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ทางทนัตกรรมรากเทียม ในปัจจบุนัพบวา่วสัดท่ีุใช้ในการปลกูถ่ายกระดกูยงัมีข้อจ ากดับางประการ 
การศึกษานีมี้วัตถุประสงค์เพ่ือพฒันาวสัดทุางชีวภาพได้แก่  ระบบขนส่งสารชนิดไฮโดรเจลจาก
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ความเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์กระดกูเบ้าฟันมนษุย์ เเละมีเเนวโน้มท่ีจะพฒันาเพ่ือน าส่งโกรท
แฟคเตอร์ ส าหรับงานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดกูในอนาคตตอ่ไป 
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The quality and quantity of bone play a major role in the success of dental 

implant treatment. Recently, bone grafting materials have reached some limitations. This 
study aimed to evaluate the biocompatibility of proprietary drug delivery material, 
injectable methacrylated hyaluronic acid hydrogel incorporated with different ratios of 
mannitol and BSA (Man/BSA MeHA), to human alveolar bone cells. The three-
dimensionally encapsulated cell culture was evaluated with the resazurin cell viability test, 
alkaline phosphatase activity assay, immunohistochemistry test for collagen type-I 
synthesis and cell morphology. The results showed that the encapsulated cells were 
viable in all four ratios of Man/BSA MeHA hydrogel and the cell numbers increased by 
day one, three, seven, ten and fourteen and the average proliferation rate was not less 
than the control group. The morphology test showed round shape cells at the upper 
portion of the hydrogel and spindle shape at the lower portion of hydrogel next to the 
culture plate. All four groups could express enzyme alkaline phosphatase and collagen 
type-I. In conclusion, four ratios of Man/BSA MeHA hydrogel were biocompatibility with 
primary human alveolar bone cells and may be a promising vehicle for future growth factor 
delivery systems for bone tissue engineering. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
 
ภูมิหลัง 

ปัจจุบนัสังคมไทยเร่ิมเข้าสู่สังคมผู้สูงอายุมากขึน้ ซึ่งอายุท่ีมากขึน้นีส้ัมพันธ์กับการมี
ปัญหาสุขภาวะช่องปากมากขึน้ตามมาด้วย โดยจากรายงานผลการส ารวจสภาวะสุขภาพช่อง
ปากของกรมอนามยัในปี 2560 พบว่าปัญหาสุขภาพช่องปากท่ีส าคญัอย่างหนึ่งในกลุ่มผู้สูงอายุ
คือการสญูเสียฟัน มีร้อยละการสญูเสียฟันทัง้ปากของผู้ ป่วยอาย ุ60-74 ปี เท่ากบัร้อยละ 8.7 และ
มีแนวโน้มเพิ่มขึน้อย่างต่อเน่ืองตามอายท่ีุมากขึน้จนเม่ืออาย ุ80-89 ปี พบการสูญเสียฟันทัง้ปาก
สงูถึงร้อยละ 31 ส่วนฟันแท้ท่ียงัคงเหลือนัน้มกัมีปัญหาหรือรอยโรค เช่น โรคฟันผ ุโรคปริทนัต์ เป็น
ต้น แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพการบดเคีย้วท่ีลดลงอย่างชัดเจน(1) การทดแทนฟันธรรมชาติท่ี
ได้รับการแนะน าว่ามีประสิทธิภาพท่ีดี มีอตัราความส าเร็จสูงถึงร้อยละ 95(2) และเป็นท่ีนิยมใน
ปัจจุบนัคือการรักษาโดยการฝังรากเทียมทดแทนฟันท่ีสูญเสียไป อัตราความส าเร็จของรากฟัน
เทียมนัน้ขึน้กับการเกิดกระดูกเช่ือมประสาน (osseointegration) โดยมีปัจจัยท่ีเก่ียวข้องหลาย
ประการ หนึง่ในปัจจยัท่ีส าคญัคือคณุภาพและปริมาณของกระดกูท่ีรองรับรากฟันเทียม ผู้ ป่วยสว่น
ใหญ่ท่ีมารับการรักษามกัมีปัญหาความวิการของกระดกูร่วมด้วย จึงมีการศกึษาพฒันาเก่ียวกับ
วสัดท่ีุจะช่วยในการเสริมสร้างกระดกู เพ่ือช่วยให้เกิดกระบวนการกระดกูเช่ือมประสานของราก
เทียมได้รวดเร็ว และเพิ่มอตัราความส าเร็จของการรักษาโดยการฝังรากเทียมให้สงูยิ่งขึน้(2, 3)  

การรักษาโดยการปลกูถ่ายกระดกู (bone graft) นัน้เป็นวิธีท่ีใช้กนัอย่างแพร่หลาย และมี
วสัดุต่าง ๆมากมายให้เลือกใช้งาน เช่น การปลูกถ่ายกระดกูโดยการใช้เนือ้เย่ือกระดกูในตนเอง 
(autogenous bone grafts) ซึ่งถือเป็นวิธีมาตรฐานท่ีมีอตัราความส าเร็จสงูถึงร้อยละ 80-90 มีการ
ต่อ ต้านจากภูมิคุ้ มกันในร่างกายต ่ า  มีคุณสมบัติ ในการ เห น่ียวน า เซลล์ส ร้างกระดูก 
(osteoinduction) เป็นโครงให้เกิดการยึดเกาะของเซลล์สร้างกระดูกและการสร้างเส้นเลือดใหม่ 
(osteoconduction) และสามารถสร้างเนือ้เย่ือกระดกูขึน้ได้เอง (osteogenesis)  แต่มีข้อเสียคือมี
ปริมาณจ ากดั เกิดความเจ็บปวดของบริเวณท่ีน ากระดกูทดแทนมา และท าให้ใช้เวลาในการรักษา
เพิ่มมากขึน้(3-5) จึงมีการใช้วัสดอ่ืุนทดแทน ได้แก่ เนือ้เย่ือปลูกถ่ายเอกพนัธุ์ (allografts) เนือ้เย่ือ
ปลกูถ่ายวิวิธพนัธุ์ (xenografts) และวสัดปุลกูถ่ายเฉ่ือย (alloplastic materials) วสัดเุหลา่นีมี้ข้อดี
ในแง่ของปริมาณท่ีสามารถหาใช้ได้ไมจ่ ากดั สว่นใหญ่แล้วมีคณุสมบตัิในการเหน่ียวน าเซลล์สร้าง
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กระดูกและเป็นโครงให้เกิดการยึดเกาะของเซลล์สร้างกระดูกและการสร้างเส้นเลือดใหม่ ไม่
สามารถสร้างเนือ้เย่ือกระดูกขึน้ได้เองเน่ืองจากไม่มีเซลล์สร้างกระดูกอยู่ภายใน ข้อเสียคือ มี
โอกาสเกิดการแพร่ส่งผ่านเชือ้โรค เกิดการต่อต้านสิ่งปลูกถ่ายจากภูมิคุ้มกันของร่างกาย การติด
เชือ้และวสัดสุงัเคราะห์ท่ีใช้บางชนิดมีการละลายตวัท่ีช้าหรือมีการละลายตวัท่ีไม่สมบูรณ์ ท าให้
ขดัขวางตอ่การเกิดกระดกูเช่ือมประสานได้(3-5) ด้วยข้อจ ากดัเหล่านี ้งานทางด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือ
จึงยงัคงถกูศกึษาและพฒันาอย่างตอ่เน่ืองโดยมีแนวโน้มท่ีจะพฒันาชีววสัด ุ(biomaterial) เพ่ือใช้
ในการเสริมกระดกูแทนการใช้วสัดปุลกูถ่ายกระดกูดงักลา่ว(4)  

การศึกษาวิจัยงานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือพบว่า คุณสมบตัิในการเหน่ียวน าเซลล์สร้าง
กระดกู (osteoinduction) โดยใช้โกรทแฟคเตอร์ (growth factor) มีความส าคญัตอ่ผลส าเร็จอย่าง
มาก(4, 6, 7) เน่ืองจากโกรทแฟคเตอร์เป็นปัจจยัท่ีสามารถเหน่ียวน าให้เซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์สร้าง
กระดูก (osteoprogenitor cell) เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์สร้างกระดกู (osteoblast) และยังช่วย
กระตุ้นเซลล์สร้างกระดกูให้เจริญเติบโต และท างานได้ดียิ่งขึน้ โกรทแฟคเตอร์ท่ีถกูน ามาใช้ในการ
รักษามีหลายชนิด เช่น Fibroblast growth factor-2 และ 9 (FGFs-2,9), Transforming growth 
factor β1 (TGF- β1), Vascular endothelial growth factors (VEGFs), Platelet rich plasma 
(PRP) และ Bone morphogenetic proteins (BMPs) เป็นต้น (4, 6-8) ในปัจจุบันมีการศึกษาถึง
ประโยชน์ในทางคลินิกของการใช้โกรทแฟคเตอร์มากมาย แต่การท่ี จะผลิตออกมาใช้อย่าง
แพร่หลายในทางการค้านัน้ท าได้น้อยเน่ืองจากข้อจ ากัดของระบบน าส่งสาร ( drug delivery 
system) รูปแบบการค้าท่ีมีใช้อยูแ่ละได้รับการรับรองจากองค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา
คือ rhBMP-2 และ 7(7) ในรูปแบบคอลลาเจนฟองน า้ (absorbable collagen sponge (ACS)) มี
ความนิยมเน่ืองจากเป็นวสัดธุรรมชาติ มีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ สามารถสลายได้ง่ายและเข้า
ท าปฏิกิริยากับสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพได้ (bioactive molecules) แต่มีข้อเสียคือ เน่ืองจากมี
ลกัษณะคล้ายฟองน า้ วสัดจุึงมีความแข็งแรงต ่า เม่ือถกูแรงกดจากกล้ามเนือ้ท าให้ไม่คงรูป ท าให้
ไมส่ามารถคาดการณ์และควบคมุอตัราการสลาย และอตัราการปลดปลอ่ยสารได้ ซึง่มกัพบวา่การ
ปลดปล่อยสาร rhBMP-2 ในระยะแรกของ ACS จะออกมาในปริมาณท่ีสูงมากและพบปริมาณ 
rhBMP-2 คงเหลือน้อยกว่าร้อยละ 5 ท่ีระยะเวลา 2 สปัดาห์ นอกจากนีส้ารคอลลาเจนท่ีได้มีต้น
ก าเนิดมาจากวัว ซึ่งอาจท าให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของร่างกายได้ (4, 7, 9) ดงันัน้จึงมี
งานวิจยัจ านวนมากท่ีพยายามศกึษาวิจยัปรับปรุงระบบขนส่งสารท่ีสามารถน าส่งโกรทแฟคเตอร์
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ สามารถรักษาระดบัการคงอยู่และปลดปลอ่ยสารได้อย่างคงท่ี มีความเข้า
กนัได้ทางชีวภาพ สามารถละลายตวัได้หมดในระยะเวลาท่ีเหมาะสม และใช้งานง่าย(7, 9, 10) 
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ระบบการขนส่งสารชนิดไฮโดรเจล (hydrogel) เป็นระบบขนส่งสารชีวภาพแบบ 3 มิติ ท่ี
มีโครงร่างตาข่าย สามารถอุ้มน า้หรือสารชีวภาพได้ดี(11) ถือเป็นระบบท่ีได้รับความนิยม และให้ผล
ส าเร็จสงูในการน าส่งสารจ าพวกโกรทแฟคเตอร์ เน่ืองจากสามารถควบคมุการปลดปลอ่ยสารได้ดี 
ซึ่งคุณสมบตัินีข้ึน้กับลกัษณะโครงสร้าง ชนิดและปริมาณสารเช่ือมโยง (closslinker) ไฮโดรเจล
สามารถสงัเคราะห์ได้จากสารหลายชนิด(7) หนึ่งในรูปแบบท่ีนิยมได้แก่ กรดไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจล
รูปแบบฉีด  ( injectable hyaluronic acid hydrogel) เ ป็น รูปแบบระบบการน าส่ งสาร ท่ี มี
ประสิทธิภาพคอ่นข้างดี เน่ืองจากคณุสมบตัิท่ีมีกรดไฮยาลโูรนิกเป็นองค์ประกอบหลกัซึ่งมีความ
เข้ากันได้ทางชีวภาพสูง มีการตอบสนองโดยภูมิคุ้มกันในร่างกายต ่า มีการสลายตัวได้ดีและ
สามารถเตมิสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพเข้าไปได้ (bioactive molecules) การใช้งานในรูปแบบฉีดท า
ให้ใช้งานได้ง่าย น ามาปรับใช้ได้ในรอยโรคหลายรูปแบบเน่ืองจากสามารถเติมเตม็และล้อเลียนไป
ตามรูปร่างความวิการต่าง ๆได้ นอกจากนีย้ังถือเป็นวิธีท่ีสามารถลดความรุนแรงและราคา
ค่าใช้จ่ายในการรักษาได้ จึงมีการน ามาใช้งานอย่างแพร่หลาย เช่น ใช้ในการรักษาโรคเก่ียวกับ
กระดูกและข้อ ใช้ในการน าส่งยา สารพันธุกรรม (DNA plasmids) เซลล์ และน าส่งโกรท 
แฟคเตอร์หลายชนิดโดยเฉพาะ BMP-2(6, 7, 10) ปัจจบุนัมีผู้ศกึษาวิจยัและน าไปปรับปรุงสตูรให้ดีขึน้ 
Maturavongsadit และคณะใน ปี  2016(12) และ  2017(13) ไ ด้พัฒนาระบบน าส่ งสารจาก 
เมทาไคร เลตไฮยาลู โ รนิ ก ไฮ โดร เจล  ( methacrylated hyaluronic acid hydrogel (MeHA 
hydrogel)) เพ่ือใช้ในการน าส่งเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์ โดยศกึษาถึงสารเช่ือมโยงชนิดตา่ง ๆ 
ท่ีใช้ในการเช่ือมต่อมอนอเมอร์ของ MeHA ให้เกิดโครงสร้างแบบร่างแห โดยเปรียบเทียบกับสาร
เช่ือมโยงไดไธโอธริอิทอล (dithiotreitol crosslinked (DTT)) เน่ืองจากสารเช่ือมโยงชนิดนีส้ามารถ
ก่อให้เกิดความเป็นพิษตอ่เซลล์ได้เม่ือใช้ในปริมาณมาก สง่ผลให้การปรับปรุงสตูรของระบบน าส่ง
สารท าได้ค่อนข้างยาก แล้วน ามาตรวจสอบคณุสมบตัิทางกายภาพ อตัราการปลดปล่อยโปรตีน
โดยใช้ Bovine serum albumin (BSA) ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีผลิตจากวัว มีขนาดโมเลกุลเล็ก เสถียร 
และมกัใช้เป็นโปรตีนต้นแบบในการศกึษาวิจยั รวมทัง้ศกึษาความเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์ต้น
ก าเนิดชนิดมีเซนไคม์ จากการศึกษาพบว่าสารเช่ือมโยงท่ีมีโครงสร้างและความเข้มข้นต่างกัน 
สง่ผลตอ่คณุสมบตัิทางกายภาพของไฮโดรเจลท่ีตา่งกนัออกไป แตย่ังคงมีโครงสร้างและคณุสมบตัิ
ทางกายภาพท่ีเหมาะสม สามารถก่อตวัเป็นเจลภายในเนือ้เย่ือได้  มีคุณสมบตัิการปลดปล่อย
โป ร ตีน  Bovine serum albumin (BSA) ใน รูปแบบค่อยๆปลดปล่อยออกมา ทีละ น้ อย  
เมทาไครเลตไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจลท่ีเช่ือมโยงโดยใช้สารไดไธโอธริอิทอลนัน้ มีระดบัการมีชีวิตอยู่
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ของเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์มากกว่าร้อยละ 70 และมีระดบัการมีชีวิตอยู่ของเซลล์นานท่ีสดุ
เม่ือเทียบกบัสารเช่ือมโยงกลุม่อ่ืน 

การศึกษาของนพนันท์และคณะในปี 2018 (14) ไ ด้พัฒนาระบบน าส่งสารจาก 
เมทาไครเลตไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจล(12, 13) โดยเตมิน า้ตาลแมนนิทอล (mannitol) ซึ่งเข้ามามีบทบาท
ในการเป็นสว่นเติมยา (excipient) ช่วยในการควบคมุความเข้มข้นและควบคมุการปลดปล่อยสาร
ได้ดียิ่งขึน้ (15) ท าการศึกษาถึงอัตราส่วนของน า้ตาลแมนนิทอลต่อโปรตีนบีเอสเอท่ีมีผลต่อ
คณุสมบตัิทางกายภาพของเมทาไครเลตไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจลดดัแปลงในรูปแบบฉีด โดยโปรตีน 
บีเอสเอถกูใช้เป็นตวัแทนของยาท่ีเป็นสารโปรตีนหรือเปปไทด์ พบว่าน า้ตาลแมนนิทอลสามารถใช้
เป็นสารเพิ่มปริมาณยา โดยอตัราส่วนของน า้ตาลแมนนิทอลท่ีเพิ่มขึน้ส่งผลให้มีการปลดปล่อย
โปรตีนบีเอสเอออกมาได้เร็วขึน้ด้วย นอกจากนีย้ังสามารถปรับเพิ่มลดอัตราส่วนของน า้ตาล 
แมนนิทอลต่อโปรตีนบีเอสเอได้โดยไม่รบกวนต่อคุณสมบัติทางกายภาพของเมทาไครเลต 
ไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจลดดัแปลงในรูปแบบฉีด 

เพ่ือความสมบรูณ์ในการพฒันาระบบขนส่งสารชนิดเมทาไครเลตไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจล
ดดัแปลงในรูปแบบฉีดร่วมกับน า้ตาลแมนนิทอลและโปรตีนบีเอสเอ ท่ีผ่านการทดสอบคณุสมบตัิ
ทางกายภาพแล้ว ในการศกึษาวิจยัครัง้นีจ้งึน าสตูรท่ีได้รับการพฒันามาทดสอบเพ่ือศกึษาถึงความ
เข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) กับเซลล์กระดูกเบ้าฟันมนุษย์ (human alveolar bone 
cells) 
 
ความมุ่งหมายของงานวิจัย 

ในการวิจยัครัง้นีผู้้วิจยัได้ตัง้ความมุง่หมายไว้ดงันี ้
1. เพ่ือทดสอบความเข้ากนัได้ทางชีวภาพระหว่างเมทาไครเลตไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจล 

                        ดัดแปลงในรูปแบบฉีดร่วมกับน า้ตาลแมนนิทอลและโปรตีนบีเอสเอต่อเซลล์ 
              กระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 

 
ความส าคัญของการวิจัย 

เป็นการพฒันาวสัดทุางชีวภาพเพ่ือใช้ในงานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดกู และสามารถ
น าไปใช้ประโยชน์ทางคลินิกเพ่ือรักษาผู้ ป่วยท่ีมีปัญหาความวิการของกระดกูในงานทนัตกรรมด้าน
อ่ืน ๆต่อไป ตัวอย่างเช่น ใช้ในการเร่งการสร้างกระดูกในงานทันตกรรมรากเทียม หรืองาน
ศลัยกรรมปริทนัต์ เป็นต้น 
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ขอบเขตของการวิจัย 
กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัย 

เซลล์กระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 
ตัวแปรที่ศึกษา 

1.  ตวัแปรอิสระ แบง่เป็นดงันี ้
1.1 เมทาไครเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลดัดแปลงในรูปแบบฉีดท่ีผสมน า้ตาล 

           แมนนิทอลและโปรตีนบีเอสเอใน 4 อตัราสว่น 
2.  ตวัแปรตาม ได้แก่  

2.1 ความมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) 
2.2 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล์ (cell morphology) 
2.3 ระดบัปฏิกิริยาอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase activity) 
2.4 การสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 (collagen type-I synthesis)  
 

นิยามศัพท์เฉพาะ 
1.  Modified injectable hyaluronic acid hydrogel หมายถึง ระบบน าส่งสารชนิด

ไฮโดรเจลท่ีผลิตจากกรดไฮยาลูโรนิกท่ีได้รับการปรับปรุงสูตร โดยเติม Methacrylic anhydride 
เป็นเมทาไครเลตไฮยาลูโรนิก (MeHA) และท าการเช่ือมโยงด้วยไดไธโอธริอิทอล (dithiotreitol 
crosslinked (DTT)) เกิดเป็นเมทาไครเลตไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจล ซึ่งสามารถน ามาใช้ได้ในรูปแบบ
ฉีด เป็นรูปแบบของระบบการน าส่งสารท่ีมีประสิทธิภาพสงู เข้ากบัเนือ้เย่ือได้ดี ใช้ในการน าสง่สาร
ตา่ง ๆ เชน่ เซลล์ ยา โปรตีนชนิดตา่ง ๆ เป็นต้น  

2.  Human alveolar bone cells หมายถึง เซลล์กระดกูเบ้าฟันมนษุย์ ท่ีได้รับการเก็บ
เก่ียวจากบริเวณขากรรไกรของมนษุย์ และมีคณุสมบตัิในการเพิ่มจ านวน และสร้างเนือ้เย่ือกระดกู
ได้ 
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กรอบแนวคิดในงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิดงานวิจยั 

 
สมมุตฐิานในการวิจัย 

เมทาไครเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลดดัแปลงในรูปแบบฉีดท่ีผสมน า้ตาลแมนนิทอลและ
โปรตีนบีเอสเอใน 4 อตัราสว่น มีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์กระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 

 
 

ตรวจสอบคณุสมบตัขิองเซลล์ (characterized) โดย 
1. การแสดงออกของยีน (gene expression) ด้วยวิธีการ  
    RT-PCR โดยใช้ยีน COL1A1, RUNX2, OCN 
2. ทดสอบการสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส   
    (alkaline phosphatase colorimetric assay) 
3. ทดสอบการสะสมแร่ธาตใุนแมทริกซ์ระหว่างเซลล์  
    (matrix mineralization assay) 

             Modified injectable 
hyaluronic acid hydrogel ท่ี มี
อัตราส่วนของ Mannitol:BSA 
เ ท่ า กั บ  1 :1, 2:1, 4:1 แ ล ะ 
100:1  

ทดสอบความเข้ากันไ ด้ทาง
ชีวภาพของสารทดลองกบัเซลล์ 
(biocompatibility) 
1. ทดสอบความมีชีวิตของเซลล์  
    (cell viability) 
2. การแสดงออกทางลกัษณะ   
    สณัฐานวิทยาของเซลล์    
    (cell morphology) 
3. ทดสอบระดบัปฏิกิริยา 
    อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส   
    (alkaline phosphatase  
    activity assay) 
4. ทดสอบการสร้างโปรตีน 
    คอลลาเจนชนิดท่ี 1  
    (collagen type I synthesis) 
 

เพาะเลีย้งเซลล์ 
ในไฮโดรเจลท่ีมี 
ความเข้มข้นของ 
Mannitol:BSA ท่ี
อตัราสว่นตา่ง ๆ      Human alveolar 

bone cells culture  



 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
 
ในการวิจัยครัง้นี ้ผู้ วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง และได้น าเสนอตาม

หวัข้อตอ่ไปนี ้
1. เซลล์สร้างกระดกู (Osteoblast)  
2. งานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดกู 
3. ระบบน าสง่สารชนิดไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิกในรูปแบบฉีด 
 

เซลล์สร้างกระดูก (Osteoblast) 
กระดกูเป็นโครงร่างแข็งท าหน้าท่ีปกปอ้งอวยัวะภายในท่ีส าคญัของร่างกาย เป็นท่ีอยูข่อง

ไขกระดูก และเป็นแหล่งท่ีอุดมด้วยแร่ธาต ุโกรทแฟคเตอร์และไซโตไคน์ชนิดต่าง  ๆ มีคณุสมบตัิ
พิเศษในการงอกใหม่ ซ่อมแซมตวัเองได้เม่ือเกิดการบาดเจ็บ และมีกระบวนการปรับรูปร่างกระดกู 
(bone remodeling) เกิดขึน้เพ่ือคงความแข็งแรง ตอบสนองตอ่ความเสียหายระดบัไมโคร (micro 
damage) ตลอดช่วงชีวิต (16, 17) โดยเกิดขึน้จากกระบวนการหลัก  ๆ 3 กระบวนการ ได้แก่  
กระบวนการสร้างกระดกู (osteogenesis), การเปล่ียนแปลงรูปร่างกระดกู (modeling) และการ
ปรับรูปร่างเพ่ือการคงรูปและเพิ่มความแข็งแรง (remodeling) กระบวนการทัง้หมดนีถู้กควบคุม
ด้วยการท างานของเซลล์สร้างกระดูก ( osteoblast) ซึ่งท างานร่วมกับเซลล์สลายกระดูก 
(osteoclast) เป็น Bone multicellular unit(16)  

