 2.8 [82] 

ตารางที่ 2.8 รูปแบบต่างๆของตัวน าพายาชนิดพอลิเมอร์ (polymeric carrier) และข้อดี ข้อเสีย  

ร ูปแบบของตัวน าพายา

พอลิเมอร  ์

ข้อดี  ข้อเสีย 

ไฮโดรเจลที่ฉีดได้ 

(injectable hydrogel) 

- น าส่งในรูปแบบการฉีดได้ 

- ผลิตและขึ้นรูปง่าย 

- สามารถควบคุมการปลดปล่อยยาได้    

- การปลดปล่อยยาจะตอบสนองต่อค่า 

pH อุณหภูมิ  

- มีขนาดค่อนข้างใหญ่ 

- คุณสมบัติเชิงกลต่ า 

ลิโพโซม/ไมเซลล์ 

(Liposome/micelles) 

- มีขนาดเล็ก เข้าสู่เซลล์ได้ง่าย 

- น าส่งในรูปแบบการฉีดได้ 

- ควบคุมการปลดปล่อย

ยาได้ยาก 

- เป้าหมายในการน าส่ง

ค่อนข้างจ ากัด 

- ความเสถียรต่ า 

- ต้นทุนการผลิตสูง 

อนุภาคไมครอน    

(Microspheres) 

- น าส่งในรูปแบบการฉีดได้ 

- สามารถควบคุมการปลดปล่อยยาได้ 

- มีพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรสูง ท าให้มี

ประสิทธิภาพในการกักเก็บยาสูง 

- ย่อยสลายเร็ว เนื่องจาก

มีขนาดเล็กและมีพ้ืนที่ผิว

ต่อปริมาตรสูง 

- ต้นทุนการผลิตสูง 

 

Implantable materials - กักเก็บยาได้ปริมาณมาก 

- สามารถควบคุมการปลดปล่อยยาได้ 

- สามารถก าหนดอัตราการย่อยสลายได้ 

- ต้องมีการผ่าตัดเพ่ือฝัง

ในร่างกายจึงมีความเสี่ยง

ต่อการติดเชื้อ 
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2.5.4 ร ูปแบบการปลดปล่อยยา   

 โดยทั่วไป ระบบน าส่งยามีการปลดปล่อยยา แบ่งได้เป็น 3 รูปแบบ ดังแสดงในรูปที่ 2.8 [83]  

  1) การปลดปล่อยยาแบบทันที (immediately release)  

   ยาจะถูกปลดปล่อยในปริมาณมาก ในระยะเวลาสั้นๆ รูปแบบนี้ท าให้ผู้ป่วยได้รับยา  

  มากเกินไปในต่อครั้งที่ มีการให้ยา และต้องรับยาถี่ เนื่องจากยาสลายตัวไปอย่างรวดเร็ว  

  2) การปลดปล่อยยาแบบเนิ่นนาน (sustained release)      

   ระบบนี้สามารถควบคุมการปลดปล่อยยาในปริมาณที่เหมาะสมในช่วงเวลาที่ 

  ยาวนานกว่าระบบการปลดปล่อยยาแบบทันที ท าให้ลดความถี่ในการให้ยาและลดระดับการ  

  ผันผวนของยาในกระแสเลือดได้ อย่างไรก็ตามระดับยาในกระแสเลือดในช่วงต้นของการให้  

  ยา อา จสู ง เกินช่ว งที่ เหมาะสมต่อกา รรักษา และ ท าให้ เ กิดผลข้ าง เ คียงของยาได้ 

  3) การปลดปล่อยยาแบบควบคุม (controlled release)   

    ในระบบนี้ ปริมาณยาจะถูกปลดปล่อยออกมาด้วยอัตราคงที่ และสามารถควบคุม 

  ปริมาณยาให้อยู่ในช่วงที่ เหมาะสมต่อการรักษาเป็นระยะเวลายาวนาน ท าให้ช่วยลดความถี่  

  ในการให้ยา และลดผลข้างเคียงของยาเกินขนาดได้  

 

ร ูปที่ 2.8 รูปแบบการปลดปล่อยยาซ่ึงวัดความเข้มข้นของยาที่อยู่ในพลาสมาเทียบกับเวลา  
 (http://www.pharmatutor.org/articles/formulation-and-evaluation-of-enteric-coated-

pellets-of-pentaprazole-sodium-by-extrusion-spheronization) 

 

 

เวลา 
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2 .5.5 ตัวน าพายาชนดิอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอน (Microspheres)   

  อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน เป็นอนุภาคทรงกลมที่มีขนาดอยู่ในช่ วง 1 – 1,000 

ไมโครเมตร ผลิตได้จากทั้งพอลิเมอร์ธรรมชาติ พอลิเมอร์สังเคราะห์ เซรามิก และโลหะ อนุภาคทรง

กลมขนาดไมครอนที่ผลิตจากพอลิเมอร์ธรรมชาติ และพอลิเมอร์สังเคราะห์ได้รับความนิยมน า มา

ประยุกต์ใช้งานในงานทางการแพทย์อย่างแพร่หลายเนื่องจากมีความเข้ากันได้กับร่างกาย ย่อยสลาย

ได้ในร่างกาย ไม่เป็นพิษ นอกจากนี้ยังสามารถน าส่งได้ด้วยการฉีดผ่านเข็มฉีดยา ซ่ึงช่วยลดความ

จ าเป็นในการผ่าตัดและลดความเสี่ยงในการติดเชื้อระหว่างผ่าตัดได้อีกด้วย อนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนจึงจัดเป็นตัวน าพายาแบบรุกล้ าเพียงเล็กน้อย (minimal-invasive carrier)  

2 .5.5.1 การ ผลิตอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนด้วยเทคนิคอิมัลช ั่น  ( emulsion 

technique)  

  เทคนิคอิมัลชั่นเป็นหนึ่งในวิธีผลิตอนุภาคทรงกลมที่นิยมใช้แพร่หลาย เนื่องจากเป็น

เทคนิคที่ ง่าย ต้นทุนต่ า และสามารถผลิตอนุภาคที่มีขนาดและการกระจายตัวของขนาด

สม่ าเสมอ โดยเทคนิคอิมัลชั่นนี้แบ่งเป็นอิมัลชั่นชนิดน้ ามันในน้ า (oil in water; o/w) และ 

อิมัลชั่นชนิดน้ าในน้ า มัน (water in oil; w/o) ซ่ึงอาจเป็นแบบ single emulsion หรือ 

double emulsion ดังแสดงในรูปที่ 2.9 [84] ในระบบอิมัลชั่นประกอบด้วยวัฏภาคภายใน 

(dispersed phase) วัฏภาคภายนอกและมีอิมัลซิไฟเออร์ หรือสารลดแรงตึงผิว (emulsifier) 

เป็นตัวสร้างวัฎภาค และมีการใช้แรงกลร่วมด้วย เช่น การเขย่า (agitation) การปั่นกวน 

(homogenization) การใช้ความถี่สูง (sonication) เป็นต้น ขนาดและการกระจายตัวของ

ขนาดอนุภาคทรงกลมที่ผลิตด้วยเทคนิคอิมัลชั่นสามารถควบคุมได้ด้วยการปรับสัดส่วนและ

ชนิดของวัฏภาคภายในและวัฏภาคภายนอก ความเข้มข้นของอิมัลซิไฟเออร์ ความหนืด

ของวัฏภาค ขนาดของแรงกลที่ใช้เช่นอัตราเร็วในการปั่นกวน เป็นต้น 
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ร ูปที่ 2.9 การเตรียมอนุภาคทรงกลมแบบ single emulsion และ double emulsion 
 

2 .5.5.2 การประยุกตใ์ชอ้นภุาคทรงกลมขนาดไมครอนในระบบน าสง่ยา     

  มีงานวิจัยจ านวนมากรายงานถึงประสิทธิภาพของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนใน

การน าส่งยาไปรักษายังอวัยวะเป้าหมาย โดยอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนสามารถช่ วย

รักษาเสถียรภาพของยา ควบคุมการปลดปล่อยยา และเพ่ิมชีวปริมาณการออกฤทธิ์ของยา 

นอกจากนี้ยังสามารถฉีดผ่านหัวเข็มฉีดยาเพ่ือน าส่งยาไปยังอวัยวะเป้าหมายโดยตรงได้ ใน

ปัจจุบันก็มีผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์ในรูปแบบของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนหลายชนิด 

เช่น Lupron® Nutropin® และ  Depot® เป็นต้น  นอกจากนี้ มีงานวิจัยที่พัฒนาระบบ

น าส่งยาชนิดอนุภาคขนาดไมครอนอย่างต่อเนื่อง ไม่ว่าจะเป็นการน าส่งยาเพ่ือรักษา  

โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน โรคข้อเสื่อม เป็นต้น [82]  
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       ในปี ค.ศ. 2014 Ratavanaporn และคณะ [15] ได้พัฒนาอนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนจากเจลาตินผสมกับไฟโบรอินไหมไทยที่สัดส่วนต่างๆ ด้วยกระบวนการอิมัลชั่นชนิด

น้ าในน้ ามัน อนุภาคขนาดไมโครที่ได้มีขนาด 297-367 ไมโครเมตร อนุภาคนี้ได้ถูกน าไปกัก

เก็บเคอร์คูมินซ่ึงเป็นสารสกัดจากขม้ินชัน และไพเพอรีนซ่ึงเป็นสารสกัดจากพริกไทยด า 

อนุภาคสามารถควบคุมการปลดปล่อยทั้งเคอร์คูมินและไพเพอรีนได้อย่างสม่ าเสมอตลอด

ระยะเวลา 14 วัน โดยกลไกการปลดปล่อยอธิบายได้ด้วยการย่อยสลายของอนุภาค อนุภาค

ขนาดไมโครที่ผลิตจากเจลาตินมีอัตราการย่อยสลายเร็ว จึงมีอัตราการปลดปล่อยเคอร์คู มิน

และไพเพอรีนเร็ว ส่วนอนุภาคที่ผลิตจากเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย มีอัตราการย่อย

สลายช้าลง จึงปลดปล่อยมีอัตราการปลดปล่อยเคอร์คูมินและไพเพอรีนที่ช้าลงไปด้วย 

อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนที่ปลดปล่อยเคอร์คูมินและไพเพอรีนนี้ได้มีการน าไป ศึกษา

เพ่ิมเติมในการฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมในหนูทดลองต่อไป   

  และในปี 2015 Aydin และคณะ [85] ได้พัฒนาอนุภาคขนาดไมครอนที่ผลิตจากโพ

ลีคาร์โปแลคโตน (polycarpolactone; PCL) ด้วยเทคนิคอิมัลชั่นชนิดน้ ามันในน้ า เพ่ือน าส่ง

ยา 2 ชนิดคือ doxycycline และ chondroitin sulfate โดย doxycycline เป็นยาที่มีฤทธิ์

ยับยั้ง MMPs ในขณะที่ chondroitin sulfate ช่วยกระตุ้นการสร้าง extracellular matrix 

ของกระดูกอ่อนผิวข้อ กลุ่มการทดลองแบ่งเป็น (1) อนุภาคที่กักเก็บ doxycycline และ (2) 

อนุภาคที่ กักเก็บ doxycycline และ  chondroitin sulfate เม่ือน าอนุภาคทั้ง 2 กลุ่มมา

เพาะเลี้ยงร่วมกับเซลล์กระดูกอ่อนผิวข้อที่สกัดจากกระต่ายที่ถูกชักน าให้เป็นโรคข้อเสื่ อม 

พบว่า เซลล์มีการแสดงออกของ MMP-13 ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์กลุ่มที่ เลี้ยงใน

ระบบที่ไม่มีอนุภาค จากนั้นได้น าอนุภาคทั้ง 2 กลุ่มไปผสมกับสารละลายกรดไฮยาลูรอนิค 

และน าไปฉีดเข้าข้อของกระต่ายที่ถูกกระตุ้นให้เป็นโรคข้อเสื่อม พบว่า กลุ่ม อนุภาคที่กักเก็บ 

doxycycline และ chondroitin sulfate ให้ผลการรักษาที่ดีทั้งในด้านผลทางภาพถ่ายรั งสี 

การประเมินทางเนื้อเยื่อและทางกายวิภาค จึงสรุปได้ว่าการใช้อนุภาคขนาดไมครอน PCL 

เป็ น ร ะ บบน า ส่ ง  doxycycline และ  chondroitin sulfate ร่ วมกับสา รละ ลา ยกรด             

ไฮยาลูรอนิคมีศักยภาพในการรักษาโรคข้อเสื่อม 
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2.6. การ เช ือ่มขวาง 

2.6.1 การ เช ือ่มขวางทางกายภาพด้วยความรอ้น 

  การเชื่อมขวางทางกายภาพด้วยความร้อน (Dehydrothermal crosslinking) เป็นวิธีการใช้ 

ด้วยความร้อน อุณหภูมิมากกว่า 98 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะสุญญากาศ ท าให้เกิดปฏิ กิริยา

ควบแน่น (condensation) เพ่ือดึงน้ าออกจากโครงสร้างโมเลกุลของพอลิเมอร์ และเกิดการเชื่ อม

ขวางระหว่างหมู่คาร์บอกซิลิคกับหมู่เอมีน การเชื่อมขวางด้วยความร้อนมีข้อดีคือ ไม่ต้องใช้สารเคมีที่

อาจก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ และเป็นวิธีการปลอดเชื้อเนื่องจากใช้อุณหภูมิที่สูงในการ เชื่ อม

ขวาง [86] แต่อย่างไรก็ตามการเชื่อมขวางด้วยวิธีดังกล่าวยังมีข้อจ ากัดคือ ควบคุมการเกิดปฏิ กิริยา

การเชื่อมขวางได้ยากและมีระดับการเชื่อมขวางต่ าเพราะเกิดปฏิกิริยาได้เฉพาะหมู่คาร์บอกซิลิ คและ

หมู่อะมิโนที่อยู่ใกล้กัน ท าให้คุณสมบัติทางกลไม่แข็งแรงเม่ือเปรียบเทียบกับการเชื่อมขวางด้วย

สารเคมี [86] รูปที่ 2.10 ก) แสดงปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากการเชื่อมขวางโมเลกุลโปรตีนด้วยควา มร้อน 

ความร้อนจะก าจัดหมู่ไฮโดรเจน (H) และหมู่ไฮดรอกซิล (OH) ออกจากโมเลกุลโปรตีน และท าให้เกิด

การสร้างพันธะเอไมด์เชื่อมขวางระหว่างหมู่คอร์บอกซิลิค (-COOH) กับหมู่เอมีน (-NH2) ในขณะที่ H 

และ OH ที่ถูกก าจัดออกจะควบแน่นเป็นน้ า 1 โมเลกุล [87] 

 

2.6.2 การ เช ือ่มขวางทางเคมีดว้ยสารกลตูารลัดไีฮด ์

  การเชื่อมขวางทาง เค มี ด้วยสารละลายกลูตารัลดี ไฮ ด์ ( Glutaraldehyde) เป็นกา ร

เกิดปฏิกิริยาระหว่างหมู่แอลดีไฮด์ (-CHO) ของกลูตารัลดีไฮด์กับหมู่เอมีน (-NH2) ของโปรตีน โดย

โครงสร้างของกลูตารัลดีไฮด์ประกอบด้วยหมู่แอลดีไฮด์  2 หมู่ อยู่ที่ปลายทั้งสองข้างของโมเลกุล 

ดังนั้นกลูตารัลดีไฮด์ 1 โมเลกุลจึงสามารถเชื่อมขวางเอมีนได้ 2 โมเลกุล และจะควบแน่นน้ าออกมา 1 

โมเลกุล ดังแสดงในรูปที่ 2.10 ข) [88] ส าหรับเจลาตินหมู่แอลดีไฮด์ของกลูตารัลดีไฮด์จะเข้าไปท า

ปฏิกิริยาระหว่างหมู่อะมิโนของไลซีน หมู่อะมิโนของไฮดรอกซีไลซีน และหมู่อะมิโนที่อยู่ปลา ยสาย

ของโปรตีน (N-terminal amino acid)  [87-89] การเชื่อมขวางด้วยวิธีนี้มีข้อดีคือ มีความเสถียรใน

การเชื่อมขวางวัสดุและให้ระดับการเชื่อมขวางสูง ท าให้วัสดุมีคุณสมบัติทางกลดีขึ้น ในขณะเดียวกันก็

มีข้อจ ากัดคือเม่ือใช้กลูตารัลดีไฮด์ที่ความเข้มข้นสูง อาจก่อให้เกิดสารตกค้างในวัสดุซ่ึงส่งผลต่อค วาม

เป็นพิษต่อเซลล์ [86]  
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ก) 
 

 

 

ข) 

 

 

 

ร ูปที่ 2.10 ปฏิกิริยาการเชื่อมขวางภายในโมเลกุลโปรตีน ก.) การเชื่อมขวางทางกายภาพด้วยความ

ร้อน ข) การเชื่อมขวางทางเคมีด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 
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บทที่ 3 

วัสดแุละวิธดี  าเนินงานวิจยั 

3.1 วัสดุและสารเคมี  

  3.1.1 เจลาตินชนิดเอ (GA, pI=9, Nitta Gelatin Inc., Japan)  

  3.1.2 เจลาตินชนิดบี (GB, pI=5, Nitta Gelatin Inc., Japan) 

  3.1.3 Epigallocatechin 3 gallate (EGCG, product code E4143, Sigma, USA) 

  3.1.4 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide HCl (EDC, product code  

  03450, Sigma, USA)   

  3.1.5 Ethylenediamine (product code 161869.1611, Panreac, EU) 

  3.1.6 กรดไฮโดรคลอริค (HCI, 36.5-38%, J.T. Baker, NJ, USA) 

  3.1.7 Succinic anhydride (product code 239690, Sigma, USA) 

  3.1.8 น้ าปราศจากไออน (Deionized water) 

  3.1.9 อะซิโตน (Acetone, SR Lab, Thailand) 

  3.1.10 น้ ามันถั่วเหลือง (Soybean oil, Thanakorn Vegetable Oil Product Co., Ltd,  

  Thailand) 

  3.1.11 2, 4, 6-trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS, (Nacalai Tesque, Japan)

 3.1.12 Dimethyl Sulfoxide (DMSO, product code D/4121/PB17, Fisher  

  Sciencific, UK) 

  3.1.13 Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3, Ajax Finechem, Pty’Ltd,  

  Australia) 

  3.1.14 Phosphate buffered saline (PBS, product code PD0100 ,BIO BASiC,  

  CANADA.) 

