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กรดไฮยาลูโรนิกเป็นสารที่สามารถพบได้ทั่ วไปในแมทริกซ์ระหว่างเซลล์มีความเข้ากันได้ 

ทางชีวภาพที่ดีกับเซลลร์่างกายมนุษย์ ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกจึงเป็นหนึ่งในวสัดุโครงร่างทางชีวภาพ 
ที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในงานวิศวกรรมเนื ้อเยื่อ  การศึกษาครัง้นี ้ไดน้ าเอาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่
ปรบัปรุงโครงสรา้งดว้ยเมทาคริเลตแอนไฮไดรดแ์ลว้ครอสลิงคเ์ป็นโครงร่างสามมิติดว้ยแอลเอพีที่กระตุน้ให้
เกิดปฏิกิริยาโดยแสงสีฟ้ามาศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับไฟโบรบลาสต์แอล  929 ผ่านการศึกษา 
ความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยออ้ม การศกึษาการเจรญิเติบโตของเซลลเ์มื่อเลีย้งรว่มกบัไฮโดรเจลในลกัษณะสองมิติ
และสามมิติ และการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ พบว่าไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มี 
การพอลิเมอไรเซชันโดยแสงสีฟ้ามีความเขา้กันไดท้างชีวภาพที่ดีกับไฟโบรบลาสตแ์อล  929 โดยเซลลส์ามารถ 
มีชีวิตอยู่ไดใ้นอาหารเลีย้งเซลลท์ี่สมัผสักับไฮโดรเจลและยังคงเจริญเติบโตไดเ้มื่อน ามาเลีย้งร่วมกับไฮโดรเจล  
ทั้งในลักษณะสองมิติและสามมิติ  แม้จะเจริญเติบช้ากว่ากลุ่มควบคุมในช่วง  3-5 วันแรก แต่ก็สามารถ 
เจริญเติบโตไดม้ากขึน้ในเวลาต่อมา และพบว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
อิเล็กตรอนแบบส่องกราดมีลักษณะของพืน้ผิวเซลลท์ี่ปกติ  เซลลส่์วนใหญ่มีรูปร่างกลม บางส่วนพบการยื่น 
แขนงของเซลลค์ลา้ยรูปทรงกระสวยและพบเซลลท์ี่เขา้สู่ขัน้ตอนการแบ่งเซลลอ์นัแสดงใหเ้ห็นถึงการเจริญเติบโต 
ของเซลล ์ความรูท้ี่ไดจ้ากการศกึษาในครัง้นีถื้อเป็นรากฐานส าคญัในการท าความเขา้ใจการตอบสนองของเซลล์
ต่อไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชันโดยแสงสีฟ้า  ซึ่งคาดว่าจะพัฒนาไปเป็นโครงร่าง 
ทางชีวภาพที่ดีส าหรบัใชใ้นการขนส่งเซลล์ ตวัยาหรือปัจจัยทางเคมีส าหรบังานวิศวกรรมเนือ้เยื่อในทางคลินิก
ต่อไปในอนาคตอนัใกล ้
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Hyaluronic acid is generally found in most extracellular matrices and has good 

biocompatibility with human cells. Thus, hyaluronic acid-based hydrogels are one of the most 
commonly used in the field of tissue engineering. In this study, methacrylated hyaluronic acid-based 
hydrogel cross-linked by LAP and initiated with blue light was tested for biocompatibility with 
L929 fibroblast. The tests consisted of indirect cytotoxicity assay, proliferation in 2D and 3D assay, 
and studied the cell morphology. The results showed that a hyaluronic acid-based hydrogel 
polymerized by blue light has good biocompatibility to the L929 fibroblast. The cells were viable 
when the culture in hydrogel extracts and can proliferate in 2D and 3D culture assays. 
The proliferation rate were limited in the first three to five days and would increase days later. The cell 
morphology under scanning electron microscopy revealed normal cell surface morphology, 
the shape of the cells were round in general, some extended the cell process to a spindle shape, 
and the cells that underwent the process of mitosis process were detected and demonstrated cell 
proliferation. The knowledge from this study provides a proper foundation in understanding 
the responses of cells to a hyaluronic acid-based hydrogel that is crucial to developing an excellent 
scaffold for clinical use in the future. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ภูมิหลัง 

การเขา้ใจถึงกลไกการตอบสนองของเซลลต่์อวสัดโุครงร่างทางชีวภาพเป็นหวัใจส าคญัที่
จะน าไปสู่การพัฒนาในงานดา้นวิศวกรรมเนือ้เยื่อ (Tissue engineering) ในปัจจุบันไดม้ีการน า
ความรูท้างดา้นวิศวกรรมเนือ้เยื่อมาใชใ้นการรกัษารอยโรคทัง้ในเนือ้เยื่ออ่อนและในเนือ้เยื่อแข็ง 
อาทิ บริเวณเนือ้เยื่อกระดูกอ่อนซึ่งเป็นเนือ้เยื่อที่มีเซลลก์ระดูกอ่อนอาศยัอยู่นอ้ยและไม่พบหลอด
เลือดภายในเนือ้เยื่อนี ้เมื่อเกิดรอยโรคขึน้จึงมีการซ่อมแซมดว้ยตัวเนือ้เยื่อกระดูกอ่อนเองไดย้าก 
หนึ่งในวิธีการรกัษาที่ใชค้วามรูท้างดา้นวิศวกรรมเนือ้เยื่อ คือการเก็บเก่ียวเซลลก์ระดูกอ่อนของ
คนไข้จากบริเวณที่ไม่เป็นโรค ไปคัดแยกและเพิ่มจ านวนในห้องปฏิบัติการจนได้ปริมาณเซลล์
กระดูกอ่อนที่มากพอ จากนัน้จึงน ากลบัมาปลูกถ่ายยงับริเวณกระดูกอ่อนที่เป็นรอยโรค เพื่อช่วย
ใหเ้กิดการซ่อมแซมรวมไปถึงการสรา้งใหมเ่พื่อทดแทนเนือ้เยื่อที่เสียไป(1) ในทางทนัตกรรมไดม้ีการ
ใช้ความรูท้างด้านวิศวกรรมเนือ้เยื่อมาประกอบการรกัษาทั้งในงานเนือ้เยื่อแข็ง เช่น  การปลูก
กระดูกโดยใช้วัสดุทางชีวภาพจากสิ่งมีชีวิตสปีชีส์อ่ืน (Xenogenic bone graft) ร่วมกับการใช ้
โกรทแฟคเตอรช์นิดบีเอ็มพี (Bone morphogenetic protein; BMP) ชกัน าใหเ้กิดการสรา้งกระดูก
ในบริเวณที่กระดูกขากรรไกรละลายตัวไปเพื่อเตรียมเนือ้เยื่อก่อนการรกัษาดว้ยรากฟันเทียม ใน
สว่นของการผ่าตดัในบริเวณเนือ้เยื่ออ่อนเพื่อเตรียมเนือ้เยื่อก่อนการรกัษาดว้ยรากฟันเทียมก็มีการ
น าความรูท้างวิศวกรรมเนือ้เยื่อมาประยุกตใ์ช ้เช่น การน าวสัดุโครงร่างทางชีวภาพหรือที่เรียกว่า
แคฟโฟลด ์(Scaffold) จากผิวหนังที่ท าการก าจัดเซลลอ์อก (Acellular dermal matrix) มาใชใ้น
การผ่าตัดเพื่อปรบัปรุงเหงือกที่มีปริมาณเคอราตินและมีความหนาน้อย โดยตัววัสดุ โครงร่าง 
ทางชีวภาพนีจ้ะชักน าใหเ้ซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์ละเซลลเ์ยื่อบุผิ วเขา้มาเพิ่มจ านวนตามโครงร่าง 
ของสแคฟโฟลดแ์ละประสานกันกับวสัดุเป็นเนือ้เยื่อเหงือกที่มีเคราตินเหมาะสมต่อการตา้นทาน
แรงบดเคีย้ว ซึ่งเป็นการลดการผ่าตัดในต าแหน่งเพดานปากเพื่อน าเหงือกมาปลูกยังต าแหน่ง  
รอยโรค ท าใหค้วามเสี่ยงที่จะเกิดผลขา้งเคียงจากการผ่าตดัลดนอ้ยลง 

วิศวกรรมเนื ้อเยื่อนั้นเป็นวิชาที่น าหลักการและวิธีการของวิศวกรรมและวิทยศาสตร์
ชีวภาพมาประยุกตใ์ชเ้พื่อเสรมิสรา้งความเขา้ใจในความสมัพนัธร์ะหว่างโครงสรา้งและการท างาน
ในภาวะปกติและภาวะที่เป็นโรคของเนือ้เยื่อ รวมไปถึงการพัฒนาสิ่งทดแทนเพื่อน ามาซ่อมแซม 
หรือปรบัปรุงการท างานของเนือ้เยื่อใหดี้ยิ่งขึน้(2) การท างานในสายวิศวกรรมเนือ้เยื่อนัน้ใชค้วามรู้
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หลากหลายสาขาที่เก่ียวขอ้งกบัองคค์วามรูข้องเซลล ์วสัดชุีวภาพ (Biomaterials) หรือสแคฟโฟลด ์
(Scaffold) ปัจจัยทางเคมี (Chemical factors) และกระบวนการทางวิศวกรรม (Engineering 
methodology)  

ไฮโดรเจล (hydrogel) เป็นหนึ่งในสแคฟโฟลด์ที่ไดร้บัความสนใจเป็นอย่างมาก เนื่อง
ดว้ยไฮโดรเจลเป็นพอลิเมอรท์ี่มีโครงสรา้งเป็นร่างแหในสามมิติ มีรูพรุน และความสามารถในการ
ดงึดดูน า้ เมื่อไฮโดรเจลสมัผสักบัน า้จะเกิดการพองตวัและเก็บกกัน า้ไวใ้นปรมิาณมาก ดว้ยความที่
ไฮโดรเจลมีโครงสรา้งที่เป็นรูพรุนและกักเก็บน า้ไดใ้นปริมาณมาก จึงมีการน ามาใชเ้ป็นระบบใน
การขนส่งยา (Drug delivery system)(3) เพื่อช่วยใหม้ีการน าส่งยาในต าแหน่งที่เฉพาะเจาะจงไดดี้
ยิ่งขึน้ ไฮโดรเจลสามารถผลิตไดจ้ากสารตัง้ตน้หลายชนิด โดยไฮโดรเจลที่ผลิตจากกรดไฮยาลูโรนิก
เป็นหนึ่งในชนิดที่ไดร้บัความนิยม เนื่องจากมีส่วนประกอบคลา้ยกับสารแมทริกซร์ะหว่างเซลล ์มี
ความเขา้กนัไดท้างชีวภาพสงู สามารถสลายตวัไดโ้ดยเอนไซมภ์ายในรา่งกายมนุษย ์และสามารถ
พัฒนาปรบัปรุงคุณสมบัติใหเ้หมาะสมกับการใชง้านในประเภทต่างๆไดดี้ เช่น การพัฒนาให้มี
ลักษณะการใช้งานในรูปแบบฉีด หรือปรับปรุงให้มีลักษณะคล้ายฟองน ้า เป็นต้น (4) แต่จาก
การศึกษาของ Trakiattikul (2018)(5) และ Areevijit (2019)(6) พบว่าการสังเคราะหไ์ฮโดรเจลจาก
กรดไฮยาลูโรนิกยงัมีขอ้จ ากดับางประการในขัน้ตอนการเตรียมสารตัวอย่างเช่น ปริมาณการเกิด
การปรบัปรุง (Degree of modification) ในการสงัเคราะหพ์อลิเมอสายหลกั ที่มีค่าไม่แน่นอนและ
ระยะเวลาในการก่อตวัเป็นเจล (Gelation time) ยงัไม่สามารถควบคมุใหไ้ดเ้วลาที่เท่ากนัในแต่ละ
ครัง้ของการสงัเคราะห ์เนื่องมาจากขัน้ตอนการเตรียมที่มีความซบัซอ้นและตอ้งการความแม่นย า
สูง(6) ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะพัฒนาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่สามารถควบคุม
สมบติัที่เก่ียวขอ้งกับการน าไปใชจ้ริงทางคลินิก ไดแ้ก่ ระยะเวลาการก่อตัวเป็นเจลและความเขา้
กันได้ทางชีวภาพกับเซลล์ โดยหากสามารถควบคุมปัจจัยด้านนี ้ได้จะท าให้สามารถน าไป
ประยุกตใ์ชใ้นคลินิกไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพมากขึน้ ในการศกึษาของ Chaopanitcharoen (2021)
(7) ไดม้ีการศกึษาสมบติัทางกายภาพของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดย
แสงสีฟ้าที่ไดร้บัการบ่มดว้ยแสงสีฟ้าเป็นระยะเวลาต่างๆ ผลที่ไดพ้บว่าที่ระยะเวลาการบ่มที่ 60 
วินาทีและ 90 วินาที ไฮโดรเจลที่ก่อตวัแลว้มีคณุสมบติัทางกายภาพที่ดี มีรูพรุนที่มีขนาดใกลเ้คียง
กนัทั่วตลอดทัง้ไฮโดรเจลและมีความสามารถในการพองตัวเมื่อสมัผัสกับน า้  กักเก็บน า้ไดดี้ และ
สามารถย่อยสลายได้หมดเมื่อใส่เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสลงไปในไฮโดรเจล (7) สมบัติเหล่านีเ้ป็น
สมบติัของสแคฟโฟลดท์ี่ดีซึ่งเชื่อว่าจะช่วยใหเ้ซลลส์ามารถเจริญเติบโตไดเ้มื่อน ามาเลีย้งร่วมกับ  
ไฮโดรเจล(8-10) ในงานวิจัยครัง้นีจ้ะเป็นการศึกษาต่อยอดจากงานวิจัยของ Chaopanitcharoen 
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(2021)(7) โดยจะท าการศึกษาความเขา้กันไดท้างชีวภาพ (Biocompatibility) ของไฮโดรเจลจาก
กรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเอมไรเซชนัโดยแสงสีฟ้ากับเซลลไ์ลนไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 ซึ่งเป็น
เซลลไ์ฟโบรลาสตจ์ากหนูซึ่งถูกแนะน าใชใ้นการทดสอบอุปกรณ์ทางการแพทยใ์นหอ้งปฏิบติัการ
ตามมาตรฐานขององคก์ารมาตรฐานสากล (ISO 10993-5) โดยหวงัว่าการศึกษาครัง้นีจ้ะสามารถ
น าไปต่อยอดเพื่อสรา้งวัสดุโครงร่างทางชีวภาพที่มีคุณสมบัติที่ดีเพื่อในการรกัษารอยโรคบริเวณ
เนือ้เยื่ออ่อนและ/หรือเนือ้เยื่อแข็งต่อไป 

 
วัตถุประสงคข์องงานวิจัย 

เพื่อศกึษาความเขา้กนัไดท้างชีวภาพของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 กบัไฮโดรเจลจาก
กรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า 

 
ความส าคัญของงานวิจัย 

เพื่อพัฒนาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกชนิดที่มีการพอลิเมอไรเซชันจากการบ่มดว้ย
แสงสีฟ้าที่มีสมบัติทางกายภาพที่เหมาะสม มีความเขา้กันไดท้างชีวภาพกับเซลลไ์ลน์ไฟโบรบ
ลาสตแ์อล 929 เพื่อน าไปใชใ้นงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อต่อไป 

 
ขอบเขตของงานวิจัย 

ในการศึกษาวิจัยครัง้นีเ้ป็นการศึกษาวิจัยพืน้ฐาน (Basic research) ในหอ้งปฎิบัติการ
เพื่อพัฒนาไฮโดรเจลชนิดที่มีการพอลิเมอไรเซชันโดยแสงสีฟ้าที่มีความเขา้กันได้ทางชีวภาพ 
(Biocompatibility) ที่ ดี เพื่ อน าไปใช้ในงานวิศวกรรม เนื ้อ เยื่ อ ต่อไป  ในงานวิจับครั้งนี ้จะ
ท าการศึกษาความเขา้กนัไดท้างชีวภาพของไฮโดรเจลกบัไฟโบรบลาสตแ์อล 929 ผ่านการทดสอบ
สามการทดสอบ อันได้แก่ ความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยอ้อม การเจริญเติบโตของเซลลเ์มื่อเลีย้ง
ร่วมกับไฮโดรเจลในลกัษณะสองมิติและสามมิติ และการตรวจดูลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ
เซลล์ผ่านกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  (Scanning electron microscope; SEM) 
โดยในการศึกษาการเจริญเติบโตของเซลลแ์ละการตรวจดลูกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลจ์ะ
ท าการเปรียบเทียบเซลลท์ี่เลีย้งร่วมกับไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงเป็นเวลา 60 วินาทีและ 90 
วินาที 
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ตัวแปรทีศ่ึกษา 
ตวัแปรตน้ : ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า  
ตัวแปรตาม  : ความเข้ากันได้ทางชี วภาพของไฟ โบรบลาสต์แอล  929 กับ 

ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า  
ตัวแปรควบคุม : อาหารเลีย้งเซลลช์นิดดีเอ็มอีเอ็ม (Dulbecco’s modified eagle’s 

medium: DMEM) จานเลีย้งเซลลช์นิด 96 หลมุ ตูส้  าหรบัเลีย้งเซลลท์ี่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่
มีคารบ์อนไดออกไซด ์5% 

 
นิยามศัพทเ์ฉพาะ 

1. ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า หมายถึง วสัดุ
ทางชีวภาพที่สามารถย่อยสลายได้ชนิดไฮโดรเจลที่มีพอลิเมอสายหลักคือกรดไฮยาลูโรนิกที่
ปรบัปรุงโครงสรา้งดว้ยเมทาครเิลตแอนไฮไดรดแ์ละครอสลิงคเ์ป็นโครงร่างสามมิติดว้ยแอลเอพีซึ่ง
ถกูกระตุน้ปฏิกิรยิาโดยแสงสีฟ้า 

2. ไฟโบรบลาสต์แอล 929 หมายถึง เซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสต์ที่ เก็บจากเนื ้อเยื่อ
เก่ียวพนัใตผ้ิวหนงัของหนูเพศผูอ้ายุ 100 วนั ที่จดัจ าหน่ายโดยบริษัทไบโอมีเดียไทยแลนด์ ซึ่งเป็น
เซลลไ์ลนไ์ฟโบรบลาสที่ใชเ้ป็นมาตรฐานในการทดสอบอปุกรณก์ารแพทยท์างหอ้งปฏิบติัการตาม
ค าแนะน าขององคก์ารมาตรฐานสากล (ISO 10993-5) 

 
กรอบแนวคิดงานวิจัย 
 

 

ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิดงานวิจยั 

 

                               

                         
                                

            
          
                  

             
                 
               
     

          
                   
          



  5 

สมมติฐานในการวิจัย 
สมมติฐานหลัก : ไม่มีความแตกต่างกันในแง่ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ ของ 

ไฟโบรบลาสตแ์อล 929 ในแต่ละกลุม่ทดสอบ 
สมม ติฐาน รอง : มี ความแตก ต่างกัน ในแง่ความ เข้ากัน ได้ท างชี วภ าพ ของ 

เซลลไ์ลนไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 ในแต่ละกลุม่ทดสอบ  
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บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

 
ในการวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจัยไดท้ าการศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวขอ้ง และไดน้ าเสนอ

ตามหวัขอ้ต่อไปนี ้
การหายของบาดแผล (Wound healing) 
เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Fibroblast cell) 
วิศวกรรมเนือ้เยื่อ (Tissue engineering) 
ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิก (Hyaluronic acid based hydrogel) 
การทดสอบความเขา้กนัไดท้างชีวภาพ (Biocompatibility test) 
 

การหายของบาดแผล (Wound healing) 
เมื่อเกิดการบาดเจ็บและท าลายความต่อเนื่องของเนือ้เยื่อขึน้ไม่ว่าในระดบัใด รา่งกายจะ

เกิดการตอบสนองดว้ยการซ่อมแซมหรือเกิดการเจริญทดแทนขึน้เพื่อใหเ้นือ้เยื่อในต าแหน่งที่ถูก
ท าลายกลบัมาท าหนา้ที่ไดใ้กลเ้คียงปกติอีกครัง้ การหายของบาดแผลในเนือ้เยื่อชนิดต่างๆนัน้ถึง
จะมีความแตกต่างแต่ก็ใกลเ้คียงกนั(11) โดยสาเหตุของการบาดเจ็บอาจเกิดจากอุบติัเหตุ สารเคมี 
การเปลี่ยนแปลงอณุหภูมิหรือการผ่าตดั เป็นตน้ การบาดเจ็บต่อเนือ้เยื่อหรือที่เรียกว่าบาดแผลนัน้
สามารถแบ่งไดเ้ป็น 4 กลุม่ตามระดบัของความสะอาดของแผล(12) ดงันี ้

แผลสะอาด (Clean wound) หมายถึงแผลที่ปราศจากการติดเชือ้ การอักเสบ และไม่ได้
อยู่ในบริเวณทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจ หรือระบบขับถ่ายและระบบสืบพันธุ์ (12) ซึ่งแผล
ประเภทนีม้ักเป็นแผลที่เกิดจากการผ่าตัดในบริเวณที่ไม่ใช่ทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจ หรือ
ระบบขบัถ่ายและระบบสืบพนัธุ ์ซึ่งมีแนวโนม้ที่จะหายดว้ยการหายของแผลแบบปฐมภมูิ (Primary 
wound healing) ซึ่งจะกลา่วถึงในภายหลงั 

แผลสะอาดปนเป้ือน (Clean-contaminated wound) หมายถึงแผลที่มีการติดต่อกับ
สิ่งแวดลอ้มที่มีการปนเป้ือนไม่มาก มีการสัมผัสกับเชือ้ประจ าถิ่นเป็นส่วนใหญ่และอยู่ในวิสัยที่
ควบคุมได ้การผ่าตัดภายในช่องปากจะถือเป็นการท าให้เกิดแผลในกลุ่มนี ้รวมถึ งการเกิดแผล
ผ่าตดัในบริเวณทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจและระบบขบัถ่าย(12) ซึ่งมีแนวโนม้จะมีการหายของ
แผลแบบปฐมภูมิ แผลในกลุ่มนีจ้  าเป็นต้องมีการติดตามอาการอย่างใกลช้ิดหากท าหัตถการที่
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เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งเนือ้เยื่อเพื่อทดแทนเนือ้เยื่อบรเิวณรอยโรค (Tissue regeneration) เนื่องจาก
บรเิวณที่ท าหตัถการจะสมัผสักบัสิ่งแวดลอ้มที่มีการปนเป้ือนอยู่ตลอด 

แผลปน เป้ื อน  (Contaminated wound) หม ายถึ งแผลที่ มี ก ารปน เป้ื อนกับ เชื ้อ
ค่อนขา้งมากและ/หรือมีการปนเป้ือนของสิ่งแปลกปลอม (Foreign body) บริเวณบาดแผลดว้ย(13) 
แผลประเภทนีม้กัพบจากการเกิดอบุติัเหตุที่มีการฉีกขาดของเนือ้เยื่อ ซึ่งมีแนวโนม้ที่จะมีการหาย
ของแผลแบบทติุยภมูิ (Secondary wound healing) 

แผลติดเชือ้ (Infected wound) หมายถึงแผลที่มีการก่อตวัของเชือ้ในปรมิาณมาก มกัพบ
รว่มกบัการมีหนองในบริเวณบาดแผล แผลในกลุ่มนีค้วรไดร้บัการรกัษาโดยการผ่าตดัร่วมกับการ
ใหย้าฆ่าเชือ้โดยเรว็ เพราะอาจท าใหเ้กิดการติดเชือ้ในกระแสเลือด (Septicemia) ได้(14) 

ในการท าหัตถการที่เก่ียวของกับการผ่าตัดนั้นผูท้  าหัตถการจ าเป็นตอ้งมีความรูค้วาม
เขา้ใจถึงลกัษณะและการจดัการกบับาดแผลแต่ละประเภท เพื่อที่จะเตรียมบาดแผลใหอ้ยู่ในภาวะ
ที่เหมาะสมแก่การหายของแผล ดังนัน้การเขา้ใจถึงขัน้ตอนและหลกัการของการหายของแผลจึง
เป็นสิ่งที่ส  าคญั 

 
การหายของชั้นเย่ือบุผิว (Epithelialization) 

ชัน้เยื่อบุผิวในบริเวณช่องปากและผิวหนังจะประกอบดว้ยเซลลรู์ปร่างแบนเรียงตัว
กนัหลายชัน้ (Stratified squamous epithelium) ในภาวะปกติเซลลใ์นชัน้ฐาน (Basal cell layer)
ของเยื่อบุผิวนั้นจะมีการเพิ่มจ านวนหรือที่ เรียกว่าการแบ่งเซลล์ในระดับที่ต  ่า และเกิดการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างเพื่ อทดแทนเซลล์ในชั้นถัด ขึ ้นมา อาจกล่าวได้ว่าเซลล์เยื่อบุผิวนั้นมี
ความสามารถในการแบ่งเซลลอ์ยู่ หนึ่งในกลไกส าคัญที่ควบคุมอัตราการแบ่งเซลล์ของเซลล์ 
เยื่อบุผิวนัน้เรียกว่าการยับยัง้ดว้ยการสมัผัส (Contact inhibition)(15) โดยตัวรบัสมัผัสบนผิวเซลล์
เมื่อไดร้บัการกระตุน้โดยการสมัผสักบัเซลลข์า้งเคียง จะส่งสญัญาณเพื่อยบัยัง้กระบวนการภายใน 
วัฎจักรเซลลเ์พื่อหยุดการเพิ่มจ านวนของเซลลเ์บื่อบุผิว ซึ่งปรากฎการณ์นีส้ามารถพบเจอไดใ้น
หอ้งปฏิบัติการเช่นกัน เห็นได้จากเมื่อเราน าเซลลเ์ยื่อบุผิวมาเลีย้งในจานเลีย้งเซลลใ์นภาวะที่
เหมาะสมเซลล์จะแบ่งเซลล์เพิ่มจ านวนขึน้ เมื่อเซลล์เพิ่มจ านวนจนใกล้เต็มจานเลี ้ยงเซลล ์
(Confluency) จะเกิดการยับยั้งด้วยการสัมผัสขึ ้น  ท าให้เซลล์หยุดการแบ่งเซลล์ภายใน  
จานเลีย้งเซลล ์ลกัษณะนีจ้ะพบเจอในการเลีย้งเซลลเ์ยื่อบผุิวที่เป็นเซลลป์กติในการเลีย้งเซลลแ์บบ 
2 มิติ ตัวอย่างการเกิดการยับยั้งด้วยการสัมผัสในทางคลินิก เช่น เมื่อเกิดการติดต่อระหว่าง  
ช่องปากและโพรงอากาศแม็กซิลารี่ภายหลงัการถอนฟัน (Oroantral communication) เยื่อบุผิว
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บริเวณช่องปากและบริเวณฐานของโพรงอากาศแม็กซิลารี่จะเกิดการบาดเจ็บขึน้ ท าให้มีการ
แบ่งตัวของเยื่อบุผิวทัง้ 2  หากบริเวณที่มีการติดต่อระหว่างช่องปากและโพรงอากาศแม็กซิลารี่มี
ขนาดใหญ่ เซลลเ์ยื่อผุผิวทัง้ 2 จะแบ่งเซลลจ์นมาสมัผสักนัก่อนที่จะแบ่งเซลลไ์ปถึงยงัขอบแผลอีก
ฝ่ัง ท าใหเ้กิดการยับยัง้ดว้ยการสมัผัสขึน้และเกิดเป็นทางเชื่อมบริเวณช่องปากและโพรงอากาศ 
แม็กซิลารีข่ึน้ (Oroantral fistula) ซึ่งจะคงอยู่ไปตลอด หากไม่ไดร้บัการรกัษาโดยการผ่าตดั 

เมื่อเกิดการบาดเจ็บจะเกิดการแยกจากกันของเซลล์ภายในชั้นเยื่อบุผิว เซลล์ 
เยื่อบุผิวที่อยู่บริเวณขอบแผลทัง้ 2 ฝ่ังจะเกิดการเพิ่มแบ่งเซลลเ์พิ่มจ านวนและเคลื่อนเขา้หากนั จน
เมื่อเซลลเ์บื่อบุผิวสัมผัสกันจะเกิดการยับยั้งการแบ่งเซลลข์ึน้ บาดแผลประเภทที่ มีขอบเขตอยู่
ภายในชัน้เยื่อบุผิวเพียงอย่างเดียวหรือที่เรียกว่าแผลถลอกนัน้ (Abrasions) การหายก็จะเกิดจาก
การแบ่งเซลลข์องเซลลเ์ยื่อบุผิวที่อยู่โดยรอบบาดแผลนัน้ แต่ในบาดแผลที่ลึกจนถึงเนือ้เยื่อในชัน้
ใตเ้ยื่อบุผิวซึ่งเป็นเนือ้เยื่อเก่ียวพันที่มีหลอดเลือดอยู่ การบาดเจ็บในชัน้นีจ้ะท าใหเ้กิดการฉีกขาด
ของเสน้เลือดขึน้ ในสว่นการหายของเยื่อบผุิวในกรณีนีน้ัน้จะเกิดขึน้หลงัจากเลือดเริ่มหยุดไหลและ
มีลิ่มเลือดปกคลมุบรเิวณแผล เซลลเ์ยื่อบผุิวจะแบ่งตวัไปบนชัน้เนือ้เก่ียวพนัใตต่้อลิ่มเลือดจนไปถึง
เยื่อบผุิวอีกฝ่ังของบาดแผล(16) 