เซลล์สร้างกระดกูมีลกัษณะเป็นเซลล์ท่ีมีนิวเคลียสเดี่ยว (mononucleated) มีรูปร่างแบน
ราบ หรือรูปลูกบาศก์ (cuboidal shape) ขึน้กับช่วงของการเจริญเติบโตของเซลล์ อยู่รอบผิว
กระดกูท่ีถกูสงัเคราะห์ขึน้มาใหม่(16, 17) Edyta และคณะในปี 2016(18) ได้ศกึษาถึงลกัษณะของเซลล์
สร้างกระดกูขณะอยู่ในกระบวนการสร้างกระดกู โดยท าการเก็บเก่ียวชิน้กระดกูจากการผ่าตดัข้อ
หวัเข่า แล้วน ามาเพาะเลีย้ง พบว่าในช่วงแรกท่ีเซลล์ก าลงัอยู่ในช่วงการยึดเกาะ (adhesion) และ
ช่วงการเพิ่มจ านวนเซลล์ (proliferation) ประมาณ 7-9 วันแรก เซลล์จะมีลักษณะรี ยาว คล้าย
เซลล์ไฟโบรบลาส (fibroblast-like cell) เม่ือถึงวนัท่ี 14 -17 ของการเพาะเลีย้ง ลกัษณะสณัฐาน
ของเซลล์เร่ิมเปล่ียนเป็นรูปลูกบาศก์ และเม่ือถึงวันท่ี 21 เซลล์จะมีลักษณะยาวขึน้ ซึ่งตรงกับ
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ช่วงแรกและช่วงท้ายของการเจริญเติบโตเต็มท่ี (early and late  maturation stage) ของเซลล์
สร้างกระดกู (ภาพประกอบ 2) 

เม่ือแมทริกซ์ของกระดูก (bone matrix) ล้อมรอบเซลล์สร้างกระดูกแล้ว เซลล์สร้าง
กระดกูจะกลายเป็นเซลล์กระดกู (osteocytes) ฝังในเนือ้กระดกูและมีส่วนเช่ือมโยงแตล่ะเซลล์ถึง
กันเพ่ือถ่ายทอดสารต่าง ๆ เซลล์สร้างกระดกูท่ีอยู่ท่ีผิวสมัผสักับเย่ือหุ้มกระดกูจะค่อย ๆเฉ่ือยลง 
(inert) หรือเกิดกระบวนการตายของเซลล์ (apoptosis) เม่ือเซลล์สร้างกระดกูท่ีเจริญเตบิโตเต็มท่ีมี
ปริมาณน้อยลงแล้ว จะมีการสร้างและพฒันาของเซลล์สร้างกระดกูใหมเ่กิดขึน้จากเซลล์ต้นก าเนิด
ชนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal progenitor cells) ตามมา เซลล์สร้างกระดูกนัน้มีอยู่ตลอดช่วง
ชีวิต แต่การท างานจะเด่นท่ีสุดในช่วงท่ีตัวอ่อนมีการสร้างโครงร่างกระดูกและเจริญเติบโต ใน
ผู้ ใหญ่เซลล์สร้างกระดกูจะถูกกระตุ้นให้มีการท างานเม่ือต้องการซ่อมสร้างหรือมีบาดแผลเกิดท่ี
กระดกู(16) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 2 แสดงลกัษณะสณัฐานวิทยาของเซลล์สร้างกระดกู โดย (a) หลงัการเพาะเลีย้งท่ี
เวลา 24 ชัว่โมง, วนัท่ี 7 (b), วนัท่ี 9 (c), วนัท่ี 14 (d), วนัท่ี 17 (e) และวนัท่ี 21 (f) 
ท่ีมา : Wrobel E, Leszczynska J, Brzoska E.  The Characteristics of Human Bone-

Derived Cells (HBDCS) during osteogenesis in vitro.  Cellular & Molecular Biology Letters.  
2016; 21: 26. 
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หน้าท่ีของเซลล์สร้างกระดูก (osteoblast function) 

1.  สร้างเนือ้เย่ือกระดกู โดยการสงัเคราะห์และหลัง่โปรตีนท่ีส าคญัออกมาสูแ่มทริกซ์ 
นอกเซลล์ (extracellular matrix) มีการแสดงออกของยีนท่ีจ าเป็นและเพียงพอต่อการกระตุ้นให้
เกิดการสะสมแร่ธาตุ (mineralization) ท่ีแมทริกซ์นอกเซลล์ เซลล์สร้างกระดกูจะสะสม osteoid 
เฉพาะในแมทริกซ์ท่ีมีการสะสมแร่ธาตุ (pre-existing mineralized matrix) อยู่ก่อน แล้วยึดเกาะ
กบัแมทริกซ์นัน้ด้วย β1 integrins เกิดโครงสร้างชัน้เดียวท่ีเช่ือมกนัด้วย cadherins เม่ือเซลล์สร้าง
กระดกูถกูกระตุ้นจะหลัง่โปรตีนท่ีประกอบด้วยโปรตีนคอลลาเจน (collagenic protein) ร้อยละ 90 
ซึ่งโปรตีนท่ีพบได้มากท่ีสุดคือโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 (type I collagen) พบได้มากถึงร้อยละ 
97 มีหน้าท่ีเป็นโครงข่ายสามมิติช่วยในการควบคุมกระบวนการสะสมแร่ธาตุ นอกจากนีย้ังมี
โปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 5 (type V collagen) ร้อยละ 3 และโปรตีนท่ีไม่ใช่คอลลาเจน (non-
collagenic protein) อีกร้อยละ 10 เช่น osteocalcin ร้อยละ 20 (ถือเป็นโปรตีนท่ีมีปริมาณมาก
เป็นอนัดบั 2 รองจากคอลลาเจนชนิดท่ี 1), osteonectin ร้อยละ 20, bone sialoproteins ร้อยละ 
12, proteoglycans ร้อยละ 10 , osteopontin, fibronectin และ bone morphogenic proteins 
เป็นต้น (16, 18, 19) 

2.  ควบคุมการเปล่ียนแปลงของเซลล์สลายกระดูก โดยมียีน M-Csf และ RANKL 
เป็นยีนควบคุมหลักผ่านเซลล์สร้างกระดกู นอกจากนีเ้ซลล์สร้างกระดกูยังสามารถควบคุมการ
แสดงออกของ  chemo attractants เช่น  CCL8, CCL6 และ  CCL12 โดยการส่งสัญญาณ 
calcineurin/NFAT กระตุ้นให้เกิดการรวมกลุ่มกนัของเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์สลายกระดกู และสง่ผล
ให้กระบวนการสลายกระดกูเกิดขึน้ได้(19)  

3.  ไขกระดูก กระดูก  และระบบประสาท มีส่วนในการควบคุมสมดุลของ 
hematopoietic stem cells (HSCs)(19)  

ต้นก าเนิดของเซลล์สร้างกระดูก (16, 17, 19) 
กระบวนการซ่อมสร้างกระดูกนัน้เกิดขึน้ได้ 2 ลักษณะ ได้แก่ อินทราเมมเบรนัส 

( intramembranous ossification) และ การส ร้างกระดูกเอนโดคอนดรอล ( endochondral 
ossification) เซลล์สร้างกระดกูท่ีมีต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือเอ็กโทเดิร์มจากระบบประสาท (neural 
ectoderm) และจากเซลล์ต้นฉบบัเซลล์สร้างกระดูกชนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal progenitor 
cells) โดยตรง ท าหน้าท่ีสร้างกระดกูสว่นกะโหลกศีรษะ ใบหน้า และกระดกูไหปลาร้าบางส่วนผา่น
ขบวนสร้างกระดกูแบบอินทราเมมเบรนัส ส่วนเซลล์ท่ีมีต้นก าเนิดผ่าน intermediate class ของ 
perichondral cells ห รื อ เ กิดการจากบวม  ( hypertrophic) ของ เ ซล ล์ส ร้า งกระดูกอ่ อน 
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(chondrocyte) เม่ือได้รับอิทธิพลจากฮอร์โมนของตอ่มไร้ท่อ (paracrine) จะสามารถเปล่ียนแปลง
ไปเป็นเซลล์สร้างกระดกู และมีการสร้างกระดกูแบบเอนโดคอนดรอลได้ (ภาพประกอบ 3)  

เซลล์ต้นก าเนิดหลักของเซลล์สร้างกระดูก คือ เซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์ 
(mesenchymal stromal cells (MSCs)) ซึ่งมีความสามารถในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ได้
หลายชนิด ได้แก่ เซลล์กล้ามเนือ้ เซลล์สร้างกระดกู เซลล์สร้างกระดกูออ่น และเซลล์ไขมนั โดยการ
จะเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดใดนัน้ถกูก าหนดโดย transcriptional regulators ท่ีท าให้เกิดการ
แสดงออกท่ีแตกต่างกัน เช่น MyoD มีผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กล้ามเนือ้ , Sox9 
กระตุ้นให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์สร้างกระดกูอ่อน หรือ Runx2 (Cbfa1) ท าให้เกิดการ
พฒันาเป็นเซลล์สร้างกระดกู เป็นต้น (ภาพประกอบ 3) 

เม่ือ Runx2 ถกูกระตุ้น ท าให้เซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์มีการเปล่ียนแปลงไปเป็น
เซลล์ท่ีเรียกว่า preosteoblast จากนัน้จะผ่านระยะการเปล่ียนแปลง (differentiation) ของเซลล์
สร้างกระดูกซึ่งแบ่งเป็น 3 ช่วง ในแต่ละช่วงนัน้จะมีการแสดงออกของโมเลกุลท่ีเป็นตัวชีว้ัด 
(molecule markers) แตกตา่งกนัออกไป (ตาราง 1) 

1.  ช่วงท่ี  1 การแบ่งตัวเพ่ือเพิ่มจ านวนเซลล์ ( proliferation) สามารถพบการ
แสดงออกของ fibro-nectin, collagen, TGFb receptor 1 และ osteopontin 

2.  ชว่งท่ี 2 หยดุการแบง่เซลล์ เร่ิมมีการเปล่ียนแปลงไปของเซลล์ (differentiation) มี
การหลัง่สารเข้าสูแ่มทริกซ์นอกเซลล์ เชน่ ALP และ Col I   

3.  ช่วงท่ี 3 การสะสมแร่ธาตุ เกิดขึน้เม่ือโครงร่างอินทรีย์ ( organic scaffold) 
ในแมทริกซ์นอกเซลล์อดุมไปด้วย osteocalcin ซึ่งช่วยกระตุ้นให้แร่ธาตุตา่ง ๆเข้ามาสะสมภายใน
แมทริกซ์ ในชว่งนีพ้บวา่เซลล์จะมีลกัษณะเป็นรูปลกูบาศก์ 

 
ตาราง 1 แสดงโมเลกลุท่ีเป็นตวัชีว้ดัของเซลล์สร้างกระดกูท่ีระยะตา่ง ๆ 

MSC 
 

Immature 
Osteoprogenitor 

Mature 
Osteoprogenitor 

Preosteoblast 
 

Differentiated 
osteoblast 

Osteocyte 
 

Alkaline Phosphatase (ALP) - + ++ +++ - 
Phex - - - +++ +++ 
Osteocalcin (OCN) - - - -  +++ - 
Osteopontin (OPN) -/+ -/+ -  + -  +++ -  +++ 
Runx2 + + ++ +++ +++ 
Osterix - - ++ ++ ? 
Collα1 - ++ ++ ++ - 
Bone sialoprotein (BSP) - ++ ++ - -  +++ -  +++ -  +++ 
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- , no detectable expression; -/+,+,++,+++, expression ranging from detectable to very high; -  +++, heterogenous 
expression in individual cells. 

ท่ีมา : Huang W, Yang S, Shao J, Li Y-P. Signaling and transcriptional regulation 
in osteoblast commitment and differentiation.  Front Biosci.  2007; 12: 3068-92. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 3 แสดงแผนผงัการเกิดเซลล์สร้างกระดกู 
ท่ีมา  :  Rutkovskiy A, Stensløkken K-O, Vaage IJ.  Osteoblast Differentiation at a 

Glance.  Medical Science Monitor Basic Research.  2016; 22: 95-106 
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การตรวจสอบคุณลักษณะของเซลล์สร้างกระดูก (Osteoblast characterization) 
เซลล์กระดกูมนุษย์นัน้สามารถเก็บเก่ียวได้จากหลายแหล่งในร่างกาย เช่น กระดูก  

ไขกระดกู เย่ือหุ้มกระดกู และเนือ้เย่ือไขมนั แตผ่ลผลิตของเซลล์ท่ีได้มาจากแหล่งตา่ง ๆนัน้มีความ
แตกต่างกนัทัง้ในด้านความสามาถในการเพิ่มจ านวนเซลล์ และศกัยภาพในการเหน่ียวน าให้เกิด
การสร้างกระดูก ปัจจุบันพบว่ากระดูกขากรรไกรมนุษย์สามารถใช้เป็นแหล่งเก็บเก่ียวและ
เพาะเลีย้งเซลล์ท่ีมีศกัยภาพในการเหน่ียวน าให้เป็นเซลล์สร้างกระดูกได้ดี เกิดพยาธิสภาพต่อ
บริเวณท่ีเก็บน้อย และเซลล์ท่ีได้มีความเหมาะสมต่อการศึกษาและน ามาใช้งานด้านวิศวกรรม
เนือ้เย่ือกระดูกในงานทันตกรรม เช่น งานด้านปริทันตวิทยา และการซ่อมแซมกระดูกบริเวณ
ขากรรไกรและใบหน้า (maxillofacial tissue engineering-based bone repair) มากกว่าการใช้
เซลล์กระดกูท่ีเก็บเก่ียวจากบริเวณอ่ืน(20) อย่างไรก็ตามชิน้กระดกูท่ีเก็บเก่ียวและเพาะเลีย้งจาก
กระดูกภายในช่องปากนัน้ สามารถพบเซลล์ได้หลายชนิด เช่น เซลล์สร้างกระดูก  เซลล์ 
ไฟโบรบลาส เซลล์เนือ้เย่ือปริทนัต์ และเซลล์สร้างเคลือบรากฟัน (cementoblast) เป็นต้น(21) ดงันัน้
วิธีการเก็บ เพาะเลีย้งและการตรวจสอบคณุลกัษณะของเซลล์ก่อนน ามาใช้งาน จึงมีผลส าคญัตอ่
การศกึษาพฒันางานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดกูในมนษุย์มาก  

การตรวจสอบคณุลกัษณะของเซลล์สร้างกระดกูนัน้มีหลายวิธี เชน่ 
1.  การทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase 

assay) โดยเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสเป็นเอนไซม์ท่ีสามารถพบได้ทัว่ไป สร้างได้จากตบั ล าไส้ 
และกระดกู ในเซลล์สร้างกระดกูนัน้เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสเป็นเอนไซม์ท่ีอยู่ภายนอกเซลล์ 
จบัอยูท่ี่พืน้ผิวเซลล์ ท าหน้าท่ีเติมหมู่ฟอสเฟตเพ่ือช่วยให้เกิดการสะสมแร่ธาตท่ีุแมทริกซ์นอกเซลล์ 
สลาย inorganic pyrophosphate ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ียบัยัง้การสะสมแร่ธาตใุนกระดกู จึงสามารถใช้
บ่งชีถ้ึงการท างานของเซลล์สร้างกระดูกได้ แต่ไม่ใช่วิธีการท่ีจ าเพาะเจาะจง เน่ืองจากอาจพบ
เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในเซลล์เนือ้เย่ือปริทนัต์ และเซลล์สร้างเนือ้ฟัน (odontoblast) ด้วย
(17, 21)  

2.   การตรวจหาโปรตีนท่ีสร้างจากเซลล์สร้างกระดูก เช่น osteonectin, 
osteocalcin, bone sialoprotein และโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 เป็นต้น(21)  

2.1  Osteonectin เป็นโปรตีนชนิดท่ีไม่ใช่คอลลาเจน สามารถจบักบัโปรตีน
คอลลาเจนชนิดท่ี 1 ช่วยให้เกิดการก่อตวัและคงตวัของผลึกในการสะสมแร่ธาตท่ีุแมทริกซ์นอก
เซลล์ สามารถพบในเซลล์สร้างกระดกู เซลล์ไฟโบรบลาส และเซลล์สร้างเนือ้ฟันได้(21)  
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2.2  Osteocalcin หรือ bone gamma-carboxyglutamic acid (gla) protein 
(BGP) เป็นโปรตีนชนิดท่ีไม่ใช่คอลลาเจนท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดในแมทริกซ์ osteocalcin ถูก
สั ง เ ค ร า ะ ห์ แ ล ะ หลั่ ง จ า ก เ ซ ล ล์ ส ร้ า ง ก ร ะ ดู ก  ค ว บ คุ ม ด้ ว ย วิ ต า มิ น ดี โ ด ย เ ฉ พ า ะ 
1,25-dihydroxyvitamin D ร่วมกับวิตามินเค ซึ่ งจะมีการปรับเปล่ียนสายโปรตีนโดยเ กิด
กระบวนการคาร์บอกซิเลชัน่ (carboxylation) ขึน้ท่ีกรดกลูตามิค (glutamic acid) ในสายโปรตีน 
ซึ่งมีความส าคัญต่อการจับตัวและการสะสมของไฮดรอกซีอะพาไทต์ ( hydroxyapatite) ใน 
แมทริกซ์นอกเซลล์ osteocalcin เป็นโปรตีนท่ีได้รับการยอมรับว่าสามารถใช้เป็นตวับ่งชีท่ี้มีความ
ไว (sensitive) และมีความจ าเพาะ (specific) เพ่ือบอกถึงการท างานของเซลล์สร้างกระดกูได้สูง 
และจากการศึกษาในเซลล์ไฟโบรบลาส หรือเซลล์เนือ้เย่ือปริทันต์ไม่พบการสังเคราะห์โปรตีน 
osteocalcin และ bone sialoprotein ร่วมด้วย(17, 21, 22)  

2.3  โปรตีนคอลลาเจน เป็นโปรตีนชนิดท่ีพบได้มากท่ีสุดถึงร้อยละ 90 ของ
ปริมาณสารอินทรีย์ในแมทริกซ์ ช่วยเป็นโครงร่างและเสริมความแข็งแรงให้แก่แมทริกซ์ของกระดกู 
สามารถพบปริมาณคอลลาเจนได้มากขึน้สัมพันธ์กับการเพิ่มขึน้ของการสร้างกระดูก สามารถ
ตรวจวดัได้จากการย้อมสี เช่น Sirius red dye  และส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ หรือการตรวจ
ด้วยวิธีอิมมูนโนซยัโตเคมี (Immunocytochemistry) โดยโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ีมกัพบในเซลล์
สร้างกระดูกมากกว่าร้อยละ 90 คือ โปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 กรณีเซลล์ชนิดอ่ืน เช่น เซลล์ 
ไฟโบรบลาส โปรตีนคอลลาเจนท่ีพบได้มากมกัเป็นชนิดท่ี 3 เป็นต้น(17, 18, 21)  

3.  การทดสอบการสะสมแร่ธาตใุนแมทริกซ์ระหวา่งเซลล์ (matrix mineralization 
assay) ใช้เพ่ือทดสอบความสามารถในการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างเนือ้เย่ือกระดกู ซึง่เป็นหนึง่ใน
คณุสมบตัิและหน้าท่ีของเซลล์สร้างกระดูก สามารถท าการทดสอบได้หลายวิธี เช่น การย้อมสี 
Alizarin red และ Von kossa stain เป็นต้น (20, 21)  

4.  การแสดงออกของยีนโดยติดตามจากการแสดงออกของโมเลกลุท่ีเป็นตวัชีว้ดั 
(molecule markers) เซลล์สร้างกระดกู เชน่ 

4.1  Runx2 (PEBP2aA, CBFA1) เป็นหนึ่งใน Runt-related factors (Runx) 
อยู่ในตระกูลของ transcription factors การแสดงออกของยีน Runx2 สามารถพบได้ท่ีต่อมไทมสั 
อณัฑะ และพบมากในเนือ้เย่ือกระดกูและกระดกูออ่นท่ีมีการสะสมแคลเซียม ไม่พบในสมอง หวัใจ 
ปอด ทางเดนิอาหาร หรือตบั ยีน Runx2 ถือเป็นตวับง่ชีท่ี้มีความจ าเพาะตอ่เซลล์สร้างกระดกู โดย
ยีน Runx2 เป็นจดุเร่ิมต้นในการกระตุ้นเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์ให้มีการเปล่ียนแปลงไปเป็น
เซลล์ต้นก าเนิดเซลล์สร้างกระดกู ควบคมุและกระตุ้นให้เซลล์สร้างกระดกูมีการเจริญเติบโตอย่าง
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สมบรูณ์ ในขณะเป็นตวัอ่อน (fetus) จะพบการแสดงออกของยีน Runx2 คอ่นข้างมาก และจะลด
น้อยลงเม่ือเป็นผู้ใหญ่ ในการสร้างกระดกูนัน้จะพบยีน Runx2 มีการแสดงออกมากใน 2 ชว่ง ได้แก่ 
ขณะท่ีเซลล์ออกจากระยะ preosteoblasts เร่ิมมีการสะสมแมทริกซ์นอกเซลล์ และขณะท่ีเซลล์อยู่
ในระยะการเจริญสูงสุด (late maturation) นอกจากนีพ้บว่ายีน Runx2 มียีนเป้าหมาย (target 
gene) ได้แก่ osteocalcin, osteopontin, bone sialoprotein, osteoprotegerin, RANKL, โปรตีน
คอลลาเจนชนิดท่ี 1 (Colla1) และยีนอ่ืน ๆอีกมากมาย ท าให้เม่ือมีการทดลองน ายีน Runx2 ในหนู
ทดลองออกบางส่วน (heterozygous knockout) พบว่าหนูทดลองมีการสร้างกระดกูท่ีผิดปกติไป 
ห า ก น า ยี น อ อ ก ห ม ด  ( homozygous knockout) พ บ ว่ า ไ ม่ ส า ม า ร ถ เ กิ ด ก า ร ส ะ ส ม 
แร่ธาตุท่ีกระดูกได้ ท าให้หนูทดลองตายตัง้แต่ก าเนิดเน่ืองจากเกิดการยุบตัวของทรวงอกจาก
กระดกูซ่ีโครงคงโครงร่างไมไ่ด้(16, 19) 

4.2  กลุ่มยีนท่ีควบคมุการสงเคราะห์โปรตีนท่ีจ าเพาะต่อเซลล์สร้างกระดูก 
เ ช่ น  ยี น ท่ี ค ว บ คุ ม  alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin (OC), osteopontin (OP), 
osteonectin (ON), bone sialoprotein (BSP) และโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 (Colla1) ซึ่งจะพบ
มีการแสดงออกในแต ่ละชว่งของการเจริญของเซลล์สร้างท่ีแตกตา่งกนัออกไป (ตาราง 1)(18, 19, 23)  