  3.1.15 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Hyclone, USA) 

  3.1.16 Hyalovet (Fidia Farmaceutici S.p.A., Italy) 

 3.1.17 AccProtein Chrome (ENZMART BIOTECH, Thailand) 
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 3.1.1.18 MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide,  

  Invitrogen, USA) 

3.2 อุปกรณ ์

  3.2.1 Overhead stirrer (IKA Labortechnick, Germany)   

  3.2.2 Round bottom flask (Becthai, Thailand)  

  3.2.3 Hot plate stirrer (Cimarec 3, Thermolyne, USA)  

  3.2.4 Magnetic stirrer/Hot plate (RCT Basic, Ika labortechnik, Germany)  

  3.2.5 Sieve (Osaka IIDA Co., Ltd, Japan) ขนาด 25 75 และ 100 ไมครอน  

  3.2.6 ถุงไดอะไลซ์ (MWCO 12,000-16,000, Vikase Company Inc., Japan)  

  3.2.7 ตู้เย็น 4oC (NR-BU343, Panasonics, Thailand)  

  3.2.8 ตู้แช่แข็ง -20oC (Sandenintercool, Thailand)  

  3.2.9 ตู้แช่แข็ง -40oC (Haier, China)  

  3.2.10 เครื่องท าแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze dry, CHRIST®, Germany)   

  3.2.11 Autopipette (Eppendrof, Germany)   

  3.2.12 เครื่อง UV-Vis Spectrophotometer (UV-2450, Shimudzu, Japan)   

  3.2.13 เครื่อง Zetasizer (650, Malvern, England)   

  3.2.14 เครื่อง Microplate Reader (FLUOstar Omega, BMG LABTECH, Germany) 

  3.2.15 ตู้ดูดความชื้น (SR Lab, Thailand)  

  3.2.16 กล้องอิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscopes, JSM-  

  5410LV, JEOL, Ltd., Japan)   

  3.2.17 96 well UV-transparent plates (Corning, USA) 

 3.2.18 PowerPacTM  Basic Power Supply (Bio-Rad, USA) 

 3.2.19 Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, USA) 
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3.3 ขั นตอนด าเนินการวจิัย   
 แผนผังการด าเนินงานวิจัยสรุปดังรูปที่ 3.1 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ข้ึนรูปอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนจากเจลาติน ด้วยเทคนิค
อิมัลช่ัน 
ตัวแปรท่ีจะศึกษา                          
 - ชนิดของเจลาติน ได้แก่ เจลาตินชนิดเอ (GA) เจลาตินชนิดบี 
(GB) เจลาตินชนิดเอท่ีถูกดัดแปรด้วย Ethylenediamine (GE) 
และเจลาตินชนิดบีท่ีถูกดัดแปรด้วย Succinic anhydride (GS)                               
 - วิธีการเช่ือมขวางได้แก่ การเช่ือมขวางทางกายภาพด้วยความ
ร้อน (DHT) และการเช่ือมขวางด้วยสารละลาย  กลูตารัลดีไฮด์ 
(GTA) 

เตรียมเจลาตินดัดแปร 2 ชนิดจากเจลาตินชนิดเอและเจลาติน
ชนิดบี                          
 - เจลาตินชนิดเอท่ีถูกดัดแปรด้วย Ethylenediamine (GE)           
- เจลาตินชนิดบีท่ีถูกดัดแปรด้วย Succinic anhydride  (GS)       

ดูดซับสาร EGCG บนอนุภาค
ทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน 

-ศึกษาหาข้อมูล (ความสามารถในการ
ละลายน้ า ความยาวคล่ืนการดูดกลืนแสง 
ปริมาณและวิธีการท่ีใช้ในการรักษาโรคข้อ
เส่ือม) ของสาร EGCG 
-ศึกษาหาข้อมูล (น้ าหนักโมเลกุล ความ
หนืด ความเข้มข้น ฯลฯ) ของกรดไฮยาลู
รอนิคท่ีใช้ในการรักษาโรคข้อเส่ือมใน
ปัจจุบัน 
 

วิเคราะห์คุณลักษณะของเจลาตินดัดแปร   
- ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ                                            
- หมู่เคมีฟังก์ช่ัน                                  
- ค่าศักย์เซต้า (Zeta potential) และและค่าไอโซอิเล็ก
ตริก (Isoelectric point, pI )   
-สมบัติความชอบน้ า 
- ความหนืดปรากฏ และน้ าหนักโมเลกุล 

คัดเลือกอนุภาคท่ีมีกลไก 
การปลดปล่อยท่ีเหมาะสม 

เตรียมสารละลายกรดไฮยาลูรอ
นิคท่ีผสมกับอนุภาคทรงกลม
ขนาดไมครอนเจลาตินท่ีกักเก็บ
สาร EGCG เพื่อน าไปประยุกต์ใช้
เป็นยาฉีดรักษาโรคข้อเส่ือมใน
สัตว์ทดลองต่อไป           

ศึกษาประสิทธิภาพในการกักเก็บ
และการควบคุมการปลดปล่อยสาร 
EGCG จากอนุภาคทรงกลมขนาด
ไมครอนเจลาตินในระดับ
ห้องปฏิบัติการ            
                                

วิเคราะห์สมบัติของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน 
ดังต่อไปนี้ 
- โครงสร้างสัณฐาน ขนาดเฉล่ียและการกระจายตัวของอนุภาค 
- ค่าร้อยละการเช่ือมขวางของอนุภาค 
-สมบัติความชอบน้ าของเจลาตินท่ีเช่ือมขวาง 
- ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพในระดับ
ห้องปฏิบัติการ 
- ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ L929 mouse fibroblasts 

ร ูปที่ 3.1 แผนผังการด าเนินงานวิจัย 
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3.3.1 การ เตรยีมเจลาตินดัดแปร และทดสอบสมบตัิทางเคมแีละกายภาพ 

  3.3.1.1 การดดัแปรเจลาตินชนดิเอดว้ย Ethylenediamine (GE)    

การดัดแปรเจลาตินชนิดเอโดยการน าไปท าปฏิกิริยา กับสารเอ ธิลีนได เอ มีน 

(ethylenediamine) ที่ต าแหน่งคาร์บอกซิลิค (carboxylic group) ของหมู่เอไมด์ในสาย โซ่ 

ท าให้ได้เจลาตินที่มีหมู่อะมิโนเพ่ิมขึ้น เรียกว่า เจลาตินที่ถูกดัดแปรด้วย ethylenediamine 

(GE) ดังแสดงปฏิกิริยาในรูปที่ 3.2 [16, 90, 91]  

 

 

 

ร ูปที่ 3.2 ปฏิกิริยาการดัดแปรเจลาตินชนิดเอด้วยสารเอธิลีนไดเอมีน (ethylenediamine) ในคาร์โบ

ไดไอไมด์ที่ละลายน้ า [16] 

 

วิธีการเตรียม GE ท าโดย เตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอ (GA) ความเข้มข้น    

ร้อยละ 4 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 

ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ปั่นกวนที่อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จนได้

สารละลายเนื้อเดียว จากนั้นเติมเอธิลีนไดเอมีนปริมาณ 27.9 กรัม ลงไปในสารละลาย       

เจลาตินปรับ pH ของสารละลายให้เท่ากับ 5 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริคความเข้ มข้น  

11 N แล้วจึงเติมสาร 1-Ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide HCl (EDC) 

ปริมาณ 5.35 กรัม ลงในสารละลายเจลาตินเพ่ือกระตุ้น (activate) หมู่คาร์บอกซิลิคของหมู่

เอไมด์ของเจลาตินให้พร้อมเข้าท าปฏิกิริยากับ Ethylenediamine จากนั้นเติมสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ เพ่ือปรับปริมาตรสุดท้ายให้เป็น 500 มิลลิลิตร ปั่น

กวนสารละลายเจลาตินที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 ชั่วโมง เพ่ือทิ้งให้

EDC 

Ethylenediamine 
Type A gelatin 

(GA) 

เจลาตินที่ถูกดัดแปรด้วย 
Ethylenediamine (GE) 
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เกิดปฏิกิริยาดังสมการในรูปที่ 3.2 และน าสารละลายเจลาตินที่ได้มาไดอะไลซ์ในน้ าปราศจาก

ไอออนที่อุณหภูมิห้อง 3-5 วันเพ่ือก าจัดสารที่เหลือจากการท าปฏิกิริยา และน าสารละลายที่

ได้ไปท าแห้งภายใต้สภาวะเยือกแข็ง (Freeze-drying) 

3 .3.1.2 การดดัแปรเจลาตินชนดิบดี้วย Succinic anhydride (GS) 

  การคอนจูเกต (conjugate) เจลาตินชนิดบีกับสารที่มีประจุลบเช่น กรดซัคซินิค 

แอนไฮเดรด์ (Succinic anhydride) ที่ต าแหน่งกรดอะมิโนไลซีน (lysine) ท าให้ได้เจลาตินที่

มีหมู่คาร์บอกซิลิคเพ่ิมขึ้น [71] ดังแสดงปฏิกิริยาในรูปที่ 3.3   

 

ร ูปที่ 3.3 ปฏิกิริยาการดัดแปรเจลาตินชนิดบีด้วยกรดซัคซินิค แอนไฮไดรด์ 

(Succinic anhydride) (http://www.taotaoliu.cn/archives/129) 

วิธีการเตรียม GS ท าโดย เตรียมสารละลายเจลาตินชนิดบี (GB) ความเข้มข้นร้อยละ 

5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตรใน DMSO ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปั่นกวนที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน จนได้สารละลายเนื้อเดียว จากนั้น เตรียมสารละลาย succinic 

anhydride ความเข้มข้นร้อยละ 0.6 โดยน้ าหนักต่อปริมาตรใน DMSO ปริมาตร 90 

มิลลิลิตร ปั่นกวนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ เวลา 1 ชั่วโมง ค่อยๆหยดสารละลาย 

succinic anhydride ลงในสารละลายเจลาตินที่เตรียมไว้ และปั่นกวนที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือทิ้งให้เกิดปฏิกิริยาดังสมการในรูปที่ 3.3 น าสารละลายที่ได้

หลังปฏิกิริยาไปไดอะไลซ์ในน้ าปราศจากไอออนเป็นเวลา 4 วัน เพ่ือก าจัดสารที่เหลือจากการ

ท าปฏิกิริยา และน าสารละลายที่ได้ไปท าแห้งภายใต้สภาวะเยือกแข็ง 

3.3.1.3 การวเิคราะห์ปรมิาณหมู่อะมิโนอสิระของเจลาตินดัดแปร  

การวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระบนโครงสร้างเจลาตินทั้ง 4 ชนิด (GA GB GE 

และ GS)  ใช้เทคนิค 2, 4, 6-trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) ท าโดยชั่งเจลาติน

เจลาตินที่ถูกดัดแปรด้วย succinic anhydride (GS) Type B gelatin 
(GB) Succinic anhydride 
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ทั้ง 4 ชนิด 5 มิลลิกรัม (น้ าหนักแห้ง) ใส่ลงในแต่ละหลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละ ลาย  

NaHCO3 ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และสารละลาย TNBS ความเข้มข้น

ร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร อย่างละ 1 มิลลิลิตรลงในแต่ละตัวอย่าง ให้ความร้อนที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เพ่ือทิ้งให้เกิดปฏิกิริยาระหว่าง TNBS กับ

หมู่อะมิโนอิสระของเจลาติน ดังรูปที่ 3.4  จากนั้นเติมสารละลาย HCl ความเข้มข้น 6 N 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือหยุด

ปฏิกิริยา TNBS น าตัวอย่างไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตร และน า

ค่าที่ได้ไปค านวณหาปริมาณหมู่อะมิโนอิสระที่มีอยู่ในเจลาตินแต่ละชนิด โดยเปรียบเทียบกับ

กราฟมาตรฐานของ β-alanine 

 

 

ร ูปที่ 3.4 การเกิดปฏิกิริยาระหว่าง TNBS กับหมู่อะมิโนอิสระของโมเลกุลโปรตีน 
 

3.3.1.4 การวเิคราะห์หมู่เคมีฟงักช์ ัน่ของเจลาตนิดดัแปร 

ท าการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของเจลาตินทั้ง 4 ชนิด จากสเปคตรัมของการ

ดูดกลืนคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าที่ ค่าเลขคลื่นต่างๆ เพ่ือตรวจสอบหมู่ฟังก์ชั่ นที่บ่งชี้ถึ ง คุณ

ลักษณะเฉพาะของสารแต่ละชนิด โดยการน าเจลาตินแต่ละชนิดที่ผ่านการท าแห้งแบบเยื อก

แข็งมาบดให้ละเอียดและผสมกับโพแทสเซียมโบร์ไมด์ (KBr) จากนั้นน ามาอัดขึ้นรูปเป็น

เหรียญขนาดเล็ก (disc) แล้วจึงน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Attenuated total reflectance 

Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR, Spectrum GX, Perkin Elmer, 

UK) 

โมเลกุลท่ีมี
หมู่อะมิโน
อิสระ 

TNBS 

สารประกอบเชิงซ้อนท่ีมีสีเหลือง 
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3 .3 .1.5 การวิเคราะห์คา่ศ ักย์เซต้าและคา่ไอโซอิเล็กตรกิ ( Isoelectric point) ของ 

สารละลายเจลาตินดดัแปร  

ท าการวิเคราะห์ค่าศักย์เซต้าของสารละลายเจลาตินทั้ง 4 ชนิด โดยน าสารละลาย 

เจลาตินความเข้มข้นร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ที่เตรียมในน้ าปราศจากไอออน (pH 

5.91) ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ไปวัดค่าศักย์เซต้าด้วยเครื่อง Zeta 

sizer 

ส าหรับการหาค่าไอโซอิเล็กตริก (Isoelectric point; pI) ของเจลาติน ท าโดยเตรียม

สารละลายเจลาตินทั้ง 4 ชนิดที่ค่าความเป็นกรดด่างที่ 2, 4, 6, 8, 10 และ 12  ไปวัดค่าศักย์

เซต้าด้วยเครื่อง Zeta sizer โดยค่าไอโซอิเล็กตริกของโปรตีนเป็นค่า pH ที่ท าให้ประจุรวม

ของกรดอะมิโนหรือโปรตีนมีประจุสุทธิเท่ากับศูนย์หรือเป็นกลาง ค่าความเป็นกรดด่างที่เข้า

ใกล้ค่าศักย์ไฟฟ้าที่ ศูนย์ เป็นช่วงที่แสดงประจุรวมของโปรตีนเป็นศูนย์ หรือเป็นค่าไอโซ

อิเลคทริคของโปรตีน [92] 

 

3.3.1.6 การวเิคราะหค์า่มุมสัมผสัน  าของฟิลม์เจลาตินดัดแปร 

ท าการวิเคราะห์สมบัติความชอบน้ าของเจลาตินทั้ง 4 ชนิด จากการวัดค่ามุมสัมผัส

น้ าบนพ้ืนผิวฟิล์มเจลาติน โดยเตรียมสารละลายเจลาตินที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 โดย

น้ าหนักต่อปริมาตรในน้ าปราศจากไอออน ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

จากนั้นน าสารละลายเจลาติน (100 ไมโครลิตร) ไปหยดลงบน glass coverslip ขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลาง 15 มิลลิเมตร และผึ่งให้แห้งที่ อุณหภูมิห้อง น าฟิล์มเจลาตินบน glass 

coverslip ที่ได้ ไปวัดค่ามุมสัมผัสน้ า โดยการหยดน้ าปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนฟิล์ม     

เจลาติน และท าการวัดค่ามุมสัมผัสน้ าที่ระยะเวลา 5 10 15 และ 20 วินาที 
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3.3.1.7 วิเคราะหค์า่ความหนดืปรากฏ (Apparent viscosity) ของสารละลายเจลาตนิ

ดัดแปร  

  เตรียมสารละลายเจลาตินชนิดต่างๆในน้ าที่ปราศจากไอออนที่ความเข้มข้นร้ อยละ 

10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จากนั้นน าสารละลายเจ ลา ติน

ปริมาตร 13 มิลลิลิตร ไปวัดความหนืดด้วยเครื่อง Viscometer  (SV-100, AND Discover 

Precision, Japan)   

 3.3.1.8 วิเคราะหน์  าหนกัโมเลกลุของสารละลายเจลาตินดัดแปร  

ท าการวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของสารละลายเจลาตินชนิดต่างๆ  โดยใช้วิธีการ

แยกน้ าหนักโมเลกุลด้วยกระแสไฟฟ้าบนเจลพอลิอะคริลาไมด์ (Sodium Dodecyl Sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis; SDS-PAGE) สารละลายเจลาตินถูกเตรียมที่ความ

เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในน้ าที่ปราศจากไอออนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จากนั้น

น าสารละลายเจลาตินที่เตรียมไว้เจือจางด้วย 2X Sample buffer (1 M Tris-HCl pH 6.8 ที่

ละลายใน SDS ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวลต่อปริมาตร และกลีเซอรอลความเข้ มข้น

ร้อยละ 50 โดยปริมาตร) ในอัตราส่วน 1:1 จากนั้นน าไปต้มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเ ซียส 

เป็นเวลา 5 นาที และทิ้งตัวอย่างให้อุณหภูมิลดลง น าสารละลายปริมาตร 15 ไมโครลิตร

หยอด (load) ลงในหลุมเจลพอลิอะคริลาไมด์ที่ เตรียมไว้ และให้กระแสไฟฟ้า  120 โวลต์ 

เป็นเวลา 45 นาที และน าเจลที่ได้ไปย้อมด้วยสี Comassie blue เป็นเวลา 60 นาที เพ่ือให้

เห็นแถบโปรตีน น้ าหนักโมเลกุลของสารละลายเจลาตินจะหาได้จากกราฟมาตรฐา นของ

ความสัมพันธ์ระหว่างระยะทางแถบโปรตีนที่ ปรากฏกับแถบโปรตีนมาตรฐาน (Protein 

marker) 

3.3.2 การขึ นรปูอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน 

เตรียมเจลาตินแต่ละชนิดที่ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (ส าหรับ GE 

เตรียมที่ความเข้มข้นร้อยละ 20) ในน้ าปราศจากไอออน ปั่นกวนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 ชั่วโมง จนได้สารละลายเนื้อเดียว ในขณะเดียวกัน เตรียมน้ ามันถั่วเหลืองตามอัตราส่วนที่ ต้ อง 

โดยมีอัตราส่วนระหว่างน้ าต่อน้ า มัน 1:8 ปั่นกวนด้วยใบพัดที่ความเร็ว 400 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส ในอ่างควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ค่อยๆหยดสารละลายเจลาตินที่เตรียมไว้
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ข้างต้นลงไปในน้ ามัน ปั่นกวนด้วยใบพัดที่ความเร็ว 400 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้น ให้ลดอุณหภูมิในอ่างน้ าลงอย่างรวดเร็ว โดยใช้น้ าแข็งใส่ลงในอ่างให้มี

อุณหภูมิ  0 องศาเซลเซียส และปั่นกวนต่อไปอีก 1 ชั่วโมง น าอะซิโตนแช่เย็นปริมาตร 100 มิลลิลิตร

เทใส่ในสารละลาย ปั่นกวนต่อไปอีก 20 นาที จากนั้นน าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนที่ได้มาชะล้าง

ด้วยอะซิโตนแช่เย็นซ้ าหลายๆรอบเพ่ือเอาน้ า มันออก และคัดแยกอนุภาคด้วยตะแกรงร่อนโดยแบ่ง

ขนาดเป็น 3 ช่วงคือ ขนาด 32-75 ไมครอน ขนาด 76 -100 ไมครอน และ ขนาดใหญ่กว่า 100 

ไมครอน น าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนที่ได้ผึ่งให้แห้งที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน 

และไปท าแห้งภายใต้สภาวะเยือกแข็ง จากนั้นน าอนุภาคที่ได้ไปเชื่อมขวางทางกายภาพด้วยความร้อน 

และเชื่อมขวางทางเคมีด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ โดยการเชื่อมขวางทางกายภาพด้วยควา มร้อน

จะน าอนุภาคไปอบที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะสุญญากาศ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง [93] 

ในขณะที่การเชื่อมขวางทางเคมีด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์จะน าอนุภาคปริมาณ 500 มิลลิกรัมไป

ปั่นกวนในสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรที่ละลายอยู่ใน

สารละลายอะซิโตนต่อน้ าในสัดส่วน 3:1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสในที่ มืด 

เป็นเวลา 20 ชั่วโมง หลังจากนั้น น าอนุภาคไปล้างกลูตารัลดีไฮด์ที่ เหลือจากการเกิดปฏิกิริยา ด้วย

สารละลายไกลซีนความเข้มข้น 0.1 โมล เป็นเวลา 20 ชั่วโมง และน้ าปราศจากไอออน จ านวน 3-4 

รอบ 

3.3.3 การวเิคราะห์สมบัตทิางเคมี สมบัติทางกายภาพ และสมบัตทิางชวีภาพของอนุภาคทรงกลม

ขนาดไมครอนเจลาติน 

3.3.3.1 การวเิคราะห์ลกัษณะโครงสรา้งสัณฐานของอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอน       

เจลาติน 

อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนที่ได้มา ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบ 

 ส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM, JSM-5410LV, JEOL Ltd, Japan)  

 และบันทึกภาพที่ก าลังขยาย 200 1,000 และ5,000 เท่า เพ่ือดูลักษณะพ้ืนผิวภายในและ  

 ภายนอก และวัดขนาดอนุภาคจากภาพ โดยใช้โปรแกรม image J 
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 3.3.3.2 การวเิคราะหร์อ้ยละการเช ือ่มขวางของอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน 

ท าการวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระบนอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน

ทั้ง 4 ชนิดด้วยเทคนิค 2, 4, 6-trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) ตามวิธีการที่ได้

กล่าวในหัวข้อ 3.3.1.3 น าค่าการดูดกลืนแสงที่จากการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ 

β-alanine มาค านวณหาร้อยละการเชื่อมขวางของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลา ติน 

ได้ตามสมการที่ 3.1  

ร้อยละการเชื่อมขวาง = [1 −
ค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนที่ผ่านการเช่ือมขวาง

ค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนที่ไม่ผ่านการเช่ือมขวาง
] × 100–-(3.1)

      

3 .3.3 .3 การวเิคราะหค์า่มุมสัมผสัน  าของฟิลม์เจลาตินที่ผ่านการเช ือ่มขวางด้วยความ 

