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บทคัดย่อภาษาไทย 

อรทัย ศุภวรรณวิบูล : การเตรียมอนุภาคจากเจลาติน-ไฟโบรอินไหมไทยด้วยวิธีการท าแห้งเยือก
แข็งและบด เพื่อประยุกต์ใช้ในวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก  (PREPARATION OF PARTICLES 
FROM GELATIN - THAI SILK FIBROIN USING FREEZE DRYING AND MILLING FOR BONE 
TISSUE ENGINEERING) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. โศรดา กนกพานนท์{, 92 หน้า. 

กระบวนการข้ึนรูปอนุภาคหลายกระบวนการต้องใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ในการข้ึนรูป  นอกจาก
ปัญหาทางด้านสิ่งแวดล้อมแล้ว ตัวท าละลายอินทรีย์ท่ีตกค้างอาจเป็นพิษต่อเซลล์หรือส่งผลต่อคุณสมบัติทาง
ชีวภาพของเซลล์ได้  ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการเตรียมอนุภาคท่ีไม่ใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ผ่าน
กระบวนการข้ึนรูปแบบใหญ่ไปเล็ก ไฟโบรอิน (S) จากรังไหมไทย Bombyx mori (นางน้อยศรีสะเกษ 1) 
ผสมกับเจลาติน (G) ท่ีอัตราส่วนต่าง  ๆ  กัน คือ S100, S80G20, S50G50, S20G80 และ G100 มาข้ึนรูป
เป็นแผ่นฟองน้ าด้วยกระบวนการท าแห้งเยือกแข็งและเชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ (ร้อยละ 0.10-0.20 โดย
ปริมาตร) แผ่นฟองน้ าท่ีข้ึนรูปได้ถูกบดให้เป็นอนุภาค และคัดขนาด 1,000-2,000 ไมโครเมตรมาใช้ใน
การศึกษา ผลการทดสอบความเสถียรตัวในน้ าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า
อนุภาคสูญเสียน้ าหนักไปน้อยกว่าร้อยละ 10 ส่วนในสารละลายเอนไซม์โปรติเอสชนิด XIV (ค่าความพีเอช 
7.4) อนุภาคท่ีมีไฟโบรอินเป็นองค์ประกอบสูง ย่อยสลายช้ากว่าอนุภาคเจลาตินอย่างเดียวในเวลา 24 ชั่วโมง 
เพื่อเพิ่มคุณสมบัติทางชีวภาพส าหรับการประยุกต์ใช้ในวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก  จึงมีการสะสมผลึก
แคลเซียมฟอสเฟตบนพื้นผิวของอนุภาค โดยการแช่อนุภาคในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์สลับกับ
สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 4, 8 และ 12 รอบ เมื่อเพิ่มจ านวนรอบในการแช่สลับมากข้ึน 
อนุภาคมีน้ าหนักเพิ่มมากข้ึน 1.6-4.2 เท่า โดยมีอัตราส่วนของแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสของผลึกบนอนุภาคมี
ค่าประมาณ 0.86-1.28 (โดยอะตอม) ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับไฮดรอกซีอะพาไทต์ในกระดูกมนุษย์ (1.15-1.70) 
และมีอัตราส่วนองค์ประกอบอินทรีย์ต่ออนินทรีย์หลังจากการแช่สลับ 12 รอบประมาณ 25:75 การทดสอบ
การย่อยสลายทางชีวภาพในสารละลายเอนไซม์โปรติเอสชนิด XIV พบว่าท่ีเวลา 14 วัน อนุภาคท่ีเคลือบผิว
ทุกชนิดมีน้ าหนักคงเหลือมากกว่าอนุภาคท่ีไม่เคลือบผิว 2.6-7.0 เท่า การเคลือบผิวด้วยแคลเซียมฟอสเฟต
ช่วยให้การยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งกระดูกออสทิโอซาร์โคมา (SaOS-2) ได้ดีกว่าอนุภาคท่ีไม่
เคลือบผิว จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่ากระบวนการข้ึนรูปท่ีใช้นี้เป็นทางเลือกท่ีปลอดภัยส าหรับการผลิต
อนุภาคโดยไม่ใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ อนุภาคท่ีผลิตได้มีคุณสมบัติเบื้องต้นเหมาะสมส าหรับการพัฒนาต่อ
ยอดในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5770482321 : MAJOR CHEMICAL ENGINEERING 
KEYWORDS: THAI SILK FIBROIN / GELATIN / SOLVENT-FREE / PARTICLE FABRICATION / 
ALTERNATE SOAKING / HYDROXYAPATITE 

ORATHAI SUPHAWANNAWIBOON: PREPARATION OF PARTICLES FROM GELATIN - THAI 
SILK FIBROIN USING FREEZE DRYING AND MILLING FOR BONE TISSUE ENGINEERING. 
ADVISOR: ASST. PROF. DR. SORADA KANOKPANONT{, 92 pp. 

Several particle fabrication methods require the use of organic solvents. Beside 
environmental problem, residues solvent may be toxic to cells or affect biological functions. 
This study aimed to use a solvent-free technique via top-down approach to produce 
particles for bone tissue engineering. Silk fibroin (S) (Bombyx mori, Thai silk cocoons, Nangnoi 
Srisaket 1) was blended with gelatin (G) at different blending ratios of S100, S80G20, S50G50, 
S20G80 and G100. The composited sponges were fabricated by freeze-drying and 
glutaraldehyde crosslinking (0.10- 0.20 %v/v). The resulting sponges were grinded and were 
sieved to obtain the particles in the range of 1,000-2,000 µm. The particles weight loss was 
less than 10% in water (at 37 oC for 24 hours). Enzymatic stability test (1 U/mL protease type 
XIV solution at pH 7.4 for 24 hours) showed that the particles with high silk fibroin contents 
were more resisted to degradability comparing to the neat gelatin particles. To enhance 
biological properties of particles for bone tissue engineering, calcium phosphate crystals 
were deposited onto a surface of particles by alternate soaking in calcium chloride and 
disodium hydrogen phosphate solutions for 4, 8 and 12 cycles. The more soaking cycles, the 
more weights increased by 1.6-4.2 times of uncoated particles. The Ca/P ratio (by atomic) of 
crystals on surface-coated particles were at 0.86-1.28, which were closed to that of the 
hydroxyapatite in human bone (1.15-1.70). The organic/inorganic ratio of coated particles 
after 12 cycles of alternate soaking were at 25:75. In vitro degradation test in protease type 
XIV solution, the remained weights of calcium phosphate coated particles after 14 days were 
more than the uncoated particles by 2.6-7.0 times. The calcium phosphate-coated particles 
supported attachments and proliferation of human osteogenic sarcoma cell line (SaOS-2) 
better than the uncoated protein particles. This top-down fabrication was safe choice for 
producing solvent-free cell carrying particles which has potential use for bone tissue 
engineering applications. 
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บทท่ี  1 

บทน า 

1.1 ที่มาของงานวิจัย 

วิศวกรรมเนื้อเยื่อเป็นอีกหนึ่งทางเลือกส าหรับน ามาใช้เป็นวัสดุทดแทนหรือปลูกถ่ายเพื่อ
ซ่อมแซมและปรับปรุงการท างานของเนื้อเยื่อหรืออวัยวะท่ีได้รับความเสียหาย โดยมีโครงสร้างเล้ียง
เซลล์ (Scaffold) ท าหน้าท่ีเปรียบเสมือนเมทริกซ์ภายนอกเซลล์ (Extracellular matrix) ซึ่งช่วยใน
การค้ าจุน ช่วยให้เซลล์ยึดเกาะและกระตุ้นให้เซลล์เจริญเติบโต เพื่อส่งเสริมให้เกิดการซ่อมแซมส่วนท่ี
เสียหาย โครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีเหมาะสมควรมีความเข้ากันได้ดีทางชีวภาพกับเซลล์ ไม่ก่อให้เกิดการ
อักเสบ และมีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อพฤติกรรมของเซลล์ เช่น การยึดเกาะ (Attachment) การ
เคล่ือนย้าย (Migration) การเจริญเติบโตเพิ่มจ านวน (Proliferation) และการเจริญพัฒนา
เปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ท่ีจ าเพาะมากขึ้น (Differentiation)  เพื่อให้เซลล์ท่ีเจริญเติบโตบนโครงเล้ียง
เซลล์มีคุณสมบัติใกล้เคียงกับสภาวะเดิม ท้ังนี้โครงสร้างเล้ียงเซลล์ในรูปแบบอนุภาคท่ีเป็นเม็ด เป็นอีก
หนึ่งรูปแบบของโครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีนิยมน ามาใช้งานส าหรับรักษาการบาดเจ็บของกระดูกหรือ
มะเร็งกระดูกท่ีมีบริเวณไม่กว้างมากนัก หรือน ามาใช้งานทางด้านทันตกรรม  

กระบวนการขึ้นรูปอนุภาคมีหลากหลายวิธี ขึ้นอยู่กับชนิดของวัสดุหรือพอลิเมอร์ ท่ีใช้และ
จุดประสงค์ในการใช้งาน ตัวอย่างกระบวนการขึ้นรูปอนุภาคท่ีนิยม เช่น การท าแห้งแบบพ่นฝอย 
(Spray drying) อิมัลชัน (Emulsion) การสกัดด้วยตัวท าละลาย (Solvent extraction) การระเหย
ตัวท าละลาย (Solvent evaporation) และการท าปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชัน (Polymerization) 
เป็นต้น (Nidhi, Rashid et al. 2016) ในช่วงหลายสิบปีท่ีผ่านมามีการพัฒนาอนุภาคให้ดียิ่งขึ้นอย่าง
ต่อเนื่อง อย่างไรก็ตามกระบวนการขึ้นรูปบางวิธียังสามารถท าได้แค่ในระดับห้องปฏิบัติการ เช่น 
กระบวนการขึ้นรูปด้วยเทคนิคอิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามันเป็นการขึ้นรูปแบบกะ (Batch operation) 
ยากท่ีจะพัฒนาขยายขนาดขึ้นมาผลิตในระดับอุตสาหกรรม และในขั้นตอนการล้างน้ ามันออกจาก
อนุภาคยังต้องใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น อะซีโตน เพื่อล้างน้ ามันออก ซึ่งสารเหล่านี้มีความเป็นพิษ
ต่อส่ิงแวดล้อม ระคายเคืองผิว ท าลายสมอง ระบบประสาทและอวัยวะภายใน เช่นตับและไต (Sanni 
Babu, Mutta Reddy et al. 2014) นอกจากนี้ตัวท าละลายอินทรีย์ท่ีตกค้างในอนุภาคอาจเป็นพิษ
ต่อเซลล์หรือลดความสามารถทางชีวภาพของเซลล์อีกด้วย (Lees-Haley, Williams et al. 1997) ท า
ให้ต้องเสียค่าด าเนินการในการก าจัดตัวท าละลายอินทรีย์ จึงมีต้นทุนการผลิตท่ีเพิ่มขึ้น  ส่งผลให้
ผลิตภัณฑ์ท่ีได้มีราคาสูง นอกจากนี้ในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม การควบคุมสภาวะต่าง ๆ เช่น 
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อุณหภูมิ ความเข้มข้นของสารละลายท่ีใช้เป็นองค์ประกอบ หรือแรงปั่นกวนสารให้เข้ากัน ให้
เหมือนกับสภาวะท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการนั้นท าได้ยาก ส่งผลให้อนุภาคท่ีได้มีขนาดและมีคุณสมบัติไม่
เหมือนท่ีผลิตในห้องปฏิบัติการ นอกจากนี้ยังมีปัญหาการควบคุมขนาดและการกระจายขนาดของ
อนุภาคและการท าซ้ าให้ได้ขนาดเท่าเดิม  

ไฟโบรอินเป็นโปรตีนซึ่งเป็นองค์ประกอบประมาณร้อยละ 70-80 ของไหม มีการจัดเรียงตัว
กันเป็นสายพอลิเพปไทด์ซึ่งประกอบด้วยกรดอะมิโนไม่ต่ ากว่า 16 ชนิด โดยมีกรดอะมิโนหลัก 4 ชนิด 
คือ ไกลซีน อะลานีน เซรีน และไทโรซีน ไฟโบรอินมีคุณสมบัติเด่น คือ มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ 
ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ มีคุณสมบัติเชิงกลท่ีดี และมีอัตราการย่อยสลายช้า จึงเป็นท่ีนิยมในการน าไปผสม
กับพอลิเมอร์ชนิดอื่นเพื่อปรับปรุงคุณสมบัติให้ดีขึ้น นอกจากนี้ยังเป็นวัสดุทางชีวภาพท่ีสามารถผลิต
ได้ในประเทศ ไฟโบรอินถูกน ามาใช้เป็นชีววัสดุในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อหลากหลายรูปแบบ อาทิ
เช่น แผ่นฟิล์ม อนุภาค เส้นใย และโครงสร้างความพรุนสูง เป็นต้น  

เจลาตินเป็นสารชีววัสดุอีกชนิดท่ีนิยมน ามาประยุกต์ใช้ในวิศวกรรมเนื้อเยื่ออย่างแพร่หลาย 
เจลาตินเป็นโปรตีนที่สกัดมาจากคอลลาเจนธรรมชาติด้วยกระบวนการไฮโดรไลซิสโดยการใช้กรดหรือ
ด่าง ท าให้ได้เจลาติน 2 ชนิดต่างกัน คือ เจลาตินชนิดเอ และเจลาตินชนิดบี เจลาตินมีคุณสมบั ติ
สามารถย่อยสลายได้เองทางชีวภาพ เข้ากันได้ทางชีวภาพ ไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์ ไม่กระตุ้นระบบ
ภูมิคุ้มกัน ไม่ก่อให้เกิดภูมิแพ้ และยังช่วยในการยึดเกาะกันของเซลล์ แต่เนื่องจากเจลาตินมีอัตราการ
ย่อยสลายในร่างกายท่ีเร็ว ดังนั้นจึงมีการปรับปรุงคุณสมบัติให้ดียิ่งขึ้น Chamchongkaset และคณะ 
(2008) ขึ้นรูปโครงสร้างเล้ียงเซลล์จากไฟโบรอินไหมไทยโดยวิธีการก าจัดเกลือออก (Salt-leaching) 
จากนั้นคอนจูเกตเจลาตินบนพื้นผิวเพื่อเพิ่มคุณสมบัติทางชีวภาพ โดยการเช่ือมขวางด้วยความร้อน 
เนื่องจากเจลาตินมีล าดับการจัดเรียงล าดับของกรดอะมิโนแบบ อาร์จินีน-ไกลซีน-แอสพาร์ติก (RGD) 
ซึ่งช่วยกระตุ้นให้เซลล์ยึดเกาะและเกิดการเคล่ือนย้ายของเซลล์ แล้วท าการดัดแปรเพื่อเพิ่มความ
เสถียรด้วยการเช่ือมขวางด้วย 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) หลัง
การคอนจูเกตด้วยเจลาตินพบว่า เจลาตินช่วยเพิ่มมอดูลัสแรงกด (Compressive modulus) ของ
โครงสร้างเ ล้ียงเซลล์ไหมไฟโบรอิน และช่วยให้ เซลล์ยึดเกาะโครงสร้างเ ล้ียงเซลล์ได้ดีขึ้น 
Jetbumpenkul และคณะ (2012) ขึ้นรูปโครงสร้างเล้ียงเซลล์จากชีววัสดุ 2 ชนิด ท่ีมีประจุตรงข้าม
กัน คือ เจลาตินชนิดเอและไฟโบรอินไหมไทย พบว่าชีววัสดุท้ังสองจึงสามารถอยู่ร่วมกันด้วยแรงทาง
ไฟฟ้าสถิต (Electrostatic Blending) และสามารถเกิดการรวมตัวกันได้ดีท่ีสุดเมื่อประจุรวมของ    
ชีววัสดุท้ังสองเข้าใกล้ศูนย์ Ratanavaraporn และคณะ (2014) ขึ้นรูปอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน
จากเจลาตินชนิดเอและไฟโบรอินไหมไทยเพื่อควบคุมการปลดปล่อยเคอร์คูมินและไพเพอรีน โดยใช้
เทคนิคอิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน พบว่าไฟโบรอินสามารถกักเก็บเคอร์คูมินและไพเพอรีนได้ดี เนื่องจาก
เกิดอันตรกิริยาของความไม่ชอบน้ า และการผสมไฟโบรอินลงไปเป็นการช่วยยืดระยะเวลาในการย่อย
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สลายของเจลาตินให้ช้าลง Lerdchai และคณะ (2015) ขึ้นรูปโครงสร้างความพรุนสูงจากไฟโบรอิน
และเจลาตินด้วยกระบวนการท าแห้ง เยือกแข็ง แล้วเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ เพื่อใช้ในการ
ควบคุมการปลดปล่อยเคอร์คูมินและดีเอชเอส าหรับรักษาโรคมะเร็ง พบว่าการเช่ือมขวางด้วยกลูตารัล
ดีไฮด์ช่วยลดการละลายน้ าของเจลาติน และเพิ่มความเสถียรของช้ินงาน ถึงแม้ว่า SF/G มีร้อยละ
เช่ือมขวาง 33-88% แต่ก็ยังคงสามารถเกิดการย่อยสลายได้เองทางชีวภาพและไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาวิธีการเตรียมอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินโดย
มุ่งเน้นกระบวนการขึ้นรูปแบบใหญ่ไปเล็ก (Top-down) ซึ่งเป็นวิธีการขึ้นรูปท่ีไม่ใช้ตัวท าละลาย
อินทรีย์ (Solvent-free) โดยเริ่มจากการผลิตแผ่นฟองน้ าด้วยกระบวนการท าแห้งเยือกแข็ง (Freeze 
drying) และเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ (Glutaraldehyde) แล้วบดให้เป็นอนุภาค และเพื่อเพิ่ม
ความสามารถทางชีวภาพส าหรับประยุกต์ใช้ในวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก จึงมีการดัดแปลงพื้นผิว
ด้วยไฮดรอกซีอะพาไทด์ (Hydroxyapatite; HAp) ซึ่งเป็นสารประกอบอนินทรีย์ท่ีเป็นองค์ประกอบ
หลักของกระดูกและฟัน ช่วยท าให้กระดูกและฟันมีความแข็งแรง เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมี
ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ มีคุณสมบัติช่วยในการยึดเกาะของเซลล์ ชักน าเนื้อเยื่อกระดูก และช่วยใน
การเจริญเปล่ียนเป็นเซลล์ท่ีมีความจ าเพาะมากขึ้น วิธีการสร้างผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์บนพื้นผิวใน
งานวิจัยนี้เลือกใช้วิธีการแช่สลับ (Alternate Soaking) โดยแช่สลับอนุภาคในสารละลายแคลเซียม
คลอไรด์ (CaCl2) และสาระลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) วิธีการแช่สลับนี้มีข้อดี คือ 
มีการเกิดผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์จ านวนมาก ในระยะเวลาส้ัน ๆ โดยไม่ต้องใช้อุณหภูมิสูง (Taguchi, 
Kishida et al. 1999) จากนั้นศึกษาและวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพและทางชีวภาพของอนุภาค
ท่ีขึ้นรูปได้ 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพื่อศึกษาและพัฒนาวิธีการเตรียมอนุภาคสามมิติจากไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินโดย
มุ่งเน้นกระบวนการขึ้นรูปแบบใหญ่ไปเล็กด้วยการท าแห้งเยือกแข็งและบด แล้วน าไปเคลือบพื้นผิว
ด้วยไฮดรอกซีอะพาไทต์ด้วยวิธีแช่สลับในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ และสาระลายไดโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต เพื่อประยุกต์ใช้ในด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก 
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1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1.3.1 เตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอ (G) ความเข้มข้นของสารละลาย 4% โดยน้ าหนัก 
และสารละลายไฟโบรอินไหมไทยพันธุ์นางน้อยศรีสะเกษ1 (S) ความเข้มข้นของสารละลาย 4% โดย
น้ าหนัก 

1.3.2 ขึ้นรูปอนุภาคสามมิ ติจากสารละลายไฟโบรอินและเจลาตินท่ีเ ช่ือมขวาง ด้วย 
กลูตารัลดีไฮด์ และผ่านกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง แล้วน าไปบดให้เป็นอนุภาค โดยปัจจัยท่ี
ศึกษา คือ 

• อัตราส่วนผสมของ  G/S คือ 100/0, 80/20, 50/50, 20/80 และ 0/100 โดย
น้ าหนัก 

• ความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ท่ีใช้ในการเช่ือมขวาง คือ 0.10, 0.15 
และ 0.20 ร้อยละโดยปริมาตร 

1.3.3 ศึกษาวิธีการเคลือบพื้นผิวอนุภาคด้วยไฮดรอกซีอะพาไทต์ โดยวิธีแช่สลับ (Alternate 
Soaking) โดยปัจจัยท่ีศึกษา คือ 

•  จ านวนรอบในการแช่สลับ คือ 4, 8 และ 12 รอบ 

1.3.4 วิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพของอนุภาคสามมิติ 

       ก. สารละลายผสม  

• ค่าศักย์เซต้า (Zeta potential) ของสารละลายเจลาตินชนิดเอ สารละลาย 
ไฟโบรอินไหมไทย และสารละลายผสมเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทย 

       ข. อนุภาคสามมิติก่อนการแช่สลับ 

• โครงสร้างสัณฐานของอนุภาค โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีมี
สม ร รถนะ สู ง ชนิ ดฟิ ล ด์ อี มิ ส ชัน  (Field Emission Scanning Electron Microscope;  
FE-SEM) 

• ความคงตัวของอนุภาพในน้ าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

• ความคงตัวของอนุภาคภายใต้สภาวะท่ีมีเอนไซม์เป็นองค์ประกอบ ในเอนไซม์    
โปรติเอสชนิด XIV ท่ี pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

       ค. อนุภาคสามมิติหลังการแช่สลับ 

• น้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้นของอนุภาคหลังการแช่สลับ 

• ปริมาณแคลเซียมของอนุภาคหลังการแช่สลับ ด้วยเทคนิค Calcium assay 
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• โครงสร้างสัณฐานของอนุภาค โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีมี
สมรรถนะสูงชนิดฟิลด์อีมิสชัน (FE-SEM) 

      • ปริมาณธาตุบนพื้นผิวของอนุภาค โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด
ท่ีมีสมรรถนะสูงชนิดฟิลด์อีมิสชัน ด้วยเทคนิค Energy dispersive X-ray (SEM-EDX) 

      • การย่อยสลายทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการ (In Vitro Biodegradation) ใน
เอนไซม์โปรติเอสชนิด XIV (Protease type XIV) ท่ี pH 7.4 อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  

      • สมบัติทางความร้อนของอนุภาคด้วยเทคนิค Thermogravimetric Analysis 
(TGA) 

 1.3.5 ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (In vitro biocompatibility) ของอนุภาค  
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บทท่ี  2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue Engineering) 

วิศวกรรมเนื้อเยื่อเป็นศาสตร์เชิงสหวิชาท่ีประยุกต์ใช้ความรู้ทางวิศวกรรมศาสตร์และ
ชีววิทยาศาสตร์ โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อสร้างเนื้อเยื่อหรืออวัยวะใหม่ส าหรับทดแทน ซ่อมแซม หรือ
ปรับปรุงการท างานของเนื้อเยื่อหรืออวัยวะท่ีได้รับความเสียหาย  (Langer and Vacanti 1993)
องค์ประกอบส าคัญของวิศวกรรมเนื้อเยื่อมี 3 องค์ประกอบ คือ เซลล์ โกรทแฟคเตอร์ และเมทริกซ์
ภายนอกเซลล์ (Extracellular matrix) หรือโครงเล้ียงเนื้อเยื่อ (Scaffold) เซลล์เป็นหน่วยเล็กท่ีสุด
ของส่ิงมีชีวิต เซลล์ชนิดเดียวกันรวมตัวกันเพื่อท าหน้าท่ีอย่างเดียวกันเป็นเนื้อเยื่อ เมทริกซ์ภายนอก
เซลล์เป็นสารท่ีถูกเซลล์หล่ังออกมาภายนอกเยื่อหุ้มเซลล์ เพื่อท าหน้าท่ีในการค้ าจุนและช่วยให้เซลล์
ยึดเกาะ นอกจากนั้นยังเป็นตัวเช่ือมต่อและส่งสัญญาณระหว่างเซลล์กับสภาวะภายนอกอีกด้วย  
ส าหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อมีการน าความรู้ทางชีววัสดุศาสตร์มาประยุกต์ใช้ เพื่อศึกษาและพัฒนา   
โครงเล้ียงเซลล์ทดแทนเมทริกซ์ภายนอกท่ีเซลล์หล่ังออกมา โดยใช้วัสดุทางชีวภาพท่ีเข้าได้ดีกับเซลล์
ร่างกาย ไม่ก่อให้เกิดการอักเสบ และไม่เป็นพิษต่อร่างกาย ในปัจจุบันโครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีผลิตขึ้น
นอกจากใช้เป็นโครงร่างค้ าจุนส าหรับให้เซลล์ยึดเกาะแล้ว ยังมีการพัฒนาส่งเสริมให้มีการซ่อมแซม
ส่วนท่ีเสียหาย และมีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อพฤติกรรมของเซลล์ เช่น การยึดเกาะ (Attachment) การ
เคล่ือนย้าย (Migration) การเจริญเติบโตเพิ่มจ านวน (Proliferation) และการเจริญพัฒนา
เปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ท่ีจ าเพาะมากขึ้น (Differentiate)  เพื่อให้เซลล์บนโครงเล้ียงเซลล์มีคุณสมบัติ
ใกล้เคียงกับสภาวะเดิม วัสดุท่ีนิยมน ามาผลิตเป็นโครงเล้ียงเซลล์ ได้แก่ วัสดุสังเคราะห์ เช่น  
พอลิแลคติกแอซิด (Polylactic Acid; PLA) พอลิไกลโคลิกแอซิด (Polyglycolic acid; PGA)  
พอลิแลกติกโคไกลโคลิกแอซิด (Poly lactic-co-glycolic acid, PLGA) เป็นต้น หรือวัสดุทางชีวภาพ
ซึ่งสามารถย่อยสลายได้ เช่น เจลาติน ไฟโบรอิน  และคอลลาเจน เป็นต้น การเลือกใช้วัสดุในการผลิต
โครงสร้างเล้ียงเซลล์ควรพิจารณาถึงคุณสมบัติทางกายภาพ คุณสมบัติทางเคมี คุณสมบัติเชิงกล 
คุณสมบัติทางชีวภาพ และความสามารถในการย่อยสลายของวัสดุให้เหมาะสมกับชนิดของเนื้อเยื่อ
และต าแหน่งท่ีต้องการซ่อมแซม เช่น การเลือกใช้คอลลาเจนส าหรับเซลล์ท่ีต้องการความยืดหยุ่น การ
เลือกใช้พอลิเอธิลลีนไกลคอลซึ่งสลายตัวไม่ได้และมีคุณสมบัติชอบน้ าและนุ่มส าหรับการประยุกต์ใช้
ในด้านหัวใจและหลอดเลือด หรือการเลือกพอลิเมอร์ท่ีมีความเป็นระเบียบสูง มีความแข็งแรงและรับ
แรงได้ดี ส าหรับเนื้อเยื่อท่ีต้องรับน้ าหนัก เป็นต้น โดยในงานวิจัยนี้ขึ้นรูปอนุภาคสามมิติเพื่อเป็น
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โครงสร้างเล้ียงเซลล์ส าหรับประยุกต์ใช้ในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก โดยสมบัติของวัสดุท่ีใช้
และกระบวนการขึ้นรูปได้น าเสนอในหัวข้อต่อไป 
 
2.2 ชีววัสดุที่ใช้ในการข้ึนรูปอนุภาคไมโคร 

2.2.1 เจลาติน (Gelatin) 

 เจลาตินเป็นโปรตีนชนิดหนึ่ง มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลืองใส ไร้กล่ิน ไร้รส ไม่สามารถพบ
ได้ในธรรมชาติ แต่ได้มาจากการท าให้คอลลาเจนเกิดการเสียสภาพด้วยกระบวนการไฮโดรไลซิส
บางส่วน (Partial hydrolysis) โดยใช้กรดหรือด่าง ส่งผลให้เจลาตินมีความยาวของสายโซ่ ท่ี
หลากหลายและมีช่วงน้ าหนักโมเลกุลท่ีค่อนข้างกว้างต้ังแต่ 10,000–400,000 ดาลตัน (Lim and 
Mohammad 2009)  

 เจลาตินประกอบด้วยกรดอะมิโนชนิดต่างๆ เรียงต่อกันด้วยพันธะเพปไทด์เป็นสายพอลิเพป
ไทด์ โดยมีการจัดเรียงล าดับหมู่อะมิโนรูปแบบซ้ าๆ คือ Gly-X-Y เรียงต่อกันอย่างต่อเนื่อง ซึ่งส่วนใหญ่
ท่ีต าแหน่ ง  X มัก เป็น  โพร ลีน  (Proline)  และ ท่ีต าแหน่ ง  Y มัก เป็น  ไฮดรอกซี โพร ลีน 
(Hydroxyproline) (Asghar and Henrickson 1982) นอกจากนี้ยังเกิดพันธะไฮโดรเจนและพันธะ 
โควาเลนต์ระหว่างสายพอลิเพปไทด์และระหว่างกรดอะมิโนหน่วยย่อยภายในสายเดียวกัน ท าให้เกิด

โครงสร้าง 3 รูปแบบคล้ายคอลลาเจน คือ ∝-chain ท่ีเป็นสายโซ่เด่ียว ß -chain ซึ่งประกอบข้ึนด้วย 

∝-chain จ านวน 2 สายเช่ือมต่อกันด้วยพันธะโควาเลนต์ และ γ-chain ประกอบด้วย ∝-chain 3 
สายมาเช่ือมต่อกันด้วยพันธะโควาเลนท์ (Schrieber R. & Gareis H., 2007) 

