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คำนำ 

 

ในปัจจุบันกระบวนการอิเล็กโทรสปินนิงสามารถใช้ผลิตเส้นใยนาโนซึ่งสามารถนำไปประยุกต์ใช้ในทาง

การแพทย์ได้อย่างหลากหลาย เช่น ระบบนำส่งยาหรือสารชีวโมเลกุล วัสดุป้องกันสารเคมี วัสดุปิดแผลและ

วิศวกรรมเนื้อเยื่อ พอลิเมอร์ที่นำมาสังเคราะห์เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันสามารถใช้ได้หลากหลายชนิดควรมี

สมบัติไม่เป็นพิษต่อร่างกาย เข้ากันได้และย่อยสลายได้ในร่างกายมนุษย์  

คณะผู้วิจัยเห็นว่า Eudragit RL100 มีสมบัติดังกล่าว แต่เมื่อนำมาผ่านกระบวนการอิเล็กโทรสปินนิง

เพ่ือสังเคราะห์เส้นใยนาโน พบว่ายังมีข้อด้อยในเรื่องของความแข็งแรงของเส้นใย จึงนำมาผสมกับพอลิเมทิลเม

ทาไครเลต ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ที่มีสมบัติและโครงสร้างคล้ายกับ Eudragit RL100 แต่มีความแข็งแรงที่มากกว่า 

โดยการศึกษาของพอลิเมอร์ทั้งสองตัวนี้ยังมีไม่มาก คณะผู้วิจัยจึงนำพอลิเมอร์ทั้งสองชนิดมาผสมกันและบรรจุ

โปรตีนที่มีสมบัติที่ช่วยเพิ่มการเจริญเติบโตของเส้นประสาทเพ่ือศึกษาในด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อประสาท  

งานวิจัยมีวัตถุประสงค์เพ่ือหาสภาวะการทดลองที่เหมาะสมสำหรับผลิตกระบวนการเส้นใยและศึกษา

สมบัติทางกายภาพและเคมีของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่บรรจุโปรตีนสำหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อประสาท 
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บทคัดย่อ 

 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน  
Eudragit RL100 ผสมพอลิเมทิลเมทาไครเลตที่บรรจุ Nerve growth factors (NGFs) และประเมินการเจริญเติบโต
และสัณฐานวิทยาของของเซลล์ชวานน์บนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน สังเกตขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ   
เส้นใย การเรียงตัวของเส้นใย และสัณฐานวิทยาของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน ด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันด้วย  Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR) ตรวจสอบความเป็นผลึกของเส้นใยตรวจสอบด้วย Powder X-Ray 
Diffraction (PXRD) มุมสัมผัสของน้ำด้วยเคร่ือง Drop shape analyzer ศึกษาปริมาณและการปลดปล่อยของ NGFs 
โดยอาศัยหลักการทางภูมิคุ้มกันวิทยา (ELISA) ศึกษาการเจริญเติบโตเซลล์และสัณฐานวิทยาของเซลล์ชวานน์ดว้ยวธิี 
Alamar blue assay และ SEM ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ยของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันอยู่ ในช่วง 
373.52 ± 50.52 ถึง 5,835.55 ± 1,113.33 นาโนเมตร โครงสร้างทางเคมีของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 
Eudragit RL100 ผสมพอลิเมทิลเมทาไครเลตที่บรรจุ NGFs ไม่เปลี่ยนแปลง รูปแบบ PXRD ของโครงร่างเส้นใยนา
โนอิเล็กโทรสปันทั้งหมดด้วย Powder X-Ray Diffraction (PXRD ) เป็นรูปอสัณฐาน โครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรส
ปัน Eudragit RL100 ผสมพอลิเมทิลเมทาไครเลตที่บรรจุ NGFs มีความชอบน้ำสูงกว่าโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรส
ปันอ่ืน ปริมาณร้อยละ NGFs ในโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันอยู่ในช่วงร้อยละ 47.23 ± 4.71 ถึง 72.02 ± 0.83 
จลนศาสตร์การปลดปล่อยของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่บรรจุ NGFs เป็นแบบจำลอง Higuchi การ
เจริญเติบโตของเซลล์ชวานน์บนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน Eudragit RL100 ผสมพอลิเมทิลเมทาไครเลตที่
บรรจุ NGFs สูงที่สุดในวันที่ 4 ภาพถ่าย SEM แสดงการยึดเกาะของเซลล์ชวานน์บนโครงร่างเส้นใยอิเล็กโทรสปนั จาก
ผลการทดลองสรุปได้ว่าโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน Eudragit RL100 ผสมพอลิเมทิลเมทาไครเลตที่บรรจุ 
NGFs ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ชวานน์มีศักยภาพเพื่อนำไปใช้สำหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อประสาท 
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Abstract 
 

The objective of this research was to investigate the physical and chemical properties of the 
nanofibrous scaffolds of Eudragit RL100 blended polymethyl methacrylate loaded nerve growth factors 
(NGFs) and evaluated proliferation and morphology of rat Schwann cell on scaffolds. ด iber diameter, 
fiber orientation, and morphology of nanofibrous scaffolds were observed by scanning electron 
microscopy (SEM). Chemical structure of nanofibrous scaffolds was investigated by a Fourier-transform 
infrared spectroscopy (FTIR), The crystallinity of scaffolds was performed by an X-ray diffraction (PXRD). 
Water contact angle was recorded by a drop shape analyzer. The NGFs content and releasing were 
investigated based on enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The proliferation and morphology 
of Schwann cells on scaffolds were demonstrated by Alamar Blue assay and SEM, respectively. The 
average diameter of nanofibrous scaffolds were in the range of 373.52 ± 50.52 to 5,835.55 ± 1,113.33 
nm. The chemical structure of Eudragit RL100 blended polymethyl methacrylate loaded NGFs was not 
changed. All pattern of the powder X-ray diffraction (PXRD) nanofibrous scaffolds exhibited an 
amorphous form. The hydrophilicity of Eudragit RL100 blended polymethyl methacrylate nanofibrous 
scaffolds loaded NGFs was greater than another. The content (%) of nanofibrous scaffolds were in the 
range of 47.23 ± 4.71 to 72.02 ± 0.83 %. All release kinetics of nanofibrous scaffolds loaded NGFs were 
Higuchi model. At 4th day, the Schwann cell proliferation on Eudragit RL100 blended polymethyl 
methacrylate nanofibrous scaffolds loaded NGFs was the greatest.  The SEM images showed that 
Schwann cells were adhered on the surface of nanofibrous scaffolds. In conclusion, the Eudragit RL100 
blended polymethyl methacrylate nanofibrous scaffolds loaded NGFs promoted growth of Schwann 
cells. The previously mentions may have potential to apply for nerve tissue engineering. 
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บทที ่1 

บทนำ 
1.ความสำคัญและที่มาของปัญหา 

อิเล็กโทรสปินนิง (electrospinning) เป็นกระบวนการที่แพร่หลายสำหรับการสร้างเส้นใย
เนื่องจากมีกระบวนการที่ทำได้ง่ายและประหยัดค่าใช้จ่าย หลักการคือการทำให้พอลิเมอร์อยู่ในรูป
ของสารละลายหรือหลอมเหลว จากนั้นใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้าเพื่อสะสมประจุให้แก่พอลิเมอร์ทำให้
พอลิเมอร์หลุดลอยอยู ่ภายใต้สนามไฟฟ้าแล้วไปเกาะยังวัสดุรองรับทำให้ได้เส้นใยที ่มีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางในช่วง 3 นาโนเมตร ถึง 10 ไมโครเมตร (1, 2) วิธีการสร้างเส้นใยนาโนมีหลายวิธี ได้แก่ 

อิเล็กโทรสปินนิงแบบผสมผสาน (blend electrospinning) (3, 4) อิเล็กโทรสปินนิงแบบร่วมแกน 
(co-axial electrospinning) (5, 6) และอิมัลชันอิเล็กโทรสปินนิง (emulsion electrospinning) 
เป็นต้น (7, 8) กระบวนการสร้างโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปินนิงสามารถนำไปประยุกต์ใช้ได้
อย่างหลากหลาย เช่น วัสดุกรองอากาศและฝุ่น เซลล์บรรจุไฟฟ้า วัสดุปกป้องพืช อุตสาหกรรมสิ่งทอ 
วัสดุป้องกันสารเคมีและคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า วิศวกรรมเนื้อเยื่อและระบบนำส่งยาหรือสารชีวโมเลกุล 
เป็นต้น (8) โครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันสามารถประยุกต์ใช้ได้อย่างโดดเด่นในด้านวิศวกรรม
เนื้อเยื่อ เนื่องจากสามารถเลียนแบบแมทริกซ์ที่อยู่นอกเซลล์ (extracellular matrix, ECM) ของ
เนื้อเยื่อ ในแง่ของขนาดและสัณฐานวิทยาสามารถทำให้เซลล์สามารถเกาะติด (cell adhesion) เกิด
การแบ่งตัวเพิ่มจำนวนของเซลล์ (cell proliferation) และเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ที่มีหน้าที่จำเพาะ 
(cell differentiation) ดังนั้นจึงมีการนำมาใช้ซ่อมแซมเนื้อเยื่อต่างๆ เช่น เนื้อเยื่อเส้นเอ็น (tendon 
tissue) เนื้อเยื่อผิวหนัง (skin tissue) เนื้อเยื่อกระดูก (bone tissue) หลอดเลือด (vascular vessel) 
และเนื้อเยื่อประสาท (nerve tissue) การวิจัยด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อประสาทด้วยกระบวนการอิเล็ก
โทรสปินนิงที ่มีการศึกษามาก คือ การสร้างท่อนำเส้นประสาท (nerve conduits) สำหรับการ
รักษาการบาดเจ็บของเส้นประสาทส่วนปลาย (peripheral nerve injury) (9) เนื่องจากเส้นประสาท
มีอัตราการงอกใหม่ที่ช้าโดยขึ้นอยู่กับตำแหน่งของเส้นประสาท เส้นประสาทที่อยู่ในส่วน proximal 
segment จะมีอัตราการงอกท่ี 2-3 มิลลิเมตรต่อวัน ในขณะที่เส้นประสาทที่อยู่ในส่วน distal
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segment อาจงอกในอัตรา 1-2 มิลลิเมตรต่อวัน (10) การสร้างท่อนำเส้นประสาทด้วยกระบวนการอิ
เล็กโทรสปินนิงจะเอื้อสภาพแวดล้อมให้เซลล์ชวานน์ (Schwann cells) สามารถเกาะติด ซึ่งเซลล์
ชวานน์มีหน้าที่สร้างหรือซ่อมแซมเอกซอนและไมอิลินรวมถึงหลั่ง neurotrophic growth factors 
ทำให้ส่งเสริมการสร้างหรือซ่อมแซมไมอีลินและเอกซอน (11) 

ปัจจุบันมีการนำพอลิเมอร์ชนิดต่าง ๆ มาใช้ผลิตเส้นใยนาโนด้วยกระบวนการอิเล็กโทรสปิ
นนิงสำหรับสร้างท่อนำเส้นประสาท เช่น พอลิยูรีเทน (polyurethanes, PU) พอลิอะคลิโลไนไทรล์ 
(polyacrylonitrile, PAN) พอลิไวนิลแอลกอฮอล์  (polyvinyl alcohol, PVA) พอลิไกลโคลิก 
(polyglycolic acid, PGA) พอลิคาโปรแลคโตน (polycaprolactone, PCL) Eudragit RS100 และ 
Eudragit RL100 เป็นต้น (12) poly (ethyl acrylate-co-methyl methacrylate-co-
trimethylammonioethyl methacrylate chloride) (Eudragit RL100) เป็นพอลิเมอร์สังเคราะห์
ที่มีความชอบน้ำ (hydrophilicity) มีความคงตัวในเอนไซม์ย่อยอาหารและของเหลวในร่างกาย ย่อย
สลายได้ในร่างกาย (biodegradable polymer) เป็นวัสดุปลอดสารพิษและไม่ระคายเคือง แต่
อย่างไรก็ตามสมบัติทางด้านเชิงกลของ Eudragit RL100 มีความแข็งแรงค่อนข้างต่ำ และการศึกษา
เกี่ยวกับประสิทธิภาพการซ่อมแซมเส้นประสาทของเส้นใยอิเล็กโทรสปินนิงที่เตรียมจาก Eudragit 
RL100 ยังมีน้อยมากคณะผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาการเตรียมเส้นใยอิเล็กโตรสปินนิงจาก Eudragit 
RL100 สำหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อประสาท ซึ่ง Eudragit RL100 มีข้อจำกัดด้านสมบัติเชิงกลที่มีความ
แข็งแรงของโครงร่างเส้นใยต่ำ คณะผู้วิจัยจึงสนใจพอลิเมอร์อีกชนิดหนึ่งซึ่งมีโครงสร้างและสมบัติ
คล้ายกับ Eudragit RL100 คือ พอลิ เมทิลเมทาไครเลต (PMMA) เป็นพอลิเมอร์สังเคราะห์ที่ไม่ชอบ
น้ำ (hydrophobicity) มีสมบัติเชิงกลที่ดี  ความเป็นพิษต่ำ มีความเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อมนุษย์ดี 
ทนทาน และราคาไม่แพง มีรายงานการใช้ PMMA ในวิศวกรรมเนื้อเยื่อเส้นประสาท จากงานวิจัยของ 
Haijian Xia และคณะ ปี ค.ศ. 2016  ได้สร้างเส้นใยอิเล็กโทรสปินนิงเรียงตัวทางเดียว จาก PMMA 
สำหรับการเลี้ยงเซลล์ชวานน์ พบว่าเซลล์สามารถเกาะและยืดออกตามแนวเส้นใย (13) แต่อย่างไรก็
ตามจากสมบัติที่ไม่ชอบน้ำทำให้เซลล์เจริญเติบโตได้ช้า (14, 15) และมีการศึกษาวิจัยนำ PMMA 
ทดสอบกับเส้นประสาทหมูเม่ือให้อุณหภูมิที่สูงขึ้นพบว่ามีการสร้างความเสียหายต่อระบบประสาท 
(16) นอกจากนี้การศึกษาประสิทธิภาพ PMMA สำหรับการซ่อมแซมเส้นประสาทยังมีน้อยเช่นกัน 
ทางคณะผู้วิจัยจึงหาแนวทางการพัฒนาสมบัติของโครงร่างเส้นใยอิเล็กโทรสปินนิง โดยในปัจจุบันมี
วิธีการพัฒนาได้แก่ การปรับพารามิเตอร์ในกระบวนการอิเล็กโทร สปินนิง การออกแบบวัสดุรองรับ 
การนำกระบวนการต่างชนิดมารวมกัน และ การผสมพอลิเมอร์ เป็นต้น (17) คณะผู้วิจัยจึงนำ 
Eudragit RL100 ผสมกับ PMMA เพ่ือปรับปรุงสมบัติเชิงกลและสมบัติอ่ืนๆ นอกจากนี้มีการวิจัย 
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พบว่าโปรตีนกลุ่ม growth factors เช่น nerve growth factors (NGFs) สามารถเพิ่มการ
สร้างหรือซ่อมแซมไมอีลินและเอกซอน  และควบคุมการเคลื่อนที่ของเซลล์ชวานได้ (18, 19) 

คณะผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาการเตรียมโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันจาก Eudragit RL100 
ผสม PMMA  และบรรจุ NGFs สำหรับการรักษาและซ่อมแซมการบาดเจ็บของเส้นประสาทส่วน
ปลาย โดยทำการศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อรูปแบบสัณฐานวิทยาของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน
เพ่ือหาเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใย โดยใช้วิธีออกแบบการทดลองวิธีพ้ืนผิวผลตอบสนอง (response 
surface methodology) ชนิด Central Composite Design และม ีการตรวจสอบสมบัติทาง
กายภาพและเคมีของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน ได้แก่ การตรวจสอบสัณฐานวิทยาของโครง
ร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron 
microscopy)   การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันด้วยเครื่อง 
Fourier Transform Infrared (FTIR) การตรวจสอบความเป็นผลึกของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโท
รสปันด้วยเครื่อง X-ray diffractometer (XRD) ศึกษาปริมาณโปรตีนที่สามารถบรรจุได้ในโครงร่าง
เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน (% content)  และการปลดปล่อยของโปรตีนโดยใช้วิธีการตรวจที่อาศัย
หลักการทางภูมิคุ้มกันวิทยา (enzyme-linked immunosorbent assay) สุดท้ายทำการศึกษากับ
เซลล์ชวานหนู ได้แก่ การเจริญเติบโตของเซลล์โดยวิธี Alamar blue assay และสัณฐานวิทยาของ
เซลล์บนเส้นใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด   

2. วัตถุประสงค์ 
1. เพื่อพัฒนาโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน Eudragit RL100 ผสมพอลิเมทิลเมทาไคร
เลตที่บรรจุโปรตีนสำหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อประสาท 
2. เพื่อศึกษาสมบัติทางกายภาพเเละเคมีของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน Eudragit 
RL100 ผสมพอลิเมทิลเมทาไครเลตที่บรรจุโปรตีน 
3.เพื่อศึกษาการเจริญเติบโตและสัณฐานวิทยาของเซลล์ชวานน์หนูบนโครงร่างเส้นใยนาโนอิ
เล็กโทรสปัน Eudragit RL100 ผสมพอลิเมทิลเมทาไครเลตที่บรรจุโปรตีน 
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3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. ได้โครงร่างเส้นในนาโนจากอิเล็กโทรสปัน Eudragit RL100 ที่บรรจุโปรตีนสำหรับ
วิศวกรรมเนื้อเยื่อประสาท 
2. ทราบสมบัติทางกายภาพเเละเคมีของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน Eudragit RL100 
ผสมพอลิเมทิลเมทาไครเลตที่บรรจุโปรตีน 
3. ทราบผลของการเจริญเติบโตและสัณฐานวิทยาของเซลล์ชวานน์หนูบนโครงร่างเส้นใยนา
โนอิเล็กโทรสปัน Eudragit RL100 ผสมพอลิเมทิลเมทาไครเลตที่บรรจุโปรตีน 
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บทที ่2 

วรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 
ในการวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้องและได้นำเสนอตามหัวข้อ

ต่อไปนี้ 

1. นาโนเทคโนโลย ี(nanotechnology) 

2. อเิลก็โทรสปนินิง (electrospinning) 

2.1 สว่นประกอบของเครือ่งอเิล็กโทรสปนินิง  

2.2 ชนดิของอเิล็กโทรสปนินิง (type of Electrospinning) 

2.1.1  fiber composition 
2.1.2 fiber orientation 

2.3 พารามเิตอรข์องอเิล็กโทรสปนินิง (parameter of Electrospinning) 

2.4 การวเิคราะหเ์สน้ใย (analysis) 

2.4.1 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron 
microscopy : SEM) 

2.4.2 การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของส้นใยนาโนด้วยเครื่อง 
Fourier Transform Infrared (FTIR) 

2.4.3 การตรวจสอบความเป็นผลึกของเส้นใยนาโนด้วยเครื่อง Powder X-
ray Diffraction (PXRD) 

2.4.4 การวัดสมบัติความชอบน้ำด้วยเครื่อง Drop Shape Analyzer 
3. Eudragit RL100 และ Poly(methyl methacrylate) (PMMA) 

3.1 สมบตัิของ Eudragit RL100 (properties of Eudragit RL100) 

3.2 สมบตัิของ Poly(methyl methacrylate) (properties of PMMA) 

4. Growth Factors และ Stem cells
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4.1 Growth factors 

4.2 Stem cells 

4.3 Schwann cells 

5. การตรึงเซลล ์(Immobilization) 

6. วธิวีเิคราะหป์รมิาณโปรตนี (Protein quantitative analysis)  

6.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  

7. การเพาะเลีย้งเซลล ์(Cell culture) 

7.1 การวดัปริมาณการเจรญิเตบิโตของเซลล์ (Cell proliferation) 

7.1.1 Alamar Blue assay 
7.2 ดลูักษณะสณัฐานของเซลล์ (Cell morphology) 

    7.2.1 ฟลูออเรสเซนต์ไมโครสโคป (Fluorescent microscope) 
8. การออกแบบการทดลอง (Design of experiment: DOE) 
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1. นาโนเทคโนโลย ี(nanotechnology)  

 “นาโน” มาจากภาษากรีกโบราณ มีความหมายว่าอนุภาคขนาดเล็กมากหรือแปลว่าแคระ 

(Nanos เป็นคำมาจากภาษากรีกสำหรับ “คนแคระ”) (20) ซ่ึงในศตวรรษท่ี 21 นาโนเทคโนโลยีได้รับ

การปฏิวัติอุตสาหกรรมในวงการวิทยาศาสตร์ เนื่องจากมีอิทธิพลเป็นอย่างมากต่อการดำเนินชีวิตของ

มนุษย์ในอนาคต นาโนเทคโนโลยีเป็นสาขาหนึ่งซึ่งเป็นการศึกษาเกี่ยวกับส่วนประกอบที่มีขนาด 1-

100 นาโนเมตร ซึ่งประกอบไปด้วย เส้นใยนาโน นาโนรูปแบบแท่ง นาโนรูปแบบเส้น นาโนคริสตัล นา

โนโฟม ฯลฯ ซึ่งสมบัติของวัสดุนาโนนั้นต้องมีดังนี้ ขนาดอนุภาคระดับนาโน มีความแข็งแรงคงทน มี

ความเป็นรูพรุน สามารถปรับปรงุสมบัติทางพ้ืนผิวได้และมีความยืดหยุ่นสูง (21) 

 “นาโนเทคโนโลยี” หมายถึง เทคโนโลยีประยุกต์ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์วัสดุและการ

ผลิตวัสดุอุปกรณ์ในระดับของอะตอมหรือกลุ่มเล็ก ๆ ของอะตอม โดยทั่วไปแล้ว “ระดับนาโน 

(nanoscale)” จะมีการวัดออกมาในหน่วยนาโนเมตรหรือหนึ่งในพันล้านของหนึ่งเมตร (10 -9 เมตร) 

ซึ่งจะส่งผลให้วัสดุหรืออุปกรณ์ต่าง ๆ มีหน้าที่ใหม ่ๆ และมสีมบัติที่พิเศษข้ึนทั้งทางด้านกายภาพ เคมี 

และชีวภาพ นาโนเทคโนโลยีได้กลายเป็นสิ่งที่จำเป็นสำหรับวิศวกรรมอิเล็กทรอนิกส์และวิศวกรรม

ระดับนาโน ด้านอาหารและด้านการแพทย์ ตัวอย่างด้านการแพทย์เช่น การป้องกันโรค (disease 

prevention) การวินิจฉัย (diagnosis) การรักษา (treatment) การประยุกต์ใช้ในระบบนำส่งยา 

(drug delivery system) ระบบนำส่งโปรตีน (protein delivery system)  และวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 

(tissue engineering) เป็นต้น ซึ่งวัสดุนาโนมีสมบัติพิเศษ ได้แก่ ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ และมี

ความเป็นพิษที่ต่ำกับร่างกายมนุษย์ (22)  

1.1 ชนดิของวสัดนุาโน (Classification of nanomaterials) 

วัสดุนาโนสามารถจำแนกหมวดหมู่ได้ดังต่อไปนี้ 

1.1.1 ท่อนาโน (nanotube) เส้นใยนาโน (nanofiber) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางน้อยกว่า 

100 นาโนเมตร 

1.1.2 อนุภาคนาโน (nanoparticles)  ทรงกลมกลวง (hollow spheres)  ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางน้อยกว่า 100 นาโนเมตร (23) 

1.2 เสน้ใยนาโน (Nanofiber) 

 เส้นใยนาโนมีเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วง 1 ถึง 100 นาโนเมตร เป็นวัสดุที่มีความน่าสนใจ 

ถูกใช้อย่างแพร่หลาย เช่น ระบบนำส่งยา (Drug delivery system)  วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue 
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engineering)  ระบบนำส่งยีน (Gene delivery) ใช ้ในการแพทย์ (Medication) ร ักษามะเร็ง 

(Cancer therapy) รักษาแผล (Wound healing) และระบบนำส่งโปรตีน (Protein delivery) (24) 

เป็นต้น ซึ่งเหตุผลที่ใช้ทางการแพทย์เนื่องจากมีความเข้ากันได้กับร่างกายมนุษย์ โดยเส้นใยนาโนทำ

หน้าที่เป็นระบบนำส่งยา สารชีวโมเลกุลและโปรตีน ยกตัวอย่าง ยาต้านมะเร็ง ยาต้านแบคทีเรีย 

โปรตีน และ DNA หรือ RNA นำส่งไปยังอวัยวะเป้าหมายที่มีความจำเพาะ เส้นใยนาโนสามารถ

นำไปใช้เป็นโครงร่างเพ่ือนำส่งยีนและซ่อมแซมเนื้อเยื่อที่มีความเกี่ยวข้องกับ Growth factors  

 ลักษณะของเส้นใยนาโน คือ มีพ้ืนที่ผิว (Surface area) มากจึงสามารถสร้างระบบนำส่งหรือ

นำส่งสารชีวโมเลกุล ยา และโปรตีนได้มาก สมบัติของเส้นใยนาโนสามารถย่อยสลายได้ นำความร้อน 

นำไฟฟ้าได ้  ว ิธ ีการสร ้าง เส ้นใยนาโน ได ้แก ่  การแยกเฟส (Phase separation), Template 

synthesis, Drawing, Melt blown technology และอิเล็กโทรสปินนิง (Electrospinning) เป็นต้น 

เมื่อนำมาเปรียบเทียบกับวิธีอื่น พบว่า อิเล็กโทรสปินนิง (Electrospinning) นั้นเป็นวิธีที่ง่าย ทำได้

ต่อเนื่อง ทำซ้ำได้หลายครั้ง นอกจากนี้วิธีนี้ยังเป็นวิธีที่ได้รับความสนใจอย่างแพร่หลายใน 10-20 ปีที่

ผ่านมา (21) 

2. อเิลก็โทรสปนินงิ (electrospinning) 

อิเล็กโทรสปินนิง (electrospinning) เป็นกระบวนการที่แพร่หลายสำหรับการสร้างเส้นใย
จากพอลิเมอร์ ซึ ่งหลักการคือ การทำให้พอลิเมอร์อยู ่ในรูปของสารละลายหรือหลอมเหลวก่อน 
จากนั้นทำให้อยู่ในรูปของเส้นใยในระดับไมโครเมตรหรือนาโนเมตร มีรายงานครั้งแรกว่าเกิดข้ึนโดยใช้
กระแสไฟฟ้าที่มีประจุเข้าไปแล้วเกิดเป็นหยดหรือยืดของของเหลวในศตวรรษที่ 16 โดย William 
Gilbert (25) ต่อมาในปี ค.ศ. 1934 ได้มีการจดสิทธิบัตรของอิเล็กโทรสปินนิงเป็นครั ้งแรกโดย 
Formhals นอกจากนี้ยังได้ใช้วัสดุรองรับที่สามารถเคลื่อนที่ได้  (moveable threat-collecting 
device) เพื ่อเก็บเส้นใยเเละเส้นใยที ่ได้ยังอยู ่ในรูปเเบบเรียงตัวทางเดียว (aligned) นอกจากนี้ 
Formhals ได้ใช้สารละลายอะซิโตนและแอลกอฮอลล์มาเป็นตัวทำละลายเพ่ือที่จะสังเคราะห์เป็นเส้น
ใยเซลลูโลสอะซิเตท (26)  