 
งานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดูก 

การรักษาโดยการปลูกถ่ายกระดูก (bone graft) นัน้เป็นวิธีท่ีใช้กันอย่างแพร่หลายเพ่ือ
ทดแทนหรือซ่อมสร้างกระดกูท่ีสญูเสียไป (6) ซึ่งมีวสัดตุ่าง ๆมากมายให้เลือกใช้งาน เช่น การปลูก
ถ่ายกระดกูโดยการใช้เนือ้เย่ือกระดกูในตนเอง (autogenous bone grafts) ซึ่งถือเป็นวิธีมาตรฐาน
ท่ีมีอตัราความส าเร็จสงูถึงร้อยละ 80-90 มีการตอ่ต้านจากภูมิคุ้มกนัในร่างกายต ่า มีคณุสมบตัิใน
การเหน่ียวน าเซลล์สร้างกระดูก (osteoinduction) เป็นโครงให้เกิดการยึดเกาะของเซลล์สร้าง
กระดกูและการสร้างเส้นเลือดใหม่ (osteoconduction) และสามารถสร้างเนือ้เย่ือกระดกูขึน้ได้เอง 
(osteogenesis)  แต่มีข้อเสียคือมีปริมาณจ ากัด มีบริเวณท่ีท าการผ่าตดัอย่างน้อย 2 บริเวณ เกิด
ความเจ็บปวดของบริเวณท่ีน ากระดกูทดแทนมา อาจเกิดความเส่ียงหรือภาวะแทรกซ้อนหลงัการ
ผ่าตัดได้มากและท าให้ใช้เวลาในการรักษาเพิ่มมากขึน้ (3-6) จึงมีการใช้วัสดุอ่ืนทดแทน ได้แก่ 
เนือ้เย่ือปลูกถ่ายเอกพันธุ์ (allografts) ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีถูกน ามาใช้บ่อยเป็นอันดบัท่ี 2 (6) เนือ้เย่ือ
ปลกูถ่ายวิวิธพนัธุ์ (xenografts) และวสัดปุลกูถ่ายเฉ่ือย (alloplastic materials) วสัดเุหลา่นีมี้ข้อดี
ในแง่ของปริมาณท่ีสามารถหาใช้ได้ไมจ่ ากดั สว่นใหญ่แล้วมีคณุสมบตัิในการเหน่ียวน าเซลล์สร้าง
กระดูกและเป็นโครงให้เกิดการยึดเกาะของเซลล์สร้างกระดูกและการสร้างเส้นเลือดใหม่ ไม่
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สามารถสร้างเนือ้เย่ือกระดูกขึน้ได้เองเน่ืองจากไม่มีเซลล์สร้างกระดูกอยู่ภายใน ข้อเสียคือ มี
โอกาสเกิดการแพร่ส่งผ่านเชือ้โรค เกิดการต่อต้านสิ่งปลูกถ่ายจากภูมิคุ้มกันของร่างกาย การติด
เชือ้และวสัดสุงัเคราะห์ท่ีใช้บางชนิดมีการละลายตวัท่ีช้าหรือมีการละลายตวัท่ีไม่สมบูรณ์ ท าให้
ขดัขวางตอ่การเกิดกระดกูเช่ือมประสานได้(3-5)  

งานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือจึงถกูศึกษาและพฒันาขึน้ โดยมีเป้าหมายเพ่ือพฒันาวิธีการ
รักษาท่ีสามารถก าจดัข้อจ ากัดดงักล่าวได้(4, 6) โดยงานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือนัน้ต้องอาศยัความ
ร่วมมือทัง้จากนักวิทยาศาสตร์ วิศวกร และความรู้ทางด้านการแพทย์เพ่ือท่ีจะสามารถประสบ
ความส าเร็จในการสร้างชีววัสดุทดแทนกระดูกท่ีมีคุณสมบตัิในการซ่อมแซมและสร้างเนือ้เย่ือ
กระดกูได้ ซึง่งานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือมีองค์ประกอบส าคญัหลายประการดงันี ้(4, 7, 8) 

1. เซลล์ (cell) เน่ืองจากการสร้างเนือ้เย่ือตา่ง ๆนัน้มีต้นก าเนิดมาจากเซลล์ ดงันัน้จึง
คาดวา่การใสเ่ซลล์ต้นก าเนิด (stem cell) ซึง่มีศกัยภาพในการสร้างกระดกูได้สงูลงไปจะสามารถมี
การซ่อมสร้างเนือ้เย่ือเกิดขึน้ในบริเวณรอยโรคได้ดี โดยเซลล์ต้นก าเนิดนัน้มีคุณสมบตัิในการ
แบง่ตวัใหม่ (self-renew) และเปล่ียนแปลง (differentiation) ไปเป็นเซลล์อ่ืนท่ีท างานอย่างเฉพาะ 
เจาะจงได้หลายชนิด ซึ่งในการศึกษาเก่ียวกับงานซ่อมสร้างเนือ้เย่ือกระดกูมกัใช้เซลล์ต้นก าเนิด
จากเนือ้เย่ือท่ีโตเต็มวัย (adult stem cells) เช่น เซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์ เน่ืองจากมี
ความสามารถในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ท่ีสามารถสร้างเนือ้เย่ือกระดกู กระดกูอ่อน ไขมัน 
กล้ามเนือ้และเส้นประสาทได้ และสามารถเก็บได้จากหลายแหล่งในร่างกาย เช่น ไขสันหลัง 
เนือ้เย่ือไขมนั กล้ามเนือ้ น า้คร ่า รก เย่ือหุ้มกระดกู เป็นต้น(7) แม้วา่เซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์จะ
มีศกัยภาพสงูในงานวิจยัทางด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดกู แตค่วามต้องการใช้เซลล์ต้นก าเนิดจาก
ตวัอ่อนมนุษย์ (embryonic stem cell) ยงัมีอยู่มากเน่ืองจากความสามารถในการพฒันาไปเป็น 
เนือ้เย่ือคัพภะ (germ layer) ได้ทัง้ 3 ชัน้ ซึ่งท าให้สามารถน ามาทดแทนเนือ้เย่ือชนิดต่าง ๆใน
ร่างกายได้หลากหลายมากกว่า อย่างไรก็ตามพบว่ามีข้อจ ากัดในแง่ของปริมาณ การคงอยู่ของ
เซลล์ การปฏิเสธจากระบบภูมิคุ้มกนัของร่างกาย และยงัต้องพิจารณาถึงแง่ของจริยธรรมในการ
น ามาศกึษาทดลอง(7, 8) 

2. โกรทแฟคเตอร์ (growth factor) โกรทแฟคเตอร์เป็นโมเลกุลท่ีมีหน้าท่ีในการส่ง
สญัญาณเพ่ือควบคมุการตอบสนองของเซลล์ผา่นหน่วยรับความรู้สึก (receptors) ท่ีอยู่บนผิวของ
เซลล์เปา้หมาย การตอบสนองทางชีวภาพท่ีเกิดขึน้มากมายจากโกรทแฟคเตอร์นัน้ขึน้กบัชนิดของ
โกรทแฟคเตอร์และเซลล์เป้าหมาย จ านวนเซลล์ ชนิดของหน่วยรับความรู้สึก และลกัษณะของ
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สญัญาณท่ีสง่ออกไป โกรทแฟคเตอร์ท่ีน ามาใช้ในงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดกูนัน้มีหลายชนิด(7, 24) 
ได้แก่ 

2.1 โกรทแฟคเตอร์ท่ีเก่ียวกับการสร้างกระดูก (osteogenic factors) ได้แก่  
โกรทแฟคเตอร์ในตระกูล transforming growth factor beta (TGF- β) ตัวอย่างเช่น TGF- βs, 
activins, growth differentiation factors (GDF) และ  bone morphogenetic proteins (BMPs) 
เป็นต้น มีลักษณะของสายโปรตีนท่ีคล้ายคลึงกันแตกต่างกันเฉพาะล าดบักรดอะมิโนท่ีอยู่ทาง  
C-terminal มีบทบาทในการกระตุ้นให้เกิดการสร้างกระดูก ช่วยในการระดมเซลล์มีเซนไคม์ 
กระตุ้นการเพิ่มจ านวนของเซลล์และสร้างแมทริกซ์นอกเซลล์ โดยเฉพาะโกรทแฟคเตอร์ในกลุ่ม 
bone morphogenetic proteins (BMPs) ชนิด BMP-2, BMP-4 และ BMP-7(7) ซึ่งมีผลิตภัณฑ์ท่ี
ได้รับการยอมรับจากองค์การอาหารและยาแหง่สหรัฐอเมริกาในช่ือว่า INFUSE (Medtronic)(24)  

2.2 โกรทแฟคเตอร์ท่ีเก่ียวกับการสร้างหลอดเลือด (angiogenic factors) การมี 
หลอดเลือดเข้ามาเลีย้งส่งผลให้มีการขนส่งออกซิเจน สารอาหาร โกรทแฟคเตอร์ชนิดตา่ง ๆ ช่วย
สง่เสริมการสร้างเนือ้เย่ือกระดกู กระดกูอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์ซึง่เป็นสิ่งจ าเป็นตอ่
สมดลุของการสร้างกระดกูช่วยให้เกิดการซ่อมแซมกระดกูท่ีเสียหายได้ดี โกรทแฟคเตอร์ท่ีเก่ียวกบั
การส ร้างหลอดเ ลือด ไ ด้แก่  vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived 
growth factor (PDGF), fibroblast growth factor (FGF) และ  insulin like growth factor (IGF) 
เป็นต้น มีการศึกษาถึงการใช้ VEGF ร่วมกับโกรทแฟคเตอร์ท่ีเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างกระดูก 
พบวา่โกรทแฟคเตอร์ทัง้ 2 ชนิดท างานในรูปแบบท่ีเสริมฤทธ์ิกนั ท าให้ส่งเสริมการสร้างกระดกูได้ดี
ยิ่งขึน้(7) 

2.3 โกรทแฟคเตอร์ท่ีเก่ียวกับการอักเสบ (inflammatory factors) กระบวนการ
หายของบาดแผลประกอบด้วย 3 กระบวนหลกั ๆ คือ กระบวนการอกัเสบ การสร้างเนือ้เย่ือใหม่ 
(renewal) และการปรับรูปร่างกระดกู (remodeling) การควบคมุกระบวนการอกัเสบสามารถท าได้
โดยการควบคุมสารก่อการอักเสบ (proinflammatory cytokines) โกรทแฟคเตอร์ท่ีหลั่งออกมา
หลังจากเกิดการบาดเจ็บ หรือการใช้สารต้านการอักเสบ ( anti-inflammatory agents) เช่น 
selective anticytokine therapies, คอร์ติโคสเตียรอยด์ (corticosteroids) และยาต้านการอกัเสบ
ชนิด ท่ี ไม่ ใช่ส เ ตียรอยด์  ( nonsteroidal anti-inflammatory drugs) เ ป็น ต้น  จากการศึกษา 
พบว่ าสา รก่ อการอัก เ สบ  เ ช่ น  tumor necrosis factor-α, interleukins, interferon-γ และ 
prostaglandins มีผลกระตุ้นการเคล่ือนท่ีและท าให้การเปล่ียนแปลงไปของเซลล์สร้างกระดกูและ
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เซลล์สลายกระดกูได้ นอกจากนีย้งัมีผลกระตุ้นการสร้างเส้นเลือดใหม่และท าให้เกิดการซ่อมแซม
ของกระดกูขึน้ได้(7)  

2.4 โกรทแฟคเตอร์ท่ีมีผลทัว่ร่างกาย (systemic factors) ได้แก่ ฮอร์โมนจากตอ่ม
พ า ร า ไ ท ร อ ย ด์  ( parathyroid hormone (PTH)), โ ก ร ท ฮ อ ร์ โ ม น  ( growth hormone),  
สเตียรอยด์ (steroids), แคลซิโทนิน (calcitonin) และวิตามินดี ซึ่งมีผลต่อการควบคุมสมดลุของ
การสร้างและการสลายกระดกูในร่างกาย(7) 

3. ระบบน าส่งสาร (vehicle, carrier) การออกแบบระบบน าส่งสารท่ีเหมาะสมเป็น
สิ่งส าคัญต่อการคงสภาพและเอือ้ต่อการท างานของเซลล์ โกรทแฟคเตอร์และโปรตีนชนิด 
ตา่ง ๆให้มีประสิทธิภาพ โดยคณุลกัษณะท่ีส าคญัของระบบน าสง่สารท่ีดี(4, 7)   ได้แก่ 

1.  สามารถรักษาคณุสมบตัทิางชีวภาพ และปอ้งกนัสารจากการถกูยอ่ยสลายได้ 
2.  สามารถน าสง่สาร หรือเซลล์เหลา่นัน้ให้อยูเ่ฉพาะท่ีได้  
3.  มีการคงอยู่และปลดปล่อยสารอย่างค่อยเป็นค่อยไปตามกระบวนการหาย 

                    ของบาดแผล  
4.  ไม่เป็นพิษตอ่เซลล์ สามารถเหน่ียวน าให้เซลล์เจริญเติบโตและยึดเกาะได้ใน 
      ทกุทิศทาง   
5.  สามารถยอ่ยสลายได้หมดเพ่ือเอือ้ตอ่การฟืน้ฟสูภาพของเนือ้เย่ืออยา่งเตม็ท่ี 
6.  มีขนาดรูพรุนท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญเตบิโตของเซลล์และการสร้างเส้นเลือด 
7.  ใช้งานง่าย สามารถผ่านการท าให้ปลอดเชือ้ได้ง่าย มีความเสถียรตลอด 

                               ระยะเวลาการเก็บท่ีเหมาะสม 
8.  เหมาะสมตอ่การผลิตเพ่ือการค้า สามารถเพิ่มปริมาณการผลิตและผ่านการ 

         ตรวจคณุภาพโดยสถาบนัท่ีนา่เช่ือถือ 
ระบบขนส่งสารท่ีถกูพฒันามาใช้ในการน าส่งโปรตีนและโกรทแฟคเตอร์มีหลาย

ชนิด โดยแบง่ออกเป็น 3 กลุม่ใหญ่ๆ(4, 7) ได้แก่  
1. วสัดท่ีุผลิตจากแหล่งก าเนิดธรรมชาติ เช่น คอลลาเจน กรดไฮยาลูโรนิก 

แปง้ ไคโตซาน (chitosan) เป็นต้น สามารถสร้างได้จากหลากหลายวิธี เช่น การแช่แข็ง (freezing) 
หรือ การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (lyophilization) วัสดุเหล่านีมี้โครงร่างเหมาะสมส าหรับงาน
วิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดูกเน่ืองจากมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพสูง สามารถย่อยสลายได้ มี
คณุสมบตัิคล้ายแมทริกซ์นอกเซลล์ท่ีเอือ้ตอ่การเคล่ือนท่ี (migration) เพิ่มจ านวน (proliferation) 
และเปล่ียนแปลงไปของเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์สร้างกระดูก ระบบน าส่งสารชนิดคอลลาเจนเป็น
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รูปแบบท่ีได้รับความนิยมอย่างมาก(7) ถูกน ามาใช้เป็นผลิตภณัฑ์ในรูปแบบก้อนฟองน า้และน าส่ง 
rhBMP-2 12 มิลลิกรัม ซึ่งเป็นปริมาณท่ีสงูกว่าปริมาณโปรตีนท่ีผลิตในร่างกาย 10 ถึง 100 เท่า ท่ี
เป็นเช่นนีเ้น่ืองจาก BMP-2 มีคา่คร่ึงชีวิตท่ีสัน้ การให้ BMP-2 เสริมจากภายนอกเพียงครัง้เดียว ไม่
เพียงพอท่ีจะสามารถกระตุ้นให้เกิดการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างกระดกูในมนษุย์ได้(4, 24) ซึง่พบว่า
คอลลาเจนในรูปแบบก้อนฟองน า้ ท่ีท าจากเอ็นข้อเท้าของวัว ( bovine achilles tendon) ไม่
สามารถควบคมุการปลดปลอ่ยโปรตีนได้ สามารถน าสง่โปรตีน BMP-2 ได้นานประมาณ 2 สปัดาห์ 
และในชว่ง 1 สปัดาห์แรกนัน้ มีการปลดปลอ่ยโปรตีนออกมาในปริมาณมากถึงร้อยละ 60-75 เรียก
ปรากฏการณ์นีว้า่ initial burst นอกจากนีพ้บว่าเซลล์เปา้หมาย เช่น เซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์
ใช้ประโยชน์จากการปลดปล่อยโปรตีนท่ีเติมเข้าไปเพียงเล็กน้อยเท่านัน้ โปรตีน BMP-2 ส่วนท่ี
เหลือเป็นส่วนท่ีไม่สามารถควบคมุได้และก่อให้เกิดผลข้างเคียงขึน้ ดงันัน้เพ่ือปอ้งการผลข้างเคียง
ข้างต้น ระบบน าส่งโปรตีน BMP-2 ควรจะสามารถควบคุมการปลดปล่อยสารได้ ท าให้เกิด
ประสิทธิภาพสูงสุดในการเหน่ียวน าการสร้างกระดูก ลดปริมาณการใช้โปรตีน BMP-2 ลง ลด
ผลข้างเคียงและมีราคาเหมาะสมตอ่การน ามาใช้ในการรักษาโรค (7, 24) นอกจากนีว้สัดท่ีุผลิตจาก
ธรรมชาตยิงัมีข้อจ ากดัอ่ืน ๆ เช่น การควบคมุคณุภาพของการผลิต วิธีการท าให้ปราศจากเชือ้ และ
โอกาสท่ีจะเกิดปฏิกิริยาต่อระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ซึ่งต้องมีการพฒันาต่อไป ปัจจุบนัมีการ
น ามาปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพ โดยปรับปรุงวิธีการเช่ือมโยง (crosslink) หรือการผสม
วสัดอุนินทรีย์ วสัดสุงัเคราะห์ลงไปเพ่ือให้สามารถควบคมุการปลดปลอ่ยสารได้ดีขึน้(7)  

2. วสัดอุนินทรีย์ (inorganic materials) เช่น เซรามิก (ceramics) เป็นวสัดท่ีุ
ถกูน ามาใช้อย่างยาวนานในการทดแทนกระดกู เน่ืองจากทนตอ่แรงกดได้สงู สามารถยอ่ยสลายได้ 
และสามารถเหน่ียวน าเซลล์สร้างกระดูกได้ แต่ไม่สามารถควบคุมการปลดปล่อยสารได้ ถึงแม้
วิธีการเติมโปรตีนลงไปบนผิววัสดุอนินทรีย์นัน้สามารถท าได้โดยง่าย แต่การใช้งานและการ
ปลดปล่อยสารกลบัไม่ได้ประสิทธิภาพเท่าท่ีควร มีการทดสอบโดยติดตามดูการปลดปล่อยสาร 
rhBMP-2 และ recombinant basic FGF พบว่าภายใน 24 ชัว่โมงสารถูกปลดปล่อยออกมาหมด 
และเซลล์มะเร็งกระดูก (osteogenic sarcoma cells) ไม่สามารถสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์ 
ฟอสฟาเตสได้ ซึง่อาจต้องมีการปรับปรุงพืน้ผิวเพ่ือให้เอือ้ตอ่การน าสง่โปรตีนมากขึน้ตอ่ไป(7)  

3 .  วัสดุสัง เคราะ ห์  ( synthetic polymers) เช่น  Poly α-hydroxy acids, 
polyanhydrides, polyphosphazenes, polyethylene glycol (PEG), poly ε-caprolactone 
(PCL), polypropylene fumarate (PPF), polyurethanes และ  polyphosphate polymers ซึ่ ง มี
ข้อดีเหนือวัสดุอ่ืนคือถูกพัฒนาให้สามารถน าส่งและควบคุมการปลดปล่อยโกรทแฟคเตอร์ได้
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คอ่นข้างดี สามารถสงัเคราะห์ปรับปรุงสตูรให้มีรูปร่าง และคณุสมบตัิทางกายภาพท่ีเหมาะสมต่อ
การใช้งานแต่ละชนิดได้ง่าย แต่มีข้อเสียเล็กน้อยในแง่ของตอบสนองต่อกระบวนการอกัเสบของ
ร่างกาย การสลายตวั และการก าจดัออกเน่ืองจากเป็นพอลิเมอร์ท่ีมีโมเลกลุขนาดใหญ่ (7) ในหลาย
การศกึษามีการน าระบบขนสง่สารท่ีผลิตจากวสัดสุงัเคราะห์มาปรับปรุงสตูรโดยเตมิวสัดธุรรมชาติ
หรือวสัดอุนินทรีย์เพ่ือให้มีคณุสมบตัิในการควบคมุการปลดปล่อยสารจ าพวกโกรทแฟคเตอร์ได้ดี
ยิ่งขึน้(4, 7) 

              จะเห็นได้วา่ยงัไม่มีวสัดใุดท่ีมีความเหมาะสมและดีท่ีสดุในการน ามาใช้
เป็นระบบน าส่งสารจ าพวกโกรทแฟคเตอร์(7) แตจ่ากการศกึษาพบว่าวสัดแุตล่ะชนิดสามารถน ามา
ปรับเพ่ือให้มีคุณสมบตัิท่ีดีขึน้ได้ โดยวัสดุธรรมชาติ วัสดุอนินทรีย์และวัสดุสังเคราะห์สามารถ
น ามาปรับปรุงร่วมกนัและท าให้มีคณุสมบตัิท่ีเหมาะสมต่อการใช้ในงานซ่อมสร้างเนือ้เย่ือกระดกู
ได้(4, 7) 
 
ระบบน าส่งสารชนิดไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกในรูปแบบฉีด 

ในกลุ่มของชีววสัดทุัง้หมดนี ้ระบบน าส่งสารชนิดไฮโดรเจล ถือเป็นวสัดท่ีุมีแนวโน้มว่ามี
ประสิทธิภาพท่ีดีในการใช้น าส่งยาและโกรทแฟคเตอร์ชนิดต่าง ๆได้(11) เน่ืองจากไฮโดรเจลเป็น 
พอลิเมอร์ร่างแห (hydrated polymeric networks) จากโมเลกุลของน า้ท่ีมีความสามารถในการ
พองตวัและสามารถกักเก็บน า้ไว้ในตวัเองท าให้เกิดโครงสร้าง 3 มิติท่ีได้จากการก่อตวัเป็นเจล มี
ความนิ่ม ยืดหยุ่นสงู และเข้ากนัได้ดีกบัเนือ้เย่ือ มีการพฒันาให้ใช้งานในด้านตา่ง ๆมากมาย เช่น 
การผลิตคอนแทคเลนส์ การรักษาบาดแผล เป็นระบบน าส่งยา เซลล์ และโปรตีนต่าง ๆในงาน
วิศวกรรมเนือ้เย่ือ สามารถน ามาปรับปรุงสูตรโดยเกิดการเช่ือมโยง (cross-linked) ทางเคมีและ
กายภาพเพ่ือพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์ไฮโดรเจลชนิดตา่ง ๆได้อยา่งหลากหลาย(7, 11, 25) 

ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic acid hydrogel) เป็นชีววัสดใุนกลุ่มท่ีผลิต
จากแหลง่ก าเนิดธรรมชาต ิมีกรดไฮยาลโูรนิกเป็นองค์ประกอบหลกั ซึ่งเป็นกลยัโคสอมิโนกลยัแคน 
มีบทบาทหน้าท่ีในการควบคมุพฤติกรรมของเซลล์ ควบคมุการสร้างเนือ้เย่ือ และโครงสร้างของ
อวยัวะในร่างกาย(24)  

กรดไฮยาลูโรนิกเป็นสารประกอบประเภทพอลิ เมอร์ท่ีประกอบด้วยหน่วยของ
ไดแซ็กคาไรด์ (D-glucuronic และ N-acetylglucosamine) เ ช่ือมด้วยพันธะ glucuronidic β 

(1→3) และ β (1→4) (ภาพประกอบ 4) เป็นโมเลกลุประจลุบท่ีมีมวลโมเลกลุตัง้แต ่5 ถึง 20,000 
กิโลดาลตนั มีลกัษณะใส มีความสามารถในการอุ้มน า้สงู และคงความข้นหนืดสงูได้(24)  
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ภาพประกอบ 4 แสดงโครงสร้างของกรดไฮยาลโูรนิก 

ท่ีมา :  J. Necas LB, P. Brauner, J. Kolar.  Hyaluronic acid (hyaluronan): a review.  
Veterinarni Medicina.  53, 2008 (8): 397–411 

ไฮโดรเจลท่ีผลิตจากกรดไฮยาลูโรนิกมีความเข้ากันได้ดีกับเนือ้เย่ือ สามารถปรับแต่ง
คณุสมบตัไิด้ เป็นการเพิ่มประสิทธิภาพและประโยชน์ในการใช้งานได้หลากหลายมากขึน้ 