คุณสมบัติของเจลาติน 

เจลาตินสามารถละลายในสารท่ีมีขั้วสูงหรือสารประเภทพอลิไฮดริกแอลกอฮอล์ (สารละลาย
ท่ีมีหมู่ไฮดรอกซิลมากกว่า 3 หมู่) ได้ดี แต่เจลาตินไม่ละลายในสารท่ีมีขั้วน้อยและน้ าเย็น เมื่อแช่      
เจลาตินในน้ าเย็น เจลาตินจะเกิดการพองตัว โดยเจลาตินสามารถการพองตัวในน้ าได้ 5-10 เท่า และ
เมื่อให้ความร้อนสูงกว่า 40 องศาเซลเซียส เจลาตินท่ีพองตัวในน้ าจะละลายเกิดเป็นสารละลาย
คอลลอยด์ (Colloids solution) หรือท่ีเรียกว่า Sol เนื่องจากโครงสร้างของเจลาตินเปล่ียนเป็น
โครงสร้างแบบสุ่ม (Random coil) หากลดอุณหภูมิลงต่ ากว่า Gel point จะเกิดเป็นเจล หรือท่ี
เรียกว่า Gel โครงสร้างของเจลาตินเปล่ียนเป็นโครงสร้างแบบเกลียวสามสาย (Triple-helix) คล้าย
โครงสร้างของคอลลาเจน เนื่องจากพันธะบางส่วนเกิดการเช่ือมขวางกันเอง การเกิด Sol-Gel ของ  
เจลาตินมีคุณสมบัติผันกลับได้ด้วยความร้อน (Thermoreversible) ซึ่งมีสาเหตุมาจากเจลาตินมี
พลังงานพันธะน้อย  (Meng and Cloutier 2014) การกระจายตัวของน้ าหนักโมเลกุลมีผลต่อ
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คุณสมบัติของเจลาติน เจลาตินท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลสูงมักจะมีความแข็งแรงของเจล และมีอุณหภูมิท่ี
เกิดการเจลสูง 

เจลาตินมีคุณสมบัติแอมโฟรเทอริก (Amphoteric) หรือกล่าวคือเจลาตินเป็นสารท่ีมีประจุ
บวกและประจุลบอยู่ในโมเลกุลเดียวกัน เมื่อ pH มีค่าเท่ากับค่า pI โมเลกุลของเจลาตินจะไม่มีค่า
ประจุและมีโครงสร้างเป็นแบบสุ่ม (Random coil)  แต่เมื่อค่า pH เกิดการเปล่ียนแปลงจนน้อยกว่า
หรือมากกว่าค่า pI โมเลกุลจะมีประจุบวกและลบตามล าดับ เนื่องจากโครงสร้างของเจลาตินเกิดการ
คลายตัว ส่วนท่ีชอบน้ าและไม่ชอบน้ าของเจลาตินเกิดการเคล่ือนย้ายต าแหน่ง ส่งผลให้ประจุท่ีพื้นผิว
ของเจลาตินเกิดการเปล่ียนแปลง (Schrieber R. & Gareis H., 2007) 

นอกจากนี้เจลาตินยังมีคุณสมบัติสามารถย่อยสลายได้เองทางชีวภาพ (Biodegradability) 
เข้ากันได้ทางชีวภาพ (Biocompatibility) กับร่างกายมนุษย์ ไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์  (Non-
cytotoxicity) ไม่กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน (Non-immunogenic) ไม่ก่อให้เกิดภูมิแพ้ (Non-antigenic) 
และยังช่วยในการยึดเกาะกันของเซลล์ (Cell adhesion) เจลาตินจึงได้รับความสนใจในการน ามา
ประยุกต์ใช้ในทางด้านเภสัชกรรมและการแพทย์อย่างกว้างขวาง 

โครงสร้าง องค์ประกอบ และคุณสมบัติของเจลาตินแตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับแหล่งท่ีมาของ
คอลลาเจนและกระบวนการต่าง  ๆ ท่ีใช้ในการสกัด สามารถแบ่งประเภทของเจลาตินตาม
กระบวนการผลิตได้เป็น 2 ประเภท คือ 

เจลาตินชนิดเอ (Type A gelatin, GA) 

เจลาตินชนิดเอ หรือ Basic gelatin เป็นเจลาตินท่ีได้มาจากกระบวนการไฮโดรไลซิส  คอลลา
เจนด้วยกรด ตัวอย่างกรดท่ีใช้ เช่น กรดไฮโดรคลอริก (HCl) และกรดซัลฟิวริก (H2SO4)     เป็นต้น 
เนื่องจากกระบวนการนี้ได้หมู่อะมิโนปริมาณมาก ท าให้เจลาตินมีประจุบวกในสภาวะ pH เป็นกลาง 
โดยมีค่า Isoelectric (pI) ประมาณ 7 – 9 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับคอลลาเจน เจลาตินชนิดนี้เหมาะการ
น าไปประยุกต์ใช้งานร่วมกับสารท่ีมีสมบัติเป็นกรด 

เจลาตินชนิดบี (Type B gelatin, GB) 

เจลาตินชนิดบี หรือ Acidic gelatin เป็นเจลาตินท่ีได้มาจากกระบวนการไฮโดรไลซิส  
คอลลาเจนด้วยเบส สารละลายเบสท่ีใช้ ตัวอย่างเช่ น โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) และ    
แคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Ca(OH)2) จะเปล่ียน asparagine และ glutamic เป็น aspartic และ 
glutamic acid ตามล าดับ โดยไฮโดรไลซ์หมู่ เอไมด์ของ asparagine และ glutamic เป็นหมู ่
คาร์บอกซิล ท าให้เจลาตินมีประจุลบในสภาวะ pH เป็นกลาง และมีค่า pI ประมาณ 4.8 -5.2  
เจลาตินชนิดบีจึงเหมาะการน าไปประยุกต์ใช้งานร่วมกับสารท่ีมีสมบัติเป็นเบส 
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ตาราง 2.1 กรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบของเจลาติน  (หน่วยต่อ 1000 หน่วย) (Kroschwitz 
J.I.,1987) ความชอบน้ า (Hydrophilic) ความไม่ชอบน้ า (Hydrophobic) ของหมู่อะมิโนในเจลาติน 
(Schrieber R. & Gareis H., 2007) 

กรดอะมิโน เจลาตินชนิดเอ เจลาตินชนิดบี 
ความชอบน้ า/
ความไม่ชอบน้ า 

ประจุ 

Glycine  

Proline  

Alanine 

Hydroxyproline 

Glutamic acid 

Arginine 

Serine 

Aspartic acid 

Lysine  

Valine  

Glutamine 

Leucine 

Threonine 

Asparagine 

Phenylalanine  

Isoleucine  

Hydroxylysine  

Histidine  

Methionine 

Tyrosine  

330 

132 

112 

91 

48 

49 

35 

29 

27 

26 

25 

24 

18 

16 

14 

10 

6.4 

4 

3.6 

2.6 

335 

124 

117 

93 

72 

48 

33 

46 

28 

22 

- 

24.3 

18 

- 

14 

11 

4.3 

4.2 

3.9 

1.2 

ไม่ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

กลาง 

กลาง 

กลาง 

กลาง 

ลบ 

บวก 

กลาง 

ลบ 

บวก 

กลาง 

กลาง 

กลาง 

กลาง 

กลาง 

กลาง 

กลาง 

กลาง 

บวก 

กลาง 

กลาง 
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2.2.2 ไฟโบรอิน (Fibroin) 

ไฟโบรอินเป็นเส้นใยโปรตีนธรรมชาติชนิดหนึ่งซึ่งเป็นองค์ประกอบหลัก 70-80% ของไหม 
และมีการจัดเรียงตัวกันเป็นสายพอลิเพปไทด์ ซึ่งประกอบด้วยกรดอะมิโนไม่ต่ ากว่า 16 ชนิด 

ไฟโบรอินประกอบด้วย 3 หน่วยย่อย คือ สายพอลิเพปไทด์ท่ีมีน้ าหนักโมเลกุลต่ า (Light 
Chain, L-Chain) ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 25,000 ดาลตัน สายพอลิเพปไทด์ท่ีมีน้ าหนักโมเลกุล
สูง (Heavy Chain, H-Chain) ซึ่ งมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 350,000-370,000 ดาลตัล และ 
ไกลโคโปรตีน P25 ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 30,000 ดาลตัน L-Chain และ H-Chain เช่ือมต่อ
กันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ (Disulfide bond) ระหว่าง C-terminus เกิดเป็น H-L Complex นอกจากนี้ 
H-L Complex ยั ง เกิดพันธะกับไกลโคโปรตีน  P25 ด้วยอันตรกิ ริยาของ ส่วน ท่ีไม่ชอบน้ า  
(Hydrophobic interaction) ในอัตราส่วน 6:1 

ไฟโบรอินมีคุณสมบัติเด่น คือ มีอัตราการย่อยสลายช้า มีคุณสมบัติเชิงกลท่ีดี มีคุณสมบัติ 
ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ จึงเป็นท่ีนิยมในการ
น าไปผสมกับพอลิเมอร์ชนิดอื่นเพื่อปรับปรุงคุณสมบัติให้ดีขึ้น โดยพบว่า H-Chain มีผลต่อคุณสมบัติ
เชิงกลของไฟโบรอินมากกว่า L-Chain เนื่องจาก H-Chain มีขนาดใหญ่กว่า L-Chain มาก (Vepari 
and Kaplan 2007)  

H-Chain ประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนท่ีชอบน้ าและไม่ชอบน้ าเรียงตัวสลับกัน ส่วนท่ีชอบ
น้ าไม่มีการจัดเรียงตัวของอะมิโนเป็นหมู่ซ้ า และมีการฟอร์มตัวแบบไม่เป็นผลึก (Non-crystalline) 
ในขณะท่ีส่วนท่ีไม่ชอบน้ ามีการจัดเรียงล าดับอะมิโนเป็น –[Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser]- ประมาณ 70 
เปอร์เซนต์ของการจัดเรียงอะมิโนท้ังหมดในโมเลกุล และมีโครงสร้างเป็นผลึก  (Crystalline 
structure) ซึ่งเป็นผลมาจากการเกิดแรงภายในโมเลกุล (Intramolecular force) หรือแรงระหว่าง
โมเลกุล (Intermolecular forces) เช่น พันธะไฮโดรเจน แรงแวนเดอวาลล์ หรืออันตรกิริยาของส่วน
ท่ีไม่ชอบน้ า ส่งผลให้ไฟโบรอินมีการจัดเรียงตัวแบบแผ่นเบตา (ß-sheet) ซึ่งไม่ละลายในน้ า (Koh, 
Cheng et al. 2015) 
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ตาราง 2.2 กรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบของไฟโบรอิน ความชอบน้ าและไม่ชอบน้ า และประจุของ
หมู่อะมิโนในไฟโบรอินจากรังไหม Bombyx mori พันธุ์นางน้อยศรีสะเกษ (Kaewprasit, Promboon 
et al. 2014) 

กรดอะมิโน 
ปริมาณกรดอะมิโน 

(%โมล) 
ความชอบน้ า/
ความไม่ชอบน้ า 

ประจุ 

Glycine  

Alanine 

Serine 

Tyrosine 

Aspartic acid 

Valine  

Glutamic acid 

Phenylalanine  

Histidine 

Threonine 

Proline  

Arginine 

Leucine 

Tryptophan 

Isoleucine 

Lysine  

Methionine 

38.32 

34.29 

13.42 

5.75 

1.63 

1.15 

1.15 

0.98 

0.83 

0.80 

0.42 

0.30 

0.27 

0.21 

0.20 

0.20 

0.08 

ไม่ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

ชอบน้ า 

ไม่ชอบน้ า 

กลาง 

กลาง 

กลาง 

กลาง 

ลบ 

กลาง 

ลบ 

กลาง 

บวก 

กลาง 

กลาง 

บวก 

กลาง 

กลาง 

กลาง 

บวก 

กลาง 

 

โครงสร้างทุติยภูมิ (Secondary structure) ของไฟโบรอินประกอบโดย 2 ส่วน ส่วนท่ีเป็น
ผลึก และส่วนท่ีไม่เป็นผลึก โครงสร้างของส่วนท่ีเป็นผลึก สามารถแบ่งเป็น 3 แบบ คือ โครงสร้างไหม 
I โครงสร้างไหม II และโครงสร้างไหม III 
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โครงสร้างไหม I เกิดพันธะไฮโดรเจนภายในโมเลกุล ส่งผลท าให้มีโครงสร้างแบบเกลียว     

α-helix หรือ Random coil สามารถละลายน้ าได้ โครงสร้างไหม I สามารถเปล่ียนเป็นโครงสร้าง
ไหม II ได้  

โครงสร้างไหม II โมเลกุลจะเรียงตัวเป็นแผ่นพับเบต้า (ß-sheet) แบบขนาน (Parallel) หรือ
สวนขนาน (Anti-parallel) แผ่นพับเบต้าแบบสวนขนาน แผ่นเบต้าจะจัดเรียงซ้อนกัน โดยหันด้านท่ีมี
กรดอะมิโนชนิดเดียวกันไว้ด้านเดียวกัน  ท าให้หมู่อะมิโนเกิดการแทรกตัวระหว่างกันได้ ส่งผลให้   
สายโซ่โมเลกุลของพอลิเพปไทด์เข้ามาใกล้กันกว่าแบบขนาน ดังแสดงในรูปท่ี 2.1 สายโซ่พอลิเพปไทด์
จะเกิดพันธะไฮโดรเจนระหว่างกัน โครงสร้างไหม II จึงไม่ละลายน้ า 

โครงสร้างไหม III เป็นส่วนผิวของไฟโบรอินท่ีเช่ือมต่อระหว่างน้ าและอากาศ (Air-water 
assembled interfacial silk) มีโครงสร้างเป็นแบบเกลียว 

 
รูป 2.1 โครงสร้างไหม II ของไฟโบรอนิ (Sashina, Bochek et al. 2006) 

 
2.3 กระบวนการข้ึนรูปอนุภาค 

กระบวนการขึ้นรูปอนุภาคไมโครสามารถท าได้หลายวิธี ขึ้นอยู่กับชนิดและคุณสมบัติของวัสดุ
ท่ีใช้ รวมถึงลักษณะและวิธีการน าอนุภาคไปใช้งาน ตัวอย่างกระบวนการขึ้นรูปอนุภาค ได้แก่ 

อิมัลชัน (Emusion) 

อิมัลชันเป็นเทคนิคท่ีขึ้นรูปได้โดยน าเอาของเหลวต้ังแต่ 2 ชนิดขึ้นไปท่ีปกติไม่ผสมกันเป็น
เนื้อเดียว มาให้แรงทางกายภาพ เช่น ฮอโมจีไนซ์ (Homogenization) หรือโซนิเคชัน (Sonication) 
เพื่อกระจายของเหลวให้เป็นหยดเล็ก ๆ แทรกเข้าไปในของเหลวอีกชนิด ส่งผลให้พื้นท่ีสัมผัสระหว่าง
ของเหลวแต่ละชนิดมากขึ้น ของเหลวจึงสามารถเป็นเนื้อเดียวกันเป็นสารละลายคอลลอยด์ได้ การขึ้น
รูปด้วยเทคนิคอิมัลชันเป็นวิธีท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะในห้องปฏิบัติการ  

อิมัลชันแบ่งเป็น 4 ชนิด คือ อิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน (Water-in-oil emulsion, W/O), 
อิมัลชันชนิดน้ ามันในน้ า (Oil-in-water emulsion, O/W) อิมัลชันชนิดน้ าในน้ า (Water-in-water 
emulsion, W/W) และอิมัลชันชนิดน้ ามันในน้ ามัน (Oil-in-oil emulsion, O/O) การขึ้นรูปด้วย
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เทคนิคอิมัลชันมีข้อจ ากัด เนื่องจากเป็นการขึ้นรูปแบบกะ (Batch operation) เมื่อขยายขนาดเพื่อ
ผลิตในระดับอุตสาหกรรมจึงมีค่าด าเนินการท่ีสูง การควบคุมสภาวะต่าง ๆ เช่น อุณหภูมิ ความเข้มข้น
ของสารละลาย แรงกายภาพท่ีใช้ปั่นกวน หรือสภาวะต่าง ๆ ให้เหมือนกับในห้องปฏิบัติการนั้นท าได้
ยาก ส่งผลให้อนุภาคไมโครท่ีได้มีขนาดและคุณสมบัติไม่เหมือนท่ีผลิตในห้องปฏิบัติการ และยังมี
ปัญหาการควบคุมขนาดและการกระจายขนาดของอนุภาค และการท าซ้ าให้ได้ขนาดเท่าเดิม 
นอกจากนี้ยังต้องใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น อะซีโตน ในการล้างน้ ามันออก ซึ่งสารเหล่านี้มีความ
เป็นพิษต่อส่ิงแวดล้อม ท าให้ต้องเสียค่าด าเนินการในการก าจัดตัวท าละลายอินทรีย์ จึงมีต้นทุนการ
ผลิตท่ีเพิ่มขึ้นและส่งผลให้ผลิตภัณฑ์ท่ีได้มีราคาสูงขึ้น (Varde and Pack 2004) 

การท าแห้งแบบพน่ฝอย (Spray drying)  

การท าแห้งแบบพ่นฝอยเป็นเทคนิคการขึ้นรูปโดยใช้อากาศร้อนเพื่อระเหยน้ าออกจาก
ของเหลว เป็นวิธีท่ีนิยมใช้อย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมอาหารและยา เนื่องจากท าได้ง่าย สะดวก
รวดเร็ว อนุภาคท่ีได้มีประสิทธิภาพการกักเก็บสูง สามารถขยายขนาดได้ง่าย ไม่เกี่ยวข้องกับ
ความสามารถในการละลายของยาและพอลิเมอร์ ข้อเสียของการท าแห้งแบบพ่นฝอย คือ ใช้อุณหภูมิ
สูง ท าให้พอลิเมอร์หรือสารออกฤทธิ์บางชนิดท่ีไม่สามารถทนความร้อนเกิดการเสียสภาพได้ 

การท าแห้งแบบพ่นฝอยสามารถข้ึนรูปได้ท้ังสารละลาย สารอิมัลชัน หรือสารแขวนลอย โดย
ป้อนเข้าไปในเครื่องท าแห้งแบบพ่นฝอย แล้วฉีดด้วยหัวฉีดออกมาเป็นละอองขนาดเล็ก ๆ เข้าไปใน
ห้องอบแห้ง (Drying chamber) ซึ่งมีอากาศร้อนไหลผ่าน ท าให้น้ าท่ีอยู่ในละอองระเหยไปหมดอย่าง
รวดเร็ว แล้วแยกอนุภาคท่ีแห้งออกมา 

ส่วนประกอบหลักของเครื่องท าแห้งแบบพ่นฝอย มี 3 ส่วน คือ 

- ตัวท าละออง (Atomizer) เป็นส่วนท่ีส าคัญท่ีสุดของการท าแห้งแบบพ่นฝอย มีหน้าท่ีท าให้
ของเหลวท่ีป้อนเข้าไปแตกตัวเป็นละอองขนาดเล็ก เพื่อเพิ่มพื้นท่ีผิวต่อปริมาตรให้มากขึ้น ส่งผลให้
สามารถเกิดการถ่ายเทมวลและความร้อนได้ดีขึ้น การระเหยจึงเกิดขึ้นได้อย่างรวดเร็ว ตัวท าละออง
เป็นส่วนท่ีส าคัญท่ีสุดของการท าแห้งแบบพ่นฝอย ควบคุมอัตราการไหลไปยังห้องอบแห้ง และก าหนด
ขนาดของอนุภาค 

- ห้องท าแห้ง (Drying chamber) เป็นบริเวณท่ีละอองเกิดการสัมผัสอากาศร้อน เพื่อท าให้
เกิดการระเหยน้ าออกไป ทิศทางของการเคล่ือนท่ีของอากาศร้อนให้เหมาะสมเป็นส่ิงส าคัญ แบ่งได้ 3 
แบบคือ 

การไหลไปในทิศทางเดียวกัน (Co-current flow) ละอองถูกพ่นออกไปในทิศทางเดียวกัน 
กับอากาศร้อนท่ีไหลเข้ามาในห้องท าแห้ง อุณหภูมิของอากาศร้อนจะลดลงระหว่างการท าแห้ง เหมาะ
ส าหรับสารท่ีไม่ทนความร้อน ผลิตภัณฑ์ท่ีได้มีความหนาแน่นต่ า 
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การไหลสวนทางกัน (Counter-current flow) อากาศร้อนไหลในทิศทางตรงกันข้ามกับ
ละอองท่ีถูกพ่น ละอองท่ีมีอุณหภูมิต่ าจะได้รับความร้อนเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ จนอุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิ
ของอากาศร้อน เหมาะส าหรับสารท่ีทนต้อความร้อนสูงได้ และต้องการความร้อนมาก 

การไหลแบบผสม (Mixed flow) ละอองถูกพ่นและอากาศร้อนจะไหลไปในทางเดียวกันและ
สวนทางกันพร้อม ๆ กัน โดยอากาศร้อนจะไหลเข้าห้องท าแห้งท้ังด้านบนและด้านล่าง เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพของการท าแห้ง 

- อุปกรณ์แยกอนุภาคออกจากอากาศ เช่น ไซโคลน (Cyclone) ถุงกรอง (Bag filter) (Patel 
R. P. et al. 2009)  

 การท าแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze drying) 

การท าแห้ งแบบเยือกแข็งหรือ ท่ี เรียกกันว่าไลโอฟิไลเซ ชัน  (Lyophilization) เป็น
กระบวนการท่ีแช่แข็งเพื่อเปล่ียนสถานะจากของเหลวเป็นของแข็ง แล้วท าการระเหิดของแข็งให้
กลายเป็นไอโดยการลดความดันให้ต่ ากว่าจุดทริบเปิล (Triple point) ซึ่งเป็นจุดท่ีสารมีสถานะ
ของแข็ง ของเหลว และแก๊สสมดุลกัน ท าให้ได้ช้ินงานท่ีแห้งและมีความคงรูป 

การท าแห้งแบบเยือกแข็งมีกระบวนการหลัก 2 ขั้นตอน คือ 

1. การแช่เยือกแข็ง (Freezing) เป็นขั้นตอนเปล่ียนสถานะน้ าจากของเหลวให้เป็นของแข็ง
โดยการลดอุณหภูมิลงให้เท่ากับหรือต่ ากว่าอุณหภูมิจุดเยือกแข็ง ในขั้นตอนนี้ความเร็วในการแช่แข็งมี
ผลต่อโครงสร้างของผลิตภัณฑ์ เนื่องจากการแช่แข็งแบบเร็ว เช่น การแช่แข็งแบบลมเป่า การแช่แข็ง
แบบจุ่มในของเหลวเย็นจัด เป็นต้น จะท าให้เกิดผลึกน้ าแข็งขนาดเล็ก ส่วนการแช่แข็งแบบช้า ใช้เวลา
การเกิดผลึกนาน ผลึกน้ าแข็งท่ีได้จึงมีขนาดใหญ่ 

2. การท าแห้ง เป็นขั้นตอนการลดความดันลง เพื่อท าให้ผลึกน้ าแข็งเกิดการระเหยเป็นไอ 
การท าแห้งสามารถแบ่งเป็น 2 ขั้นตอน คือ 

การท าแห้งระยะท่ี 1 (Primary drying) เป็นขั้นตอนลดความดันลง เพื่อระเหิดผลึกน้ าแข็งซึ่ง
เป็นน้ าอิสระ (Free Water) ออกไปจากผิวหน้าและภายในผลิตภัณฑ์ ระยะเวลาท่ีใช้ในการระเหิด
ขึ้นอยู่กับขนาด รูปร่าง และโครงสร้างของผลิตภัณฑ์แต่ละชนิด 

การท าแห้งระยะท่ี 2 (Secondary Drying) หรือท่ีเรียกกันว่า Desorption เป็นขั้นตอนก าจัด
น้ าท่ีอยู่รวมกับสารประกอบด้วยพันธะทางเคมี (Bound Water) ซึ่งไม่แข็งตัวเป็นผลึกเหมือนน้ าอิสระ  
ขั้นตอนนี้จะเกิดขึ้นเมื่อน้ าอิสระระเหิดไปหมดในขั้นตอนการท าแห้งระยะท่ี 1 โดยอุณหภูมิของ
ผลิตภัณฑ์จะเพิ่มสูงขึ้น 20–40 องศาเซลเซียส เนื่องจากไม่มีการใช้ความร้อนแฝงเพื่อระเหิดผลึก
น้ าแข็งแล้ว ความร้อนจึงถ่ายเทสู่ผลิตภัณฑ์โดยตรง 
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ข้อดีของกระบวนท าแห้งแบบเยือกแข็ง คือ ผลิตภัณฑ์ท่ีได้มีรูพรุน และมีโครงสร้างใกล้เคียง
กับตอนเริ่มต้น เมื่อละลายน้ าสามารถคืนตัว (Rehydration) ได้ และยังสามารถใช้กับสารท่ีสลายตัว
ด้วยความร้อนได้ง่าย แต่มีข้อเสียและข้อก าจัด คือ เครื่องท าแห้งแบบเยือกแข็งมีราคาแพงและใช้
พลังงานสูงกว่าการท าแห้งแบบท่ัวไป การท าแห้งแบบเยือกแข็งในแต่ละรอบต้องใช้เวลา 24-72 
ช่ัวโมง นอกจากนี้การเกิดผลึกน้ าแข็งในช้ินงานอาจท าให้ช้ินงานเกิดการฉีกขาดได้  

 ตัวอย่างงานวิจัยท่ีขึ้นรูปไฟโบรอินและเจลาตินส าหรับประยุกต์ใช้ในวิศวกรรมเนื้อเยื่อและ
ระบบน าส่งยา 

 Jetbumpenkul P. และคณะ (2012) ขึ้นรูปโครงสร้างเล้ียงเซลล์จากชีววัสดุ 2 ท่ีมีประจุตรง
ข้ามกัน คือ ไฟโบรอินไหมไทย (SF) และเจลาตินชนิดเอ (GA) ท่ีอัตราส่วนต่าง ๆ โดยไม่ใช้การ    
เช่ือมขวางทางเคมี และเปรียบเทียบกับโครงสร้างเล้ียงเซลล์ SF/GA ท่ีเช่ือมขวางโดยใช้ EDC/NHS 
พบว่าท่ีสภาวะร่างกาย pH 7.4 ไฟโบรอินซึ่งมีค่า pI น้อยกว่า 7 จะแสดงประจุลบ และเจลาตินเอซึ่งมี
ค่า pI มากกว่า 7 จะแสดงประจุบวก ชีววัสดุท้ังสองจึงสามารถอยู่ร่วมกันด้วยแรงทางไฟฟ้าสถิต 
(Electrostatic Blending) และสามารถเกิดการรวมตัวกันได้ดีท่ีสุดเมื่อประจุรวมของชีววัสดุท้ังสอง
เข้าใกล้ศูนย์หรือกล่าวคือมีประจุชนิดตรงข้ามสมดุลกัน ท่ีสภาวะนี้จะมีแรงทางไฟฟ้าสถิตมากท่ีสุด 
โดยพบว่าโครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีอัตราส่วน SF/GA เท่ากับ 50/50 มีค่าศักย์เซต้าเข้าใกล้ศูนย์มากท่ีสุด 
มีเสถียรภาพในน้ า และมีความสามารถในการทนแรงกดได้ดีใกล้เคียงกับโครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีผ่าน
การเช่ือมขวาง นอกจากนี้ยังพบว่าโครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีไม่ผ่านการเช่ือมขวางจะมีอัตราการ  
ย่อยสลายท่ีมากขึ้นเมื่อมีสัดส่วนเจลาตินเป็นองค์ประกอบสูงขึ้น 

Ratanavaraporn J. และคณะ (2014) ขึ้นรูปอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนจากเจลาติน
ชนิดเอและไฟโบรอินไหมไทยเพื่อควบคุมการปลดปล่อยเคอร์คูมินและไพเพอรีน โดยใช้เทคนิค
อิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน พบว่าได้อนุภาคไมโครขนาด 197-217 ไมโครเมตร เมื่อท าการเช่ือมขวาง
ด้วยกลูตารัลดีไฮด์และทดสอบการย่อยสลายทางชีวภาพ พบว่าหลังผ่านไป 14 วัน อนุภาค G ท่ีเช่ือม
ขวางแล้วเกิดการย่อยสลายท้ังหมด อนุภาคไมโคร G/SF ท่ีเช่ือมขวางแล้ว อัตราส่วน 70/30 เหลือ 
80% อัตราส่วน 50/50 และ 30/70 ยังไม่เกิดการย่อยสลาย ส าหรับการควบคุมการปลดปล่อยพบว่า 
SF สามารถกักเก็บเคอร์คูมินและไพเพอรีนได้ดีเนื่องจากเกิดอันตรกิริยาของความไม่ชอบน้ า 
นอกจากนี้ยังพบว่าความสามารถในกักเก็บเคอร์คูมินและไพเพอรีนแบบ dual มีประสิทธิภาพน้อย
กว่าการกักเก็บเคอร์คูมินหรือไพเพอรีนแบบ single เนื่องจากเกิดการแข่งขันกันดูดซับบนอนุภาค   
ไมโคร   

Aramwit P. และคณะ (2015)   ได้ท าการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบคุณสมบัติทางกายภาพ 
คุณสมบัติทางเคมี และพฤติกรรมการปลดปล่อยยาของอนุภาคนาโนจากเจลาตินชนิดเอ (GA) และ
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อนุภาคนาโนจากเจลาตินชนิดบี (GB) โดยท าการขึ้นรูปอนุภาคนาโนด้วยเทคนิคอิมัลชันชนิดน้ าใน
น้ ามัน และท าการเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ พบว่าได้อนุภาคเจลาตินขนาดนาโนท่ีมีรูปร่างไม่
แน่นอน และมีขนาดอนุภาคเฉล่ียประมาณ 576-970 นาโนเมตร เมื่อท าการเช่ือมขวางด้วย 
กลูตารัลดีไฮด์พบว่า GB มีปริมาณร้อยละการเช่ือมขวางมากกว่า GA เนื่องจาก GB มีหมู่อะมิโนอิสระ
มากกว่า ส่งผลท าให้ GB มีอัตราการย่อยสลายช้ากว่า GA ส าหรับการศึกษาการควบคุมการปลดปล่อย
ยาของอนุภาคนาโน โดยใช้เมทิลีนบลู (Methylene blue)  อีโอซิน (Eosin) และเซริซิน (Sericin) 
เป็นโมเดลยาแทนยาท่ีมีประจุบวก ยาท่ีมีประจุลบ และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ตามล าดับ พบว่า
ประสิทธิภาพในการดูดซับสารออกฤทธิ์และร้อยละการบรรจุสารออกฤทธิ์ของเมทิลีนบลูและ  
อีโอซินขึ้นอยู่กับชนิดของเจลาตินท่ีใช้ในการขึ้นรูปเป็นอนุภาค GB ซึ่งมีประจุลบมีความสามารถใน
การกักเก็บเมทิลีนบลูท่ีมีประจุบวกได้ดีกว่า GA (ประสิทธิภาพในการดูดซับและร้อยละการบรรจุ 
92% และ 46% ตามล าดับ ) ส่วนอีโอซินซึ่ งมีประจุลบถูกกักเก็บใน  GB ท่ีมีประจุลบได้น้อย 
(ประสิทธิภาพในการดูดซับและร้อยละการบรรจุ 25% และ 12% ตามล าดับ) อย่างไรก็ตามพบว่า 
เซริซินท่ีมีประจุลบเหมือนกันกับอีโอซิน แต่กลับมีถูกกักเก็บใน GB ท่ีมีประจุลบเหมือนกันได้ดีกว่า GA 
ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากขนาดของโมเลกุลเซริซิน (25-150 กิโลดาลตัน) มีขนาดใหญ่กว่าโมเลกุลของ
เมทิลีนบลูและอีโอซิน (319 และ 691 ดาลตัน ตามล าดับ) ท าให้แรงทางไฟฟ้าสถิต (Electrostatic 
interaction) ไม่ใช่กลไกหลักในการกักเก็บเซริซินในอนุภาคนาโน  

 Lerdchai K. และคณะ (2015) ขึ้นรูปโครงสร้างความพรุนสูง (Sponges) จากไฟโบรอินและ
เจลาตินด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง แล้วเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ เพื่อใช้ในการ
ควบคุมการปลดปล่อยเคอร์คูมินและดีเอชเอส าหรับรักษาโรคมะเร็ง พบว่าปริมาณของ SF ซึ่งเป็น
ส่วนท่ีไม่ชอบน้ าในโครงสร้างความพรุนสูงมีผลต่ออัตราการย่อยสลาย การกักเก็บและปลดปล่อยของ
ยาท่ีไม่ละลายน้ า โครงสร้างความพรุนสูง SF/G ท่ีเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์แล้วสามารถกักเก็บ
เคอร์คูมิน ดีเอชเอ เคอร์คูมินและดีเอชเอได้อย่างมีประสิทธิภาพ โครงสร้างความพรุนสูง  SF/G 
อัตราส่วน 50/50 เกิดการเช่ือมขวางได้ดี มีอัตราการย่อยสลายช้า ส่งผลให้มีอัตราการปลดปล่อยช้า
ท่ีสุด 

ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาและพัฒนากระบวนการขึ้นรูปอนุภาค ผ่านกระบวนการ
ขึ้นรูปแบบใหญ่ไปเล็ก โดยการขึ้นรูปแผ่นไฮโดรเจลด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง แล้วบดให้
เป็นอนุภาค เพื่อเปรียบเทียบกับวิธีการขึ้นรูปแบบเก่าซึ่งขึ้นรูปด้วยเทคนิคอิมัลชัน 
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ตาราง 2.3 การเปรียบเทียบการขึ้นรูปแบบอิมัลชัน (Ratanavaraporn, Kanokpanont et al. 
2014) และแบบจาก Top-down 

หัวข้อ วิธีการข้ึนรูปแบบอิมัลชัน วิธีการข้ึนรูปแบบ Top-down 

เทคนิคท่ีใช้ในการ
ขึ้นรูป 

อิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง 
แล้วบดให้เป็นอนุภาค 

การเช่ือมขวาง เช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ เช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ 
เครื่องมือท่ีใช้ เครื่องฮอโมจีไนซ์ , เครื่องท าแห้ง

แบบเยือกแข็ง , เครื่องปั่นเหวี่ยง , 
ตู้เย็น -40 oC 

เครื่องท าแห้งแบบเยือกแข็ง,  
ตู้เย็น -40 oC 

รูปร่างของอนุภาค ค่อนข้างกลม รูปร่างไม่แน่นอน 
ขั้นตอนการขึ้นรูป 
 

- เตรียมสารละลายผสมไฟโบรอิน
ไหมไทยผสมเจลาติน (1 ชม.) 
- ท าให้เกิดเป็นอิมัลชัน ลดอุณหภูมิ
เป็น 4oC เพื่อให้เจลาตินเกิดการ
เจล  
- ล้างน้ ามันออกโดยการปั่นเหวี่ยง
ในอะซิโตนท่ี 4oC 
- แยกขนาดอนุภาคด้วยตะแกรงคัด
แยก แล้วทิ้งให้แห้งท่ี 4oC 
- เช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ ท่ี 
4oC ในท่ีมืด (เวลา 20 ชม.) 
- แช่ในไกลซีน แล้วล้างด้วยน้ า
ปราศจากไออน (4 ชม.) 
- แช่ในตู้เย็น -40 oC (1 คืน) 
- ท าแห้งแบบเยือกแข็ง (72 ชม.) 

