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บทคัดย่อ

	 วศิวกรรมเนือ้เยือ่เป็นทางเลอืกใหม่ส�ำหรับการรกัษาโรคทีเ่กีย่วกบัความเส่ือมของอวยัวะ ซ่ึงต้องอาศยัโครงเลีย้ง

เซลล์ที่ท�ำหน้าที่เป็นโครงร่างค�้ำจุนให้เซลล์เกาะและแบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวนเพ่ือท�ำหน้าที่ทดแทนเซลล์เดิมที่เสื่อมสภาพไป  

วัสดุที่จะน�ำมาผลิตเป็นโครงเลี้ยงเซลล์จึงมีความส�ำคัญต่อความส�ำเร็จของงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ดังนั้นงานวิจัยนี ้

จงึมีวตัถปุระสงค์เพือ่ผลติโครงเลีย้งเซลล์จากสารธรรมชาตด้ิวยเทคนคิแช่เยอืกแขง็ โดยน�ำไคโตซานทีส่กดัได้จากเปลือกกุ้ง

มาผสมกับอะกาโรสและคอลลาเจนชนิดที่ 1 ในสัดส่วนที่แตกต่างกันเพื่อให้ได้โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมต่อ 

การเพาะเล้ียงเซลล์มากท่ีสุด จากนั้นศึกษาลักษณะโครงสร้างของโครงเลี้ยงเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

แบบส่องกราด ใช้โปรแกรม ImageJ ในการวัดขนาดรูพรุน ศึกษาคุณสมบัติในการอุ้มน�้ำ  อัตราการสลายตัว รวมทั้ง 

การทดสอบความเป็นพิษของโครงเลี้ยงเซลล์ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ โดยใช้เทคนิค MTT นอกจากนี้ยังน�ำโครงเลี้ยงเซลล์ 

ในสปัดาห์ที ่1, 2 และ 3 มาย้อมส ีH&E เพือ่ดกูารเจรญิเตบิโตของเซลล์บนโครงเลีย้งเซลล์ ผลการวจิยัพบว่าโครงเล้ียงเซลล์

ที่ผลิตจากอะกาโรส-ไคโตซาน-คอลลาเจนชนิดที่ 1 ในสัดส่วน 3:2:0.5 มีลักษณะทางกายภาพเหมาะสมในการน�ำมาเพาะ

เลี้ยงเซลล์ โดยมีขนาดรูพรุนประมาณ 179.92 ไมครอน รูพรุนมีลักษณะยาวรีและเป็นรูปหลายเหลี่ยมคล้ายรังผึ้งเชื่อมต่อ

กันทั่วโครงเลี้ยงเซลล์ อัตราการอุ้มน�้ำสูงถึง 87% และมีอัตราการสลายตัวที่ 4 สัปดาห์เพียง 4% นอกจากนี้เซลล์ไฟโบรบ

ลาสต์ยงัสามารถแบ่งตวัเพิม่จ�ำนวนบนโครงเลีย้งเซลล์ได้ แสดงให้เหน็ว่าโครงเลีย้งเซลล์ทีผ่ลิตได้ไม่มคีวามเป็นพิษต่อเซลล์ 

การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ท่ีผลิตจากวัสดุชีวภาพมีศักยภาพในการน�ำไปใช้ประโยชน์ด้านวิศวกรรม

เนื้อเยื่อได้ โดยเฉพาะการน�ำเปลือกกุ้งซึ่งเป็นขยะมาเพิ่มมูลค่า โดยการสกัดไคโตซานเพื่อผลิตเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ 

ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมต่อการน�ำมาประยุกต์ใช้ในงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อต่อไปในอนาคต

ค�ำส�ำคัญ: โครงเลี้ยงเซลล์, วัสดุชีวภาพ, วิศวกรรมเนื้อเยื่อ, เทคนิคแช่เยือกแข็ง

การผลิตโครงเลี้ยงเซลล์จากวัสดุชีวภาพสำ�หรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ
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Abstract

	 The alternative approach for therapy degenerative disease is tissue engineering using the  

biocompatible scaffold to facilitate cell growth and proliferation. The materials chosen for fabrica-

tion the scaffold are the key to successful tissue engineering applications. The objective of this study 

was to fabricate the biomaterial scaffold via freeze-drying method. In the current work, chitosan was  

extracted from shrimp shells and then combined with agarose and collagen type I in different  

concentrations to optimize the most desirable scaffold. The microstructure of the scaffold was performed using  

scanning electron microscopy (SEM). The average pore size of the scaffold was determined by the 

ImageJ software. Physical functional as well as water uptake ability and degradation rate were also e 

valuated. MTT assay was carried out to determine the viability of normal human fibroblast on the scaffold.  

The histological structure of the cell-scaffold was determined using H&E staining. The freeze-drying  

technique could produce a sponge-like biocomposite scaffold. The optimum ratio of agarose-chitosan- 

collagen type I was found to be 3:2:0.5. The synthesized scaffold consisted of an interconnected porous 

structure with a pore size diameter around 179.92 micron and 87% water uptake ability. In addition, the 

degradation rate of the biomaterial scaffold after 4 weeks was only 4%. Moreover, the cell proliferation 

was observed by culturing fibroblast on the scaffold for 3 weeks, which indicate their biocompatibility 

to human fibroblast. This study indicates the potential of biomaterial scaffold for tissue engineering. 

Especially, the use of shrimp shells which are garbage to extract chitosan and useful as a scaffold for 

applications in tissue engineering.

Keywords: Scaffold, Biomaterial, Tissue engineering, Freeze-drying technique

Fabrication the biomaterial scaffold for tissue engineering  

by freeze-drying technique

1Department of Medical Technology, Faculty of Allied Health Science, Burapha University, Chonburi 

*Corresponding author: (e-mail: chirapond@go.buu.ac.th)



372 วารสารเทคนิคการแพทย์และกายภาพบำ�บัด     ปีที่ 31 ฉบับที่ 3     กันยายน - ธันวาคม 2562 

บทน�ำ

	 ในอนาคตงานด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อจะเข้ามามี

บทบาทส�ำคัญต่อการรักษาโรคที่เกี่ยวข้องกับความเสื่อม

ของอวัยวะ เนื่องจากเทคนิคนี้ต้องอาศัยอวัยวะเทียม 

หรือการปลูกถ่ายอวัยวะ ซึ่งต้องใช้โครงเลี้ยงเซลล์ที่ท�ำ

หน้าที่เป็นโครงร่างค�้ำจุนให้เซลล์ยึดเกาะและแบ่งตัว 

เพิม่จ�ำนวน เพือ่ท�ำหน้าท่ีทดแทนเซลล์เดมิท่ีเสือ่มสภาพไป 

โครงเลี้ยงเซลล์ที่ดีจะต้องมีความยืดหยุ่น มีรูพรุนสูง(1, 2)  

เพือ่เป็นทางแลกเปลีย่นสารอาหารและเป็นทางเปลีย่นถ่าย

ของเสียที่เกิดจากเมตาบอลิซึมของเซลล์ นอกจากนี ้

โครงเลี้ยงเซลล์ต้องสลายได้เองและไม่กระตุ ้นระบบ

ภมูคิุม้กนัของร่างกาย(3) โครงเลีย้งเซลล์สามารถผลติได้จาก

วัสดุธรรมชาติหลายชนิด เช่น อะกาโรส ไคโตซาน คอลลา

เจน(4-6) โดยอะกาโรสเป็นโพลิเมอร์สายยาวที่ประกอบด้วย

น�้ำตาลกาแลคโตส โครงเล้ียงเซลล์ท่ีผลิตจากอะกาโรส 

จะมีความยืดหยุ่นดี แต่ไม่กระตุ้นการยึดเกาะของเซลล ์

เน่ืองจากอะกาโรสค่อนข้างเป็นกลางทางไฟฟ้าหรือม ี

ประจุน้อยมาก(7, 8) ไคโตซานเป็นโคโพลีเมอร์ท่ีเกิดจาก  

glucosamine และ N- acetylglucosamine โครงสร้าง

ประกอบด้วยหมูอ่ะมโิน   (-NH
2
) และหมูไ่ฮดรอกซลิ (-OH) 

ที่สามารถท�ำปฏิกิริยากับสารอื่นได้ การที่ไคโตซานมีประจุ

บวกท�ำให้เกิดปฏิสัมพันธ์ทางไฟฟ้ากับประจุลบของผนัง

เซลล์ได้ดี ท�ำให้โครงร่างเลี้ยงเซลล์ท่ีท�ำจากไคโตซาน 

มีคุณสมบัติในการกระตุ้นการยึดเกาะของเซลล์ได้ดี(9-11) 

ส่วนคอลลาเจนเป็นโปรตีนธรรมชาติที่พบมากในผิวหนัง

และกระดูก สามารถคืนสภาพกลับเป็นเส้นใยได้ เนื่องจาก

โครงสร้างมีลักษณะเป็น triple-helix และมีประจุไฟฟ้า

สถิตระหว่างโมเลกุล โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีคอลลาเจนชนิด 

ที ่1 เป็นองค์ประกอบสามารถกระตุน้การยดึเกาะของเซลล์

ได้ดี(10, 12-13)

