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บทคัดย่อ 
  การพัฒนาโครงร่างทางชีวภาพมีความสำคัญในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ หนึ่งในวัสดุที่นิยมนำมาใช้
ในการศึกษาคือไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิก ในการศึกษานี ้จะนำเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด  
ไฮโดรเจลชนิดก่อตัวด้วยแสงมาทดสอบหาความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสต์แอล 929  
โดยจะทำการทดสอบ 3 ส่วนคือทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์แอล 929 โดยอ้อม ทดสอบความมีชีวิตของ
เซลล์แอล 929 เมื่อเลี้ยงบนพื้นผิวไฮโดรเจลแบบสองมิติ และทดสอบความมีชีวิตของเซลล์แอล 929  
เมื่อถูกห่อหุ้มด้วยไฮโดรเจล พบว่าเซลล์แอล 929 สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับ
ไฮโดรเจลและเซลล์แอล 929 สามารถเจริญเติบโตได้เมื ่อเลี ้ยงบนพื ้นผิวไฮโดรเจลแบบสองมิติ  
แต่เจริญเติบโตได้น้อยกว่าการเลี้ยงบนจานเลี้ยงเซลล์ปกติ เมื่อเซลล์แอล 929 ถูกห่อหุ้มด้วยไฮโดรเจล 
พบว่าเซลล์แอล 929 ที่ถูกห่อหุ้มด้วยไฮโดรเจลที่ได้รับการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาที จะเจริญได้
ดีกว่าเซลล์แอล 929 ที่ถูกห่อหุ้มด้วยไฮโดรเจลที่ได้รับการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาที ข้อมูลจาก
การศึกษาในครั้งนี้สามารถใช้ต่อยอดเพื่อพัฒนาโครงร่างทางชีวภาพเพื่อใช้ในการขนส่งเซลล์หรือตัวยา  
เพ่ือใช้ในการรักษารอยโรคในเนื้อเยื่ออ่อนต่อไป 
คำสำคัญ: เซลล์แอล 929, ไฮโดรเจล, กรดไฮยาลูโรนิก, ความมีชีวิตของเซลล์ 
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Abstract 
  Scaffold development plays an important role in the field of tissue engineering. 
Hyaluronic acid-hydrogel is one of the most promising materials. This study conducted 3 
protocols to assess L929 cell viability when cultured in the presence of photopolymerized 
methacrylated hyaluronic acid hydrogel. The protocols included an indirect cytotoxicity 
test, a 2-dimensional culture, and an encapsulation culture. The results showed that L929 
cells were viable in the media containing an extract from the hydrogel. The cells were 
able to grow on top of the hydrogel but not as well as the one on the standard culture 
plate. The L929 encapsulated in the 60-second-cured hydrogel showed higher viability 
than the 90-second-cured one. These results provided background knowledge in scaffold 
development for cells or drug delivery for soft tissue treatment in the future. 
Keywords: L929 cell, hydrogel, hyaluronic acid, cell viability 
 
บทนำ 
  การศึกษากลไกการตอบสนองของเซลล์ต่อวัสดุโครงร่างทางชีวภาพหรือปัจจัยทางเคมีโดยใช้
กระบวนการทางวิศวกรรมนั้นเป็นแก่นหลักของวิชาวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ซึ่งเป้าหมายของวิชาวิศวกรรม
เนื้อเยื่อคือการสร้างเนื้อเยื่อใหม่หรือการทดแทนเนื้อเยื่อ (Berthiaume, Maguire, & Yarmush, 2011)
ในบริเวณที่เกิดรอยโรคเพื่อให้การทำงานของเนื้อเยื่อในบริเวณนั้นกลับมาได้เหมือนเดิมหรือใกล้เคียงเดิม
(Brittberg et al., 1994) 

ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาวัสดุโครงร่างทางชีวภาพมากมายเพื่อนำมาใช้ทั้งในวิศวกรรมเนื้อเยื่อ
อ่อนและเนื้อเยื่อแข็ง วัสดุในกลุ่มไฮโดรเจลเป็นหนึ่งในวัสดุโครงร่างทางชีวภาพที่ได้รับความสนใจมากใน
งานทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เนื่องด้วยสมบัติที่เป็นโครงร่างสามมิติของไฮ โดรเจล มีความชอบน้ำสูง 
สามารถดึงดูดน้ำและพองตัวได้ดี ทำให้เหมาะที่จะนำมาใช้ในการขนส่งตัวยา (Gao, Zhang, Zhang, & 
Zhang, 2016) หรือเซลล์ซึ่งมักอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่มีน้ำเป็นองค์ประกอบ วัสดุในกลุ่มไฮโดรเจลนั้นสามารถ
ผลิตจากสารตั้งต้นได้หลายชนิด หนึ่งในสารตั้งต้นที่นิยมนำมาใช้ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อคือ กรดไฮยาลูโรนิก 
เนื่องจากไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกมีส่วนประกอบที่คล้ายกับสารที่พบในแมทริกซ์ระหว่างเซลล์จึงมี
ความเข้ากันได้ทางชีวภาพสูง สามารถย่อยสลายได้ด้วยเอนไซม์ภายในร่างกายมนุษย์และสามารถปรับปรุง
โครงสร้างให้มีสมบัติทางกายภาพเหมาะสมกับงานในด้านต่าง ๆ ได้ (Chircov, Grumezescu, & Bejenaru, 
2018) 