ในปี ค.ศ. 1969 Taylor ได้ศึกษารูปทรงหยดของสารละลายพอลิเมอร์ที่อยู่บริเวณปลายของ

เข็มฉีดภายใต้สนามไฟฟ้า ซึ่งรูปทรงที่ได้เป็นรูปทรงกรวย (cone shape) หรือเรียกว่า “Taylor 

cone” เเละได้ค้นพบว่าต้องใช้มุม 49.3 องศา  เพื่อความสมดุลระหว่างแรงตึงผิวของสารละลายพอลิ

เมอร์ที่อยู่ภายใต้สนามไฟฟ้า ในปีถัดมานักวิจัยได้มุ่งเน้นที่จะศึกษาลักษณะสัณฐาณของเส้นใยนาโน 

โดยใช้เครื่องมือ ได้แก่ กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด(Scanning electron microscopy 
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:SEM) กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission electron microscopy :TEM)  

เครื ่องวิเคราะห์การเลี ้ยวเบนของรังสีเอ็กซ์ ์ X-ray diffraction :XRD) และเครื ่องวิเคราะห์การ

เปลี่ยนแปลงทางความร้อน (Differential scanning colorimeter :DSC) เพื่อดูลักษณะของเส้นใย

นาโนอิเล็กโทรสปัน (2) อีก 2 ปีให้หลัง ปี ค.ศ.1971 Buumgarten ได้ทดลองการลดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางของเส้นใย โดยการเพิ ่มสนามไฟฟ้า นอกจากนี ้ย ังทำการปรับสารละลายให้มีความ

หลากหลายเพื่อดูความสัมพันธ์ระหว่างความหนืดกับเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยเพื่อให้ได้เส้นใยที่มี

เส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วง 500 เเละ 1100 นาโนเมตร (2, 27)  
 การทำงานพื้นฐานของอิเล็กโทรสปินนิงประกอบด้วยส่วนสำคัญ 3 ส่วน คือ แหล่งกำเนิด
ศักย์ไฟฟ้ากำลังสูง (high voltage power supply) หลอดบรรจุสารละลายพอลิเมอร์ที่ติดเข็มโลหะ 
(needle spinneret) และว ัสด ุรองร ับ (grounded conductive collector) (28) โดยหลักการ
ทำงานพ้ืนฐานของอิเล็กโทรสปินนิง คือ การให้ความต่างศักย์ไฟฟ้าสูงแก่สารละลายพอลิเมอร์หรือพอ
ลิเมอร์หลอมเหลวซึ่งไหลผ่านเข็มโลหะ เมื่อความต่างศักย์ถึงจุด critical voltage จะเกิด“แรงผลักคู
ลอมบ์ (coulombic repulsion)”เท่ากับแรงตึงผิวของหยดสารละลายพอลิเมอร์เกิดเป็นรูปร่าง 
conical shaped หรือเรียกว่า Taylor cone เเละเมื่อความต่างศักย์มากกว่าแรงตึงผิวของสารละลาย
พอลิเมอร์ สารละลายพอลิเมอร์จะพุ่งออกมาจากปลายของ Taylor cone ไปตกที่วัสดุรองรับ โดย
ระหว่างเคลื่อนที่จะมีการระเหยของสารละลายพอลิเมอร์อย่างรวดเร็ว ซึ่งลักษณะของเส้นใยจะขึ้นกับ
พารามิเตอร์ ได้แก่ ความต่างศักย์ ความเข้มข้นของสารละลายพอลิเมอร์ และระยะทางระหว่างปลาย
เข็มจนถึงวัสดุรองรับ เป็นต้น (29) 
    2.1 สว่นประกอบของอเิล็กโทรสปนินงิ (30)  

2.1.1 กระบอกฉีดยาที่บรรจุสาร (pump and Syringe)  
ทำหน้าที่บรรจุสารละลายที่เตรียมในกระบวนการทำอิเล็กโทรสปินนิง  

2.1.2 เข็มฉีดยา (needle gauge)  
หัวเข็มฉีดยามีหลายขนาด เช่น เบอร์ 19 เบอร์ 20 และ เบอร์ 23 เป็นต้น  

2.1.3 พาวเวอร์ซัพพลาย (power Supply)  
เป็นเครื่องให้กำเนิดไฟฟ้าเพ่ือให้เกิดการสปินสารออกมาเป็นเส้นใย 

2.1.4 วัสดุรองรับ (collector)  
มีลักษณะเป็นกระดานผิวราบ ใช้เก็บตัวอย่างเส้นใยที่ผ่านการทำอิเล็กโทรสปิน โดยมีอยู่

ด้วยกัน 2 แบบ คือ static และ dynamic (30) 
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2.2 ชนดิของอเิล็กโทรสปนินิง (type of Electrospinning) 

2.2.1 Fiber composition 
2.2.1.1 Blend Electrospinning  

หลักการเบื้องต้นของอิเล็กโทรสปินนิงแบบผสมผสาน (Blend electrospinning)

คือ การผสมส่วนผสมต่าง ๆ ให้อยู่กันเป็นเนื้อเดียวเเละอยู่ในสารละลายนั้น ๆ เพียงชนิด

เดียว โดยใช้เทคนิคการทำนาโนเพื่อเป็นเส้นใยจากหลากหลายวัสดุ เเละใช้ความต่าง

ศักย์ไฟฟ้ากำลังสูงโดยเมื่อสนามไฟฟ้ามากพอที่จะชนะเเรงตึงผิวเเล้ว ประจุของสารละลาย

พอลิเมอร์ไปอยู่บริเวณปลายของเข็มจากนั้นสารละลายพอลิเมอร์จะหลุดออกมาเเละอยู่ใน

รูปของ “Taylor cone” เเละยืดออกมาเเละลอยไปสะสมอยู่บริเวณวัสดุรองรับ  

อิเล็กโทรสปินนิงแบบผสมผสาน เป็นวิธีการที่ง่ายซึ่งยาหรือสารชีวโมเลกุลจะถูก

กระจายหรือละลายในสารละลายพอลิเมอร์ ทำให้เกิดเส้นใยที ่มียาหรือสารชีวโมเลกุล

กระจายอยู่ทั่วเส้นใย  

แม้ว่าจะเป็นวิธีที ่ง่ายแต่ในทางตรงกันข้ามเมื่อเทียบกับอิเล็กโทรสปินนิงวิธีอ่ืน 

อิเล็กโทรสปินนิงแบบผสมผสานจะทำให้ตัวทำละลายที่ใช้สำหรับการกระจายสารชีวโมเลกุล

สามารถเกิดการสูญเสียสภาพของโปรตีนหรือสูญเสียสมบัติทางชีวภาพ นอกจากนี้ประจุโดย

ธรรมชาติของสารชีวโมเลกุลสามารถส่งผลทำให้เกิดการกระจายตัวบนพ้ืนผิวของมากกว่าเกิด

การห่อหุ้มบนเส้นใย ซึ่งการกระจายบนพื้นผิวของเส้นใยเกี่ยวข้องกับการปลดปล่อยของสาร

ชีวโมเลกุล ซึ่งตัวทำละลายที่ใช้ในวิธีนี้ได้จะต้องไม่ทำลายยาหรือสารชีวโลกุล อิเล็กโทรสปิ

นนิงแบบผสมผสานถูกทดสอบในการใช้กับยาหรือสารชีวโมเลกุลอย่างกว้างขวาง เช่น ยา

ต้านเชื้อแบคทีเรีย ยามะเร็ง ยาต้านอักเสบ Growth factors  และยีน เป็นต้น (3, 4) 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยของ Marziyeh Jannesari กล่าวถึงการนำ

Poly(vinyl alcohol)/Poly(vinyl acetate) มาผ่านกระบวนการอิเล็กโทรสปินนิงเป็นแผ่น

แปะแผลสำหรับควบคุมการปลดปล่อยของตัวยา (31) งานวิจัยของ Dorati ปี 2018 ได้นำ

สารละลายพอลิเมอร์ผสมระหว่าง เกลือไคโตซาน และ Polylactide-Co-

Polycaprolactone (PLA-PCL) มาทำการอิเล็กโทรสปินนิง เพ่ือดูการเกิดเส้นใยนาโนเเละ

สมบัติเเละความคงตัวของไคโตซาน ซึ่งผลการทดลองได้พบว่าได้เส้นใยนาโน ของ PLA-

PCL/Chitosan เเละมีขนาดของเส้นใยนาโนอยู่ในช่วง 800 นาโนเมตร เมื่อมาดูปริมาณไคโต
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ซานในเส้นใยนาโนพบว่ามีปริมาณ 27.2 % (w/w) เเละมีปริมาณ 6 % (w/w) ที่พ้ืนผิว (32) 

งานวิจัยของณัฐธัญ เจริญศรีวิไลวัฒน์ กล่าวถึงการนำอิเล็กโทรสปินนิงแบบผสมผสานแบบสุ่ม

และแบบทางเดียว มาเป็นวิธีในการสังเคราะห์เส้นใยนาโนด้วยพอลิเมอร์ Eudragit RS100 

และ Eudragit RL100 ในการซ่อมแซมเส้นใยประสาท ได้ผลการวิจัยคือ เส้นใยนาโนเรียงตัว

แบบสุ่มและทางเดียวจาก Eudragit RS100 มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วง 504.82 –

552.19 นาโนเมตร และเส้นอิเล็กโทรสปินนิงเรียงตัวแบบสุ่มและทางเดียว

จาก Eudragit RL100 มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วง 492.06 –500.10 นาโน

เมตร และเซลล์สามารถเจริญเติบโตทางเดียวตามแนวของเส้นใยนาโนของพอลิเมอร์ทั้งสอง 

(33) 

ข้อดี คือ เป็นวิธีที่ง่าย ไม่ซับซ้อน ปรับเปลี่ยนสมบัติทางกายภาพ สมบัติทางเคมีเเละ
สมบัติเชิงกลของเส้นใยนาโนที่ใช้สำหรับการนำส่งยา มีประโยชน์ในการพัฒนาสูตรตำรับการ
ควบคุมการปลดปล่อยของยา ซึ่งอัตราการปลดปล่อยสามารถปรับเปลี่ยนได้โดยทำการ
เปลี่ยนอัตราส่วนของพอลิเมอร์ทีใ่ช้ในการผสม  

ข้อเสีย คือ ถ้าเป็นสารชีวโมเลกุล ตัวอย่างเช่น กรดไขมันที่จำเป็น วิตามิน ฟลาโว
นอยด์เเละสารต้านอนุมูลอิสระ วิธีนี้จำเป็นที่จะต้องละลายในสารละลายก่อน โดยการ
กระจายของสารชีวโมเลกุลในเส้นใยจะโดนอิทธิพลของสมบัติทางกายภาพเเละทางเคมีของ
สารละลายที่มีอันตรกริยากันกับสารชีวโมเลกุลที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ และอาจจะไปยับยั้งการ
ทำงานของสารชีวโมเลกุลที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น เอนไซม์หรือเปปไทด ์(4, 5)   

2.2.1.2 Co-Axial Electrospinning 
Co-Axial Electrospinning  เป็นวิธีการที่จะปรับปรุงคุณภาพและสมบัติของเส้นใย

นาโน และถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือสังเคราะห์ Core-Shell Nanofibers โดยหลักการเบื้องต้น คือ 
สารละลายพอลิเมอร์จะไม่ถูกผสมเป็นเนื้อเดียวกัน โดยพอลิเมอร์แต่ละชนิดจะถูกบรรจุลงใน
เข็มฉีด และใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้ากำลังสูงเพ่ือสังเคราะห์เป็นเส้นใยนาโน (4) 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยของ Hong Zhang นำพอลิเมอร์มาสปินนิงด้วย
วิธี Coaxial electrospinning โดยใช้ อิมัลชัน หรือเจลไคโตซานเป็นแกนกลางและ PELCL 
เป็นเปลือกสำหรับการนำส่ง Basic Fibroblast Growth Factor เพ่ือควบคุมการปลดปล่อย
และซ่อมแซมเส้นใยประสาท (34) งานวิจัยของ Amir Ehsan Torkamani ในปี 2018 
กล่าวถึงการใช้ Co-Axial Electrospinning มาสังเคราะห์เส้นใยที่สามารถควบคุมการ
ปลดปล่อยของสาร Polyphenolic Antioxidants ที่ได้มาจากต้นมะระขี้นก (35)  
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ข้อดีของวิธีการนี้ ยาหรือสารชีวโมเลกุลที่ยู่ในแกนกลาง (Core) จะถูกป้องกันโดยมี
เปลือก (Shell) ที่เป็นพอลิเมอร์และสามารถควบคุมการปลดปล่อยของยาหรือสารชีวโมเลกุล 

ข้อเสียของวิธีการนี้ จำเป็นจะต้องใช้หัวเข็มที่มีลักษณะจำเพาะเเละเทคนิคในการ
สปินในลักษณะต่าง ๆ เพ่ือจะได้เส้นใยที่มีสมบัติพิเศษ (5) 

2.2.1.3 Emulsion Electrospinning 
อิมัลชันอิเล็กโทรสปินนิงมีความแตกต่างกับการอิเล็กโทรสปินนิงแบบผสมผสาน คือมี

การใช้พอลิเมอร์ในรูปแบบอิมัลชันแทนการใช้รูปแบบสารละลายโดยใช้อิมัลซิฟายเออร์ ใน
ขั ้นตอนเเละกระบวนการการเกิดเส้นใย ซึ ่งความต่างศักย์ไฟฟ้ากำลังสูงจะมีผลต่อการ
สังเคราะห์เส้นใยนาโนทำให้มีเส้นผ่านศูนย์กลางที่ลดลง นอกจากนี้พารามิเตอร์อื่น ๆ เช่น 
อัตราการไหลและระยะทางการสปินเส้นใยส่งผลต่อรูปร่างของเส้นใยนาโน ซึ่งวิธีนี้เหมาะ
สำหรับยาที่ไม่ละลายในน้ำและมีความเป็นพิษสูง 

จากการทบทวนวรรณกรรมของ Cen Zhang ในปี 2017 ได ้ทำการเตร ียม
อ ิ ม ั ล ช ั น เ เ บ บ  w/o emulsion โ ด ย ใ ช ้  oleic acid-coated magnetite iron oxide 
nanoparticle เ เละทำการสร ้างเส ้นใยโดยใส ่  Vancomycin Hydrochloride โดยใช้
อิมัลชันอิเล็กโทรสปินนิงซึ่งผลที่ได้คือ เส้นใยมีความเเข็งเเรงเเละการฉีกขาดของเส้นใยเกิดได้
น ้อยกว ่ า เส ้นใยท ี ่ ส ั ง เคราะห ์จากว ิธ ีอ ิ เล ็กโท รสป ินน ิ งแบบผสมผสาน (Blend 
electrospinning) (7) 

ข้อดี คือ เป็นวิธีที่ง่าย มีความสามารถในการทำซ้ำได้ สามารถใช้สารละลายพอลิ
เมอร์ที่ไม่เข้ากันมาใช้ร่วมกันได้โดยใช้สารก่ออิมัลชัน (Emulsifying agent) เป็นสารช่วยที่ทำ
ให้สารละลายสามารถเป็นเนื้อเดียวกันได้และวิธีนี้ สามารถใช้กับสารละลายพอลิเมอร์ที่ไม่
ละลายในน้ำได้  

ข้อเสีย คือ มีขั ้นตอนที่ซับซ้อนเมื ่อมีแกนกลาง (Core) มากกว่าหนึ่งแกนกลาง 
(Core) การใช้สารละลายพอลิเมอร์ตัวเดียวจะมีประสิทธิภาพและความคงตัวของอิมัลชันจะ
ต่ำกว่าการใช้สารละลายพอลิเมอร์ตั้งแต่สองชนิดขึ้นไป (6, 7) 
2.2.2 Fiber orientation 

2.2.2.1 Rotating mandrel alignment 
Rotating mandrel alignment คือ การใช้วัสดุรองรับเเบบหมุนที่ใช้กันทั่วไป ซึ่ง

สามารถเก็บเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันให้เรียงตัวในทางเดียว (align) โดยการเรียงตัวทาง
เดียวจะมีผลต่อสมบัติเชิงกลของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน ทำให้มีเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 
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ความคงทน เเข็งเเรงกว่าการใช้วัสดุรองรับที่เก็บเส้นใยเเบบสุ่ม (random) โดยถ้าใช้ความเร็ว
ในการหมุนที่ 500-4500 rpm จะทำให้เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน มีการเรียงตัวในทางเดียว 
กันมากข้ึน (4)  

การเรียงตัวของเส้นใยนั ้นขึ ้นอยู ่กับความเร็วในการหมุนของวัสดุรองรับซึ ่งจะ
สามารถเเบ่งออกได้เป็น 3 กรณี  

1. ถ้าความเร็วในการหมุนของวัสดุรองรับช้าเกินไปจะไม่เกิดการเรียงตัวของเส้นใย
นาโนอิเล็กโทรสปัน อบนวัสดุรองรับ 

2. ถ้าความเร็วในการหมุนของวัสดุรองรับเพ่ิมขึ้นจนถึงจุดวิกฤติของความเร็วในการ
หมุนของวัสดุรองรับจะเพ่ิมการเรียงตัวของเส้นใยบนวัสดุรองรับได้ดีขึ้น  

3. ถ้าหากความเร็วในการหมุนของวัสดุรองรับมากเกินจุดวิกฤติของความเร็วในการ
หมุนของวัสดุรองรับจะทำให้การเรียงตัวของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันลดลงเนื่องจาก
โครงสร้างของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน เกิดการฉีกขาดเเละมีการรบกวนของอากาศบริเวณ
รอบของวัสดุรองรับ (36) 

ข้อดีของวิธีการนี้คือ ทำให้เพิ่มค่ามอดูลัสของยัง  (Young's modulus) และความ
เพ่ิมความเค้นแรงดึง (tensile stress) เมื่อเปรียบเทียบกับแบบสุ่ม (random) และเพ่ิมความ
สมบูรณ์ของเส้นใย (4) 

ข้อเสียของวิธีการนี้คือ มีพอลิเมอร์บางชนิดที่ไม่สามารถทำอิเล็กโทรสปินนิงได้โดย
ใช้วัสดุรองรับเเบบหมุน ถ้าหากเป็นเส้นใยที่มีความเปราะจะทำให้ง่ายต่อการฉีกขาดใน
ขณะที ่ใช้ความเร็วต่ำ เมื ่อเปรียบเทียบกับพอลิเมอร์ที ่มีความยืดหยุ ่นสูง การใช้วัสดุ
รองรับเเบบหมุนใช้เวลาเเละสิ้นเปลืองพลังงาน นอกจากนี้จำเป็นที่จะต้องมีผู้ควบคุมดูเเล
ด้วย (36) 
2.3 พารามเิตอรข์องอเิล็กโทรสปนินิง (parameter of Electrospinning)  
2.3.1 Solutions variables  

2.3.1.1 ความเข้มข้นของสารละลายพอลิเมอร์ (concentration of solutions)  
ความเข้มข้นของสารละลายมีความสัมพันธ์ในการเกิดเส้นใยนาโนอิเล็กโท

รสปันเป็นอย่างมาก โดยความเข้มข้นต่ำ จะทำให้มีความหนืดต่ำ แรงตึงผิวต่ำ มีการ
ไหลดีขึ้นและเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยจะลดลง เเต่ถ้าสารละลายมีความเข้มข้น
ที่สูงขึ้นจะทำให้ความหนืดสูงขึ้นและเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรส
ปันจะเพ่ิมข้ึน สามารถทำให้เกิดรูปเม็ดบีทเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันได ้เเต่อย่างไรก็
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ตามถ้าความเข้มข้นมีความเหมาะสมจะทำให้เกิดเส้นใยนาโนที่มีความเรียบเนียน
เเละสวยงาม (2) 

2.3.1.2 ความสามารถในการนำไฟฟ้าของสารละลายพอลิเมอร์ (conductivity)  
การเพิ่มค่าการนำไฟฟ้าของสารละลายได้ถูกนำมาใช้เพื่อปรับปรุงคุณภาพ

ของเส้นใย  เช่น การเพิ่มค่าการนำไฟฟ้าของสารสะลายจะทำให้เม็ดบีทลดลงและ
เส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันเล็กลง เพ่ิมความยืดของสารละลาย
เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันเนื่องจากประจุที่เพ่ิมข้ึน (21) 

พอลิเมอร์ที่ใช้ในการทำเส้นใยนาโนส่วนใหญ่เเล้วจะมีความสามารถนำ
ไฟฟ้า เเละมักมีประจุ ซึ่งมีความสำคัญในการเกิดเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่ออก
จากปลายเข็ม (polymeric jet) ดังนั ้นในการทำเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันต้อง
คำน ึงถ ึงชน ิดของพอล ิเมอร ์ เ เละต ัวทำละลายที ่ ใช ้  ซ ึ ่ งจะส ามารถทำนาย
ความสามารถการนำไฟฟ้าของสารละลาย โดยทั่วไปเเล้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันจะลดลงเมื่อเพิ่มความสามารถในการนำไฟฟ้าของ
สารละลาย  แต่ในทางกลับกันถ้าสารละลายมีสมบัติในการนำไฟฟ้าต่ำ ก็จะทำให้
เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่ได้ออกมามีเม็ดบีทเกิดขึ้น (21) 

ความสามารถในการนำไฟฟ้าของสารละลายพอลิเมอร์สามารถเพิ่มได้โดย

การเต ิมสารละลายเจ ือจาง กรด  เบส  หร ือ  ionic salts เช ่น  NaCl, H2SO4, 

HCl, NaOH, KOH, FeCl3 และ KH2PO4 (2) 

2.3.1.3 ลักษณะการไหลของพอลิเมอร์ (rheological properties)  
สารละลายที่ความหนืดสูงไม่สามารถออกมาจากเข็มฉีดได้ แต่ถ้าสารละลาย

มีความหนืดต่ำจะไม่สามารถก่อเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันได้  

2.3.1.4 อัตราการไหลของสารละลายพอลิเมอร์ (flow rate)  
อัตราการไหลของสารละลายพอลิเมอร์มีผลต่อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

ความเป็นรูพรุนและรูปร่างของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน เมื่อเพ่ิมอัตราการไหลของ
พอลิเมอร์จะทำให้เส้นผ่านศูนย์กลางและรูพรุนที่มีขนาดเพิ่มขึ้น อีกทั้งยังส่งผล ให้
เกิดเม็ดบีทบนเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันมากขึ้น ดังนั้นในการสปินเส้นใยนาโนอิเล็ก
โทรสปันควรมีอัตราการไหลของสารละลายพอลิเมอร์ที่เหมาะสม (21) 
2.3.1.5 ความสามารถในการระเหยของตัวทำละลาย (volatility of solvent)   
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ความสามารถในการระเหยของตัวทำละลายจะต้องอยู่ในช่วงที่แน่นอน ยิ่ง
ตัวทำละลายมีความสามารถในการระเหยสูงจะส่งผลให้เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันมี
ลักษณะเป็นริบบิ้น แบน มีรูพรุนบนผิว สารละลายที่เตรียมจากตัวทำละลายที่มี
ความสามารถในระเหยที่ต่ำมากอาจส่งผลให้เส้นใยเปียก หลอมรวมกันหรือไม่
สามารถกลายเป็นเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันได้ ในทางตรงข้ามตัวทำละลายที่มี
ความสามารถในการระเหยสูงอาจส่งผลให้การปั่นเส้นใยหยุดนิ่งชั่วคราวเนื่องจาก
เกิดการแข็งตัวของพอลิเมอร์ที่ปลายเข็ม (1) 
2.3.1.6 ความหนืดของสารละลาย (viscosity)  

ความหนืดของสารละลายส่งผลถึงเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยนาโนอิเล็ก
โทรสปันเช่นกัน ความหนืดที่สูงขึ้นของสารละลายจะทำให้เส้นผ่านศูนย์กลางเส้นใย
นาโนอิเล็กโทรสปันเพิ่มขึ้น เกิดรูพรุนและเม็ดบีทลดลง แต่อย่างไรก็ตามเมื่อความ
หนืดสูงขึ้นการจ่ายไฟเริ่มต้นของการปั่นเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันอาจไม่เพียง
พอที่จะยืดพอลิเมอร์ให้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางตามต้องการได้ (37) ในกรณีที่
ความหนืดต่ำ เส้นใยนาโนอิโทรสปันที่ออกมาจากปลายเข็มจะเกิดการรวมกันทำให้
เกิดเม็ดบีทเป็นจำนวนมาก ผลลัพธ์ที่ได้คือเกิดการกระจายของเส้นใยที่ออกมาจาก
ปลายเข็ม (2) 

  
N  คือ ความหนืดของสารละลาย และ d คือเส้นผ่านศูนย์กลางเส้นใยนาโน (nm)  

2.3.2 Electrospinning variables  
2.3.2.1 ศักย์ไฟฟ้า (voltage)   

การให้ความต่างศักย์ไฟฟ้าเข้าไปจะส่งผลต่อกระบวนการอิเล็กโทรสปิ
นนิง โดยมีความเก่ียวข้องกับประจุในสารละลาย การเพ่ิมความต่างศักย์ไฟฟ้าจะเพ่ิม
ความเร่งให้กับเส้นใยและผลลัพธ์ที่ได้ คือ จะให้เพิ่มปริมาณของสารละลายออกมาก
จากหัวเข็ม มีงานวิจัยที่กล่าวไว้ถึงการใช้ความต่างศักย์ฟ้าที่สูงไว้ว่า การใช้ความต่าง
ศักย์ไฟฟ้าที่สูงจะทำให้เกิดการยืดของสารละลายทำให้ เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปนัที่
ได้มีความบาง  นอกจากนี้การเพิ ่มความต่างศักย์ฟ้าจะทำให้ลดระยะเวลาการ
เดินทางของเส้นใยไปยังวัสดุรองรับ นอกจากนี้ยังอาจจะเกิดเส้นใยนาโนอิเล็กโทรส
ปันที่ออกจากปลายเข็มเป็นหลายสายได้ (multiple jets)  ซึ่งเป็นสิ่งที่ไม่ต้องการ 
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แต่ถ้าหากศักย์ไฟฟ้าต่ำเกินไปจะส่งผลให้เกิดการดีดกลับของแรงตึงผิวสารละลายทำ
ให้ได้เส้นใยที่มีลักษณะเป็นเม็ดบีทขึ้นได้ (1) 
2.3.2.2 อัตราการป้อนสารละลาย (feed rate)   