ระยะของการหายของแผล (Phases of wound healing) 
การหายของแผลจะเกิดขึน้ในรูปแบบที่คลา้ยคลึงกันไม่ว่าการบาดเจ็บจะเกิดจาก

สาเหตใุด โดยจุดมุ่งหมายของการหายของแผลคือการบูรณะเนือ้เยื่อที่สญูเสียไปรวมถึงการท าให้
เนือ้เยื่อนั้นกลับมาท างานได้ใกล้เคียงปกติ การหายของแผลอาจแบ่งได้เป็น 3 ระยะหลักๆคือ 
ระยะอักเสบของแผล (Inflammatory phase) ระยะการเพิ่มจ านวน (Proliferation or fibroblast 
phase) และระยะการสรา้งใหม่ (Remodeling phase)(11) 

ระยะอักเสบของแผล (Inflammatory phase) 
ระยะอกัเสบของแผลจะเกิดขึน้ทนัทีที่มีการบาดเจ็บของเนือ้เยื่อ เริ่มตน้จากการที่

เมื่อมีเลือดออกแลว้เกล็ดเลือดมาเกาะตวักนัเพื่อหยดุการไหลของเลือด พรอ้มทัง้มีการหลงัสารเพื่อ
ดงึดดูเม็ดเลือดขาวเขา้มาบริเวณแผล โดยภาพรวมในระยะอกัเสบจะมีการเพิ่มขึน้ของสารน า้และ
ไซโตไคน ์(Cytokine) ภายในเนือ้เยื่อและมีเซลลเ์ม็ดเลือดขาวออกมาจากหลอดเลือดเพื่อก าจัด 
สิ่งแปลกปลอม(17) ระยะอักเสบจะกินเวลาประมาณ 3-5 วันในการบาดเจ็บปกติที่ไม่มีปัจจัยอ่ืนที่
รบกวนการหายของแผลมาเก่ียวขอ้ง ระยะนีอ้กัเสบจะแบ่งออกเป็น 2 ระยะย่อยไดแ้ก่ 

ระยะของหลอดเลือด (Vascular phase)  
เมื่อเกิดการบาดเจ็บขึน้ เสน้เลือดที่ไดร้บัความเสียหายจะเกิดการหดตัว 

เพื่อลดการสญูเสียเลือดและลดปรมิาณเลือดที่มายงับรเิวณแผลเพื่อเอือ้ใหเ้กล็ดเลือดมารวมตวัได้
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เร็วขึ ้น หลังจากนั้นจะมีการหลั่ งฮีสตามีน (Histamine) และโพรสตาแกลนดินอีวันและอีทู 
(Prostaglandin E1 and E2) ส่งผลใหเ้กิดการขยายหลอดเลือดเพื่อใหเ้กิดช่องว่างระหว่างเยื่อบุผิว
หลอดเลือดขึน้ เม็ดเลือดขาวและพลาสมาจะออกจากหลอดเลือดผ่านทางช่องว่างนี ้ไปสะสมอยู่
บริเวณเนือ้เยื่อรอบๆแผล เชื่อว่าการที่พลาสมาออกมาจากหลอดเลือดนัน้ก็เพื่อเป็นการเจือจาง
เชือ้จากภายนอกร่างกายเรียกว่าการบวมน า้ (Edema) ลักษณะเฉพาะของการอักเสบคือ ปวด 
(Dolor) บวม (Tumor) แดง (Rubor) รอ้น (Calor)และการสญูเสียการท าหนา้ที่ (Functio laesa)(18) 
การที่อณุหภูมิบริเวณที่อกัเสบสงูขึน้หรือที่เรียกว่ารอ้นและมีสีแดงมากขึน้เกิดจากการขยายตวัของ
หลอดเลือดท าใหม้ีเลือดมายงับรเิวณแผลมากขึน้ การบวมเกิดจากการที่สารน า้ไหลออกจากหลอด
เลือดมาสะสมยงับริเวณแผล ส่วนความเจ็บปวดและสญูเสียการท าหนา้ที่เกิดจากฮีสตามีน โพรส
ตาแกลนดินและแรงดนัจากการบวมน า้ 

 

ภาพประกอบ 2 แสดงระยะของหลอดเลือด (A) ก่อนการเกิดการขยายตวัของหลอดเลือด  
(B) การขยายตวัของหลอดเลือดจากผลของฮีสตามีนและโพรสตาแกลนดิน เกิดช่องว่างท าให้

พลาสมาและเซลลเ์ม็ดเลือดขาวออกจากหลอดเลือด 

ที่มา Netter illustration from www.netterimages.com 
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ระยะของเซลล ์(Cellular phase)  
ในระยะนีคื้อระยะที่มีการท างานของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนั โดยเริ่มตน้

จากการะกระตุ้นของคอมพลิ เมนต์ (Complement) โดยตัวหลักคือซีสามเอและซีห้าเอ 
(Complement C3a and C5a) ท าหน้าที่เป็นปัจจัยดึงดูดทางเคมี (Chemotactic factors) กระตุ้น
ให้เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิ วโทรฟิล (Neutrophil) มาเกาะบริเวณผนังของหลอดเลือด 
(Margination) และเกิดการแทรกตัวออกมาจากหลอดเลือดเข้าสู่บริเวณแผล (Diapedesis or 
extravasation) โดยนิวโทรฟิลจะเขา้มายังบริเวณแผลภายในไม่ก่ีนาทีหลังเกิดการบาดเจ็บ เมื่อ
เวลาผ่านไปไม่หนึ่งถึงสองชั่วโมงเซลลเ์ม็ดเลือดขาวแมคโครฟาจ (Macrophage) จะเข้ามายัง
บริเวณแผล(19) โดยนิวโทรฟิลและแมคโครฟาจถือเป็นส่วนหนึ่งของระบบภูมิคุม้กันโดยก าเนิด 
(Innate immunity) และท้ายที่ สุ ด เมื่ อ เวล าผ่ าน ไป เซลล์เม็ ด เลื อดขาวชนิ ดลิ ม โฟ ไซต ์
(Lymphocyte) จะตามมารวมตัวบริเวณแผล  ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ 
(Adaptive immunity) จะเห็นไดว้่ามีการเปลี่ยนผ่านเซลลท์ี่มาท าหน้าที่ในบริเวณแผลเมื่อเวลา
ผ่านไป ซึ่งเป็นผลมาจากการหลั่ งไซโตไคน์ที่จ  าเพาะเพื่อดึงดูดเซลล์อย่างเป็นระบบ เมื่อ 
นิวโทรฟิลพบเจอแบคทีเรียในแผลจะหลั่งเพอรอ์อกไซด์ (Peroxide) และไลโซไซม์ (Lysozyme) 
ออกมาจากแกรนูลภายในเซลล์ (Degranulation) ซึ่งมีส่วนประกอบหลักเป็นเอนไซมท์ี่มีหน้าที่
ย่อยโปรตีนเพื่อก าจดัแบคทีเรีย สิ่งแปลกปลอม รวมถึงเศษเซลลห์รือเนือ้เยื่อที่ตายแลว้ การก าจัด
สิ่งแปลกปลอมนอกจากนิวโทรฟิลแลว้ แมคโครฟาจก็เป็นอีกหนึ่งเซลลท์ี่มีบทบาทส าคัญเช่นกัน 
แมคโครฟาจยังมีหน้าที่ ในการหลั่ งไซโตไคน์เพื่อดึงดูดลิมโฟไซต์ รวมถึงน าแอนติเจนที่พบ 
(Antigen) ไปน าเสนอใหก้บัลิมโฟไซตเ์พื่อชกัน าใหเ้กิดการก าจดัเชือ้แบบจ าเพาะต่อไป(11)    

ในบางครัง้ระยะอักเสบถูกเรียกเป็นระยะที่ล่าชา้ (Lag phase) เพราะในระยะนี ้
ไม่มีการเพิ่มขึน้ของความแข็งแรงของแผล เนื่องมาจากมีการสรา้งเส้นใยจ าพวกคอลลาเจน
(Collagen  fiber) เพิ่มขึน้นอ้ยมาก ปัจจยัหลกัที่ค  า้จนุแผลในระยะนีคื้อไฟบรนิ (Fibrin) ซึ่งมีความ
แข็งแรงนอ้ย 
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ภาพประกอบ 3 แสดงระยะอกัเสบ พบเซลลเ์ยื่อบผุิวเริ่มแบ่งตวัใตล้ิ่มเลือดและมีเซลลล์ิมโฟไซต์
บรเิวณแผล 

ที่มา Netter illustrarion from www.netterimages.com 

ระยะการเพ่ิมจ านวน (Proliferation or fibroblast phase) 
เป็นระยะที่เกิดขึน้ช่วงประมาณ 3-12 วันหลังเกิดบาดแผล ระยะนีจ้ะเป็นการ

ซ่อมแซมความต่อเนื่องใหเ้กิดขึน้ใหม่หลงัจากที่เนือ้เยื่อถูกท าลายไปจากการเกิดบาดแผล และมี
การสรา้งเสน้เลือดใหม่รวมถึงการสรา้งชั้นเยื่อบุผิว โกรทแฟคเตอร ์(Growth factor) ที่หลั่งจาก
แมคโครฟาจมีความส าคญัมากในระยะนี ้เนื่องจากจะกระตุน้ใหเ้กิดการอพยพของไฟโบรบลาสต ์
การเพิ่มจ านวนและสรา้งคอลลาเจน(20)  

ใน 3-4 วนัแรกหลงัจากเกิดบาดแผล ภายในลิ่มเลือดจะพบร่างแหของไฟบรนิซึ่ง
เป็นต าแหน่งที่ เซลล์ไฟโบรบลาสต์จะหลั่ งสารพื ้น (Ground substance) ซึ่งเป็นสารประกอบ
จ าพวกไกลแคน (Glycans) เช่น ไกลโคสะมิโนไกลแคน (Glycosaminoglycan) โปรตีโอไกลแคน 
(Proteoglycan) ร ว ม ถึ ง ส ร้า ง โท ร โพ ค อล ล า เจ น  (Tropocollagen) แ ล ะ ไฟ โบ ร เน ก ติ น 
(Fibronectin)(21, 22) ซึ่งช่วยในการคงความเสถียรของไฟบริน การจดจ าสิ่งแปลกปลอมของเซลลใ์น
ระบบภูมิคุ้มกันและชักน าให้แมคโครฟาจมาก าจัดไฟบรินต่อไป อาจเรียกขั้นตอนนี ้ว่าเป็น  
ขั้นไฟโบรพลาสติก (Fibroplastic stage) ไฟโบรบลาสต์ในขั้นตอนนีเ้กิดจากการเปลี่ยนแปลง
รูปร่างของเซลลต์น้ก าเนิด (Pluripotent stem cell) ซึ่งถูกกระตุน้จากพีดีจีเอฟ (Platelet-derived 
growth factor; PDGF)(23) ที่หลั่ งจากแกรนูลของเกล็ดเลือดและทีจีเอฟเบต้า (Transforming 

growth factor beta; TGF-β) ที่ หลั่ งจากแมคโครฟาจ ไฟ โบรบลาสต์บางส่วนอาจมีการ
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เปลี่ยนแปลงรูปร่างไปเป็นไมโอไฟโบรบลาสต์ (Myofibroblast)(24) ซึ่งสามารถหดตัวเพื่อท าให้
บรเิวณที่ตอ้งไดร้บัการรกัษาลดนอ้ยลง(22) 

อีกหน้าที่หนึ่งของไฟบริน คือเป็นส่วนหนึ่งในการช่วยสรา้งหลอดเลือดฝอยซึ่ง
แตกแขนงออกมาจากหลอดเลือดบริเวณขอบแผล เมื่อหลอดเลือดฝอยเริ่มแข็งแรงจะมีการหลั่ง  
พลาสมิน (Plasmin) ออกมาเพื่อย่อยสลายไฟบรนิที่หมดความจ าเป็นลง โกรทแฟคเตอรส์  าคญัใน
ขั้นตอนการสร้างหลอดเลือดคือวีอีจีเอฟ (Vascular endothelial growth factor; VEGF) และ 
เอฟจีเอฟ (Fibroblast growth factor; FGF)(11)  

โทรโพคอลลาเจนที่สรา้งจากไฟโบรบลาสต์จะเกิดการเชื่อมโยงขา้ม (Cross-
linking) กนัเป็นคอลลาเจน ซึ่งในระยะแรกจะมีการเรียงตวัของเสน้ใยคอลลาเจนที่ไม่เป็นระเบียบ 
แต่ก็ชดเชยด้วยการสรา้งในปริมาณที่มากเพื่อช่วยเพิ่มความแข็งแรงให้กับโครงสรา้งบริเวณ
บาดแผล เมื่อผ่านระยะไฟโบรพลาสติกพบว่าความแข็งแรงของบาดแผลเพิ่มขึน้อย่างมาก และคง
อยู่ประมาณ 2-3 สัปดาห์ พบว่าถ้ามีแรงดึงกระท าที่แผลในช่วงแรกของการสรา้งคอลลาเจน  
แผลจะฉีกขาดจากกนัในบริเวณแนวเดิมที่เกิดแผลในตอนแรก แต่ถา้แรงดึงกระท าในช่วงหลงัของ
การสรา้งคอลลาเจน แผลจะฉีกขาดบรเิวณรอยต่อของเสน้ใยคอลลาเจนเก่าและใหม่(25) 

เมื่อจบระยะการเพิ่มจ านวนแผลจะมีความแข็งแรงเพิ่มมากขึน้เนื่องจากมีการ
สรา้งคอลลาเจนในปริมาณมาก และแผลจะมีลกัษณะสีแดงเนื่องจากมีการสรา้งเสน้เลือดใหม่ ใน
ระยะนีแ้ผลจะสามารถรบัแรงไดป้ระมาณ 70% ของเนือ้เยื่อปกติ 

 

ภาพประกอบ 4 แสดงระยะการเพิ่มจ านวน ชัน้เยื่อบุผิวมีการเจรญิภายใตล้ิ่มเลือด พบการสรา้ง
เสน้เลือดฝอยใหม่และมีการสรา้งคอลลาเจนบรเิวณแผล 

ที่มา Netter illustration from www.netterimages.com 

http://www.netterimages.com/
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ภาพประกอบ 5 แสดงช่วงทา้ยของระยะเพิ่มจ านวนที่มีการหนาตวัมากขึน้ของชัน้เยื่อบุผิวและมี
การเรียงตวัของเสน้ใยคอลลาเจนที่หนาแน่นและไม่เป็นระเบียบ 

ที่มา Netter illustration from www.netterimages.com 

ระยะการสร้างใหม่ (Remodeling phase) 
เป็นระยะสุดท้ายในขั้นตอนการหายของแผล ซึ่ งเป็นระยะที่กินเวลานานที่สุด 

อาจใชเ้วลาตั้งแต่หลายสัปดาหจ์นถึงหลายเดือน ขึน้กับประเภทของเนือ้เยื่อที่เกิดการสรา้งใหม่ 
ระยะนีอ้าจเรียกอีกชื่อหนึ่งว่าระยะเจริญเต็มที่ (Maturation phase) ในระยะนีเ้สน้ใยคอลลาเจนที่
เรี ย งตั ว ไม่ เป็ น ระ เบี ย บ จ ะถู ก ย่ อ ยส ล ายออก ไปบ างส่ วน  ด้ ว ย เอน ไซม์ เ อ็ ม เอ็ ม พี 
(Matrix metalloproteinase; MMP) และทดแทนดว้ยเสน้ใยคอลลาเจนที่เรียงเป็นระเบียบมากขึน้
ในแนวตา้นต่อแรงดึงของแผล ช่วงระยะการเพิ่มจ านวนเสน้ใยคอลลาเจนที่สรา้งเกือบทัง้หมดจะ
เป็นเสน้ใยคอลลาเจนแบบที่สาม (Type III collagen) ซึ่งจะถูกแทนที่ดว้ยเสน้ใยคอลลาเจนแบบที่
หนึ่ง (Type I collagen) ซึ่งมีความยืดหยุ่นและรบัแรงได้มากกว่าในระยะการสรา้งใหม่นี ้(17) ใน
ระยะนีค้วามแข็งแรงของแผลจะค่อยๆเพิ่มอย่างชา้ๆ ไม่เพิ่มเรว็เหมือนในระยะก่อน ความแข็งแรง
โดยรวมมักไม่มากไปกว่า 85% ของเนือ้เยื่อปกติ ในระยะนีป้ริมาณเสน้ใยคอลลาเจนจะลดลง
เนื่องจากการเรียงตวัมีประสิทธิภาพมากขึน้ และเริ่มมีการลดเมทาบอลิซึม (Metabolism) บริเวณ
แผล ท าใหเ้ลือดที่มายงับริเวณนีล้ดลง ส่งผลใหแ้ผลมีความแข็งนอ้ยลงรวมถึงมีสีแดงนอ้ยลงดว้ย 
เสน้ใยที่สรา้งในขัน้ตอนการหายของแผลจะเป็นเสน้ใยคอลลาเจนเป็นหลกั ท าใหแ้ผลเป็นหลงัจาก
เสร็จสิน้ขัน้ตอนการหายแลว้มกัสญูเสียความยืดหยุ่นของเนือ้เยื่อไป เนื่องจากขาดเสน้ใยประเภท
อ่ืน ในช่วงแรกของระยะการสรา้งใหม่จะเกิดการหดตวัของแผลขึน้ (Wound contraction) ซึ่งกลไก
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ยงัไม่แน่ชัดว่าเกิดจากอะไร การหดตวัของแผลท าใหข้นาดของแผลเป็นเล็กลง แต่อาจกระทบต่อ
ความสวยงามหรือการท างานของอวยัวะไดห้ากแผลมีขนาดใหญ่ 

 

ภาพประกอบ 6 แสดงระยะการสรา้งใหม่ มีการเรียงตวัของเสน้ใยคอลลาเจนใหม่และการหนาตวั
เป็นปกติของชัน้เยื่อบผุิว 

ที่มา Netter illustration from www.netterimages.com 

ปัจจัยทีส่่งผลต่อการหายของแผล (Factors that impair wound healing) 
มีปัจจัย 4 อย่างที่ส่งผลต่อการหายของแผล ไดแ้ก่ สิ่งแปลกปลอม (Foreign body) 

เนื ้อเยื่อที่ตาย (Necrotic tissue) ภาวะขาดเลือด (Ischemia) และแรงดึงบริเวณแผล (Wound 
tension)(11) 

สิ่งแปลกปลอม 
สิ่งที่ ถือเป็นสิ่งแปลกปลอมส าหรับร่างกายคือสิ่งที่ตัวรับของร่างกายไม่

สามารถจดจ าไดว้่าเป็นแอนติเจนของตัวเอง (Self antigen) ซึ่งอาจจะเป็นแบคทีเรีย เชือ้รา ฝุ่ น 
หรือวัสดเุย็บแผล ซึ่งหากเป็นสิ่งแผลปลอมจ าพวกเชือ้จุลลินทรียจ์ะเกิดการเพิ่มจ านวนและท าให้
เกิดการติดเชือ้ ซึ่งจะเกิดการท าลายเนือ้เยื่อในบริเวณที่ติดเชือ้ตามมา (26) หากเป็นวสัดอ่ืุนๆถา้หาก
สามารถกระตุน้ภูมิคุม้กันไดอ้าจก่อใหเ้กิดการตอบสนองโดยการอักเสบแบบเรือ้รงั หรือหากไม่
สามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้สิ่งแปลกปลอมนั้นอาจกลายเป็นสิ่งที่ขัดขวางการท าลายเชื ้อ  
จลุลินทรียข์องระบบภมูิคุม้กนัท าใหเ้กิดการติดเชือ้ตามมาได ้

เนือ้เยื่อที่ตาย 
เนือ้เยื่อที่ตายนั้นจะขัดขวางการหายของแผล โดยขวางไม่ใหเ้ซลลเ์ยื่อบุผิว

หรือเซลลไ์ฟโบรบลาสตเ์พิ่มจ านวนเขา้มา โดยปกติเนือ้เยื่อที่ตายจะถูกก าจัดโดยเม็ดเลือดขาว

http://www.netterimages.com/
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ชนิดฟาโกไซต ์(Phagocytes) หากเนือ้เยื่อที่ตายมีปริมาณมากจะท าใหต้อ้งใชเ้วลาในการก าจัด
นาน ส่งผลให้เกิดระยะอักเสบที่เรือ้รงัของแผลขึน้ (27) ประการที่สองคือ เนือ้เยื่อที่ตายจะท าตัว
เหมือนเป็นสิ่งแปลกปลอม กล่าวคือขัดขวางการก าจัดเชือ้จุลลินทรียแ์ละเป็นแหล่งอาหารใหก้ับ  
จลุลินทรียส์ง่ผลใหเ้กิดการติดเชือ้ตามมาได ้

ภาวะขาดเลือด 
การขาดเลือดนั้นส่งผลต่อการหายของแผลในหลายดา้น ทั้งท าใหป้ริมาณ

แอนติบอดี ้(Antibody) และเม็ดเลือดขาวที่เดินทางไปยังบริเวณแผลมีนอ้ยลง รวมถึงยาฆ่าเชือ้ก็
จะเดินทางไปยงัแผลไดน้อ้ยลงดว้ย ส่งผลใหเ้พิ่มโอกาสในการติดเชือ้มากขึน้ การขาดเลือดยงัท า
ใหเ้นือ้เยื่อบรเิวณแผลขาดสารอาหารและออกซิเจนท าใหก้ารเกิดเนือ้เยื่อที่ตายมีมากขึน้(28) สาเหตุ
ของการขาดเลือดนัน้มีหลายสาเหต ุอาทิ การเย็บแผลที่แน่นจนเกินไป การออกแบบแผ่นเหงือกที่
ไม่ดี การที่มีแรงดันบริเวณแผลมากๆเช่น การมีเลือดคั่ง (Hematoma) การมีโรคของหลอดเลือด 
โรคความดนัต ่า หรือภาวะโลหิตจาง(29) 

แรงดงึบรเิวณแผล 
แรงดึงในแนวที่ออกจากแผลจะส่งผลใหแ้ผลเกิดการฉีกขาดใหม่อีกครัง้ได้(30) 

ซึ่งวิธีการที่จะช่วยลดปัญหานีคื้อการเย็บแผล แต่หากท าการตัดไหมเร็วเกินไปแลว้เนือ้เยื่อบริเวณ
แผลยงัไม่แข็งแรงเพียงพอที่จะตา้นแรงดงึแยกจากกนัของแผลอาจสง่ผลใหแ้ผลเกิดการเปิดใหม่ได ้

การหายของแผลแบบปฐมภูมิ ทุติยภูมิ ตติยภูมิ (Primary, secondary, and tertiary 
wound healing) 

การหายของแผลแบบปฐมภูมิคือการหายของแผลชนิดที่ไม่มีการสูญเสียเนือ้เยื่อ 
และขอบของแผลถูกวางกลบัในต าแหน่งเดิมและยึดใหน้ิ่งเพื่อใหเ้กิดการหาย การหายแบบนีจ้ะ
เกิดแผลเป็นนอ้ยและเกิดการหดตัวของแผลนอ้ย เพราะลดกระบวนการหายของชัน้เยื่อบุผิวใหม่ 
ลดพื ้นที่ที่ต้องสรา้งเส้นใยคอลลาเจน และลดเวลาในการสรา้งใหม่ (31) การหายของแผลแบบ 
ทติุยภมูิเป็นการหายของแผลที่มีการหายไปของเนือ้เยื่อระหว่างขอบแผลแต่ละฝ่ัง ท าใหไ้ม่สามารถ
น าขอบแผลมาชิดกันในต าแหน่งที่ถูกกตอ้งตามกายวิภาคได ้ท าใหใ้นการหายของแผลตอ้งมีการ
สรา้งเยื่อบุผิว เสน้ใยคอลลาเจน การหดตวัของแผล และการสรา้งใหม่ของแผลที่มากกว่าการหาย
ของแผลแบบปฐมภูมิ ส่งผลใหก้ารหายของแผลใชเ้วลานานกว่าและเกิดแผลเป็นมากกว่า(32) เช่น
การหายของแผลหลงัการถอนฟัน การหายของแผลแบบตติยภูมิเป็นการเรียกการหายของแผลที่มี
การปลกูเนือ้เยื่อทดแทนบรเิวณที่สญูเสียไปรว่มดว้ย 
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การหายของแผลบริเวณเย่ือเมือก (Wound healing of mucosa) 
เนื ้อเยื่อในบริเวณทางเดินอาหารนั้นจะสามารถแบ่งเป็นชั้นจากบริเวณที่ติดกับ

ช่องว่างเขา้ไปชั้นที่ลึกขึน้ได ้4 ชัน้ คือ ชั้นเยื่อเมือก (Mucosa) ซึ่งประกอบดว้ยเยื่อบุผิว เนือ้เยื่อ
เก่ียวพันชนิดโปร่ง (Lamina propria) และกลา้มเนือ้เรียบเรียงตัว 3-10 ชัน้ โดยดา้นในจะเรียงตัว
ในแนวยาวและดา้นนอกเรียงตวัเป็นวง (Muscularis mucosae) ชัน้กลา้มเนือ้เรียบบางๆนีถื้อเป็น
จุดสิน้สุดของชั้นเยื่อเมือก ชั้นถัดมาคือชั้นใต้เยื่อเมือก (Submucosa) ซึ่งประกอบจากเนือ้เยื่อ
เก่ียวพันชนิดหนาแน่น (Dense connective tissue) ภายในจะมีหลอดเลือดและปมประสาท 
(Meissner’s plexus) มาเลีย้งยงัเนือ้เยื่อ ชัน้ที่สามคือชัน้ของกลา้มเนือ้ (Muscularis externa) ชัน้
นีจ้ะประกอบดว้ยกลา้มเนือ้เรียบเรียงตวั 2 ชัน้เช่นเดียวกบัในชัน้เยื่อเมือกแต่แตกต่างกนัที่ในชัน้นี ้
จะเป็นมัดกล้ามเนื ้อที่มีความหนากว่ามากและมีหน้าที่หลักในการท าให้เกิดการเคลื่อนที่  
(Peristalsis) ของอาหาร (Bolus) ระหว่ างกล้าม เนื ้ อ เรียบทั้ ง  2 ชั้น จะพบปมประสาท 
พาราซิมพาเทติก (Auerbach’s plexus) ชั้นที่สี่คือชั้นของเนือ้เยื่อเก่ียวพันบางๆ (Serosa) ซึ่งใน
บางบริเวณจะพบเยื่อบุผิวปกคลุมชัน้นีไ้ด ้ในแต่ละบริเวณของทางเดินอาหารจะไม่ไดพ้บชัน้ของ
เนือ้เยื่อครบทัง้ 4 ชัน้ จ านวนชัน้ของเนือ้เยื่อที่พบจะแตกต่างกนัออกไปตามแต่ละบริเวณ(32) และใน
บางบรเิวณเช่น บรเิวณช่องปากจะพบกลา้มเนือ้ลายภายใตช้ัน้ใตเ้ยื่อเมือกไดเ้ช่นกนั 

การหายของบาดแผลที่เกิดขึน้ในทางเดินอาหารนัน้จะขึน้กับความลึกของบาดแผล 
แต่หลักการโดยรวมนั้นจะใกล้เคียงกับการหายของบาดแผลดังที่ได้กล่าวไปแล้วข้างต้น หาก
บาดแผลที่เกิดขึน้อยู่ในชั้นเยื่อเมือกการหายของบาดแผลจะเกิดขึน้โดยเซลลบ์ริเวณฐานของชั้น
เยื่อบุผิวที่อยู่บริเวณของแผล แบ่งตัวเขา้หากันจนเกิดการสมัผสักันและมีการสรา้งโครงสรา้งที่ใช้
ยึดกับเซลลข์า้งเคียงใหม่ (Tight junction) บาดแผลลกัษณะนีม้ักไม่เกิดการอักเสบและมีโอกาส
นอ้ยที่จะเกิดแผลเป็นขึน้ แต่ในบางกรณีที่บาดแผลอยู่ในชัน้เยื่อเมือกแต่เกิดการอกัเสบขึน้สามารถ
พบไดใ้นบาดแผลที่มีสิ่งรบกวนการหาย เช่น มีการเกิดการกัดสบฟันบริเวณบาดแผลอย่างเรือ้รงั 
เป็นตน้(33) หากบาดแผลลึกถึงชัน้ใตเ้ยื่อเมือกขัน้ตอนการหายของบาดแผลมักเกิดขึน้ทั้ง 3 ระยะ
และมกัมีการเปลี่ยนแปลงรูปรา่งของเซลลไ์ฟโบรบลาสตไ์ปเป็นไมโอไฟโบรบลาสตเ์พื่อสรา้งเสน้ใย
คอลลาเจนในขั้นตอนการหายของแผลและเหมือนกับๆในบริเวณอ่ืนหลังจบระยะทั้ง 3 ของ 
การหายของบาดแผลเนือ้เยื่อมักไม่มีความแข็งแรงเท่ากับเนือ้เยื่อเดิมและมีแผลเป็นเกิดขึน้ดว้ย
เสมอ(34) 

การหายของแผลถอนฟัน (Healing of extraction socket) 
หลงัการถอนฟันออกไปจะเกิดกระบวนการหายของแผลทัง้ 3 ระยะตามที่ไดก้ล่าวไป