Areevijit et al. (2019) ได้ศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเซลล์กระดูกเบ้าฟันมนุษย์กับ
ไฮโดรเจลที่ผลิตจากกรดไฮยาลูโรนิกที ่นำมาปรับปรุงโครงสร้างด้วยเมทาคริเลตและครอสลิงค์ด้วย  
ไดไธโอเทรอิทอลซึ่งเป็นไฮโดรเจลที่มีสมบัติทางกายภาพพื้นฐานเหมาะแก่การเจริญของเซลล์ โดยพบว่า
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ไฮโดรเจลชนิดนี้มีความเข้ากันได้กับเซลล์กระดูกเบ้าฟันมนุษย์  แต่มีข้อด้อยคือการเกิดการครอสลิงค์ของ
ไฮโดรเจลชนิดนี้เป็นปฏิกิริยาเคมีซึ ่งปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นเมื่อมีการสัมผัสกันของไดไธโอเทรอิทอลและ  
กรดไฮยาลูโรนิกที่ปรับปรุงโครงสร้างด้วยเมทาคริเลตและใช้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 15-30 นาที ซึ่งยัง 
ไม่เหมาะสมที่จะนำมาใช้ในการรักษาผู้ป่วย (Areevijit, Dhanesuan, Luckanagul, & Rungsiyanont, 
2021; Trakiattikul N, 2018) 

Chaopanitcharoen et al. (2021) ได้ศึกษาสมบัติของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่ปรังปรุง
โครงสร้างด้วยเมทาคริเลตแล้วครอสลิงค์ด้วยลิเทียมไตรเมทิลเบนโซอิลฟอสฟิเนตแทนไดไธโอเทรอิทอล 
ทำให้เปลี่ยนการครอสลิงค์จากปฏิกิริยาเคมีเป็นครอสลิงค์ด้วยการกระตุ้นจากแสงสีฟ้าแทน ทำให้สามารถ
กำหนดเวลาที่ต้องการให้ไฮโดรเจลสามารถครอสลิงค์ได้และการศึกษานี้พบว่าในกลุ่มที่ได้รับแสงสีฟ้า  
เป็นเวลา 90 วินาทีจะได้ไฮโดรเจลที่มีรูพรุนขนาดเท่ากันและมีโครงสร้างที่เป็นระเบียบ และมีสมบัติ  
การพองตัวเมื่อดูดซับน้ำ เหมาะที่จะนำไปพัฒนาต่อเป็นโครงร่างทางชีวภาพสำหรับการนำส่งเซลล์หรือ 
ใช้เป็นระบบขนส่งยาหรือโกรธแฟคเตอร์ (Chaopanitcharoen P, 2021) 

งานวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยได้เล็งเห็นถึงประโยชน์และความสำคัญของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด
ไฮโดรเจลชนิดก่อตัวด้วยแสงต่องานทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือนำไฮโดรเจลดังกล่าว
มาทดสอบความเข้ากันได้กับเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 ซึ่งเป็นเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสต์จากหนู 
ที่แนะนำให้ใช้ในการทดสอบชีววัสดุทางการแพทย์ในห้องปฏิบัติการณ์ตามองค์การมาตรฐานสากล  
(ISO 10993-5) โดยคาดหวังว่าผลการศึกษาในครั้งนี้จะสามารถนำไปต่อยอดเพ่ือสร้างโครงร่างทางชีวภาพ
ที่มีประโยชน์ทางพันุวิศวกรรมเนื้อเนื่อต่อไป 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
  เพ่ือศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวิภาพของเซลล์แอล 929 และเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดร
เจลที่ก่อตัวด้วยแสง 
 
แนวคิด ทฤษฎี กรอบแนวคิด 

เซลล์แอล 929 เป็นเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสต์ที่ได้จากเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดเนื้อเยื่อไขมันใต้ผิวหนัง
ของหนูเพศผู้ สปีชีส์ Mus musculus ที่มีอายุ 100 วัน ในปี ค.ศ.1948 ซึ่งโคลน 929 เกิดจากการแยก
เซลล์ในรุ่นที่ 95 ด้วยเทคนิคแคพพิลาลี่ เซลล์แอล 929 มีจุดประสงค์สำหรับใช้วิจัยในห้องปฏิบัติการ 
เหมาะสมที่จะทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ ความเข้ากันได้กับวัสดุทางการแพทย์และทดสอบการติดเชื้อ 
 ไฮโดรเจลเป็นสารประกอบโพลิเมอร์สายยาวที่มีการครอสลิงค์ระหว่างสายโซ่โมเลกุลเกิดเป็น  
โครงร่างสามมิติขึ้น มีสมบัติในการพองตัวและเก็บกักน้ำได้ดี มีรูพรุนในโครงร่าง ทำให้นิยมนำมาใช้ใน  
งานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ(Alvarez-Lorenzo & Concheiro, 2008) ไฮโดรเจลสามารถผลิตได้จากสารตั้งต้น
หลายชนิด อาทิ โพลิเอทิลีนไกลคอล อัลจิเนต โพลิไวนิลแอลกอฮอล ไคโตซาน เฮพาริน และกรดไฮยาลูโรนิก 
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Chaopanitcharoen et al. (2021) ได้ทดสอบสมบัติของไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่
ปรับปรุงโครงสร้างด้วยเมทาคริเลตแล้วครอสลิงค์ด้วยลิเทียมไตรเมทิลเบนโซอิลฟอสฟิเนต ซึ่งเป็นไฮโดรเจลที่
ก่อตัวเมื่อได้รับแสงสีฟ้า โดยทำการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 30-120 วินาที พบว่ากลุ่มท่ีได้รับการฉายแสงสี
ฟ้านานกว่าจะมีพ้ืนผิวเป็นเนื้อเดียวกันมากกว่า กลุ่มที่ได้รับการฉายแสงเป็นเวลา 90 วินาทีมีลักษณะเป็น
รพูรุนชัดเจนแตกต่างจากกลุ่มท่ีฉายแสง 30 และ 60 วินาที ที่มีลักษณะเป็นแผ่นและมีโครงร่างที่ไม่ชัดเจน 
ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกท่ีปรังปรุงโครงสร้างด้วยเมทาคริเลตแล้วครอสลิงค์ด้วยลิเทียมไตรเมทิลเบน
โซอิลฟอสฟิเนตที่ได้รับการฉายแสงเป็นเวลา 90 วินาทีเป็นระยะเวลาที่เหมาะสมทำให้ได้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของไฮโดรเจลที่ดี มีขนาดรูพรุนสม่ำเสมอต่อเนื่องไปทั่วทั้งไฮโดรเจล  (Chaopanitcharoen 
P, 2021) 

