
บทคัดยอ

 วัตถุประสงค: เพ่ือศึกษาความเขากันไดทางชีวภาพของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล (methacrylated

hyaluronic acid hydrogel) ในเซลลกระดูกเบาฟนมนุษย (Human alveolar bone cells)

 วัสดุอุปกรณและวิธีการ: สังเคราะหไฮโดรเจลชนิดเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลแลวเพาะเล้ียงรวมกับ

เซลลกระดูกเบาฟนมนุษยจากผูปวย 3 ราย ที่ตรวจสอบคุณลักษณะของเซลลโดยดูการแสดงออกของยีนที่เปน

ตัวบงช้ีของเซลลสรางกระดูก ทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลนฟอสฟาเตสและการสะสมแรธาตุในแมทริกซระหวาง

เซลล เพื่อทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพโดยประเมินลักษณะรูปราง ความสามารถในการยึดเกาะและการ

เจริญเติบโตของเซลล

 ผลการทดลอง: เซลลจากเนื้อเยื่อกระดูกของผูปวยทั้ง 3 ราย มีการแสดงออกถึงการเปนเซลลสราง

กระดูกโดยมีการแสดงออกของยีนบงชี้เซลลสรางกระดูก ไดแก COL-I, Runx2 และ OCN ตอบสนองตอการ

ทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลนฟอสฟาเตส และมีการสะสมแรธาตุในแมทริกซระหวางเซลลที่ติดสีเขมมากขึ้น

เมื่อติดตามผลในวันที่ 0, 7, 14, 21, 28 ตามลําดับ ในการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ พบวาเซลลสามารถ

ยึดเกาะบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลได ในเวลา 24 ชั่วโมง และสามารถเพิ่มจํานวนได โดยมีคาเฉลี่ย

อัตราการเจริญเติบโตของเซลลในวันที่ 14 เทียบกับวันที่ 1 เทากับ 1.44 ± 0.83 เทา, 2.53 ± 1.58 เทา และ 

2.16 ± 0.50 เทา ในเซลลไลนที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ ซึ่งไมแตกตางจากกลุมที่เล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลล

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 สรุป: ไฮโดรเจลชนิดเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลท่ีสังเคราะหขึ้น มีความเขากันไดทางชีวภาพกับ

เซลลกระดูกเบาฟนมนุษย โดยเมื่อเซลลมีการยึดเกาะบนพื้นผิวของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลแลวยัง

สามารถมีการเจริญเติบโตตอไปได 

คําสําคัญ: ไฮโดรเจล กรดไฮยาลูโรนิก เมทาคริเลต เซลลกระดูกเบาฟนมนุษย ความเขากนัไดทางชีวภาพ
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Abstract

 Objective: The aim of this study was to evaluate biocompatibility of hydrogel from hyaluronic 

acid modified with methacrylic anhydride (MeHA) crosslinked with dithiotreitol (DTT) with human 

alveolar bone cells.

 Materials and Methods: Methacrylated hyaluronic acid hydrogel were synthesized and 

cultured with 3 lines of primary alveolar bone cells that characterized by RT-PCR technique for bone 

marker gene expression, alkaline phosphatase assay and matrix mineralization assay. The biocompatibility

was determined by resazurin cell viability assay and evaluated cell attachment and proliferation.

 Results: The cells that were harvested from 3 donors displayed an osteoblast like character 

as they promoted the expression of bone marker genes COL-I, OCN and Runx2, responded to 

alkaline phosphatase assay and had an osteogenic potential revealed by alizarin red. For biocom-

patibility test, we found that the cell could adhere on methacrylated hyaluronic acid hydrogel (MeHA 

hydrogel) within 24 hours and increased by the times (Day 1, 3, 7 and 14). The average metabolic 

rate at day 14 compared to day 1 was 1.44 ± 0.83 times, 2.53 ± 1.58 times and 2.16 ± 0.50 times 

in cell lines 1, 2 and 3, respectively, which was not significantly different from those on polystyrene 

tissue culture plate statistically.

 Conclusions: Methacrylated hyaluronic acid hydrogel is biocompatible with human alveolar 

bone cells. It has no negative effect on cell proliferation, when cell attach to hydrogel surface, they 

can grow over the time.

Keywords: Hydrogels, Hyaluronic acid, Methacrylate, Biocompatibility, Human alveolar bone cell
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บทนํา (Introduction)

 การทดแทนฟนธรรมชาติที่ไดรับการแนะนําวา

มีประสิทธิภาพ มีอัตราความสําเร็จสูงถึงรอยละ 95 (1) 

และเปนที่นิยมมากขึ้นเรื่อย ๆ คือ การรักษาโดยการ

ฝงรากฟนเทียม ซึ่งอัตราความสําเร็จของรากฟนเทียม

น้ันข้ึนกับการเกิดกระดูกเช่ือมประสาน (osseointegration)

โดยมีปจจัยท่ีเก่ียวของหลายประการ หน่ึงในปจจัยท่ีสําคัญ

คือคุณภาพและปริมาณของกระดูกท่ีรองรับรากฟนเทียม

ผูปวยสวนใหญที่มารับการรักษามักมีปญหาความวิการ

ของกระดูกรวมดวย จึงมีการศึกษาพัฒนาเก่ียวกับวัสดุ

ท่ีจะชวยในการเสริมสรางกระดูก เพ่ือชวยใหเกิดกระบวน

การกระดูกเช่ือมประสานของรากเทียมไดรวดเร็ว และ

เพ่ิมอัตราความสําเร็จของการรักษาโดยการฝงรากเทียม

ใหสูงยิ่งขึ้น (1,2)

 งานดานวิศวกรรมเน้ือเยื่อนั้นถูกศึกษาและ

พัฒนามาอยางตอเน่ืองโดยมีแนวโนมท่ีจะพัฒนาชีววัสดุ

(biomaterial) เพ่ือใช ในการเสริมกระดูกแทนการใชวัสดุ

ปลูกถายกระดูก (3) โดยพบวา คุณสมบัติในการเหน่ียวนํา

เซลลสรางกระดูก (osteoinduction) โดยใชโกรทแฟคเตอร

(growth factor) มีความสําคัญตอผลสําเร็จอยางมาก 

เน่ืองจากโกรทแฟคเตอรเปนปจจัยที่สามารถเหน่ียวนํา

ใหเซลลตนกําเนิดของเซลลสรางกระดูก (osteoprogenitor

cell) เปล่ียนแปลงไปเปนเซลลสรางกระดูก (osteoblast)

และยังชวยกระตุนเซลลสรางกระดูกใหเจริญเติบโต และ

ทํางานไดดีย่ิงข้ึน โกรทแฟคเตอรท่ีถูกนํามาใชมีหลายชนิด

เชน fibroblast growth factor-2 และ 9 (FGFs-2, 9),

transforming growth factor 1 (TGF- 1), vascular

endothelial growth factors (VEGFs), platelet rich 

plasma (PRP) และ bone morphogenetic proteins

(BMPs) เปนตน (3-6) ในปจจุบันมีการศึกษาถึงประโยชน

ในทางคลินิกของการใช โกรทแฟคเตอรมากมาย แต

การท่ีจะผลิตออกมาใชอยางแพรหลายในทางการคา

นั้นทําไดนอยเนื่องจากยังคงมีขอจํากัดของการพัฒนา

ระบบนําสงสาร (drug delivery system) ที่พยายาม

ปรับปรุงใหสามารถนําสงโกรทแฟคเตอรไดอยางมี

ประสิทธิภาพ สามารถรักษาระดับการคงอยูและปลด

ปลอยสารไดอยางคงที่ มีความเขากันไดทางชีวภาพ 

สามารถละลายตัวไดหมดในระยะเวลาที่เหมาะสม และ

ใชงานงาย (6-8)

 ระบบการขนสงสารดวยไฮโดรเจล (hydrogel) 