ขา้งตน้ โดยลกัษณะการหายของแผลถอนฟันจะเป็นการหายแบบทุติยภูมิ (35) ภายในแผลหลงัการ
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ถอนฟันนั้นจะประกอบด้วยกระดูกส่วนเปลือกนอก (Cortical bone) ที่ปกคลุมไปด้วยเอ็นยึด 
ปริทันต์ (Periodontal ligament) ที่ถูกท าให้ฉีกขาดจากการถอนฟันและพบเนือ้เยื่อบุผิวบริเวณ
เหงือกรอบๆตวัฟัน หลงัถอนฟันจะมีเลือดออกซึ่งในภายหลงัจะกลายเป็นลิ่มเลือดปกคลุมบริเวณ
แผลถอนฟันไวซ้ึ่งจะช่วยลดการติดต่อระหว่างสิ่งแวดลอ้มภายในช่องปากกับบริเวณแผลถอนฟัน
โดยตรง ในสปัดาหแ์รกจะเกิดการอกัเสบและตามมาดว้ยระยะการเพิ่มจ านวน มีการก าจดัเชือ้โรค
รวมถึงเศษเซลลท์ี่ตายโดยเม็ดเลือดขาวและมีการเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์เริ่มมีการ
สรา้งเสน้ใยคอลลาเจนและเริ่มมีการสรา้งหลอดเลือดใหม่ ในขณะเดียวกนัเซลลใ์นชัน้เยื่อบผุิวก็จะ
แบ่งเซลล์ลงมาตามแผลถอนฟันใต้ต่อลิ่มเลือดจนมาถึงบริเวณที่ เป็นเนื ้อเยื่อแกรนูเลชัน 
(Granulation tissue) ซึ่งเป็นบริเวณที่เกิดการหายของแผลในระยะต่างๆและในช่วงท้ายของ
สปัดาหแ์รกจะมีการรวมตัวของเซลลอ์อสติโอคลาสต ์(Osteoclast) ที่บริเวณสนักระดูกของแผล
ถอนฟัน(36) ในสปัดาหท์ี่สอง จะพบเนือ้เยื่อแกรนูเลชนัในแผลถอนฟันเป็นจ านวนมากและเริ่มพบ  
การสรา้งเนือ้เยื่อกระดกูในบริเวณใกลก้บักระดกูส่วนเปลือกนอกของแผลถอนฟัน ในสปัดาหท์ี่สาม
เป็นตน้ไปจะพบการละลายตัวของกระดูกส่วนเปลือกนอกลงและมีการสรา้งกระดูกใหม่ภายใน
เนือ้เยื่อแกรนเูลชนั กระบวนการนีจ้ะเสรจ็สมบรูณใ์นช่วง 4-6 เดือน ซึ่งระดบัของเหงือกและกระดกู
จะต ่ากว่าบริเวณขา้งเคียงและไม่พบกระดูกส่วนเปลือกนอกภายในต าแหน่งที่เคยถอนฟันไป ใน
ส่วนของเนือ้เยื่อบุผิวมักจะปกคลุมแผลสมบูรณ์ในช่วง 2-4 สปัดาหแ์รกโดยขึน้กับขนาดของแผล
ถอนฟัน(37) 

การหายของแผลบริเวณกระดูก (Bone healing) 
เมื่อเกิดบาดแผลบริเวณกระดูกขึน้ การหายจะยังคงเกิดขึน้ 3 ระยะเหมือนใน 

เนือ้เยื่ออ่อน แต่แตกต่างกนัที่เซลลห์ลกัในการหายของบาดแผลจะไม่ใช่เซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์ต่จะ
เป็นเซลลอ์อสติโอบลาสตแ์ละเซลลอ์อสติโอคลาสตแ์ทน(38) เซลลอ์อสติโอบลาสตน์ัน้เป็นเซลลท์ี่มี
หนา้ที่ในการสะสมแร่ธาตบุนเนือ้เยื่อกระดกู โดยการสรา้งออสติออย  (Osteoid) ซึ่งหากอยู่นิ่งโดย
ไม่มีการรบกวนในภายหลงัจะถูกสะสมแร่ธาตุลงไปเป็นเนือ้เยื่อแข็ง เซลลอ์อสติโอบลาสตน์ัน้จะ
ไดม้าจาก 3 แหล่งคือ เยื่อหุม้กระดูกดา้นนอก (Periosteum) เยื่อหุม้กระดกูดานใน (Endosteum) 
และเซลลต์น้ก าเนิดมีเซนไคมท์ี่อยู่ภายในกระแสเลือด ส่วนเซลลอ์อสติโอคลาสตน์ัน้มีหนา้ที่ในการ
ละลายเนือ้เยื่อกระดูกที่ตายแลว้หรือเนือ้เยื่อกระดูกเดิมในบริเวณที่ตอ้งมีการสรา้งใหม่ เซลล์ 
ออสติโอคลาสตเ์กิดจากการรวมตัวของเซลลเ์ม็ดเลือดขาวในกลุ่มที่จะพัฒนาไปเป็นโมโนไซต ์
(Monocyte precursor cell) ที่อยู่ในกระแสเลือด(39) 
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ในการหายของบาดแผลแบบทุติยภูมิของกระดูกนั้น จะเกิดในกระดูกที่มีบาดแผล
ระยะห่างตั้งแต่ 1 มิลลิเมตรขึน้ไป ในระยะการเพิ่มจ านวน เซลล์ไฟโบรบลาสต์และเซลล ์
ออสติโอบลาสตจ์ะสรา้งแมทริกซท์ี่มีเสน้ใยคอลลาเจนหนาแน่นเป็นจ านวนมากเพื่อเชื่อมกระดูก
ทั้งสองฝ่ังเขา้ดว้ยกัน ซึ่งในการสรา้งมักสรา้งเกินขอบเขตของบาดแผลออกมาเรียกบริเวณนีว้่า 
แคลลัส (Callus) ซึ่งหากไม่มีการขยับของแผลแคลลัสจะถูกสะสมแร่ธาตุต่อไป ในระยะการ
สร้างใหม่ เซลล์ออสติโอคลาสต์จะละลายแคลลัสที่สะสมแร่ธาตุแล้วออกไป และเซลล์ 
ออสติโอบลาสตจ์ะค่อยๆสรา้งกระดูกใหม่ในแนวที่ตั้งฉากกับแรงดึงที่กระท ากับกระดูก หากว่า
บาดแผลมีขนาดที่น้อยกว่า 1 มิลลิเมตร การหายของแผลจะเป็นแบบปฐมภูมิซึ่งจะมีการสรา้ง
แมทรกิซห์รือแคลลสัในปรมิาณที่นอ้ย ท าใหเ้กิดการสะสมแรธ่าตตุามมาในเวลาไม่นาน(40) 

การหายของบาดแผลในกระดกูนัน้มีปัจจยัที่ส  าคญั 2 อย่าง คือ การที่มีเลือดมาเลีย้ง
บริเวณบาดแผล (Vascularity) และไม่มีการขยับของบาดแผล (Immobility) ในการที่จะสะสมแร่
ธาตุในแมทริกซน์ัน้จ าเป็นตอ้งไดร้บัออกซิเจนและสารต่างๆผ่านทางเลือด หากว่ามีเลือดมาเลีย้ง
ในบริเวณบาดแผลนอ้ยไม่เกิดการสะสมแรธ่าตเุป็นกระดกู แต่จะเกิดการสรา้งเป็นกระดกูอ่อนแทน 
และหากเลือดมาเลีย้งนอ้ยมากๆนัน้อาจไม่เกิดการสะสมแร่ธาตุเลยและยงัคงเป็นแมทริกซเ์สน้ใย
คอลลาเจนดังเดิม ระหว่างการหายของบาดแผลหากมีแรงดึงอ่อนๆกระท าบนกระดูกจะช่วย
กระตุน้ใหเ้กิดการสรา้งกระดกูโดยออสติโอบลาสตเ์ร็วขึน้ได ้แต่หากแรงที่กระท ามีปรมิาณมากจน
มีการขยบัของบาดแผลจะท าใหเ้ลือดมาเลีย้งยงับริเวณบาดแผลไดน้อ้ยลงและส่งผลต่อการสะสม
แรธ่าตไุด้(41) 

บทบาทของโกรทแฟคเตอร ์(The role of growth factors) 
โกรทแฟคเตอรเ์ป็นโปรตีนที่มีน า้หนักโมเลกุลต ่า (Low molecular weight protein) 

ที่สามารถกระตุน้การอพยพ การเพิ่มจ านวน การเปลี่ยนแปลงรูปร่าง หรือการท างานของเซลลท์ี่
เฉพาะเจาะจงได ้โกรทแฟคเตอรส์ามารถเคลื่อนที่ผ่านช่องว่างระหว่างเซลลเ์พื่อไปยังพืน้ที่ต่างๆ
ของเนือ้เยื่อได ้และสามารถกระตุน้เซลลไ์ดแ้มป้ริมาณความเขม้ขน้ของโกรทแฟคเตอรใ์นบริเวณ
นัน้จะมีนอ้ยก็ตาม โกรทแฟคเตอรอ์าจถือเป็นสารที่ใชส้ื่อสารระหว่างเซลลใ์นจ าพวกสารที่กระตุน้
เซลลต์ัวเอง (Autocrine) สารที่กระตุ้นเซลลข์า้งเคียง (Paracrine) หรือสารที่กระตุน้เซลลท์ี่ไกล
ออกไปโดยอาศยัการเคลื่อนที่ผ่านระบบหมนุเวียนเลือด (Endocrine) โกรทแฟคเตอรม์กัตัง้ชื่อตาม
เซลลท์ี่เป็นตน้ก าเนิดในการหลั่งหรือเซลลเ์ป้าหมายในการกระตุน้ (42) ตวัอย่างโกรทแฟคเตอรท์ี่พบ
ในการหายของบาดแผลมีดงัตารางที่ 1 
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ตาราง 1 โกรทแฟคเตอรท์ี่เก่ียวขอ้งกบัการหายของบาดแผล 

โกรทแฟคเตอร ์ เซลลท์ี่ท  าหนา้ที่ผลิต หนา้ที่ 
Keratinocyte growth factor 
(KGF) 

เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์ กระตุน้การท างานและการเพิ่มจ านวนของ 
เซลลส์รา้งเคอราติน (Keratinocyte)(43) 

Epidermal growth factor เกล็ดเลือด แมคโครฟาจ โมโนไซต ์(Monocyte) กระตุน้การอพยพและการเพิ่มจ านวนของ 
เซลลเ์ยื่อบผิุว(20, 44) 

Platelet-derived growth factor 
(PDGF) 

เกล็ดเลือด แมคโครฟาจ โมโนไซต ์ 
เซลลก์ลา้มเนือ้เรียบ เซลลเ์อนโดทีเลียม 
(Endothelial cell) 

ดงึดดูเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์เซลลก์ลา้มเนือ้เรยีบ 
เซลลเ์ม็ดเลือดขาว 

กระตุน้การแบ่งเซลลข์องเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์
เซลลก์ลา้มเนือ้เรียบ 

กระตุน้การสรา้งหลอดเลือดใหมแ่ละเสน้ใย
คอลลาเจน(45) 

Fibroblast growth factor 
(FGF) 

เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์เซลลก์ลา้มเนือ้เรียบ  
เซลลเ์อนโดทีเลียม 

กระตุน้การสรา้งเสน้เลือดใหม่ กระตุน้การ
ท างานของเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์เซลลส์รา้ง 
เคอราติน เซลลก์ระดกูอ่อน และเซลลก์ลา้มเนือ้
(20) 

Insulin-like growth factors 
(IGF-1, IGF-2) 

เกล็ดเลือด กระตุน้การสรา้งโปรตีนในแมทรกิระหว่างเซลล ์

เพิ่มการเคล่ือนท่ีของกลโูคส (Glucose) ผ่าน
เยื่อหุม้เซลล์(46) 

Transforming growth factor alpha 
(TGF-ꭤ) 

เซลลส์รา้งเคอราติน เกล็ดเลือด แมคโครฟาจ กระตุน้การแบ่งเซลลแ์ละดงึดดูเซลลผิ์วหนงัและ
เซลลเ์อนโดทีเลียม(47) 

Transforming growth factor beta 
(TGF-β) 

เกล็ดเลือด แมคโครฟาจ นิวโทรฟิล โมโนไซต ์ 
ทีลิมโฟไซต ์(T-lymphocyte) 

กระตุน้การสรา้งหลอดเลือดใหม่ กระตุน้การ
สรา้งไฟโบรเนกติน (Fibronectin)  
ไกลโคสะมิโนไกลแคน ยบัยัง้การสรา้งแผลเป็น
(20) 

Vascular endothelial growth factor 
(VEGF) 

แมรโครฟาจ ไฟโบรบลาสต ์เซลลส์รา้งเคอราติน กระตุน้การแบ่งเซลลข์องเซลลเ์อนโดทีเลียม 
กระตุน้การสรา้งหลอดเลือดใหม่(20) 

เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Fibroblast cell) 
ลักษณะท่ัวไปของเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(General appearance of fibroblast cell) 

เซลลไ์ฟโบรบลาสตเ์ป็นหนึ่งในเซลลท์ี่พบไดม้ากที่สดุในรา่งกาย มีหนา้ที่สรา้งเสน้ใย
โปรตีนอันเป็นส่วนประกอบหลักของเนือ้เยื่อเก่ียวพันภายในอวัยวะต่างๆของร่างกาย ตัวอย่าง 
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เส้นใยที่เซลลไ์ฟโบรบลาสตส์รา้ง ไดแ้ก่ เส้นใยคอลลาเจนซึ่งช่วยเพิ่มความแข็งแรง ตา้นแรงที่
กระท าจากทั้งภายในและภายนอกที่มีต่อเนื ้อเยื่อ เส้นใยอีลาสติค (Elastic fiber) เพิ่มความ
ยืดหยุ่นให้แก่เนื ้อเยื่อและเส้นใยร่างแห (Reticular fiber) ที่ช่วยในการเชื่อมโยงเนื ้อเยื่อแต่ละ
ประเภทเขา้ดว้ยกนั (48) 

เซลลไ์ฟโบรบลาสตเ์ป็นเซลลท์ี่มีไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) ที่ยื่นเป็นแขนงกิ่งกา้น 
และมกัเห็นนิวเคลียส (Nucleus) เป็นรูปร่างวงรีเมื่อสอ่งภายในกลอ้งจลุทรรศน ์อาจพบนิวคลิโอไล 
(Nucleoli) 2 หรือมากกว่าภายในนิวเคลียส เซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ ต่ืนตัว (Active fibroblast) จะ
พบร่างแหเอนโดพลาสมิกชนิดหยาบ (Rough endoplasmic reticulum) ปรากฎจ านวนมาก
ภายในเซลล์ แสดงให้เห็นว่าเซลลไ์ฟโบรบลาสต์นี ้มีการสรา้งโปรตีนเพื่อส่งออกนอกเซลลใ์น
ปริมาณที่มาก เซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ไม่ตื่นตวั (Inactive fibroblast) จะพบว่ามีขนาดเซลลท์ี่เล็กลง 
ไซโตพลาสซึมไม่แตกแขนงมากลกัษณะคลา้ยกระสวย และพบร่างแหเอนโดพลาสซึมชนิดหยาบ
ภายในเซลลล์ดลง บางครั้งอาจเรียกเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่ไม่ต่ืนตัวว่าไฟโบรไซต์ (Fibrocyte)  
เซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่พบภายในเนือ้เยื่อเก่ียวพันมักจะเรียงตวัเป็นระเบียบในลกัษณะที่ขนานกัน 
แต่ในบางเนือ้เยื่อที่เซลลอ์ยู่กันอย่างหลวมๆอาจพบเซลลเ์รียงตัวในทิศทางที่ แตกต่างกันได ้เช่น
บริเวณลามินาโพรเพรีย (Lamina propria) ซึ่งเป็นเนือ้เยื่อเก่ียวพันชนิดโปรง่ (Loose connective 
tissue)(49) 

เซลลไ์ฟโบรบลาสตม์ักไม่ได้เรียงตัวเป็นชั้นเดียวหรืออยู่ติดกับช่องว่างเหมือนกับ
เซลล์เยื่อบุผิว เซลล์ไฟโบรบลาสต์มักถูกห้อมล้อมด้วยสารเมทริกซ์นอกเซลล์ (Extracellular 
matrix) ท าใหไ้ม่มีผลของสภาพขัว้ (Polarity) เหมือนกับเซลลเ์ยื่อบุผิวที่เกาะอยู่บนเนือ้เยื่อรองรบั 
(Basement membrane) ยกเวน้ในบางกรณี เช่น เซลลไ์มโอไฟโบรบลาสต ์(Myofibroblast) ใน
ล าไสซ้ึ่งหลังสารที่มีส่วนประกอบคลา้ยกับเนือ้เยื่อรองรบัออกมารอบเซลล ์เซลลไ์ฟโบรบลาสต์
สามารถเคลื่อนยา้ยต าแหน่งอย่างชา้ๆผ่านการอพยพ (Migration) ไปยงับรเิวณขา้งเคียงได ้เช่นใน
กรณีเกิดแผล อายขุยัของเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ศกึษาในตวัอ่อนของไก่พบว่ามีอาย ุ57±3 วนั(50) 

การจดจ าของเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Memory of fibroblast cell) 
เซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นเนือ้เยื่อแต่ละชนิดมีลกัษณะที่แตกต่างกันเล็กนอ้ย แต่หนา้ที่

หลกันัน้เหมือนกันคือการคงไวซ้ึ่งความสมบูรณต่์อเนื่องของเนือ้เยื่อเก่ียวพัน โดยการสรา้งเสน้ใย
โปรตีนรวมถึงสารพืน้ (Ground substance) เช่น ไกลโคสะมิโนไกลแคน ที่เป็นส่วนประกอบหลกั
ของแมททริกซน์อกเซลล ์ปริมาณและประเภทของเสน้ใยและสารพืน้ที่เซลลไ์ฟโบรบลาสตส์รา้งจะ
แตกต่างกนัไปในแต่ละเนือ้เยื่อ พบว่าหากท าการปลูกถ่ายเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากบริเวณหนึ่งไป
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ยงัอีกบรเิวณหนึ่ง เซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ถูกปลกูถ่ายจะยงัคงมีความทรงจ า (Memory) ของเนือ้เยื่อ
ในบริเวณเก่าและแสดงลกัษณะการสรา้งเสน้ใยและสารพืน้เหมือนเดิมอยู่ ซึ่งลกัษณะนีจ้ะคงอยู่
ต่อไปอีก 2-3 รุ่น การศึกษาในปี 2011 พบว่าเมื่อน าเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่เก็บจากปอดของหนูมา
เลีย้งบนพืน้ผิว (Substrate) ซิลิโคนที่มีความแข็ง (Stiffness) ไม่เท่ากัน เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ะมี
การเปลี่ยนแปลงรูปร่างไม่เหมือนกัน เซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่เลีย้งบนพืน้ผิวซิลิโคนที่มีความแข็ง

ใกล้ เคี ยงกับ เนื ้อ เยื่ อปอดปกติ  (≤5 kPa) เมื่ อน ามาตรวจหาปริม าณ การท างานของ 
ไมโอไฟโบรบลาสตซ์ึ่งพบในเนือ้เยื่อปอดที่เป็นพงัผืด (Fibrosis) ซึ่งมีการสรา้งสารออกมามากกว่า
เซลลไ์ฟโบรบลาสตป์กติ พบว่ามีปริมาณการท างานของไมโอไฟโบรบลาสตใ์นระดบัต ่า แต่ในกลุ่ม
ที่น าไปเลีย้งบนซิลิโคนที่มีความแข็งใกล้เคียงกับเนือ้เยื่อปอดที่เป็นพังผืดเป็นเวลา 3 สัปดาห ์ 
(25-100 kPa) ตรวจพบระดบัการท างานของไมโอไฟโบรบลาสตเ์พิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั ซึ่งเมื่อน า
เซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นกลุ่มนีก้ลบัไปเลีย้งในซิลิโคนที่มีความแข็งใกลเ้คียงปอดปกติต่อเป็นเวลา  
2 สปัดาห ์พบว่ายงัคงมีระดับการท างานของไมโอไฟโบรบลาสตไ์ม่แตกต่างกบัเซลลท์ี่เลีย้งแต่ใน
ซิลิโคนที่ความแข็งใกลเ้คียงเนือ้เยื่อปอดที่มีพังผืด กลับกันเมื่อน าเซลลท์ี่ไฟโบรบลาสตเ์ลีย้งใน
ซิลิโคนที่มีความแข็งใกลเ้คียงกบัเนือ้เยื่อปอดปกติไปเลีย้งในซิลิโคนที่มีความแข็งใกลเ้คียงกบัปอด
ที่เป็นพังผืด พบว่าสามารถป้องกันการเพิ่มขึน้ของระดับการท างานของไมโอไฟโบรบลาสต์ได ้  
จึงอาจสรุปได้ว่าข้อมูลทางแรงกลจากพื ้นผิ วที่ เซลล์ไฟโบรบลาสต์สัมผัสสามารถส่งผลต่อ
พฤติกรรมของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ได้ และพฤติกรรมนั้นมีการจดจ าและคงอยู่ แม้จะมี  
การเปลี่ยนแปลงแรงกลจากพืน้ผิวก็ตาม(51) 

การเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Fibroblast cell differentiation) 
เนื่องจากเนื ้อเยื่อเก่ียวพันเป็นเนื ้อเยื่อที่มีจุดก าเนิดมาจากโครงสร้างที่ เรียกว่า  

มี เซนไคม์  (Mesenchyme) ซึ่ ง เป็นส่วนหนึ่ งของโครงสร้างชั้นกลางของเนื ้อ เยื่ อตัวอ่อน 
(Mesoderm) เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ึงมีตน้ก าเนิดมาจากเซลลต์น้ก าเนิดมีเซนไคม ์(Mesenchymal 
stem cell) โดยลกัษณะเด่นที่พบในเซลลก์ลุม่นีคื้อมีไวเมนติน (Vimentin)(52) เป็นสว่นประกอบของ
โครงร่างของเซลลข์นาดกลาง (Intermediate filament) ซึ่งเป็นหนึ่งในโปรตีนที่ใช้บ่งบอกถึงถิ่น
ก าเนิดจากโครงสรา้งชัน้กลางของเนือ้เยื่ออ่อน 

ในช่วงหลายปีที่ผ่านมา พบว่าเซลลไ์ฟโบรบลาสตซ์ึ่งเป็นเซลลท์ี่มีการเปลี่ยนแปลง
รูปร่างไปท าหนา้ที่เฉพาะในการสรา้งเสน้ใยโปรตีนและสารพืน้ กลบัมีศกัยภาพที่จะเปลี่ยนแปลง
รูปร่างไปเป็นเซลลอ่ื์นได ้เช่น การเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลลไ์มโอไฟโบรบลาสตใ์นขัน้ตอนการหาย
ของแผล ซึ่ งมีความเก่ียวข้องกับการหดตัวของแผล (Wound contraction) หรือสามารถ
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เปลี่ยนแปลงรูปร่างไปเป็นเซลลท์ี่ท าหนา้ที่ในการสรา้งกระดูก (Osteogenic differentiation หรือ 
Transdifferentiation) ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีความเฉพาะเจาะจงมากขึน้และเป็นส่วนประกอบของ
เนือ้เยื่อเก่ียวพันอีกประเภทหนึ่งซึ่งแตกต่างจากเดิม คนที่เสนอแนวคิดนีเ้ป็นคนแรกคือ Urist(53)  
Reddi และ Huggins ได้ท าการศึกษาต่อแล้วพบว่าเซลล์ไฟโบรบลาสต์สามารถถูกกระตุ้นให้
เปลี่ยนแปลงรูปร่างผ่านการติดต่อกบักระดกูหรือฟันได้(54, 55) และยงัพบว่าเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่มา
จ าก เห งื อ ก ห รื อ ผิ ว ห นั งนั้ น มี ค ว าม ส าม า รถ ที่ จ ะ แ ส ด งลั ก ษณ ะ เฉ พ า ะ ที่ พ บ ใน 
เซลลอ์อสติโอบลาสตห์รือเซลลก์ระดูกได ้(Osteoblast marker) อีกดว้ย(56)  จึงเป็นจุดเริ่มตน้ของ
การศกึษาถึงผลกระทบขององคป์ระกอบของกระดกูหรือฟันที่มีต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์  

ในปี 2014 มีการศึกษาถึงผลของทีจีเอฟเบต้าวัน (Transforming growth factor 

beta 1; TGF-β1) ต่อการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากผิวหนังมนุษย์  โดย 
ทีจีเอฟเบตา้วันเป็นโกรทแฟคเตอรท์ี่พบในเนือ้เยื่อกระดกู และควบคมุการเพิ่มจ านวน การอพยพ 
และการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลลห์ลายประเภทและรวมไปถึงควบคุมการเจริญเติบโตของ
เซลลก์ระดกูดว้ย(57) ในการศึกษานีน้  าเซลลไ์ฟโบรบลาสตม์าเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล ์4 กลุ่ม คือ
อาหารเลีย้งเซลล์ปกติ (Dulbecco’s modified Eagle medium; DMEM) อาหารเลีย้งเซลล์ที่ใส ่
ทีจีเอฟเบต้าวัน อาหารเลีย้งเซลลก์ระดูก (Standard culture medium supplemented with 50 

µg/ml ascorbic acid, 10 mmol β-glycerophosphate, 10 mmol dexamethasone) แ ล ะ
อาหารเลีย้งเซลลก์ระดกูที่ใส่ทีจีเอฟเบตา้วนั ผลที่ไดคื้อการเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นอาหารเลีย้ง
เซลลก์ระดูกจะพบการสะสมแคลเซียมฟอสเฟตขึน้ (Calcium phosphate) หากในอาหารเลีย้ง
เซลล์มีที จี เอฟ เบต้าด้วยจะพบการเพิ่ มขึ ้นของระดับแอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline 
phosphatase) และออสติโอแคลซิน (Osteocalcin) ซึ่งเป็นตวัชีว้ดัการท างานของเซลลก์ระดกู(58) 

ต่อมาในปี 2017 ไดม้ีการน าเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเหงือกมนุษยม์าท าการปรบัปรุง
ด้วยกระบวนการเหนื อพันธุก รรม  (Epigenetics) โดยการใช้ดีออกซี ไซทิ ดีน  (5-aza-2’-
deoxycytidine) ชักน าใหเ้กิดการดึงหมู่เมทิล (Demethylation) ออกจากบริเวณที่มีเบสไซโตซีน
และกวานิดีหนาแน่น (CpG islands) ยีนรูนเอ็กซท์ู (RUNX2) และเอแอลพี (ALP) ซึ่งปกติจะถูก
เติมหมู่เมทิลในปริมาณมากในกลุ่มของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์ละไม่มีการเติมหมู่เมทิลในกลุ่มของ
เซลลก์ระดกู เป็นเหตผุลใหเ้ซลล ์2 กลุ่มนีม้ีการแสดงออกของยีนไม่เหมือนกนั(59) จากนัน้น าเซลลท์ี่
ท าการปรบัปรุงด้วยกระบวนการเหนือพันธุกรรมแล้วมาเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลลท์ี่มีบีเอ็มพีท ู
(Bone morphogenetic protein 2; BMP2) ซึ่งเป็นหนึ่งในโกรทแฟคเตอรท์ี่มีศักยภาพสูงในการ
กระตุน้การเปลี่ยนแปลงรูปรา่งของเซลลอ์อสติโอบลาสต์(60) ผลที่ไดคื้อเซลลไ์ฟโบรบลาสตถ์กูชกัน า
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ใหเ้ปลี่ยนแปลงรูปร่างไปเป็นเซลลใ์นกลุ่มของออสติโอบลาสตท์ี่มีการแสดงออกของยีนเอแอลพี 
มากกว่าเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่เลีย้งในอาหารเลีย้งเซลลท์ี่มีบีเอ็มพีทูเพียงอย่างเดียว และเมื่อน า
เซลลท์ี่ไดน้ีไ้ปปลกูถ่ายลงในชัน้ใตผ้ิวหนงัของสตัวท์ดลองรว่มกบัการใสแ่คลเซียมอะพาไทตจ์ากววั 
(Anorganic bovine bone mineral) พบว่ามีการสรา้งกระดกูใหม่ขึน้อย่างมีนยัยะส าคญัในบรเิวณ
ที่ท าการปลกูถ่าย(61)  

การที่มีองคค์วามรูใ้นส่วนนีท้  าใหก้ารรกัษารอยโรคที่เกิดขึน้ภายในเนือ้เยื่อแข็งหรือ
กระดูก ซึ่งแต่เดิมตอ้งอาศัยการปลูกกระดูกโดยใชก้ระดูกของคนไขเ้อง (Autograft) กระดูกของ
มนุษย ์(Allograft) กระดูกของสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน (Xenograft) หรือกระดูกที่สรา้งขึน้มา (Alloplast) 
เพื่อใช้ชักน าการสรา้งกระดูกบริเวณรอยโรค (62) แต่ก็ยังมีข้อจ ากัดหลายอย่างทั้งในเรื่องของ
ระยะเวลาในการละลายตัวของวัสดุ ปริมาณกระดูกที่สรา้งได ้รวมถึงความเสี่ยงที่จะตอ้งท าการ
รกัษาซ า้ จึงไดม้ีความพยายามในการใชค้วามรูท้างดา้นวิศวกรรมเนือ้เยื่อมาใชใ้นการรกัษา โดย
การน าเซลลก์ระดูกของคนไขใ้นต าแหน่งที่ปกติมาท าการเลีย้งและเพิ่มจ านวนใหม้ากพอ แลว้น า
กลบัไปปลกูยงับริเวณที่เป็นรอยโรค แต่การที่จะแยกเฉพาะเซลลก์ระดกูที่ตอ้งการโดยไม่ปะปนกบั
เซลลช์นิดอ่ืน หรือการเลีย้งเซลลก์ระดูกใหม้ีจ านวนมากพอภายในหอ้งปฏิบัติการนั้นเป็นเรื่องที่
ยาก การที่เราสามารถหาเซลลช์นิดอ่ืนที่เป็นเซลลข์องคนไขแ้ลว้สามารถชักน าให้เกิดการสรา้ง
กระดกูได ้ความรูใ้นสว่นนีอ้าจพฒันาเป็นทางเลือกในการรกัษาคนไขท้ี่เจ็บป่วยจากรอยโรคบรเิวณ
เนือ้เยื่อแข็งต่อไป 