ร ้อนและสารละลายกลตูารลัดีไฮด ์

เตรียมฟิล์มเจลาตินส าหรับวิเคราะห์ค่ามุมสัมผัสน้ าตามห้วข้อ 3.3.1.6  จากนั้นน า

ฟิล์มไปเชื่อมขวางด้วยความร้อนโดยการอบที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะ

สุญญากาศ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส าหรับการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ น าฟิล์ม

แช่ในสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 ที่ละลายอยู่ในสารละลายอะซิโตน

ต่อน้ าในสัดส่วน 3:1 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสในที่มืด เป็นเวลา 20 ชั่วโมง หลังจากนั้น 

ล้างฟิล์มด้วยสารละลายไกลซีนความเข้มข้น 0.1 โมล เป็นเวลา 20 ชั่วโมง และน้ าปราศจาก

ไอออน จ านวน 3-4 รอบ และผึ่งแห้งที่อุณหภูมิห้อง น าฟิล์มเจลาตินที่เชื่อมขวางข้างต้น ไป

วัดค่ามุมสัมผัสน้ า โดยการหยดน้ าปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนฟิล์มเจลาติน และท าการวัด

ค่ามุมสัมผัสน้ าที่ระยะเวลา 5 10 15 และ 20 วินาที 

3 .3.3 .4 การละลายน  าของอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทีเ่ช ือ่มขวางด้วยความ

ร ้อนและสารละลายกลตูารลัดีไฮด ์

น าอนุภาคททรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดที่เชื่อมขวางด้วยควา มร้ อน

และสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ปริมาณ 10 มิลลิกรัม แช่ในน้ าที่ปราศจากไอออนที่อุณหภู มิ 

37 องศาเซลเซียสที่เวลา 3 และ 24 ชั่วโมง  น าอนุภาคที่เหลือหลังการแช่ในน้ าปรา ศจาก
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ไอออนไปอบที่ 37  องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปชั่งหาน้ าหนักของอนุภาคที่เ หลืออยู่  

เปรียบเทียบน้ าหนักอนุภาคเริ่มต้น 

3.3.3.5 การวเิคราะหค์วามสามารถในการยอ่ยสลายทางชวีภาพของอนภุาคทรงกลม  

ขนาดไมครอนเจลาตินในระดับห้องปฏบิัตกิาร  

ท าการศึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลา ตินใน  

  ระดับห้องปฏิบัติการ ที่สภาวะจ าลองร่างกายมนุษย์ โดยการค านวณหาร้อยละโดยน้ าหนัก  

  ของอนุภาคที่หายไป เม่ือน าอนุภาคไปแช่ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (PBS pH 7.4) ที่มี  

  เอนไซม์คอลลาจีเนสความเข้มข้น 125 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ร้อย  

  ละโดยน้ าหนักของอนุภาคที่หายไป สามารถค านวณได้จากสมการ 3.2  

ร้อยละโดยน้ าหนักของอนุภาคที่หายไป =  
𝑊𝑡−𝑊0

𝑊0
× 100 --------(3.2)  

   โดยที่ W0 คือ น้ าหนักแห้งเริ่มต้นของอนุภาคก่อนแช่ในสารละลายเอนไซม์  

         Wt คือ น้ าหนักแห้งของอนุภาคหลังแช่ในสารละลายเอนไซม์ 

 

3.3.3.6 ทดสอบความเปน็พิษตอ่เซลลข์องอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตนิ  

การทดสอบความเป็นพิษของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินต่อเซลล์ L929 

mouse fibroblasts ใช้วิธีทางอ้อม (Indirect method) ตามมาตรฐาน ISO 10993 part 5 

น าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชื้อ (Sterilization) ด้วย

วิธีอบแก๊สเอธิลีนออกไซด์ที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มาเตรียมสารสกัดอนุภาคในการ

ทดสอบความเป็น พิษต่อ เซลล์ ตา มมา ตร ฐาน ISO 10993 part 12 สารสกัดอนุ ภ า ค 

(extracted solution) เตรียมได้จากการแช่อนุภาคปริมาณ 100 มิลลิกรัมในอาหาร เลี้ ยง

เซลล์ชนิด Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ที่ไม่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบ 

ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ที่ อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าสารสกัด

ดังกล่าวไปท าการเจือจางด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบที่ความเข้ มข้น

ต่างๆ ในขณะเดียวกัน ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ L929 ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ 96 หลุม 

(96 well-plate) โดยเพาะเลี้ยงเซลล์เริ่มต้นที่ความหนาแน่น 1 x 104 เซลล์/0.32 ตาราง
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เซนติเมตร ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบร้อยละ 10 โดย

ปริมาตร และ penicillin-streptomycin ร้อยละ 1 โดยปริมาตร ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้

เพาะเชื้อที่สภาวะความดันบรรยากาศที่มี  CO2  ร้อยละ 5 โดยปริมาตร อุณหภูมิ 37  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์เกาะพ้ืนผิวจานเพาะเลี้ยงและแผ่ตัวเป็นแบบ

ชั้นเดียว (Monolayer) จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกและเติมตัวอย่างสารสกัดจากอนุภาค

ที่ความเข้มข้นต่างๆลงไปในแต่ละหลุม น าไปเพาะเลี้ยงตามสภาวะข้างต้นเป็นเวลา 24 

ชั่ ว โ มง  และ ท า กา รประ เ มินจ า น วน เซลล์ ที่ มีชี วิ ตอยู่ ด้ ว ย เทคนิ ค  MTT (3- (4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) [94]  

  สา ร  MTT หรื อ  3 - ( 4 ,5 - Dimethylthiazol- 2 - yl) -2,5 -diphenyltetrazolium 

bromide มีโครงสร้างเป็นวงแหวนของเกลือ Tetrazolium ซ่ึงวงแหวน  Tetrazolium นี้

สามารถถูกท าลายได้โดยเอนไซม์ Dehydrogenease จากไมโตคอนเดรียที่อยู่ในเซลล์ ที่ มี

ชีวิต ท าให้ MTT เปลี่ยนเป็นผลึก Formazan ที่มีสีม่วง ผลึกสีม่วงของ Formazan ที่เกิดขึ้น

นี้สามารถละลายได้ในตัวท าละลาย เช่น   Dimethyl sulfoxide (DMSO) ได้สารละลายสี

ม่วง ซ่ึงสามารถน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ปริมาณผลึก 

Formazan ที่ถูกละลายออกมาจะมีค่าแปรผันโดยตรงกับจ านวนเซลล์ที่ มีชีวิต รูปที่ 3.5 

แสดงปฏิกิริยาระหว่างสาร MTT กับเอนไซม์ Dehydrogenease ที่หลั่งจากไมโตคอนเดรีย

ของเซลล์ท่ีมีชีวิต และเกิดเป็นสารประกอบผลึกสีม่วงของ Formazan 

 

ร ูปที่ 3.5 ปฏิกิริยาระหว่างสาร MTT กับเอนไซม์ Dehydrogenease ที่หลั่งจากไมโตคอนเดรียของ
เซลล์ท่ีมีชีวิต และเกิดเป็นสารประกอบผลึกสีม่วงของ Formazan 

(http://www.biotek.com/resources/articles/quontification-cell-viability-epoch.html) 

จ านวนเซลล์สามารถค านวณหาได้จากการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงของ

ตัวอย่างกับกราฟมาตรฐานที่ทราบจ านวนเซลล์  ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ (viability) 

สามารถค านวณหาได้จากสมการ 3.3  
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% Cell viability =
𝑂𝐷570𝑒

𝑂𝐷570𝑏
×  100--------(3.3) 

เม่ือ OD570b คือ จ านวนเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในถาดเลี้ยงเซลล์ (กลุ่มที่ เลี้ยงด้วย  

   DMEM ไม่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบ)  

   OD570e คือ จ านวนเซลล์เม่ือเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง (เซลล์กลุ่มที่  

   เพาะเลี้ยงในสารสกัดจากอนุภาค) 

3.3.4 การกกัเกบ็สาร EGCG บนอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน 

เตรียมสารละลาย EGCG ความเข้มข้น 15 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในน้ าปราศจากไอออน 

จากนั้นน าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน (100 มิลลิกรัม) แช่ในสารละลาย EGCG ปริมาตร 

400 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง เพ่ือให้สารละลาย EGCG ดูดซับลง

บนอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน จากนั้นดูดสารละลาย EGCG ที่เหลือทิ้ง แล้วผ่ึงอนุภาคให้

แห้งที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จะได้อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลา ตินที่

กักเก็บสาร EGCG 

3 .3.5 การวเิคราะห์ประสทิธภิาพในการกักเก็บสาร EGCG และการควบคมุการปลดปลอ่ย EGCG 

ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินในระดบัหอ้งปฏบิตัิการ  

3.3.5.1 วิเคราะหป์ระสทิธภิาพในการกักเก็บสาร EGCG บนอนุภาคทรงกลมขนาด 

ไมครอนเจลาติน 

  ท าการทดสอบประสิทธิภาพในการกักเก็บสาร EGCG บนอนุภาคทรงกลมขนาด 

  ไมครอนเจลาตินโดยน าอนุภาคที่ กักเก็บสาร EGCG ที่ได้จากข้อ 3.3.4 มาแช่ในน้ าที่ 

  ปราศจากไอออนปริมาตร 1  มิลลิลิตรเพ่ือชะสาร EGCG ที่กักเก็บอยู่ในอนุภาค น า 

  สารละลายที่ชะสาร EGCG ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 273 นาโนเมตร และท าการเปลี่ยนน้ า  

  ปราศจากไอออนที่ชะสาร EGCG จากอนุภาคหลายๆรอบ จนกระทั่งตรวจวัดไม่พบค่าการ  

  ดูดกลืนแสงของสาร EGCG ปริมาณสาร EGCG ที่กักเก็บ ในอนุภาคหาได้จา กกา ร   

  เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่เตรียมจากสาร EGCG ที่ทราบความเข้มข้น ปริมาณของสาร  
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  EGCG ที่ถูกกักเก็บบนอนุภาค (drug loading) และประสิทธิภาพในการกักเก็บสาร EGCG  

  (loading efficiency)  บนอนุภาค ค านวณได้จากสมการ 3.4 และ 3.5 ตามล าดับ 

 ปริมาณของสาร EGCG ที่ถูกกักเก็บบนอนุภาค (drug loading) 

 =
ปริมาณของสาร  𝐸𝐺𝐶𝐺 ท่ีวัดได้

น ้าหนักรวมของ 𝐸𝐺𝐶𝐺 และอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน  
--------(3.4)  

 ประสิทธิภาพในการกักเก็บสาร EGCG บนอนุภาค (% encapsulation efficiency)  

  =
ปริมาณของสาร  𝐸𝐺𝐶𝐺 ท่ีตรวจวัดได้

ปริมาณของสา  𝐸𝐺𝐶𝐺 ตั งต้น
× 100--------(3.5)  

 
3.3.5.2 การทดสอบความสามารถในการควบคมุการปลดปล่อยสาร EGCG จากอนุภาค

ทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตนิในสภาวะทีไ่มม่ีและมเีอนไซม์ 

  น าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่ กักเก็บสาร EGCG ที่ได้จากข้อ 3.3.4  

  ปริมาณ 10 มิลลิกรัม มาแช่ในสารละลาย PBS (pH 7.4) ที่ไม่มีและมีเอนไซม์คอลลาจี เนส  

  ความเข้มข้น 125 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซ่ึงเป็นสภาวะ sink condition  

  จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเก็บสารละลายที่เวลาต่างๆ ไปวัดค่าการ  

  ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 273 นาโนเมตร และน าค่าที่ได้ไปเปรียบเทียบกั บกราฟ 

  มาตรฐานที่เตรียมจากสาร EGCG ที่ทราบความเข้มข้น เพ่ือน าไปวิเคราะห์หาปริมาณ EGCG  

  ที่ถูกปลดปล่อยออกมา ร้อยละการปลดปล่อยสะสมของ EGCG จากอนุภาคสามารถค านวณ 

  ได้จากสมการ 3.6 

𝐶𝑖 = ∑ 𝑀𝑖
𝑡
𝑖 =0   --------(3.6) 

       ร้อยละการปลดปล่อยสะสม=
𝐶𝑖

𝐶𝑡
× 100 

โดย Mi คือปริมาณของสาร EGCG ที่ถูกปลดปล่อยจากอนุภา คที่ช่ วง เวลา i  

        Ci คือปริมาณของสาร EGCG ที่ถูกปลดปล่อยจากอนุภาคในแต่ละช่วงเวลา  

           Ct  คือปริมาณของสาร EGCG ทั้งหมดที่ถูกดูดซับบนอนุภาค 
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3.3.6 การ เตรยีมสารละลายกรดไฮยาลรูอนคิผสมกบัอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตนิทีก่กั

เก็บ EGCG   

น าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่กักเก็บสาร EGCG ปริมาณ 100 มิลลิกรัมมาผสม

กับ Hyalovet ซ่ึงเป็นสารละลายกรดไฮยาลูรอนิค (น้ าหนักโมเลกุล 500,000-700,000 กิโลดาลตัน) 

ที่ใช้ในการรักษาโรคข้อเสื่อมในสัตว์ ซ่ึงมีความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อปริมาตร 2 มิลลิลิตร เพ่ือเตรียม

เป็นรูปแบบของยาฉีดรักษาข้อเสื่อมต่อไป  

3.4 การวเิคราะหท์างสถติิ  

ข้อมูลจะถูกน ามาหาค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และท าการวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้

วิธี ANOVA ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% (p-value < 0.05) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิเคราะหผ์ลการทดลอง 

4.1 สมบัติทางเคมแีละสมบัตทิางกายภาพของเจลาตินดัดแปร 

งานวิจัยนี้ได้ท าการผลิตเจลาตินดัดแปร 2 ชนิดจากเจลาตินชนิดเอและเจลาตินชนิดบีโ ดย

กระบวนการทางเคมี ได้แก่ เจลาตินชนิดเอที่ถูกดัดแปรด้วยเอธิลีนไดเอมีน (Ethylenediamine) หรือ 

GE และเจลาตินชนิดบีที่ถูกดัดแปรด้วยซัคซินิ คแอนไฮ ไดร์ ด  (Succinic anhydride) หรือ GS 

ตามล าดับ ในส่วนแรกของงานวิจัย ได้ท าการศึกษาคุณลักษณะของเจลาตินดัดแปรทั้ง 2 ชนิดดังกล่าว

เปรียบเทียบกับเจลาตินชนิดเอ (GA) และบี (GB) ที่เป็นเจลาตินต้ังต้น คุณลักษณะที่ศึกษา ได้แก่ 

ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ โครงสร้างเคมีและหมู่ฟังก์ชั่น ค่าศักย์เซต้า สมบัติความชอบน้ า ความหนืด

ของสารละลายเจลาติน และน้ าหนักโมเลกุล 

4.1.1 ปร ิมาณหมู่อะมโินอสิระของเจลาตินดัดแปร  

การวิเคราะห์หาปริมาณหมู่อะมิโนอิสระใน โครงสร้างเจลาติน ใช้เทคนิค 2, 4, 6 –

Trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) โดยสาร TNBS จะเข้าท าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโน อิสระ 

เกิดเป็นสารประกอบที่มีสีเหลืองซ่ึงสามารถตรวจวัดปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ ดังกล่าวด้วยการ วั ดค่า

การดูดกลืนแสงโดยใช้เทคนิค spectrophotometry [95] รูปที่ 4.1 แสดงผลปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ

ในเจลาตินทั้ง 4 ชนิด พบว่า GA และ GB มีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระ 0.37±0.29 และ 0.31±0.51   

ไมโครโมลต่อเจลาติน 1 มิลลิกรัม ตามล าดับ GE มีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระเพ่ิมขึ้นจาก GA อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติเป็น 0.74±0.05 ไมโครโมลต่อเจลาติน 1 มิลลิกรัม (เพ่ิมขึ้นร้อยละ 56.60) ซ่ึงเป็น

ผลจากการคอนจูเกตเอธิลีนไดเอมีนบนหมู่คาร์บอกซิลิคของเจลาตินชนิดเอตามการเกิดปฏิกิริยาเคมี

ดังรูปที่ 3.2 และสอดคล้องกับผลการทดลองของงานวิจัยของ Hori และคณะ (2007) [17] ทีร่ายงาน

การเพ่ิมขึ้นของหมู่อะมิโนอิสระของ cationized gelatin (หรือ GE ในงานวิจัยนี้) ที่เตรียมได้จากการ

กระบวนการเดียวกันนี้ นอกจากนี้ยังรายงานว่า เม่ือเพ่ิมอัตราส่วนของเอธิลีนไดเอมีนในการท า

ปฏิกิริยา cationized gelatin ที่ได้จะมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระในสายโซ่เพ่ิมขึ้นด้วย ส าหรับ GS ที่

ถูกดัดแปรด้วยซัคซินิคแอนไฮไดร์ด พบว่ามีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระลดลงอย่างมีนัยส าคัญทา งสถิ ติ 

เหลือ 0.22±0.13 ไมโครโมลต่อเจลาติน 1 มิลลิกรัม (ลดลงร้อยละ 48.09) เม่ือเทียบกับ GB เนื่องจาก
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หมู่ซัคซินิคแอนไฮไดร์ดเข้าไปท าปฏิกิริยาที่ต าแหน่ง ε-amino ของไลซีน และปลายสาย N ของ     

-amino ของเจลาติน จึงส่งผลให้หมู่อะมิโนอิสระของ GS ลดลงในขณะที่หมู่คาร์บอกซิลิคเ พ่ิมขึ้น 

[96] ตามการเกิดปฏิกิริยาเคมีดังรูปที่ 3.3 ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานวิจัยของ Sripriya และคณะ ในปี 

2011 [97] ที่ศึกษาปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของคอลลาเจนที่ดัดแปรด้วยซัคซินิคแอนไฮไดร์ด พบว่า 

คอลลาเจนหลังดัดแปรด้วยซัคซินิคแอนไฮไดร์ดมีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระลดลงเช่นเดียวกัน   

 

ร ูปที่ 4.1 ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระที่พบในเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ GA GB GE และ GS วิเคราะห์ด้วย
เทคนิค TNBS (* แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95, 

p<0.05 ของข้อมูล โดยเปรียบเทียบกับเจลาตินต้ังต้นที่ใช้ในการดัดแปร ; GE เทียบกับ GA และ GS 
เทียบกับ GB) 

 

4.1.2 โครงสรา้งเคมแีละหมู่ฟงักช์ ัน่ของเจลาตินดัดแปร 

การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชั่นที่บ่งชี้ คุณลักษณะโครงสร้างเคมีของเจลาตินทั้ง 4 ชนิดด้วยเทคนิค 

FT-IR ในช่วงเลขคลื่น 4000 ถึง 600 ต่อเซนติเมตร ดังรูปที่ 4.2 ก) พบช่วงสเปกตรัมของการส่องผ่าน

รังสีอินฟาเรดที่บ่งชี้ลักษณะเฉพาะของเจลาติน 4 ต าแหน่ง ต าแหน่งแรกคือต าแหน่งพีคที่เลขคลื่น 

3300 ต่อเซนติเมตรสอดคล้องกับพันธะเอไมด์เอ (Amide A)  ซ่ึงแสดงถึงการสั่นแบบยืดของ

พันธะเปปไทด์ (N-H stretching) ต าแหน่งถัดมาคือพีคที่เลขคลื่น 1631 ต่อเซนติเมตรสอดคล้องกับ
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พันธะเอไมด์ I (Amide I) แสดงถึงการสั่นแบบงอของพันธะ C=O (C=O stretching) และต าแหน่ง

พีคทีเ่ลขคลื่น 1546 และ 1235 ต่อเซนติเมตร สอดคล้องกับต าแหน่งของพันธะเอไมด์ II (Amide II) 

และพันธะเอไมด์ III (Amide III) ซ่ึงแสดงการสั่นแบบงอของพันธะ N-H (N-H bending) และการสั่น

แบบยืดของพันธะ C-H (C-H stretching) ตามล าดับ ซ่ึงทั้ง 4 ต าแหน่งข้างต้นแสดงหมู่ฟังก์ชั่นที่ เป็น

คุณลักษณะที่พบในโปรตีนเจลาตินทั่วไป [98] 

  4.2 ข) ส าหรับสเปกตรัมของ GE เม่ือเปรียบเทียบกับสเปกตรัมของ GA พบการเลื่อนของ

ต าแหน่งพีคหมายเลข 1 และพีคหมายเลข 2 ซ่ึงสอดคล้องกับการสั่นของพันธะเอไมด์ II  และพันธะ  