ในการทดสอบความเป็นพิษของวัสดุทางการแพทย์ต่อเซลล์จะใช้วิธีวิเคราะห์ความมีชีวิตของเซลล์
ในการทดสอบ วิธีที ่นิยมใช้ในการทดสอบคือวิธีวิเคราะห์เอ็มทีทีและวิธีวิเคราะห์รีซาซูรินรีดักชัน   
ซึ่งหลักการของทั้ง 2 วิธีจะเหมือนกันคือสารตั้งต้นที่ใช้ในการทดสอบเป็นสารที่ไม่มีฟลูออเรสเซนส์แต่เมื่อ
ได้รับอิเล็กตรอนจากตัวให้อิเล็กตรอนภายในเซลล์จะเกิดเป็นสารประกอบที่ให้ฟลูออเรสเซนส์เมื่อได้รับ
แสงความยาวคลื่นที่เหมาะสม(Berridge, Herst, & Tan, 2005) จึงนำมาใช้อ้างอิงในการดูความมีชีวิตของ
เซลล์(Rampersad, 2012; Riss & Moravec, 2004) กล่าวคือเซลล์ที่มีชีวิตจะมีเมตาบอลิซึมภายในเซลล์
และมีการแลกเปลี่ยนอิเล็กตรอนภายในเซลล์ทำให้สารตั้งต้นที่เข้าไปในเซลล์ที่มีชีวิตถูกเปลี่ยนเป็นรูปแบบ
ที่มีฟลูออเรสเซนส์มากกว่าสารตั้งต้นที่เข้าไปในเซลล์ที่ตายแล้วนั่นเอง วิธีวิเคราะห์เอ็มทีทีจะใช้สารตั้งต้น
เป็นเกลือเตตระโซเลียมซึ่งเมื่อได้รับอิเล็กตรอนจะเปลี่ยนเป็นฟอร์มาแซนซึ่งไม่ละลายน้ำ  (Berridge et 
al., 2005) เกิดเป็นผลึกภายในเซลล์และทำให้เซลล์ที่ทดสอบด้วยวิธีนี้ตายและเป็นการจบปฏิกิริยาในที่สุด
(Mosmann, 1983) ส่วนวิธีวิเคระห์รีซาซูรินรีดักชันจะใช้สารตั้งต้นเป็นรีซาซูรินเมื่อได้รับอิเล็กตรอน (de 
Fries & Mitsuhashi, 1995; Gonzalez & Tarloff, 2001; McMillian et al., 2002; Präbst, Engelhardt, 
Ringgeler, & Hübner, 2017) จะเปลี ่ยนเป็นรีโซรูฟิน (O'Brien, Wilson, Orton, & Pognan, 2000)  
ซึ่งละลายน้ำและผ่านออกมาจากเยื่อหุ้มเซลล์ได้ ทำให้เซลล์ที่ทำการทดสอบยังคงมีชีวิตอยู่หลังจากการ
ทดสอบ 

จากแนวคิด ทฤษฎีและการศึกษาที่กล่าวมาเป็นที่มาของการศึกษาในครั้งนี้ซึ่งต่อยอดมาจาก
การศึกษาของ Chaopanitcharoen et al. (2021) โดยจะนำไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกที่ปรังปรุง
โครงสร้างด้วยเมทาคริเลตแล้วครอสลิงค์ด้วยลิเทียมไตรเมทิลเบนโซอิลฟอสฟิเนตมาทดสอบความเป็นพิษ
กับเซลล์แอล 929 ทางห้องปฏิบัติการ โดยกรอบแนวคิดการวิจัยเป็นดังภาพประกอบ 1 
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ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิดงานวิจัย 

 
วิธีดำเนินการวิจัย 

1. การสังเคราะห์ไฮโดรเจล (Hydrogel synthesis) 
นำกรดไฮยาลูโรนิกน้ำหนักโมเลกุล 47 กิโลดาลตันไปละลายในโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มี