อัตราการป้อนสารละลายจะต้องเหมาะสมไม่เร็วจนเกินไป ถ้าใช้อัตราการ
ป้อน สารละลายที่เร็วเกินไปจะก่อให้เกิดความไม่สมดุลของสารละลายที่ป้อนผ่าน
เข็มฉีด โดยจะทำให้เกิดเป็นเม็ดบีทบนผิวของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันเนื่องจาก
ความต่างศักย์ไฟฟ้าไม่มีแรงมากพอที่สามารถพาสารละลายทั้งหมดถึงวัสดุรองรับได้
และถ้าอัตราการป้อนที่สูงเกินไปจะส่งผลให้เส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยเพ่ิมขึ้นด้วย 
การใช้สารละลายอินทรีย ์เป ็นตัวทำละลายพอลิเมอร์ช ่วยให้อัตราการป้อน
สารละลายเร็วขึ้นเพราะสารละลายอินทรีย์ระเหยได้อย่างรวดเร็ว (1, 21)  
2.3.2.3 ระยะห่างระหว่างปลายเข็มและวัสดุรองรับ (tip to collector 

distance)     
ระยะห่างระหว่างปลายเข็มกับวัสดุรองรับ มีผลต่อเส้นทางและเวลาในการ

เดินทางก่อนที่จะตกบนวัสดุรองรับ ถ้าความต่างศักย์คงที่ความแรงของสนามไฟฟ้า
จะแปรผกผันตามระยะทาง ในการตั้งค่าการสปินเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันของ
ไฟฟ้าสถิตจะตั ้งค่าระยะห่างอยู ่ที ่ 10 ถึง 15 เซนติเมตร ซึ ่งโดยทั ่วไปจะเป็น
ระยะทางที่พอจะให้ตัวทำละลายระเหยกลายเป็นไอจนแห้ง ยิ่งไปกว่านั้นในกรณีที่
ความต่างศักย์ไฟฟ้าคงที่ ณ ขณะที่ระยะห่างต่าง ๆ เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันมี
ลักษณะ และรูปแบบที ่คล้ายกันซึ ่งเมื ่อเปลี ่ยนแปลงความต่างศักย์ไฟฟ้าและ
กำหนดให้ระยะห่างคงที ่ก็ให้ผลเช่นเดียวกัน การเพิ ่มระยะห่างจะลดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน อย่างไรก็ตามนอกเหนือจากระยะทาง เส้น
ผ่านศูนย์กลางเส้นใยเพิ่มข้ึนเนื่องจากความแรงสนามไฟฟ้าที่ลดลงอีกด้วย (1) 
2.3.2.4 การเลือกวัสดุรองรับ (collector)   

สำหรับการเริ่มต้นการสร้างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันนั้น ต้องมีสนามไฟฟ้า
ที่เคลื่อนที่ระหว่างเเหล่งกำเนิดความต่างศักย์ไฟฟ้าเเละวัสดุรองรับ ดังนั้นวัสดุ
รองรับส่วนใหญ่จะต้องเป็นวัสดุที่นำไฟฟ้า ในกรณีที่ใช้วัสดุรองรับที่ไม่นำไฟฟ้า จะ
ทำให้ได้เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันบนวัสดุรองรับมีความหนาเเน่นในการรวมกลุ่ม 
(packing density) น้อย เมื่อเปรียบเทียบกับวัสดุรองรับที่นำไฟฟ้า  (38) ในการ
เลือกวัสดุรองรับมีผลต่อการจัดเรียงตัวของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันและมีผลต่อ
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ลักษณะสัณฐานของเส ้นในนาโนอิเล ็กโทรสปันที ่ได ้ เน ื ่องจากว ัสด ุรองรับ 
(collector)  จะม ีอ ิทธ ิพลต ่อความสามารถในการร ับประจ ุบร ิ เวณโลหะ 
(grounding electrode ) ท ี ่ เป ็นส ่วนร ับประจ ุ ไฟฟ้า  ในกรณีท ี ่ว ัสด ุรองรับ 
(collector) สามารถนำประจุไฟฟ้าได้น้อย จะส่งผลให้เก็บเส้นใยนาโนได้ปริมาณ
น้อยลงหรืออาจจะไม่สามารถเก็บเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันได้ เนื่องจากประจุไม่
สามารถเคลื่อนที่ไปอีกขั้วหนึ่งได้ (28) 

2.3.3 Environment Variables  
2.3.3.1 สภาวะความชื้นขณะปั่นเส้นใย (humidity)   

ความชื ้นที ่ส ูงและต่ำเกินไปจะทำให้เส้นใยมีขนาดใหญ่ เเละเกิดการ
ตกตะกอนของพอลิเมอร์อย่างรวดเร็วเมื่อน้ำเกิดการควบแน่นอยู่ผิวของเส้นใยนา
โนอิเล็กโทรสปันโดยเฉพาะอย่างยิ่งที่ความชื้นสัมพัทธ์สูงจะส่งผลให้เส้นใยหนาตัวขึ้น 
ในขณะที่ความชื้นต่ำตัวทำละลายจะมีการระเหยเร็วขึ้นและอัตราการแข็งตัวเพ่ิม
มากขึ้นซึ่งทำให้เส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันเพิ่มขึ้น (1) จาก
งานวิจัยของ Wang  ในปี ค.ศ. 2019 พบว่าความชื้นมีผลต่อเส้นใยนาโนอิเล็กโทรส
ปันจาก PMMA โดยเปรียบเทียบระหว่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่ได้รับความชื้น 
70% พบว่ามีความพรุนสูงเมื่อเทียบกับเส้นใยที่ได้รับความชื้น 25% (39)  

2.3.3.2 อุณหภูมิขณะปั่นเส้นใย (temperature)   
การเพิ่มอุณหภูมิมีผลกระทบต่อสารละลายพอลิเมอร์ ได้แก่ 1.เพิ่มอัตรา

การระเหยของตัวทำละลาย 2.ลดความหนืดของสารละลายพอลิเมอร์เป็นผลทำให้
เส้นผ่านศูนย์กลางเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันลดลงและสารละลายกระจายเป็นเนื้อ
เดียวกันมากขึ้น (1) อีกทั้งอุณหภูมิจะช่วยปรับปรุงความสามารถในการะลายของ
สารละลายพอลิเมอร์ (38) 

2.4 การวเิคราะหเ์สน้ใย (Analysis) 

2.4.1 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscopy : SEM)  
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดเป็นกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนที่ใช้ลำ

อน ุภาคอ ิ เล ็กตรอนที ่ม ีพล ังงานส ูงในการรวจสอบวัตถุ  ซ ึ ่ งใช ้อ ิ เล ็กตรอนแทนแสง

ธรรมดา เนื่องจากความยาวคลื ่นของลำอนุภาคอิเล็กตรอนสั ้นกว่าความยาวคลื ่นแสงถึง 

100,000 เท่า ทำให้กล้องจุลทรรศอิเล็กตรอนแบบส่องกราดมีประสิทธิภาพในเรื ่องของ

กำลังขยาย และแจกแจงรายละเอียดได้มากกว่ากล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง โดยสามารถแยก
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รายละเอียดของวัตถุที่เล็กขนาด 10 อังสตรอม หรือ 0.1 นาโนเมตร แตก่ล้องจุลทรรศน์ทั่วไป

จะแจกแจงรายละเอียดได้ประมาณ 0.2 ไมโครเมตร กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง

กราด (SEM) จะมีกำลังขยายสูงสุดประมาณ 10 นาโนเมตร ในการเตรียมตัวอย่างต้องทำให้มี

ขนาดบาง และจะทำการสร้างภาพโดยตรวจวัดอิเล็กตรอนที่สะท้อนจากผิวหน้าของตัวอย่างที่

ทำการสำรวจ ซึ่งภาพที่ได้จากเครื่อง SEM จะเป็นภาพลักษณะ 3 มิติ ดังนั้น กล้องจุลทรรศน์

อิเล ็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscopy : SEM) จะถูกนำมาใช้ใน

การศึกษาสัณฐานและรายละเอียดของลักษณะพื้นผิวของตัวอย่าง เช่น ลักษณะพื้นผิวด้าน

นอกของเนื้อเยื่อและเซลล์ หน้าตัดของโลหะและวัสดุ เป็นต้น   

หล ักการทำงานของกล ้องจ ุลทรรศ ์อ ิ เ ล ็กตรอนแบบส ่องกราด  (Scanning 

Electron Microscopy : SEM) ประกอบด้วยแหล่งกำเนิดอิเล ็กตรอนซึ ่งทำหน้าที ่ผลิต

อิเล็กตรอน โดยกลุ่มอิเล็กตรอนที่ได้จากแหล่งกำเนิดจะถูกเร่งด้วยสนามไฟฟ้า จากนั้นกลุ่ม

อิเล็กตรอนจะผ่านเลนส์รวบรวมรังสี (condenser lens) เพื่อทำให้กลุ่มอิเล็กตรอนกลายเป็น

ลำอิเล็กตรอน ซึ่งสามารถปรับให้ขนาดของลำอิเล็กตรอนใหญ่หรือเล็กได้ตามที่ต้องการ หาก

ต้องการภาพที่มีความคมชัดจะปรับให้ลำอิเล็กตรอนมีขนาดเล็ก หลังจากนั้นลำอิเล็กตรอนจะ

ถูกปรับระยะโฟกัสโดยเลนส์ใกล้วัตถุ (objective lens) ลงไปบนผิวชิ้นงานที่ต้องการศึกษา 

หลังจากลำอิเล็กตรอนถูกกราดลงบนชิ้นงานจะทำให้เกิดอิเล็กตรอนทุติยภูมิ  (secondary 

electron) จากนั้นสัญญาณจากอิเล็กตรอนจะถูกบันทึก เปลี่ยนเป็นสัญญาณอิเล็กทรอนิคและ

แสดงภาพขึ้นบนหน้าจอต่อไป (18)  

2.4.2 ฟลูเรียร์ทรานส์ฟอร์ม อินฟราเรดสเปคโทรมิเตอร์ (Fourier Transform Infrared: 
FTIR)  

เป็นเครื่องมือที่ใช้สำหรับวิเคราะห์หาหมู่ฟังก์ชั่นของสารประกอบอินทรีย์ โดยอาศัย

หลักการของการดูดกลืนคลื่นรังสีช่วงกลางอินฟราเรด (Middle infrared region) ประมาณ 

400-4000 cm-1 เมื่อโมเลกุลได้รับพลังงานจากคลื่นรังสีอินฟราเรดที่มีความถี่ตรงกับความถ่ี

ของการสั่น (stretching) หรือการหมุน (bending) ของพันธะโควาเลนต์ในโมเลกุล จะทำให้

โมเลกุลดังกล่าวเกิดการดูดกลืนแสง IR และมีการเปลี่ยนแปลงค่าโมเมนต์ขั ้วคู่ (dipole 

moment) ของโมเลกุลจากนั้นจะวัด ค่าความเข้มแสงต่อความถี่หรือความยาวคลื่น  (wave 

number) ได้ออกมาเป็นสเปคตรัม ซึ่งแต่ละพันธะของหมู่ฟังก์ชั่นจะแสดงค่าความยาวคลื่น



19 
 

เฉพาะที่ต่างกัน และสามารถใช้กับตัวอย่างได้ทั้ง 3 สถานะ ซึ่งโดยวิธีทั่วไปจะนำสารตัวอย่าง

ที่อยู่ในรูปของแข็งไปบดกับโพแทสเซียมโบรไมด์ แต่ถ้าหากตัวอย่างเป็นของเหลวก็จะทำการ

หยดสารไประหว่างแผ่นโพแทสเซียมโบรไมด์  หรือแผ่นเกลือรูปอื ่น ซึ ่งการวิเคราะห์

ด้วย FTIR นั้นเพื่อดูว่าเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่ได้มีการเปลี่ยนแปลงหมู่โครงสร้างหรือ

แสดงหมู่ที่สำคัญเพ่ือดูว่าสารนั้นยังคงมีอยู่ (19)   

2.4.3 การตรวจสอบความเป็นผลึกของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันด้วยเครื่อง Powder X-ray 
Diffraction (XRD)  

เทคนิคเอกซเรย์ดิฟแฟรกชั่น (Powder X-ray Diffraction) หรือเทคนิค PXRD เป็น

วิธีการวิเคราะห์ที่นำรังสีเอ็กซ์ มาใช้วิเคราะห์สารประกอบที่มีอยู่ในสารตัวอย่างซึ่งจะสามารถ

บอกถึงมิติของหน่วยเซลล์ (Unit cell)  บอกถึงโครงสร้าง  การเรียงตัวของผลึก  พื้นผิวเเละ

พารามิเตอร์ที่เกี่ยวกับโครงสร้างต่างๆ เช่น ค่าเฉลี่ยของโมเลกุลที่เล็กที่สุดของผลึก (grain 

size) ความเป็นผลึก (crystallinity) ความเครียด (strain)  ความบกพร่องของผลึก (crystal 

defect) เป็นต้น ซึ่งหลักการทำงานของ X-Ray Diffraction เกิดจากการหักเหของรังสี X-

ray ที่มีเเหล่งกำเนิดจากหลอดรังสีเเคโทด (cathode ray tube) ซึ่งจะมีตัวกรองเเสง (filter) 

เพื่อที่จะสร้างรังสีที ่มีความยาวคลื่นเดียว (monochromatic beam) ไปยังสารตัวอย่าง 

(sample) เเละเกิดอันตรกริยากันของรังสีตกกระทบ (incident rays) กับตัวอย่างทำให้เกิด

การเลี ้ยวเบนของรังส ี (diffraction) หลังจากนั ้นร ังส ี x-ray ที ่ม ีความยาวคลื ่นเดียว

(monochromatic beam) จะเกิดการกระเจิง (scattered) ที่มีมุมที่มีลักษณะจำเพาะตาม

โครงสร้างของผลึกทำให้ได้ลักษณะกราฟ x-ray ที่เเตกต่างกันตามไปด้วย (40) 

2.4.4 การวัดสมบัติความชอบน้ำด้วยเครื่อง Drop Shape Analyzer 
เทคนิคการวิเคราะห์การหยดตัวของของเหลว  (Drop shape analysis) ได้ถูก

ค้นพบจาก Neumann เเละคณะโดยทำการวิเคราะห์รูปร่างลักษณะของหยดเรียกว่า
Asymmetric Drop shape Analysis (ADSA) โดยเเรงตึงผิว (surface tension) จะสามารถ
คำนวณได้จาก ADSA conjunction ซึ่งจะขึ้นอยู่กับการเรียงของหยด เช่นpendant drop, 
sessile drop, captive bubble  ซึ ่งเป็นวิธีการที ่ง ่ายและใช้กันอย่างกว้างขวางในการ
วิเคราะห์แรงตึงผิว 

การวัดค่ามุม (contact angle) เป็นวิธีที่ง่ายเเละรวดเร็วในการวัดสมบัติทางพื้นผิว
ของสาร เเละเป็นวิธีที ่ใช้โดยทั่วไปที่ใช้ในการวัดพื ้นผิวของเหลว  โดยใช้สมการ Young-
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Lapace equation โดยในขณะวัดค่ามุม (contact angle) สมบัติทางเคมีที่วัดได้จะเป็นส่วน
นอกที่สุดของอะตอมผิวนอกที่ทำกับพื้นผิวของของเเข็งจะทำให้ได้ค่ามุม (contact angle) 
โดยทำการหยดของเหลวลงบนพื้นผิวที่มีลักษณะเป็นของเเข็ง โดยลักษณะการเรียงตัวของ
หยดท ี ่ จ ะทำการว ิ เ ค ร า ะห ์ ม ี อย ู ่ ด ้ ว ย ก ั น ได ้ เ เ ก่  pendant drop, sessile drop, 
captive bubble จากนั้นจะมีเเหล่งกำเนิดเเสงที่มี filter เพื่อให้เเสงมีเพียงความถี่เดียว
(monochromatic illumination ) เเล ้วทำการถ่ายภาพจะทำให้เห ็นร ูปร ่างของหยด
ของเหลวนั้น ๆ จากนั้นนำรูปที่ได้ไปทำการวิเคราะห์ลักษณะของหยดของของเหลว  เเละทำ
การทำนายตำเเหน่งของพ้ืนผิวของของเหลวที่กระทำกับของเเข็ง หลังจากนั้นนำข้อมูลที่ได้ไป
ใส่ในสมการ Young-Lapace equation (41, 42)  

3. Eudragit RL100 และ Poly(methyl methacrylate) (PMMA) 

3.1 สมบตัขิอง Eudragit RL100 (Properties of Eudragit RL100) 

Eudragit RL 100 เป ็นพอลิเมอร ์ร ่วมของ  Ethyl acrylate, Methyl methacrylate 
เเละมีส่วนประกอบของ Methacrylic acid ester ที่ประกอบด้วยหมู่เเอมโมเนียมซึ่งมีประจุ
เป็นบวก Eudragit RL100  จะไม่ละลายเเละพองตัวในน้ำเเต่จะยอมให้น้ำซึมผ่านได้  โดย
ทั่วไปเเล้ว Eudragit RL100 จะทำหน้าที่เป็น control release agent, viscosity agent, 
suspending agent, tablet binder, film former เเละ 1 กรัมของ Eudragit RL100 จะ
ละลายใน 7 กรัม aqeous methanol, ethanol, acetone, dichloromethane (43) 

 
 

รูปที่ 1 โครงสร้างของ Eudragit RL100 (44) 
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ตารางที่ 1 แสดงสมบัติของ Eudragit RL100 
สมบัติของ Eudragit RL100 ข้อมูล  

สี (Color)  ไม่มีสี  
อุณหภูมิของการเปลี่ยนสถานะคล้ายแก้ว (Glass 

transition temperature)  
63 องศาเซลเซียส  

ความหนาแน่น (Density)  0.816-23836 กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร  
จุดหลอมเหลว (Melting point)  294 องศาเซลเซียส  

ความทนแรงดึง (Tensile strength)   2.05 MPa 

ความสามารถในการละลาย (Solubility)  ละลายใน Acetone, Isopropanol, Alcohol  
ไม่ละลายน้ำ  

  
 

3.2 สมบตัขิอง Poly(methyl methacrylate) (PMMA) 

พอลิเมทิลเมทาไครเลตเป็น พอลิเมอร์ชนิดเทอร์โมพลาสติกที่มีความโปร่งใสสูง ซึ่ง

สามารถนำไปใช้ได้อย่างแพร่หลายเช่น นำไปแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์สำเร็จรูปได้หลายประเภท 

โดยพอลิเมทิลเมทาไครเลตมีสามารถเรียกว่า Plexiglas, Lucite, Acrylite และ Altuglas 

เป ็นต ้น ม ีช ื ่อ IUPAC เร ียกว ่า methyl 2- methylprop-2-enoate (45) ม ีค ่า Glass 

transition temperature (Tg) ที่สูงคือ 398 เคลวิน (398 K) มีความหนาแน่น 1.20 กรัมต่อ

ลูกบาศก์เซนติเมตรที ่อุณหภูมิห้อง สามารถหลอมเหลวได้ที ่อุณหภูมิ 200-230 องศา

เซลเซียส สามารถทนต่อตัวทำละลาย Alkane และกรดเจือจางได้ดี แต่ไม่สามารถทนตัวทำ

ละลายที่มีขั ้ว เช่น แอลกอฮอลล์ กรดอินทรีย์และคีโตน เป็นต้น ยังมีข้อดีหลายประการ 

ได้แก่ สามารถเข้ากันได้ดีกับเนื ้อเยื ่อมนุษย์ ไม่มีพิษต่อเนื ้อเยื ่อมนุษย์ ราคาไม่แพง มี

กระบวนการผลิตที่ง่าย แข็งแรงทนต่อแรงต้านทาน จึงทำให้ PMMA เป็นที่นิยมใช้กันอย่าง

แพร่หลายในทางชีวการแพทย์ปัจจุบัน (46) 

จากงานวิจัยของ  Bee Chin Ang ในปี 2015 ได้มีรายงานถึงการทำอิเล็กโทรสปิ

นน ิ ง เพ ื ่ อสร ้ าง เส ้น ใยนาโน อ ิ เล ็ กโทรสป ันจากพอล ิ เมท ิล เมทาไคร เลตโดยใช้  

Dimethylformamide (DMF) เป็นตัวทำละลาย เพื่อหาสภาวะและปัจจัยที่เหมาะสมสำหรับ

การสังเคราะห์เส้นใยด้วย Taguchi design of experiments (47) 
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จากงานวิจัยของ Alireza Matbouei ในปี 2018 มีรายงานการสังเคราะห์พอลิเมทิล

เมทาไครเลตเป็นโครงร่างสามมิติ เพื่อใช้สำหรับการรักษาซ่อมแซมกระดูก โดยใช้เครื ่อง 

Laser cutting machine โดยผลที่ได้คือสามารถเป็นทางเลือกที่ดีในการใช้สำหรับวิศกรรม

เนื้อเยื่อทางกระดูก (48) 

จากงานวิจัยของ Hui-Yi Chang ในปี 2019 ได้มีรายงานการเตรียมเส้นใยนาโนที่ไม่ชอบ

น้ำ (Hydrophobic nanofibers) จาก PMMA ด้วยวิธ ีการอิเล ็กโทรสปินนิงโดยใช้ 2-

propanol และน้ำ เป็นตัวทำละลาย (49) 

จากงานวิจัยของ Balen ในปี 2016 มีรายงานการสังเคราะห์เส้นใยและฟิล์มจาก 

PMMA/ZnO โดยใช้ acetone/DMSO (2:3, v/v)เป็นตัวทำละลายในสภาวะ ศักย์ไฟฟ้า 25 

กิโลโวลล์ (kV) ระยะห่าง 25 เซนติเมตร (cm) และอัตราเร็วการป้อนสาร 1 มิลลิลิตรต่อ

ชั่วโมง (ml/hr) เป็นต้น (50) 

จากงานวิจัยของ Parashar ในปี 1999 มีรายงานการผสมพอลิเมอร์ระหว่าง Eudragit 

RL100 กับ poly(methyl methacrylate) ในอัตราส่วนต่าง ๆ เพื่อดูความแข็งแรงเชิงกล

พบว่าการผสมระหว่างสองพอลิเมอร์มีความเข้ากันได้ โดยความแข็งแรงเชิงกลจะเพิ่มเมื่อ

เทียบกับ Eudragit RL100 เดี่ยว ๆ สามารถสรุปได้ว่าสารผสมที่ได้มีความแข็งแรงและความ

ทนทานเพ่ิมข้ึน (51) 

 
รูปที่ 2 โครงสร้างของ Poly(methyl methacrylate) (PMMA) (52) 
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ตารางที่ 2 แสดงสมบัติของ Poly(methyl methacrylate) (PMMA) 

สมบัติของ PMMA ข้อมูล 

สี (Color) ไม่มีสี 

อุณหภูมิของการเปลี่ยนสถานะคล้ายแก้ว (Glass 

transition temperature) 

125 องศาเซลเซียส 

ความหนาแน่น (Density) 1.20 กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร 

จุดหลอมเหลว (Melting point) 200 -230 องศาเซลเซียส 

ความทนแรงดึง (Tensile strength) 72 MPa 

ความสามารถในการละลาย (Solubility) ละลายในตัวทำละลายอินทรีย์ ไม่ละลายน้ำ 

การเกิดไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ถูกไฮโดรไลซ์ด้วยกรดซัลฟิลริก 

การสลายตัวด้วยความร้อน (Thermal 

decomposition) 

220 องศาเซลเซียส (ถ้าไม่มีออกซิเจน) 

260 องศาเซลเซียส (ถ้ามีออกซิเจน) 

 

4. Growth factors and Stem cells 

4.1 Growth factors 

เมื่อปี ค.ศ. 1950 Dr. Viktor Hamburger และ Dr. Levi-Montalcini  ได้ค้นพบ 

Growth  factors เป็นครั้งแรกจากเอ็มบริโอของไก่ พบ Growth factors 2 ชนิด คือ 

Nerve Growth  Factor  (NGFs) และ Epidermal Growth Factor (EGF) ต่อมาท้ัง 

Dr. Viktor Hamburger และ Dr. Levi-Montalcini ได้รับรางวัลโนเบล ในปี ค.ศ.1986 

สาขาสรีรวิทยาเเละทางการเเพทย์ (53)  

Growth factors เป็นโปรตีนที ่มาจากสายพอลิเปปไทด์ขนาดเล็ก ซึ ่งขนาดของ 
Growth factors ขึ้นอยู่กับจำนวนหรือชนิดของกรดอะมิโน (24) พบมากในช่องว่างระหว่าง
เซลล์ (Extracellular Space) โดยหลักการทำงาน คือ มีการกระตุ้นเซลล์ทำให้มีการเพ่ิม
จำนวนมากขึ้น แบ่งตัวเพิ่มขึ้นทำให้เซลล์เกิดการเติบโต กระตุ้นการสร้างเซลล์ใหม่ พัฒนา
เซลล์ต้นกำเนิดให้เปลี่ยนเป็นอวัยวะที่จำเพาะ การเคลื่อนที่ของเซลล์ และควบคุมการตาย
ของเซลล์ซึ่ง Growth factors ออกฤทธิ์ผ่านตัวรับ (Receptor) ที่จำเพาะซึ่งแตกต่างไปแต่
ละชนิดของ Growth factors ทำให้เกิดการส่งสัญญาณ (Cell Signaling) และทำให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงในเซลล์ (Response) หากไม่มีตัวรับจะไม่สามารถทำงานได้ (25)  
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Growth factors มีหน้าที่ทำให้เซลล์สามารถแบ่งตัวสามารถนำไปปรับปรุงพันธุ
วิศวกรรม และสามารถนำไปใช้ซ่อมแซมเนื้อเยื่อ เป็นตัวที่ทำการควบคุมการเจริญเติบโตของ
เซลล์ ซ่ึงจะออกฤทธิ์โดยการจับกับตัวรับที่จำเพาะ นอกจากนี้เเล้วยังมีความเกี่ยวข้องกับ
ความสมดุลของเนื้อเยื่อ ซ่อมเเซมบาดแผล เเต่ในกรณี  Growth factors มากเกินไปทำให้
เกิดผลเสียตามมาได้คือ สามารถทำให้เกิดเป็นมะเร็งได้ (26)  

ชนิดของ Growth factors เช่น Fibroblast Growth factor (FGF), Nerve Growth 

factor (NGF), Epidermal growth factor (EGF), Platelet-Derived Growth Factor 

(PDGF), Transforming Growth Factors-β (TGFs-β), Transforming Growth Factor-

α (TGF-α), Insulin-Like Growth Factor-1  ( IGF-1 ) , Insulin-Like Growth Factor-2 