เอไมด์ III ไปยังต าแหน่งเลขคลื่นมากขึ้นที่ประมาณ 1530 ต่อเซนติเมตร สอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Chen และ Su ปี 2011 [99] ทีร่ายงานผลสเปกตรัม FT-IR ของเจลาตินที่ดัดแปรด้วยเอธิลีนไดเอ มีน 

พบการปรากฏต าแหน่งพีคที่เลขคลื่น  1653 และ 1539 ต่อเซนติเมตร ซ่ึงแสดงถึงพันธะเอไมด์ I และ

พันธะเอไมด์ II ตามล าดับ สเปกตรัมของ GS เม่ือเปรียบเทียบกับสเปกตรัมของ GB พบการเลื่อนของ

พีคที่หมายเลข 3 ซ่ึงตรงกับต าแหน่งเอไมด์ I และปรากฏไหล่ของสเปกตรัมที่ต าแหน่งเลขคลื่น 1735 

ต่อเซนติเมตร ผลดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัยของ Yang และคณะ (2014) [100] ที่รายงานการพบ

ไหล่ของสเปกตรัมที่ต าแหน่ง 1735 ต่อเซนติเมตร ที่บ่งชี้ถึงการสั่นของ C=O (C=O stretching) ของ

หมู่คาร์บอกซิลิคภายหลังกระบวนการ Succinylation ของเจลาตินที่ถูกดัดแปรด้วยซัคซินิคแอนไฮ

ไดรด์ 
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ก) 
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ร ูปที่ 4.2 สเปกตรัมการส่องผ่านรังสีอินฟาเรดของเจลาติน 4 ชนิดได้แก่ GA GB GE และ GS 
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค FT-IR ในช่วงเลขคลื่น ก) 4000 ถึง 600 ต่อเซนติเมตร และ ข) 1800 ถึง 1000 

ต่อเซนติเมตร 
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4.1.3 ค ่าศ ักยเ์ซต้าของสารละลายเจลาตนิดดัแปร 

  การศึกษาค่าศักย์เซต้าท าให้ทราบถึงสมบัติทางประจุของสารละลาย และความเสถียรของ

การกระจายตัวของอนุภาคจากค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าบริเวณผิวอนุภาคกับศักย์ไฟฟ้าในชั้นสารละลาย  

[101] โดยค่าศักย์เซต้าค านวณตามสมการ Smoluchouski ซ่ึงแสดงถึงการเคลื่อนที่ของโมเล กุลที่มี

ประจุในสนามไฟฟ้า (electrophoretic  mobility) โดยค่าจะขึ้นกับค่าความหนืดและค่าคงที่ไดอิเ ล็ค

ตริก (Dielectric constant) ของอนุภาคในสารละลาย  

  รูปที่  4.3  แสดงผลการวิเคราะห์ค่าศักย์เซต้าของสารละลายเจลาตินชนิดต่างๆที่ค่า ความ

เป็นกรดด่างต้ังแต่ 2 ถึง 12 พบว่า ที่สภาวะกรด pH 2 ค่าศักย์เซต้าของ GA GB GE และ GS มีค่า 

+28.3±1.4, +17.0±0.3, +23.3±0.4 และ +14.3±1.0  มิลลิโวลต์ ตามล าดับ ในขณะที่ pH 12 ค่า

ศักย์เซต้าของเจลาติน GA GB GE และ GS มีค่า -27.9±0.2, -33.8±1.6, -17.9±0.5 และ -40.1±1.9 

มิลลิโวลต์ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าเจลาตินทุกชนิดมีค่าศักย์ไฟฟ้าลดลงเม่ือค่า pH ของสารละลาย

เพ่ิมขึ้น เนื่องจากโครงสร้างของเจลาตินเป็นโปรตีนซ่ึงประกอบด้วยกรดอะมิโนที่มีทั้งหมู่คาร์บอกซิลิ ค

และหมู่เอมีนที่แสดงความเป็นกรดด่าง โดยหมู่คาร์บอกซิลิ คจัดเป็นกรดอ่อน (weak acid) มี

ความสามารถแตกตัวให้โปรตรอน (deprotonation) ในขณะที่หมู่เอมีนจัดเป็นเบสอ่อน (weak 

base) สามารถรับโปรตรอนได้ (protonation) ดังสมการเคมีที่ 4.1 โดยการแตกตัวให้โปรตรอนและ

รับโปรตรอนในโครงสร้างจะเกิดขึ้นพร้อมกันเม่ือละลายน้ า เรียกว่า ซวิทเทอร์ไอออน (switterion)  

การแตกตัวให้โปรตรอน  -COOH    ⇒ -COO- + H+                         (4.1) 

การรับโปรตรอน          -NH2 + H+   ⇒ -NH3
+  

ส าหรับค่า pH จุดที่ ค่าศักย์ไฟฟ้าของสารละลายเจลาตินเป็นศูนย์ คือจุดไอโซอิเล็กตริก 

(isoelectric point) ซ่ึงเป็นจุดที่ประจุบวกและประจุลบของเจลาตินมีค่าเท่ากัน ประจุรวมจึงเป็น

ศูนย์ GA และ GE มีค่าไอโซอิเล็กตริกประมาณ 9 หมายความว่า ที่ pH น้อยกว่า 9 GA และ GE แสดง

ประจุบวก ในขณะที่ pH มากกว่า 9 GA และ GE แสดงประจุลบ ส าหรับ GB และ GS มีค่าไอโซอิเล็ก

ตริกเท่ากับ 5 และ 3.8 ตามล าดับ แสดงว่า ที่ pH น้อยกว่า 5 และ 3.8 GB และ GS แสดงประจุบวก 

ในขณะที่ pH มากกกว่า 5 และ 3.8 GB และ GS แสดงประจุลบ ตามล า ดับ ส าหรับงานวิจัยนี้  

สารละลายเจลาตินถูกเตรียมในน้ าปราศจากไอออน (pH 5-6) จะเห็นว่าที่สภาวะนี้ GE แสดงประจุ

บวกมากที่สุดที่ประมาณ  +16.5 มิลลิโวลต์ ตามด้วย GA แสดงประจุบวกประมาณ +7.0 มิลลิโวลต์  
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ส่วน GB และ GS แสดงประจุลบที่ประมาณ -15.8 และ -6.8 มิลลิโวลต์ ตามล าดับ GA ผลิตจาก

กระบวนการไฮโดรไลซ์คอลลาเจนด้วยกรด กระบวนการผลิตแบบนี้จะไม่รบกวนหมู่เอไมด์ของ 

คอลลาเจน ดังนั้นจึงท าให้ GA แสดงประจุบวกจากหมู่เอไมด์ที่ มีในโครงสร้าง ส่วน GB ผลิตได้จาก

กระบวนการไฮโดรไลซ์คอลลาเจนด้วยด่าง โดยด่างเข้าไปสลายหมู่เอไมด์ในสายโซ่ของคอลลา เจน 

และจากปฏิกิริยาดังกล่าวท าให้สายโซ่มีหมู่คาร์บอกซิลเพ่ิมขึ้น จึงส่งผลให้ GB มีแสดงประจุลบ

มากกว่า GA [102] และที่ GE แสดงประจุบวกมากกว่า GA เนื่องจากหมู่คาร์บอกซิลที่แสดงประจุลบ

ถูกคอนจูเกตด้วยเอธิลีนไดเอมีน ประจุลบจึงลดลง  ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ [103] ที่รายงายว่า

ค่าศักย์เซต้าของเจลาตินที่ถูกดัดแปรโดยการใช้ ด้วยเอธิลีนไดเอมีน หรือ GE มีค่าประจุบวกเพ่ิมขึ้น

ตามอัตราส่วนของเอธิลีนไดเอมีนที่ใช้คอนจูเกต และในปี 2015 Jalaja และคณะ [104] ศึกษาเส้นใย

นาโนที่ผลิตด้วยกระบวนการทางไฟฟ้าสถิตย์ (electrospining) จากเจลาตินที่ถูกดัดแปรด้วยเอธิลีน

ไดเอมีน หรือ GE ซ่ึงในงานวิจัยดังกล่าวพบว่า GE มีค่าศักย์เซต้าที่แสดงประจุบวกที่ได้มาจา กห มู่    

เอมีนที่ถูกเพ่ิมเข้าไปในโครงสร้าง ส าหรับ GS ทีเ่ตรียมในน้ าปราศจากไอออนมีค่าศักย์เซต้าประ มาณ    

-6.8 โวลต์ ซ่ึงมีค่าประจุลบน้อยลงเม่ือเปรียบเทียบกับ GB แต่ในตามปฏิกิริยาซ่ึงแสดงไว้ในหั วข้ อที่ 

3.3.1.2 ซัคซินิค แอนไฮไดร์ดจะเข้าไปท าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนของเจลาติน เกิดการคอนจูเกตหมู่

คาร์บอกซิลิคเข้าไปในสายโซ่เจลาติน จึงควรจะส่งผลให้ GS มีประจุลบเพ่ิมขึ้น ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ว่า

หมู่คาร์บอกซิลิคที่คอนจูเกตบนสายโซ่เจลาติน ไม่ได้อยู่ในต าแหน่งที่สามารถวัดค่าศักย์เซต้าได้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

63 

 

 

 

 

 

 

 

 

ร ูปที่ 4.3 ค่าศักย์ไฟฟ้าของสารละลายเจลาติน 4 ชนิดได้แก่ GA (●) GB (■) GE (○) และ GS (□) 
ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5  โดยน้ าหนัก ที่ค่าความเป็นกรดด่างระหว่าง 2 ถึง 12 
  

4.1.4 ค ่ามุมสัมผัสน  าบนฟลิ์มเจลาตินดัดแปร 

การวิเคราะห์ค่ามุมสัมผัสน้ าบนพ้ืนผิวฟิล์มเจลาตินทั้ง 4 ชนิด จะท าให้ทราบถึงสมบัติ

ความชอบน้ า (hydrophilicity) และความไม่ชอบน้ า (hydrophobicity) ของพ้ืนผิว ซ่ึงมีความสัมพันธ์

กับประจุและหมู่ฟังก์ชั่นบนพ้ืนผิวนั้นๆ ตารางที่ 4.1 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่ามุมสัมผัสน้ า กับ

สมบัติความชอบน้ าของพ้ืนผิวของวัสดุ  

  จากการศึกษาค่ามุมสัมผัสน้ าบนพ้ืนผิวฟิล์มเจลาตินทั้ง 4 ชนิดที่เวลา 5 10 15 และ20 วินาที

ดังแสดงในรูปที่ 4.4 พบว่า ค่ามุมสัมผัสน้ าบนฟิล์ม GA GB และ GS อยู่ในช่วง 0o < θ < 90o  ซ่ึงบ่งชี้

ว่าเจลาตินทั้ง 3 สูตรมีความชอบน้ า  โดย GA และ GB มีคุณสมบัติชอบน้ าจากหมู่ฟังก์ชั่นอะ มิโน  

คาร์บอกซิลิค และ ไฮดรอกซิลที่อยู่ภายในโครงสร้าง [105] ส าหรับ GS มีหมู่ฟังก์ชั่นคาร์บอกซิลิ คที่

เพ่ิมขึ้น จากการถูกคอนจูเกตด้วยซัคซินิคแอนไฮไดร์ด จึงแสดงสมบัติชอบน้ าเช่นกัน   

  GE มีค่ามุมสัมผัสน้ า θ = 0o แสดงถึงมีความชอบน้ าสูง ซ่ึงค่ามุมสัมผัสน้ า มีความแตก ต่าง

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับ GA ซ่ึงเป็นผลมาจากการมีหมู่อะมิโนเพ่ิมขึ้นจากการ ดัด
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แปรด้วยเอธิลีนไดเอมีน ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Chen และคณะ ปี 2017 ที่ได้มีการดัดแปร 

Poly (L-lactic acid) ด้วยเอธิลีนไดเอมีนเพ่ือน าไปขึ้นรูปเป็นอนุภาคที่มีโครงสร้างเป็นรูปแบบเส้นใย

นาโน (nanofibrous) พบว่า Poly (L-lactid acid) ที่ดัดแปรด้วยเอธิลีนไดเอมีน (69.19±0.18º) มีค่า

มุมสัมผัสน้ าลดลงจาก Poly (L-lactid acid) ที่ไม่ได้ดัดแปร (129.26±0.30º) อันเนื่องจากการเ พ่ิม

หมู่อะมิโนซ่ึงเป็นหมู่ที่ มีความชอบน้ า เข้าไป [106] ในขณะที่ GS มีค่ามุมสัมผัสน้ าสูงกว่า GB อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ หมายความว่า GS มีสมบัติความชอบน้ าน้อยกว่า GB อาจเนื่องมากจากการลดลง

ของหมู่อะมิโนซ่ึงเป็นหมู่ที่มีความชอบน้ า (รูปที่ 4.1) 

ตารางที่ 4.1 ความสัมพันธ์ระหว่างสมบัติความชอบน้ าของพ้ืนผิววัสดุกับค่ามุมสัมผัสน้ า [107] 

สมบัติของพื นผิววสัด ุ ค ่ามุมสัมผัสของน  า (º) 

มีความชอบน้ าสูง (Superhydrophilic) θ = 0o 

มีความชอบน้ า (Less strongly hydrophilic)                       0o < θ < 90o 

มีความไม่ชอบน้ า (Hydrophobic)                     90o ≤ θ < 150o 

มีความไม่ชอบน้ าสูง (Superhydrophobic)                              θ > 150 o 

  

 
ร ูปที่ 4.4 ค่ามุมสัมผัสน้ าบนพ้ืนผิวฟิล์มเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ GA (●) GB (■) GE (○) และ GS 

(□) ที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียสที่เวลา 5 10 15 และ 20 วินาที 

(*  ค่ามุมสัมผัสน้ าวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม Drop Shape Analysis) 
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4 .1.5 ค ่าความหนดืและน  าหนกัโมเลกลุของสารละลายเจลาตนิดดัแปร 

ความหนืด คือสมบัติความต้านทานการไหลของสารละลายพอลิเมอร์ ค่าความหนืดของ

สารละลายพอลิเมอร์ขึ้นอยู่ กับหลายปัจจัยไม่ว่าจะเป็น รูปร่างโมเลกุล มวลโมเลกุล ความเข้มข้น 

สมบัติความชอบน้ าของพอลิเมอร์ และปฏิกิริยาภายในโมเลกุล [108] ผลการศึกษาค่าความหนืดของ

สารละลายเจลาตินทั้ง 4 ชนิดที่ความเข้มข้นของสารละลายเจลาตินร้อยละ 10 โดยมวล ที่ละลายใน

น้ าปราศจากไอออนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แสดงดังตารางที่ 4.2 พบว่าสารละลาย GA และ 

GB มีค่าความหนืดเท่ากับ 23.50 และ 22.90 เซนติพอยส์ ตามล าดับ ในขณะที่เจลาตินที่ถูกดัดแปร 2 

ชนิดคือ GE และ GS มีค่าความหนืดลดลงเหลือ 2.84 และ 10.73 เซนติพอยส์ ตามล าดับ จะเห็นได้

ว่า GE มีความหนืดต่ ากว่า GA ที่เป็นเจลาตินต้ังต้นอย่างมาก เม่ือพิจารณาในเชิงโครงสร้าง GE หมู่

คาร์บอกซิลที่ลดลงจากการดัดแปร อาจส่งผลให้การเกิดพันธะไฮโดรเจนภายในโครงสร้างระหว่าง

กรดอะมิโนหน่วยย่อยภายในโมเลกุลลดลง ท าให้ความหนืดลดลง ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Jalaja 

และคณะ ปี 2015 [104] ที่ท าการดัดแปรเจลาตินด้วยเอธิลีนไดเอมีนส าหรับขึ้นเป็นเส้นใยนาโน 

(nanofiber) และรายงานว่าความหนืดของเจลาตินหลังดัดแปรมีค่าลดลง เนื่องจากสูญเสีย พันธะ

ไฮโดรเจนจากการคอนจูเกตเจลาตินด้วยเอธิลีนไดเอมีน เป็นผลให้ไม่สามารถเกิดโครงสร้างเกลียวสาม

สาย (Triple helix) ได้ ค่าความหนืดของสารละลายเจลาตินทั้ง 4 ชนิด จะเป็นปัจจัยที่มีผลกระทบต่อ

การขึ้นรูปอนุภาคด้วยเทคนิคอิมัลชั่นชนิดน้ าในน้ า มัน (water in oil emulsion) ซ่ึงจะกล่าวถึงใน

ล าดับถัดไป    

  นอกจากนี้การที่ความหนื ดของ GE ลดลงเม่ือเปรี ยบ เที ยบกับ GA นั้นเป็นไปไ ด้ว่ า

กระบวนการเตรียมเจลาตินที่ดัดแปรด้วยเอธิลีนไดเอมีนท าให้สายโซ่ของเจลาตินถูกไฮโดไลซ์ ท าให้  

GE มีสายโซ่ส้ันลง ดังนั้นจึงท าการศึกษาเพ่ิมเติมว่า GE ถูกไฮโดไลซ์ไปในกระบวนการดัดแปรหรือไ ม่ 

โดยวิเคราะห์ขนาดของโมเลกุลของเจลาตินทั้ง 4 ชนิดเบื้องต้นด้วย เทคนิค Sodium Dodecyl 

Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยมีหลักการคือ sodium dodecyl 

sulfate (SDS) ซ่ึงเป็นสาร  anionic detergent จะเข้าไปจับกับโปรตีน ท าให้โปรตีนเป็นสายตรง 

จากนั้นให้กระแสไฟฟ้า โมเลกุลของสารที่มีประจุลบจะเคลื่อนที่ไปที่ขั้วบวก โดยโมเลกุลขนาดใหญ่จะ

เคลื่อนที่ช้ากว่าโมเลกุลเล็ก ขนาดโมเลกุลของเจลาตินทั้ง 4 ชนิดจะหาจากกราฟมาตรฐานระหว่างค่า

ลอการิทึมของน้ าหนักโมเลกุล (logMW) และระยะการเคลื่อนที่ของแถบโปรตีน (Rf) ตามคู่มือของ 
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Bio-Rad (ภาคผนวก ง) จากรูปที่ 4.5 พบว่า GA และ GB แสดงแถบ (band) ขนาดโมเลกุลในช่ วง 

171-132 กิโลดาลตัน ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Hafidz และคณะ (2011) ที่รายงานขนาดของ

โมเลกุลของเจลาตินทั้งสองชนิดว่าอยู่ในช่วงประมาณ 100-220 กิโลดาลตัน นอกจากนี้ยังพบว่า แถบ

โปรตีนของ GE มีขนาดโมเลกุลอยู่ในช่วงประมาณ 52.61-33.14 กิโลดาลตัน ซ่ึงมีขนาดโมเลกุลลดลง

เม่ือเปรียบเทียบกับ GA ที่เป็นเจลาตินต้ังต้น ซ่ึงคาดว่าเป็นผลจากกระบวณการปรับค่าความเป็นกรด

ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริคความเข้มข้น 11 N เพ่ือให้ได้สภาวะที่ EDC ท าปฏิกิริยาในการคอนจูเกต

ของเอธิลีนไดเอมีน โดยกรดไฮโดรคลอริคที่ เติมลงไปจะไปไฮโดรไลซ์เจลาตินให้สายโซ่ให้สั้นลง[109] 

ท าให้ความหนืดลดลงอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเปรียบเทียบกับ GA ส าหรับแถบโปรตีนของ GS ขนาด

โมเลกุลอยู่ในช่วงประมาณ 171.39-132.58 กิโลดาลตัน ซ่ึงจัดอยู่ในช่วงเดียวกับ GB และแสดงให้เห็น

ว่ากระบวณการเตรียม GS ไม่เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซ์  

    

ตารางที่ 4.2 ค่าความหนืดปรากฏ (Apparent viscosity) ของสารละลายเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ 
GA GB GE และ GS ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวลที่เตรียมในน้ าปราศจากไอออน ที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส 

ชนิดของเจลาติน ค ่าความหนดื (เซนตพิอยส์) 

GA 23.50±0.8a 

GB 22.90±0.5c 

GE 2.84±0.0b 

GS 10.73±0.15d 

 (a, b  แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95, p<0.05 ของ GE 

เม่ือเปรียบเทียบกับ GA ; c, d แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อย

