
บทคัดยอ

 วัตถุประสงค: เพ่ือศึกษาความเขากันไดทางชีวภาพของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล (methacrylated

hyaluronic acid hydrogel) ในเซลลกระดูกเบาฟนมนุษย (Human alveolar bone cells)

 วัสดุอุปกรณและวิธีการ: สังเคราะหไฮโดรเจลชนิดเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลแลวเพาะเล้ียงรวมกับ

เซลลกระดูกเบาฟนมนุษยจากผูปวย 3 ราย ที่ตรวจสอบคุณลักษณะของเซลลโดยดูการแสดงออกของยีนที่เปน

ตัวบงช้ีของเซลลสรางกระดูก ทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลนฟอสฟาเตสและการสะสมแรธาตุในแมทริกซระหวาง

เซลล เพื่อทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพโดยประเมินลักษณะรูปราง ความสามารถในการยึดเกาะและการ

เจริญเติบโตของเซลล

 ผลการทดลอง: เซลลจากเนื้อเยื่อกระดูกของผูปวยทั้ง 3 ราย มีการแสดงออกถึงการเปนเซลลสราง

กระดูกโดยมีการแสดงออกของยีนบงชี้เซลลสรางกระดูก ไดแก COL-I, Runx2 และ OCN ตอบสนองตอการ

ทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลนฟอสฟาเตส และมีการสะสมแรธาตุในแมทริกซระหวางเซลลที่ติดสีเขมมากขึ้น

เมื่อติดตามผลในวันที่ 0, 7, 14, 21, 28 ตามลําดับ ในการทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ พบวาเซลลสามารถ

ยึดเกาะบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลได ในเวลา 24 ชั่วโมง และสามารถเพิ่มจํานวนได โดยมีคาเฉลี่ย

อัตราการเจริญเติบโตของเซลลในวันที่ 14 เทียบกับวันที่ 1 เทากับ 1.44 ± 0.83 เทา, 2.53 ± 1.58 เทา และ 

2.16 ± 0.50 เทา ในเซลลไลนที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ ซึ่งไมแตกตางจากกลุมที่เล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลล

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

 สรุป: ไฮโดรเจลชนิดเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลท่ีสังเคราะหขึ้น มีความเขากันไดทางชีวภาพกับ

เซลลกระดูกเบาฟนมนุษย โดยเมื่อเซลลมีการยึดเกาะบนพื้นผิวของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลแลวยัง

สามารถมีการเจริญเติบโตตอไปได 

คําสําคัญ: ไฮโดรเจล กรดไฮยาลูโรนิก เมทาคริเลต เซลลกระดูกเบาฟนมนุษย ความเขากนัไดทางชีวภาพ
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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)

 การทดแทนฟนธรรมชาติที่ไดรับการแนะนําวา

มีประสิทธิภาพ มีอัตราความสําเร็จสูงถึงรอยละ 95 (1) 

และเปนที่นิยมมากขึ้นเรื่อย ๆ คือ การรักษาโดยการ

ฝงรากฟนเทียม ซึ่งอัตราความสําเร็จของรากฟนเทียม

น้ันข้ึนกับการเกิดกระดูกเช่ือมประสาน (osseointegration)

โดยมีปจจัยท่ีเก่ียวของหลายประการ หน่ึงในปจจัยท่ีสําคัญ

คือคุณภาพและปริมาณของกระดูกท่ีรองรับรากฟนเทียม

ผูปวยสวนใหญที่มารับการรักษามักมีปญหาความวิการ

ของกระดูกรวมดวย จึงมีการศึกษาพัฒนาเก่ียวกับวัสดุ

ท่ีจะชวยในการเสริมสรางกระดูก เพ่ือชวยใหเกิดกระบวน

การกระดูกเช่ือมประสานของรากเทียมไดรวดเร็ว และ

เพ่ิมอัตราความสําเร็จของการรักษาโดยการฝงรากเทียม

ใหสูงยิ่งขึ้น (1,2)