ในปี 2011 Elena และคณะ(10) ได้พฒันาระบบน าส่งสารไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลโูรนิก
เพ่ือให้มีรูปแบบการใช้งานท่ีง่าย มีความรุนแรงน้อย โดยเลือกใช้รูปแบบฉีดเพ่ือน าส่งโปรตีน  
BMP-2 ปรับปรุงโครงสร้างโดยใช้สารอัลดีไฮด์ (aldehyde modified HA) แล้วใช้ไฮดราไซด์ 
(hydrazide) เ ป็นสารเ ช่ือมโยงเกิดเป็น hydrazone-crosslinked hydrogel ท าการศึกษาถึง
คณุสมบตัิการปลดปล่อยโปรตีน ความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสจากผิวหนังมนุษย์ (human 
dermal fibroblast) และการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างเนือ้เย่ือกระดกูในหนูทดลอง ผลการศึกษา
พบว่าไฮโดรเจลท่ีดัดแปลงแล้วนีไ้ม่เป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสจากผิวหนังมนุษย์ สามารถ
ควบคุมการปลดปล่อยโปรตีน BMP-2 ออกมาได้อย่างต่อเน่ือง โดยยังพบ active BMP-2 ถึง 
ร้อยละ 86 ในวนัท่ี 28 ของการทดลอง ในการศกึษาโดยการฉีดไฮโดรเจลท่ีน าส่ง BMP-2 เข้าในชัน้
ใต้ผิวหนงั (subcutaneous) และชัน้ใต้เย่ือหุ้ มกระดกู (subperiosteal) บริเวณกะโหลกศีรษะของ
หนทูดลองพบว่า มีการสร้างเนือ้เย่ือกระดกูเกิดขึน้ได้ภายใน 8 สปัดาห์ หนูทดลองในกลุ่มท่ีได้รับ
การฉีดเข้าชัน้ใต้เย่ือหุ้มกระดกูมีการสร้างกระดกูท่ีดี โดยปริมาณของกระดกูท่ีสร้างขึน้กับระดบั
ความเข้มข้นของโปรตีน BMP-2 นอกจากนีย้ังพบการผสานของเนือ้กระดกูเข้ากับผิวกระดูกเก่า
เกิดขึน้ได้อย่างดี ส่วนกลุ่มท่ีฉีดเข้าชัน้ใต้ผิวหนงันัน้ พบว่ามีการสร้างกระดกูน้อยกว่าซึ่งอาจเกิด
จากการมีเอนไซม์ยอ่ยสลายกรดไฮยาลโูรนิก (Hyaluronidase) มากกวา่ในชัน้ใต้เย่ือหุ้มกระดกู 

ในปี 2014 Keegan Bradley Compton และคณะ(26) ศึกษาพฒันาระบบน าส่งสารจาก
กรดไฮยาลูโรนิกท่ีถูกดัดแปลงด้วย 2-aminoethyl methacrylate (AEMA) ท่ีขนาดโมเลกุลของ
กรดไฮยาลูโรนิก 18 กิโลดาลตันและ 270 กิโลดาลตัน เ ช่ือมโยงด้วยระบบแสงยูวี  ( UV 
polymerization) เพ่ือใช้ในงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือในด้านการหายของบาดแผล โดยทดสอบ
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คุณสมบัติทางกายภาพของสารและความเข้ากันได้ทางชีวภาพต่อเซลล์ต้นก าเนิดเนือ้เย่ือใน 
โพรงฟัน (dental pulp stem cells) แบ่ง เ ป็น 2 ช่วง ไ ด้แก่  การทดสอบความเป็นพิษของ  
HA-AEMA ท่ีระดบัความเข้มข้นตา่ง ๆกันต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT และทดสอบความมีชีวิตของเซลล์
โดยการห่อหุ้ มเซลล์เข้าไว้ภายในไฮโดรเจล (encapsulate) แล้วทดสอบด้วย live/dead cell 
staining พบว่าคณุสมบตัิทางกายภาพของไฮโดรเจลชนิด HA-AEMA นัน้มีความหลากหลายเม่ือ
ท าการศึกษาโดยใช้กรดไฮยาลูโรนิกท่ีน า้หนักต่างกัน แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการถูก
ดดัแปลง (tunable) เพ่ือให้เหมาะสมตอ่การใช้งานในสิ่งแวดล้อมต่าง ๆได้ ในด้านความเข้ากนัได้
ทางชีวภาพของเซลล์ต้นก าเนิดเนือ้เย่ือในโพรงฟัน พบว่าเม่ือเวลาผ่านไป 30 นาที ท่ีความเข้มข้น
ของพอลิเมอร์ HA-AEMA ร้อยละ 3 เซลล์ยงัสามารถอยู่รอดได้ แตห่ากปล่อยไว้นานถึง 24 ชัว่โมง
พบวา่เร่ิมมีผลตอ่ความมีชีวิตของเซลล์อยา่งมีนยัส าคญั แม้ในระดบัความเข้มข้นท่ีน้อยลง (ร้อยละ 
0.5) โดยเช่ือว่าพนัธะคู่ (double bond) ใน AEMA เป็นส่วนท่ีมีความเป็นพิษตอ่เซลล์ ซึ่งสามารถ
ปอ้งกนัได้จากการเช่ืองโยงสารให้เกิดเป็นไฮโดรเจลทนัทีเพ่ือลดเวลาท่ีพอลิเมอร์ HA-AEMA สมัผสั
กบัเซลล์ นอกจากกนีย้งัพบวา่เซลล์ท่ีถกูหุ้มอยูภ่ายในนัน้สามารถมีชีวิตอยู่ได้หลงัผา่นการเช่ือมโยง
ด้วยแสงยวีู สาร calcein AM ท่ีใช้ในการท า live/dead cell staining สามารถซึมผ่านเข้าไปได้แต่
ไม่พบการเคล่ือนของเซลล์ออกมาภายนอก ไฮโดรเจลจึงเป็นระบบน าส่งสารท่ีเป็นระบบเปิด 
(open system) ตอ่สิ่งแวดล้อมภายนอกท่ีสามารถให้สารซมึผา่นเข้ามาได้  

ในปี 2015 Ning Cui และคณะ(27) ได้ท าการศึกษาการสังเคราะห์ไฮโดรเจลจากกรด 
ไฮยาลโูรนิกให้มีความใกล้เคียงกบัแมทริกซ์นอกเซลล์ โดยใช้ 3,3-dithiodipropionatehydrazide-
modified HA (DTPH–HA) ท่ีเช่ือมโยงด้วย LEV–PEG–LEV ซึ่งจะได้ไฮโดรเจลท่ีมีการยึดเกาะกัน
ด้วยพนัธะของ hydrazone และ disulfide จากนัน้ทดสอบคณุสมบตัิทางกายภาพและความเข้า
กันได้ทางชีวภาพกับเซลล์คล้ายเซลล์สร้างกระดกูจากสัตว์ทดลอง (osteoblast-like MC3T3-E1 
cells) โดยการหยดเซลล์ลงบนผิวไฮโดรเจลท่ีสงัเคราะห์ขึน้ ท าการเพาะเลีย้งเซลล์ ทดสอบความมี
ชีวิตและการเพิ่มปริมาณของเซลล์ด้วย live/dead cell staining และวิธี MTT พบว่าไฮโดรเจลท่ี
สงัเคราะห์ได้นัน้มีความเป็นรูพรุนสงู ขนาดของรูพรุนเทา่กบั 20–200 ไมครอน อตัราการบวมน า้ไม่
น้อยกว่า 37.5 และสามารถสลายได้ด้วย 3 กระบวนการ ได้แก่ การย่อยด้วยเอนไซม์สลายกรด 
ไฮยาลูโรนิก (hyaluronidase) สารท่ีเป็นตวัรีดิวซ์ (reducing substances) และสลายในภาวะท่ี
เป็นกรด ในด้านของความเข้ากันได้ทางชีวภาพนัน้พบว่าไฮโดรเจลชนิดนีมี้ความเข้ากันได้ทาง
ชีวภาพท่ีดี สามารถรองรับและพบการเพิ่มจ านวนของเซลล์ MC3T3-E1 บนพืน้ผิวของไฮโดรเจลได้ 
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ในปี 2016 Maturavongsadit และคณะ (12) ได้พัฒนาระบบน าส่งสารชนิดไฮโดรเจล
รูปแบบฉีดให้มีโครงสร้างท่ีคล้ายคลึงกับสภาพแวดล้อมของกระดกูอ่อน โดยใช้กรดไฮยาลูโรนิก
เป็นพืน้ฐานในการสงัเคราะห์ไฮโดรเจล ดดัแปลงโดยใช้เมทาไครเลตแอนไฮไดรด์ (methacrylic 
anhydride) ท าให้ได้พอลิเมอร์ของเมทาไครเลตจากกรดไฮยาลโูรนิก (methacrylated hyaluronic 
acid (MeHA)) แล้วใช้สารเ ช่ือมโยง (crosslinker) เ ป็น Cysteine-inserted Tobacco mosaic 
virus (TMV) mutants (TMV1cys) ร่วมกับไดไธโอธริอิทอล (dithiotreitol (DTT)) เพ่ือใช้ในการ
น าส่งเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์ และศกึษาถึงความสามารถในการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้าง
กระดกูออ่น โดยท าการเปรียบเทียบกบั MeHA ท่ีเช่ือมโยงด้วย DTT เพียงอยา่งเดียว การเช่ือมโยง
ไฮโดรเจลเกิดขึน้โดยปฏิกิริยา thiol-ene click reaction ซึ่งเป็นรูปแบบหนึ่งของปฏิกิริยาการเพิ่ม
แบบไมเคิล (michael addition) จากการศึกษาพบว่ากรดไฮยาลูโรนิกขนาดโมเลกุล 47  
กิโลดาลตนั เป็นขนาดท่ีท าให้เกิดความหนืด และความถ่วงจ าเพาะท่ีเหมาะสมตอ่การเกิดปฏิกิริยา 
methacrylation เพ่ือใช้ในการปรับปรุงโครงสร้างของกรดไฮยาลูโรนิก โดยไฮโดรเจลท่ีได้มีขนาด
ของรูพรุนท่ีเกิดขึน้ภายในเจลท่ี 20-100 ไมครอน ซึ่งเป็นขนาดท่ีเหมาะสมและมีบทบาทส าคญัตอ่
การเป็นท่ีอยู่ของเซลล์ในการท าเป็นโครงร่างชีวภาพและเหมาะสมต่อการซึมผ่านของยาเพ่ือ
น าไปใช้ในระบบน าส่งยา MeHA ทัง้ 2 กลุ่ม สามารถกกัเก็บน า้ไว้ในตวัได้โดยไม่เกิดการสูญเสีย
ออกไปเป็นเวลา 21 วัน และสามารถดูดซึมน า้จนมีน า้หนักเพิ่มขึน้ 3.5 เท่าจากน า้หนักแรกเร่ิม  
แต่ระยะเวลาการก่อตัวเป็นเจลของไฮโดรเจลท่ีก่อตัวจาก MeHA-TMV1cyst ใช้เวลาน้อยกว่า  
MeHA-DTT ในการทดสอบความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของเซลล์ พบวา่ในการทดสอบความอยู่รอด
ของเซลล์โดยวิธี CellTiter-Blue (CTB) นัน้ เซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์ท่ีถูกหุ้ มอยู่ภายใน 
ไฮโดรเจลทัง้ 2 กลุ่ม สามารถมีชีวิตอยู่ได้ตามปกติมากกว่า 21 วันของการเพาะเลีย้ง พบการ
แสดงออกของยีน BMP-2 และการสังเคราะห์โปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 2 ในกลุ่มท่ีก่อตัวด้วย
MeHA-TMV1cyst มากกว่า MeHA-DTT แต่กระบวนการท างานของเซลล์ (metabolic activity) 
ลดลงเล็กน้อย อย่างไรก็ตามไฮโดรเจลท่ีพฒันาขึน้นีส้ามารถใช้เป็นระบบน าสง่เซลล์ต้นก าเนิดชนิด
มีเซนไคม์ท่ีมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ และสามารถเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างกระดูกอ่อนจาก
เซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์ได้ 

ตอ่มาในปี 2017 Maturavongsadit และคณะ(13) ได้น า MeHA มาพฒันาต่อ โดยศึกษา
ถึงสารเช่ือมโยงชนิดตา่ง ๆท่ีใช้ในการเช่ือมตอ่พอลิเมอร์ของ MeHA ให้เกิดโครงสร้างแบบร่างแห
โดยเปรียบเทียบกบัสารเช่ือมโยงไดไธโอธริอิทอล (dithiotreitol crosslinked (DTT)) เน่ืองจากสาร
เช่ือมโยงชนิดนีส้ามารถก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ได้เม่ือใช้ในปริมาณมาก ส่งผลให้การ
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ปรับปรุงสตูรของระบบน าส่งสารท าได้คอ่นข้างยาก โดยใช้การผสมสารท่ีเป็นตวัเช่ือมโยงพอลิเมอร์
นั่นคือ DTT กับสารเ ช่ือมโยงชนิดอ่ืน ๆ เช่น 4 -arm polyethylene glycol (PEG), multi-arm 
polyamidoamine (PAMAM) dendrimer รุ่นท่ี 2 และ 3 เป็นต้น เกิดเป็นไฮโดรเจลจากกรด 
ไฮยาลโูรนิกลกูผสม (hybrid HA hydrogel) น ามาทดสอบคณุสมบตัิทางกายภาพ ความเข้ากนัได้
ทางชีวภาพ และความสามารถในการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างกระดกูอ่อนของเซลล์ต้นก าเนิด
ชนิดมีเซนไคม์โดยหอ่หุ้มเซลล์ (encapsulate) เข้าไปในไฮโดรเจล ผลการศกึษาพบวา่สารเช่ือมโยง
ท่ีมีโครงสร้างและความเข้มข้นต่างกัน ส่งผลต่อคณุสมบตัิทางกายภาพของไฮโดรเจลทัง้ในด้าน
ความแข็ง (mechanical stiffness) ขนาดของรูพรุน การสลายตัว ระยะเวลาการก่อตัว รูปร่าง
สัณฐานของไฮโดรเจล เป็นต้น ยกตัวอย่างเช่น ไฮโดรเจลท่ีใช้สารเช่ือมโยงชนิด 4 -arm 
polyethylene glycol (PEG) มีระยะเวลาก่อตวัท่ีเร็ว ไวต่อการสลายตวั และมีความแข็งมากกว่า
เม่ือเทียบกับ linear PEG และสามารถรองรับเซลล์สร้างกระดกูอ่อนได้ดีกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับ 
8-arm PEG, ระยะเวลาการก่อตวัของไฮโดรเจลท่ีมีสารเช่ือมโยงเป็น DTT, PEG และ PEGDTT ใช้
เวลาเทา่กนัคือประมาณ 1 ชัว่โมง และเร็วท่ีสดุเม่ือเทียบกบักลุม่อ่ืน ๆ ซึง่พบวา่สมัพนัธ์กบัคา่ความ
แข็งของไฮโดรเจลด้วย, การสลายตวัของไฮโดรเจลท่ีมีสารเช่ือมโยงเป็น DTT, PAMAM dendrimer 
รุ่นท่ี 2 (G2) และ PAMAM dendrimer รุ่นท่ี 3 (G3) มีการสลายตวัมากกว่าร้อยละ 65 ในช่วง 24 
ชัว่โมงแรก และสลายตวัได้หมดภายใน 2-3 วนั ส่วนสารท่ีเช่ือมโยงด้วย DTTG3 ในช่วง 3 วนัแรก
สามารถตรวจพบกรดยโูรนิกได้ร้อยละ 90 และการสลายตวัยงัคงมีระยะเวลาตอ่เน่ืองนานถึง 6 วัน 
เป็นต้น ในด้านความเข้ากนัได้ทางชีวภาพนัน้ พบว่าอตัราส่วน thiol ต่อ ene เท่ากับ 2 ต่อ 1 ของ
สารเ ช่ือมโยงชนิด DTT เ ป็นอัตราส่วนสูงสุด ท่ียังท าใ ห้ เซลล์สามารถด ารง ชีวิตอยู่ ไ ด้   
ในการศึกษานีจ้ึงใช้อัตราส่วนของกรดไฮยาลูโรนิกท่ีร้อยละ 3 และใช้ปริมาณสารเช่ือมโยง  
ร้อยละ 2 โดยปริมาตร ในการทดสอบความอยู่รอดของเซลล์ด้วยวิธี CellTiter-Blue (CTB) พบว่า
หลงัจากวนัท่ี 7 ของการเพาะเลีย้งเซลล์ในไฮโดรเจลท่ีเช่ือมโยงโดยใช้สาร DTT, G2DTT, G3DTT, 
PEG และ PEGDTT มีระดบัการมีชีวิตอยู่ของเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์มากกว่าร้อยละ 70 
จากนัน้ระดบัความมีชีวิตจะค่อยๆลดลงโดยเฉพาะในกลุ่มท่ีใช้ G3DTT และพบการมีระดบัการมี
ชีวิตอยู่ของเซลล์นานท่ีสุดในกลุ่มท่ีใช้สารเช่ือมโยงชนิด DTT เม่ือเทียบกับสารเช่ือมโยงกลุ่มอ่ืน 
ส าหรับการทดสอบความสามารถในการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างกระดกูออ่นนัน้ประเมินจากการ
สร้าง Glycosaminoglycans (GAGs) โปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 และ 2 พบวา่กลุม่ท่ีใช้ PEG เป็น
สารเช่ือมโยงมีการสะสมของ GAGs และโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 2 มากท่ีสุด แต่การสะสมของ
โปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 เกิดขึน้น้อยท่ีสดุเม่ือเทียบกบักลุ่มอ่ืน จะเห็นได้ว่าไฮโดรเจลจากกรดไฮ
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ยาลูโรนิกในทุกกลุ่มนัน้มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ และมีความสามารถท่ีจะให้เซลล์ 
ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์คงอยู่และเกิดการเหน่ียวน าการสร้างเนือ้เย่ือกระดกูอ่อนได้ ซึ่งการจะได้
คุณสมบัติท่ีเหมาะสมท่ีสุดนัน้ขึน้กับการปรับเปล่ียนคุณสมบัติทางกายภาพให้เหมาะสมต่อ
จดุประสงค์ในการน าระบบน าสง่สารนัน้ไปใช้ด้วย 

การศึกษาของนพนันท์และคณะในปี 2018 (14) ไ ด้พัฒนาระบบน าส่งสารจาก 
เมทาไครเลตไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจล(12, 13) โดยเติมน า้ตาลแมนนิทอล (mannitol) ซึ่งเข้ามามีบทบาท
ในการเป็นสารปรุงยา (excipient) ท่ีมีความปลอดภยัตอ่มนุษย์ มีความเฉ่ือยต่อการเกิดปฏิกิริยา
ตอ่สารออกฤทธ์ิ ใช้เป็นสารเติมยา (diluents) ช่วยในการปรับความเข้มข้น และช่วยในการยึดเกาะ
ของสารได้ดียิ่งขึน้(15) ท าการศกึษาถึงอตัราส่วนของน า้ตาลแมนนิทอลตอ่บีเอสเอซึ่งใช้เป็นตวัแทน
ของยาท่ีเป็นสารโปรตีนหรือเปปไทด์ในสัดส่วนเชิงมวล 1:1 , 2:1, 4:1 และ 100:1 ท่ีมีผลต่อ
คุณสมบัติทางกายภาพของเมทาไครเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลดดัแปลงในรูปแบบฉีด พบว่า 
พอลิเมอร์ของเมทาไครเลตจากกรดไฮยาลูโรนิกในการศึกษานีมี้ระดบัการเกิดปฏิกิริยาของการ
สงัเคราะห์สาร (Degree of modification) ประมาณร้อยละ 20-40 เม่ือผสมน า้ตาลแมนนิทอลและ
โปรตีนบีเอสเอแล้ว มีความสามารถในการดดูเก็บน า้ได้ถึงร้อยละ 90 และก่อตวัเป็นเจลได้ภายใน
ระยะเวลาประมาณ 30 นาที ในทุกสูตรและไม่แตกต่างจากไฮโดรเจลในกลุ่มควบคุมซึ่งไม่เติม
น า้ตาลแมนนิทอล เม่ือตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) พบว่า 
ไฮโดรเจลท่ีมีส่วนผสมของน า้ตาลแมนนิทอลนัน้จะมีลักษณะของพืน้ผิวท่ีขรุขระกว่า มีความ
แตกต่างของลักษณะพืน้ผิวมากกว่า และสามารถพบเห็นการเกิดผลึกคริสตัลของน า้ตาล 
แมนนิทอลได้อยา่งชดัเจน โดยท่ีขนาดของผลกึนัน้สมัพนัธ์กบัปริมาณและความเข้มข้นของน า้ตาล
แมนนิทอลด้วย การศึกษาถึงการควบคุมการปลดปล่อยโปรตีนบีเอสเอ พบว่าไฮโดรเจลท่ีมี
สว่นผสมของน า้ตาลแมนนิทอลในทกุอตัราสว่น มีการปลดปลอ่ยโปรตีนบีเอสเอออกมาอย่างช้า ๆ 
และต่อเน่ือง โดยไฮโดรเจลท่ีมีน า้ตาลแมนนิทอลและโปรตีนบีเอสเอในอัตราส่วน 100:1 เป็น
อตัราส่วนท่ีสามารถปลดปล่อยโปรตีนบีเอสเอออกมาได้มากท่ีสุดในระยะเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือ
เทียบกับปริมาณโปรตีนบีเอสเอท่ีมีอยู่ภายในเจล จะเห็นได้ว่าน า้ตาลแมนนิทอลสามารถใช้เป็น
สารเพิ่มปริมาณยา โดยอตัราส่วนของน า้ตาลแมนนิทอลท่ีเพิ่มขึน้ส่งผลให้มีการปลดปล่อยโปรตีน
บีเอสเอออกมาได้เร็วขึน้ด้วย นอกจากนีย้งัสามารถปรับเพิ่มลดอตัราส่วนของน า้ตาลแมนนิทอลตอ่
โปรตีนบีเอสเอได้ โดยไม่รบกวนตอ่คณุสมบตัทิางกายภาพของเมทาไครเลตไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจล
ดดัแปลงในรูปแบบฉีด 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
ในการวิจยัครัง้นี ้ผู้วิจยัได้ด าเนินการตามขัน้ตอนดงันี ้

1.  การก าหนดประชากรและการสุม่กลุม่ตวัอย่าง 
2.  ขัน้ตอนการทดลอง 
3.  การเก็บรวบรวมข้อมลู 
4.  การจดักระท าและการวิเคราะห์ข้อมลู 

 
การก าหนดประชากรและการสุ่มกลุ่มตัวอย่าง 

ประชากร 
เซลล์กระดกูเบ้าฟันท่ีคดัแยกมาจากกระดกูขณะกรอกระดูกเพ่ือผ่าตดัฟันกรามซ่ีท่ี

สามท่ีฝังคุดของผู้ ยินยอมตน ผ่านการเพาะเลีย้งเซลล์และเก็บไว้ในคลังเซลล์ ภายใต้การขอ
อนญุาตจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมในการท าวิจยั คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยั
ศรีนครินทรวิโรฒ เลขท่ี DENTSWU-EC02/2561  

การเลือกกลุ่มตัวอย่าง 
เลือกเซลล์กระดกูเบ้าฟันจากการเก็บเก่ียวเซลล์ในผู้ ป่วยท่ีเข้ารับการรักษาโดยการ

ผ่าตัดฟันกรามซ่ีท่ีสามท่ีฝังคุดโดยการสุ่มจ านวน 3 คน เพ่ือให้ได้เซลล์ปฐมภูมิ ( primary cell) 
จ านวน 3 เซลล์ไลน์ และเลือกเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งได้ในรุ่นท่ี 3-8 มาใช้ในการทดลอง 

 
ขัน้ตอนการทดลอง 

การเก็บเก่ียวและเพาะเลีย้งเซลล์ 
เก็บเนือ้เย่ือกระดกูจากกระดกูขากรรไกรของผู้ ป่วยท่ีมารับการรักษาท่ีคลินิกการเรียน

การสอน ภาควิชาศลัยศาสตร์และเวชศาสตร์ชอ่งปากจ านวน 3 ราย และระบช่ืุอเซลล์แตล่ะไลน์ใน
การทดลองเป็นเซลล์กระดกูเบ้าฟัน (alveolar bone cell; AB) 1, 2 และ 3 ตามล าดบั โดยมีเกณฑ์
การรับเข้าและคดัออกดงันี ้

เกณฑ์การรับเข้า 
1.  ผู้ ป่วยเพศชายหรือหญิง 
2.  มีชว่งอายรุะหวา่ง 20-50 ปี 
3.  สขุภาพแข็งแรง 
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4.  ไมมี่โรคประจ าตวั ไมส่บูบหุร่ีและดื่มแอลกอฮอล์ 
5. มาเพ่ือรับการรักษาโดยการผ่าตัดฟันกรามซ่ีท่ีสามท่ีฝังคุด หรือรับการ 

        ท าศลัยกรรมชอ่งปากอ่ืน ๆ 
เกณฑ์การคดัออก 

1.  บริเวณกระดกูท่ีเก็บเก่ียวมีการอกัเสบหรือตดิเชือ้ 
วิธีการเก็บเก่ียวและเพาะเลีย้งเซลล์ 