ละ 95, p<0.05 ของ GS เม่ือเปรียบเทียบกับ GB) 
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ร ูปที่ 4.5 ขนาดโมเลกุลของเจลาตินทั้ง 4 ชนิดที่แยกขนาดด้วยวิธี SDS-PAGE 

 

4 .2 สมบัติทางเคม ีกายภาพ และชวีภาพของอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน 

  เจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ GA GB GE และ GS ได้ถูกน ามาขึ้นรูปเป็นอนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนด้วยเทคนิคอิมัลชั่นชนิดน้ าในน้ ามัน (water in oil emulsion) และเชื่อมขวางด้วย  2 วิธี 

ได้แก่ การเชื่อมขวางด้วยความร้อน (dehydrothermal crosslink) ที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (วิธีเชื่อมขวางทางกายภาพ) [110] และการแช่ในสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 

(glutaraldehyde) ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.05  โดยน้ าหนัก เป็นเวลา 20 ชั่วโมง (วิธีเชื่อมขวางทาง

เคมี) การเชื่อมขวางอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินเป็นการปรับปรุงคุณสมบัติของเจลา ตินให้

มีความคงตัวมากขึ้น ลดการละลายน้ า และไม่ถูกย่อยสลายไปอย่างรวดเร็วเม่ือน าไปประยุกต์ใช้ เป็น

ระบบน าส่งยา วิธีการเชื่อมขวางมีผลกระทบต่อสมบัติทางกายภาพ เคมี และชีวภาพของอนุภาคทรง

กลมขนาดไมครอนเจลาตินที่ได้ การเชื่อมขวางด้วยความร้อน ความร้อนจะก าจัดหมู่ไฮโดรเจน (H) 

และหมู่ไฮดรอกซิล (OH) ออกจากโมเลกุลโปรตีน และท าให้เกิดการสร้างพันธะเอไมด์เชื่อมขวาง

ระหว่างหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) กับหมูเอมีน (-NH2) ในขณะที่ H และ OH ที่ถูกก าจัดออกจะ

ควบแน่นเป็นน้ า  1 โมเลกุล ดังปฏิกิริยาที่แสดงในรูปที่ 2 .10 ก) การเชื่อมขวางด้วยสารละลาย 

กลูตารัลดีไฮด์จะเกิดจากหมู่แอลดีไฮด์ (aldehyde; -CHO) 1 โมเลกุลสร้างพันธะกับหมู่เอมีนของสาร

โซ่โปรตีน 2 โมเลกุล ดังปฏิกิริยาที่แสดงในรูปที่ 2.10 ข) ในส่วนนี้ของงานวิจัย จะเป็นการวิเคราะห์

สมบัติทางเคมี กายภาพ และชีวภาพของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดที่เชื่อม
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ขวางด้วย 2 วิธีที่กล่าวมาข้างต้น เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถในการเชื่อมขวางและเลือกวิธี การ

เชื่อมขวางที่เหมาะสมส าหรับอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่จะน าไปประยุกต์ใช้เป็นระบบ

น าส่งยาต่อไป 

4.2.1 ร ้อยละผลไดแ้ละขนาดของอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตนิ  

ในส่วนนี้ของงานวิจัยได้ผลิตอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินด้วยเทคนิคอิมัลชั่น ชนิด

น้ าในน้ ามัน มีการปั่นกวนซ่ึงเป็นแรงกลท าให้สามารถควบคุมขนาดและการกระจายตัวของอนุภาคได้ 

รวมถึงมีการปรับสัดส่วนของความหนืดในส่วนของวัฏภาคให้เหมาะสมส าหรับการผลิตอนุภา คทรง

กลมอีกด้วย สารละลายเจลาติน GA GB และ GS ที่ใช้ในการผลิตมีความเข้มข้นร้อยละ 10 โดย

น้ าหนักต่อปริมาตร ในขณะที่ GE ได้เพ่ิมความเข้มข้นเป็นร้อยละ 20 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เพ่ือเพ่ิม

ค่าความหนืดของสารละลาย GE เป็น 11.6 เซนติพอยส์ ให้สามารถขึ้นรูปอนุภาคได้ในขนาดอนุภาคที่

ใกล้เคียงกันกับ GA GB และ GS ความหนืดของสารละลายมีผลกระทบต่อขนาดของอนุภาคที่ได้จาก

การขึ้นรูปโดยเทคนิคอิมัลชั่น โดยในปี 1984 Pongpaibul และคณะ [111] ได้ศึกษาความสั มพันธ์

ดังกล่าว พบว่าสารละลายที่มีความหนืดมากจะท าให้มีการกระจายตัวของอนุภาคที่มีขนาดใหญ่ใน   

วัฏภาคน้ ามัน ท าให้ได้อนุภาคขนาดใหญ่   

  อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่ผลิตได้จากเทคนิคดังกล่าว จะแบ่งขนาดที่ได้

ออกเป็น 3 ช่วงคือ ขนาดใหญ่กว่า 100 ไมครอน 76-100 ไมครอน และ 32-75 ไมครอน ตารางที่ 4.3 

แสดงร้อยละผลได้ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิด และทั้ง 3 ขนาด พบว่า

อนุภาคที่มีขนาดอยู่ในช่วง 32-75 ไมครอน มีร้อยละผลได้สูงที่สุด (ร้อยละ 36-88) และมีการกระจาย

ตัวสม่ าเสมอ ซ่ึงอนุภาคขนาดในช่วง 32-75 ไมครอนนี้เป็นขนาดอนุภาคทีผู่้วิจัยได้เลือกไปศึกษา ต่อ 

เนื่องจากมีความเหมาะสมส าหรับการใช้งานโดยการฉีดผ่านหัวเข็มฉีดยาได้โดยไม่เกิดการอุดตันหรือ

รวมตัวเป็นก้อน (aggregation) 
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ตารางที่ 4.3 ร้อยละผลได้ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ GA GB GE 
และ GS ทีผ่ลิตด้วยเทคนิคอิมัลชั่นชนิดน้ าในน้ ามันและคัดแยกขนาดด้วยตะแกรง 

อนุภาคทรงกลม

ขนาดไมครอน 

เจลาติน 

ร ้อยละผลได้ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทีข่นาดต่างๆ 

>100 ไมครอน 76-100 ไมครอน 32-75 ไมครอน 

GA  6.18±1.3 5.81±2.7 88.01±1.4 

GB 28.38±1.6 34.98±4.4 36.64±2.8 

GE 4.31±0.6 17.25±3.7 78.44±4.3 

GS 22.12±6.0 20.12±9.0 43.54±5.2 

 

4 .2.2 โครงสรา้งสณัฐานของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน 

จากการวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดที่มี

ขนาดอยู่ในช่วง 32-75 ไมครอน ในสภาวะแห้งและสภาวะบวมตัวในน้ า ด้วยการส่องกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราดและกล้องจุลทรรศน์ตามล าดับ พบว่าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน        

เจลาตินทั้ง 4 ชนิดที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยความร้อน และสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ มีลักษณะเป็น

ทรงกลม พ้ืนผิวเรียบ และมีขนาดอยู่ในช่วง 32-75 ไมครอน สอดคล้องกับขนาดที่คัดแยกผ่านตะแกรง 

ดังแสดงในรูปที ่4.6 และ 4.7 ตามล าดับ  

  เม่ือท าการหาค่าขนาดเฉลี่ยของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยความ

ร้อนดังแสดงในตารางที่ 4.4 พบว่าอนุภาคขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดในสภาวะแห้งมีขนาด

เฉลี่ยอยู่ในช่วง 43-47 ไมครอน และมีขนาดเฉลี่ยในสภาวะบวมตัวในน้ าอยู่ในช่วง 73-150 ไมครอน 

และเม่ือค านวณอัตราส่วนการบวมน้ าจากขนาดอนุภาคที่เปลี่ยนแปลงไป พบว่า GE มีอัตราส่วนการ

บวมน้ าสูงที่สุดถึง 3.1 เท่าของขนาดอนุภาคเริ่มต้น ในขณะที่ GA GB และ GS มีอัตราส่วนการบวม

น้ า 1.7 1.7 และ 1.9  ตามล าดับ ซ่ึงน้อยกว่า GE อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

  ส าหรับอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ มี

ขนาดเฉลี่ยในสภาวะแห้งประมาณ 42-49 ไมครอน และมีขนาดเฉลี่ยในสภาวะบวมตัวในน้ าอยู่ในช่วง 

66-73 ไมครอน ดังแสดงในตารางที่ 4.4 อัตราส่วนการบวมน้ าของอนุภาคทุกสูตรมีค่าใกล้เคีย งกัน  
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อนุภาค GE ที่เชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์มีอัตราส่วนการบวมน้ าลดลง เม่ือเปรียบเทียบ

กับอนุภาค GE ที่เชื่อมขวางด้วยความร้อน ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าสารละลายกลูตารัลดีไฮด์มีประสิทธิภาพ

ในการเชื่อมขวาง GE มากกว่าการใช้ความร้อน เพราะสามารถลดการละลายและการบวมตัว ในน้ า

ของอนุภาคได้อย่างชัดเจน [112-114]  
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 สภาวะแหง้ สภาวะบวมตวัในน  า 

 
 

GA 

  
 

 
GB 

  
 
 

GE 

  
 
 

GS 

  
ร ูปที่ 4.6 ลักษณะโครงสร้างสัณฐานของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ GA 

GB GE และ GS ที่ได้จากการขึ้นรูปด้วยเทคนิคอิมัลชั่นชนิดน้ าในน้ า มัน และเชื่อมขวางด้วยความร้อน
ที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียสในสภาวะแห้งและสภาวะบวมตัวในน้ า วิเคราะห์โดยใช้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่ก าลังขยาย 200 เท่า  (สเกลบาร์เท่ากับ 100 ไมครอน) และกล้อ ง
จุลทรรศน์ก าลังขยาย 20 เท่า (สเกลบาร์เท่ากับ 50  ไมครอน) 
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 สภาวะแหง้ สภาวะบวมตวัในน  า 

 
 

GA 

  
 

 
GB 

  
 
 

GE 

  
 
 

GS 

  
ร ูปที่ 4.7 ลักษณะโครงสร้างสัณฐานของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ GA 

GB GE และ GS ที่ได้จากการขึ้นรูปด้วยเทคนิคอิมัลชั่นชนิดน้ าในน้ า มัน และเชื่อมขวางด้วย
สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 ในสภาวะแห้งและสภาวะบวมตัวในน้ าวิเคราะห์

โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่ก าลังขยาย 200 เท่า  (สเกลบาร์เท่ากับ 200 
ไมครอน) และกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 20 เท่า (สเกลบาร์เท่ากับ 50 ไมครอน) 
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ตารางที่ 4.4 ขนาดเฉลี่ยและอัตราส่วนการบวมน้ าของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 
ชนิดได้แก่ GA GB GE และ GS ที่ได้จากการขึ้นรูปด้วยเทคนิคอิมัลชั่นชนิดน้ าในน้ ามัน และเชื่อม

ขวางด้วยความร้อนและสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ในสภาวะแห้งและสภาวะบวมตัวในน้ า  

 

อน ุภาค

ทรง

กลม

ขนาด

ไมครอน

เจลาตนิ 

เช ือ่มขวางดว้ยความรอ้น เช ือ่มขวางดว้ยกลตูารลัดไีฮด ์

ขนาดเฉลีย่ของอนภุาคทรง

กลมขนาดไมครอนเจลาตนิ 

(ไมครอน) 

 

อัตราสว่

นการ

บวมน   า* 

ขนาดเฉลีย่ของอนภุาคทรง

กลมขนาดไมครอนเจลาตนิ 

(ไมครอน) 

 

อัตราสว่น

การบวม

น   า* สภาวะแหง้ สภาวะบวมตัว

ในน   า 

สภาวะแหง้ สภาวะบวมตวั

ในน   า 

GA 43.72±8.5a 75.92±27.0a 1.7 43.23±6.2a 66.22±7.4a 1.5 

GB 43.53±7.8c 73.56±10.9c 1.7 45.37±5.9c 69.62±8.4c 1.5 

GE 49.04±9.5b 150.47±24.9b 3.1 49.15±6.6b 73.16±11.3b 1.5 

GS 47.65±9.9c 89.33±33.2d 1.9 46.65±5.9c 67.35±10.3c 1.4 

(a, b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95, p<0.05 ของ GE 

เม่ือเปรียบเทียบกับ GA ในสภาวะเดียวกัน; c, d แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ

ควา มเชื่ อ ม่ัน ร้ อยละ  95, p<0.05 ของ  GS เ ม่ือ เปรี ยบ เที ยบ กับ  GB ในสภา วะ เ ดีย ว กัน) 

* อัตราส่วนการบวมน้ า วิเคราะห์จากการเปลี่ยนแปลงขนาดของอนุภาคก่อนและหลังบวมตัวในน้ า  

4 .2.3 รอ้ยละการเช ือ่มขวางอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทีเ่ช ือ่มขวางด้วยความรอ้น

และสารละลายกลตูารลัดไีฮด์ 

เนื่องด้วยวิธีการเชื่อมขวางทั้ง 2 วิธีที่ศึกษาในงานวิจัยนี้มีการใช้หมู่อะมิโนในการเกิดปฏิกิริยา 

ดังนั้นการวัดปริมาณหมู่อะมิโนอิสระที่ลดลงหลังการเชื่อมขวางด้วยวิธี TNBS จะท าให้วิเคราะห์ร้อย

ละการเชื่อมขวางได้ รูปที่ 4 .8 ก (ซ้าย) แสดงปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของอนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนเจลาตินก่อนและหลังเชื่อมขวางด้วยความร้อน โดยก่อนเชื่อมขวาง GE มีปริมาณหมู่อะมิโน

อิสระมากที่สุดเท่ากับ 0.26 ไมโครโมล/มิลลิกรัม และ GS มีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระน้อยที่สุดเท่ากับ 

0.08 ไมโครโมล/มิลลิกรัม โดยปริมาณหมู่อะมิโน อิสระที่มากขึ้นและลดลงมาจากการดัดแปรด้วย    

เอธิลีนไดเอมีนและซัคซินิคแอนไฮไดร์ดตามที่ได้วิเคราะห์ไปในหัวข้อ 4.1.1 เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบ
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อนุภาคระหว่างก่อนและหลังเชื่อมขวางพบว่า อนุภาคเจลาตินทุกชนิด มีปริมาณอะมิโนอิสระลดลง

หลังการเชื่อมขวาง และเม่ือค านวณร้อยละการเชื่อมขวางของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนที่ เชื่ อม

ขวางด้วยความร้อนดังแสดงในรูปที่ 4.8 ก (ขวา) พบว่า GA และ GE เกิดการเชื่อมขวางประมาณร้อย

ละ 42 ถึงแม้ว่า GE จะมีหมู่อะมิโนเพ่ิมขึ้นมากกว่า GA จากการถูกดัดแปรด้วย เอธิลีนไดเอมีน แต่

ต าแหน่งที่สามารถเกิดปฏิกิริยาเชื่อมขวางได้อาจมีไม่มากเนื่องจากการเชื่อมขวางด้วยความร้อน

จะต้องใช้หมู่คาร์บอกซิลิคและหมู่เอมีนที่อยู่ต าแหน่งใกล้กันเท่านั้นในการเกิดปฏิกิริยา ร้อยละการ

เชื่อมขวางของ GA และ GE จึงมีค่าไม่ต่างกัน ส่วน GB และ GS เกิดการเชื่อมขวางด้วยความร้อน ได้

ร้อยละ 25 และ 29 ตามล าดับ เนื่องจาก GB และ GS มีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระเริ่มต้นน้อย การเชื่อม

ขวางจึงเกิดได้น้อยกว่า  

  ส าหรับอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ (รูป 

4.8 ข) พบว่า แนวโน้มของปริมาณหมู่อะมิโนอิสระก่อนและหลังเชื่อมขวางและร้อยละการเชื่อมขวาง

คล้ายคลึงกับกรณีของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยความร้อนข้างต้น โดย 

GE เกิดการเชื่อมขวางมากที่สุดประมาณร้อยละ 46 ในขณะ GB เกิดการเชื่อมขวางน้อยที่สุดเพียงร้อย

ละ 7 ซ่ึงน่าเป็นผลจาก GB มีหมู่คาร์บอกซิลิคเป็นองค์ประกอบมาก ในขณะที่กลไกการเชื่อมขวาง

ด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ เป็นการเชื่อมขวางระหว่างหมู่เอมีน นอกจากการวิเคราะห์ร้อยละการ

เชื่อมขวางด้วยวิธี TNBS งานวิจัยนี้ได้ท าการวิเคราะห์ประสิทธิภาพหรือความส าเร็จของการเชื่ อม

ขวางของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินจากการศึกษาการละลายน้ าและการย่อยสลายของ

อนุภาคซ่ึงจะกล่าวในล าดับถัดไป 
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ก)  

 

 

 

 

ข)  

 

 

 
 

 
  

 
ร ูปที่ 4.8 ก (ซ้าย) ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ 

GA GB GE และ GS ก่อน (◼) และหลัง ()การเชื่อมขวางด้วยความร้อน ก (ขวา) ร้อยละการเชื่อม
ขวางอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยความร้อน ข (ซ้าย) ปริมาณหมู่อะมิโน

อิสระของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ GA GB GE และ GS ก่อน (◼) และ
หลัง () การเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ข (ขวา) ร้อยละการเชื่อมขวางอนุภา คทรง
กลมขนาดไมครอนเจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์   
(a แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95, p<0.05 ของ GE เม่ือ

เปรียบเทียบกับ GA; b, c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้ อยละ 
95, p<0.05 ของ GS เม่ือเปรียบเทียบกับ GB; * แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ

ความเชื่อม่ันร้อยละ 95, p<0.05 ของอนุภาคก่อนและหลังการเชื่อมขวาง) 
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4 .2.4 การละลายน  าของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่เช ือ่มขวางด้วยความรอ้นและ

สารละลายกลตูารลัดไีฮด์ 

การทดลองนี้ท าโดยการน าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดทีเ่ชื่อมขวางด้วย

ความร้อนและสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ แช่ในน้ าปราศจากไอออนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 

3 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง และวิเคราะห์หาน้ าหนักคงเหลือของอนุภาค น้ าหนักส่วนที่คงเหลือแสดงถึง

ส่วนที่ถูกเชื่อมขวางส าเร็จซ่ึงจะไม่ละลายน้ าไปในช่วงเวลา 24 ชั่วโมงแรก ดังนั้น ผลการวิเคราะห์หา

ส่วนที่ไม่ละลายน้ าของอนุภาคนี้จึงแสดงถึงประสิทธิภาพหรือความส าเร็จของการเชื่อมขวางอนุภา คได้

อีกนัยหนึ่ง จากผลการศึกษาในรูปที่ 4.9 ก) ซ่ึงแสดงร้อยละน้ าหนักคงเหลือของอนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนที่เชื่อมขวางด้วยความร้อน พบว่า GA GB และ GS มีร้อยละน้ าหนักคงเหลือประมาณ 80-85 

ในขณะที่ GE มีน้ าหนักคงเหลือเพียงร้อยละ 72.86 และ 24.16 ที่เวลา 3 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง 

ตามล าดับ การที่ GE ละลายน้ าถึงร้อยละ 75.84 (คงเหลือร้อยละ 24.16) เม่ือแช่ในน้ าเพียง 24 

ชั่วโมง แสดงให้เห็นว่าการวิธีเชื่อมขวางด้วยความร้อนไม่มีประสิทธิภาพในการเชื่อมขวางอนุภาค GE 

ส าหรับอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ดังแสดงใน

รูปที่ 4.9 ข) พบว่าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนทั้ง 4 ชนิด มีร้อยละน้ าหนักคงเหลือประมา ณ 92-

95 ทั้งที่เวลา 3 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัล ดีไฮด์

มีประสิทธิภาพช่วยลดการละลายน้ าของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้  

  ในทา งทฤษฎี  กา ร เชื่อมขวา งโปรตีนด้วยการ ใช้ ความร้อนใช้ กล ไกกา รควบแน่น 

(condensation) โดยกลไกดังกล่าวจะก าจัดน้ าออกจากโครงสร้างของโปรตีน  1 โมเลกุลต่อ 1 

โมเลกุลของหมู่คาร์บอกซิลิคที่ท าปฏิกิริยาเชื่อมขวางกับ 1 โมเลกุลของหมู่เอมีน จึงเกิดการเชื่อมขวาง