- เตรียมสารละลายผสมไฟโบรอินไหม
ไทยผสมเจลาติน 
- เช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ 
- ขึ้นรูปไฮโดรเจลแล้วน าไปแช่ในตู้เย็น 
-40 oC (1 คืน) 
- ท าแห้งแบบเยือกแข็ง (72 ชม.) 
-บดอนุภาคด้วยเครื่องปั่น 
- แยกขนาดอนุภาคโดยใช้ตะแกรงคัด
แยก 
- แ ช่ ใน ไ กลซี น  แ ล้ ว ล้ า ง ด้ ว ยน้ า
ปราศจากไออน (4 ชม.) 
- แช่ในตู้เย็น -40 oC (1 คืน) 
- ท าแห้งแบบเยือกแข็ง (72 ชม.) 

ระยะเวลาในการ
ขึ้นรูปโดยประมาณ 

109 ชม. 175 ชม. 
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หัวข้อ วิธีการข้ึนรูปแบบอิมัลชัน วิธีการข้ึนรูปแบบจากใหญ่ไปเล็ก 

ข้อดี - อนุภาคมีรูปร่างค่อนข้างกลม 
- มีวิธีการขึ้นรูปง่าย 
 

- ไม่ใช้สารละลายอินทรีย์ในการผลิต 
- มีวิธีการขึ้นรูปง่าย 
- ผ ลิ ตภั ณฑ์ ท่ี ไ ด้ มี รู พ รุ น  แ ล ะ มี
โครงสร้างใกล้เคียงกับตอนเริ่มต้น 

ข้อเสีย - ต้องขึ้นรูปท่ีอุณหภูมิ 4 oC 
- ใ ช้อะซิ โตน ในการ ล้างน้ ามั น
จ านวนมาก 
- กลูตารัลดีไฮด์มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์  หากล้างกลูตารัลดีไฮ ด์ ท่ี
ตก ค้างอยู่ ไ ม่ หมดอาจเกิ ดการ
ระคายเคืองได้ 
- ยากต่อการพัฒนาเพื่อผลิตใน
อุตสาหกรรม มีปัญหาการควบคุม
ขนาดและการกระจายขนาดของ
อนุภาค และการท าซ้ าให้ได้ขนาด
เท่าเดิม 

- ได้อนุภาคมีรูปร่างไม่แน่นอน 
- ผ่านกระบวนการท าแห้งแบบเยือก
แข็ง 2 ครั้ง 
- กลูตารัลดีไฮด์มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์ หากล้างกลูตารัลดีไฮด์ท่ีตกค้าง
อยู่ไม่หมดอาจเกิดการระคายเคืองได้ 
- ใช้เวลาในการผลิตนาน 

 
2.4 การพัฒนาคุณสมบัติของชีววัสดุด้วยวิธีการเชื่อมขวาง (Crosslinking) 

การเช่ือมขวาง คือ การสร้างพันธะระหว่างหมู่ฟังก์ชัน 2 หมู่ท่ีอยู่ภายในสายโซ่หรือระหว่าง
สายโซ่โมเลกุลของพอลิเมอร์ ท าให้พอลิเมอร์มีคุณสมบัติเปล่ียนแปลงไป มีคุณสมบัติเชิงกลท่ีดีและมี
เสถียรภาพมากขึ้น ส่งผลให้พอลิเมอร์มีอัตราการย่อยสลายช้าลง และยังช่วยลดคุณสมบัติละลายน้ า
ของพอลิเมอร์ การเช่ือมขวางเป็นหนึ่งในวิธีท่ีนิยมใช้ในการปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพ  และทาง
ชีวภาพของพอลิเมอร์ให้ดีขึ้น เพื่อท าให้พอลิเมอร์มีคุณสมบัติตามท่ีต้องการ  เหมาะสมในการน าไป
ประยุกต์ใช้งานต่าง ๆ วิธีการเช่ือมขวางมีหลากหลายวิธี โดยสามารถแบ่งประเภทของการเช่ือมขวาง
เป็น 2 ประเภทหลัก ๆ ได้ดังนี้ 

• การเชื่อมขวางทางกายภาพ (Physical crosslinking)  

การเช่ือมขวางทางกายภาพ  เช่น การเช่ือมขวางด้วยความร้อน (Dehydrothermal 
crosslinking, DHT) การเช่ือมขวางด้วยรังสีอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet crosslinking, UV) และ
การเช่ือมขวางด้วยการฉายรังสีแกมมา (Gamma radiation crosslinking) เป็นต้น ท าให้เกิดแรง 
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แวนเดอวาลล์ พันธะไฮโดรเจน แรงระหว่างประจุ หรือแรงไฮโดรโฟบิก ระหว่างสายพอลิเมอร์เกิดเป็น
โครงร่างแหสามมิติ (Yuichi Ohya, Akihiro Takahashi et al. 2012)  

การเชื่อมขวางด้วยความร้อน (Dehydrothermal crosslinking, DHT) 
การเช่ือมขวางด้วยความร้อนท าได้โดยลดความดันของระบบให้อยู่ในสภาวะสูญญากาศ จาก 

นั้นค่อย ๆ เพิ่มอุณหภูมิสูงกว่า 90 องศาเซลเซียส เพื่อให้ก าจัดโมเลกุลน้ า (Dehydration) ออกจาก
ช้ินงาน โดยผ่านปฏิกิริยาการควบแน่น (Condensation reaction) ระหว่างหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) 
และหมู่อะมิโน (-NH2) อิสระเกิดเป็นหมู่เอไมด์ หมู่ไฮดรอกซิล (-OH) และหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) 
เกิดเป็นหมู่เอสเตอร์ การก าจัดน้ าออกจากโมเลกุลท าให้เกิดการเช่ือมขวางระหว่างสายพอลิเมอร์ ซึ่ง
ส่งผลให้พอลิเมอร์มีสมบัติทางกลและมีเสถียรภาพมากขึ้น ย่อยสลายได้ช้าลง แต่อย่างไรก็ตามพบว่า
การเช่ือมขวางด้วยความร้อนสามารถเกิดได้เฉพาะหมู่ฟังก์ชันท่ีอยู่บริเวณใกล้เคียงกันเท่านั้น 
นอกจากนี้ยังพบว่าปริมาณและความหนาแน่นในการเช่ือมขวางของพอลิเมอร์ ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิและ
ระยะเวลาท่ีใช้ (Ozeki and Tabata 2005) 

การเช่ือมขวางทางด้วยวิธีนี้ได้รับความสนใจและเป็นท่ีนิยมใช้ในงานทางชีวการแพทย์ เนื่อง 
จากสะดวก ท าได้ง่าย ไม่จ าเป็นต้องใช้สารเคมีในการเช่ือมขวาง ท าให้ไม่เกิดผลข้างเคียงและความ
เป็นพิษต่อเซลล์จากสารเคมีท่ีใช้ และยังเป็นการช่วยลดต้นทุนเนื่องจากไม่ต้องผ่านกระบวนการก าจัด
สารเคมีก่อนน าไปใช้งาน แต่มีข้อเสีย คือ ยากต่อการควบคุมกระบวนการในการเช่ือมขวาง ปริมาณ
และความหนาแน่นท่ีเกิดการเช่ือมขวางค่อนข้างน้อย และอาจท าให้พอลิเมอร์บางส่วนเกิดการ       
เสียสภาพได้ 

• การเชื่อมขวางทางเคมี (Chemical crosslinking)  

การเช่ือมขวางทางเคมี เป็นการเช่ือมขวางโดยใช้สารเคมี เพื่ อ เป็นสารเช่ือมขวาง 
( Crosslinking agent) ตั ว อ ย่ า ง เ ช่ น  ก ลู ต า รั ล ดี ไ ฮ ด์  ( Glutaraldehyde) ฟ อ ร์ ม า ล ดี ไ ฮ ด์  
(Formaldehyde) คาร์ โ บ ไ ด ไ อ ไม ด์  ( Carbodiimides) หรื อสารประกอบอิ พอกซี  ( Epoxy 
compound) เป็นต้น สารเคมีท่ีเติมลงไปจะเป็นตัวกลางในการเช่ือมขวางโดยท าปฏิกิริยาเคมีเ ช่ือม
หมู่ฟังก์ชันของสายโซ่พอลิเมอร์เข้าด้วยกันด้วยพันธะโควาเลนต์ ซึ่งเป็นพันธะท่ีมีความแข็งแรง ท าให้
ได้พอลิเมอร์ท่ีมีลักษณะเป็นโครงร่างตาข่าย ข้อดีของการเช่ือมขวางทางเคมี คือ สามารถควบคุม
ปริมาณและความหนาแน่นของการเช่ือมขวางได้ดีกว่าการเช่ือมขวางทางกายภาพ ส่งผลให้สามารถ
ออกแบบพอลิเมอร์ให้มีสมบัติตรงตามความต้องการในการน าไปใช้งาน แต่มีข้อเสีย คือ สารเคมีท่ีใช้
ในการเช่ือมขวางมักเป็นพิษต่อเซลล์ และก่อนน าพอลิเมอร์ไปใช้งานต้องมีกระบวนการก าจัดสร้างเคมี
ออกจากพอลิเมอร์ 
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การเชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ (Glutaraldehyde crosslinking) 
 การเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์เป็นท่ีนิยมใช้ในการเช่ือมขวาง เนื่องจากกลูตารัลดีไฮด์มี
ราคาไม่แพง สามารถท าการเช่ือมขวางได้ง่ายและรวดเร็ว และมีประสิทธิภาพในการเช่ือมขวางสูง  
กลูตารัลดีไฮด์ประกอบด้วยคาร์บอน 5 อะตอมต่อกันเป็นสายโซ่ตรง และมีหมู่แอลดีไฮด์ 2 หมู่อยู่ท่ี
ปลายท้ังสองข้าง ในการเกิดการเช่ือมขวางหมู่แอลดีไฮด์ (Aldehyde; -CHO) ของ กลูตารัลดีไฮด์
สามารถ เกิ ดปฏิกิ ริ ยากับหมู่ ฟั ง ก์ ชันแตก ต่างกันไ ด้หลายหมู่  อา ทิ เ ช่น  หมู่ คาร์ บอกซิล           
(Carboxyl; -COOH) หมู่ไฮดรอกซิล (Hydroxyl; -OH) หมู่ เอมีน (Amine; -NH2) และหมู่ เอไมด์ 
(Amide; -COONH2) ส าหรับการเช่ือมขวางระหว่างหมู่แอลดีไฮด์ของกลูตารัลดีไฮด์กับหมู่เอมีนเกิด

จากปฏิกิริยาการเพิ่มนิวคลิโอไฟล์ (Nucleophilic addition) ของหมู่เอปซิลอน-อะมิโน (ε-amino) 
ของไลซีน (Lysine; Lys) และไฮดรอกซีไลซีน (Hydroxylysine; Hyl) หรือหมู่อะมิโนของกรดอะมิโน
ปลายเอ็น (N-terminal amino acid) ท่ีไม่ยังไม่เกิดการรับโปรตอน ไปยังคาร์บอนิล (Carbonyl; 
C=O) ของหมู่แอลดีไฮด์เกิดเป็นคาร์บิโนลามีน (Carbinolamine) ซึ่งมีโครงสร้างไม่เสถียร หมู่       
ไฮดรอกซิลจะถูกโปรโตเนต โดยรับโปรตอนและปลดปล่อยน้ าออกมาเกิดชิฟฟ์เบส (Schiff-bases) 
(Schrieber and Gareis 2007)  ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 

 
รูป 2.2 กลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่างหมู่คาร์บอนิลของแอลดีไฮด์และหมู่เอมีนของกรด   

อะมิโนไลซีนเกิดเป็นชิฟฟ์เบส (Farris, Song et al. 2010) 
 

ข้อเสียของการท าการเช่ืองขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ คือ กลูตารัลดีไฮด์มีความเป็นพิษต่อเซลล์ 
จึงจ าเป็นต้องก าจัดกลูตารัลดีไฮด์ส่วนเกินออกโดยใช้ไกลซีน กลูตารัลดีไฮด์ท่ีตกค้างอยู่จะไปจับกับ
หมู่อะมิโนของไกลซีนแทน หากล้างกลูตารัลดีไฮด์ท่ีตกค้างอยู่ไม่หมดอาจเกิดการระคายเคืองได้  
หลังจากเช่ือมขวางแผ่นไฮโดรเจลจะถูกล้างด้วยสารละลายไกลซีน (Glycine) ความเข้มข้น 0.1       
โมลาร์ เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง เพื่อก าจัดสารกลูตารัลดีไฮด์ท่ีตกค้าง ไกลซีนเป็นสวิทเทอร์ไอออน 
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(Zwitterion) และเมื่อไกลซีนเกิดปฏิกิริยากับกลูตารัลดีไฮด์เกิดเป็นสารประกอบท่ีไม่ระเหย 
(Johnson 1993) 

ในการศึกษาการเช่ือมขวางของคอลลาเจนด้วยสารท่ีมีหมู่แอลดีไฮด์ 1 หมู่ คือ ฟอร์มาลดีไฮด์ 
และสารท่ีมีหมู่แอลดีไฮด์ 2 หมู่ท่ีมีคาร์บอน 2-6 อะตอม คือ ไกลออกซอล (Glyoxal) มาลอนไดแอ็ล
ดี ไ ฮ ด์  ( Malondialdehyde) ซั ค ซิ น แ อ ล ดี ไ ฮ ด์  (Succinaldehyde) ก ลู ต า รั ล ดี ไ ฮ ด์  แ ละ 
Adipaldehyde  พบว่ากลูตารัลดีไฮด์มีประสิทธิภาพในการเช่ือมขวางมากท่ีสุด (Bowes and Cater 
1968) 

Esposito E. และคณะ (1996) ได้ท าการศึกษาผลของการเช่ือมขวางด้วยความร้อนต่อสมบัติ
ทางเคมี และทางกายภาพของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน โดยขึ้นรูปอนุภาคจากเจลาตินด้วย
เทคนิคอิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน (Water in oil emulsion) และใช้ Tween 85 และ Span 85 เป็น
สารลดแรงตึงผิว (Surfactant) เมื่อท าการเช่ือมขวางด้วยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1, 3 และ 5 วัน พบว่าอนุภาคทรงกลมท่ีได้มีสีน้ าตาล ความสามารถในการละลายและการ
บวมตัวของอนุภาคลดลง และมีพื้นท่ีผิวจ าเพาะ (Specific surface) ซึ่งเป็นพื้นท่ีผิวต่อหน่วยมวล 
มากขึ้นเนื่องจากอนุภาคมีรูพรุนมากขึ้น นอกจากนี้เมื่อศึกษาการปลดปล่อยยาของอนุภาคทรงกลม
พบว่า อนุภาคท่ีผ่านการเช่ือมขวางด้วยความร้อนสามารถปลดปล่อยตัวยาได้ดีกว่าอนุภาคท่ีไม่ผ่าน
การเช่ือมขวาง ซึ่งมีสาเหตุมาจากการเช่ือมขวางด้วยความร้อนท าให้อนุภาคมีความหนาแน่นของ      
เจลาตินเมทริกซ์ลดลง 

Vandelli M.A. และคณะ (2001) ได้ท าการศึกษาผลของความเข้มข้นของด้วยกลูตารัลดีไฮด์ 
(0.5, 1 และ 2 %w/v) และเวลาท่ีใช้ในการเช่ือมขวาง (1 และ 24 ช่ัวโมง) ต่อรูปร่าง ขนาด และการ
พองตัว (Swelling) ของอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนจากเจลาตินเพื่อเป็นตัวน าส่งโคลนิดีน    ไฮโดร
คลอไรด์ (Clinidine hydrochloride) พบว่าหลังจากการเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์แล้ว อนุภาค
ทรงกลมขนาดไมครอนมีหมู่อะมิโนอิสระน้อยลง โดยเมื่อใช้ความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์และเวลาใน
การเช่ือมขวางเพิ่มมากขึ้นจะมีร้อยละการเช่ือมขวางมากยิ่งขึ้น ความสามารถในการพองตัวและการ
ปลดปล่อยยาจะลดลง  แต่ไม่มีผลต่อขนาดของอนุภาค นอกจากนี้ยังพบว่าการเช่ือมขวางด้วยกลู
ตารัลดีไฮด์เป็นการเพิ่มประสิทธิภาพในการปลดปล่อยยาแบบออกฤทธิ์นาน (Sustained release) 
โดยอนุภาคท่ีเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ 0.5 %w/v เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สามารถลดความดันโลหิต
ได้นาน 52-72 ช่ัวโมง 

 Ratanavaraporn J. และคณะ (2010) ได้ท าการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบวิธีการเช่ือมขวางทาง
กายภาพและการเช่ือมขวางทางเคมีของเส้นใยจากเจลาตินชนิดเอ (GA) และชนิดบ ี(GB) ท่ีขึ้นรูปด้วย
เทคนิคการปั่นแบบไฟฟ้าสถิต พบว่าการเช่ือมขวางแต่ละวิธีมีผลต่อโครงสร้างของเส้นใยและมีร้อยละ
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การเช่ือมขวางท่ีแตกต่างกัน การเช่ือมขวางทางกายภาพ เช่น การใช้ความร้อน (DHT) และการใช้
พลาสมา (PLAS) มีร้อยละการเช่ือมขวางน้อยกว่าการเช่ือมขวางทางเคมี เนื่องจากเกิดได้เฉพาะพื้นท่ี
ผิ ว ข อ ง เ ส้ น ใ ย  ใ น ง าน วิ จั ย นี้ พบ ว่ า ก า ร เ ช่ื อม ข ว า ง ด้ ว ย  PLAS ท า ใ ห้ เ กิ ด แ ร ดิ คั ล ท่ี ว ง 
อะโรมาติกของกรดอะมิโน เช่น ไทโรซีน ฟีนิลอะลานีน ของเจลาติน ท าให้เกิดการเช่ือมขวางขึ้น และ
เมื่อใช้เทคนิค DHT ร่วมกับ PLAS พบว่า GA มีร้อยละการเช่ือมขวางมากขึ้น ในขณะท่ี GB ไม่มีการ
เปล่ียนแปลง การใช้เทคนิคการเช่ือมขวางทางกายภาพร่วมกันกับทางเคมี เช่น ใช้ DHT ร่วมกับการ
เ ช่ือมขวาง ด้วยสารเคมี  เ ช่น  1 -Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) /  
N- Hydroxysuccinimide (NHS)  หรือกลูตารัลดีไฮด์ จะท าให้เกิดการเช่ือมขวางท้ังท่ีพื้นผิวและ  
เนื้อในของเส้นใยเจลาติน นอกจากนี้เส้นใย GB ซึ่งมีหมู่คาร์บอกซิลมากกว่า GA เมื่อท าการเช่ือมขวาง
ด้วย EDC/NHS ซึ่งท าปฏิกิริยาระหว่างหมู่อะมิโนกับหมู่คาร์บอกซิลมา จะมีร้อยละการเช่ือมขวางสูง 
เมื่อท าการศึกษารูปสัณฐานของเส้นใย พบว่าหลังผ่านการเช่ือมขวางด้วย DHT PLAS หรือ 
DHT/PLAS พื้นผิวของเส้นใยจะเกิดการหลอมละลาย ขณะท่ีด้านในของเส้นใยไม่มีการเปล่ียนแปลง 
การเช่ือมขวางทางโดยใช้เทคนิคการท าแห้งแบบพ่นฝอยถูกพัฒนาขึ้นเพื่อเพิ่มการพองตัวของเส้นใย
และลดการละลายในขณะท าการเช่ือมขวางทางเคมี และเมื่อทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย 
พบว่าเส้นใยท่ีเช่ือมขวางด้วย DHT มีอัตราการย่อยสลายเร็วที่สุด การใช้เทคนิค DHT ร่วมกับการใช้
สารเคมีช่วยลดอัตราการย่อยสลาย และยังพบว่า GB มีอัตราการย่อยสลายช้ากว่า GA  หลังผ่านไป 
210 นาที GA มีร้อยละน้ าหนักลดลง 80-90% ในขณะท่ี GB มีประมาณ 70-80% 

Lerdchai K. และคณะ (2015) ขึ้นรูปโครงสร้างความพรุนสูง (Sponges) จากไฟโบรอินและ
เจลาตินด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง แล้วเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ เพื่อใช้ในการ
ควบคุมการปลดปล่อยเคอร์คูมินและดีเอชเอส าหรับรักษาโรคมะเร็ง พบว่าการเช่ือมขวางด้วย 
กลูตารัลดีไฮด์ช่วยลดการละลายน้ าของเจลาติน และเพิ่มความเสถียรของโครงสร้างความพรุนสูง 
ถึงแม้ว่า SF/G มีร้อยละเช่ือมขวาง 33-88% แต่ก็ยังคงสามารถเกิดการย่อยสลายได้เองทางชีวภาพ
และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 

 
2.5 กระดูก (Bone) 

กระดูกเป็นอวัยวะท่ีมีโครงสร้างแข็งภายในร่างกายของสัตว์มีกระดูกสันหลัง ในมนุษย์ท่ี     
โตเต็มวัยมีกระดูก 213 ช้ิน (ไม่รวมกระดูกในกล้ามเนื้อ) หน้าท่ีของกระดูก คือ เป็นโครงสร้างค้ าจุน
ร่างกาย ป้องกันอวัยวะภายในท่ีส าคัญจากอันตรายและการกระทบกระเทือน เป็นจุดยึดเกาะของ
กล้ามเนื้อและเอ็นท าให้ร่างกายสามารถเคล่ือนไหวในรูปแบบต่าง  ๆ ได้ สะสมแร่ธาตุและ                
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โกรทแฟคเตอร์ (Growth Factor) รักษาสมดุลของแร่ธาตุและสภาวะกรดเบสในร่างกาย นอกจากนี้
ยังเป็นแหล่งสร้างเซลล์เม็ดเลือดอีกด้วย (Taichman 2005) 

 
2.5.1 ชนิด ประเภท และโครงสร้างของกระดูก 

กระดูกแบ่งตามลักษณะและรูปร่างของกระดูกได้ 4 ชนิด คือ กระดูกทรงกระบอก (Tubular 
bone) หรือกระดูกยาว (Long bone) เป็นกระดูกแข็ง ท่ีมีรูปร่างยาว เช่น กระดูกต้นแขน         
กระดูกต้นขา และกระดูกแข้ง กระดูกส้ัน (Short bone) เป็นกระดูกแข็งท่ีมีรูปร่างส้ัน เช่น กระดูก
ข้อมือ และกระดูกข้อเท้า กระดูกแบน (Flat bone) เป็นกระดูกแข็งท่ีมีรูปร่างแบน เช่น กะโหลก
ศีรษะ และกระดูกสะบัก และกระดูกท่ีมีรูปร่างอื่น ๆ (Irregular bone) เป็นกระดูกแข็งท่ีมีลักษณะ
และรูปร่างไม่แน่นอน เช่น กระดูกสันหลัง และกระดูกใบหน้า เป็นต้น และหากแบ่งกระดูกตาม
ลักษณะของเนื้อกระดูก สามารถแบ่งได้ 2 ชนิด คือ กระดูกเนื้อแน่น (Compact bone) เป็นกระดูกท่ี
มีลักษณะแน่นและแข็ง มีช่องว่างของเนื้อกระดูกน้อยมาก ลักษณะภายนอกมีสีขาวหรือเหลืองอ่อน 
ภายในประกอบด้วยวงเรียงเป็นช้ันๆ (Lamellae) ล้อมรอบช่องฮาเวอร์เซียน (Haversian หรือ 
Central canal) ซึ่งเป็นท่อยาวขนานตามความยาวของกระดูกแข็ง และเป็นท่ีอยู่ของหลอดเลือด 
เส้นประสาทและท่อน้ าเหลืองท่ีมาเล้ียงกระดูก เนื้อกระดูกอีกชนิด คือ กระดูกพรุน (Spongy bone) 
เป็นกระดูกท่ีมีลักษณะเป็นรูพรุนคล้ายฟองน้ า เนื่องจากมีช้ินกระดูกเล็ก ๆ ท่ีมีลักษณะเป็นแท่งท่ี
เรียกว่า Trabeculae ประสานต่อกันเป็นร่างแหโดยมีช่องว่างแทรกอยู่ เนื้อกระ ดูกในแต่ละ 
Trabeculae จะมีการเรียงเป็นวงเรียงเป็นช้ัน ๆ เช่นเดียวกับกระดูกเนื้อแน่น แต่ไม่เป็นระเบียบนัก 
เนื่องจาก Trabeculae มีขนาดเล็ก การจัดเรียงตัวของ Trabeculae ไม่เป็นระเบียบ แต่มีการจัดเรียง
ตัวในแนวที่สามารถช่วยรับแรงหรือน้ าหนักได้ (Soames 1995) 

 
รูปท่ี 2.3 โครงสร้างภายในของกระดูกแบบเนื้อแน่นและกระดูกพรุนในกระดูกแบบยาว 

(Soames 1995) 
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2.5.2 องค์ประกอบของกระดูก 

กระดูกมีส่วนท่ีเป็นเนื้อกระดูก (Bone matrix) คิดเป็นร้อยละ 90 ของปริมาตรกระดูก
ท้ังหมด เนื้อกระดูกมีองค์ประกอบส าคัญ 2 ส่วน คือ เซลล์กระดูกและเนื้อเยื่อกระดูก 

2.5.2.1 เซลล์กระดูก (Bone cell) 
เซลล์กระดูกเป็นองค์ประกอบร้อยละ 10 ของปริมาตรกระดูกท้ังหมด โดยเซลล์กระดูก

ประกอบด้วยเซลล์สร้ างกระดูก ไ ด้แก่  เซลล์ออสติโอโปร จินิ เตอร์  (Osteoprogenitors)  
เซลล์ออสติโอบลาสต์ (Osteoblast) เซลล์ออสติโอไซต์ (Osteocytes) และเซลล์สลายกระดูก ได้แก่ 
เซลล์ออสติโอคลาสต์ (Osteoclast) (Clarke 2008) 

- เซลล์ออสติโอโปรจินิเตอร์ เป็นเซลล์ต้นก าเนิดกระดูกซึ่งเจริญมาจาก Embryonic 
mesenchymal cells เซลล์ออสติโอโปรจินิเตอร์พบได้ท่ัวไปภายในกระดูก เมื่อเซลล์ถูกกระตุ้นด้วย
โกรทแฟคเตอร์ เช่น Bone morphogenetic proteins; BMPs จะเกิดการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนและ
เจริญพัฒนาเปล่ียนแปลง (Differentiate) ไปเป็นเซลล์ออสติโอบลาสต์เพื่อสร้างเนื้อเยื่อกระดูกขึ้น
ใหม่ และซ่อมแซมเนื้อกระดูกส่วนท่ีถูกท าลายหรือแตกหัก 