(IGF-2) และTumor Necrosis Factor (TNF) Superfamily เป็นต้น (54) 

4.1.1  Nerve Growth factors (NGFs)  หรือ Neurotrophins มีอยู่ 4 
ชนิด คือ NG, Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), Neurotrophin-3 
(NT3) และ Neurotrophin-4 (NT4) ซึ่งควบคุมการทำงานของระบบประสาทหลาย
หน้าที่โดยผ่าน p75NTR, TrkA, TrkB และ TrkC receptors   

Nerve Growth factors (NGFs) มีมวลโมเลกุลประมาณ 13.5 กิโลดัล
ตัน สามารถพบได้หลายตำแหน่ง เช่น แมสต์เซลล์ (mast cells), อีโอซิโนฟิล 
(Eosinophils), ต่อมน้ำลายบริเวณขากรรไกรล่าง (Submaxillary gland), เซลล์
จากไขกระดูกในชั ้นสตอร์มาล (Bone marrow stromal cells) และคีราต ิโน
ไซต์ (Keratinocyte) เป็นต้น ซึ่ง NGF ทำหน้าที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์
ประสาท การอยู่รอดของเซลล์ รวมถึงการเรียนรู้ เป็นต้น (54, 55) 

จากการทบทวนวรรณกรรมจากงานวิจัยของ Tony M. Dinis ในปี 2014 
กล่าวถึงการสังเคราะห์เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันโดยเส้นใยมาจากตัวไหมโดยมี 
Ciliary neurotrophic factor (CNTF)  และ Nerve growth factor (NGF)  เป็น
ส่วนประกอบ ซึ่งใช้สำหรับการฟื้นฟูเส้นประสาท ผลที่ได้คือสามารถช่วยฟื ้นฟู
เส้นประสาทได้ (56) 

4.1.2 Epidermal growth factor (EGF) สามารถพบได้หลายตำแหน่ง 

เช่น ต่อมน้ำลายบริเวณขากรรไกรล่าง (submaxillary gland) ต่อมใต้ชั้นเยื่อเมือก

หรือต่อมของบรูเนอร์ (Submucosal glands /Brunner's glands) ส่งเสริมการ
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เจริญเติบโตของเซลล์มีเซนไคม์ (Mesenchymal Cell) เซลล์เกลีย (Glial cell) 

และเซลล์เยื้อบุผิว (Epithelial cells) เป็นต้น (54) 

4.1.3 Fibroblast growth factor (FGF) สามารถพบในทั้งสัตว์มีกระดูก

สันหลังและไม่มีกระดูกสันหลัง และสามารถพบได้หลายตำแหน่ง  คือ พบมากใน

หลากหลายเซลล์ พบมากในช่องว่างระหว่างเซลล์ (ECM) เป็นต้น โดย FGF family 

มีทั้งหมด 23 ตัวที่เป็นสมาชิก คือ ตั้งแต่ FGF1 ถึง FGF23 ตัวอย่างเช่น ในหนู 

(mice) พบ FGF1 ถึง FGF18 และ FGF20 ถึง FGF23 ในมนุษย์พบ FGF1 ถึง 

FGF14 และ FGF16 ถึง 23 เป็นต้น ซึ่งมวลโมเลกุลของ FGF ที่พบในสัตว์มีกระดูก

สันหลังมีค่าประมาณ 17 ถึง 34 กิโลดัลตัน และทุกตัวในจะมีลำดับกรดอะมิโน

ประมาณ 120 ลำดับ 

กระบวนการออกฤทธิ ์ของ FGF จะมีการจ ับกับ Fibroblast growth 

factor receptors (FGFRs) และจะมีการกระตุ้นการส่งสัญญาณผ่าน RAS/MAP 

Kinase pathway โดยหน้าที่หลัก ของ FGF มี 4 หน้าที่หลัก คือ ทำให้เกิดการเเบ่ง

ตัวของเซลล์ (Proliferation) การเคลื่อนที่ของเซลล์ (cell migration) การพัฒนา

เป็นเซลล์ที่มีลักษณะและหน้าที่เฉพาะ (cell differentiation) และการสร้างเส้น

เลือดใหม่ (Angiogenesis) ซึ่ง FGF แต่ละตัวจะมีหน้าที่และเป้าหมายที่แตกต่างกัน 

ตัวอย่าง เช่น FGF7 มีหน้าที่เกี่ยวกับการแบ่งตัวของเซลล์ (cell proliferation) มี

การออกฤทธิ์ที่เซลล์เยื ่อบุผิว (epithelial cell) เป็นต้น ซึ่งในผู้ใหญ่ FGF ทำงาน

เป็นตัวรักษาสมดุลของร่างกาย และมีหน้าที ่ในการซ่อมแซมเนื ้อเยื ่อรวมถึง

ตอบสนองต่อการบาดเจ็บ (44, 47)  

4.1.4 Insulin-Like Growth Factor (IGF) เดิมชื่อ Somatomedin 

เนื่องจากมีโครงสร้างที่คล้ายอินซูลินจึงเปลีี่ยนมาใช้ชื่อ Insulin-Like Growth 

Factor (IGF) ในปัจจุบัน Insulin-Like Growth Factor (IGF) ถูกแบ่งเป็นสองชนิด

หลัก ๆ คือ IGF-1 (Somatomedin C) ถูกสร้างจากเซลล์ตับและ IGF-2 

(Somatomedin A) ถูกสร้างจากเซลล์หลายๆที่ในร่างกาย โดยสามารถพบ IGF ได้

ในเนื้อเยื่อทั่วๆไปตามร่างกายและสามารถพบในกระแสเลือดได้ ซึ่งส่วนใหญ่เเล้ว 

IGF-1 และ IGF-2 ที่อยู่ในกระแสเลือด ทั้งสองมีมวลโมเลกุล 150 กิโลดัลตัน 
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เนื่องจาก IGF-1 เกิดสารเชิงซ้อนกับ IGFBP-3 และ Acid Labile Subunit (ALS) 

ผลจากการที่เกิดสารเชิงซ้อนจะสามารถป้องกันการเกิดการสลาย (Degradation) 

เมื่ออยู่ในกระแสเลือดได้ เเต่ถ้าเป็น IGF ที่ไม่ได้เกิดสารเชิงซ้อนจะมีมวลโมเลกุล

ขนาดประมาณ 7.5 กิโลดัลตัน ซึ่งจะมีความคงตัวที่ต่ำกว่าเพราะสามารถเกิดการ

สลายตัวได้เมื่ออยู่ในกระแสเลือด   

IGF-1 (Somatomedin C) มีผลต่อ Growth Hormones แต่ IGF-2 

(Somatomedin-2) ไม่ได้มีผลต่อ Growth Hormones โดย IGF ทั้งสองชนิดจะ

ควบคุมการทำงานของเซลล์ โดยไปจับกับตัวรับของเซลล์ที่มีความจำเพาะ 

(receptor) คือ IGF-1 จะจับกับ IGF-1 receptor และ IGF-2 จะจับกับ IGF-1 

receptor หรือ IGF-2 receptor โดยทั้ง IGF-1 และ IGF-2 จะเข้าจับ IGF-1 

receptor จะทำให้ Tyrosine kinase มีการส่งผ่านสัญญาณภายในเซลล์อย่างเป็น

ลำดับขั้น จะส่งผลต่อการแบ่งตัวการเพ่ิมจำนวนของเซลล์ การเจริญเติบโตของเซลล์

และการอยู่รอดของเซลล์ (57) 

IGF-1 และ IGF-2 ประกอบด้วย 4 โดเมน คือ A B C และ D โดย IGF-1 มี

กรดอะมิโนทั้งหมด 70 ลำดับกรดอะมิโน โดยโดเมน A และ B เชื่อมกันด้วยพันธะ

ไดซัลไฟด์ (Disulphide bonds) และทั ้งสองโดเมน เช ื ่อมกับโดเมน C  โดย

โครงสร้างของ IGF-1 คล้ายกับ Insulin คือ กรดอะมิโนลำดับที ่ 1 ถึง 29 จะ

เหมือนกับ Insulin B chain ส่วนกรดอะมิโนลำดับที ่ 42 ถึง 62 จะเหมือนกับ 

insulin A chain และส่วนโดเมน C มีกรดอะมิโน 12 ตัวเป็นส่วนประกอบซึ่งเรียก

ส่วนนี้ว่า “Connecting”  (57) 

IGF-2 Preprohormone มีกรดอะมิโน 180 ลำดับ (20.1 กิโลด ัลต ัน ) 

ประกอบด้วย Carboxy-terminal peptide 89 ลำดับกรดอะมิโนและ Signal 

peptide 24 ลำดับกรดอะมิโน หลังจากเกิดกระบวนการ Translation สุดท้ายจะ

เหลือกรดอะมิโน 67 ลำดับกรดอะมิโน (7.5 กิโลดัลตัน) โดยโดเมน A และ B เชื่อม

กันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ (Disulfide bonds) และทั้งสองโดเมน เชื่อมกับโดเมน C 

(58) ซ ึ ่ งหล ักการทำงานของ IGF-2 สามารถจ ับก ับ Insulin receptor, IGF-1 

receptor และ IGF-2 receptor สามารถส่งผลให้เกิดกลไกลหลาย ๆ อย่างเช่น 
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กระตุ ้นการขนส่งน้ำตาลกลูโคส กรดอะมิโน การสังเคราะห์โปรตีน DNA RNA 

กระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์และการอยู่รอดของเซลล์ เป็นต้น (59-61) 

จากงานวิจัยของ Zhiping Qi ในปี 2019 ได้มีการใช้ IGF-1 ซึ่งมีสมบัติใน

การป้องกันระบบประสาทและสร้างเส้นใยประสาทโดยนำส่งด้วยอิเล็กโทรสปิ

นนิง ในการศึกษาได้สังเคราะห์เส้นใยนาโนด้วยการใช้ IGF-1 ตรึงกับ graphene 

oxide (GO)-incorporated poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) ด ้ ว ย ว ิ ธี  

Immobilize ในการทดลอง in vitro ได้ทำการเพาะเลี ้ยง Neural stem cells 

(NSCs) เพื่อศึกษาผลพบว่า graphene oxide (GO) ทำให้เพิ่มการอยู่รอดของเซลล์

ประสาทและทำให้ NSCs เปลี่ยนไปทำหน้าที่เฉพาะ (Differentiation) ยิ่งไปกว่านั่น

การมี IGF-1 ทำให้เพิ่มการอยู่รอดของเซลล์ เพิ่มการแบ่งตัวของเซลล์ประสาทและ

ทำให ้ NSCs เปล ี ่ยนไปทำหน้าท ี ่ เฉพาะได ้อย ่างม ีน ัยสำค ัญ   ซ ึ ่ งหล ักการ

ทำ Immobilization คือนำเส้นใยนาโน graphene oxide-incorporated PLGA 

และ PLGA มาตัดในขนาดที่พอเหมาะและนำไปติดในแต่ละหลุมของ 24-well 

plate โดยนำสารละลาย IGF-1 ความเข้มข้น 10, 100, และ 500 นาโนกรัมต่อ

ม ิ ล ล ิ ล ิ ต ร ใน  phosphate buffer saline (PBS) เ ต ิ ม ล ง ในแต ่ ล ะ  well แต่

ใช้ Oscillator ในการสั่นเป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณภูมิห้องจากนั่นล้างด้วยน้ำกลั่น 

3 ครั ้ง จากนั ้นดู binding efficiency และ release profiles โดยใช้ Enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) การวิเคราะห์ Cell survival ใช้วิธี CCK-

8 ดูการทำงานของ NSCs โดย NSCs เพาะเลี้ยงในเส้นใยนาโนชนิดต่าง และมีการ

วิเคราะห์การแบ่งตัวของเซลล์ (Cell proliferation) ด้วยวิธี MTT assay ที่ 1, 3 

และ 7 วัน (53)  

4.2 Stem cells 

Stem Cells เป็นสิ ่งที ่จำเป็นต่ออวัยวะภายในของสิ ่งมีชีวิต ในช่วง 3-5 วันจะ

เรียกว่า Blastocyte และจากนั้นจะมีความสามารถเปลี่ยนและพัฒนาเป็นเซลล์ที่มีลักษณะ

จำเพาะ เช่น หัวใจ ปอด ผิวหนัง สเปิร์ม ไข่ เเละเนื้อเยื่ออ่ืน ๆ  ในบางอวัยวะยกตัวอย่างเช่น 

เซลล์ไขกระดูก กล้ามเนื้อ สมอง เป็นต้น รวมถึงสามารถแบ่งตัวได้อย่างไม่จำกัดจึงสามารถ

ช่วยในการทดแทนเซลล์เก่าที่เสื่อมสภาพ จึงทำให้มีสมบัติในการซ่อมเเซมส่วนที่เสียหาย แต่
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อย่างไรก็ตามก็ยังต้องการข้อมูลทางปฏิบัติการเพิ่มเติมเกี่ยวกับการใช้ Stem cells ในการ

รักษา ซึ่งวิธีนี้จะเรียกว่า Regenerative medicine (54)  

Stem cells สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทได้แก่ เซลล์ต้นกำเนิดที่แยกได้จากตัว

อ่อน (Embryonic Stem Cells :ESCs) และเซลล์ต้นกำเนิดที่แยกได้จากสิ่งมีชีวิตโตเต็มวัย 

(Adult Stem Cells : ASCs) 

4.2.1 เซลล์ต้นกำเนิดที่แยกได้จากตัวอ่อน (Embryonic Stem Cells : ESCs)  
เป็นเซลล์ต้นกำเนิด (Stem Cells) เป็นเซลล์ที่จะกลายเป็นอวัยวะหลังจาก

เกิดการฝังตัวที่มดลูกระยะเวลาประมาณ 2 เดือนหลังจากการตั้งครรภ์ยกตัวอย่าง
เช่น ไซโกต (Zygote) ที่มาจากการผสมกันระหว่าง สเปิร์ม (Sperm) กับไข่ (Egg) ที่
เกิดการปฎิสนธิกันประมาณ 5 วัน เมื่อไซโกต (Zygote) เกิดการเเบ่งตัว จะเกิด
เป็น บลาสโตไซต์ (Blastocyte) เเละสามารถเกิดเป็นเซลล์ต้นกำเนิดที่แยกได้จาก
ตัวอ่อน (Embryonic Stem cells : ESCs) จะมีการพัฒนาการต่อเป็นอวัยวะต่างๆ
ต่อไป เช่น เซลล์กล้ามเนื ้อ (Muscle cell)  เซลล์ไขมัน (Adipocyte) เซลล์ตับ 
(Hepatocyte) และเซลล์ประสาท (Neurons) เป็นต้น (62, 63)  
4.2.2 เซลล์ต้นกำเนิดที่แยกได้จากสิ่งมีชีวิตโตเต็มวัย (Adult Stem Cells : ASCs)  

Adult stem cells หรือ Somatic stem cell (ASCs) เป็นเซลล์ต้นกำเนิด
ที ่มีความสามารถในการซ่อมเเซมเซลล์่ที ่มีอยู่   แต่ไม่สามารถเปลี ่ยนแปลงเป็น
อวัยวะอื ่นภายในร่างกายได้  ยกตัวอย่างอวัยวะเเละเนื ้อเย ื ่อเช ่น เม็ดเล ือด 
ลำไส้ อัณฑะและผิวหนัง เป็นต้น  

Adult Stem Cells ต้องมีสมบัติที ่สำคัญ 2 อย่าง คือ 1. Self-renewal 
เป็นสมบัติที ่สามารถเเบ่งตัวเป็นเซลล์ต้นกำเนิดเดิมได้  2. Multipotency หรือ 
Multi differentiative potential เป็นสมบัติที่สามารถสร้างเซลล์ต้นกำเนิดอื่นๆใน
เนื้อเยื่อหรืออวัยวะ เช่น เซลล์เกลีย (glia cells) เเละเซลล์ประสาท (Neurons) เป็น
ต้น (55, 57, 58)   

โดยในช่วงกลางของปี ค.ศ.1800 ได้เริ่มมีการให้คำนิยามของ Stem Cells
ว่าเป็นเซลล์ต้นกำเนิดที ่สามารถสร้างเซลล์อื ่น ๆ ได้  ในปี ค.ศ.1968 ได้มีการ
ทดสอบเกี่ยวกับ Stem Cells ครั้งเเรกในไขกระดูกในการรักษาภาวะภูมิคุ ้มกัน
บกพร่องได้สำเร็จ (59) ต่อมาในปี ค.ศ.1998 ได้เร ิ ่มทำการเก็บ Stem Cells 
human embryoles เเละได้เพาะเลี้ยงเซลล์ในห้องปฏิบัติการ ซึ่งเรียกเซลล์ต่าง ๆ 
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เหล่านี้ว่า Human Embryonic Stem cells โดยนำเซลล์ที่ทำการเพาะเลี้ยงมาทำ
การทดลองเเบบ in vitro fertilization procedures (64) ปัจจุบันการวิจัยเกี่ยวกับ
Stem cells ได้พัฒนาไปอย่างกว้างไกลเเละได้ถูกตีพิมพ์อย่างมากมายในวารสาร
ทางวิทยาศาสตร์ นอกจากนี้ เซลล์ต้นกำเนิดที ่แยกได้จากสิ ่งมีช ีวิตโตเต็มวัย 
(Adult Stem Cells : ASCs)  ย ั งถ ูกนำมาใช ้ ในการร ักษาโรคหลายๆอย ่ าง 
ยกตัวอย่างเช่น โรคหัวใจ โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (65)  

4.3 Schwann cells 

 Theodor Schwann นักสรีรศาสตร์ชาวเยอรมันได้ค้นพบเซลล์ชวานน์ (Schwann 

cells) ในระบบประสาทส่วนปลาย (Peripheral nervous system) เป็นครั้งแรกในศตวรรษ

ที่ 19 (66) 

เซลล์ชวานน์มีหน้าที ่บทบาทสำคัญในระบบประสาทส่วนปลาย (Peripheral 

nervous system) ได้แก่ 1. ห่อหุ้ม neuromuscular junction เพ่ือควบคุมการส่งสัญญาน

ประสาท 2. สร้างเนื้อเยื่อไมอีลินรอบ ๆ เอกซอนทำให้เพิ่มความเร็วในการส่งสัญญาณ

ประสาท (67) 3. รักษาความสมบูรณ์ของเอกซอน 4. แสดง Neurotrophic growth factors 

(NTFs) เช่น BDNF GDNF NGF ฯลฯ 5. เกี่ยวข้องกับการหลั่ง Neuropoietic cytokine เช่น 

CNTF และ Hormones like erythropoietin 6. ช่วยในการส่งเสริมกระบวนการสมานแผล 

(68) 7. มีการหลั่ง NTFs หรือ Growth-promoting factors ตัวอื่น ๆ ซึ่งมีบทบาทสำคัญ

มากในการซ่อมแซมเอกซอน (69) และเซลล์ชวานน์ยังมีความสามารถในการสร้างและ

ซ่อมแซมไมอิลินและเอกซอนในระบบประสาทส่วนกลาง (central nervous system) ทำให้

ร ั กษา โ รคทางระบบประสาทส ่ วนกลางได ้ เช ่ น  โ รคปลอกประสาทเส ื ่ อมแข็ ง 

(Multiple Sclerosis)  ท ี ่ เก ิดจากการทำลายเน ื ้อ เย ื ่ อปลอกห ุ ้มประสาทหร ือไมอิ

ลิน (myelin sheath) ดังนั้นจึงสามารถนำมาใช้ในการซ่อมแซมส่วนที่เสียหายของไขสันหลัง

ได ้(70, 71) 

เซลล ์ชวานน์ เก ิดจาก Neural crest cells และพัฒนาเป็นสองประเภท คือ 

myelinating Schwann cells และ non-myelinating Schwann cells (66) โดยเซลล์

ชวานน์มีหน้าที่เป็นไมอีลินในระบบประสาทส่วนปลาย โดยสร้างปลอกไมอีลินโดนห่อหุ้ม

พลาสมาเมมเบรนรอบ ๆ เอกซอน พลาสมาเมมเบรนของเซลล์ชวานน์มีปริมาณไขมันสูงมาก 

และคลอเรสเตอรอลมีความสำคัญมากในการเป็นส่วนประกอบของปลอกไมอีลิน ซึ่งปลอกไม
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อีลินจะช ่วยในการป้องกันเอกซอนและยังช ่วยในการเพ ิ ่มความเร ็วในการส ่งของ

สัญญาณไฟฟ้าในระบบประสาท การแสดงออกของ Neuregulin-type-III บนเอกซอนมี

ความจำเป็นในการอยู่รอด และการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกำเนิดเซลล์ชวานน์ และระดับ

ของการเกิด Myelination จะข้ึนอยู่กับปริมาณของ Neuregulin บนพื้นผิวของเอกซอน  

ถึงแม้ว่าเอกซอนจะมีความสามารถในการซ่อมแซมตัวเองแต่มีอัตราการซ่อมแซมที่

ช้า และเวลาเป็นสิ่งสำคัญในการซ่อมแซมเส้นประสาท จึงมีวิธีทางวิศวกรรมเส้นประสาทเพ่ือ

ซ่อมแซมเส้นประสาทอย่างมีประสิทธิภาพถือเป็นสิ่งที่จำเป็น ซึ่งการรักษาแบบ Autologous 

เป็นวิธีที ่เป็นเทคนิคมาตรฐานสำหรับการซ่อมแซมเส้นประสาท มีความเสี่ยงต่ำที่จะถูก

ปฏิเสธจากระบบภูมิคุ้มกันจึงปลอดภัย แต่ข้อเสียของวิธีการนี้ คือเป็นวิธีการที่ยากซับซ้อน มี

การสูญเสียของเนื้อเยื่อประสาทบางส่วน และขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นประสาท

ระหว่างผู้ให้หรือผู้บริจาคและผู้รับไม่ตรงกัน ยังมีวิธีการที่สามารถเพิ่มจำนวนและซ่อมแซม

เอกซอนได้อย่างรวดเร็วคือ ใช้วิศวกรรมเส้นประสาทในการซ่อมแซม  (Engineered nerve 

conduits) โดยเป็นวิธีการสำหรับซ่อมแซมส่วนที่บกพร่องของเส้นประสาทหรือเส้นประสาท

ที่เกิดความเสียหาย จากเส้นประสาทของมนุษย์ (Acellular) หรือวัสดุทางชีวภาพที่สามารถ

ย่อยสลายได้ เช่น คอลลาเจน ไคโตซาน Poly (glycolic acid) (PGA) Polycaprolactone 

(PCL) ด้วยวิธีการที่เหมาะสม (68)  

5. การตรึง (Immobilization)  
Immobilization หมายถึง การตรึงหรือการที่โมเลกุลใด ๆ ที่ถูกจำกัดการเคลื่อนที่ไว้อย่าง

สมบูรณ์ไม่สามารถเคลื ่อนไหวได้ โดยการถูกยึดติดกับของแข็ง ซึ่งสามารถใช้กับสารชีวโมเลกุล
หลากหลาย เช่น เอนไซม์ ออร์แกเนลล์เซลล์ และเซลล์ของพืชและสัตว์ เป็นต้น (72) ซึ่งเป็นเทคนิคที่
สามารถเพ่ิมความสามารถของเซลล์ เเละการใช้เอนไซม์ โดยมีหลักการพื้นฐานคือ การตรึงของสารชีว
โมเลกุลลงบนวัสดุรองรับ เพื่อเพิ่มความคงทนของสารชีวโมเลกุล  เพื่อจะสามารถนำมาใช้ใหม่ เเละ
เพ่ิมผลผลิตของผลิตภัณฑ์ (73) 

5.1 ประวตัขิองการตรึง (immobilization)  
Immobilization เป็นปรากฎการณ์ที่เกิดขึ้นโดยทั่วไปในเชื้อจุลชีพ เกิดการค้นพบ

จากการสังเกตเชื้อจุลชีพที่เกาะติดอยู่บนพื้นผิวซึ่งเรียกกันว่า ไบโอฟิล์ม (Biofilm) ซึ่งได้
ศึกษาเเละค้นพบในปี 1940 ต่อมาได้มีการศึกษาเเละทดลองเป็นครั้งเเรกในปี 1969 ด้วย
การส ัง เคราะห์  L-amino acids จาก  acyl DL-amino acids โดยทำการ immobilize 
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aminocyclase enzyme จนกระทั่งปี 1970 เทคนิคการ Immobilization ได้ใช้กันอย่าง
เเพร่หลาย เช่น อุตสาหกรรมยา สิ่งแวดล้อม และอาหาร ซึ่งจำเป็นที่จะต้องเลือกวัสดุรองรับ
หรือตัวพา (carrier) ที่เหมาะสม (72)  
5.2 วสัดรุองรบัที่ใชใ้นการตรงึ (Support material in immobilization)  

วัสดุรองรับเป็นที่เกาะติดของเอนไซม์เเบบถาวรหรือเกาะเพียงชั่วคราว  ซึ่งวัสดุ
รองรับมีความหลากหลายมาก เเต่ส่วนใหญ่ที่นำมาใช้จะต้องมีราคาที่ไม่เเพง สามารถหาได้
ง่าย เเละปฏิกิริยาระหว่างวัสดุรองรับกับเอนไซม์ต้องเกิดได้น้อยที่สุดเท่าที่จะเป็นไปได้   ซึ่ง
จะสามารถเเบ่งออกเป็น 3 ประเภท ได้เเก ่ 

5.2.1.1 วัสดุรองรับจากธรรมชาติ (Natural polymers)  
5.2.1.1 Alginate เป็นพอลิเมอร์ที่ได้จากผนังเซลล์ของสาหร่ายบางชนิด ซึ่งที่

นิยมใช้กันมากเป็น Calcium หรือ Magnesium alginate เนื่องจากมีความเฉื่อยในการ
เกิดปฏิกริยากับสารชีวโมเลกุล เเละมีความสามารถในการอุ้มน้ำได้  

5.2.1.2 Chitosan เเละ Chitin เป็นพอลิเมอร์ที ่พบได้จากผนังเซลล์ของ
เห็ด รา หรือโครงสร้างภายนอกของเเมลง ซึ่งจะมีหมู่ไฮดรอกซิล (Hydroxyl : - OH) อยู่
ซึ่งจะเป็นตำเเหน่งที่ใช้ในการตรึงเอนไซม์ได้หลายชนิดด้วยพันธะโควาเลนต์  

5.2.1.3 Collagen มีสมบัติที ่มีความเป็นรูพรุนสูง เเละสามารถอุ ้มน้ำได้
มาก เเละยังมีกรดอะมิโน (amino acids) ที่สามารถเกิดพันธะโควาเลนต์ได้ เเต่จะเกิด
การตรึงไว้อย่างถาวรกับวัสดุรองรับ  

5.2.1.4 Carrageenan เป็นพอลิเมอร์ที่ได้มากจากสาหร่ายสีเเดง มีสมบัติใน
การก่อเจล เเละมีความสามารถในการยึดเกาะกับโปรตีนได้สูง จึงเป็นวัสดุรองรับที่ดีใน
การทำการตรึง  