ระหว่างหมู่ดังกล่าวคล้ายกับปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชั่น (esterification) [87, 115] ซ่ึงปฏิกิริยานี้ มี

ข้อจ ากัดคือ สามารถเกิดการเชื่อมขวางได้เฉพาะในกรณีที่ ต าแหน่งหมู่คาร์บอกซิลิคกับหมู่เอมีนของ

โปรตีนอยู่ใกล้กันเท่านั้น ในขณะที่การเชื่อมขวางโปรตีนด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์มีกลไกการเชื่ อม

ขวางที่เกิดจากปฏิกิริยา Schiff bases ระหว่างหมู่คาร์บอลนิล (C=O) ของแอลดีไฮด์กับอิเล็คตรอนคู่

โดดเด่ียวของอะมิโน Ɛ-amino groups ซ่ึงพบในไลซีน ไฮดรอกซีไลซีน และหมู่อะมิโนที่เป็นอิสระของ

ปลายสายเอ็น (N-terminal residue) โดยหมู่แอลดีไฮด์ 1 หมู่จะสามารถเชื่อมขวางระหว่างหมู่เอมีน

ของโปรตีนได้ 2 หมู่ [89] ส าหรับงานวิจัยนี้ จะเห็นได้ชัดว่า สารละลายกลูตารัลดีไฮด์มีประสิทธิภาพ
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ในการเชื่อมขวางอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง  4 ชนิด มากกว่าการใช้ความร้อน 

เนื่องมาจากเจลาตินเป็นโปรตีนที่ มีปริ มาณหมู่ เอ มีนส าหรั บการเชื่อมขวา งด้วยสารละ ลา ย         

กลูตารัลดีไฮด์เป็นจ านวนมาก นอกจากนี้ การเชื่อมขวางด้วยความร้อนจะเกิดได้เฉพาะในกร ณีที่ หมู่

คาร์บอกซิลิคกับหมู่เอมีนของโปรตีนอยู่ใกล้กัน เท่านั้น ตามที่อธิบายไปข้างต้น เม่ือพิจารณาชนิดของ

อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน พบว่า GE ซ่ึงเป็นเจลาตินชนิดเอที่ถูกดัดแปรด้วยการ      

คอนจูเกตด้วยเอธิลีนไดเอมีนที่ต าแหน่งหมู่คาร์บอกซิล ท าให้มีปริมาณหมู่เอมีนเพ่ิมขึ้น และมีหมู่    

คาร์บอกซิลิคลดลง จึงเป็นเหตุให้การเชื่อมขวางด้วยความร้อนซ่ึงเชื่อมขวางระหว่างหมู่เอมีน กับหมู่

คาร์บอกซิลิคที่อยู่ใกล้กันมีประสิทธิภาพต่ า อย่างไรก็ตาม เม่ือใช้สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ในการเชื่อม

ขวาง พบว่าเจลาตินทั้ง 4 ชนิดมีปริมาณหมู่เอมีนมากเพียงพอส าหรับปฏิกิริยาการเชื่อมขวาง จึงท าให้

การเชื่อมขวางมีประสิทธิภาพและมีการละลายน้ าลดลง  
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ก)   

 

 

 

 

 

 

 

ข) 

 

 

 

 

 

 

 

ร ูปที่ 4.9 ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ GA 

(□) GB (■) GE (■) และ GS (   ) ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วย ก) ความร้อนที่อุณหภูมิ 140 องศา
เซลเซียส ข) สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 หลังจากแช่ในน้ าที่ปราศจากไอออน 

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 และ 24 ชั่วโมง  

(a, b แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95, p<0.05 ของ GE 

เม่ือเปรียบเทียบกับ GA และ GS เม่ือเปรียบเทียบกับ GB ของระยะเวลาที่แช่อนุภาคในน้ าเท่ากัน) 
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4 .2.5 ค ่ามุมสัมผัสน  าบนฟลิ์มเจลาตินทีเ่ช ือ่มขวางดว้ยความรอ้นและสารละลายกลูตารลัดไีฮด์  

ผลการศึกษาค่ามุมสัมผัสน้ าบนฟิล์มเจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยความร้อนที่แสดงในรูปที่    

4.10 ก) จะเห็นได้ว่าค่ามุมสัมผัสน้ าของฟิล์มเจลาตินทั้ง 4 ชนิดที่เวลา 0 5 10 และ 15 วินาทีอยู่

ในช่วง 0o < θ < 90o ซ่ึงจัดอยู่ในวัสดุที่ชอบน้ า โดยฟิล์ม GE มีค่ามุมสัมผัสน้ าน้อยกว่าฟิล์มอ่ืนอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ กล่าวคือฟิล์ม GE มีความชอบน้ าสูงกว่าฟิล์มอ่ืน ซ่ึงสอดคล้องกับผลการละลายน้ า

ของอนุภาค GE ที่เชื่อมขวางด้วยความร้อนที่มีการละลายสูงที่สุด ส าหรับการเชื่อมขวางด้วย

สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ของฟิล์มเจลาตินทั้ง 4 ชนิดที่เวลา 0 5 10 และ 15 วินาทีแสดงในรูปที่ 4.10 

ข)  มีค่ามุมสัมผัสน้ าอยู่ในช่วง 0o < θ < 90o ซ่ึงจัดอยู่ในวัสดุที่ชอบน้ าเช่นเดียวกันฟิล์มที่ เชื่อมขวาง

ด้วยความร้อน ค่ามุมสัมผัสน้ าของฟิล์ม GE ที่เชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์มีค่ามุมสั มผัส

น้ ามากขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับฟิล์ม GE ที่เชื่อมขวางด้วยความร้อน สอดคล้องกับผลการละลายน้ าของ

อนุภาค GE ที่แสดงในหัวข้อ 4.2.4 ว่าการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์สามารถลดการ

ละลายน้ า (ลดสมบัติความชอบน้ า) ของ GE ได้ และสอดคล้องกับผลร้อยละการเชื่อมขวางที่แสดงใน

หัวข้อ 4.2.3 
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ก) 

 
ข)     

 
ร ูปที่ 4.10 ค่ามุมสัมผัสน้ าของฟิล์มเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ GA (●) GB (■) GE (○) และ GS 

(□) ที่เชื่อมขวางด้วย ก) ความร้อน ข) สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ที่เวลา 5 10 15 และ 20 วินาที 
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4.2.6 ร ะยะเวลาการยอ่ยสลายทางช ีวภาพของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินในระดบั

ห้องปฏบิัตกิาร (In vitro biodegradability) 

ร้อยละการเชื่อมขวางและการละลายน้ าของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่ เชื่ อม

ขวางด้วยความร้อนและสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ พบว่าอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนที่เชื่อมขวาง

ด้วยกลูตารัลดีไฮด์สามารถเชื่อมขวางได้ส าเร็จมากกว่าการเชื่อมขวางด้วยความร้อน เนื่องจากมีการ

ละลายน้ าน้อยกว่า ดังนั้นในการทดสอบต่อจากนี้ไป จะเลือกอนุภาคขนาดไมครอนเจลาตินที่ เชื่ อม

ขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์มาศึกษาการย่อยสลายได้ทางชีวภาพ ทดสอบความเป็น พิษ ต่อ

เซลล์ และประสิทธิภาพในการกักเก็บ และควบคุมการปลดปล่อยสาร EGCG การศึกษาการย่อยสลาย

ทางชีวภาพของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ท า

ในสภาวะจ าลองร่างกายที่มีเอนไซม์คอลลาจีเนส (collagenase) เนื่องจากเอนไซม์คอลลาจี เนสมี

ความจ าเพาะเจาะจงในการสลายพันธะเปปไทด์ของคอลลาเจนและเจลาตินซ่ึงเป็นอนุพันธ์ของ 

คอลลาเจน และเป็นเอนไซม์ที่พบได้ในร่างกาย [116] รูปที่ 4.11 แสดงร้อยละน้ าหนักแห้งคง เหลือ

ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดที่ เชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์

หลังจากแช่ในสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนสเป็นเวลาต่างๆ พบว่า อนุภาคทุกชนิดเกิดการย่อยสลาย

ในสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส โดยในช่วงเวลา 12 ชั่วโมงแรก GA และ GS เกิดการย่อยอย่าง

รวดเร็วจนเหลือน้ าหนักแห้งไม่ถึงร้อยละ 20 ของน้ าหนักเรื่มต้น ในขณะที่ GB และ GE เกิดการย่อย

สลายเพียงเล็กน้อยเท่านั้น (น้อยกว่าร้อยละ 15) หลังจาก 12 ชั่วโมง GB เริ่มเกิดการย่อยสลายอย่าง

ต่อเนื่องจนถึงระยะเวลา 72 ชั่วโมง ส่วน GE ย่อยสลายอย่างช้าๆ และเม่ือสิ้นสุดการทดลองที่เ วลา 

72 ชั่วโมง GE มีน้ าหนักแห้งคงเหลือมากที่สุดประมาณร้อยละ 92.7 ตามด้วย GB GS และ GA มี

น้ าหนักแห้งคงเหลือประมาณร้อยละ 31.2 10.3 และ 7.6 ตามล าดับ การที่ GE ย่อยสลายช้าที่สุด

น่าจะเป็นเพราะว่า GE เกิดการเชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ได้มาก เพราะโครงสร้างโมเลกุล มีห มู่   

อะมิโนจ านวนมาก นอกจากนี้ อาจจะเนื่องมาจาก GE มีโครงสร้างที่ถูกดัดแปรจากโครงสร้างโมเลกุล

เดิมของ GA ผลจากการดัดแปรดังกล่าวอาจท าให้โครงสร้างเคมีปฐมภูมิและทุติยภูมิ และขนาดของ

โมเลกุล GE แตกต่างจากโมเลกุล GA ซ่ึงอาจมีผลให้เอนไซม์เข้าท าปฏิกิริยาได้ยากขึ้น  
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ร ูปที่ 4.11 ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนของเจลาติน ทั้ง 4 ชนิด

ได้แก่ GA (●) GB (■) GE (○) และ GS (□) ที่เชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ภายหลังแช่
ในเอนไซม์คอลลาจีเนสความเข้มข้น 125 หน่วยต่อมิลลิลิตร และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
 

4 .2.7 ทดสอบความเปน็พษิตอ่เซลล์ของอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ L929 ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินที่ เชื่ อม

ขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ใช้วิธีการทางอ้อมตามมาตรฐาน ISO 10993 part 5 และเตรียม

ตัวอย่างสารสกัดตามมาตรฐาน ISO 10993 part 12 ใช้สารสกัดอนุภาคที่ความเข้มข้นเจือจางร้อยละ 

100  50 25 และ 12.5 โดยสารที่ใช้สกัดอนุภาคคืออาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ไม่มีซีรั่มเป็ น

องค์ประกอบ (serum-free DMEM) ผลจากการศึกษา แสดงเป็นร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ในกลุ่ม

ตัวอย่างสารสกัดจากอนุภาคเทียบกับร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์กลุ่มควบคุมเชิงลบที่เพาะเลี้ย งด้วย

อาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบ (DMEM w/ serum) กับเซลล์กลุ่มควบคุมเชิง

บวกที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ประกอบด้วยสารละลายซิงค์อะซีเตตความเข้ มข้น   

20 ppm (DMEM w/ 20 ppm Zn) ดังแสดงในรูปที่ 4.12 พบว่า เซลล์ท่ีเพาะเลี้ยงร่วมกับสารส กัด

จากอนุภาคทุกความเข้มข้นมีร้อยละการรอดชีวิตสูงกว่าร้อยละ 100 และสูงกว่าเซลล์กลุ่มที่เพาะเลี้ยง

ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ไม่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบ ในขณะที่เซลล์กลุ่มควบคุมเชิงบวกที่
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เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ประกอบด้วยสารละลายซิงค์อะซีเตต มีร้อยละการรอดชีวิต

เพียงร้อยละ 30 ตามมาตรฐาน ISO10995 part 5 มีเกณฑ์ก าหนดไว้ว่าร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์

จะต้องไม่ต่ ากว่าร้อยละ 70 จึงจะถือว่าวัสดุไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า สารสกัดจาก

อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทุกสูตร ทุกความเข้มข้น ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ L929 ใน

ระดับห้องปฏิบัติการ  

 

ร ูปที่ 4.12 ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์ L929 ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับสารสกัดจากอนุภาคทร งกลม
ขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ GA (  ) GB (  )  GE (  ) และ GS (  ) ที่เชื่อมขวาง

ด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  (a, b และ c แสดงความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 , p<0.05 เม่ือเปรียบเที ยบ กับ

เซลล์กลุ่มที่ เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ไม่มีซีรั่มเป็นองค์ประกอบ  (serum-free 
DMEM))  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

84 

4.3 ประสิทธภิาพในการกกัเกบ็และควบคมุการปลดปลอ่ยสาร EGCG ของอนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนเจลาตินในระดับห้องปฏบิัติการ  

4.3.1 ประสิทธภิาพในการกกัเกบ็สาร EGCG บนอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน 

ผลการศึกษาความสามารถในการกักเก็บสาร EGCG ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน     

เจลาตินทัง้ 4 ชนิดที่เชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ แสดงในตารางที่ 4.5 พบว่า อนุภาคทรง

กลมขนาดไมครอน GS และ GB ประสิทธิภาพในการกักเก็บ EGCG (Entrapment efficiency) อยู่ที่

ร้อยละ 8.5-8.9 ในขณะที่อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน GA และ GE มีประสิทธิภาพในการกักเ ก็บ 

EGCG ได้ร้อยละ 6.3 และ 3.3 ตามล าดับ โดยประสิทธิภาพในการกักเก็บสาร EGCG ของเจลาตินทั้ง 

4 ชนิดมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซ่ึงจากผลการศึกษาสามารถอธิบายได้จาก

ความสัมพันธ์ของปฏิกิริยาที่ เกิดขึ้นระหว่างสารในกลุ่ มฟีนอลกับโปร ตีน (Phenolic-Protein 

Interaction) โดยโครงสร้างของฟีนอลเป็นโครงสร้างวงแหวนเบนซีนที่ประกอบด้วยหมู่ไฮดรอก ซิ ล   

(-OH) ซ่ึงสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) กับหมู่คาร์บอกซิลิคของโปรตีน [117] 

แสดงดังรูปที่ 4.13 นอกจากการเกิดพันธะไฮโดรเจนแล้วยังมีแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ า 

(hydrophobic interaction) เกิดขึ้นระหว่างกรดอะมิโนที่มีหมู่ฟังก์ชั่ นอะโรมาติก (Aromatic 

amino acid residues) เช่น ไทโรซีน (Tyrosine) ฟีนิลอะลานิล (Phenylalanine) กับสารกลุ่ม      

ฟีนอลิค (Phenolic compound) [118]  เม่ือพิจารณาโครงสร้างของเจลาติน GB และ GS กับ

โครงสร้างของสาร EGCG ซ่ึงมีโครงสร้างวงแหวนเบนซีน 3 วง จะเห็นได้ว่าโครงสร้างของ GB และ 

GS  มีหมู่คาร์บอกซิลิคเป็นองค์ประกอบในโครงสร้างมากกว่า GA และ GE ประกอบกับการเชื่ อม

ขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ไม่ได้ใช้หมู่คาร์บอกซิลิ คในการเชื่อมขวาง จึงสนับสนุนการเ กิด

พันธะไฮโดรเจนระหว่างหมู่ไฮดรอกซิลของ EGCG กับหมู่คาร์บอกซิลิคของ GB และ GS ซ่ึงมีผลให้

อนุภาค GB และ GS มีประสิทธิภาพในการกักเก็บ EGCG สูงกว่าอนุภาค GE และ GA ที่มีหมู่คาร์บอก

ซิลิคน้อยกว่า โดยเฉพาะอย่างยิ่ง GE ซ่ึงถูกเอธิลีนไดเอมีนคอนจูเกตที่ต าแหน่งคาร์บอกซิลิคส่งผลให้

หมู่คาร์บอกซิลิคลดลง จึงมีโอกาสเกิดพันธะไฮโดรเจนดังกล่าวน้อย ท าให้มีประสิทธิภาพในการ กัก

เก็บ EGCG ต่ าที่สุด  

  เม่ือพิจารณาปริมาณ EGCG ที่ถูกกักเก็บบนอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 

ชนิดพบว่าปริมาณของ EGCG ที่ถูกกักเก็บในอนุภาคสอดคล้องกับผลประสิทธิภาพในการกักเก็บ 
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EGCG ข้างต้น โดยอนุภาค GB และ GS ที่มีหมู่คาร์บอกซิลิคจ านวนมาก จะมีปริมาณ EGCG ที่ถูกกัก

เก็บสูงประมาณ 0.48 -0.51 มิลลิกรัมต่ออนุภาค 10 มิลลิกรัม  ในขณะที่อนุภาค GA และ GE มี

ปริมาณ EGCG ที่ถูกกักเก็บเพียง 0.36 และ 0.19 มิลลิกรัมต่ออนุภาค 10 มิลลิกรัม ตามล าดับ 

ปริมาณดังกล่าวจัดว่าเป็นปริมาณที่ค่อนข้างมากส าหรับการน าไปฉีดรักษาแบบเฉพาะที่ ซ่ึงเป็นวิธีการ

ให้ยาที่มักใช้ปริมาณ (dose) ของยาน้อย เนื่องจากเป็นการให้ยาที่ มีการสูญเสียของยาต่ า เม่ือเทียบ

กับการรับประทานชาเขียว 1 ถ้วย จะได้รับปริมาณ EGCG 200-300 มิลลิกรัม แต่มีการสูญเสีย EGCG 

ก่อนจะถึงอวัยวะเป้าหมาย Leong และคณะรายงานว่าหนูที่ได้รับสาร EGCG โดยการฉีดเข้าช่องท้อง

ในปริมาณ 25 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 กิโลกรัมของหนู มีอาการปวดข้อและการแสดงออกของไซโต

ไคน์อักเสบลดลง [63]  

ตารางที่ 4.5 ประสิทธิภาพในการกักเก็บและปริมาณ EGCG ในอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน      

เจลาตินทั้ง 4 ชนิดได้แก่ GA GB GE และ GS ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์  

อนุภาคทรงกลมขนาด 

ไมครอนเจลาติน 

ร ้อยละของประสิทธภิาพในการ

กักเก็บ EGCG 

(Entrapment efficiency,%) 

ปร ิมาณ EGCG ที่ถูกกักเกบ็ใน

อนุภาค (Drug loading) 

(มิลลิกร ัม/อนภุาค 1 

มิลลิกรมั) 

GA 6.3±0.2a 0.36±0.1d 

GB 8.5±0.3b 0.48±0.2e 

GE 3.3±0.3c 0.19±0.2f  

GS 8.9±0.4b 0.51±0.2e 

( a,b,c, แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95, p<0.05 เม่ือ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการกักเก็บ EGCG ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิด; 

d, e, f แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 , p<0.05 เม่ือ

เปรียบเทียบปริมาณ EGCG ที่ถูกกักเก็บในอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิด) 
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ร ูปที่ 4.13 การเชื่อมกันด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่างหมู่คาร์บอกซิลของอนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนเจลาตินกับหมู่ไฮดรอกซิลของสาร EGCG  
  

4.3.2 ประสทิธภิาพในการควบคมุการปลดปล่อยสาร EGCG ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน

เจลาตินในสภาวะทีไ่ม่มแีละมีเอนไซม์เป็นองคป์ระกอบ  

การศึกษาประสิทธิภาพในการควบคุมการปลดปล่อยสาร EGCG จากอนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิดท าในสภาวะจ าลองร่างกายที่ไม่มีและมีเอนไซม์คอลลาจีเนสเป็น

องค์ประกอบ สภาวะที่ไม่มีเอนไซม์ แสดงในรูปที่ 4.14 ก) พบว่าอนุภาคแต่ละชนิดมีการปลดปล่อย 

EGCG อย่างต่อเนื่อง การปลดปล่อยสาร EGCG ของอนุภาค GE เข้าสู่สภาสวะคงที่ท่ีร้อยละ 7.1 

(Steady state) ที่เวลา 24 ชั่วโมง ในขณะที่อนุภาคเจลาตินอีก 3 ชนิดยังคงปลดปล่อย EGCG อย่าง

ต่อเนื่องจนถึง 168 ชั่วโมง เม่ือสิ้นสุดการทดลองที่เวลา 168 ชั่วโมง อนุภาค GA GB GE และ GS มี

ร้อยละการปลดปล่อยสะสมอยู่ที่  28.7 34.3  8.8 และ 52 ตามล าดับ เม่ือพิจารณาอัตราการ