-  เซล ล์ออสติ โอบลาสต์ เป็น เซลล์สร้ า ง เนื้ อกระ ดูก ท่ี เ จริญพัฒนามาจาก เซล ล์ 
ออสติโอโปรจินิเตอร์ เซลล์ชนิดนี้มักพบตามบริเวณขอบของเนื้อกระดูก โดยมีลักษณะเป็นรูปทรง
ส่ีเหล่ียมคล้ายลูกบาศก์เรียงตัวชิดกันเป็นแถว เซลล์ออสติโอบลาสต์มีหน้าท่ีสร้าง ล าเลียง และจัดเรียง
โปรตีนของเนื้อกระดูก เนื่องจากเซลล์มีตัวรับ (Receptor) ของโปรตีนหลายชนิดอยู่บนผิวเซลล์ และ
สามารถสร้างโปรตีนท่ีเรียกว่า ออสติออยด์ (Osteoid) ซึ่งสามารถเกิดการสะสมสารอนินทรีย์จน
กลายเป็นเนื้อกระดูกได้ นอกจากนี้เซลล์ยังสามารถสร้างเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเทส (Alkaline 
phosphatase) ซึ่งมีส่วนเกี่ยวข้องกับการสร้างเนื้อกระดูก  

-เซลล์ออสติโอไซต์เป็นเซลล์กระดูกท่ีเจริญเต็มท่ีแล้ว มีออร์แกเนลล์ในไซโตพลาซึมน้อย แต่มี
นิวเคลียสนาดใหญ่ เซลล์ออสติโอไซต์เป็นเซลล์กระดูกท่ีมีมากท่ีสุดท าหน้าท่ีในการควบคุมระดับ
แคลเซียม และสารอื่น ๆ นอกเซลล์อื่น โดยเซลล์ชนิดนี้ เจริญพัฒนาเปล่ียนแปลงมาจากเซลล์ 
ออสติโอบลาสต์ท่ีสร้างเนื้อกระดูกจนล้อมรอบตัวเซลล์เหลือเป็นช่องท่ีเซลล์อาศัยอยู่เรียกว่าลากูนา 
(Lacuna) และแต่ละลากูนามีช่องทางเล็ก ๆ ท่ีเรียกว่าคานาลิคูไล (Canaliculi) เพื่อให้แขนงเซลล์
แทรกเข้าไปเพื่อน าส่งสารอาหาร ออกซิเจน ติดต่อส่ือสารและแลกเปล่ียนระหว่างเซลล์  

-เซลล์ออสติโอคลาสต์เป็นเซลล์สลายกระดูกท่ีเจริญมาจากเซลล์ต้นก าเนิดโมโนไซต์ 
(Monocyte stem cells) เซลล์ชนิดนี้เป็นเซลล์ท่ีมีขนาดใหญ่และมีหลายนิวเคลียส โดยมีหน้าท่ี
ส าคัญในกระบวนการก่อรูปกระดูก (Bone remodeling) เซลล์ออสติโอคลาสต์สามารถสังเคราะห์ 
Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) ซึ่งเป็นเอนไซม์ในการกร่อนเนื้อกระดูก ท าให้
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กระดูกมีรูปร่างและลักษณะท่ีเหมาะสม นอกจากนี้กระบวนการนี้ยังท าให้เกิดการน าแคลเซียมออกสู่
กระแสเลือดอีกด้วย (Buckwalter, Glimcher et al. 1995) 

2.5.2.2 เนื้อเยื่อกระดูก (Osseous tissue) 
เนื้อเยื่อพื้นฐานของกระดูกเป็นเนื้อเยี่อเกี่ยวพันพิเศษ เรียกว่า เนื้อเยื่อกระดูก (Osseous 

tissue) มีองค์ประกอบส าคัญ 4 ชนิด คือ สารอนินทรีย์หรือแร่ธาตุต่าง ๆ ร้อยละ 50-70 สารอินทรีย์
ร้อยละ 20-40 น้ าร้อยละ 5-10 และไขมันน้อยกว่าร้อยละ 3 (Clarke 2008) ส าหรับในส่วนของ
สารอนินทรีย์และแร่ธาตุมีองค์ประกอบหลัก  คือ ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Hydroxyapatite; HAp, 
Ca10(PO4)6(OH)2) และมีคาร์บอเนต แมกนีเซียม โซเดียม และกรดฟอสเฟตในปริมาณเล็กน้อย และ
ในส่วนท่ีเป็นสารอินทรีย์มี คอลลาเจน ชนิด I (Collagen type I) เป็นองค์ประกอบหลักประมาณร้อย
ละ 90 ท่ี เหลือเป็นโปรตีนอื่นๆ ท่ี ไม่ ใช่คอลลาเจน เช่น โปรตีโอไกลแคน (Proteoglycan)  
ไกลโคโปรตีน (Glycoprotein) และโกรทแฟคเตอร์ (Buckwalter, Glimcher et al. 1995) 

 
2.5.3 การสร้างกระดูก (Bone formation) 

 กระบวนการสร้างกระดูกสามารถแบ่งเป็น 2 รูปแบบ ได้แก่ การสร้างกระดูกแบบ 
เอนโดคอนดรอล (Endochondral ossification) และการสร้างกระดูกแบบอินทราเมมเบรนัส 
(Intramembranous ossification) 

- การสร้างกระดูกแบบเอนโดคอนดรอลเป็นการสร้างเนื้อกระดูกท่ีมีกระดูกอ่อน (Cartilage) 
เป็นต้นแบบ แล้วเปล่ียนแปลงกระดูกอ่อนให้เป็นกระดูก โดยเริ่มจากเซลล์คอนโดรคลาสท์ 
(Chondroclasts) ซึ่งเป็นเซลล์สลายกระดูกอ่อน มีการเจริญเพิ่มจ านวนและมีขนาดใหญ่ขึ้น        
คอนโดรคลาสท์จะสลายกระดูกอ่อนเกิดช่องว่าง กลุ่มเซลล์ออสติโอโปรจินิเตอร์เข้าไปแทนท่ีใน
ช่องว่าง และเกิดการพัฒนาเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ออสติโอบลาสท์ซึ่งเป็นเซลล์สร้างกระดูก ถือว่าเป็น
กระดูกปฐมภูมิ (Primary bone) ขณะท่ีศูนย์กลางของการสร้างกระดูกปฐมภูมิขยายมายังปลายสอง
ข้างของกระดูกยาว ท่ีปลายท้ังสองของกระดูกจะถูกสลายโดยเซลล์ออสติโอคลาสต์ซึ่งเป็นเซลล์สลาย
กระดูก กระดูกทุติยภูมิ (Secondary bone)  จะถูกสร้างมาแทนท่ี การสร้างกระดูกท้ังปฐมภูมิและ
ทุติยภูมิจะด าเนินต่อไปจนกระท่ังสร้างกระดูกมาบรรจบกันท่ีแนวแผ่นอิพิไฟเซียล (Epiphysial 
plate) (Shapiro 2008) 

- การสร้างกระดูกแบบอินทราเมมเบรนัสเป็นการกระบวนการสร้างกระดูกท่ีไม่ต้องอาศัย
กระดูกอ่อนต้นแบบท่ีเจือแคลเซียม (Calcified cartilage template) มักเกิดกับกระดูกแบน และ
กระดูกท่ีเจริญแนวกว้าง การสร้างกระดูกด้วยกระบวนการนี้เกิดจากการรวมตัวของกลุ่ม เซลล์ 
มีเซนไคม์ท าให้เกิดจุดการสร้างกระดูกปฐมภูมิ (Primary ossification center) เซลล์มีเซนไคม์เกิด
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การเจริญพัฒนาเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ออสติโอโปรจินิเตอร์ จากนั้นเจริญเติบโตและพัฒนา
เปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ออสติโอบลาสต์ซึ่งช่วยให้เกิดการสร้างเนื้อกระดูกด้วยการสะสมแคลเซียมใน
บริเวณดังกล่าว (Yang 2009) 
 
2.6 การดัดแปลงพื้นผิวด้วยไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

ไ ฮดรอกซี อะพาไทต์  (Hydroxyapatite; HAp) เป็นสารประกอบอนินทรี ย์ ซึ่ ง เ ป็ น
องค์ประกอบหลักของกระดูกและฟัน ท่ีท าให้กระดูกและฟันมีความแข็งแรง  มีสูตรทางเคมี คือ 
Ca10(PO4)6(OH)2 ไฮดรอกซีอะพาไทต์บริสุทธิ์มีอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัส (Ca/P ratio) 
เท่ากับ 1.67 โดยโมล หรือ 2.151 โดยน้ าหนัก สามารถสลายตัวที่อุณหภูมิประมาณ 800-1200 องศา
เซลเซียสขึ้นอยู่กับปริมาณสารสัมพันธ์ (Stoichiometry) โดยข้อเสียของไฮดรอกซีอะพาไทต์ คือ มี
ความทนทานการแตกหัก (fracture toughness) น้อย  

ไฮดรอกซีอะพาไทต์เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ท่ีมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ 
(Biocompatibility) มีคุณสมบัติช่วยในการยึดเกาะของเซลล์ (Cellular adhesion) ชักน าเนื้อเยื่อ
กระดูก (Osteoconductive) และช่วยในการเจริญเปล่ียนเป็นเซลล์ท่ีมีความจ าเพาะมากขึ้น (Cell 
differentiation) (Dorozhkin 2009) ขนาดและรูปร่างของผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์มีผลต่อคุณสมบัติ
และส่งผลต่อการน าไปใช้ประโยชน์ ผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ขนาดนาโนช่วยเพิ่มกิจกรรมทางชีวภาพ 
(Bioactivity) เนื่องจากคุณสมบัติเหล่านี้ไฮดรอกซีอะพาไทต์จึงนิยมน ามาประยุกต์ใช้ในเป็นวัสดุทาง
การแพทย์ เช่น ฟิลเลอร์กระดูก (Bone fillers), โครงสร้างเล้ียงเซลล์ (Scaffolds), การเคลือบผิว 
(Coating) หรือ น าส่งยา (Drug delivery) เป็นต้น 
 การเคลือบพื้นผิวด้วยไฮดรอกซีอะพาไทต์ท าได้หลายวิธี เช่น กระบวนการเลียนแบบร่างกาย 
(Biomimetic process) โดยใช้ SBF, การแช่สลับ (Alternate Soaking), การพ่นเคลือบด้วยพลาสมา 
(Plasma spraying), การตกตะกอนร่วม (Co-precipitation), อิเล็กโตรสปินนิง (Electrospinning), 
การเผาไล่น้ า ( Calcination) หรือ การเผาซินเตอร์ (Sintering) เป็นต้น ในงานวิจัยนี้เลือกวิธีการ
ดัดแปลงพื้นผิวอนุภาคด้วยการแช่สลับ 

การแช่สลับเป็นวิธีการสร้างผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์บนพื้นผิว โดยแช่ในสารละลายแคลเซียม
คลอไรด์ (CaCl2) แล้วแช่ในสาระลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) นับเป็น 1 รอบของ
การแช่สลับ ปฏิกิริยาของการเกิดไฮดรอกซีอะพาไทต์ในกะบวนการแช่สลับเป็นไปตามสมการ 

10CaCl2 + 6Na2HPO4 + 2H2O Ca10(PO4)6(OH)2 + 12NaCl + 8HCl 
วิธีนี้มีข้อดี คือ เกิดผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์จ านวนมากในระยะเวลาส้ันๆ โดยไม่ต้องใช้

อุณหภูมิสูง ปริมาณผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีเกิดขึ้น ขึ้นอยู่กับจ านวนรอบท่ีใช้ในการแช่สลับ ส าหรับ
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การแช่สลับในช้ินงานท่ีเป็นสารชีวโมเลกุล ผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีเกิดขึ้นจากกระบวนการนี้มีการ
ความแข็งแรง เนื่องจากเกิดพันธะเคมีระหว่างหมู่ไฮดรอกซิลและหมู่อะมิโนของช้ินงานกับหมู่ P-O 
และ O-H ในผลึก  

Taguchi T. และคณะ (1999)  ท าการศึกษาและพัฒนาวิ ธี การแช่สลับเพื่ อสะสม 
ไฮดรอกซีอะพาไทต์บนพื้นผิวและภายในพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (Polyvinyl alcohol; PVA) เพื่อ
ศึกษาผลของการบวมน้ าของเจลต่อการสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์ โดยเตรียมเจลพอลิไวนิล
แอลกอฮอล์ท่ีมีความหนาแน่นในการเช่ือมขวางต่างกัน ท าให้ได้เจลท่ีมีอัตราการบวมน้ า (Swelling 
ratio) ต่างกัน 4.1-30 เท่า ขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ท่ีใช้ จากนั้นน าไปแช่สลับใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์ ในทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl) ท่ีมี
ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.4 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซสเซียส แล้วก าจัดน้ าส่วนท่ีเกินบนผิวด้วยการซับ
กับกระดาษกรอง จากนั้นแช่ในสาระลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความเข้มข้น 120 มิลลิโมลาร์ 
ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซสเซียส  นับเป็นการแช่สลับ 1 รอบ จากการศึกษาพบว่ามีการ เกิ ด 
ไฮดรอกซีอะพาไทต์ขึ้นท้ังบนพื้นผิวและภายในของเจลพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ โดยเจลพอลิไวนิล
แอลกอฮอล์ท่ีมีอัตราการบวมน้ ามากขึ้นจะมีการเกิดไฮดรอกซีอะพาไทต์เพิ่มสูงขึ้น เนื่องจากอัตราการ
บวมน้ าส่งผลต่อการแพร่กระจายของสารละลายแคลเซียม และสารละลายฟอสเฟตเข้าไปในเนื้อของ
เจล และเมื่อเพิ่มจ านวนรอบในการแช่สลับพบว่าเจลทุกชนิดมีการเกิดไฮดรอกซีอะพาไทต์มากขึ้นตาม
ไปด้วย โดยเจลพอลิไวนิลแอลกอฮอล์มีไฮดรอกซีอะพาไทต์สะสมมากกว่าร้อยละ 70 ได้เมื่อใช้เจลท่ีมี
อัตราการบวมน้ าสูง นอกจากนี้ยังท าการศึกษาสภาวะท่ีใช้ในการแช่สลับ โดยการใช้อุณหภูมิในการ 
แช่สลับ 4, 37, 60 และ 80 องศาเซลเซียส จากผล XRD พบว่าเมื่อใช้อุณหภูมิสูงขึ้นความเป็นผลึก
ของไฮดรอกซีอะพาไทต์จะมากขึ้น เนื่องจากเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะลดข้อบกพร่องในผลึกโครงข่าย แต่
ปริมาณของไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีเกิดขึ้นจะมีปริมาณลดลง เนื่องจากท่ีอุณหภูมิสูงลดความสามารถใน
การแพร่กระจายของไอออนแคลเซียมและไอออนฟอสเฟต และลดการจับตัวกันของไอออนกับ  
พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ เมื่อศึกษาผลของความเข้มข้นของสารละลายแคลเซียมคลอไรด์และ 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตท่ีใช้ในการแช่สลับ 20/12, 100/60, 200/120, 400/240, 800/480 
มิลลิโมลาร์ พบว่าเมื่อใช้สารละลายความเข้มข้นสูงขึ้นจะเกิดไฮดรอกซีอะพาไทด์เพิ่มขึ้น แต่จะพบการ
เกิดไฮดรอกซีอะพาไทด์ภายในเจลพอลิไวนิลแอลกอฮอล์เฉพาะเจลท่ีใช้ความเข้มข้นของสารละลายต่ า 
ผลการศึกษาการเขย่า (Shaking) ต่อการเกิดไฮดรอกซีอะพาไทด์พบว่าการเขย่าขณะการแช่สลับ
ส่งผลให้การเกิดไฮดรอกซีอะพาไทด์เพิ่มมากกว่าการแช่สลับในสภาวะอยู่นิ่งเฉพาะการแช่สลับรอบท่ี 
1-3 แต่เมื่อเพิ่มรอบการแช่สลับรอบท่ี 4-6 พบว่าปริมาณไฮดรอกซีอะพาไทด์ท่ีเกิดขึ้นไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างการแช่สลับแบบเขย่าและแบบอยู่นิ่ง ผลการศึกษาของปริมาตร
สารละลายท่ีใช้ในการแช่สลับพบว่าปริมาตรของสารละลายท่ีใช้น้อยจะส่งผลต่อการแช่สลับรอบแรก
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เท่านั้น ในการแช่สลับรอบถัดไปพบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ นอกจากนี้เมื่อศึกษา
ล าดับในการแช่สลับ คือ แช่ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ก่อนเป็นล าดับแรก และแช่ในสารละลาย
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตก่อนเป็นล าดับแรก พบว่าล าดับในการแช่สลับไม่มีผลต่อการแช่สลับ 

Furuzono T. และคณะ (2000) ได้ท าการเตรียมคอมโพสิตระหว่างผ้าไหม (Silk fabric) 
กับอะพาไทต์ด้วยวิธีการแช่สลับ โดยการผ้าไหม 1.5 เซนติเมตรไปแช่สลับในสารละลายแคลเซียม 
คลอไรด์ความเข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์ ในทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl) ท่ีมีความเป็นกรดด่างเท่ากับ 
7.4 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซสเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วก าจัดน้ าส่วนท่ีเกินบนผิวด้วยการซับกับ
กระดาษกรอง จากนั้นแช่ในสาระลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความเข้มข้น 120 มิลลิโมลาร์ ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซสเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง นับเป็นการแช่สลับ 1 รอบ โดยท าท้ังหมด 30 รอบ 
จากการศึกษาพบว่าเมื่อน าผ้าไหมและผ้าไนลอนมาแช่สลับท่ีสภาวะเดียวกัน พบว่า ผ้าไหมมี
ปริมาณอะพาไทต์ท่ีเกิดขึ้นเยอะกว่าผ้าไนลอน และเมื่อศึกษา XRD ของอะพาไทต์ท่ีสะสมอยู่บนผ้า
ไหมพบว่าไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีเกิดขึ้นจากการแช่สลับมีความเป็นผลึกน้อยกว่าไฮดรอกซีอะพาไทต์
มาตรฐานท่ีได้จากการเผา (Sintering) เมื่อเพิ่มจ านวนรอบในการแช่สลับพบว่าไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ี
เกิดขึ้นมีความเป็นผลึกมากขึ้น การเกิดผลึกอะพาไทต์ท่ีสะสมบนผ้าไหมเกิดขึ้นยืดออกไปตามแกน c 
(c axis) FTIR และ XPS แสดงให้เห็นว่าไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีเกิดขึ้นจากการแช่สลับมีคาร์บอเนต , 
ไฮโดรเจนฟอสเฟตไอออน และโซเดียมไอออนเป็นส่วนประกอบเหมือนในกระดูกธรรมชาติ ซึ่งอาจท า
ให้ออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้อย่างมีประสิทธิภาพ และนอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อเพิ่มจ านวนรอบในการแช่
สลับ ปริมาณของไฮโดรเจนฟอสเฟตไอออนและโซเดียมไอออนในผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์จะลดลง 
ส่งผลให้ความเป็นผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทต์เพิ่มขึ้น  

Goes J.C. และคณะ (2007) ได้ศึกษาการเคลือบอะพาไทต์บนแผ่นฟิล์มคอลลาเจนท่ีมีความ
หนาแน่นของหมู่คาร์บอกซิลแตกต่างกัน คอลลาเจนประจุลบ (Anionic Collagen) เตรียมได้โดยการ
ไฮโดรไลซิสหมู่คาร์บอกซิอะไมด์ (Carboxyamides) ของแอสพาราจีนและกลูตามีน น าแผ่นฟิล์ม
คอลลาเจนและคอลลาเจนประจุลบขนาด 5x5 เซนติเมตร มาแช่สลับในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์
ความเข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซสเซียส เป็นเวลา 120 วินาที จากนั้นแช่ใน
สารละลายไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความเข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซส
เซียส เป็นเวลา 120 วินาที แผ่นฟิล์มถูกล้างด้วยน้ าบริสุทธิ์หลังจากแช่ในสารละลายแต่ละชนิดท าการ
แช่สลับ 100 รอบ ผลการศึกษาพบว่า XRD ของแผ่นฟิล์มคอลลาเจนประจุลบและคอลลาเจนท่ีแช่
สลับมีพีคท่ี 26๐ และ 32๐ ตามล าดับ ซึ่งเป็นพีคหลักของไฮดรอกซีอะพาไทต์ โดยพีคของแผ่นฟิล์ม
คอลลาเจนมีความกว้างซึ่งแสดงถึงความเป็นผลึกต่ ามากกว่าแผ่นฟิล์มคอลลาเจนประจุลบ จากผล 
TGA พบว่าแผ่นฟิล์มคอลลาเจนประจุลบมีอะพาไทต์เกิดขึ้นท่ีพื้นผิวมากกว่าแผ่นฟิล์มคอลลาเจน 
1.24 เท่า และผลจาก SEM พบว่าพื้นผิวของแผ่นฟิล์มคอลลาเจนประจุลบและแผ่นฟิล์มคอลลาเจน
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มีอะพาไทต์ท่ีมีรูพรุนเคลือบอยู่ จากผลการทดลองสนับสนุนว่าปริมาณหมู่คาร์บอกซิลท่ีเพิ่มขึ้นใน
แผ่นฟิล์มคอลลาเจนประจุลบส่งผลต่อการเกิดเกล็ดผลึกของอะพาไทต์ในสภาวะของร่างกาย 

Kim H.J. และคณะ (2008) ได้ศึกษาโครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีขึ้นรูปจากไหมไฟโบรอินและกรด
พอลิแอสพาร์ติก (Polyaspartic acid) ท่ีอัตราส่วน 100/0, 95/5, 90/10 และ 80/20 ด้วยวิธีการ
ก าจัดเกลือออก (Salt-leaching) แล้วน ามาแช่สลับในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 200 
มิลลิโมลาร์ (ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl) ความเข้มข้น 50 มิลลิโมร์ ท่ีมีความเป็นกรดด่างเท่ากับ 
7.4) เป็นเวลา 20 นาที ท่ี 37 องศาเซลเซียส ล้างด้วยน้ ากล่ัน 2 ครั้ง แล้วแช่ในสารละลายไดโซเดียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเข้มข้น 120 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 20 นาที ท่ี 37 องศาเซลเซียส ล้างด้วยน้ า
กล่ัน 2 ครั้ง แช่สลับจ านวน 3, 5 และ 7 รอบ ท าให้แห้งด้วยวิธีการท าแห้งแบบเยือกแข็ง พบว่า 
ปริมาณอะพาไทต์ในโครงสร้างเล้ียงเซลล์เพิ่มข้ึน เมื่อมีพอลิแอสพาร์ติกเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากหมู่คาร์
บอกซิลิกจากพอลิแอสพาร์ติกช่วยเพิ่มปริมาณการเกิดไฮดรอกซีอะพาไทต์ เมื่อน าโครงสร้างเล้ียงเซลล์
ท่ีท าการแช่สลับแล้วไปเล้ียงสเต็มเซลล์ชนิด Human bone marrow (hMSC) ในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ี
มีสภาวะชักน า osteogenic ท่ีมี BMP-2 และไม่มี BMP-2 เป็นส่วนประกอบ พบว่า ท่ีเวลา 6 สัปดาห์ 
โตรงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีมีปริมาณพอลิแอสพาร์ติกมากท่ีสุด BMP-2 ไม่ได้ส่งผลต่อการเจริญเพิ่มจ านวน
ของเซลล์ จากผล ALP พบว่า โครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีมีปริมาณพอลิแอสพาร์ติกร้อยละ 20 และ
เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมี BMP-2 มีค่า ALP สูงกว่ากลุ่มอื่น และจากผลของการวิเคราะห์
ปริมาณแคลเซียม (Calcium assay) พบว่า โครงสร้างเล้ียงเซลล์ในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมี BMP-2 มี
ปริมาณแคลเซียมสะสมในโครงสร้างเล้ียงเซลล์สูงกว่ากลุ่มท่ีไม่มี BMP-2 

Tritanipakul S. และคณะ (2008) ได้ท าการศึกษาโครงสร้างสัณฐานและความเข้ากันได้ทาง
ชีวภาพของโครงสร้างเล้ียงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยโดยวิธีการก าจัดเกลือออก (Salt-leaching) แล้ว
น าไปคอนจูเกตเจลาตินและเช่ือมขวางด้วย EDC/NHS จากนั้นดัดแปรพื้นผิวด้วยไฮดรอกซีอะพาไทต์
โดยการแช่สลับในสารละลายแคลเซีบมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น
แช่ในสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเข้มข้น 0.12 โมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที โดยท า
การแช่สลับ 4 รอบ พบว่า โครงสร้างเล้ียงเซลล์ไหมไฟโบรอินล้วนมีปริมาณการเกิดไฮดรอกซีอะพา
ไทต์มากกว่าโครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีคอนจูเกตเจลาติน ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากความแตกต่างของ
โครงสร้างสัณฐาน โครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีคอนจูเกตเจลาตินมีขนาดรูพรุนเล็กกว่าส่งผลต่อการสะสมไฮ
ดรอกซีอะพาไทต์ในโครงสร้างเซลล์ การคอนจูเกตเจลาตินลงบนโครงสร้างเล้ียงเซลล์ช่วยเพิ่มมอดุลัส
แรงกด (Compressive modulus) ของโครงสร้างเล้ียงเซลล์ไหมไฟโบรอิน จากการทดสอบความเข้า
กันได้ทางชีวภาพโดยเพาะเล้ียงสเต็มเซลล์ชนิด rat bone-marrow derived mesenchymal 
(MSCs) พบว่า เซลล์ MSCs มีการเจริญเพิ่มจ านวนบนโครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีคอนจูเกตเจลาตินได้
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ดีกว่าโครงสร้างเล้ียงเซลล์ไฟโบรอินล้วน และยังพบว่าโครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีมีไฮดรอกซีอะพาไทต์มี
การเจริญของเซลล์ MSCs ได้ดีกว่าโครงสร้างเล้ียงเซลล์ก่อนการดัดแปรผิว 
 
2.7 ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (Biocompatibility) 

ความเข้ากันได้ทางชีวภาพบ่งบอกถึงความสามารถของวัสดุในการแสดงพฤติกรรมการ
ตอบสนองในฐานะโฮสท่ีเหมาะสมในสถานการณ์จ าเพาะ (Williams 2008) ความเข้ากันได้ทาง
ชีวภาพเป็นคุณสมบัติท่ีส าคัญของวัสดุทางการแพทย์ท่ีใช้กับร่างกาย โดยเฉพาะในงานด้านวิศวกรรม
เนื้อเยื่อ การตอบสนองของร่างกายต่อชีววัสดุเป็นปัจจัยแรกท่ีต้องค านึงถึง การทดสอบการเข้ากันได้
ทางชีวภาพท าได้โดยทดสอบการตอบสนองต่อเซลล์ในห้องปฏิบัติการ เช่น การยึดเกาะของเซลล์ 
(cell adhesion) การเจริญเติบโตของเซลล์ (Cell proliferation) และการอยู่รอดของเซลล์ (Cell 
viability)  

ในงานวิจัยนี้ได้เลือกใช้เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งกระดูกออสทิโอซาร์โคมา (Human osteogenic 
sarcoma cell line; SaOS-2) เพื่อทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพของอนุภาคท่ีผลิตขึ้น 

 
ข้อมูลของเซลล์ SaOS-2 

ชื่อเซลล์ : เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งกระดูกออสทิโอซาร์โคมา  
             (Human osteogenic sarcoma cell line) 
ประเภทเซลล์ : เซลล์ออสติโอบลาสต์ (Osteoblast) 
สิ่งมีชีวิต : มนุษย์สปีชีส์ Homo sapiens 
เนื้อเยื่อ : กระดูก 
สัณฐานวิทยา : เนื้อเยื่อบุผิว (Epithelial) 
ลักษณะการเพาะเลี้ยง : ยึดเกาะ (Adherent) 
ระดับความปลอดภัยทางชีวภาพ : 1 
โรค : มะเร็งกระดูกออสทิโอซาร์โคมา (Osteosarcoma) 
อายุ :  11 ปี 
เพศ : หญิง 
เชื้อชาติ : คอเคเซียน (Caucasian) 
ATCC : HTB-85™ 
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           รูป 2.4 โครงสร้างสัณฐานของเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งกระดูกออสทิโอซาร์โคมา (Available 

at URL :  https://www.atcc.org/Products/All/HTB-85.aspx) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.atcc.org/Products/All/HTB-85.aspx
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2.8 ตัวอย่างผลิตภัณฑ์และสิทธิบัตรทางการค้าที่เก่ียวข้อง 

2.8.1 ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ทางการค้าที่เก่ียวข้อง 

ชื่อผลิตภัณฑ์ องค์ประกอบ ขนาดของอนุภาค ที่มา 

Bio-Oss® 

 
Geistlich Biomaterials, 
Wolhusen, Switzerland 

Bovine hydroxyapatite, 
high temperature HA 
ceramics, 
deproteinated 

0.25–1 มม. และ 
1–2 มม. 
 

Available at URL: 
https://www.geist
lich-na.com 

TutoBONE®Microchips 

 
Tutogen Medical, 
Neunkirchen, Germany 

Bovine hydroxyapatite 
solvent 
dehydrated natural 
bone 

0.25–1 มม. และ 
1–2 มม. 
 

Available at URL: 
https://www.nov
omedics.ch 

PEPGEN P-15® 

 

 
 
Dentsply Friadent, 
Mannheim, Germany 

Bovine hydroxyapatite, 
high temperature 
sintered, 
deproteinated, 
enhanced with p-15 
peptide 

250-420 ไมครอน Available at URL: 
http://res-
5.cloudinary.com 

BioBase® 

 

Zimmer Dental 
Freiburg, Germany 

α-tricalciumphosphate 0.3–0.5 มม. 0.5–
1.0 มม. และ 1.0–
2.0 มม. 

Available at URL: 
http://www.biovi
sion.de 
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Mayr-Wohlfart U. และคณะ (2001) ศึกษาอิทธิพลของวัสดุทดแทนกระดูกต่อพฤติกรรม
การเติบโตของเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งกระดูกออสทิโอซาร์โคมา (SaOS-2) ในงานวิจัยนี้ศึกษาวัสดุ

ทดแทนกระดูก 4 ชนิด คือ BIOBASE® (อัลฟา-ไตรแคลเซียสฟอสเฟต (α-tricalcium phosphate; 

α-TCP)), แก้วท่ีออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive glasses หรือ bioglass), แก้วเซรามิกท่ีเป็นกลาง 
(GB9N) และกระดูก ท่ีก า จัดสารละลายออก (Solvent dehydrated bone) เพื่ อ ศึกษาการ

ชื่อผลิตภัณฑ์ องค์ประกอบ ขนาดของอนุภาค ที่มา 
Osbone® 

 
Curasan, Kleinostheim, 
Germany 

Synthetic 
hydroxyapatite ceramic  

250-1000 
ไมครอน และ 
1000-2000 
ไมครอน 
 

Available at URL: 
http://curasaninc.
com 

CERASORB® M  

 
Curasan, Kleinostheim, 
Germany 

β-tricalciumphosphate 150-500 ไมครอน 
500-1000 
ไมครอน และ 
1000-2000 
ไมครอน 
 

Available at URL: 
http://curasaninc.
com 

FRIOS® Algipore® 

 
Dentsply Friadent, 
Mannheim, Germany 

Purely plant-derived 
bone regeneration 
material harvested 
from red algae with 
close analogy to the 
hydroxyapatite of 
human bone. 