5.2.1.5 Cellulose เป็นพอลิเมอร์ที่มีราคาถูกเเละมีอยู่มากในธรรมชาติ มีหมู่ไฮ
ดรอกซิล (Hydroxyl : - OH) ที่สามารถเกิดพันธะโคเวเลนต์ที่จะเกิดการตรึงกับเอนไซม์  
5.2.2 วัสดุรองรับจากการสังเคราะห์ (Synthetic polymers)  

วัสดุรองรับจากการสังเคราะห์ได้ถูกนำมาใช้ครั้งเเรกในปี  1950 โดยทำให้เกิด
การเชื่อมระหว่างสารชีวโมเลกุลกับวัสดุรองรับ โดยทีมวิจัยของ Isliker ,Crubhofer
เ เละ  Manecke โดยทำการใช ้แอนต ิ เจน  โดยใช ้พอล ิ เมอร ์ ร ่ว ม (copolymer) 
เ ป ็ น  Acrylic acid ร ่ ว มก ั บ  methacrylic acid มา เป ็ นต ั วพา  (carrier) ซ ึ ่ ง จ ะมี
หมู่ oxiran หรือ หมู่ acid anhydride ซึ ่งเป็นที ่ใช้กันอย่างกว้างขวาง เเละมีความ
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เหมาะกับวิธีการเชื่อมกันของพอลิเมอร์เเละสารชีวโมเลกุลโดยตรง (direct coupling)
ซึ่งต่อมาได้เรียกตัวพาที่ประกอบด้วย Polyacrylamide ว่า Eupergit 
5.2.3 วัสดุรองรับเเบบอนินทรีย์ (Inorganic material)  

5.2.3.1 Zeolites มีรูพรุนขนาดเล็กเป็นจำนวนมาก มีความสามารถในการดูด
ซับสูง นิยมใช้ในการตรึงเอนไซม ์  

5.2.3.2 Ceramics เป็นของเเข็งที่ไม่ใช่โลหะ เเต่มีส่วนประกอบของโลหะ ที่
เชื่อมกับด้วยพันธะไอออนิก เเละพันธะโคเวเลนต์ ซึ่งจะมีลักษณะการตรึงที่เเตกต่างกัน
ตามชนิดนั้น ๆ (74) 

5.3 ชนดิของการตรงึ (Type of Immobilization)  
5.3.1 Physical Immobilization  

5.3.1.1 การดูดซับ (Adsorption)  
การดูดซับเป็นวิธ ีการตรึงสารชีวโมเลกุลที ่สามารถย้อนกลับ

ได้ (reversible) ซึ่งขึ้นอยู่กับการเกิดอันตรกิริยาทางกายภาพระหว่างสาร
ชีวโมเลกุลและพ้ืนผิวตัวดูดซับหรือตัวพาที่ไม่ละลายน้ำ (water-insoluble 
carrier) สามารถเกิด ionic binding หรือเกิดพันธะไอออนิกระหว่างวัสดุ
รองรับกับสารได้ โดยทั้ง 2 ตัวจะต้องมีประจุที่ตรงกันข้ามกัน โดยสารหรือ
โปรตีนที่มาเกาะหรือถูกดูดซับมักมีสมบัติเป็นแอมโฟเทริก (amphoteric) 
หรือมีความเป็นกรดและเบสอยู่ในโมเลกุลเดียว ซึ ่งการแสดงประจุบน
โมเลกุลจะขึ้นอยู่กับ สภาวะแวดล้อมที่เป็นกรดหรือด่างหรือขึ้นกับค่า pH 
(75) โดยวิธีการนี้ถูกใช้มากสำหรับการเกาะติดของเซลล์ ซึ่งเป็นวิธีการที่ไม่
ทำให้สารชีวโมเลกุลเสียสภาพ เป็นวิธีที ่ง ่าย รวดเร็วและประหยัด แต่
ข้อเสียของวิธีการนี้ คือ การเกิดพันธะที่อ่อนระหว่างเอนไซม์และตัวดูด
ซับ ซึ่งทำให้เอนไซม์ที่ถูกดูดซับสามารถรั่วหรือหลุดออกจากตัวดูดซับใน
ระหว่างการใช้งานได้ (72) 

ตัวดูดซับนั้นมีความหลากหลายมากซึ่งตัวดูดซับที่มาจากธรรมชาติ
เป็นตัวที่ต้องการเนื่องจากสมบัติทางชีวภาพ มีความสามารถในการย่อย
สลายได้และเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม โดยตัวดูดซับที่เป็นที่นิยม คือ อะลูมิ
นา Carboxymethyl cellulose (CMC) ซิลิกาเจล Polyacrylamide
คอลลาเจนและสาหร่าย เป็นต้น (74) 
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5.3.1.2 การดักจับ (Entrapment)  
5.3.1.2.1 การห่อหุ้ม (Encapsulation)   

วิธ ีการห่อหุ ้มคือ การตรึงที ่ไม ่สามารถย้อนกลับได้  
(irreversible) ซ ึ ่ ง ม ี ค ว า ม ค ล ้ า ย ค ล ึ ง ก ั บ ว ิ ธ ี ก า ร ด ั ก จั บ 
(entrapment) วิธีการนี ้ทำได้โดยการห่อหุ ้มส่วนประกอบทาง
ช ี วภาพภายใน เย ื ่ อ เล ื อกผ ่ านทรงกลม ( spherical semi 
permeable membranes) (72) ซึ่งวิธีการห่อหุ้มจะมีการดูดซับ
สารไว้ภายในโครงสร้างและสามารถป้องกันโมเลกุลที่ไม่ต้องการ
แทรกซึมเข้ามาภายใน ทั้งนี ้โครงสร้างที ่ห่อหุ ้มจะช่วยในการ
ป้องกัน เพิ ่มความคงตัว  ขนส่งและยังสามารถควบคุมการ
ปลดปล่อยสารที่ถูกตรึง โดยไม่ก่อให้เกิดความเสียหาย (74) โดย
อัตราส่วนของขนาดรูพรุนของเยื่อเลือกผ่านต่อขนาดของวัสดุหลัก 
(core material) เป็นปัจจัยสำคัญสำหรับวิธีการนี้ โดยข้อดีของ
วิธีการนี้คือ สามารถป้องกันสารที่ถูกห่อหุ้มจากสภาวะที่รุนแรง 
ช่วยป้องกันการรั่วไหลของสารที่ถูกตรึงได้ (72) 
5.3.1.2.2 การดักจับ (Entrapment)   

วิธ ีการดักจับคือ การตรึงที ่ ไม ่สามารถย้อนกล ับได้ 
(irreversible) ซึ่งขึ ้นอยู่กับการจับของอนุภาคหรือเซลล์ภายใน
วัสดุรองรับในรูปแบบของเจล ฟิล์มหรืออนุภาค เป็นต้น โดยวิธีนี้
จะมีการปกป้องสารชีวโมเลกุลที่ถูกตรึงเพ่ือป้องกันการรั่วไหลของ
สารจากพอลิเมอร์ไปยังสิ่งแวดล้อมภายนอก ซึ่งข้อดีของวิธีการนี้ 
คือ เป็นวิธีการที่รวดเร็ว ถูก และมีสภาวะที่ไม่รุนแรงสำหรับการ
เกิดปฏิกิริยา แต่ข้อเสียของวิธีการนี้ คือ มีความสามารถในการ
บรรจุสารที่ต่ำ (72) มีการใช้ตัวพาหรือวัสดุรองรับหลายประเภท 
เช่น วุ ้น ไคโตซาน อัลจิเนต เซไลต์ เซลลูโลส์ คอลลาเจน เจ
ลาติน อีพอกซีเรซินโพลีเอสเตอร์ และโพลีสไตรีน เป็นต้น ซึ่งเมท
ริกซ์เหล่านี้มีลักษณะเป็นรูพรุน โดยอัตราส่วนของขนาดอนุภาค
ของสารที่ถูกตรึงต่อขนาดรูพรุนของวัสดุรองรับเป็นปัจจัยที่สำคัญ
มากสำหรับวิธีการนี้ ซึ่งถ้ามีขนาดรูพรุนที่ใหญ่มากจะทำให้สารที่
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ถูกตรึงสามารถรั่วไหลออกมาได้ (72) มีการวิจัยว่าวิธีการนี้เป็นที่
นิยมใช้สำหรับตรึงจุลินทรีย์ เซลล์พืชและเซลล์สัตว์ มากกว่า
เอนไซม์ (74) 

   5.3.2 Chemical Immobilization  
5.3.2.1 การเกิดพันธะโควาเลนต์ (Covalent bond)  

การเกิดพันธะโควาเลนต์เป็นวิธ ีการตรึงที ่สามารถย้อนกลับ
ได้ (reversible) โดยเกิดพันธะระหว่างตัวพาอนินทรีย์และเซลล์  (cross 
linking) วิธีการนี้ส่วนใหญ่จะใช้สำหรับการตรึงเอนไซม์ แต่ไม่ค่อยพบใน
การใช้ตรึงเซลล์ทั ้งหมด (whole cell) เนื ่องจากความเป็นพิษของสาร
เชื ่อม (coupling agent) จะส่งผลให้เกิดการสูญเสียความสามารถของ
เซลล์หรือเอนไซม์ (72) 
5.3.2.1.1 Activation of carboxylic groups  

พันธะ carbodiimide เกิดจากการจับกันของหมู ่คาร์บอกซิล 
(carboxyl groups : - COOH) ของวัสดุรองรับ และหมู่เอมีน (amine :    
-NH2) ของเอนไซม์ ซึ่งสาร N-hydroxysuccinimide (NHS) เกี่ยวข้องกับ 
carbodiimide ก่อนจะมีข้ันตอนการสร้างพันธะโควาเลนต์ (71) 
5.3.2.1.2 Activation of amino groups   

การจับกันระหว่างหมู่เอมีน (amine) ของวัสดุรองรับ และหมู่คาร์
บอกซ ิล  (carboxyl) ของเอนไซม์  สามารถใช้  carbodiimide แต ่ ใน
ทางเลือกอื ่นสามารถใช้ glutaraldehyde เป็นสารกระตุ ้น (activating 
agent) สำหรับการตรึง โดยในปฏิกิริยาแรก Schiff-base reaction เกิด
จากหมู่เอมีนของวัสดุรองรับ และหมู่แอลดีไฮด์ของ glutaraldehyde
หลังจากนัน้ปฏิกิริยาที่สอง หมู่แอลดีไฮด์ของ glutaraldehyde จะเกิดการ
จับแบบพันธะโควาเลนต์กับหมู่เอมีนของเอนไซม์ (76) 
5.3.2.1.3 Chemisorption  

หล ักการของว ิธ ีการน ี ้ ข ึ ้ นก ับ  Strong affinity และ  Semi-
covalent bond ระหว ่ างหมู่  thiol (-SH) และ  gold substrates (Au) 
โดยเอนไซม์ท่ีมีหมู ่thiol ยกตัวอย่างเช่น oxidoreductases 
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เเละ isomerase ซึ่งจะมีบริเวณเร่งปฏิกิริยา 2 ตำเเหน่งที ่เป็น
หมู่ cysteine ซึ่งจะสามารถตรึงบนพ้ืนผิวของทอง โดยหมู่ thiol (76) จาก
งานวิจัยของ Karen ได้กล่าวไว้ว่าการใช้ disulfide bond มีข้อดีในเรื ่อง
การปลดปล่อยพันธะจากการถูกตรึงออกจากวัสดุรองรับโดยใช้  Low-
molecular-weight thiol ที่มีมากเกินพอ เช่น dithiothreitol (DTT) ทำ
ให ้ว ัสด ุรองร ับสามารถนำกล ับมาใช ้ใหม ่ ได ้ซ ึ ่ ง เป ็นท ี ่น ิยมมากใน
อุตสาหกรรม เเต่ข้อเสียคือวัสดุรองรับมีราคาเเพง (77) 

5.3.3 Cross-linking  
จากปฏิกริยาระหว่างโมเลกุล เอนไซม์จะถูก Cross-linked กับวัสดุรองรับ

โดยใช้ bifunction reagents โดยใช้พันธะโควาเลนต์ เเละเอนไซม์จะถูกตรึง แต่

อย่างไรก็ตามในการตรึงจะทำให้เอนไซม์สูญเสียความสามารถในการทำงานใน

กระบวนการ cross-linking ยกตัวอย ่าง bifunction reagent ที ่ใช ้บ ่อย เช่น 

Glutaraldehyde, Isocyanate เเละ N,N-ethylene bis maleimide ยิ ่งไปกว่า

นั้นเอนไซม์ยังสามารถ cross-linked ซึ่งกันเเละกันได้ ซึ่งจะเกิดเป็น cross-linked 

enzyme aggregates (CLEAs) โดยในการเตรียม CLEA นั้นจะต้องทำให้เกิดการ

ตกตะกอนก่อน จากนั้นใช้ bifunction reagents จะทำให้เอนไซม์มารวมตัวกัน 

หลังจากเกิดการรวมตัวกันบริเวณ active sites จะถูกป้องกันไว้เพื่อไม่ให้เอนไซม์

ทำงาน ยกตัวอย่างงานวิจัยของ Muhammad Bilal มีการใช้ 75% ammonium 

sulfate เป็นตัวทำให้เกิดการตกตะกอนของ horse-radish peroxidase (HRP) 

เเละใช้ glutaraldehyde เป็น cross-linker เพ่ือที่จะเกิดเป็น HRP-CLEAs เพ่ือที่จะ

ลดความสามารถในการทำงานของเอนไซม์ (73) 

6. วธิวีเิคราะหป์รมิาณโปรตนี (Protein quantitative analysis) 
6.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี  enzyme-linked Immunosorbent assay 

(ELISA) เป็นการตรวจที่อาศัยหลักการทางภูมิคุ้มกันวิทยาที่เป็นวิธีมาตรฐานหลักในปัจจุบัน

คือ enzyme-linked Immunosorbent assay (ELISA) เนื่องเป็นวิธีวิเคราะห์ที่มีความไวสูง 

ง่าย และรวดเร็ว สามารถตรวจเชิงคุณภาพหรือเชิงปริมาณของสารต่าง ๆ ได้แก่ แอนติบอดี 

(antibodies) แอนติเจน (antigens) โปรตีน ไกลโคโปรตีน (glycoproteins) และฮอร์โมน 
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(hormones) เป็นต้น ส่วนประกอบหลักของวิธี ELISA ประกอบไปด้วย ไมโครเวลเพลท 96 

หลุม (96-well plates) แอนติบอดีตรวจจับปฐมภูมิ (primary detection antibody) หรือ

แอนติบอดีตรวจจับทุติยภูมิ (secondary detection antibody) แอนติเจน สารเคลือบ

แอนติบอดี (coating antibody/antigen) แอนติเจน สารละลายบัฟเฟอร์ สารล้าง สารตั้ง

ต ้น (substrates) และโครโมเจน (chromogen) โดยจะขึ ้นอย ู ่ก ับประเภทของ  ELISA 

หลักการพื้นฐาน คือเคลือบแอนติบอดีตรวจจับปฐมภูมิบนผิวไมโครเวลเพลท  ต่อมาเติม

ตัวอย่างที่สนใจจะเกิดการจับกันผ่านตัวรับที่จำเพาะ  จากนั้นเติมแอนติบอดีทุติยภูมิที่ติด

ฉลากด้วยเอนไซม์ซึ่งสามารถตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโดยการใส่สารตั้งต้นไปทำให้เกิดสาร

ที ่มีสีขึ ้น ซึ ่งในแต่ละขั ้นตอนต้องทำการล้างด้วยสารละลายบัฟเฟอร์  เช่น  สารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate-buffered saline, PBS)  

ELISA แบ่งออกเป็น 4 ประเภทหลัก 

1. Direct ELISA (antigen-coated plate; screening antibody) เป็นวิธี ELISA ที่

ง่ายที่สุดในการตรวจวัดเเอนติเจน โดย buffered solution ที่ประกอบไปด้วย analyte จะ

เพิ ่มเข้าไปใน 96-well plate โดยใช้เวลาที ่ต ่างกัน  โดยทั ่วไปเเล ้วจะใช้ carbonate-

bicarbonate เป็น buffer ซึ่งจะทำให้มีค่า pH อย่างน้อย 9 จะทำให้เเอนติเจนสามารถ

ละลายได้เเละมีประจุเป็นลบซึ่งจะสามารถไปจับกับ plate ที่มีประจุบวกได้ เเละต้องเตรียม

สารมาตรฐานเป็น positive control ที่รู้ความเข้มข้นของสารที่ต้องการวิเคราะห์ที่เเน่นอน 

เเละ negative control ที่เป็นสารที่จะไม่เเสดงการเปลี่ยนแปลง สำหรับ control เป็นสิ่งที่

จำเป็นเพื่อเป็นตัวยืนยันว่าสารที่ได้นั้นไม่เกิดการปนเปื้อน เเละในส่วนของ wells จะถูกล้าง

ด ้ ว ย  phosphate buffered saline ที่  pH ท ี ่ เ ป ็ น กล า ง  เ พ ื ่ อ ท ี ่ จ ะ ล ้ า ง  unbound 

component หรือ debris ต่างๆ เพื่อลดการรบกวนในการตรวจสอบ และเพิ่มการจำเพาะ

ในการวิเคราะห์ นอกจากนี้แล้ว plate ยังถูกล้างด้วย blocking buffer เช่น bovine serum 

albumin เพื ่อที่จะลดการจับแบบไม่จำเพาะในการจับของโปรตีน ซึ ่งจะมีอยู ่ด้วยกัน 2 

ประเภท คือ โปรตีน (Bovine serum albumin, Casine) เเละสารซักล้าง (Tween 20, 

Triton X-100)  ในส่วนของ direct ELISA เป็นวิธีตรวจสอบขั้นพ้ืนฐานในการตรวจสอบเเอน

ติบอดีด้วยการใช้ conjugated enzyme ซึ่งจะจับกับเเอนติเจนที่เคลือบอยู่บน plate โดย 

plate นั้นจะถูกบ่มในด้วยระยะเวลาที่เหมาะสมเพื่อที่จะทำให้เเอนติเจนเเละเเอนติบอดีเกิด
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การจับกัน และล้างด้วย phosphate buffered saline เพื่อล้างเเอนติบอดีส่วนเกินจากนั้น

จะใส่ substrate สำหรับเอนไซม์ เเละทิ้งไว้ในสภาวะที่ปราศจากเเสงเพื่อให้เกิดอันตรกริยา

ระหว่างกัน ซึ่งหลังจากที่เกิดอันตรกริยาจะเกิดการเปลี่ยนสีขึ้นซึ่งจะสามารถอ่านได้ด้วย 

microplate reader สำหรับการวิเคราะห์จะนำสารที่ต้องการวิเคราะห์ไปเปรียบเทียบกับ  

standard curve  

 

                 
รูปที่ 3 Direct ELISA 

2. Indirect ELISA คล้ายกับ Direct ELISA  โดยแอนติบอดีตรวจจับปฐมภูมิที่ต่อกับ

เอนไซม์จะถูกจับกับแอนติเจนที่ถูกเคลือบบนไมโครเวลเพลท ไมโครเวลเพลทจะถูกบ่มใน

เวลาที่เหมาะสมเพื่อให้แอนติบอดีปฐมภูมิจับกับแอนติเจนและทำการล้างด้วยสารละลาย  

phosphate buffered saline เพ ื ่อกำจ ัดแอนติปฐมภูมิส ่วนเก ิน  จากน ั ้นเต ิมสารต ั ้ ง ต้น 

(substrate) สำหรับเอนไซม์ จะเกิดปฏิกิริยากันระหว่างสารตั้งต้นและเอนไซม์โดยทำในสภาวะ

ท่ีปราศจากแสง และปฏิกิริยาจะถูกหยุดโดยการเติมสารละลายหยุดปฏิกิริยา (stop solution)  

 

 
                   รูปที่ 4 Indirect ELISA 

3. Competitive ELISA มีหลักการที ่แตกต่างจาก Direct, Indirect ELISA และ

Sandwich ELISA โดยแอนติบอดีตรวจจับปฐมภูมิจะถูกบ่มร่วมกับสารตัวอย่างที่ไม่บริสุทธิ์  

และจ ับก ับแอนต ิเจนต ่างๆท ี ่อย ู ่ ในสารต ัวอย ่าง แล ้วเก ิดเป ็น antigen–antibody 

complexes จากน ั ้นนำ  antigen–antibody complexes เต ิมลง 96-well plate ที ่ถูก
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เคลือบด้วยแอนติเจน แอนติบอดีตรวจจับปฐมภูมิที่ไม่ถูกจับจะจับกับแอนติเจนในหลุม  ถ้า

เติมตัวอย่างมากแอนติบอดีที ่จ ับกับแอนติเจนที ่ก้นหลุมจะมีน้อยลง เมื ่อทำการเติม

แอนติบอดีตรวจจับทุติยภูมิที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์และมีความจำเพาะต่อแอนติบอดีตรวจจับ

ปฐมภูมิเพื่อใช้ตรวจสอบปริมาณแอนติเจนตรวจจับปฐมภูมิที่จับกับก้นหลุม แต่ในกรณีนี้

ตัวอย่างที่มีความเข้มข้นของแอนติเจนสูงจะทำให้ค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ต่ำ สีจะ

จางลงกว่าหลุมที่ี่มีแอนติเจนความเข้มข้นต่ำ  

 

 

 

 

 

  

 

รูปที่ 5 Competitive ELISA 

4. Sandwich ELISA หลักการคือ แอนติบอดีตรวจจับปฐมภูมิจะถูกเคลือบบน 96-

well plate เมื่อใส่สารตัวอย่างหรือสารมาตรฐานจะจับกับแอนติบอดีตรวจจับปฐมภูมิอย่าง

จำเพาะเจาะจง จากนั้นใส่แอนติบอดีตรวจจับทุติยภูมิที่ติดฉลาก biotin จะจับอย่างจำเพาะ

กับสารตัวอย่าง นำไปบ่มร่วมกับเอนไซม์ HRP-Streptavidin ในสภาวะที่ปราศจากแสงจะ

เ ก ิ ด ก า ร จ ั บ ก ั น ร ะ ห ว ่ า ง  biotin แ ล ะ เ อ น ไ ซ ม ์  เ ม ื ่ อ ใ ส ่ ส า ร ล ะ ล า ย ต ั ้ ง ต้ น 

Tetramethylbenzidine (TMB substrate solution) ลงไป เอนไซม์จะทำปฏิกริยากับสาร

ตั้งต้นแล้วเปลี่ยนสี ซึ่งสามารถดูดกลืนแสง และหาปริมาณสารตัวอย่างได้ (78, 79) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 Sandwich ELISA 
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7. การเพาะเลีย้งเซลล ์(Cell culture) 

จากงานวิจัยหลาย ๆ งานวิจัยพบว่านิยมการใช้เซลล์ชวานน์ (Schwann cells) ของ
หนูมาทำการทำลองต่าง ๆ ตัวอย่างเช่น  

S16Y (ATCC® CRL2943™) คือ เซลล์ชวานน์ จาก Rattus norvegicuss  
อาหารเลี้ยงเซลล์ (Growth medium) ที่ใช้คือ Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium (DMEM) + 10 % Fetal bovine serum (FBS)   

วิธีการเลี้ยงเซลล์ (80) 

1. นำอาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ออก   
2. ชะล้างผิวเซลล์ด้วย Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) ซ่ึง

ปราศจาก Ca2+ เเละ Mg2+ หรือสารละลาย 0.25% w/v Trypsin-EDTA 0.53 มิลลิโม
ลาร์ เพ่ือที่ล้างร่องรอยของซีรัมที่ประกอบด้วย Trypsin inhibitor   

3. จากนั้นใส่ 2-3 มิลลิลิตรของสารละลาย Trypsin-EDTA ใส่ลงใน flask เเละนำไป
ส่องเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ (inverted microscope) จนกระทั่งผิวหน้าของ
เซลล์หลุดกระจาย (โดยส่วนใหญ่เเล้วจะใช้เวลา 5-15 นาที)   

ควรระมัดระวังเรื่องการจับกันเป็นก้อนห้ามทำการเขย่าหรือกวน flask ในขณะที่รอ
ให้เซลล์หลุดออกมา ในกรณีท่ีเซลล์หลุดออกมายากให้นำไปไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เพ่ือให้ง่ายต่อการกระจายตัว  

4. จากนั้นนำอาหารเลี้ยงเซลล์ (growth medium) มาทำการปิเปตลงไป 6-
8 มิลลิลิตร ลงใน flask  

5. จากนั้นทำให้เซลล์ตกตะกอนโดยปิเปตสารจาก flask ใส่หลอดปั่น
เหวี่ยง (centrifuge tube) เเละทำการปั่นเหวี่ยงที่ 125×g เป็นเวลา 5-10 นาท ีเเล้วทิ้งส่วน
ที่ใสออก (supernatant)  

6. จากนั้นทำให้เซลล์กระจายตัว (resuspend) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ (growth 
medium) เเละทำการอะลิควอตเซลล์ให้อยู่ใน flask เลี้ยงเซลล์ใหม่  

7. จากนั้นนำไปบ่มในสภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มี
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5%  
7.1 การวดัปริมาณการเจรญิเตบิโตของเซลล์ 

7.1.1 Alamar Blue assay 
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Alamar Blue เป็นสารละลาย resazurin  ซึ่งทำหน้าที่เป็นตัวบ่งชี้การอยู่รอดของ

เซลล์เป็นการวัดในเชิงปริมาณของเซลล์ที่มีชีวิต ซึ่ง  resazurin ทำหน้าที่เป็นสารออกฤทธิ์ 

(reagent) ใน Alamar Blue มีสมบัติเป็นสารที่ไม่เป็นพิษ สามารถซึมผ่านเซลล์ได้ เมื่ออยู่ใน

รูปของออกซิไดซ์จะมีลักษณะเป็นสารละลายสีฟ้า เมื่อ resazurin ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เข้าสู่

เซลล์ของสิ่งมีชีวิต จะไปจับกับ electron acceptor ในกระบวนการ electron transport 

chain โดยไม่รบกวนกระบวนการทำงานปกต ิของ เซลล์ resazurin จะเกิดปฏิก ิร ิยา         

ออกซิเดชั่น (oxidation reaction) และเปลี่ยนไปอยู่ในรูปรีดิวซ์ เกิดเป็น resorufin ซึ่งเป็น

สารประกอบที่มีสีแดงสามารถวัดการเรืองแสงฟลูออลเรสเซนต์โดย  Alamar Blue assay 

สามารถใช้งานได้หลากหลายและสามารถใช้ได้กับเซลล์ต่าง ๆ ของมนุษย์รวมถึงใช้ใน

แบคทีเรียและเชื้อรา (81, 82) 

