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This research aimed to develop a hyaluronic acid-based hydrogel polymerized by blue 

light incorporated with fibroblast growth factor 2 (FGF-2) as a suitable biological scaffold for tissue 
engineering applications. The study was divided into two parts. In the first part, the effect of different 
concentrations of FGF-2 on L929 fibroblast cells and human periodontal ligament fibroblast (hPDLF) 
cells was investigated to determine the optimal concentration. The results showed that different 
concentrations of FGF-2 had no effect on the proliferation of L929 fibroblast cells. However, for 
human periodontal ligament fibroblast cells, concentrations of 25, 100, and 200 ng/mL significantly 
promoted cell proliferation at 48 hours of the experiment (p<0.05). The second part of the experiment 
focused on the physical properties of the FGF-2-loaded hydrogels, including their structure, 
degradation, swelling, and release profile of FGF-2. When FGF-2 was incorporated into the 
synthesized hydrogels, no significant differences were observed in the physical properties between 
the FGF-2-loaded and unloaded groups. This suggests that the addition of FGF-2 does not affect the 
hydrogel's physical characteristics. Furthermore, the release profile of FGF-2 exhibited a burst 
release within the first 30 minutes, followed by a continuous, slower, and steady release from 30 to 
120 minutes, with sustained release observed throughout the 72-hour experimental period. The 
knowledge gained from this research can be applied to the future development of a hyaluronic acid-
based hydrogel polymerized by blue light for tissue engineering applications. 
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บทที ่1 
บทน า 

ภูมิหลัง  
ในปัจจุบันมนุษยเ์ราพบกับปัญหาการสูญเสียเนือ้เยื่อและอวัยวะจากการเป็นโรค การ

บาดเจ็บ หรือความผิดปกติตั้งแต่ก าเนิด จึงไดม้ีความพยายามในการน าเทคโนโลยีและความรู้
ทางดา้นวิศวกรรมเนือ้เยื่อมาใชศ้ึกษาและแกปั้ญหาที่เกิดขึน้ งานวิศวกรรมเนือ้เยื่อเป็นการผนวก
ความรูใ้นสาขาวิชาวิทยาศาสตรช์ีวภาพและวิศวกรรมเพื่อการพัฒนาสารทดแทนทางชีวภาพ 
(Biomaterial) เพื่อฟ้ืนฟู รกัษาและพฒันาการท างานของเนือ้เยื่อ (1, 2) โดยส่วนประกอบหลกั ไดแ้ก่ 
1.เซลล ์2.สารส่งสญัญาณ ไดแ้ก่ โกรทแฟคเตอร ์3.โครงร่างชีวภาพหรือสแคฟโฟลด ์(Scaffold)  
ได้มีการน าวิศวกรรมเนื ้อเยื่อมาใช้รักษาทั้งในเนื ้อเยื่ออ่อนและเนื ้อเยื่อแข็ง เช่น โรคข้อต่อ
ขากรรไกร ซึ่งเป็นบริเวณที่รกัษาไดย้ากเนื่องจากมีเลือดมาเลีย้งนอ้ย โรคดงักล่าวสง่ผลใหผู้ป่้วยมี
ปัญหาในการรบัประทานอาหาร การพูด จึงมีการทดลองในสตัวท์ดลองโดยน าเซลลก์ระดูกอ่อน
จากบรเิวณอ่ืนของรา่งกาย ไปกระตุน้ใหเ้กิดการสรา้งและเพิ่มจ านวนของเซลล ์จากนัน้จึงปลกูถ่าย
บรเิวณขอ้ต่อขากรรไกร เพื่อใหม้ีการสรา้งเนือ้เยื่อกระดกูอ่อนมาทดแทน(3, 4)   

ในส่วนของทันตกรรมพบว่าปัญหาเก่ียวกับการสูญเสียฟัน ส่งผลใหเ้กิดการละลายตัว
ของกระดูกหลังการถอนฟัน จึงได้น างานวิศวกรรมเนื ้อเยื่อเข้ามาประยุกต์ใช้ในการรกัษาการ
สญูเสียเนือ้เยื่อของกระดกูหลงัถอนฟันเพื่อช่วยใหม้ีกระดกูเพียงพอในการฝังรากเทียม โดยมีการ
น ากระดูกของผูป่้วยเอง (Autograft) มาปลูกในบริเวณที่เคยไดร้บัการถอนฟันซึ่งเป็นวัสดทุี่ดีที่สุด
เพราะมีคณุสมบติัทัง้สามารถสรา้งกระดกู (Osteogenicity) การเหนี่ยวน าใหเ้กิดการสรา้งกระดูก 
(Osteoinductivity) และการที่กระดูกใหม่ เจริญ เข้าไปภายในกระดูกที่น ามาปลูกทดแทน 
(Osteoconductivity)  ไม่มีผลในการตอบสนองของภูมิคุม้กัน แต่ขอ้จ ากัดของวิธีนี ้คือ บริเวณที่
น ากระดูกมาตอ้งถูกผ่าตัดส่งผลใหผู้ป่้วยมีแผลผ่าตัดเพิ่มเติม หรือรูปร่างและปริมาณกระดูกไม่
เพียงพอในการฝังรากเทียม(5) จึงไดม้ีการน าวสัดปุลูกถ่ายอ่ืนๆมาใชท้ดแทน ไดแ้ก่ การน ากระดูก
มนุษย์จากผู้บริจาคที่ถูกน ามาท าให้ปลอดเชื ้อก่อนน ามาใช้งาน  (Allograft) เช่น เอฟดีบีเอ 
( Freeze dried bone allograft; FDBA)  ดี เ อ ฟ ดี บี เ อ (Demineralized freeze-dried bone 
allograft; DFDBA) เป็นตน้ ขอ้เสียอาจจะมีการต่อตา้นเนื่องจากไม่ใช่เนือ้เยื่อของตนเอง หรืออาจ
มีการแพร่เชือ้ของโรคติดต่อได้(6) ในส่วนของกระดกูจากสิ่งมีชีวิตต่างสายพนัธุ ์(Xenograft) ไดแ้ก่ 
โค สุกร กระบือหรือปะการัง ที่น ามาใช้ทดแทน  และ กระดูกที่มาจากสารที่สังเคราะห์ขึ ้น 
(Alloplastic material) เช่น ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (Hydroxyapatite) หรือไตรแคลเซียมฟอสเฟต 
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(Tricalcium phosphate) เป็นตน้ โดยน ามาทดลองใชแ้ทนกระดูกของตนเอง ซึ่งขอ้ดีคือผูป่้วยไม่
ตอ้งมีแผลผ่าตัดเพิ่ม สามารถหาไดใ้นปริมาณที่มากและมีความคงตัวสูง แต่ก็มีขอ้เสียคือมีการ
สรา้งกระดกูชา้ ไม่มีคณุสมบติัในการสรา้งกระดกูและเหนี่ยวน าการสรา้งกระดกู เป็นตน้(7, 8) 

โดยงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อกระดูก ในส่วนของโครงร่างชีวภาพนัน้สามารถท าใหเ้กิดการ
ยึดติดและการแบ่งตัวของเซลลส์รา้งกระดูกบนพืน้ผิวของวัสดุนัน้ได ้โดยโครงร่างทางชีวภาพใน
อดุมคติตอ้งสามารถเขา้กบัเนือ้เยื่อมนุษย ์และสลายตวัเพื่อใหก้ระดกูใหม่สามารถแทนที่ได ้ตอ้งมี
คุณสมบัติทางกายภาพที่เหมาะสมเพื่อให้เซลลส์ามารถเขา้ไปอยู่และสรา้งหลอดเลือดใหม่ได ้
รวมถึงการมีความสามารถในการควบคุมการส่งสารต่างๆ หรือยา (9) ในส่วนของโครงร่างชีวภาพ
หรือระบบน าส่งสารมีการทดสอบและพัฒนามาจากวัสดุหลากหลายชนิด ทั้งจากสารธรรมชาติ
และการสงัเคราะหข์ึน้มา โดยไฮโดรเจล (Hydrogel) เป็นโครงรา่งสามมิติก่อตวัเป็นเจลสามารถกกั
เก็บน ้าได้ดีและขึน้รูปได้หลายรูปแบบ มีความเข้ากันได้กับเนื ้อเยื่อมีความคล้ายคลึงกับสาร  
เมทริกซน์อกเซลล ์(Extracellular matrix; ECM) มีรูพรุน (Porous)(10) ซึ่งไฮโดรเจลจากกรดไฮยา 
ลูโรนิกมีคุณสมบัติความเข้ากันได้กับเนือ้เยื่อ  มีความสามารถในการสลายตัวและยังสามารถ
ปรบัแต่งได้ทางเคมี จึงเป็นระบบน าส่งสารชนิดหนึ่งที่ได้รบัความสนใจน ามาใช้ทางวิศวกรรม
เนือ้เยื่อ แต่ก็ยังมีขอ้จ ากัดบางประการ อาทิ คุณสมบติัทางกายภาพ และการสลายตัวที่ค่อนขา้ง
เร็ว(11) อีกทั้งมีการศึกษาพบว่าในการสงัเคราะหไ์ฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกยังมีขอ้จ ากัด คือ 
ปริมาณการเกิดพอลิเมอไรเซชัน (Degree of modication) ระยะเวลาในการก่อตัวเป็นเจล 
(Gelation time) ที่ยังไม่สามารถควบคุมได้(12, 13) ซึ่งไดร้บัการพัฒนาเพื่อแกไ้ขขอ้จ ากัดนัน้โดยได้
ท าการปรบัปรุงและพฒันาใหไ้ฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกสามารถมีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสง
สีฟ้า (Blue light actived MeHA hydrogel; BL MeHA hydrogel) เพื่อควบคุมเวลาในการก่อตัว
เป็นเจล ผลการศึกษาพบว่าระยะเวลาที่ใชบ้่มที่ 90 วินาทีจะท าใหไ้ดโ้ครงสรา้งที่มีคุณสมบติัทาง
กายภาพที่ดี มีการพองตัวที่ดีและมีขนาดรูพรุนที่เหมาะสม (14) ต่อมามีการศึกษาความเขา้กันได้
ทางชีวภาพของไฟโบรบลาสตแ์อล 929 กบัไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชัน
โดยแสงสีฟ้า(15) รวมถึงมีการทดสอบความเขา้กันไดท้างชีวภาพของเซลลอ์อสติโอบลาสตจ์ากหนู
กบัไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า(16) โดยผลการศึกษาพบว่ามี
ความเขา้กันทางชีวภาพของทัง้ไฟโบรบลาสตแ์อล 929 และออสติโอบลาสตจ์ากหนู แมโ้ครงร่าง
ชนิดนีไ้ม่มีผลในแง่ลบกับเซลล ์แต่อาจไม่สามารถท านายไดว้่าไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มี
การพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้าเป็นวสัดโุครงรา่งที่เหมาะสมในการใชง้านทางคลินิก  
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ในดา้นของสารสื่อสญัญาณนั้น มีการศึกษาและทดลองโกรทแฟคเตอรก์ับระบบขนส่ง
ต่างๆ ซึ่งโกรทแฟคเตอร์นั้นมีหลายชนิดที่ เก่ียวข้องกับการฟ้ืนฟูของเนื ้อเยื่อกระดูก เช่น  
ไฟ โบ รบลาสต์ โก รทแฟค เตอร์ (Fibroblast growth factors; FGFs), วี อี จี เอฟ  (Vascular 
endothelial growth factors; VEGFs), ไอจี เอฟ  (Insulin-like growth factors; IGFs), ที จี เอฟ
เบต้า (Transforming growth factors; TGFs-ß) , พีดีจีเอฟ (Platelet-derived growth factors; 
PDGFs) และโกรทแฟคเตอรช์นิดบีเอ็มพี  (Bone morphogenic proteins; BMPs)(9) จากการ
ทบทวนวรรณกรรมพบว่าไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 (FGF-2) ไดร้บัความสนใจและศึกษาใน
งานฟ้ืนฟขูองเนือ้เยื่อกระดกูเนื่องจากเป็นตวักระตุน้ท าใหเ้กิดการหายของแผล การแบ่งตวัและการ
เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลลจ์ าเพาะ โดยออกฤทธิ์ทัง้ในกระบวนการสรา้งหลอดเลือดและการสรา้ง
กระดกู(17, 18) มีการทดลองโดยน าไฮโดรเจลพอลิเมอรท์ี่มีส่วนผสมของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์
2 ศึกษาการปลดปล่อยของโกรทแฟคเตอร์ในห้องปฏิบัติการซึ่งวิเคราะห์จากวิธี อีไลซา  
(Enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA) จากนัน้มีการน าวสัดุโครงรา่งชีวภาพชนิดนีไ้ป
ฝังในสตัวท์ดลอง คือ กระต่าย ผลพบว่าไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 กระตุน้ใหเ้กิดการสรา้ง
ปริมาณกระดูกมากขึ ้นในช่วงสองเดือนแรกและภายหลังจากสองเดือนจะพบว่าผลของ  
ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ไดห้ายไป(19) มีการศึกษาในประเทศญ่ีปุ่ นที่มีลกัษณะคลา้ยกนัแต่
ทดสอบกบัวสัดโุครงรา่งชีวภาพชนิดคอลลาเจนซึ่งมีลกัษณะคลา้ยเจลกึ่งฟองน า้ที่มีส่วนผสมของ  
ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ในปริมาณที่แตกต่างกนัไดแ้ก่ 0,3 และ15 ไมโครกรมั น าวสัดไุปฝัง
ไวใ้นบริเวณกะโหลกที่มีความบกพร่องของหนู พบว่ามีการสรา้งกระดูกในกลุ่มที่มีส่วนผสมของ  
โกรทแฟคเตอรม์ากกว่ากลุ่มที่ไม่มีอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (20) นอกจากนีม้ีการน าวัสดุโครงร่าง
ชีวภาพชนิดโพลียูรีเทนชนิดน า้ (Waterborne polyurethane; WPU) ที่มีการใสไ่ฟโบรบลาสตโ์กรท
แฟคเตอร์ 2 มาประยุกต์ใช้เป็นเมมเบรน  (Membrane) ในงานปลูกกระดูก (Guided bone 
regeneration; GBR) โดยทดสอบกับเซลลต์น้ก าเนิดชนิดมีเซนไคมข์องหนู (Rat mesenchymal 
stem cells; rMSCs) ผลพบว่าวัสดุชนิดนี ้สามารถปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์ในระดับคงที่   
(Sustained Release) และท าให้เซลล์เกิดการยึดเกาะ แบ่งตัว และเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์
จ าเพาะ อีกทั้งยังกระตุ้น ให้เกิดการสร้างหลอดเลือดได้ดีกว่าเมื่ อ เทียบกับวัสดุที่ ไม่ มี  
โกรทแฟคเตอร์(21)  

แต่ยังมีข้อจ ากัดของการน าโกรทแฟคเตอรม์าใช้เนื่องจากมีราคาที่สูง ส่งผลให้มีการ
พัฒนาผลิตโกรทแฟคเตอรด์ว้ยเทคนิคต่างๆ จากทั้งแบคทีเรีย แมลงและพืช ออกมาเป็นรีคอม
บิแนนทโ์ปรตีน โดยการน าพืชมาผลิตโกรทแฟคเตอรม์ีขอ้ดีคือ มีราคาที่ถูก สามารถผลิตไดจ้ านวน
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มาก น ามาท าให้บริสุทธิ์ได้ง่าย ปราศจากความเสี่ยงในการติดเชือ้จากแบคทีเรียและไวรสั (22) 
ในปี ค.ศ. 2023 มีการน าเบสิคไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอรท์ี่สกดัจากพืชมาทดสอบกบัสเต็มเซลล์
เพื่อขยายจ านวนของเซลล ์โดยที่สเต็มเซลลข์า้งตน้มีลกัษณะรูปรา่งและการแสดงออกของโปรตีน
ที่จ  าเพาะคงเดิม(23) นอกจากนีม้ีการศึกษาน าโกรทแฟคเตอร ์2 ที่ผลิตจากพืชและแบคทีเรีย E. coli 

มาท าการทดสอบการแบ่งตัวและเปลี่ยนแปลงเป็นเซลลจ์ าเพาะของเซลลเ์อ็มซีสามทีสามอีหนึ่ง 
(MC3T3-E1 cells) พบว่าทัง้สองชนิดสามารถท าใหเ้ซลลส์ามารถแบ่งตัวได ้เมื่อน าโกรทแฟคเตอร์
ใส่ในฟองน า้คอลลาเจนที่สามารถดูดซึมมาทดลองพบว่าส่งเสริมการหายของกระดูกในบริเวณที่
เสียหายของสตัวท์ดลอง(24) จากการศึกษาขา้งตน้แสดงถึงประสิทธิภาพและศักยภาพของโกรท
แฟคเตอรท์ี่ไดจ้ากพืชในการน ามาประยกุตใ์ชใ้นงานวิจยัได ้

ในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อโดยทั่วไปมกัจะมีทดสอบโครงร่างชีวภาพร่วมกบัโกรทแฟคเตอร์
เพื่อดคูณุสมบติัและรูปแบบการปลดปลอ่ยโกรทแฟคเตอรข์องโครงรา่ง จากนัน้จึงน ามาทดสอบกบั
เซลลใ์นหอ้งปฏิบัติการหรือในสตัวท์ดลองต่อไป ดังนั้นผูว้ิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาหาความ
เขม้ขน้ที่เหมาะสมของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 จากพืชต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929  
และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอ็นยึดปริทันต์ในมนุษย์  อีกทั้งคุณสมบัติทางกายภาพ ได้แก่ 
โครงสรา้ง การสลายตวั และรูปแบบการปลดปลอ่ยโกรทแฟคเตอรข์องไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูร
นิกที่มีการพอลิเมอไรเซชันโดยแสงสีฟ้าที่ผสมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 โดยมุ่งหวังว่าผล
จากการศึกษาสามารถน ามาต่อยอดและพัฒนาไฮโดรเจลเพื่อใชเ้ป็นระบบน าส่งยาส าหรบังาน
วิศวกรรมเนือ้เยื่อทางคลินิกไดอ้ย่างเหมาะสม 

ความมุ่งหมายของงานวิจัย  
ในการวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดต้ัง้ความมุ่งหมายไวด้งันี ้

1.เพื่อศึกษาผลของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ที่มีความเขม้ขน้แตกต่างกันต่อ
เซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยดึปรทินัตใ์นมนษุย ์

2.เพื่อศึกษาคุณสมบติัทางกายภาพ ไดแ้ก่ โครงสรา้ง การพองตัว การสลายตวั และ
รูปแบบการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอรข์องไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชัน
โดยแสงสีฟ้าที่ผสมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 

ความส าคัญของงานวิจัย  
เพื่อน าความรูท้ี่ไดจ้ากการศึกษาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชัน

โดยแสงสีฟ้าที่ผสมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 มาพัฒนาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มี
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การพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า เพื่อใชเ้ป็นระบบน าสง่ยาส าหรบังานวิศวกรรมเนือ้เยื่อทางคลินิก
ไดอ้ย่างเหมาะสม 

ขอบเขตงานวิจัย  
การศึกษาวิจัยครัง้นีเ้ป็นการศึกษาวิจัยพืน้ฐานในหอ้งปฏิบัติการ เพื่อศึกษาผลของไฟ  

โบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ที่มีความเขม้ขน้แตกต่างกันต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และ
เซลลไ์ฟโบรบลาสต์ของเอ็นยึดปริทันต์ในมนุษย์ โดยดูความมีชีวิตของเซลลซ์ึ่งใชว้ิธีวิเคราะห์ 
เอ็มทีที (MTT assay) เพื่อศึกษาคณุสมบติัทางกายภาพของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการ     
พอลิเมอไรเซชันโดยแสงสีฟ้าที่ผสมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 โดยศึกษาคุณสมบัติ ไดแ้ก่
โครงสรา้ง การสลายตวั และรูปแบบการปลดปลอ่ยโกรทแฟคเตอร ์ 

 
ตัวแปรทีศ่ึกษา  

1.1. ตวัแปรตน้ : ความเขม้ขน้ของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 
1.2. ตัวแปรตาม : ความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสต์แอล 929 และเซลลไ์ฟโบร 

บลาสตข์องเอ็นยดึปรทินัตใ์นมนุษยด์ว้ยวิธีวิเคราะหเ์อ็มทีที (MTT assay) 
1.3. ตัวแปรควบคุม : อาหารเลี ้ยงเซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็ม (Dulbecco's Modified 

Eagle Medium; DMEM) 
2.1. ตวัแปรตน้ : ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า

ที่ผสมกบัไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 
2.2. ตวัแปรตาม : คณุสมบติัทางกายภาพของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการ 

พอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้าที่ผสมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2  
2.3. ตวัแปรควบคมุ : ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสง

สีฟ้าเป็นระยะเวลา 90 วินาที 
 

นิยามศัพทเ์ฉพาะ 
1.ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า หมายถึง วสัดุ

ทางชีวภาพที่สามารถย่อยสลายได ้ไฮโดรเจลที่มีส่วนประกอบหลกัจากกรดไฮยาลโูรนิกที่ปรบัปรุง
โครงสรา้งดว้ยเมทาคริเลตและมีสารกระตุน้ใหเ้กิดพอลิเมอไรเซชันของพอลิเมอรผ์่านการครอส
ลิงค ์(Crosslink) โดยการบ่มแสงสีฟ้า 
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2.เซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 หมายถึง เซลลไ์ลนไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ไดจ้ากเนือ้เยื่อ
เก่ียวพนัใตผ้ิวหนงัของหนูเพศผูอ้าย ุ100 วนัที่จดัจ าหน่ายโดยบรษิัทไบโอมีเดียไทยแลนดจ์ ากดั ซึ่ง
เป็นเซลลไ์ลนไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ใชเ้ป็นมาตรฐานในการทดสอบอปุกรณก์ารแพทยท์างหอ้งปฏิบติัการ
ตามองคก์ารมาตรฐานสากล (ISO10993-5) 

3. เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยดึปรทินัตใ์นมนุษย ์หมายถึง เซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ได้
จากเนือ้เยื่อเก่ียวพนัที่อยู่ระหว่างรากฟันและกระดกูเบา้ฟันของมนุษย ์จดัจ าหน่ายโดยบริษัทลอน
ซา วอคเกอรส์วิลล ์จ ากดั  

4.ไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร ์2 หมายถึง Plant-produced basic Fibroblast 
Growth Factor จากพืช Nicotiana benthamiana ที่จัดจ าหน่ายโดยบริษัท บีจีเอฟ แพลนทท์ริกซ ์
จ ากดั 

กรอบแนวคิดวิจัย  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิดวิจยั 

 

FGF-2 + Fibroblast L929 cells 
Cell Viability (MTT assay) 