0.3–0.5 มม. 0.5–
1.0 มม. และ 1.0–
2.0 มม. 

Available at URL: 
http://res-
5.cloudinary.com 
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เจริญเติบโตของเซลล์ (Cell proliferation) และกระบวนการเปล่ียนเป็นเซลล์ท่ีมีความจ าเพาะมาก
ขึ้น (Cell differentiation) โดยใช้โครงสร้างเล้ียงเซลล์ทรงลูกบาศก์ ขนาด 0.7x0.7x1.0 เซนติเมตร 
เพาะเล้ียงเซลล์ 200000 เซลล์ต่อลูกบาศก์ ในอาหารเล้ียงเซลล์ DMEM ซึ่งประกอบด้วย 10% Fetal 
bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, penicillin- streptomycin 100 U/ml, 1.0% 
amphotericin B และ 0.08% Certomycin หลังจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 5 วันศึกษาโครงสร้าง
สัณฐานของเซลล์บนวัสดุทดแทนกระดูกด้วย SEM พบว่าเมื่อหักโครงสร้างเล้ียงเซลล์เพื่อดูโครงสร้าง
ข้างใน พบว่าเซลล์สามารถแทรกซึมเข้ามาได้ตามรูพรุนของโครงสร้างเล้ียงเซลล์ แต่รูปร่างของเซลล์
แตกต่างกัน เซลล์ SaOS-2 บน BIOBASE®, แก้วเซรามิกท่ีเป็นกลาง และกระดูกท่ีก าจัดสารละลาย
ออก ไม่ได้เป็นช้ันเดียวสม่ าเสมอ เซลล์มีรูปร่างกลม เซลล์กระจายแยกตัวเด่ียวๆ หรือเซลล์รวมตัวกัน
ขึ้นอยู่กับวัสดุทดแทนกระดูกแต่ละชนิด ในขณะท่ีกระดูกท่ีก าจัดสารละลายออกซึ่งมีพื้นผิวเรียบพบว่า
เซลล์ SaOS-2 มีลักษณะแบนและกระจายไปท่ัวเหมือนเซลล์เพาะเล้ียงในเพลต จากการศึกษาการ
เจริญเติบโตของเซลล์พบว่าเซลล์เจริญเติบโตได้ดีบนแก้วเซรามิกท่ีเป็นกลาง มากกว่า BIOBASE® และ
แก้วท่ีออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และเจริญเติบโตได้น้อยท่ีสุดบนกระดูกท่ีก าจัดสารละลายออก และจาก
การศึกษากระบวนการเปล่ียนเป็นเซลล์ท่ีมีความจ าเพาะมากขึ้น พบว่า BIOBASE® มีค่าแอลคาไลน์
ฟอสฟาเตส (ค่าแอลคาไลน์ฟอสฟาเตสหารด้วยปริมาณเซลล์จากวิธีวิเคราะห์ DNA) มากกว่า 9 เท่า
ของแก้วเซรามิกท่ีเป็นกลางซึ่งมีค่าแอลคาไลน์ฟอสฟาเตสต่ าสุด ส่วนแอลคาไลน์ฟอสฟาเตสของ
กระดูกท่ีก าจัดสารละลายออกมีค่าใกล้เคียงกับการเล้ียงเซลล์แบบเพลท ในขณะท่ีแก้วท่ีออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพมีค่าแอลคาไลน์ฟอสฟาเตสเพียงครึ่งเดียวของ BIOBASE® จากผล RT-PCR พบ Col1 ซึ่งเป็น
ตัวบ่งช้ีท่ีแสดงให้เห็นถึงการเริ่มต้นการเจริญพัฒนาเปล่ียนแปลงของเซลล์ออสติโอบลาสต์ ใกล้เคียง
กันทุกตัวอย่าง ในตัวอย่าง BIOBASE® พบ BSP ซึ่งบ่งช้ีถึงการสร้างกระดูกในและพบ OC ซึ่งบ่งช้ีถึง
การเริ่มต้นของกระบวนการเกิดผลึก แสดงถึงเซลล์ใน BIOBASE® อยู่ในระยะสุดท้ายของการ
เจริญเติบโตเปล่ียนแปลง นอกจากนี้ยังพบว่าเซลล์บนกระดูกท่ีก าจัดสารละลายออกและแก้วท่ีออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพปล่อยแอลคาไลน์ฟอสฟาเตส,OC และ BSP ในปริมาณใกล้เคียงกันแสดงให้เห็นว่า
เซลล์ไม่มีการเจริญพัฒนาเปล่ียนแปลงเท่าใน BIOBASE® แต่มีการเกิดผลึก (สะสมแร่ธาตุ) และการ
สร้างกระดูกขึ้น ในขณะท่ีแก้วเซรามิกท่ีเป็นกลางพบว่าเซลล์อยู่ในกระบวนการเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์
ท่ีมีความจ าเพาะระยะเริ่มแรก และมีแนวโน้มท่ีจะไม่เจริญเปล่ียนแปลงเป็นเซลล์ท่ีมีความจ าเพาะ 

Bernhardt A และคณะ (2011) ได้ศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพของ Osbone® เปรียบเทียบ
กับ Cerasorb M® และ Bio-Oss® โดยท าการเพาะเล้ียงเซลล์ SaOS-2 ความเข้มข้น 1.6x105 เซลล์
ต่อตัวอย่าง 0.12 ลูกบาศก์เซนติเมตร ในอาหารเล้ียงเซลล์ McCoy’s 5 A ซึ่งมี 15% FCS , penicillin 
10 U/ml , streptomycin 100 µg/ml และ glutamine 2 mM และเพาะเล้ียงเป็นเวลา 1, 7, 14, 
21 และ 28 วัน พบว่า Cerasorb M® และ Osbone® มีปริมาณเซลล์สูงกว่า Bio-Oss® อย่างมี
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นัยส าคัญทุกช่วงเวลา ในขณะท่ี Cerasorb M® มีปริมาณเซลล์สูงกว่า Osbone® อย่างมีนัยส าคัญท่ี
เวลา 7, 14, 21 และ 28 วัน เมื่อท าการศึกษาโครงสร้างสัณฐานหลังจากเพาะเล้ียง 28 วัน โดยน าไป
ส่อง SEM พบว่าเซลล์มีการกระจายตัวอย่างสม่ าเสมอใน Osbone® และ Cerasorb M® แต่ไม่พบ
เซลล์ใน Bio-Oss® เมื่อศึกษาการเจริญเติบโตเปล่ียนแปลงของเซลล์พบว่า Cerasorb M® มีค่า
จ าเพาะแอลคาไลน์ฟอสฟาเตสมากกว่า Osbone® อย่างมีนัยส าคัญท่ีเวลา 21 และ 28 วัน นอกจากนี้
ยังพบตัวบ่งช้ี ALP,ON,OP และ BSPII ท้ังใน Cerasorb M® และ Osbone® แสดงถึงศักยภาพทาง
ชีวภาพของ Osbone® นะดับห้องปฏิบัติการ 

Ayobian-Markazi N. และคณะ (2012) ศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเซลล์ SaOS-2 
และวัสดุทดแทนกระดูกชนิดต่างๆ คือ Bio-Oss®,Tutodent®,Osteon® และ Cerasorb® โดย
เพาะเล้ียงเซลล์ SaOS-2 ความเข้มข้น 2x104 เซลล์ลงบนวัสดุทดแทนกระดูกท่ีเป็นเม็ด (Granule) 
ขนาด 0.25 ถึง 0.5 มิลลิเมตรปริมาณ 30 มิลลิกรัม ในอาหารเล้ียงเซลล์ DMEM ท่ีมี 10% FBS เป็น
เวลา 15 และ 21 วัน จากการศึกษาโครงสร้างสัญฐานของเซลล์โดย SEM พบว่า เซลล์บนพื้นผิวของ 
Tutordent® และ Osteon® มีลักษณะยืดออกคล้ายกระสวยยาวรี (Spindle-like) มีการยืดเกาะท่ี
พื้นผิวได้ดี ในขณะท่ี Cerasorb® และ Bio-Oss® เซลล์มีลักษณะกลม และเมื่อศึกษาผลของการ
เจริญเติบโตของเซลล์ท่ีเวลา 15 วันแสดงให้เห็นว่า Tutodent® มีปริมาณเซลล์มากท่ีสุด ตามด้วย 
Osteon® และ Cerasorb® ตามล าดับ โดย Bio-Oss® มีปริมาณเซลล์น้อยท่ีสุด แต่ไม่มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญระหว่าง Osteon®, Cerasorb® และ Bio-Oss® และเมื่อวัดค่าแอลคาไลน์ฟอสฟา
เตสพบว่า Tutodent® มีค่าแอลคาไลน์ฟอสฟาเตสท่ีสุด ตามด้วย Cerasorb®, Osteon® และ      
Bio-Oss® จากการศึกษาสามารถสรุปได้ว่าวัสดุทดแทนกระดูกท้ัง 4 ชนิดมีความสามารถในการชักน า
ให้เกิดการเจริญเปล่ียนเป็นเซลล์ท่ีมีความจ าเพาะ แต่มีอัตราการเจริญเพิ่มจ านวนของเซลล์ต่ า 
 
2.8.2 สิทธิบัตรที่เก่ียวข้องกับงานวิจัย 

2.8.2.1 สิทธิบัตรต่างประเทศ 
1. สิทธิบัตร CN103446617A ประเทศจีน ปี 2013 
   เจ้าของผลงาน 郭瑞, 张渊明, 薛巍 และ 蓝咏 
   ชื่ อ สิ ท ธิ บั ต ร  Gentamicin sulfate/gelatin microsphere complex-loaded silk fibroin 
scaffold and preparation method 
 ได้ขึ้นรูปโครงสร้างเล้ียงเซลล์ไฟโบรอินท่ีมีอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนจากเจนต้าไมซิน
ซัลเฟต (Gentamicin sulphate) ผสมเจลาตินอยู่ภายใน เพื่อช่วยให้เจนต้าไมซินซัลเฟตสามารถออก
ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียได้นานยิ่งขึ้น โดยมีการปลดปล่อยอย่างช้า ๆ และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการ
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รักษาบาดแผลท่ีผิวหนังได้ การขึ้นรูปแบ่งเป็น 2 ขั้นตอน คือ การขึ้นรูปอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน 
และการขึ้นรูปโครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีมีอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนอยู่ภายใน 

การขึ้นรูปอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน โดยน าสารละลายเจลาติน 10 %โดยน้ าหนัก แล้ว
ปั่นกวนเป็นเวลา 180 นาที จากนั้นน าไปแช่ในอ่างน้ าแข็ง แล้วปั่นกวนอีก 30 นาที เติมสารละลาย
กลูต้ารัลดีไฮด์ 25 %โดยน้ าหนัก 0.1 มิลลิลิตร ปั่นกวนเป็นเวลา 2 ช่ัวโมงท่ี 4 องศาเซลเซียส เติมอะ
ซิโตน 30 มิลลิลิตร แล้วปั่นกวน 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกอนุภาคออกมา และน ามาล้างด้วย
เอทานอลและไอโซโพรพานอล ล้างด้วยน้ า DI แล้วน าไปท าแห้งแบบเยือกแข็งจะได้อนุภาคเจลาติน 
จากนั้นหยดเจนต้าไมซินซัลเฟตความเข้มข้น 10-50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เข้าไปในอนุภาคทรงกลม
ขนาดไมครอนเจลาติน วางท้ิงไว้หนึ่งคืนท่ี 4-25 องศาเซลเซียส แล้วน าไปผ่านกระบวนการท าแห้ง
แบบเยือกแข็งจะได้อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนจากเจนต้าไมซินซัลเฟตผสมเจลาติน ส่วนการขึ้น
รูปโครงสร้างเล้ียงเซลล์ท่ีมีอนุภาคทรงกลมขนาดไมครอนอยู่ภายใน ท าได้โดยใส่อนุภาคทรงกลม
ขนาดไมครอนจากเจนต้าไมซินซัลเฟตผสมเจลาติน 2-10 %โดยน้ าหนัก ลงไปในสารละลายไฟโบรอิน 
ปั่นกวนแล้วน าไปผ่านกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง 
 
2. สิทธิบัตร US 008715740B2 ประเทศสหรัฐอเมริกา ปี 2014 
   เจ้าของผลงาน Xiaoqin Wang และ David L. Kaplan 
   ชื่อสิทธิบัตร Silk nanospheres and microspheres and methods of making same 
 ได้พัฒนากระบวนการเตรียมอนุภาคนาโนและอนุภาคไมโครจากไหมไฟโบรอิน โดยไม่ใช้
สารละลายอินทรีย์ในการผลิต Yamaura และคณะ (1990) พบว่าจะเกิดการแยกเฟส (Phase 
separation) ขึ้น เมื่อน าไหมไฟโบรอิน (SF) และโพลิไวนิลแอลกอฮอล์ (PVA) มาผสมกัน แล้วขึ้นรูป
เป็นแผ่นฟิล์ม เนื่องจากการผสม SF กับ PVA ท าให้โครงสร้างทุติยภูมิของไหมเปล่ียนไป การขึ้นรูป
อนุภาคด้วยเทคนิคนี้ท าได้โดยเตรียมสารละลายผสมระหว่างไฟโบรอินและโพลิไวนิลแอลกอฮอล์ 
(PVA) น าสารละลายไปขึ้นรูปแผ่นฟิล์ม แล้วน าแผ่นฟิล์มไปละลายในน้ า จากนั้นก าจัด PVA ออกไป 
จะได้อนุภาคไหมไฟโบรอิน โดยขนาดและรูปร่างของอนุภาคขึ้นอยู่กับน้ าหนักโมเลกุลของ PVA และ
สัดส่วน PVA/SF ท่ีใช้ เทคนิคนี้ท าได้ง่าย ปลอดภัย รวดเร็ว ไม่ส้ินเปลืองพลังงาน ไม่ใช้สารละลาย
อินทรีย์ การปั่นกวน และความร้อนในการผลิต จึงเหมาะส าหรับน าส่งยา สารเคมีหรือสารออกฤทธิ์ท่ี
มีความว่องไวและเสียสภาพได้ง่าย เช่น โปรตีน เอนไซม์ เป็นต้น และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการ
ควบคุมการปลดปล่อยยา การปลดปล่อยแบบออกฤทธิ์นาน หรือน าส่งยาสู่เป้าหมายได้ 
 
2.8.2.2 สิทธิบัตรในประเทศ 

ไม่พบสิทธิบัตรในประเทศ 
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บทที่ 3 

วัสดุและวิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 วัสดุและสารเคมีที่ใช้ 

3.1.1 เจลาตินชนิดเอ (pI = 9, Nitta Gelatin Inc., ญี่ปุ่น, Lot#160328) 

3.1.2 รังไหม (พันธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1, สถาบันหม่อนไหมแห่งชาติเฉลิมพระเกียรติสมเด็จ
พระนางเจ้าสิริกิติ์พระบรมราชินีนาถ จังหวัดศรีสะเกษ) 

3.1.3 น้ าปราศจากไอออน (Deionized water, pH 5.8) 

3.1.4 โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3, Ajax Finechem, ออสเตรเลีย, Lot# J731401R0x) 

3 . 1 .5 ลิ เ ที ยม โบร ไ ม ด์  ( LiBr, Sigma-Aldrich Laborchemikelien, เ ยอ รมั น , Lot# 
STBF0310V) 

3.1.6 กลูตารัลดีไฮด์ (25%, Fluka, เยอรมัน, Lot#LM06291311) 

3.1.7 ไกลซีน (Sigma-Aldrich, เยอรมัน, CAS 56-40-6) 

3.1.8 แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2·2H2O, Ajax-Finechem, ออสเตรเลีย, CAS 10035-04-8 ) 

3.1.9 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4, Ajax-Finechem, ออสเตรเลีย, CAS 7558-
79-4) 

3.1.10 กรดไฮโดรคลอริก (HCl 36.5-38%, QReC, นิวซีแลนด์, CAS 7647-01-0) 

3.1.11 สารละลายบัฟเฟอร์ เอทาโนลามีน  (Ethanolamine; C2H7NO, Sigma-Aldric, 
สหรัฐอเมริกา, Lot#MKBM0407V) 

3.1.12 ออร์โธ-ครีซอล์ฟทาลีน (o-Cresolphthalein complexion; oCPC, Fluka, เยอรมัน
, Lot#BCBC4450V) 

3.1.13 เอนไซม์โปรติเอส XIV (Protease type XIV = 3.5 units/mg, Sigma-Aldrich, 
เยอรมัน, Lot#SLB58732) 

3.1.14 โซเดียมเอไซด์ (NaN3, Labchem, ออสเตรเลีย, Cat# 822335)  

3.1.15 สารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟต (PBS, pH 7.3-7.5, Bio basic cancda Inc., แคนาดา, 
Lot#K720R0G) 

3 . 1 . 16 Dulbecco’s modified eagle powder medium (DMEM, 10% medium + L 
glutamine, Hyclone, สหรัฐอเมริกา, Lot#AC102406860) 
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3.1.17 Fetal Bovine Serum (FBS, HyClone, สหรัฐอเมริกา, Cat#SV30160.03) 

3.1.18 Penicillin-Streptomycin antibiotic (10,000 units/ml, Hyclon, สหรัฐอเมริกา, 
Lot#J180005) 

3.1.19 Typsin-EDTA (0.25% Trypsin in EDTA, Hyclone, สหรัฐอเมริกา, Lot#J170043)  

3.1.20 Sodium dodecyl sulfate lysis buffer (SDS, Bio basic cancda Inc., แคนาดา, 
Lot#B102581R0G) 

3.1.21 Bisbenzimide H33258 (Hoechst 33258) (Sigma-Aldric, สหรัฐอเมริกา , CAS 
23491-45-4) 

3.1.22 ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO, (CH3)2SO = 78.13 g/mol, Riedel-de Haen®, 
Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา, Lot#1411057) 

3.1.23 เอทานอล (99.9%, QReC, นิวซีแลนด์, CAS 64-17-5) 

 

3.2 อุปกรณ์ 

3.2.1 เครื่องช่ังน้ าหนักแบบดิจิตอล (AL204, Mettler TOLEDO, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.2 เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (Cimarac 3, Thermolyne, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.3 ตู้อบ (VD23, Binder, เยอรมัน) 

3.2.4 ถุงไดอะไลซ์ (MWCO 12000-16000, Viskase Companies, Inc., ญี่ปุ่น) 

3.2.5 เครื่อง Centrifuge (Universal 320R, Hettich, เยอรมัน) 

3.2.6 Autopipette (Eppendrof, เยอรมัน) 

3.2.7 ถาดพลาสติกเคลือบเทฟลอน (ญี่ปุ่น) 

 3.2.8 เครื่อง Freeze dry (CHRIST®, เยอรมัน) 

 3.2.9 เครื่องปั่นโถบดขนาดเล็ก (HR2117, Philips) 

3.2.10 ตะแกรงแยกขนาด (Sieve, Humboldt, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.11 อ่างน้ าร้อน (1235 PC, Shel-Lab, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.12 ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส (NR-BU343, Panasonics, ไทย) 

3.2.13 ตู้เย็น -20 องศาเซลเซียส (Sandenintercool, ไทย) 

3.2.14 ตู้เย็น -40 องศาเซลเซียส (Haier, จีน)  

3.2.15 ตู้เย็น -80 องศาเซลเซียส (New Brunswick scientific, สหรัฐอเมริกา) 
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3.2.16 เครื่อง Microplate Reader (FLUOstar, Omega, BGM LABTECH, เยอรมัน) 

3.2.17 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีมีสมรรถนะสูงชนิดฟิลด์อีมิสชัน (Field 
Emission Scanning Electron Microscope; FE-SEM, JSM-7610F, ญี่ปุ่น) 

3.2.18 เครื่อง Zetasizer NanoZS nanoseries (Malvaern Instrument Ltd., อังกฤษ) 

3.2.19 ตู้บ่มเช้ือในบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์  (CO2 Incubator, Galaxy 170R,
สหรัฐอเมริกา) 

3.2.20 ตู้ปฏิบัติการปลอดเช้ือ (Laminar Flow, Cabinet, ScanLaf, Mars 1800, เดนมาร์ก) 

3.2.21 24-well polystyrene tissue culture plates (Costar®, Corning, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.22 96-well polystyrene tissue culture plates (Costar®, Corning, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.23 10 cm Tissue culture dish (Costar®, Corning, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.24 Cryovial 1.8 ml (SPL Life Sciences, เกาหลี) 
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3.3 แผนผังการด าเนินงานวิจัย 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 แผนผังการด าเนินงานวิจัย 

เตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอ (G) ร้อยละ 4 โดยน้ าหนัก เตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทย (S) ร้อยละ 4 โดย
น้ าหนัก 

ขึ้นรูปภาคไฟโบรอินผสมเจลาตินชนิดเอ ขึ้นรูปแผ่นไฮโดรเจลและเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ โดยกระบวนการท าแห้งแบบ
เยือกแข็ง แล้วน าไปบดให้เป็นอนุภาคขนาดไมโคร โดยปัจจัยที่ศึกษา คือ 

• อัตราส่วนผสมของ G/SF คือ 100/0, 80/20, 50/50, 20/80 และ 0/100 โดยน้ าหนัก 

• ความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ 0.10, 0.15 และ 0.20 โดยปริมาตร 

 

วิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพของสารละลาย 
     • ค่าศักย์เซต้าและค่าความเป็นกรดด่าง 

เคลือบพื้นผิวโครงสร้างเลี้ยงเซลล์ด้วยไฮดรอกซีอะพาไทต์ โดยวิธีแช่สลับ (Alternate Sorking) โดยปัจจัยที่ศึกษา คือ 

•  จ านวนรอบในการแช่สลับ คือ 4, 8 และ 12 รอบ 

 

ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (In vitro biocompatibility) ของอนุภาค (เซลล์ที่ใช้ SaOS-2) 

     • การเพาะเลีย้งเซลล์บนอนภุาค 

     • การวิเคราะห์โครงสร้างสณัฐานของเซลล์บนอนภุาค 

     • การวิเคราะห์ธาตทุี่สะสมบนตวัเซลล์บนอนภุาค 

วิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพของอนุภาคก่อนการแช่สลับ 
     • โครงสร้างสัณฐานของอนุภาค 

     • ความเสถียรของอนุภาพในน้ าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

     • ความเสถียรของอนุภาคภายใต้สภาวะที่มีเอนไซม์เป็นองค์ประกอบ 

วิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพของอนุภาคก่อนการแช่สลับ 
     • น้ าหนักที่เพิ่มขึ้นของอนุภาคหลังการแช่สลับ 

     • ปริมาณแคลเซียมของอนุภาคหลังการแช่สลับ 

     • โครงสร้างสัณฐานของอนุภาค 

     • ปริมาณธาตุบนพื้นผิวของอนุภาค 

     • การย่อยสลายทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการ (In Vitro Biodegradation) 
     • สมบัติทางความร้อนของอนุภาค 
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3.4 ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 

3.4.1 การเตรียมสารละลายตั้งต้น 

3.4.1.1 การเตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอ 

 การเตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอควรเตรียมแล้วใช้งานทันทีหรืออุ่นให้ร้อนท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียสก่อนการใช้งาน เนื่องจากเจลาตินมีคุณสมบัติสามารถผันกลับได้ด้วยความร้อน ดังนั้น
หากตั้งท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง สารละลายจะกลายเป็นเจลได้ การเตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอความ
เข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ท าได้โดยน าเจลาตินน้ าหนัก 4 กรัม แช่ในน้ าปราศจาก
ไอออน (Deionized Water; DI) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรลงไปท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
เพื่อให้เจลาตินเกิดการพองตัวอย่างสมบูรณ์ จากนั้นเริ่มปั่นกวนให้เจลาตินละลายน้ าท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 ช่ัวโมง จนกระท่ังได้สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 

3.4.1.2 การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทย 

 การเตรียมสารละลายไฟโบรอินจากรังไหมพันธุ์นางน้อยศรีสะเกษ1 ควรเตรียมแล้วเก็บไว้ใน
ตู้เย็นและใช้งานภายใน 1 เดือน วิธีการเตรียมไฟโบรอินไหมไทยดัดแปลงมาจากวิธีของ Kim U.J. 
และคณะ (2005) และ Ratanavaraporn J. และคณะ (2014)  สามารถแบ่งเป็น 2 ขั้นตอน คือ 

การก าจัดกาวไหม 

ไหมประกอบด้วยไฟโบรอินร้อยละ 72–81 โดยน้ าหนัก และกาวไหมซึ่งประกอบด้วยเซริซิน
ร้อยละ 19–28 โดยน้ าหนัก ไขมันและแว๊กซ์ร้อยละ 0.8-1.0 โดยน้ าหนัก สารสีและปริมาณเถ้าร้อยละ 
1.0-1.4 โดยน้ าหนัก (Yong-woo Lee, 1996) ดังนั้นการเตรียมสารละลายไฟโบรอินจึงต้องก าจัดกาว
ไหมซึ่งท าหน้าท่ีเคลือบเส้นใยไฟโบรอินและยึดเส้นใยให้ติดกัน วิธีการก าจัดกาวไหมออกท าได้โดยท า
ความสะอาดรังไหมเบื้องต้นด้วยการดึงปุยไหมส่วนเกิน ตัวดักแด้ และส่ิงสกปรกต่างๆ ท่ีปะปนมากับ
รังไหมออก แล้วน ารังไหมท่ีสะอาด 40 กรัม ไปต้มในสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความ
เข้มข้น 0.02 โมลต่อลิตร ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เป็นเวลา 20 นาที ล้างรังไหมท่ีต้มแล้วด้วยน้ า
ปราศจากไอออน 4-5 ครั้ง จนกระท่ังน้ าท่ีล้างออกมาใสไม่มีสี จากนั้นต้มรังไหมในสารละลาย 
โซเดียมคาร์บอเนตซ้ าอีก 1 ครั้ง และล้างด้วยน้ าปราศจากไอออน  4-5 ครั้ง เพื่อให้แน่ใจว่าก าจัด 
เซริซินและสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตท่ีตกค้างอยู่ออกจนหมด ผ่ึงรังไหมให้แห้งสนิทท่ีอุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 2-3 วัน ค านวณหาปริมาณเซริซินท่ีถูกก าจัดออกไปโดยช่ังน้ าหนักเส้นใยไหมท่ีได้
เปรียบเทียบกับน้ าหนักรังไหมเริ่มต้น  
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การเตรียมสารละลายไฟโบรอิน 

การเตรียมสารละลายไฟโบรอินสามารถเตรียมได้โดยฉีกเส้นใยไหมท่ีก าจัดเซริซินให้ฟู เพื่อ
เพิ่มพื้นท่ีผิวสัมผัสระหว่างเส้นใยไหมกับสารลละลายให้มากขึ้น จากนั้นช่ังน้ าหนักเส้นใยไหม 4 กรัม 
แล้วค่อย ๆ หยดสารละลายลิเทียมโบรไมด์ (LiBr) ความเข้มข้น 9.3 โมลต่อลิตร ปริมาตร 16 มิลลิลิตร 
(อัตราส่วนไหมต่อสารละลายลิเทียมโบรไมด์ คือ 1 ต่อ 4 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร)  ลงไปบนพื้นผิวของ
เส้นใยไหมให้ท่ัวทุกบริเวณ จากนั้นน าไปอบในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง 
จนกระท่ังไหมท้ังหมดละลายเป็นสารละลายสีเหลืองใส น าสารละลายไหมท่ีได้มาไดอะไลซ์ในน้ า
ปราศจากไอออนเพื่อก าจัดลิเทียมโบรไมด์ออกไป โดยใช้ถุงไดอะไลซ์  (Viskase Companies, Inc., 
ญี่ปุ่น) ท่ีมี Molecular weight cut-off (MWCO) เท่ากับ 12,000-16,000 ดาลตัน ในช่ัวโมงแรก
เปล่ียนน้ าทุก 15 นาที หลังจากนั้นเปล่ียนน้ าวันละ 3 ครั้ง (เช้า กลางวัน และเย็น) เป็นเวลา 3-4 วัน 
จนแน่ใจว่าไม่มีลิเทียมโบรไมด์เหลืออยู่ในสารละลายไหม (ค่าการน าไฟฟ้าของน้ าท่ีใช้ไดอะไลซ์เท่ากับ
ค่าการน าไฟฟ้าของน้ าปราศจากไอออน) แล้วน าสารละลายท่ีได้มาไปปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) ด้วย
ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เพื่อก าจัดส่ิง
ปนเปื้อนต่าง ๆ ออกจากสารละลาย ค านวณความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอิน โดยน าไปอบให้
แห้งเพื่อหาน้ าหนักของไฟโบรอิน แล้วปรับความเข้มข้นของสารละลายให้ได้ความเข้มข้น 4% โดย
น้ าหนักต่อปริมาตร โดยการเจือจางด้วยน้ าปราศจากไอออน เก็บสารละลายไฟโบรอินท่ีเตรียมได้ใน
ตู้เย็นท่ีมีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
3.4.2 การข้ึนรูปอนุภาคไฟโบรอินไหมไทย-เจลาติน 

วิธีการขึ้นรูปอนุภาคสามมิติในงานวิจัยนี้เริ่มต้นจากการขึ้นรูปแผ่นไฮโดรเจลผ่านการ  
เช่ือมขวาง ซึ่งดัดแปลงมาจาก Lerdchai, K. และคณะ (2016) โดยน าสารละลายเจลาตินร้อยละ 4 
โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และสารละลายไฟโบรอินร้อยละ 4 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ผสมเข้าด้วยกัน
ด้วยอัตราส่วนไฟโบรอินไหมไทยต่อเจลาติน (S/G) 100/0, 80/20, 50/50, 20/80 และ 0/100 โดย
น้ าหนัก ปั่นกวนสารละลายให้เข้ากันเป็นเวลา 15 นาที จนกระท่ังได้สารละลายท่ีเป็นเนื้อเดียวกัน 
จากนั้นการเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ โดยเติมสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.10, 
0.15 และ 0.20 โดยปริมาตรลงไปในสารละลายผสม และปั่นกวนตลอดเวลาในท่ีมืด เป็นเวลา 5 นาที 
หมู่แอลดีไฮด์ของกลูตารัลดีไฮด์จะท าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนปฐมภูมิ (primary amine) ในสาย 
พอลิเพพไทด์ของโปรตีน หลังจากนั้นเทสารละลายผสมลงไปในถาดพลาสติกเคลือบเทฟลอนรูป
ส่ีเหล่ียม แล้วน าแผ่นไฮโดรเจลท่ีได้ไปแช่ในตู้เย็น -40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน ท าแห้งแบบ
เยือกแข็ง (Freeze drying) เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง แล้วก าจัดกลูตารัลดีไฮด์ท่ีตกค้างอยู่ออกโดยแช่ใน
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สารละลายไกลซีนความเข้มข้น 0.1 โมลต่อลิตร 2 ครั้ง ครั้งละ 1 ช่ัวโมง 30 นาที และล้างด้วยน้ า
ปราศจากไอออนอีก 3 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที น าแผ่นไฮโดรเจลไปแช่ในตู้เย็น -40 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 คืน จากนั้นน าไปผ่านกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็งเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง แล้วบดแผ่น
ฟองน้ าด้วยเครื่องปั่นโถบดขนาดเล็ก (HR2117, Philips) แยกขนาดอนุภาคโดยใช้ตะแกรงคัดแยก
ขนาดเมซ (Mesh) 35, 18 และ 10 ซึ่งมีขนาดช่อง  500, 1000 และ 2000 ไมโครเมตรตามล าดับ 
โดยน าเฉพาะอนุภาคท่ีมีขนาด 1000-2000 ไมโครเมตรไปท าการทดลองขั้นต่อไป 
 