7.2 ดลูกัษณะสัณฐานของเซลล์ 

7.2.1 ฟลูออเรสเซนต์ไมโครสโคป (Fluorescent microscope) 
ฟลูออเรสเซนต์สเปคโตรสโคปีเป็นเทคนิคที่ง่าย เป็นเครื่องมือที่มีความไวในการวัด 

เช่น intensity polarization และ life time ของสารตัวอย่าง ซึ ่งใช้กันอย่างแพร่หลาย

ในทางการแพทย์และทางชีววิทยา ได้มีความก้าวหน้าในการศึกษาเกี่ยวกับนาโนเทคโนโลยี 

โดยเฉพาะในเรื่องของการสร้างวัสดุนาโนขึ้นมา โดยใช้ความรู้ทางเคมีวิเคราะห์  (analytical 

chemistry)  

โดยส่วนใหญ่แล้วโมเลกุลมักจะมีอยู ่โดยทั่วไปในสถานะพื้น (ground state) ที่

อุณหภูมิห้อง และเมื่อได้รับประจุสนามไฟฟ้า electromagnetic radiation (EM) โมเลกุล

จะดูดซับพลังงงาน (absorption) และเปลี่ยนไปอยู่ในสภาวะกระตุ้น (excited state) แล้ว

ปลดปล่อยพลังงาน (emission) ออกมา ซึ่งเราสามารถนำข้อมูลจาก emission spectrum 

มาใช้สำหรับวิธีการวิเคราะห์ทั้งในเชิงคุณภาพและปริมาณ ซึ่งที่ใช้ประโยชน์สำหรับการ

วิเคราะห์ คือ photoluminescence ได้แก่  fluorescence ซึ ่งเกิดจากการที ่โมเลกุล

ดูดกลืนพลังงานแสงเข้าไปจากสถานะพื้น (ground state) แล้วขึ ้นไปสู ่สภาวะกระตุ้น 

(excited state) จากนั้นปลดปล่อยออกมาเพื ่อกลับสู ่สถานะพื ้น (ground state) ซึ่ง

กระบวนการการเกิดการดูดซับพลังงาน (absorption) และการปล่อยพลังงาน (emission) 

ของโปรตอนจะแสดงได้ด้วย Energy-level diagram หรือ Jalbonaski diagram  



41 
 

          
รูปที่ 7 Energy-Level diagram หรือ Jalbonaski diagram 

Energy-Level diagram หรือ Jablonski diagram เป็นแผนภาพที ่แสดงระดับ

พลังงานในโมเลกุล โดยปกติแล้วโมเลกุลจะอยู่ที่ระดับพลังงานต่ำสุดหรือ ground singlet 

state (S0) และ excited state (S1, S2)  
ข้อดีของการวิเคราะห์ด้วย photoluminescence คือ เป็นวิธีการวิเคราะห์ที่มี

ความไวสูง (sensitivity) มีความเป็นเส้นตรง (linearity) ในช่วงความเข้มข้นที่กว้างและมี

ความจำเพาะเจาะจงต่อสารที่ต้องการวิเคราะห์ อย่างไรก็ตามสารที่สามารถวิเคราะห์ด้วยวิธี

นี ้จะต้องเป็นสารที่สามารถดูดกลืนรังสี UV-VIS ได้ และจะต้องมีการปลดปล่อยพลังงาน

ออกมาในรูปแบบ fluorescence นอกจากนี้ สภาวะการวิเคราะห์ยังส่งผลต่อการวิเคราะห์

เป็นอย่างมาก จึงต้องมีการควบคุมสภาวะการวิเคราะห์อย่างเหมาะสม (83, 84) 

8. การออกแบบการทดลอง (Design of experiment : DOE)  

เป็นเครื่องมือทางสถิติเพื่อทำการทดลองอย่างเป็นระบบและวิเคราะห์ข้อมูลอย่างมี

ประสิทธิภาพ การออกแบบการทดลองเพ่ือค้นหาผลกระทบของปัจจัยที่สนใจ (85) ซึ่งเทคนิคการ

ออกแบบการทดลองแบ่งได้เป็น 4 รูปแบบ ได้แก่ 

8.1 การทดลองแฟกทอเรียลเต็มรปูแบบ สำหรบัศกึษาปัจจยัทีส่องระดบั (2k Full Factorial 

Design) 

การทดลองแฟกทอเรียลเต็มรูปแบบ สำหรับศึกษาปัจจัยที่สองระดับ เป็นเทคนิค
การออกแบบการทดลองที่นิยม เนื่องจากสามารถศึกษาปัจจัยได้หลายปัจจัยพร้อมกันได้ และ
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สามารถสรุปผลของปัจจัยหลัก (main factor) และผลกระทบร่วมหรืออันตรกิริยาระหว่าง
ปัจจัยได้ (interaction) เป็นเทคนิคการออกแบบการทดลองที่มีการกำหนดระดับของปัจจัย
หลักไว้ที่ระดับสูง และระดับต่ำ เท่านั้น โดยมีจำนวนของการทดลอง จะมีจำนวนเท่ากับ 
2k  ซ่ึง k คือ จำนวนปัจจัย   

ข้อเสียของการทดลองแฟกทอเรียลเต็มรูปแบบสำหรับศึกษาปัจจัยที่สองระดับ คือ 
จำนวนการทดลองที่มีจำนวนมาก จึงไม่เหมาะสมกับปัจจัยจำนวน 3 ปัจจัยขึ้นไป (86) 
8.2 การทดลองแบบแฟกทอเรยีลบางสว่น สำหรบัศกึษาปจัจยัทีส่องระดบั (2k-q Fractional 

Factorial Design) 

การทดลองแบบแฟกทอเรียลบางส่วนสำหรับศึกษาปัจจัยที่สองระดับซึ่งพัฒนามา

จากการทดลองแฟกทอเรียลเต็มรูปแบบเพราะสามารถลดจำนวนของการทดลองลงได้

ครึ่งหนึ่ง แต่มีความแม่นยำที่น้อยกว่า โดยในความเป็นจริงเมื่อดำเนินการทดลองจะมีเพียง

ปัจจัยหลัก (main effect) และปัจจัยร่วม (interaction) เท่านั้นที่มีความสำคัญ ซึ่งในการ

ทดลองสามารถเลือกการทดลองในส่วนที่เกิดอันตรกิริยากันสูงสุดเป็นค่าลบหรือค่าบวกก็ได้ 

เช่น ABC ได้ค่า -, + (A คือปัจจัยแรก B คือปัจจัยสอง C คือปัจจัยสาม ) เป็นต้น จึงสามารถ

ลดขนาดการทดลองลงได้ (87) 

8.3 การทดลองแบบวธิพีืน้ผวิผลตอบสนอง (Response surface Methodology : RSM) 

เป็นการออกแบบการทดลองที่เหมาะกับการทดลองตัวแปรต้นและตัวแปรตามที่มี

ความสัมพันธ์แบบ quadratic หรือความสัมพันธ์ที่ไม่ใช่เส้นตรง (non-linear) (88) 

8.3.1 การทดลองแบบ Central Composite (Central Composite Design : 
CCD) 

การทดลองแบบ Central Composite เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงสำหรับ

การวิเคราะห์ในกรณีที่ต้องการสมการเส้นโค้ง เป็นการทดลองที่คล้ายคลึงกับการ

ทดลองแฟกทอเรียลเต็มรูปแบบ สำหรับศึกษาปัจจัยที่สองหรือมากกว่าสองระดับ

โดยที่มีการเพิ่มการทดลองแนวแกน (axial points) ขึ้นมา ทำให้สามารถวิเคราะห์

สมการกำลังสองได้กล่าวคือ จะปรับตัวแปรที่ต้องการศึกษาไป  ตัวแปรละ 3 ค่า

(น ิยมแทนด ้วยส ัญล ักษณ์  -1, 0, +1)  แต ่แทนท ี ่จะปร ับต ัวแปรแบบ  Full 

combination หร ือ full Factorial กล ับเล ือกบาง  runs หร ือบางสภาวะการ

ทดลองที ่จำเป็น เพื ่อให้ได้ข ้อมูลเพียงพอต่อการสร้างแบบจำลองทางสถิติ 
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โดย  model ท ี ่ ไ ด ้ จะย ั งคงม ีท ั ้ ง  main Effect, interaction และ  quadratic 

terms โดยใช้ทรัพยากรไม่มากจนเกินไป โดยการทดลองประกอบไปด้วย 3 ส่วน 

คือ 1. factorial Points ซึ่งในที่นี ้เป็นการนำ 2-level full factorial มาเป็นส่วน

หนึ่งของการทดลองนั่นเอง 2. axial points เป็นการ ปรับค่าตัวแปรใดตัวแปรหนึ่ง

ในขณะที่ fix ให้ค่าตัวแปรอื่นอยู่ที่ค่ากลางและ 3. Center Points เป็นการปรับค่า

ของตัวแปรทุกตัวแปรที่ค่ากลาง   

              
รูปที่ 8 Central Composite Design 

8.3.2 การทดลองแบบ Box-Benhnken (Box Behnken Design) 
การทดลองแบบ Box-Benhnken เป็นการออกแบบการทดลองที ่มี 3 

ระดับคือ สูง กลางและต่ำ คล้ายกับการทดลองแฟกทอเรียลเต็มรูปแบบ สำหรับ

ศึกษาปัจจัยที่สองระดับที่มีการกำหนดตำแหน่งค่ากลาง แต่จะไม่มีการทดลองที่

ตำแหน่งมุมจึงทำให้มีจำนวนการทดลองที่น้อยกว่า Central Composite และยัง

ส าม า รถส ร ้ า ง สม กา รก ำล ั ง ส อ ง ไ ด ้ เ ช ่ น เ ด ี ย ว ก ั บ  Central Composite 

(89)                                   

              
รูปที่ 9 Box Behnken Designs 

8.4 การทดลองแบบแตล่ะปจัจยัมจีำนวนไมเ่ทา่กนั (General Mixed Level Design)  

ในบางกรณีเราไม่สามารถออกแบบการทดลองให้ทุกปัจจัยมีแค่สองหรือสามระดับ

เท่ากันได้ เช่นปัจจัยแรกแบ่งได้ 2 ระดับ ปัจจัยที่สองแบ่งได้สามระดับและปัจจัยที่สามแบ่ง

ได้สี่ระดับเป็นต้น ดังนั้น หากต้องการออกแบบการทดลองให้แต่ละปัจจัยมีจำนวนไม่เท่ากัน 
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เราจะใช้วิธีที ่เรียกว่า การทดลองแบบแต่ละปัจจัยมีจำนวนไม่เท่ากัน (General Mixed 

Level Design) (90) 
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บทที่ 3 

วิธีการดำเนินการวิจัย 

3.1 สารเคมทีี่ใชใ้นการทดลอง 

3.1.1 Eudragit RL100 (Evonik, Germany) 

3.1.2 พอลิเมทิลเมทาไครเลต (Polymethyl methacrylate MW. 350,000 g/mol ; 

PMMA) (SIGMA-ALDRICHUSAS, USA) 

3.1.3 เอทานอล (Ethanol)  

3.1.4 ไดเม็ทธิลฟอร์มาร์ไมค์ (Dimethylformamide, DMF) (RCI Labscan , Thai) 

3.1.5 ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer saline) (gibco , UK) 

3.1.6 Human beta-NGF (SIGMA-ALDRICH® , USA) 

3.1.7 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (MERCK® , Germany) 

3.1.8 Dimethyl sulfoxide (DMSO) (SIGMA-ALDRICH® , USA) 

3.1.9 1.5% Glutaraldehyde (SIGMA-ALDRICH® , USA) 

3.1.10 Hexamethyldisilazane (HMDS) (SIGMA-ALDRICH® , USA) 

3.1.11 Resazurin sodium salt (SIGMA-ALDRICH ® , USA) 

 

3.2 วสัดอุปุกรณ ์

3.2.1 Micropipette (RAININ r Pipet-Lite XLS, USA) 

3.2.2 Beaker ขนาด 20 50 100 250 และ 400 มิลลิลิตร (SCHOTT® , Germany) 

3.2.3 Biological safety cabinet class 2 (ESCO® , AC2-651, USA) 

3.2.4 Cell Culture Flasks (Corning® , USA) 

3.2.5 CO2 Incubator (SL® , US
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3.2.6 Drop shape analyzer (FTA® , 1000B, USA) 

3.2.7 aluminium foil (DIAMOND® , China) 

3.2.8 Fourier transform infrared spectroscopy (Thermo® , Nicolet 6700 FT-

IR,USA) 

3.2.9 magnetic stirrer (DiLigent ST-1200EC® , Thai) 

3.2.10 magnetic stirrer และ stirrer bar (IKA® Ro10, Becthai Bangkok Equipment 

& Chemical CO., Ltd., Thailand) 

3.2.11 Microwell plate (Nuncion® , Denmark) 

3.2.12 Microplate reader (FLUOstar Omega® , Germany) 

3.2.13 Microscope (OLYMPUS® , CKX41, USA) 

3.2.14 needle (Nipro® , Japan) 

3.2.15 Refrigerated centrifuge (MPW-260R, Poland) 

3.2.16 Scanning electron microscope (LEO 1450VP, EDAX®, USA) 

3.2.17 Shaking incubator (Hercuvan® , Germany) 

3.2.18 Single Syringe Pump (NEW ERA PumpSystemSInc., USA) 

3.2.19 Syringe (Nipro®, Thai) 

3.2.20 Texture analyzer (TA, XT Plus, England) 

3.2.21 Tips LTS 1 mI (RAININ® , USA) 

3.2.22 SPECTROstar Omega Microplate reader (BMGLABTECH®) 

3.2.23 X-ray Diffactometer (Miniflex two® ) 

3.2.24 Duran bottle (DURAN ® , Germany) 

3.2.25 Glass stirring rod 

3.2.26 Tachometer (BENETECH® , China) 

3.2.27 Human beta-NGF ELISA Kit (SIGMA-ALDRICHUSA® , USA) 

3.2.28 Sputter coater 7620 (Polaron Range.) 
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3.3 ทบทวนวรรณกรรม (Review literature) 

เนื่องจากการทำงานวิจัยเกี่ยวข้องกับการนำส่งโปรตีนผ่านเส้นใยนาโนจากวิธีการอิเล็กโทรสปิ

นนิง จึงได้ทำการทบทวนวรรณกรรมในเรื่องต่าง ๆ ได้แก่ อิเล็กโทรสปินนิง ชนิดและสมบัติของพอลิ

เมอร์ Eudragit RL100 และพอลิเมอร์อื ่น ๆ  สมบัติของโปรตีนต่าง ๆ เช่น growth factors วิธี

วิเคราะห์เส้นใยนาโน โปรตีนและการเลือกเซลล์ เป็นต้น 

 

3.4 การออกแบบการทดลอง (Design of experiment : DOE)   

กำหนดปัจจัยที่เกี่ยวข้อง 3 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของ Eudragit RL100 (%w/v) ความ

เข้มข้นของพอลิเมทิลเมทาไครเลต (%w/v) และสัดส่วนของปริมาณพอลิเมอร์ระหว่าง Eudragit 

RL100 กับพอลิเมทิลเมทาไครเลต จากนั้นกำหนดระดับของแต่ละปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของ 

Eudragit RL100 (35%, 40%, 45% w/v) ความเข้มข้นของพอลิเมทิลเมทาไครเลต (13% , 14%, 

15% w/v) และสัดส่วนของปริมาณพอลิเมอร์ระหว่าง Eudragit RL100 กับพอลิเมทิลเมทาไครเลต 

(ใส่ Eudragit RL100 อย่างเดียว ใส่พอลิเมทิลเมทาไครเลตอย่างเดียวและใส่พอลิเมอร์ทั้งสองอย่างละ

ครึ่งของปริมาณที่เตรียมทั้งหมด) และนำข้อมูลทั้งปัจจัยทั้ง 3 ปัจจัยกับระดับของปัจจัยเพ่ือออกแบบ

การทดลองโดยใช ้ โปรแกรม Minitab version 18 ซ ึ ่ ง ใช ้ร ูปแบบการทดลองแบบ Central 

Composite Design ซึ่งทำให้ได้สภาวะการทดลองของแต่ละครั้ง และจำนวนครั้งของการทดลอง

ทั้งหมดออกมาซึ่งจำนวนครั้งของการทำการทดลองได้จากสมการที่ 1 

จำนวนคร ั ้ งของการทำการทดลอง  =  Factorial Points + Center Points & Axial 

Points..........(1) 

3.5 การเตรียมเส้นใยนาโนด้วยวิธีอิเล็กโทรสปินนิง 

3.5.1 การเตรียมโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน พอลิเมทิลเมทาไครเลท (PMMA) โดยใช้
เครื่องอิเล็กโทรสปินนิง 

เตรียมพอลิเมทิลเมทาไครเลต (PMMA) โดยใช้ตัวทำละลายคือ ไดเม็ทธิลฟอร์มาร์

ไมด์ ที่ความเข้มข้น  12%, 13% และ 14% w/v โดยใช้ magnetic stirrer ผสมให้เข้ากันจน

ละลายหมดด้วยความร้อน 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนำสารละลาย

บรรจุลงกระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร ที่ต่อเข้ากับเข็มโลหะขนาด 20G นำไปวาง

บน syringe pump และต่อหัวเข็มเข้ากับตัวจ่ายกระเเสไฟฟ้าโดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 15 
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กิโลโวลต์ อัตราการปล่อยสารละลาย 0.5 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง ระยะห่างระหว่างปลายเข็มกับ

วัสดุรองรับ 15 เซนติเมตร อัตราเร็วในการหมุนของวัสดุรองรับ 1200 รอบต่อนาที เป็น

ระยะเวลา 2 ชั่วโมง 

3.5.2 การเตรียมโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน Eudragit RL100 โดยใช้เครื่องอิเล็กโท
รสปินนิง 

เตรียม Eudragit RL100 โดยใช้ตัวทำละลายคือ เอทานอลและไดเม็ทธิลฟอร์มาร์

ไมด์ในอัตราส่วน 6.5 : 3.5 ตามลำดับ  ที่ความเข้มข้น 35%, 40% และ 45% w/v โดยใช้ 

magnetic stirrer ผสมให้เข้ากันจนละลายหมดเป็นระยะเวลา 4 ชั ่วโมง จากนั ้นนำ

สารละลายบรรจุลงกระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร ที่ต่อเข้ากับเข็มโลหะขนาด 

20G นำไปวางบน syringe pump และต่อหัวเข็มเข้ากับตัวจ่ายกระเเสไฟฟ้าโดยใช้ความต่าง

ศักย์ไฟฟ้า 15 กิโลโวลต์ อัตราการปล่อยสารละลาย 0.5 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง ระยะห่าง

ระหว่างปลายเข็มกับวัสดุรองรับ 15 เซนติเมตร อัตราเร็วในการหมุนของวัสดุรองรับ 1200 

รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 2 ชั่วโมง 

3.5.3 การเตรียมโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน Eudragit RL100 ผสมพอลิเมทิลเมทา
ไครเลตโดยใช้เครื่องอิเล็กโทรสปินนิง  

เตรียม Eudragit RL100 ความเข้มข้นต่าง ๆ ผสมพอลิเมทิลเมทาไครเลตที่ความ

เข้มข้นต่าง ๆ ตามสัดส่วนที ่เท่ากัน ตัวอย่างเช่นถ้าเตรียมพอลิเมอร์ผสมปริมาตร 20 

มิลลิลิตร ให้ใช้อัตราส่วนของ Eudragit RL100 และพอลิเมทิลเมทาไครเลต ในปริมาตรที่เท่า 

กันคือ 10 มิลลิลิตร และนำมาผสมกันโดยใช้ magnetic stirrer โดยใช้ความร้อน 80 องศา

เซลเซียส ผสมให้เข้ากันจนเป็นเนื้อเดียวกันเป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนำสารละลาย

บรรจุลงกระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร ที่ต่อเข้ากับเข็มโลหะขนาด 20G นำไปวาง

บน syringe pump และต่อหัวเข็มเข้ากับตัวจ่ายกระเเสไฟฟ้าโดยใช้ความต่างศักย์ 15 กิโล

โวลต์ อัตราการปล่อยสารละลาย 0.5 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง ระยะห่างระหว่างปลายเข็มกับวัสดุ

รองรับ 15 เซนติเมตร อัตราเร็วในการหมุนของวัสดุรองรับ 1200 รอบต่อนาที  เป็น

ระยะเวลา 8 ชั่วโมง 
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3.6 การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพและเคมีของเส้นใยนาโน 

3.6.1 การตรวจสอบสัณฐานวิทยาของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน โดยใช้กล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscopy: SEM)   

ตัดตัวอย่างแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน ให้มีขนาด 0.5 X 0.5 เซนติเมตร 

นำไปติดบน stub จากนั้นนำไปเคลือบทองด้วยเครื่อง Sputter coater 7620 (Polaron 

Range.) จากนั้นนำตัวอย่างไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

Scanning electron microscope (LEO 1450VP, EDAX®, USA) หาค่าเฉลี่ย ± ส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน ของเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยนาโนและการจัดเรียงตัวจากภาพถ่าย 

SEM ด้วยโปรแกรมในการวิเคราะห์ภาพ (JMicroVision V.1.2.7, Switzerland) เป็นจำนวน 

100 ตัวอย่าง 

3.6.2 การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน ด้วยเครื่อง 
Fourier Transform Infrared (FTIR)    

ตัดตัวอย่างแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน ให้มีขนาด 5 X 5 เซนติเมตร 

จากนั้นนำตัวอย่างที่ได้ไปวางไว้บริเวณโลหะที่มีลักษณะเป็นวงกลม จากนั้นทำการตรวจสอบ

องค์ประกอบทางเคมีด ้วยเครื ่อง Fourier Transform Infrared  (Thermo Scientific™ 

Nicolet™ IS™ 5 FTIR Spectrometer) เมื่อบริเวณส่วน probe ของเครื่องที่มี monolithic 

diamond crystal สัมผัสกับตัวอย่างจะได้สเปกตรัมของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 

จากนั้นนำไปวิเคราะห์ผลที่ได้ออกมาด้วยโปรเเกรม OMNIC Paradigm Software ในช่วง

ความยาวคลื่น 400 - 4000 เซนติเมตร -1 

3.6.3 การตรวจสอบความเป็นผลึกของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน ด้วยเครื่อง 
powder X-ray diffractometer (PXRD)  

ตัดตัวอย่างแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่มีขนาด 5 x 5 เซนติเมตร 

จากนั้นใส่ตัวอย่างในเครื่อง PXRD จากนั้นนำข้อมูลที่ได้ไปวิเคราะห์ โดยใช้เเหล่งกำเนิดเป็น 

Nickel-filtered Cu radiation เเละสภาวะที่ใช้ คือ 30 กิโลโวลต์ (kV) 10 มิลลิเเอมป์ (mA) 

เเละใช้ทีตา (theta) ที่ 5-40 ทีตาร์ (theta) เเละนำมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม SmartLab 

Studio-II software 

3.6.4 การวิเคราะห์ลักษณะการหยดตัวของน้ำ (Drop Shape Analyzer) 
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ศึกษาลักษณะของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันโนโดยดูความชอบน้ำของโครง

ร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันของพ้ืนผิว วิเคราะห์มุมสัมผัสของหยดน้ำบนโครงร่างเส้นใยนา

โนอิเล็กโทรสปันวัดด้วยเครื่อง Drop Shape Analyzer (FTA 100, First Ten Angstroms 

Inc, Portsmouth, VA) โดยหยดน้ำกลั่นจากปลายหลอดเข็มฉีดลงบนพื้นผิวของโครงร่างเส้น

ใยนาโนอิเล็กโทรสปันถ่ายภาพของหยดน้ำทันทีที่หยดน้ำสัมผัสกับผิวของแผ่นโครงร่างเส้นใย

นาโนอิเล็กโทรสปันนาโนทุก 20 วินาที เป็นเวลา 60 วินาที ผ่านเครื่องวิเคราะห์ภาพ (image 

analyzer) และวัดมุมระหว่างหยดน้ำ และพ้ืนผิวของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 

3.7 การตรงึโปรตีนลงโครงรา่งเสน้ใยนาโนอเิลก็โทรสปนั 

3.7.1 การตรึงโปรตีนบนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 
การตรึงโปรตีนบนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันโดยใช้กระบวนการ ionic 

adsorption โดยทำการตัดตัวอย่างแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันให้มีขนาด

ประมาณ 1.5 x 1.5 เซนติเมตร และมีน้ำหนัก 2 มิลลิกรัม นำไปฆ่าเชื้อด้วย UV ทั้งสองด้าน

ของแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน โดยใช้เวลาในการฆ่าเชื ้อด้านละ 30 นาที 

จากนั้นนำไปตรึงบน cell crown ใน 24-well plate และใส่สารละลายโปรตีนความเข้มข้น 

100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จำนวน 1000 ไมโครลิตร ลงไปในแต่ละหลุมที่มีเส้นใยนาโนอิเล็ก

โทรสปัน ระเหยสารละลายที่เหลือบนเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันจนหมดที่ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง  

3.7.2 ศึกษาลักษณะทางกายภาพของเส้นใยที่บรรจุโปรตีนด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด (scanning electron microscopy: SEM)  

ตัดตัวอย่างแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน ให้มีขนาด 0.5 X 0.5 เซนติเมตร 

นำไปติดบน stub จากนั้นนำไปเคลือบทองด้วยเครื่อง Sputter coater 7620 (Polaron 

Range.) จากนั ้นนำตัวอย่างไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

Scanning electron microscope (LEO 1450VP, EDAX®, USA) หาค ่ า เ ฉล ี ่ ย  ± ส ่ วน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน ของเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันและการจัดเรียงตัว

จากภาพถ ่ าย  SEM ด ้ วยโปรแกรมในการว ิ เคราะห ์ภาพ ( JMicroVision V.1.2.7, 

Switzerland) เป็นจำนวน 100 ตัวอย่าง 
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3.7.3 การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของส้นใยนาโนด้วยเครื่อง Fourier Transform 
Infrared (FTIR)    

ตัดตัวอย่างแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน ให้มีขนาด 5 x 5 เซนติเมตร 

จากนั้นนำตัวอย่างที่ได้ไปวางไว้บริเวณโลหะที่มีลักษณะเป็นวงกลม จากนั้นทำการตรวจสอบ

หมู ่โครงสร้างทางเคมีด้วยเครื ่อง Fourier Transform Infrared  (Thermo Scientific™ 

Nicolet™ IS™ 5 FTIR Spectrometer) เมื่อบริเวณส่วน probe ของเครื่องที่มี monolithic 

diamond crystal สัมผัสกับตัวอย่างจะได้สเปกตรัมของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 

จากนั้นนำไปวิเคราะห์ผลที่ได้ออกมาด้วยโปรเเกรม OMNIC Paradigm Software ในช่วง

ความยาวคลื่น 400 - 4000 เซนติเมตร -1 

3.7.4 การตรวจสอบความเป็นผลึกของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันด้วยเครื่อง 
powder X-ray diffractometer (PXRD) 