 งานดานวิศวกรรมเน้ือเยื่อนั้นถูกศึกษาและ

พัฒนามาอยางตอเน่ืองโดยมีแนวโนมท่ีจะพัฒนาชีววัสดุ

(biomaterial) เพ่ือใช ในการเสริมกระดูกแทนการใชวัสดุ

ปลูกถายกระดูก (3) โดยพบวา คุณสมบัติในการเหน่ียวนํา

เซลลสรางกระดูก (osteoinduction) โดยใชโกรทแฟคเตอร

(growth factor) มีความสําคัญตอผลสําเร็จอยางมาก 

เน่ืองจากโกรทแฟคเตอรเปนปจจัยที่สามารถเหน่ียวนํา

ใหเซลลตนกําเนิดของเซลลสรางกระดูก (osteoprogenitor

cell) เปล่ียนแปลงไปเปนเซลลสรางกระดูก (osteoblast)

และยังชวยกระตุนเซลลสรางกระดูกใหเจริญเติบโต และ

ทํางานไดดีย่ิงข้ึน โกรทแฟคเตอรท่ีถูกนํามาใชมีหลายชนิด

เชน 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) เปนตน (3-6) ในปจจุบันมีการศึกษาถึงประโยชน

ในทางคลินิกของการใช โกรทแฟคเตอรมากมาย แต

การท่ีจะผลิตออกมาใชอยางแพรหลายในทางการคา

นั้นทําไดนอยเนื่องจากยังคงมีขอจํากัดของการพัฒนา

ระบบนําสงสาร (drug delivery system) ที่พยายาม

ปรับปรุงใหสามารถนําสงโกรทแฟคเตอรไดอยางมี

ประสิทธิภาพ สามารถรักษาระดับการคงอยูและปลด

ปลอยสารไดอยางคงที่ มีความเขากันไดทางชีวภาพ 

สามารถละลายตัวไดหมดในระยะเวลาที่เหมาะสม และ

ใชงานงาย (6-8)

 ระบบการขนสงสารดวยไฮโดรเจล (hydrogel) 

ถือเปนระบบท่ีไดรับความนิยม และใหผลสําเร็จสูงในการ

นําสงสารจําพวกโกรทแฟคเตอร เน่ืองจากสามารถควบคุม

การปลดปลอยสารไดดี ซึ่งคุณสมบัตินี้ขึ้นกับลักษณะ

โครงสราง ชนิดและปริมาณสารเช่ือมโยง (Crosslinker)

ไฮโดรเจลสามารถสังเคราะหไดจากสารหลายชนิด (6) 

หนึ่งในรูปแบบที่นิยมไดแก กรดไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล 

(hyaluronic acid hydrogel) เน่ืองจากคุณสมบัติที่มีกรด

ไฮยาลูโรนิกเปนองคประกอบหลักซึ่งมีความเขากันได

ทางชีวภาพสูง มีการตอบสนองโดยภูมิคุมกันในรางกายตํ่า

มีการสลายตัวไดดีและสามารถเติมสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพเขาไปได (bioactive molecules) จึงมีการนํามา

ใชงานอยางแพรหลาย เชน ใช ในการรักษาโรคเก่ียวกับ

กระดูกและขอ ใช ในการนําสงยา สารพันธุกรรม (DNA 

plasmids) เซลลและนําสงโกรทแฟคเตอรหลาย ๆ ชนิด

โดยเฉพาะ BMP-2 (5,6,8) 

 ปจจุบันมีผูศึกษาวิจัยและนําไปปรับปรุงสูตรให

ดีข้ึน Maturavongsadit และคณะในป ค.ศ. 2016 (9) 