1.  ผู้ ป่วยบ้วนปากด้วยน า้เปลา่ 1 ครัง้ เพ่ือก าจดัคราบและเศษอาหารท่ีตกค้าง 
2.  บ้วนปากด้วยน า้ยาบ้วนปากท่ีผสมด้วยคลอร์เฮกซิดีนนาน 1 นาที 
3.  เก็บชิน้กระดูกท่ีได้ในขวดท่ีผ่านการฆ่าเชือ้และบรรจุด้วยอาหารเพาะเลีย้ง

ชนิด Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium : Nutrient Mixture F-12 Advance (DMEM/F-12 
Advance) (GibcoTM, UK) ท่ีประกอบด้วย fetal bovine serum (FBS) ร้อยละ 10, 200 มิลลิ 
โมลาร์ L-glutamine ร้อยละ 1 และ Penicillin 10,000 ยูนิตต่อมิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ร้อยละ 1  

4.  น าชิ น้กระดูกท่ี เก็บมาล้างด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์  (phosphate 
buffered saline; PBS) แล้วตดัให้มีขนาดเล็กลง (เส้นผา่ศนูย์กลางประมาณ 0.5-1 มิลลิเมตร) 

5.  บรรจุลงจานเพาะเลีย้งขนาด 35 มิลลิเมตร เติมอาหารเลีย้งเซลล์แล้วบ่มท่ี
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู้อบท่ีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ทิง้ไว้เป็นเวลา 3 วนั ก่อนท า
การเปล่ียนอาหารเพาะเลีย้งสปัดาห์ละ 2 ครัง้  

6.  เม่ือการรวมกลุม่ของเซลล์ถึงร้อยละ 80 ท าการเปล่ียนถ่ายเซลล์ (subculture) 
ลงสูจ่านเพาะเลีย้งใหม่(20) น าเซลล์ท่ีได้ในรุ่นท่ี 3-8 มาใช้ในการทดลอง 

 
การทดสอบคุณลักษณะเฉพาะของเซลล์ 

1.1 ตรวจดูจากการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการสร้างกระดูก  ได้แก่ ยีน COL1A1, 
RUNX2 และ OCN ท่ีมีล าดบัไพรเมอร์(28) ดงัตาราง 2 ด้วยวิธี reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) สกัดแยก RNA จากเซลล์ในจานเพาะเลีย้งโดยใช้ Total RNA mini kit 
(Geneaid, Taiwan) วัดปริมาณของ RNA ท่ีสกัดได้โดยใช้เคร่ือง UV-1800 (Shimadzu, Japan) 
อ่านค่า UV spectrophotometer ท่ี 260/280 นาโนเมตร จากนัน้ท า RT-PCR โดยใช้ RevertAid 
First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo scientific, USA) ร่วมกับ RNA 1 ไมโครกรัม แล้ว
ตรวจดกูารแสดงออกของยีนโดยวิธี electrophoresis บนแผ่น agarose gel ความเข้มข้นร้อยละ 
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1.8 (SeaKem® LE Agarose; Lonza Rockland, Inc., USA) จากนั น้ จึ ง ย้อม สี ด้วย  ethidium 
bromide แล้วอา่นผลโดยใช้เคร่ือง Gel Documentation (G:Box, SYNGENE, UK) 

 
ตาราง 2 ล าดบัไพรเมอร์ท่ีใช้ในการวดัการแสดงออกของยีน 

Gene Primer sequences 
COL1A1 Forward 5' GTGCTAAAGGTGCCAATGGT 3' 

Reverse 5' ACCAGGTTCACCGCTGTTAC 3' 
RUNX2 Forward 5' ATGATGACACTGCCACCTCTGA 3' 

Reverse 5' GGCTGGATAGTGCATTCGTG 3' 
OCN Forward 5’ CTTTGTGTCCAAGCAGGAGG 3’ 

Reverse 5’ CTGAAAGCCGATGTGGTCAG 3’ 
GAPDH Forward 5’ TCATGGGTGTGAACCATGAGAA3’ 

Reverse 5’ GGCATGGACTGTGGTCATGAG 3’ 

 
ท่ีมา :  Manokawinchoke J, Nattasit P, Thongngam T, Pavasant P, Tompkins KA, 

Egusa H, et al.  Indirect immobilized Jagged1 suppresses cell cycle progression and 
induces odonto/osteogenic differentiation in human dental pulp cells.  Scientific Reports.  
2017; 7(1): 10124. 

1.2  ทดสอบการสร้างอลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเซลล์สร้างกระดกู โดยหว่านเซลล์ลง
ในจานเลีย้งเซลล์ชนิด 24 หลมุ โดยแตล่ะหลมุจะมีเซลล์จ านวน 3x104 เซลล์ ในอาหารเลีย้งเซลล์
ชนิด DMEM/F-12 Advance ท่ีประกอบด้วย FBS ร้อยละ 10, 200 มิลลิโมลาร์ L-glutamine ร้อย
ละ 1 และ Penicillin 10,000 ยูนิตต่อมิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร/ 
Amphotericin B 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ร้อยละ 1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เพาะเลีย้งในตู้ อบท่ี
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์ยึด
ตดิกบัจานเลีย้งเซลล์ เม่ือเซลล์มีความหนาแน่นเต็มท่ี จงึเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นชนิดท่ีมีการ
เหน่ียวน าให้เกิดการสร้างกระดูก (osteogenic media) ซึ่งประกอบด้วย ascorbic acid 50 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, β–glycerophosphate 5 มิลลิโมลาร์ และ dexamethasone 250 นาโน 
โมลาร์ เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ ๆ 2-3 วนั ท าการเพาะเลีย้งเซลล์จนถึงวนัท่ี 10 แล้วดดูอาหาร
เลีย้งเซลล์ออก ล้างด้วย PBS ตรึงเซลล์โดยใช้สารละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 70 นาน 
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10 นาที ล้างออกด้วย PBS 2 ครัง้ ย้อมสีด้วย BCIP/NBT (AMRESCO, Ohio, USA) นาน 5 นาที 
โดยใช้กระดาษฟอยล์ (aluminium foil) ปิดทับเพ่ือกันแสง เม่ือครบเวลาจึงน ามาล้างออกด้วย 
น า้กลัน่ แล้ววางทิง้ไว้ให้แห้ง เก็บบนัทึกผลโดยเปรียบเทียบผลการทดสอบกบัเซลล์ไลน์ของเซลล์
ไฟโบรบลาส (NIH 3T3) ซึง่ใช้เป็นกลุม่ควบคมุเชิงลบในการศกึษาวิจยั 

1.3  ทดสอบการสะสมแร่ธาตุในแมทริกซ์ระหว่างเซลล์ โดยหว่านเซลล์ลงในจานเลีย้ง
เซลล์ชนิด 24 หลมุ ซึ่งมีเซลล์จ านวน 3x104 เซลล์ ตอ่หลมุ ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM/F-12 
Advance ท่ีประกอบด้วย FBS ร้อยละ 10, 200 มิลลิโมลาร์ L-glutamine ร้อยละ 1 และ Penicillin 
10,000 ยูนิตต่อมิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ร้อยละ 1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เพาะเลีย้งเซลล์ในตู้อบท่ีอณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์ยดึตดิกบัจานเลีย้งเซลล์ 
เม่ือเซลล์มีความหนาแน่นเต็มท่ี จึงเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นชนิดท่ีมีการเหน่ียวน าให้เกิดการ
ส ร้างกระดูก  ( osteogenic media)  ซึ่ งบรรจุ  ascorbic acid 50 ไม โครก รัม /มิลลิ ลิตร , β–
glycerophosphate 5 มิลลิโมลาร์ และ dexamethasone 250 นาโนโมลาร์ เก็บข้อมูลในวันท่ี 0 
(ก่อนการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นชนิดท่ีมีการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างกระดูก) , 7, 14, 21 
และวนัท่ี 28 โดยเปล่ียนอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ทกุ ๆ 2-3 วนั เม่ือครบก าหนดวนัทดสอบ ดดูอาหาร
เลีย้งเซลล์ออก ล้างด้วย PBS แล้วตรึงเซลล์ด้วยสารละลายฟอร์มาลดีไฮด์ความเข้มข้นร้อยละ 4 
นาน 15 นาที จากนัน้ล้างตามด้วยน า้กลั่นเป็นเวลา 5 นาที 2 ครัง้ แล้วย้อมด้วยสารละลาย 
Alizarin red s (Sigma Aldrich, USA) ความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ ท่ีปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) เท่ากับ 4.1 - 4.3 ขณะท าการย้อมสีควรปิดทับด้วยกระดาษฟอยล์เพ่ือกันแสง บ่มนาน 1 
ชัว่โมง บนเคร่ืองเขย่า เม่ือครบก าหนดเวลาจึงน ามาล้างด้วยน า้กลัน่ 5 ครัง้ (29) วางทิง้ไว้ให้แห้งแล้ว
น าไปบนัทกึผลการทดลอง 

 
การ เต รียมสาร เมทา ไคร เลตไฮยา ลู โ ร นิ ก ไ ฮ โดร เ จลที่ ผ สมน ้า ต าล 

แมนนิทอลและโปรตีนบีเอสเอ (Man/BSA MeHA hydrogel) 
       เต รียมสาร เมทาไครเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล  (MeHA hydrogel) จากกรด 

ไฮยาลโูรนิกตามขัน้ตอนของนพนนัท์และคณะในปีค.ศ. 2018(14)  โดยน ากรดไฮยาลูโรนิกน า้หนกั
โมเลกลุ 47 กิโลดาลตนั ละลายในโพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (potassium phosphate buffer) 
สดัส่วนร้อยละ 1 โดยน า้หนกั ในสภาวะท่ีมีค่า pH เท่ากับ 8 แล้วหยดเมทาไครเลตแอนไฮไดรด์ 
(methacrylic anhydride; Sigma Aldrich, USA) สัดส่ วน เชิ งมวล  10 :1  ของป ริมาณกรด 
ไฮยาลโูรนิก ลงในสารละลายท่ีมีอณุหภูมิ 0 องศาเซลเซียส และควบคมุให้เกิดปฏิกิริยาขึน้ในช่วง
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อณุหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียสเสมอ จากนัน้คอยตรวจวดัและปรับค่า pH ของสารให้มีค่าเท่ากับ 8 
โดยใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 5 โมลาร์ และปล่อยให้ปฏิกิริยาด าเนินต่อไป 
24 ชัว่โมง จากนัน้น าสารละลายท่ีได้ไปป่ันด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 10,000 
รอบ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนท่ีตกตะกอนออกแล้วน าไปแช่ท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze-dried technique; 
Labconco lyophilizer, Missouri) และน าไปตรวจดูระดบัการเกิดปฏิกิริยาของการสงัเคราะห์สาร 
(degree of modification) ด้วยเคร่ืองโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปคโตรสโคปี
ความถ่ี 300 เมกะเฮิรตซ์ (1H–NMR spectroscopy, 300 MHz)  

เตรียมสารละลายน า้ตาลแมนนิทอลและโปรตีนบีเอสเอ (Man/BSA) โดยชัง่น า้ตาล
แมนนิทอล และโปรตีนบีเอสเอในสัดส่วนเชิงมวล 1:1, 2:1, 4:1 และ 100:1 (ตาราง 3) น ามา
ละลายในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีไมมี่ FBS 100 ไมโครลิตร  

 
ตาราง 3 แสดงอตัราสว่นของน า้ตาลแมนนิทอลตอ่โปรตีนบีเอสเอ 

Mannitol: BSA ratios Mannitol (g)  BSA (g) 

1:1 0.0025 0.0025 
2:1 0.0033 0.0017 
4:1 0.004 0.001 

100:1 0.00495 0.00005 

 
ท่ีมา: ตราเกียรติกุล น.  ผลของแมนนิทอลในการเป็นสารเพิ่มปริมาณยาต่อคณุสมบตัิ

ของไฮโดรเจลท่ีดดัแปลงแล้วเพ่ือพฒันาเป็นระบบน าส่งสารชีวภาพ [ปริญญานิพนธ์ วท.บ. สาขา
วิทยาการช่องปากและแม็กซิลโลเฟเชียล].  บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ: 
มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ; 2561.   

เตรียม Man/BSA MeHA hydrogel โดยน าสารละลาย Man/BSA ท่ีเตรียมไว้ผสมกบั
สารละลายพอลิเมอร์ของเมทาไครเลตและกรดไฮยาลูโรนิก (MeHA) ร้อยละ 3 โดยน า้หนักใน
อาหารเพาะเลีย้งเซลล์ชนิด  DMEM/F-12 Advance ท่ีประกอบด้วย FBS ร้อยละ 10, 200  
มิลลิโมลาร์  L-glutamine ร้อยละ 1 และ Penicillin 10,000 ยูนิตต่อมิลลิลิตร/  Streptomycin 
10,000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยมีน า้หนกัรวมของ 
Man/BSA คิดเป็นร้อยละ 1 ของปริมาณไฮโดรเจลทัง้หมด ท าการปรับค่า pH ด้วยสารละลาย
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โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 5 โมลาร์ ให้มีคา่ pH เทา่กบั 8 แล้วน าไปครอสลิงค์โดยเตมิ DTT 
ในสดัสว่นโมเลกลุ thiol ตอ่ ene เทา่กบั 1:2 แล้วท าการวดัระยะเวลาการก่อตวัเป็นเจลด้วยวิธี Vial 
tilting(13) 

 
การทดสอบความมีชีวิตของเซลล์กระดูกเบ้าฟันมนุษย์ ที่ เพาะเลีย้งใน 

ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกท่ีผสมด้วยน า้ตาลแมนนิทอลและบีเอสเอ 
ในการศกึษานีแ้บง่กลุม่ตวัอย่างออกเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุม่ท่ีเพาะเลีย้งเซลล์ภายใน 

(encapsulation) Man/BSA MeHA hydrogel ท่ีมีอัตราส่วนของ Man/BSA เท่ากับ 1:1, 2:1, 4:1 
และ100:1 และมีกลุ่มควบคมุคือกลุ่มท่ีเพาะเลีย้งเซลล์ภายใน MeHA hydrogel เตรียมไฮโดรเจล
โดยชัง่ MeHA อัตราส่วนร้อยละ 3 โดยมวลต่อปริมาตรของไฮโดรเจลท่ีต้องการ ท าให้ปราศจาก
เชือ้โดยแช่ในเอทานอลบริสุทธ์ิ (absolute ethanol) นาน 15 นาที แล้วท าให้แห้งบนภาชนะท่ีผ่าน
การอบฆ่าเชือ้ ละลายพอลิเมอร์ MeHA ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM/F-12 Advance ท่ี
ประกอบด้วย FBS ร้อยละ 10, 200 มิลลิโมลาร์ L-glutamine ร้อยละ 1 และ Penicillin 10,000  
ยนูิตตอ่มิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ร้อยละ 1 ส าหรับกลุ่มตวัอย่างเติมสารละลาย Man/BSA ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้โดยการ
กรองผ่านตวักรอง (sterile syringe filter) ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ในอตัราส่วนร้อยละ 1 โดยมวล
ตอ่ปริมาตรของไฮโดรเจลทัง้หมด แล้วปรับคา่ pH ให้เท่ากบั 8-9 จงึท าการครอสลิงค์โดยเตมิ DTT 
ในสดัส่วนโมเลกุล thiol ต่อ ene 1:2 ปรับค่า pH ให้อยู่ในช่วง 8-9 อีกครัง้ ใส่เซลล์ความเข้มข้น 
1x104 เซลล์ ต่อไฮโดรเจล 50 ไมโครลิตร จากนัน้ดดูสารขึน้ลงเบา ๆเพ่ือผสมโดยใช้ปิเปต แล้วใส่
สารละลายไฮโดรเจลท่ีมีเซลล์อยู่ลงในจานเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 96 หลมุ หลมุละ 50 ไมโครลิตร 
รอจนการก่อตวัเป็นเจลเกิดขึน้เต็มท่ีท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วเติมอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ปริมาณ 100 
ไมโครลิตร น าจานเลีย้งเซลล์เข้าตู้อบท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 
5 จากนัน้เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ ๆ 2-3 วนั ทดสอบความมีชีวิตของเซลล์กระดกูเบ้าฟันมนษุย์
ในวันท่ี 1, 3, 7, 10 และ 14 ด้วยสารละลาย resazurin (PrestoBlueTM cell viability reagent, 
Invitrogen; ThermoFisher Scientific) ซึ่งสามารถวัดอัตราการเกิดเมแทบอลิซึมและบ่งบอกถึง
การเจริญเติบโต เพิ่มจ านวนของเซลล์ได้ โดยเตรียมในอัตราส่วนสารละลาย PrestoblueTM ต่อ
อาหารเพาะเลีย้งเซลล์ 1 ตอ่ 10 ใส่สารละลายหลุมละ 100 ไมโครลิตร น าเข้าตู้อบท่ีอณุหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส ในคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ดูดสารละลายทดสอบออก 
น ามาวัดผลโดยวัดค่าความเข้มแสงฟลูออเรสเซนท์ (fluorescence intensity) ท่ีความยาวคล่ืน 
560/590 นาโนเมตร โดยใช้เคร่ือง Microplate reader (CLARIOStar, BMG Labtech, USA)  
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การตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ 
ตรวจดรููปร่างเซลล์ด้วยวิธีอิมมูโนฟลูออเรสเซนท์ ( immunofluorescence assay) 

โดยเตรียมไฮโดรเจลทัง้ 5 กลุ่มการทดลองดงัวิธีการข้างต้นร่วมกับการเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีความ
เข้มข้น 1.5 x104 เซลล์ ตอ่ไฮโดรเจล 50 ไมโครลิตร ในสไลด์จานเพาะเลีย้งชนิด 8 ชอ่ง (8 well cell 
culture slide) หลังจากเกิดการก่อตัวเป็นเจลเต็มท่ี เติมอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ปริมาณ 200 
ไมโครลิตร จากนัน้เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ ๆ 2-3 วนั จนถึงวนัท่ี 10 ของการทดลอง ดดูอาหาร
เพาะเลีย้งเซลล์ออก ล้างด้วย PBS 2 ครัง้ แล้วตรึงเซลล์ด้วยสารละลายฟอร์มาลดีไฮด์ความเข้มข้น
ร้อยละ 4 นาน 20 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ล้างด้วยสารละลาย Polysorbate 20 (Tween® 20, 
OmniPur, Calbiochem,USA) ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 2 ครัง้ ตามด้วยสารละลาย TRITON® X-
100 (AMRESCO, Ohio) ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 นาน 5 นาที เพ่ือท าการ permeabilized เซลล์ 
ล้างด้วย Tween® 20 อีก 2 ครัง้ บล๊อกโปรตีนท่ีไม่จ าเพาะด้วยสารละลายโปรตีน BSA ความ
เข้มข้นร้อยละ 1 นาน 30 นาที แล้วล้างออกเบา ๆด้วย Tween® 20 จากนัน้ย้อมสีของนิวเคลียส
และแอกทิน (nuclear and actin staining) ด้วยสารสีเรืองแสง (fluorescence dye) DAPI (4,6'-
diamidino-2-phenylindole, Thermo scientificTM, USA) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ใช้
งานในอัตราส่วนท่ีเจือจาง 1 ต่อ 1000 ในสารละลาย PBS และ rhodamine phalloidine 
(InvitrogenTM, USA) ความเข้มข้น 6.6 ไมโครโมลาร์ ใช้งานในอัตราส่วนท่ีเจือจาง 1 ต่อ 40 ใน
สารละลาย PBS ตามวิธีการท่ีแนะน าจากบริษัทผู้ผลิตตามล าดบั นาน 30 นาที แล้วอ่านผลด้วย
กล้องจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนท์ (fluorescence microscope) ท่ีเลนส์วตัถกุ าลงัขยาย 10 เท่า และ
โปรแกรม Image J 

 
การทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 

เตรียมไฮโดรเจลทัง้ 5 กลุ่มการทดลองและเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีความเข้มข้น 1.5 x104 
เซลล์ ตอ่ไฮโดรเจล 50 ไมโครลิตร ใส่ในจานเพาะเลีย้งเซลล์ชนิด 96 หลมุ หลงัจากเพาะเลีย้งเซลล์
ในวันท่ี 1 ท าการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นชนิดท่ีมีการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างกระดูก ซึ่ง
ประกอบด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM/F-12 Advance ท่ีมี FBS ร้อยละ 10, 200 มิลลิโมลาร์ 
L-glutamine ร้อยละ 1, Penicillin 10,000 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ร้อยละ 1, ascorbic acid 50 ไมโครกรัมตอ่
มิ ล ลิ ลิ ต ร , β–glycerophosphate 5 มิ ล ลิ โ ม ล า ร์  แ ล ะ  dexamethasone 250 น า โ น 
โมลาร์ เก็บข้อมลูในวนัท่ี 1 (ก่อนการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นชนิดท่ีมีการเหน่ียวน าให้เกิดการ
สร้างกระดูก), 7 และ 14 โดยเปล่ียนอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ทุก ๆ 2-3 วัน เม่ือครบก าหนด 
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วนัทดสอบ ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ออก ล้างด้วย Tris-buffer saline 1x (TBS) ดดูออกให้แห้งแล้วเติม
ส า ร ล ะ ล า ย  p-nitrophenylphosphate (alkaline phosphatase yellow (pNPP), Sigma 
Aldrich®,USA) ความเข้มข้น 1.5 กรัมตอ่ลิตร ปริมาณ 100 ไมโครลิตรตอ่หลมุท่ีอณุหภมูิห้อง ควร
ปิดทบัด้วยกระดาษฟอยล์เพ่ือกนัแสง แล้วบม่นาน 2 ชัว่โมง จากนัน้ดดูสารออกมาเพ่ือวดัปริมาณ
การดดูกลืนแสง (absorbance; O.D.) ท่ีคา่ความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Asys UVM 
340 Microplate Reader (Biochrom, England) แล้วค านวณหาปริมาณเอนไซม์อัลคาไลน์ 
ฟอสฟาเตสโดยใช้สตูร 

Enzyme activity (µmoles/min/µg) 

= 
V(µL) × OD405 nm (cm-1)  

ε × incubation time (min) × enzyme(µg) 
 

 

โดย Ɛ คือค่าสมัประสิทธ์ิการดดูแสงของสาร (molar extinction coefficient) มีหน่วย
เป็น M-1 x cm-1 ส าหรับสารละลาย p-nitrophenylphosphate มีคา่สมัประสิทธ์ิการดดูแสงของสาร
เท่ากับ 1.78 x 104 M-1 x cm-1, ค่า OD405 nm (cm-1) หมายถึงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 405 นาโนเมตร หารด้วยคา่ระยะทางท่ีแสงส่องผ่านในหน่วยเซนติเมตร ( light-path length) 
และ V หมายถึงปริมาตรโดยรวมของสารทดสอบ (ในการทดลองนีเ้ทา่กบั 150 µL)(30)  

 
การทดสอบการสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดที่ 1 

ทดสอบการสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ด้วยวิธี อิมมูโนฟลูออเรสเซนท์ 
(immunofluorescence assay) โดยเตรียมไฮโดรเจลทัง้ 5 กลุ่มการทดลองร่วมกับการเพาะเลีย้ง
เซลล์ความเข้มข้น 1.5 x104 เซลล์ ต่อไฮโดรเจล 50 ไมโครลิตร ในจานเพาะเลีย้งชนิด 96 หลุม 
หลงัจากเพาะเลีย้งเซลล์ในวนัท่ี 1 ท าการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นชนิดท่ีมีการเหน่ียวน าให้เกิด
การสร้างกระดกู ซึ่งประกอบด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM/F-12 Advance ท่ีมี FBS ร้อยละ 
10, 200 มิลลิโมลาร์ L-glutamine ร้อยละ 1, Penicillin 10,000 ยูนิตต่อมิลลิลิตร/ Streptomycin 
10,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ร้อยละ 1, ascorbic 
acid 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร, β–glycerophosphate 5 มิลลิโมลาร์ และ dexamethasone 250 
นาโนโมลาร์ จากนัน้เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทุก ๆ 2-3 วัน จนถึงวันท่ี 14 ของการทดลอง ดูด
อาหารเพาะเลีย้งเซลล์ออก ล้างด้วย PBS แล้วตรึงเซลล์ด้วยสารละลายฟอร์มาลดีไฮด์ความเข้มข้น
ร้อยละ 4 ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เม่ือครบ 24 ชัว่โมง จงึล้างด้วย PBS แล้วบล็อกแอนตบิอดีท่ี
ไม่จ า เพาะ (non-specific antibody)  ด้วย FBS นาน 60 นาที  จากนัน้บ่มด้วย collagen I 
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monoclonal antibody (5D8-G9) (Thermo fisher scientific, USA) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 24 ชั่วโมง แล้วล้างด้วย PBS บ่มต่อด้วย R-phycoerythrin goat anti-mouse IgG (H+L) 
(InvitrogenTM, USA) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หลงัจากล้างด้วย PBS จึงย้อมสี
นิ ว เ ค ลี ยส ด้ ว ย ส า ร สี เ รื อ ง แส ง  DAPI คว าม เ ข้ ม ข้ น  1  มิ ล ลิ ก รั มต่ อมิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล้ ว 
เจือจางท่ีอัตราส่วน 1 ต่อ 1000 ขณะใช้งาน บ่มนาน 30 นาที ก่อนน าไปอ่านผลด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนท์ (fluorescence microscope) ท่ีเลนส์วัตถุก าลังขยาย 10 เท่า และ
โปรแกรม Image J 