3.4.3 การดัดแปลงพื้นผิวอนุภาคไฟโบรอินไหมไทย-เจลาตินด้วยไฮดรอกซีอะพาไทต์โดยวิธีแช่
สลับ 

 วิธีการดัดแปรพื้นผิวอนุภาคไฟโบรอินไหมไทย-เจลาตินด้วยไฮดรอกซีอะพาไทต์โดยวิธี 
แช่สลับซึ่งดัดแปลงมาจาก Tachaboonyakiat W. และคณะ (2001) และ Tungtasana H. และคณะ   
(2010) โดยน าอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินแช่ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) 
ความเข้มข้น 0.20 โมลต่อลิตร เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นแช่ในน้ าปราศจากไอออนเป็นเวลา 15 วินาที 
ก่อนน าไปแช่ในสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ความเข้มข้น 0.12 โมลต่อลิตร 
เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าแช่ในน้ าปราศจากไอออนอีกครั้งเป็นเวลา 15 วินาที การแช่สลับท้ังหมดนี้
นับเป็น 1 รอบ ท าการแช่สลับซ้ า 4, 8 และ 12 รอบ จากนั้นท้ิงอนุภาคไว้ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง น า
อนุภาคท่ีท าการแช่สลับแล้วไปท าให้ปราศจากเช้ือ (Sterilization) ด้วยวิธีอบแก๊สเอธิลีนออกไซด์ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ส าหรับท าการทดลองขั้นต่อไป 
 
 

3.4.4 การวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพ 

• สารละลายผสมไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินชนิดเอ 

ก. ค่าศักย์เซต้า (Zeta potential) ของสารละลายไฟโบรอินไหมไทย สารละลายเจลาติน
ชนิดเอ และสารละลายผสมไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินชนิดเอ 

ค่าศักย์เซต้า คือ ค่าความต่างศักย์ระหว่างศักย์ไฟฟ้าบริเวณพื้นผิวของอนุภาคกับศักย์ไฟฟ้า
ของสารละลาย โดยสามารถวิเคราะห์ ค่าศักย์เซต้าด้วยเครื่อง Zetasizer NanoZS nanoseries 
(Malvaern Instrument Ltd., อังกฤษ) เพื่อหาค่าศักย์เซต้าของสารละลายไฟโบรอินไหมไทย 
สารละลายเจลาตินชนิดเอ สารละลายผสมไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินชนิดเอความเข้มข้นร้อยละ 
0.5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ท่ีเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ 0.02 โดยปริมาตร (Lerdchai, 
Kitsongsermthon et al. 2016) 
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•  อนุภาคไฟโบรอนิไหมไทยและเจลาตินชนิดเอ 

ก. โครงสร้างสัณฐานของอนุภาค 

การศึกษาโครงสร้างสัณฐานของอนุภาคจากเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยท่ีได้จากการบด 
ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีมีสมรรถนะสูงชนิดฟิลด์อีมิสชัน (Field Emission 
Scanning Electron Microscope; FE-SEM, JSM-7610F, ญี่ปุ่น) ท าได้โดยน าตัวอย่างไปติดบนแท่น
เตรียมตัวอย่าง (Stub) แล้วน าไปเคลือบแพลทินัมเพื่อให้อนุภาคเกิดการน าไฟฟ้า ส่องกล้องท่ี
ก าลังขยายต่าง 35, 150 และ 1000 เท่า เพื่อดูรูปร่าง ลักษณะภายนอกและพื้นผิวของอนุภาค 

ข. ร้อยละน้ าหนักคงเหลือของอนุภาคภายใต้สภาวะที่ไม่มีเอนไซม์  
ความคงตัวของอนุภาคในน้ าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสสามารถบ่งช้ีถึงความส าเร็จของ

การเช่ือมขวางของอนุภาคได้โดยท าการวิเคราะห์ความเสถียรของอนุภาคท่ีไม่ผ่านการเช่ือมขวาง
เปรียบเทียบกับอนุภาคท่ีผ่านการการเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.10, 0.15 
และ 0.20 โดยปริมาตร โดยน าอนุภาค 5 มิลลิกรัม แช่ในน้ าปราศจากไอออนท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นดูดน้ าออกและท าให้แห้งด้วยด้วยการอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส ช่ังน้ าหนักอนุภาคท่ีเหลือเพื่อค านวณหาร้อยละน้ าหนักคงเหลือของอนุภาคดังสมการ 

ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือในน้ า = 
Wf

Wi
×100 

โดยท่ี    Wi คือ น้ าหนักแห้งของอนุภาคก่อนการแช่น้ า (กรัม) 

Wf คือ น้ าหนักแห้งของอนุภาคหลังการแช่น้ า (กรัม) 

ค. ร้อยละน้ าหนักคงเหลือของอนุภาคภายใต้สภาวะที่มีเอนไซม์  
การวิเคราะห์ประสิทธิภาพในการเช่ือมขวางของอนุภาค เพื่อหาสภาวะในการเช่ือมขวางท่ี

เหมาะสมท่ีสุดเพียงสภาวะเดียวส าหรับน าอนุภาคไปทดสอบขั้นต่อไป โดยเปรียบเทียบความเข้มข้น
ของกลูตารัลดีไฮด์ท่ีใช้ในการเช่ือมขวาง ได้แก่ความเข้มข้นร้อยละ 0.10, 0.15 และ 0.20 โดยปริมาตร
ต่อความเสถียรของอนุภาคในสภาวะท่ีมีเอนไซม์เป็นองค์ประกอบ โดยน าอนุภาค 5 มิลลิกรัม แช่ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate-buffer saline; PBS) pH 7.4 ท่ีมีเอนไซม์โปรติเอสชนิด 
XIV (Protease type XIV) ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร และสารละลายโซเดียมเอไซด์ (NaN3) 
0.01% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (เพื่อป้องกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วล้างด้วยน้ าปราศจากไอออน 3 ครั้ง จากนั้นท าให้แห้งด้วย
การอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และค านวณร้อยละของน้ าหนักคงเหลือของอนุภาค 
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•  อนุภาคไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินชนิดเอหลังการเคลือบผิว 

ก. น้ าหนักที่เพิ่มขึ้นของอนุภาคหลังการแช่สลับ 

ภายหลังแ ช่ส ลับอนุภาคไฟโบรอิน ไหมไทยและ เจลา ตินชนิด เอ ในสารละลาย 
แคลเซียมคลอไรด์ และสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต จ านวน 4, 8 และ 12 รอบ สามารถ
วิเคราะห์ร้อยละน้ าหนักท่ีเพิ่มข้ึนของอนุภาคหลังการแช่สลับ และปริมาณของไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ี
เกิดขึ้นได้ (Taguchi, Kishida et al. 1999) ดังแสดงในสมการ 

ร้อยละน้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้นของอนุภาคหลังการแช่สลับ = 
W2 - W1

W2
×100 

โดยท่ี    W1 คือ น้ าหนักแห้งของอนุภาคก่อนการแช่สลับ (กรัม)  

W2 คือ น้ าหนักแห้งของอนุภาคหลังการแช่สลับ (กรัม) 

ข. ปริมาณแคลเซียมของอนุภาคหลังการแช่สลับ 

ปริมาณแคลเซียมของอนุภาคหลังการแช่สลับสามารถวัดได้โดย น าอนุภาค 5 มิลลิกรัม แช่ลง
ในสารละลาย HCl ความเข้มข้น 18.5% โดยปริมาตรลงไป แล้วให้ความร้อนในอ่างน้ าร้อนท่ีอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 12 ช่ัวโมง เพื่อให้อนุภาคไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินเอละลายจน
หมดอย่างสมบูรณ์ จากนั้นวัดปริมาณแคลเซียมด้วยวิธี Calcium assay (Paull, Macka et al. 1997)
โดยน าสารละลายท่ีได้ 10 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์เอทาโนลามีน (Ethanolamine) 
ความเข้มข้น 0.88 โมลาร์ท่ีมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 11 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และสารละลาย
ออร์โธ-ครีซอล์ฟทาลีน (O-cresolphthalein complexion; oCPC) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ดูด
สารละลายผสม 200 ไมโครลิตร ใส่ในไมโครเพลท 96 หลุม เพื่อวัดการดูดกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร
ด้วยเครื่อง Microplate Reader ท่ีสภาวะเป็นเบสสารออร์โธ-ครีซอล์ฟทาลีนจะท าปฏิกิริยากับ
แคลเซียมไอออนเกิดเป็นสารประกอบท่ีมีสีม่วงดังแสดงในสมการ 

oCPC +    2 Ca2+   →   Ca-oCPC Complex (สีม่วง) 

ค. โครงสร้างสัณฐานของอนุภาค 

การศึกษาโครงสร้างสัณฐานของอนุภาคจากเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยท่ีดัดแปรพื้นท่ีผิว
ด้วยไฮดรอกซีอะพาไทต์ ท าได้โดยน าตัวอย่างไปติดบนแท่นเตรียมตัวอย่าง แล้วน าไปเคลือบแพลทินัม
เพื่อให้อนุภาคเกิดการน าไฟฟ้า จากนั้นส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีมี
สมรรถนะสูงชนิดฟิลด์อีมิสชัน (FE-SEM, JSM-7610F, ญี่ปุ่น)  ท่ีก าลังขยายต่าง 35, 150 และ 1000 
เท่า เพื่อดูรูปร่าง ลักษณะภายนอกและพื้นผิวของอนุภาค ส าหรับอนุภาคหลังการแช่สลับบันทึกภาพ
ท่ีก าลังขยายประมาณ 30000 เท่า เพื่อดูลักษณะของผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์บนพื้นผิวของอนุภาค  

pH 10.6 
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ง. ปริมาณธาตุบนพื้นผิวของอนุภาค 

การวิเคราะห์ปริมาณธาตุบนพื้นผิวของอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาติน ท าได้โดยน า
ตัวอย่างไปติดบนแท่นเตรียมตัวอย่าง แล้วน าไปเคลือบทองเพื่อให้อนุภาคเกิดการน าไฟฟ้า จากนั้น
ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีมีสมรรถนะสูงชนิดฟิลด์อีมิสชัน (Field Emission 
Scanning Electron Microscope; FE-SEM, JSM-7610F, ญี่ปุ่น)  ท่ีก าลังขยาย 1000 เท่า และใช้
เทคนิค Energy dispersive X-ray (EDX) เพื่อวิเคราะห์ปริมาณธาตุเชิงปริมาณบนพื้นผิวของอนุภาค 
โดยท าการวิเคราะห์ตัวอย่างละ 3 จุด 

จ. การย่อยสลายทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการ (In Vitro Biodegradation) 

การย่อยสลายเป็นคุณสมบัติท่ีส าคัญของชีววัสดุท่ีย่อยสลายได้เองทางธรรมชาติ การศึกษา
ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการของอนุภาคไมโครท่ีผ่านการ 
เช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ ท าได้โดยช่ังอนุภาคไมโครหลอดละ 5 มิลลิกรัม (จ านวน 4 หลอด
ส าหรับการทดลอง 1 ซ้ า) แช่ในเอนไซม์โปรติเอสชนิด XIV (Protease type XIV) ความเข้มข้น 1 
หน่วยต่อมิลลิลิตรท่ีผสมสารละลายบัฟเฟอร์ PBS ท่ีมี pH 7.4 และสารละลายโซเดียมเอไซด์ (NaN3) 
0.01% โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (เพื่อป้องกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส โดยเปล่ียนสารละลายทุกๆ 2 วัน เก็บผลน้ าหนักแห้งของอนุภาคไมโครท่ีเหลืออยู่ท่ี
เวลา 1, 3, 5, 7, 10 และ 14 วัน โดยล้างด้วยน้ าปราศจากไอออน 3 ครั้ง แล้วอบให้แห้ง จากนั้น
ค านวณร้อยละของน้ าหนักคงเหลือของอนุภาค (Kim, Park et al. 2005) 

ฉ. สมบัติทางความร้อนของอนุภาค 

เทคนิค Thermogravimetric Analysis (TGA) เป็นเทคนิคท่ีใช้การวัดน้ าหนักของตัวอย่างท่ี
เปล่ียนแปลงไปเมื่อได้รับความร้อนในแต่ละช่วงอุณหภูมิ โดยใช้เครื่องช่ังท่ีมีความไวสูง ในงานวิจัยนี้
ศึกษาสมบัติทางความร้อนของอนุภาค เพื่อศึกษาอุณหภูมิในการย่อยสลายของอนุภาค และน ามา
วิเคราะห์อัตราส่วนของสารอินทรีย์ต่อสารอนินทรีย์ท่ีเป็นองค์ประกอบในอนุภาค โดยใช้ตัวอย่าง
เริ่มต้น 5 มิลลิกรัมเพื่อท าการวิเคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 35 ถึง 900 องศาเซลเซียส โดยมีอัตราให้ความร้อน 
20 องศาเซลเซียสต่อนาที ภายใต้สภาวะไนโตรเจน 

 

3.4.5 ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (In vitro biocompatibility) ของอนุภาค  

ในงานวิจัยนี้ทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพของอนุภาคไฟโบรอินและเจลาตินไหมไทย
ก่ อนและห ลั ง ก ารแ ช่ส ลับ  โ ดย ใ ช้ เ ซ ล ล์ เพ าะ เ ล้ี ย ง มะ เ ร็ ง ก ร ะ ดูก ออ ส ทิ โ อซ าร์ โ ค ม า  
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(Human osteogenic sarcoma cell line, Saos-2) ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จาก อ. ดร. สุพรรษา 
ยอดเมือง คณะแพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

3.4.5.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์บนอนุภาค 
เซลล์ SaOS-2 ถูกน าไปเพาะเล้ียงบนอนุภาคไฟโบรอินและเจลาตินก่อนและหลังการแช่สลับ

ท่ีฆ่าเ ช้ือด้วยก๊าซเอทิลีนออกไซด์ โดยเตรียมสารละลายเซลล์เข้ มข้น (Concentrated cell 
suspension) ความเข้มข้น 3000 เซลล์/ 100 ไมโครลิตร/ 5 มิลลิกรัมอนุภาคส าหรับทดสอบการ 
ยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ (Kübler, Neugebauer et al. 2004) โดยการเพาะเล้ียงเซลล์
ลงบนอนุภาคใช้วิธี agitation seeding ซึ่งท าได้โดยปิเปตสารละลายเซลล์เข้มข้นปริมาตร 10  
ไมโครลิตรลงไปบนอนุภาค จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลล์ DMEM ซึ่งประกอบด้วย 10% Fetal 
bovine serum (FBS), 1% L-glutamine และ 1% penicillin-streptomycin ลงไปอีก  200 
ไมโครลิตร เพื่อให้อาหารเล้ียงเซลล์ท่วมอนุภาคเล็กน้อย แล้วเขย่าท่ีความเร็ว 60 รอบต่อนาที ใน 
ตู้เพาะเช้ือท่ีมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีการรักษาระดับคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง เพื่อช่วยให้เซลล์ยึดเกาะบนอนุภาค จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลล์เพิ่มอีก 0.7 มิลลิลิตร แล้ว
เพาะเล้ียงเซลล์ในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 
เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง 1, 3, 5 และ 7 วัน โดยเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ทุก 2 วัน 

3.4.5.2 การเตรียมสารละลายเซลล์มาตราฐาน 
ในงานวิจัยนี้วัดจ านวนเซลล์ด้วยวิธี DNA Assay ส าหรับการเตรียมเซลล์มาตราฐานท าได้โดย

เพาะเล้ียงเซลล์ SaOS-2 ใน 24 well plate (พื้นท่ี 1.9 เซนติเมตร2/หลุม) โดยท าการเจือจางเซลล์ให้
มีความเข้มข้นระหว่าง 2.0x105 ถึง 3125 เซลล์ต่อหลุม ในอาหารเล้ียงเซลล์ DMEM ซึ่งประกอบด้วย 
10% Fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine และ 1% penicillin-streptomycin ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง 

3.4.5.3 การวิเคราะห์จ านวนเซลล์ 
เมื่อครบเวลาเพาะเล้ียงตามท่ีก าหนด ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออก แล้วล้างด้วยสารละลาย PBS 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อก าจัดเซลล์ท่ีตายออก เตรียมสารละลาย Cell lysate ของเซลล์บนอนุภาค 
และเซลล์มาตรฐาน โดยเติมสารละลาย SDS (sodium dodecyl sulfate) lysis buffer ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร (ซึ่งเตรียมได้จาก SDS น้ าหนัก 5 มิลลิกรัม ในสารละลาย SSC 20X ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
และน้ าปราศจากไอออน 19 มิลลิลิตร) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อให้
ผนังเซลล์แตก จากนั้นใช้วิธีแช่แข็ง-ละลาย (Freeze-thaw) ตัวอย่างท่ีอุณหภูมิ -80 และ 37 องศา
เซลเซียสตามล าดับ โดยท าซ้ า 3 ครั้ง เพื่อให้ผนังเซลล์แตกอย่างสมบูรณ์เนื่องจากเซลล์บวมและแตก
จากการเกิดผลึกน้ าแข็งขึ้นภายในและภายนอกเซลล์  
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ส าหรับการวัดปริมาณ DNA ปิเปตสารละลาย Cell lysate ของเซลล์บนอนุภาค และเซลล์
มาตรฐานปริมาตร 100 ไมโครลิตรใส่ในถาดด า (Black plate) 96 หลุม เติมสารละลาย Hoechst 
33258 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (ซึ่งเตรียมได้จากผสม Hoechst 33258 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กับ
น้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 19 มิลลิลิตร และสารละลาย SSC 20X ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) โดยใช้ 
ปิเปตแบบหลายช่อง (Multichannel pipette) ในท่ีมืด เพื่อควบคุมเวลาท่ีใช้ในการเกิดปฏิกิริยา แล้ว
วัดความเข้มของฟลูออเรสเซนต์  (Fluorescent Intensity) ทันที ด้วยเครื่ อง Fluorescence 
microplate reader ท่ีช่วงความยาวคล่ืน  355 นาโนเมตร (Excitation) และ 460 นาโนเมตร 
(Emission) 

 
3.5 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 การทดลองในงานวิจัยนี้จะมีการท าซ้ าอย่างน้อย 3 ซ้ าทุกการทดลอง (n=3) แล้วน าข้อมูล 
เชิงปริมาณท้ังหมดมาหาค่าเฉล่ียและค่าการเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard deviation; SD) จากนั้น
วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance: ANOVA) ด้วยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 22 
ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P-value < 0.05) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

ในงานวิจัยนี้ศึกษาการขึ้นรูปอนุภาคสามมิติจากไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินชนิดเอ โดย
มุ่งเน้นกระบวนการขึ้นรูปแบบ Top-down ซึ่งเริ่มจากการขึ้นรูปแผ่นฟองน้ าจากสารละลายผสม    
ไฟโบรอินและเจลาตินท่ีเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ และท าแห้งแบบเยือกแข็ง จากนั้นบดแผ่น
ฟองน้ าให้เป็นอนุภาค แล้วน าไปเคลือบพื้นผิวด้วยแคลเซียมฟอสเฟตด้วยการแช่สลับในสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด์และสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต เพื่อเพิ่มคุณสมบัติทางชีวภาพส าหรับ
น าไปประยุกต์ใช้ในด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก โดยศึกษารายละเอียดดังหัวข้อต่อไปนี้ 
 
4.1 คุณสมบัติของสารละลายผสมไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน 

4.1.1 ค่าศักย์เซต้าและค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ของสารละลายผสมไฟโบรอินและเจลาติน 

ค่าศักย์เซต้าของสารละลายเป็นค่าความต่างศักย์ระหว่างศักย์ไฟฟ้าบริเวณพื้นผิวของอนุภาค
กับศักย์ไฟฟ้าของสารละลาย การศึกษาศักย์เซต้าท าให้ทราบถึงคุณสมบัติทางประจุไฟฟ้าของ
สารละลาย ผลการศึกษาค่าศักย์เซต้าพบว่าสารละลายไฟโบรอินไหมไทย (S100) และสารละลาย    
เจลาติน (G100) มีค่าศักย์เซต้าเท่ากับ -14.20±1.44 และ +9.29±0.48 มิลลิโวลต์ตามล าดับ ส่วน
สารละลายผสมไฟโบรอินไหมไทยต่อเจลาตินท่ีอัตราส่วน 80/20 (S80G20), 50/50 (S50G50) และ 
20/80 (S20G80) พบว่าเมื่อมีเจลาตินเป็นองค์ประกอบมากขึ้น สารละลายผสมจะมีค่าความเป็น   
กรดด่างลดลงและมีค่าศักย์ไฟฟ้าเป็นบวกมากขึ้น โดยค่าความเป็นกรดด่างของสารละลาย S80G20, 
S50G50 และ S20G80 มีค่าเท่ากับ 5.66, 5.38 และ 5.21 ตามล าดับ และค่าศักย์เซต้าของสารละลาย
ผสมมีค่าเท่ากับ -1.52±0.16, +3.01±0.23 และ +7.00±0.23 มิลลิโวลต์ตามล าดับ ดังแสดงในรูปท่ี 
4.1 ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Jetbumpenkul P. และคณะ (2012) และ Ratanavaraporn J. 
และคณะ (2014) ซึ่งรายงานผลว่าสารละลายผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินท่ีมีสัดส่วน
ต่างกันจะแสดงค่าศักย์เซต้าท่ีเป็นบวกลดลง เมื่อมีสารละลายผสมมีไฟโบรอินเป็นองค์ประกอบมาก
ขึ้น 
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รูปท่ี 4.15ค่าศักย์เซต้าและค่าความเป็นกรดด่างของสารละลายผสมไฟโบรอินไหมไทยและ 

เจลาตินชนิดเอความเข้มข้นร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ท่ีเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์     
ร้อยละ 0.02 โดยปริมาตร 
 

ไฟโบรอินและเจลาตินเป็นโปรตีนซึ่งประกอบด้วยกรดอะมิโนจ านวนมากต่อกันเป็นสาย    
พอลิเพปไทด์ การเปล่ียนแปลงค่าศักย์เซต้าของสารละลายผสมไฟโบรอินและเจลาตินท่ีอัตราส่วนผสม
ต่าง ๆ จึงขึ้นอยู่กับจ านวนและชนิดของกรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบอยู่ในสายพอลิเพปไทด์ อิทธิพล
ของประจุลบจากหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) และหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) และอิทธิพลของประจุบวกจาก
หมู่อะมิโน (-NH2) ของกรดอะมิโนส่งผลต่อความสมดุลประจุ (Charge balance) ของสารละลาย  หมู่
คาร์บอกซิลของกรดอะมิโนในสายพอลิเพปไทด์จัดเป็นกรดอ่อนซึ่งมีความสามารถในการแตกตัวให้
โปรตอนได้ ในขณะท่ีหมู่อะมิโนเป็นเบสอ่อนซึ่งมีความสามารถในการรับโปรตอน ดังแสดงในรูปท่ี 4.2  

ซึ่งนอกจากจ านวนและชนิดของกรดอะมิโนแล้ว ค่าศักย์เซต้าจะมีค่าเป็นบวกหรือลบยังขึ้นอยู่กับค่า
ความเป็นกรดด่างของสารละลาย สารละลายไฟโบรอิน (S100) มีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.04 
ซึ่งมากกว่าค่าไอโซอิเล็กตริก (Isoelectric point; pI) ของไฟโบรอินซึ่งมีค่าประมาณ 4-5 (Shen, Hu 
et al. 2015) สารละลายไฟโบรอินแสดงประจุเป็นลบ ในขณะท่ีสารละลายเจลาติน  (G100) มีค่า
ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5.12 น้อยกว่าค่าไอโซอิเล็กตริกของเจลาตินซึ่งมีค่าประมาณ 9 ท าให้
สารละลายเจลาตินแสดงประจุบวก (K and Bandyopadhyay 2012)  
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                   Protonated form               Deprotonated form 
รูปที่ 4.26การจัดเรียงตัวของโครงสร้างโมเลกุลแบบเสียโปรตอนและแบบรับโปรตอนของ

กรดอะมิโนของโปรตีน ในสารละลายท่ีมีค่าความเป็นกรดด่างต่าง ๆ กัน  (K and Bandyopadhyay 
2012) 
 
4.2 คุณสมบัติของอนุภาคจากไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน 

 ในงานวิจัยนี้ขึ้นรูปอนุภาคมาจากการบดแผ่นไฮโดรเจลท่ีเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ ดังนั้น
ในหัวข้อนี้จึงท าการศึกษาคุณสมบัติของอนุภาคโปรตีนท่ีขึ้นรูปได้ โดยเริ่มจากการศึกษาความเข้มข้น
ของกลูตารัลดีไฮด์ท่ีใช้ในการขึ้นรูปแผ่นไฮโดรเจล ในหัวข้อ 4.2.1 จากนั้นศึกษาการกระจายตัวของ
อนุภาคท่ีได้จากการบด และศึกษาโครงสร้างสัณฐานของอนุภาคในหัวข้อท่ี 4.2.2 และ 4.2.3 
ตามล าดับ 
4.2.1 ผลของความเข้มข้นกลูตารัลดีไฮด์ที่ใช้ในการเชื่อมขวาง 

ไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินเป็นโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติละลายน้ าได้ ซึ่งถือเป็นข้อจ ากัดใน
การน าไปใช้งานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ดังนั้นเพื่อปรับปรุงคุณสมบัติให้ดีขึ้น ในงานวิจัยนี้จึงมีการ
ดัดแปลงคุณสมบัติด้วยการเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ โดยศึกษาความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ท่ีใช้
เช่ือมขวางในการขึ้นรูปแผ่นไฮโดรเจล 3 ความเข้มข้น คือ 0.10, 0.15 และ 0.20 %โดยปริมาตร และ
ท าการศึกษาผลของการเช่ือมขวาง โดยการวิเคราะห์ร้อยละน้ าหนักคงเหลือของอนุภาคหลังแช่ใน
สารละลายท่ีไม่มีเอนไซม์และมีเอนไซม์ 

4.2.1.1 ร้อยละน้ าหนักคงเหลือของอนุภาคภายใต้สภาวะที่ไม่มีเอนไซม์  
ในหัวข้อนี้ศึกษาความส าเร็จในการเช่ือมขวาง โดยการทดสอบความต้านทานการละลายน้ า

ของอนุภาคท่ีผ่านการเช่ือมขวางเปรียบเทียบกับอนุภาคท่ีไม่ผ่านการเช่ือมขวางดังแสดงในรูปท่ี 4.3  
พบว่าน้ าหนักคงเหลือของอนุภาคท่ีไม่ผ่านการเช่ือมขวางของอนุภาคชนิด S100, S80GA20, 
S50GA50, S20GA80 และ  G100 มี ค่ า เ ท่ ากั บ ร้ อ ยละ  5.51±0.05, 3.78±3.14, 12.77±4.98, 
3.36±1.16 และ 3.09±2.05 ตามล าดับ อนุภาคท่ียังไม่ผ่านการเช่ือมขวางมีความสามารถในการ    
คงรูปในน้ าค่อนข้างต่ า เนื่องจากไฟโบรอินและเจลาตินท่ีเป็นองค์ประกอบในอนุภาคสามารถละลาย
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น้ าได้ โดยพบว่าอนุภาคท่ีไม่เช่ือมขวางจะมีความสามารถในการคงตัวในน้ าเพิ่มขึ้นเมื่อมีไฟโบรอินเป็น
องค์ประกอบมากขึ้น ยกเว้น S50G50 ซึ่งมีน้ าหนักคงเหลือมากท่ีสุดและมีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบ S80G20, S20G80 และ G100 แต่
ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส า คัญเมื่ อเปรียบเทียบกับ  S100 สอดคล้องกับรายงานของ 
Jetbumpenkul P. และคณะ (2012) ซึ่งพบว่าสารละลายไฟโบรอินและเจลาตินอัตราส่วน 50/50 มี
ค่าศักย์เซต้าเข้าใกล้ศูนย์ แสดงถึงการเกิดสมดุลระหว่างประจุบวกและลบในสารละลาย ซึ่งท่ีสภาวะนี้
เป็นสภาวะท่ีเกิดอันตรกิริยาไฟฟ้าสถิตย์ (Electrostatic interaction) ระหว่างประจุท่ีตรงข้ามกัน
มากท่ีสุด ส่งผลให้แผ่นไฮโดรเจลมีความสามารถในการคงตัวในน้ าได้มากขึ้น 
 เมื่อพิจารณาน้ าหนักคงเหลือของอนุภาคท่ีผ่านการเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ท่ีความ
เข้มข้นเท่ากัน แต่มีอัตราส่วน S/G ต่างกัน (S100, S80G20, S50G50, S20G80 และ G100) พบว่า
อนุภาคทุกชนิดมีน้ าหนักคงเหลืออยู่ในช่วงร้อยละ 90-96 แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
และเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบน้ าหนักคงเหลือของอนุภาคท่ีมีอัตราส่วนผสมไฟโบรอินต่อเจลาติน
เท่ากัน แต่ใช้ความเข้มข้นกลูตารัลดีไฮด์ในการเช่ือมขวางต่างกัน (0.10, 0.15 และ 0.20% โดย
ปริมาตร) พบว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นในการเช่ือมขวางเพิ่มมากขึ้น น้ าหนักคงเหลือของอนุภาคจะมี
แนวโน้มเพิ่มสูงขึ้น แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
 เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบน้ าหนักคงเหลือของอนุภาคท่ีไม่ผ่านการเช่ืองขวางและอนุภาคท่ี
ผ่านการเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ พบว่าอนุภาคท่ีไม่ผ่านการเช่ือมขวางมีน้ าหนักคงเหลืออยู่
ในช่วงร้อยละ 3-12 ซึ่งนอ้ยกว่าอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับอนุภาคท่ีผ่านการเช่ือมขวางซึ่งมี
น้ าหนักคงเหลือมากกว่าร้อยละ 90 ทุกความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ จากผลการศึกษาแสดงให้เห็น
ว่าการเช่ือมขวางอนุภาคด้วยกลูตารัลดีไฮด์ประสบความส าเร็จ การเช่ือมขวางสามารถช่วยดัดแปลง
คุณสมบัติในการต้านทานน้ าของอนุภาคไฟโบรอินและเจลาตินให้เพิ่มมากขึ้น โดยพบว่าน้ าหนัก
คงเหลือของอนุภาคท่ีผ่านการเช่ือมขวางเพิ่มขึ้น 7-30 เท่าเมื่อเทียบกับอนุภาคท่ีไม่ผ่านการเช่ือมขวาง 
ท้ังนี้ความสามารถในการคงตัวในน้ าของอนุภาคท่ีเพิ่มข้ึนเป็นการยืนยันความส าเร็จในการเช่ือมขวาง 
เพื่อศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นกลูตารัลดีไฮด์ต่อประสิทธิภาพในการเช่ือมขวางจึงท าการศึกษา
เพิ่มเติมดังแสดงในหัวข้อท่ี 4.2.1.2  
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รูปท่ี 4.37ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือภายหลังน าอนุภาคท่ีไม่ผ่านการเช่ือมขวาง และ