	 จากการศึกษาที่ผ่านมาได้มีการผลิตโครงเล้ียง

เซลล์จากอะกาโรสผสมไคโตซานเพ่ือเพาะเลี้ยงเซลล์ตับ 

พบว่าอตัราส่วนระหว่างอะกาโรสและไคโตซานทีเ่หมาะสม

คือ 3: 1 โดยโครงเลี้ยงเซลล์ที่ได้มีความสามารถในการ 

อุ้มน�้ำมีความคงตัวและมีรูพรุนสูง เหมาะสมในการเพาะ

เลี้ยงเซลล์ตับ(14) แต่การยึดเกาะของเซลล์ในช่วงแรก 

ของการเพาะเลี้ยงเกิดข้ึนได้ไม่ดี ส่วนโครงเลี้ยงเซลล์ที ่

เกิดจากไคโตซานผสมคอลลาเจนชนิดที่ 1 สามารถเพิ่ม 
การยดึเกาะของเซลล์ได้มากข้ึน เมือ่เทยีบกับการเลีย้งเซลล์
บนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตจากไคโตซานเพียงอย่างเดียว(12) 
ส่วนโครงเลี้ยงเซลล์ที่เกิดจากคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ผสม 
อะกาโรสมีความยืดหยุ่นสูง แต่กลับพบการยึดเกาะของ
เซลล์ลดลงเมื่อเลี้ยงเซลล์บนโครงร่างที่มีความเข้มข้น 
ของอะกาโรสสงู(15) อย่างไรกต็ามโครงเลีย้งเซลล์ทีผ่ลติจาก
สารธรรมชาติยังมีข้อด้อยคือการยึดเกาะของเซลล์บน 
โครงเลี้ยงเซลล์มีปริมาณน้อย ท�ำให้เกิดการสูญเสียเซลล์ 
ไประหว่างการเพาะเลี้ยง
	 ดงันัน้งานวจิยันีจ้งึสนใจทีจ่ะศกึษาโครงเลีย้งเซลล์
ที่ผลิตจาก อะกาโรส ไคโตซาน และคอลลาเจนชนิดที่ 1 
ด้วยเทคนิคแช่เยือกแข็ง เนื่องจากสารเหล่านี้มีคุณสมบัติ
เด่นและด้อยต่างกันไป เมื่อน�ำมาผสมกันเพื่อผลิตเป็น 
โครงเล้ียงเซลล์อาจจะท�ำให้ได้โครงเล้ียงเซลล์ที่เหมาะสม
แก่การน�ำไปประยุกต์ใช้ในงานด้านชีวภาพ เช่น เป็นวัสดุ
ทางการแพทย์หรือเพาะเล้ียงเซลล์ในงานวศิวกรรมเนือ้เยือ่ 
นอกจากนีส้ารท้ัง 3 ชนดิยงัมรีาคาถูก หาได้ง่าย โดยเฉพาะ
ไคโตซานซ่ึงสามารถสกัดได้จากเปลือกกุ้งซึ่งเป็นขยะที่พบ
ท่ัวไป ยิง่ไปกว่านัน้สารธรรมชาติเหล่านีย้งัสามารถสลายได้
เองในร่างกายและไม่กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย
(16-17) เมื่อผลิตโครงเลี้ยงเซลล์แล้ว โครงเลี้ยงเซลล์ที่ได้จะ
ถูกน�ำไปศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพต่างๆ เช่น ลักษณะ 
รูพรุน ขนาดรูพรุน คุณสมบัติในการอุ ้มน�้ำ  อัตราการ 
สลายตวั ตลอดจนทดสอบความเป็นพษิของโครงเลีย้งเซลล์
ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ ผลที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี ้
อาจน�ำไปสู่การพัฒนาการรักษาโรคในอนาคตโดยอาศัย
เทคนคิวศิวกรรมเนือ้เยือ่ นอกจากประโยชน์ทางการแพทย์
แล้ว การผลิตโครงเลี้ยงเซลล์จากไคโตซานยังเป็นการใช้
ทรพัยากรได้อย่างคุม้ค่า สามารถลดปรมิาณขยะทีจ่ะก่อให้
เกิดมลพิษและสามารถสร้างรายได้จากของเหลือใช้ได ้
อีกด้วย

วัสดุและวิธีการ
	 1. 	การสกัดไคโตซานจากเปลือกกุ้ง 
	    	 วิธีในการสกัดไคโตซานจากเปลือกกุ้งพัฒนา
มาจากการศึกษาของ Benjakul S และคณะ 1990(18)  
โดยน�ำเปลอืกกุง้กลุาด�ำ (Penaeus monodon) 1 กโิลกรมั  
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มาล้างให้สะอาด อบให้แห้งแล้วบดเป็นชิน้เลก็ๆ เตมิ 10% 
NaOH (อัตราส่วนเปลือกกุ้งต่อ NaOH เป็น 1:10)  

ต้มที่อณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จาก

นั้นล้าง NaOH ออกให้หมด น�ำกากเปลือกกุ้งที่ได้ใส่ 1.25 

N HCl (อัตราส่วนเปลือกกุ้งต่อ HCl เป็น 1:10) บ่มที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้าง HCl ออกให้หมด  

ส่วนนี้คือไคติน จากนั้นเติม 50% NaOH (อัตราส่วนไคติน

ต่อ NaOH เป็น 1:20) ต้มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 นาที   ล้าง NaOH ออกให้หมด จนน�้ำล้าง 

ครั้งสุดท้ายมีค่า pH เป็นกลาง จากนั้นอบให้แห้ง 

	 2. 	การวิเคราะห์ระดับการก�ำจัดหมู ่อะซีติล 

(Degree of Deacetylation, %DD) 

	   	 พารามเิตอร์ทีส่�ำคัญในการพจิารณาไคโตซาน

คือค่าระดับการก�ำจัดหมู่อะซิติลซึ่งเป็นการเพิ่มข้ึนของหมู่

อะมโินบนโมเลกุลของไคตนิ ท�ำให้ไคโตซานสามารถละลาย

ได้ดีขึ้น การวิเคราะห์ระดับการก�ำจัดหมู่อะซีติลในการ

ศกึษาคร้ังน้ีใช้วธีิ acid-base titration method(19) โดยช่ัง

ไคโตซาน 0.1 กรัม ละลายใน 0.1 M HCl 30 มิลลิลิตร ใช้ 

methyl orange เป็น indicator น�ำสารละลายไคโตซาน

ไปไทเทรต ด้วย 0.1 M NaOH เพื่อค�ำนวณหาระดับการ 

ก�ำจัดหมู่อะซิติล ตามสูตรดังนี้

	 เมือ่ C1 คอืความเข้มข้นของ HCl, V1 คอืปริมาตร

ของ HCl ที่ใช้ละลายไคโตซาน, C2 คือความเข้มข้น 

ของ NaOH, V2 คือปริมาตรของ NaOH, 0.016 คือค่า

สมัประสทิธิข์อง NH2 หน่วยโมโนเมอร์ไคตนิ และ 0.0994 

คือคือค่าสัมประสิทธิ์ของ NH2 หน่วยโมโนเมอร์ไคโตซาน, 

M คือน�้ำหนักของไคโตซาน

	 3.	 การผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยเทคนิคแช่ 

เยือกแข็ง (freeze dry) 

	    การผลิตโครงเลีย้งเซลล์จาก อะกาโรสไคโตซาน-

คอลลาเจนชนิดท่ี 1 ท�ำโดยพัฒนามาจากการศึกษา 

ของ Tripathi A และคณะ 2015(14) ซึ่งใช้อะกาโรสและ 

ไคโตซานในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล์ โดยน�ำไคโตซาน 

มาละลายในacetic acid ท่ีมีความเข้มข้น 1% ส่วน 

อะกาโรส (Sisco Research Laboratories, Mumbai, 

India) และคอลลาเจนชนิดที่ 1 (Himedia, Mumbai, 

India) ละลายในน�ำ้กลัน่ จากนัน้ผสมสารทัง้ 3 ชนดิเพือ่ให้

ได้ความเข้มข้นสุดท้ายดังแสดงในตารางที่ 1 ผสมสาร 

ทั้ง 3 ชนิดให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นเทสารละลายใส่

หลอดเซนติฟิวก์พลาสติก แล้วน�ำไปท�ำแช่เยือกแข็ง  

(Martin Christ, Germany) ท่ีอุณหภมู ิ-100 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

	 4.	 การศึกษาลักษณะของโครงเล้ียงเซลล์ 

ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อเิลก็ตรอนชนดิส่องกราด (SEM)

	 	 นําโครงเลี้ยงเซลล์จากอะกาโรส-ไคโตซาน- 

คอลลาเจนชนดิที ่1  ไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน

ชนดิส่องกราดเพือ่ดูขนาดและลกัษณะรพูรนุของโครงเลีย้ง

เซลล์ โดยการใช้อนุภาคทองเคลือบบนผิวหน้าตัวอย่าง  

จากนั้นบันทึกภาพที่ก�ำลังขยาย 2,500 เท่า น�ำภาพ SEM 

ที่ได้ไปวิเคราะห์ขนาดของรูพรุนด้วยโปรแกรม ImageJ 

	 5.	 การศึกษาคุณสมบัติในการอุ้มน�้ำ (water 

uptake)

	    	การศึกษาคุณสมบัติในการอุ ้มน�้ำของโครง 

เลีย้งเซลล์แต่ละชนดิท�ำ 3 ซ�ำ้ โดยตัดโครงเลีย้งเซลล์ให้เป็น

ทรงกลมขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1.5 เซนติเมตร หนา 0.5 

เซนติเมตร ชั่งน�้ำหนัก (W
dry

) แล้วแช่โครงเลี้ยงเซลล ์

ใน 1XPBS เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นชั่งน�้ำหนัก (W
wet

)  

น�ำน�้ำหนักก่อนและหลังมาค�ำนวนเป็นอัตราการอุ้มน�้ำ  

ตามสูตรดังนี้

	 6.	 การทดสอบระยะเวลาในการสลายตัว  

(degradation rate) 

        	 	 การทดสอบระยะเวลาในการสลายตัวของ 

โครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิดท�ำ 3 ซ�้ำ โดยตัดโครงเลี้ยงเซลล์

ให้เป็นทรงกลมขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 1.5 เซนตเิมตร หนา 

0.5 เซนติเมตร ชั่งน�้ำหนัก (W
1
)   แล้วแช่โครงเลี้ยงเซลล ์

ใน 1XPBS ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส จนครบ 1 สปัดาห์ 

จากนั้นน�ำโครงเล้ียงเซลล์มาท�ำให้แห้ง ชั่งน�้ำหนักหลังอบ 

(W
2
) และแช่โครงเลี้ยงเซลล์ใน 1XPBS ต่อท่ีอุณหภูมิ  
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กวานั้นสารธรรมชาติเหลานี้ยังสามารถสลายไดเองใน
รางกายและไมกระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกาย(1617) เม่ือ
ผลิตโครงเลี้ยงเซลลแลว โครงเลี้ยงเซลลท่ีไดจะถูกนําไป
ศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพตางๆ เชน ลักษณะรูพรุน 
ขนาดรูพรุน คุณสมบัติในการอุมน้ํา อัตราการสลายตัว 
ตลอดจนทดสอบความเปนพิษของโครงเลี้ยงเซลลตอเซลล
ไฟโบรบลาสต ผลท่ีไดจากการศึกษาในครั้งนี้อาจนําไปสูการ
พัฒนาการรักษาโรคในอนาคตโดยอาศัยเทคนิควิศวกรรม
เนื้อเยื่อ นอกจากประโยชนทางการแพทยแลว การผลิต
โครงเลี้ยงเซลลจากไคโตซานยังเปนการใชทรัพยากรไดอยาง
คุมคา สามารถลดปริมาณขยะท่ีจะกอใหเกิดมลพิษและ
สามารถสรางรายไดจากของเหลือใชไดอีกดวย 
 