 
การเก็บรวบรวมข้อมูล 

1.  เก็บข้อมูลเพ่ือประเมินถึงความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเซลล์กระดกูเบ้าฟันมนุษย์
และไฮโดรเจลทัง้ 4 กลุ่มตวัอย่างจากการวัดค่าความเข้มแสงฟลูออเรสเซนท์ท่ีความยาวคล่ืน 
560/590 นาโนเมตร ในการทดสอบด้วยสารละลาย resazurin  

2.  ตรวจดูรูปร่างของเซลล์ด้วยวิธีอิมมูโนฟลูออเรสเซนท์ ย้อมสีนิวเคลียสและแอกทิน
แล้วบนัทกึผลโดยใช้กล้องจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนท์ท่ีเลนส์วตัถกุ าลงัขยาย 10 เทา่ 

3.  ทดสอบระดบัปฏิกิริยาอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส บนัทึกผลโดยวัดค่าการดดูกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Asys UVM 340 Microplate Reader 

4. ทดสอบความสามารถในการสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 โดยวิธีอิมมูโน- 
ฟลูออเรสเซนท์ ย้อมสีแอนติบอดีต่อโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 และนิวเคลียส แล้วบนัทึกข้อมูล
โดยใช้กล้องจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนท์ท่ีเลนส์วตัถกุ าลงัขยาย 10 เทา่ 
 
การจัดกระท าข้อมูลและการวิเคราะห์ข้อมูล 

1. ประเมินความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในไฮโดรเจลทัง้ 5 กลุ่ม โดย
รวบรวมข้อมูลท่ีแสดงถึงอัตราการเกิดเมแทบอลิซึมของเซลล์ท่ีได้จากการวัดค่าความเข้มแสง
ฟลูออเรสเซนท์ น ามาแสดงผลในรูปแบบของกราฟแท่ง แสดงผลของข้อมูลในแต่ละวัน เพ่ือ
ประเมินถึงความมีชีวิตของเซลล์ และค านวณอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์โดยใช้ค่าความชัน
ของกราฟ 

2. การตรวจดูรูปร่างของเซลล์ด้วยวิธีอิมมูโนฟลูออเรสเซนท์ หลังอ่านผลด้วยกล้อง
จลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนท์ ท าการบนัทกึผลเป็นรูปภาพ ในคา่การดดูกลืนแสงเรืองสีของ DAPI และ 
rhodamine phalloidine จะได้ภาพท่ีแสดงสีน า้เงินและสีแดงบ่งบอกถึงต าแหน่งของเซลล์ท่ี
ประกอบด้วยนิวเคลียสและแอกทินตามล าดบั แล้วจดัรวบรวมภาพด้วยโปรแกรม Image J  
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3. การทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลน์ฟอสฟาเตส น าค่าการดูดกลืนแสงของสาร
ทดสอบท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร มาค านวณหาประสิทธิภาพการท างาน (enzyme 
activity) ของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในหน่วย µmoles/min/µg ตามสตูรดงัอธิบายในวิธีการ
ทดลอง แล้วน ามาแสดงในรูปแบบของกราฟแท่ง เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการท างานของ
เอนไซม์ในกลุม่ตวัอยา่งกบักลุม่ควบคมุ 

4. การทดสอบความสามารถในการสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ด้วยวิธีอิมมูโน-
ฟลูออเรสเซนท์ อ่านผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนท์ท่ีเลนส์วตัถกุ าลงัขยาย 10 เท่า ใน
คา่การดดูกลืนแสงเรืองสีของ DAPI และ R-phycoerythrin จะได้ภาพท่ีแสดงสีน า้เงินและสีแดงบง่
บอกถึงนิวเคลียสท่ีแสดงต าแหน่งของเซลล์ และโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ท่ีเซลล์สร้างขึน้
ตามล าดบั แล้วจดัรวบรวมภาพด้วยโปรแกรม Image J  

5. สถิตท่ีิใช้ในการวิเคราะห์ข้อมลู 
5.1 ทดสอบความมีการกระจายแบบปกติของข้อมลู (normality test) ด้วย Shapiro-

Wilk Test ท่ีค่า ระดับความ เ ช่ื อมั่น  95% ด้วยโปรแกรม  IBM SPSS Statistics version 24  
(Statistical Package for Social Sciences; SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) 

5.2 เน่ืองจากข้อมูลส่วนใหญ่มีการแจกแจงปกติ มีเพียงส่วนน้อยเท่านัน้ท่ีมีการแจก
แจงแตกต่างจากโค้งปกติเล็กน้อย จึงใช้สถิติ ANOVA ร่วมกับ Bonferroni test ท่ีก าหนดระดับ
ความเช่ือมั่นท่ี 95% ส าหรับการวิเคราะห์ข้อมูลในการประเมินความมีชีวิตของเซลล์ อัตราการ
เจริญเตบิโตของเซลล์ และการทดสอบระดบัปฏิกิริยาอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส 

 
 
 
 
 



 

บทที่ 4  
ผลการด าเนินงานวิจัย 

 
งานวิจยันีไ้ด้ศกึษาถึงความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของเมทาไครเลตไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจล

รูปแบบฉีดท่ีผสมน า้ตาลแมนนิทอลและโปรตีนบีเอสเอในอตัราส่วนต่าง ๆท่ีมีต่อเซลล์กระดกูเบ้า
ฟัน ซึ่งผู้ วิจัยได้ด าเนินการวิจยัตามขบวนการและขัน้ตอนตามท่ีได้ท าการศึกษาดงัอธิบาย เพ่ือ
ให้ผลวิจยัท่ีสอดคล้องตามวตัถปุระสงค์ท่ีได้ก าหนดไว้ดงันี ้

1. ผลการเพาะเลีย้งและทดสอบคณุลกัษณะเฉพาะของเซลล์ 
2. ผลการสังเคราะห์เมทาไครเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลและผสมเข้ากับน า้ตาล 

               แมนนิทอลและโปรตีนบีเอสเอ 
3. ผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์กระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 
4. ผลการตรวจดลูกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล์ 
5. ผลการทดสอบระดบัปฏิกิริยาอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส 
6. ผลการทดสอบการสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 
 

ผลการเพาะเลีย้งและทดสอบคุณลักษณะเฉพาะของเซลล์ 
ในการทดสอบคณุลกัษณะเฉพาะโดยวิธี RT- PCR และ gel electrophoresis ของเซลล์

กระดกูเบ้าฟันมนุษย์ (alveolar bone; AB) ท่ีท าการเพาะเลีย้งทัง้ 3 ไลน์ พบมีการแสดงออกของ
ยีนท่ีเป็นตวัชีว้ดัของเซลล์สร้างกระดกู ได้แก่ COL1A1, RUNX2 และ OCN (ภาพประกอบ 5A)  

นอกจากนีย้ังตอบสนองต่อการทดสอบการสร้างอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยการย้อมสี 
BCIP/NBT ในวนัท่ี 10 ของการทดสอบ โดยมีสีน า้เงินเข้มกว่าเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคมุ (กลุ่มท่ี
ไม่ได้เพาะเลีย้งด้วยอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ชนิดท่ีมีการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างกระดกูและกลุ่มท่ี
ทดสอบด้วยเซลล์ไฟโบรบลาส NIH 3T3 จากสัตว์ทดลองซึ่งใ ช้เ ป็นกลุ่มควบคุมเชิงลบ) 
(ภาพประกอบ 5B) 

ส าหรับการทดสอบการสะสมแร่ธาตแุคลเซียมในแมทริกซ์ระหว่างเซลล์ด้วยการย้อมสี
ด้วย Alizarin red พบว่าเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งสามารถเกิดการสะสมแร่ธาตุแคลเซียมในแมทริกซ์
ระหว่างเซลล์ได้ โดยพบมีการติดสีแดงเข้มและมีการรวมตัวกันเป็นจุดของแคลเซียมมากขึน้ 
(ภาพประกอบ 5C) ขณะตดิตามการทดสอบในวนัท่ี 0, 7, 14, 21 และ 28  
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ภาพประกอบ 5 แสดงผลการทดสอบคณุลกัษณะของเซลล์ (A) การแสดงออกของยีน COL1A1, 
RUNX2, OCN และ GAPDH ในเซลล์ AB1, 2 และ 3 เม่ือท าการทดสอบด้วยวิธี RT-PCR และท า 
gel electrophoresis, (B) ผลการทดสอบการสร้างอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส ด้วยการย้อม BCIP/NBT 
ในวนัท่ี 10 ของการเพาะเลีย้งเซลล์, (C) การสะสมแร่ธาตแุคลเซียมในแมทริกซ์ระหวา่งเซลล์ท่ีย้อม

ด้วย Alizarin red ขณะตดิตามการทดสอบในวนัท่ี 0, 7, 14, 21 และ 28 
 

ผลการสังเคราะห์เมทาไครเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลและผสมเข้ากับน า้ตาลแมนนิทอล
และโปรตีนบีเอสเอ 

เม่ือวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปคโตรสโคปี  (1H–
NMR spectroscopy) ท่ีความถ่ี 300 เมกะเฮิรตซ์พบว่า MeHA ท่ีสังเคราะห์ได้มีค่าระดับการ
เกิดปฏิกิริยา (degree of modification) ของกรดไฮยาลูโรนิกมอนอเมอร์และเมทาไครเลต 
แอนไฮไดรด์อยู่ในช่วงร้อยละ 42.03-66.37 (ภาพประกอบ 6) และมีระยะเวลาการก่อตัวเป็น 
เจลของ MeHA hydrogel ท่ีผสมMan/BSA ในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ หลงัจากการครอสลิงค์ด้วย 
DTT แล้ว ประมาณ 15-30 นาที เม่ือทดสอบโดยวิธี vial tilting (ตาราง 4) 
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ตาราง 4 แสดงระดบัการเกิดปฏิกิริยาของการสงัเคราะห์สารและระยะเวลาการก่อตวัเป็นเจล 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 6 แสดงคา่สเปกตรัมของสาร ท่ีวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนตกิ 
เรโซแนนซ์สเปคโตรสโคปีความถ่ี 300 เมกะเฮิรตซ์ (1H–NMR spectroscopy, 300 MHz) โดย 
(A,B) แสดงคา่สเปกตรัมของหมูเ่มทิล (-CH3) ท่ีอยู่บนโครงสร้างของกรดไฮยาลโูรนิกและเมทา- 
ไครเลตแอนไฮไดรด์ ท่ีชว่ง 1.6-1.9 ppm และ (C) แสดงคา่สเปกตรัมของหมูไ่วนิล (-CH=CH2)  ท่ี

อยูบ่นโครงสร้างของเมทาไครเลตแอนไฮไดรด์ ท่ีชว่ง 5.6-5.7 และ 6.1-6.2 ppm 
 

ผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์กระดูกเบ้าฟันมนุษย์ 
หลังจากเก็บชิน้กระดูกและเพาะเลีย้งเพ่ือเพิ่มจ านวนเซลล์ภายนอกร่างกายบนจาน

เพาะเลีย้งเซลล์ในลกัษณะ 2 มิต ิ(2D) แล้ว เพ่ือทดสอบความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของ Man/BSA 
MeHA hydrogel ท่ีอตัราส่วน 1:1, 2:1, 4:1 และ 100:1 จึงใช้วิธีการเพาะเลีย้งเซลล์ในไฮโดรเจล 
(encapsulation) ในลักษณะสามมิติ (3D) แล้วประเมินความเข้ากันได้ทางชีวภาพ พบว่าท่ี 24 
ชัว่โมงแรก เซลล์กระดกูเบ้าฟันมีชีวิตอยู่ได้ทัง้ในกลุ่มท่ีเพาะเลีย้งใน Man/BSA MeHA hydrogel  

Batch of MeHA hydrogel  1 2 3 4 5 
Degree of modification (%) 42.03 45.82 63.25 61.2 66.37 
Gelation time (min) 30 30 15-30 15-30 15 
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ใน 4 อัตราส่วน และกลุ่ม MeHA hydrogel (กลุ่มควบคุม) โดยสามารถเกิดกระบวนการ 
เมแทบอลิซึมต่อสาร resazurin ได้ แต่ไม่สามารถสรุปแนวโน้มในการเปรียบเทียบความแตกต่าง
ระหวา่งกลุม่ Man/BSA MeHA hydrogel ในแตล่ะอตัราสว่นและกลุ่มควบคมุได้ เม่ือตดิตามผลใน
วันท่ี 3, 7, 10 และ 14 แล้วค านวณปรับค่า (normalized) ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนท์โดยใช้
ข้อมลูในวนัท่ี 1 เป็นบรรทดัฐาน (baseline) พบว่าเซลล์กระดกูเบ้าฟันมนษุย์ในส่วนท่ียงัมีชีวิตอยู่ 
สามารถเจริญเติบโตเพิ่มจ านวนได้ ซึ่งอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์มีแนวโน้มเพิ่มมากขึน้ 
โดยเฉพาะจากช่วงวนัท่ี 1 ไปถึงวนัท่ี 3 และช่วงวนัท่ี 3 ไปจนถึงวนัท่ี 7 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ
ในทกุกลุม่การทดลอง (p<0.05) จากนัน้การเจริญเตบิโตของเซลล์มีแนวโน้มลดลงหรือคงท่ีในวนัท่ี 
10 แล้วค่อยๆเพิ่มขึน้อีกครัง้ในวนัท่ี 14 ของการทดลอง (ภาพประกอบ 7) โดยค่าเฉล่ียอตัราการ
เจริญเติบโตของเซลล์จากวันท่ี 1 ถึงวันท่ี 14 ของเซลล์ในกลุ่ม Man/BSA MeHA hydrogel ทุก
อตัราส่วนไม่น้อยกว่ากลุ่มควบคมุท่ีเพาะเลีย้งใน MeHA hydrogel เม่ือค านวณโดยน าข้อมูลค่า
ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนท์ท่ีปรับค่า (normalized) ข้อมูลของแต่ละวันโดยใช้ข้อมูลในวนัท่ี 1 
เป็นบรรทัดฐาน (baseline) ของตวัอย่างแต่ละหลุมมาสร้างกราฟ แล้วหาสมการของเส้นแสดง
แนวโน้ม (trend line) จากนัน้หาคา่ความชนั แล้วน ามาประเมินในรูปของคา่เฉล่ีย (n=6)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 7 กราฟอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ โดยแสดงคา่ normalized fold 
fluorescence intensity ซึง่ใช้คา่ของวนัท่ี 1 เป็นบรรทดัฐาน ของการประเมินความมีชีวิตของเซลล์
กระดกูเบ้าฟันในวนัท่ี 1, 3, 7, 10 และ 14 โดยใช้สถิติ One-way repeated measures ANOVA 
ร่วมกบั Bonferroni multiple comparison test ท่ีคา่ความเช่ือมัน่ท่ี 95% ในการเปรียบเทียบ 
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ผลการตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ 
หลงัจากเพาะเลีย้งเซลล์กระดกูเบ้าฟันใน Man/BSA MeHA hydrogel ทัง้ 4 อัตราส่วน 

และใน MeHA hydrogel (กลุ่มควบคุม) ในลักษณะ 3 มิติ  ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ 
(inverted microscope) (ภาพประกอบ 8) พบว่าลกัษณะของเซลล์ท่ี 24 ชัว่โมงหลงัการเพาะเลีย้ง
มีลกัษณะเป็นทรงกลมทัง้หมด กระจายตวัอยู่โดยทัว่ภายในไฮโดรเจลจนกระทัง่ประมาณวนัท่ี 5-6 
เซลล์เร่ิมมีการยืดตวัออกและเม่ือติดตามดใูนวนัท่ี 10 พบว่าเซลล์เกิดการเคล่ือนท่ีลงไปด้านล่าง 
ท าให้บริเวณพืน้จานเพาะเลีย้งมีปริมาณเซลล์มากกว่าด้านบน เซลล์กระดกูเบ้าฟันมีการแบ่งตวั
เพิ่มจ านวนมากขึน้ และมีลักษณะรูปร่างยืดยาว จากนัน้ท าการตรวจดูลักษณะของเซลล์ท่ี
เพาะเลีย้งด้วยวิธีอิมมูโนฟลูออเรสเซนท์โดยย้อมสีของนิวเคลียส (สีน า้เงิน) และแอกทิน (สีแดง) 
ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนท์ท่ีเลนส์วตัถุก าลงัขยาย 10 เท่า พบว่าเซลล์กระดกูเบ้าฟันมี
ลกัษณะกลมโดยเฉพาะในบริเวณท่ีอยู่ด้านบนผิวของไฮโดรเจล เม่ือปรับโฟกัสภาพในบริเวณก้น
หลุมจานเพาะเลีย้ง พบเซลล์มีลักษณะรียาวคล้ายกระสวย (spindle shape) หรือ รูปร่างหลาย
เห ล่ียม (polygonal shape)  และมีบางส่วน ท่ีแผ่อยู่ ในเ นื อ้ ไฮ โดรเจลในลักษณะ 3 มิติ  
(ภาพประกอบ 9) 

 
ผลการทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 

ส าหรับคุณสมบตัิในด้านศกัยภาพในการสร้างกระดูก จากการติดตามดูผลการสร้าง
เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในวนัท่ี 1, 7 และ 14 พบวา่เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในไฮโดรเจลทกุกลุม่การ
ทดลองสามารถสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสได้ โดยในวันท่ี 1 มีค่าเฉล่ียอัตราการสร้าง
เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสไม่แตกต่างกันทางสถิติในทกุกลุ่มการทดลอง เม่ือถึงวนัท่ี 7 พบว่า
อัตราการสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสเฉล่ียในกลุ่มท่ีเพาะเลีย้งใน Man/BSA MeHA 
hydrogel มีแนวโน้มลดลงโดยเฉพาะในกลุ่มอัตราส่วน 4:1 และ 100:1 และค่อยๆเพิ่มขึน้เม่ือ
ตดิตามถึงวนัท่ี 14 ของการทดลอง ซึ่งแตกตา่งจากกลุม่ท่ีเพาะเลีย้งใน MeHA hydrogel ท่ีไมไ่ด้ใส่
น า้ตาลแมนนิทอลและโปรตีนบีเอสเอ ซึ่งค่อย ๆมีการเพิ่มขึน้ของค่าเฉล่ียอตัราการสร้างเอนไซม์ 
อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสในวนัท่ี 1, 7 และ 14 ตามล าดบั โดยกลุ่ม Man/BSA MeHA hydrogel ทัง้ 4 
อตัราสว่นมีคา่เฉล่ียอตัราการสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสน้อยกว่าในกลุม่ควบคมุทัง้วนัท่ี 7 
และ 14 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบัคา่ความเช่ือมัน่ p<0.05 (ภาพประกอบ 10) 
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ภาพประกอบ 8 ภาพแสดงรูปร่างเซลล์จากกล้องจลุทรรศน์หวักลบั ท่ีก าลงัขยาย 100 เทา่ ของ 
เซลล์กระดกูเบ้าฟันมนษุย์ท่ีเลีย้งใน Man/BSA MeHA hydrogel ทัง้ 4 อตัราส่วน และ MeHA 

hydrogel (กลุม่ควบคมุ) ในวนัท่ี 1, 6 และ 10 ของการทดลอง 
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ภาพประกอบ 9 ภาพแสดงรูปร่างเซลล์จากวิธีอิมมโูนฟลอูอเรสเซนท์ ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
ฟลอูอเรสเซนท์ ท่ีเลนส์วตัถกุ าลงัขยาย 10 เทา่ ของเซลล์กระดกูเบ้าฟันมนษุย์ท่ีเลีย้งใน Man/BSA 

MeHA hydrogel ทัง้ 4 อตัราสว่น และ MeHA hydrogel (กลุม่ควบคมุ) ในวนัท่ี 10 ของการ
ทดลอง โดยสีแดงแสดงถึงสีย้อม rhodamine phalloidine ท่ีจบักบัโครงสร้างแอกทินของเซลล์ 

และสีน า้เงิน แสดงถึงสีย้อม DAPI ท่ีจบักบันิวเคลียสของเซลล์  
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ภาพประกอบ 10 กราฟแสดงอตัราการสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส ของเซลล์กระดกูเบ้าฟัน
มนษุย์ท่ีเลีย้งใน Man/BSA MeHA hydrogel ทัง้ 4 อตัราสว่น และ MeHA hydrogel ในวนัท่ี 1, 7 
และ 14 โดยใช้สถิต ิTwo-way ANOVA ร่วมกบั Bonferroni multiple comparison test ท่ีคา่ความ

เช่ือมัน่ท่ี 95% ในการเปรียบเทียบ โดย * หมายถึง คา่ p<0.05  
 

ผลการทดสอบการสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดที่ 1 
ผลการเพาะเลีย้งเซลล์ใน Man/BSA MeHA hydrogel ทัง้ 4 อัตราส่วน และ MeHA 

hydrogel (กลุ่มควบคมุ) ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิดท่ีมีการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างกระดกู พบว่า 
ในวนัท่ี 14 ของการทดลองเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในทกุกลุม่สามารถสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ได้ 
โดยพิจารณาจากการติดสีของการย้อมแอนติบอดีของคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ด้วย R-phycoerythrin 
goat anti-mouse IgG (H+L) พบมีการติดสีแดงท่ีเซลล์ และบริเวณรอบ ๆเซลล์ภายในวัสดุ
เพาะเลีย้งไฮโดรเจลแบบ 3 มิติ โดยลักษณะการติดสีนัน้ไม่แตกต่างกันในทุกกลุ่มทดลอง 
(ภาพประกอบ 11) 
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ภาพประกอบ 11 ภาพแสดงการสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1  ด้วยวิธีอิมมโูนฟลอูอเรสเซนท์ 
ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนท์ ท่ีเลนส์วตัถกุ าลงัขยาย 10 เทา่ ของเซลล์กระดกูเบ้าฟัน
มนษุย์ท่ีเลีย้งใน Man/BSA MeHA hydrogel ทัง้ 4 อตัราสว่น และ MeHA hydrogel (กลุม่
ควบคมุ) ในวนัท่ี 14 ของการทดลอง โดยสีแดงแสดงสีย้อม R-phycoerythrin ท่ีจบักบัโปรตีน
คอลลาเจนชนิดท่ี 1 และสีน า้เงิน แสดงสีย้อม DAPI ท่ีจบักบัโครงสร้างนิวเคลียสของเซลล์  
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
หลงัจากได้ท าการศึกษาทดลองเร่ืองความเข้ากันได้ทางชีวภาพของไฮโดรเจลจากกรด 

ไฮยาลโูรนิกแบบฉีดท่ีดดัแปลงแล้วร่วมกับสารแมนนิทอลและบีเอสเอตอ่เซลล์กระดกูเบ้าฟัน เพ่ือ
พฒันาเป็นระบบน าส่งยาและได้ผลการด าเนินงานแล้ว สามารถสรุปผลการด าเนินงาน โดยแบ่ง
หวัข้อในการสรุปผลได้ดงัตอ่ไปนี ้ 

1 สรุปผลการวิจยั  
2 อภิปรายผลการวิจยั  
3 ข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวิจัย 
ไฮโดรเจลชนิดเมทาไครเลตจากกรดไฮยาลูโรนิกรูปแบบฉีดท่ีดดัแปลงแล้วร่วมกับสาร