ตัดตัวอย่างแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่มีขนาด 5x5 เซนติเมตร จากนั้น

ใส่ตัวอย่างในเครื่อง PXRD จากนั้นนำข้อมูลที่ได้ไปวิเคราะห์ โดยใช้เเหล่งกำเนิดเป็น Nickel-

filtered Cu radiation เเละสภาวะที่ใช้ คือ 30 กิโลโวลต์ (kV) 10 มิลลิเเอมป์ (mA) เเละใช้

ทีตา (theta) ที่ 5-40 ทีตาร์ (theta) เเละนำมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม SmartLab Studio-

II software 

3.7.5 วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ด้วย ELISA test kit 
ภายใน Elisa test kit ประกอบด้วย 

1. Human Beta-NGF Antibody-coated ELISA Plate (Item A) 

2. Wash buffer (Item B) 

3. Lyophilized Human beta-NGF Protein Standard (Item C) 

4. Biotinylated Human beta-NGF Detection Antibody (Item F) 

5. HRP-Streptavidin (Item G) 

6. TMB Reagent (HRP Substrate, Item H) 

7. Elisa stop solution (Item I) 

8. Assay/Sample Diluent Buffer (Item E2) 

3.7.5.1 การเตรียมสาร 
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ขั้นตอนที ่1 น้ำยาทดสอบและตัวอย่างโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่

บรรจุโปรตีนวางไว้ในอุณหภูมิห้อง (18-25 องศาเซลเซียส) ก่อนใช้งาน 

ขั้นตอนที ่ 2 การเตรียม Assay/Sample Diluent Buffer dilution 

เจือจาง Assay / Sample Diluent Buffer (Item E2) 5 เท่า ด้วย

น้ำที่ปราศจากไอออนก่อนใช้ 1x Assay/Sample Diluent Buffer  

ขั้นตอนที ่3 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง (Sample dilution) 

นำสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นใส่ 450 

ไมโครลิตรของ phosphate buffer เพ่ือจะได้ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม 

จากนั้นทำการดูดออกมา 50 ไมโครลิตร นำไปผสมกับ 450 ไมโครลิตร 

เพ่ือจะได้ความเข้มข้น 1 นาโนกรัม  

ขั้นตอนที ่4 การเตรียม target protein standard  

รูปที่ 10 ความเข้มข้นของ protein standard 

สปินขวด Lyophilized Human beta-NGF Protein Standard 

(Item C) เล็กน้อย จากนั้นเติม Item E2 ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ลงขวด 

Item C เพ่ือเตรียมเป็น 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรของ standard solution 

ผสมจนกลายเป็นเนื้อเดียวกัน ปิเปต 50 ไมโครลิตร ของสารละลาย beta-

NGF standard ลงในหลอดทดลองพร้อมกับ ปิเปต 450 ไมโครลิตรของ 

Item E2 เพื ่อเตรียมเป็น 5 ,000 พิโคกรัมต่อมิลลิตรของ standard 

solution ทำการปิเปต 400 ไมโครลิตรของ Item E2 ลงแต่ละหลอด

ทดลองที่เหลือ ใช้ 5,000 พิโคกรัมต่อมิลลิตรของ standard solution เพ่ือ

เตรียมดังภาพ โดยผสมให้เข้ากันก่อนที่จะนำไปใช้หลอดทดลองต่อไป โดย
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หลอด zero standard คือ Item E2 ปริมาณ 400 มิลลิลิตร (0 พิโคกรัม

ต่อมิลลิลิตร)  

ขั้นตอนที ่5  การเตรียม Wash Buffer 1 ขวด 

ในกรณีที่ Wash Buffer (20x) (Item B) มีผลึกคริสตัลเกิดขึ้น ให้

นำไปอุ่นที่อุณหภูมิห้องและผสมให้เข้ากันจนละลายเป็นเนื้อเดียวกัน เจือ

จาง 20 มิลลิลิตรของ Wash Buffer ด้วยน้ำปราศจากไอออนหรือน้ำกลั่น 

ปรับให้เป็น 400 มิลลิลิตร   

ขั้นตอนที ่6 การเตรียม Biotinylated Detection Antibody 

สปินขวด Biotinylated Human beta-NGF Detection 

Antibody (Item F) ก่อนใช้ เติม Item E2 ปริมาณ 100 มิลลิตรลงในขวด 

Item F จากนั้นปิเปตขึ้นและลงเพื่อผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน (เก็บอุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส ได้เป็นเวลา 5 วัน) นำ  สารละลาย Item F เจือจางด้วย 

Item E2 80 เท่า  

ขั้นตอนที ่7  การเตรียม HRP-Streptavidin Concentrate 

สปินขวด HRP-Streptavidin (item G) และจากนั้นปิเปตขึ้นและ

ลงเพื่อผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันก่อนที่จะนำไปใช้ เนื่องจากในการเก็บสาร

อาจจะทำให้เกิดการตกตะกอนได้ นำ Item G ไปเจือจาง 800 เท่าด้วย 

item E2 ตัวอย่างเช่น ทำการสปินขวด item G และทำการผสมให้เข้ากัน

โดยใช้ปิเปต จากนั้นทำการปิเปต 15 ไมโครลิตรด้วย HRP-Streptavidin 

concentrate ลงในหลอดทดลองที่มี Item E2 ปริมาณ12 มิลลิลิตร  จะได้

สารละลายเจือจาง HRP-Streptavidin solution 800 เท่า (ห้ามทำการ

ผสมแล้วทิ้งไว้ข้ามคืน)  

3.7.5.2 การวิเคราะห์ปริมาณ Human beta-NGF (% content)  

1. นำแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันมาตรึงด้วยโปรตีนความ

เข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นนำแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรส

ปันที่บรรจุโปรตีนลงในสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) ที่ pH 7.4 ใน
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สภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเก็บ Sample ที่ 1 2 และ 3 เดือน เพ่ือ

นำไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sandwich ELISA ต่อไป 

2. นำ reagents และสารละลายตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิห้อง (18-25 องศา

เซลเซียส) ก่อนใช้งาน  

3. เติม 100 ไมโครลิตรของ standard แต่ละความเข้มข้น และสารละลาย

ตัวอย่างลงหลุม จากนั้นปิดฝาและนำไปบ่มเป็นเวลา 2.5 ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิห้อง

พร้อมกับเขย่าเบาๆ  

4. ทิ้งสารละลายและล้างแต่ละหลุม 4 ครั้ง  ด้วย 300 ไมโครลิตร Wash 

buffer โดยใช้ multi-channel pipette ซึ่งในแต่ละครั้งควรดูดของเหลวทิ้งอย่าง

สมบูรณ์ หลังจากการล้างครั้งสุดท้าย ให้พลิก plate และซับด้วยกระดาษสะอาด 

5. เติม 100 ไมโครลิตรของ Biotinylated Detection Antibody ลงแต่ละ

หลุม นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้องพร้อมกับเขย่าเบา ๆ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  

6. ดูดสารละลายออกและทำการล้างตามข้ันตอนที่ 3 

7. เติม Biotinylated Detection Antibody ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลง

แต่ละหลุม และปิดฝา นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้องพร้อมกับเขย่าเบา ๆ เป็น

เวลา 45 นาที  

8. ดูดสารละลายออกและทำการล้างตามขั้นตอนที่ 3 

9. เติม 100 ไมโครลิตร ของ ELISA Colorimetric TMB Reagent (Item 

H) ลงแต่ละหลุม นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้องและปราศจากแสง พร้อมกับเขย่าเบา ๆ 

เป็นเวลา 30 นาที  

10. ขั้นตอนสุดท้ายเติม 50  ไมโครลิตร ของ Stop Solution ลงแต่ละหลุม 

จากนั้นนำไปวิเคราะห์ที่ 450 นาโนเมตร ทันที 

11. วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยเทคนิค ELISA และหา % content จาก

สมการ(1) 

 

% content = Le / Li x 100 ……………………………………… (1)  
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โดยกำหนดให้    Le = ความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนที่วัดได้หลังจากการตรึง 

Li  = ความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนทั้งหมดที่บรรจุเริ่มต้น 

3.7.6 ศึกษาการปลดปล่อยโปรตีน Nerve Growth Factors (NGFs) 
ศึกษาการปลดปล่อยของโปรตีนโดยนำโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่บรรจุ

โปรตีนแช่ลงในสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

ในสภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด้วยเครื่อง Shaking incubator ที่ 0.083, 0.25, 0.5, 

1, 7, 14 วัน (ดูขั้นตอนการวิเคราะห์ตามหัวข้อ 3.7.5.2)    

3.8 การเพาะเลีย้งเซลลป์ระสาท 

เซลล์ประสาทต้นกำเนิดที ่ใช้คือเซลล์ชวานน์ที ่แยกได้จากเซลล์ประสาทหนู (Rattus 

notvegicus) (CRL-2941™) American type culture collection (ATCC) เล ี ้ยงใน cell culture 

flask ขนาด 75 ลูกบาศก์เซนติเมตร ด ้วยอาหารเล ี ้ยงเซลล์  Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium (DMEM)  + 10% fetal bovine serum (FBS)  + penicillin + streptomycin + Non 

essential® + Glutamax® จากน ั ้นนำไปบ ่มในสภาวะอ ุณหภ ูม ิ  37 องศาเซลเซ ียส ท ี ่ มี

คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5%  

สำหรับการศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์และสัณฐานวิทยาของเซลล์บนเส้นใย นำโครงร่าง

เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันตรึงไว้ใน 24-well plates ด้วย cell crown บรรจุ 1 มิลลิลิตรของเซลล์ใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ลงโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันโดยจะมีความหนาแน่นของเซลล์ 1 x 104 เซลล์

ต่อมิลลิลิตรต่อหลุม 

3.8.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์บนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่บรรจุ
โปรตีน 

สร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve) โดยนำเซลล์ที่รู้จำนวนแน่นอนลงใน 24 

well plate ได้แก่ 0, 5,000, 10,000, 20,000, 50,000, 100,000 เซลล์ ตามลำดับ โดย

ทำซ้ำ 3 ครั้ง (n=3) จากนั้นทำการบ่มให้เซลล์ติดกับ plate โดยใช้ระยะเวลา 2 ชั่วโมง ปิเปต 

100 ไมโครลิตรของ Alamar blue stock solution (5 mM) ใส่ลงแต่ละหลุม นำตัวอย่าง

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและ 5% ของคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 3 

ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมงตามลำดับ โดยในแต่ละชั่วโมงให้เเล้วปิเปตสารละลาย 200 ไมโครลิตร

ลงแต่ละหลุมของ black 96-well plate เเละทำการวัด fluorescence โดยความเข้มข้น
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ของ fluorescence อยู่ที่ 530 excitation เเละ 590 emission โดยใช้เครื่อง SPECTROstar 

Omega Microplate reader (BMGLABTECH®)  

ทำการตรึงโปรตีนบนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันโดยกระบวนการ ionic 

adsorption โดยทำการตัดตัวอย่างแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันให้มีขนาด

ประมาณ 1.5 x 1.5 เซนติเมตร และมีน้ำหนัก 2 มิลลิกรัม นำไปฆ่าเชื้อด้วย UV ทั้งสองด้าน

ของแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน โดยใช้เวลาในการฆ่าเชื้อด้านละ 30 นาที 

การเจริญเติบโตของเซลล์ประสาทหนูจะถูกประเมินโดย Alamar blue assay ณ 

วันที่ 1, 4, และ 7 หลังทำการเพาะเลี้ยงเซลล์ ปิเปต 100 ไมโครลิตรของ Alamar blue 

stock solution (5 mM) ใส่ลงแต่ละหลุม นำตัวอย่างบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและ 

5% ของคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากทำการบ่มเรียบร้อยเเล้วปิเปต

สารละลาย 200 ไมโครลิตรลงแต่ละหลุมของ black 96-well plate เเละทำการวัด 

fluorescence โดยความเข้มข้นของ fluorescence อยู ่ท ี ่  530 excitation เเละ 590 

emission โดยใช้เครื่อง SPECTROstar Omega Microplate reader (BMGLABTECH®) 

3.8.2 การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์บนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 

ศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ชวานที่บนโครงร่างเส้นใยนาโนแต่ละชนิดโดยใช้กล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด หลังจากบ่มมาเป็นเวลา 7 วัน ทำการล้างเส้นใยนาโน

ด้วย 0.1 M PBS และตรึงด้วย 1.5% glutaraldehyde เป็นเวลา 30 นาที ที ่ 4 องศา

เซลเซียส จากนั้นล้าง 3 ครั้ง ด้วย 0.1 M PBS และทำให้แห้งโดยใช้ ethanol ที่ความเข้ม 

50%, 70%, 90%, และ 100% อย่างละ 1 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 นาที ตามลำดับ ปิเปต  

hexamethyldisilazane (HMDS) 1 มิลลิตร ลงโครงร่างเส้นใยนาโน เป็นระยะเวลา 5 นาที

แล้วดูด HDMS ที่เหลือออก ทิ้งไว้ใน fume hood ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำ

ตัวอย่างที่ได้ไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

3.9 การวเิคราะหผ์ลทางสถติิ 
การทำการทดลองจะทำซ้ำ 3 ครั้ง แสดงค่าเป็น ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน การ

เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเซลล์บนเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน Eudragit RL100 ผสมพอลิเมทิล

เมทาไครเลตที่บรรจุโปรตีน วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วย T-test และมีค่า P value < 0.05 คือ มีความ

แตกต่างของข้อมูลอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ วิเคราะห์สถิติด้วยโปรแกรม SPSS version 13.0
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 
4.1 การออกแบบการทดลอง (Design of experiment : DOE) 

ตารางที ่3 แสดงความเข้มข้นของ PMMA และ Eudragit  RL100 ที่ผสมในอัตราส่วนต่าง ๆ 

 

run order PMMA (%w/v) Eudragit  RL100 (%w/v) ratio diameter (nm) 

1 13 35 0.1 331.94 

2 15 35 0.1 332.52 

3 13 45 0.1 529.91 

4 15 45 0.1 502.22 

5 13 35 0.9 1351.00 

6 15 35 0.9 1822.81 

7 13 45 0.9 1223.86 

8 15 45 0.9 1874.85 

9 13 40 0.5 3438.76 

10 15 45 0.5 7346.54 

11 14 35 0.5 9565.47 

12 14 45 0.5 5316.64 

13 14 40 0.1 373.52 

14 14 40 0.9 1831.63 

15 14 40 0.5 3917.13 

16 14 40 0.5 4249.43 

17 14 40 0.5 4706.91 

18 14 40 0.5 5308.91 

19 14 40 0.5 4732.38 

20 14 40 0.5 4604.75 
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รูปที่ 11 Perturbation plot ของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทนสปัน PMMA และ Eudragit  RL100 

ที่ผสมในอัตราส่วนต่าง ๆ 

จากรูปที ่ 11 แสดงให้เห็นว่า การเปลี ่ยนแปลงความเข้มข้นของ PMMA และ Eudragit  

RL100 ไม่ค่อยส่งผลต่อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใย แต่การเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนระหว่าง 
PMMA และ Eudragit  RL100 จะส่งผลต่อขนาดของเส้นใยมาก 

 
 

รูปที่ 12 Interaction plot ระหว่าง pairwise variables ของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 
PMMA และ Eudragit  RL100 ที่ผสมในอัตราส่วนต่าง ๆ 
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รูปที่ 13 Response surface and contour plots for the mutual effects ของ: (A) และ (a) 
ความเข้มข้นของ PMMA กับความเข้มข้นของ Eudragit  RL100 (B) และ (b) ความเข้มข้นของ 
PMMA กับอัตราส่วน (C) และ (c) ความเข้มข้นของ Eudragit  RL100 กับอัตราส่วน 
จากการออกแบบการทดลองทำให้ได้สมการที่สามารถทำนายค่า เส้นผ่านศูนย์กลางของโครงร่าง เส้น
ใยนาโนอิเล็กโทรสปัน PMMA และ Eudragit RL100 ที่ผสมในอัตราส่วนต่าง ๆ  
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รูปที่ 14 กราฟแสดงการวิเคราะห์เส้นผ่านศูนย์กลางของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน : (A) 
Normal probability plot (B) กราฟระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลางจากการทำนายกับในทางปฏิบัติ 
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รูปที่ 15 แสดงการทำนายสภาวะที่เหมาะสมที่จะได้เส้นผ่านศูนย์กลาง 3,500 นาโนเมตร 

โดยหากต้องการขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3,500 นาโนเมตรจะต้องใช้ PMMA ความเข้มข้น 13 %w/v 
Eudragit RL100 ความเข้มข้น 40 %w/v และอัตราส่วนระหว่าง Eudragit RL100 ผสม PMMA 
เท่ากับ 60:40 เป็นต้น 
ตารางที ่4 แสดงความแตกต่างของแต่ละสภาวะการทดลองที่เลือกใช้ในการผลิตโครงร่างเส้นใยนา

โนอิเล็กโทรสปัน 

ตัวอย่าง ความเข้มข้นของ PMMA 
(%w/v) 

ความเข้มข้นของ Eudragit 
RL100 (%w/v)  

ความเข้มข้นของ NGF 
(ng/ml)  

C1 13  - - 
C2 - 40  - 
C3 13  40  - 
CL1 13  - 100 
CL2 - 40  100 
CL3 13  40  100 

 

จากตารางที ่4 แสดงสภาวะการผลิตโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน โดยเลือกจากการทำนาย

สภาวะเพ่ือที่จะได้เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 3,500 นาโนเมตร ประกอบด้วย PMMA 13% w/v และ 

Eudragit RL100 40% w/v โดยอัตราส่วนระหว่าง Eudragit Rl100 กับ PMMA ที่ใช้ คือ 60 ต่อ 40 

จึงทำการเปรียบเทียบกับ PMMA 13% w/v และ Eudragit RL100 40% w/v รวมทั้งสิ้น 3 

สภาวะการทดลอง 
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4.2 ศึกษาสมบตัิและลกัษณะทางกายภาพของโครงร่างเสน้ใยนาโนอเิลก็โทรสปนั  C1, C2 และ C3 

4.2.1 ศึกษาลักษณะทางกายภาพ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางและองศาการจัดเรียงของโครง

รา่งเสน้ใยนาโนอิเล็กโทรสปัน C1, C2 และ C3 

ตารางที่ 5  ลักษณะทางกายภาพของโครงรา่งเสน้ใยนาโนอิเล็กโทรสปัน C1 C2 และ C3 

ตัวอย่าง ลักษณะของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 
 
 

C1 

 

 
เส้นใยสีขาว มีลักษณะฟู 

เรียงกันเป็นชั้น 
มีความยืดหยุ่น 

 
 

C2 

 

 
 

เส้นใยสีขาว  

 
 

C3 

 

 
เส้นใยสีขาว 

เรียงกันเป็นแนวเดียวกันชัดเจน 
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รูปที่ 16 แสดงลักษณะทางกายภาพของโครงรา่งเสน้ใยนาโนอิเล็กโทรสปัน : (A) C1 (D) C2 และ 

(G) C3 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโครงรา่งเสน้ใยนาโนอิเล็กโทรสปัน : (B) C1 (E) C2 และ (H) C3 

และองศาการจัดเรียงตัวของโครงรา่งเสน้ใยนาโนอิเล็กโทรสปัน : (C) C1 (F) C2 และ (I) C3 

 

B C 

G 

D E F

H I 

A 
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4.3 ศึกษาลักษณะทางกายภาพของโครงรา่งเสน้ใยนาโนอเิล็กโทรสปนัทีบ่รรจ ุNGFs 

รูปที่ 17 แสดงลักษณะทางกายภาพของโครงรา่งเสน้ใยนาโนอิเล็กโทรสปัน : (A) CL1, (D) CL2 และ 

(G) CL3 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโครงร่างเสน้ใยนาโนอิเล็กโทรสปัน : (B) CL1, (E) CL2 และ 

(H) CL3 และองศาการจัดเรียงตัวของโครงรา่งเสน้ใยนาโนอิเล็กโทรสปัน : (C) CL1, (F) CL2 และ (I) 

CL3 

A B C 

D E F

G H I 
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4.4 ศึกษาหมูโ่ครงสรา้งของผงและเสน้ใยนาโนอเิลก็โทรสปนัดว้ยเครือ่ง FTIR

 

 
รูปที่ 18 กราฟเปรียบเทียบ FTIR spectrum ระหว่างผง C1 เส้นใย C1 และเส้นใย CL1 

           
รูปที่ 19 กราฟเปรียบเทียบ FTIR spectrum ระหว่างผง C2 เส้นใย C2 และเส้นใย CL2 

C1 Powders 

C1 

Wavenumber (cm-1) 

CL1 

Wavenumber (cm-

1) 

CL2 

C2  

C2 

Powders 
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รูปที่ 20 กราฟเปรียบเทียบ FTIR spectrum ระหว่างผง C3 (Physical mixtures) เส้นใย C3 และ

เส้นใย CL3 

4.5 ผลการทดสอบรปูแบบโครงสร้างผลกึของเสน้ใยนาโนอเิล็กโทรสปนัดว้ยเครือ่ง Powder X-Ray 

Diffraction (PXRD)       

            
รูปที่ 21 กราฟแสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโครงสร้างผลึกระหว่างผง C1 เส้นใย C1 และเส้นใย 

CL1 

C1

CL1

C1 Powders

0 10 20 30 40 50
2

Wavenumber (cm-

1) 

CL3 

Physical mixtures  

C3 



67 
 

 
รูปที่ 22 กราฟแสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโครงสร้างผลึกระหว่างผง C2 เส้นใย C2               

และเส้นใย CL2 

 
รูปที่ 23 กราฟแสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโครงสร้างผลึกระหว่างผง C3 (Physical mixtures)  

เส้นใย C3 และเส้นใย CL3 

 

CL2

C2

C2 Powders
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2

C3

CL3

Physical 

mixtures
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4.6 ผลการวเิคราะหล์ักษณะการหยดตวัของหยดนำ้ดว้ยเครือ่ง Drop shape analyzer 

 

 

 
 

รูปที่ 24 แสดงมุมของหยดน้ำที่อยู่บนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 
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A 
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A 
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C3
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ตารางที่ 6  แสดงมุมของหยดน้ำที่อยู่บนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 

 

 

ตัวอย่าง เวลา 
(วินาที) 

ขนาดมุม (องศา) ค่าเฉลี่ย  

 
C1 

1 103 104 109 105.33 ± 3.21 
20 100 101 107 102.67 ± 3.79 
40 107 106 110 107.67 ± 2.08 
60 109 108 109 108.67 ± 0.58 

 
CL1 

1 108 115 111 111.33 ± 3.51 
20 112 115 113 113.33 ± 1.53 
40 110 111 110 110.33 ± 0.58 
60 107 114 113 111.33 ± 3.79 

 
C2 

1 76 75 77 76.00 ± 1.00 
20 74 75 71 73.33 ± 2.08 
40 75 75 76 73.33 ± 0.58 
60 76 77 75 76.00 ±1.00 

 
CL2 

1 62 66 62 63.33 ± 2.31 
20 63 66 65 64.67 ±1.53 
40 69 68 62 66.33 ±3.79 
60 63 63 64 63.33 ± 0.58 

 
C3 

1 91 90 93 91.33 ± 1.53 
20 90 92 91 91.00 ± 1.00 
40 91 89 90 90.00 ± 1.00 
60 88 89 90 89.00 ± 1.00 

 
CL3 

1 108 109 109 108.67 ± 0.58 
20 106 105 104 105.00 ± 1.00 
40 71 72 69 70.67 ± 1.53 
60 8 9 8 8.33 ± 0.58 
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จากรูป 22 และตารางที่ 7 แสดงมุมของหยดน้ำที่อยู่บนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน 

โดยทำการถ่ายภาพทันทีที่หยดน้ำสัมผัสกับแผ่นเส้นใย มุมสัมผัสกับหยดน้ำของพอลิเมอร์ C1, CL1, 

C2, CL2, C3 และ CL3 มีค่าเฉลี่ยที่ 60 วินาทีมีค่าเท่ากับ  108.67, 111.33, 76.00, 63.33, 89.00 

และ 8.33 องศา ตามลำดับ  

4.7 ศึกษาการปลดปลอ่ยของ NGFs 

ตารางที่ 7 แสดงปริมาณ NGFs ที่บรรจุบนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน C1, C2 และ C3 

ตัวอย่าง % content  
CL1 47.23 ± 4.71 
CL2 57.72 ± 0.51 
CL3 72.02 ± 0.83 

 

 
 

รูปที่ 25 การปลดปล่อยโปรตีนจากเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันในช่วงเวลาต่าง ๆ  

 ( CL1, CL2, CL3) 
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ตารางที่ 8 การปลดปล่อย NGFs จากโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันในช่วงเวลาต่าง ๆ  

ตัวอย่าง 
Curve fitting constant (R2) 

Zero order First order Higuchi Peppas (n) 
CL1 0.8121 0.4199 0.9593 0.9524 (0.3358) 

CL2 0.9042 0.4714 0.9852 0.9387 (0.3345) 

CL3 0.9100 0.5156 0.9940 0.9804 (0.4184) 

 

4.8 วเิคราะหป์ริมาณการเจรญิเตบิโตของเซลลช์วานนด์ว้ยวธิ ีAlamar Blue assay

 
 

รูปที่ 26 ความเข้มข้นของเซลล์ชวานน์ที่เวลาต่าง ๆ 

 (  control,  C1,  C2,  C3) 

 

จากรูปที่ 26 แสดงปริมาณการเจริญเติบโตของเซลล์ชวานน์ เมื่อเปรียบเทียบ CL2 และ CL3 

ในวันที่ 4 พบว่ามีการเจริญเติบโตของเซลล์ชวานน์มากกว่า C2 และ C3 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 

(***) และเมื่อเปรียบเทียบ C2 และ C3 ในวันที่ 4 พบว่ามีการเจริญเติบโตของเซลล์ชวานน์มากกว่า 

C1 และ control อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (*) (**) 
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รูปที่ 27 ภาพถ่าย SEM ของเซลล์ชวานน์ (A,D) กำลังขยาย 500 เท่า (G) กำลังขยาย 200 เท่า เซลล์

ชวานน์บนแผ่นเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน C1 (B), CL1 (C), C2 (E), CL2 (F) กำลังขยาย 500 เท่า 

C3 (H) CL3 (I) กำลังขยาย 200 เท่า 

 

 

 

 

 