วัสดุและวิธีการ 
1. การสกัดไคโตซานจากเปลือกกุง  
    วิธีในการสกัดไคโตซานจากเปลือกกุงพัฒนามาจาก
การศึกษาของ Benjakul S และคณะ 1990(18)  โดยนํา
เปลือกกุงกุลาดํา ( ) 1 กิโลกรัม มา
ลางใหสะอาด อบใหแหงแลวบดเปนชิ้นเล็กๆ เติม 10% 
NaOH (อัตราสวนเปลือกกุงตอ NaOH เปน 1:10) ตมท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น
ลาง NaOH ออกใหหมด นํากากเปลือกกุงท่ีไดใส 1.25 N 
HCl (อัตราสวนเปลือกกุงตอ HCl เปน 1:10) บมท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง HCl ออกใหหมด สวน
นี้คือไคติน จากนั้นเติม 50% NaOH (อัตราสวนไคตินตอ 
NaOH เปน 1:20) ตมท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที  ลาง NaOH ออกใหหมด จนน้ําลางครั้ง
สุดทายมีคา pH เปนกลาง จากนั้นอบใหแหง  
2. การวิเคราะหระดับการกําจัดหมูอะซีติล (Degree of 
Deacetylation, %DD)  
   พารามิเตอรท่ีสําคัญในการพิจารณาไคโตซานคือคา
ระดับการกําจัดหมูอะซิติลซ่ึงเปนการเพ่ิมข้ึนของหมูอะมิโน
บนโมเลกุลของไคติน ทําใหไคโตซานสามารถละลายไดดีข้ึน 
การวิเคราะหระดับการกําจัดหมูอะซีติลในการศึกษาครั้งน้ี

ใชวิธี acidbase titration method(19) โดยชั่งไคโตซาน 
0.1 กรัม ละลายใน 0.1 M HCl 30 มิลลิลิตร ใช methyl 
orange เปน indicator นําสารละลายไคโตซานไปไทเทรต 
ดวย 0.1 M NaOH เพ่ือคํานวณหาระดับการกําจัดหมูอะซิ
ติล ตามสูตรดังนี้ 

 
เม่ือ C1 คือความเขมขนของ HCl, V1 คือปริมาตรของ HCl 
ท่ีใชละลายไคโตซาน, C2 คือความเขมขนของ NaOH, V2 
คือปริมาตรของ NaOH, 0.016 คือคาสัมประสิทธิ์ของ NH2 
หนวยโมโนเมอรไคติน และ 0.0994 คือคือคาสัมประสิทธิ์
ของ NH2 หนวยโมโนเมอรไคโตซาน, M คือน้ําหนักของไค
โตซาน 
3. การผลิตโครงเล้ียงเซลลดวยเทคนิคแชเยือกแข็ง 
(freeze dry)  
    การผลิตโครงเลี้ยงเซลลจาก อะกาโรสไคโตซาน
คอลลาเจนชนิดท่ี 1 ทําโดยพัฒนามาจากการศึกษาของ 
Tripathi A และคณะ 2015(14) ซ่ึงใชอะกาโรสและไคโตซาน
ในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล โดยนําไคโตซานมาละลายใน
acetic acid ท่ีมีความเขมขน 1% สวนอะกาโรส (Sisco 
Research Laboratories, Mumbai, India) และคอลลา
เจนชนิดท่ี 1 (Himedia, Mumbai, India) ละลายในน้ํา
กลั่น จากนั้นผสมสารท้ัง 3 ชนิดเพ่ือใหไดความเขมขน
สุดทายดังแสดงในตารางท่ี 1 ผสมสารท้ัง 3 ชนิดใหเปนเนื้อ
เดียวกัน จากนั้นเทสารละลายใสหลอดเซนติฟวกพลาสติก 
แลวนําไปทําแชเยือกแข็ง (Martin Christ, Germany) ท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง   
4. การศึกษาลักษณะของโครงเลี้ยงเซลลภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (SEM) 
    นําโครงเลี้ยงเซลลจากอะกาโรสไคโตซานคอลลา
เจนชนิดท่ี 1  ไปสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิด
สองกราดเพ่ือดูขนาดและลักษณะรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล 
โดยการใชอนุภาคทองเคลือบบนผิวหนาตัวอยาง จากนั้น
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บันทึกภาพท่ีกําลังขยาย 2,500 เทา นําภาพ SEM ท่ีไดไป
วิเคราะหขนาดของรูพรุนดวยโปรแกรม ImageJ  
5. การศึกษาคุณสมบัติในการอุมน้ํา (water uptake) 
    การศึกษาคุณสมบัติในการอุมน้ําของโครงเลี้ยงเซลล
แตละชนิดทํา 3 ซํ้า โดยตัดโครงเลี้ยงเซลลใหเปนทรงกลม
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร หนา 0.5 เซนติเมตร 
ชั่งน้ําหนัก (Wdry) แลวแชโครงเลี้ยงเซลลใน 1XPBS เปน
เวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นชั่งน้ําหนัก (Wwet)  นําน้ําหนักกอน
และหลังมาคํานวนเปนอัตราการอุมน้ํา ตามสูตรดังนี้ 

 
6. การทดสอบระยะเวลาในการสลายตัว (degradation 
rate)  
        การทดสอบระยะเวลาในการสลายตัวของโครงเลี้ยง
เซลลแตละชนิดทํา 3 ซํ้า โดยตัดโครงเลี้ยงเซลลใหเปนทรง
กลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร หนา 0.5 
เซนติเมตร ชั่งน้ําหนัก (W1)  แลวแชโครงเลี้ยงเซลลใน 
1XPBS ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จนครบ 1 สัปดาห 
จากนั้นนําโครงเลี้ยงเซลลมาทําใหแหง ชั่งน้ําหนักหลังอบ 
(W2)  และแชโครงเลี้ยงเซลลใน 1XPBS ตอท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส จนครบ 4 สัปดาห โดยแตละสัปดาหเอา
โครงเลี้ยงเซลลออกมาอบแหงและชั่งน้ําหนักดูการสลายตัว 

นําน้ําหนักกอนและหลังมาคํานวนเปนอัตราการสลายตัว 
ตามสูตรดังนี้ 

 
7. การทดสอบความเปนพิษของโครงเล้ียงเซลลตอเซลล
ไฟโบรบลาสต (fibroblast) ดวยเทคนิค MTT  
        นํ า โครง เลี้ ยง เซลล ท่ี ตัดให เปนทรงกลมขนาด
เสนผาศูนยกลาง 1.0 เซนติเมตร หนา 0.5 เซนติเมตร มา
ทําใหปราศจาคเชื้อภายใตแสงอุลตราไวโอเลตเปนเวลา 30 
นาที จากนั้นแชโครงเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด 
DMEMHG ในถาดหลุมจํานวน 24 ชอง (24 well plate) 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง หยดเซลลเพาะเลี้ยงไฟโบรบลาสต 
(ATCC CRL1635, Rockville, MD, USA) จํานวน 1x106 
เซลล ลงไปบนโครงเลี้ยงเซลล บมในตู CO2 เปนเวลา 21 
วัน เปลี่ยนอาหารทุก 34 วัน จากนั้นนับเซลลท่ีมีชีวิตทุก
สัปดาห โดยเติม MTT (SigmaAldrich, St Louis, MO) 
ความเขมขน  5 ไมโครกรัม/ มิลลิ ลิตร  จํ านวน 250 
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37 องศาเซลเซียส จนครบ 4 สัปดาห์ โดยแต่ละสัปดาห ์

เอาโครงเลี้ยงเซลล์ออกมาอบแห้งและช่ังน�้ำหนักดูการ

สลายตัว น�ำน�้ำหนักก่อนและหลังมาค�ำนวนเป็นอัตรา 

การสลายตัว ตามสูตรดังนี้

	 7. 	การทดสอบความเป็นพิษของโครงเล้ียงเซลล์

ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) ด้วยเทคนิค MTT 
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ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 1.0 เซนตเิมตร หนา 0.5 เซนติเมตร 
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30 นาที จากนั้นแช่โครงเล้ียงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 

ชนิด DMEM-HG ในถาดหลุมจ�ำนวน 24 ช่อง (24 well 

plate) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หยดเซลล์เพาะเลีย้งไฟโบรบลาสต์ 

(ATCC CRL-1635, Rockville, MD, USA) จ�ำนวน 1x106 

เซลล์ ลงไปบนโครงเลี้ยงเซลล์ บ่มในตู้ CO
2
 เป็นเวลา 21 

วัน เปลี่ยนอาหารทุก 3-4 วัน จากนั้นนับเซลล์ที่มีชีวิต 

ทกุสปัดาห์ โดยเตมิ MTT (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 

ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ�ำนวน 250 

ไมโครลิตร น�ำไปบ่มในตู้ CO
2 
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้น

เติม DMSO : Ethanol ในอัตราส่วน 1:1 จ�ำนวน  

250 ไมโครลิตร น�ำไปเขย่าเป็นเวลา 10 นาที แล้วน�ำไปวัด 

OD ด้วยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 570  

นาโนเมตร

20                                     วารสารเทคนิคการแพทยและกายภาพบําบัด  ปท่ี 31 ฉบับท่ี x  xxxxx – xxxxx 2562 



บันทึกภาพท่ีกําลังขยาย 2,500 เทา นําภาพ SEM ท่ีไดไป
วิเคราะหขนาดของรูพรุนดวยโปรแกรม ImageJ  
5. การศึกษาคุณสมบัติในการอุมน้ํา (water uptake) 
    การศึกษาคุณสมบัติในการอุมน้ําของโครงเลี้ยงเซลล
แตละชนิดทํา 3 ซํ้า โดยตัดโครงเลี้ยงเซลลใหเปนทรงกลม
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร หนา 0.5 เซนติเมตร 
ชั่งน้ําหนัก (Wdry) แลวแชโครงเลี้ยงเซลลใน 1XPBS เปน
เวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นชั่งน้ําหนัก (Wwet)  นําน้ําหนักกอน
และหลังมาคํานวนเปนอัตราการอุมน้ํา ตามสูตรดังนี้ 

 
6. การทดสอบระยะเวลาในการสลายตัว (degradation 
rate)  
        การทดสอบระยะเวลาในการสลายตัวของโครงเลี้ยง
เซลลแตละชนิดทํา 3 ซํ้า โดยตัดโครงเลี้ยงเซลลใหเปนทรง
กลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร หนา 0.5 
เซนติเมตร ชั่งน้ําหนัก (W1)  แลวแชโครงเลี้ยงเซลลใน 
1XPBS ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จนครบ 1 สัปดาห 
จากนั้นนําโครงเลี้ยงเซลลมาทําใหแหง ชั่งน้ําหนักหลังอบ 
(W2)  และแชโครงเลี้ยงเซลลใน 1XPBS ตอท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส จนครบ 4 สัปดาห โดยแตละสัปดาหเอา
โครงเลี้ยงเซลลออกมาอบแหงและชั่งน้ําหนักดูการสลายตัว 