ในบางสถานการณ์เซลลเ์ยื่อบุผิวอาจมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างจากเป็นเซลลท์ี่เรียง
ตวัเป็นชัน้ อยู่ชิดกับเซลลข์า้งเคียง มีสภาพขัว้และมีโครงร่างภายในเซลลท์ี่จ  าเพาะไปเป็นเซลลท์ี่
เป็ น เซลล์เรียงเด่ียวมากขึ ้น  อพยพตัว เองได้ม ากขึ ้น  รูป ร่างคล้ายกับ เซลล์มี เซนไคม ์
(Mesenchymal cell) เรียงกระบวนการนี ้ว่าอีเอ็มที (Epithelial to mesenchymal transition)(63) 
ซึ่งเป็นหนึ่งในลกัษณะที่พบไดใ้นเซลลม์ะเรง็ ในทางกลบักนัเซลลม์ีเซนไคมก์็สามารถเปลี่ยนแปลง
รูปร่างไปเป็นเซลลเ์ยื่อบุผิวได้เช่นกัน โดยมีการเปลี่ยนแปลงสภาพขั้วภายในเซลล ์และมีการ
ติดต่อกันระหว่างเซลล์ข้างเคียงและมี การเรียงตัวใหม่  เรียกกระบวนการนี ้ว่า เอ็ม อีที 
(Mesenchymal to epithelial transition)(64) พบไดใ้นขัน้ตอนการสรา้งหน่วยไต  

ไฟโบรบลาสต ์929 (Fibroblast L929 cell) 
ลกัษณะของเไฟโบรบลาสตแ์อล 929 

ไฟ โบ รบล าสต์แอล  929 เป็ น เซลล์ ไล น์ที่ ได้ จ าก เซลล์ส ายพั น ธ์ แอล  
(L strain) ที่มีการเลีย้งอย่างต่อเนื่อง มีตน้ก าเนิดจากเนือ้เยื่อเก่ียวพันชนิดเนือ้เยื่อไขมันบริเวณ  
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ใตผ้ิวหนังของหนูเพศผู ้สปีชีส ์Mus musculus C3H/An อายุ 100 วัน ในช่วงมีนาคม ค.ศ.1948 
โดยโคลน 929 เกิดจากการใชว้ิธีการแยกเซลลเ์ทคนิคแคพพิลาลี่ (Capillary technique for single 
cell isolation) ในเซลล์ไลน์รุ่นที่  95 (95th subculture generation) ไฟโบรบลาสต์แอล  929 มี
โครโมโซม 66 แท่ง ในระยะเมตาเฟส (Metaphase) จะพบโครโมโซมที่ มักใช้เป็นตัวชี ้วัด  
(Marker chromosome) ประม าณ  20-30 โค รโม โซม  และพบ เมตา เซนท ริก โค รโม โซม  
(Metacentric chromosome) ขนาดยาวที่มี รอยคอด (Secondary constriction) ได้ 77 เซลล ์
ต่ อ  100 เซลล์  ไฟ โบ รบลาสต์แอล  929 สามารถถู กชักน าก่ อ ให้ เกิ ด เนื ้อ งอก ได้  และ 
ไวต่อไวรัสที่ ก่ อให้ เกิดโรคปากเป่ือยพุพอง (Vesicular stomatitis) ไวรัส ไข้สมองอัก เสบ  
(Encephalomyocarditis virus) แต่พบว่าไฟโบรบลาสตแ์อล 929 ใหผ้ลเป็นลบต่อไวรสัฝีดาษใน
หน ู(Ectromelia virus)  

ไฟโบรบลาสตแ์อล 929 มีจุดประสงคส์  าหรบัใชว้ิจยัในหอ้งปฏิบติัการ เหมาะสม
ส าหรบัการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์ความเขา้กนัไดข้องวสัดตุ่อเซลล ์หรือทดสอบการติดเชือ้ 
รหสัทางการคา้ของไฟโบรบลาสตแ์อล 929 คือ เอ็นซีทีซี โคลน 929 (NCTC clone 929 (L cell, L-
929, derivative of Strain L) ATCC CCL-1) เซลล์จะถูกจัดเก็บในรูปแบบแช่แข็งในไอของ
ไนโตรเจนเหลวซึ่งไดม้าตรฐานการเก็บรกัษาจากเอทีซีซี (The American type culture collection; 
ATCC) เซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 จะถูกบรรจุในหลอดเก็บและแช่แข็งไวเ้มื่อถึงเวลาน าส่ง โดย
อาหารเลีย้งเซลลท์ี่บรรจุในหลอดจะเป็นอาหารเลีย้งเซลลห์มายเลข 30-2003 ของเอทีซีซี (ATCC-
formulated Eagle’s Minimum Essential Medium, Catalog No. 30-2003) ซึ่งสามารถเติมซีรั่ม
จากมา้ (Horse serum) ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยที่ 10% เพื่อใหไ้ดอ้าหารเลีย้งเซลลท์ี่สมบูรณ ์ไฟ
โบรบลาสตแ์อล 929 เป็นเซลลไ์ฟโบรบลาสตม์าตรฐานที่นิยมน ามาทดสอบในหอ้งปฏิบติัการก่อน
ทดสอบในสัตวท์ดลอง ปัจจุบันมีงานวิจัยที่ใชไ้ฟโบรบลาสตแ์อล  929 ในการทดสอบแล้ว 559 
งานวิจยั 
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ภาพประกอบ 7 แสดงภาพไฟโบรบลาสตแ์อล 929 
ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนช์นิดหวักลบั 

ที่มา NCTC clone 929 [L cell, L-929, derivative of Strain L] | ATCC 

วิศวกรรมเนือ้เย่ือ (Tissue engineering) 
วิศวกรรมเนื ้อเยื่อนั้นเป็นวิชาที่น าหลักการและวิธีการของวิศวกรรมและวิทยศาสตร์

ชีวภาพมาประยุกตใ์ชเ้พื่อเสรมิสรา้งความเขา้ใจในความสมัพนัธร์ะหว่างโครงสรา้งและการท างาน
ในภาวะปกติและภาวะที่เป็นโรคของเนือ้เยื่อ รวมไปถึงการพัฒนาสิ่งทดแทนเพื่อน ามาซ่อมแซม 
หรือปรบัปรุงการท างานของเนือ้เยื่อใหดี้ยิ่งขึน้(2) การท างานในสายวิศวกรรมเนือ้เยื่อนัน้ใชค้วามรู้
หลากหลายสาขาที่ เก่ียวข้องกับการใช้เซลล์ วัสดุชีวภาพ (Biomaterials) หรือสแคฟโฟลด ์
(Scaffolds) ปัจจัยทางเคมี (Chemical factors) และกระบวนการทางวิศวกรรม (Engineering 
methodology)   

การท างานกับเซลล ์
การท างานด้านวิศวกรรมเนื ้อเยื่อส่วนใหญ่เป็นงานที่จ  าเป็นต้องอาศัยเทคนิค  

ปลอดเชือ้ เพื่อใหไ้ดผ้ลการทดสอบที่เที่ยงตรงและสามารถท าซ า้ได ้โดยเฉพาะการเลีย้งเซลลห์รือ
การยา้ยเซลลจ์ากจานเลีย้งเซลลห์นึ่งไปยงัอีกจานเลีย้งเซลลห์นึ่งซึ่งหากเกิดการปนเป้ือนขึน้ อาจ
ท าใหเ้ซลลท์ี่เลีย้งไวเ้กิดการติดเชือ้และตายลงได ้หนึ่งในอุปกรณ์ที่ส  าคัญที่ใชใ้นการท างานคือ  
ตูป้ลอดเชือ้ประเภทที่สอง (Class II biosafety cabinet; BSC) ซึ่งเป็นตู้ปลอดเชือ้ที่สรา้งพืน้ที่ที่

https://www.atcc.org/products/ccl-1#product-references


  26 

สะอาดในการท างาน ในขณะเดียวกันก็ป้องกันผู้ท าการทดลองจากอันตรายที่อาจเกิดจาก  
สารตวัอย่างดว้ย แตกต่างจากตูป้ลอดเชือ้ประเภทที่หนึ่ง (Class I biosafety cabinet) ที่ปกป้องผู้
ทดลองแต่ไม่ท าให้เกิดพืน้ที่ปลอดเชือ้ในการท างาน ส่วนตูป้ลอดเชือ้ประเภทที่สาม (Class III 
biosafety cabinet) จะใชส้  าหรบังานที่มีความเสี่ยงสงูเท่านัน้ หลกัการท างานของตูป้ลอดเชือ้คือ
การใช้แผ่นกรองอนุภาคอากาศประสิทธิภาพสูง (High-efficiency particulate air filter; HEPA 
filter) เพื่อกรองเอาอนภุาคหรือละอองในอากาศที่มีขนาดใหญ่กว่า 0.3 ไมโครเมตร หมายความว่า
เชือ้ส่วนใหญ่ที่อยู่ในอากาศจะถูกกรองออกไป ท าใหเ้กิดสภาวะเสมือนปลอดเชือ้ขึน้ภายในพืน้ที่
ท างานของตูป้ลอดเชือ้ เมื่อใชง้านตูป้ลอดเชือ้เสร็จจ าเป็นตอ้งท าการฆ่าเชือ้ดว้ยแอลกอฮอลและ
เปิดหลอดไฟยวูีเพื่อฆ่าเชือ้ภายในตูป้ลอดเชือ้ทุกครัง้ 

รูปแบบของจานเลีย้งเซลลน์ัน้มีหลากหลายตัง้แต่เป็นจานกลม ขวดวดัปริมาตร หรือ
เป็นถาดเลีย้งชนิดหลายหลุม (Multiwell plates) จานเลีย้งเซลลน์ัน้จะแตกต่างจากจานเลีย้งเชือ้
ทั่วไป บริเวณพืน้ผิวของจานเลีย้งเซลลจ์ะถูกเตรียมดว้ยออกซิเจนพลาสมา (Oxygen plasma) 
เพื่อเพิ่มการเกาะติดของเซลล์ (Cell attachment) วัสดุที่นิยมใช้ในการท าจานเลีย้งเซลล์คือ 
โพลีสไตรีน (Polystyrene) การฆ่าเชือ้ที่ใชส้  าหรบัจานเลีย้งเซลลคื์อการใชร้งัสีแกมมา (Gamma 
radiation) 

ตัวอย่างการใช้วิศวกรรมเนือ้เย่ือในการรักษา 
ตวัอย่างการใชห้ลกัการของวิศวกรรมเนือ้เยื่อในการรกัษารอยโรคภายในกระดกูอ่อน

บริเวณหน้าแขง้สามารถเห็นไดจ้ากผลิตภัณฑ์ Carticel ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์น าออกมาขายโดยใช้
หลักการคือการฉีดเซลลก์ระดูกอ่อนของตัวคนไขเ้องไปยังต าแหน่งที่มีรอยโรค ผลิตภัณฑน์ีเ้ป็น
ผลิ ตภัณ ฑ์จ ากบริษั ท  Genzyme Corporation ซึ่ ง ใน ปี  ค .ศ .1997 ได้ รับการรับ รองโดย 
องค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (Food and Drug Administration; FDA) ให้เป็น 
การรกัษาโดยใชเ้ซลลท์ี่ผ่านการรบัรองวิธีแรก ในการรกัษาจ าเป็นตอ้งมีการผ่าตัด 2 ครัง้ ห่างกัน
อย่างนอ้ย 2 สปัดาห์(1) การผ่าตัดครัง้แรกจะเป็นการเก็บเซลลก์ระดกูอ่อนจากบริเวณที่ไม่ไดใ้ชใ้น
การรบัน า้หนักตัวของเข่าของคนไข ้จากนัน้เซลลก์ระดูกอ่อนจะถูกส่งไปยังบริษัทผูผ้ลิต ซึ่งจะท า
การแยกเซลลก์ระดูกอ่อนออกมาจากชิน้เนือ้ของคนไข ้และท าการเพาะเลีย้งเป็นการเลีย้งเซลล์
ปฐมภูมิ  (Primary culture) หลังจากการเลี ้ยงเซลล์ปฐมภูมิ  เซลล์ของคนไข้จะถูกเก็บด้วย 
การแช่แข็ง และน าออกมาเพิ่มจ านวนในเวลาที่ต้องการ หลังจากไดจ้ านวนเซลลก์ระดูกอ่อนที่
เพียงพอ จะเริ่มการผ่าตัดครัง้ที่ 2 เพื่อท าการฉีดเซลลก์ระดูกอ่อนไปยังบริเวณที่เป็นรอยโรคและ 
ใชเ้นือ้เยื่อเก่ียวพนัของคนไขใ้นการเย็บปิดเพื่อใหเ้ซลลค์งอยู่ในบริเวณรอยโรค หลงัการรกัษาดว้ย
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วิธีนีค้นไขส้่วนใหญ่มีอาการเจ็บขอ้ที่น้อยลงและกลับมาใชช้ีวิตได้ตามปกติ แต่ก็มีการศึกษาที่
พบว่ามีหลายรายตอ้งท าการรกัษาซ า้หรือมีผลขา้งเคียงจากการรกัษา(65) 

ก่อนการน าส่งเซลลใ์หก้ับคนไขจ้ะตอ้งมีการตรวจเช็คปริมาณเซลลท์ี่มีชีวิตก่อนว่ามี
เพียงพอหรือไม่  ซึ่ งวิ ธีการทดสอบที่ ใช้กันแพร่หลายคือการใช้ชุดตรวจความมีชีวิตและ  
ความเป็นพิษต่อเซลล์ (Molecular Probe’s LIVE/DEAD viability/cytotoxicity assay) ซึ่งเป็น 
การใชส้ียอ้มฟลูออเรสเซนต ์2 สีพรอ้มกันในการยอ้มเซลลท์ี่มีชีวิตและเซลลท์ี่ตายภายในเนือ้เยื่อ  
สีย้อมที่ใช้คือแคลซีนเอเอ็ม (Calcein AM) และอิธีเดียมโฮโมไดเมอร์ (Ethidium homodimer; 
EthD-1) แคลซีอินเอเอ็มเป็นสีย้อมที่สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ได้ และเกิดการย่อยที่บริเวณ  
ไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) ของเซลล์ที่มีชีวิตเกิดเป็นสีฟลูออเรสเซนต์สีเขียว ส่วนการเกิด 
ฟลูออเรสเซนต์ของอิธีเดียมโฮโมไดเมอรเ์กิดจากการที่สียอ้มเข้าไปในเซลลผ์่านเยื่อหุม้เซลล์ที่ 
ไม่สมบูรณ์ของเซลล์ที่ตายและจับกับดีเอ็นเอ (Deoxyribonucleic acid; DNA) และเกิดเป็น 
สีฟลอูอเรสเซนตส์ีแดงขึน้ 

ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิก (Hyaluronic acid based hydrogel) 
ไฮโดรเจลคือสารประกอบโพลิเมอรท์ี่มีการครอสลิงคก์ันระหว่างสายโซ่โมเลกุลเกิดเป็น

ร่างแหในลกัษณะสามมิติ มีคุณสมบติัในการเก็บกักน า้ไดใ้นปริมาณมากเนื่องจากไฮโดรเจลเป็น
สารประกอบที่มีสภาพขัว้และมีรูพรุนภายในโครงสรา้ง ซึ่งลกัษณะคลา้ยกับเนือ้เยื่อเก่ียวพันของ
รา่งกายที่มีเสน้ใยพอลิเมอรแ์ละมีน า้เป็นส่วนประกอบหลกั รวมถึงมีช่องว่างหรือรูพรุนซึ่งจะเป็นที่
อยู่ของเซลลต่์อไป ไฮโดรเจลสามารถเตรียมไดจ้ากสารหลายประเภท เช่น โพลีเอทธีลีนไกลคอล 
(Polyethylene glycol) ซิลิคอน (Silicon) ฮีมา (2-Hydroxyethyl methacrylate) โพลีอะคริลาไมด ์
(Polyacrylamide) หรือกรดไฮยาลโูรนิก ดว้ยคณุสมบติัในการกกัเก็บน า้ที่ดีจึงมีการน าไฮโดรเจลที่
เตรียมจากโพลิเมอรท์ี่ไม่เป็นพิษต่อเซลลแ์ละสามารถย่อยสลายไดภ้ายในรา่งกายมาใชเ้ป็นระบบ
น าสง่ยา เช่น กรดไฮยาลโูรนิกซึ่งเป็นสว่นประกอบหนึ่งที่พบไดใ้นแมทรกิซน์อกเซลลต์ามธรรมชาติ 
จึงนิยมน ามาปรบัปรุงโครงสรา้งเพื่อใหม้ีคณุสมบติัทางกายภาพที่ดีขึน้เหมาะสมส าหรบัการใชเ้ป็น
ระบบน าสง่ยา(66) 

ในปี 2017 Pereira(67) และคณะไดพ้ฒันาระบบน าส่งยาในรูปแบบฉีดชนิดไฮโดรเจลจาก
กรดไฮยาลโูรนิกที่มีการปรบัปรุงโครงสรา้งดว้ยไฮดราโซน (Injectable modified hyaluronic acid 
from hydrazone-crosslinked hydrogel) เพื่ อ น า ส่ ง โก ร ท แ ฟ ค เต อ ร์บี เ อ็ ม พี ทู  (Bone-
morphogenic protein-2 ; BMP-2)  ซึ่ งเป็นโปรตีนที่ มีความส าคัญ ต่อการสร้างกระดูก ผล
การศึกษาพบว่าไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่ปรบัปรุงโครงสรา้งดว้ยไฮดราโซนนีไ้ม่มีความเป็น



  28 

พิษต่อเซลลแ์ละมีการปลดปล่อยบีเอ็มพีทูออกมาไดอ้ย่างต่อเนื่องถึง 28 วนั โดยในวนัที่ 28 ยงัพบ 
ระดับบีเอ็มพีทูสงูถึง 86% นอกจากนี ้Pereira (2017) ยงัไดน้ าไฮโดรเจลชนิดนีไ้ปใชศ้ึกษาต่อโดย
การฉีดเข้าไปในกะโหลกของหนูพบว่ามีการสรา้งกระดูกเกิดขึน้ใน 8 สัปดาห์ แสดงให้เห็นว่า
สามารถใชไ้ฮโดรเจลนีเ้ป็นตวัน าพาบีเอ็มพีทูเขา้สู่เซลลแ์ละกระตุน้การแสดงออกของเซลลก์ระดกู
ไดโ้ดยไม่เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์(67) 

การพฒันาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกยงัคงมีมาอย่างต่อเนื่องเพื่อหาสตูรส าเร็จที่ท า
ใหร้ะบบน าสง่ยานีม้ีประสิทธิภาพที่ดีขึน้ โดยมีการปรบัปรุงสายพอลิเมอของไฮยาลโูรนิกหรือมีการ
หาสารที่มาใชใ้นการครอสลิงค์ตัวใหม่ จนกระทั่งในปี 2015 Maturavongsadit(68) และคณะได้
ท าการศึกษาโครงร่างชีวภาพที่ ได้จากไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกในรูปแบบฉีด (68) ซึ่ง 
กรดไฮยาลโูรนิกที่ใชใ้นการศึกษานี ้ไดม้ีการปรบัปรุงโครงสรา้งโดยการเติมเมทาครลิิคแอนไฮไดรด ์
(Methacrylic anhydride) เกิดเป็นเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดและใช้ครอสลิงค์เกอร์เป็น 
ทีเอ็มวีวันซิส (Cysteine-inserted Tobacco mosaic virus (TMV) mutants; TMV1cys)) ร่วมกับ
ดีทีที  (Dithiotreitol; DTT) โดยท าการเปรียบ เที ยบกับ ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลู โรนิ กที่ 
ปรบัปรุงโครงสรา้งด้วยเมทตาคริลิคแอนไฮไดรด์และครอสลิงค์ด้วยดีทีทีเพียงอย่างเดียว โดย
การครอสลิงคข์องไฮโดรเจลทัง้ 2 แบบนัน้ใชป้ฏิกิริยาไธออล-อีนคลิก (Thiol-ene click reaction) 
ซึ่งเป็นปฏิกิริยาที่ไม่มีผลข้างเคียงที่มีนัยส าคัญต่อโปรตีนที่มีส่วนประกอบของหมู่เอไมด์ท าให้
สามารถเกิดปฏิกิรยิาไดโ้ดยไม่ท าใหโ้ปรตีนที่เป็นสว่นประกอบของสารตัง้ตน้เปลี่ยนแปลง จึงมกัจะ
น าปฏิกิริยานีม้าใชใ้นการเตรียมไฮโดรเจล เนื่องจากไธออลอคริเลตนั้นเป็นสารตัง้ตน้ที่สามารถ
ควบคมุเวลาการก่อตวัเป็นเจลไดดี้และเป็นปฏิกิรยิาที่ง่ายและมีความปลอดภยัสูง ซึ่งผลการศึกษา
พบว่ากรดไฮยาลโูรนิกน า้หนักโมเลกุล 47 กิโลดาลตัน เป็นขนาดที่เหมาะสมที่จะท าใหเ้กิดความ
หนืดและความถ่วงจ าเพาะที่ ดี ต่อการเกิดปฏิกิ ริยาการเติมหมู่ เมทตาคริเลต เพื่ อใช้ใน 
การปรบัปรุงโครงสรา้งของกรดไฮยารูลอนิก โดยทั้งไฮโดรเจลที่ครอสลิงคด์ว้ยทีเอ็มวีวันซิสและ 
ดีทีทีมีขนาดของรูพรุนภายในเจล 20-100 ไมโครเมตร ซึ่งเป็นขนาดของรูพรุนที่เหมาะสมต่อการ
เป็นที่อยู่ของเซลลส์  าหรบัวิศวกรรมเนือ้เยื่อและเป็นขนาดที่เหมาะสมต่อการซึมผ่านของยาเพื่อ
น าไปใชใ้นระบบน าส่งยา นอกจากนีย้ังพบว่าไฮโดรเจลที่ครอสลิงคด์้วยทีเอ็มวีวันซิสและดีทีที 
มีการบวมเมื่อสมัผสักบัน า้ที่ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัและสามารถกกัเก็บน า้ไวใ้นตวัไดโ้ดย
ไม่เกิดการสูญเสียออกไปเป็นเวลา 21 วันและสามารถดดูซึมน า้จนมีน า้หนักเพิ่มขึน้ 3.5 เท่าจาก
น า้หนักแรกเริ่ม สิ่งที่แตกต่างกันของไฮโดรเจลทั้ง 2 แบบคือระยะเวลาการก่อตัวเป็นเจลหรือ
การครอสลิงคซ์ึ่งพบว่าในกลุ่มทีเอ็มวีวนัใชเ้วลานอ้ยกว่า(68) ต่อมาในปี 2016 Maturavongsadit(69)



  29 

และคณะไดน้ าไฮโดรเจลจากรดไฮยาลูโรนิกที่ปรบัปรุงโครงสรา้งดว้ยเมทาคริลิคแอนไฮไดรด์มา
พัฒนาต่อ โดยการผสมกับดีทีทีและสารที่ก่อให้เกิดการครอสลิงค์ชนิดอ่ืนๆ เช่น พีอีจี (4-arm 
polyethylene glycol; PEG) และพีเอเอ็มเอเอ็ม (Multi-arm polyamidoamine; PAMAM เพื่อใช้
เป็นไฮโดรเจลส าหรบัน าส่งเซลลต์น้ก าเนิด ผลการศึกษาพบว่าการครอสลิงคน์ัน้เกิดจากปฏิกิริยา
ไธออล-อีนคลิกตามเดิม โดยปฏิกิริยาจะเกิดขึน้ไดอ้ย่างสมบูรณท์ี่อณุหภูมิหอ้งและมีค่าความเป็น
กรด-ด่างเท่ากบั 8 อีกทัง้พบว่าไฮโดรเจลที่ครอสลิงคด์ว้ยดีทีทีเพียงอย่างเดียวใชเ้วลาในการก่อตวั
เป็นเจลนอ้ยที่สดุคือ 60 นาท ี(69)   

ต่อมาในปี 2018 Trakiattikul(5) และคณะได้ศึกษาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกใน
รูปแบบฉีดที่ปรบัปรุงโครงสรา้งเมทาคริลิกแอนไฮไดรด ์(Methacrylic anhydride) และครอสลิงค์
ด้วยดีทีทีโดยมีแมนนิทอล (Mannitol) เป็นสารเพิ่มปริมาณยาและใช้บีเอสเอ (Bovine serum 
albumin; BSA) เป็นตัวแทนโปรตีน พบว่าไฮโดรเจลที่ไดม้ีสมบัติทางกายภาพที่ดี สามารถน าไป
ประยุกตใ์ชใ้นการขนส่งยาได ้แต่ยงัมีระยะเวลาในการก่อตวัเป็นเจลอยู่ในช่วงระยะเวลาไม่ต ่ากว่า 
30 นาทีซึ่งยงัค่อนขา้งนานหากพิจารณาส าหรบัน ามาใชใ้นทางคลินิก(5) เช่นเดียวกบัการศึกษาของ 
Areevijit(6) และคณะในปี 2021 ที่ศึกษาความเขา้กันได้ทางชีวภาพของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก 
แอซิดไฮโดรเจล (Methacrylate hyaluronic acid hydrogel) ที่ครอสลิงค์ด้วยดีทีทีกับเซลล ์
กระดูกเบา้ฟันมนุษย ์พบว่าเมทาคริเลตไฮยาลโูรนิกแอซิดไฮโดรเจลที่มีการครอสลิงคด์ว้ยดีทีที มี
ความเขา้กันไดก้ับเซลลก์ระดูกเบา้ฟันมนุษยแ์ละมีสมบัติทางกายภาพทั่วไปที่ดีแต่ยังมีขอ้ดอ้ย
ส าคญัเช่นเดียวกนัคือ ระยะเวลาในการก่อตวัเป็นเจลที่ยงัค่อนขา้งนานอยู่ในช่วงระยะเวลา 15-30 
นาที ซึ่งอาจยงัไม่เหมาะสมในการน าไปประยกุตใ์ชใ้นการทดสอบทางคลินิกได้(6) 

การครอสลิงคจ์ากการบ่มตัวด้วยแสง (Photo-cross link) 
เนื่องด้วยไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกเป็นสารที่นิยมน ามาใช้ในการศึกษาในงาน

วิศวกรรมเนื ้อเยื่อ เนื่องจากมีส่วนประกอบที่คล้ายคลึงกับแมทริกซ์ระหว่างเซลล์ ท าให้มี 
การพัฒนาสตูรโครงสรา้งของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกอย่างต่อเนื่องเพื่อใหไ้ดไ้ฮโดรเจลที่มี
สมบัติเหมาะสมที่จะน าไปใช้ในทางคลินิก โดยวิธีการปรับปรุงโครงสรา้งมักท าด้วยการเติม  
ครอสลิงค์เกอรเ์พื่อเชื่อมโยงสายโซ่โมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกเข้าด้วยกันเพื่อให้เกิดเป็น
โครงสรา้งสามมิติ หนึ่งในวิธีที่นิยมคือการใชค้รอสลิงคเ์กอรท์ี่ถูกกระตุน้ดว้ยแสง (Photo-cross 
linker) หรือตัวเริ่มต้นที่ถูกกระตุ้นด้วยแสง (Photo-initiator) เนื่องจากสามารถควบคุมเวลาใน 
การเกิดการก่อตัวเป็นเจลได้ง่าย รวมถึงเป็นวิธีที่ลดความเสี่ยงที่จะท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลง
รูปรา่งของโปรตีนหรือไฮโดรเจลอนัเนื่องมาจากการเติมสารเคมีหลายชนิดในการครอสลิงค ์(70) โดย



  30 

ปฏิกิริยาจะการครอสลิงคจ์ะเกิดเมื่อครอสลิงคเ์กอร์หรือตัวเริ่มตน้ไดร้บัแสงที่มีความยาวคลื่นที่
เหมาะสมและเกิดการแตกตัวให้สารอนุมูลอิสระขึ ้น (Free radical) สารอนุมูลอิสระจะให้
อิเล็กตรอนแก่คารบ์อนอะตอมบรเิวณพนัธะคู่ภายในสายโซ่โมเลกุลของกรดไฮยาลโูรนิกท าใหเ้กิด
การเชื่อมต่อกบัสายโซ่โมเลกลุอื่นต่อไป (71) 