-  FGF-2 + Human Periodontal 

Ligament Fibroblast Cells 

(hPDLF) 

 

FGF-2  + 
HYALURONIC ACID BASED                                                       

HYDROGEL POLYMERIZED 

BY BLUE LIGHT at 90 sec  

Physical Properties (GEL) 

- Degradation 

- Releasing profile 

- Morphology  

- Swelling Properties 
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สมมติฐานในการวิจัย  
1.1.สมมติฐานหลกั : ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ที่มีความเขม้ขน้แตกต่างกนัส่งผล

ต่อการมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปรทินัตใ์นมนษุย์
แตกต่างกนั 

1.2.สมมติฐานรอง : ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ที่มีความเขม้ขน้แตกต่างกันส่งผล
ต่อการมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปรทินัตใ์นมนษุย์
ไม่แตกต่างกนั 

2.1.สมมติฐานหลกั :  คณุสมบติัทางกายภาพของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการ
พอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้าที่ผสมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 และไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลู
โรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้าไม่มีความแตกต่างกนั 

2.2.สมมติฐานรอง :  คุณสมบติัทางกายภาพของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการ
พอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้าที่ผสมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 และไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลู
โรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้ามีความแตกต่างกนั 
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บทที ่2  
เอกสารงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง  

ในการวิจยัครัง้นีผู้จ้ัดท าไดท้ าการศึกษาเอกสารและงานวิจยัที่เก่ียวขอ้ง และไดน้ าเสนอ
ตามหวัขอ้ต่อไปนี ้ 

1.การหายของแผล (wound healing) 
2.วิศวกรรมเนือ้เยื่อ (Tissue engineering)  
3.ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิก (Hyaluronic acid based hydrogel) 
4.เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Fibroblast cell) 
5.โกรทแฟคเตอร ์(Growth factor) 

การหายของแผล (Wound healing) 
การเกิดบาดแผล เกิดจากการท าลายเนือ้เยื่อส่วนต่างๆ ที่ปกติของร่างกายไม่ว่าส่วนใด 

เกิดไดจ้ากทัง้ปัจจยัภายในและภายนอก เช่น ปัจจยัจากตวัโรค อบุติัเหต ุการผ่าตดั เป็นตน้  
การหายของแผลเป็นกระบวนการที่เกิดขึน้โดยการท างานรว่มกนัของอวยัวะต่างๆภายใน

ร่างกายอย่างซบัซอ้น โดยเริ่มตัง้แต่เกิดอาการบาดเจ็บท าใหเ้ซลลท์ี่อยู่บริเวณแผลและเซลลอ่ื์นๆ
มาท าหนา้ที่ใหแ้ผลหายดีดว้ยหลายขัน้ตอน ซึ่งเกิดไดใ้นเนือ้เยื่อส่วนใหญ่ของร่างกาย แต่อวยัวะ
บางส่วนอาจมีการหายของบาดแผลต่างกนั เช่น ตบั กลา้มเนือ้ลาย เป็นตน้(25) โดยทั่วไปการหาย
ของแผลจะแบ่งได ้4 ระยะ ไดแ้ก่ 

1.ระยะการแข็งตัวของเลือดและกลไกการห้ามเลือด (Coagulation and 
hemostasis phase) 

การหายของบาดแผลในขัน้นีเ้ริ่มตัง้แต่เกิดการบาดเจ็บ ซึ่งเมื่อเลือดออกจะเกิดการ
แข็งตวัของเลือดเพื่อที่จะปกป้องการบาดเจ็บต่อระบบไหลเวียนเลือด และมีการหลั่งสารต่างๆ เพื่อ
ช่วยในการหายของแผลในขั้นถัดไป ซึ่งการหายของบาดแผลในขั้นนีจ้ะต้องใช้เซลลต่์างๆ เช่น 
เซลลเ์ยื่อบุผิว (epithelial cell) เกล็ดเลือด มาช่วยในการใหเ้ลือดแข็งตวัและสลายไฟบริน (fibrin) 
ที่บรเิวณแผล(26) 

หลังเลือดออกที่แผลจะเกิดการหดตัวของเซลลก์ล้ามเนื ้อเรียบเพื่อช่วยหยุดการ
เลือดออกจากเสน้เลือดที่บาดเจ็บ และจะมีผลท าใหห้ลอดเลือดแดงเล็ก(arteriole) ที่บริเวณอ่ืน
เกิดการตอบสนองด้วยการหดตัวของหลอดเลือดด้วยเช่นกัน ต่อมาจะเกิดภาวะออกซิเจนต ่า 
(hypoxia) และสภาวะเป็นกรด (acidosis) ที่บริเวณแผล ส่งผลใหเ้กิดการคลายตวัของผนงัหลอด
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เลือด เกิดการเลือดออกและเกิดการสรา้งลิ่มเลือด โดยลิ่มเลือดนีไ้ม่เพียงแต่ช่วยหา้มเลือดเท่านัน้ 
แต่เป็นโครงสรา้งเบือ้งตน้ส าหรบัการเคลื่อนยา้ยของเซลลแ์ละกระตุน้การหลั่งไซโตไคนแ์ละโกรท
แฟคเตอรต่์างๆ นอกจากนีเ้กล็ดเลือดยังกระตุน้การหลั่งสารที่ท าใหเ้กิดขยายตัวของหลอดเลือด 
(vasodilation) เพิ่มการซึมผ่านผนังหลอดเลือด (vascular permeability) ส่งผลให้มีสารน ้ารั่ว
ออกมาจากหลอดเลือด น าไปสูร่ะยะอกัเสบของแผลต่อไป(25) 

2.ระยะอักเสบของแผล (Inflammatory phase)   
รา่งกายจะเขา้สู่ระยะอกัเสบซึ่งมีวตัถุประสงคเ์พื่อก าจดัสิ่งแปลกปลอม เชือ้โรค และ

เนือ้เยื่อที่ตายแลว้ออกจากบรเิวณบาดแผล ใชร้ะยะเวลาประมาณ 3-5 วนั เมื่อมีการสรา้งลิ่มเลือด 
ส่งผลกระตุ้นให้หลั่ งสารไซโตไคน์ (cytokines) และโกรทแฟคเตอร ์เช่น พีดีจีเอฟ (platelet-
derived growth factor; PDGF) ทีจีเอฟเบต้า (transforming growth factors; TGFs-ß) อีจีเอฟ 
(epidermal growth factor; EGF) ไอจีเอฟ (insulin-like growth factor; IGF) ซึ่งสารเหล่านี ้จะ
ช่วยในการหายของแผล โดยการกระตุน้เซลลเ์ม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลล ์(Neutrophills) เซลล์
เม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ (Macrophages) เซลลเ์ยื่อบผุิวและเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์ 

โดยเซลลเ์ม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล (neutrophils) จะเป็นเซลลก์ลุ่มแรกที่เดินทาง
ม าถึ งแล ะมี บ ทบ าท ใน การฟ า โก ไซ โตซิ ส  (phagocytosis) หลั งจ ากนั้ น ม า โค รฟ าจ 
(macrophages) จะเขา้มาท าหนา้ที่ก าจดัซากเซลลแ์ละสิ่งแปลกปลอม(27) 

3.ระยะการเพ่ิมจ านวน (Proliferation phase) 
เป็นช่วงของการหายของแผลจะเริ่มหลังจากบาดเจ็บ 4 -14 วัน เป็นช่วงที่มีหลาย

กระบวนการเกิดขึ ้น ทั้งการสร้างเยื่อบุผิว การสร้างหลอดเลือด สร้างเนื ้อเยื่อแกรนู เลชัน 
(granulation tissue) และการที่คอลลาเจนมาสะสมที่บรเิวณแผล ซึ่งเป็นกระบวนการหนึ่งที่ส  าคญั
ในการหายของแผล(28) 

การสรา้งเยื่อบุผิวใหม่ (Epithelialization) เริ่มจากการเปลี่ยนแปลงของเซลลเ์คอราติ
โนไซตท์ี่ยังเหลืออยู่ที่บริเวณแผลและบริเวณที่ติดกับชัน้หนังแท ้(dermis) การเปลี่ยนแปลงของ
เซลลเ์คอราติโนไซตท์ี่บริเวณแผลมีหลายขัน้ตอนดงันี ้คือ การติดกนัของเซลล ์(detachment) การ
เคลื่อนที่ของเซลล ์(migration) การเพิ่มจ านวนของเซลล ์(proliferation) การเปลี่ยนแปลงของ
เซลล ์(differentiation) และการแบ่งชัน้ของเซลล ์(stratification) โดยเริ่มจากเซลลเ์คอราติโนไซต์
เคลื่อนที่ผ่านเสน้ใยแอกติน และเซลลเ์ยื่อบุผิวสรา้งอินทีกรินรีเซปเตอร ์( integrin receptor) มา
ท างานกับสารอินทีกริน เพื่อช่วยแยกเนื ้อเยื่อที่ตายแล้วกับเซลล์ปกติ หลังจากเซลล์เยื่อบุผิว
เคลื่อนที่ไปบริเวณแผล จะสรา้งตวักระตุน้เอนไซมค์อลลาจิเนสหรือเอ็มเอ็มพี 1 (collagenase or 
Metalloproteinase-1; MMP-1) และพลาสมิโนเจน (plasminogen) ซึ่งช่วยในการหายของแผล 
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และการเกิดแผลจะท าให้เซลล์บริเวณแผลหลั่ งสาร เช่น เคอราติโนไซต์โกรทแฟคเตอร ์
(keratinocyte growth factor) มาช่วยในการสรา้งเยื่อบผุิวใหม่อีกดว้ย(29, 30) 

การสร้างหลอดเลือดใหม่ (Angiogenesis) เกิดหลังจากการบาดเจ็บของเซลล์
บริเวณแผล ร่วมกับภาวะขาดออกซิเจน(hypoxia) โดยเซลลแ์มคโครฟาจ และเคอราติโนไซตจ์ะ
หลั่ งสารกระตุ้นให้เกิดหลอดเลือด (angiogenic factor) เช่น วีอีจีเอฟ (VEGF) ซึ่งกระตุ้นการ
เคลื่อนที่ของเซลลเ์ยื่อบุผิวหลอดเลือด (endothelial cell) และการเพิ่มจ านวนของเซลลเ์ยื่อบุผิว
หลอดเลือด ท างานร่วมกับสารเมทริกซน์อกเซลลท์ี่มีไฟบริน และไฟโบรเนกตินปริมาณมากจะ
กระตุน้ใหก้ลุ่มของเสน้เลือดฝอย (capillary sprout) เคลื่อนที่ผ่านแผ่นเนือ้เยื่อประสานที่รองรบัอยู่
ใตแ้ผ่นเซลลเ์นือ้ผิว (basement membrane) ดว้ยการใชไ้ฟโบรเนกติน ซึ่งกลุ่มเสน้เลือดฝอยจะ
แตกแขนงเพิ่มผ่านการท างานของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์และวีอีจีเอฟ(25) 

การสรา้งเนือ้เยื่อแกรนูลเลชันจะเกิดหลังจากเกิดแผล 3-4 วัน ซึ่งจะไปทดแทนลิ่ม
เลือดที่สรา้งขึน้ เนือ้เยื่อแกรนูลเลชนัประกอบดว้ยสารเมทริกซบ์ริเวณชัน้หนังแท ้(dermal matrix) 
ที่ท าตวัเป็นเครือข่ายใหเ้ซลลต่์างๆเคลื่อนที่ เกิดจากการท างานของเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์เซลลน์ีจ้ะ
มาบริเวณแผลในช่วง 2 วันหลังจากเกิดแผลผ่านการท างานของพีดีจีเอฟ (PDGF) และอีจีเอฟ
(EGF) จากเกล็ดเลือดและแมคโครฟาจ ซึ่งเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ะสรา้งคอลลาเจนไปแทนที่ไฟบริน
และไฟโบรเนกติน ซึ่งคอลลาเจนจะช่วยเรื่องการเคลื่อนที่ของเซลล ์การสรา้งความแข็งแรงของแผล 
อีกทัง้การสรา้งใหม่ของแผลดว้ย 

และยงัพบการเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์เกิดจากการที่เซลลไ์ฟโบรบลาสต์
ซึ่งเป็นเซลลท์ี่เปลี่ยนแปลงมาจากเซลลต์น้ก าเนิดชนิดมีเซนไคมใ์นเนือ้เยื่อเก่ียวพนั และหยุดอยู่ใน
ระยะ G0 ของวัฏจักรของเซลล์ (cell cycle) จะถูกดึงมาที่บริเวณที่เกิดแผลด้วยกระบวนการ

เคลื่อนที่ดว้ยการชักน าของสารเคมี (chemotaxis) จากสารทีจีเอฟเบตา้ (TGF-β) และพีดีจีเอฟ 
(PDGF) ที่เกิดจากเกล็ดเลือด และเซลลเ์ม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ หรือสารอ่ืน เช่น ทีเอ็นเอฟ

แอลฟา (TNF-α) มากระตุน้การเพิ่มจ านวนและการเปลี่ยนแปลงของเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์จากนัน้
เซลลไ์ฟโบรบลาสตเ์องจะหลั่งสารไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 (FGF-2) เพื่อการเพิ่มจ านวน
ตวัเองต่อไป(29) 
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4.ระยะปรับโครงสร้าง (Remodeling phase) 
ระยะนี ้เป็นช่วงที่ส  าคัญในการหายของแผล มีการจัดระเบียบและปรับเปลี่ยน

โครงสรา้งของคอลลาเจนที่สรา้งขึน้ใหม่เพื่อเป็นโครงรา่งที่แข็งแรง ซึ่งช่วงนีจ้ะเกิดหลงัจากเกิดแผล 
ตั้งแต่ 8 วัน ถึง 1 ปี ต่อจากการระยะที่ผ่านมาที่มีการสรา้งคอลลาเจนขึน้มาอย่างต่อเนื่องมา
ประมาณ 4-5 สปัดาห์(31) คอลลาเจนนัน้จะเริ่มสรา้งชา้ลง โดยผลของเอนไซมค์อลลาจิเนสหรือเอ็ม
เอ็มพี  1 (collagenase or Metalloproteinase-1; MMP-1) มาช่วยท าลายคอลลาเจนส่วนเกิน 
ร่ ว ม กั บ ก ารส ล ายตั วข อ ง ไก ล โค โป รตี น  (glycoprotein) แล ะมิ ว โคพ อลิ แ ซ็ ก ค า ไรด ์
(mucopolysaccharides) จะเกิดการจัดเรียงตัวขนานกับเนือ้เยื่อที่ปกติและหนาตัวขึน้เพื่อเสริม
ความแข็งแรง จะตอ้งใชเ้วลามากกว่า 3 เดือนที่แผลจะกลบัมามีความแข็งแรงประมาณ 80% ของ
เนือ้เยื่อเดิม (28, 29) 

การหายของแผลถอนฟัน (Healing of extraction socket) 
การถอนฟัน ท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงของเนือ้เยื่อบริเวณนัน้ ทั้งเนือ้เยื่อแข็งและอ่อน  

(Hard and soft tissue) และหลงัจากเกิดการบาดเจ็บแลว้ ร่างกายจะเริ่มท ากระบวนการเพื่อให้
แผลที่เกิดหลงัจากการถอนฟันหาย (socket healing) แบ่งการหายของแผลเป็น 4 ระยะตามที่ได้
กลา่วไปขา้งตน้  

โดยหลงัจากถอนฟันจะมีเลือดไหลในกระดกูเบา้ฟัน (socket) มีการรวมตวักนัของเกล็ด
เลือดและสรา้งลิ่มเลือดขึน้มา เกิดขึน้ภายใน 24 ชั่วโมงหลงัการถอนฟัน เกล็ดเลือดก็จะหลั่งไซโต
ไคน ์และโกรทแฟคเตอร ์เช่น พีดีจีเอฟ และทีจีเอฟเบตา้ กระตุน้การอักเสบและซ่อมแซ่มเนือ้เยื่อ 
ระยะการอกัเสบจะเกิดขึน้ภายใน 48-72 ชั่วโมง ซึ่งเซลลเ์ม็ดเลือดขาว เช่น นิวโทรฟิล แมคโครฟาจ 
จะมาท าหนา้ที่ก าจัดสิ่งแปลกปลอมรวมถึงเชือ้โรค ระยะนีม้ักมีการตอบสนองคืออาการบวมและ
ปวดเล็กนอ้ย ต่อมามีการสรา้งเนือ้เยื่อแกรนูเลชนัโดยการท างานของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์ละเซลล์
บุผนังหลอดเลือด (endothelial cell) มีการสรา้งคอลลาเจนและหลอดเลือดใหม่ โดนกระตุน้ดว้ย
ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 และทีจีเอฟเบตา้ ซึ่งในระยะนีเ้กิดขึน้ภายใน 3-7 วันหลงัถอนฟัน 
จากนัน้ประมาณ 2-3 สปัดาหห์ลงัถอนฟันเนือ้เยื่อแกรนูเลชนัจะเริ่มถูกแทนที่ดว้ยกระดูกใหม่ที่ยัง
ไม่สมบูรณ์ (woven bone) โดยเริ่มสรา้งจากส่วนที่ชิดผนังกระดูกเบ้าฟันก่อน จากนั้นจะมีการ
ปรบัเปลี่ยนโครงสรา้งของกระดูกจึงกลายเป็นกระดูกชัน้แข็ง (lamellar bone) ในส่วนของกระดูก
ใชร้ะยะเวลาประมาณ 3-6 เดือน ในสว่นของเนือ้เยื่ออ่อนมกัจะปกคลมุแผลใชร้ะยะเวลาประมาณ 
2-4 สปัดาห ์หลงัแผลถอนฟันหายระดบัเหงือกและกระดกูจะลดต ่าลง(32, 33)  ดงัภาพประกอบ 2  
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ภาพประกอบ 2 ระยะการหายของแผลหลงัถอนฟัน 

ที่มา : Udeabor SE, Heselich A, Al-Maawi S, Alqahtani AF, Sader R, Ghanaati S. 
Current knowledge on the healing of the extraction socket: A narrative review. 
Bioengineering (Basel). 2023;10(10):1245. 

วิศวกรรมเนือ้เย่ือ (Tissue engineering) 
งานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ เป็นการรวมกนัของความรูด้า้นวิทยาศาสตรช์ีวภาพและวิศวกรรม

เพื่อการพัฒนาสิ่งทดแทนทางชีวภาพเพื่อฟ้ืนฟู รกัษา และพัฒนาการท างานของเนือ้เยื่อ (1) โดยมี
การน างานวิศวกรรมเนือ้เยื่อมาประยุกตใ์ชใ้นงานเวชศาสตรฟ้ื์นฟู ดา้นเภสชักรรม การวินิจฉัยโรค 
การวิจยัเพื่ออธิบายถึงพืน้ฐานการท างานของเซลลใ์นสตัวท์ดลอง หรือเพื่อระบกุระบวนการท างาน
ในการแก่ชราและการกลายเป็นโรค องค์ประกอบของงานวิศวกรรมเนื ้อเยื่อประกอบด้วย  
1. เซลล์ 2. สารส่งสัญญาณ ได้แก่ โกรทแฟคเตอร ์3. โครงร่างชีวภาพหรือสแคฟโฟลด์ (34)  
(ภาพประกอบ 3) 

กระบวนการทางวิศวกรรมเนือ้เยื่อ เริ่มจากการน าเซลลใ์ส่ไปในโครงร่างชีวภาพพรอ้มกบั
ใหก้ารกระตุน้โดยสารส่งสญัญาณหรือโกรทแฟคเตอรท์ี่เหมาะสม เพื่อใหเ้กิดการเจริญเติบโตและ
แบ่งตัวของเซลล์แล้วจึงน าไปปลูกถ่ายในบริเวณที่ต้องการซ่อมแซมเนื ้อเยื่อ การรวมสาม
องคป์ระกอบเขา้ดว้ยกนัของงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อตอ้งอาศยัทัง้สามส่วนที่เหมาะสม โดยโครงร่าง
ชีวภาพหรือสแคฟโฟลดท์ี่ดี ควรมีคณุสมบติัการเขา้กนัไดท้างชีวภาพกบัรา่งกายไดดี้ เพื่อที่จะไม่ให้
เกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันบริเวณที่มีการปลูกถ่าย คงอัตราการสลายตัวอย่าง
เหมาะสมเพื่อให้มีการสรา้งเนื ้อเยื่อเข้ามาทดแทนได้ มีรูพรุน มีลักษณะคล้ายคลึงกับสภาวะ
แวดล้อมในเซลล์สิ่งมีชีวิตโดยมีความสามารถในการรับแรงเชิงกล (Mechanical support) 
สามารถสนบัสนุนใหเ้ซลลย์ึดติด แบ่งตวั และเปลี่ยนสภาพ ส่งผลใหเ้นือ้เยื่อเติบโตได ้นอกจากนี ้
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โครงร่างต้องช่วยให้เกิดกระบวนการทางเซลล์ได้สะดวก เช่น การแพร่ของสาร การสร้าง  
หลอดเลือด การก าจดัของเสีย เป็นตน้ และสดุทา้ยมีความเป็นไปไดใ้นการผลิตใหม้ีประสิทธิภาพ
และประหยดั(34-37)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 3 องคป์ระกอบของวิศวกรรมเนือ้เยื่อ ประกอบดว้ย เซลล ์สารสง่
สญัญาณและโครงรา่งวสัดทุางชีวภาพ 

ที่ ม า  : Mhanna R, Hasan A. Introduction to tissue engineering. In: Tissue 
engineering for artificial organs: regenerative medicine, smart diagnostics and 
personalized medicine. 2017.p.1-34. 