ถือเปนระบบท่ีไดรับความนิยม และใหผลสําเร็จสูงในการ

นําสงสารจําพวกโกรทแฟคเตอร เน่ืองจากสามารถควบคุม

การปลดปลอยสารไดดี ซึ่งคุณสมบัตินี้ขึ้นกับลักษณะ

โครงสราง ชนิดและปริมาณสารเช่ือมโยง (Crosslinker)

ไฮโดรเจลสามารถสังเคราะหไดจากสารหลายชนิด (6) 

หนึ่งในรูปแบบที่นิยมไดแก กรดไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล 

(hyaluronic acid hydrogel) เน่ืองจากคุณสมบัติที่มีกรด

ไฮยาลูโรนิกเปนองคประกอบหลักซึ่งมีความเขากันได

ทางชีวภาพสูง มีการตอบสนองโดยภูมิคุมกันในรางกายตํ่า

มีการสลายตัวไดดีและสามารถเติมสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพเขาไปได (bioactive molecules) จึงมีการนํามา

ใชงานอยางแพรหลาย เชน ใช ในการรักษาโรคเก่ียวกับ

กระดูกและขอ ใช ในการนําสงยา สารพันธุกรรม (DNA 

plasmids) เซลลและนําสงโกรทแฟคเตอรหลาย ๆ ชนิด

โดยเฉพาะ BMP-2 (5,6,8) 

 ปจจุบันมีผูศึกษาวิจัยและนําไปปรับปรุงสูตรให

ดีข้ึน Maturavongsadit และคณะในป ค.ศ. 2016 (9) 

และ ค.ศ. 2017 (10) ไดพัฒนาระบบนําสงสารจาก

เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล (methacrylated 

hyaluronic acid hydrogel (MeHA hydrogel)) เพ่ือใช

ในการนําสงเซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคม (mesenchymal

stem cells) โดยศึกษาถึงสารเช่ือมโยงชนิดตาง ๆ ที่ใช

ในการเชื่อมตอพอลิเมอรของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก

แอซิด (MeHA) ใหเกิดโครงสรางแบบรางแห โดย

เปรียบเทียบกับสารเชื่อมโยงชนิดไดไธโอธริอิทอล 

(dithiotreitol crosslinked (DTT)) เน่ืองจากสารเช่ือม

โยงชนิดนี้สามารถกอใหเกิดความเปนพิษตอเซลลได

เมื่อใช ในปริมาณมาก สงผลใหการปรับปรุงสูตรของ

ระบบนําสงสารทําไดคอนขางยาก แลวนํามาตรวจสอบ

คุณสมบัติทางกายภาพ และความเขากันไดทางชีวภาพ

กับเซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคม จากการศึกษาพบวา

สารเช่ือมโยงที่มีโครงสรางและความเขมขนตางกัน 

สงผลตอคุณสมบัติทางกายภาพของไฮโดรเจลท่ีตางกัน

ออกไป แตยังคงมีโครงสรางและคุณสมบัติทางกายภาพ
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ท่ีเหมาะสม เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลท่ีเช่ือมโยง

โดยใชสารไดไธโอธริอิทอลน้ัน มีระดับการมีชีวิตอยูของ

เซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคมมากกวารอยละ 70 และ

มีระดับการมีชีวิตอยูของเซลลนานท่ีสุดเมื่อเทียบกับ

สารเชื่อมโยงกลุมอื่น

 เพื่อการพัฒนาระบบขนสงสารชนิดเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลใหเหมาะสมตอการใช ในงานดาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกในงานทันตกรรม การศึกษา

วิจัยครั้งนี้จึงนําสูตรที่ไดรับการพัฒนามาศึกษาถึงความ

เขากันไดทางชีวภาพ (biocompatibility) กับเซลล

กระดูกเบาฟนมนุษย (human alveolar bone cells) 

วัสดุอุปกรณและวิธีการ (Materials and Methods)

 การเก็บเกี่ยวและเพาะเลี้ยงเซลล

 เก็บเก่ียวและเพาะเล้ียงเซลลกระดูกเบาฟน

มนุษยภายใตการขออนุญาตจากคณะกรรมการพิจารณา

จริยธรรมในการทําวิจัย คณะทันตแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย

ศรีนครินทรวิโรฒ เลขที่ DENTSWU-EC02/2561 เก็บ

เนื้อเยื่อกระดูกจากกระดูกขากรรไกรของผูปวยที่มารับ

การรักษาที่คลินิกภาควิชาศัลยศาสตร และเวชศาสตร

ชองปากจํานวน 3 ราย โดยมีเกณฑการรับเขาและ

คัดออกคือ ผูปวยเพศชายหรือหญิงที่มีอายุระหวาง 

20-50 ป มีสุขภาพแข็งแรง ปราศจากโรคประจําตัว 

ไมสูบบุหร่ีและด่ืมแอลกอฮอล และมาเพื่อรับการรักษา

โดยการผาตัดฟนกรามซี่ที่สามที่ฝงคุด หรือรับการทํา

ศัลยกรรมชองปากอ่ืน ๆ หากบริเวณกระดูกท่ีเก็บเกี่ยว

มีการอักเสบหรือติดเช้ือจะไมรวมเขากับการวิจัยในคร้ังน้ี 

โดยระบุชื่อเซลลแตละไลน ในการทดลองเปนเซลล

กระดูกเบาฟน (alveolar bone cell; AB) 1, 2 และ 

3 ตามลําดับ

 เพาะเล้ียงเซลลโดยลางช้ินกระดูกดวยฟอสเฟต

บัฟเฟอรซาไลน (phosphate buffered saline; PBS) 

แลวตัดใหมีขนาดเล็กลง (เสนผาศูนยกลางประมาณ 1-2

มิลลิเมตร) บรรจุลงจานเพาะเล้ียงขนาด 35 มิลลิเมตร 

เติมอาหารเลี้ยงเซลลชนิด Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium : Nutrient Mixture F-12 Advance

(DMEM/F-12 Advance) (GibcoTM, UK) ท่ีประกอบดวย

fetal bovine serum (FBS) รอยละ 10, 200 มิลลิโมลาร

L-glutamine รอยละ 1 และ Penicillin 10,000 ยูนิต

ตอมิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

รอยละ 1 แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูอบ

ที่คารบอนไดออกไซดรอยละ 5 ทิ้งไวเปนเวลา 3 วัน 

กอนทําการเปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงสัปดาหละ 2 ครั้ง 

เมื่อการรวมกลุมของเซลลถึงรอยละ 80 ทําการเปล่ียน

ถายเซลล (subculture) ลงสูจานเพาะเล้ียงใหม (11) 

นําเซลลที่ได ในรุนที่ 3-8 มาใช ในการทดลอง

 การทดสอบคุณลักษณะเฉพาะของเซลล

 1. ตรวจดูการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการ

สรางกระดูก ไดแก ยีน COL I, Human Runx2 และ 

Osteocalcin (OCN) ที่มีลําดับไพรเมอร (12) ดังตาราง

ที่ 1 ดวยวิธี reverse transcription-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) สกัดแยก RNA จากเซลล

ในจานเพาะเล้ียงโดยใช Total RNA mini kit (Geneaid,

Taiwan) วัดปริมาณของ RNA ท่ีสกัดไดโดยใชเคร่ือง 

UV-1800 (Shimadzu, Japan) อานคา UV spectro-

photometer ท่ี 260/280 นาโนเมตร จากน้ันทํา RT-

PCR โดยใช RevertAid First Strand cDNA Synthesis

Kit (Thermo scientific, USA) รวมกับ RNA 1 ไมโครกรัม

แลวตรวจดูการแสดงออกของยีนโดยวิธี electrophoresis

บนแผน agarose gel ความเขมขนรอยละ 1.8 (SeaKem®

LE Agarose; Lonza Rockland, Inc., USA) จากน้ัน

จึงยอมสีดวย ethidium bromide แลวอานผลโดยใช

เคร่ือง Gel Documentation (G:Box, SYNGENE, UK)
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 2. ทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลนฟอสฟาเตส

ของเซลลสรางกระดูก โดยหวานเซลลลงในจานเลี้ยง

เซลลชนิด 24 หลุม โดยแตละหลุมจะมีเซลลจํานวน 

3x104 เซลล ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด DMEM/F-12 

Advance ท่ีประกอบดวย FBS รอยละ 10, 200 มิลลิโมลาร

L-glutamine รอยละ 1 และ Penicillin 10,000 ยูนิต

ตอมิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

รอยละ 1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงในตูอบที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลยึดติดกับ

จานเลี้ยงเซลล เมื่อเซลลมีความหนาแน�นเต็มที่ จึง

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเปนชนิดที่มีการเหนี่ยวนําให

เกิดการสรางกระดูก (osteogenic media) ซ่ึงประกอบดวย

ascorbic acid 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, –glycero-

phosphate 5 มิลลิโมลาร และ dexamethasone 250 

นาโนโมลาร เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก ๆ 2-3 วัน

ทําการเพาะเลี้ยงเซลลจนถึงวันที่ 10 แลวดูดอาหาร

เล้ียงเซลลออก ลางดวย PBS ตรึงเซลลโดยใชสารละลาย

เอทานอลความเขมขนรอยละ 70 นาน 10 นาที ลาง

ออกดวย PBS 2 คร้ัง ยอมสีดวย BCIP/NBT (AMRESCO,

Ohio, USA) นาน 5 นาที โดยใชกระดาษฟอยล (aluminium

foil) ปดทับเพื่อกันแสง เมื่อครบเวลาจึงนํามาลางออก

ดวยน้ํากลั่น แลววางทิ้งไว ใหแหง เก็บบันทึกผลโดย

ตารางที่ 1 ลําดับไพรเมอรที่ใช ในการวัดการแสดงออกของยีน

Table 1. Primer sequences. 

 Gene Primer sequences

 
COL1

 Forward 5’ GTGCTAAAGGTGCCAATGGT 3’

  Reverse 5’ ACCAGGTTCACCGCTGTTAC 3’

 
RUNX2

 Forward 5’ ATGATGACACTGCCACCTCTGA 3’

  Reverse 5’ GGCTGGATAGTGCATTCGTG 3’

 
OCN

 Forward 5’ CTTTGTGTCCAAGCAGGAGG 3’

  Reverse 5’ CTGAAAGCCGATGTGGTCAG 3’

 
GAPDH

 Forward 5’ TCATGGGTGTGAACCATGAGAA3’

  Reverse 5’ GGCATGGACTGTGGTCATGAG 3’

เปรียบเทียบผลการทดสอบกับเซลลไลนของเซลลไฟโบร

บลาส (NIH 3T3) ซึ่งใชเปนกลุมควบคุมเชิงลบในการ

ศึกษาวิจัย

 3. ทดสอบการสะสมแรธาตุในแมทริกซระหวาง

เซลล โดยการยอมสี Alizarin red โดยหวานเซลลลงใน

จานเล้ียงเซลลชนิด 24 หลุม ซึ่งมีเซลลจํานวน 3 x 104 

เซลล ตอหลุม ในอาหารเล้ียงเซลลชนิด DMEM/F-12 

Advance ท่ีประกอบดวย FBS รอยละ 10, 200 มิลลิโมลาร 

L-glutamine รอยละ 1 และ Penicillin 10,000 ยูนิต

ตอมิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

รอยละ 1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงเซลลในตูอบ

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลยึดติดกับ

จานเล้ียงเซลล เม่ือเซลลมีความหนาแน�นเต็มท่ี จึงเปล่ียน

อาหารเลี้ยงเซลลเปนชนิดที่มีการเหนี่ยวนําใหเกิดการ

สรางกระดูก (osteogenic media) ซ่ึงบรรจุ ascorbic 

acid 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, –glycerophosphate 

5 มิลลิโมลาร และ dexamethasone 250 นาโนโมลาร 

เก็บขอมูลในวันที่ 0 (กอนการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล

เปนชนิดท่ีมีการเหน่ียวนําใหเกิดการสรางกระดูก), 7, 14,

21 และวันท่ี 28 โดยเปล่ียนอาหารเพาะเล้ียงเซลลทุก ๆ

2-3 วัน เมื่อครบกําหนดวันทดสอบ ดูดอาหารเลี้ยง

เซลลออก ลางดวย PBS แลวตรึงเซลลดวยสารละลาย
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ฟอรมาลดีไฮดความเขมขนรอยละ 4 นาน 15 นาที จาก

นั้นลางตามดวยน้ํากล่ันเปนเวลา 5 นาที 2 ครั้ง แลว

ยอมดวยสารละลาย Alizarin red s (Sigma Aldrich, 

USA) ความเขมขน 40 มิลลิโมลาร ท่ีปรับคาความ

เปนกรด-ดาง (pH) เทากับ 4.1 - 4.3 ขณะทําการยอม

สีควรปดทับดวยกระดาษฟอยลเพื่อกันแสง บมนาน 1 

ชั่วโมง บนเครื่องเขยา เมื่อครบกําหนดเวลาจึงนํามา

ลางดวยนํ้ากล่ัน 5 คร้ัง (13) วางทิ้งไว ใหแหงแลวนํา

ไปบันทึกผลการทดลอง

 การเตรียมสารเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล 

 เตรียมสารเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล

จากกรดไฮยาลูโรนิกตามข้ันตอนของ Maturavongsadit

และคณะในป ค.ศ. 2016 (9) และค.ศ. 2017 (10)  

โดยนํากรดไฮยาลูโรนิกน้ําหนักโมเลกุล 47 กิโลดาลตัน

ละลายในโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (potassium

phosphate buffer) สัดสวน รอยละ 1 โดยน้ําหนัก 

ในสภาวะที่มีคา pH เทากับ 8 แลวหยดเมทาคริเลต

แอนไฮไดรด (methacrylic anhydride; Sigma Aldrich,

USA) สัดสวนเชิงมวล 10:1 ของปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก

ลงในสารละลายที่มีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส และ

ควบคุมใหเกิดปฏิกิริยาข้ึนในชวงอุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส

เสมอ จากนั้นคอยตรวจวัดและปรับคา pH ของสารทั้ง 

2 สถานะใหมีคาเทากับ 8 โดยใชสารละลายโซเดียม

ไฮดรอกไซดความเขมขน 5 โมลาร และปลอยให

ปฏิกิริยาดําเนินตอไป 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลายท่ี

ไดไปปนดวยเคร่ืองหมุนเหว่ียง (Centrifuge) ท่ีความเร็ว

10,000 รอบ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา

10 นาที นําสวนท่ีตกตะกอนออกแลวนําไปแชท่ีอุณหภูมิ

-20 องศาเซลเซียส กอนนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง

(freeze-dried technique; Labconco lyophilizer, 

Missouri) และนําไปตรวจดูระดับการเกิดปฏิกิริยา 

(degree of modification) ดวยเทคนิคโปรตอนนิวเคลียร

แมกเนติกเรโซแนนซสเปคโตรสโคป (1H–NMR

spectroscopy) 

 เพื่อทดสอบความสามารถในการกอตัวเปนเจล

กอนนําไปเพาะเลี้ยงเซลล จึงเตรียมพอลิเมอรของ

เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด (methacrylated hyaluronic

acid (MeHA)) รอยละ 3 โดยนํ้าหนักในสารละลาย PBS 

ทําการปรับคา pH ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด

ความเขมขน 5 โมลาร ใหมีคา pH เทากับ 8 แลวนําไป

ครอสลิงคโดยเติมไดไธโอธริอิทอล (dithiotreitol; DTT)