ค่า pH มากกว่าหรือเท่ากับ 8 ให้ได้สัดส่วน 1% โดยน้ำหนัก จากนั้นเติมเมทาคริเลตแอนไฮไดรด์ลงไปให้
ได้ 1 ส่วนต่อกรดไฮยาลูโรนิก 10 ส่วน ตลอดการเกิดปฏิกิริยาต้องควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ในช่วง 0-4 องศา
เซลเซียส เมื่อครบ 24 ชั่วโมงจะนำออกมากรองในน้ำอัลตร้าเพียวเป็นเวลา 3 วัน แล้วจึงไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือ
เอาเมทาคริเลตส่วนเกินออก นำไปทำให้แห้งด้วยวิธีแช่แห้งแบบเยือกแข็ง จะได้เมทาคริเลต-ไฮยาลูโรนิก
แอซิดที่มีลักษณะเป็นเส้นใย นำไปทดสอบหาปริมาณการเกิดการปรังปรุงโครงสร้างด้วยวิธีโปรตอน
นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปคโตรสโคปี โดยต้องมีปริมาณการปรังปรุงโครงสร้างมากกว่าร้อยละ  
60 จึงจะนำมาใช้ในการทดสอบได้ เมื่อจะใช้ไฮโดรเจลให้นำเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไปทำการฆ่าเชื้อ
ด้วย 99.99% เอทานอลและรังสีอัลตราไวโอเลตเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงนำมาผสมกับลิเทียมฟีนิล
ไตรเมทิล-เบนโซอิลฟอสฟิเนตในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดดัลแบคโคมอดิฟายอีเกิลให้ได้อัตราส่วนเมทาคริ
เลตเตดไฮยาลูโรนิกแอซิด 100 มิลลิกรัมต่อลิตรและลิเทียมฟีนิลไตรเมทิลเบนโซอิล -ฟอสฟิเนต 15 
มิลลิกรัมต่อลิตร 

2. การทดสอบ Indirect Cytotoxicity Assay 
ขึ้นรูปไฮโดรเจลในแท่นพิมพ์ให้ได้ลักษณะเป็นวงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  20 มิลลิเมตร  

หนา 5 มิลลิเมตร จากนั้นนำไปแช่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำอาหารเลี้ยง
เซลล์มาทดสอบกับเซลล์แอล 929 ในจานเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุมโดยใช้ความเข้มข้นของอาหารเลี้ยงเซลล์ 
100%, 50%, 25%, 12.5% ในส่วนของกลุ่มควบคุมจะใช้ 10% Dimethyl Sulfoxide เป็นกลุ่มควบคุม
ลบและ 10% Fetal bovine serum เป็นกลุ ่มควบคุมบวก ในแต่ละหลุมจะมีเซลล์แอล 929 10,000 
เซลล์ หลังจากทดสอบเป็นเวลา 24 ชั่วโมงจะทำการวิเคราะห์ความมีชีวิตของเซลล์ด้วยวิธีวิเคราะห์เอ็มทีที 
ทำการทดสอบซ้ำ 9 ครั้ง 
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3. การทดสอบ 2D Culture Assay 
ขึ้นรูปไฮโดรเจลในจานเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม โดยแบ่งไฮโดรเจลออกเป็นกลุ่มที่ได้รับการฉาย

แสงสีฟ้า 60 วินาทีและกลุ่มที่ได้รับการฉายแสงสีฟ้า 90 วินาที กำหนดปริมาตรไฮโดรเจลเท่ากับ 80 
ไมโครลิตรต่อหลุม เติมอาหารเลี้ยงเซลล์สมบูรณ์ลงไปหลุมละ 100 ไมโครลิตรแล้วทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง จากนั้น
ทำการใส่เซลล์แอล 929 ลงไปบนพื้นผิวของไฮโดรเจลจำนวน 5,000 เซลล์ต่อหลุม กลุ่มควบคุมบวกคือ
พ้ืนผิวของจานเลี้ยงเซลล์ กลุ่มควบคุมท่ีไม่มีเซลล์คือไฮโดรเจลและอาหารเลี้ยงเซลล์ ทำการเปลี่ยนอาหาร
เลี้ยงเซลล์ทุก ๆ 2 วัน และทำการวิเคราะห์ความมีชีวิตของเซลล์ด้วย Prestoblue ในวันที่ 1, 3, 5 และ 
12 ทำการทดสอบซ้ำ 9 ครั้ง 

4. การทดสอบ Encapsulation Culture Assay 
ผสมสารละลายไฮโดรเจลและเซลล์แอล 929 แล้วใส่ในจานเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุมปริมาตร 50 

ไมโครลิตรต่อหลุม ทำการฉายแสงสีฟ้าเพ่ือข้นรูปไฮโดรเจลโดยแบ่งเป็นกลุ่มที่ฉายแสง 60 วินาทีและกลุ่ม
ที่ฉายแสง 90 วินาที จากนั้นทำการเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่สมบูรณ์หลุมละ 100 ไมโครลิตร ทำการเปลี่ยน
อาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2 วัน ทำการวิเคราะห์ความมีชีวิตของเซลล์ด้วย Prestoblue ในวันที่ 1, 3, 5 และ 
12 ทำการทดสอบซ้ำ 9 ครั้ง 
 
ผลการวิจัย 

1. ผลการสังเคราะห์เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด 
ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้ทำการสังเคราะห์เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด เป็นจำนวน 4 ครั้ง  