สแคฟโฟลด์อาจสรา้งมาจากวัสดุธรรมชาติหรือวัสดุสังเคราะหก์็ได้ เนื่องจากมีความ
หลากหลายของวสัดุชีวภาพในการสรา้งสแคฟโฟลดส์่งผลใหเ้กิดคุณสมบติัที่แตกต่างกันไปดว้ย  
มีขอ้ดีขอ้เสียที่แตกต่างกัน ในกลุ่มที่มาจากวัสดุธรรมชาติ อาจสรา้งมาจากส่วนประกอบของสาร 
เมทริกซ์นอกเซลล์ เช่น คอลลาเจน  ไคโตซาน (Chitosan) อีลาสติน (Elastin) ไฟบริโนเจน
(Fibrinogen) กรดไฮยาลูโรนิก  (hyaluronic acid) และใยไหม (Silk) เป็นต้น โดยกลุ่มนี ้จะมี 
ความเข้ากันได้กับเนื ้อเยื่อได้ดีและมีความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพได้เอง แต่พบ
ขอ้เสีย คือ ความสามารถในการรบัแรงเชิงกลต ่า ส่วนในกลุ่มที่มาจากวัสดุสงัเคราะห ์เช่น พีจีเอ 
(Poly Glycolic Acid; PGA) พีแอลเอ (Poly Lactic Acid; PLA) และพอลีแลคไทด์โคไกลโคไลด ์
(Poly Lactide-Co-Glycolide) เป็นตน้ จะสามารถออกแบบโครงสรา้งทางเคมีได ้สามารถควบคมุ
อัตราการย่อยสลายได้ มีความแข็งแรง สามารถรับแรงเชิงกลได้ ควบคุมปริมาณรูพรุน และ  
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ขนาดรูพรุนได ้แต่ขอ้เสียของกลุ่มนี ้คือ ขาดส่วนประกอบของสารเมทริกซน์อกเซลล ์และการย่อย
สลายของวสัดมุกัจะเหลือสิ่งที่เป็นพิษต่อเซลล ์โดยสว่นมากจะเป็นกรดอ่อน(38) 

ในส่วนของเซลลน์ัน้ก็ตอ้งมาจากแหล่งที่มาที่เหมาะสม โดยอยากใหเ้ซลลส์ามารถผลิต
สารออกมาใหใ้กลเ้คียงกบัเนือ้เยื่อธรรมชาติ ซึ่งเซลลน์ัน้มกัจะมาจากเซลลป์ฐมภูมิ (Primary cell) 
ของตัวคนไขเ้อง น ามาใส่สแคฟโฟลดแ์ละปลูกถ่ายกลับไปยังเนือ้เยื่อส่วนที่เสียหาย ซึ่งการน า
เซลลม์าใชใ้นงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อนิยมใช้เป็นเซลลข์องตัวเอง (Autologous cell) เนื่องจากไม่
กระตุน้ใหเ้กิดการตา้นทานของระบบภูมิคุม้กนั จึงไม่จ าเป็นตอ้งใชก้ารกดภมูิคุม้กนั และไม่ตอ้งรบั
ผลขา้งเคียงดว้ย อย่างไรก็ตามวิธีนีก้็มีขอ้จ ากัดเนื่องจากเซลลข์องตนเองใชเ้วลานานในการเลีย้ง
เซลลเ์พื่อใหไ้ดเ้นือ้เยื่อที่ตอ้งการ อีกทัง้การเก็บเซลลอ์าจสง่ผลใหเ้ซลลก์ลายเป็นโรค ดงันัน้จึงมีการ
เปลี่ยนมาสนใจเซลลต์น้ก าเนิด (Stem cell) ที่เป็นเซลลข์องตนเองกนัมากขึน้(34, 39) เนื่องจากมีการ
คน้พบโดย Yamanaka และTakahashi ว่าสามารถเปลี่ยนแปลงเซลลท์ี่โตเต็มวยัใหก้ลายเป็นเซลล์
ตน้ก าเนิดได้(40) โดยที่เซลลต์น้ก าเนิด คือ เซลลท์ี่มีคุณสมบติัในการแบ่งตัวเพื่อเพิ่มจ านวนตัวเอง
ได ้และสามารถเปลี่ยนแปลง (Differentiate) ใหก้ลายเป็นเซลลอ่ื์นที่ท าหนา้ที่หลากหลายได ้ 

โดยในทางทนัตกรรมก็มีการน างานวิศวกรรมเนือ้เยื่อเขา้มาประยกุตใ์ชเ้ช่นกนั ทัง้ในงาน
วิศวกรรมเนือ้เยื่ออ่อนและเนือ้เยื่อแข็ง เช่น มีงานวิจัยทางคลินิกพบว่าจากการซ่อมแซมบริเวณ
ขากรรไกรภายหลังจากการถอนฟัน ส่งผลให้เกิดการละลายตัวของกระดูกหลังการถอนฟัน  
มีการทดลองโดยมีการน าเซลลต์น้ก าเนิดจากฟัน (dental pulp stem cell) รวมกบัโครงรา่งชีวภาพ
คอลลาเจนแบบฟองน า้ ใชใ้นการรกัษาเนือ้เยื่อกระดกูบริเวณที่ถอนฟันกรามซี่ที่สามไป ผลพบว่า
สามารถซ่อมแซมเนือ้เยื่อไดท้ั้งกระดูกเบา้ฟันและเนือ้เยื่อปริทันต์(41) หรือในกรณีที่มีการสูญเสีย 
การท างานของต่อมน า้ลายซึ่งอาจเกิดจากผลขา้งเคียงของการใชย้า การฉายรงัสีเพื่อการรกัษา
หรือจากโรคภูมิตา้นทานเนือ้เยื่อตัวเอง เช่น โรคโซเกร็น (Sjogren’s syndrome) มีความพยายาม 
ในการสร้างต่อมน ้าลายมาทดแทน โดยมีการทดลองน าเซลล์ต้นก าเนิดจากต่อมน ้าลายใต้
ขากรรไกรมนุษย์  (human submandibular gland stem cells) มาใส่ ใน โครงร่างสามมิ ติ 
(Matrigel) และกระตุ้นด้วยไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร ์10 (FGF-10) น าไปปลูกถ่ายในหนู
ทดลองเพื่อสรา้งต่อมน า้ลาย ผลพบว่าในกลุ่มที่ถูกกระตุน้ดว้ยไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์10 
(FGF-10) มีการแสดงออกตัวบ่งชี ้(marker) ที่จ  าเพาะของต่อมน า้ลายมากกว่ากลุ่มที่ไม่ได้ถูก
กระตุน้โดยโกรทแฟคเตอร ์ (42)  

ในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อกระดูก พบว่ามีการใชอุ้ปกรณ์โลหะแบบเฉ่ือยที่เขา้กับเนือ้เยื่อ
มนุษยไ์ด ้กระดกูของตนเอง (Autogenous graft) และวสัดทุดแทนจากกระดกูของสิ่งมีชีวิตสปีชีส์
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เดียวกัน (Allograft) ในการซ่อมแซมกระดูกที่ถูกท าลายเป็นบริเวณกวา้ง แมจ้ะเป็นวิธีมาตรฐาน
แต่ก็มีข้อจ ากัด เช่น ในการใช้อุปกรณ์โลหะอาจจะต้องผ่าตัดซ า้เพื่อน าออก ในกรณีที่ใช้วัสดุ
ทดแทนจากกระดูกของสิ่งมีชีวิตสปีชีสเ์ดียวกันก็มีความเสี่ยงในการไดร้บัโรค หรือการใชก้ระดูก
ของตนเองก็จะสรา้งความเจ็บปวดใหผู้ป่้วยที่ตอ้งผ่าตัดบริเวณที่บริจาค ซึ่งจุดมุ่งหมายของงาน
วิศวกรรมเนือ้เยื่อกระดูก คือ การเตรียมวัสดุในบริเวณที่กระดูกถูกท าลายและใหเ้ซลลข์องผูป่้วย
เองท าการซ่อมแซม โดยวัสดุที่เลือกมานั้นจะท าหน้าที่เป็นสแคฟโฟลด์ จึงต้องมีคุณสมบัติใน  
การรบัแรงเชิงกล สนับสนุนให้เซลลย์ึดติด และเกิดการสะสมของแร่ธาตุได ้โครงสรา้งที่มีรูพรุน
เหนี่ยวน าใหเ้ซลลแ์ละหลอดเลือดเขา้มาเพื่อสรา้งกระดูก สามารถย่อยสลายเองไดเ้มื่อมีการสรา้ง
กระดูกใหม่ขึน้มา ส่งผลให้มีความพยายามในการพัฒนาเพื่อหาวัสดุที่เหมาะสมในการสรา้ง
เนือ้เยื่อกระดกู และลดความเสี่ยงขา้งตน้ที่ไดก้ลา่วมา(37, 39)  

ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิก (Hyaluronic acid based hydrogel) 
ไฮโดรเจล  คือ โครงร่างสามมิติของพอลิเมอร์ที่มีการเชื่อมต่อกัน มีคุณสมบัติใน 

การกกัเก็บน า้และมีรูพรุน โดยขนาดและรูปรา่งแตกต่างกนัไปขึน้กบัการสงัเคราะห ์ความส าคญัใน
ความเป็นรูพรุนนี ้ส่งผลต่อการรวมตัวกับสารชีวโมเลกุล ไฮโดรเจลจึงเป็นระบบขนส่งสารที่  
สามารถจปุรมิาณของยาไดใ้กลเ้คียงกบัปรมิาตรของไฮโดรเจลเอง และยงัมีคณุสมบติัความเขา้กนั
ไดข้องเนือ้เยื่อ จึงส่งผลใหไ้ฮโดรเจลกลายเป็นตัวเลือกที่ดีในการควบคุมและคงไวซ้ึ่งสารส าหรบั
การรกัษา(43, 44) ไฮโดรเจลนั้นสามารถขึน้รูปได้หลายแบบ ทั้งยังสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ทาง
อุตสาหกรรมทางการแพทย ์มีคุณสมบัติชอบน า้ ซึ่งจะพบในพอลิเมอรท์ี่มีส่วนประกอบของหมู่  
ที่ชอบน า้ เช่น คารบ์อกซิลิก (-COOH) ไฮดรอกซิล (-OH) เป็นตน้(45) โดยไฮโดรเจลสามารถแบ่งได้
หลากหลายประเภท อาทิ กระบวนการครอสลิงค ์แบ่งเป็นการเชื่อมขวางทางกายภาพ (physically 
cross linking) หรือการเชื่อมขวางทางเคมี (chemical cross linking) ลกัษณะทางกายภาพ ไดแ้ก่ 
ไฮโดรเจลแบบแข็ง กึ่งของแข็งของเหลว แบบเหลว เป็นตน้ หรือแบ่งจากสารที่สรา้ง ได้แก่ สาร
ธรรมชาติหรือสารสงัเคราะห์(46)  

กรดไฮยาลูโรนิกเป็นสารที่มีส่วนประกอบของน า้ตาล (polysaccharide) พบไดใ้นสาร 
เมทริกซน์อกเซลลข์องสิ่งมีชีวิต สามารถถูกย่อยสลายโดยเอนไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส (hyaluronidase 
enzyme) เนื่องดว้ยความเขา้กันไดท้างชีวภาพกับร่างกาย ความสามารถในการย่อยสลายทาง
ชีวภาพ และการปรบัเปลี่ยนทางเคมี ส่งผลให้สารชนิดนีม้ีศักยภาพที่น่าสนใจน าไปใช้ในงาน
วิศวกรรมเนือ้เยื่อได ้แต่สารชนิดนีม้ีขอ้ดอ้ย คือ ไม่สามารถรบัแรงเชิงกลไดม้าก และมีการสลายตวั
อย่างรวดเร็ว จึงมีความพยายามเปลี่ยนแปลงทางเคมีเพื่อพัฒนาคุณสมบัติทางกายภาพให้ 
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ดีมากขึน้(11) มีการน ากรดไฮยาลูโรนิกมาเป็นส่วนประกอบในการสงัเคราะหไ์ฮโดรเจล ไดอ้อกมา
เป็นไฮโดรเจล จากกรดไฮยาลูโรนิกซึ่งเป็นที่นิยมโดยมีการน าไปใชอ้ย่างแพร่หลาย  เนื่องจากมี
ความสามารถในการเลียนแบบเนือ้เยื่อของมนุษย ์และสามารถแลกเปลี่ยนออกซิเจน  สารอาหาร
และของเสีย(11, 47) 

ไดม้ีการสรา้งระบบน าส่งยาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกในรูปแบบฉีด ที่มีการปรบัปรุง
โครงสรา้งจากไฮดราโซน (Injectable modified hyaluronic acid from hydrazone-crosslinked 
hydrogel) เพื่อน าส่งโกรทแฟคเตอรช์นิดบีเอ็มพี  2 (BMP-2) การทดลองพบว่าไฮโดรเจลที่ 
บีเอ็มพี 2 ไดอ้ย่างต่อเนื่อง 28 วนั ในวนัที่ 28 ยงัพบระดบับีเอ็มพี 2 ไดถ้ึง 86% นอกจากนีย้งัไดท้ า
การทดลองฉีดไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกในรูปแบบฉีด ที่มีการปรับปรุงโครงสร้างจาก  
ไฮดราโซน เขา้ไปในกะโหลกของหนู พบว่าไฮโดรเจลชนิดนีส้ามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการสรา้ง
กระดูกไดใ้นเวลา 8 สปัดาห ์ผลการศึกษาสรุปไดว้่าสามารถใชไ้ฮโดรเจลชนิดนีเ้ป็นระบบน าส่ง
บีเอ็มพี 2 เขา้ไปในเซลล ์กระตุน้ใหเ้กิดการสรา้งกระดกูและไม่เป็นพิษต่อเซลล ์แต่ไฮโดรเจลชนิดนี ้
ก็มีการเติมหมู่อัลดีไฮน ์(Aldehyde) โดยปฏิกิริยาเปอรร์ิโอเดทออกซิไดด ์(Periodate oxidized)  
ในการก่อตวัเป็นเจล จึงเป็นขอ้จ ากดัเมื่อมีการใชก้บัเนือ้เยื่อ(48)  

มีการศึกษาและพัฒนาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกเพื่อใหม้ีคุณสมบัติที่เหมาะสม
ส าหรบัการใช้ในงานวิศวกรรมเนื ้อเยื่อ ในปีค.ศ. 2016 Maturavongsadit และคณะ ได้มีการ
ทดลองผลิตไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกแบบฉีด มีการปรบัเปลี่ยนโครงสรา้งโดยการเติมสาร  
เมทาคริลิคแอนไฮไดร์ด (Methacrylic anhydride) ซึ่ งเป็นการเติมหมู่อะคริเลทให้กับกรด 
ไฮยาลูโรนิก และใชส้ารครอสลิงคเ์ป็นทีเอ็มวีวนัซิส (Cysteine-inserted Tobacco mosaic virus 
(TMV) mutants; TMV1 cys ) กับไดไทโอทรีไอทอล (Dithiotreitol; DTT) โดยท าการเปรียบเทียบ
กบัเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลที่ใชส้ารครอสลิงคเ์ป็นดีทีทีเพียงตัวเดียว โดยปฏิกิริยาครอส
ลิงค์ของไฮโดรเจลทั้งสองชนิดใช้ปฏิกิริยาไธออลอีนคลิก ( thiol-ene click reaction) ซึ่งเป็น
ปฏิกิริยาที่ไม่มีผลขา้งเคียงต่อโปรตีนที่มีส่วนประกอบของหมู่เอไมด ์จึงไม่ส่งผลกับโปรตีนที่เป็น
ส่วนประกอบของยาดว้ย มักใชป้ฏิกิริยานีเ้ป็นตัวสรา้งไฮโดรเจล เนื่องจากไธออลอคริเลตนัน้เป็น
สารตั้งต้นที่ควบคุมเวลาการก่อตัวเป็นเจลได้ดีและเป็นปฏิกิริยาที่ง่ายและมีความปลอดภัย  
ผลจากการศึกษาพบว่า กรดไฮยาลโูรนิกน า้หนักโมเลกุล 47 กิโลดาลตัน เป็นขนาดที่เหมาะสมที่
จะท าใหเ้กิดความหนืดและความถ่วงจ าเพาะที่ดีต่อการเกิดปฏิกิริยาการเติมหมู่เมทาครเิลตเพื่อใช้
ในการปรบัปรุงโครงสรา้งของกรดไฮยารูโลนิก โดยทัง้ไฮโดรเจลที่ครอสลิงคด์ว้ยทีเอ็มวีวนัซิสและ
ไดไทโอทรีไอทอลมีขนาดของรูพรุนภายในเจล 20 -100 ไมโครเมตร ซึ่งเป็นขนาดของรูพรุนที่
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เหมาะสมต่อการเป็นที่อยู่ของเซลลส์  าหรบัวิศวกรรมเนือ้เยื่อ และเป็นขนาดที่เหมาะสมต่อการซึม
ผ่านของยาเพื่อน าไปใชใ้นระบบน าสง่ยา(49) 

ต่อมามีการทดลองน าไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่ ปรับปรุงโครงสร้างด้วย  
เมทาคริลิคแอนไฮไดรด์มาพัฒนาต่อ โดยการเปลี่ยนสารที่ก่อให้เกิดการครอสลิงค์ ได้แก่  
ไดไทโอทรีไอทอล พี อีจี  (4 -arm polyethylene glycol; PEG) และพี เอเอ็มเอเอ็ม (Multi-arm 
polyamidoamine; PAMAM) เพื่อใช้เป็นไฮโดรเจลส าหรับการทดลองกับเซลล์ต้นก าเนิดจาก 
ไขกระดูก (Bone marrow stem cells; BMSCs) ในหอ้งปฏิบติัการ ผลการศึกษาพบว่าการครอส
ลิงคน์ัน้เกิดจากไธออลอีนคลิกตามเดิม โดยปฏิกิริยาจะเกิดขึน้ไดอ้ย่างสมบูรณท์ี่อณุหภูมิหอ้งและ
มีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 8 อีกทัง้พบว่าไฮโดรเจลที่ครอสลิงคด์ว้ยดีทีทีใชเ้วลาเร็วที่สดุเพียง 
60 นาทีในการก่อตัวเป็นเจล (50) อีกการศึกษาของ Trakiattikul และคณะ ในปี ค.ศ. 2018 น า 
ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกรูปแบบฉีดที่ดัดแปลงดว้ยเมทาคริลิคแอนไฮไดรด์ (Methacrylic 
anhydride) และสารครอสลิงค ์คือ ดีทีที มาผสมเขา้กบัแมนนิทอล (Mannitol) ที่ท าหนา้ที่เป็นสาร
เพิ่มปริมาณยาและบีเอสเอ (Bovine serum albumin; BSA) เป็นตวัแทนของโปรตีน ผลการศึกษา
พบว่าไดไ้ฮโดรเจลที่มีคณุสมบติัทางกายภาพที่ดี แต่ยงัมีขอ้จ ากดั คือ ระยะเวลาในการก่อตัวเป็น
เจลที่นาน 30 นาที (12) เช่นเดียวกันกับ Areevijit และคณะ ในปี ค.ศ. 2019 ที่น าเมทาคริเลต 
ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล (Methacrylate hyaluronic acid hydrogel) ที่ครอสลิงค์ด้วยดีทีที  มา
ทดสอบความเขา้กันไดท้างชีวภาพกับเซลลก์ระดูกเบา้ฟันมนุษย ์พบว่าระยะเวลาในการก่อตัว  
เป็นเจลที่ 15-30 นาที อาจสง่ผลถึงปัญหาในการใชใ้นคลินิกได้(13)  

การครอสลิงค ์(Crosslinking) 
การครอสลิงค ์คือ การกระบวนการทางเคมีที่จะท าใหเ้กิดการเสถียรของพอลิเมอร ์

โดยมีการเชื่อมและขยายจากสายพอลิเมอรใ์นทุกมิติให้กลายเป็นร่างแหพอลิเมอร ์ครอสลิงค์
อาจจะเป็นพันธะไอออนิก หรือพันธะโควาเลนต์ การเปลี่ยนครอสลิงค์อาจส่งผลให้พอลิเมอร์
เปลี่ยนสถานะจากของเหลวใหก้ลายเป็นของแข็ง ดงันัน้การครอสลิงคจ์ะส่งผลต่อคุณสมบติัทาง
กายภาพของไฮโดรเจล เช่น ความยืดหยุ่น (Elasticity) ความต้านทานการไหล (Viscosity)  
จดุหลอมเหลว (Melting point)(51) ซึ่งไฮโดรเจลสามารถถูกสรา้งไดห้ลายรูปแบบโดยการครอสลิงค์
ทางกายภาพ (Physical) เช่น การเปลี่ยนค่าความเป็นกรด-ด่าง การเปลี่ยนอุณหภูมิ ส่วนในทาง
เคมี (Chemical) การเติมครอสลิงเกอรช์นิดสารเคมี ได้แก่ คารโ์บไดอิไมด์ (carbodiimides)  
คารบ์อนิลไดอิมิดาโซล (carbonyldiimidazole) บีดีดีอี (butanedioldeglycidyl ether; BDDE)(52)   
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การครอสลิงคจ์ากการบ่มตัวโดยแสง (Photo crosslink) 
เนื่องจากมีการน าไฮโดรเจลมาใชอ้ย่างแพร่หลายส่งผลใหม้ีการศึกษาเก่ียวกับการ

กระตุน้และการตอบสนองของไฮโดรเจลมากย่ิงขึน้ ไฮโดรเจลนัน้สามารถตอบสนองต่อสิ่งกระตุน้ที่
หลากหลาย เช่น แสง สารเคมี  อุณหภูมิ  สิ่งกระตุ้นเหล่านี ้จะส่งผลต่อโครงสร้างและการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่าง การใชแ้สงเป็นตวักระตุน้มีขอ้ดี คือ สามารถควบคมุการเปิด -ปิดแสง ควบคุม
ปริมาณของแสงไดอ้ย่างแม่นย า ส่งผลให้สามารถควบคุมเวลาในการก่อตัวเป็นเจลได้ง่าย (53) 
นอกจากนีย้งัช่วยลดความเสี่ยงในการเปลี่ยนแปลงของคุณสมบติัของโปรตีนหรือไฮโดรเจลที่เกิด
จากการเติมสารเคมีครอสลิงเกอรไ์ด ้ (54) 

โดยงานวิจยัของ Chaopanitcharoen และคณะ ในปี ค.ศ. 2021ไดท้ าการพฒันาให้
ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิก มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า เพื่อควบคุมเวลาในการก่อตัว
เป็นเจล ผลการศึกษาพบว่าระยะเวลาที่ใชบ้่มที่ 90 วินาทีจะท าใหไ้ดโ้ครงสรา้งที่มีคุณสมบติัทาง
กายภาพที่ดี มีการพองตวัที่ดี และมีขนาดรูพรุนที่เหมาะสม(14) ต่อมาในงานวิจยัของ Jivacharoen 
และคณะ ในปี ค.ศ. 2022(15) และ Leewisutthikul และคณะในปี ค.ศ. 2022(16) ไดท้ าการทดสอบ
ความเขา้กนัไดท้างชีวภาพของไฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลอ์อสติโอบลาสตจ์ากหนูกบัไฮโดร
เจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า ตามล าดับ ผลพบว่ามีความเขา้กัน
ทางชีวภาพของทัง้เซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลอ์อสติโอบลาสตจ์ากหน ู   

เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Fibroblast cell) 
เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์เป็นเซลลช์นิดหนึ่งที่พบไดใ้นเนือ้เยื่อเก่ียวพนัทั่วรา่งกาย มีตน้ก าเนิด