ในสัดสวนโมเลกุล thiol:ene เทากับ 1:2 แลวทําการวัด

ระยะเวลาการกอตัวเปนเจลดวยวิธี vial tilting (10)

 การทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ

ระหวางเซลลกระดูกเบาฟนมนุษย และเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล

 เตรียมกลุมตัวอยาง (กลุมที่ทําการเพาะเลี้ยง

เซลลบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล (MeHA 

hydrogel group)) โดยชั่ง MeHA อัตราสวนรอยละ 3

ของปริมาณไฮโดรเจลที่ตองการ ทําใหปราศจากเชื้อ

โดยแชในเอทานอลบริสุทธิ์ (absolute ethanol) นาน 

15 นาที แลวทําใหแหงบนภาชนะท่ีผานการอบฆาเช้ือแลว

ละลายในอาหารเล้ียงเซลลชนิด DMEM/F-12 Advance

ที่ประกอบดวย FBS รอยละ 10, 200 มิลลิโมลาร 

L-glutamine รอยละ 1 และ Penicillin 10,000 ยูนิต

ตอมิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

รอยละ 1 แลวปรับคา pH ใหไดคา 8-9 จึงทําการครอสลิงค

โดยเติม DTT ในสัดสวนโมเลกุล thiol: ene 1 : 2 ปรับคา

pH ใหอยูในชวง 8-9 อีกคร้ัง แลวนําลงจานเล้ียงเซลล

ชนิด 96 หลุม โดยใชหลุมละ 50 ไมโครลิตร รอจนการ

กอตัวเปนเจลเกิดข้ึนเต็มท่ีท่ีอุณหภูมิหอง แลวเติมอาหาร

เพาะเลี้ยงเซลล 100 ไมโครลิตร บมในตูเพาะเล้ียง

เซลลนาน 30 นาที แลวหวานเซลลลงไปโดยแตละหลุม

จะมีเซลลจํานวน 2 x 104 เซลล ในอาหารเลี้ยงเซลล

ปริมาณ 100 ไมโครลิตร นําจานเลี้ยงเซลลเขาตูอบ

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลยึดเกาะ

บนไฮโดรเจล จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก ๆ 

2-3 วัน ทดสอบความมีชีวิตของเซลลกระดูกเบาฟน

มนุษยในวันท่ี 1, 3, 7 และ 14 ดวยสารละลาย resazurin

(PrestoBlueTM cell viability reagent, Invitrogen; 
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ThermoFisher Scientific) ซึ่งเตรียมในอัตราสวน

สารละลาย PrestoblueTM ตออาหารเพาะเล้ียงเซลล 

1 ตอ 10 ใสสารละลายหลุมละ 100 ไมโครลิตร นําเขา

ตูอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 เปนเวลา 1 ช่ัวโมง บันทึกผลโดยวัดคาความ

เขมแสงฟลูออเรสเซนท (fluorescence intensity) 

ที่ความยาวคลื่น 560/590 นาโนเมตร โดยใชเคร่ือง 

Microplate reader (CLARIOStar, BMG Labtech, 

USA) และคํานวณเปรียบเทียบกับกลุมที่เพาะเลี้ยงบน

จานเลี้ยงเซลลชนิดโพลิสไตรีน (polystyrene tissue

culture plate; TCP group) โดยไมมีเมทาคริเลต 

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล

 ผลการทดลอง (Results) 

 การทดสอบคุณลักษณะเฉพาะของเซลล

 ในการทดสอบคุณลักษณะเฉพาะโดยวิธี RT- PCR

และ Gel electrophoresis ของเซลลกระดูกเบาฟน

มนุษย (alveolar bone; AB) ท่ีทําการเพาะเล้ียงจาก

การเก็บเกี่ยวเนื้อเยื่อกระดูกผูปวยทั้งหมด 3 คน 

ชวงอายุเฉล่ีย 21 ป พบมีการแสดงออกของยีนที่เปน

ตัวชี้วัดของเซลลสรางกระดูก ไดแก COL-I, Runx2 

และ OCN (รูปที่ 1A) 

รูปที่ 1 (A) การแสดงออกของยีน COL-I, Runx2, OCN และ GAPDH ในเซลล AB1, 2 และ 3

เมื่อทําการทดสอบดวยวิธี RT-PCR และทํา Gel electrophoresis, (B) ผลการทดสอบปฏิกิริยา

อัลคาไลนฟอสฟาเตส ดวยการยอม BCIP/NBT ในวันที่ 10 ของการเพาะเล้ียงเซลล, 

(C) การสะสมแรธาตุแคลเซียมในแมทริกซระหวางเซลลที่ยอมดวย Alizarin red 

ขณะติดตามการทดสอบในวันที่ 0, 7, 14, 21 และ 28

Fig 1. (A) Expression of COL-I, Runx2, OCN and GAPDH Gene in Harvested human alveolar 

bone cell (AB1, AB2 and AB3), (B) ALP activity assay stained with BCIP/NBT on day 10 of cell 

culture, (C) Matrix mineralized stained with Alizarin red on day 0, 7, 14, 21, 28 of osteogenic culture.
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 นอกจากนี้ยังตอบสนองตอการทดสอบระดับ

ปฏิกิริยาอัลคาไลนฟอสฟาเตสดวยการยอมสี BCIP/

NBT ในวันที่ 10 ของการทดสอบ โดยมีสีน้ําเงินเขม

กวาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (กลุมที่ไมไดเพาะเลี้ยง

ดวยอาหารเพาะเล้ียงเซลลชนิดท่ีมีการเหนี่ยวนําใหเกิด

การสรางกระดูกและกลุมท่ีทดสอบดวยเซลลไฟโบรบลาส

NIH 3T3 จากสัตวทดลองซ่ึงใชเปนกลุมควบคุมเชิงลบ)

(รูปท่ี 1B) และมีการสะสมแรธาตุแคลเซียมในแมทริกซ

ระหวางเซลลเมื่อยอมสีดวย Alizarin red ขณะติดตาม

การทดสอบในวันที่ 0, 7, 14, 21 และ 28 พบมีการ

ติดสีแดงเขมและมีการรวมตัวกันเปนจุดของแคลเซียม

มากขึ้นตามลําดับ (รูปที่ 1C) 

 การสังเคราะหสารเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก

ไฮโดรเจล

 เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่สังเคราะหไดมี

คาระดับการเกิดปฏิกิริยา (degree of modification)

ของกรดไฮยาลูโรนิกมอนอเมอรและเมทาคริเลตแอน

ไฮไดรดเทากับรอยละ 42.03 เมื่อนําไปวิเคราะหดวย

เทคนิคโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปคโตร

สโคป (1H–NMR spectroscopy) (รูปที่ 2) และมี

ระยะเวลาการกอตัวเปนเจลของสารเมทาคริเลตไฮยาลู

โรนิกแอซิดในสารละลาย PBS หลังจากการครอสลิงค

ดวย DTT แลว ประมาณ 15-30 นาที เมื่อทดสอบโดย

วิธี vial tilting 

รูปที่ 2 แสดงคาสเปกตรัมของสารที่วิเคราะหดวยเทคนิคโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ

สเปคโตรสโคป (1H–NMR spectroscopy) โดย (A, B) แสดงคาสเปกตรัมของหมูเมทิล (-CH3)

ที่อยูบนโครงสรางของกรดไฮยาลูโรนิกและเมทาคริเลตแอนไฮไดรด ที่ชวง 1.6-1.9 ppm และ

(C) แสดงคาสเปกตรัมของหมูไวนิล (-CH=CH2) ที่อยูบนโครงสรางของเมทาคริเลตแอนไฮไดรด

ที่ชวง 5.6-5.7 และ 6.1-6.2 ppm

Fig 2. 1H–NMR spectroscopy of methacrylated hyaluronic acid show characteristic peaks for 

ion exchange of methyl group (-CH3) (A, B) that located around 1.6-1.9 ppm and vinyl group 