แมนนิทอลและบีเอสเอท่ีสงัเคราะห์ขึน้ มีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพกบัเซลล์กระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 
เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์ในเมทาไครเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลร่วมกับน า้ตาลแมนนิทอลและโปรตีน 
บีเอสเอทัง้ 4 อตัราส่วน ในลกัษณะ 3 มิติ เซลล์สามารถมีชีวิต มีการเจริญเติบโต และยงัสามารถมี
ศกัยภาพในการท างานท่ีเอือ้ตอ่การสร้างกระดกูได้ การศกึษาวิจยันีเ้ป็นการศกึษาเพ่ือพฒันาวสัดุ
ชีวภาพในเบือ้งต้น ซึ่งคาดว่าไฮโดรเจลชนิดเมทาไครเลตจากกรดไฮยาลูโรนิกรูปแบบฉีดร่วมกับ
น า้ตาลแมนนิทอลมีแนวโน้มท่ีจะสามารถพฒันาเพ่ือใช้ในการน าส่งโกรทแฟคเตอร์ ส าหรับงาน
ด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือกระดกูตอ่ไป 

 
อภปิรายผลการวิจัย 

ระบบขนส่งสารด้วยไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกเป็นระบบท่ีได้รับความนิยมและถูก
น ามาศึกษาพฒันาในงานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือมากขึน้ (6, 7, 10) เพ่ือพฒันาเป็นระบบน าส่งสารใน
การเสริมสร้างกระดูกในงานด้านทันตกรรม งานวิจัยครั ง้นี จ้ึงได้น าไฮโดรเจลจากกรด 
ไฮยาลูโรนิกท่ีได้รับการปรับปรุงจากการศึกษาของนพนันท์และคณะ (14) ท่ีมีการเติมน า้ตาล 
แมนนิทอลและโปรตีนต้นแบบบีเอสเอลงไป เพ่ือใช้เป็นสารปรุงแตง่ยา ท าให้สามารถปรับแตง่การ
เตรียมยาจ าพวกโกรทแฟคเตอร์ในการพฒันาในอนาคตได้ง่ายยิ่งขึน้ มาทดสอบความเข้ากันได้
ทางชีวภาพกบัเซลล์กระดกูท่ีได้รับการเก็บเก่ียวจากกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 
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เซลล์ท่ีเก็บเก่ียวจากกระดูกเบ้าฟันมนุษย์ของผู้ ป่วยทัง้หมด 3 ราย สามารถน ามา
เพาะเลีย้งและเจริญเติบโตได้ เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งทัง้ 3 ไลน์ได้ผ่านการตรวจสอบคุณลกัษณะของ
การเป็นเซลล์คล้ายเซลล์สร้างกระดกู โดยให้ผลตอบสนองต่อการทดสอบยีนท่ีเป็นตวัชีว้ดัความ
เป็นเซลล์สร้างกระดกู ได้แก่ ยีน COL1A1, RUNX2 และ OCN (รูปท่ี 5) ซึ่งยีนทัง้ 3 นีมี้บทบาทท่ี
ส าคญัและมีการแสดงออกในแต่ละช่วงของการเจริญของเซลล์สร้างกระดกูท่ีแตกตา่งกันออกไป 
โดยยีน RUNX2 เป็นจดุเร่ิมต้นในการกระตุ้นเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคม์ให้มีการเปล่ียนแปลงไป
เป็นเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์สร้างกระดกู ควบคมุและกระตุ้นให้เซลล์สร้างกระดกูมีการเจริญเติบโต
อย่างสมบูรณ์ พบมากในขณะท่ีเซลล์ออกจากระยะ preosteoblasts และขณะท่ีเซลล์อยู่ในระยะ
การเจริญสูงสุด (late maturation) ยีน COL1A1 เป็นยีนท่ีควบคมุการสร้างโปรตีนคอลลาเจน ซึ่ง
คอลลาเจนชนิดท่ี 1 เป็นโปรตีนท่ีพบได้มากท่ีสดุในเซลล์สร้างกระดกูและมีหน้าท่ีชว่ยเป็นโครงร่าง
และเสริมความแข็งแรงให้แก่แมทริกซ์ของกระดกู และยีน OCN ท่ีพบได้ในช่วงของการสะสมแร่
ธาตุในแมทริกซ์นอกเซลล์ มีความส าคัญต่อการจับตัวและการสะสมของไฮดรอกซีอะพาไทต์ 
(hydroxyapatite) ในแมทริกซ์นอกเซลล์ เป็นต้น(16, 17, 19, 22) นอกจากนีย้งัให้ผลตอบสนองต่อการ
ทดสอบการสร้างอลัคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยการตดิสีน า้เงินเข้มขึน้เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุ
ท่ีเพาะเลีย้งเซลล์โดยใช้อาหารเพาะเลีย้งเซลล์ปกติและการเพาะเลีย้งเซลล์ NIH 3T3 และมีการ
สะสมแร่ธาตแุคลเซียมในแมทริกซ์ระหว่างเซลล์แสดงจากการย้อมติดสีแดงมากขึน้เม่ือทดสอบใน
วันท่ี 0, 7, 14, 24 และ 28 ตามล าดบั โดยใช้ Alizarin red ซึ่งเป็นการทดสอบโดยตรวจวัดทาง
คณุภาพ (qualitative) เพ่ือแสดงถึงการมีศกัยภาพในการเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างกระดกูได้ (17, 20, 

21) ทัง้นีเ้ซลล์แตล่ะไลน์มีการตอบสนองท่ีไมเ่ทา่กนั ทัง้อตัราเร็วของการเจริญเติบโต การตอบสนอง
ต่อการทดสอบยีนท่ีมีความเข้มของแถบสีย้อมไม่เท่ากัน หรือการตอบสนองต่อการทดสอบ
ศกัยภาพในการสร้างกระดูก ซึ่งอาจเกิดขึน้จากความหลากหลายของการเป็นเซลล์ปฐมภูมิ ใน
การศึกษาวิจยัครัง้นีห้ลงัจากผู้ วิจยัได้ท าการศึกษาน าร่อง (pilot study) จึงเลือกเซลล์กระดกูเบ้า
ฟันท่ีผ่านการทดสอบคณุลกัษณะแล้วมาใช้ในการทดลองต่อ 1 ไลน์ ท่ีมีลกัษณะค่อนข้างเสถียร 
ผู้วิจยัสามารถควบคมุการเพาะเลีย้งได้ โดยเลือกใช้เซลล์ในรุ่นท่ี 3–8 ในการทดลอง 

พอลิ เมอร์ของ  MeHA ท่ีใ ช้ ในการศึกษามี ร้อยละการเ กิดปฏิ กิ ริยา  (degree of 
modification) อยู่ในช่วงร้อยละ 42.03-66.37 ซึ่งใกล้เคียงกับท่ีสามารถสังเคราะห์และน ามาใช้
งานในการศกึษาของนพนนัท์(14) และ Maturavongsadit และคณะ(12, 13) พบว่าสามารถก่อตวัเป็น
เจลโดยใช้ DTT ท่ีอัตราส่วน thiol ต่อ ene เท่ากับ 1:2 ได้ง่าย ชุด (batch) ท่ีมี ร้อยละการ
เกิดปฏิกิริยาสงูจะมีระยะเวลาการตวัเป็นเจลท่ีเร็วกว่า และทกุชดุท่ีสงัเคราะห์ขึน้มีระยะเวลาการ
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ก่อตวัเป็นเจลท่ีเหมาะสมกบัการใช้งานคืออยู่ในชว่ง 15-30 นาที เม่ือทดสอบด้วยวิธี vial tilting ซึ่ง
เท่ากบัในการศกึษาของนพนนัท์และคณะ(14) แตเ่ม่ือน ามาใช้งานในการเพาะเลีย้งเซลล์ หลงัจาก
เตรียม Man/BSA MeHA ในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์และปรับค่า pH เสร็จแล้ว ท าการเติมสาร
เช่ือมโยง DTT ปรับให้ค่า pH อยู่ในช่วง 8-9 อีกครัง้ แล้วจึงเติมเซลล์กระดกูเบ้าฟันร่วมกบัอาหาร
เพาะเลีย้งเซลล์ตามปริมาณท่ีค านวณไว้ และรอให้เกิดการก่อตวัเป็นเจลเต็มท่ีท่ีอณุหภูมิห้องในตู้
เพาะเลีย้งเซลล์ปลอดเชือ้ (laminar flow hood) พบว่ามีระยะเวลาการก่อตวัเป็นเจลสมบรูณ์สงูสดุ
ท่ี 2 ชัว่โมง ซึ่งใช้เวลานานขึน้จากการทดสอบการก่อตวัเป็นเจลโดยท่ียงัไม่ได้เติมเซลล์กระดกูเบ้า
ฟันลงไป ความแตกต่างนีอ้าจเป็นผลจากค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเปล่ียนไปจากผลของอาหาร
เพาะเลีย้งเซลล์ท่ีเตมิเข้าไปเป็นส่วนประกอบร่วมกบัเซลล์ ซึง่หากโดยรวมแล้วสารละลายทัง้หมดมี
คา่ความเป็นกรด-ดา่งท่ีต ่าลง จะสง่ผลตอ่ระยะเวลาการก่อตวัเป็นเจลท่ีนานมากขึน้ (13, 31) 

ในการศึกษานีป้ระเมินความเข้ากันได้ทางชีวภาพของ Man/BSA MeHA hydrogel ท่ี
อตัราส่วน 1:1, 2:1, 4:1 และ 100:1 ตอ่เซลล์กระดกูเบ้าฟันมนษุย์โดยตดิตามความมีชีวิตของเซลล์
หลงัจากถูกเพาะเลีย้งในสารทดสอบท่ี 24 ชัว่โมงแรก จากนัน้ติดตามผลตอ่เน่ืองในวนัท่ี 3, 7 ,10 
และ 14 จากการวัดเมแทบอลิซึมของเซลล์ท่ีมีต่อสาร resazurin ซึ่งใช้งานในลักษณะเป็น
สารละลาย มีความไวในการทดสอบสูง มีความเป็นพิษต่อเซลล์ต ่า ปลอดภัย ใช้งานได้ง่ายและ
สามารถใช้ประเมินถึงอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ได้(32) ในการเพาะเลีย้งเซลล์นีใ้ช้การ
เพาะเลีย้งแบบ 3 มิติ เซลล์ถูกห่อหุ้ม (encapsulation) อยู่ภายในไฮโดรเจลทัง้หมดท าให้มีการ
สมัผสักนัโดยตรง จากการทดลองท่ี 24 ชัว่โมงแรกนัน้ สามารถตรวจพบถึงการมีเมแทบอลิซึมของ
เซลล์เกิดขึน้ได้ในทุกกลุ่มการทดลอง (ภาพประกอบ 7) ซึ่งเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งนีย้ังไม่ได้ผ่าน
กระบวนการเปล่ียนอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ใด ๆ แสดงถึงเซลล์กระดกูเบ้าฟันท่ีเพาะเลีย้งสามารถมี
ชีวิตอยู่ได้ภายในวัสดุ และกระบวนการเตรียมสาร การเติมสารเช่ือมโยง DTT ตามปริมาณท่ี
ค านวณ และการเกิดการครอสลิงค์ก่อตวัเป็นเจลของไฮโดรเจลนัน้ไมเ่ป็นพิษตอ่เซลล์ ซึง่สอดคล้อง
กับการศึกษาของ Maturavongsadit และคณะ (13) ท่ีอธิบายถึงสารเช่ือมโยง DTT ท่ีสามารถ
ก่อให้เกิดความเป็นพิษตอ่เซลล์เม่ือใช้ในปริมาณและความเข้มข้นท่ีสงู ในการศกึษาถึงคณุสมบตัิ
ของเมทาไครเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลท่ีเช่ือมโยงโดยสารเช่ือมโยงชนิดต่าง ๆ พบว่าไม่สามารถ
ตรวจพบการมีชีวิตอยู่ของเซลล์ได้ เม่ือใช้อัตราส่วน thiol ต่อ ene เท่ากับ 4 ต่อ 1 และการใช้
อตัราส่วน thiol ตอ่ ene เท่ากบั 2 ตอ่ 1 ของสารเช่ือมโยงชนิด DTT เป็นอตัราส่วนสงูสดุท่ียงัท าให้
เซลล์สามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ นอกจากนีร้้อยละความเข้มข้นของพอลิเมอร์ก็สง่ผลตอ่การมีชีวิตของ
เซลล์เช่นกัน การศกึษาของ Castillo Diaz ในปี 2014(33) ได้ศกึษาถึงการปรับปรุงไฮโดรเจลโดยใช้
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สายโปรตีนชนิด FEFEFKFK ในหลายความเข้มข้นเป็นสารตัง้ต้นในการสังเคราะห์และพัฒนา
คณุสมบตัิเพ่ือให้เหมาะสมตอ่เซลล์กระดกูมนษุย์ ในการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์โดยการท า 
live/ dead assay พบว่าไฮโดรเจลท่ีความเข้มข้นต ่า (ร้อยละ2) ลกัษณะเจลอ่อนนุม่จะมีอตัราการ
รอดของเซลล์น้อย แตก่ารใช้ไฮโดรเจลท่ีความเข้มข้นสงู (ร้อยละ4-5) ก็สง่ผลเชน่กนัซึง่อาจเกิดจาก
การมีความหนาแน่นของเนือ้เจลท่ีมาก ท าให้มีข้อจ ากดัในเร่ืองของการแลกเปล่ียนสารอาหารและ
ของเสียเกิดขึน้ ซึ่งในการศึกษาครัง้นีใ้ช้เมทาไครเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลท่ีมีปริมาณพอลิเมอร์
ของ MeHA ร้อยละ 3 ของอัตราส่วนโดยมวลต่อปริมาตรของไฮโดรเจลทัง้หมดและมีอัตราส่วน 
thiol ตอ่ ene เท่ากบั 1:2 ในการทดลอง เม่ือตดิตามความมีชีวิตของเซลล์ในวนัท่ี 3, 7, 10 และ 14 
พบว่าเซลล์กระดกูเบ้าฟันมนุษย์ท่ีเหลืออยู่ สามารถมีชีวิตและเจริญเติบโตเพิ่มจ านวนได้ โดยทุก
กลุ่มการทดลองมีการเจริญเติบโตเพิ่มมากขึน้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติในช่วงวันท่ี 1 , 3 และ 7 
(ภาพประกอบ 7) และมีการเจริญเติบโตท่ีช้าลงหรือคงท่ีในช่วงวันท่ี 10 และ 14 ซึ่งคล้ายกับ
การศึกษาของ Maturavongsadit (12) และ Luis A Castillo Diaz และคณะ (33)  เม่ือน ามาค านวณ
อตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ พบว่าเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในกลุ่ม Man/BSA MEHA hydrogel ทุก
อตัราส่วนมีอตัราคา่เฉล่ียการเจริญเติบโตไมน้่อยกว่ากลุ่มควบคมุ โดยการศกึษาของ Terada และ
คณะในปี 1998(34) ศกึษาถึงผลของน า้ตาลกลโูคสท่ีมีตอ่อตัราการเจริญของเซลล์สร้างกระดกู โดย
แบง่การทดสอบออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มท่ีใส่น า้ตาลกลโูคสในระดบัปกติ, กลุ่มน า้ตาลกลูโคส
ระดบัสูง และกลุ่มน า้ตาลกลูโคสในระดบัปกติร่วมกับน า้ตาลแมนนิทอลระดบัสูง พบว่าน า้ตาล
กลโูคสท่ีระดบัสงูเท่านัน้ท่ีมีผลลดอตัราการเจริญเติบโตของเซลล์สร้างกระดกู โดยจะแปรผนัตาม
ระดับความเข้มข้นของน า้ตาลกลูโคสท่ีมากขึน้ด้วย ส่วนกลุ่มท่ีใส่น า้ตาลแมนนิทอลระดับสูง
ร่วมกับน า้ตาลกลูโคสระดบัปกติไม่มีผลต่ออัตราการเจริญเติบโตของเซลล์สร้างกระดูก ในการ
ทดลองครัง้นีผู้้ วิจัยพบว่าไม่สามารถเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มทดลองได้แน่ชัด 
เน่ืองจากผลท่ีได้จากการทดลองไม่ได้มีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกนัเสมอ ซึ่งคาดวา่อาจเกิดจาก
การมีความไวในเทคนิคการเตรียมสารค่อนข้างสูง ( technique sensitivity) มีหลายปัจจัยท่ี
เก่ียวข้องและสามารถควบคุมได้ยาก ซึ่งอาจต้องพฒันาวิธีการเตรียมเพ่ือน ามาใช้งานต่อไปใน
อนาคต  

 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล์กระดกูเบ้าฟันท่ีเพาะเลีย้งในไฮโดรเจลทกุกลุ่มการ
ทดลองนัน้ไม่แตกตา่งกนัทัง้ในด้านรูปร่าง ปริมาณ และการกระจายตวัของเซลล์ โดยเร่ิมต้นนัน้จะ
มีลกัษณะกลม และคอ่ย ๆ เร่ิมยืดยาวขึน้ในวนัท่ี 5-6 ของการเพาะเลีย้ง ซึ่งระยะเวลาของการยึด
เกาะของเซลล์กระดกูนัน้ขึน้กบัหลายปัจจยั เช่น ลกัษณะพืน้ผิว ความแข็งของผิววสัด ุความขรุขระ 
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และสารเคมีท่ีใช้ปรับปรุงพืน้ผิวเพ่ือเอือ้ตอ่การยึดเกาะของเซลล์ ซึง่อาจน าไปใช้ในการพฒันาสตูร
ของระบบน าส่งสารชนิดเมทาไครเลตไฮยาลโูรนิกไฮโดรเจลตอ่ไปโดยการเติมสารท่ีช่วยให้โปรตีน
ตวัรับ (receptor) บนเซลล์สามารถจับกับพืน้ผิวของสารได้ดีขึน้ เช่น กรดอะมิโน Arg-Gly-Asp 
(RGD) หรือ lysine-arginine-serine-arginine (KRSR) เป็นต้น(35-37) ในวันท่ี 10 ของการทดลอง
พบว่ามีปริมาณเซลล์บริเวณส่วนล่างของไฮโดรเจลและพืน้จานเพาะเลีย้งเป็นส่วนใหญ่ แสดงถึง
ความสามารถของเซลล์และวัสดุท่ีมีรูพรุนมาก ท าให้เซล ล์สามารถเกิดการเคล่ือนย้ายท่ี 
(migration) ภายในวสัดไุด้ และเซลล์ท่ีอยู่บริเวณใกล้พืน้จานเพาะเลีย้งจะมีความสามารถในการ
เจริญเติบโตแบ่งตัวได้ดี ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนท์พบว่าเซลล์มีลักษณะกลม
โดยเฉพาะในบริเวณท่ีอยู่ด้านบนของไฮโดรเจล และมีลักษณะรียาวคล้ายกระสวย (spindle 
shape) หรือ รูปร่างหลายเหล่ียม (polygonal shape) ท่ีก้นหลมุจานเพาะเลีย้ง และบางส่วนอยู่ใน
ไฮโดรเจลแบบ 3 มิติ (ภาพประกอบ 9) ซึ่งคล้ายกบัการศกึษาของ Luis A Castillo Diaz และคณะ 
(33) ได้เพาะเลีย้งเซลล์กระดกูมนุษย์ในไฮโดรเจลท่ีมีโปรตีนชนิด FEFEFKFK เป็นสารตัง้ต้น พบว่า
เม่ือเวลาผา่นไป 14 วนั เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งมีลกัษณะรูปร่างกลมหรือลกูบาศก์ ไมมี่ลกัษณะเรียวยาว
คล้ายเซลล์ไฟโบรบลาสเหมือนการเพาะเลีย้งแบบ 2 มิติ บนจานเพาะเลีย้งเซลล์ โดยอภิปรายว่า
อาจคล้ายกบัลกัษณะเซลล์สร้างกระดกูท่ีอยู่ในกระดกูตามธรรมชาติในร่างกายมนษุย์ นอกจากนี ้
การท่ีพบเซลล์มีหลายรูปแบบอาจเกิดจากระดับความแข็งผิวของไฮโดรเจลท่ีเปล่ียนแปลงไป
โดยเฉพาะไฮโดรเจลท่ีอยู่บริเวณด้านบนของจานเพาะเลีย้ง ในการทดลองนีมี้การเปล่ียนอาหาร
เลีย้งเซลล์ทุก ๆ 2–3 วนั ในจานเพาะเลีย้งเซลล์ชนิด 96 หลุม ซึ่งผิวหน้าสมัผสัของเจลท่ีมีตอ่สาร
ภายนอกโดยตรงจะมีเพียงด้านบนเท่านัน้ และเน่ืองจากไฮโดรเจลมีความสามารถในการอุ้มน า้สงู 
หลงัจากมีการก่อตวัเป็นเจลแล้วสามารถดดูเก็บน า้เข้าในเนือ้เจลได้ถึงร้อยละ 90(14) ท าให้เกิดการ
บวมน า้ (swelling) เพิ่มมากขึน้ได้ ซึ่งจากการศึกษาของ Tavsanli และคณะ (38) ได้อธิบายถึง
ความสามารถในการทนตอ่แรงเค้น (stress) และแรงเครียด (strain) ของผิวไฮโดรเจล ซึง่จะลดลง
หลงัจากท่ีไฮโดรเจลมีการบวมน า้มากขึน้  

ในด้านของการประเมินศกัยภาพในการเอือ้ตอ่การสร้างกระดกู ผู้วิจยัได้เพาะเลีย้งเซลล์
ในกลุ่มทดลองทัง้ 5 กลุ่มและติดตามดูการสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ด้วยวิธีทางอิมมูโน
ฟลูออเรสเซนท์ ซึ่งโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 เป็นโปรตีนท่ีมักพบได้มากท่ีสุด และพบได้ใน
ช่วงแรกของเจริญเติบโตเพิ่มจ านวน (proliferation) และช่วงท่ีเซลล์เร่ิมมีการเปล่ียนแปลงไป 
(differentiation) ช่วยเป็นโครงร่างและเสริมความแข็งแรงให้แก่แมทริกซ์ของกระดูก  (osteoid 
matrix) (17, 18, 21, 39) นอกจากนีย้งัประเมินถึงผลการสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส ซึง่มีบทบาท
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ส าคญัในการท าหน้าท่ีเติมหมู่ฟอสเฟตเพ่ือช่วยให้สามารถเกิดการสะสมแร่ธาตุท่ีแมทริกซ์นอก
เซลล์ได้(17, 21) จากการศกึษาในครัง้นีพ้บวา่ในวนัท่ี 14 ของการทดลอง เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในทกุกลุ่ม
สามารถสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ได้ การติดสีเกิดขึน้ท่ีบริเวณเซลล์ และคาดว่าโปรตีน
คอลลาเจนสามารถแพร่ผ่านรูพรุนในเนือ้เจลได้ โดยดจูากการติดสีบริเวณรอบ ๆเซลล์ (diffuse) 
ภายในวัสดุเพาะเลีย้งไฮโดรเจลแบบ 3 มิติ (ภาพประกอบ 11) ส่วนผลการทดสอบการสร้าง
เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส พบว่าเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งสามารถสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส
ได้ในทุกกลุ่มการทดลอง (ภาพประกอบ 10) โดยกลุ่มท่ีเพาะเลีย้งเซลล์ใน Man/BSA MeHA 
hydrogel ทัง้ 4 อตัราส่วน มีคา่เฉล่ียอตัราการสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสท่ีน้อยกว่ากลุ่ม
ควบคมุอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิระดบัคา่ความเช่ือมัน่ p<0.05 และมีแนวโน้มคา่เฉล่ียอตัราการ
สร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของวนัท่ี 7 ลดลงจากวนัท่ี 1 โดยเฉพาะในกลุ่มท่ีมีอตัราส่วน 
Man/BSA เท่ากบั 4:1 และ 100:1 ซึ่งสอดคล้องการศกึษาของ Zayzafoon และคณะในปี 2002(40) 
และ Cunha และคณะในปี 2014(39) ได้ศึกษาผลของน า้ตาลกลูโคสภายนอกเซลล์ (extracellular 
glucose) ในปริมาณสงูท่ีมีตอ่การท างานของเซลล์สร้างกระดกู ซึ่งมีน า้ตาลแมนนิทอลเป็นหนึ่งใน
กลุ่มการทดลองร่วมด้วย พบวา่ผลของน า้ตาลแมนนิทอลในปริมาณสงูท่ีมีตอ่เซลล์สร้างกระดกูนัน้
มาจากการเพิ่มขึน้ของความเครียดออสโมติก (osmotic stress) ภายนอกเซลล์ ส่งผลต่อการ
ท างานของเซลล์สร้างกระดูกคล้ายกับการได้รับน า้ตาลกลูโคสในปริมาณสูง กล่าวคือสามารถ
กระตุ้นการแสดงออกของยีน OPG และ RANKL กระตุ้นการสร้างโปรตีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 แต่
ปริมาณน้อยกวา่การกระตุ้นโดยน า้ตาลกลโูคสปริมาณสงู และลดการหลัง่เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอส-
ฟาเตส สง่ผลให้การสะสมแร่ธาตใุนแมทริกซ์ระหว่างเซลล์เกิดขึน้ได้น้อยลง จากนัน้ท าการติดตาม
ผลในวนัท่ี 14 ของการเพาะเลีย้งเซลล์พบว่าคา่เฉล่ียอตัราการสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส
ค่อย ๆเพิ่มขึน้เล็กน้อย ซึ่งผู้ วิจัยคาดว่าอาจเป็นผลจากการท่ีสารละลายน า้ตาลแมนนิทอลมี
ปริมาณลดลง เน่ืองมาจากการเปล่ียนอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ในระยะเวลาถดัมา  

 
ข้อเสนอแนะ 

ในการศึกษาครัง้ต่อไปอาจท าการศกึษาเพิ่มเติมถึงผลของการทดสอบทางศกัยภาพใน
การสร้างกระดูกของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งร่วมกับเมทาไครเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลท่ีผสมน า้ตาล 
แมนนิทอลและโปรตีน BSA อาจเพิ่มระยะเวลาการติดตามผลท่ีนานขึน้ เพ่ือให้ ได้ข้อมลูท่ีสมบรูณ์
ยิ่งขึน้ นอกจากนีอ้าจน าไปพฒันาโดยการศึกษาร่วมกบัการน าส่งสารจ าพวกโกรทแฟคเตอร์เพ่ือ
พฒันาเป็นระบบน าสง่สารท่ีเหมาะสมในการใช้งานด้านวิศวกรรมกระดกูในทางทนัตกรรมได้ตอ่ไป



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาคผนวก 
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ตาราง 5 ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบอตัราการเจริญของเซลล์ในกลุ่มอตัราส่วน 1:1  โดยใช้
สถิติ One-way repeated measures ANOVA ร่วมกับ Bonferroni multiple comparison test ท่ี
คา่ความเช่ือมัน่ท่ี 95% 

 

   

 

 

Pairwise Comparisons 

Measure:   viability   

(I) DAY (J) DAY 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig.b 

95% Confidence Interval for 

Differenceb 

Lower Bound Upper Bound 

1 2 -2.708* .087 .000 -3.122 -2.295 

3 -3.502* .110 .000 -4.029 -2.975 

4 -2.970* .158 .000 -3.726 -2.214 

5 -3.962* .380 .001 -5.776 -2.147 

2 1 2.708* .087 .000 2.295 3.122 

3 -.793* .091 .003 -1.227 -.359 

Within-Subjects Factors 

Measure:   viability 

DAY 
Dependent 

Variable 

1 DAY1R1 

2 DAY3R1 

3 DAY7R1 

4 DAY10R1 

5 DAY14R1 

Descriptive Statistics 

 Mean Std. Deviation N 

DAY1R1 1.00000 .147513 6 

DAY3R1 3.70833 .155102 6 

DAY7R1 4.50167 .137028 6 

DAY10R1 3.97000 .257294 6 

DAY14R1 4.96167 .844782 6 

Mauchly's Test of Sphericitya 

Measure:   viability   

Within Subjects Effect Mauchly's W 

Approx. Chi-

Square df Sig. 