มาจากเซลลต์น้ก าเนิดชนิดมีเซนไคม ์มีบทบาทส าคญัในการสรา้งเสน้ใยเพื่อช่วยรกัษาโครงสรา้ง
ของเนือ้เยื่อ ช่วยรกัษาความสมบูรณ์โครงสรา้ง ตา้นทานแรงกระแทกที่เขา้มากระทบต่อผิวหนัง
หรืออวัยวะ ทั้งยังมีบทบาทในกระบวนการหายของแผลและการซ่อมแซ่มเนื ้อเยื่อ (55) เซลล ์
ไฟโบรบลาสต์จะมีลักษณะคล้ายทรงกระสวยยาว (Elongate spindle) หรือรูปร่างคล้ายดาว 
(Stellate) มีแขนงยาว หากพบเซลลไ์ฟโบรบลาสตบ์รเิวณแผลในขณะที่แผลก าลงัจะหาย มกัพบว่า
มีนิวเคลียสกลมใหญ่ และมีนิวคลิโอไล (Nucleoli) เด่นชดั ในสว่นของไซโทพลาสซมึ (Cytoplasm) 
มีบริเวณกว้าง มีร่างแหเอนโดพลาสมิกชนิดหยาบ (Rough endoplasmic reticulum; RER) 
จ านวนมาก มีกอลจิ (Golgi) เด่นชดั แสดงใหเ้ห็นว่ามีการสงัเคราะหแ์ละสง่ออกโปรตีน นอกจากนี ้
ยงัพบแขนงของเซลลม์ีการยื่นประสานเป็นร่างแหกบัเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์า้งเคียง ซึ่งในลกัษณะนี ้
จะเรียกว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่ถูกกระตุ้น (Activated fibroblast)(56, 57) ตรงข้ามกันกับเซลล ์
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ไฟโบรบลาสตท์ี่ไม่ถูกกระตุน้จะพบร่างแหเอนโดพลาสมิกชนิดหยาบนอ้ยลง และไม่พบลกัษณะ
การแตกแขนง  

เซลลไ์ฟโบรบลาสตส์ามารถผลิตส่วนประกอบสารเมทริกซน์อกเซลล์  เช่น คอลลาเจน
ประเภทที่  1 2 และ 4 โปรตีโอไกลแคน (Proteoglycan) ไฟโบรเนกติน  ลามินิน (Laminins) 
 ไกลโคสะมิโนไกลแคน(Glycosaminoglycans) เอนไซม์เอ็มเอ็มพี (Metalloproteinases) และ  
โพรสตาแกลนดิน (Prostaglandins) รวมถึงสามารถจัดเรียงเมทริกซโ์ดยการผลิตเอนไซม์ย่อย
สลายหรือเชื่อมสารในเมทริกซ ์โดยตวัของเซลลไ์ฟโบรบลาสตน์ัน้จะถกูกระตุน้จากสญัญาณของไซ
โตไคนแ์ละโกรทแฟคเตอรต่์างๆ(58) ในกระบวนการหายของแผลนัน้ เซลลไ์ฟโบรบลาสตก์็ยังมีส่วน
ส าคัญในทุกระยะ โดยจะมีการหลั่งของไซโตไคนห์รือโกรทแฟคเตอรต่์างๆ ตามกระบวนการแลว้
มากระตุน้เซลลไ์ฟโบรบลาสตห์รือในบริเวณที่เป็นแผล เซลลไ์ฟโบรบลาสต์ถูกกระตุ้นจึงมีการ
เปลี่ยนรูปร่างเป็นเซลลไ์มโอไฟโบรบลาสตซ์ึ่งเป็นเซลลท์ี่มีเสน้ใยความเครียด (Stress fiber) ที่

ประกอบดว้ยเสน้ใยแอคตินชนิดแอลฟาในกลา้มเนือ้เรียบ (α smooth muscle actin) ส่งผลให้
เกิดการหดตวัของแผล(56) 

นอกจากนี ้ยังมีการศึกษาที่พบว่าเซลล์ไฟโบรบลาสต์นั้นยังมีความสามารถในการ
เปลี่ยนเป็นเซลลจ์ าเพาะชนิดอ่ืนๆ เช่น เซลลท์ี่สรา้งกระดูก หรือเซลลท์ี่สรา้งไขมัน เป็นตน้ ในปี 
ค.ศ. 2017 มีการศึกษาทดลองเซลล์ไฟโบรบลาสต์ที่ ได้มาจากชั้นผิวหนัง (Human dermal-
derived fibroblast cells; hDDFCs) โดยน ารีคอมบิแนนตอ์ะดิโนไวรสับีเอ็มพี 7 (Human BMP-7 
recombinant adenovirus) มาเขา้กระบวนการน ากรดนิวคลีอิกบริสทุธิ์เขา้ไปในเซลล ์จากนัน้จะมี
การดูลักษณะของการเปลี่ยนเป็นเซลลส์รา้งกระดูก  วัดลักษณะทางพันธุกรรมของยีนที่มีความ
เก่ียวข้องกับออสติโอบลาสต์ (Osteoblast-related gene) และมีการน ามาทดสอบการสรา้ง
กระดูกโดยท าการฉีดเซลล์ที่มีไวรัสที่อยู่ในแคลเซียมอัลจิเนตไฮโดรเจล (Calcium alginate 
hydrogel) เข้าไปในสัตว์ทดลอง ต่อมาจะมีการตรวจทางภาพรังสี และการตัดชิ ้น เนื ้อ  
ผลพบว่ามีเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ไดม้าจากชัน้ผิวหนงั มีลกัษณะเปลี่ยนแปลงเป็นเซลลส์รา้งกระดกู 
และมีการแสดงออกทางพันธุกรรมในแบบที่เก่ียวข้องกับออสติโอบลาสต์ (59) นอกจากนีย้ังได้มี
การศึกษาเปรียบเทียบการรกัษากระดูกที่ละลายในสนักระดูกเบา้ฟันโดยแบ่งผูป่้วยเป็น 2 กลุ่ม 

ไดแ้ก่ กลุ่มที่1 ใชส้แคฟโฟลดช์นิดเบตา้ทีซีพี (β-tricalcium phosphate; β-TCP) จากนัน้ใชแ้ผ่น 
คอลลาเจนปิดบริเวณกระดูกนั้น ในขณะที่กลุ่มที่2 มีการเพิ่มเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากเหงือก 
(Gingival Fibroblast; GF) บนสแคฟโฟลด์และปิดด้วยแผ่นคอลลาเจนเหมือนกัน พบว่าใน 
กลุ่มที่ 2 มีการลดรอ่งลึกปรทินัต ์(Vertical pocket depth) และการสญูเสียการยึดเกาะทางคลินิก 
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(Clinical attachment loss) ที่ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ 1 นอกจากนีเ้มื่อประเมินทางภาพรงัสี
พบว่ามีการเพิ่มของกระดกูในกลุ่มที่ 2 มากกว่าอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ผูว้ิจัยจึงสรุปว่าการน า
เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเหงือกมาใชเ้ป็นทางเลือกที่น่าสนใจ เนื่องจากเป็นการเพิ่มองคป์ระกอบใน
ดา้นเซลลจ์ึงสามารถเพิ่มศกัยภาพในการฟ้ืนฟเูนือ้เยื่อได้(60) 

เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์929 (Fibroblast L929 cells) 
เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์929 เป็นเซลลท์ี่ไดม้าจากเนือ้เยื่อเก่ียวพันบริเวณเนือ้เยื่อไขมัน

และใตผ้ิวหนังของหนูเพศผูท้ี่มีอายุ 100 วัน สปีชีส ์Mus musculus C3H/An โดย NCTC clone 
929 (L-929) เป็นหนึ่งในสายพันธุ์กลุ่มแรกที่มาจากสายพันธุ์แอล (L strain) เซลล์ชนิดนี ้ถูก
น ามาใชใ้นหอ้งปฏิบติัการเพื่อทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ ตามคู่มือของระบบมาตรฐาน 10993 
Part 5 Cytotoxic test (ISO 10993-5:2009) ซึ่งเป็นการใหเ้ซลลส์มัผสักบัสารสกดัหรือสารละลาย
ต่างๆ มีการน าไปทดสอบความเขา้กนัไดข้องวสัดทุางทนัตกรรมต่อเซลลด์ว้ย ในงานวิจัยมกัมีการ
น ามาทดสอบกบัเซลลข์า้งตน้ก่อนจะน าไปทดสอบกบัสตัวท์ดลองต่อไป เซลลช์นิดนีถ้กูจดัเก็บโดย
แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวที่ ได้มาตรฐานการเก็บรักษาจากเอทีซีซี (American Type Culture 
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) 

เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปริทันตใ์นมนุษย ์(Human Periodontal Ligament 
Fibroblast cells ; hPDLF) 

เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอ็นยึดปริทันต์ (Periodontal ligament fibroblasts cell; 
PDLF)มีลกัษณะเป็นทรงกระสวยยาว (spindle-shaped) เป็นเซลลท์ี่ไดจ้ากเนือ้เยื่อเอ็นยึดปรทินัต ์
(periodontal ligament) ของมนุษย์มีบทบาทส าคัญต่อสาเหตุของโรคปริทันต์และการฟ้ืนฟู
เนือ้เยื่อปรทินัต ์ในเนือ้เยื่อปริทนัตท์ี่มีสขุภาพดีเซลลช์นิดนีจ้ะช่วยรกัษาสมดลุของเนือ้เยื่ออ่อนและ
เนือ้เยื่อแข็ง นอกจากนีย้ังสามารถหลั่งไซโตไคนห์รือโกรทแฟคเตอรท์ี่มีผลต่อการท างานของเซลล์
ออสติโอคลาส (osteoclast) และเซลลอ์อสติโอบลาสต ์(osteoblast) ที่ท าใหก้ระดูกเบา้ฟันอยู่ได้
อย่างแข็งแรง ในการทดลองมักมีการน าเซลลช์นิดนีไ้ปใชท้ดสอบกบัการฟ้ืนฟูของเนือ้เยื่อ การติด
เชือ้หรือการอักเสบ(61) มักน าไปใชใ้นการศึกษาเก่ียวกับชีววิทยาของปริทันต์ การซ่อมแซมเนือ้เยื่อ 
และการปลกูถ่ายเนือ้เยื่อ 
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โกรทแฟคเตอร ์(Growth factor) 
โกรทแฟคเตอร์เป็นกลุ่มของเปปไทด์ มีหน้าที่ กระตุ้นการเพิ่มจ านวนของเซลล ์  

การเคลื่อนที่ การเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลลจ์ าเพาะ โดยกลไก คือ การจบักับ receptor บนเซลลท์ี่
เป็นจุดหมาย แลว้จะมีการส่งสญัญาณเพื่อกระตุน้ใหเ้กิดการท างานของเซลลท์ี่เฉพาะ (62) ซึ่งถูก
น ามาใชใ้นงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ โดยใชส้แคฟโฟลดเ์ป็นตัวปลดปล่อยโกรทแฟคเตอรเ์พื่อการ
ซ่อมแซมเนือ้เยื่อที่เสียหาย ในส่วนของงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อกระดูก มีโกรทแฟคเตอรห์ลายชนิด
เขา้มาเก่ียวขอ้ง เพราะแต่ละชนิดจะมีหนา้ที่เฉพาะและส่งเสริมใหเ้กิดการซ่อมแซมกระดูก อาทิ  
โก รท แ ฟ ค เต อ ร์ช นิ ด บี เ อ็ ม พี  (bone morphogenetic proteins; BMPs) ที จี เอ ฟ เบ ต้ า 

(Transforming growth factor-β; TGF-β) ไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร ์(Fibroblast growth 
factor; FGF) พี ดี จี เ อ ฟ  (platelet-derived growth factor; PDGF) วี อี จี เ อ ฟ  ( Vascular 
endothelial growth factor; VEGF) และไอจีเอฟ (Insulin-like growth factors; IGFs) เป็นตน้(63) 
การท าความเขา้ใจลกัษณะทางชีววิทยาของโกรทแฟคเตอร์ กลไกการออกฤทธิ์และกลยุทธ์การ
น าสง่สารเป็นสิ่งส  าคญัก่อนที่จะน ามาใชใ้นงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ(9) ตวัอย่างโกรทแฟคเตอรท์ี่พบใน
การหายของกระดกูมีดงัตาราง 1  

ตาราง 1 โกรทแฟคเตอรท์ี่เก่ียวขอ้งกบัการหายของกระดกู 

 
 
 

โกรทแฟคเตอร ์ เซลลท์ี่ท าหนา้ที่ผลิต ผลทางชีวภาพ ผลต่อกระดกู 

Bone 

Morphogenic 

Protein 

(BMP) 

เซลลต์น้ก าเนิดกระดกู

(Osteoprogenitor cell)    

ออสติโอบลาสต ์เซลลก์ระดกู

อ่อน เซลลเ์อนโดทีเลียม 

สรา้งกระดกูและกระดกูอ่อน                 

การเหนี่ยวน าการสรา้งกระดกู               

(Osteoinduction) 

การเคลื่อนยา้ยเซลลต์น้ก าเนดิกระดกู

เหน่ียวน าการเพิ่มจ านวนและการ

เปล่ียนแปลงการสรา้งแมทรกิซ ์

Insulin-like 
Growth Factor 

(IGF) 

ออสติโอบลาสต ์เซลลก์ระดกู
อ่อน เซลลต์บั เซลลเ์อนโดที
เลียม 

ควบคมุผลของโกรทฮอรโ์มน การเพิม่จ านวนของออสติโอบลาสตแ์ละ

สรา้งแมทรกิซข์องกระดกู 

การสลายตวัของกระดกู 
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ตาราง 1 โกรทแฟคเตอรท์ี่เก่ียวขอ้งกบัการหายของกระดกู (ต่อ) 

 

โกรทแฟคเตอร ์ เซลลท์ี่ท าหนา้ที่ผลิต ผลทางชีวภาพ ผลต่อกระดกู 

Fibroblast 

Growth Factor    

(FGF) 

เซลลเ์ม็ดเลือดขาวชนิดแมค

โครฟาจ โมโนไซต ์ 

เซลลไ์ขกระดกู เซลลก์ระดกู

อ่อน ออสติโอบลาสต ์ 

เซลลเ์อนโดทีเลียม 

การสรา้งหลอดเลือดใหม่ 

(Angiogenesis) การเพิ่มจ านวน

เซลลข์องเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์ละ

เซลลก์ลา้มเนือ้เรียบของหลอดเลือด 

การเติบโตของเซลลก์ระดกูอ่อน การเพิม่

จ านวนเซลลแ์ละการเปล่ียนแปลงของ 

ออสติโอบลาสต ์ยบัยัง้การท าลายตวัเอง 

(Apoptosis) ของออสติโอบลาสตท์ี่ยงัไม่

โตเต็มที่ เหน่ียวน าการท าลายตวัเองของ

เซลลก์ระดกู การสลายตวัของกระดกู

(Bone resorption) 

Platelet-Derived  

Growth Factor 

(PDGF) 

เกล็ดเลือด ออสติโอบลาสต ์
เซลลเ์อนโดทีเลียม เซลลเ์มด็
เลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ  
โมโนไซต ์

การเพิม่จ านวนเซลลข์องเซลล์
เนือ้เยื่อเก่ียวพนั การเคลื่อนที่ของโม
โนไซตแ์มคโครฟาจและเซลล์
กลา้มเนือ้เรียบตามการชกัน าของ
สารเคมี (Chemotaxis) 
การสรา้งหลอดเลือดใหม่ 

การเคลื่อนยา้ยของเซลล ์การเพิม่จ านวน

ของเซลลแ์ละการเปล่ียนแปลงของเซลล์

ตน้ก าเนิดกระดกู 

Transforming  

Growth Factor 

beta (TGF-β) 

เกล็ดเลือด ออสติโอบลาสต ์
เซลลไ์ขกระดกู  
เซลลเ์อนโดทีเลียม  
เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์  
เซลลเ์ม็ดเลือดขาวชนิด 
แมคโครฟาจ 

กดภมูิคุม้กนั การสรา้งหลอดเลือด
ใหม่ กระตุน้การเติบโตของเซลล ์การ
เปล่ียนแปลงและการสรา้งแมทรกิซท์ี่
อยู่นอกเซลล ์(Extracellular matrix) 

การเพิม่จ านวนเซลลต์น้ก าเนิดมีเซนไคม ์

การรวมตวักนัของพรเีคอรเ์ซอรข์อง 

ออสติโอบลาสตท์ี่ช่วยในการเปล่ียนแปลง

ของเซลลอ์อสติโอบลาสตแ์ละเซลลก์ระดกู

อ่อน (ยบัยัง้การเปล่ียนแปลงขัน้สดุทา้ย) 

การสรา้งแมทรกิซข์องกระดกู 

การรวมตวักนัของพรเีคอรเ์ซอรข์อง 
ออสติโอคลาสต ์

Vascular 
Endothelial  

Growth Factor 
(VEGF) 

ออสติโอบลาสต ์เกล็ดเลือด การสรา้งหลอดเลือดใหม่ เปล่ียนกระดกูออ่นเป็นกระดกู 

การเพิม่จ านวนและการเปล่ียนแปลงของ
เซลลอ์อสติโอบลาสต ์
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ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์(Fibroblast growth factors)  
กลุ่ม ไฟโบรบลาสท์โกรทแฟคเตอร์เป็นกลุ่ม โพลี เปปไทด์แบบเนื ้อ เดียวกัน 

(homogeneous polypeptide) ที่มีสมาชิก 22 ตัว มีศักยภาพในการส่งเสริมการซ่อมแซมและ
ฟ้ืนฟูของเนือ้เยื่อ ช่วยกระตุน้การเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสท ์ไฟโบรบลาสทโ์กรทแฟคเตอร์
ท างานโดยการจับกับไฟโบรบลาสทร์ีเซปเตอร ์(FGFRs) ดว้ยความช่วยเหลือจากเฮพารินซลัเฟท 
ซึ่งท าหน้าที่เป็นโคแฟกเตอร ์(Co-factor) โดยการส่งสัญญาณหลักผ่านทาง RAS/MAP kinase 
pathway จากศักยภาพดังกล่าวไฟโบรบลาสท์โกรทแฟคเตอรถ์ูกน าไปใชใ้นการฟ้ืนฟูเนือ้เยื่อที่
เสียหาย เช่น ผิวหนัง หลอดเลือด กล้ามเนื ้อ เส้นเอ็น ไขมัน กระดูกอ่อน กระดูก ฟัน และ
เสน้ประสาท จากหลายการศึกษาก่อนหนา้พบว่าไฟโบรบลาสทโ์กรทแฟคเตอรท์ าหน้าที่โดยตรง
กบับริเวณแผลเหมือนกนักบัโกรทแฟคเตอรช์นิดอ่ืนๆ อย่างไรก็ตามไฟโบรบลาสทโ์กรทแฟคเตอรท์ี่
เป็นอิสระจะมีโอกาสถูกย่อยสลายได้ ส่งผลให้สูญเสียการท าหน้าที่ทางชีวภาพ  หากอยากให ้      
ไฟ โบรบลาสท์โกรทแฟค เตอร์ท างาน ได้ ดีต้องท าการดูดซับ  (Adsorbed) ห รือห่ อหุ้ม 
(Encapsulated) โดยวสัดทุี่ปลอดภยัเพื่อคงไวแ้ละควบคมุการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอรไ์ด้(18)  

ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 (Fibroblast growth factor-2; FGF-2) 
ไฟโบรบลาสทโ์กรทแฟคเตอร  ์2 (FGF-2) หรือ เบสิคไฟโบรบลาสทโ์กรทแฟคเตอร ์

(Basic fibroblast growth factor) มีโครงสรา้งล าดบัที่ 3 แบบ β barrel มีแกนตรงกลางเป็นสว่นที่
ไม่ชอบน า้และมีประจุบริเวณพืน้ผิวของโปรตีน มีกลุ่มประจุบวกรวมตัวกันดา้นหนึ่งซึ่งเป็นดา้นที่  
เฮพารินมาจับ (64) หน้าที่ของไฟโบรบลาสท์โกรทแฟคเตอรช์นิดนี ้มีผลต่อการเพิ่มจ านวน การ
เคลื่อนที่ การเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลลจ์ าเพาะของเซลลอ์อสติโอบลาสท ์และการสรา้งหลอดเลือด
ที่เป็นหนา้ที่หลกั จึงเป็นเหตผุลที่ไฟโบรบลาสทโ์กรทแฟคเตอร  ์2 นิยมถูกน าไปใชใ้นงานวิศวกรรม
เนื ้ อ เยื่ อ ก ระ ดู ก (1 7 ) ตั ว อ ย่ า ง เช่ น  มี ก า รน า ไฮ โด ร เจ ล พ อลิ เม อ ร์ที่ มี ส่ ว น ผ สม ข อ ง 
ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 มาศึกษาการปลดปล่อยของโกรทแฟคเตอรใ์นหอ้งปฏิบติัการซึ่ง
วิเคราะหจ์ากวิธีอีไลซา (Enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA) จากนั้นมีการน าวัสดุ
โครงร่างชีวภาพชนิดนีไ้ปฝังในสตัวท์ดลอง คือ กระต่าย ผลพบว่าไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 
กระตุน้ใหเ้กิดการสรา้งปรมิาณกระดกูมากขึน้ในช่วงสองเดือนแรก แต่หลงัจากสองเดือนจะพบว่า
ผลของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ไดห้ายไป (19) นอกจากนีม้ีการน าวสัดโุครงร่างชีวภาพชนิด
โพ ลี ยู รี เทนชนิ ดน ้ า  (Waterborne polyurethane; WPU) ที่ มี ก ารใส่ ไฟ โบ รบลาสต์ โก รท 
แฟคเตอร์ 2 มาประยุกต์ใช้เป็นเมมเบรน (Membrane) ในงานปลูกกระดูก (Guided bone 
regeneration; GBR) โดยทดสอบกับเซลลต์น้ก าเนิดชนิดมีเซนไคมข์องหนู (Rat mesenchymal 
stem cells; rMSCs) ผลพบว่าวัสดุชนิดนี ้สามารถปลดปล่อยโกรทแฟคเตอรอ์ย่างคงระดับ 
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(Sustained Release) และท าใหเ้ซลลเ์กิดการยึดเกาะ แบ่งตัว เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลลจ์ าเพาะ 
อีกทัง้ยงักระตุน้ใหเ้กิดการสรา้งหลอดเลือดไดดี้กว่าเมื่อเทียบกบัวสัดทุี่ไม่มีโกรทแฟคเตอร์(21) 

นอกจากนี ้ ใน ปี ค .ศ . 2016  มี การศึ กษ าในมนุษ ย์ โดยน า ไฟ โบ รบลาสท์ 

โกรทแฟคเตอร ์2 ไปใส่ในสแคฟโฟลดช์นิดเบตา้ทีซีพี (β-tricalcium phosphate; β-TCP) ไปวาง
บริเวณกระดูกที่มีการละลายไปเนื่องจากโรคปริทันตโ์ดยใชค้วามเขม้ขน้ของไฟโบรบลาสทโ์กรท
แฟคเตอร ์2 ที่แตกต่างกัน พบว่าในความเขม้ขน้ที่ 0.3% หรือ 0.4% ของ rhFGF-2 ส่งผลใหเ้กิด 
71% ของอตัราการรกัษาส าเร็จในระยะ 6 เดือน และพบว่ามีกระดกูเพิ่มขึน้มา 2.5 mm เมื่อเทียบ
กบั 0.1% ของ rhFGF-2 หรือกลุม่ควบคมุที่มีอตัราส าเรจ็เพียง 45%(65)  