(-CH=CH2) located around 5.6-5.7 and 6.1-6.2 ppm in hyaluronic acid and methacrylic

anhydride molecule.
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 การทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพระหวาง

เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล และเซลลกระดูก

เบาฟนมนุษย

 โดยท่ัวไปหลังจากเก็บช้ินกระดูกจากผูปวยแลว 

จะถูกนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจํานวนเซลลภายนอก

รางกายบนจานเพาะเลี้ยงเซลลชนิดโพลิสไตรีน 

(polystyrene tissue culture plate; TCP) ในลักษณะ 

2 มิติ (2D) เนื่องจากตองการทดสอบความเขากันได

ทางชีวภาพของสารทดสอบกับเซลลกระดูกเบาฟน

มนุษยจึงใชวิธีการเพาะเล้ียงเซลลบนเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล แลวประเมินความเขากันไดทาง

ชีวภาพโดยประเมินความสามารถในการยึดเกาะบนสาร 

ความมีชีวิต อัตราการเจริญเติบโตจากการวัดเมแทบอลิซึม

ของเซลลที่มีตอสาร PrestoblueTM และรูปรางลักษณะ

ของเซลล พบวาที่ 24 ช่ัวโมงเซลลในกลุมเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล (MeHA hydrogel group) และ

กลุมที่เพาะเล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลล (TCP group) 

สามารถเกิดการยึดเกาะและมีชีวิตอยูได ซึ่งกลุมที่เพาะ

เล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลลชนิดโพลิสไตรีนน้ัน มีคาเฉล่ีย

ความเขมแสงฟลูออเรสเซนทที่ 24 ชั่วโมงมากกวา 

โดยมีความแตกตางกันกับกลุมท่ีเพาะเล้ียงบนเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดย

เฉพาะในกลุมเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยที่ 1 (AB1) 

(p < 0.01) และกลุมเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยท่ี 2 (AB2)

และ 3 (AB3) (p < 0.05) (รูปที่ 3) 

รูปที่ 3 กราฟแสดงคาเฉลี่ยความเขมแสงฟลูออเรสเซนทที่วัดจากกการทดสอบโดยใช PrestoblueTM

ที่ความยาวคลื่น 560/590 นาโนเมตร เพื่อประเมินการยึดเกาะของเซลลบนสารเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก

ไฮโดรเจลที่ 24 ชั่วโมง ใชสถิติ paired t test ที่คาความเช่ือมั่นที่ **p < 0.01 และ *p < 0.05 ในการทดสอบ

Fig 3. Cell attachment in MeHA hydrogel group and TCP group at 24 hours by metabolized 

PrestoblueTM. Values expressed are mean (n=3) ± SD of fluorescence intensity at 560/590 nm. 

Sample were compared using paired t test, **p < 0.01, *p < 0.05.
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 เมื่อติดตามดูการเพาะเลี้ยงในวันที่ 1, 3, 7

ไปจนถึงวันที่ 14 พบวาลักษณะของเซลลที่เพาะเล้ียง

บนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลภายใตกลอง

จุลทรรศนหัวกลับ (inverted microscope) มีลักษณะ

กลม และมีการกระจุกตัวอยูบริเวณตรงกลางของสาร

เปนสวนใหญ (รูป 4A) สวนเซลลที่เพาะเล้ียงบนจาน

เพาะเลี้ยงเซลลนั้นมีลักษณะรี ยาว คลายไฟโบรบลาส 

(รูป 4B) เมื่อประเมินความมีชีวิตของเซลลกระดูก

เบาฟนมนุษยโดยใช PrestoblueTM เก็บขอมูลโดยวัด

คาความเขมแสงฟลูออเรสเซนทในวันที่ 1, 3, 7 และ 

14 แลวนํามาปรับคา (normalized) โดยใชขอมูลใน

วันท่ี 1 เปนบรรทัดฐาน (baseline) พบวาเซลลกระดูก

เบาฟนมนุษยทั้ง 3 ไลนนั้น สามารถมีชีวิตอยูและ

เจริญเติบโตไดบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล 

คาเฉลี่ยการเพ่ิมจํานวนของเซลลมีแนวโนมเพิ่มมาก

ขึ้นจากวันที่ 1 ถึงวันที่ 14 ในทั้ง 2 กลุมการทดลอง 

โดยเฉพาะในกลุมที่เลี้ยงบนจานเพาะเลี้ยงเซลล (คา

เฉล่ียการเพ่ิมจาํนวนของเซลลในวันที่ 1 เทียบกับวันที่

7 และ 14 มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติที่คาความเช่ือมั่น p < 0.05 และ p < 0.01) ยกเวน

ในเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยไลนที่ 2 ของกลุมควบคุม

ที่เพาะเล้ียงบนจานเลี้ยงเซลล และไลนที่ 3 ของกลุมที่

เลี้ยงบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลที่มีการเพิ่ม

จํานวนเซลลคอยๆ ลดลงในชวงวันที่ 14 แตไมมีความ

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ

ในวันที่ 7 กับวันที่ 14 (รูปที่ 5)

รูปที่ 4 ภาพแสดงรูปรางเซลลจากกลองจุลทรรศนหัวกลับ ที่กําลังขยาย 40 เทา ของ

(A) เซลลกระดูกเบาฟนมนุษยที่เลี้ยงบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล และ

(B) เซลลกระดูกเบาฟนมนุษยที่เลี้ยงบนจานเพาะเล้ียงเซลล (TCP) ในวันที่ 3 ของการทดลอง

Fig 4. 3 Days after cultured human alveolar bone cell on MeHA hydrogel

(A) and polystyrene tissue cultured plate (B) under inverted microscope (40x).
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รูปที่ 5 กราฟแสดงคา normalized fold fluorescence intensity โดยใชคาของวันที่ 1 เปนบรรทัดฐาน

ของการประเมินความมีชีวิตของเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยทั้ง 3 ไลน ในวันที่ 1, 3, 7 และ 14 โดยใชสถิติ 

one-way ANOVA และ paired t test ที่คาความเช่ือมั่นที่ *p < 0.05, **p < 0.01 ในการเปรียบเทียบ

Fig 5. PrestoblueTM metabolic activity assay of 3 human alveolar bone cells (AB) cultured on 

MeHA hydrogel and polystyrene tissue culture plate (TCP) in 4 different time points. Values

expressed are mean (n = 3) ± SD of RFU that were normalized against Day 1 for each time 

point. Sample were compared using one-way ANOVA and paired t test at *p < 0.05, **p < 0.01.
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 เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยการเพิ่มจํานวนของ

เซลลในแตละวันระหวาง 2 กลุมการทดลอง พบวามี

คาเฉลี่ยไมแตกตางกัน เชน ในกลุมที่เพาะเล้ียงบนจาน

เพาะเลี้ยงเซลลมีคาเฉล่ียในวันที่ 14 เทียบกับวันที่ 1 

เทากับ 1.44 ± 0.83 เทา, 2.53 ± 1.58 เทา และ 2.16

± 0.50 เทา ในเซลลไลนที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ ซึ่ง

ไมแตกตางจากกลุมที่เพาะเลี้ยงบนจานเพาะเลี้ยงเซลล

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซ่ึงมีคาเฉล่ีย 1.64 ± 0.11 เทา,

1.45 ± 0.89 เทา และ 1.80 ± 0.09 เทา ในเซลลไลนที่ 

1, 2 และ 3 ตามลําดับ ยกเวนในเซลลกระดูกเบาฟน

มนุษยไลนที่ 3 (AB3) วันที่ 7 ของการศึกษา มีคาเฉล่ีย

ของการเพิ่มจํานวนในวันที่ 7 เทียบกับวันที่ 1 เทากับ 

3.13 ± 0.25 เทา พบวามีความแตกตางจากกลุมที่

เพาะเลี้ยงบนจานเพาะเล้ียงเซลลอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p = 0.0108) (คาเฉล่ียของการเพ่ิมจํานวนในวันท่ี 