ปลดปล่อยสาร EGCG จะเห็นว่า อนุภาค GS มีร้อยละการปลดปล่อยสาร EGCG สูงที่สุด ตามด้วย

อนุภาค GB GA และ GE ตามล าดับ ผลการปลดปล่อยสารในสภาวะที่ไม่มีเอนไซม์นี้ สามารถอธิบาย

ได้ด้วยกลไกการบวมน้ า (swelling) ของพอลิเมอร์และการแพร่ของสาร กลไกการบวมน้ าสามารถเกิด

ได้ 2 กรณีคือ กรณีที่ 1 อนุภาคมีสมบัติสามารถบวมน้ าได้อย่างไม่มีข้อจ ากัด โดยน้ าสามารถเข้าไปใน

โครงสร้างโมเลกุลของพอลิเมอร์ ท าให้โครงสร้างเกิดการคลายตัว จนเมทริกซ์ของพอลิเมอร์ ที่บ วม
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ค่อยๆสลายไป และเกิดการปลดปล่อยยา (swellable soluble matrix) ดังรูปที่ 4.15 ก) กรณีที่ 2 

คืออนุภาคบวมน้ าแบบมีข้อจ ากัดเนื่องด้วยการเชื่อมขวางภายในโครงสร้างเคมีของอนุภาคซ่ึงมีผล ต่อ

ความสามารถในการบวมน้ าของอนุภาค ในกรณีนี้ การปลดปล่อยยาจะเกิดได้จากกลไกการแพร่ของ

ยาผ่านอนุภาค ดังรูปที่ 4.15 ข) [119] ส าหรับงานวิจัยนี้ อนุภาคเจลาตินทั้ง 4 ชนิด ถูกเชื่อมขวาง

ด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ จึงมีความสามารถในการบวมน้ าได้อย่างจ ากัด ท าให้การปลดปล่อยสาร 

EGCG ในสภาวะไม่มีเอนไซม์ มีร้อยละการปลดปล่อยสะสมไม่ถึงร้อยละ 50 ตลอดช่วงระยะ เวลา

การศึกษา นอกจากนี้ จะเห็นได้ว่าอนุภาค GS และ GB ซ่ึงมีร้อยละการเชื่อมขวางน้อยกว่าอนุ ภาค 

GA และ GE ส่งผลให้บวมน้ าได้มากกว่า ท าให้เกิดการแพร่ของสาร EGCG ออกมาในปริมา ณและ

อัตร า เร็ วมา กกว่ า อนุ ภ า ค GA และ  GE ที่ มี ร้ อยละ กา ร เชื่ อมขวา งสู งกว่ า  ( รู ป  4.6 ข ) 

  ส าหรับการปลดปล่อยสาร EGCG ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินภายใต้สภาวะที่

มีเอนไซม์คอลลาจีเนสความเข้มข้น 125 ยูนิตต่อมิลลิลิตร แสดงในรูปที่ 4.14 ข) พบว่าร้อยละการ

ปลดปล่อยสะสม EGCG จากทุกอนุภาคมีค่าสูงกว่ากรณีปลดปล่อยในสภาวะไม่มีเอนไซม์ อนุภาค GA 

และ GB มีการปลดปล่อยสารอย่างต่อเนื่องตลอดระยะเวลาการศึกษา ในขณะที่การปลดปล่อยสาร

จากอนุภาค GE เข้าสู่สภาวะคงที่ที่ร้อยละ 35 หลังจาก 24 ชั่วโมง ในทางตรงข้ามอนุภาค GS 

ปลดปล่อยสาร EGCG ทั้งหมดภายใน 72 ชั่วโมง และเม่ือสิ้นสุดการทดลองที่ 168 ชั่วโมง อนุภาค GA 

และ GB มีร้อยละการปลดปล่อยสะสมสาร EGCG อยู่ที่ 100 และ 97 ตามล าดับ เม่ือพิจารณาปริมาณ

และอัตราการปลดปล่อยสาร EGCG จะเห็นว่า อนุภาค GS ปลดปล่อยสารได้เร็วท่ีสุด ตามด้วยอนุภาค 

GA GB และ GE ตามล าดับ ผลการปลดปล่อยสาร EGCG ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน

ในสภาวะที่มีเอนไซม์คอลลาจีเนสนี้  สามารถอธิบายได้ด้วยกลไกการย่อยสลายของอนุภาคด้วย

เอนไซม์คอลลาจีเนส ดังแสดงในรูปที่ 4.16 อนุภาค GS ปลดปล่อยยาได้เร็วสุดเนื่องจากมีอัตราการ

ย่อยสลายเร็วท่ีสุด ในขณะที่อนุภาค GE มีอัตราย่อยสลายช้าที่สุด (รูปที่ 4.11) จึงมีการปลดปล่ อย

สาร EGCG ในอัตราช้าที่สุด  
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ก)  

 

 

   

 

 

 

 

 ข)  

 

 

 

 

 

 

 

ร ูปที่ 4.14 ร้อยละการปลดปล่อยสะสม EGCG จากอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิด

ได้แก่ GA (●) GB (■) GE (○) และ GS (□) ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ก) 
เม่ือแช่ในสารละลาย PBS pH 7.4 ที่มีโซเดียมเอไซด์ร้อยละ 0.01 สภาวะไม่มีเอนไซม์ และ ข) เม่ือแช่
ในสารละลาย PBS pH 7.4 ที่มีโซเดียมเอไซด์ร้อยละ 0.01 และมีเอนไซม์คอลลาจีเนสความเข้ มข้น 

125 หน่วยต่อมิลลิลิตร   
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ก)                                                         ข) 

ร ูปที่ 4.15 การปลดปล่อยยาด้วยกลไกการบวมน้ าของอนุภาค (Swelling) ก) การปลดปล่อยยาเม่ือ
อนุภาคบวมน้ าได้อย่างไม่จ ากัด ข) การปลดปล่อยยาเม่ืออนุภาคมีการเชื่อมขวางและสามารถบวมน้ า

ได้จ ากัด [85]  

 

 

 

ร ูปที่ 4.16 การปลดปล่อยยาด้วยกลไกการย่อยหรือกัดกร่อนของพอลิเมอร์ (erosion) [85] 

  ในการอธิบายรูปแบบและกลไกการควบคุมการปลดปล่อยสาร EGCG ของอนุภาคทรงกลม

ขนาดไมครอนเจลาตินทั้ง 4 ชนิด จะใช้แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์เข้ามาวิเคราะห์ข้อมูล ส าหรับ

งานวิจัยนี้ แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่เลือกใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล ได้แก่ แบบจ าลองของการ

ปลดปล่อยยาแบบจลนศาสตร์อันดับหนึ่ง (first order kinetics) แบบจ าลอง Hixson- Crowell และ

แบบจ าลอง Ritger-Peppas & Korsmeyer-Peppas หรือ Power law   

  การวิเคราะห์โดยใช้แบบจ าลองการปลดปล่อยยาจลนศาสตร์อันดับหนึ่ง การปลดปล่อยยา

ตามแบบจ าลองจะวิเคราะห์เฉพาะความเข้มข้นยาที่ปลดปล่อยออกมาเทียบกับเวลาที่เปลี่ยนแปลงไป  

[119-121] โดยมีสมมติฐานว่าปริมาณยาที่ปลดปล่อยออกมาที่เวลาหนึ่งจะเป็นสัดส่วนกับปริมาณยาที่

เหลืออยู่ในเมทริกซ์ซ่ึงมีรูปแบบสมการ Noyes-Whitney  (4.1)  

𝑑𝑐

𝑑𝑡
= 𝐾(𝐶𝑠 − 𝐶)     (4.1) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

90 

โดยที่    C  ความเข้มข้นของยาที่เวลา t 

  Cs ค่าการละลายของยา ณ อุณหภูมิที่ศึกษา 

  t  เวลา 

  K  ค่าคงที่จลนศาสตร์ล าดับหนึ่ง 

อธิบายได้ในรูปแบบสมการเส้นตรงได้ดังนี้ 

log 𝑄1 = log 𝑄0 +
𝐾1𝑡

2.303
     (4.2) 

โดยที่  Q1 ปริมาณยาสะสมที่ปลดปล่อย ณ เวลา t 

   Q0 ปริมาณยาเริ่มต้น 

   K1 ค่าคงที่การปลดปล่อยยาจลนศาสตร์อันดับหนึ่ง 

   t เวลา  

  เม่ือท าการวิเคราะห์ข้อมูลการปลดปล่อยสาร EGCG จากอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน    

เจลาติน 4 ชนิดทั้งในสภาวะที่มีเอนไซม์และไม่มีเอนไซม์ด้วยแบบจ าลองการปลดปล่อยยาจลนศาสตร์

อันดับหนึ่งพบว่าค่าสัมประสิทธ์ิความเชื่อม่ัน (Coefficient of Determinant; R2) ที่ได้มีค่าอยู่ในช่วง 

0.28-0.76 ซ่ึงค่าไม่เข้าใกล้ 1 (ดังตารางที่ 4.6 ) ซ่ึงแสดงถึงความไม่เหมาะสมในการน าแบบจ าลองนี้

มาอธิบายการปลดปล่อยสารของระบบน าส่งนี้ หรืออาจกล่าวได้ว่า การปลดปล่อยสาร EGCG จาก

อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินไม่ได้ลดลงอย่างเป็นสัดส่วนกับปริมาณยาที่เหลือในเมทริ กซ์

อนุภาคเม่ือเวลาเพ่ิมขึ้น [119]   

การวิเคราะห์การปลดปล่อยยาด้วยแบบจ าลอง Hixson-Crowell ซ่ึงอธิบายไว้ว่า พ้ืนที่

อนุภาคจะเป็นสัดส่วนกับรากที่สามของปริมาณยาที่อยู่ในอนุภาค โดยมีสมมุติฐานว่า อัตราการ

ปลดปล่อยยาจะขึ้นกับอัตราการละลายของอนุภาค โดยพ้ืนที่ผิวของอนุภาคลดลงจากการละลายน้ า 

จึงท าให้ยาถูกปลดปล่อยออกมาจากอนุภาค  และการปลดปล่อยยาไม่ได้เกิดจากการแพร่ของยาผ่าน 

polymeric metrix   ซ่ึงสามารถอธิบายได้ตามรูปแบบสมการที่ 4.3 [119]  
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𝑊0
1/3

− 𝑊𝑡
1/3

= 𝐾𝑆𝑡             (4.3) 

โดยที่  W0 ปริมาณยาเริ่มต้น       

  Wt ปริมาณยาที่เหลือ ณ เวลา t     

  Ks ค่าคงที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่างพ้ืนที่ผิวกับปริมาณยา  

  t เวลา        

 เม่ือท าการวิเคราะห์การปลดปล่อย EGCG ออกจากอนุภาคทั้งสภาวะที่ไม่มีและมีเอน ไซม์

เป็นองค์ประกอบพบว่า ค่าสัมประสิทธ์ิความเชื่อม่ันของการปลดปล่อย EGCG มีค่าเข้าใกล้ 1 เฉพาะ

อนุภาค GA GB และ GS ในสภาวะที่ไม่มีเอนไซม์ ซ่ึงแสดงว่า แบบจ าลอง  Hixson-Crowell ไม่

เหมาะสมในการอธิบายการปลดปล่อย EGCG ของทุกอนุภาคในงานวิจัยนี้   

  การวิเคราะห์ข้อมูลการปลดปล่อยสาร EGCG จากอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน 4 

ชนิดทั้งในสภาวะที่มีเอนไซม์และไม่มีเอนไซม์ด้วยแบบจ าลอง Ritger-Peppas & Korsmeyer-

Peppas หรือ power law  เป็นแบบจ าลองที่นิยมใช้ในการศึกษาการปลดปล่อยยาจากตัวน าส่ งยา

ระบบโพลีเมอร์เม่ือไม่ทราบกลไกการปลดปล่อยหรือการปลดปล่อยยาที่เกิดได้มากกว่า 1 กลไก

ร่วมกัน [119 , 122 , 123] การปลดปล่อยยารูปแบบดังกล่าวสามารถอธิบายด้วยเลขชี้ก า ลั ง

(exponent) ที่เกิดจากความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณยาสะสมที่ปลดปล่อยกับเวลาตามรูปสมกา รที่  

4.4 

𝑀𝑖

𝑀∞
= 𝐾𝑡𝑛          (4.4) 

ซ่ึงสามารถเขียนได้ในรูปแบบลอคการิทึ่ม 

(
log 𝑀𝑖

𝑀∞
) = log 𝐾 + 𝑛 log 𝑡         (4.5) 

โดยที่  Mt ปริมาณยาที่สะสม ณ เวลา t  

M∞ ปริมาณยาที่สะสมที่จุดสมดุล   

K ค่าคงที่การปลดปล่อยแบบ Power Law  

t เวลา  

n เลขชี้ก าลังการปลดปล่อย (Release exponent) 
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เม่ือ    n = 0.43  รูปแบบการปลดปล่อยยาแบบ Fickian diffusion  

0.43 < n < 0.85 รูปแบบการปลดปล่อยยาแบบ Anomalous transport  

n = 0.85  รูปแบบการปลดปล่อยยาแบบ Case I transport  

n > 0.85  รูปแบบการปลดปล่อยยาแบบ Super case II transport  

  เม่ือท าการวิเคราะห์ข้อมูลการปลดปล่อยสาร EGCG จากอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน    

เจลาติน 4 ชนิดทั้งในสภาวะที่มีเอนไซม์และไม่มีเอนไซม์ด้วยแบบจ าลอง power law ข้างต้น พบว่า 

ค่าสัมประสิทธ์ิความเชื่อม่ัน ที่ได้มีค่าอยู่ในช่วง 0.80-0.99 ซ่ึงเข้าใกล้ 1 นั่นหมายความว่า แบบจ าลอง 

power law มีความเหมาะสมที่จะน ามาอธิบายกลไกการปลดปล่อยสาร EGCG จากอนุภาคทรงกลม

ขนาดไมครอนเจลาตินในงานวิจัยนี้ เม่ือค านวณค่าคงที่การปลดปล่อยสาร EGCG จากอนุภาค (k) 

และเลขชี้ก าลังการปลดปล่อยสาร (n) ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินแต่ละชนิดในสภาวะ

ที่ไม่มีเอนไซม์ พบว่าการปลดปล่อยสารจากอนุภาค GA GB และ GE มี n < 0.43 จัดเป็นการ

ปลดปล่อยยาแบบ Fickian diffusion นั่นคือ กลไกการปลดปล่อยสารควบคุมด้วยการแพร่เป็นหลัก  

ในขณะที่การปลดปล่อยสารจากอนุภาค GS มีค่า n = 0.487 ซ่ึงจัดเป็นการปลดปล่อยยาแบบ 

Anomalous transport หรือเป็นการปลดปล่อยยาแบบ Non Fickian diffusion หมายความว่า 

กลไกการแพร่กับการบวมตัวควบคุมการปลดปล่อยยา [119] ส าหรับกลไกการปลดปล่อยยาจากการ

บวมตัวของพอลิเมอร์ (swelling controlled release) ที่เกิดร่วมกับการแพร่ เป็นการปลดปล่อยยา

จากการที่น้ าเข้าไปในโมเลกุลของพอลิเมอร์ ท าให้สายโซ่ของพอลิเมอร์เกิดการคลายตัว (relaxation 

chain) เป็นโครงสร้างหลวมๆ ยาจึงแพร่ออกมา [124] เม่ือพิจารณาผลร้อยละการเชื่อมขวาง (หัวข้อ

ที่ 4.2.3) อนุภาคของ GS ซ่ึงมีร้อยละเชื่อมขวางน้อยสุด คาดว่าเกิดจากการบวมน้ าได้ดีท าให้ยา ถูก

ปลดปล่อยจากอนุภาคได้เร็วเม่ือเปรียบเทียบกับอนุภาค GA GB และ GE ซ่ึงมีร้อยละการเชื่อมขวาง

สูงกว่าท าให้อนุภาคเกิดการบวมน้ าได้น้อย โครงสร้างของพอลิ เมอร์จึงไม่คลายตัวให้สารแพร่ออกมา 

การปลดปล่อยจึงควบคุมโดยการแพร่เป็นหลัก  

  ส าหรับสภาวะที่มีเอนไซม์คอลลาจีเนส การปลดปล่อยสารจากอนุภาค GA GB และ GS มีค่า 

n อยู่ในช่วง 0.526-0.678 แสดงการปลดปล่อยสารในรูปแบบ  Anomalous transport แสดงถึง

กลไกการปลดปล่อยยามีจากการแพร่กับการบวมตัวของพอลิเมอร์ โดยสภาวะที่มีเอนไซม์อนุภาค GA 

GB และGS มีการปลดปล่อยที่เร็วขึ้นกว่าสภาวะที่ไม่มีเอนไซม์ ทั้งนี้เนื่องมาจากเอนไซม์ท าให้เกิดการ
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ย่อยสลายของอนุภาค (erodible system) แต่การย่อยสลายที่เกิดขึ้นนี้ไม่ได้ท าปฏิกิริยารุนแร งจน

เกิดการปลดปล่อยยาในรูปแบบ Super case II (n >1) เนื่องจากอนุภาคถูกเชื่อมขวาง การเข้าท า

ปฏิกิริยาของเอนไซม์คอลลาจีเนสจึงท าให้เกิดการย่อยสลายจากพ้ืนผิวของอนุภาค (Surface 

erosion) [123] ส าหรับอนุภาค GE มีค่า n = 0.212 จัดเป็นการปลดปล่ อยยาแบบ Fickian 

diffusion หรือเป็นกระบวนการปลดปล่อยยาที่เกิดจากการแพร่เป็นหลัก ซ่ึงเหมือนกับสภาวะที่ไ ม่มี

เอมไซม์ แต่มีร้อยละการปลดปล่อยสะสมมากกว่าในสภาวะที่ไม่มีเอนไซม์ (รูปที่ 4.11) ซ่ึงเป็นเพราะ

เอนไซม์ไปย่อยสลายพ้ืนผิวอนุภาคและเร่งการปลดปล่อยยา เม่ือพิจารณาระยะเวลาการย่อยสลาย

ของอนุภาค GE เทียบกับอนุภาคอ่ืนๆ (รูปที่ 4.11) จะเห็นได้ว่าอนุภาค GE มีร้อยละคงเหลืออนุภาค

ถึงร้อยละ 90 ซ่ึงแสดงถึงการย่อยสลายได้ช้า กลไกการปลดปล่อยยาจากอนุภาค GE  จึงควบคุมด้วย

การแพร่เป็นหลัก   
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4.4 การ เตรยีมสาระลายกรดไฮยาลรูอนคิทีบ่รรจอุนภุาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินน าสง่ 

EGCG ส าหร ับเป็นยาฉดีรกัษาโรคข้อเสือ่ม 

จากหัวข้อ 2.1.4.2 ซ่ึงกล่าวถึงการรักษาโรคข้อเสื่อม จะเห็นได้ว่าการรักษาโรคข้อเสื่ อมจะ

สามารถรักษาโดยการให้ยารับประทานบรรเทาอาการปวดบวม กับการฉีดกรดไฮยาลูรอนิคหรือ    

คอร์ติโคสเตอรอยด์เข้าบริเวณข้อต่อเพ่ือฟ้ืนฟูการท างาน การเคลื่อนไหวของข้อ การน าอนุภาคทรง

กลมขนาดไมครอนเจลาตินมาประยุกต์น าส่งสาร EGCG ซ่ึงมีฤทธิ์ในการยับยั้งการอักเสบ และการ

บรรเทาปวดร่วมกับการฉีดกรดไฮยาลูรอนิคที่ช่วยฟ้ืนฟูการท างานของข้อ จะช่วยลดความถี่ใ นการ

รับประทานยาแก้ปวด และลดผลข้างเคียงจากการรับประทานยาติดต่อกันเป็นเวลานาน    

  ส าหรับกรดไฮยาลูรอนิคที่จะน ามาฉีดร่วมกับอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตินน า ส่ง

สาร EGCG นี้ได้พิจารณาจากข้อมูลของแต่ละผลิตภัณฑ์กรดไฮยาลูรอนิคที่มีการใช้ในทางการแพทย์ 

(ตารางที่ 4.7) จะเห็นได้ว่าแต่ละผลิตภัณฑ์มีความแตกต่าง ในด้านกระบวนการผลิต โครงสร้างและ