ส าหรับเรื่องปริมาณหรือความเข้มข้นของโกรทแฟคเตอรข์้างต้น มีการศึกษาใน  
ปี ค.ศ. 2014 และ 2017 โดย Eom และคณะ (66, 67) ซึ่งท าการศึกษาความเขม้ขน้ของไฟโบรบลาสต ์
โกรทแฟคเตอร ์2 กับอัตราการเติบโตของเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์จากไขกระดูก (Bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells; BMSCs) พบว่าโกรทแฟคเตอร์ชนิดนี ้สามารถ
กระตุ้นให้เกิดการแบ่งตัวและกดกระบวนการเซลล์กลืนกินตัวเอง (Autophagy) รวมถึงการ
เสื่อมสภาพ (Senescence) ในการเลีย้งเซลลต์้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์จากไขกระดูกระยะยาว 
หลงัจากการเพาะเลีย้งเซลลร์ะยะแรกเป็นระยะเวลา 3 วัน พบว่าการกระตุน้การแบ่งตวัของเซลล์
จะขึน้อยู่กบัปริมาณ (dose dependent) ของโกรทแฟคเตอร ์แต่ในระยะยาวซึ่งเป็นเวลา 2 เดือน
พบว่าความเขม้ขน้ของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ที่ 10 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร  นั้นส่งผลให้
อตัราการแบ่งตวั (proliferation) จ านวนเซลลส์ะสมลดลงอย่างมีนยัส าคญั ในขณะที่ความเขม้ขน้
ของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ต ่าคือ 1 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร พบว่าอตัราการแบ่งตวัเพิ่มขึน้  

ในส่วนงานวิศวกรรมของเนือ้เยื่ออ่อน ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 มีการน ามา
ศกึษาอย่างแพร่หลาย โดยใชก้ระตุน้ฟ้ืนฟูของเนือ้เยื่อปรทินัต ์(Periodontal tissue regeneration) 
หรือส่งเสริมการหายของแผล โดยในปี ค.ศ. 2025 มีการศึกษาน าไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 
และอนุพันธ์เมทริกซเ์คลือบฟัน (Enamel matrix derivative; EMD) มาทดสอบในหนูทดลอง ผล
พบว่าทัง้สองสารกระตุน้ใหเ้กิดการหายของแผลไดดี้กว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญในวันที่ 1 
ของการทดลองและเมื่อเทียบค่าความหนาของเยื่อบุผิว เนือ้เยื่อเก่ียวพันและเหงือก กลุ่มที่ใส่ไฟ  
โบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 มีค่ามากกว่ากลุ่มที่ใส่อนุพนัธเ์มทริกซเ์คลือบฟันอย่างมีนยัส าคญั (68) 
เช่นเดียวกันกับผลการศึกษาในเซลลเ์อ็นปริทันตห์นู เมื่อน าไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 มา
ทดสอบพบว่ามีการกระตุน้การหลั่งโกรทแฟคเตอรช์นิดวีอีจีเอฟเอ (VEGF-A) ซึ่งช่วยกนัสง่เสรมิให้
เกิดการสรา้งหลอดเลือดใหม่ กระตุน้การเคลื่อนที่ของเซลลไ์ดดี้ (69) หรือการศึกษาเก่ียวกับการ
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กระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากเซลล์ไขมันต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์ของหน ู
(Adipose mesenchymal stem cells; ADSCs) ของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 โดยใชค้วาม
เขม้ขน้ของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ที่ 0, 1, 10 และ100 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร พบว่าเซลล์
มีการแบ่งตัวไดดี้ที่สดุที่ความเขม้ขน้ 10 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร แต่ในความเขม้ขน้ 100 นาโนกรมั 
เซลลจ์ะแบ่งตวัไดน้อ้ยกว่าความเขม้ขน้ 10 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร(70)  

ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 จดัเป็นโกรทแฟคเตอร ์ที่มีศกัยภาพโดดเด่นและเป็น
ที่น่าจับตามองในขอบเขตของงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ ทั้งในส่วนของเนือ้เยื่อแข็งและเนือ้เยื่ออ่อน 
คุณสมบัติเฉพาะตัวของ FGF-2 ส่งผลให้เป็นตัวเลือกที่ เหมาะสมอย่างยิ่งส าหรับการน ามา
ประยกุตใ์ชใ้นการทดลองวิจยัครัง้นี ้

ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 จากพืช (Plant produced Fibroblast growth 
factor-2; Plant produced FGF-2) 

โกรทแฟคเตอรท์ี่น ามาใชใ้นงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ มีการพฒันาดว้ยเทคนิคต่างๆ โดย
มีการผลิตจากทั้งแบคทีเรีย แมลงและพืช ออกมาเป็นรีคอมบิแนนทโ์ปรตีน การที่น าพืชมาผลิต  
โกรทแฟคเตอรม์ีข้อดีคือ มีราคาท่ีถูก สามารถผลิตได้จ านวนมาก น ามาท าให้บริสุทธิ์ได้ง่าย
ปราศจากความเสี่ยงในการติดเชือ้จากแบคทีเรียและไวรสั(22) มีการน าไปใชใ้นงานวิจยัหลากหลาย 
เช่น มีการศึกษาเอาเบสิคไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอรท์ี่ผลิตจากขา้ว (RbFGF) น ามาใชใ้นการ
เพาะเลีย้งสเต็มเซลลข์องมนุษย ์(Human embryonic stem cells; hESCs และ Human induced 
pluripotent stem cells; hiPSCs) พบว่าเซลล์ทั้งสองชนิดสามารถเจริญ เติบโตได้โดยยังคง
คุณสมบัติความสามารถของเซลลท์ี่จะพัฒนาไปเป็นเซลลช์นิดต่างๆ (pluripotent) รูปร่าง การ
แสดงออกของยีนจ าเพาะและความเสถียรของโครโมโซมเอาไว้ได้ทั้งหมด ซึ่งเป็นทางเลือกที่
ปลอดภยัและมีตน้ทุนต ่ากว่าในการผลิต(23) เช่นเดียวกับการศึกษาในปี ค.ศ. 2023 มีการน าเบสิค
ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอรท์ี่สกัดจากพืชมาทดสอบกับสเต็มเซลลเ์พื่อขยายจ านวนของเซลล ์
โดยที่สเต็มเซลลข์า้งตน้มีลกัษณะรูปรา่งและการแสดงออกของโปรตีนที่จ  าเพาะคงเดิม(23)  

นอกจากนีม้ีการศึกษาน าโกรทแฟคเตอร ์2 ที่ผลิตจากพืช และแบคทีเรีย E. coli มา
ท าการทดสอบการแบ่งตัวและเปลี่ยนแปลงเป็นเซลลจ์ าเพาะของเซลลเ์อ็มซีสามทีสามอีหนึ่ง 
(MC3T3-E1 cell) พบว่าทัง้สองชนิดสามารถท าใหเ้ซลลส์ามารถแบ่งตัวได ้เมื่อน าโกรทแฟคเตอร์
ใส่ในฟองน า้คอลลาเจนที่สามารถดูดซึมมาทดลองพบว่าส่งเสริมการหายของกระดูกในบริเวณที่
เสียหายของสตัวท์ดลอง(24) ทัง้ยังมีการศึกษาของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอรจ์ากพืช Nicotiana 
benthamiana พบว่าสามารถกระตุน้การเพิ่มจ านวนของเซลลเ์อ็นยึดปริทันตข์องมนุษย ์(human 
periodontal ligament cells; hPDLCs) และเซลลเ์ดอรม์อลพาพิลลาของต่อมรูขุมขนของมนุษย ์
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(human follicle dermal papilla cells; hFDPCs) และยังส่งเสริมการผลิตคอลลาเจนในเซลลไ์ฟ 
โบรบลาสต์ผิวหนังของมนุษย์ (human dermal fibroblast cells; hDFCs)(71) จากการศึกษา
ขา้งตน้แสดงถึงประสิทธิภาพและศกัยภาพของโกรทแฟคเตอรท์ี่ไดจ้ากพืชในการน ามาประยกุตใ์ช้
ในงานวิจยัได ้

  



  27 

บทที ่3  
วิธีด าเนินการวิจัย  

การศกึษาวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจยัวางแผนวิจยั โดยมีล  าดบัขัน้ตอนดงัต่อไปนี ้  
1.การก าหนดกลุม่ตวัอย่าง 
2.ขัน้ตอนการทดลอง 
3.การเก็บรวบรวมขอ้มลู 
4.สถิติที่ใชใ้นการวิเคราะหข์อ้มลู 
5.แผนการด าเนินงาน 

1.การก าหนดกลุ่มตัวอย่าง 
1.1.เซลลท์ีใ่ช้ในการทดสอบ  

1.1.1.เซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 จากบรษิัทไบโอมีเดียไทยแลนดจ์ ากดั 
1.1.2.เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปริทันตใ์นมนุษยจ์ากบริษัท ลอนซา วอคเกอร์

สวิลล ์จ ากดั  
1.2.โกรทแฟคเตอรท์ีใ่ช้ในการทดสอบ  

ไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 หมายถึง Plant-produced basic Fibroblast 
Growth Factor จากพืช Nicotiana benthamiana ที่จัดจ าหน่ายโดยบริษัทบีจีเอฟแพลนทท์ริกซ์
จ ากดั 

1.3.ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกทีม่ีการพอลิเมอไรเซชันโดยแสงสีฟ้า  
ในการศกึษานีจ้ะใชไ้ฮโดรเจลจากรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้า

จากสตูรของ Chaopanitcharoen และคณะ ซึ่งไดท้ าการศึกษาระยะเวลาในการบ่มโดยแสงสีฟ้าที่
แตกต่างกนัของสารละลายเมทาครเิลตเตดไฮโดรเจลพอลิเมอร ์ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรมัต่อลิตร 
ที่ ผสมกับสารละลายลิ เทียมฟีนิลไตรเมทิลเบนโซอิลฟอสฟิเนต (Lithium Phenyl-2,4,6 -
trimethylbenzoylphosphinate: LAP, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ค ว า ม เข้ ม ข้ น  1 5
มิลลิกรมัต่อลิตร เพื่อพัฒนาสูตรการสังเคราะหไ์ฮโดรเจลใหม้ีคุณสมบัติทางกายภาพที่ดี ซึ่งใน
การศึกษานีจ้ะใชร้ะยะเวลาการบ่มโดยแสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาทีเพื่อท าใหเ้กิดการก่อตวัเป็นเจล 
โดยอา้งอิงจากงานวิจยัของ Chaopanitcharoen และคณะ(14) 
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2.ขั้นตอนการทดลอง  
2.1.การทดสอบหาค่าความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์

2 ต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปริทันตใ์นมนุษย์ 
2.1.1.เพาะเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึด  

ปริทนัตใ์นมนุษย ์โดยน าเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปริทนัต์
ในมนุษย์ลงเพาะเลี ้ยงในจานเลีย้งเซลล์ เลีย้งในอาหารเลี ้ยงเซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็ม (DMEM; 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium,Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) กับ  10%  FBS (Fetal 
Bovine Serum, Gibco, Grand Island, USA) และ1% Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL, 
Gibco, Grand Island, USA) น าจานเลี ้ยงเซลล์เข้าตู้อบที่ อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียสที่ มี
คารบ์อนไดออกไซด์รอ้ยละ 5 เปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์ทุก 2 -3 วัน เมื่อเซลลม์ีความหนาแน่น
ประมาณรอ้ยละ 70-80 จึงท าการ subculture ดว้ยการใช ้0.25% trypsin-EDTA 500 ไมโครลิตร 
(Gibco, Grand Island, USA) ในภาชนะเลีย้งเซลลเ์ขา้ตูอ้บรอ 3 นาที จากนั้นแบ่งไปในภาชนะ
เลีย้งเซลลอ์นัใหม่แลว้ใส่อาหารเลีย้งเซลล ์โดยใชเ้ซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 ล าดับที่ 151 -152 
และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยดึปรทินัตใ์นมนุษย ์ล าดบัที่ 13-14 ในการทดลอง  

2.1.2.ใส่เซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปริทนัตใ์น
มนุษย ์ในจานเลีย้งเซลลช์นิด 96 หลมุ จ านวน 8,000 เซลลต่์อหลุม จากนัน้เติมอาหารเลีย้งเซลล์
ลงไป 100 ไมโครลิตร ในวันถัดมาใหดู้ดอาหารเลีย้งเซลลเ์ดิมออก เตรียมสารละลายโกรทแฟค
เตอรโ์ดยน าไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร ์2 จากพืชลักษณะเป็นผงแช่แข็ง (Freeze Dried) ใน
บรรจุภัณฑ์มาละลายในน า้บริสุทธิ์ (DI water) 1 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ 10 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร และน ามาเจือจางในอาหารเลีย้งเซลลช์นิดดีเอ็มอีเอ็มที่มีส่วนผสม 2% FBS (Fetal 
Bovine Serum), 1% penicillin/streptomycin จนไดค้วามเขม้ขน้ที่ 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 
50, 100 และ 200 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร เติมสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม  
ท าการทดสอบค่าความมีชีวิตของเซลลด์ว้ยวิธีวิเคราะหเ์อ็มทีทีในวันที่ 2 ของการทดลอง ท าการ
ทดลองในแต่ละกลุม่ซ  า้ 3 ครัง้ (tripicate) 

2.2.การสังเคราะหไ์ฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชันโดย
แสงสีฟ้า 

ในการศึกษานีจ้ะไดไ้ฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชันจากการ
บ่มโดยแสงสีฟ้าตามสตูรของ Chaopanitcharoen และคณะ (2021)(14) 
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2.2.1.โดยน ากรดไฮยาลูโรนิก น ้าหนักโมเลกุล 47 กิโลดาลตัน ไปละลายใน 
Potassium phosphate buffer (Kemaus, Sydney, Australia) สัดส่ วน  1% โดยน ้ าหนั ก  ใน

สภาวะที่มีค่า pH ≥ 8  
2.2.2.หยด methacrylic anhydride (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) สดัส่วน

เชิงมวล 1:10 ต่อ HA monomer ลงในสารละลายที่มีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส และควบคุมให้
เกิดปฏิกิริยาขึน้ในช่วงอุณหภูมิ 0–4 องศาเซลเซียส จากนั้นจะมีการปรบัค่า pH ของสารทั้ง 2 
สถานะใหม้ีค่า 8-10 โดยใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์5 โมลาร ์ 

2.2.3.ปล่อยใหป้ฎิกิรยิาด าเนินต่อไป 8 ชั่วโมงแรกที่อณุหภมูิ 0-4 องศาเซลเซียส  
ซึ่งตอ้งท าการตรวจสอบและปรบัค่า pH ตลอด  

2.2.4.น าสารละลายมาแกว่งบนเครื่องผสมสารแบบแม่เหล็ก (magnetic stirrer)  
ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จนครบ 24 ชั่วโมง 

2.2.5.ท าการกรองสารละลายโดยใชถุ้งกรอง SnakeSkin Dialysis Tubing ที่มี
ความจุ 3.7 มิลลิลิตรต่อเซนติเมตร ยาว 30 เซนติเมตร 1 ถุง น าไปแช่น า้รอ้นเป็นเวลา 2 นาทีและ
แช่น า้ที่อณุหภมูิหอ้งอีก 10 นาที พบัปลายถงุ 2 ทบแลว้หนีบปลายไวไ้ม่ใหม้ีรอยรั่ว  

2.2.6.น าสารละลายขา้งตน้มาเทใส่ถุงกรอง พับปากถุงแลว้หนีบไม่ใหม้ีรอยรั่ว
บรเิวณปลาย 2 ฝ่ังเขา้หากนั ติดกบัเครื่องมือลอยน า้ (Floating device)  

2.2.7.แช่ในน า้อัลตรา้เพียวขนาดปริมาตร 3 ลิตร จากนัน้น าไปติดตั้งบนเครื่อง
ผสมสารแบบแม่เหล็กเป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง ที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยท าการเปลี่ยนน า้ 
อลัตรา้เพียว 10 ครัง้  

2.2.8.น าสารละลายที่ไดไ้ปป่ันดว้ยเครื่อง Centrifuge (BioSan, Riga, Latvia) ที่
ความเร็ว 10,000 รอบ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีน าส่วนที่ตกตะกอนออก 
สว่นของเหลวใสน าไปแช่ไนโตรเจนเหลวทนัที  

2.2.9.น าไปแช่แห้งแบบเยือกแข็ง (freeze-dried technique or lyophilization; 
Labconco, Missouri, USA) ใชเ้วลา 3 วนัสารละลายจะถกูระเหิดออกเหลือเป็นรา่งแหของเมทาค
รเิลตไฮยาลโูรนิกที่มีลกัษณะคลา้ยฟองน า้  

2.2.10.ท าการแบ่งไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่ถูกเมทาคริเลตมา 13 
มิลลิกรมั ท าการเติมดิวทิเลียม(Deuterium;D2O) ลงไป 0.5 มิลลิลิตร แลว้ดูดมาใส่หลอด NMR 
ใหส้ารละลายสงูอย่างนอ้ย 4 เซนติเมตร ท าการปิดจกุใหแ้น่นแลว้เขียนชื่อและวนัที่บรเิวณหลอด  
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2.2.11.น าไปตรวจดูปริมาณการเกิดการปรบัปรุงของโครงสรา้ง (Degree of 
modification ) ของกรดไฮยาลูโรนิกดว้ยเทคนิคโปรตอนนิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปคโตร  
สโค ปี  (1H–NMR spectroscopy) ผลที่ ได้จะ เป็ นกราฟ  ซึ่ งส ามารถน า ค่ าจากกราฟดั ง  
ภ าพ ป ร ะ ก อ บ  4  ม า ค า น วณ ห า ค่ า ป ริ ม าณ ก า ร เกิ ด ก า รป รับ ป รุ ง ได้ จ า ก สู ต ร  

Degree of modification = 
a×

3

2

c−(a×
3

2
)

× 100  

ในการศึกษาก่อนหน้านี ้ได้แนะน าให้ Degree of modification ≥ 40% จึง
น ามาใชใ้นการศกึษา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 4 กราฟแสดงผลของการท าโปรตอนนิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปค
โตรสโคปีของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่ถกูเมทาครเิลต 

2.2.12.ก่อนน ามาใช้ต้องท าการฆ่าเชื ้อก่อนด้วยการน าไปแช่ 99.99%เอทิล 
แอลกอฮอล ์(Ethyl alcohol) เป็นเวลา 10 นาทีจากนั้นน าไปอาบรงัสีอัลตรา้ไวโอเลตภายในตู้
ปลอดเชือ้ต่อเป็นเวลา 24 ชั่วโมงจะได้ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่ถูกเมทาคริเลตพรอ้ม
น าไปใช ้

2.2.13.ผสมสารละลายลิเทียมฟีนิลไตรเมทิลเบนโซอิลฟอสฟิเนต ( lithium 
phenyl-2,4,6-trimethyl benzoylphosphinate : LAP) ความเข้มข้น 15 mg/L ต่อ methylated 
hydrogel polymer ความเขม้ขน้ 100 mg/L ในการผสมสารละลายไฮโดรเจลจะท าภายใตตู้ป้ลอด
เชือ้ 
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ภาพประกอบ 5 ขัน้ตอนการสงัเคราะหไ์ฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่ถกูเมทาครเิลต  

(MeHA hydrogel) 

2.3.การศึกษาระยะเวลาในการก่อตัวเป็นเจลของไฮโดรเจล  
ระยะเวลาในการก่อตัวเป็นเจล คือ ระยะเวลาที่ ใช้ในการเปลี่ยนแปลงจาก  

sol-phase ไปเป็น gel-phase โดยจะน าสารละลายไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการพอลิเมอ
ไรเซชันโดยแสงสีฟ้า ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หยดบนกระดาษพาราฟิล์ม (Parafilm; Bemis, 
Neenah, USA) จากนัน้จึงท าการบ่มโดยแสงสีฟ้าโดยใชเ้ครื่องฉายแสงรุ่น R Max Cure 9 ซึ่งเป็น
เครื่องที่ใหแ้สงความยาวคลื่น 480 นาโนเมตรความเขม้แสง 1,800 มิลลิวตัตต่์อตารางเซนติเมตร 
ห่างจากพืน้ผิวสารละลายไฮโดรเจลเป็นระยะ 1 เซนติเมตร ในช่วงเวลา 30 , 60, 90 และ 120 
วินาที โดยการก าหนดระยะเวลาในการใชแ้สงสีฟ้าอา้งอิงมากจากงานวิจยัก่อนหนา้(14) โดยชดุวิจยั
ในแต่ละช่วงเวลาจะท าการทดสอบซ า้ช่วงระยะเวลาละ 3 ครัง้ ( tripicate) โดย หลงัจากครบเวลา
แลว้คว ่ากระดาษพาราฟิลม์กลับหัวลง โดยเจลที่ไดส้ามารถตา้นแรงโน้มถ่วงจากน า้หนักของตัว
ไฮโดรเจลเองไดน้านมากกว่า 30 วินาที จะถือว่าสารผสมนีก้่อตวัเป็นเจลแลว้ 

การสงัเคราะหไ์ฮโดรเจล การ dialysis  

การ centrifuge การ lyophilization ตวัอย่าง MeHA หลงั

lyophilization 
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2.4.ท าไฮโดรเจลให้แห้ง 
มีการน าสารละลายไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสี

ฟ้าใส่เอพเพนดอรฟ์ที่ปริมาตร 40 , 50 และ 200 ไมโครลิตรที่ได้รับการบ่มโดยแสงสีฟ้าเป็น
ระยะเวลา 90 วินาที จากขอ้สรุปการทดลองของ Chaopanitcharoen และคณะ (2021) น าไปแช่
แหง้แบบเยือกแข็งอีกครัง้เป็นระยะเวลา 2 วนั  

2.5.การศึกษาการพองตัวของไฮโดรเจล  
น าไฮโดรเจลแบบแหง้ (Freeze dried MeHA hydrogel) ที่ปริมาตร 200 ไมโครลิตร