7 เทียบกับวันที่ 1 เทากับ 1.64 ± 0.10) (รูปที่ 5)

 ในสวนของการประเมินอัตราการเจริญเติบโต

ของเซลล นําขอมูลคาความเขมแสงฟลูออเรสเซนท

ที่ปรับคา (normalized) โดยใชขอมูลในวันที่ 1 เปน

บรรทัดฐาน (baseline) ของตัวอยางแตละหลุมมาสราง

กราฟ แลวหาสมการของเสนแสดงแนวโนม (trend line)

ของขอมูล จากน้ันหาคาความชัน แลวนํามาประเมินใน

รูปของคาเฉล่ีย (n = 3) และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน พบวา

เซลลกระดูกเบาฟนมนุษยทั้ง 3 ไลนมีอัตราการเจริญ

ของเซลลที่ เพาะเล้ียงบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก

ไฮโดรเจลไมแตกตางจากกลุมที่เพาะเลี้ยงบนจานเพาะ

เลี้ยงเซลลอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่คาความเชื่อม่ัน 

p < 0.05 (รูปที่ 6)

รูปที่ 6 แสดงอัตราคาเฉลี่ยของการเจริญเติบโตของเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยทั้ง 3 ไลน 

บนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล และจานเพาะเล้ียงเซลล (TCP) โดยขอมูลที่ใช

ไดจากการหาคาความชันของกราฟในรูปแบบของคาเฉล่ีย และคาความเบ่ียงเบนมาตรฐาน

และใชสถิติ paired t test ที่คาความเช่ือมั่น p < 0.05 ในการเปรียบเทียบ 

Fig 6. Proliferation rate of 3 human alveolar bone cells culture on MeHA hydrogel and

polystyrene tissue culture plate (TCP). Values expressed are mean (n = 3) ± SD of RFU that were

normalized against Day1 for each time point. Sample were compared using paired t test, *p<0.05.
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บทวิจารณ (Discussion)

 ระบบขนสงสารดวยไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิก

เปนระบบที่ไดรับความนิยมและถูกนํามาศึกษาพัฒนา

ในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อมากขึ้น (5,6,8) เพื่อการ

พัฒนาระบบนําสงสารเพื่อใช ในการเสริมสรางกระดูก

ในงานดานทันตกรรม งานวิจัยครั้งนี้จึงไดนําไฮโดรเจล

จากกรดไฮยาลูโรนิกที่ไดรับการปรับปรุงจากการศึกษา

ของ Maturavongsadit และคณะ (9,10) มาทดสอบ

ความเขากันไดทางชีวภาพกับเซลลกระดูกที่ไดรับการ

เก็บเกี่ยวจากกระดูกเบาฟนมนุษย

 การเก็บเกี่ยวและเพาะเล้ียงเซลลจากกระดูก

เบาฟนมนุษยโดยเก็บจากผูปวยท้ังหมด 3 ราย เพศหญิง

อายุเฉลี่ย 21 ป เซลลที่เก็บเกี่ยวมาสามารถนํามาเพาะ

เลี้ยงและเจริญเติบโตได แตลักษณะการเจริญเติบโต

คอนขางแตกตางกันเม่ือติดตามดูภายใตกลองจุลทรรศน

หัวกลับ (inverted microscope) โดยเฉพาะในดาน

อัตราเร็วของการแบงตัว ซึ่งอาจเกิดขึ้นจากความหลาก

หลายของเซลลปฐมภูมิ ทั้งนี้เซลลทั้ง 3 ไลนที่นํามาใช

ในงานวิจัยครั้งนี้ไดผานการตรวจสอบคุณลักษณะของ

การเปนเซลลกระดูกแลว โดยใหผลตอบสนองตอการ

ทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลนฟอสฟาเตส การทดสอบ

ความสามารถในการสะสมแรธาตุในแมทริกซระหวาง

เซลลโดยใช Alizarin red และการทดสอบยีนที่เปนตัว

ชี้วัดความเปนเซลลกระดูก ไดแก ยีน COL-I, Runx2 

และ OCN (รูปที่ 1) ซึ่งยีนทั้ง 3 นี้มีบทบาทที่สําคัญ

และการแสดงออกในแตละชวงของการเจริญของเซลล

สรางกระดูกท่ีแตกตางกันออกไป โดยยีน Runx2 เปน

จุดเริ่มตนในการกระตุนเซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคม

ใหมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลตนกําเนิดเซลลสราง

กระดูก ควบคุมและกระตุนใหเซลลสรางกระดูกมีการ

เจริญเติบโตอยางสมบูรณ พบมากในขณะท่ีเซลลออก

จากระยะ preosteoblasts และขณะท่ีเซลลอยูในระยะ

การเจริญสูงสุด (late maturation) ยีน COL-I เปนยีนท่ี

ควบคุมการสรางโปรตีนคอลลาเจน ซ่ึงคอลลาเจนชนิดท่ี 

1 เปนโปรตีนที่พบไดมากท่ีสุดในเซลลสรางกระดูกและ

มีหนาที่ชวยเปนโครงรางและเสริมความแข็งแรงใหแก

แมทริกซของกระดูก และยีน OCN ที่พบได ในชวงของ

การสะสมแรธาตุในแมทริกซนอกเซลล มีความสําคัญ

ตอการจับตัวและการสะสมของไฮดรอกซีอะพาไทต 

(hydroxyapatite) ในแมทริกซนอกเซลล เปนตน (14-17) 

 ในการศึกษานี้ ใชพอลิเมอรของเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิด (MeHA) ที่มีรอยละการเกิดปฏิกิริยา 

(degree of modification) เทากับ 42.03 โดยใช

ปริมาณรอยละ 3 ของอัตราสวนโดยมวลตอปริมาตร

ของไฮโดรเจลท้ังหมด พบวาสามารถกอตัวเปนเจลโดยใช

DTT ที่อัตราสวน thiol:ene เทากับ 1:2 ไดงาย และ

มีระยะเวลาการกอตัวเปนเจลที่เหมาะสมกับการใชงาน

(15-30 นาที) ซ่ึงเร็วกวาในการศึกษาของ Maturavongsadit

และคณะ ขณะใชงานเมื่อเตรียมโดยละลายในอาหาร

เพาะเลี้ยงเซลลและบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ในตูเพาะเล้ียงเซลล พบวามีระยะเวลาการกอตัวเปนเจล

สมบูรณที่ 45 - 60 นาที ซึ่งใชเวลานานขึ้นจากการ

ทดสอบโดยละลายในสารละลาย PBS ความแตกตางนี้

อาจเปนผลจากสัดสวนโมเลกุลของ thiol:ene ท่ีเลือกใช

ไมเทากัน หรือเกิดจากคาความเปนกรด-ดางท่ีเปล่ียนไป

จากผลของการใชอาหารเพาะเล้ียงเซลลเปนสวนประกอบ

ซึ่งหากโดยรวมแลวมีคาความเปนกรด-ดางที่ต่ําลง 

จะสงผลตอระยะเวลาการกอตัวเปนเจลที่นานมากขึ้น 

(9,18)

 การทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพของ

เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล และเซลลกระดูก

เบาฟนมนุษย ประเมินโดยดูจากความสามารถในการ

ยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลลเมื่อเพาะเลี้ยงบน

ไฮโดรเจลในวันที่ 1, 3, 7 และ 14 เปรียบเทียบกับกลุม

ที่เพาะเล้ียงในลักษณะ 2 มิติ บนจานเพาะเล้ียงเซลล 

(polystyrene tissue culture plate) โดยดูจากเมแทบอลิซึม

(metabolism) ของเซลลตอสาร resazurin (PrestoblueTM)