นําน้ําหนักกอนและหลังมาคํานวนเปนอัตราการสลายตัว 
ตามสูตรดังนี้ 

 
7. การทดสอบความเปนพิษของโครงเล้ียงเซลลตอเซลล
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เสนผาศูนยกลาง 1.0 เซนติเมตร หนา 0.5 เซนติเมตร มา
ทําใหปราศจาคเชื้อภายใตแสงอุลตราไวโอเลตเปนเวลา 30 
นาที จากนั้นแชโครงเลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด 
DMEMHG ในถาดหลุมจํานวน 24 ชอง (24 well plate) 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง หยดเซลลเพาะเลี้ยงไฟโบรบลาสต 
(ATCC CRL1635, Rockville, MD, USA) จํานวน 1x106 
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สัปดาห โดยเติม MTT (SigmaAldrich, St Louis, MO) 
ความเขมขน  5 ไมโครกรัม/ มิลลิ ลิตร  จํ านวน 250 
ไมโครลิตร นําไปบมในตู CO2 เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้น
เติม DMSO : Ethanol ในอัตราสวน 1:1 จํานวน 250 
ไมโครลิตร นําไปเขยาเปนเวลา 10 นาที แลวนําไปวัด OD 
ดวยเครื่อง ELISA reader ท่ีความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 
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	 8. 	การย้อมสี hematoxylin และ eosin 

(H&E) 

        	 	 หลังจากเพาะเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์บน 

โครงเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลา 3 สปัดาห์ น�ำโครงเลีย้งเซลล์

สัปดาห์ที่ 1, 2 และ 3 มารักษาสภาพใน 4% formalin 

เป็นเวลา 24 ชั่งโมง จากนั้นน�ำตัวอย่างมาฝังใน paraffin 

และน�ำไปตัดด้วยเครื่อง microtome ให้มีความหนา 

ของชื้นงานประมาณ 10 ไมครอน วางตัวอย่างบนสไลด์ 

แล้วน�ำสไลด์ไปอบให้แห้ง ท�ำการดึง paraffin ออกโดยจุ่ม

สไลด์ตัวอย่าง ใน xylene 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้น

จุ ่มสไลด ์ ในแอลกอฮอล์จากความเข ้มข ้นสูงไปต�่ำ  

ขั้นตอนละ 5 นาที (1-2 ครั้ง) จากนั้นจุ่มตัวอย่างในส ี 

hematoxylin เป็นเวลา 5 นาที แล้วล้างด้วยน�้ำปะปา  

จุ่มตัวอย่างในสี eosin เป็นเวลา 1 นาที ท�ำการดึงน�้ำออก

โดยจุ่มสไลด์ตัวอย่างในแอลกอฮอล์ จากความเข้มข้นต�่ำ 

ไปสูง แล้ว mount สไลด์ด้วยน�้ำยา permount  
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	 9. 	การวิเคราะห์ข้อมูล

        	 	 งานวิจัยนี้ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ  ข้อมูลต่าง ๆ 

น�ำเสนอในลกัษณะของค่าเฉลีย่และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

ใช้สถิติ Shapiro-Wilk test ในการทดสอบการแจกแจง

ข้อมูล โดยพบว่าข้อมูลท้ังหมดมีการแจกแจงแบบปกติ 

(Normal distribution) ใช้โปรแกรม GraphPad Prism 

เวอร์ชั่น 8.0.2 ในการวิเคราะห์หาค่าความเชื่อมั่นทางสถิติ

ด้วยวิธี One-way analysis of variance (ANOVA)  

โดยใช้การทดสอบของ Turkey multiple comparison 

test ส่วนการเปรียบเทียบภายในกลุ่มตัวอย่างเดียวกัน  

ใช้สถติ ิOne-way repeated measures ANOVA ทีร่ะดับ 

p<0.05 ถือว่าข้อมูลมีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ 
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8. การยอมสี hematoxylin และ eosin (H&E)  
        หลังจากเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตบนโครงเลี้ยง
เซลลเปนระยะเวลา 3 สัปดาห นําโครงเลี้ยงเซลลสัปดาหท่ี 
1, 2 และ 3 มารักษาสภาพใน 4% formalin เปนเวลา 24 
ชั่งโมง จากนั้นนําตัวอยางมาฝงใน paraffin และนําไปตัด
ดวยเครื่อง microtome ใหมีความหนาของชื้นงาน
ประมาณ 10 ไมครอน วางตัวอยางบนสไลด แลวนําสไลดไป
อบใหแหง ทําการดึง paraffin ออกโดยจุมสไลดตัวอยาง ใน 
xylene 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้นจุมสไลด ใน
แอลกอฮอลจากความเขมขนสูงไปตํ่า ข้ันตอนละ 5 นาที (1
2 ครั้ง) จากนั้นจุมตัวอยางในสี hematoxylin เปนเวลา 5 
นาที แลวลางดวยน้ําปะปา จุมตัวอยางในสี eosin เปนเวลา 
1 นาที ทําการดึงน้ําออกโดยจุมสไลดตัวอยางในแอลกอฮอล 
จากความเขมขนตํ่าไปสูง แลว mount สไลดดวยน้ํายา 
permount   
9. การวิเคราะหขอมูล 
        งานวิจัยนี้ทําการทดลอง 3 ซํ้า ขอมูลตาง ๆ นําเสนอ
ในลักษณะของคาเฉลี่ยและสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ใชสถิติ 
ShapiroWilk test ในการทดสอบการแจกแจงขอมูล โดย
พบวาขอมูลท้ังหมดมีการแจกแจงแบบปกติ (Normal 
distribution) ใชโปรแกรม GraphPad Prism เวอรชั่น 
8.0.2 ในการวิเคราะหหาคาความเชื่อม่ันทางสถิติดวยวิธี 
Oneway analysis of variance (ANOVA) โดยใชการ
ทดสอบของ Turkey multiple comparison test สวน
การเปรียบเทียบภายในกลุมตัวอยางเดียวกัน ใชสถิติ One
way repeated measures ANOVA ท่ีระดับ <0.05 ถือ
วาขอมูลมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 
ผลการศึกษา 
1. การสกัดไคโตซานจากเปลือกกุง 
     ไคโตซานท่ีสกัดไดจากเปลือกกุงกุลาดํามีน้ําหนัก 
13.6 กรัม ลักษณะของไคโตซานท่ีสกัดไดมีสีขาวขุน เปน
แผนขนาดเล็กและมีความเปราะแตกเปนขุย ดังแสดงในรูป
ท่ี 1 ไคโตซานท่ีสกัดไดละลายไดดีใน 1% acetic acid สวน

ระดับการกําจัดหมูอะซีติลมีคาเฉลี่ย 70.89 + 1.54% ซ่ึงถือ
วาไคโตซานท่ีสกัดไดจากเปลือกกุงกุลาดําในการศึกษาครั้งนี้
มีระดับการกําจัดหมูอะซีติลสูง 

 
รูปท่ี 1 แสดงลักษณะของไคโตซานท่ีสกัดไดจากเปลือกกุง
กุลาดํา 
2. การศึกษาลักษณะทางกายภาพของโครงเล้ียงเซลล 
     จากการสังเกตโครงเลี้ยงเซลลท่ีผลิตจากอะกาโรสไค
โตซานคอลลาเจนดวยตาเปลา พบวาโครงเลี้ยงเซลลท่ีผาน
การทําแชเยือกแข็งแลวสามารถข้ึนรูปเปน 3 มิติได มี
ลักษณะคลายฟองน้ํา เม่ือนําโครงเลี้ยงเซลลมาตัดใหเปน
ทรงกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร หนา 0.5 
เซนติเมตร พบวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 14 มีการยุบตัวลงและ
ไมคืนรูป สวนโครงเลี้ยงเซลลท่ี 58 มีลักษณะคลายฟองน้ํา 
มีความยืดหยุนและสามารถคืนรูปเปน 3 มิติได ดังแสดงใน
รูปท่ี 2 ดังนั้นผูวิจัยจึงนําโครงเลี้ยงเซลลท่ี 58 ซ่ึงมีความ
ยืดหยุนไปศึกษาลักษณะของรูพรุนและขนาดรูพรุนภายใต
กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราดตอไป 

  
รูปท่ี 2 แสดงลักษณะทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลลชนิด
ท่ี 18 ท่ีสังเกตดวยตาเปลา 
 
3. การศึกษาลักษณะของโครงเลี้ยงเซลลภายใตกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (SEM) 
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มีลักษณะยาวรีและเป็นรูปหลายเหลี่ยมคล้ายรังผึ้ง เป็นรู

เชื่อมต่อกันทั่วโครงเลี้ยงเซลล์ ขนาดของรูพรุนประมาณ 

179.92 และ 184.29 ไมครอน ตามล�ำดับ 

รูปที่ 3 	แสดงลักษณะโครงสร้างและขนาดรูพรุนของ 

	 โครงเลี้ยงเซลล์ที่  5, 6, 7 และ 8 ภายใต  ้

	 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (scale  

	 bar = 100 ไมครอน) 

	 4. 	การศึกษาอัตราการอุ ้มน�้ำของโครงเล้ียง

เซลล์ (Water uptake)

	 	 จากผลการวิจัยพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ 5, 6, 

7 และ 8 มีอัตราการอุ้มน�้ำ  82.62 + 0.74%, 83.64 + 

0.83%, 87.33 + 1.00% และ 89.35 + 0.86% ตามล�ำดับ 

ดังแสดงในรูปที่ 4 โดยพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ท่ี 7 และ 8  

มีความสามารถในการอุ้มน�้ำมากกว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ 5 

และ 6 อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งโครงเลี้ยง

เซลล์ที่ 8 มีองค์ประกอบของ อะกาโรส, ไคโตซาน และ  

คอลลาเจนชนิดที่ 1 สูงที่สุด ตรงข้ามกับโครงร่างลี้ยงเซลล์

ที่ 5 ซึ่งมีความสามารถในการอุ้มน�้ำได้น้อยท่ีสุด เพราะมี

องค์ประกอบของ อะกาโรส, ไคโตซาน และคอลลาเจน 

ชนิดที่ 1 ต�่ำที่สุด อย่างไรก็ตามจะเห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ 