ไปแช่ให้พองใน PBS ปริมาตร 3 มิลลิลิตรและอีกกลุ่มการทดลองได้แช่ใน PBS ที่ผสมไฟโบร 
บลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ความเขม้ขน้ 25 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ท าซ า้ 3 ตัวอย่างในแต่ละกลุ่มการทดลอง แล้วชั่ งน ้าหนักเจลที่ช่วงเวลา
ต่างๆกันดังนี ้ น ้าหนักก่อนแช่ PBS , น ้าหนักหลังแช่ PBS ไปแล้ว 5 นาที , 10 นาที, 20 นาที,  
30 นาที, 1 ชั่วโมง, 2 ชั่วโมง, 4 ชั่วโมง, 6 ชั่วโมง, 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง จากนัน้น ามาค านวณ
ค่าอตัราการพองตวัของไฮโดรเจล (Swelling ratio) ตามสมการดงันี ้  

% Swelling ratio = 
Ms−Md

Md
× 100 

 
โดย Ms คือ น า้หนกัตอนแช่ใน PBS ในเวลานัน้ สว่น Md คือน า้หนกัตอนแหง้  
ส่วนไฮโดรเจลที่อ่ิมตัวใน PBS 48 ชั่วโมง น ามาก าจัดน า้ส่วนเกินออกดว้ยวิธีการแช่

แหง้แบบเยือกแข็ง แลว้น าไฮโดรเจลที่แหง้มาชั่งน า้หนกัอีกครัง้ น า้หนกัของไฮโดรเจลขณะพองตัว
เต็มที่ 2 วนั แทนดว้ย Ms น า้หนกัของไฮโดรแหง้ แทนดว้ย Md แลว้น ามาค านวณเพื่อหาค่ารอ้ยละ
ของปรมิาตรน า้ในไฮโดรเจลหลงัจากการพองตวั (Water content) 2 วนัตามสมการดงันี ้ 

 

% Water content = 
Ms−Md

Ms
× 100 

 
จากนั้นน าไปหาค่าอัตราส่วนการพองตัวของเจลโดยมวล (Mass swelling ratio ; 

Qm) โดยใชส้มการดงันี ้

Qm = 
Ms

Md
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และค านวณหาค่าอัตราส่วนการพองตัวของไฮโดรเจลโดยปริมาตร (Volumetric 
based swelling ratio ; Qv) โดยใชส้มการดงันี ้

Qv = 1 +  
ρp

ρs
 (Qm − 1) 

เมื่อ ρp คือความหนาแน่นของกรดไฮยาลูโรนิก และ ρs คือความหนาแน่นของ 
PBS 

ซึ่งการศึกษาลกัษณะการพองตวัของไฮโดรเจลแสดงถึงความสามารถในการกกัเก็บ
น า้โดยมกัจะสอดคลอ้งกบัความสามารถในการปลดปลอ่ยสารส าคญั  

2.6.การศึกษาการสลายตัวของไฮโดรเจล  
น าไฮโดรเจลที่ผ่านท าใหแ้หง้ปรมิาตร 40 ไมโครลิตร มาผสมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟค

เตอร ์2 ความเขม้ขน้ 25 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร และสารละลายพีบีเอสเป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง โดย
ท ากลุ่มละ 3 ตวัอย่าง โดยอา้งอิงจากการศึกษาของ Maturavongsadit P. และคณะในปี 2017(50) 
ตวัอย่างดงักล่าวจะถูกย่อยในเอ็นไซมไ์ฮยาลโูรนิเดส (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 100 ยูนิต 
ในสารละลาย PBS 400 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยจะเก็บสารละลายจากการ
ทดลองทัง้หมดและเติมเอ็นไซมไ์ฮยาลโูรนิเดสในสารละลาย PBS ความเขม้ขน้เท่าเดิมไปแทนที่ทุก 
24 ชั่วโมง จนกว่าไฮโดรเจลจะละลายหมด จากนั้นเก็บสารละลายดังกล่าวในอุณหภูมิ -20 °C 
จนกว่าจะน าไปทดสอบต่อไป การทดสอบคารบ์าโซล (Supelco, Bellefonte, USA) ใช้เพื่อหา
ปรมิาณกรดยูโรนิกที่ปลดปลอ่ยออกมาขณะไฮโดรเจลเกิดการสลายตวั โดยน าสารละลายที่เก็บมา
ได ้50 ไมโครลิตร แบ่งใส่ลงในหลอดเอพเพนดอรฟ์ตาม ช่วงเวลาที่เก็บมา จากนั้น น าโซเดียม  
เตตระโบเรต (sodium tetraborate; Kemaus, Sydney, Australia) ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์
ในกรดซัลฟูริก (QREC, New Zealand) ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ใส่ในแต่ละหลอดและใหค้วาม
รอ้นที่ 100 °C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นทิง้ให้เย็นตัวลงที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เติม 
0.125% คารบ์าโซลในเอทานอลบริสุทธิ์ 50 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลอดและให้ความรอ้นท่ี 
100 °C เป็นเวลาอีก 10 นาที และทิง้ให้เย็นตัวลงที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้น
สารละลายจะถกูถ่ายลงในจานเลีย้งเชือ้ 96 หลมุ โดยแบ่งสารละลายจากเอพเพนดอรฟ์มาหลมุละ 
100 ไมโครลิตร และน าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงในเครื่อง SpectraMax M2 Multi-Mode 
microplate reader (Molecular Devices) ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร โดยน าค่าการดดูกลืน
แสงที่ไดม้าหาเทียบเสน้กราฟมาตรฐาน (Standard curve) เพื่อหาปรมิาณและค านวณเป็นค่ารอ้ย
ละของกรดยโูรนิกที่สลายออกมา(50) 
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2.7.ศึกษารูปแบบการปลดปล่อยของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2  
น าไฮโดรเจลที่ผ่านการแช่แหง้ปริมาตร 40 ไมโครลิตร มาผสมไฟโบรบลาสตโ์กรท

แฟคเตอร ์2 ความเข้มข้น 10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เป็นระยะเวลา  
1 ชั่วโมง โดยท ากลุ่มละ 3 ตวัอย่าง จากนัน้น าไฮโดรเจลที่ผสมโกรทแฟคเตอรม์าแช่ในสารละลาย 
พีบีเอส จากนัน้ท าการเก็บสารละลายออกมาแลว้ใส่สารละลายพีบีเอสเขา้ไปใหม่ที่ 5, 10, 15, 30, 
45, 60, 90, 120 นาที 24 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง จากนั้นปริมาณโกรทแฟคเตอรท์ี่ถูกปลดปล่อย
น ามาวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี Coomassie Bradford(72) น าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงในเครื่อง 
SpectraMax M2  Multi-Mode microplate reader (Molecular Devices, San Jose, USA)  ที่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร น ามาบนัทึกเป็นกราฟเพื่อดรููปแบบการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์
ของไฮโดรเจล  

 
2.8.การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายในโครงสร้างของไฮโดรเจล 

ศกึษาผ่านกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งกราด เพื่อศึกษาลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาภายในโครงสรา้งของไฮโดรเจล โดยมีวิธีการคือน าไฮโดรเจลที่ผ่านการแช่แหง้แบบเยือกแข็ง
มาผสมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ความเขม้ขน้ 25 นาโนกรมัต่อ
มิลลิลิตร และสารละลายพีบีเอสเป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง โดยท ากลุ่มละ 3 ตัวอย่างจากนัน้น าไป
แช่ไนไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 30 นาที และน าไปเก็บไวใ้นตู ้-80 องศาเซลเซียสเพื่อเตรียมน าไป
แช่แห้งแบบเยือกแข็งเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ก่อนน ามาตัดตามแนวขวาง (cross section) เพื่อดู
ลกัษณะโครงสรา้งภายในและตามแนวยาว (longitudinal section) เพื่อดลูกัษณะพืน้ผิวภายนอก 
แลว้ไปยึดกับแท่งเหล็กที่ปิดดว้ยเทปคารบ์อน จากนัน้น าชิน้ตวัอย่างไปเคลือบดว้ยทอง โดยจะท า
การสุม่พืน้ที่ของชิน้ตวัอย่างเพื่อศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยาของตวัอย่างที่ศกึษา  

3.การเก็บรวบรวมข้อมูล  
1. ประเมินความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็น

ยึดปริทันต์ในมนุษย์ จากปริมาณการดูดกลืนของแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ในวิธี
วิเคราะหเ์อ็มทีทีและค านวณค่ารอ้ยละความมีชีวิตของเซลลโ์ดยสตูร 

 

     ค่ารอ้ยละความมีชีวิตของเซลล ์=  
ค่าการดดูกลืนแสง(ตวัอย่าง)

ค่าการดดูกลืนแสง (กลุ่มควบคมุ)
× 100 
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2. ประเมินคณุสมบติัทางกายภาพของไฮโดรเจล ไดแ้ก่  
2.1 ประเมินระยะเวลาในการก่อตวัเป็นเจลของไฮโดรเจล 
2.2 ประเมินการสลายตวัของไฮโดรเจล 
2.3 ประเมินการพองตวัของไฮโดรเจล 
2.4 ประเมินรูปแบบการปลดปลอ่ยของโกรทแฟคเตอร ์ 
2.5 สังเกตและบรรยายลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของไฮโดรเจลที่ศึกษาผ่านกลอ้ง

จลุทรรศนอิ์เล็กตรอนชนิดสอ่งกราดจากกลุม่ตวัอย่าง 

4.สถิติที่ใช้ในการวิเคราะหข์้อมูล 
แบ่งออกเป็น 2 สว่น  

1.วิเคราะหเ์ชิงคณุภาพโดยใชส้ถิติเชิงพรรณนา (Descriptive statistic) 
อธิบายคุณสมบัติทางกายภาพของไฮโดรเจล ได้แก่ ระยะเวลาก่อตัวเป็นเจล  

การสลายตวั รูปแบบการปลดปลอ่ยของโกรทแฟคเตอร ์และลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
2.วิเคราะหเ์ชิงปรมิาณ 

ใช้โปรแกรม GraphPad Prism 10 ในการวิเคราะห์ข้อมูล โดยใช้การทดสอบ 
Shapiro-Wilk test เพื่ อดูการกระจายตัวของข้อมูล และใช้การทดสอบ One-Way ANOVA 
วิเคราะหห์าความแตกต่างในกลุ่มทดลอง สถิติทัง้หมดค านวณที่ระดับความเชื่อมั่น p < 0.05 ใน
สว่นของความมีชีวิตของเซลล ์ 



 
 

บทที ่4 
ผลการวิจัย 

ผลการวิจยัครัง้นี ้ไดเ้สนอตามล าดบัหวัขอ้ดงันี ้ 
ตอนที่ 1 การทดสอบความมีชีวิตของเซลลด์ว้ยวิธีเอ็มทีที (MTT assay) 
ตอนที่ 2 การสังเคราะหไ์ฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มีการพอลิเมอไรเซชันโดย

แสงสีฟ้า 
ตอนที่ 3 ระยะเวลาในการก่อตวัเป็นเจลของไฮโดรเจล 
ตอนที่ 4 การพองตวัของไฮโดรเจล 
ตอนที่ 5 การสลายตวัของไฮโดรเจล 
ตอนที่ 6 การปลดปลอ่ยโปรตีนของไฮโดรเจล 
ตอนที่ 7 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาในโครงสรา้งของไฮโดรเจล 

ตอนที ่1 การทดสอบความมีชีวิตของเซลลด์้วยวิธีเอ็มททีี (MTT assay) 
1.1.ผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 ด้วยวิธีเอ็มทีท ี 

การทดสอบเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 บนจานเลีย้งเซลลข์นาด 96 หลมุ โดย
เติมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 จากพืชในความเขม้ขน้ 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 
และ 200 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร ลงไป แลว้น ามาทดสอบความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 
929 ดว้ยวิธีวิเคราะหเ์อ็มทีทีใน 48 ชั่วโมง จากผลการทดสอบ เมื่อน าค่าเฉลี่ยรอ้ยละความมีชีวิต
ของเซลลโ์ดยมีกลุม่ควบคมุคือกลุ่มที่ไม่เติมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 พบว่าค่ารอ้ยละความ
มีชีวิตของเซลลเ์ป็น 100% และกลุ่มที่เติมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ในความเขม้ขน้ 1.56 , 
3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร พบว่าค่ารอ้ยละความมีชีวิตของ
เซลลไ์ดแ้ก่ 69.32±6.02%, 95.34±31.77%, 78.86±12.75%, 95.6±37.09%, 66.14±16.07%, 
84.88±20.05%, 67.06±11.61%และ 67.77±12.83% ตามล าดบั พบว่าในทุกความเขม้ขน้ของไฟ
โบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอรส์ามารถพบความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 ได ้แต่ไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิ ติ ในแต่ละความเข้มข้น  (ภาพประกอบ 6)
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ภาพประกอบ 6 แผนภมูิแสดงค่าดดูกลืนแสงของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 ที่มีความ
เขม้ขน้ของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ท่ีแตกต่างกนัใน 48 ชั่วโมง 

1.2.ผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปริทันตใ์น
มนุษยด์้วยวิธีเอ็มทที ี(MTT assay) 

การทดสอบเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปริทันตใ์นมนุษยบ์นจานเลีย้งเซลล์
ขนาด 96 หลมุ โดยเติมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 จากพืชในความเขม้ขน้ 1.56, 3.125, 6.25, 
12.5, 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร ลงไป แลว้น ามาทดสอบความมีชีวิตของเซลล์
ไฟโบรบลาสต์ของเอ็นยึดปริทันต์ในมนุษย์ ด้วยวิธีวิเคราะห์เอ็มทีที ใน 48 ชั่วโมง จากผลการ
ทดสอบ เมื่อน าค่าเฉลี่ยรอ้ยละความมีชีวิตของเซลลโ์ดยมีกลุ่มควบคุมคือกลุ่มที่ไม่เติมไฟโบร  
บลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 พบว่าค่ารอ้ยละความมีชีวิตของเซลลเ์ป็น 100% และกลุ่มที่เติมไฟโบร  
บลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ในความเขม้ขน้ 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 และ 200 นาโน
กรมัต่อมิลลิลิตร พบว่าค่ารอ้ยละความมีชีวิตของเซลลไ์ดแ้ก่ 104.19±24.53%, 104.25±10.93%, 
102.75±10.54%, 113.19±10.73%, 131.56±12.47%, 120.06±5.46%, 135.06±15.09% และ 
136.19±6.41% ตามล าดบั พบว่าในทุกความเขม้ขน้ของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอรส์ามารถพบ
ความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 ได ้และมีค่าเฉลี่ยของค่ารอ้ยละความมีชีวิตของเซลล์
มากกว่ากลุ่มควบคมุ จากการวิเคราะหท์างสถิติพบว่ากลุม่ความเขม้ขน้ที่ 25, 100 และ 200 นาโน
กรมัต่อมิลลิลิตร มีความแตกต่างกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพประกอบ 7)  
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ภาพประกอบ 7 แผนภมูิแสดงค่าดดูกลืนแสงของเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยดึปรทินัตใ์นมนษุยท์ี่
มีความเขม้ขน้ของไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร ์2 ที่แตกต่างกันใน 48ชั่วโมง เมื่อ * หมายถึง
แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 

ตอนที ่2 ผลการสังเคราะหไ์ฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกทีม่ีการพอลิเมอไรเซชันโดย
แสงสีฟ้า 

ในการศึกษาครัง้นีผู้ว้ิจยัไดท้ าการสงัเคราะหไ์ฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่ถูกเมทาคริ
เลตเป็นจ านวน 4 ครั้ง โดยท าการทดสอบหาปริมาณการเกิดการปรับปรุงโครงสรา้งด้วยวิธี
โปรตอนนิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปคโตรสโคปี (ภาพประกอบ 8) พบว่าการสงัเคราะห ์4 
ครัง้ไดผ้ลค่าปริมาณการเกิดการปรบัปรุงโครงสรา้งรอ้ยละ 100 , 78, 84 และ 59 ตามล าดับ ซึ่ง
เป็นไปตามเกณฑท์ี่ก าหนดไวว้่าไฮโดรเจลที่ใชใ้นการศึกษาตอ้งมีค่าปริมาณการเกิดการปรบัปรุง
โครงสรา้งมากกว่ารอ้ยละ 40  

 
 

 

 

ภาพประกอบ 8 แสดงตวัอย่างผลที่ไดจ้ากการวดัปรมิาณการเกิดการปรบัปรุงโครงสรา้ง
ดว้ยวิธีโปรตอนนิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปคโตรสโคปีในการสงัเคราะหไ์ฮโดรเจล 
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ตอนที ่3 ระยะเวลาในการก่อตัวเป็นเจลของไฮโดรเจล 
จากการศึกษาระยะเวลาในการก่อตวัเป็นเจลดว้ยการหยดสารละลายไฮโดรเจลที่ไดจ้าก

การผสมสารละลายไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่ถกูเมทาคริเลต ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรมัต่อ
ลิตร รวมกับสารละลายแอลเอพี ความเขม้ขน้ 15 มิลลิกรมัต่อลิตร น ามาหยดบนกระดาษพารา
ฟิลม์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แล้วบ่มโดยแสงสีฟ้าเป็นระยะเวลา 30, 60, 90 และ 120 วินาที 
จากนัน้พลิกกระดาษพาราฟิลม์แลว้สงัเกต ผลพบว่าเจลทั้ง 4 ช่วงเวลาสามารถก่อตัวเป็นเจลได้
โดยสามารถตา้นทานแรงโนม้ถ่วงจากน า้หนกัของเจลเองไดม้ากกว่า 30 วินาที (ภาพประกอบ9) 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพประกอบ 9 แสดงผลการทดสอบการก่อตวัเป็นเจลในแต่ละช่วงเวลา  
(ก) บ่มโดยแสงสีฟ้า 30 วินาที (ข) บ่มโดยแสงสีฟ้า 60 วินาที  
(ค) บ่มโดยแสงสีฟ้า 90 วินาที (ง) บ่มโดยแสงสีฟ้า 120 วินาที 

ตอนที ่4 ผลการทดสอบการพองตัวของไฮโดรเจล  
ผลการทดลองพบว่ามีการพองตวัของไฮโดรเจลกลุ่มที่ผสมโกรทแฟคเตอรแ์ละที่ไม่ผสม

โกรทแฟคเตอร ์ในช่วงแรกอย่างรวดเร็วในช่วง 10 นาทีแรก จากนัน้การพองตวัจะเริ่มชา้ลง แสดง
จากน า้หนักคงที่มาตลอดจนครบ 48 ชม. ทัง้สองกลุ่มมีค่าเฉลี่ยอัตราการพองตัวมากกว่า 1200 
เปอรเ์ซ็นต ์และหากเทียบอตัราส่วนการพองตวัของไฮโดรเจลในกลุ่มที่ผสมโกรทแฟคเตอรน์ัน้จะมี
แนวโนม้มากกว่ากลุม่ที่ไม่ผสมโกรทแฟคเตอรเ์ล็กนอ้ย (ภาพประกอบ 10)   



  40 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 10 แสดงสดัสว่นการพองตวัของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่ถกูเม
ทาครเิลตตามช่วงระยะเวลาที่ชั่งน า้หนกัหลงัแช่ PBS ในหน่วยชั่วโมง 

และพบว่าไฮโดรเจลในกลุ่มที่ผสมโกรทแฟคเตอรแ์ละกลุ่มที่ไม่ผสมโกรทแฟคเตอรม์ี
ความสามารถในการดูดน ้าเข้าสู่ เจล ประมาณร้อยละ 93.88±0.002 และ 93.86±0.004 
ตามล าดบั ซึ่งมีค่าใกลเ้คียงกนั ในส่วนของอตัราส่วนการพองตวัเชิงมวล (Qm) และอตัราสว่นการ
พองตัวเชิงปริมาตร  (Qv) เป็นดังนี ้  กลุ่มที่ ผสมโกรทแฟคเตอร์ Qm ~ 16.37±0.75, Qv ~ 
19.79±0.91 กลุ่มที่ไม่ผสมโกรทแฟคเตอร ์Qm ~ 16.34±1.29, Qv ~ 19.76±1.58 (ภาพประกอบ
10) จึงสรุปไดว้่าคณุสมบติัการพองตวัของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่ถกูเมทาครเิลตในกลุม่ที่
ผสมโกรทแฟคเตอรแ์ละกลุม่ที่ไม่ผสมโกรทแฟคเตอรไ์ม่แตกต่างกนั 

 
 



  41 

 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 11 แสดงปรมิาณน า้, อตัราสว่นการพองตวัเชิงมวลและอตัราสว่นการพอง
ตวัเชิงปรมิาตรของไฮโดรเจล 

ตอนที ่5 ผลการสลายตัวของไฮโดรเจล  
จากผลการทดลองพบว่าเมื่อมีการใส่เอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดส 100 ยูนิต ลงไฮโดรเจลที่

ผสมโกรทแฟคเตอรแ์ละไม่ผสมโกรทแฟคเตอร ์สามารถละลายตัวไดห้มดในเวลาประมาณ 7 วัน 
โดยวดัค่าการดดูกลืนแสง (ตาราง 3) ไดผ้ลดงันี ้

ตาราง 2 แสดงค่าดดูกลืนแสงที่วดัไดจ้ากสารละลายไฮยาลโูรนิเดส 100 ยนูิตในกลุม่ที่ผสมและ 
ไม่มีโกรทแฟคเตอร ์

ระยะเวลาใน 
การเก็บสารละลาย (วนั) 

กลุม่ที่ไม่ผสม 
โกรทแฟคเตอร ์

กลุม่ที่ผสมโกรทแฟคเตอร ์

1 0.365±0.058 0.365±0.062 

2 0.371±0.038 0.403±0.041 

3 0.423±0.047 0.466±0.037 

4 0.376±0.044 0.352±0.057 

5 0.309±0.055 0.289±0.069 

6 0.345±0.029 0.295±0.067 

7 0.206±0.052 0.198±0.051 
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แลว้น าไปเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาปริมาณกรดยูโรนิกที่สลายออกมาพบว่ามีค่า
ใกลเ้คียงกันระหว่างกลุ่มที่ผสมโกรทแฟคเตอรแ์ละไม่ผสมโกรทแฟคเตอร ์โดยค่าสะสมของกรด 
ยูโรนิกที่สลายออกมาในวนัที่ 1,2,3,4,5,6 และ7 ของการทดลอง กลุ่มที่ผสมโกรทแฟคเตอร ์ไดแ้ก่ 
16.01±4.13%, 34.55±5.95%, 57.25±8.41%, 72.41±5.54%, 83.47±7.57%, 94.92±3.36% 
และ 100% อีกกลุม่ที่ไม่ผสมโกรทแฟคเตอร ์ไดแ้ก่ 15.62±2.03%, 32.11±2.26%, 51.65±2.98%, 
68.11±1.84%, 79.97±1.20%, 94.55±3.13% และ 100%  (ภาพประกอบ 12) 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 12 รูปแบบการสลายตวัของไฮโดรเจลโดยค านวณเป็น 
ค่ารอ้ยละปรมิาณกรดยโูรนิกที่ปลอ่ยออกมา 