โดยเมื่อทำการทดสอบหาปริมาณการเกิดการปรังปรุงโครงสร้าง  (degree of modification) ด้วยวิธี
โปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปคโตรสโคปีพบว่าเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่สังเคราะห์ได้
ทั ้ง 4 ครั้งมีค่าปริมาณการเกิดการปรับปรุงโครงสร้างร้อยละ 100 ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์ที่กำหนดไว้ว่า 
เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่ใช้ในการศึกษาต้องมีค่าปริมาณการเกิดการปรับปรุงโครงสร้างมากกว่า
ร้อยละ 60 ตัวอย่างกราฟที่ได้จากการทดสอบโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปคโตรสโคปีเป็น
ดังภาพประกอบที่ 2 

 
ภาพประกอบที่ 2 ตัวอย่างผลการทดสอบหาปริมาณการเกิดการปรับปรุงโครงสร้างด้วยวิธีโปรตอน

นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปคโตรสโคปีในการสังเคราะห์ครั้งที่ 1 



 

การประชุมหาดใหญ่วิชาการระดับชาตแิละนานาชาติ ครั้งที ่13 
The 13th Hatyai National and International Conference 

819 

 

2. การทดสอบ Indirect Cytotoxicity Assay 
จากการนำอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ได้สัมผัสกับไฮโดรเจลเป็นเวลา 1 วันมาทดสอบกับเซลล์แอล 929 

เป็นเวลา 1 วันแล้วทำการวิเคราะห์ความมีชีวิตของเซลล์ด้วยวิธีวิเคราะห์เอ็มทีทีพบว่า ในกลุ่มที่ได้รับ
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับไฮโดรเจลความเข้มข้น 100% วัดค่าการดูดกลืนแสงได้ 0.9371±0.0698  
กลุ ่มที ่ได้ร ับอาหารเลี ้ยงเซลล์ที ่ส ัมผัสกับ ไฮโดรเจลความเข้มข้น 50% วัดค่าการดูดกลืนแสงได้ 
0.9173±0.2137 กลุ่มที่ได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับไฮโดรเจลความเข้มข้น 25% วัดค่าการดูดกลืน
แสงได ้0.9208±0.0849 กลุ่มท่ีได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับไฮโดรเจลความเข้มข้น 12.5% วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงได้ 0.8736±0.0776 ในกลุ ่มควบคุมบวกที ่ได้ร ับอาหารเลี ้ยงเซลล์ที ่มี 10% Dimethyl 
Sulfoxide วัดค่าการดูดกลืนแสงได้ 0.4809±0.1143 และในกลุ่มควบคุมลบที่ได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี 
10% Fetal Bovine Serum วัดค่าการดูดกลืนแสงได้ 0.9111±0.1015 ดังแสดงในตารางที่ 2 แสดงให้
เห็นว่าในกลุ่มทดสอบที่ได้รับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับไฮโดรเจลในทุกความเข้มข้นสามารถพบความมี
ชีวิตของเซลล์แอล 929 ได้ แผนภูมิแท่งแสดงผลการทดสอบ Indirect Cytotoxicity Assay เป็นดัง
ภาพประกอบที่ 3 
 
ตารางท่ี 1 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้จากวิธีวิเคราะห์เอ็มทีทีในการทดสอบ Indirect Cytotoxicity 

Assay, n=9 
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่นำมาทดสอบ ค่าการดูดกลืนแสง, mean ± SD 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับ 
ไฮโดรเจลความเข้มข้น 100% 

0.9371±0.0698 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับ 
ไฮโดรเจลความเข้มข้น 50% 

0.9173±0.2137 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับ 
ไฮโดรเจลความเข้มข้น 25% 

0.9208±0.0849 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับ 
ไฮโดรเจลความเข้มข้น 12.5% 

0.8736±0.0776 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี  
10% Dimethyl Sulfoxide 

0.4809±0.1143 

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี  
10% Fetal Bovine Serum 

0.9111±0.1015 
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ภาพประกอบที่ 3 แผนภูมิแท่งแสดงผลการทดสอบ Indirect Cytotoxicity Assay ค่าที่แสดงคือ mean ± 
SD, n=9, โดยใช้สถิติ Kruskal-Wallis test ร่วมกับ Dunn’s multiple comparisons 
test, p<0.05 

3. ผลการทดสอบ 2D Culture Assay 
การทดสอบการเลี้ยงเซลล์แอล 929 บนพื้นผิวของไฮโดรเจลแล้วนำมาทดสอบความมีชีวิตด้วย 