ซึ่งวัดเปนคาความเขมแสงฟลูออเรสเซนทที่ 560/590 

นาโนเมตร พบวาที่ 24 ชั่วโมง อัตราการยึดเกาะของ

เซลล ในกลุมที่เพาะเล้ียงบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก

ไฮโดรเจลนอยกวาในกลุมที่เล้ียงบนจานเพาะเล้ียง

เซลลอยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 3) โดยหลังจากทําการ

หวานเซลลลงบนไฮโดรเจลท่ีกอตัวเปนเจลและอิ่มตัว

แลว พบวามีลักษณะการกระจายตัวปกติ คือกระจาย
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บนผิวของสารโดยทั่วบริเวณ แตเมื่อติดตามดูที่เวลา 

24 ชั่วโมงพบลักษณะของเซลลเปนกลุม กระจุกบริเวณ

กึ่งกลางของวัสดุ (รูปที่ 4A) อาจเกิดจากเซลลสามารถ

ยึดเกาะบนพ้ืนผิวของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล

ไดอยางชา ๆ เมื่อเวลาผานไปไฮโดรเจลสามารถดูดน้ํา

และเกิดการบวมน้ําขึ้น ทําใหลักษณะของไฮโดรเจล

หลังจากกอตัวเปนเจลในจานเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 

96 หลุมนั้น มีลักษณะเปนแองเวา ซึ่งมีจุดลึกสุดอยู

บริเวณกลางจานเพาะเล้ียง เซลลกระดูกเบาฟนมนุษย

ที่เพาะเลี้ยงจึงกระจุกตัวอยูบริเวณกึ่งกลางสาร โดย

ระบบขนสงสารชนิดไฮโดรเจลนั้นถูกพัฒนาขึ้นเพื่อให

สามารถขนสงสารและเพาะเล้ียงเซลลได ในลักษณะ 

3 มิติ พบมีความเหมาะสมตอเซลลหลายชนิดเมื่อนําสง

เซลลโดยการผสมเซลลเขากับไฮโดรเจล (encapsulated)

เชน เซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคม เซลลสรางกระดูก 

เปนตน (9,10,19) อุปสรรคที่พบในงานวิจัยอยางหนึ่ง

คือเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล เปนสารลักษณะ

เจลกึ่งแข็งที่มีความสามารถอุมน้ําไดดี มีขนาดรูพรุน

ที่เหมาะสมตอการแลกเปลี่ยนสาร ดังนั้นจะยังมีสาร

คงคางอยูภายใน ไมสามารถดูดเก็บสาร PrestoblueTM

ที่ผานการสันดาปจากเซลลแลวนํามาวัดคาความเขม

แสงฟลูออเรสเซนทไดหมด เมื่อเทียบกับกลุมที่เพาะ

เล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลล ทําใหผลท่ีไดอาจไมสามารถ

บอกถึงการยึดเกาะของเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยบน

ไฮโดรเจลไดอยางแทจริง อีกประเด็นวิเคราะหคือพ้ืนเจล

นั้นมลีักษณะออนนุม และไมเรียบเทากับพื้นผิวของจาน

เพาะเลี้ยงเซลล (TCP) จึงไมสามารถนํามาเปรียบเทียบ

โดยตรงไดกับการยึดเกาะบนจานเล้ียงเซลลแบบ 2 มิติ

ระยะเวลาของการยึดเกาะของเซลลกระดูกน้ันขึ้นกับ

หลายปจจัย เชน ลักษณะพ้ืนผิว ความขรุขระ และ

สารเคมีที่ใชปรับปรุงพื้นผิวเพื่อเอื้อตอการยึดเกาะของ

เซลล ซึ่งอาจนําไปใช ในการพัฒนาสูตรของระบบนําสง

สารชนิดเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลตอไปโดย

การเติมสารที่ชวยใหโปรตีนตัวรับ (receptor) บนเซลล

สามารถจับกับพื้นผิวของสารไดดีขึ้น เชน กรดอะมิโน 

Arg-Gly-Asp (RGD) หรือ lysine-arginine-serine-

arginine (KRSR) เปนตน (19-21) 

 เมื่อติดตามผลตอเน่ืองตั้งแตวันที่ 1, 3, 7 จนถึง

วันที่ 14 พบวาเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยทั้ง 3 ไลน

สามารถมีชีวิตอยูและมีการเพ่ิมจํานวนบนเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลได (รูปที่ 5) โดยมีลักษณะรูปราง

ของเซลลเปนทรงกลม (รูปที่ 4A) ไมแผขยายเปนรูป

เรียวยาวคลายเซลลไฟโบรบลาส (รูปที่ 4B) เหมือนใน

กลุมที่เพาะเล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลล อัตราการเจริญ

เติบโตของเซลลทั้ง 2 กลุมนั้นไมแตกตางกันอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 6) ซึ่งแสดงวาเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลรูปแบบฉีดนี้ ไมมีความเปนพิษ

ตอเซลลในแงการของเจริญเติบโต โดยเซลลสามารถ

เจริญเติบโตไดดีเทียบเทากับการเพาะเลี้ยงบนจาน

เพาะเลี้ยงเซลล (TCP) จากการศึกษาโดยวัดอัตรา

เมแทบอลิซึมของเซลล (metabolic rate) ท่ีเพ่ิมขึ้นใน

ชวงเวลาตาง ๆ กัน แมวาอัตราการเจริญเติบโตของ

เซลลแตละไลนนั้นไมเทากัน เชน ในเซลลในไลนที่ 1 มี

อัตราการเจริญชากวาเม่ือเทียบกับไลนที่ 2 หรือ 3 และ

เซลลในไลนที่ 3 มีอัตราการเจริญไดดีขึ้นเมื่อเพาะเล้ียง

บนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล (รูปที่ 6)  ซึ่งอาจ

เกิดจากผลของการใชเซลลปฐมภูมิซึ่งจะมีความหลาก

หลายของการแสดงออกของเซลลจากผูบริจาคท่ีแตกตาง

กันไป ระบบขนสงสารชนิดไฮโดรเจลที่นํามาใช ในงาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกนั้นมีการพัฒนาในหลายสูตร 

Castillo Diaz LA และคณะ (22) ศึกษาการปรับปรุง

ไฮโดรเจลโดยใชสายโปรตีนชนิด FEFEFKFK ในหลาย

ความเขมขนเปนสารต้ังตนในการสังเคราะหและพัฒนา

คุณสมบัติเพื่อใหเหมาะสมตอเซลลกระดูกมนุษย ใน

การทดสอบความชีวิตของเซลลโดยการทํา live/ dead 

assay พบวาลักษณะเจลท่ีออนนุมเกินไปจะมีอัตราการ

รอดของเซลลนอย ลักษณะของเซลลที่เพาะเลี้ยงเมื่อ

เวลาผานไป 14 วันพบวาเซลลยังคงมีลักษณะรูปรางกลม 

หรือลูกบาศก ไมมีลักษณะเรียวยาวคลายเซลลไฟโบรบลาส

เหมือนการเพาะเลี้ยง 2 มิติ บนจานเพาะเลี้ยงเซลล 

ซึ่งคลายกับลักษณะเซลลกระดูกที่อยูในกระดูกตาม

ธรรมชาติ ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาวิจัยในครั้งนี้



36

บทสรุป (Conclusion)

 ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกรูปแบบฉีดที่

ดัดแปลงแลวนี้เปนระบบนําสงสารรูปแบบ 3 มิติ ที่มี

ความเหมาะสม สามารถเปนโครงขายท่ีรองรับการเพาะ

เลี้ยงเซลลได ใกลเคียงกับสภาวะธรรมชาติ และมีความ

เขากันไดทางชีวภาพตอเซลลกระดูกเบาฟนมนุษย 

โดยเมื่อเซลลมีการยึดเกาะบนพ้ืนผิวของเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลแลวยังสามารถมีการเจริญเติบโต 