ในปี 2009 Fairbanks B.(72) และคณะได้ท าการศึกษาการครอสลิงค์ไฮโดรเจลโดยใช ้
แอลเอพี  (Lithium phenyl-2 ,4 ,6 -trimethylbenzoylphosphinate ; LAP) เป็นตัว เริ่มต้นที่ ถูก
กระตุน้ดว้ยแสงในควายาวคลื่นใกลเ้คียงกับแสงสีฟ้า ในการครอสลิงคไ์ดอะคริเลตพอลิเอทิลีน-
ไกลคอลไฮโดรเจล (Diacrylated polyethyleneglycol; PEGDA) พบว่าการก่อตัวเป็นเจลจะ
เกิดขึน้ดีที่สุดที่ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตร และพบว่าไฮโดรเจลจากพีอีจีดีเอที่ครอสลิงคด์ว้ย
แอลเอพีมีความเขา้กันไดก้ับเซลลไ์ฟโบรบลาสตเ์มื่อท าการทดสอบดว้ยวิธีการห่อหุ้ม เซลลด์ว้ย
ไฮโดรเจล โดยมีอัตราการมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตถ์ึง 95%(72) ต่อมาในปี 2018 Wang G.(73) 
และคณะไดศ้ึกษาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกและพีอีจีดีเอในรูปแบบฉีดโดยใชแ้อลเอพีเป็นตัว
เริ่มต้นที่ถูกกระตุ้นด้วยแสงร่วมกับปฏิกิริยาการเชื่อมต่อของโมเลกุลไฮโดรคารบ์อนจากการ
เหนี่ยวน าด้วยความรอ้น (Thermal-induced Diels-Alder reaction) พบว่าการก่อตัวเป็นเจลที่
ความยาวคลื่น 365 นาโนเมตรเกิดขึน้โดยใชเ้วลาเพียง 30 วินาที และคณุสมบติัของไฮโดรเจลที่ได้
มีความสามารถในการพองตวัเมื่อเจอน า้และมีลกัษณะการคงตวัที่ดี  ความแข็งแรงของไฮโดรเจล
จะเพิ่มมากขึน้เรื่อยๆตามระยะเวลาที่น าไปบ่มในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แสดงใหเ้ห็นว่ามี
ความเขา้กนัไดข้องการครอสลิงคไ์ฮโดรเจลดว้ยวิธีทัง้สองและเมื่อน าไฮโดรเจลมาทดสอบกบัเซลล์
กระดกูอ่อนพบว่ามีการแสดงออกของเซลลก์ระดกูอ่อนที่ปกติ(73) 

ในปี 2021 Chaopanitcharoen(7) และคณะไดพ้ฒันาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกชนิด
ที่มีการพอลิเมอไรเซชันจากการบ่มด้วยแสงสีฟ้า โดยการใช้แอลเอพีเป็นตัวเริ่มต้นในการเกิด 
พอลิเมอไรเซชันดว้ยแสง ซึ่งผลการวิจยัแสดงใหเ้ห็นถึงคณุสมบติัทางกายภาพที่เหมาะสมต่อการ
น ามาใชใ้นวิศวกรรมเนือ้เยื่อ อาทิ มีการพองตัวเมื่อสมัผัสกับน า้ มีรูพรุณที่มีขนาดเท่าๆกันทั่วทั้ง
ไฮโดรเจล สามารถย่อยสลายไดด้ว้ยเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส คาดว่าสมบติัเหล่านีเ้ป็นสมบติัที่เอื ้อ
ใหเ้ซลลส์ามารถเจริญเติบโตไดเ้มื่อน ามาเลีย้งร่วมกบัไฮโดรเจล นอกจากนีไ้ฮโดรเจลตามสตูรของ
งานวิจับนีย้ังสามารถเตรียมไดโ้ดยง่ายและใชร้ะยะเวลาในการก่อตัวเป็นเจลที่รวดเร็ว  มีความ
ปลอดภัยและตน้ทุนต ่าเมื่อเทียบกับปฏิกิริยาที่ใชส้ารเคมีในการครอสลิงค ์ทางผูว้ิจัยจึงมีความ
ตัง้ใจน าไฮโดรเจลชนิดดงักล่าวมาทดสอบความเขา้กันได้ทางชีวภาพกับเซลลไ์ฟโบรบลาสตเ์พื่อ
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เป็นแนวทางในการพัฒนาไฮโดรเจลส าหรบัวิศวกรรมเนือ้เยื่ออ่อนและ /หรือเนือ้เยื่อแข็งที่มีความ
เขา้กนัไดท้างชีวภาพกบัเซลลท์ี่ดีในทางคลินิกต่อไป 

การทดสอบความเข้ากันได้ของเซลลก์ับวัสดุสแคฟโฟลด ์(Compatibility test) 
ในการศึกษาความเข้ากันได้ของวัสดุทางชีวภาพหรือสแคฟโฟลด์จะใช้การทดสอบ  

ความมีชีวิตต่อเซลล ์(Cell viability assay) ในการทดสอบ ซึ่งวิธีที่นิยมใช้ในการทดสอบคือวิธี
วิเคราะหเ์อ็มทีที (MTT assay) และวิธีวิเคราะหร์ีซาซูรนิรีดกัชนั (Resazurin reduction assay) ซึ่ง
ทั้ง 2 วิธีเป็นวิธีการทดสอบที่มีขั้นตอนไม่ยุ่งยาก สามารถใชไ้ดก้ับทั้งเซลลท์ี่เกาะบนพืน้ผิวและ
เซลลท์ี่ลอยอยู่ในสารละลายและมีค่าใชจ้่ายส าหรบัชดุทดสอบที่สมหตสุมผล หลกัการของเอ็มทีที
และรีซาซูรินเป็นการวัดตัวบ่งบอกทางชีวเคมี  (Biochemical markers) เพื่ อประเมินระดับ 
การท างานของเซลล์ ในที่นี ้คือตัวให้อิเล็กตรอน 2 ตัว (NADH and NADPH) ซึ่งเป็นตัวให้
อิเล็กตรอนที่เป็นส่วนหนึ่งของปฏิกิริยาเคมีภายในเซลล ์หากมีอัตราการเปลี่ยนแปลงของตัวให้
อิเล็กตรอนมาก (Turnover rate) ก็แสดงใหเ้ห็นว่าเซลลน์ัน้ๆมีปฏิกิรยิาเคมีภายในเซลลเ์กิดขึน้มาก 
โดยสามารถวัดอัตราการเปลี่ยนแปลงของตัวให้อิเล็กตรอนที่เกิดขึน้ได้โดยการเกิดปฏิกิริยา  
รบัอิเล็กตรอน (Reduction reaction) ในสารประกอบจ าพวกเตตระโซเลียม (Tetrazolium) เช่น 
เอ็มทีที (MTT) เอ็มทีเอส  (MTS) เอ็กสท์ีที (XTT) หรือ ดบัเบิล้ยูเอสที (WST) หรือการเกิดปฏิกิริยา
รบัอิเล็กตรอนดว้ยดีไฮโดรจีเนส (Dehydrogenase) โดยใชต้ัวใหอิ้เล็กตรอนทัง้สองเป็นสารตัง้ตน้ 
สารที่ใชใ้นการทดสอบที่กลา่วมา เมื่อไดร้บัอิเล็กตรอน (Reduced form) จะเกิดเป็นสารประกอบที่
มีฟลูออเรสเซนสข์ึน้และสามารถวัดค่าไดโ้ดยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ์(Spectrophotometer) 
ถา้เซลลม์ีการแบ่งเซลลเ์ป็นปกติระหว่างเลีย้งเซลล ์ความหนาแน่นของเซลลภ์ายในภาชนะเลีย้ง
เซลลจ์ะเป็นสดัสว่นโดยตรงกบัค่าฟลอูอเรสเซนสท์ี่เกิดจากการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์(74) 

วิธีวิเคราะหเ์อ็มทีทีเป็นการใชเ้กลือเตตระโซเลียมที่เปลี่ยนเป็นฟอรม์าซานที่ไม่ละลายน า้ 
(Water-insoluble formazan) ซึ่ งจะ เกิด เป็นผลึกขึ ้นภายใน เซลล์  ผลึกที่ เกิ ดขึ ้นจะท าให ้
เยื่อหุม้เซลลแ์ตกและท าใหเ้ซลลต์ายลงในที่สดุ ผลที่ตามมาคือการสรา้งฟอรม์าซานจะหยดุลงและ
เป็นจุดสิน้สุดของปฏิกิริยา ขอ้เสียที่ชัดเจนของวิธีนีคื้อการที่ทา้ยที่สุดเซลลท์ี่ทดสอบจะตอ้งตาย
อย่างหลีกเลี่ยงไม่ไดแ้ละตอ้งมีขัน้ตอนเพิ่มเติมก่อนการวดัฟลอูอนเรสเซนสท์ี่เกิดขึน้ 

วิธีวิเคราะห์รีซาซูรินหรืออลามารบ์ลู (Alamar blue)เป็นวิธีที่เกิดจลนศาสตรป์ฏิกิริยา
อนัดับหนึ่งเทียม (Pseudo first-order reaction kinetic) แต่ผลิตภัณฑฟ์ลูออเรสเซนสท์ี่เกิดขึน้ให้
ความไวต่อการทดสอบที่มากขึน้ โดยเฉพาะในกรณีที่มีปริมาณเซลลไ์ม่มากแต่อย่างไรก็ตามวิธีนี ้
ยงัมีขอ้ควรระวงัหลายอย่าง 
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วิธีวิเคราะหเ์อ็มททีี 
สารละลายเกลือเตตระโซเลียมเป็นสารละลายที่ ไม่มี ฟลูออเรสเซนส์แต่เมื่ อ

เปลี่ยนเป็นฟอรม์าซานจะเกิดฟลูออนเรสเซนสข์ึน้ ในการทดสอบดว้ยวิธีวิเคราะห์เอ็มทีทีจะใช้
เกลือเตตระโซเลียมชนิดไดเมทิลไธอะโซลไดฟีนิลเตตระโซเลียมโบรไมด ์(3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) หรือเรียกว่าเอ็มทีที ซึ่งถูกแนะน าโดย Mosmann เพื่อ
วัดการเพิ่มจ านวนและความเป็นพิษต่อเซลลใ์นถาดเลีย้งเซลลช์นิด 96 หลุม(75) เอ็มทีทีมีฝ่ังที่
ละลายในไขมนัไดใ้นโมเลกลุและมีประจบุวกท าใหส้ามารถผ่านเยื่อหุม้เซลลแ์ละรบัอิเล็กตรอนจาก
เอนไซม์ ต่ างๆใน เซลล์ที่ มี ชี วิต  เช่น  ออกซิ โดรีดัก เตส  (Oxidoreductase) ดี ไฮ โดรจี เนส 
(Dehydrogenase) ออกซิ เด ส  (Oxidase) และ เพ อ รอกซิ เด ส  (Peroxidase) โดย ใช้ตั ว ให้
อิเล็กตรอนภายในเซลล์ (NADH, NADPH, succinate หรือ pyruvate) เป็นสารตั้งต้น ผลก็คือ
เอ็มทีทีจะถูกเปลี่ยนเป็นฟอรม์าซานที่ไม่ละลายน า้(74) นอกจากนีย้ังมีปฏิกิริยาที่ไม่อาศยัเอนไซม  ์
ในการให้อิเล็กตรอนแก่เอ็มทีทีอีกด้วย เช่น จากโมเลกุลของกรดแอสคอบิก (Ascorbic acid) 
กลตูาไธโอน (Glutathione) หรือโคเอนไซมเ์อ (Coenzyme A) 

ฟอรม์าซานที่เกิดขึน้ภายในเซลลจ์ะเป็นผลึกที่แหลมคมและท าใหเ้ซลลต์ายลงใน
ที่สดุ ท าใหห้ยุดปฏิกิริยาเคมีภายในเซลลแ์ละหยุดการเปลี่ยนเอ็มทีทีเป็นฟอรม์าซานอย่างรวดเร็ว
เกิดเป็นจุดสิน้สดุขึน้เนื่องจากผลึกฟอรม์าซานเกิดขึน้ภายในเซลล ์การท าการทดสอบดว้ยเอ็มทีที
จึงมกัมีขัน้ตอนการท าลายเซลลแ์ละขัน้ตอนการละลายฟอรม์าแซนก่อนการวดัค่าผลการทดสอบ 
ท าใหถ้ึงแมเ้อ็มทีทีจะเป็นวิธีการทดสอบที่ใชร้ะยะเวลาไม่นานแต่ดว้ยการที่มีขัน้ตอนเพิ่มเติมท าให้
วิธีนีไ้ม่ถือว่าเป็นวิธีที่ไดผ้ลทดสอบตามเวลาที่เกิดขึน้จรงิ(74) 

วิธีรซีาซูรินรีดักชัน 
รีซาซูรินถูกคน้พบโดย Weselsky และเริ่มใชม้าตั้งแต่ช่วงทา้ยของยุค 1920s ซึ่งใน

ขณะนัน้ใชใ้นการประเมินการติดเชือ้ของแบคทีเรียในนม หลงัจากนัน้รีซาซูรินก็ถูกน ามาใชเ้ป็นตัว
วดัระดบัปฏิกิรยิาที่เกิดขึน้ภายในเซลลใ์นหลากหลายแง่มมุ ทัง้การทดสอบความมีชีวิตของเซลล์(76) 
การเพิ่มจ านวนของเซลล ์และความเป็นพิษต่อเซลล์(77) หลกัการท างานของรีซาซูรินคือการไดร้บั
อิเล็กตรอนภายในเซลลท์ี่มีชีวิตแลว้เปลี่ยนเป็นรีโซรูฟิน (Resorufin)(78) กลไกการไดร้บัอิเล็กตรอน
ของรีซาซูรินนัน้มีหลากหลายทัง้ไดร้บัจากตัวใหอิ้เล็กตรอน (NADH, NADPH) การรบัอิเล็กตรอน
จากเอนไซมข์องไมโตคอนเดรีย (Mitochondrial enzyme)(79) เอ็นไซมจ์ากไมโครโซม (Microsomal 
enzyme)(80) หรือเอนไซมจ์ากการหายใจระดับเซลล์(81) หรือจากสารที่ท าหน้าที่ส่งต่ออิเล็กตรอน
โดยเฉพาะ เช่น พี เอ็มเอส (N-methylphenazinium methosulfate; PMS) แต่ไม่พบการได้รับ
อิเล็กตรอนจากเอ็นเอดีเอชโดยตรง(82) 
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รีซาซูรินสามารถละลายในบัฟเฟอรไ์ด้ท าให้สามารถใช้ร่วมกับงานเลีย้งเซลล์ได้
โดยตรง สีของสารละลายรีซาซูรินเป็นสีน า้เงินเขม้โดยพบฟลูออเรสเซนตใ์นปริมาณน้อย แต่เมื่อ  
รีซาซูรินเคลื่อนที่เขา้ไปในเซลลท์ี่มีชีวิตและไดร้บัอิเล็กตรอน รีซาซูรินจะเปลี่ยนเป็นรีโซรูฟินที่มีสี
ชมพูและมีฟลูออเรสเซนต์ เมื่อถูกกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 579 นาโนเมตร รีโซรูฟินจะปล่อย 
ฟลูออเรสเซนตท์ี่มีความยาวคลื่น 584 นาโนเมตรออกมา คุณสมบัติทางสเปคตรมัของรีซาซูริน
และรีโซรูฟินมีความแตกต่างกัน โดยรีซาซูรินจะดดูกลืนแสงไดดี้ที่ความยาวคลื่น 605 นาโนเมตร 
ส่วนรีโซรูฟินจะดูดกลืนไดดี้ที่ความยาวคลื่น 573 นาโนเมตร เมื่อรีซาซูรินเปลี่ยนเป็นรีโซรูฟินแลว้
จะยงัคงคณุสมบติัในการละลายน า้ไวอ้ยู่ ท าใหเ้ซลลไ์ม่ตายหลงัทดสอบดว้ยรีซาซูรินและสามารถ
ใชเ้ซลลใ์นการทดสอบอ่ืนต่อไปได ้

ขอ้ดีของรีซาซูรินคือมีค่าใชจ้่ายในการทดสอบต ่าและสามารถท ารว่มกบัการทดสอบ
อย่างอ่ืนได้ เช่น การวิเคราะห์แคสเปส  (Caspase) เพื่อหาการตายของเซลล์แบบเป็นระบบ 
(Apoptosis) ในการเลีย้งเซลล์(83) การวิเคราะหด์ว้ยรีซาซูรินมีความไวและน่าเชื่อถือมากกว่าการใช้
สียอ้มในกลุม่เตตระโซเลียม 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
การศกึษาวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจยัวางแผนเพื่อวิจยั โดยมีล  าดบัขัน้ตอนดงัต่อไปนี ้

การก าหนดกลุม่ตวัอย่าง 
ขัน้ตอนการทดลอง 
การเก็บรวบรวมขอ้มลู 
สถิติที่ใชใ้นการวิเคราะหข์อ้มลู 

การก าหนดกลุ่มตัวอย่าง 
เซลลท์ีใ่ช้ในการทดสอบ 

ไฟโบรบลาสตแ์อล 929 จากบรษิัทไบโอมีเดียไทยแลนด ์
ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกทีม่ีการพอลิเมอไรเซชันจากการบ่มด้วยแสงสีฟ้า 

ในการศึกษานีจ้ะใชไ้ฮโดรเจลจากรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัจากการบ่ม
ดว้ยแสงสีฟ้าที่ดดัแปลงมาจากสตูรของ Chaopanitcharoen และคณะ (2021) ซึ่งไดท้ าการศกึษา
ระยะเวลาในการบ่มด้วยแสงสีฟ้าที่แตกต่างกันของสารละลายเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด 
ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรมัต่อลิตร ที่ผสมกบัสารละลายลิเทียมฟีนิลไตรเมทิลเบนโซอิลฟอสฟิเนต 
(Lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate: LAP) ความเขม้ขน้ 15 มิลลิกรมัต่อลิตร 
ซึ่งในการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลลจ์ะเปรียบเทียบผลของการบ่มไฮโดรเจลดว้ยการฉาย
แสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาทีและ 90 วินาทีเพื่อดคูวามแตกต่างของการเจริญเติบโตเมื่อน าเซลลม์า
เลีย้งร่วมกับไฮโดรเจล ขัน้ตอนการเตรียมไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชัน
จากการบ่มดว้ยแสงสีฟ้าจะกล่าวถึงในส่วนต่อไป การก าหนดกลุ่มตวัอย่างในงานวิจัยครัง้นีแ้สดง
ในภาพประกอบ 8 
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ภาพประกอบ 8 แสดงการก าหนดกลุม่ตวัอย่างในงานวิจยัครัง้นี ้

ขั้นตอนการทดลอง 
1.การสงัเคราะหไ์ฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า 

1.1 การสงัเคราะหเ์มทาคริเลตไฮยาลูโรนกิแอซิด 
อปุกรณ ์

- โซเดียมไฮยาลโูรเนตน า้หนกัโมเลกลุ 47 กิโลดาลตนัจากบรษิัท Daliha 
- สารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร ์0.1 โมลาร ์
- เมทาครลิิคแอนไฮไดรดจ์ากบรษิัท Sigma-Aldrich 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์5 โมลาร ์
- น า้อลัตรา้เพียว 
- เทอโมมิเตอร ์
- น า้แข็ง 
- เครื่องผสมสารชนิดแม่ เหล็ก (Magnetic stirrer)รุ่น  MSH-300 จาก

บรษิัท Biosan 
- ถงุกรอง SnakeSkin Dialysis Tubing จากบรษิัท Thermo scientific 
- เครื่องป่ันเหวี่ยง รุน่ ROTINA 380 R จากบรษิัท Hettich 
- เครื่องฉายแสงรุน่ R Max Cure 9 
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1.1.1 การผสมเมทาครเิลตแอนไฮไดรดก์บัโซเดียมไฮยาลโูรเนต 
การเตรียมไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชันโดยแสงสี

ฟ้าในการศึกษาครั้งนี ้จะใช้วิธีการเตรียมตามขั้นตอนในการศึกษาของ Chaopanitcharoen 
(2021)(7) กรดไฮยาลูโรนิกเป็นโพลิเมอรท์ี่พบไดม้ากในแมทริกซร์ะหว่างเซลล ์ถูกน ามาใชอ้ย่าง
แพร่หลายในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ แต่ล าพงัเพียงแค่สายโพลิเมอรข์องกรดไฮยาลโูรนิกไม่สามารถ
เกิดการครอสลิงคเ์ป็นโครงร่างสามมิติเกิดเป็นไฮโดรเจลได ้จ าเป็นตอ้งมีการปรบัปรุงโครงสรา้ง
เสียก่อน โดยวิธีที่จะใชใ้นการปรบัปรุงโครงสรา้งในการศึกษานีจ้ะเป็นการเติมหมู่ไวนิลเขา้ไปยัง
ต าแหน่งหมู่ไฮดรอกซิลปฐมภูมิของกรดไฮยาลโูรนิกผ่านการเติมเมทาคริเลตแอนไฮไดรด ์จะเรียก
กรดไฮยาลูโรนิกที่ผ่านการปรบัปรุงโครงสรา้งดว้ยเมทาคริเลตแอนไฮไดรดแ์ล้วว่ าเมทาคริเลต- 
ไฮยาลโูรนิกแอซิด 

ขั้นตอนการสังเคราะห์เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดเริ่มจากชั่งโซเดียม- 
ไฮยาลูโรเนตมา 0.5 กรัม ใส่ในสารละลายโพแทสฟอสเฟตบัฟเฟอร ์0.1 โมลารป์ริมาตร 50 
มิลลิลิตร น าไปผสมให้เขา้กันด้วยเครื่องผสมสารชนิดแม่เหล็ก จะได้สารละลายโพแทสเซียม
ฟอสเฟตบฟัเฟอรท์ี่มีโซเดียมไฮยาลโูรเนตละลายอยู่ในสดัสว่น 1% โดยน า้หนกั น าไปใสใ่นภาชนะ
ที่บรรจุน าแข็งโดยยงัคงใหเ้ครื่องผสมสารชนิดแม่เหล็กท างานอยู่ตลอดเวลา ติดตัง้เทอโมมิเตอรไ์ว้
เพื่อท าการวัดอุณหภูมิสารละลายตลอดการเกิดปฏิกิริยา โดยตอ้งคงใหอุ้ณหภูมิ อยู่ในช่วง 0-4 
องศาเซลเซียส จากนั้นท าการวัดและจดบันทึก pH ของสารละลาย ท าการปรับ pH ของ
สารละลายด้วยโซเดียมไฮดร็อกไซด์ 5 โมลารใ์ห้อยู่ในช่วง 8-10 ตลอดการเกิดปฏิกิริยา เมื่อ
อุณหภูมิและค่า pH เหมาะสมใหค่้อยๆหยดเมทาคริเลตแอนไฮไดรดล์งไปในสารละลายจนครบ
ปริมาตร 1,281 ไมโครลิตร ท าการวัดอุณหภูมิและค่า pH ทุก 10 นาที หากอุณหภูมิสูงเกิน 4 
องศาเซลเซียสหรือค่า pH ต ่ากว่า 8 ใหท้ าการปรบัค่าทันที เมื่อครบ 8 ชั่วโมงใหเ้ติมเมทาคริเลต-
แอนไฮไดรดอี์ก 640 ไมโครลิตร ปรบัอณุหภูมิและค่า pH ใหเ้หมาะสมท าการสงัเกตอณุหภูมิและ
ค่า pH ต่ออีก 2 ชั่วโมงจากนัน้น าไปใส่ตูเ้ย็นเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะไดส้ารละลายที่มีเมทาครเิลต-
แอนไฮไดรด์กับโซเดียมไฮยาลูโรเนตในสัดส่วนโดยโมล 10:1 ที่ ก าลังเกิดปฏิกิริยา เป็น 
เมทาครเิลตไฮยาลโูรนิกแอซิด โดยปฏิกิรยิาท่ีเกิดขึน้จะเป็นดงัภาพประกอบ 9  
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ภาพประกอบ 9 แสดงการเกิดปฏิกิริยาในขัน้ตอนการปรบัปรุงโครงสรา้งกรดไฮยาลโูรนิกดว้ย 
เมทาครเิลตแอนไฮไดรด์(84) 

1.1.2 การก าจดัเมทาครเิลตแอนไฮไดรดส์ว่นเกิน 
ท าการตัดถุงกรอง SnakeSkin Dialysis Tubing ที่มีความจุ 3.7 มล /ซม  

ยาว 30 ซม 1 ถุง น าไปแช่น า้รอ้นเป็นเวลา 2 นาทีในบีกเกอรข์นาด 600 มล เพื่อก าจัดซัลเฟต 
จากนั้นน ามาแช่น ้าอุณหภูมิห้องอีก 10 นาที พับปลายถุง 2 ทบแล้วหนีบปลายไว้ไม่ให้มีรูรั่ว 
จากนัน้น าสารละลายเมทาครเิลตไฮยาลโูรนิกในตูเ้ย็นมาเทใส่ถงุกรองทัง้หมด พบัปากถุงแลว้หนีบ
ไม่ใหม้ีรูรั่วจบัปลาย 2 ฝ่ังเขา้หากนัแลว้ติดตัง้เครื่องมือลอยน า้ (Floating device) น าไปแช่ในถงัใส่
น า้อลัตรา้เพียวขนาดปริมาตร 3 ลิตร แลว้น าไปติดตัง้บนเครื่องผสมสารแบบแม่เหล็กในตูเ้ย็น ท า
การเปิดเครื่องไว้ตลอดขั้นตอนการกรอง ท าการเปลี่ยนน ้าอัลตรา้เพียวทุกๆ 30 นาทีจนครบ 
 2 ชั่วโมง จากนั้นให้เปลี่ยนน า้อัลตรา้เพียวทุก 1 ชั่วโมงต่อจนครบ 2 ชั่วโมง จากนั้นให้ท าการ
เปลี่ยนน า้อลัตรา้เพียวทกุๆ 1-2 วนัจนครบ 7 วนั 

เมื่อครบ 7 วันให้น าสารละลายเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกภายในถุงกรองมา
แบ่งใส่หลอดป่ันเหวี่ยง 4 หลอด น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จะพบตะกอนเกิดขึน้เล็กน้อยซึ่งเป็นตะกอนของเมทาคริเลต- 
ไฮยาลโูรนิกแอซิดที่เกิดการย่อยสลาย ท าการเก็บเอาเฉพาะส่วนของเหลวดา้นบนไวใ้นหลอดใหม่ 
จะไดเ้มทาครเิลตไฮยาลโูรนิกแอซิดท่ีมีความบรสิทุธิ์ ใหน้ าไปแช่แข็งในตู ้-20 องศาเซลเซียส 

1.1.3 การตรวจปรมิาณการเกิดการปรบัปรุง (Degree of modification) 
น าสารละลายเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกที่แช่แข็งแล้วไปท าให้แห้งด้วยวิธี 

แช่แห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze dry, Lyophilization) ซึ่งจะใช้เวลาประมาณ 2 วัน น ้าที่อยู่ใน
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สารละลายจะถูกท าใหร้ะเหิดออกไปหมดเหลือเป็นร่างแหของเมทาคริเลตไฮยาลโูรนิกที่มีลกัษณะ
คล้ายฟองน ้า ท าการแบ่งเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกมา 13 มิลลิกรัมท าการเติมดิวทิ เลียม 
(Deuterium) ลงไป 0.5 มิลลิลิตร แล้วดูดมาใส่หลอด NMR ให้มีสารละลายสูงอย่างน้อย 4 
เซนติเมตร ท าการปิดจุกให้แน่นแลว้เขียนระบุชื่อและวันที่ให้เรียบรอ้ย จากนั้นจึงน าส่งเพื่อท า
โปรตอนนิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปคโตรสโคปี (1H–NMR spectroscopy) ผลที่ไดจ้ะเป็น
กราฟดังภาพประกอบ 10 ซึ่งสามารถน าค่าจากกราฟมาค านวณหาค่าปริมาณการเกิดการ

ปรบัปรุงได้จากสูตร Degree of modification =
(𝑎×

3

2
)

𝑐−(𝑎×
3

2
)
× 100 โดยค่าปริมาณการเกิด

การปรบัปรุงของเมทาคริเลตไฮยาลโูรนิกแอซิดจะตอ้งมีค่าตัง้แต่รอ้ยละ 60 ขึน้ไป จึงจะน ามาใชใ้น
การศกึษาครัง้นี ้

 

 

ภาพประกอบ 10 แสดงกราฟผลการท าโปรตอนนิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปคโตรสโคปี 
ของเมทาครเิลตไฮยาลโูรนิกแอซิด โดย a คือพีคของโปรตอนของเมทีนจากหมู่ไวนิล b คือพีคของ

โปรตอนของเมทิลจากหมู่ไวนิล c คือพีคของโปรตอนเมทิลจากกรดไฮยาลโูรนิก 



  39 

1.1.4 การฆ่าเชือ้เมทาครเิลตไฮยาลโูรนิกแอซิด 
เมื่อไดเ้มตาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่มีค่าปริมาณการเกิดการปรบัปรุงอยู่

ในช่วงที่มากกว่ารอ้ยละ 60 จะน ามาใชใ้นการศึกษาครัง้นี ้แต่ก่อนน ามาใชจ้ะตอ้งท าการฆ่าเชือ้
ก่อนด้วยการน าไปแช่ใน 99.99% เอทิลแอลกอฮอล (Ethyl alcohol) เป็นเวลา 10 นาทีจากนั้น
น าไปอาบรังสีอัลตร้าไวโอเลตภายในตู้ปลอดเชื ้อต่อเป็นเวลา 24 ชั่ วโมงจะได้เมทาคริเลต - 
ไฮยาลโูรนิกแอซิดที่พรอ้มน าไปใชใ้นขัน้ตอนต่อไป 