Prestoblue ในวันที่ 1, 3, 5 และ 12 โดยมีกลุ่มควบคุมบวกคือ Tissue Culture Plate และกลุ่มควบคุม
ที่ไม่มีเซลล์คือไฮโดรเจลและอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็มพบว่าในกลุ่มที่เลี้ยงบนผิวไฮโดรเจลที่ได้รับ
การฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาที วัดค่าฟลูออเรสเซนส์ในวันที่ 1, 3, 5 และ 12 ได้10,544.33±4,544.26, 
13,210.00±2,090.41, 26,749.33±6,002.81 และ 43,603.67±1,594.29 ตามลำดับ ในกลุ่มที่เลี้ยงบน
ผิวไฮโดรเจลที่ได้รับการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาที วัดค่าฟลูออเรสเซนส์ในวันที่ 1, 3, 5 และ 12 ได้ 
7,607.33±3,440.67, 22,667.66±6,270.75, 27,623.33±9,056.13 และ 44,008.67±5,609.76 ตามลำดับ 
กลุ่มที่เลี้ยงบน Tissue Culture Plastic วัดค่าฟลูออเรสเซนส์ในวันที่ 1, 3, 5 และ 12 ได้ 33,339.00±8,822.09, 
37,684.33±11,611.77, 48,941.67±3,004.50 และ42,285.67±3,259.84 ตามลำดับ ในกลุ่มไฮโดรเจล
ที่ไม่มีเซลล์แอล 929 วัดค่าฟลูออเรสเซนส์ในวันที่ 1, 3, 5 และ 12 ได้ 1,811.00±1.41, 1,426±9.90, 
1,466±14.14 และ 1,591±71.42 ตามลำดับ ในกลุ่มอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีเซลล์แอล 929 วัดค่าฟลูออ
เรสเซนส์ในวันที่ 1, 3, 5 และ 12 ได้ 1,492±0.00, 1,503±0.00, 1,287±0.00 และ 1,122±0.00 ตามลำดับ 
ดังแสดงในตารางที่ 3 แสดงให้เห็นว่าเซลล์แอล 929 สามารถเจริญเติบโตบนพื้นผิวของไฮโดรเจลได้แต่
เจริญเติบโตได้น้อยกว่าบนผิวของ Tissue Culture Plate กราฟแสดงผลการทดสอบเป็นดังภาพประกอบ
ที่ 4 
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ภาพประกอบที่ 4 กราฟแสดงผลการทดสอบ 2D Culture Assay, mean ± SD, n=9, โดยใช ้สถ ิติ   
One-way ANOVA ร่วมกับ Tukey’s multiple comparisons test, p<0.05 

 
ตารางท่ี 2 ค่าฟลูออเรสเซนส์จากการทดสอบด้วย Prestoblue ในการทดสอบ 2D Culture Assay, n=9 

 
กลุ่มทดสอบ 

 

ค่าฟลูออเรสเซนส์, mean ± SD 

วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 12 

กลุ่มที่เลี้ยงบนผิวไฮโดรเจลที่ได้รับการฉาย
แสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาท ี

 
10,544.33±4,544.26 

 
13,210.00±2,090.41 

 
26,749.33±6,002.81 

 
43,603.67±1,594.29 

กลุ่มที่เลี้ยงบนผิวไฮโดรเจลที่ได้รับการฉาย
แสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาท ี

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

กลุ่มที่เลี้ยงบน Tissue Culture Plastic 33,339.00±8,822.09 37,684.33±11,611.77 48,941.67±3,004.50 42,285.67±3,259.84 
กลุ่มไฮโดรเจลที่ไม่มี 

เซลล์แอล 929 
1,811.00±1.41 1,426±9.90 1,466±14.14 1,591±71.42 

กลุ่มอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีเซลล์แอล 929 1,492±0.00 1,503±0.00 1,287±0.00 1,122±0.00 

 
4. ผลการทดสอบ Encapsulation Culture Assay 
การทดสอบการเลี้ยงเซลล์แอล 929 ในลักษณะสามมิติห่อหุ้มรอบเซลล์ด้วยไฮโดรเจลจากนั้นทำ

การทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ในวันที่ 1, 3, 5 และ 12 แล้วแปลผลโดยการใช้ค่าฟลูออเรสเซนต์สัมพัทธ์
ซ่ึงเปรียบเทียบค่าฟลูออเรสเซนส์ที่วัดได้ในแต่ละวันกับค่าในวันแรก ในกลุ่มท่ีเลี้ยงในไฮโดรเจลที่ได้รับการ
ฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาที พบว่าค่าฟลูออเรสเซนส์ส ัมพัทธ์ในวันที ่ 1, 3, 5 และ 12 มีค่า 
1.00±0.00, 5.84±2.76, 8.29±4.15 และ 42.30±21.92 เท่า ตามลำดับ กลุ่มที่เลี้ยงในไฮโดรเจลที่ได้รับ
การฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาที พบว่าค่าฟลูออเรสเซนส์สัมพัทธ์ในวันที ่ 1, 3, 5 และ 12 มีค่า 
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1.00±0.00, 3.67±1.71, 5.23±3.09 และ 33.18±13.39 เท่าตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 4 แสดงให้
เห็นว่าในสภาวะที่เซลล์แอล 929 ถูกห่อหุ้มด้วยไฮโดรเจลเซลล์แอล 929 ยังสามารถเจริญเติมโตได้ โดย
เซลล์แอล 929 เจริญเติบโตในไฮโดรเจลที่ได้รับการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาทีมากกว่าไฮโดรเจลที่
ได้รับการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาที แผนภูมิแท่งแสดงผลการทดสอบ Encapsulation Culture 
Assay เป็นดังภาพประกอบที่ 5 
 
ตารางท่ี 3 ค่าฟลูออเรสเซนส์สัมพัทธ์จากการทดสอบด้วย Prestoblue ในการทดสอบ Encapsulation 

Culture Assay, n=9 
ชนิดของไฮโดรเจล 

ที่ห่อหุ้มเซลล์ 
ค่าฟลูออเรสเซนส์สัมพัทธ์, mean ± SD 

Day 1 Day 3 Day 5 Day 12 

ไฮโดรเจลที่ได้รับการฉายแสง 
60 วินาที 

1.00±0.00 5.84±2.76 8.29±4.15 42.30±21.92 

ไฮโดรเจลที่ได้รับการฉายแสง 
90 วินาที 

1.00±0.00 3.67±1.71 5.23±3.09 33.18±13.39 

 