ทั้ง 4 ชนิด มีอัตราการอุ้มน�้ำมากกว่า 80% ซึ่งถือว่าเป็น

อัตราการอุ้มน�้ำที่สูง สามารถน�ำมาใช้เลี้ยงเซลล์ได้ 

รูปที่ 4	 แสดงผลการศึกษาอัตราการอุ ้มน�้ำของโครง 

	 เล้ียงเซลล์ท่ี 5, 6, 7 และ 8 ข้อมูลแสดงในรูป 

	 ค่าเฉลี่ย + 1SD, N=3, * p<0.05 โดยใช้สถิติ  

	 One-way ANOVA

	 5.	 การศึกษาอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยง

เซลล์

	     	จากการศึกษาอัตราการสลายตัวของโครง 

เล้ียงเซลล์ภายในระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าโครงเลี้ยง

เซลล์ทั้ง 4 ชนิดมีแนวโนมสลายตัวเพิ่มขึ้นเร่ือยๆ ตาม 

ระยะเวลาทีเ่พิม่ขึน้ ดงัแสดงในรูปที ่5 โดยเฉพาะโครงเลีย้ง

เซลล์ที่ 6 และ 8 ซึ่งมีอัตราการสลายตัวในแต่ละสัปดาห์

เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) ส่วนโครง 

เลี้ยงเซลล์ที่ 5 มีอัตราการสลายตัวในสัปดาห์ที่ 4 มากกว่า

สัปดาห์ท่ี 1 และ 2 อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

ส่วนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ 7 มีอัตราการสลายตัวในแต่ละ

สัปดาห์น้อยที่สุด อย่างไรก็ตามอัตราการสลายตัวของ 

โครงเล้ียงเซลล์ท่ี 7 ในสัปดาห์ท่ี 4 เพ่ิมมากข้ึนอย่างมี 

นัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับสัปดาห์ที่ 1 (p<0.05)

	      เมื่อท�ำการเปรียบเทียบอัตราการสลายตัว 

ของโครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิดในแต่ละสัปดาห์ พบว่า 

โครงเลีย้งเซลล์ที ่6 มอีตัราการสลายตวัในแต่ละสปัดาห์สูง

กว่าโครงเลีย้งเซลล์ที ่5, 7 และ 8 อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ

(p<0.05) กล่าวโดยสรุปโครงเล้ียงเซลล์ที่ 7 มีอัตราการ

สลายตัวที่ 4 สัปดาห์น้อยที่สุด โดยมีอัตราการสลายตัว
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

     จากการศึกษาลักษณะของรูพรุนภายในโครงเลี้ยง
เซลลภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด 
พรอมท้ังวิเคราะหขนาดของรูพรุนดวยโปรแกรม ImageJ 
พบวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5 (รูปท่ี 3A) รูพรุนมีลักษณะหลาย
เหลี่ยมคลายรังผึ้ง เปนรูเชื่อมตอกันท่ัวโครงเลี้ยงเซลล 
(interconnected pore) ขนาดของรูพรุนประมาณ 
170.37 ไมครอน โครงเลี้ยงเซลลท่ี 6 (รูปท่ี 3B) รูพรุนมี
ลักษณะยาว เรียวเปนทอ เปนรูเชื่อมตอกันท่ัวโครงเลี้ยง
เซลล ขนาดของรูพรุนประมาณ 241.99 ไมครอน สวนโครง
เลี้ยงเซลลท่ี 7 (รูปท่ี 3C) และ 8 (รูปท่ี 3D) รูพรุนมีลักษณะ
ยาวรีและเปนรูปหลายเหลี่ยมคลายรังผึ้ง เปนรูเชื่อมตอกัน
ท่ัวโครงเลี้ยงเซลล ขนาดของรูพรุนประมาณ 179.92 และ 
184.29 ไมครอน ตามลําดับ  
 

 
รูปท่ี 3 แสดงลักษณะโครงสรางและขนาดรูพรุนของโครง
เลี้ยงเซลลท่ี 5, 6, 7 และ 8 ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนชนิดสองกราด (scale bar = 100 ไมครอน)  
4. การศึกษาอัตราการอุมน้ําของโครงเล้ียงเซลล (Water 
uptake) 
    จากผลการวิจัยพบวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5, 6, 7 และ 8 
มีอัตราการอุมน้ํา 82.62 + 0.74%, 83.64 + 0.83%, 
87.33 + 1.00% และ 89.35 + 0.86% ตามลําดับ ดังแสดง
ในรูป ท่ี  4  โดยพบว าโครงเลี้ ยงเซลล ท่ี  7 และ 8 มี
ความสามารถในการอุมน้ํามากกวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5 และ 
6 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (<0.05) ซ่ึงโครงเลี้ยงเซลลท่ี 
8 มีองคประกอบของ อะกาโรส, ไคโตซาน และ คอลลาเจน

ชนิดท่ี 1 สูงท่ีสุด ตรงขามกับโครงรางลี้ยงเซลลท่ี 5 ซ่ึงมี
คว ามส ามา รถ ในการ อุ ม น้ํ า ไ ด น อย ท่ี สุ ด  เ พร าะ มี
องคประกอบของ อะกาโรส, ไคโตซาน และคอลลาเจนชนิด
ท่ี 1 ตํ่าท่ีสุด อยางไรก็ตามจะเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลท้ัง 4 
ชนิด มีอัตราการอุมน้ํามากกวา 80% ซ่ึงถือวาเปนอัตราการ
อุมน้ําท่ีสูง สามารถนํามาใชเลี้ยงเซลลได  

 
รูปท่ี 4 แสดงผลการศึกษาอัตราการอุมน้ําของโครงเลี้ยง
เซลลท่ี 5, 6, 7 และ 8 ขอมูลแสดงในรูปคาเฉลี่ย + 1SD, 
N=3, * <0.05 โดยใชสถิติ Oneway ANOVA 
5. การศึกษาอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล 
     จากการศึกษาอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล
ภายในระยะเวลา 4 สัปดาห พบวาโครงเลี้ยงเซลลท้ัง 4 
ชนิดมีแนวโนมสลายตัวเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ ตามระยะเวลาท่ี
เพ่ิมข้ึน ดังแสดงในรูปท่ี 5 โดยเฉพาะโครงเลี้ยงเซลลท่ี 6 
และ 8 ซ่ึงมีอัตราการสลายตัวในแตละสัปดาหเพ่ิมข้ึนอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (<0.05) สวนโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5 มี
อัตราการสลายตัวในสัปดาหท่ี 4 มากกวาสัปดาหท่ี 1 และ 
2 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (<0.05) สวนโครงเลี้ยงเซลลท่ี 
7 มีอัตราการสลายตัวในแตละสัปดาหนอยท่ีสุด อยางไรก็
ตามอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลท่ี 7 ในสัปดาหท่ี 
4 เพ่ิมมากข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับสัปดาห
ท่ี 1 (<0.05) 
    เม่ือทําการเปรียบเทียบอัตราการสลายตัวของโครง
เลี้ยงเซลลแตละชนิดในแตละสัปดาห พบวาโครงเลี้ยงเซลล
ท่ี 6 มีอัตราการสลายตัวในแตละสัปดาหสูงกวาโครงเลี้ยง
เซลลท่ี 5, 7 และ 8 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (<0.05) 
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

     จากการศึกษาลักษณะของรูพรุนภายในโครงเลี้ยง
เซลลภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด 
พรอมท้ังวิเคราะหขนาดของรูพรุนดวยโปรแกรม ImageJ 
พบวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5 (รูปท่ี 3A) รูพรุนมีลักษณะหลาย
เหลี่ยมคลายรังผึ้ง เปนรูเชื่อมตอกันท่ัวโครงเลี้ยงเซลล 
(interconnected pore) ขนาดของรูพรุนประมาณ 
170.37 ไมครอน โครงเลี้ยงเซลลท่ี 6 (รูปท่ี 3B) รูพรุนมี
ลักษณะยาว เรียวเปนทอ เปนรูเชื่อมตอกันท่ัวโครงเลี้ยง
เซลล ขนาดของรูพรุนประมาณ 241.99 ไมครอน สวนโครง
เลี้ยงเซลลท่ี 7 (รูปท่ี 3C) และ 8 (รูปท่ี 3D) รูพรุนมีลักษณะ
ยาวรีและเปนรูปหลายเหลี่ยมคลายรังผึ้ง เปนรูเชื่อมตอกัน
ท่ัวโครงเลี้ยงเซลล ขนาดของรูพรุนประมาณ 179.92 และ 
184.29 ไมครอน ตามลําดับ  
 

 
รูปท่ี 3 แสดงลักษณะโครงสรางและขนาดรูพรุนของโครง
เลี้ยงเซลลท่ี 5, 6, 7 และ 8 ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนชนิดสองกราด (scale bar = 100 ไมครอน)  
4. การศึกษาอัตราการอุมน้ําของโครงเล้ียงเซลล (Water 
uptake) 
    จากผลการวิจัยพบวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5, 6, 7 และ 8 
มีอัตราการอุมน้ํา 82.62 + 0.74%, 83.64 + 0.83%, 
87.33 + 1.00% และ 89.35 + 0.86% ตามลําดับ ดังแสดง
ในรูป ท่ี  4  โดยพบว าโครงเลี้ ยงเซลล ท่ี  7 และ 8 มี
ความสามารถในการอุมน้ํามากกวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5 และ 
6 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (<0.05) ซ่ึงโครงเลี้ยงเซลลท่ี 
8 มีองคประกอบของ อะกาโรส, ไคโตซาน และ คอลลาเจน

ชนิดท่ี 1 สูงท่ีสุด ตรงขามกับโครงรางลี้ยงเซลลท่ี 5 ซ่ึงมี
คว ามส ามา รถ ในการ อุ ม น้ํ า ไ ด น อย ท่ี สุ ด  เ พร าะ มี
องคประกอบของ อะกาโรส, ไคโตซาน และคอลลาเจนชนิด
ท่ี 1 ตํ่าท่ีสุด อยางไรก็ตามจะเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลท้ัง 4 
ชนิด มีอัตราการอุมน้ํามากกวา 80% ซ่ึงถือวาเปนอัตราการ
อุมน้ําท่ีสูง สามารถนํามาใชเลี้ยงเซลลได  