1.2 การเตรียมสารละลายไฮโดรเจล 
1.2.1 การผสมเมทาครเิลตไฮยาลโูรนิกกบัแอลเอพี 
ในการท าให้เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกเกิดการก่อตัวเป็นไฮโดรเจลซึ่งเป็น  

โครงร่างสามมิติจ าเป็นต้องใส่สารที่ท าหน้าที่ เกิดการครอสลิงค์ลงไป ซึ่งในการทดลองนี ้ 
จะใช้สารที่ชื่อว่าลิเทียมฟีนิลไตรเมทิลเบนโซอิลฟอสฟิเนต (Lithium phenyl-2,4,6-trimethyl 
benzoylphosphinate :LAP)) ซึ่งเป็นสารที่จะถูกกระตุน้ใหเ้กิดอณุมูลอิสระขึน้ไดเ้มื่อไดร้บัแสงใน
ความยาวคลื่น 450-500 นาโนเมตรหรือก็คือช่วงความยาวคลื่นของแสงสีฟ้า เมื่อเกิดอณุมลูอิสระ
จะท าใหเ้มทาคริเลตไฮยาลโูรนิกแอซิดเกิดการสรา้งพนัธะเชื่อมกนัระหว่างแต่ละสายโซ่โมเลกุลใน
บรเิวณหมู่ไวนิลเกิดเป็นไฮโดรเจลขึน้ ในการผสมสารละลายไฮโดรเจลจะท าภายใตตู้ป้ลอดเชือ้โดย
เริ่มจากน าเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกที่ผ่านการฆ่าเชือ้แล้วมาละลายในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด  
ดีเอ็มอีเอ็ม จากนั้นท าการผสมแอลเอพีลงในอาหารเลีย้งเซลลช์นิดดีเอ็มอีเอ็มแลว้น าไปกรอง 
เชือ้ออกผ่านแผ่นกรองอาหารเลีย้งเซลล ์จากนัน้น ามาผสมในเมทาคริเลตไฮยาลโูรนิกที่ละลายใน
อาหารเลีย้งเซลลแ์ลว้ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก 100 มิลลิกรมัต่อลิตรและ 
แอลเอพี 15 มิลลิกรมัต่อลิตร จะไดเ้ป็นสารละลายไฮโดรเจลที่มีปริมาณพอลิเมอเมทาคริเลตไฮ
ยาลโูรนิกแอซิด 3% ที่ปราศจากเชือ้และพรอ้มน าไปท าการทดสอบต่อไป 

1.2.2 การก่อตวัเป็นไฮโดรเจล 
ในการทดสอบเมื่อตอ้งการใหส้ารละลายไฮโดรเจลเกิดการก่อตวั สามารถท า

ได้โดยใช้เครื่องฉายแสงฉายแสงสีฟ้าลงบนสารละลายไฮโดรเจล ซึ่งในการศึกษาครั้งนี ้จะใช้ 
เครื่องฉายแสงรุ่น  R Max Cure 9 ซึ่ ง เป็นเครื่องที่ ให้แสงความยาวคลื่น  480 นาโนเมตร 
ความเข้มแสง 1,800 มิลลิวัตต์ต่อตารางเซนติเมตร ฉายที่ระยะห่าง 1 เซนติเมตรกับพื ้นผิว
สารละลายไฮโดรเจล ขั้นตอนการสังเคราะห์เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลเป็นดัง
ภาพประกอบ 11 
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ภาพประกอบ 11 แสดงขัน้ตอนการสงัเคราะหเ์มทาครเิลตไฮยาลโูรนิกแอซิดไฮโดรเจล 

 
2.การทดสอบความเขา้กนัไดข้องไฟโบรบลาสตแ์อล 929 กบัไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิก
ที่มีการพอลิเมอไรชนัโดยแสงสีฟ้า 

 
2.1 การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์โดยออ้ม (Indirect cytotoxicity assay) 

วิธีการทดสอบนีอ้า้งอิงจาก ISO 10993-5 ซึ่งว่าดว้ยการทดสอบความเขา้กันได้
ทางชีวภาพของวัสดุทางการแพทยก์ับเซลล ์เริ่มโดยเตรียมสารละลายเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก -
แอซิดที่ผสมกบัแอลเอพีตามสดัส่วนที่ไดก้ล่าวมาแลว้ น ามาขึน้รูปเป็นไฮโดรเจลในแท่นพิมพใ์หไ้ด้
ลกัษณะเป็นวงกลมขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 5 เซ็นติเมตร หนา 1 เซนติเมตรโดยท าการฉายแสง 
สีฟ้ าจนก่อตัวเป็น เจลที่ สมบูรณ์  จากนั้นน าไป เจาะด้วยตัวเจาะให้ได้ไฮโดรเจลขนาด 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร หนา 1 เซนติเมตรเพื่อน ามาแช่ในอาหารเลี ้ยงเซลล์ชนิด 
ดีเอ็มอีเอ็มในหลอดป่ันเหวี่ยงแล้วจึงน าเข้าตู้เลี ้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียสที่มี
คารบ์อนไดออกไซด ์5% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้จึงน าเอาเฉพาะอาหารเลีย้งเซลลท์ี่สมัผสักับ
ไฮโดรเจลมาทดสอบกับไฟโบรบลาสต์แอล 929 ในจานเลีย้งเซลลช์นิด 96 หลุม โดยค่อยๆลด
ความเข้มข้นลงจากความเข้มข้นของอาหารเลีย้งเซลล์ที่  100% เป็น 50%, 25% และ 12.5% 
ตามล าดบั ในส่วนของกลุ่มควบคมุจะใช ้10% Dimethyl Sulfoxide เป็นกลุม่ควบคมุลบและ 10% 
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Fetal bovine serum เป็นกลุ่มควบคุมบวก ก าหนดให้ในแต่ละหลุมจะมีเซลลจ์ านวน 10,000 
เซลลแ์ละไดร้บัสารทดสอบหลมุละ 100 ไมโครลิตร เมื่อไดร้บัสารทดสอบครบทุกหลมุจะน าเขา้บ่ม
ในตูเ้ลีย้งเซลลต่์อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลงัจากครบเวลา 24 ชั่วโมงจะท าการวิเคราะหค์วามมีชีวิต
ของเซลลด์ว้ยวิธีวิเคราะหเ์อ็มทีที ซึ่งค่าฟลอูอเรสเซนสท์ี่ไดจ้ะบ่งบอกถึงระดบัการท างานของเซลล์
ทัง้หมดภายในหลมุเลีย้งเซลล ์การทดสอบนีจ้ะท าการทดสอบซ า้ทัง้หมด 9 ครัง้ การออกแบบการ
ทดลองดว้ยวิธีนีเ้ป็นการจ าลองภาวะการใชง้านจรงิในทางคลินิกที่ไฮโดรเจลจะสมัผสัและถกูแช่อยู่
ในเลือดหรือสารน ้าระหว่างเซลลภ์ายในร่างกายโดยตรง ซึ่งผลการทดลองจะสามารถบอกถึง 
ความเป็นพิษของไฮโดรเจลได้ ขั้นตอนการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์โดยอ้อมแสดงใน
ภาพประกอบ 12 

 

ภาพประกอบ 12 แสดงขัน้ตอนการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยออ้ม 

2.2 การทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล์ 
2.2.1 การทดสอบดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติ (2D culture assay) 
ในการศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์เมื่อเลีย้งร่วมกับไฮโดรเจลนั้นจะ

ท าการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการเลีย้งร่วมกบัไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 
วินาทีและ 90 วินาที ในการทดสอบโดยการน าเซลลม์าเลีย้งบนพืน้ผิวเซลลใ์นลกัษณะ 2 มิตินั้น 
เริ่มจากการเตรียมสารละลายเมทาครเิลตไฮยาลโูรนิกแอซิดที่ผสมกบัแอลเอพีตามสดัส่วนที่กล่าว
ขา้งต้น จากนั้นน ามาใส่ลงในจานเลีย้งเซลลช์นิด 96 หลุมสีด าหลุมละ 80 ไมโครลิตร ที่ใชเ้ป็น 
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จานเลีย้งเซลล์สีด าเพื่อลดการรบกวนของแสงสีฟ้าขณะท าการฉายแสงไม่ให้ไปมีผลกับการ 
ก่อตัวเป็นเจลของสารละลายไฮโดรเจลในหลุมอ่ืนๆ ท าการฉายแสงสีฟ้าเพื่อให้สารละลาย  
ไฮโดรเจลเกิดการก่อตวัเป็นเจลโดยแบ่งออกเป็นกลุ่มที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้า 60 วินาทีและกลุ่มที่
ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้า 90 วินาที ท าการเติมอาหารเลีย้งเซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็มสมบูรณ์ลงไปใน 
จานเลีย้งเซลลห์ลุมละ 100 ไมโครลิตรแลว้น าไปไวใ้นตูเ้ลีย้งเซลลเ์ป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้ท า
การใส่ไฟโบรบลาสตแ์อล 929 ลงบนพืน้ผิวของไฮโดรเจลจ านวน 5,000 เซลลต่์อหลุม แลว้น าไป
บ่มในตู้เลีย้งเซลลท์ี่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% แล้วจึงท าการวัด 
ความมีชีวิตของเซลลด์ว้ยวิธีวิเคราะหร์ีซาซูรินในวนัที่ 1, 3, 5 และ 12 ของการทดลอง โดยเตรียม
สารรีซาซูรินตามคู่มือของผู้ผลิต จากนั้นเติมลงในกลุ่มทดลองในอัตราส่วน 1 ต่อ 10 เขย่า 
จานเลี ้ยงเซลล์เป็นเวลา 30 วินาที  จากนั้นน าเข้าบ่มต่อที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ที่มี
คารบ์อนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เซลลท์ี่มีชีวิตจะเปลี่ยนรีซาซูรินเป็นรีโซรูฟินซึ่ง
เป็นสารที่มีฟลูออเรสเซนส ์บันทึกผลโดยวัดปริมาณการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540/590  
นาโนเมตร โดยใชเ้ครื่องอ่านค่าไมโครเพลต (Asys UVM340 Microplate reader) กลุ่มควบคุม
บวกในการทดลองนีคื้อพืน้ผิวของจานเลีย้งเซลล ์กลุ่มควบคมุที่ไม่มีเซลลคื์อไฮโดรเจลและอาหาร
เลีย้งเซลลช์นิดดีเอ็มอีเอ็มสมบูรณ ์ในการทดลองนีจ้ะท าการเติมอาหารเลีย้งเซลลช์นิดดีเอ็มอีเอ็ม
สมบูรณป์ริมาตร 50 ไมโครลิตรทุกๆ 3 วนั และท าการทดสอบซ า้ทัง้หมด 9 ครัง้ การออกแบบการ
ทดลองด้วยวิธีนี ้เป็นการดูการเจริญเติบโตของเซลล์บนพื ้นผิวไฮโดรเจลและเป็นการดูถึง  
ความเป็นพิษของไฮโดรเจลต่อเซลลโ์ดยตรงอีกดว้ย ขัน้ตอนการทดสอบดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 
2 มิติแสดงในภาพประกอบ 13 

 

 

ภาพประกอบ 13 แสดงขัน้ตอนการทดสอบดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติ 



  43 

2.2.2 การทดสอบดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจล (Encapsulation 
assay) 
การทดสอบนี ้จะเป็นการดูการเจริญเติบโตของเซลลเ์มื่อน ามาห่อหุ้มด้วย

ไฮโดรเจลในลักษณะ 3 มิติ (Encapsulation) เพื่อใหเ้ซลลอ์ยู่ในสภาวะใกลเ้คียงกับสิ่งแวดลอ้ม
ภายในร่างกาย (in vivo) ซึ่งเซลลจ์ะถูกลอ้มรอบไปดว้ยสารเคลือบเซลล ์(Extracellular matrix) 
และผลการทดลองที่ไดจ้ะไม่มีผลจากขัว้ของเซลลม์าเก่ียวขอ้ง (Polarity)  

การเลีย้งเซลลด์ว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจล (encapsulation) ท าได้
โดยการเตรียมสารละลายเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่ผสมแอลเอพีตามอัตราส่วนที่ไดก้ล่าว
มาแลว้ จากนัน้น าไฟโบรบลาสตแ์อล 929 มาผสมกบัสารละลายไฮโดรเจลใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนัแลว้
น าไปใส่ในจานเลีย้งเซลลช์นิด 96 หลมุสีด า โดยก าหนดใหใ้นแต่ละหลมุมีสารละลายไฮโดรเจลปริ
มาตร 50 ไมโครลิตรและมีเซลลอ์ยู่ 10,000 เซลล ์จากนัน้จึงท าการฉายแสงสีฟ้าโดยแบ่งเป็นกลุ่ม
ที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาทีและ 90 วินาที สารละลายไฮโดรเจลจะเกิดการก่อตัว
เป็นเจลโดยห่อหุม้เซลลอ์ยู่ขา้งใน จากนั้นใหเ้ติมอาหารเลีย้งเซลลช์นิดดีเอ็มอีเอ็มสมบูรณ์ลงไป
หลุมละ  100 ไม โครลิ ต ร  น า เข้าบ่ ม ในตู้ เลี ้ย ง เซลล์ที่ อุณ หภู มิ  37 องศาเซล เซี ยสที่ มี
คารบ์อนไดออกไซด ์5% แลว้ท าการวดัค่าฟลอูอเรสเซนสด์ว้ยวิธีวิเคราะหร์ีซาซูรินในวันที่ 1, 3, 5 
และ 12 ของการทดสอบ ในการทดสอบนีจ้ะใชก้ลุ่มควบคมุภายในกล่าวคือจะท าการเปรียบเทียบ
ค่าฟลูออเรสเซนสท์ี่วัดไดใ้นแต่ละวันกับค่าฟลูออเรสเซนสท์ี่วัดไดใ้นวันที่ 1 ของกลุ่มทดสอบที่
ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้า 60 วินาที ในการทดสอบนีจ้ะท าการเติมอาหารเลีย้งเซลลช์นิดดีเอ็มอีเอ็ม
สมบูรณป์ริมาตร 50 ไมโครลิตรทุก 3 วนั การทดลองนีจ้ะท าซ า้ทัง้หมด 9 ครัง้ ขัน้ตอนการทดสอบ
ดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจลแสดงในภาพประกอบ 14 
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ภาพประกอบ 14 แสดงขัน้ตอนการทดสอบดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจล 

2.3 การตรวจดูลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเซลล ์ 
ในงานวิจยัครัง้นีจ้ะท าการตรวจดลูกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลท์ี่ผ่านการเลีย้ง

ร่วมกับไฮโดรเจลทั้งในลักษณะ 2 มิติและ 3 มิติเป็นเวลา 12 วัน ท าโดยน าอาหารเลีย้งเซลล ์
ออกจากจานเลีย้งเซลล ์แลว้ท าการลา้งอาหารเลีย้งเซลลท์ี่ตกคา้งดว้ยพีบีเอสปรมิาตร 1 มิลลิลิตร 
หลุมละ 2 ครัง้ จากนัน้ท าการตรงึดว้ย 2.5% กลูตารอลดีไฮดป์ริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนัน้ท าการดูดออกแลว้แช่ในพีบีเอส 1 มิลลิลิตรเป็นเวลา 5 
นาทีหลมุละ 2 ครัง้ จากนัน้จะท าการดงึน า้ออกดว้ยเอธานอลที่ความเขม้ขน้ 25%, 50% และ 75% 
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปรมิาตร 500 ไมโครลิตรต่อหลมุเป็นเวลา 5 นาทีตามล าดบั จากนัน้จึง
ใชเ้ติม 100% เอธานอล อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปริมาตร 500 ไมโครลิตรต่อหลุมเป็นเวลา 5 
นาทีอีกหลุมละ 3 ครัง้ แล้วจึงท าให้แห้งขั้นสุดทา้ยด้วยเอชเอ็มดีเอส  (Hexamethyldisilazane; 
HMDS) ปริมาตร 300 ไมโครลิตรต่อหลมุ แช่ไวเ้ป็นเวลา 20 นาที จากนัน้จึงดดูเอชเอ็มดีเอสออก
แล้วทิง้ไวใ้ห้แห้งในตู้ปลอดเชือ้เป็นเวลา 1 วัน น าชิน้ตัวอย่างที่แห้งแล้วส่งตรวจดูรูปร่างเซลล์
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) ที่
คณะทันตแพทยศาสตร ์มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒประสานมิตร เพื่อศึกษาลักษณะทาง
สณัฐานของไฟโบรบลาสตแ์อล 929 
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การเก็บรวบรวมข้อมูล 
 1. ตรวจวดัค่าฟลอูอเรสเซนสด์ว้ยเครื่องอ่านค่าไมโครเพลตในการทดสอบความเป็นพิษ

ต่อเซลลโ์ดยออ้มด้วยวิธีวิเคราะหเ์อ็มทีทีและการทดสอบด้วยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติและ 
การทดสอบดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจลดว้ยวิธีวิเคราะหร์ีซาซูรนิ 

2. การตรวจดรููปรา่งของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราด  

สถิติที่ใช้ในการวิเคราะหข์้อมูล 
ในการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยออ้ม การทดสอบดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 

มิติและการทดสอบดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจลจากน าค่าฟลูออเรสเซนสท์ี่วัดไดม้าท า
การทดสอบการกระจายตัวแบบปกติของขอ้มูลดว้ยโปรแกรม GraphPad Prism 5 หากขอ้มูลมี
การกระจายตัวที่ปกติจะท าการทดสอบด้วยวิธี One-way ANOVA ร่วมกับ Tukey’s multiple 
comparisons test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% หากข้อมูลที่ได้ไม่มีการกระจายตัวที่ปกติจะใช้
วิ ธีการทดสอบด้วย Kruskal-Wallis test ร่วมกับ Dunn’s multiple comparisons test ในการ
วิเคราะห ์  
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บทที ่4 
ผลการวิจัย 

 
งานวิจัยนี ้ได้ศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพระหว่างไฟโบรบลาสต์แอล 929 กับ 

ไฮโดรเจลจากรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า ซึ่งผูว้ิจัยไดด้  าเนินการวิจยัตาม
ขัน้ตอนที่ไดอ้ธิบายไวข้า้งตน้เพื่อใหไ้ดผ้ลวิจยัดงัต่อไปนี ้

1. ผลการสงัเคราะหเ์มทาครเิลตไฮยาลโูรนิกแอซิด 
2. ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยออ้ม (Indirect cytotoxicity assay) 
3. ผลการทดสอบดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติ (2D culture assay) 
4. ผลการทดสอบดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจล (Encapsulation assay) 
5. ผลการตรวจดลูกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์
เมื่อท าการเก็บรวบรวมขอ้มลูในการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยออ้ม การทดสอบ

ดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติและการทดสอบดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจลครบถว้น 
ได้น าข้อมูลในแต่ละการทดสอบไปท าการทดสอบการกระจายตัวแบบปกติของข้อมูลด้วย
โปรแกรม GraphPad Prism 5 พบว่าข้อมูลที่รวบรวมได้จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์
โดยออ้มและการทดสอบดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจลไม่ผ่านการทดสอบการกระจายตัว
แบบปกติของขอ้มูลจึงไดว้ิเคราะหข์อ้มูลดว้ยสถิติ Kruskal-Wallis test ร่วมกับ Dunn’s multiple 
comparisons test ในการวิเคราะหข์อ้มูลภายในกลุ่มทดลองและใชส้ถิติ Mann Whitney test ใน
การวิเคราะห์ข้อมูลระหว่างกลุ่มทดลองดังแสดงในภาพประกอบ 16 และภาพประกอบ 18  
ในส่วนของข้อมูลจากการทดสอบดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติพบว่ามีการกระจายตัวของ
ข้อมูลแบบปกติเมื่อท าการทดสอบด้วย Shapiro-Wilk test (alpha=0.05) จึงท าการวิเคราะห์
ข้อมูลด้วยสถิติ One-way ANOVA ร่วมกับ Tukey’s multiple comparisons test ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 17 

 
ผลการสังเคราะหเ์มทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด 

ในการศึกษาครัง้นีผู้ว้ิจัยไดท้ าการสังเคราะหเ์มทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดเป็นจ านวน  
 4 ครัง้ โดยเมื่อท าการทดสอบหาปริมาณการเกิดการปรงัปรุงโครงสรา้ง (degree of modification) 
ดว้ยวิธีโปรตอนนิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปคโตรสโคปีพบว่าเมทาครเิลตไฮยาลโูรนิกแอซิดที่
สังเคราะห์ได้ทั้ง 4 ครัง้มีค่าปริมาณการเกิดการปรบัปรุงโครงสรา้งรอ้ยละ 100 ซึ่งเป็นไปตาม
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เกณฑท์ี่ก าหนดไวว้่าเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่ใชใ้นการศึกษาตอ้งมีค่าปริมาณการเกิดการ
ปรบัปรุงโครงสรา้งมากกว่ารอ้ยละ 60 ตัวอย่างกราฟที่ไดจ้ากการทดสอบโปรตอนนิวเคลียรแ์มก
เนติกเรโซแนนซส์เปคโตรสโคปีเป็นดงัภาพประกอบ 15 

 

ภาพประกอบ 15 ตวัอย่างผลการทดสอบหาปรมิาณการเกิดการปรบัปรุงโครงสรา้ง 
ดว้ยวิธีโปรตอนนิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปคโตรสโคปีในการสงัเคราะหค์รัง้ที่ 1 

 
ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยอ้อม (Indirect cytotoxicity assay) 

จากการน าอาหารเลี ้ยงเซลล์ที่ ได้สัมผัสกับไฮโดรเจลเป็นเวลา 1 วันมาทดสอบกับ 
ไฟโบบลาสต์แอล 929 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วท าการวิเคราะห์ความมีชีวิตของเซลลด์้วยวิธี
วิเคราะหเ์อ็มทีทีพบว่า ในกลุ่มที่ไดร้บัอาหารเลีย้งเซลลท์ี่สมัผัสกับไฮโดรเจลความเขม้ขน้ 100%  
วัด ค่ าการดูดกลื น แส งได้  0.9371±0.0698 กลุ่ ม ที่ ได้ รับ อาหารเลี ้ย ง เซลล์ที่ สัม ผัส กับ 
ไฮ โด รเจลความ เข้ม ข้น  50% วัด ค่ าการดู ดกลื น แส งได้  0.9173±0.2137 กลุ่ ม ที่ ได้ รับ 
อาหารเลี ้ย ง เซลล์ที่ สัมผัสกับ ไฮโดรเจลความ เข้ม ข้น  25% วัด ค่ าการดูดกลืนแสงได ้
0.9208±0.0849 กลุ่มที่ ได้รับอาหารเลี ้ยงเซลล์ที่ สัมผัสกับไฮโดรเจลความเข้มข้น 12.5%  
วัดค่าการดูดกลืนแสงได้ 0.8736±0.0776 ในกลุ่มควบคุมบวกที่ ได้รับอาหารเลี ้ยงเซลล์ที่มี  
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10% Dimethyl Sulfoxide วั ด ค่ า ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง ไ ด้  0.4809±0.1143 แ ล ะ ใ น ก ลุ่ ม 
ควบคุมลบที่ได้รับอาหารเลี ้ยงเซลล์ที่มี 10% Fetal Bovine Serum วัดค่าการดูดกลืนแสงได ้
0.9111±0.1015 ดังแสดงในตารางที่ 2 แสดงใหเ้ห็นว่าในกลุ่มทดสอบที่ไดร้บัอาหารเลีย้งเซลลท์ี่
สมัผัสกับไฮโดรเจลในทุกความเขม้ขน้สามารถพบความมีชีวิตของเซลลแ์อล 929 ไดแ้ละค่าการ
ดูดกลืนแสงที่วัดไดม้ีค่าใกลเ้คียงกันและไม่แตกต่างจากกลุ่มที่ไดร้บัอาหารเลีย้งเซลลท์ี่มี 10% 
Fetal Bovine Serum อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ในขณะที่กลุ่มที่ไดร้บัอาหารเลีย้งเซลลท์ี่มี 10% 
Dimethyl Sulfoxide มีค่านอ้ยกว่ากลุ่มอื่นอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ แสดงใหเ้ห็นว่าไฮโดรเจลไม่มี
ความเป็นพิษต่อเซลลเ์นื่องจากเซลลย์งัสามารถคงเมแทบอลิซึมไวไ้ดใ้นอาหารเลีย้งเซลลท์ี่สมัผัส
กับไฮโดรเจลในทุกความเข้มข้นและมีค่าไม่ต่างกับกลุ่มที่ เลี ้ยงใน 10% Fetal bovine serum 
แผนภมูิแท่งแสดงผลการทดสอบ Indirect Cytotoxicity Assay เป็นดงัภาพประกอบ 16 
 

ตาราง 2 แสดงค่าการดดูกลืนแสงที่วดัไดจ้ากวิธีวิเคราะหเ์อ็มทีทีในการทดสอบ Indirect 
Cytotoxicity Assay, n=9 

 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่นำมาทดสอบ ค่าการดูดกลืนแสง, mean ± SD 
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับ 

ไฮโดรเจลความเข้มข้น 100% 
0.9371±0.0698 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับ 
ไฮโดรเจลความเข้มข้น 50% 

0.9173±0.2137 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับ 
ไฮโดรเจลความเข้มข้น 25% 

0.9208±0.0849 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับ 
ไฮโดรเจลความเข้มข้น 12.5% 

0.8736±0.0776 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี  
10% Dimethyl Sulfoxide 

0.4809±0.1143 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี  
10% Fetal Bovine Serum 

0.9111±0.1015 
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INDIRECT CYTOTOXICITY (MTT)
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ภาพประกอบ 16 แผนภมูิแท่งแสดงผลการทดสอบ Indirect Cytotoxicity Assay ค่าที่แสดงคือ  
mean ± SD, n=9, โดยใชส้ถิติ Kruskal-Wallis test รว่มกบั Dunn’s multiple comparisons test, 

p<0.05 โดย * หมายถึงมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ p<0.05, ** หมายถึงมี
ความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ p<0.01, *** หมายถึงมีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติที่ p<0.001, **** หมายถึงมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ 

p<0.0001 

ผลการทดสอบด้วยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติ (2D culture assay) 
การทดสอบการเลีย้งไฟโบรบลาสต ์929 บนพืน้ผิวของไฮโดรเจลในลกัษณะ 2 มิติแลว้

น ามาทดสอบความมีชีวิตดว้ยวิธีวิเคราะหร์ีซาซูรินในวันที่ 1, 3, 5 และ 12 โดยเปรียบเทียบกลุ่ม
ไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงเป็นระยะเวลา 60 วินาทีและ 90 วินาที โดยมีกลุ่มควบคุมบวกคือ
พื ้นผิวจานเลี ้ยงเซลล์และกลุ่มควบคุมที่ ไม่มี เซลล์คือไฮโดรเจลและอาหารเลี ้ยงเซลล์ชนิด 
ดีเอ็มอีเอ็ม พบว่าในกลุ่มที่เลีย้งบนพืน้ผิวไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาที วดั
ค่าฟลูออเรสเซนส์ในวันที่  1, 3, 5 และ 12 ได้ 10,544.33±4,544.26, 13,210.00±2,090.41, 
26,749.33±6,002.81 และ 43,603.67±1,594.29 ตามล าดับ ในกลุ่มที่ เลีย้งบนผิวไฮโดรเจลที่
ได้รับการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาที  วัดค่าฟลูออเรสเซนส์ในวันที่  1, 3, 5 และ 12  
ได ้7,607.33±3,440.67, 22,667.66±6,270.75, 27,623.33±9,056.13 และ44,008.67±5,609.76 
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ตามล าดับ กลุ่มที่เลีย้งบน พืน้ผิวจานเลีย้งเซลล  ์วดัค่าฟลูออเรสเซนสใ์นวนัที่ 1, 3, 5 และ 12 ได ้
33,339.00±8,822.09, 37,684.33±11,611.77, 48,941.67±3,004.50 และ 42,285.67±3,259.84 
ตามล าดับ ในกลุ่มไฮโดรเจลที่ ไม่มี เซลล์  วัดค่าฟลูออเรสเซนส์ในวันที่  1, 3, 5 และ 12 ได ้
1,811.00±1.41, 1,426±9.90, 1,466±14.14 และ 1,591±71.42 ตามล าดับ ในกลุ่มอาหารเลีย้ง
เซลล์ที่ ไม่มีเซลล์ วัดค่าฟลูออเรสเซนส์ในวันที่  1, 3, 5 และ 12 ได้ 1,492±0.00, 1,503±0.00, 
1,287±0.00 และ 1,122±0.00 ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 3 แสดงให้เห็นว่าเซลลส์ามารถ
เจริญเติบโตบนพืน้ผิวของไฮโดรเจลได้สงัเกตไดจ้ากการที่ค่าฟลอูอเรสเซนสค่์อยๆเพิ่มขึน้ในแต่ละ
วนัของการทดสอบทัง้ในกลุ่มไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาทีและ 90 วินาที
โดยพบว่าทัง้ 2 กลุม่ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกบัการเลีย้ง
บนพืน้ผิวจานเลีย้งเซลลพ์บว่าในวันที่ 3 ของการทดสอบกลุ่มที่เลีย้งบนพืน้ผิวไฮโดรเจลที่ไดร้บั 
การฉายแสง 60 วินาทีมีค่าฟลูออเรสเซนสน์้อยกว่ากลุ่มที่เลีย้งบนพืน้ผิวจานเลีย้งเซลลอ์ย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติและในวันที่ 5 ของการทดสอบ กลุ่มเซลลท์ี่เลีย้งบนพืน้ผิวไฮโดรเจลทัง้ 2 กลุ่ม
เจริญเติบโตได้น้อยกว่ากลุ่มที่เลีย้งบนพืน้ผิวจานเลีย้งเซลลอ์ย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่เมื่อ
ติดตามผลการทดลองไปจนถึงวนัที่ 12 พบว่าทัง้ 3 กลุ่มกลบัมามีค่าฟลอูอเรสเซนสไ์ม่แตกต่างกนั
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ แสดงใหเ้ห็นว่าเมื่อน าเซลลม์าเลีย้งบนพืน้ผิวไฮโดรเจลในลกัษณะ 2 มิติ
พบว่าเซลลส์ามารถเจรญิเติบโตไดแ้ต่จะชา้กว่ากลุม่ที่เลีย้งบนพืน้ผิวจานเลีย้งเซลลใ์นช่วง 3-5 วนั
แรกของการทดสอบ แต่เซลลท์ี่เลีย้งบนพืน้ผิวไฮโดรเจลก็มีศักยภาพที่จะเจริญเติบโตมากขึน้จน
ใกลเ้คียงกบักลุ่มที่เลีย้งบนพืน้ผิวจานเลีย้งเซลลไ์ดใ้นช่วงหลงัของการทดสอบ  กราฟแสดงผลการ
ทดสอบเป็นดงัภาพประกอบ 17 
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ภาพประกอบ 17 กราฟแสดงผลการทดสอบ 2D Culture Assay, mean ± SD, n=9, โดยใชส้ถิติ  
One-way ANOVA รว่มกบั Tukey’s multiple comparisons test, p<0.05 โดย * หมายถึงมีความ
แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p<0.05, ** หมายถึงมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติท่ี p<0.01, *** หมายถึงมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ p<0.001, **** 

หมายถึงมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ p<0.0001 

ตาราง 3 ค่าฟลอูอเรสเซนสจ์ากการทดสอบดว้ยวิธีวิเคราะหร์ีซาซูรนิในการทดสอบดว้ยวิธีการ
เลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติ , n=9 

กลุ่มทดสอบ 
ค่าฟลูออเรสเซนส์, mean ± SD 

วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 12 
กลุ่มท่ีเลี้ยงบนผิวไฮโดร
เจลที่ได้รับการฉายแสงสี
ฟ้าเป็นเวลา 60 วินาที 

10,544.33±4,544.26 13,210.00±2,090.41 26,749.33±6,002.81 43,603.67±1,594.29 

กลุ่มท่ีเลี้ยงบนผิวไฮโดร
เจลที่ได้รับการฉายแสงสี
ฟ้าเป็นเวลา 90 วินาที 

7,607.33±3,440.67 22,667.66±6,270.75 27,623.33±9,056.13 44,008.67±5,609.76 

กลุ่มท่ีเลี้ยงบน Tissue 
Culture Plastic 

33,339.00±8,822.09 37,684.33±11,611.77 48,941.67±3,004.50 42,285.67±3,259.84 

กลุ่มไฮโดรเจลที่ไม่มี 
เซลล์แอล 929 

1,811.00±1.41 1,426±9.90 1,466±14.14 1,591±71.42 

กลุ่มอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ไม่มีเซลล์แอล 929 

1,492±1.73 1,503±2.87 1,287±3.46 1,122±2.30 

 
ผลการทดสอบด้วยวิธีการห่อหุ้มเซลลด์้วยไฮโดรเจล (Encapsulation assay) 

การทดสอบดว้ยการเลีย้งไฟโบรบลาสต์แอล 929 ในลักษณะสามมิติห่อหุม้รอบเซลล์
ดว้ยไฮโดรเจลจากนัน้ท าการทดสอบความมีชีวิตของเซลลใ์นวนัที่ 1, 3, 5 และ 12 แลว้แปลผลโดย
การใชค่้าฟลอูอเรสเซนตส์มัพทัธซ์ึ่งเปรียบเทียบค่าฟลอูอเรสเซนสท์ี่วดัไดใ้นแต่ละวนักบัค่าที่วดัได้
ในวันแรกของกลุ่มไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาที ผลที่ไดพ้บว่าในกลุ่มที่
เลีย้งในไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาที มีค่าค่าฟลูออเรสเซนสส์มัพัทธ์ใน
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วันที่ 1, 3, 5 และ 12 มีค่า 1.00±0.49, 5.54±2.36, 7.75±2.83 และ 35.92±6.43 เท่า ตามล าดับ 
กลุ่มที่เลีย้งในไฮโดรเจลที่ได้รบัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาที พบว่าค่าฟลูออเรสเซนส์
สัมพัทธ์ในวันที่ 1, 3, 5 และ 12 มีค่า 0.64±0.06, 2.27±0.43, 3.21±0.97 และ 20.66±3.61 เท่า
ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4 แสดงให้เห็นว่าในสภาวะที่เซลลถ์ูกห่อหุ้มด้วยไฮโดรเจลใน
ลกัษณะสามมิติเซลลย์งัสามารถเจริญเติมโตไดภ้ายในไฮโดรเจลสงัเกตไดจ้ากค่าฟลอูอเรสเซนสท์ี่
เพิ่มมากขึน้ โดยเซลลจ์ะเจรญิเติบโตไดช้า้ในช่วง 3-5 วนัแรกและเจรญิเติบโตไดม้ากขึน้ในช่วงหลงั 
ในกลุม่ไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาทีพบการเจรญิเติบโตของเซลลม์ากกว่า
กลุ่มที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาทีอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในวันที่ 3 และ 5 ของ
การทดลอง แผนภูมิแท่งแสดงผลการทดสอบด้วยวิธีการห่อหุ้มเซลล์ด้วยไฮโดรเจลเป็นดัง
ภาพประกอบ 18 

ตาราง 4 ค่าฟลอูอเรสเซนสส์มัพทัธจ์ากการทดสอบดว้ยวิธีวิเคราะหร์ีซาซูรนิในการทดสอบดว้ย
วิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจล, n=9 

ชนิดของไฮโดรเจล 
ที่ห่อหุ้มเซลล์ 

ค่าฟลูออเรสเซนส์สัมพัทธ์, mean ± SD 
Day 1 Day 3 Day 5 Day 12 

ไฮโดรเจลที่ได้รับการ
ฉายแสง 60 วินาที 

1.00±0.49 5.54±2.36 7.75±2.83 35.92±6.43 

ไฮโดรเจลที่ได้รับการ
ฉายแสง 90 วินาที 

0.64±0.06 2.27±0.43 3.21±0.97 20.66±3.61 
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ภาพประกอบ 18 แผนภมูิแท่งแสดงผลการทดสอบ Encapsulation Culture Assay, mean ± SD, 
n=9, โดยใชส้ถิติ Kruskal-Wallis test รว่มกบั Dunn’s multiple comparisons test ในการ

วิเคราะหภ์ายในกลุม่ทดลองและใชส้ถิติ Mann Whitney test ในการวิเคราะหร์ะหว่างกลุม่ทดลอง, 
p<0.05 โดย * หมายถึงมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ p<0.05, ** หมายถึงมี
ความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ p<0.01, *** หมายถึงมีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติที่ p<0.001, **** หมายถึงมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ 

p<0.0001 

ผลการตรวจดลูักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล ์
ในการดูลกัษณะทางสณัฐานวิทยาครัง้นีไ้ดม้ีการน าเซลลท์ี่เลีย้งดว้ยวิธีการเลีย้ง เซลล์

แบบ 2 มิติและการเลีย้งดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจลเป็นเวลา 12 วัน มาท าการตรวจดู
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ผลที่ได้เป็นดัง
ภาพประกอบ 19 ถึงภาพประกอบ 21 ในกลุ่มที่เลีย้งเซลลด์ว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติพบว่า
เซลล์มีลักษณะกลมและบางส่วนอยู่ร่วมกันเป็นกลุ่ม ซึ่งสอดคล้องกับการตรวจดูภายใต้ 
กลอ้งจุลทรรศนแ์บบหวักลบั พบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของผิวเซลลท์ี่ปกติ ในกลุ่มที่เลีย้งดว้ย
วิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจลสามารถเห็นลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปกติของพืน้ผิวเซลล ์
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พบว่าบางเซลลม์ีการยื่นแขนงของเซลล์คลา้ยทรงกระสวยและเห็นลกัษณะของเซลลท์ี่ก าลงัเขา้สู่
กระบวนการแบ่งเซลล์ซึ่งสอดคล้องกับการทดสอบที่กล่าวมา พบว่าทั้งกลุ่มที่ เลี ้ยงร่วมกับ 
ไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาทีและ 90 วินาทีนัน้ไม่มีความแตกต่างกนัของ
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาทัง้ในวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติและวิธีการห่อหุ่มเซลลด์ว้ยไฮโดรเจล 

 

 

ภาพประกอบ 19 แสดงตวัอย่างภาพถ่ายไฟโบรบลาสต ์929 ที่เลีย้งดว้ยวิธีห่อหุม้เซลลด์ว้ย 
ไฮโดรเจลเป็นเวลา 12 วนัและน ามาตรวจดภูายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งกราด 

 A ภาพถ่ายที่ก าลงัขยาย 100 เท่า B-D ภาพถ่ายก าลงัขยาย 500 เท่า E-F ภาพถ่ายที่ก าลงัขยาย 
1000 เท่า G-H ภาพถ่ายที่ก าลงัขยาย 2000 เท่า I ภาพถ่ายท่ีก าลงัขยาย 5000 เท่า 
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ภาพประกอบ 20 แสดงตวัอย่างภาพถ่ายไฟโบรบลาสตแ์อล 929 ที่เลีย้งดว้ยวิธีห่อหุม้เซลลด์ว้ย
ไฮโดรเจลเป็นเวลา 12 วนัและน ามาตรวจดภูายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งกราด 

ภาพทางซา้ยเป็นภาพของเซลลใ์นกลุม่ที่เลีย้งรว่มกบัไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 
60 วินาทีที่ก าลงัขยาย 1000X ภาพทางขวาเป็นภาพของเซลลใ์นกลุม่ที่เลีย้งรว่มกบัไฮโดรเจลที่

ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาทีที่ก าลงัขยาย 2000X 

 

ภาพประกอบ 21แสดงตวัอย่างภาพถ่ายภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราดของไฟ
โบรบลาสตแ์อล 929 ที่เลีย้งดว้ยวิธีเลีย้งแบบ 2 มิติที่ก าลงัขยาย 1000 เท่า  
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บทที ่5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และขอ้เสนอแนะ 

 
จากการศึกษาความเขา้กันไดท้างชีวภาพของไฟโบรบลาสตแ์อล 929 กับไฮโดรเจลจาก

กรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้าและไดผ้ลการด าเนินงานแลว้ สามารถสรุปผล
การด าเนินงานโดยแบ่งหวัขอ้ในการสรุปผลไดด้งัต่อไปนี ้

1. สรุปผลการวิจยั 
2. อภิปรายผล 
3. ขอ้เสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย 

ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้ามีความเขา้กนัไดท้าง
ชีวภาพที่ดีกับไฟโบรบลาสต์แอล 929 เซลลส์ามารถมีชีวิตอยู่ในอาหารเลีย้งเซลลท์ี่สัมผัสกับ 
ไฮโดรเจลและยงัคงเจริญเติบโตไดเ้มื่อน ามาเลีย้งร่วมกบัไฮโดรเจลทัง้ในลกัษณะสองมิติและสาม
มิติ แมจ้ะเจริญเติบไดช้า้กว่ากลุ่มควบคมุในช่วง 3-5 วันแรก แต่ก็สามารถเจริญเติบโตไดม้ากขึน้
ในเวลาต่อมา และพบว่าลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอน
แบบส่องกราดมีลักษณะของพืน้ผิวเซลล์ที่ปกติ พบการยื่นแขนงของเซลลแ์ละพบเซลลท์ี่เข้าสู่
ขัน้ตอนการแบ่งเซลลอ์นัแสดงใหเ้ห็นถึงการเจริญเติบโตของเซลล ์ความรูท้ี่ไดจ้ากการศกึษาในครัง้
นี ้ถือเป็นรากฐานส าคัญในการท าความเข้าใจการตอบสนองของเซลล์ต่อไฮโดรเจลจาก 
กรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชันโดยแสงสีฟ้า ซึ่งคาดว่าจะพัฒนาไปเป็นโครงร่างทาง
ชีวภาพที่ดีส  าหรบัใช้ในการขนส่งเซลล ์ตัวยาหรือปัจจัยทางเคมีส  าหรบังานวิศวกรรมเนื ้อเยื่อ
ในทางคลินิกต่อไปในอนาคตอนัใกล ้

 
อภปิรายผล 

ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกเป็นหนึ่งในวสัดโุครงร่างทางชีวภาพที่ใชก้ันแพร่หลายใน
งานวิศวกรรมเนื ้อเยื่อ (85, 86) เนื่องมาจากการที่กรดไฮยาลูโรนิกเป็นสารที่สามารถพบได้ทั่วไป
ในแมทริกซร์ะหว่างเซลล ์มีความเขา้กันไดท้างชีวภาพกับเซลลร์่างกายมนุษยท์ี่ดี สามารถย่อย
สลายได้ตามธรรมชาติและสามารถปรับปรุงโครงสรา้งเพื่อให้เกิดเป็นโครงร่างสามมิติได้ด้วย
ขัน้ตอนที่ไม่ยุ่งยาก(6) ผูว้ิจยัเล็งเห็นถึงขอ้ดีของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกจึงมีความมุ่งหมายที่
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จะพัฒนาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกเป็นวัสดุโครงร่างทางชีวภาพที่ดีเพื่อน าไปใช้ในงาน
วิศวกรรม เนื ้อ เยื่ อในทางคลินิก ในอนาคต การศึกษาในครั้งนี ้ ได้น าเอาไฮโดรเจลจาก 
กรดไฮยาลโูรนิกที่ปรบัปรุงโครงสรา้งดว้ยเมทาครเิลตแอนไฮไดรดแ์ละท าใหเ้กิดการครอสลิงคเ์ป็น  
โครงร่างสามมิติดว้ยแอลเอพีซึ่งถูกกระตุน้ใหเ้ริ่มปฏิกิริยาโดยแสงสีฟ้าตามวิธีการสงัเคราะหใ์น
การศึกษาของ Chaopanitcharoen (2021)(7) มาท าการศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับ 
ไฟโบรบลาสตแ์อล 929 การสงัเคราะหไ์ฮโดรเจลดว้ยวิธีนีท้  าใหส้ามารถควบคุมเวลาที่ตอ้งการให้
เกิดการก่อตัวเป็นไฮโดรเจลได้เป็นอย่างดี ท าให้มีเวลาในการท างานที่มากขึน้เมื่อเทียบกับ
การครอสลิงค์ด้วยวิธี อ่ืน การศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพ ในงานวิจัยนี ้จะศึกษาผ่าน 
การทดสอบความเป็นพิษของไฮโดรเจลต่อเซลลโ์ดยออ้ม การทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล์
และการตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลเ์มื่อเลีย้งร่วมกับไฮโดรเจล โดยในส่ วนของ 
การทดสอบการเจริญเติบโตของเซลลแ์ละการตรวจดูลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลจ์ะท า
การเปรียบเทียบการเลีย้งเซลลร์่วมกับไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาทีกับ 
90 วินาทีดว้ย ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่ท าใหไ้ดไ้ฮโดรเจลที่ก่อตวัเป็นเจลสมบูรณ ์มีลกัษณะเป็นโครงร่าง
สามมิติ มีรูพรุณที่มีขนาดใกลเ้คียงกบัขนาดเซลลโ์ดยทั่วทัง้ไฮโดรเจล มีการพองตัวขึน้เมื่อสมัผัส
กับน า้และสามารถถูกย่อยสลายได้ด้วยเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส (7) สมบัติเหล่านีเ้ป็นสมบัติของ 
โครงร่างทางชีวภาพที่ดี(8-10, 68) ซึ่งคาดว่าจะช่วยใหเ้ซลลม์ีชีวิตและเจริญเติบโตไดดี้เมื่อน ามาเลีย้ง
รว่มกบัไฮโดรเจล 

ไฟโบรบลาสตแ์อล 929 ที่ใชใ้นการทดสอบครัง้นีเ้ป็นเซลลไ์ลนไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ไดจ้าก
เนือ้เยื่อไขมนับริเวณใตผ้ิวหนังของหนูเพศผู ้สปีชีส ์Mus musculus C3H/An มีลกัษณะเป็นเซลล์
รูปทรงกระสวยหรือทรงหลายเหลี่ยม เป็นเซลลท์ี่ยึดเกาะกบัพืน้ผิว เจริญเติบโตเร็วและเพาะเลีย้ง
ง่าย ไฟโบรบลาสตแ์อล 929 ถูกแนะน าใหเ้ป็นหนึ่งในเซลลท์ี่เหมาะสมในการทดสอบเครื่องมือ
แพทยท์างหอ้งปฏิบติัการโดยองคก์ารมาตรฐานสากลว่าดว้ยมาตรฐาน ISO 10993-5 การทดสอบ
ความเป็นพิษทางห้องปฏิบัติการ ไฟโบรบลาสต์แอล 929 ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี ้ได้รบัความ
อนุเคราะหจ์ากคลงัเซลล ์คณะเภสชัศาสตร ์จุฬาลงกรณม์หาวิทยาลยั โดยไดท้ าการละลายเซลล์
ในรุ่นที่ 30 และท าการเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลลช์นิดดีเอ็มอีเอ็ม จนพบว่าเซลลม์ีรูปร่างและ
อตัราการเจริญเติบโตที่เสถียรและสมบูรณใ์นรุ่นที่ 33 จึงไดเ้ก็บเก่ียวเซลลม์าใชใ้นการทดสอบใน
รุน่ที่ 34-36  

เมทาคริเลตไฮยาลโูรนิกแอซิดที่ใชใ้นการศกึษาครัง้นีถ้กูสงัเคราะหข์ึน้ทัง้หมด 4 ครัง้ เมื่อ
น าส่งเพื่อทดสอบโปรตอนนิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปคโตรสโคปีเพื่อค านวนค่าปรมิาณการ
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เกิดการปรบัปรุงพบว่าเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่สงัเคราะหท์ัง้ 4 ครัง้มีปริมาณการเกิดการ
ปรบัปรุงโครงสรา้งอยู่ที่ 100% ทุกครัง้ซึ่งผลที่ไดแ้ตกต่างจากการศึกษาของ Chaopanitcharoen 
(2021)(7 ) Areevijit (2021)(6) Maturavongsadit (2015)(68) แล ะ  Trakiattikul (2018)(5 ) ที่ ได้ ค่ า
ปริมาณการเกิดการปรับปรุงโครงสร้างของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดอยู่ที่  42-76%,  
42.03-66.37%, 40-50% และ 21.8-41.38% ตามล าดับ  ค่าปริมาณการเกิดการปรับป รุง
โครงสร้างที่แตกต่างกันมาจากการมีความไวในเทคนิคการสังเคราะห์ที่ ค่อนข้างสูง (High 
technique sensitivity) ทั้งในส่วนของช่วงเวลาในการเติมเมทาคริเลตแอนไฮไดรด์ การรักษา
อุณหภูมิและค่า pH ใหอ้ยู่ในช่วงที่เหมาะสมตลอดการเกิดปฏิกิริยาในช่วง 10 ชั่วโมงแรก ซึ่งถ้า
อณุหภูมิไม่อยู่ในช่วง 0-4 องศาเซลเซียสหรือค่า pH ต ่ากว่า 8 ปฏิกิริยาจะหยุดลง ในขณะที่ถา้ค่า 
pH เกินกว่า 10 จะเกิดการสลายของโพลิเมอรข์ึน้ จึงท าให้ค่าปริมาณการเกิดการปรับปรุง
โครงสรา้งของเมทาคริเลตที่สังเคราะหไ์ด้ในแต่ละการศึกษามีความแตกต่างกัน พบว่าหากมีค่า
ปริมาณการเกิดการปรบัปรุงโครงสรา้งที่สงูขึน้ จะเกิดการก่อตวัเป็นเจลที่เร็วกว่าเมื่อใชค้รอสลิงค์
เกอรท์างเคมี(6) เนื่องมาจากการมีหมู่ไวนิลในสายโซ่โมเลกุลที่มากกว่านั่นเอง จึงคาดว่าหากเติม
แอลเอพีเขา้ไปแล้วท าการฉายแสงสีฟ้า เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่มี ปริมาณการเกิดการ
ปรบัปรุงโครงสรา้งมากกว่าจะเกิดการก่อตัวเป็นเจลที่มีปริมาณการครอสลิงคท์ี่มากกว่าเช่นกัน 
ทัง้นีเ้มื่อน าเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกที่สงัเคราะหข์ึน้ในการศึกษาครัง้นี ้มาผสมกับแอลเอพีแลว้ท า
การฉายแสงสีฟ้าความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร ความเขม้แสง 1,800 มิลลิวตัต/์ตารางเซนติเมตร 
ที่ระยะห่าง 1 เซนติเมตร โดยใชส้ารละลายไฮโดรเจลปริมาตร 50-80 ไมโครลิตร พบว่าสามารถ
เกิดการก่อตวัเป็นเจลที่สมบูรณเ์มื่อไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นระยะเวลา 60 วินาทีและ 90 วินาที 
แม้ว่าในการศึกษาครั้งนี ้จะท าการละลายเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกในอาหารเลี ้ยงเซลล์ชนิด 
ดีเอ็มอีเอ็ม รวมถึงมีการผสมเซลล์ในสารละลายไฮโดรเจลก็ตาม ซึ่งต่างจากการศึกษาของ 
Chaopanitcharoen (2021)(7) ที่ท าการละลายเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกในฟอสเฟตบฟัเฟอร์เพียง
อย่างเดียว 

การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยอ้อม  การทดสอบนีด้ัดแปลงมาจากมาตรฐาน  
ISO 10993-5 ในหัวขอ้ของเหลวสกัดของวัสดุทดสอบ ซึ่งเป็นการจ าลองสภาวะการใชง้านจริง
ในทางคลินิกที่ไฮโดรเจลจะถูกหอ้มลอ้มดว้ยเลือดหรือสารน า้ระหว่างเซลลเ์มื่อถูกน าไปใชใ้นการ
สรา้งใหม่หรือทดแทนเนือ้เยื่อที่เป็นรอยโรค การทดสอบนีจ้ะท าการสกดัไฮโดรเจลดว้ยอาหารเลีย้ง
เซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั่ วโมง แล้วน ามา
ทดสอบกับเซลลโ์ดยไล่ระดับความเขม้ขน้ของของเหลวสกัดจาก 100%, 50%, 25% และ 12.5% 
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เมื่อทดสอบกบัเซลลค์รบ 24 ชั่วโมงจะท าการวดัเมแทบอลิซึมของเซลลด์ว้ยวิธีวิเคราะหเ์อ็มทีที ซึ่ง
อาศยัหลกัการที่สารละลายเอ็มทีทีตัง้ตน้ซึ่งเป็นสารในกลุ่มเตตระโซเลียมจะเป็นสารละลายที่ไม่มี
ฟลูออเรสเซนส์ ละลายน ้าได้ดีและสามารถผ่านเข้าเยื่อหุ้มเซลล์ได้ ในเซลล์ที่มีชีวิตจะเกิด  
เมแทบอลิซึมภายในเซลลซ์ึ่งมีการรบัและจ่ายอิเล็กตรอนเกิดขึน้ตลอด เมื่อเอ็มทีทีที่ผ่านเขา้ไปใน
เซลล์ได้รบัอิเล็กตรอนจะเปลี่ยนเป็นสารชื่อฟอรม์าซานซึ่งเป็นสารที่มีฟลูออเรสเซนส ์เราก็จะ
สามารถตรวจวัดค่าที่เกิดขึน้ได ้แต่ซ า้รา้ยฟอรม์าซานนั้นเป็นนั้นเป็นสารที่ไม่ละลายน า้ ท าให้
ตกตะกอนเป็นผลึกแหลมคมภายในเซลล ์ท าใหเ้ซลลต์ายและเป็นการหยุดปฏิกิริยาในที่สุด ค่าที่
ไดจ้ากการใชว้ิธีวิเคราะหเ์อ็มทีทีจึงเป็นค่าที่แสดงถึงจ านวนเซลลใ์นขณะนัน้ไดใ้กลเ้คียงที่สดุเพราะ
ไม่มีผลจากการที่เซลลเ์พิ่มจ านวนขึน้เมื่อเวลาผ่านไปมากนกั (74) กลุ่มควบคมุที่ใชใ้นการทดสอบนี ้
คือ 10% ไดเมทิลซลัฟอกไซด ์ซึ่งมีความเป็นพิษต่อเซลลแ์ละ 10%ฟีทลัโบไวนซ์ีรั่ม ซึ่งช่วยใหเ้ซลล์
มีการเจริญเติบโตที่ดีขึน้ พบว่าในทุกกลุ่มความเขม้ขน้ของของเหลวสกดัที่น ามาทดสอบกบัเซลลม์ี
ค่าฟลูออเรสเซนสท์ี่วัดไดห้ลังจากผ่านไป 24 ชั่วโมงไม่แตกต่างจากกลุ่ม 10%ฟีทัลโบไวน์ซีรั่ม
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และมีค่ามากกว่ากลุ่ม 10%ไดเมทิลซลัฟอกไซดอ์ย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ การที่ไฟโบรบลาสตแ์อล 929 สามารถมีชีวิตอยู่ในของเหลวสกัดจากไฮโดรเจลได ้แสดงถึง
ไฮโดรเจลเมื่ออยู่ในสภาวะที่ก่อตัวสมบูรณ์หลังการฉายแสงสีฟ้าไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล ์ซึ่ง
สอดคล้องกับการทดสอบของ  Fairbanks (2009)(72) ที่ท าการทดสอบความเข้ากันได้ของ 
ไฟโบรบลาสตข์องคนกบัไฮโดรเจลจากโพลิเอธิลีนไกลคอลที่ครอสลิงคด์ว้ยแอลเอพี  พบว่าเซลลม์ี
ชีวิตรอดชีวิตถึง 95% เมื่อทดสอบกบัไฮโดรเจลเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และสอดคลอ้งกบัการทดสอบ
ของ Wang (2018)(73) ที่พบการแสดงออกของเซลลก์ระดูกอ่อนเป็นปกติเมื่อน ามาเลีย้งร่วมกับ
ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกและโพลิเอธิลีนไกลคอลที่คลอสลิงคด์ว้ยแอลเอพี การทดสอบใน
ครั้งนี ้เป็นการทดสอบความเป็นพิษของไฮโดรเจลต่อเซลลใ์นภาวะที่ไม่มีการเสื่อมสลายของ  
ไฮโดรเจล โดยพบว่าหากท าการแช่ไฮโดรเจลไวใ้นฟอสเฟตบฟัเฟอรเ์ป็นเวลาหนึ่งเดือนจะยงัไม่เห็น
การเสื่อมสลายของไฮโดรเจลขึน้ แต่เมื่อมีการปรากฏของไฮยาลโูรนิเดสในฟอสเฟตบฟัเฟอรจ์ะใช้
เวลาเพียง 4-5 วันในการย่อยสบายไฮโดรเจลปริมาตร 40 ไมโครลิตรอย่างสมบูรณ์ และได้
ผลิตภณัฑเ์ป็นกรดไฮยาลโูรนิก(7) ไม่ปรากฎขอ้มลูการศึกษาถึงปริมาณเมทาคริเลตหรือแอลเอพีที่
ถกูปลดปล่อยออกมาเมื่อไฮโดรเจลถูกย่อยสลายดว้ยเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส แต่จากการศึกษาของ 
Fairbanks (2009)(72) และ Wang (2018)(73) ที่ใชส้ารละลายไฮโดรเจลที่มีส่วนผสมของแอลเอพี
ความเข้มข้น 15 มิลลกรัม/ลิตร แล้วน ามาสัมผัสกับเซลล์โดยตรงก่อนเกิดการก่อตัวเป็นเจล
เพื่อที่จะห่อหุ้มเซลลด์้วยไฮโดรเจล พบว่าเซลลย์ังคงความมีชีวิตไวไ้ด้จึงมีแนวโน้มว่าที่ความ
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เขม้ขน้ของแอลเอพี 15 มิลลิกรมั/ลิตรซึ่งเป็นความเขม้ขน้เดียวกับที่ใชใ้นงานวิจัยครัง้นีเ้ซลลย์ัง
สามารถคงความมีชีวิตอยู่ได ้หากมีการปลดปล่อยของแอลเอพีภายหลงัจากที่ไฮโดรเจลถูกย่อย
สลาย ความเขม้ขน้ของแอลเอพีในอาหารเลีย้งเซลลจ์ะมีไม่เกิน 15 มิลลิกรมั/ลิตรจึงมีแนวโนม้ไม่
เป็ น อั น ต ราย ต่ อ เซ ล ล์  ใน ลั ก ษณ ะ เดี ย วกั น ก า รศึ ก ษ าข อ ง  Areevijit (2021)(6 ) แล ะ 
Maturavongsadit (2015)(68) ได้ท าการเตรียมเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดโดยใช้สัดส่วน 
เมทาครเิลตต่อกรดไฮยาลโูรนิก 10:1 เมื่อน าสารละลายไฮโดรเจลไปผสมรวมกบัเซลลเ์พื่อการเลีย้ง
แบบห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจล พบว่าเซลลย์งัคงความมีชีวิตไวไ้ดแ้มไ้ม่ไดม้ีการเปลี่ยนอาหารเลีย้ง
เซลลใ์หม่ก็ตาม จึงมีแนวโนม้ว่าการเตรียมเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดดว้ยสดัส่วนขา้งตน้ ไม่มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์(6) มีการศึกษาพบว่าเมทาคริเลตโมโนเมอรจ์ากไฮโดรเจลที่พอลิเมอไรเซชัน
โดยแสงที่ เป็นอันตรายต่อเซลล์เป็นเมทาคริเลตส่วนเกินที่มาจากขั้นตอนการการปรับปรุง
โครงสรา้ง ซึ่งสามารถกระตุน้ใหเ้กิดอนุมลูอิสระซึ่งมีผลกับวฎัจกัรเซลลไ์ด ้เมื่อเขา้สู่เซลลจ์ะถูกตัว
จบัอนุมลูอิสระเช่นกลตูาไธโอนหรือเอ็นอซิติลซิสเตอีนจบัซึ่งเป็นกลไกหลกัในการป้องกนัเซลลจ์าก
เมทาคริเลตโมโนเมอร์(87) ทัง้นีย้งัตอ้งรอขอ้มลูการศึกษาถึงการปลดปล่อยเมทาคริเลตหลงัจากที่มี
การย่อยสลายไฮโดรเจลจากเมทาครเิลตไฮยาลโูรนิกแอซิดต่อไป  