และเพิ่มจํานวนตอไปได ในการศึกษาครั้งตอไปอาจ

เพิ่มเติมการทดสอบคุณสมบัติดานการทํางานของเซลล 

เชน ความสามารถในการสรางเนื้อเยื่อกระดูก ปฏิกิริยา

อัลคาไลนฟอสฟาเตส หรือการเปลี่ยนแปลงไปของยีน 

เปนตน และทดลองรวมกับการนําสงโกรทแฟคเตอร 

เพื่อพัฒนาเปนระบบนําสงสารที่เหมาะสมในการใชงาน

ดานวิศวกรรมกระดูกในทางทันตกรรมไดตอไป 

กิตติกรรมประกาศ (Acknowledgement)

 ไดรับทุนสนับสนุนจากทันตแพทยสมาคมแหง

ประเทศไทย ในพระบรมราชูปถัมภ และทุนวิจัยเงินรายได

คณะทันตแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 

ป 2561

เอกสารอางอิง (References)

 1. Gaviria L, Salcido JP, Guda T, Ong JL. 

Current trends in dental implants. Korean Assoc 

Oral Maxillofac Surg. 2014;40(2):50–60.

 2. Venkataraman N, Bansal S, Bansal 

P, Narayan S. Dynamics of bone graft healing 

around implants. J Int Clin Dent Res Organ. 

2015;7(3):40-47.

 3. Lo KW-H, Ulery BD, Ashe KM, Laurencin

CT. Studies of bone morphogenetic protein-

based surgical repair. Adv Drug Deliv Rev. 

2012;64(12):1277–91.

 4. Abou Neel EA, Chrzanowski W, Salih 

VM, Kim HW, Knowles JC. Tissue engineering in 

dentistry. J Dent. 2014;42(8):915–28.

 5. Amini AR, Laurencin CT, Nukavarapu

SP. Bone Tissue Engineering: recent advances

and challenges. Crit Rev Biomed Eng. 2012;40(5):

363–408.

 6. Vo TN, Kasper FK, Mikos AG. Strategies

for Controlled Delivery of Growth Factors and 

Cells for Bone Regeneration. Adv Drug Deliv 

Rev. 2012;64(12):1292-309.

 7. Bhakta G, Rai B, Lim ZX., Hui JH, Stein 

GS, van Wijnen AJ, et al. Hyaluronic acid-based 

hydrogels functionalized with heparin that support

controlled release of bioactive BMP-2. Biomaterials. 

2012;33(26):6113–22.

 8. Martínez-Sanz E, Ossipov DA, Hilborn 

J, Larsson S, Jonsson KB, Varghese OP. Bone 

reservoir: Injectable hyaluronic acid hydrogel for 

minimal invasive bone augmentation. J Control 

Release. 2011;152(2):232-40.

 9. Maturavongsadit P, Luckanagul JA, 

Metavarayuth K, Zhao X, Chen L, Lin Y, et al. 

Promotion of In Vitro Chondrogenesis of 

Mesenchymal Stem Cells Using In Situ Hyaluronic

Hydrogel Functionalized with Rod-Like Viral

Nanoparticles. Biomacromolecules. 2016;17(6):

1930-8.

 10. Maturavongsadit P, Bi X, Metavarayuth 

K, Luckanagul JA, Wang Q. Influence of Cross-

Linkers on the in Vitro Chondrogenesis of Mesen-

chymal Stem Cells in Hyaluronic Acid Hydrogels. 

ACS Appl Mater Interfaces. 2017;9(4):3318-29.

 11. Marolt D, Rode M, Kregar-Velikonja N,

Jeras M, Knezevic M. Primary human alveolar 

bone cells isolated from tissue samples acquired

at periodontal surgeries exhibit sustained 

proliferation and retain osteogenic phenotype

during in vitro expansion. PLoS One. 2014 Mar 

25;9(3):e92969. doi: 10.1371/journal.pone.0092969.



37

SWU Dent J. Vol.12 No.2 2019

 12. Manokawinchoke J, Nattas i t P, 

Thongngam T, Pavasant P, Tompkins K, Egusa H, 

et al. Indirect immobilized Jagged1 suppresses

cell cycle progression and induces odonto/

osteogenic differentiation in human dental pulp 

cells. Sci Rep. 2017;7(1):10124 doi:10.1038/

s41598-017-10638-x.

 13. Czekanska EM, Stoddart MJ, Ralphs 

JR, Richards RG, Hayes JS. A phenotypic 

comparison of osteoblast cell lines versus human

primary osteoblasts for biomaterials testing. J 

Biomed Mater Res A. 2014;102(8):2636–43.

 14. Kini U, Nandeesh BN. Physiology of 

Bone Formation, Remodeling, and Metabolism. 

In: Fogelman I, Gnanasegaran G, van der Wall H, 

editors. Radionuclide and Hybrid Bone Imaging. 

Berlin, Heidelberg: Springer-Verlag; 2012. p.29-57.

 15. Patti A, Gennari L, Merlotti D, Dotta F,

Nuti R. Endocrine Actions of Osteocalcin. Int J

Endocrinol. 2013;2013:846480. doi: 10.1155/2013/

846480.

 16. Huang W, Yang S, Shao J, Li YP. 

Signaling and transcriptional regulation in 

osteoblast commitment and differentiation. Front 

Biosci. 2007 May 1;12:3068-92.

 17. Rutkovskiy A, Stensløkken KO, Vaage 

IJ. Osteoblast Differentiation at a Glance. Med 

Sci Monit Basic Res. 2016;22:95–106.

 18. Pritchard CD, O’Shea Tm, Siegwart 

DJ, Calo E, Anderson DG, Reynolds FM, et al. 

An injectable thiol-acrylate poly(ethylene glycol)

hydrogel for sustained release of methylprednisolone

sodium succinate. Biomaterials. 2011;32(2):587-97.

 19. Vandrovcova M, Bacakova L. Adhesion,

growth and differentiation of osteoblasts on 

surface-modified materials developed for bone 

implants. Physiol Res. 2011;60(3):403-17.

 20. Luckanagul JA, Lee LA, You S, Yang 

X, Wang Q. Plant virus incorporated hydrogels 

as scaffolds for tissue engineering possess low 

immunogenicity in vivo. J Biomed Mater Res A. 

2015;103(3):887-95.

 21. Sitasuwan P, Lee LA, Li K, Nguyen HG, 

Wang Q. RGD-conjugated rod-like viral nanoparticles

on 2D scaffold improve bone differentiation of 

mesenchymal stem cells. Front Chem. 2014 May 

27;2:31 doi:10.3389/fchem.2014.00031.

 22. Castillo Diaz LA, Saiani A, Gough JE, 

Miller AF. Human osteoblasts within soft peptide 

hydrogels promote mineralisation in vitro. J Tissue

Eng. 2014 Jul 2. doi: 10.1177/2041731414539344.

ติดตอบทความ: 

รองศาสตราจารย ดร. ทันตแพทย สรสัณห รังสิยานนท

ภาควิชาศัลยศาสตรและเวชศาสตรชองปาก

คณะทันตแพทยศาสตร

มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ สุขุมวิท 23

แขวงคลองเตยเหนือ เขตวัฒนา กรุงเทพ 10110

โทรศัพท : 02-6495000 ตอ 15063

อีเมล : peted2000@hotmail.com

Corresponding author: 

Associate Professor Dr. Sorasun Rungsiyanont 

Department of Oral Surgery and Oral Medicine, 

Faculty of Dentistry, Srinakharinwirot University, 

Sukhumvit 23, Klongtuoey Nue, Wattana, 

Bangkok 10110 

Tel: +662 6495000 Ext.15063 

E-mail: peted2000@hotmail.com

Received Date: Jun 13, 2019 

Revised Date: Jul 18, 2019

Accepted Date: Sep 13, 2019