 
รูปท่ี 4 แสดงผลการศึกษาอัตราการอุมน้ําของโครงเลี้ยง
เซลลท่ี 5, 6, 7 และ 8 ขอมูลแสดงในรูปคาเฉลี่ย + 1SD, 
N=3, * <0.05 โดยใชสถิติ Oneway ANOVA 
5. การศึกษาอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล 
     จากการศึกษาอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล
ภายในระยะเวลา 4 สัปดาห พบวาโครงเลี้ยงเซลลท้ัง 4 
ชนิดมีแนวโนมสลายตัวเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ ตามระยะเวลาท่ี
เพ่ิมข้ึน ดังแสดงในรูปท่ี 5 โดยเฉพาะโครงเลี้ยงเซลลท่ี 6 
และ 8 ซ่ึงมีอัตราการสลายตัวในแตละสัปดาหเพ่ิมข้ึนอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (<0.05) สวนโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5 มี
อัตราการสลายตัวในสัปดาหท่ี 4 มากกวาสัปดาหท่ี 1 และ 
2 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (<0.05) สวนโครงเลี้ยงเซลลท่ี 
7 มีอัตราการสลายตัวในแตละสัปดาหนอยท่ีสุด อยางไรก็
ตามอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลท่ี 7 ในสัปดาหท่ี 
4 เพ่ิมมากข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับสัปดาห
ท่ี 1 (<0.05) 
    เม่ือทําการเปรียบเทียบอัตราการสลายตัวของโครง
เลี้ยงเซลลแตละชนิดในแตละสัปดาห พบวาโครงเลี้ยงเซลล
ท่ี 6 มีอัตราการสลายตัวในแตละสัปดาหสูงกวาโครงเลี้ยง
เซลลท่ี 5, 7 และ 8 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (<0.05) 
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เพียง 4.91 + 0.65% รองลงมาคือโครงเลี้ยงเซลล์ที่ 5  

มีอัตราการสลายตวัท่ีสปัดาห์ท่ี 4 เป็น 7.22 + 0.89% และ

โครงเลี้ยงเซลล์ที่ 8 มีอัตราการสลายตัวที่สัปดาห์ท่ี 4  

เป็น 11.60 + 1.34% ส่วนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ 6 มีอัตรา 

การสลายตัวที่สัปดาห์ที่ 4 สูงที่สุดคือ 18.29 + 0.71% 

รูปที่ 5 	แสดงอตัราการสลายตวัของโครงเลีย้งเซลล์ที ่5, 6,  

	 7 และ 8 ในแต่ละสปัดาห์ ข้อมลูแสดงในรปูค่าเฉลีย่  

	 + 1SD, N=3, * p<0.05, ** p<0.01 โดยใช้สถิติ  

	 One-way ANOVA, # เปรียบเทียบอัตราการ 

	 สลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล์แต่ละชนิดในแต่ละ 

	 สัปดาห์

	      จากผลการทดลองทั้งหมดที่กล่าวมา พบว่า

โครงเลี้ยงเซลล์ท่ี 7 ซึ่งมีรูพรุนเป็นรูเชื่อมต่อกันทั่วโครง

เลี้ยงเซลล์ ขนาดของรูพรุนประมาณ 179.92 ไมครอน  

มีความสามารถในการอุ้มน�้ำ 87.33 + 1.00% และมีอัตรา

การสลายตัวที่สัปดาห์ที่ 4 ต�่ำที่สุด ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือก 

โครงเลี้ยงเซลล์ที่ 7 ไปทดสอบความเป็นพิษของโครงเลี้ยง

ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ต่อ ด้วยเทคนคิ MTT และย้อม H&E 

เพื่อดูการเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์บนโครงเลี้ยง

เซลล์ด้วย

	 6. 	การทดสอบความเป็นพิษของโครงเล้ียงเซลล์

ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์

	    	 เมือ่เลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสต์บนโครงเลีย้งเซลล์

เป็นระยะเวลา 3 สปัดาห์ พบว่าโครงเลีย้งเซลล์ที ่7 ซึง่ผลติ

จาก อะกาโรส-ไคโตซาน-คอลลาเจนชนิดท่ี 1 ไม่มีความ

เป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์  เพราะเซลล์ไฟโบรบลาสต์

สามารถเจริญเตบิโตบนโครงเลีย้งเซลล์ได้ตัง้แต่สปัดาห์ที ่1 

จนถึงสัปดาห์ที่ 3 โดยพบว่าจ�ำนวนเซลล์ในสัปดาห์ที่ 3 

มากกว่าสัปดาห์ที่ 1 อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

แสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ 7 สามารถเป็นที่ยึดเกาะ

ของเซลล์และเป็นโครงร่างค�ำ้จนุให้เซลล์แบ่งตวัเพิม่จ�ำนวน

ได้ ดังแสดงในรูปที่ 6

รูปที่ 6 	แสดงผลการศึกษาความเป็นพิษของโครงเลี้ยง 

	 เซลล์ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ด้วยเทคนิค MTT  

	 assay ข้อมูลแสดงในรูปค่าเฉลี่ย + 1SD, N=3, *  

	 p<0.05 โดยใช้สถิติ One-way ANOVA

	 7. 	การศกึษาการยดึเกาะของเซลล์ไฟโบรบลาสต์

บนโครงเลี้ยงเซลล์

	 	 ผลการเพาะเล้ียงเซลล์ไฟโบรบลาสต์บน 

โครงเลี้ยงเซลล์เป็นระยะเวลา 3 สัปดาห์ พบว่าเซลล์ไฟ   

โบรบลาสต์สามารถเกาะและเจรญิเตบิโตบนโครงเลีย้งเซลล์

ได้ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 1 (รูปที่ 7A) โดยจะเห็นว่าจ�ำนวนเซลล์

ที่เจริญบนโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ ในสัปดาห์ที่ 2  

(รปูที ่7B) และสปัดาห์ที ่3 (รปูที ่7C) ซ่ึงผลการย้อมส ีH&E 

สัมพันธ์กนักบัการวเิคราะห์จ�ำนวนเซลล์ทีม่ชีวิีตด้วยเทคนคิ 

MTT (รูปที่ 6)  

รูปที่ 7	 แสดงผลการย้อม H&E เพื่อดูการเกาะและการ 

	 เจริญของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (ลูกศรชี้) บนโครง 

	 เลีย้งเซลล์ทีร่ะยะเวลา 1 สัปดาห์ (7A), 2 สปัดาห์  

	 (7B) และ 3 สัปดาห์ (7C)23                                     วารสารเทคนิคการแพทยและกายภาพบําบัด  ปท่ี 31 ฉบับท่ี x  xxxxx – xxxxx 2562 



กลาวโดยสรุปโครงเลี้ยงเซลลท่ี 7 มีอัตราการสลายตัวท่ี 4 
สัปดาหนอยท่ีสุด โดยมีอัตราการสลายตัวเพียง 4.91 + 
0.65% รองลงมาคือโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5 มีอัตราการสลายตัว
ท่ีสัปดาหท่ี 4 เปน 7.22 + 0.89% และโครงเลี้ยงเซลลท่ี 8 
มีอัตราการสลายตัวท่ีสัปดาหท่ี 4 เปน 11.60 + 1.34% 
สวนโครงเลี้ยงเซลลท่ี 6 มีอัตราการสลายตัวท่ีสัปดาหท่ี 4 
สูงท่ีสุดคือ 18.29 + 0.71%  

 
รูปท่ี 5 แสดงอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5, 6, 
7 และ 8 ในแตละสัปดาห ขอมูลแสดงในรูปคาเฉลี่ย + 
1SD, N=3, * <0.05, ** <0.01 โดยใชสถิติ Oneway 
ANOVA, # เปรียบเทียบอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยง
เซลลแตละชนิดในแตละสัปดาห 
      จากผลการทดลองท้ังหมดท่ีกลาวมา พบวาโครง
เลี้ยงเซลลท่ี 7 ซ่ึงมีรูพรุนเปนรูเชื่อมตอกันท่ัวโครงเลี้ยง
เซลล  ขนาดของรูพรุนประมาณ 179.92 ไมครอน มี
ความสามารถในการอุมน้ํา 87.33 + 1.00% และมีอัตรา
การสลายตัวท่ีสัปดาหท่ี 4 ตํ่าท่ีสุด ดังนั้นผูวิจัยจึงเลือกโครง
เลี้ยงเซลลท่ี 7 ไปทดสอบความเปนพิษของโครงเลี้ยงตอ
เซลลไฟโบรบลาสตตอ ดวยเทคนิค MTT และยอม H&E 
เพ่ือดูการเกาะและการเจริญเติบโตของเซลลบนโครงเลี้ยง
เซลลดวย 
6. การทดสอบความเปนพิษของโครงเล้ียงเซลลตอเซลล
ไฟโบรบลาสต 
    เม่ือเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตบนโครงเลี้ยงเซลลเปน
ระยะเวลา 3 สัปดาห พบวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 7 ซ่ึงผลิตจาก 
อะกาโรสไคโตซานคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ไมมีความเปนพิษ

ตอเซลลไฟโบรบลาสต  เพราะเซลลไฟโบรบลาสตสามารถ
เจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลไดต้ังแตสัปดาหท่ี 1 จนถึง
สัปดาหท่ี 3 โดยพบวาจํานวนเซลลในสัปดาหท่ี 3 มากกวา
สัปดาหท่ี 1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (<0.05) แสดงให
เห็นวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 7 สามารถเปนท่ียึดเกาะของเซลล
และเปนโครงรางคํ้าจุนใหเซลลแบงตัวเพ่ิมจํานวนได ดัง
แสดงในรูปท่ี 6 

  
รูปท่ี 6 แสดงผลการศึกษาความเปนพิษของโครงเลี้ยงเซลล
ตอเซลลไฟโบรบลาสตดวยเทคนิค MTT assay ขอมูลแสดง
ในรูปคาเฉลี่ย + 1SD, N=3, * <0.05 โดยใชสถิติ One
way ANOVA 
7. การศึกษาการยึดเกาะของเซลลไฟโบรบลาสตบนโครง
เลี้ยงเซลล 
     ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตบนโครงเลี้ยง
เซลลเปนระยะเวลา 3 สัปดาห พบวาเซลลไฟ  โบรบลาสต
สามารถเกาะและเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลไดต้ังแต
สัปดาหท่ี 1 (รูปท่ี 7A) โดยจะเห็นวาจํานวนเซลลท่ีเจริญบน
โครงเลี้ยงเซลลเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ ในสัปดาหท่ี 2 (รูปท่ี 7B) และ
สัปดาหท่ี 3 (รูปท่ี 7C) ซ่ึงผลการยอมสี H&E สัมพันธกันกับ
การวิเคราะหจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตดวยเทคนิค MTT (รูปท่ี 
6)   

 
รูปท่ี 7 แสดงผลการยอม H&E เพ่ือดูการเกาะและการ
เจริญของเซลลไฟโบรบลาสต (ลูกศรชี้) บนโครงเลี้ยงเซลลท่ี
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