ตอนที ่6 ผลรูปแบบการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอรใ์นไฮโดรเจล 
เมื่อน าสารละลายพีบีเอสที่เก็บไดจ้ากการน าไฮโดรเจลที่ผสมโกรทแฟคเตอรม์าแช่ใน

สารละลายพีบีเอส ที่ระยะเวลา 5,10,15,30,45,60,90,120, 24 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง มาทดสอบ
หาปริมาณโกรทแฟคเตอรท์ี่ปลดปล่อยออกมาจากไฮโดรเจล โดยใช้สารละลาย Coomassie 
brilliant blue แล้วมาวัดค่าดูดกลืนแสง พบว่ามีค่าโกรทแฟคเตอรส์ะสมอยู่ที่  3.47±2.25%, 
12.47± 3 .7 8%, 19.27± 0 .4 6%, 35.13± 1.47%, 39.33± 2.54%, 48.6± 4.10%, 63± 5.39%, 
81.27±6.02%, 86.4±7.83% และ 93.73±0.3% ตามล าดับ ในช่วง 30 นาทีแรกมีการปลดปล่อย
ของโกรทแฟคเตอรอ์ย่างรวดเร็ว ( initial burst) หลังจากนั้นมีการปลดปล่อยอย่างต่อเนื่อง 
(sustained release) ในอัตราที่ชา้ลงอย่างคงที่ในช่วง 30 ถึง 120 นาที แต่ยังคงมีการปล่อยสาร
ออกมาเรื่อยๆ ตลอดระยะเวลา 72 ชั่วโมงของการทดลอง (ภาพประกอบ 13)  
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ภาพประกอบ 13 รูปแบบการปลดปลอ่ยโกรทแฟคเตอรข์องไฮโดรเจลแสดงเป็น 
ค่าปรมิาณสะสมของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ใน 72 ชั่วโมง 

ตอนที ่7 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาในโครงสร้างของไฮโดรเจล 
จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายในโครงสรา้งของไฮโดรเจลผ่านกล้อง

จุลทรรศนอิ์เล็กตรอนชนิดส่องกราด พบว่าความยาวเสน้ผ่านศูนยก์ลางรูพรุนของไฮโดรเจลจาก
กรดไฮยาลูโรนิกที่ถูกเมทาคริเลตที่ถูกบ่มโดยแสงสีฟ้าเป็นระยะเวลา 90 วินาที ผ่านโปรแกรม 
ImageJ (ภาพประกอบ 14) พบว่าค่าเฉลี่ยอยู่ที่ประมาณ 38 และ 45 ไมครอน ในกลุ่มที่ผสมโกรท
แฟคเตอร ์และไม่ผสมโกรทแฟคเตอรต์ามล าดบั 

พบว่าพืน้ผิวของไฮโดรเจลทัง้กลุ่มที่ผสมดว้ยโกรทแฟคเตอรแ์ละกลุ่มใสเ่พียงสารละลาย
พีบีเอส มีลักษณะคล้ายคลึงกัน โดยโครงสรา้งภายในและพื ้นผิวของไฮโดรเจลทั้งสองกลุ่มมี
ลักษณ ะเป็น รูพ รุน  (porous formation) และมี ความ ไม่ สม ่ า เสมอของรูพ รุน โดยทั่ ว ไป 
(ภาพประกอบ 15-18) 

 
 
 
 
 

 
 

 ภาพประกอบ 14 แสดงตวัอย่างการวดัขนาดเสน้ผ่านศนุยก์ลางรูพรุนของไฮโดรเจล
ดว้ยโปรแกรม ImageJ 
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ภาพส่วนพืน้ผิว 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 15 ภาพสว่นพืน้ผิว กลุม่ที่ผสมโกรทแฟคเตอร ์

(ก) ก าลงัขยาย 100 เท่า (surface 100X)  
(ข) ก าลงัขยาย 500 เท่า (surface 500X) 

 

  
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 16 ภาพสว่นพืน้ผิว กลุม่ที่ไม่ผสมโกรทแฟคเตอร ์
(ค) ก าลงัขยาย 100 เท่า (surface 100X) (ง) ก าลงัขยาย 500 เท่า (surface 500X) 

 
 
 

ค ง 

ก ข 
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ภาพตดัขวาง 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 17 ภาพตดัขวางกลุม่ที่ผสมโกรทแฟคเตอร ์
(ก) ก าลงัขยาย 200 เท่า (internal cross section 200X)  
(ข) ก าลงัขยาย 500 เท่า (internal cross section 500X) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 18 ภาพตดัขวางกลุม่ที่ไม่ผสมโกรทแฟคเตอร ์
(ค) ก าลงัขยาย 200 เท่า (internal cross section 200X)  
(ง) ก าลงัขยาย 500 เท่า (internal cross section 500X)

ค ง 

ก ข 



 
 

บทที ่5  
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผลและข้อเสนอแนะ  

จากการศึกษาผลของไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร ์2 ที่มีความเขม้ขน้แตกต่างกันต่อ
เซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสต์ของเอ็นยึดปริทันต์ในมนุษย์ โดยใช้วิธี
วิเคราะหค์วามมีชีวิตของเซลลคื์อเอ็มทีที และการศึกษาคณุสมบติัทางกายภาพ ไดแ้ก่ โครงสรา้ง 
การสลายตวั และรูปแบบการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอรข์องไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการ
พอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้าที่ผสมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 แบ่งหวัขอ้การสรุปผลดงันี ้

1.สรุปผลการวิจยั 
2.อภิปรายผล 
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สรุปผลการศึกษาวิจัย 
ความเขม้ขน้ที่แตกต่างกนัของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ไม่พบผลต่อการเพิ่ม

จ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 แต่กลบัสง่ผลต่อการเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสต์
ของเอ็นยึดปรทินัตใ์นมนษุย ์โดยพบว่าที่ความเขม้ขน้ 25, 100 และ 200 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร 
สง่ผลใหเ้ซลลม์ีการเพิ่มจ านวนอย่างมีนยัส าคญัที่ 48 ชั่วโมงของการทดลองเหมือนเทียบกบักลุม่
ควบคมุ (p<0.05) จึงสามารถสรุปไดว้่าความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์
2 คือ 25 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร และคณุสมบติัทางกายภาพของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่มี
การพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้าที่ผสมไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงแมม้ี
การผสมโกรทแฟคเตอร ์โดยมีการพองตวัที่ดี สามารถสลายตวัไดใ้นระยะเวลา 7 วนั และมี
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาที่เหมาะสม โดยมีรูพรุน เสน้ผ่านศนูยก์ลางรูพรุนเหมาะกบัการ
เจรญิเติบโตของเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์อีกทัง้รูปแบบการปลดปล่อยของโกรทแฟคเตอร ์มีลกัษณะ
การปลดปล่อยอย่างรวดเรว็ในช่วง 30 นาทีแรก และมีการปลดปลอ่ยอย่างต่อเนื่องในอตัราที่ชา้ลง
หลงัจากนัน้  

อภปิรายผล 
ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกเป็นโครงร่างทางชีวภาพที่ใชก้นัอย่างแพร่หลาย น าไปใช้

ในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ เนื่องจากมีคณุสมบติัที่โดดเด่นหลายประการ เช่น มีความเขา้กนัไดท้าง
ชีวภาพสงู คณุสมบติัทางกายภาพที่สามารถปรบัแต่งได ้มีความสามารถในการน าส่งสารและย่อย
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สลายได ้เป็นตน้(11, 73, 74) ทางผูว้ิจยัจึงมีความมุ่งหมายในการพฒันาไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิก
ที่มีการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงสีฟ้าใหส้ามารถน าไปประยุกตใ์ชท้างคลินิกไดใ้นอนาคต อนัน ามา
ซึ่งประโยชนส์งูสดุของผูป่้วย 

การศึกษาครัง้นีผู้ว้ิจัยเริ่มจากการทดสอบหาความเขม้ขน้ที่เหมาะสม ผลที่ไดจ้ากการ
ทดสอบความมีชีวิตของเซลลท์ัง้สองชนิดกับความเขม้ขน้ที่แตกต่างกนัของไฟโบรลาสตโ์กรทแฟค
เตอร ์2 ดว้ยวิธีวิเคราะหเ์อ็มทีที เป็นการศึกษาที่นิยมใชก้นั ซึ่งจะเกิดกระบวนการดงักล่าวกบัเซลล์
ที่มีชีวิตอยู่โดยการวัดปริมาณการเปลี่ยนแปลงของสีจากสีเหลืองของเอ็มทีทีเป็นผลึกสีม่วงของ
ฟอรม์าซาน (formazan) ที่ไม่ละลายน ้าแต่สามารถละลายได้ใน dimethyl sulfoxide (DMSO) 
สารละลายสีที่ไดจ้ะถกูวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร(75)  

ผลในการศึกษาครัง้นีพ้บว่าค่ารอ้ยละความมีชีวิตของเซลลข์องไฟโบรบลาสตแ์อล 929 
ในทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญในทุกกลุ่ม และผลการศึกษาค่ารอ้ยละ
ความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปริทันตใ์นมนุษย ์มีค่าเฉลี่ยในกลุ่มที่เติมไฟโบร  
บลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 จากพืชที่มากกว่ารอ้ยละ 100 ซึ่งในความเขม้ขน้ที่ 25, 100 และ 200  
นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร มีค่ารอ้ยละความมีชีวิตมากกว่ากลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ นัน้
หมายถึงความเขม้ขน้ที่กล่าวมาอาจส่งผลให้เซลลม์ีการเจริญเติบโตหรือมีชีวิตที่เพิ่มขึน้ คลา้ย
การศึกษาอ่ืนที่พบว่า FGF-2 สามารถกระตุ้นใหเ้กิดการเจริญเติบโตในเซลลเ์อ็นยึดปริทันต์ใน
มนุษย์(76) นอกจากนีย้งัไดม้ีการทดลองน าไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 จากพืชที่ความเขม้ขน้ 2 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรมาทดสอบกับเซลล์ต้นก าเนิดจากเส้นเอ็นปริทันต์ของมนุษย์ (human 
periodontal ligament stem cells; hPDLSCs) มีค่าความมีชีวิตของเซลล์มากกว่ากลุ่มที่ไม่ใส่ 
โกรทแฟคเตอร์(71)  

จากผลการทดลองความเข้มข้นของโกรทแฟคเตอรท์ี่ เพิ่มขึน้  (dose-dependent) ไม่
สง่ผลใหค่้ารอ้ยละความมีชีวิตของเซลลน์ัน้เพิ่มขึน้ คลา้ยคลึงกบัการทดลองในปี 2018 เพื่อศึกษา
หาความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของเบสิคไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์(bFGF) และอีจีเอฟ (EGF) ต่อ
เซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นการฟ้ืนฟูเนือ้เยื่อพืน้ผิวอุง้เชิงกราน โดยใชค้วามเขม้ขน้ที่ 1,10 และ 100 นา
โนกรมัต่อมิลลิลิตร ทดสอบวนัที่ 1 ถึง 7 ผลการศึกษาพบช่วงวนัที่ 6 และ 7 ในกลุ่มความเขม้ขน้ที่
เหมาะสมของเบสิคไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์และอีจีเอฟ คือ 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
เนื่องจากค่าความมีชีวิตของเซลลเ์พิ่มขึน้สูงสุด แมว้่าความเขม้ขน้ที่ 100 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร  
จะมีความเขม้ขน้มากกว่าแต่ไม่ไดส้่งผลใหค่้าความมีชีวิตสงูกว่ากลุ่ม 10 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร(70) 
และการศึกษาในปี 2019 มีการน าเบสิคไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร  ์ที่ความเขม้ขน้ 10,25,50 
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และ 100 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร มาทดสอบกับ hPDLSCs ในวันที่ 3 และวดัค่าความดดูกลืนแสง
พบว่า ที่ความเขม้ขน้ 50 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร มีการกระตุน้ใหเ้กิดการเจริญเติบโตไดดี้อย่างมี
นัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ส่วนในกลุ่มความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรไม่
แตกต่างจากกบัควบคุม(77) แต่บางการศึกษาแสดงใหเ้ห็นว่าปริมาณของโกรทแฟคเตอรส์่งผลต่อ
ความมีชีวิตของเซลลด์ว้ย โดยน าไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ที่ความเขม้ขน้ 0.1,1,20 และ 50 
นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร มาทดสอบกับเซลล ์MC3T3-E1 เพื่อดูค่าความมีชีวิตในวันที่ 2 ของการ
ทดลองพบว่า กลุ่มความเข้มข้นที่  50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แตกต่างกับกลุ่มที่ไม่ใส่อย่างมี
นยัส าคัญ(78) จากการทบทวนวรรณกรรมแสดงใหเ้ห็นว่าค่าความเขม้ขน้ของโกรทแฟคเตอรท์ี่เคย
น ามาทดสอบมีหลากหลายมาก ดงันัน้ทางผูว้ิจยัจึงไดเ้ลือกใชค่้าความเขม้ขน้ของไฟโบรบลาสตโ์ก
รทแฟคเตอร ์2 ที่ 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร โดยให้
ครอบคลมุความเขม้ขน้ที่ 1-100 นาโนกรมัต่อมิลลิตร ที่บรษิัทผูผ้ลิตแนะน า  

การศึกษาหาความเข้มข้นที่ เหมาะสม (optimal concentration) ของโกรทแฟคเตอร ์
ในการเพาะเลีย้งเซลล ์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตและการท างานของเซลลพ์รอ้มทัง้
หลีกเลี่ยงผลขา้งเคียงไม่พึงประสงคท์ี่อาจเกิดขึน้ อีกทัง้ยังช่วยประหยัดค่าใชจ้่ายของโกรทแฟค
เตอร ์เนื่องดว้ยการใส่โกรทแฟคเตอรป์ริมาณที่มากอาจส่งผลเสียต่อเซลลท์ าให ้เซลลเ์จรญิเติบโต
เร็วเกินไป (overgrowth) จนน าไปสู่ภาวะขาดสารอาหารหรือเกิดเซลล์ตาย (apoptosis) ซึ่ง
สอดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหนา้นีข้อง Velazquez และคณะ น าโกรทแฟคเตอรช์นิดไอจีเอฟหนึ่ง 
(IGF-1) มาทดสอบ ที่ความเขม้ขน้ 100 และ 1000 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตรกบัเอมบรโิอของววัพบว่า 
ในโกรทแฟคเตอรป์ริมาณที่สูงมีการตายของเซลลแ์ละส่งผลต่อโครงสรา้งของเอมบริโออีกดว้ย (79) 
จากผลการทดลองจึงกล่าวได้ว่าความเข้มข้นที่ เหมาะสมของไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร ์2 
ส าหรบัเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปริทันตใ์นมนุษย ์คือ 25 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตรซึ่งเป็นค่า
ความเข้มข้นต ่าสุดที่ท าให้ค่าร้อยละความมีชีวิตของเซลล์แตกต่างกับกลุ่มควบคุมอย่างมี
นยัส าคญั 

ผลการทดลองที่แตกต่างของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์อง
เอ็นยึดปริทันตใ์นมนุษยซ์ึ่งเป็นเซลลข์องมนุษย์ เนื่องมาจากเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 นัน้เป็น
เซลลไ์ลนท์ี่มาจากหนูใหผ้ลการตอบสนองที่แตกต่างจากเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปรทินัตใ์น
มนุษยซ์ึ่งเป็นเซลลข์องมนุษย ์ความแตกต่างทางพนัธุกรรมสง่ผลใหเ้ซลลม์ีกลไกการตอบสนองต่อ
สิ่งกระตุน้ภายนอกแตกต่างกัน ซึ่งสอดคลอ้งกับการศึกษาความเป็นพิษของผงสแกนไทเทเนียม 
ไดออกไซดต่์อเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปริทันตใ์นมนุษย ์
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พบว่าเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอ็นยึดปรทินัตใ์นมนษุยม์ีความทนทานต่อความเป็นพิษของผงสแกน
มากกว่าเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929(80)  

ต่อมาเป็นการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่มีการ
พอลิเมอไรเซชันโดยแสงสีฟ้าที่ผสมไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร ์2 การศึกษาครั้งนี ้ใช้วิธี
สงัเคราะหไ์ฮโดรเจลในการศึกษาของ Chaopanitcharoen และคณะ จากนัน้ท าการบ่มโดยแสงสี
ฟ้าเป็นระยะเวลา 90 วินาที อา้งอิงจากการศึกษาขา้งตน้ (14) ไดท้ าการสังเคราะหท์ั้งหมด 4 ครัง้ 
โดยผลการสังเคราะหไ์ฮโดรเจลที่ได้ค่าปริมาณการเกิดการปรบัปรุงของโครงสรา้งของไฮโดรเจ
ลจากกรดไฮยาลโูรนิกที่ถูกเมทาคริเลตจากการส่งทดสอบโปรตอนนิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซ์
สเปคโตรสโคปี มีค่าดังนี ้100%, 78%, 84% และ 59% ตามล าดบั โดยมีผลในการสงัเคราะหค์รัง้
แรกใกลเ้คียงกับการศึกษาของ Jivacharoen และคณะ(15) ที่ไดค่้าปริมาณการเกิดการปรบัปรุงที่ 
100% ในขณะครัง้ที่เหลือไดค่้านอ้ยกว่า โดยการศึกษาของ Chaopanitcharoen และคณะ(14) ได้
ค่าปริมาณการเกิดการปรบัปรุงที่ 42-76% และ Leewisutthikul และคณะ(16) ไดค่้าปริมาณการ
เกิดการปรบัปรุงที่ 30-64% ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นในการสงัเคราะหไ์ฮโดรเจลแต่ละครัง้ได้ค่า
ปริมาณการเกิดการปรบัปรุงที่แตกต่างกัน โดยค่าปริมาณการเกิดการปรับปรุงนั้นขึน้กับการ
สงัเคราะหไ์ฮโดรเจลเพราะมีความไวในขัน้ตอนนี ้ทัง้ปัจจัยเรื่องการควบคุมอณุหภูมิ การควบคุม
ความเป็นกรดด่างในระหว่างที่ปฏิกิรยิาก าลงัด าเนินไป เป็นตน้  

การศึกษาคุณสมบัติการก่อตัวเป็นเจล งานวิจัยของ Chaopanitcharoen และคณะ  
ใชว้ิธีการทดสอบหลอดกลับหัว (inverted tube test) โดยใชส้ารละลายไฮโดรเจลปริมาตร 500 
ไมโครลิตรใส่เอฟเพนดอรฟ์จากนัน้ท าการบ่มโดยแสงสีฟ้า คว ่าเป็นระยะเวลา 30 วินาทีเนื่องดว้ย
วิธีนีอ้าจจะมีแรงตึงผิวระหว่างไฮโดรเจลที่ก่อตัวสมบูรณ์แลว้กับพืน้ผิวของหลอดเอฟเพนดอรฟ์ 
ส่งผลใหท้างผูว้ิจยั เลือกใชพ้าราฟิลม์เป็นอุปกรณ์ในการทดสอบเนื่องจากสามารถสงัเกตการก่อ
ตวัไดช้ัดเจนและลดแรงตึงผิวดา้นขา้งจากเอฟเพนดอรฟ์ โดยใชส้ารละลายไฮโดรเจลปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ต่อหนึ่งหยด หยดลงบนพาราฟิล์ม ฉายแสงระยะห่างประมาณ 1 เซนติเมตร ผล
การศึกษาพบว่า ในทุกระยะเวลาฉายแสงที่ 30,60,90 และ 120 วินาที ส่งผลใหเ้กิดการก่อตวัเป็น
เจลได้ สามารถตา้นน า้หนักของตัวเจลเองได้นานมากกว่า 30 วินาทีโดยไม่ตกลงมา เมื่อเทียบ
ระยะก่อตัวเป็นเจลในการครอสลิงค์ใหเ้กิดพอลิเมอไรเซชันจากการบ่มโดยแสงและสารเคมีจะ
พบว่าการเกิดครอสลิงคจ์ากสารเคมีใชเ้วลานานมากกว่า ยกตัวอย่างการศึกษาของ Trakiattikul 
และคณะ ในปี ค.ศ. 2018 (12) และ Areevijit และคณะ ในปี ค.ศ. 2019(13) ที่ท าการทดลองโดยใช้
สารครอสลิงค ์คือ ดีทีที พบว่าระยะเวลาในการก่อตวัเป็นเจลอยู่ระหว่าง 15-30 นาที  
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ในการศึกษาส่วนใหญ่มักผสมโกรทแฟคเตอรก์ับสารละลายไฮโดรเจลก่อนที่จะเกิด
กระบวนการพอลิเมอไรเซชัน ซึ่งเป็นวิธีที่ง่ายที่สุด(81) ยกตัวอย่างเช่น การศึกษาในปี ค.ศ.2017 
ของ Maturavongsadit และคณะ มีการผสมบีเอสเอ (Bovine Serum Albumin; BSA) โดยมักใช้
การเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน จากวิธีอ่ืนที่ไม่ใช่การใชแ้สง อาทิเช่น ใชส้ารครอสลิงคคื์อดีทีที 
โดยปฏิกิริยาครอสลิงคข์องไฮโดรเจลใชป้ฏิกิริยาไธออลอีนคลิก (thiol-ene click reaction) ซึ่งเป็น
ปฏิกิริยาที่ไม่มีผลขา้งเคียงต่อโปรตีน (50) จึงไม่ส่งผลกบัโกรทแฟคเตอร ์ทัง้นีต้อ้งพิจารณาในหลาย
ปัจจัยว่าสามารถผสมโกรทแฟคเตอรไ์ปก่อนหรือหลงักระบวนการพอลิเมอไรเซชัน เช่น ชนิดของ
ปฏิกิรยิาพอลิเมอไรเซชนั คณุสมบติัของโกรทแฟคเตอร ์เป็นตน้ 