 
ภาพประกอบที่ 5 แผนภูม ิแท่งแสดงผลการทดสอบ Encapsulation Culture Assay, mean ± SD, 

n=9, โดยใช ้สถ ิต ิ Kruskal-Wallis test ร ่วมกับ Dunn’s multiple comparisons 
test ในการวิเคราะห์ภายในกลุ ่มทดลองและใช้สถิติ Mann Whitney test ในการ
วิเคราะห์ระหว่างกลุ่มทดลอง, p<0.05 
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สรุปและอภิปรายผล 
 การศึกษาด้วยวิธี Indirect Cytotoxicity Assay ทำให้ทราบว่าเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด
ไฮโดรเจลชนิดก่อตัวด้วยแสงมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 เนื่องจาก
เซลล์สามารถคงการเกิดปฏิกิริยาเคมีภายในเซลล์ได้แม้จะอยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่สัมผัสกับไฮโดรเจลอีก
ทั้งผลการทดสอบเอ็มทีทียังพบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับเซลล์ที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี 
10%FBS ซึ่งเป็นส่วนประกอบสำคัญของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ช่วยเพ่ิมการเจริญเติบโตของเซลล์อีกด้วย เมื่อ
นำเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 ซึ่งเป็นเซลล์ที่ต้องอาศัยการยึดเกาะพ้ืนผิวในการเจริญเติบโตมาเลี้ยง
บนพื้นผิวไฮโดรเจลในการทดสอบ 2D Culture Assay พบว่าเซลล์ยังสามารถเพิ่มจำนวนบนผิวไฮโดรเจล
ได้โดยสังเกตได้จากการเพิ่มขึ้นของค่าฟลูออเรสเซนส์เมื่อทดสอบกับ Prestoblue ในวันที่ 3 ของการ
ทดลองเซลล์ที่อยู่บนพื้นผิวไฮโดรเจลที่ได้รับการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาที เพิ่มจำนวนได้น้อยกว่า
เซลล์ที่เลี้ยงบนจานเลี้ยงเซลล์อย่างมีนัยสำคัญแต่ไม่แตกต่างกับเซลล์ที่อยู่บนพื้นผิวไฮโดรเจลที่ได้รับการ
ฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 90 วินาที ในวันที่ 5 เซลล์ที่เลี้ยงบนพื้นผิวไฮโดรเจลทั้ง 2 กลุ่มมีจำนวนน้อยกว่า
เซลล์ที่เลี้ยงบนจานเลี้ยงเซลล์อย่างมีนัยสำคัญ ในวันที่ 12 ของการทดลองไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญของจำนวนเซลล์ที่เลี้ยงบนไฮโดรเจลและบนจานเลี้ยงเซลล์เนื่องมาจากเซลล์ได้เพิ่มจำนวนจน
เต็มพ้ืนที่ของ 96-well plate แล้วนั่นเอง ทั้งนี้สาเหตุที่เซลล์ที่เลี้ยงบนพื้นผิวไฮโดรเจลที่ได้รับการฉายแสง
สีฟ้า 60 วินาทีเพิ่มจำนวนได้น้อยกว่าในช่วงแรกน่าจะมาจากการที่เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดร
เจลที่ได้รับการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลานานกว่าจะเกิดการครอสลิงค์ของสายโซ่โมเลกุลมากกว่าทำให้เกิด
เป็นโครงร่างที่แข็งแรงและคงตัว (Chaopanitcharoen P, 2021) ซึ่งทำให้เซลล์จำพวกยึดเกาะพื้นผิว
สามารถเกาะและเจริญเติบโตได้ดีกว่า อีกหนึ่งเหตุผลที่เซลล์ที่เลี้ยงในจานเลี้ยงเซลล์เพิ่มจำนวนได้ดีกว่า
เซลล์ที่เลี้ยงบนไฮโดรเจลมาจากการที่เซลล์มีตัวรับที่สามารถจับกับพ้ืนผิวของจานเลี้ยงเซลล์ได้โดยตรงแต่
ไฮโดรเจลที่ใช้ในการทดสอบนั้นเป็นไฮยาลูโรนิกแอซิดที่ถูกปรับปรุงโครงสร้างด้วยเมทาคริเลต 100% ทำ
ให้บริเวณที่ตัวรับของเซลล์จะจับกับสายโซ่โมเลกุลมีไม่มาก(Wang et al., 2021) เป็นผลให้เซลล์ต้องใช้
เวลาในการปรับตัวเพื่อที่จะเจริญเติบโตบนพื้นผิวของไฮโดรเจลนานกว่าจานเลี้ยงเซลล์  ในการทดลอง
สุดท้ายได้ทำการเลี้ยงเซลล์ในรูปแบบสามมิติโดยการห่อหุ้มเซลล์ด้วยไฮโดรเจล วิธีนี้ทำให้เซลล์แต่ละเซลล์
ได้สัมผัสกับไฮโดรเจลโดยตรงและอยู่ภายในโครงร่างของไฮโดรเจลซึ่งจะส่งผลต่อการแสดงออกของเซลล์
(Edmondson, Broglie, Adcock, & Yang, 2014) พบว่าแม้ถูกห่อหุ้มด้วยไฮโดรเจลเซลล์ยังคงสามารถ
เพิ่มจำนวนจากวันแรกได้โดยสังเกตจากค่าฟลูออเรสเซนส์สัมพัทธ์ที่เพิ่มขึ้น  ในวันที่ 3 ของการทดลองค่า