และ ค.ศ. 2017 (10) ไดพัฒนาระบบนําสงสารจาก

เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล (methacrylated 

hyaluronic acid hydrogel (MeHA hydrogel)) เพ่ือใช

ในการนําสงเซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคม (mesenchymal

stem cells) โดยศึกษาถึงสารเช่ือมโยงชนิดตาง ๆ ที่ใช

ในการเชื่อมตอพอลิเมอรของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก

แอซิด (MeHA) ใหเกิดโครงสรางแบบรางแห โดย

เปรียบเทียบกับสารเชื่อมโยงชนิดไดไธโอธริอิทอล 

(dithiotreitol crosslinked (DTT)) เน่ืองจากสารเช่ือม

โยงชนิดนี้สามารถกอใหเกิดความเปนพิษตอเซลลได

เมื่อใช ในปริมาณมาก สงผลใหการปรับปรุงสูตรของ

ระบบนําสงสารทําไดคอนขางยาก แลวนํามาตรวจสอบ

คุณสมบัติทางกายภาพ และความเขากันไดทางชีวภาพ

กับเซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคม จากการศึกษาพบวา

สารเช่ือมโยงที่มีโครงสรางและความเขมขนตางกัน 

สงผลตอคุณสมบัติทางกายภาพของไฮโดรเจลท่ีตางกัน

ออกไป แตยังคงมีโครงสรางและคุณสมบัติทางกายภาพ
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ท่ีเหมาะสม เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลท่ีเช่ือมโยง

โดยใชสารไดไธโอธริอิทอลน้ัน มีระดับการมีชีวิตอยูของ

เซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคมมากกวารอยละ 70 และ

มีระดับการมีชีวิตอยูของเซลลนานท่ีสุดเมื่อเทียบกับ

สารเชื่อมโยงกลุมอื่น

 เพื่อการพัฒนาระบบขนสงสารชนิดเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลใหเหมาะสมตอการใช ในงานดาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกในงานทันตกรรม การศึกษา

วิจัยครั้งนี้จึงนําสูตรที่ไดรับการพัฒนามาศึกษาถึงความ

เขากันไดทางชีวภาพ (biocompatibility) กับเซลล

กระดูกเบาฟนมนุษย (human alveolar bone cells) 

วัสดุอุปกรณและวิธีการ (Materials and Methods)

 การเก็บเกี่ยวและเพาะเลี้ยงเซลล

 เก็บเก่ียวและเพาะเล้ียงเซลลกระดูกเบาฟน

มนุษยภายใตการขออนุญาตจากคณะกรรมการพิจารณา

จริยธรรมในการทําวิจัย คณะทันตแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย

ศรีนครินทรวิโรฒ เลขที่ DENTSWU-EC02/2561 เก็บ

เนื้อเยื่อกระดูกจากกระดูกขากรรไกรของผูปวยที่มารับ

การรักษาที่คลินิกภาควิชาศัลยศาสตร และเวชศาสตร

ชองปากจํานวน 3 ราย โดยมีเกณฑการรับเขาและ

คัดออกคือ ผูปวยเพศชายหรือหญิงที่มีอายุระหวาง 

20-50 ป มีสุขภาพแข็งแรง ปราศจากโรคประจําตัว 

ไมสูบบุหร่ีและด่ืมแอลกอฮอล และมาเพื่อรับการรักษา

โดยการผาตัดฟนกรามซี่ที่สามที่ฝงคุด หรือรับการทํา

ศัลยกรรมชองปากอ่ืน ๆ หากบริเวณกระดูกท่ีเก็บเกี่ยว

มีการอักเสบหรือติดเช้ือจะไมรวมเขากับการวิจัยในคร้ังน้ี 

โดยระบุชื่อเซลลแตละไลน ในการทดลองเปนเซลล

กระดูกเบาฟน (alveolar bone cell; AB) 1, 2 และ 

3 ตามลําดับ

 เพาะเล้ียงเซลลโดยลางช้ินกระดูกดวยฟอสเฟต

บัฟเฟอรซาไลน (phosphate buffered saline; PBS) 

แลวตัดใหมีขนาดเล็กลง (เสนผาศูนยกลางประมาณ 1-2

มิลลิเมตร) บรรจุลงจานเพาะเล้ียงขนาด 35 มิลลิเมตร 

เติมอาหารเลี้ยงเซลลชนิด Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium : Nutrient Mixture F-12 Advance

(DMEM/F-12 Advance) (GibcoTM, UK) ท่ีประกอบดวย

fetal bovine serum (FBS) รอยละ 10, 200 มิลลิโมลาร

L-glutamine รอยละ 1 และ Penicillin 10,000 ยูนิต

ตอมิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

รอยละ 1 แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูอบ

ที่คารบอนไดออกไซดรอยละ 5 ทิ้งไวเปนเวลา 3 วัน 

กอนทําการเปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงสัปดาหละ 2 ครั้ง 