กลาวโดยสรุปโครงเลี้ยงเซลลท่ี 7 มีอัตราการสลายตัวท่ี 4 
สัปดาหนอยท่ีสุด โดยมีอัตราการสลายตัวเพียง 4.91 + 
0.65% รองลงมาคือโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5 มีอัตราการสลายตัว
ท่ีสัปดาหท่ี 4 เปน 7.22 + 0.89% และโครงเลี้ยงเซลลท่ี 8 
มีอัตราการสลายตัวท่ีสัปดาหท่ี 4 เปน 11.60 + 1.34% 
สวนโครงเลี้ยงเซลลท่ี 6 มีอัตราการสลายตัวท่ีสัปดาหท่ี 4 
สูงท่ีสุดคือ 18.29 + 0.71%  

 
รูปท่ี 5 แสดงอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5, 6, 
7 และ 8 ในแตละสัปดาห ขอมูลแสดงในรูปคาเฉลี่ย + 
1SD, N=3, * <0.05, ** <0.01 โดยใชสถิติ Oneway 
ANOVA, # เปรียบเทียบอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยง
เซลลแตละชนิดในแตละสัปดาห 
      จากผลการทดลองท้ังหมดท่ีกลาวมา พบวาโครง
เลี้ยงเซลลท่ี 7 ซ่ึงมีรูพรุนเปนรูเชื่อมตอกันท่ัวโครงเลี้ยง
เซลล  ขนาดของรูพรุนประมาณ 179.92 ไมครอน มี
ความสามารถในการอุมน้ํา 87.33 + 1.00% และมีอัตรา
การสลายตัวท่ีสัปดาหท่ี 4 ตํ่าท่ีสุด ดังนั้นผูวิจัยจึงเลือกโครง
เลี้ยงเซลลท่ี 7 ไปทดสอบความเปนพิษของโครงเลี้ยงตอ
เซลลไฟโบรบลาสตตอ ดวยเทคนิค MTT และยอม H&E 
เพ่ือดูการเกาะและการเจริญเติบโตของเซลลบนโครงเลี้ยง
เซลลดวย 
6. การทดสอบความเปนพิษของโครงเล้ียงเซลลตอเซลล
ไฟโบรบลาสต 
    เม่ือเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตบนโครงเลี้ยงเซลลเปน
ระยะเวลา 3 สัปดาห พบวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 7 ซ่ึงผลิตจาก 
อะกาโรสไคโตซานคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ไมมีความเปนพิษ

ตอเซลลไฟโบรบลาสต  เพราะเซลลไฟโบรบลาสตสามารถ
เจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลไดต้ังแตสัปดาหท่ี 1 จนถึง
สัปดาหท่ี 3 โดยพบวาจํานวนเซลลในสัปดาหท่ี 3 มากกวา
สัปดาหท่ี 1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (<0.05) แสดงให
เห็นวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 7 สามารถเปนท่ียึดเกาะของเซลล
และเปนโครงรางคํ้าจุนใหเซลลแบงตัวเพ่ิมจํานวนได ดัง
แสดงในรูปท่ี 6 

  
รูปท่ี 6 แสดงผลการศึกษาความเปนพิษของโครงเลี้ยงเซลล
ตอเซลลไฟโบรบลาสตดวยเทคนิค MTT assay ขอมูลแสดง
ในรูปคาเฉลี่ย + 1SD, N=3, * <0.05 โดยใชสถิติ One
way ANOVA 
7. การศึกษาการยึดเกาะของเซลลไฟโบรบลาสตบนโครง
เลี้ยงเซลล 
     ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตบนโครงเลี้ยง
เซลลเปนระยะเวลา 3 สัปดาห พบวาเซลลไฟ  โบรบลาสต
สามารถเกาะและเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลไดต้ังแต
สัปดาหท่ี 1 (รูปท่ี 7A) โดยจะเห็นวาจํานวนเซลลท่ีเจริญบน
โครงเลี้ยงเซลลเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ ในสัปดาหท่ี 2 (รูปท่ี 7B) และ
สัปดาหท่ี 3 (รูปท่ี 7C) ซ่ึงผลการยอมสี H&E สัมพันธกันกับ
การวิเคราะหจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตดวยเทคนิค MTT (รูปท่ี 
6)   

 
รูปท่ี 7 แสดงผลการยอม H&E เพ่ือดูการเกาะและการ
เจริญของเซลลไฟโบรบลาสต (ลูกศรชี้) บนโครงเลี้ยงเซลลท่ี
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กลาวโดยสรุปโครงเลี้ยงเซลลท่ี 7 มีอัตราการสลายตัวท่ี 4 
สัปดาหนอยท่ีสุด โดยมีอัตราการสลายตัวเพียง 4.91 + 
0.65% รองลงมาคือโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5 มีอัตราการสลายตัว
ท่ีสัปดาหท่ี 4 เปน 7.22 + 0.89% และโครงเลี้ยงเซลลท่ี 8 
มีอัตราการสลายตัวท่ีสัปดาหท่ี 4 เปน 11.60 + 1.34% 
สวนโครงเลี้ยงเซลลท่ี 6 มีอัตราการสลายตัวท่ีสัปดาหท่ี 4 
สูงท่ีสุดคือ 18.29 + 0.71%  

 
รูปท่ี 5 แสดงอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลท่ี 5, 6, 
7 และ 8 ในแตละสัปดาห ขอมูลแสดงในรูปคาเฉลี่ย + 
1SD, N=3, * <0.05, ** <0.01 โดยใชสถิติ Oneway 
ANOVA, # เปรียบเทียบอัตราการสลายตัวของโครงเลี้ยง
เซลลแตละชนิดในแตละสัปดาห 
      จากผลการทดลองท้ังหมดท่ีกลาวมา พบวาโครง
เลี้ยงเซลลท่ี 7 ซ่ึงมีรูพรุนเปนรูเชื่อมตอกันท่ัวโครงเลี้ยง
เซลล  ขนาดของรูพรุนประมาณ 179.92 ไมครอน มี
ความสามารถในการอุมน้ํา 87.33 + 1.00% และมีอัตรา
การสลายตัวท่ีสัปดาหท่ี 4 ตํ่าท่ีสุด ดังนั้นผูวิจัยจึงเลือกโครง
เลี้ยงเซลลท่ี 7 ไปทดสอบความเปนพิษของโครงเลี้ยงตอ
เซลลไฟโบรบลาสตตอ ดวยเทคนิค MTT และยอม H&E 
เพ่ือดูการเกาะและการเจริญเติบโตของเซลลบนโครงเลี้ยง
เซลลดวย 
6. การทดสอบความเปนพิษของโครงเล้ียงเซลลตอเซลล
ไฟโบรบลาสต 
    เม่ือเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตบนโครงเลี้ยงเซลลเปน
ระยะเวลา 3 สัปดาห พบวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 7 ซ่ึงผลิตจาก 
อะกาโรสไคโตซานคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ไมมีความเปนพิษ

ตอเซลลไฟโบรบลาสต  เพราะเซลลไฟโบรบลาสตสามารถ
เจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลไดต้ังแตสัปดาหท่ี 1 จนถึง
สัปดาหท่ี 3 โดยพบวาจํานวนเซลลในสัปดาหท่ี 3 มากกวา
สัปดาหท่ี 1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (<0.05) แสดงให
เห็นวาโครงเลี้ยงเซลลท่ี 7 สามารถเปนท่ียึดเกาะของเซลล
และเปนโครงรางคํ้าจุนใหเซลลแบงตัวเพ่ิมจํานวนได ดัง
แสดงในรูปท่ี 6 

  
รูปท่ี 6 แสดงผลการศึกษาความเปนพิษของโครงเลี้ยงเซลล
ตอเซลลไฟโบรบลาสตดวยเทคนิค MTT assay ขอมูลแสดง
ในรูปคาเฉลี่ย + 1SD, N=3, * <0.05 โดยใชสถิติ One
way ANOVA 
7. การศึกษาการยึดเกาะของเซลลไฟโบรบลาสตบนโครง
เลี้ยงเซลล 
     ผลการเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตบนโครงเลี้ยง
เซลลเปนระยะเวลา 3 สัปดาห พบวาเซลลไฟ  โบรบลาสต
สามารถเกาะและเจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลไดต้ังแต
สัปดาหท่ี 1 (รูปท่ี 7A) โดยจะเห็นวาจํานวนเซลลท่ีเจริญบน
โครงเลี้ยงเซลลเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ ในสัปดาหท่ี 2 (รูปท่ี 7B) และ
สัปดาหท่ี 3 (รูปท่ี 7C) ซ่ึงผลการยอมสี H&E สัมพันธกันกับ
การวิเคราะหจํานวนเซลลท่ีมีชีวิตดวยเทคนิค MTT (รูปท่ี 
6)   

 
รูปท่ี 7 แสดงผลการยอม H&E เพ่ือดูการเกาะและการ
เจริญของเซลลไฟโบรบลาสต (ลูกศรชี้) บนโครงเลี้ยงเซลลท่ี
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สรุปและวิจารณ์ผลการศึกษา

	 งานวิจัยครั้ง น้ีพบว ่าไคโตซานที่สกัดได ้จาก 

เปลือกกุ้งกุลาด�ำมีระดับการก�ำจัดหมู่อะซีติล 70.89%  

ซึ่งการก�ำจัดหมู ่อะซิติลเป็นตัวบ่งชี้ความเป็นไคติน- 

ไคโตซาน เน่ืองจากไคติน-ไคโตซานเป็นโคโพลิเมอร์ของ 

N-acetyl-D-glucosamine และ D-glucosamine  

ถ้าสัดส่วนของ N-acetyl-D-glucosamine มากกว่า  

จะแสดงคุณสมบัติเด่นของไคติน ในทางตรงกันข้ามถ้า

สดัส่วนของ D-glucosamine มากกว่า จะแสดงคณุสมบติั

เด่นของไคโตซาน ซึ่งไคโตซานท่ีมีระดับการก�ำจัดหมู ่ 

อะซีติลสูงจะประกอบด้วยหมู่อะมิโนจ�ำนวนมาก ดังนั้น

ความสามารถในการดดูซบัน�ำ้กจ็ะสงูไปด้วย อย่างไรกต็าม

งานวจิยันีไ้ด้ดดัแปลงวธิกีารสกดัไคโตซานมาจากการศกึษา

ของ Benjakul S และคณะ 1990(18) ซึ่งสกัดไคโตซานจาก

เปลือกกุ้งแชบ๊วย โดยในขั้นตอนการก�ำจัดโปรตีนใช้ 

ความเข้มข้นของ NaOH 3% ร่วมกับก�ำจัดหมู่อะซีติล 

โดยใช้สัดส่วนไคตินกับ 50% NaOH เป็น 1:15 ไคโตซาน

ท่ีได้มีระดับการก�ำจัดหมู่อะซีติล 58% การศึกษาคร้ังนี้ 

ได้เพิ่มความเข้มข้นของ NaOH เป็น 10% ร่วมกับ 

เพิ่มสัดส่วนไคตินกับ 50% NaOH เป็น 1:20 เนื่องจาก 

การก�ำจัดหมู่อะซีติลเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของ NaOH  