ฟลูออเรสเซนส์สัมพัทธ์ของทั้ง 2 กลุ่มเพ่ิมข้ึนแต่ยังไม่แตกต่างจากในวันแรกอย่างมีนัยสำคัญ แต่ในวันที่ 5 
และ 12 ของการทดลองทั้ง 2 กลุ่มมีค่าฟลูออเรสเซนส์สัมพัทธ์เพิ่มขึ้นจากวันแรกอย่างมีนัยสำคัญ ทำให้
ทราบว่าเมื่อเซลล์ถูกห่อหุ้มด้วยไฮโดรเจลจะมีการเจริญช้าในช่วงแรกและเริ่มเจริญเติบโตมากขึ้นเมื่อเวลา
ผ่านไป สาเหตุมาจากการที่มีปริมาณอาหารและพื้นที่จำกัดทำให้ไม่สามารถคงการทำงานของเซลล์ใน
ระดับปกติเมื่อเวลาผ่านไปเซลล์จะเริ่มย่อยสลายไฮโดรเจลที่อยู่รอบตัวทำให้มีพ้ืนที่มากข้ึนและอาหารเลี้ยง
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เซลล์สามารถเข้ามาภายในโครงร่างไฮโดรเจลได้มากขึ้นเซลล์จึงเจริญเติบโตได้มากขึ้น ในการศึกษาของ 
Ragain et al. (2021) พบว่า LED curing light มีผลกับเซลล์เยื่อบุผิวเหงือกโดยหากได้รับการฉายแสง
เป็นเวลานานถึง 39, 60 หรือ 120 วินาทีเซลล์เยื ่อบุผิวเหงือกจะมีอัตราการเพิ่มจำนวนลดลง ซึ่งผล
แตกต่างจากการศึกษาของ Thamonwan Langlongsathit (2016) พบว่า LED light ไม่มีผลกับการเพ่ิม
จำนวนของ Periodontal ligament cell หากได้รับการฉายแสงเป็นระยะเวลาไม่เกิน 60 วินาที การ
ได้รับการฉายแสง LED light นานจะส่งผลกับ flavin-containing oxidases, the cytochrome system, 
heme-containing proteins, and tryptophan-rich proteins ภายในไมโตคอนเดรียและเพอร็อกซิโซม
ทำให้เกิดไฮโดรเจนเพอออกไซด์ขึ้นในเซลล์ซึ่งส่งผลต่อการแสดงออกของเซลล์เป็นผลให้การแบ่งตัวของ
เซลล์ลดลง(Hockberger et al., 1999) ในการศึกษาครั้งนี้ เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่ถูกเลี้ยงใน
ไฮโดรเจลที่ได้รับการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาทีกับกลุ่มที่เลี้ยงในไฮโดรเจลที่ฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 
90 วินาที ในวันที่ 3 และ 5 กลุ่มท่ีได้รับการฉายแสงสีฟ้าเป็นเวลา 60 วินาทีมีค่าฟลูออเรสเซนส์สัมพัทธ์ที่
มากกว่าอย่างมีนัยสำคัญ เนื่องมาจากโครงร่างของไฮโดรเจลในกลุ่มนี้มีการเกิดการครอสลิงค์ท่ีน้อยกว่าทำ
ให้เกิดเป็นร่างแหที่หนาแน่นน้อย มีรูพรุนสูง(Chaopanitcharoen P, 2021) ทำให้อาหารเลี้ยงเซลล์จาก
รอบนอกเข้ามาถึงเซลล์ภายในไฮโดรเจลได้ อีกทั้งยังมีพื้นที่ให้เซลล์เพิ่มจำนวนได้มากขึ้น แต่ในวันที่ 12 
ของการทดลองพบว่าค่าฟลูออเรสเซนส์สัมพัทธ์ของทั้ง 2 กลุ่มไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ
เนื่องจากเซลล์ที่ถูกห่อหุ ้มด้วไฮโดรเจลเริ่มมีการสลายไฮโดรเจลรอบ ๆ แล้วนั่นเอง Areevijit et al. 
(2019) ได้ทำการทดสอบความเข้ากันได้ของเซลล์กระดูกเบ้าฟันมนุษย์กับเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด
ไฮโดรเจลที่ก่อตัวด้วยปฏิกิริยาเคมีโดยทำการเลี้ยงด้วยวิธีการห่อหุ้มเซลล์ด้วยไฮโดรเจลผลที่ได้คือเซลล์
กระดูกเบ้าฟันมนุษย์เจริญเติบโตได้ดีในช่วงวันที่ 1-7 ของการทดสอบซึ่งแตกต่างจากการศึกษาในครั้งนี้ 
โดยการทดสอบของ Areevijit ได้ใช้เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่มีอัตราการปรับปรุงโครงสร้างอยู่ที่ 
42%-62% ซึ่งด้วยอัตราการปรับปรุงโครงสร้างที่แตกต่างกันอาจมีผลต่อการยึดเกาะและเจริญเติบโตของ
เซลล์  
  ข้อมูลจากการศึกษาในครั้งนี้สามารถใช้ในการพัฒนาเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดไฮโดรเจลชนิด
ก่อตัวด้วยแสงในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อเพื่อประยุกต์เป็นวัสดุขนส่งเซลล์ ตัวยาหรือสารกระตุ้น เพื่อการ
ประยุกต์ใช้สำหรับงานพันธุวิศวกรรมเนื้อเยื่อได้ต่อไป 
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