โดยวิธีการน าโกรทแฟคเตอรเ์ข้าสู่โครงร่างทางชีวภาพ มีหลายวิธีได้แก่ 1.การโหลด
โดยตรง (direct loading) 2.เชื่อมต่อโกรทแฟคเตอรด์ว้ยพันธะโควาเลนต ์(Covalently Binding 
Growth Factors) 3.การใชร้ะบบน าพา (Carrier Systems) 4.ปฏิกิริยาไฟฟ้าสถิต (Electrostatic 
Interaction)(82) หรือสามารถแบ่งเป็นการน าโกรทแฟคเตอรเ์ขา้สู่โครงร่างทางชีวภาพก่อนก่อตัว
เป็นเจลและหลงัการก่อตัวเป็นเจล (83)  ซึ่งวิธีที่เลือกใชคื้อการน าไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 
โหลดโดยตรงภายหลงัการก่อตวัเป็นเจล โดยในการทดลองผูว้ิจยัไดน้ าไฮโดรเจลที่มีการพอลิเมอไร
เซชนัแลว้ไปแช่แหง้แบบเยือกแข็งก่อนแลว้จึงน ามาผสมกบัโกรทแฟคเตอร ์โดยไฮโดรเจลที่แช่แหง้
นัน้จะดูดซบัโกรทแฟคเตอรม์าไวใ้นโครงร่างเอง อาศยัหลกัการแพร่กระจาย (diffusion) เนื่องจาก
มีขอ้ดี คือ เป็นวิธีที่ง่าย สามารถควบคมุปรมิาณโกรทแฟคเตอรท์ี่ผสมเขา้ไปได ้ไม่รบกวนการท าให้
เกิดปฏิกิรยิาครอสลิงคอี์กดว้ย  

ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกผ่านกระบวนการพอลิเมอไรเซชันโดยแสง (BL MeHA 
hydrogel) มีสาร LAP ซึ่งเป็นสารเริ่มตน้ปฏิกิริยาโดยแสง (photoinitiator) ก่อใหเ้กิดอนุมูลอิสระ 
การเลือกวิธีการน าโกรทแฟคเตอรม์าผสมในไฮโดรเจลก่อนหรือหลังการเกิดพอลิเมอไรเซชัน 
จ าเป็นตอ้งพิจารณาอย่างรอบคอบ เนื่องจากมีหลายปัจจยัที่อาจส่งผลกระทบต่อทัง้กระบวนการ
สรา้งไฮโดรเจลและคณุสมบติัของโกรทแฟคเตอร ์กระบวนการพอลิเมอไรเซชนัโดยแสงอาศยัการ
สรา้งอนุมลูอิสระจากสารเริ่มตน้ปฏิกิริยาโดยแสง เมื่อสมัผสักับแสง เช่น แสงสีฟ้า อนุมลูอิสระจะ
เขา้ท าปฏิกิรยิากบัหมู่ฟังกช์นัที่ไวต่อปฏิกิรยิา ในที่นีคื้อหมู่เมทาครเิลตบนสายพอลิเมอรข์องกรดไฮ
ยาลูโรนิก ท าใหเ้กิดการครอสลิงคแ์ละน าไปสู่การก่อตัวเป็นโครงสรา้งไฮโดรเจล หากมีการผสม 
โกรทแฟคเตอรล์งไปก่อนเกิดการพอลิเมอไรเซชนั  อาจน าไปสู่ปฏิกิริยาไม่พึงประสงค ์อนุมลูอิสระ
ที่เกิดขึน้อาจท าปฏิกิริยากับกรดอะมิโนบางชนิดในโครงสรา้งโปรตีนของโกรทแฟคเตอร  ์เช่น  
ซิสเทอีน (– Cys) แทนที่จะท าปฏิกิริยากับหมู่ฟังก์ชันของพอลิเมอร ์ซึ่งจะส่งผลใหอ้ัตราการเกิด 
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พอลิเมอไรเซชันชา้ลงหรือเจลไม่สามารถก่อตัวไดส้มบูรณ์  นอกจากนีม้ีการศึกษาพบว่าอนุมูล
อิสระมีส่วนในการท าลายโครงสรา้งและการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของโกรทแฟคเตอร์(84) อีกทัง้แสง
สีฟ้าสามารถมีผลกระทบต่อโปรตีนหรือโกรทแฟคเตอร ์โดยเหนี่ยวน าให้เกิดความเสียหายทั้ง
โครงสรา้งและคณุสมบติัทางชีวภาพไดเ้หมือนกนั(85, 86)  

ในการโหลดโกรทแฟคเตอรเ์ขา้สูโ่ครงร่างชีวภาพโดยตรงดว้ยการน าไฮโดรเจลมาแช่โกรท
แฟคเตอร ์ส่วนใหญ่รูปแบบการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอรป์ริมาณมากออกมาในช่วงแรก ( initial 
burst) จากนั้นค่อยๆลดลง ส่งผลให้ไม่สามารถควบคุมการปลดปล่อยของโกรทแฟคเตอรไ์ด ้  
อัตราการปลดปล่อยจากไฮโดรเจลส่วนใหญ่ขึน้อยู่กับการแพร่กระจายของโกรทแฟคเตอรผ์่าน
ช่องทางน า้ (aqueous channels) ที่มีอยู่ในโครงสรา้งของไฮโดรเจล (82, 83) ซึ่งตรงกับผลงานวิจัย
รูปแบบการปลดปลอ่ยโกรทแฟคเตอรใ์นไฮโดรเจลที่พบว่าในช่วง 30 นาทแีรกมีการปลดปล่อยของ
โกรทแฟคเตอรอ์ย่างรวดเร็ว (initial burst) หลงัจากนัน้มีการปลดปล่อยอย่างต่อเนื่อง (sustained 
release) ในอตัราที่ชา้ลงอย่างคงที่ในช่วง 30 ถึง 120 นาที แต่ยงัคงมีการปล่อยสารออกมาเรื่อยๆ 
ตลอดระยะเวลา 72 ชั่ วโมง ของการทดลอง ในวันแรกของการทดลองโกรทแฟคเตอรม์ีการ
ปลดปล่อยไปถึง 86.4% สอดคล้องกับงานทบทวนวรรณกรรมอย่างเป็นระบบของ  Caballé-
Serrano และคณะ ในปี 2019 พบว่าในขัน้ตอนการปลูกกระดกูหรือเนือ้เยื่อในการท ารากเทียมมี
การใชเ้ยื่อเมมเบรนที่สามารถย่อยสลายไดน้ าไปแช่ในโกรทแฟคเตอรแ์ลว้ท าการแช่แหง้แบบเยือก
แข็งหรือผสมในพอลิเมอรก์่อนการระเหย โดยส่วนใหญ่มีการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอรม์ี 2 ระยะ 
ได้แก่ ระยะแรกมีการปลดปล่อยปริมาณมากในช่วงต้นประมาณ 1 วัน และระยะต่อมามีการ
ปลดปล่อยชา้ลง(87) เช่นเดียวกับการศึกษา ในปีค.ศ. 2017 Maturavongsadit และคณะไดศ้ึกษา
การปลดปล่อยของบีเอสเอในไฮโดรเจลในสารเชื่อมโยงที่แตกต่างกนั พบว่ามีการปลดปล่อยบีเอ
สเอออกมาในช่วงแรกอย่างรวดเรว็จากนัน้อตัราการปลดปลอ่ยจะชา้ลงในทกุชนิดของไฮโดรเจล(50) 

มีความพยายามพัฒนาวิธีน าส่งสารโกรทแฟคเตอรอ่ื์นๆ เช่น การดัดแปลงทางเคมีของ  
โกรทแฟคเตอรเ์พื่อเพิ่มการยึดติดกับพอลิเมอร์(88) หรือสรา้งระบบอนุภาคนาโน/ไมโครสเฟียร ์
(Nanoparticles/Microspheres) เนื่องดว้ยขอ้จ ากดัของโกรทแฟคเตอร ์ไดแ้ก่ อายกุารออกฤทธิ์สัน้ 
ความเสถียรต ่า การถูกยับยัง้อย่างรวดเร็วโดยเอนไซมภ์ายใตส้ภาวะทางสรีรวิทยา และสลายตัว
ง่าย(88, 89)เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของโกรทแฟคเตอรใ์หท้ างานไดดี้ขึน้ รวมถึงยังมีการออกแบบและ
ปรบัปรุงโครงร่างทางชีวภาพ เช่น ไฮโดรเจลที่ตอบสนองต่อสิ่งเรา้ (Stimuli-responsive hydrogel) 
ไฮโดรเจลที่มีความแข็งแรง (Tough hydrogel) เป็นตน้(90) โดยโครงรา่งจะท าหนา้ที่กกัเก็บ ปกป้อง 
และควบคมุการปลดปลอ่ยโกรทแฟคเตอร ์
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ในการทดลองเพื่อศึกษารูปแบบการปลดปล่อยของโกรทแฟคเตอรน์ัน้เราไดใ้ชค่้าความ
เขม้ขน้ของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 อยู่ที่ 10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร เนื่องจากวิธีวิเคราะห์
โปรตีน Coomassie Bradford ซึ่งมีความไวต่อโปรตีน สามารถตรวจพบความเขม้ขน้ของโปรตีนได้
ในช่วง 1-10 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ส่งผลใหผู้ ้วิจัยเลือกความเขม้ขน้ที่มากกว่าความเขม้ขน้ที่
เหมาะสมประมาณ 400 เท่า ดังนั้นในอนาคตหากมีการทดลองเพิ่มเติมอาจแนะน าใหใ้ชค้วาม
เขม้ขน้ที่ 25 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร แลว้ใชก้ารวิเคราะหโ์ปรตีนรูปแบบอ่ืนที่สามารถ ตรวจโปรตีนที่
มี ค่าน้อยได้ เช่น เอนไซม์ลิงค์อิมมูโนซอรเ์บนต์แอสเซย์ (Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay; ELISA) หรือ การวิเคราะหโ์ปรตีนดว้ยสารเรืองแสง (Fluorescent Protein Assays) เป็น
ตน้ 

ในคุณสมบติัดา้นการพองตัวของไฮโดรเจลจะพบว่าความสามารถในการดูดน า้ของทั้ง
กลุ่มที่ผสมและไม่ผสมโกรทแฟคเตอรม์ีค่ามากกว่ารอ้ยละ 90 ซึ่งสอดคลอ้งกับการศึกษาของ 
Chaopanitcharoen และคณะ(14) เมื่อพิจารณาค่าอัตราส่วนการพองตัวเชิงมวล (Qm) และเชิง
ปริมาตร (Qv) พบว่าทั้งกลุ่มที่ผสมและไม่ผสมโกรทแฟคเตอร ์ค่าอัตราส่วนการพองตัวเชิงมวล 
และเชิงปริมาตรไม่แตกต่างกัน ผลการทดลองชีใ้หเ้ห็นว่า การผสมโกรทแฟคเตอรใ์นไฮโดรเจล
ไม่ได้เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติการพองตัวของไฮโดรเจล และทั้งสองกลุ่มมีลักษณะในการพอง
ตัวอย่างรวดเร็ว เมื่อไฮโดรเจลมีการพองตัวไดม้าก แสดงว่าไฮโดรเจลมีความสามารถในการกัก
เก็บน า้ไวไ้ด้สูง  ซึ่งส่งผลให้เป็นโครงร่างที่เหมาะสมน าไปใชใ้นงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อต่อไป เมื่อ
เปรียบเทียบ ค่าอตัราส่วนการพองตวัเชิงมวลและเชิงปริมาตรกบัการศึกษาอ่ืนพบว่าในการศึกษา 
ของ Maturavongsadit P. และคณะ ในปี 2016(49) และ Trakiattikul N. และคณะในปี 2018(12) ที่
มีการสงัเคราะหไ์ฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูนิกที่ถูกเมทาคริเลตโดยใชส้ารครอสลิงค ์คือ ดีทีที ทั้ง
สองกลุ่มมีค่า Qm และ Qv ที่แตกต่างกนั โดยค่า Qm = 40 และ Qv = 50, Qm = 9-11 และ Qv = 
16-18 ตามล าดับ และของ Chaopanitcharoen และคณะ(14) ที่ระยะเวลาบ่มโดยแสง 90 วินาที  
มีค่า Qm = 14.45 และ Qv = 25.21 ซึ่งแม้จะเป็นไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกเหมือนกัน แต่
ขัน้ตอนการสังเคราะห ์สารที่ใชค้รอสลิงค ์หรือล าดับขัน้ตอนอ่ืนมีความแตกต่างกัน ส่งผลใหค่้า 
Qm,Qv มีค่าที่แตกต่างกนั 

คณุสมบติัดา้นการสลายตวัของไฮโดรเจลจะพบว่ากลุ่มที่ผสมและไม่ผสมโกรทแฟคเตอร์
สามารถสลายตัวไดห้มดโดยใชร้ะยะเวลา 7 วนั เหมือนกันทัง้สองกลุ่ม ในสารละลายไฮยาลูโรนิ
เดส 100 ยูนิต ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นการจ าลองสภาวะทางชีวภาพ (biomimetic 
conditions) ที่ใกลเ้คียงกบัร่างกายมนุษยม์ากที่สุด ซึ่งการสามารถสลายตัวไดห้มดเป็นคณุสมบติั
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ของโครงร่างที่เหมาะสม เพื่อลดการเกิดการอักเสบ หรือการก่อตัวของพังผืด ที่อาจเกิดขึน้เมื่อมี
วสัดแุปลกปลอมตกคา้งอยู่ในร่างกายเป็นเวลานาน และเพื่อใหเ้นือ้เยื่อใหม่ที่สรา้งขึน้มาสามารถ
เขา้มาแทนที่โครงรา่งที่สลายตวัไปไดอ้ย่างสมบรูณ์(91) โดยการสลายตวัของแต่ละชนิดของโครงรา่ง 
ใชร้ะยะเวลาที่แตกต่างกนั บางชนิดใชเ้วลาชั่วโมงหรือวนัหรืออาทิตย ์ทัง้นีข้ึน้อยู่กบัวสัดุของโครง
ร่างชีวภาพ ความหนาแน่นของการครอสลิงค์ ชนิดและความเข้มข้นของสารครอสลิงค์ หรือ
เอนไซมท์ี่ใชใ้นการย่อย เป็นตน้(92, 93) ยกตวัอย่างการศกึษาในปี ค.ศ.2020 โดย Snetkov และคณะ 
ไดท้ดลองน า ที่กรดไฮยาลโูรนิก (HA) มีน า้หนกัของโมเลกุล และความเขม้ขน้ของกรดไฮยาลโูรนิก
ที่มีการเมทาคริเลต (MeHA) แตกต่างกันมาทดสอบเรื่องการสลายตัวดว้ยสารละลายไฮยาลูโรนิ
เดส 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร พบว่าในกลุ่มที่มีน า้หนักโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิก 50 , 350 และ 
1100 กิโลดาลตนั ที่ความเขม้ขน้ของกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการเมทาคริเลต 2 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยน า้หนกั 
(wt%) ซึ่งการสลายตวัในกลุ่มที่น า้หนกัโมเลกุลของกรดไฮยาลโูรนิกต่างกนั กลบัไดผ้ลใกลเ้คียงกนั
คือสลายภายใน 1 วนั ในขณะที่ในกลุม่ที่น า้หนกัโมเลกุลของกรดไฮยาลโูรนิก 50 กิโลดาลตนั แต่มี
ความเขม้ขน้ที่ 2, 5, 10 และ 20 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยน า้หนัก พบว่ามีการสลายตัวที่เวลา 1 วัน , 7 วัน  
18 วนั และ 38 วนั ตามล าดบั จึงสรุปไดว้่าปรมิาณความเขม้ขน้ของกรดไฮยาลโูรนิกที่มีการเมทาค
ริเลตในการสังเคราะห์ไฮโดรเจล มีผลต่อการสลายตัว (94) ผลการสลายตัวในการศึกษาครัง้นีใ้ช้
ระยะเวลา 7 วนั ซึ่งใกลเ้คียงกบัการศกึษาของ Chaopanitcharoen และคณะ พบว่าไฮโดรเจลจาก
กรดไฮยาลูโรนิกที่บ่มโดยแสงสีฟ้าที่ เวลา 90 วินาที ใช้เวลาสลายตัวทั้งหมด 5 วัน (14) หรือ
การศึกษาของ Maturavongsadit P. และคณะในปี 2017 ซึ่งพบว่า ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิก
ที่มีการเมทาครเิลตและมีการใชส้ารครอสลิงคเ์ป็นดีทีที พบว่าเมื่อใสส่ารละลายไฮยาลโูรนิเดส 100 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ไฮโดรเจลมีการสลายตวัภายใน 2 วนั โดยที่ใน 24 
ชั่วโมงแรกพบปรมิาณกรดยโูรนิกที่สลายออกมาประมาณ 65%(50)  

ในส่วนของสณัฐานทางกายภาพของไฮโดรเจลชนิดนี ้พบค่าเฉลี่ยของเสน้ผ่านศนูยก์ลาง
ขนาดประมาณ 38 ไมครอน และ 45 ไมครอน ในกลุ่มที่ผสมโกรทแฟคเตอรแ์ละไม่ผสมโกรทแฟค
เตอร์ตามล าดับ  อีกทั้งยังมี ความไม่ สม ่ า เสมอของรูพ รุน  เมื่ อ เที ยบกับการศึกษาของ 
Chaopanitcharoen และคณะ(14) ที่มีค่าเส้นผ่านศูนย์กลาง 105 ไมครอน ซึ่งมีขนาดกว้างกว่า
ประมาณ 2.7 เท่า และในไฮโดรเจลที่ไดร้บัการบ่มแสงสีฟ้ามาเป็นระยะเวลา 90 วินาที มีพืน้ผิว
เป็นเนือ้เดียวกนั เนื่องจากมีการเตรียมไฮโดรเจลที่ต่างกนัโดยผูว้ิจยัที่มีการน าไฮโดรเจลที่เกิดการ
พอลิเมอไรเซชันเป็นเจลแลว้น าไปแช่แหง้แบบเยือกแข็งอีกรอบไดเ้ป็นไฮโดรเจลแหง้ ก่อนน ามา
ผสมโกรทแฟคเตอร ์ก่อนจะผ่านกระบวนการตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราด
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โดยตอ้งมีการแช่แหง้แบบเยือกแข็งอีกหนึ่งรอบ ต่างจากการศึกษาของ Chaopanitcharoen และ
คณะ ที่มีการแช่แหง้แบบเยือกแข็งเพียงครัง้เดียว โดยการแช่แหง้แบบเยือกแข็งนัน้ท าใหเ้กิดเป็น
กระบวนการที่สรา้งรูพรุนในไฮโดรเจลผ่านการก่อตวัและการระเหิดของผลึกน า้แข็ง  ท าใหเ้กิดการ
ยุบตัวของโครงสรา้งพอลิเมอร์(95) จึงส่งผลใหเ้สน้ผ่านศูนยก์ลางไฮโดรเจลของผูว้ิจัยมีขนาดเล็ก
กว่า มีการศึกษาที่สอดคลอ้งกัน ในปี ค.ศ. 2020 Chi และคณะ มีการทดสอบน าไฮโดรเจลจาก
แป้งสองชนิดมาท าการแช่แหง้แบบเยือกแข็งเพื่อดูผลกระทบต่อโครงสรา้ง ผลพบว่าการแช่แหง้
แบบเยือกแข็งท าใหโ้ครงสรา้งระดับจุลภาคของเจลเปลี่ยนแปลงไป คือ มีขนาดช่องว่าง (mesh) 
เล็กลง มีโครงสรา้งที่ไม่เป็นระเบียบมากขึน้(96) อีกทัง้ยงัมีการศกึษาเก่ียวกบัการสรา้งโครงรา่งอะกา
โรสที่มีรูพรุนโดยเปรียบเทียบวิธีแช่แหง้แบบเยือกแข็ง ผลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นว่าอตัราการเย็นตวั
ในกระบวนการแช่แข็งแบบเยือกแข็งมีผลอย่างมากต่อขนาดและความสม ่าเสมอของรูพรุน  หากมี
อตัราการเย็นตวัเร็วกว่าจะไดรู้พรุนที่มีความสม ่าเสมอมากกว่า(97) ขนาดของรูพรุนที่ยงัมีผลต่อการ
แบ่งตัว ยึดติดและการเคลื่อนที่ของเซลล ์การส่งถ่ายสารอาหารและของเสีย มีการศึกษาที่ท าการ
ทดลองแต่ละช่วงขนาดของรูพรุนของโครงร่างทางชีวภาพหลากหลายชนิด ส่งผลใหท้ราบว่าทุก
ขนาดของรูพรุนมีความส าคญัต่อเซลลห์รือเนือ้เยื่อที่แตกต่างกนั(98) ในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อกระดกู 
รูพรุนขนาดใหญ่ มากกว่า 300 ไมครอน ใหพ้ืน้ที่ส  าหรบัการเจรญิเติบโตของกระดกูเขา้สูโ่ครงสรา้ง
และการสรา้งหลอดเลือด สว่นรูพรุนขนาดเล็ก 20-40 ไมครอน ช่วยเพิ่มความสามารถในการดดูซึม
ของเหลวของโครงสรา้งกระดูก ซึ่งช่วยเพิ่มปริมาณและความหลากหลายของเซลลท์ี่ผ่านรูพรุน
ขนาดเล็กเหล่านี ้(99, 100) ดังนัน้จึงสามารถสรุปไดว้่าโกรทแฟคเตอรท์ี่ผสมในไฮโดรเจลจากกรดไฮ
ยาลูโรนิกที่พอลิเมอไรเซชันโดยแสงสีฟ้า ไม่ได้ส่งผลคุณสมบัติทางกายภาพของไฮโดรเจล
เปลี่ยนแปลงไป และยังนับเป็นโครงร่างที่เหมาะสมในการน าไปพัฒนาเพื่อใช้ในงานวิศวกรรม
เนือ้เยื่อต่อไปในอนาคต 
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ข้อเสนอแนะในการท าวิจัยคร้ังต่อไป  
เนื่องจากทางผูว้ิจัยมีวัตถุประสงคใ์นการพัฒนาไฮโดรเจลที่มีการพอลิเมอไรเซชัน โดย

แสงสีฟ้าเพื่อน าไปใชท้างคลินิก ดงันัน้ควรมีการบรูณาการน าทัง้สามองคป์ระกอบ ไดแ้ก่ ไฮโดรเจล 
โกรทแฟคเตอร ์และเซลล์ หรือในสัตวท์ดลอง เพื่อทดสอบดูประสิทธิภาพของไฮโดรเจลที่ผสม 
โกรทแฟคเตอร ์และการตอบสนองของเซลล ์ 
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อปุกรณ ์
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ค่า degree of modification ของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกทีถู่กเมทาคริเลต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ ก ผลการสงัเคราะหค์รัง้ที่ 1 : ค่าปรมิาณการเกิดการปรบัปรุง คือ 100 
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ภาพประกอบ ข ผลการสงัเคราะหค์รัง้ที่ 2 : ค่าปรมิาณการเกิดการปรบัปรุง คือ 78 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ ค ผลการสงัเคราะหค์รัง้ที่ 3 : ค่าปรมิาณการเกิดการปรบัปรุง คือ 84 
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ภาพประกอบ ง ผลการสงัเคราะหค์รัง้ที่ 4 : ค่าปรมิาณการเกิดการปรบัปรุง คือ 59 
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หนังสือรับรองจริยธรรมการวิจัย 
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จากคณะกรรมการจรยิธรรมส าหรบัพิจารณาโครงการวิจยัที่ท าในมนษุย ์ มหาวิทยาลยั
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