อนุภาคท่ีผ่านการเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ (GTA) ความเข้มข้นร้อยละ 0.10, 0.15 และ 0.20 
โดยปริมาตร แช่ในน้ าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง (a-c แสดงความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%, p < 0.05) 
 

4.2.1.2 ร้อยละน้ าหนักคงเหลือของอนุภาคภายใต้สภาวะที่มีเอนไซม์ 
 ในหัวข้อนี้ศึกษาผลของความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ต่อประสิทธิภาพในการเช่ือมขวาง โดย
น าอนุภาคมาแช่ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ท่ีมีเอนไซม์โปรติเอสชนิด XIV ความเข้มข้น 1 หน่วย
ต่อมิลลิลิตรท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อดูความคงตัวของอนุภาคในสภาวะ
ท่ีมีเอนไซม์เป็นองค์ประกอบดังแสดงในรูปท่ี 4.4 เมื่อพิจารณาผลของความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ 
พบว่าอนุภาคท่ีมีอัตราส่วนไฟโบรอินไหมไทยต่อเจลาตินเท่ากัน น้ าหนักคงเหลือของอนุภาคจะมี
แนวโน้มเพิ่มขึ้นเมื่อใช้ความเข้มข้นในการเช่ือมขวางมากขึ้น แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญใน
อนุภาค S100 และ G100 ในขณะท่ีอนุภาค S80G20, S50G50 และ S20G80 มีร้อยละน้ าหนัก
คงเหลือเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อเพิ่มความเข้มข้นกลูตารัลดีไฮด์จากร้อยละ 0.1 และ 0.15 โดย
ปริมาตร แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นกลูตารัลดีไฮด์เป็น 0.2 โดยปริมาตร พบว่าร้อยละน้ าหนักคงเหลือ
ของอนุภาคมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับอนุภาคท่ีเช่ือมขวาง
ด้วยกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.15 โดยปริมาตร สอดคล้องกับรายงานวิจัยของ Sheu M.T. 
และคณะ  (2001) ซึ่งท าการศึกษาสารละลายและโครงสร้างเล้ียงเซลล์คอลลาเจนส าหรับการ
เพาะเล้ียงเซลล์ โดยท าการศึกษาผลของความเข้มข้นของกลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ 0.01-0.20 ต่อ
คุณสมบัติเชิงกลและความเป็นพิษต่อเซลล์ของโครงสร้างเล้ียงเซลล์คอลลาเจน พบว่าความเข้มข้น  
กลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ  0.12 มีร้อยละการเช่ือมขวาง 96.13±1.74 เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ 
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กลูตารัลดีไฮด์เป็นร้อยละ 0.15 และ 0.20 พบว่ามีร้อยละการเช่ือมขวาง 102.42±3.00 และ 
105.61±2.02 ตามล าดับ ดังนั้นความเข้มข้นกลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ 0.12 จึงเพียงพอและเหมาะสมใน
การเช่ือมขวางโครงสร้างเล้ียงเซลล์คอลลาเจนและไม่เป็นพิษต่อเซลล์ และถนอม วงศ์พุทธรักษา 
(2554) ซึ่งศึกษาการผลิตโครงสร้างเล้ียงเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาตินและ 
ไคโตโอลิโกแซคคาไรต์ และเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.05, 0.10, 0.15 และ 
0.20 โดยปริมาตร พบว่าปริมาณกรดอะมิโนในเจลาตินท่ีสามารถเกิดการเช่ือมขวางได้มีประมาณร้อย
ละ 12 ดังนั้นความเข้มข้นกลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ 0.15 โดยปริมาตรเพียงพอต่อการเช่ือมขวางเจลาติน
แล้ว เมื่อเพิ่มความเข้มข้นกลูตารัลดีไฮด์จึงไม่สามารถเช่ือมขวางเจลาตินได้มากขึ้น 

หลังการแช่อนุภาคในสภาวะเอนไซม์เป็นเวลา 1 วัน พบว่าอนุภาค S100, S80G20, 
S50G50, S20G80 และ G100 มีน้ าหนักคงเหลือร้อยละ 61-63, 37-46, 14-24, 3-6 และ 0.6-3 โดย
น้ าหนักตามล าดับ ดังนั้นเพื่อลดความเป็นพิษของกลูตารัลดีไฮด์ให้น้อยท่ีสุด โดยท่ีอนุภาคยังคงมี
คุณสมบัติท่ีเหมาะสม ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้ความเข้มข้นกลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ 0.15 โดยปริมาตร ซึ่ง
มีความคงตัวในสภาวะท่ีมี เอนไซม์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับอนุภาคท่ีเ ช่ือมขวางด้ วย 
กลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ 0.20 โดยปริมาตร และเลือกใช้เฉพาะอนุภาค S100, S80G20 และ S50G50 
ซึ่งมีความสามารถในคงตัวในสภาวะท่ีมีเอนไซม์มากกว่าร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก ส าหรับการขึ้นรูป
อนุภาคไฟโบรอินผสมไหมไทยส าหรับศึกษาในหัวข้อ 4.3 และ 4.4 

 
รูปท่ี 4.48ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือภายหลังน าอนุภาคท่ีผ่านการเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดี

ไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.10, 0.15 และ 0.20 โดยปริมาตร แช่ในเอนไซม์โปรติเอสชนิด XIV ความ
เข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง (a-h แสดงความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%, p < 0.05) 
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4.2.2 ลักษณะของแผ่นฟองน้ าและการกระจายตัวของขนาดอนุภาคหลังการบด 

หลังจากท่ีขึ้นรูปแผ่นฟองน้ าท่ีเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์แล้ว กลูตารัลดีไฮด์ส่วนเกินจะถูก
ก าจัดออกโดยใช้ไกลซีน แล้วน าไปท าแห้งแบบเยือกแข็งอีกครั้ง แผ่นฟองน้ าไฟโบรอินไหมไทยผสม 
เจลาตินท่ีขึ้นรูปได้มีลักษณะเป็นรูพรุน สีของแผ่นจะมีสีเหลืองจนถึงสีน้ าตาล เนื่องจากสีเหลืองของ 
ไฟโบรอินและสีน้ าตาลของกลูตารัลดีไฮด์ โดยแผ่นฟองน้ า S100 จะมีสีเหลืองมากท่ีสุด และแผ่น
ฟองน้ า G100 จะมีสีออกโทนน้ าตาลมากท่ีสุด ดังแสดงในรูปท่ี 4.5 

 
 

รูปที่ 4.59ลักษณะภายนอกของแผ่นฟองน้ าไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินท่ีเช่ือมขวางด้วย
สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.15 โดยปริมาตร 

แผ่นฟองน้ าถูกบดด้วยเครื่องปั่นโถบดขนาดเล็ก (HR2117, Philips) ด้วยความเร็ว 1200 
รอบต่อนาทีจนกลายเป็นอนุภาค การขึ้นรูปโดยการบดด้วยเครื่องปั่นท าให้ได้อนุภาคมีขนาดและ
รูปร่างแบบสุ่ม อนุภาคท่ีได้มีรูปร่างไม่แน่นอน เมื่อน าอนุภาคไปแยกขนาดโดยใช้ตะแกรงคัดแยก
ขนาดเมซ (Mesh) 35, 18 และ 10 ซึ่งมีขนาดช่อง  500, 1000 และ 2000 ไมโครเมตรตามล าดับ 
พบว่าอนุภาคมีการกระจายตัวของขนาดดังแสดงในรูปท่ี 4.6 อนุภาค S80G20, S50G50, S20G80 
และ G100 มีการกระจายตัวของอนุภาคส่วนใหญ่อยู่ในช่วงมากกว่า 2000 ไมโครเมตร ในขณะท่ีการ
กระจายตัวส่วนใหญ่ของ S100 อยู่ในช่วง 1000-2000 ไมโครเมตร โดยพบว่าการกระจายตัวของ
ขนาดอนุภาค 1000-2000 ไมโครเมตรซึ่งเป็นช่วงท่ีเลือกน าไปศึกษาต่อในหัวข้อต่อ ๆ ไปมีร้อยละการ
กระจายตัวของขนาดอนุภาคเพียง 25-45 โดยน้ าหนักซึ่งค่อนข้างจะน้อย ท้ังนี้อาจเป็นผลมาจากการ
ใช้เครื่องปั่นอาหารในการบด ท าให้สภาวะท่ีใช้ เช่น ความเร็วรอบและเวลาท่ีใช้ในการปั่นไม่เพียงพอ 
จึงควรท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการบดในการทดลองครั้งถัดไป นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อบดแผ่น
ฟองน้ าท่ีมีปริมาณเจลาตินเป็นองค์ประกอบมากจะได้อนุภาคขนาดใหญ่ ส่งผลให้การกระจายตัวของ
ของอนุภาคท่ีมีเจลาตินเป็นองค์ประกอบมากเบี่ยงเบนไปทางอนุภาคขนาด 2000 ไมโครเมตร ท้ังนี้
อาจเป็นผลมาจากคุณสมบัติของไฟโบรอินและเจลาติน แผ่นฟองน้ าท่ีมีเจลาตินเป็นองค์ประกอบมาก
จะมีความเหนียว ส่วนแผ่นฟองน้ าท่ีมีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นไหมไฟโบรอินจะมีความเปราะ ท าให้

S80G20 S100 S50G50 S20G80 G100 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

56 

ประสิทธิภาพการบดแผ่นฟองน้ าชนิดต่างๆ ไม่เท่ากัน และส่งผลต่อการกระจายตัวของขนาดอนุภาค 
จากรายงานของ Xia L. และคณะ (1999) ได้ท าการศึกษาคุณสมบัติการบวมน้ าและคุณสมบัติทางกล
ของแผ่นเจลเจลาตินท่ีเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ โดยใช้เจลาตินความเข้มข้นร้อยละ 10-40 โดย
น้ าหนักและกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 2.5-50 โดยน้ าหนัก พบว่าการเพิ่มความเข้มข้นของ 
กลูตารัลดีไฮด์จะส่งผลให้ความเหนียว (Toughness) และความความยืดหยุ่น (Elasticity) ของ       
เจลาตินลดลง ในขณะท่ีความสามารถคงรูป (Stiffness) เพิ่มมากขึ้น โดยมีค่าพลังงานส าหรับจุดขาด 
(Energy to break) การยืดตัว ณ จุดขาด (Elongation at Break) ความต้านทานแรงดึง ณ จุดสูงสุด 
(Peak stress) และมอดูลัส (Modulus) อยู่ในช่วง 2-15 mJ, 11-30%, 140-365 MPax102 และ 5-
15 MPa ตามล าดับ และจากรายงานของ Yin J. และคณะ (2010) ได้ท าการศึกษาการเพิ่มความ
เหนียวของแผ่นฟิล์มไฟโบรอินซึ่งโดยธรรมชาติมีความอ่อนและเปราะ โดยการ Uniaxial extension 
ภายใต้สภาวะการบวมน้ า เพื่อให้เกิดการจัดเรียงตัวของโมเลกุลในสายโซ่ของไฟโบรอินใหม่ ส่งผลให้
ความเครียด ณ จุดขาด (Strain at Break) ความต้านทานแรงดึงสูงสุด (Ultimate stress) มอดูลัส
ของยัง (Young's modulus) และพลังงานส าหรับจุดขาด (Energy to break) ของแผ่นฟิล์มเพิ่มขึ้น
จาก 5%, 90 MPa, 2.7 GPa และ 2.1 kJ/kg เป็น 35%, 169 MPa, 3.5 GPa, และ 38.9 kJ/kg 
ตามล าดับ  

 
รูปท่ี 4.610การกระจายตัวของขนาดอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินชนิดเอจากการใช้

เครื่องปั่นโถบดขนาดเล็ก (HR2117, Philips) ความเร็ว 1200 รอบต่อนาที เพื่อบดแผ่นฟองน้ าท่ี 
เช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.15 โดยปริมาตร (a-k แสดงความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%, p < 0.05) 
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4.2.3 โครงสร้างสัณฐานของอนุภาค 

หลังจากการขึ้นรูปแผ่นฟองน้ าและบดด้วยเครื่องปั่นโถบดขนาดเล็กจนกลายเป็นอนุภาค 
จากนั้นน าไปแยกขนาดโดยใช้ตะแกรงคัดแยก เพื่อน าเฉพาะอนุภาคท่ีมีขนาด 1000-2000 
ไมโครเมตรมาใช้ในการทดลองในหัวข้อนี้และหัวข้อต่อไป พบว่าอนุภาคท่ีได้มีลักษณะเป็นเม็ด 
(Granular) ท่ีมีรูปร่างไม่แน่นอน ไม่สมมาตรหรือเป็นรูปทรงทางเรขาคณิต สีของอนุภาคมีสีเหลือง
จนถึงสีน้ าตาลเหมือนสีของแผ่นฟองน้ าแต่มีสีอ่อนกว่าเล็กน้อย อนุภาค S100 จะมีสีเหลืองมากท่ีสุด 
และอนุภาค G100 จะมีสีออกโทนน้ าตาลมากท่ีสุด ดังแสดงในรูปท่ี 4.7 
 

 
  รูป 11รูปที่ 4.7 ลักษณะภายนอกของอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินท่ีเช่ือมขวางด้วย
สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.15 โดยปริมาตร และมีขนาดอนุภาคในช่วง 1000-
2000 ไมโครเมตร 

โครงสร้างสัณฐานของอนุภาคไฟโบรอินผสมเจลาตินท่ีเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ความ
เข้มข้นร้อยละ 0.15 โดยปริมาตร และมีขนาดอนุภาคในช่วง 1000-2000 ไมโครเมตร ถ่ายด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีมีสมรรถนะสูงชนิดฟิลด์อีมิสชันท่ีก าลังขยาย 35, 150 และ 
1000 เท่า เพื่อดูรูปร่างลักษณะภายนอกและพื้นผิวของอนุภาค พบว่าอนุภาคมีลักษณะเป็นเม็ดพรุนท่ี
ได้มีรูพรุนต่อกันหมด (Interconnected pores) และผนังของอนุภาคมีลักษณะเรียบ ดังแสดงในรูปท่ี 
4.8 
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ชนิดของ 
อนุภาค        ก าลังขยาย 35 เท่า          150 เท่า         1000 เท่า 

S100        

S80G20    

S50G50   

S20G80   

G100         
   รูป 12รูปที่ 4.8 โครงสร้างสัณฐานของอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินท่ีอัตราส่วนต่าง ๆ คือ 
100/0, 80/20, 50/50, 20/80 และ 0/100 โดยถ่ายด้วย FE-SEM ท่ีก าลังขยาย 35, 150 และ 1000 
เท่า ซึ่งมีสเกลบาร์เท่ากับ 100, 100 และ 10 ไมโครเมตรตามล าดับ 
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4.3 การเคลือบพื้นผิวอนุภาคโปรตีนด้วยสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต 

 กระดูกของมนุษย์มีส่วนประกอบส าคัญเป็นสารอินทรีย์ประมาณร้อยละ 30 และสาร        
อนินทรีย์ร้อยละ 60 ดังนั้นเพื่อเลียนแบบองค์ประกอบของกระดูกในร่างกาย หลังจากขึ้นรูปอนุภาค
โปรตีนซึ่งเป็นสารอินทรีย์ได้แล้ว ในส่วนของการทดลองถัดไปจะท าการดัดแปลงพื้นท่ีผิวของอนุภาค
ด้วยสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตซึ่งเป็นสารอินทรีย์ เพื่อเพิ่มคุณสมบัติทางชีวภาพของอนุภาค
ส าหรับน าไปประยุกต์ใช้ในวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก โดยการแช่สลับอนุภาคท่ีมีอัตราส่วนไฟโบรอินต่อ
เจลาตินต่าง  ๆ กัน 3 อัตราส่วน คือ 100/0, 80/20 และ 50/50 โดยน้ าหนัก ในสารละลาย 
แคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.20 โมลต่อลิตร และสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความ
เข้มข้น 0.12 โมลต่อลิตร เป็นเวลา 5 นาทีส าหรับแต่ละสารละลาย โดยเมื่อแช่ครบท้ังสองสารละลาย
นับเป็น 1 รอบ ท าการแช่สลับซ้ า 4, 8 และ 12 รอบ สามารถสรุปชนิดของอนุภาคและสัญลักษณ์ท่ีใช้
ในการทดลองหัวข้อนี้ได้ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 
ตารางท่ี 4.2 ชนิดและสัญลักษณ์ของอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินท่ีใช้ในการดัดแปลงพื้นผิว
ของอนุภาคด้วยแคลเซียมฟอสเฟตโดยวิธีการแช่สลับ 

สูตร 
สัดส่วนโดยน้ าหนัก จ านวนรอบ 

ในการแช่สลับ ไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน 
S100H4C 
S80H4C 
S50H4C 
S100H8C 
S80H8C 
S50H8C 

S100H12C 
S80H12C 
S50H12C 

100 
80 
50 
100 
80 
50 
100 
80 
50 

0 
20 
50 
0 
20 
50 
0 
20 
50 

4 
4 
4 
8 
8 
8 
12 
12 
12 

 
4.3.1 ร้อยละน้ าหนักที่เพิ่มขึ้นของอนุภาคหลังการเคลือบพืน้ผิว 

ภายหลังการเคลือบผิวอนุภาคโปรตีนโดยแช่สลับในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์และ
สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต จ านวน 4, 8 และ 12 รอบ น้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้นของอนุภาคหลัง
กระบวนการแช่สลับเกิดจากการสะสมของผลึกแคลเซียมฟอสเฟตท่ีพื้นผิวของอนุภาคแสดงในรูปท่ี 
4.9 โดยพบว่าเมื่อเพิ่มรอบการเคลือบผิวอนุภาคจาก 4 รอบ เป็น 8 และ 12 รอบ อนุภาคมีน้ าหนัก
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เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญจากร้อยละ 38-46 โดยน้ าหนัก เป็นร้อยละ 62-68 และ 71-80  โดยน้ าหนัก
ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าจ านวนรอบในการแช่สลับมีผลต่อการเกิดการสะสมผลึกแคลเซียมฟอสเฟต 
นอกจากนี้ยังพบว่าอนุภาคท่ีแช่สลับ 8 รอบมีน้ าหนักแห้งเพิ่มขึ้น 1.6 เมื่อเทียบกับอนุภาคท่ีแช่สลับ 4 
รอบ ในขณะอนุภาคท่ีแช่สลับ 12 รอบ มีน้ าหนักเพิ่มขึ้นเพียง 1.2 เมื่อเทียบกับอนุภาคท่ีแช่สลับ 8 
รอบ 

เมื่อพิจารณาผลของอัตราส่วน S/G ต่อการเกิดผลึกแคลเซียมฟอสเฟตพบว่าอัตราส่วนของ
โปรตีนมีผลต่อการเคลือบผิวเฉพาะการแช่สลับ 4 รอบเท่านั้น ส าหรับการแช่สลับมากกว่า 4 รอบ
พบว่าอนุภาคท่ีมีจ านวนรอบการแช่สลับเท่ากันแต่มีอัตราส่วน S/G ต่างกันมีน้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้นไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งอาจเป็นผลมาจากกระบวนการเกิดผลึกแคลเซียมฟอสเฟตของ
วิธีการแช่สลับเกี่ยวข้องกับแรงดึงดูดไฟฟ้าสถิต (Electrostatic interaction) ระหว่างหมู่ฟังก์ช่ันท่ีอยู่
บนพื้นผิวของอนุภาคกับไอออนแคลเซียม (Ca2+) และไอออนฟอสเฟต (PO4

3-) ในสารละลาย โดยใน
ขั้นแรกของกระบวนการแช่สลับ อนุภาคจะถูกแช่ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ แคลเซียมไอออนซึ่ง
มีประจุบวกจะเกิดอันตรกิริยากับพื้นผิวที่มีประจุลบบนพื้นผิวของอนุภาค จากนั้นล้างไอออนส่วนเกิน
ออกด้วยน้ าปราศจากไอออน แล้วแช่อนุภาคในสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ฟอสเฟต
ไอออนจะจับตัวกับแคลเซียมไอออนและพื้นผิวที่เป็นบวกของอนุภาค ท าให้เกิดนิวเคลียสผลึกและการ
โตของผลึกอะพาไทต์ขึ้นบนพื้นผิวของอนุภาค (Taguchi, Kishida et al. 1999) และเมื่อเพิ่มจ านวน
การแช่สลับจนผลึกแคลเซียมฟอสเฟตปกคลุมผิวของอนุภาคจนเต็มแล้ว หมู่ฟังก์ช่ันบนพื้นผิวของ
อนุภาคจะถูกบดบังท าให้เกิดอันตรกิริยากับไอออนได้น้อยลง การเกิดผลึกแคลเซียมฟอสเฟตหลังนั้น
จึงเป็นการเกิดจากอันตรกิริยาระหว่างแคลเซียมไอออนและฟอสเฟตไอออนบนผลึกอะพาไทต์เท่านั้น 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Goes J. C. และคณะ (2007) ซึ่งท าการศึกษาการเคลือบอะพาไทต์บน
แผ่นฟิล์มคอลลาเจนชนิดประจุลบซึ่งมีความหนาแน่นของหมู่คาร์บอกซิลมากเปรียบเทียบกับ
แผ่นฟิล์มคอลลาเจนธรรมชาติท่ีไม่ได้ดัดแปลง พบว่าปริมาณไฮดรอกซีอะพาไทต์บนแผ่นฟิล์มท้ังสอง
ชนิดเพิ่มขึ้นแม้จะท าการแช่สลับจ านวนมากกว่า 100 รอบ แต่พบว่าเมื่อแช่สลับมากกว่า 50 รอบ 
อัตราเร็วในการเกิดผลึกอะพาไทต์บนแผ่นฟิล์มท้ังสองชนิดลดลงอย่างเห็นได้ชัด ซึ่งมีสาเหตุมาจากเมื่อ
ท าการแช่สลับจ านวนรอบมากๆ จะเกิดผลึกบดบังพื้นผิวของอนุภาค ท าให้การเกิดอันตรกิริยา
ระหว่างไอออนบนผลึกอะพาไทต์เท่านั้น ส่งผลให้อัตราการเกิดผลึกอะพาไทต์ช้าลง ผลึกอะพาไทต์ท่ี
เกิดขึ้นจึงมีการจัดเรียงตัวกันอย่างไม่มีระเบียบและมีความสามารถในการละลายน้ าสูงขึ้น 
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 รูป 13 รูปที่  4.9 ร้อยละน้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้นของอนุภาคโปรตีนหลังการเคลือบพื้นผิวด้วยผลึก 
แคลเซียมฟอสเฟต โดยท าการแช่สลับในสารละลายแคลเซียมคลอไร ด์และสารละลาย 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 4, 8 และ 12 รอบ (a-e แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับ
ความเช่ือมั่น 95%, p < 0.05) 
 
4.3.2 ปริมาณแคลเซียมของอนุภาคหลังการเคลือบพืน้ผิว 

 ปริมาณแคลเซียมในอนุภาคหลังการเคลือบพื้นผิวในหัวข้อนี้วิเคราะห์ด้วย Calcium assay 
เพื่อยืนยันผลของน้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้นหลังการแช่สลับในหัวข้อท่ี 4.3.1 พบว่าปริมาณแคลเซียมในอนุภาค
เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเพิ่มการแช่สลับจาก 4 เป็น 8 รอบ และมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างไม่มี
นัยส าคัญเมื่อเพิ่มการแช่สลับจาก 8 เป็น 12 รอบ ซึ่งสอดคล้องกับผลของร้อยละน้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้นหลัง
การเคลือบพื้นผิวในหัวข้อท่ี 4.3.1 และเมื่อเปรียบเทียบอนุภาคท่ีมีจ านวนรอบในการแช่สลับเท่ากัน 
แต่มีอัตราส่วนโปรตีนต่างกัน พบว่าอนุภาคแต่ละชนิดไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  
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  รูป 14รูปที่ 4.10 ปริมาณแคลเซียมในอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินเอท่ีมีอัตราส่วนต่าง ๆ 
ท่ีแช่สลับในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ และสารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 4, 8 และ 12 
รอบ (a, b, c แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%, p < 0.05) 
 
4.3.3 โครงสร้างสัณฐานของอนุภาค 

อนุภาคโปรตีนถูกน าไปเคลือบพื้นผิวด้วยผลึกแคลเซียมฟอสเฟตโดยการแช่สลับจ านวน 4, 8 
และ 12 รอบ พบว่าก่อนการเคลือบผิวอนุภาคมีสีเหลือง-สีเหลืองออกโทนน้ าตาล แต่เมื่อแช่สลับ
พบว่าสีของอนุภาคเปล่ียนจากสีเหลืองน้ าตาลเป็นสีเหลืองนวลสว่างขึ้นเมื่อแช่สลับ 4 รอบ  สีขาวออก
เหลืองเมื่อแช่สลับ 8 รอบ จนเป็นสีขาวเมื่อแช่ 12 รอบ ดังแสดงในรูปท่ี 4.11 
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   รูป 15รูปที่ 4.11 ลักษณะภายนอกของอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินท่ีเช่ือมขวางด้วย
สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.15 โดยปริมาตร และดัดแปลงพื้นผิวโดยการแช่สลับ 
4, 8 และ 12 รอบ 

จากนั้นศึกษาโครงสร้างสัณฐานของอนุภาคท่ีดัดแปลงพื้นท่ีผิว ด้วยแคลเซียมฟอสเฟต ดัง
แสดงในรูปท่ี 4.12-4.14 พบว่าอนุภาคท่ีเคลือบผิว 4 รอบ สามารถมองเห็นลักษณะรูปร่างและรูพรุน
ของอนุภาคได้อย่างชัดเจน และยังสามารถมองเห็นพื้นผิวของอนุภาคได้ในบางบริเวณท่ีมีผลึก
แคลเซียมฟอสเฟตสะสมอยู่น้อย ส่วนอนุภาคท่ีท าการเคลือบผิว 8 รอบพบว่าพื้นผิวของอนุภาคถูก 
ปกคลุมด้วยผลึกแคลเซียมฟอสเฟตจนเต็ม และยังคงเห็นรูปร่างและรูพรุนของอนุภาคแต่ไม่ชัดเจน 
ส าหรับอนุภาคท่ีแช่สลับ 12 รอบพบว่าเกิดแคลเซียมฟอสเฟตจ านวนมากจนเต็มรูพรุนของอนุภาค 
สอดคล้องกับหัวข้อ 4.3.1 ซึ่งพบว่าแคลเซียมฟอสเฟตเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มรอบในการแช่สลับ นอกจากนี้
เมื่อบันทึกภาพท่ีก าลังขยาย 30000 เท่า เพื่อดูลักษณะของผลึกแคลเซียมฟอสเฟตบนพื้นผิวของ
อนุภาคท่ีแช่สลับ 4, 8 และ 12 รอบ พบว่าผลึกแคลเซียมฟอสเฟตท่ีเกิดขึ้นบนอนุภาคมีลักษณะเป็น
ทรงกลมคล้ายพุ่มไม้ขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร ซ้อนกันเป็นพุ่ม ๆ ส่งผลให้เกิดการเคลือบผิวของ
แคลเซียมฟอสเฟตท่ีเกิดขึ้นบนพื้นผิวของอนุภาคเป็นการเคลือบผิวแบบมีรูพรุน (Porous Coating) 
นอกจากนี้ยังพบว่าอนุภาคโปรตีนท่ีท าการแช่สลับ 8 และ 12 รอบมีการเกิดผลึกท่ีมีลักษณะเป็นแผ่น
ส่ีเหล่ียมลักษณะแบนยาวขึ้น  
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4.3.4 ปริมาณธาตุบนพื้นผิวของอนุภาค 

ในหัวข้อนี้วัดปริมาณธาตุบนพื้นผิวของอนุภาคด้วยเทคนิค Energy dispersive X-ray (EDX) 
ดังแสดงผลในตารางท่ี 4.3 จากนั้นท าการวิเคราะห์อัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสเฟต (Ca/P ratio) เพื่อ
ใช้ในการอธิบายประเภทของสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต พบว่าอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัส
ของอนุภาคท่ีเคลือบพื้นผิวมีค่าอยู่ในช่วง 0.86-1.28 โดยอะตอม  

เมื่อพิจารณาผลของจ านวนรอบในการแช่สลับพบว่าอนุภาคท่ีดัดแปลงโดยการเพิ่มรอบการ
แช่สลับจาก 4 รอบเป็น 8 รอบ มีอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างไม่มี
นัยส าคัญ โดยเพิ่มขึ้นจาก 0.86-1.08 โดยอะตอม (1.11-1.39 โดยน้ าหนัก) เป็น 1.22-1.27 โดย
อะตอม (1.58-1.65 โดยน้ าหนัก) ตามล าดับ ในขณะท่ีเมื่อเพิ่มรอบการแช่สลับเป็น 12 รอบมี
อัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสค่าใกล้เคียงกับการแช่สลับ 8 รอบ โดยมีค่าเท่ากับ 1.14-1.28 โดย
อะตอม (1.47-1.65 โดยน้ าหนัก)  การท่ีอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่ม
การแช่สลับจาก 4 รอบเป็น 8 รอบอาจมีผลมาจากในการแช่สลับจ านวนรอบน้อย ๆ มีการเกิด 
อันตรกิริยาของโซเดียมไอออนเข้ามายุ่งเกี่ยวในกระบวนการเกิดผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ ดังแสดงใน
ภาคผนวก ข ท าให้ปริมาณสัมพันธ์ (Stoichiometry) เปล่ียนแปลงไปและส่งผลให้ความเป็นผลึก
ต่ าลง และเมื่อเพิ่มจ านวนรอบในการแช่สลับโซเดียมไออนจะถูกแทนท่ีโดยแคลเซียมไอออน ท าให้
ความเป็นผลึกมากขึ้นและส่งผลให้มีอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสเพิ่มสูงขึ้น (Kim, Himeno et 
al. 2004) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Yu J.Y. และคณะ (2004) ซึ่งท าการศึกษาการเกิดผลึกแร่ธาตุ
ทาง ชีวภาพของโครงสร้ าง เ ล้ียงเซลล์ N-Methylene Phosphochitosan โดยท าการศึกษา
เปรียบเทียบวิธีการแช่สลับและการแช่ใน SBF พบว่าอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสของผลึก 
อะพาไทต์เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มจ านวนรอบในการแช่สลับ และจากผล XRD พบว่าความเป็นผลึกของ 
ไฮดรอกซีอะพาไทต์เพิ่มสูงขึ้นเมื่อแช่สลับจ านวนครั้งมากขึ้น   