ในการทดสอบด้วยวิธีการเลีย้งเซลล์แบบสองมิติเป็นการน าเซลลม์าเลีย้งบนพื ้นผิว 
ไฮโดรเจลเพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล ์โดยติดตามความมีชีวิตของเซลลใ์นวันที่ 1, 3, 5 
และ 12 ของการทดสอบผ่านวิธีวิเคราะหร์ีซาซูริน ซึ่งมีหลกัการคลา้ยคลึงกับวิธีวิเคราะหเ์อ็มทีที
กล่าวคือสารละลายรีซาซูรินตัง้ต้นเป็นสารที่มีฟลูออเรสเซนสน์อ้ยเมื่อไดร้บัอิเล็กตรอนจากตัวให้
อิเล็กตรอนภายในเซลลจ์ะเปลี่ยนเป็นรีโซรูฟินซึ่งเป็นสารที่มีฟลอูอเรสเซนสเ์มื่อวดัที่ความยาวคลื่น 
590 นาโนเมตร ข้อดีของรีโซรูฟินคือเป็นสารที่ละลายน ้าได้ดี ไม่ตกตะกอนภายในเซลล์และ
สามารถผ่านออกมาจากเยื่อหุม้เซลลไ์ด ้ท าใหเ้ซลลไ์ม่ตาย สามารถติดตามการทดสอบเซลลช์ุด
เดิมต่อในวันต่อไปได้ แต่ข้อเสียของรีซาซูรินคือค่าฟลูออเรสเซนส์ที่ได้จะแปรผันตามเวลา (78) 
เนื่ องจากเซลล์มี การเพิ่ มจ านวนขึ ้น เรื่อยๆหากเวลาที่ ใช้วัดผลไม่ เท่ ากัน  อาจท าให้ค่า  
ฟลูออเรสเซนสท์ี่วัดไดไ้ม่สามารถน ามาเปรียบเทียบกันไดโ้ดยถูกตอ้งสมบูรณ์ ในการทดสอบนีม้ี
กลุ่มควบคมุเป็นจานเลีย้งเซลลช์นิด 96 หลมุ (Tissue culture plate) ค่าฟลอูอเรสเซนสท์ี่วดัไดใ้น
แต่ละหลมุมาจากการเกิดเมแทบอลิซึมภายในเซลลท์ี่มีชีวิตจึงสามารถดแูนวโนม้การเจรญิเพิ่มขึน้
ของเซลลไ์ดจ้ากค่าฟลอูอเรสเซนสท์ี่เพิ่มขึน้ จากการทดสอบเมื่อไฟโบรบลาสต์แอล 929 ถูกน ามา
เลีย้งบนพื ้นผิวไฮโดรเจลที่ได้รบัการฉายแสงเป็นเวลา 60 วินาทีและ 90 วินาที เซลล์สามารถ
เจริญเติบโตขึน้ไดเ้มื่อเวลาผ่านไปโดยไม่มีความแตกต่างระหว่างกลุ่ม 60 วินาทีและ 90 วินาที



  61 

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่พบว่ากลุ่มที่เลีย้งบนพืน้ผิวไฮโดรเจลทั้ง 2 นั้นมีการเจริญเติบโตที่
นอ้ยกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในช่วง 3-5 วันแรก แต่เมื่อติดตามจนครบ 12 วัน
จ านวนเซลลใ์นกลุ่มที่เลีย้งบนพืน้ผิวไฮโดรเจลก็สามารถเพิ่มขึน้จนใกลเ้คียงกับกลุ่มควบคุมได ้
แสดงใหเ้ห็นถึงความเขา้กันไดท้างชีวภาพของเซลลเ์มื่อไดเ้ลีย้งร่วมกับไฮโดรเจลโดยตรง ในการ
ทดสอบนีเ้มื่อน าเซลลท์ี่เลีย้งบนพืน้ผิวไฮโดรเจลในวนัที่ 3 และ 5 มาส่องดภูายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
แบบหัวกลบั พบว่ารูปร่างเซลลส์่วนใหญ่มีลกัษณะกลมและอยู่รวมกลุ่มกนั ไม่แผ่แขนงของเซลล์
เกาะไปบนพื ้นผิวอย่างในกลุ่มควบคุม การที่ไฟโบรบลาสต์แอล 929 ที่ เป็นเซลล์ยึดเกาะไม่
สามารถเกาะบนพืน้ผิวไดอ้ย่างเหมาะสมอาจเป็นเหตผุลที่ท าใหเ้ซลลเ์จริญเติบโตไดช้า้ในช่วง 3-5 
วนัแรก สาเหตทุี่ท าใหเ้ซลลไ์ม่สามารถยึดเกาะบนพืน้ผิวไฮโดรเจลไดเ้หมือนในจานเลีย้งเซลลค์าด
ว่ามาจากการที่ความแข็งผิวของไฮโดรเจลนัน้มีค่านอ้ยกว่าจานเลีย้งเซลลม์าก(7) มีการศกึษาพบว่า
เมื่อน าไฮโดรเจลไปสัมผัสกับน า้และเกิดการพองตัว ไฮโดรเจลจะทนความเคน้และความเครียด
ที่มากระท าต่อพืน้ผิวไดล้ดลง(88)หรือก็คือมีความแข็งแรงที่ลดลงนั่นเอง เป็นผลใหเ้ซลลเ์กาะบน
พื ้ น ผิ ว ได้ ย า ก ขึ ้น  อี ก ห นึ่ ง ส า เห ตุ ที่ ท า ให้ เซ ล ล์ เก า ะ บ น พื ้ น ผิ ว ได้ น้ อ ย คื อ ก า รที่ 
เมทาคริเลตไฮยาลโูรนิกแอซิดในการศึกษาครัง้นีม้ีค่าปริมาณการเกิดการปรบัปรุงสงูถึง 100% ซึ่ง
บรเิวณที่ตวัรบัของเซลลช์นิด CD44 จบักบัสายโซ่โมเลกุลของกรดไฮยาลโูรนิกคือบริเวณที่เรียกว่า
บริเวณยึดเกาะ (HA-binding domain) ซึ่งเป็นบริเวณอนุรักษ์ของสายโซ่ โมเลกุล (Highly 
conserved area) ซึ่งจะประกอบด้วยโมโนเมอรข์องกรดไฮยาลูโรนิก คือกลูคูโรนิกแอซิดและ
เอ็นอซิติลกลูโคซามีน จ านวน 3-4 คู่(89) การที่มีปริมาณการเกิดการปรบัปรุงที่สูงท าใหบ้ริเวณยึด
เกาะภายในสายโซ่โมเลกุลถูกปรบัปรุงโครงสรา้งไปดว้ยท าใหอ้าจเป็นหนึ่งในสาเหตุที่ท าใหเ้ซลล์
จบักับไฮโดรเจลไดน้อ้ยลง นอกจากนีปั้จจัยในการยึดเกาะของเซลลย์งัมีในส่วนของความขรุขระ
ของพืน้ผิว สภาพขัว้ของพืน้ผิวและแอนติเจนของพืน้ผิวอีกดว้ย ในช่วงทา้ยของการทดสอบครั้งนี ้
พบว่าเซลลท์ี่เลีย้งบนพืน้ผิวไฮโดรเจลสามารถเจรญิเติบโตจนทนัเซลลใ์นกลุม่ควบคมุได้ คาดว่ามา
จากการที่เมื่อเซลลไ์ฟโบรบลาสตม์ีการเจริญเติบโตถึงระยะหนึ่งจะมีการสรา้งแมทริกซน์อกเซลล์
ขึน้ท าใหเ้ซลลอ์ยู่ในภาวะแวดลอ้มที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตมากกว่าบนพืน้ผิวไฮโดรเจล 
เซลลเ์ลยมีการเจริญเติบโตที่มากขึน้ ส่วนในกลุ่มควบคุมมีการเจริญเติบโตที่ลดลงเนื่องมากจาก
เซลลไ์ดเ้พิ่มจ านวนจนเต็มจานเลีย้งเซลลช์นิด 96 หลุมแลว้นั่นเอง (Confluence) ขอ้มูลที่ไดจ้าก
การทดสอบนี ้สามารถใช้ในการพัฒนาสูตรในการสังเคราะห์เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด 
ไฮโดรเจลที่มีประสิทธิภาพมากขึน้ไดใ้นอนาคต 



  62 

ในการทดสอบดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจลเป็นการประเมินการเจรญิเติบโตของ
เซลล์เมื่อถูกน ามาเลีย้งในลักษณะสามมิติ ที่มีการห้อมล้อมไปด้วยไฮโดรเจลลักษณะคล้าย
เนือ้เยื่อเก่ียวพันตามธรรมชาติ ท าได้โดยการน าเซลล์มาผสมกับสารละลายไฮโดรเจลให้เป็น 
เนือ้เดียวกนัจากนัน้จึงน ามาใสจ่านเลีย้งเซลลช์นิด 96 หลมุแลว้ท าการฉายแสงสีฟ้าเพื่อใหเ้กิดการ
ก่อตัวเป็นเจล แบ่งออกเป็นกลุ่มที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นระยะเวลา 60 วินาทีกับ 90 วินาที 
การทดสอบนีเ้ซลลท์ุกเซลลจ์ะสมัผสักบัไฮโดรเจลโดยตรงโดยที่ไม่มีผลของการเกาะรวมกลุ่มของ
เซลลเ์นื่องมาจากเซลลเ์กาะบนพืน้ผิวไดไ้ม่ดดีงัเช่นในการทดสอบดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลใ์นลกัษณะ
สองมิ ติ  โดยจะท าการติดตามการเจริญ เติบโตของเซลล์ในวันที่  1, 3, 5 และ 12 ด้วยวิ ธี 
วิเคราะหร์ีซาซูรินและท าการเปรียบเทียบกับค่าในวันที่ 1 ของการทดสอบในกลุ่มที่เลีย้งร่วมกับ
ไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาทีเพื่อเป็นการเปรียบเทียบดูการเจริญเติบโต
ของเซลล์ภายในระบบ เนื่องมาจากในปัจจุบันยังไม่มีโครงร่างทางชีวภาพที่สามารถใช้เป็น
มาตรฐานสากลส าหรบัการเลีย้งเซลลใ์นรูปแบบสามมิติให้ใช้เป็นกลุ่มควบคุมได้จึงใช้วิธีการ
เปรียบเทียบภายในระบบส าหรบัการวิเคราะห์ขอ้มูล จากการทดลองพบว่าในวันแรกหลังจาก
ห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจล สามารถตรวจพบเมแทบอลิซมึของเซลลไ์ดใ้นทัง้ 2 กลุม่ แสดงใหเ้ห็นว่า
เซลลส์ามารถมีชีวิตและเกิดเมแทบอลิซึมภายในเซลลไ์ดห้ลังจากถูกห่อหุ้มด้วยไฮโดรเจลและ
สมัผสัส่วนประกอบในสารละลายไฮโดรเจลรวมถึงผ่านขัน้ตอนการฉายแสงสีฟ้า ซึ่งสอดคลอ้งกับ
ผลการทดสอบของการศึกษาอ่ืน (72, 73) มีการศึกษาถึงความเขม้ขน้ของไฮโดรเจลพอลิเมอรภ์ายใน
สารละลายไฮโดรเจลมีผลต่อความมีชีวิตของเซลลก์ระดูก พบว่าหากความเขม้ขน้ของไฮโดรเจล 
พอลิเมอรม์ีค่าต ่าคือเท่ากบัรอ้ยละ 2 ไฮโดรเจลที่ไดจ้ะมีความแข็งที่นอ้ยส่งผลใหค้วามมีชีวิตของ
เซลลท์ี่วัดไดล้ดลง ความเขม้ขน้ของไฮโดรเจลพอลิเมอรม์ีค่าสูงคือเท่ากับรอ้ยละ 4-5 พบว่าค่า
ความมีชีวิตของเซลลเ์ช่นกนั(90) โดยในครัง้นีไ้ดใ้ชค้วามเขม้ขน้ของไฮโดรเจลพอลิเมอรเ์ท่ากบัรอ้ย
ละ 3 ในการทดสอบ ซึ่งพบว่าเซลล์สามารถเจริญเติบโตได้ภายในไฮโดรเจลสอดคล้องกับ
การศึกษาอ่ืน(6, 68) ผลการทดสอบในครัง้นีพ้บว่าเซลลส์ามารถเจริญเติบโตในไฮโดรเจลได ้โดยจะ
เจริญเติบโตชา้ในช่วงแรกและเจริญเติบโตมากขึน้ในช่วงหลงัของการทดสอบ ซึ่งผลที่ไดใ้นครัง้นี ้
แตกต่างจากการศึกษาของ Areevijit (2021)(6) และ Maturavongsadit (2015) (68) ที่ทดสอบโดย
การห่อหุ้มเซลล์กระดูกและกระดูกอ่อนด้วยไฮโดรเจลจากเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่ 
ครอสลิงคด์ว้ยดีทีทีและติดตามผลถึงวันที่ 14 โดยผลที่ไดคื้อเซลลม์ีการเจริญเติบโตที่ดีในช่วง 7 
วันแรกและเริ่ม ช้าลงหรือค งที่ ใน วันที่  10-14 ซึ่ งผลที่ แตก ต่างกันอาจ เกิ ดจากการที่ 
เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่ใชใ้นงานวิจยัครัง้นีม้ีปริมาณการเกิดการปรบัปรุงโครงสรา้งที่สูง
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กว่างานวิจยัของ Areevijit (2021)(6) และ Maturavongsadit (2015)(68) ถึง 2 เท่าโดยประมาณ ท า
ให้เมื่อก่อตัวเป็นเจลแล้วมีปริมาณการครอสลิงค์ภายในไฮโดรเจลที่หนาแน่นกว่าส่งผลท าให้
อาหาร อากาศและพืน้ที่ว่างที่เซลลไ์ดร้บัมีนอ้ยกว่าเซลลจ์ึงเจริญเติบโตไดน้อ้ย (90)ในช่วงแรกของ
การทดสอบ เมื่อเวลาผ่านไปเซลลเ์ริ่มย่อยสลายไฮโดรเจลรอบๆดว้ยเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสท าให้
อาหารและอากาศเขา้ถึงเซลลไ์ดม้ากขึน้ มีพืน้ที่ส  าหรบัการเพิ่มจ านวนมากขึน้เลยเจริญเติบโตได้
เร็วขึน้ และพบว่าเซลลใ์นกลุ่มที่ถูกห่อหุ้มด้วยไฮโดรเจลที่ได้รบัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 
วินาทีเจรญิเติบโตไดม้ากกว่ากลุ่มที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาทีอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติในช่วงวันที่ 3-5 ของการทดสอบแต่ในวนัที่ 12 ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ ซึ่งสามารถอธิบายไดด้ว้ยเหตผุลเดียวกนักล่าวคือไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 
90 วินาทีมีการครอสลิงคร์ะหว่างสายโซ่โมเลกุลของพอลิเมอรม์ากกว่าจึงท าใหเ้ซลลเ์จริญไดช้า้
กว่าในช่วงแรก มีการศกึษาถึงผลของแสงที่น่าสนใจ โดยขอ้มลูจากการศึกษาของ Ragain (2021)
(91) พบว่าเมื่อเซลลเ์ยื่อบุผิวเหงือกไดร้บัการฉายแสงแอลอีดีเป็นเวลานานถึง 39-120 วินาทีเซลล ์
เยื่อบุผิวเหงือกจะมีอตัราการเจรญิเติบโตลดลงแต่ไม่ส่งผลต่อความมีชีวิตของเซลล ์ซึ่งผลที่พบนัน้
แตกต่างจากการศึกษาของ Langlongsathit (2016)(92 ) ที่ พบว่าแสงแอลอี ดี ไม่ มี ผลกับ 
การเจรญิเติบโตของเซลลเ์อ็นยดึปรทินัตห์ากไดร้บัการฉายแสงเป็นระยะเวลาไม่เกิน 60 วินาที การ
ไดร้บัการฉายแสงแอลอีดีเป็นเวลานานจะส่งผลกบัโปรตีนภายในไมโตคอนเดรียและเพอรอ็กซิโซม
ท าใหเ้กิดไฮโดรเจนเพอออกไซดข์ึน้ในเซลล์ ซึ่งส่งผลต่อการแบ่งตวัของเซลล์(93) จึงมีความเป็นไป
ไดท้ี่เซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ดว้ยไฮโดรเจลในการทดสอบครัง้นีเ้จริญเติบโตชา้ในช่วงแรกของการทดสอบ
เนื่องจากผ่านขัน้ตอนการฉายแสงสีฟ้าเพื่อใหส้ารละลายเกิดการก่อตวัเป็นเจลขึน้ 

ในการทดสอบดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติไดใ้ชจ้  านวนเซลลเ์ริ่มตน้ 5,000 เซลลต่์อ
หลมุซึ่งนอ้ยกว่าการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยออ้มและการทดสอบดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลล์
ดว้ยไฮโดรเจลที่ใชจ้  านวนเซลลเ์ริ่มตน้ 10,000 เซลลต่์อหลมุ ดว้ยเหตผุลที่ไฟโบรบลาสตเ์ป็นเซลล์
ที่เจริญเติบโตได้ไว เมื่อน ามาเลีย้งในจานเลีย้งเซลล์ชนิด 96 หลุมโดยใช้จ านวนเซลล์เริ่มต้น 
10,000 เซลล์ต่อหลุม พบว่าใช้เวลาเพียง 5 วันเซลล์ก็เจริญเติบโตจนเต็มหลุมแล้ว ท าให้ไม่
สามารถติดตามการทดสอบไปจนถึงวนัที่ 12 ได ้ในการทดสอบดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติจึง
ไดล้ดจ านวนเซลลเ์ริ่มตน้ลงเหลือเพียง 5,000 เซลลต่์อหลมุเพื่อที่จะไดส้ามารถติดตามการทดลอง
ต่อเนื่องได้ถึง 12 วัน ส่วนในการทดสอบห่อหุม้เซลลด์้วยไฮโดรเจลซึ่งท าการทดสอบถึง 12 วัน
เช่นกันแต่ก็ยงัคงใชจ้ านวนเซลลเ์ริ่มตน้เป็น 10,000 เซลลต่์อหลมุ เนื่องมาจากเมื่อเซลลถ์ูกห่อหุม้
ดว้ยไฮโดรเจลแลว้เซลลจ์ะถูกจ ากดัอาหารและอากาศมากกว่าการเลีย้งในลกัษณะ  2 มิติมาก ซึ่ง
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ส่งผลให้เซลลเ์จริญเติบโตไดช้้ากว่า หากใช้ปริมาณเซลลเ์ริ่มต้นที่น้อยอาจไม่สามารถติดตาม
วัดผลค่าฟลูออเรสเซนสร์ะหว่างการทดสอบแต่ละวันไดจ้ึงใชจ้ านวนเซลลเ์ริ่มตน้ที่มากกว่าการ
ทดสอบดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิตินั่นเอง 

การตรวจลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลใ์นการศึกษาครัง้นีท้  าการตรวจดเูซลลท์ี่ถูก
เลีย้งบนพืน้ผิวไฮโดรเจลในลกัษณะสองมิติและห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจลในลกัษณะสามมิติใน
วนัที่ 12 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราด โดยในการศึกษาครัง้นีม้ีจดุประสงคเ์พื่อ
ตรวจดลูกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลจ์ึงเลือกวิธีการท าใหช้ิน้ตวัอย่างแหง้โดยการตรงึเซลล์
ดว้ยกลตูารอลดิไฮด ์แลว้จึงท าใหแ้หง้ดว้ยการเพิ่มความเขม้ขน้ของเอธานอลเพื่อแทนที่น า้ชา้ๆและ
ท าใหแ้หง้ขัน้สดุทา้ยดว้ยเฮกซะเมทิลไดไซลาเซน วิธีนีจ้ะท าใหรู้ปร่างของเซลลใ์กลเ้คียงกบัสภาพ
ตามจริงมากที่สดุแต่มีขอ้เสียคือระหว่างขัน้ตอนการท าใหแ้หง้ขัน้สดุทา้ยไฮโดรเจลที่สญูเสียน า้จะ
เกิดการหดตัวลงอย่างมาก ท าใหไ้ม่เหมาะใชเ้ป็นวิธีส  าหรบัการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
ของไฮโดรเจล วิธีที่ใชใ้นครัง้นีแ้ตกต่างจากวิธีของ Chaopanitcharoen (2021)(7) ซึ่งใชว้ิธีแช่แหง้
แบบเยือกแข็ง ท าใหน้ า้ภายในไฮโดรเจลระเหิดไปโดยยงัคงรูปร่างของไฮโดรเจลไวไ้ด ้วิธีนีจ้ะท าให้
เห็นลกัษณะรูพรุนของไฮโดรเจลเมื่อศึกษาภายใตกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราดได ้แต่
หากน าเซลลไ์ปท าใหแ้หง้ดว้ยวิธีแช่แหง้แบบเยือกแข็ง เซลลจ์ะแตกระหว่างกระบวนการระเหิดท า
ให้ไม่สามารถศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ ถึงเป็นข้อจ ากัดในการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเซลล์ที่ เลีย้งร่วมกับไฮโดรเจล ในการศึกษาของ Areevijit (2021)(6)ได้ใช้วิธี
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยการใช้อิมมูโนฟลูออเรสเซนสท์ าให้เห็นลักษณะการ
กระจายตัวของเซลลใ์นไฮโดรเจล และสังเกตรูปร่างของเซลลไ์ด ้เมื่อท าการตรวจลักษณะทาง
สณัฐานวิทยาของเซลลใ์นงานวิจยัครัง้นีแ้ลว้พบว่าลกัษณะของเซลลไ์ม่มีความแตกต่างกนัระหว่าง
กลุ่มที่เลีย้งร่วมกับไฮโดรเจลที่ไดร้บัการฉายแสงเป็นเวลา 60 วินาทีกับ 90 วินาที โดยในกลุ่มที่
ห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจลพบลกัษณะเซลลบ์างส่วนเป็นรูปร่างกลม บางส่วนมีการยื่นแขนงของ
เซลลค์ลา้ยรูปทรงกระสวย พบลักษณะของพืน้ผิวเซลลท์ี่ปกติและพบเซลลท์ี่ก าลงัอยู่ในขัน้ตอน
ของการแบ่งเซลล ์แสดงใหเ้ห็นว่าเซลลย์ังคงลักษณะทางสัณฐานวิทยาเอาไวไ้ดแ้ม้น ามาเลีย้ง
ร่วมกับไฮโดรเจล ส่วนในกลุ่มที่ เลีย้งบนพื ้นผิวไฮโดรเจลในลักษณะสองมิติพอลักษณะทาง
สณัฐานวิทยาของผิวเซลลท์ี่ปกติเช่นกนั แต่พบว่าเซลลบ์างส่วนมีการรวมกลุ่มกนัซึ่งสอดคลอ้งกบั
การตรวจดภูายใตก้ลอ้งจลุทรรศนแ์บบหวักลบั 
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ข้อเสนอแนะ 
ในการศึกษาครั้งต่อไปควรท าการศึกษาในเซลล์ปฐมภูมิเพื่อเปรียบเทียบผลการ

ตอบสนองของเซลล์ปฐมภูมิต่อไฮโดรเจลกับผลที่ได้จากเซลลไ์ลน์ในงานวิจัยครัง้นี ้ควรมีการ
เปรียบเทียบผลของค่าปริมาณการเกิดการปรบัปรุงโครงสรา้งต่อการเจรญิเติบโตของเซลลแ์ละควร
ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาร่วมกันมากกว่าหนึ่งวิธีเพื่อความสมบูรณข์องขอ้มูลที่มากขึน้ มี
การติดตามถึงผลของแสงสีฟ้าที่ใชใ้นการบ่มไฮโดรเจลต่อการเจริญเติบโตของเซลล ์และตรวจวัด
ปริมาณเมทาครเิลตโมโนเมอรท์ี่ปลดปล่อยออกมาหลงัจากที่ไฮโดรเจลถูกย่อยสลายซึ่งอาจส่งผล
ต่อการเจรญิเติบโตของเซลล ์
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แผนการด าเนินงาน 

ตาราง 5 แผนการด าเนินงานวจิยั 

ขั้นตอน ระยะเวลาด าเนินการวิจัย 12 เดือน 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

-ทบทวนงานวิจยัที่เก่ียวขอ้ง  
-รวบรวมองคค์วามรูเ้พื่อต่อยอดงานวิจยั 

/ / / / /        

-เตรียมเมทาครเิลตไฮยาลโูรนิกแอซิด 
-ทดสอบปรมิาณการเกิดการปรบัปรุง
โครงสรา้ง 
-เตรียมไฟโบรบลาสตแ์อล 929 
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/ 
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-ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยออ้ม 
-ทดสอบดว้ยวิธีการเลีย้งเซลลแ์บบ 2 มิติ 
-ทดสอบดว้ยวิธีการห่อหุม้เซลลด์ว้ยไฮโดรเจล 
-ตรวจดลูกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์
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-สรุปผลการทดลองและเขียนรายงาน         / / / / 
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ภาพประกอบ 22 เอกสารรบัรองจรยิธรรมโครงการวิจยัที่ท าในมนษุย ์จากคณะกรรมการจรยิธรรม 
ส าหรบัพิจารณาโครงการวิจยัที่ท าในมนุษย ์มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ หมายเลขรหสัโครงการ 

SWUEC-479/2563X 



  79 

 



 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล ธนกนัต ์จิวะเจรญิ 
วัน เดือน ปี เกิด 17 กนัยายน 2536 
สถานทีเ่กิด กรุงเทพมหานคร 
วุฒกิารศึกษา พ.ศ. 2561  

ปรญิญาตรี ทนัตแพทยศาสตรบ์ณัฑิต (ท.บ.) (เกียรตินิยมอนัดบั 2) 
จฬุาลงกรณม์หาวิทยาลยั  
พ.ศ. 2564  
ก าลงัศกึษาระดบัปรญิญาโท วิทยาศาสตรม์หาบณัฑิต (วท.ม.)  
มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 

ทีอ่ยู่ปัจจุบัน 39/237 ซ.ประชาอทุิศ 91 ถ.ประชาอทุิศ แขวงทุ่งครุ เขตทุ่งครุ 
กรุงเทพมหานคร 10140 

รางวัลทีไ่ด้รับ พ.ศ. 2553   
- รางวลัรองชนะเลิศอนัดบั 1 การแข่งขนัคณิตศาสตร ์วิทยาศาสตรแ์ละ
คอมพิวเตอรร์ะหว่างโรงเรียน (SGAT) ครัง้ที่ 9 สาขาวิชาชีววิทยา ณ 
โรงเรียนเตรียมอดุมศึกษา  
- รางวลัชนะเลิศ การแข่งขนัตอบปัญหาทางคณิตศาสตรแ์ละ  
วิทยาศาสตรร์ะดบัมธัยมศึกษา (TUMSCO) ครัง้ที่ 10 สาขาชีววิทยา ณ 
โรงเรียนเซนตค์าเบรียล  
- รางวลัชนะเลิศ โลพ่ระราชทาน ศ.ดร. สมเด็จพระเจา้ลกูเธอเจา้ฟ้าจฬุา
ภรณว์ลยัลกัษณ ์อคัรราชกมุารี ณ คณะสตัวแพทยศาสตร ์  
มหาวิทยาลยัมหิดล  
- รางวลัชนะเลิศ การแข่งขนัตอบปัญหาความรูพ้ืน้ฐานทางการแพทย ์(SI 
QUIZ) ณ คณะแพทยศาสตรศิ์รริาชพยาบาล  
- รางวลัรองชนะเลิศอนัดบั 1 การแข่งขนัตอบปัญหาวิชาการชีววิทยาและ
วิทยาศาสตรก์ารแพทย ์ณ คณะแพทยศาสตร ์  
จฬุาลงกรณม์หาวิทยาลยั  
- เหรียญเงินการแข่งขนัชีววิทยาโอลิมปิกระดบัชาติ ครัง้ที่ 7  
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พ.ศ. 2554   
- เหรียญเงินการแข่งขนัชีววิทยาโอลิมปิกระดบัชาติ ครัง้ที่ 8   
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