A B 

D E 

G H 

C 

F 

I 
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บทที่ 5 

สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 
5.1 การออกแบบการทดลอง  

จากรูปที ่11 (A) Normal probability plot แสดงถึงการเรียงตัวของข้อมูลที่ไม่เป็นแบบ 
normal distribution (91) และ (B) กราฟระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลางจากการทำนายกับเส้นผ่าน
ศูนย์กลางที่ได้ในทางปฏิบัติ แสดงถึงความเหมาะสมของการออกแบบการทดลองจากสมการทำนาย
เส้นผ่านศูนย์กลางของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน เพ่ือดูว่าผลของเส้นผ่านศูนย์กลางที่ได้จริงมี
ความเบี่ยงเบนไปจากเส้นผ่านศูนย์กลางที่สมการทำนายไปมากน้อยเพียงใด ซึ่งสามารถสังเกตได้จาก
เส้นมาตรฐาน จะเห็นได้ว่าข้อมูลมีการกระจายตัวจากเส้นมาตรฐานมากซึ่งบ่งบอกว่าสมการทำนาย
เส้นผ่านศูนย์กลางนั้นมีความสามารถในการทำนายที่ต่ำ 
  จากรูปที ่11 Perturbation plot ของเส้นใย PMMA และ Eudragit  RL100 ที่ผสมใน

อัตราส่วนต่างๆ ทำให้ทราบว่าปัจจัยที่ส่งผลต่อขนาดของเส้นใยนั้นขึ้นอยู่กับการเปลี่ยนแปลง

อัตราส่วนระหว่าง PMMA และ Eudragit  RL100 และรูปที่ 11 Response surface และ Contour 

plot แสดงให้เห็นถึง กราฟ (A) และ (a) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ Eudragit 

RL100 และความเข้มข้นของ PMMA ที่มีผลต่อเส้นผ่านศูนย์กลาง จากกราฟแสดงให้เห็นว่าปัจจัยที่มี

ผลต่อเส้นผ่านศูนย์กลางมากที่สุด คือ ความเข้มข้นของ Eudragit RL100 ต้องอยู่ในช่วงความเข้มข้น

ที่ 40% จึงจะได้เส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วงที่น้อยกว่า 4500 nm ในกรณีที่เพ่ิมความเข้มข้นของ 

Eudragit RL100 ให้มากกว่าหรือน้อยกว่าในช่วงนี้จะทำให้เส้นผ่านศูนย์กลางมีขนาดใหญ่ขึ้น กราฟ 

(B) และ (b) แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง ratio และ conc PMMA ที่มีผลต่อเส้นผ่านศูนย์กลาง จาก

กราฟแสดงให้เห็นว่าความสัมพันธ์ที่ส่งผลต่อเส้นผ่านศูนย์กลางคือ conc PMMA และ ratio ซึ่งความ

เข้มข้นที่ทำให้เส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ที่ 3500 nm ต้องให้ความเข้มข้นอยู่ที่ 13.0 และ ratio ที่ 0.4 จึง

จะมีความเหมาะสม กราฟ (C) และ (c) แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง ratio และ conc Eudragit 

RL100 ที่มีผลต่อเส้นผ่านศูนย์กลาง จากความสัมพันธ์ที่เกิดขึ้นต้องใช้ Eudragit RL100 ความเข้มข้น 

40% และ ratio ที่ 0.3 แต่ในทางปฏิบัติเมื่อนำทั้งสองมาผสมกันทำให้เกิดการแยกชั้นขึ้น จึงจำเป็นที่
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ต้องปรับ ratio เป็น 0.4 เพ่ือให้ผสมเข้าเป็นเนื้อเดียวกัน แต่สิ่งที่ตามมาคือทำให้ขนาดของเส้นผ่าน

ศูนย์กลางมีขนาดใหญ่ขึ้น 

จากรูปที่ 12 แสดงการทำนายสภาวะที่เหมาะสมที่จะได้เส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยนาโนอิ

เล็กโทรสปัน 3,500 นาโนเมตร ซึ่งจากสมการทำนายเส้นผ่านศูนย์กลาง หากต้องการขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 3,500 นาโนเมตรจะต้องใช้ PMMA ความเข้มข้น 13%w/v และ Eudragit RL100 ความ

เข้าข้น 40 %w/v และอัตราส่วนระหว่าง Eudragit RL100 กับ PMMA เท่ากับ 40 ต่อ 60 นำมาผสม

กันเพ่ือให้ได้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางที่ต้องการ 

5.2 ศึกษาสมบตัิและลกัษณะทางกายภาพของโครงร่างเสน้ใยนาโนอเิลก็โทรสปนั C1, C2 และ C3 

5.2.1 ศึกษาลักษณะทางกายภาพและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็ก

โทรสปัน C1, C2 และ C3 

จากตารางที่ 5 แสดงภาพถ่ายลักษณะทางกายภาพของแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรส

ปัน C1 พบลักษณะของเส้นใยสีขาว ฟู เรียงกันเป็นชั้น แผ่นเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน C2 มีลักษณะ

เส้นใยสีขาว โครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน C3 พบลักษณะแผ่นเส้นใยสีขาว เรียงกันเป็นแนว

เดียวกันชัดเจน ซึ่งการนำ C1 มาผสมกับ C2 จะช่วยเพิ่มขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางของ C2   

จากภาพถ่าย SEM กำลังขยาย 1,000 เท่า และ 500 เท่า ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโครง

ร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน C1 และ C2 มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ยคือ 1,223.86±256.19 

และ 373.52±50.52 นาโนเมตร การจัดเรียงตัวของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน C1 และ C2 มีการ

จัดเรียงตัวของเส้นใยแบบทางเดียว องศาการจัดเรียงตัวส่วนใหญ่อยู่ระหว่าง 90-110 องศา แต่

อย่างไรก็ตาม ยังมีการกระจายขององศาการจัดเรียงตัวในองศาอ่ืนๆ โดย C2 มีการกระจายขององศา

การจัดเรียงตัวมากกว่า C1 จากภาพถ่าย SEM กำลังขยาย 500 เท่า ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้น

ใยนาโนอิเล็กโทรสปัน C3 มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย คือ 4,361.49 ± 1,072.99 นาโนเมตร มี

การจัดเรียงตัวของเส้นใยแบบทางเดียว องศาการจัดเรียงตัวส่วนใหญ่อยู่ระหว่าง 90-100 องศา และ

มีการกระจายขององศาการจัดเรียงตัวในองศาอื่น ๆ เพียงเล็กน้อยเมื่อนำทั้งสองพอลิเมอร์มาผสมกัน

จะได้เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่มีขนาดใหญ่ขึ้นและมีการจัดเรียงตัวในทางเดียวเพ่ิมขึ้นอย่างมาก 
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5.3 ศึกษาลักษณะทางกายภาพของโครงรา่งเสน้ใยนาโนอเิล็กโทรสปนัทีบ่รรจโุปรตนี Nerve 

Growth Factors (NGFs) 

จากรูปที่ 17 ภาพถ่าย SEM กำลังขยาย 500 เท่า แสดงลักษณะทางกายภาพของโครงร่าง

เส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน CL1 และ CL2 มีลักษณะขรุขระเพ่ิมข้ึนเมื่อเทียบกับเส้นใยนาโนอิเล็กโทรส

ปันที่ไม่ได้บรรจุ NGFs และมีการจัดเรียงตัวของเส้นใยที่เปลี่ยนแปลงไปจากเดิมเล็กน้อย ซึ่งมีขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยอิเล็กโทรสปัน CL1 และ CL2 มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย คือ 

1878.07±588.97 และ 785±155.78 นาโนเมตร ตามลำดับ มีการเรียงตัวของโครงร่างเส้นใยนาโนอิ

เล็กโทรสปันในทางเดียวแต่น้อยกว่า C1 และ C2 โดยมีองศาการจัดเรียงส่วนใหญ่อยู่ระหว่าง 90-110 

องศา แต่อย่างไรก็ตาม ยังมีการกระจายขององศาการจัดเรียงตัวในองศาอื่น ๆ  จากภาพถ่าย SEM 

กำลังขยาย 200 เท่า ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยอิเล็กโทรสปัน CL3 มีขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางเฉลี่ย คือ 5,835.55±1,113.33 นาโนเมตร มีการจัดเรียงตัวของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็ก

โทรสปันที่แตกต่างไปจาก C3 คือมีการจัดเรียงในทางเดียวน้อยลงโดยมีองศาการจัดเรียงตัวอยู่ในช่วง 

70-130 องศา ซึ่งมีค่ากระจายกว่า C3 ที่มีองศาการจัดเรียงตัวอยู่ในช่วง 90-100 องศา ซึ่งเกิดจาก

การมีโปรตีนมาเกาะบนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันทำให้การจัดเรียงตัวเปลี่ยนไป 

5.4 ศึกษาหมูโ่ครงสรา้งของผงและโครงรา่งเสน้ใยนาโนอเิลก็โทรสปนัดว้ยเครือ่ง FTIR  

จากรูปที่ 18 19 20 เป็นการศึกษาหมู่โครงสร้างของผงและโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรส

ปัน ด้วยเครื่อง FTIR โดยตัดเเผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนให้มีขนาด 5 cm x 5 cm เเล้วนำไปเข้าเครื่อง 

FTIR Spectrometer จากนั้นนำกราฟที่ได้มาแปรผลเพื่อศึกษาโครงสร้างที่เปลี่ยนแปลงไปจากการ

รวมกันของสารที่อยู่ในรูปเเบบต่างๆ โดยนำผลที่ได้มาเปรียบเทียบกันระหว่าง C1, C2 และ C3 โดย

พอลิเมอร์จะอยู่ในรูปเเบบของเเผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน เเผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนที่ทำ

การบรรจุโปรตีนลงไป, เเละพอลิเมอร์ที่อยู่ในรูปเเบบผง  

กราฟการเปรียบเทียบโครงสร้างของผง C1 เส้นใย CL1 และเส้นใย C1 พบว่า สเปกตรัมของ 

C1 มี C=O strectching ที่เลขคลื่น 1723 cm-1  C-O stretching ที่ 1139 cm-1 แต่ที่ความยาวคลื่น

ในส่วนของ transmittance ของผง C1 จะมีค่ามากกว่าพอลิเมอร์ชนิดอ่ืน เนื่องจากมีการสั่นสะเทือน

ของโมเลกุลที่เกิดขึ้นน้อยที่สุดเมื่อเทียบกับเส้นใย C1 และเส้นใย CL1 ซึ่งจากกราฟแสดงผลได้ว่า เส้น

ใย CL1 จะทำให้ transmittance มีค่าต่ำที่สุด  
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การเปรียบเทียบโครงสร้างของผง C2 เส้นใย CL2 และเส้นใย C2 มี C=O stretching ที่เลข

คลื่น 1720 cm-1 และ C-H stretching ที่ เลขคลื่น 2945 cm-1 สเปกตรัมของเส้นใย CL2 และเส้น

ใย C2 C=O stretching ที ่เลขคลื ่น 1731 cm-1 และ C-H stretching ที ่เลขคลื ่น 2995 cm-1 

นอกจากนี้ยังพบ C-N stretching ที่เลขคลื่น 1144 cm-1  

กราฟการเปรียบเทียบโครงสร้างของผง C3 Physical mixtures เส้นใย CL3 และเส้นใย C3 

มี C-H stretching ที่เลขคลื่น 2948 cm-1 และ C=O stretching ที่เลขคลื่น 1720 cm-1 และ C-N 

stretching ที่เลขคลื่น 1144 cm-1 แสดงให้เห็นว่า C3 เกิดจากการผสมของ C1 และ C2 เมื่อดูจาก

กราฟที่ได้จะแสดงให้เห็นว่า peak ที่เกิดขึ้นนั้นเกิดจากการผสมของ peak ของ C1 และ C2 

จากกราฟทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าการผสม NGFs ลงไปนั้นทำให้เกิด peak ที่เปลี่ยนแปลงไป

จากเดิมเล็กน้อยซึ่งเกิดจากการที่ผสม NGFs ในปริมาตร 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นปริมาณที่

น้อยมากซ่ึงความสามารถในการตรวจจับของ FTIR อาจไม่เพียงพอ  

5.5 ผลการทดสอบรปูแบบโครงร่างผลึกของเสน้ใยดว้ยเครือ่ง Powder X-Ray Diffraction (PXRD) 

จากรูปที ่21 22 23 เป็นการศึกษาสมบัติความเป็นผลึกของแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโท

รสปันด้วยเครื่อง powder X-ray diffractometer (PXRD) โดยการนำแผ่นโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็ก

โทรสปันตัดให้มีขนาด 5 cm x 5 cm แล้วนำไปวางไว้ที่ sample holder แล้วนำเข้าเครื่อง PXRD 

โดย setting ที่ 4 theta /1min initial และ 5 theta to 45 theta เมื่อเปรียบเทียบโครงร่างผลึก

ระหว่างผง C1 CL1 และเส้นใย C1 ลักษณะกราฟที่ได้ทั้งหมดมี peak ที่สั้นแคบซึ่งเป็นลักษณะเด่น

ของผลึกท่ีอยู่ในรูปของแข็งอสัณฐาน (amorphous form) และเม่ือเปรียบเทียบรูปแบบโครงร่างผลึก

ระหว่างผง C2 เส้นใย CL2 และเส้นใย C2 ก็พบว่าลักษณะ peak ของ C2 ในรูปแบบผงมีลักษณะที่

เป็นเส้นโค้งซ่ึงเป็นเอกลักษณ์ของ C2 ค่า 2 theta ที่ 14 (92) และเม่ือทำการนำเส้นใย CL2 และเส้น

ใย C2 พบว่า peak ที่ได้นั้นมีลักษณะที่ราบเรียบแตกต่างจากรูปแบบผง C2 ซึ่งแสดงให้เห็นสมบัติที่

เปลี่ยนแปลงไป แต่ถึงอย่างไรก็ตามทั้ง 3 รูปแบบก็ยังเป็นรูปของแข็งอสัณฐาน (amorphous form) 

เมื่อเปรียบเทียบรูปแบบโครงร่างผลึกระหว่างผง C3 (physical mixtures), เส้นใย CL3 และเส้นใย 

C3 ผลที่ได้คือ ผง C3 มีลักษณะที่เป็นเส้นโค้งซ่ึงเป็นเอกลักษณ์ของ C2 ค่า 2 theta ที่ 14 เช่นกัน แต่

ลักษณะที่เพิ่มเติมขึ้นมาคือช่วง 35-30 ของ 2 theta peak จะไม่ลักษณะราบเรียบซึ่งเกิดจากการ

ผสม C1 ในรูปแบบผง ทำให้ peak ที่ได้เป็นลักษณะดังกล่าว เส้นใย CL3 และเส้นใย C3 นั ้นมี

ลักษณะที่ราบเรียบไม่มี peak เกิดขึ้น จากผลการทดสอบรูปแบบโครงร่างผลึกของเส้นใยด้วยเครื่อง 
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powder X-Ray Diffraction (PXRD) จึงสรุปผลได้ว่าพอลิเมอร์ทุกรูปแบบมีการจัดเรียงโครงร่างผลึก

อยู่ในรูปแบบของแข็งอสัณฐาน (amorphous form) 

5.6 ผลการวเิคราะหล์ักษณะการหยดตวัของของเหลวดว้ยเครือ่ง Drop shape analyzer 

จากรูปที่ 24 และตารางที่ 6  เป็นการแสดงมุมของหยดน้ำที่ทำกับแผ่นเส้นใยนาโนอิเล็กโท

รสปันเป็นเวลา 1 นาที ซึ ่งในกรณีมีมุมสัมผัสมีค่าน้อยกว่า 90 องศาแสดงถึงความชอบน้ำ 

(Hydrophilicity) และกรณีมุมสัมผัสมีค่ามากกว่า 90 องศาแสดงถึงพอลิเมอร์มีความชอบน้ำน้อย ซึ่ง

จากผลการทดลองพบว่า CL3 มีความชอบน้ำมากที่สุดและ CL1 มีความชอบน้ำน้อยที่สุด โดยพบว่า

เมื่อเวลาผ่านไป CL3 มีขนาดมุมลดลงอย่างชัดเจนแต่พอลิเมอร์ตัวอื่นเมื่อเวลาผ่านไปขนาดมุมมีการ

เปลี่ยนแปลงไม่มาก 

5.7 ศึกษาการปลดปลอ่ยของ NGFs 

การทดสอบการปลดปล่อยของ NGFs จากโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที ่บรรจุ

โปรตีน CL1, CL2 และ CL3 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0.085, 0.25, 0.5, 1, 5, 7 และ 

14 วัน ในสารละลาย PBS ที่ pH 7.4 จากตารางที่ 8 ปริมาณโปรตีนที่บรรจุลงพอลิเมอร์เท่ากับ 

47.23, 57.72 และ 72.02 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ จากตารางที่ 9 ทั้งสามตัวอย่างช่วงแรกมีการ

ปลดปล่อยแบบอย่างรวดเร็ว (burst release) จลศาสตร์การปลดปล่อยของ CL1, CL2 และ CL3 

เมื่อพิจารณาจากค่า R2 ใกล้เคียงกับแบบจำลอง Higuchi โดยมีค่าเท่ากับ 0.9593, 0.9852 และ 

0.9940 ตามลำดับ CL1 เกิดการพองตัวและกร่อนของพอลิเมอร์ เนื่องจากหมู่ ester ของ PMMA 

เมื่อเวลาผ่านไปจะทำปฏิกิริยา hydrolysis กับโมเลกุลน้ำในสารละลาย PBS (93) รวมกับการเขย่าจึง

ทำให้ NGF ที่เกาะอยู่ระหว่างผิวของเส้นใย PMMA ปลดปล่อยออกมา ในทางเดียวกัน CL2 มีการดึง

น้ำเข้าพองตัวเป็นชั้นเจลร่วมกับการกร่อน แต่เนื่องจากสมบัติความชอบน้ำทำให้มีระยะทางการแพร่ 

(diffusion path length) สูงขึ้นจึงมีการปลดปล่อยช้ากว่า PMMA เมื่อเวลาผ่านไป (94)  

5.8 วเิคราะหป์ริมาณการเจรญิเตบิโตของเซลลช์วานนด์ว้ยวธิ ีAlamar Blue assay   

การศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล์ชวานน์บนโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน C1, CL1, 

C2, CL2, C3 และ CL3 โดยมีกระจกและกระจกที่บรรจุโปรตีนเป็นกลุ่มควบคุม เซลล์ที่ถูกเพาะเลี้ยง

ยึดเกาะอยู่บนกลุ่มควบคุมและโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันทุกกลุ่มและมีการเจริญเติบโตอย่าง

มีนัยสำคัญเมื่อเวลาผ่านไป โดยวันที่ 4 โครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน CL2 และ CL3 มีความ

เข้มข้นของเซลล์สูงที่สุด และมีความเข้มข้นของเซลล์สูงกว่า C2, C3, CL1 และกลุ่มควบคุมอย่างมี



78 
 

นัยสำคัญ แต่ทั้งโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน CL2 และ CL3 เมื่อเทียบกัน พบว่าความเข้มข้น

ของเซลล์ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ โครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน CL1 มีความ

เข้มข้นของเซลล์สูงสุดในวันที่ 7 แต่ไม่ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่บรรจุ NGFs 

และกลุ ่มโครงร่างเส ้นใย C1 และกลุ ่มควบคุมที ่ ไม ่ได ้บรรจุ  NGFs จากสมบัต ิความชอบน้ำ

ของ Eudragit RL100 ที่เหมาะสำหรับเจริญเติบโตของเซลล์ชวานน์ (14, 15) ทำให้ CL3 มีความชอบ

น้ำมากขึ้นและมีการเจริญเติบโตมากกว่า CL1 ที่มีสมบัติชอบน้ำน้อยรวมถึงการจัดเรียงตัวทางเดียว

ละช่องว่างระหว่างเส้นใยนาอิเล็กโทรสปันทำให้เซลล์ชวานน์สามารถเกาะและเจริญเติบโตคล้ายกับ

เซลล์ประสาทมนุษย์ (13) นอกจากนี้การปลดปล่อย NGFs ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีสมบัติช่วยในเร่งการ

เจริญเติบโตเซลล์ชวานน์ (56) จากกลุ่มโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่บรรุ NGFs ทำให้ส่งเสริม

การเจริญเติบโตของเซลล์ชวานน์มากขึ้น  

จากรูปที่ 27 ภาพถ่าย SEM กำลังขยาย 200 และ 500 เท่า ของโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็ก

โทรสปัน C1, CL1, C2, CL2, C3, CL3 และกลุ่มควบคุม โครงร่างเส้นในโนอิเล็กโทรสปันทั้งหมดและ

กลุ่มควบคุมมีการยึดเกาะของเซลล์ชวานน์บนเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปัน โดยโครงร่างเส้นใยอิเล็กโท

รสปันที่บรรจุ NGFs พบการเกาะของเซลล์หนาแน่นกว่าโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันที่ไม่ได้

บรรจุ NGFs 
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1.ลักษณะทางกายภาพของเสน้ใยนาโนอเิลก็โทรสปนั

 
 
รูปที่ 1 แสดงลักษณะทางกายภาพของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันของแต่ละสภาวะของการออกแบบ

การทดลอง : (A) สภาวะที่ 1 (B) สภาวะที่ 2 (C) สภาวะที่ 3 (D) สภาวะที่ 4 (E) สภาวะที่ 5 (F) 

สภาวะที่ 6 

C D 

E F 

A B 
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รูปที่ 2 แสดงลักษณะทางกายภาพของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันของแต่ละสภาวะของการออกแบบ

การทดลอง : (G) สภาวะที่ 7 (H) สภาวะที่ 8 (I) สภาวะที่ 9 (J) สภาวะที่ 10 (K) สภาวะที่ 11 (L) 

สภาวะที่ 12 

G H 

I J 

K L 
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รูปที่ 3 แสดงลักษณะทางกายภาพของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันของแต่ละสภาวะของการออกแบบ

การทดลอง : (M) สภาวะที่ 13 (N) สภาวะที่ 14 (O) สภาวะที่ 15 (P) สภาวะที่ 16 (Q) สภาวะที่ 17 

(R) สภาวะที่ 18 

M N 

O P 

Q R 
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รูปที่ 4 แสดงลักษณะทางกายภาพของเส้นใยนาโนอิเล็กโทรสปันของแต่ละสภาวะของการออกแบบ

การทดลอง : (S) สภาวะที่ 19 (T) สภาวะที่ 20 
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2. ศกึษาหมูโ่ครงสร้างของผงและเสน้ใยนาโนอเิล็กโทรสปนัดว้ยเครือ่ง FTIR 

 
 

 
รูปที่ 5 กราฟเปรียบเทียบ FTIR spectrum ระหว่างผง C1, C2 และ C3 (Physical mixtures) 

 
รูปที่ 6 กราฟเปรียบเทียบ FTIR spectrum ระหว่างเส้นใย C1, C2 และ C3 
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C3 

Wavenumber (cm-1) 
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รูปที่ 7 กราฟเปรียบเทียบ FTIR spectrum ระหว่างเส้นใย CL1, CL2 และ CL3 

3. ผลการทดสอบรปูแบบโครงสร้างผลกึของเสน้ใยดว้ยเครือ่ง Powder X-Ray Diffraction (PXRD) 

 
รูปที่ 8 กราฟแสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโครงสร้างผลึกระหว่างผง C1, C2 และ C3 (Physical 

mixture 
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รูปที่ 9 กราฟแสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโครงสร้างผลึกระหว่างเส้นใย CL1, CL2 และ CL3 

 
รูปที่ 10 กราฟแสดงการเปรียบเทียบรูปแบบโครงสร้างผลึก spectrum ระหว่างเส้นใย C1, C2 และ 
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4. วเิคราะหป์รมิาณการเจรญิเติบโตของเซลลช์วานนด์ว้ยวธิ ีAlamar Blue assay 

4.1 สรา้งกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธร์ะหวา่งความเข้มของแสงฟลอูอเรสเซนตก์บั

ความเขม้ขน้ ตา่ง ๆ ของเซลลช์วานน ์

 
รูปที่ 11 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์กับความเข้มข้น

ต่าง ๆ ของเซลล์ 

ตารางที่ 1 ค่าความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์กับโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรปินนิงและโครงร่าง

เส้นใยนาโนอิเล็กโทรปินนิงที่บรรจุโปรตีน วันที่ 1  

ตัวอย่าง ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ 
ค่าเฉลี่ย 

ความเข้มข้น

ของเซลล์  ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

Control 10257.71 10258.32 9740.38 10085.47 61121.24 

Control ที่

บรรจุ NGFs 
9644.958 10335.96 10345.98 10108.97 61401.26 

C1 11204.9 11850.48 9653.699 10903.03 70865.66 

CL1 9376.908 11698.03 12718.27 11264.4 75172.84 

C2 8993.325 8101.396 6977.36 8024.027 36550.98 

CL2 8376.719 9691.66 10265.84 9444.741 53484.4 

C3 10624.55 10303.86 9849.984 10259.47 63195.06 

CL3 13511.11 12913.64 14167.69 13530.81 102186.1 

 

y = 839.08x + 4957.4
R² = 0.999
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ตารางที ่2 ค่าความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์กับโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรปินนิงและโครงร่าง

เส้นใยนาโนอิเล็กโทรปินนิงที่บรรจุโปรตีน วันที่ 4 

พอลิเมอร์ 
ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ 

ค่าเฉลี่ย 
ความเข้มข้น

ของเซลล์ ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

Control 103189 108241 118888 110106 1253261 

Control ที่

บรรจุ NGFs 
100308 101900 101579 101262.3 1147854 

C1 84349 102101 109263 98571 1115776 

CL1 101942 99955 89737 97211.33 1099570 

C2 82481 83282 99717 88493.33 995660.7 

CL2 229659 217394 197321 214791.3 2501000 

C3 68442 64437 62979 65286 719053.6 

CL3 227219 233814 223221 228084.7 2659443 

 

ตารางที ่3 ค่าความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์กับโครงร่างเส้นใยนาโนอิเล็กโทรปินนิงและโครงร่าง

เส้นใยนาโนอิเล็กโทรปินนิงที่บรรจุโปรตีน วันที่ 7 

พอลิเมอร์ 
ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ 

ค่าเฉลี่ย 
ความเข้มข้น

ของเซลล์ ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

Control 160603 170226 166361 165730 1916241 

Control ที่

บรรจุ NGFs 
159540 170994 170644 167059.3 1932085 

C1 161291 165591 185860 170914 1978029 

CL1 129048 169119 211784 169983.7 1966940 

C2 113550 117147 132006 120901 1381926 

CL2 177734 200858 232194 203595.3 2367556 

C3 163051 163838 176179 167689.3 1939594 

CL3 172928 173239 171657 172608 2533118 
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5. ศกึษาการปลดปลอ่ยของ Nerve Growth Factors (NGFs)  

5.1 สรา้งกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธร์ะหวา่งค่าการดูดกลนืแสงกับความเขม้ขน้ของ 

Nerve Growth Factors (NGFs)   

 

 
รูปที่ 12 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของ Nerve 

Growth Factors (NGFs) 

 

 

  

 
 

 

 

y = 0.0005x + 0.0139
R² = 0.9997
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