น้ าหนักโมเลกุล ในขณะที่ความเข้มข้นของเกือบทุกผลิตภัณฑ์อยู่ที่ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น้ าหนัก

โมเลกุลของกรดไฮยาลูรอนิคที่ เหมาะสมในการรักษายังไม่มีรายงานที่แน่ชั ด แต่มีงานวิจัยรายงานว่า 

กรดไฮยาลูรอนิคน้ าหนักโมเลกุลต่ ากว่า 500,000 ดาลตัน จะเข้าไปกระตุ้น synovial fibroblast  ให้

ผลิตกรดไฮยาลูรอนิคได้น้อยเนื่องจากเข้าไปจับกับตัวรับสัญญาณบนผิว synovial cell ได้น้อย 

ในขณะที่กรดไฮยาลูรอนิคน้ าหนักโมเลกุลระหว่าง 500,000 ถึง 4,000,000 ดาลตัน จะเข้าไปกระตุ้น 

ตัวรับสัญญาณ (receptor) ที่อยู่บนผิว synovial cell ได้มากจึงชักน าให้มีการสังเคราะห์กร ด  

ไฮยาลูรอนิคเพ่ิมขึ้น และหากกรดไฮยาลูรอนิคมีน้ าหนักโมเลกุลมากกว่า 4,000,000 ดาลตันจะไปท า

ให้เกิดการกีดขวางการเข้าจับกันระหว่างโมกุลของกรดไฮยาลูรอนิคกับตัวรับสัญญาณที่ผิวเซลล์จึง

ส่งผลให้เกิดการจ ากัดพ้ืนที่ในการเข้าจับ และไม่สามารถกระตุ้นให้เซลล์ผลิตกรดไฮยาลูรอนิคได้ 

[125, 126]  

  จากงานวิจัยกรดไฮยาลูรอนิคที่อยู่ในช่วง 500,000 ถึง 4,000,000 ดาลตัน จึงน่าจะมีความ

เหมาะสมส าหรับการรักษาโรคข้อเสื่อมมากที่สุด ซ่ึงช่วงน้ าหนักโมเลกุลดังกล่าวตรงกับผลิ ตภัณฑ์

กรดไฮยาลูรอนิคที่ใช้ในการฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมในทางการแพทย์ (ตารางที่ 4.7)   
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ตารางที่ 4.7 ผลิตภัณฑ์กรดไฮยาลูรอนิคที่ใช้ในการฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมในทางการแพทย์ 

ช ื่อการคา้ สารออกฤทธ ิ ์ ค วามเขม้ขน้ 
กระบวนการ

ผลิต  
โครงสรา้ง
โมเลกลุ 

น  าหนัก
โมเลกลุ  
(ดาลตนั) 

จ านวน
ค ร ั งที่
แนะน า
ให้ฉดี 

Atri III 
Sodium 

Hyaluronate 20 mg/ 2ml 
การหมักของ

จุลชีพ ไม่ดัดแปร 2.5-3 ล้าน 3 

Hyruan III 
Sodium 

Hyaluronate 20 mg/ 2ml 
การหมักของ

จุลชีพ ไม่ดัดแปร 3 ล้าน 3 

Synvics Hylan GF-20 16 mg/ 2ml 

สกัดจาก
หงอนไก่ และ
ดัดแปรทาง

เคมี 

เช่ือมขวาง 6-7 ล้าน 3 

Atri 
Sodium 

Hyaluronate 25 mg/ 2.5ml 
การหมักของ

จุลชีพ ไม่ดัดแปร 1-1.5 ล้าน 5 

Hyruan 
Sodium 

Hyaluronate 25 mg/ 2.5ml 
การหมักของ

จุลชีพ ไม่ดัดแปร 1 ล้าน 5 
Adant 
Dispo 

Sodium 
Hyaluronate 25 mg/ 2.5ml 

การหมักของ
จุลชีพ ไม่ดัดแปร 

6 แสน-1.2 
ล้าน 5 

Go-On 
Sodium 

Hyaluronate 25 mg/ 2.5ml 
การหมักของ

จุลชีพ ไม่ดัดแปร ไม่มีข้อมูล 5 

Suplasyn 
Sodium 

Hyaluronate 25 mg/ 2.5ml 
การหมักของ

จุลชีพ ไม่ดัดแปร 5-7 แสน 3-6 

Hyalgan 
Sodium 

Hyaluronate 20 mg/ 2ml 
สกัดจาก
หงอนไก่ ไม่ดัดแปร 5-7 แสน 3-5 

 

  เนื่องจากงานวิจัยนี้  จะท าการผลิตยาฉีดกรดไฮยาลูรอนิคร่วมกับอนุภาคทรงกลมขนาด

ไมครอนเจลาตินน าส่ง EGCG เพ่ือการทดสอบเบื้องต้นในสัตว์ทดลองจึงได้สรุปข้อมูลผลิตภัณฑ์ กรด  

ไฮยาลูรอนิคที่ใช้ในการฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมในสัตว์ดังแสดงในตารางที่ 4.8 จะเห็นได้ว่าผลิตภัณฑ์

กรดไฮยาลูรอนิคที่ใช้ในสัตว์ ส่วนใหญ่มีความเข้มข้นของกรดไฮยาลูรอนิคอยู่ที่ 10 มิลลิกรัมต่อ 1 

มิลลิลิตร ซ่ึงไม่แตกต่างกับผลิตภัณฑ์กรดไฮยาลูรอนิคที่ใช้ในคน รวมถึงน้ าหนักโมเลกุลของกรด       

ไฮยาลูรอนิคที่ใช้ในสัตว์ยังอยู่ใน 500,000 ถึง 3,000,000 ดาลตันเช่นเดียวกัน  
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ตารางที่ 4.8 ผลิตภัณฑ์กรดไฮยาลูรอนิคที่ใช้ในการฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมในสัตว ์

ช ื่อการคา้ สารออกฤทธ ิ ์ ค วามเขม้ขน้ กระบวนการผลติ 
โครงสรา้ง
โมเลกลุ 

น  าหนักโมเลกลุ 
(ดาลตนั) 

SynVet-50 
Sodium 

Hyaluronate 20 mg/ml 
การหมักของ 

จุลชีพ ไม่ดัดแปร 1.5 ล้าน 

Hycoat 
Sodium 

Hyaluronate 5 mg/ml 
การหมักของ 

จุลชีพ ไม่ดัดแปร 1-1.2 ล้าน 

Hy-50 
Sodium 

Hyaluronate 
17 mg/ml 

การหมักของ 
ลชีพ 

ไม่ดัดแปร 0.75-1 ล้าน 

Map 5 
Sodium 

Hyaluronate 20 mg/2ml 
การหมักของ 

จุลชีพ ไม่ดัดแปร 0.6-0.7 ล้าน 

Hytryl 
Sodium 

Hyaluronate 10 mg/ml 
การหมักของ 

จุลชีพ ไม่ดัดแปร 0.6 ล้าน 

Legend 
Sodium 

Hyaluronate 10 mg/ml 
การหมักของ 

จุลชีพ ไม่ดัดแปร 0.3-0.5 ล้าน 

Hylartin V 
Sodium 

Hyaluronate 20mg/ml 
สกัดจาก 
หงอนไก่ ไม่ดัดแปร 3 ล้าน 

Hyvisc 
Sodium 

Hyaluronate 22 mg/2ml 
สกัดจาก 
หงอนไก่ ไม่ดัดแปร 1.5 ล้าน 

Hyalovet 
Sodium 

Hyaluronate 20 mg/ml 
สกัดจาก 
หงอนไก่ ไม่ดัดแปร 0.5-0.7 ล้าน 

 

ส าหรับในงานวิจัยนี้เลือกใช้ผลิตภัณฑ์กรดไฮยาลูรอนิค Hyalovet® เนื่องจากเป็นผลิตภัณฑ์

ที่นิยมใช้แพร่หลายในการฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมในสุนัข และในส่วนของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน  

เจลาตินที่น าส่ง EGCG จากผลการทดลองที่พบในงานวิจัยนี้ อนุภาค GE ที่เชื่อมขวางด้วยสารละลาย 

กลูตารัลดีไฮด์ มีสมบัติเหมาะสมที่สุดคือ มีอัตราการย่อยสลายช้า และสามารถปลดปล่อย EGCG ได้

เนิ่นนานที่สุด จึงน่าจะมีความคงตัวมากที่สุด เม่ือน ามาผสมกับสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคเ พ่ือฉีด

รักษาโรคข้อเสื่อมให้ออกฤทธิ์ได้เนิ่นนาน   

  การเตรียมสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคร่วมกับอนุภาค GE ที่น าส่ง EGCG นั้น ท าโดยน า

อนุภาค GE ปริมาณ 100 มิลลิกรัม (ซ่ึงมี EGCG กักเก็บอยู่  1 .9 มิลลิกรัม) ไปผสมกับสารละลาย

กรดไฮยาลูรอนิค Hyalovet® ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (รูปที่ 4 .17 ) จะได้ยาฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมที่
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ประกอบด้วยระบบน าส่งสาร EGCG ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการอักเสบ ยับยั้งการท าลายกระดูกอ่อนผิวข้อ 

และรักษาสมดุลการท างานของกระดูกแข็งใต้กระดูกอ่อนผิวข้อ และสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคที่ มี

ฤทธิ์กระตุ้นการผลิตกรดไฮยาลูรอนิคของเซลล์ synovial fibroblast ในข้อ เพ่ิมการหล่อลื่นและฟ้ืนฟู

การท างานของข้อ ที่มีความพร้อมในการทดสอบในสุนัขที่ป่วยเป็นโรคข้อเสื่อมต่อไป  โดยปริมาณ 

EGCG ที่ถูกกักเก็บในอนุภาคดังกล่าวจัดว่าเป็นปริมาณที่ค่อนข้างมากส าหรับการน าไปฉีดรักษาแบบ

เฉพาะที่ ซ่ึงเป็นวิธีการให้ยาที่มักใช้ปริมาณ (dose) ของยาน้อย เนื่องจากเป็นการให้ยาที่มีการสูญเสีย

ของยาต่ า เม่ือเทียบกับการรับประทานชาเขียว 1 ถ้วย จะได้รับปริมาณ EGCG 200-300 มิลลิกรัม 

แต่มีการสูญเสีย EGCG ก่อนจะถึงอวัยวะเป้าหมาย Leong และคณะรายงานว่าหนูที่ได้รับสาร EGCG 

โดยการฉีดเข้าช่องท้องในปริมาณ 25 มิลลิกรัมต่อน้ าหนักตัว 1 กิโลกรัมของหนู มีอาการปวดข้อและ

การแสดงออกของไซโตไคน์อักเสบลดลง [63]   

 

 

ร ูปที่ 4.17 อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาติน GE น าส่ง EGCG ที่ผสมกับสารละลายกรดไฮยาลู

รอนิค Hylovet® พร้อมใช้เป็นยาฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมในสุนัข 
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บทที่ 5 
สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สร ุปผลการศกึษา 

ในงานวิจัยนี้ได้ผลิตเจลาตินดัดแปร 2 ชนิดจากเจลาตินชนิดเอ (GA) และเจลาตินชนิดบี (GB) 

ด้วยกระบวนการทางเคมี โดยเจลาตินชนิดเอถูกดัดแปรด้วยเอธิลีนไดเอมีน (GE) และเจลาตินชนิดบี

ถูกดัดแปรด้วยซัคซินิคแอนไฮไดร์ด (GS) ผลการศึกษาสมบัติทางเคมีและสมบัติทางกายภาพของเจ

ลาตินเปรียบเทียบกับเจลาตินต้ังต้นที่ใช้ในการดัดแปร สรุปได้ว่าสมบัติของ GE และ GS แตกต่างจาก

เจลาตินต้ังต้น โดย GE มีปริมาณหมู่อะมิโนอิสระมากขึ้น ในขณะที่ GS มีปริมาณหมู่อะมิโน อิสระ

ลดลง โดยที่ยังพบสเปคตรัมที่แสดงหมู่เคมีฟังก์ชั่นที่เป็นคุณลักษณะของเจลาตินอยู่และจากการ

วิเคราะห์ค่าศักย์เซต้าพบว่า GE แสดงค่าประจุบวกเพ่ิมขึ้น จากการที่มีหมู่อะมิโนเพ่ิมขึ้นในโครงสร้าง 

ซ่ึงส่งผลให้ GE มีสมบัติชอบน้ าสูง เม่ือเทียบกับ GA GB และ GS  

  เม่ือน าเจลาตินทั้ง 4 ชนิดมาขึ้นรูปเป็นอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนด้วยเทคนิคอิมัลชั่นน้ า

ในน้ ามัน และเชื่อมขวางด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หรือเชื่อม

ขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 เป็นเวลา 20 ชั่วโมง อนุภาคที่ได้มี

ลักษณะกลม มีขนาดอยู่ในช่วง 43-49 ไมครอน และยังพบว่าอนุภาคที่เชื่อมขวางด้วยสารละ ลาย 

กลูตารัลดีไฮด์มีความคงตัวและละลายในน้ าได้น้อยกว่าอนุภาคที่เชื่อมขวางด้วยความร้อน แสดงถึง

ความส าเร็จของการเชื่อมขวางอนุภาคเจลาตินด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮ ด์ นอกจากนี้ยังพบว่า

อนุภาค GE ซ่ึงมีหมู่อะมิโนอิสระมากจากการคอนจูเกตด้วยเอธิลีนไดเอมีนสามารถเชื่อมขวา ง ด้วย

สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ได้ร้อยละการเชื่อมขวางสูงที่สุด จึงท าให้อนุภาค GE มีอัตราการย่อยสลาย

ในสภาวะจ าลองร่างกายทั้งที่ไม่มีและมีเอนไซม์คอลลาจีเนสได้ช้าที่สุด และมีอัตราการปลดปล่อยสาร 

EGCG ได้เนิ่นนานที่สุด นอกจากนี้ยังไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ เม่ือทดสอบตามมาตรฐาน ISO 

10993 part 5   

  ในงานวิจัยนี้จึงเลือกอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน GE ที่น าส่ง EGCG ไปผสมกับสารละลาย

กรดไฮยาลูรอนิคยี่ห้อ Hyalovet® ที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในการฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมในสุนัข 

ผู้วิจัยคาดหวังว่ายาฉีดรักษาโรคข้อเสื่อมนี้สามารถช่วยยับยั้งการอักเสบได้เนิ่นนานจากฤทธ์ิของ 
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EGCG ที่ปลดปล่อยจากอนุภาค GE และยังช่วยกระตุ้นการสร้างกรดไฮยาลูรอนิคของเซลล์ synovial 

fibroblast  และช่วยหล่อลื่นเพ่ิมการท างานของข้อได้จากฤทธิ์ของสารละลายกรดไฮยาลูรอนิค การ

ท างานร่วมกันระหว่าง EGCG กับสารละลายกรดไฮยาลูรอนิคนี้น่าจะเพ่ิมประสิทธิภาพในการรั กษา

โรคข้อเสื่อมให้ดีขึ้น ซ่ึงจะมีการศึกษาทดสอบในส่วนนี้ในสุนัขที่ป่วยเป็นโรคข้อเสื่อมต่อไป 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. ปรับปรุงวิธีการกักเก็บสาร EGCG เพ่ือให้ได้ประสิทธิภาพและปริมาณ EGCG ที่กักเก็บในอนุภาคให้

มากขึ้นเพ่ือเพ่ิมปริมาณการออกฤทธิ์ในการรักษาให้ดีขึ้น หากมีการน าไปประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์

ในอนาคต    

2. ท าการทดสอบหาปริมาณ (dose) ของ EGCG ที่มีประสิทธิภาพส าหรับใช้เป็นยาฉีดเข้าข้อเพ่ือ

ยับยั้งการอักเสบในโรคข้อเสื่อม 
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ภาคผนวก ก 
กราฟมาตรฐานของ ß-Alanine เพ ือ่วิเคราะหห์าปรมิาณหมูอ่ะมโินอสิระ 

 
 

ร ูปที่ ก กราฟมาตรฐาน ß-Alanine 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

114 

ภาคผนวก ข 

ตารางคา่ศกัยเ์ซตา้ของสารละลายเจลาตนิความเช้มช้นรอ้ยละ 0.5 ที่ค ่าความเปน็ 

กรดดา่งตา่งๆ 

ตาราง ข ค่าศักย์เซต้าของสารละลายเจลาตินความเข้มข้นร้อยละ 0.5 ที่ค่าความเป็นกรดด่างต่างๆ 

ชนิดของ 

เจลาติน 

ค ่าความเปน็กรดดา่ง 

pH 2 pH 4 pH 6 pH 8 pH 10 pH 12 

GA 28.3±1.4 18.1±0.9 7.0±0.2 3.2±0.2 -5.6±0.4 -27.9±0.2 

GB 17.0±0.3 13.2±0.3 -15.8±2.2 -20.2±0.6 -27.6±1.0 -33.8±1.6 

GE 23.4±0.4 19.5±1.9 16.5±0.4 4.5±0.2 -3.8±0.2 -17.9±0.5 

GS 14.3±1.0 -4.7±0.2 -6.8±1.9 -9.9±1.1 -14.7±1.3 -40.1±1.9 
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ภาคผนวก ค 
ร ูปทรงหยดน  าบนฟลิมเ์จลาตนิชนดิตา่งๆทีใ่ช้วิเคราะหค์า่มมุสมัผสั 

 

  

  

 

ร ูปที่ ค  รูปทรงหยดน้ าบนฟิลม์เจลาติน ก.) GA ข) GB ค) GE ง) GS 
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ภาคผนวก ง 

กราฟมาตรฐานระหว่างคา่ลอการทิมึของน  าหนักโมเลกลุ (logMW)  

และ ระยะการเคล ือ่นทีข่องแถบโปรตนี (Rf) 

 

ร ูปที่ ง กราฟมาตรฐานระหว่างค่าลอการิทึมและระยะการเคลื่อนที่ของโปรตีน 
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ภาคผนวก จ  
ร ูปทรงหยดน  าบนฟลิมเ์จลาตนิที่ผา่นการเชื่อมขวางดว้ยความรอ้นและสารละลาย 

กล ูตารลัดไีฮดท์ีใ่ช้วิเคราะหม์มุสมัผสัน  า 

ร ูปที่ จ รูปทรงหยดน้ าบนฟิลม์เจลาตินที่เชื่อมขวางด้วยความร้อนและสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 

 ก.) GA ข) GB ค) GE ง) GS 
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ภาคผนวก ฉ 

กราฟสแกนความยาวคลืน่ของสารละลาย EGCG ในน  าปราศจากไอออน 

 

ร ูปที่ ฉ .1 กราฟสแกนค่าความยาวคลื่นของสารละลาย EGCG ความเช้มข้น 125 ไมโครกรัมมิลลิลิตร

ในน้ าปราศจากไอออน 

 

ร ูปที่ ฉ .2 กราฟมาตรฐานของสารละลาย EGCG ในน้ าปราศจากไอออน 
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ภาคนวก ช 

กราฟระหว่างปรมิาณสารออกฤทธิส์ะสมทีเ่วลา t หารดว้ยปรมิาณสารออกฤทธิท์ี่

ปลดปลอ่ยสะสมทีเ่วลาอนนัต ์(Mt/M∞) ต่อเวลา (t) ของการควบคมุการปลดปลอ่ย

สารออกฤทธิ ์(EGCG) ของอนภุาคทรงกลมขนาดไมครอนเจลาตนิ 

 

ร ูปที่ ช.1 กราฟระหว่างปริมาณสารออกฤทธิ์ปลดปล่อยสะสมที่เวลา t หารด้วยปริมาณสารออกฤทธิ์

ปลดปล่อยสะสมที่เวลาอนันต์ (Mt/M∞) ต่อเวลา (t) ของการควบคุมการปลดปล่อยสาร EGCG 

ภายใต้สภาวะที่ไม่มีเอนไซม์เป็นองค์ประกอบ 
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ร ูปที่ ช.2 กราฟระหว่างปริมาณสารออกฤทธิ์ปลดปล่อยสะสมที่เวลา t หารด้วยปริมาณสารออกฤทธิ์

ปลดปล่อยสะสมที่เวลาอนันต์ (Mt/M∞) ต่อเวลา (t) ของการควบคุมการปลดปล่อยสาร EGCG 

ภายใต้สภาวะที่มีเอนไซม์คอลลาจีเนสเป็นองค์ประกอบ 
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ภาคผนวก ซ 
เอกสารก ากบัยากรดไฮยาลรูอนคิ (Hyalovet) Fidia Farmaceutici S.p.A 
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