เมื่อพิจารณาอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสเฟต ไฮดรอกซีอะพาไทต์บริสุทธิ์มีสูตรทางเคมี คือ 
Ca10(PO4)6(OH)2 และมีอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัส 1.67 โดยอะตอม หรือ 2.15 โดยน้ าหนัก 
ในขณะท่ีไฮดรอกซีอะพาไทต์ในกระดูกมีอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสอยู่ท่ี 1.15-1.70 โดย
อะตอม  (Bohner 2000) โดยในงานวิจัยนี้พบว่าอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสของอนุภาคท่ี
เคลือบพื้นผิวด้วยผลึกแคลเซียมมีค่าอยู่ในช่วง 0.86-1.28 โดยอะตอม ผลึกแคลเซียมฟอสเฟตท่ี
เกิดขึ้นจากการเคลือบพื้นผิว คือ ผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ แต่มีอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสเฟตต่ า
เนื่องจากเกิดแผ่นส่ีเหล่ียมลักษณะแบนยาวบนผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทต์ ดังแสดงในโครงสร้าง
สัณฐานของอนุภาคในหัวข้อ 4.3.3 ซึ่งมีลักษณะผลึกแบบเดียวกันกับท่ีพบในรายงานการวิจัยของ 
Strange G.T. และคณะ (2011) ท่ีศึกษาการเกิดไฮดรอกซีอะพาไทต์-เจลาตินบนกระจกสไลด์ด้วย
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วิธีการแช่สลับแบบอัตโนมัติโดยใช้ Robotic cane โดยการแช่สลับกระจกสไลด์ลงในสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด์และไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตท่ีมีเจลาตินละลายอยู่ แล้วท าการแช่สลับท้ังหมด 
170 รอบ (เปล่ียนสารละลายท่ีใช้เป็นชุดใหม่ทุก 30 รอบ) พบว่าตัวอย่างท่ีได้หลังแช่สลับ 170 รอบมี
อัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสประมาณ 1.15 โดยอะตอม และเมื่อท าการศึกษาโครงสร้างสัณฐาน
โดยกล้อง จุลทรรศน์อิ เ ล็กตรอนแบบส่องกราดพบผลึก ท่ีมี ลักษณะเป็นแ ผ่นอยู่ บนผ ลึก 
ไฮดรอกซีอะพาไทต์ โดยผลึกท่ีพบมีอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัส 0.97±0.05 โดยอะตอม ซึ่ง
ใกล้เคียงกับไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต (Dicalcium phosphate dihydrate; DCPD) ซึ่งมี
อัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสเท่ากับ 1 โดยอะตอม จึงเป็นสาเหตุให้อัตราส่วนแคลเซียมต่อ
ฟอสฟอรัสของตัวอย่างต่ ากว่าปกติ การเกิดผลึกไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตมีสาเหตุจากการ 
แช่สลับซ้ าในสารละลายชุดเดิมท าให้ค่าความเป็นกรดด่างของสารละลายจากเดิมมีค่า 7.4 ลดลงมา 
ต่ ากว่า 7 ส่งผลให้เกิดการก่อตัวเป็นผลึกไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรตดังแสดงในสมการ 

CaCl2·2H2O + 2H2O + Na2HPO4 →  Ca5PO4.2H2O + 2NaCl 
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ตารางที่ 4.3 ปริมาณธาตุ (โดยน้ าหนักและโดยอะตอม) และอัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัส (โดย
น้ าหนักและโดยอะตอม) บนพื้นผิวของอนุภาคท่ีเคลือบผิว 4, 8 และ 12 รอบตาราง 5 

ธาตุ 
S100H4C S80H4C S50H4C 

%Weight %Atomic %Weight %Atomic %Weight %Atomic 

O 56.85±0.71 74.60±0.52 61.25±0.57 77.66±0.42 58.24±4.94 75.60±3.66 

P 18.11±0.10 12.28±0.12 18.33±0.32 12.00±0.25 17.42±1.80 11.73±1.61 

Ca 25.05±0.67 13.12±0.42 20.43±0.26 10.34±0.17 24.33±3.19 12.67±2.07 

รวม 100 100 100 100 100 100 

Ca/P 
ratio 

1.38±0.04 1.07±0.03 1.11±0.01 0.86±0.01 1.39±0.06 1.08±0.05 

ธาตุ 
S100H8C S80H8C S50H8C 

%Weight %Atomic %Weight %Atomic %Weight %Atomic 

O 47.54±15.01 66.01±14.13 49.47±3.32 68.72±2.74 49.64±5.44 68.84±4.62 

P 19.71±3.19 14.74±4.44 19.58±0.69 14.07±0.83 18.95±0.65 13.63±1.09 

Ca 32.75±11.82 19.25±9.69 30.95±2.78 17.21±1.98 31.40±4.80 17.52±3.52 

รวม 100 100 100 100 100 100 

Ca/P 
ratio 

1.63±0.31 1.26±0.24 1.58±0.11 1.22±0.09 1.65±0.19 1.28±0.15 

ธาตุ 
S100H12C S80H12C S50H12C 

%Weight %Atomic %Weight %Atomic %Weight %Atomic 

O 47.15±12.48 66.02±11.69 50.73±3.02 69.81±2.45 56.78±0.54 74.62±0.42 

P 19.82±3.13 14.77±4.02 18.99±0.27 13.52±0.47 17.50±0.23 11.18±0.20 

Ca 33.04±9.35 19.20±7.67 30.28±2.87 16.68±2.00 25.72±0.36 13.50±0.24 

รวม 100 100 100 100 100 100 

Ca/P 
ratio 

1.65±0.19 1.27±0.15 1.59±0.14 1.23±0.11 1.47±0.02 1.14±0.01 
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รูป 19รูปที่ 4.15 อัตราส่วนแคลเซียมต่อฟอสฟอรัส (โดยอะตอม) บนพื้นผิวของอนุภาคไฟโบรอิน 
ไหมไทยผสมเจลาตินอัตราส่วนต่าง ๆ ท่ีแช่สลับในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์และสารละลาย 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 4, 8 และ 12 รอบ (a-b แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับ
ความเช่ือมั่น 95%, p < 0.05) 
 
4.3.5 การย่อยสลายทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการ 

การย่อยสลายทางชีวภาพเป็นคุณสมบัติท่ีส าคัญของชีววัสดุส าหรับพัฒนาประยุกต์ใช้ใน
ทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ในหัวข้อนี้ท าการศึกษาความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพของ
อนุภาคในระดับห้องปฏิบัติการ โดยเลือกใช้เอนไซม์โปรติเอสชนิด XIV ซึ่งมีความจ าเพาะเจาะจงต่อ 

ไฟโบรอินมากกว่าเอนไซม์ α-Chymotrypsin, คอลลาจีเนส IA, สารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟตท่ีไม่มี
เอนไซม์ (Li, Ogiso et al. 2003) และเอนไซม์โปรติเอส XXIII (Wongnarat and Srihanam 2013) 
โดยท าการเปรียบเทียบความสามารถในการย่อยสลายของอนุภาคท่ีเคลือบผิวด้วยการแช่สลับ 4, 8 
และ 12 รอบกับอนุภาคท่ีไม่ผ่านการเคลือบผิว พบว่าเมื่อแช่อนุภาคท่ีไม่เคลือบผิวในเอนไซม์ 14 วัน
อนุภาค S100, S80G20 และ S50G50 มีร้อยละน้ าหนักคงเหลือ 24.69±1.39, 19.58±4.06 และ 
9.74±1.96 ตามล าดับ ดังแสดงในรูปท่ี 4.16 และมีค่าช่วงชีวิตเท่ากับ 3.44, 2.68 และ 0.15 วัน
ตามล าดับ แสดงใหเ้ห็นว่าเมื่ออนุภาคมีไฟโบรอินเป็นองค์ประกอบมากขึ้น จะมีอัตราการย่อยสลายช้า
ลง สอดคล้องกับรายงานวิจัยของ Lerdchai K. และคณะ (2016) ได้ท าการศึกษาการย่อยสลายทาง
ชีวภาพของแผ่นไฮโดรเจลจากไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินชนิดเอท่ีอัตราส่วนต่าง ๆ ท่ีเช่ือมขวาง
ด้วยกลูตารัลดีไฮด์ความเข้นข้นร้อยละ 0.2 โดยปริมาตร ในสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนสความ
เข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อคอลลาเจนและอนุพันธ์ของ
คอลลาเจน (เจลาติน) มากกว่าไฟโบรอิน โดยพบว่าไฮโดรเจลไฟโบรอินมีการย่อยสลายช้ากว่าเจลาติน 
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นอกจากความจ าเพาะของเอนไซม์แล้ว เจลาตินเป็นโปรตีนท่ีมีสมบัติชอบน้ า ส่งผลให้ไฮโดรเจล 
เจลาตินถูกย่อยสลายได้อย่างรวดเร็วกว่าไฮโดรเจลไฟโบรอินและไฮโดรเจลไฟโบรอินผสมเจลาติน  
และยังพบอีกว่าการมีไฟโบรอินเป็นองค์ประกอบในสัดส่วนเพียงร้อยละ 5 ช่วยชะลอการย่อยสลาย
ของแผ่นเจลาตินล้วนได้อย่างชัดเจน โดยมีน้ าหนักแห้งคงเหลือเพิ่มขึ้นจากเดิมร้อยละ 67 เป็นร้อยละ 
80  

หลังจากแช่อนุภาคเคลือบผิวในเอนไซม์ 14 วัน อนุภาคเคลือบผิวเกือบทุกชนิดมีน้ าหนัก
คงเหลือมากกว่าร้อยละ 60 โดยน้ าหนัก (ยกเว้น S50H4C ท่ีมีน้ าหนักคงเหลือประมาณ 40 โดย
น้ าหนัก) โดยอนุภาค S100H12C มีน้ าหนักคงเหลือมากท่ีสุด สามารถเรียงล าดับจากมากไปน้อยได้
ดังนี้  คือ  S100H12C, S80H12C, S100H8C, S50H12C, S80H8C, S100H4C, S50H8C, S80H4C 
และ S50H4C น้ าหนักคงเหลือของอนุภาคท่ีเวลา 14 วัน มีความความสอดคล้องกับปริมาณ 
แคลเซียมฟอสเฟตท่ีมีอยู่ในอนุภาคในหัวข้อ 4.3.1 เอนไซม์โปรติเอสชนิด XIV ไม่สามารถย่อยสลาย
ผลึกแคลเซียมฟอสเฟตได้ ดังนั้นน้ าหนักท่ีเหลืออยู่ส่วนหนึ่งจึงเป็นน้ าหนักของแคลเซียมฟอสเฟตท่ีมี
อยู่ในอนุภาคท่ีไม่ถูกเอนไซม์ย่อยสลาย และเนื่องจากการเคลือบผิวของอนุภาคเป็นการเคลือบผิวแบบ
มีรูพรุน การเคลือบผิวด้วยผลึกแคลเซียมฟอสเฟตจึงขัดขวางการย่อยสลายของอนุภาค ส่งผลให้
อนุภาคมีความต้านทานการย่อยสลายท่ีดีขึ้น ยกเว้นอนุภาค S50H4C ท่ีมีอัตราการย่อยสลายรวดเร็ว 
โดยมีค่าช่วงชีวิตเท่ากับ 4.21 วัน แสดงให้เห็นว่าการแช่สลับ 4 รอบส าหรับอนุภาค S50G50 ยังไม่
เพียงพอต่อการป้องกันการย่อยสลาย 
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รูป 20รูปที่ 4.16 น้ าหนักแห้งคงเหลือของอนุภาค ก.) S100 ข.) S80G20 และ ค.) S50G50 ท่ีไม่
เคลือบผิวและเคลือบผิว 4, 8 และ 12 รอบ ภายหลังใต้สภาวะเอนไซม์เอนไซม์โปรติเอสชนิด XIV 
ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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4.3.6 สมบัติทางความร้อนของอนุภาค 

ในการหัวข้อการนี้ศึกษาคุณสมบัติทางความร้อนของอนุภาคท่ีเคลือบผิวด้วยเทคนิค 
Thermogravimetric Analysis (TGA) เพื่อศึกษาอัตราส่วนของสารอินทรีย์ต่ออนินทรีย์ของอนุภาค 
S50H12C และ S100H12C (ซึ่งเป็นอนุภาคท่ีมีการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ท่ีดีท่ีสุด 
จากการศึกษาในภาคผนวก จ) พบว่า S50H12 มีอุณหภูมิการย่อยสลายของอนุภาคท่ีน้ าหนักหายไป
ร้อยละ 5 โดยน้ าหนักมีค่าเท่ากับ 275 องศาเซลเซียส และมีอัตราส่วนของน้ าเป็นองค์ประกอบใน
อนุภาคประมาณร้อยละ 3.73 โดยน้ าหนัก สารอินทรีย์ร้อยละ 23.75 โดยน้ าหนัก และสารอนินทรีย์
ร้อยละ 72.52 โดยน้ าหนัก เมื่อคิดอัตราส่วนของสารอินทรีย์ต่ออนินทรีย์ในอนุภาคมีค่าประมาณ 
25:75 ในขณะท่ี S100H12 มีอุณหภูมิการย่อยสลายของอนุภาคท่ีน้ าหนักหายไปร้อยละ 5 โดย
น้ าหนักมีค่าเท่ากับ 265 องศาเซลเซียส และมีอัตราส่วนของน้ าเป็นองค์ประกอบในอนุภาคประมาณ
ร้อยละ 6.64 โดยน้ าหนัก มีองค์ประกอบของสารอินทรีย์และอนินทรีย์ร้อยละ 25.34 และ 68.02 โดย
น้ าหนัก ตามล าดับ เมื่อคิดอัตราส่วนของสารอินทรีย์ต่ออนินทรีย์ในอนุภาคมีค่าประมาณ 27:73 
ปริมาณสารอนินทรีย์ท่ีวิเคราะห์ได้ในหัวข้อนี้มีความสอดคล้องกับร้อยละน้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้นหลังการ  
แช่สลับ ในหัวข้อท่ี 4.3.1 ซึ่งพบว่า S50H12 และ S100H12 มีร้อยละน้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้นหลังการ 
แช่สลับเท่ากับ 76.73±3.02 และ 71.77±0.75 โดยน้ าหนัก นอกจากนี้ยังพบว่าอัตราส่วนของ
สารอินทรีย์ต่ออนินทรีย์ของอนุภาคท้ังสองชนิดมีค่าใกล้เคียงกับในกระดูกซึ่งองค์ประกอบเป็นสาร  
อนินทรีย์ร้อยละ 60 (ไฮดรอกซีอะพาไทต์) น้ าร้อยละ 10 และสารอินทรีย์ร้อยละ 30 เมื่อคิดอัตราส่วน
ของสารอินทรีย์ต่ออนินทรีย์ในมีค่าประมาณ 30:70 (Morgan, Barnes et al. 2013) 
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รูป 21รูปที่ 4.17 คุณสมบัติทางความร้อนของอนุภาค S50H12C และ S100H12 ด้วยเทคนิค TGA 
ท่ีอุณหภูมิ 35 ถึง 900 องศาเซลเซียส โดยมีอัตราให้ความร้อน 20 องศาเซลเซียสต่อนาที ภายใต้
สภาวะไนโตรเจน 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 

ในงานวิจัยนี้ศึกษาการขึ้นรูปอนุภาคสามมิติจากไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินชนิดเอ โดยไม่
ใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ และมุ่งเน้นกระบวนการขึ้นรูปแบบ Top down ซึ่งเริ่มจากการขึ้นรูปแผ่น
ฟองน้ าจากสารละลายผสมไฟโบรอินและเจลาตินชนิดเอด้วยกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง และ
เช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ แล้วจึงบดให้เป็นอนุภาค ตามด้วยการดัดแปลงพื้นผิวด้วยสารประกอบ
แคลเซี ยมฟอสเฟต โดยใ ช้วิ ธี แ ช่ส ลับ ในสารละลายแคล เซี ยมคลอไร ด์  และสาระลาย 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต เพื่อน าไปประยุกต์ใช้ในด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก  

ในกระบวนการผลิตอนุภาคโปรตีน ผลของอัตราส่วนไฟโบรอินไหมไทยต่อเจลาตินมีผลท าให้
อนุภาคมีการย่อยสลายในสภาวะท่ีมีเอนไซม์ได้น้อยลง เมื่อมีอัตราส่วนไฟโบรอินเพิ่มข้ึน โดยอนุภาค 
S100, S80G20 และ S50G50 มีค่าช่วงชีวิตเท่ากับ 3.44, 2.68 และ 0.15 วันตามล าดับ จากผลความ
เข้มข้นกลูตารัลดีไฮด์ท าให้อนุภาคท่ีเช่ือมขวางมีน้ าหนักคงเหลือมากกว่าร้อยละ 90 โดยน้ าหนัก ซึ่ง
มากกว่าอนุภาคท่ีไม่ผ่านการเช่ือมขวาง 7-30 เท่า นอกจากนี้พบว่าความเข้มข้นกลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ 
0.15 โดยปริมาตรเหมาะสมกับการน าไปข้ึนรูปอนุภาคโปรตีน เนื่องจากมีน้ าหนักคงเหลือของอนุภาค
ไม่แตกต่างจากอนุภาคท่ีเช่ือมขวางกลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ 0.20 โดยปริมาตร นอกจากนี้ยังเลือกใช้
เฉพาะอนุภาค S100, S80G20 และ S50G50 ซึ่งมีความสามารถในคงตัวในสภาวะท่ีมีเอนไซม์
มากกว่าร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก ส าหรับการน าไปดัดแปลงเคลือบพื้นผิวด้วยสารประกอบ  
แคลเซียมฟอสเฟต 

หลังจากการนั้นขึ้นรูปอนุภาค โดยการบดแผ่นฟองน้ าด้วยเครื่องปั่นโถบดเล็ก พบว่าอนุภาค
จะมีขนาดเฉล่ียใหญ่ขึ้น เมื่ออนุภาคมีเจลาตินเป็นองค์ประกอบมากขึ้น หลังการบดพบว่ามีอนุภาค
ขนาด 32-500, 500-1000, 1000-2000 และใหญ่กว่า 2000 ไมโครเมตร อยู่ร้อยละ 2-11, 7-18, 25-
45 และ 25-65 โดยน้ าหนักตามล าดับ อนุภาคท่ีได้จากการบดมีลักษณะเป็นเม็ดมีรูพรุนต่อกันหมด 
และผนังของอนุภาคมีลักษณะเรียบ 

การดัดแปลงเพิ่มคุณสมบัติทางชีวภาพด้วยการเคลือบพื้นผิว พบว่าปริมาณผลึกแคลเซียม
ฟอสเฟตท่ีเกิดขึ้น สูงขึ้นเมื่อเพิ่มจ านวนรอบในการแช่สลับในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์และ
สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต โดยอนุภาคท่ีเคลือบผิวหลังการแช่สลับ 4, 8 และ 12 รอบ 
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มีน้ าหนักเพิ่มขึ้นร้อยละ 38-46, 62-68 และ 71-80  โดยน้ าหนักตามล าดับ ผลของอัตราส่วนโปรตีน
ต่อการเคลือบผิวพบว่า S80G20 มีการเกิดผลึกได้ดีท่ีสุด เมื่อเทียบกับ SF100 และ SF50GA50 

ผลึกแคลเซียมฟอสเฟตท่ีสะสมบนอนุภาคมีลักษณะเป็นทรงกลมคล้ายพุ่มไม้ ส่งผลให้พื้นผิว
ของอนุภาคมีความขรุขระเพิ่มข้ึน อนุภาคโปรตีนที่ท าการเคลือบผิว 8 และ 12 รอบมีการเกิดผลึกท่ีมี
ลักษณะเป็นแผ่นส่ีเหล่ียมลักษณะเป็นแผ่นแบนยาวเกิดขึ้น  โดยพบว่าอัตราส่วน Ca:P ของตัวอย่างท่ี
เคลือบผิว 4, 8 และ 12 รอบ มีค่ากับ 0.86-1.08, 1.22-1.28 และ 1.14-1.28 โดยอะตอมตามล าดับ 
พบว่ าอนุภาค ท่ี เค ลือบผิว  8 และ  12 รอบมีอั ตรา ส่วน  Ca:P มี ค่ า ใก ล้ เ คียงกับผ ลึกของ 
ไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีพบในกระดูกมนุษย์ อนุภาค S50H12C และ S100H12C มีสัดส่วนเหมาะต่อ
การเป็นโครงสร้างเล้ียงเซลล์กระดูกโดยมีอัตราส่วนอินทรีย์ต่ออนินทรีย์ประมาณ 25:75  

ท้ังนี้สรุปได้ว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการขึ้นรูปอนุภาคส าหรับการใช้งานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ
กระดูก คือ อัตราส่วนไฟโบรอินต่อเจลาตินร้อยละ 50/50 ท่ีเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ร้อยละ 0.15 
โดยปริมาตร และเคลือบผิวด้วยแคลเซียมฟอสเฟตด้วยการแช่สลับสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ และ
สารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตจ านวน 12 รอบ จะได้อนุภาค S50H12C ท่ีมีอัตราส่วน
อินทรีย์ต่ออนินทรีย์ประมาณ 25:75 โดยมีอัตราส่วน Ca:P เท่ากับ 1.14 ซึ่งมีองค์ประกอบคล้ายคลึง
กับกระดูกในร่างกายของมนุษย์  

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. ควรท าการทดสอบหาพื้นผิว และขนาดรูพรุนของอนุภาค 
2.  ควรท าการทดลองศึกษาการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก (Differentiation) 

เนื่องจากไฮดรอกซีอะพาไทต์มีคุณสมบัติช่วยในการยึดเกาะของเซลล์ (Cellular adhesion) ชักน า
เนื้อเยื่อกระดูก (Osteoconductive) และช่วยในการเจริญเปล่ียนเป็นเซลล์ท่ีมีความจ าเพาะมากขึ้น 
(Cell differentiation) (Dorozhkin 2009) 

 
5.3 ประโยชน์ที่ได้รับ 

ก. ได้วิธีการผลิตอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาติน ด้วยกระบวนการท าแห้งแบบ
เยือกแข็งและบด โดยไม่ต้องใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ 

ข. ได้ทราบคุณสมบัติของอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินท่ีผลิตได้ 

ค. ได้ทราบศักยภาพในการใช้งานอนุภาคไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินสามมิติ ส าหรับ
การประยุกต์ใช้งานในด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก
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ภาคผนวก ก 

กราฟมาตรฐานของ Ca2+ 

ที่ใช้ในการวัดปริมาณแคลเซียมในอนุภาคหลังการเคลือบผิวด้วย Calcium assay  
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รูปที่ ก.1 กราฟมาตรฐานของสารละลาย Ca2+ ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก ข 

ปริมาณธาตุของอนุภาคเคลือบผิวด้วยเทคนิค EDX 

 

ตัวอย่าง S100H4C 

   
ตัวอย่าง S80H4C 

   
ตัวอย่าง S50H4C 

   
 

รูปที่ ข.1  กราฟเส้นแสดงธาตุท่ีอยู่บนอนุภาคท่ีเคลือบผิว S100H4C, S80H4C และ S50H4C 
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ตัวอย่าง S100H8C 

   
ตัวอย่าง S80H8C 

   
ตัวอย่าง S50H8C 

   
 

รูปที่ ข.2  กราฟเส้นแสดงธาตุท่ีอยู่บนอนุภาคท่ีเคลือบผิว S100H8C, S80H8C และ S50H8C 
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ตัวอย่าง S100H12C 

    
ตัวอย่าง S80H12C 

    
ตัวอย่าง S50H12C 

   
 

รูปที่ ข.3  กราฟเส้นแสดงธาตุท่ีอยู่บนอนุภาคท่ีเคลือบผิว S100H12C, S80H12C และ S50H12C 
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐานของเซลล์ SaOS-2 

ที่ใช้ในการวัดจ านวนเซลล์ในการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพของอนุภาคด้วย DNA assay 

 
รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานของของเซลล์ SaOS-2 ท่ีวัดจ านวนเซลล์ด้วยวิธีด้วย DNA assay 

 

เพาะเล้ียงเซลล์ SaOS-2 ใน 24 well plate (พื้นท่ี 1.9 ซม2/หลุม) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 5% แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ในอาหารเล้ียงเซลล์ DMEM 10% Fetal bovine serum 
(FBS), 1% L-glutamine, 1% penicillin-streptomycin เก็บผลท่ี 6 ช่ัวโมง วิเคราะห์ปริมาณเซลล์
ด้วย DNA assay 
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ภาคผนวก ง 

กราฟแสดงการเจริญเติบโต (Growth curve) ของเซลล์ SaOS-2 ใน 24 well plate 

 
รูปที่ ง.1 กราฟแสดงการเจริญเติบโต (Growth curve) ของเซลล์ SaOS-2 ใน 24 well 

plate และวัดจ านวนเซลล์ด้วยวิธีด้วย DNA assay 

 

เพาะเล้ียง SaOS-2 บน ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 10,000 เซลล์/ซม2  บน 24 well plate 
(พื้นท่ี 1.9 ซม2/หลุม) (จ านวนเซลล์เริ่มต้นท่ีใช้ 19,000 เซลล์) ท่ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 5% แก๊ส
คาร์ บอน ไดออก ไ ซ ด์  ในอาหาร เ ล้ี ย ง เ ซ ล ล์  DMEM 10% Fetal bovine serum (FBS),  
1% L-glutamine, 1% penicillin-streptomycin เป็นเวลา 6 ชม., 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 วัน โดย
เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ ทุก ๆ 3 วัน และวิเคราะห์จ านวนเซลล์ด้วย DNA assay 

% cell attachment =
จ านวนเซลล์เมื่อเพาะเล้ียงเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง 

จ านวนเซลล์เริ่มต้น
×100 

 

=
19025

19000
×100 

 

= 100.15% 
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รูปที่ ง.2 กราฟ In (จ านวนเซลล์) และเวลาท่ีเพาะเล้ียงเซลล์ SaOS-2 ใน 24 well plate 

และวัดจ านวนเซลล์ด้วยวิธีด้วย DNA assay 

 

อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ (Specific growth rate, μ, hr-1)  

μ = 
1

X

dX

dt
 

μ ∫ dt
t2

t1

= ∫
1

X

x2

x1

dX 

μ (t2 - t1) = ln X2 -  ln X1 
 

μ =
ln X2 - ln X1

t2 - t1
 

μ = 0.0158  hr-1 

PDT=  
ln 2

μ
=43.87 hr 

 
 
 
 
 

y = 0.0158x + 9.5079
R² = 0.9994
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ภาคผนวก จ 

ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (In vitro biocompatibility) ของอนุภาค 

การทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพของอนุภาคก่อนและหลังการเคลือบผิว โดยใช้
เซลล์มะเร็งกระดูกออสทิโอซาร์โคมา (Saos-2) ความเข้มข้น 3000 เซลล์/ 100 ไมโครลิตร/ 5 
มิลลิกรัมอนุภาค เพื่อทดสอบการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ด้วย DNA assay ในการ
ทดลองศึกษาเริ่มต้นดังแสดงในรูปท่ี จ.1 พบว่าอนุภาคท่ีเคลือบผิวและไม่เคลือบผิวมีการยึดเกาะและ
การเจริญเติบโตของเซลล์มีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้น เมื่ออนุภาคมีเจลาตินเป็นองค์ประกอบมากขึ้น  

 
รูปที่ จ.1 ความสัมพันธ์ระหว่าง In (จ านวนเซลล์ SaOS-2 ท่ีเพาะเล้ียงบนอนุภาคท่ีไม่ 

แช่สลับและอนุภาคท่ีแช่สลับจ านวน 4, 8 และ 12 รอบ) และระยะเวลาในการเพาะเล้ียงเซลล์ 
 

ดังนั้นจึงเลือกเฉพาะอนุภาค S50G50, S50H4C, S50H8C และ S50H12C มาท าการทดลอง
ซ้ าอีกครั้งเพื่อยืนยันผลการทดลอง ดังแสดงในรูปท่ี จ.2 พบว่าอนุภาคมีร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ 
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ และระยะเวลาการแบ่งตัวทวีคูณของเซลล์ SaOs-2 ดังแสดงในตารางท่ี 
จ.1 
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รูปที่ จ.2 จ านวนเซลล์ SaOS-2 บนอนุภาคท่ีเคลือบผิวและไม่เคลือบผิว S50G50, S50H4C, 

S50H8C และ S50H12C ในอาหารเล้ียงเซลล์ชนิด DMEM เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง 1, 3, 5 และ 7 วัน 

 

ตารางที่ จ.1 ร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ และระยะเวลาการแบ่งตัว
ทวีคูณของเซลล์ SaOs-2 บนอนุภาคท่ีไม่แช่สลับและอนุภาคท่ีแช่สลับจ านวน 4, 8 และ 12 รอบตาง  

ตัวอย่าง 
ร้อยละของการยึด

เกาะของเซลล์ 

อัตราการเจริญเติบโต

จ าเพาะ (μ, ชม.-1) 

ระยะเวลาการ
แบ่งตัวทวีคูณ 
(PDT, ชม.) 

S50G50 47.19±4.11a 0.008±0.003 b 87.74±11.44 d 
S50H4C 61.07±7.98a 0.005±0.001 b, c 148.53±21.41 d, e 
S50H8C 
S50H12C 

75.46±16.78a 

85.59±13.83a 

0.003±0.001 c 

0.002±0.001 c 

273.61±52.66 e 

310.36±37.36 e 

(a  แสดงความแตกต่างกันมีนัยส าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% , p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบร้อยละ
การยึดเกาะของเซลล์, b-c แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% , p < 
0.05 เมื่อเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ และ d-e แสดงความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% , p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาการแบ่งตัวทวีคูณของ
เซลล์) 
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ส าเร็จการศึกษาระดับช้ันมัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนปิยะมหาราชาลัย ในปีการศึกษา 
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