ท่ีใช้(20) จึงท�ำให้ไคโตซานท่ีสกัดได้มีระดับการก�ำจัดหมู่ 

อะซีติลสูงกว่าการศึกษาของ Benjakul S และคณะ 

1990(18)  

	 การผลิตโครงเลี้ยงเซลล ์จากสารธรรมชาติ  

อะกาโรส ไคโตซานและคอลลาเจนชนิดที่ 1 ด้วยวิธีแช ่

เยือกแข็ง สามารถขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์แบบ 3 มิติได้  

โดยลักษณะทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตได้มี

ลักษณะคล้ายฟองน�้ำ  เมื่อน�ำโครงเลี้ยงเซลล์มาตัดให้เป็น

ทรงกลม พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ท่ี 1-4 มีการยุบตัวลงและ 

ไม่คืนรูป ส่วนโครงเลี้ยงเซลลที่ 5-8 มีความยืดหยุ่นและ

สามารถคืนรูปเป็น 3 มิติได้ การที่โครงเลี้ยงเซลล์ที่ 1-4  

ยุบตัวลงและไม่คืนรูป เกิดจากมีส่วนผสมของอะกาโรส

เพยีง 1% เพราะเม่ือเพิม่ความเข้มข้นของอะกาโรสเป็น 3% 

ในโครงเลี้ยงเซลล์ท่ี 5-8 จะเห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ม ี

ความยดืหยุน่มากข้ึน เนือ่งจากอะกาโรสเป็นสารท่ีช่วยเพิม่

ความยืดหยุ่น เพิ่มความคงตัวและไม่ท�ำให้โครงเลี้ยงเซลล์

เปราะแตกง่าย(21, 22) โครงลี้ยงเซลล์ที่ 8 มีความสามารถ 

ในอุ้มน�้ำมากที่สุด ส่วนโครงลี้ยงเซลล์ที่ 5 อุ้มน�้ำน้อยที่สุด 

โดยโครงเล้ียงเซลล์ที ่8 เป็นโครงเล้ียงเซลล์ทีม่อีงค์ประกอบ

ของ อะกาโรส ไคโตซาน และคอลลาเจนชนิดที่ 1 สูงที่สุด 

ส่วนโครงเลี้ยงเซลล์ที่ 5 มีองค์ประกอบของ อะกาโรส  

ไคโตซาน และคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ต�่ำที่สุด ดังนั้นการที่

โครงเล้ียงเซลล์มีคุณสมบัติในการอุ้มน�้ำได้ดี เนื่องมาจาก 

มีองค์ประกอบของสารที่มีคุณสมบัติในการจับกับโมเลกุล

ของน�้ำได้ดี เช่น อะกาโรสและไคโตซาน โดยเฉพาะไคโต

ซานซ่ึงเป็นสาร polysaccharide ที่มีหมู่อะมิโน (-NH
2
) 

และหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) สูง(23, 24) ซึ่ง functional group 

เหล่านี้มีความสามารถในการรับโปรตอนจากสารละลาย 

ซ่ึงช่วยให้สารมีคุณสมบัติชอบน�้ำ  โครงเลี้ยงเซลล์ที่ 6  

มอีตัราการสลายตวัค่อนข้างเรว็ โดยพบว่าเมือ่เวลาผ่านไป 

4 สัปดาห์ โครงเลี้ยงเซลล์สลายตัวไปประมาณ 18%  

ซ่ึงการท่ีโครงเล้ียงเซลล์สลายตัวเร็วอาจเกิดจากมีรูพรุน

ขนาดใหญ่ (241.99 ไมครอน) ท�ำให้มีพ้ืนที่ผิวที่สัมผัส 

กับน�้ำมาก ปฏิกิริยา hydrolysis ซึ่งต้องอาศัยน�้ำในการ 

เข้าท�ำปฏิกิริยาจึงเกิดได้ดี ส่งผลให้โครงร่างที่ 6 สลายตัว

เร็วที่สุดเมื่อเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์อื่นที่มีรูพรุนเล็กกว่า 

การสลายตัวเร็วเกินไปอาจส่งผลต่อการเลี้ยงเซลล ์ 

โดยท�ำให้เซลล์ไม่มีพื้นที่ยึดเกาะเพื่อแบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวน 

และอาจส่งผลต่อรูพรุนของโครงเล้ียงเซลล์ อาจท�ำให ้

โครงเลี้ยงเซลล์มีการยุบตัวและอุดกั้นรูพรุนท�ำให้สาร

อาหารรวมทั้งการแลกเปลี่ยนของเสียเกิดขึ้นได้ไม่ดี

	 งานวิจัยครั้งนี้พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ 7 ซึ่งมี 

ขนาดของรูพรุนประมาณ 179.92 ไมครอน มคีวามสามารถ

ในการอุ้มน�้ำสูงถึง 87% และมีอัตราการสลายตัวที่สัปดาห์

ที่ 4 ประมาณ 4% ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกโครงเลี้ยงเซลล์ที่ 7 

ไปทดสอบความเป็นพิษของโครงเล้ียงเซลล์ต่อเซลล์ 

ไฟโบรบลาสต์ด้วยเทคนิค MTT และย้อม H&E ซึ่งพบว่า

เซลล์ไฟโบรบลาสต์สามารถเกาะและแบ่งตัวเพ่ิมจ�ำนวน 

บนโครงเลี้ยงเซลล์ได้ สังเกตจากจ�ำนวนเซลล์ที่เพิ่มขึ้น 

ในสัปดาห์ที่ 3 อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ แสดงให้เห็นว่า

โครงเลี้ยงเซลล์มีความปลอดภัย ไม่เป็นพิษต่อเซลล  ์

ไฟโบรบลาสต์ซึ่งเหมาะในการน�ำมาประยุกต์ใช้ในงาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อต่อไปในอนาคต ผลการทดลองที่ได้จาก
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งานวจิยัครัง้นีม้คีวามสอดคล้องกบัการศกึษาทีผ่่านมา(25- 27) 

ซึ่งผลิตโครงเลี้ยงเซลล์จากคอลลาเจนชนิดท่ี 1 และ 

ไคโตซานเพือ่เพาะเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสต์ พบว่าโครงเลีย้ง

เซลล์ที่ผลิตขึ้นมีความยืดหยุ ่นและมีรูพรุนสูง เซลล์ 

ไฟโบรบลาสต์สามารถแบ่งตวัเพิม่จ�ำนวนบนโครงเลีย้งเซลล์

ได้ดี โดยจ�ำนวนเซลล์ที่มีชีวิตเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาท่ี 

เลี้ยงเซลล์ แสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์จากคอลลาเจน

ชนิดที่ 1 และไคโตซานกระตุ้นการยึดเกาะของเซลล์ได้ด ี

อย่างไรก็ตามการศึกษาที่ผ ่านมาซึ่งใช้อะกาโรสและ 

ไคโตซานผลิตโครงเลี้ยงเซลล์(14) กลับพบว่าจ�ำนวนเซลล ์

ที่มีชีวิตลดลงจาก 60% เหลือเพียง 40% ในวันท่ี 10 

ที่ท�ำการเพาะเลี้ยง ทั้งนี้อาจเกิดจากโครงเลี้ยงเซลล์ที่ผลิต

ได้มีรูพรุนขนาดเล็ก (40-70 ไมครอน) ท�ำให้เซลล์ 

ไม่สามารถเคลื่อนที่เข้าไปเจริญภายในโครงเลี้ยงเซลล์ได ้

อีกทั้งรูพรุนที่มีขนาดเล็กส่งผลให้การแลกเปลี่ยนสาร 

อาหารและการเปลีย่นถ่ายของเสยีเกิดขึน้ได้ไม่ด ีนอกจากนี้

สารจากธรรมชาตทิีน่�ำมาผลติโครงเลีย้งเซลล์ควรมคีณุสมบัติ

ในการกระตุ้นการยึดเกาะของเซลล์ เช่น คอลลาเจนที่

โครงสร้างประกอบด้วย Arg-Gly-Asp (RGD) sequence 

ซึ่งมีคุณสมบัติในการส่งเสริมการยึดเกาะของเซลล์

	 กล่าวโดยสรปุ การผลติโครงเลีย้งเซลล์ด้วยเทคนคิ

แช่เยือกแข็งนี้ นอกจากคุณสมบัติของสารแต่ละชนิดจะมี

ผลต่อลักษณะของโครงเลี้ยงเซลล์แล้ว สัดส่วนในการเติม

สารแต่ละชนิดก็ส่งผลต่อลักษณะของโครงเลี้ยงเซลล์ 

เช่นกัน เนื่องจากในขั้นตอนการท�ำแช่เยือกแข็ง น�้ำที่ผสม

อยู่กับสารแต่ละชนิดจะกลายเป็นน�้ำแข็ง โดยน�้ำแข็งท่ีได้

จะมีการจัดเรียงผลึกแทรกอยู่ในโมเลกุลของสารท่ีใช้ท�ำ

โครงเล้ียงเซลล์ จากนัน้ท�ำการลดอณุหภมูลิงเพือ่ให้น�ำ้แขง็

เปลี่ยนเป็นไอน�้ำแล้วระเหิดออกมาเกิดเป็นรูพรุนตาม 

ขนาดของผลึกน�้ำแข็ง(28, 29) ส่วนผนังและรูปร่างของรูพรุน

จะเกิดจากสารที่เป็นองค์ประกอบในโครงเลี้ยงเซลล์ 

นอกจากนี้โครงเลี้ยงเซลล์ที่ผลิตจากสารธรรมชาติ ซ่ึงมี

คุณสมบัติเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อในร่างกายสามารถส่งเสริม

การเพ่ิมจ�ำนวนของเซลล์เพาะเลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลล์ได้  

ซึง่โครงเล้ียงเซลล์ทีเ่กือ้หนนุให้เซลล์เกาะและเจรญิแบ่งตวั

เพ่ิมจ�ำนวนได้ ถือเป็นปัจจัยส�ำคัญต่อความส�ำเร็จในงาน

ด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ
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