Epsilonb 

Greenhouse-

Geisser 

Huynh-

Feldt Lower-bound 

DAY .003 20.119 9 .029 .319 .380 .250 

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized transformed 

dependent variables is proportional to an identity matrix. 

a. Design: Intercept  

 Within Subjects Design: DAY 

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of significance. Corrected tests 

are displayed in the Tests of Within-Subjects Effects table. 
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4 -.262 .141 1.000 -.934 .411 

5 -1.253 .391 .238 -3.118 .611 

3 1 3.502* .110 .000 2.975 4.029 

2 .793* .091 .003 .359 1.227 

4 .532* .065 .005 .220 .844 

5 -.460 .335 1.000 -2.061 1.141 

4 1 2.970* .158 .000 2.214 3.726 

2 .262 .141 1.000 -.411 .934 

3 -.532* .065 .005 -.844 -.220 

5 -.992 .306 .230 -2.454 .471 

5 1 3.962* .380 .001 2.147 5.776 

2 1.253 .391 .238 -.611 3.118 

3 .460 .335 1.000 -1.141 2.061 

4 .992 .306 .230 -.471 2.454 

Based on estimated marginal means 

*. The mean difference is significant at the .05 level. 

b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni. 

 

 

ตาราง 6 ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบอตัราการเจริญของเซลล์ในกลุ่มอตัราส่วน 2:1  โดยใช้
สถิติ One-way repeated measures ANOVA ร่วมกับ Bonferroni multiple comparison test ท่ี
คา่ความเช่ือมัน่ท่ี 95% 

 

        
       

 
 
 
 
 
 

Descriptive Statistics 

 Mean Std. Deviation N 

DAY1R2 1.00000 .080747 6 

DAY3R2 3.50833 .158167 6 

DAY7R2 4.76667 .227479 6 

DAY10R2 4.15167 .374295 6 

DAY14R2 4.95000 .926650 6 

Within-Subjects Factors 

Measure:   viability   

DAY 

Dependent 

Variable 

1 DAY1R2 

2 DAY3R2 

3 DAY7R2 

4 DAY10R2 

5 DAY14R2 
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Mauchly's Test of Sphericitya 

Measure:   viability   

Within Subjects Effect Mauchly's W 

Approx. 

Chi-Square df Sig. 

Epsilonb 

Greenhous

e-Geisser 

Huynh-

Feldt 

Lower-

bound 

DAY .001 24.834 9 .007 .281 .307 .250 

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized transformed 

dependent variables is proportional to an identity matrix. 

a. Design: Intercept.  Within Subjects Design: DAY 

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of significance. Corrected 

tests are displayed in the Tests of Within-Subjects Effects table. 

         

Pairwise Comparisons 

Measure:   viability   

(I) DAY (J) DAY 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig.b 

95% Confidence Interval for 

Differenceb 

Lower Bound Upper Bound 

1 2 -2.508* .072 .000 -2.854 -2.163 

3 -3.767* .100 .000 -4.244 -3.289 

4 -3.152* .182 .000 -4.018 -2.285 

5 -3.950* .407 .002 -5.892 -2.008 

2 1 2.508* .072 .000 2.163 2.854 

3 -1.258* .047 .000 -1.481 -1.036 

4 -.643* .134 .049 -1.283 -.004 

5 -1.442 .367 .111 -3.194 .310 

3 1 3.767* .100 .000 3.289 4.244 

2 1.258* .047 .000 1.036 1.481 

4 .615* .128 .049 .004 1.226 

5 -.183 .360 1.000 -1.903 1.536 

4 1 3.152* .182 .000 2.285 4.018 

2 .643* .134 .049 .004 1.283 

3 -.615* .128 .049 -1.226 -.004 

5 -.798 .249 .237 -1.985 .389 

5 1 3.950* .407 .002 2.008 5.892 

2 1.442 .367 .111 -.310 3.194 

3 .183 .360 1.000 -1.536 1.903 

4 .798 .249 .237 -.389 1.985 

Based on estimated marginal means 

*. The mean difference is significant at the .05 level. 

b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni. 
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ตาราง 7 ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบอตัราการเจริญของเซลล์ในกลุ่มอตัราส่วน 4:1  โดยใช้
สถิติ One-way repeated measures ANOVA ร่วมกับ Bonferroni multiple comparison test ท่ี
คา่ความเช่ือมัน่ท่ี 95% 

Within-Subjects Factors 

Measure:   viability   

DAY Dependent Variable 

1 DAY1R4 

2 DAY3R4 

3 DAY7R4 

4 DAY10R4 

5 DAY14R4 

 

Mauchly's Test of Sphericitya 

Measure:   viability   

Within Subjects Effect Mauchly's W 

Approx. 

Chi-Square df Sig. 

Epsilonb 

Greenhouse-

Geisser 

Huynh-

Feldt 

Lower-

bound 

DAY .000 31.269 9 .001 .335 .412 .250 

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized transformed dependent 

variables is proportional to an identity matrix. 

a. Design: Intercept  

 Within Subjects Design: DAY 

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of significance. Corrected tests 

are displayed in the Tests of Within-Subjects Effects table. 

 

Pairwise Comparisons 

Measure:   viability   

(I) DAY (J) DAY 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig.b 

95% Confidence Interval for 

Differenceb 

Lower Bound Upper Bound 

1 2 -2.975* .060 .000 -3.261 -2.689 

3 -4.667* .099 .000 -5.138 -4.195 

4 -4.628* .317 .000 -6.141 -3.115 

5 -6.838* .548 .001 -9.454 -4.222 

2 1 2.975* .060 .000 2.689 3.261 

3 -1.692* .125 .000 -2.286 -1.097 

4 -1.653* .332 .042 -3.239 -.067 

5 -3.863* .546 .009 -6.471 -1.255 

Descriptive Statistics 

 Mean Std. Deviation N 

DAY1R4 1.00000 .059666 6 

DAY3R4 3.97500 .145430 6 

DAY7R4 5.66667 .200964 6 

DAY10R4 5.62833 .734450 6 

DAY14R4 7.83833 1.326536 6 
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3 1 4.667* .099 .000 4.195 5.138 

2 1.692* .125 .000 1.097 2.286 

4 .038 .222 1.000 -1.020 1.097 

5 -2.172 .492 .069 -4.521 .177 

4 1 4.628* .317 .000 3.115 6.141 

2 1.653* .332 .042 .067 3.239 

3 -.038 .222 1.000 -1.097 1.020 

5 -2.210* .373 .020 -3.991 -.429 

5 1 6.838* .548 .001 4.222 9.454 

2 3.863* .546 .009 1.255 6.471 

3 2.172 .492 .069 -.177 4.521 

4 2.210* .373 .020 .429 3.991 

Based on estimated marginal means 

*. The mean difference is significant at the .05 level. 

b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni. 

 

ตาราง 8 ผลทางสถิตขิองการเปรียบเทียบอตัราการเจริญของเซลล์ในกลุม่อตัราสว่น 100:1 
โดยใช้สถิติ One-way repeated measures ANOVA ร่วมกับ Bonferroni multiple comparison 
test ท่ีคา่ความเช่ือมัน่ท่ี 95% 

 

 

 

 

       

 

ตาราง 9 ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบอัตราการเจริญของเซลล์ในกลุ่มควบคมุ  โดยใช้สถิติ 
One-way repeated measures ANOVA ร่ วมกับ  Bonferroni multiple comparison test ท่ีค่า
ความเช่ือมัน่ท่ี 95% 

Within-Subjects Factors 

Measure:   viability   

DAY 

Dependent 

Variable 

1 DAY1R100 

2 DAY3R100 

3 DAY7R100 

4 DAY10R100 

5 DAY14R100 

Descriptive Statistics 

 Mean Std. Deviation N 

DAY1R100 1.00000 .064498 6 

DAY3R100 4.90833 .166303 6 

DAY7R100 6.68667 .364509 6 

DAY10R100 7.24667 .395053 6 

DAY14R100 7.71500 1.533907 6 
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Within-Subjects Factors 

Mauchly's Test of Sphericitya 

Measure:   viability   

Within Subjects Effect Mauchly's W 

Approx. 

Chi-Square df Sig. 

Epsilonb 

Greenhouse-

Geisser 

Huynh

-Feldt Lower-bound 

DAY .001 23.438 9 .010 .305 .351 .250 

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized transformed dependent 

variables is proportional to an identity matrix. 

a. Design: Intercept.  Within Subjects Design: DAY 

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of significance. Corrected tests 

are displayed in the Tests of Within-Subjects Effects table. 

Pairwise Comparisons 

Measure:   viability   

(I) DAY (J) DAY 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig.b 

95% Confidence Interval for 

Differenceb 

Lower Bound Upper Bound 

1 2 -3.908* .060 .000 -4.195 -3.622 

3 -5.687* .168 .000 -6.490 -4.884 

4 -6.247* .172 .000 -7.066 -5.427 

5 -6.715* .652 .001 -9.825 -3.605 

2 1 3.908* .060 .000 3.622 4.195 

3 -1.778* .202 .003 -2.744 -.813 

4 -2.338* .157 .000 -3.086 -1.591 

5 -2.807 .661 .081 -5.962 .349 

3 1 5.687* .168 .000 4.884 6.490 

2 1.778* .202 .003 .813 2.744 

4 -.560 .196 .353 -1.493 .373 

5 -1.028 .560 1.000 -3.703 1.647 

4 1 6.247* .172 .000 5.427 7.066 

2 2.338* .157 .000 1.591 3.086 

3 .560 .196 .353 -.373 1.493 

5 -.468 .596 1.000 -3.315 2.378 

5 1 6.715* .652 .001 3.605 9.825 

2 2.807 .661 .081 -.349 5.962 

3 1.028 .560 1.000 -1.647 3.703 

4 .468 .596 1.000 -2.378 3.315 

Based on estimated marginal means 

*. The mean difference is significant at the .05 level. 
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Measure:   viability   

DAY Dependent Variable 

1 DAY1Rcon 

2 DAY3Rcon 

3 DAY7Rcon 

4 DAY10Rcon 

5 DAY14Rcon 

 

Mauchly's Test of Sphericitya 

Measure:   viability   

Within Subjects Effect Mauchly's W 

Approx. 

Chi-Square df Sig. 

Epsilonb 

Greenhouse-

Geisser 

Huynh

-Feldt 

Lower-

bound 

DAY .000 38.637 9 .000 .260 .268 .250 

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized transformed 

dependent variables is proportional to an identity matrix. 

a. Design: Intercept. Within Subjects Design: DAY 

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of significance. Corrected tests 

are displayed in the Tests of Within-Subjects Effects table. 

 

Pairwise Comparisons 

Measure:   viability   

(I) DAY (J) DAY 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig.b 

95% Confidence Interval for 

Differenceb 

Lower Bound Upper Bound 

1 2 -2.403* .084 .000 -2.802 -2.005 

3 -3.875* .053 .000 -4.126 -3.624 

4 -3.522* .102 .000 -4.010 -3.033 

5 -3.938* .587 .011 -6.739 -1.137 

2 1 2.403* .084 .000 2.005 2.802 

3 -1.472* .049 .000 -1.703 -1.240 

4 -1.118* .046 .000 -1.337 -.899 

5 -1.535 .559 .406 -4.205 1.135 

3 1 3.875* .053 .000 3.624 4.126 

2 1.472* .049 .000 1.240 1.703 

4 .353* .065 .029 .043 .664 

5 -.063 .569 1.000 -2.778 2.651 

4 1 3.522* .102 .000 3.033 4.010 

2 1.118* .046 .000 .899 1.337 

b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni. 

Descriptive Statistics 

 Mean Std. Deviation N 

DAY1Rcon 1.00000 .075895 6 

DAY3Rcon 3.40333 .142922 6 

DAY7Rcon 4.87500 .092250 6 

DAY10Rcon 4.52167 .182364 6 

DAY14Rcon 4.93833 1.399634 6 
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3 -.353* .065 .029 -.664 -.043 

5 -.417 .524 1.000 -2.917 2.083 

5 1 3.938* .587 .011 1.137 6.739 

2 1.535 .559 .406 -1.135 4.205 

3 .063 .569 1.000 -2.651 2.778 

4 .417 .524 1.000 -2.083 2.917 

Based on estimated marginal means 

*. The mean difference is significant at the .05 level. 

b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni. 

 

ตาราง 10 ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบอตัราการสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส โดยใช้
สถิต ิTwo-way ANOVA ร่วมกบั Bonferroni multiple comparison test ท่ีคา่ความเช่ือมัน่ท่ี 95% 

Between-Subjects Factors 

 Value Label N 

DAY 1 day1 15 

2 day7 15 

3 day14 15 

Ratio 1 R1:1 9 

2 R2:1 9 

3 R4:1 9 

4 R100:1 9 

5 control 9 

 

Descriptive Statistics 

Dependent Variable:   ALP   

DAY Ratio Mean Std. Deviation N 

day1 R1:1 235.01833 16.459238 3 

R2:1 225.81167 24.219669 3 

R4:1 225.81167 15.450088 3 

R100:1 273.95467 12.075779 3 

control 292.83700 95.534192 3 

Total 250.68667 47.914251 15 

day7 R1:1 190.62133 9.948731 3 

R2:1 201.70100 32.443220 3 

R4:1 173.45500 11.506114 3 

R100:1 206.92900 3.745000 3 

control 331.14900 10.031081 3 

Total 220.77107 60.033491 15 

Levene's Test of Equality of Error 

Variancesa 

Dependent Variable:   ALP   

F df1 df2 Sig. 

8.076 14 30 .000 

Tests the null hypothesis that the error variance of 

the dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept + DAY + Ratio + DAY * Ratio 
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day14 R1:1 214.49767 27.012053 3 

R2:1 224.32933 16.522727 3 

R4:1 276.91933 5.291699 3 

R100:1 203.88567 11.725194 3 

control 380.15000 10.344568 3 

Total 259.95640 68.760532 15 

Total R1:1 213.37911 25.400148 9 

R2:1 217.28067 24.798876 9 

R4:1 225.39533 45.902449 9 

R100:1 228.25644 35.365990 9 

control 334.71200 61.401645 9 

Total 243.80471 60.560093 45 

 

 

Pairwise Comparisons 

Dependent Variable:   ALP   

Ratio 

(I) 

DAY (J) DAY 

Mean 

Difference 

(I-J) 

Std. 

Error Sig.b 

95% Confidence Interval for 

Differenceb 

Lower Bound Upper Bound 

R1:1 day1 day7 44.397 24.076 .225 -16.654 105.448 

day14 20.521 24.076 1.000 -40.531 81.572 

day7 day1 -44.397 24.076 .225 -105.448 16.654 

day14 -23.876 24.076 .988 -84.928 37.175 

day14 day1 -20.521 24.076 1.000 -81.572 40.531 

day7 23.876 24.076 .988 -37.175 84.928 

R2:1 day1 day7 24.111 24.076 .974 -36.941 85.162 

day14 1.482 24.076 1.000 -59.569 62.534 

day7 day1 -24.111 24.076 .974 -85.162 36.941 

day14 -22.628 24.076 1.000 -83.680 38.423 

day14 day1 -1.482 24.076 1.000 -62.534 59.569 

day7 22.628 24.076 1.000 -38.423 83.680 

R4:1 day1 day7 52.357 24.076 .113 -8.695 113.408 

day14 -51.108 24.076 .126 -112.159 9.944 

day7 day1 -52.357 24.076 .113 -113.408 8.695 

day14 -103.464* 24.076 .001 -164.516 -42.413 

day14 day1 51.108 24.076 .126 -9.944 112.159 

day7 103.464* 24.076 .001 42.413 164.516 

R100:1 day1 day7 67.026* 24.076 .028 5.974 128.077 

day14 70.069* 24.076 .020 9.018 131.120 
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day7 day1 -67.026* 24.076 .028 -128.077 -5.974 

day14 3.043 24.076 1.000 -58.008 64.095 

day14 day1 -70.069* 24.076 .020 -131.120 -9.018 

day7 -3.043 24.076 1.000 -64.095 58.008 

control day1 day7 -38.312 24.076 .366 -99.363 22.739 

day14 -87.313* 24.076 .003 -148.364 -26.262 

day7 day1 38.312 24.076 .366 -22.739 99.363 

day14 -49.001 24.076 .152 -110.052 12.050 

day14 day1 87.313* 24.076 .003 26.262 148.364 

day7 49.001 24.076 .152 -12.050 110.052 

Based on estimated marginal means 

*. The mean difference is significant at the .05 level. 

b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni. 

 

 

Pairwise Comparisons 

Dependent Variable:   ALP   

DAY (I) Ratio (J) Ratio 

Mean 

Difference 

(I-J) 

Std. 

Error Sig.b 

95% Confidence Interval for 

Differenceb 

Lower Bound Upper Bound 

day1 R1:1 R2:1 9.207 24.076 1.000 -63.740 82.153 

R4:1 9.207 24.076 1.000 -63.740 82.153 

R100:1 -38.936 24.076 1.000 -111.883 34.010 

control -57.819 24.076 .227 -130.765 15.128 

R2:1 R1:1 -9.207 24.076 1.000 -82.153 63.740 

R4:1 -2.132E-14 24.076 1.000 -72.946 72.946 

R100:1 -48.143 24.076 .547 -121.089 24.803 

control -67.025 24.076 .092 -139.972 5.921 

R4:1 R1:1 -9.207 24.076 1.000 -82.153 63.740 

R2:1 2.132E-14 24.076 1.000 -72.946 72.946 

R100:1 -48.143 24.076 .547 -121.089 24.803 

control -67.025 24.076 .092 -139.972 5.921 

R100:1 R1:1 38.936 24.076 1.000 -34.010 111.883 

R2:1 48.143 24.076 .547 -24.803 121.089 

R4:1 48.143 24.076 .547 -24.803 121.089 

control -18.882 24.076 1.000 -91.829 54.064 

control R1:1 57.819 24.076 .227 -15.128 130.765 

R2:1 67.025 24.076 .092 -5.921 139.972 

R4:1 67.025 24.076 .092 -5.921 139.972 
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R100:1 18.882 24.076 1.000 -54.064 91.829 

day7 R1:1 R2:1 -11.080 24.076 1.000 -84.026 61.867 

R4:1 17.166 24.076 1.000 -55.780 90.113 

R100:1 -16.308 24.076 1.000 -89.254 56.639 

control -140.528* 24.076 .000 -213.474 -67.581 

R2:1 R1:1 11.080 24.076 1.000 -61.867 84.026 

R4:1 28.246 24.076 1.000 -44.700 101.192 

R100:1 -5.228 24.076 1.000 -78.174 67.718 

control -129.448* 24.076 .000 -202.394 -56.502 

R4:1 R1:1 -17.166 24.076 1.000 -90.113 55.780 

R2:1 -28.246 24.076 1.000 -101.192 44.700 

R100:1 -33.474 24.076 1.000 -106.420 39.472 

control -157.694* 24.076 .000 -230.640 -84.748 

R100:1 R1:1 16.308 24.076 1.000 -56.639 89.254 

R2:1 5.228 24.076 1.000 -67.718 78.174 

R4:1 33.474 24.076 1.000 -39.472 106.420 

control -124.220* 24.076 .000 -197.166 -51.274 

control R1:1 140.528* 24.076 .000 67.581 213.474 

R2:1 129.448* 24.076 .000 56.502 202.394 

R4:1 157.694* 24.076 .000 84.748 230.640 

R100:1 124.220* 24.076 .000 51.274 197.166 

day14 R1:1 R2:1 -9.832 24.076 1.000 -82.778 63.115 

R4:1 -62.422 24.076 .146 -135.368 10.525 

R100:1 10.612 24.076 1.000 -62.334 83.558 

control -165.652* 24.076 .000 -238.599 -92.706 

R2:1 R1:1 9.832 24.076 1.000 -63.115 82.778 

R4:1 -52.590 24.076 .369 -125.536 20.356 

R100:1 20.444 24.076 1.000 -52.503 93.390 

control -155.821* 24.076 .000 -228.767 -82.874 

R4:1 R1:1 62.422 24.076 .146 -10.525 135.368 

R2:1 52.590 24.076 .369 -20.356 125.536 

R100:1 73.034* 24.076 .050 .087 145.980 

control -103.231* 24.076 .002 -176.177 -30.284 

R100:1 R1:1 -10.612 24.076 1.000 -83.558 62.334 

R2:1 -20.444 24.076 1.000 -93.390 52.503 

R4:1 -73.034* 24.076 .050 -145.980 -.087 

control -176.264* 24.076 .000 -249.211 -103.318 

control R1:1 165.652* 24.076 .000 92.706 238.599 



  62 

R2:1 155.821* 24.076 .000 82.874 228.767 

R4:1 103.231* 24.076 .002 30.284 176.177 

R100:1 176.264* 24.076 .000 103.318 249.211 

Based on estimated marginal means 

*. The mean difference is significant at the .05 level. 

b. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni. 
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