เมื่อการรวมกลุมของเซลลถึงรอยละ 80 ทําการเปล่ียน

ถายเซลล (subculture) ลงสูจานเพาะเล้ียงใหม (11) 

นําเซลลที่ได ในรุนที่ 3-8 มาใช ในการทดลอง

 การทดสอบคุณลักษณะเฉพาะของเซลล

 1. ตรวจดูการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการ

สรางกระดูก ไดแก ยีน COL I, Human Runx2 และ 

Osteocalcin (OCN) ที่มีลําดับไพรเมอร (12) ดังตาราง

ที่ 1 ดวยวิธี reverse transcription-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) สกัดแยก RNA จากเซลล

ในจานเพาะเล้ียงโดยใช Total RNA mini kit (Geneaid,

Taiwan) วัดปริมาณของ RNA ท่ีสกัดไดโดยใชเคร่ือง 

UV-1800 (Shimadzu, Japan) อานคา UV spectro-

photometer ท่ี 260/280 นาโนเมตร จากน้ันทํา RT-

PCR โดยใช RevertAid First Strand cDNA Synthesis

Kit (Thermo scientific, USA) รวมกับ RNA 1 ไมโครกรัม

แลวตรวจดูการแสดงออกของยีนโดยวิธี electrophoresis

บนแผน agarose gel ความเขมขนรอยละ 1.8 (SeaKem®

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

จึงยอมสีดวย ethidium bromide แลวอานผลโดยใช

เคร่ือง Gel Documentation (G:Box, SYNGENE, UK)
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 2. ทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลนฟอสฟาเตส

ของเซลลสรางกระดูก โดยหวานเซลลลงในจานเลี้ยง

เซลลชนิด 24 หลุม โดยแตละหลุมจะมีเซลลจํานวน 

3x104 เซลล ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด DMEM/F-12 

Advance ท่ีประกอบดวย FBS รอยละ 10, 200 มิลลิโมลาร

L-glutamine รอยละ 1 และ Penicillin 10,000 ยูนิต

ตอมิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

รอยละ 1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงในตูอบที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลยึดติดกับ

จานเลี้ยงเซลล เมื่อเซลลมีความหนาแน�นเต็มที่ จึง

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเปนชนิดที่มีการเหนี่ยวนําให

เกิดการสรางกระดูก (osteogenic media) ซ่ึงประกอบดวย

ascorbic acid 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, –glycero-

phosphate 5 มิลลิโมลาร และ dexamethasone 250 

นาโนโมลาร เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก ๆ 2-3 วัน

ทําการเพาะเลี้ยงเซลลจนถึงวันที่ 10 แลวดูดอาหาร

เล้ียงเซลลออก ลางดวย PBS ตรึงเซลลโดยใชสารละลาย

เอทานอลความเขมขนรอยละ 70 นาน 10 นาที ลาง

ออกดวย PBS 2 คร้ัง ยอมสีดวย BCIP/NBT (AMRESCO,

Ohio, USA) นาน 5 นาที โดยใชกระดาษฟอยล (aluminium

foil) ปดทับเพื่อกันแสง เมื่อครบเวลาจึงนํามาลางออก

ดวยน้ํากลั่น แลววางทิ้งไว ใหแหง เก็บบันทึกผลโดย

ตารางที่ 1 ลําดับไพรเมอรที่ใช 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’

เปรียบเทียบผลการทดสอบกับเซลลไลนของเซลลไฟโบร

บลาส (NIH 3T3) ซึ่งใชเปนกลุมควบคุมเชิงลบในการ

ศึกษาวิจัย

 3. ทดสอบการสะสมแรธาตุในแมทริกซระหวาง

เซลล โดยการยอมสี Alizarin red โดยหวานเซลลลงใน

จานเล้ียงเซลลชนิด 24 หลุม ซึ่งมีเซลลจํานวน 3 x 104 

เซลล ตอหลุม ในอาหารเล้ียงเซลลชนิด DMEM/F-12 

Advance ท่ีประกอบดวย FBS รอยละ 10, 200 มิลลิโมลาร 

L-glutamine รอยละ 1 และ Penicillin 10,000 ยูนิต

ตอมิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

รอยละ 1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงเซลลในตูอบ

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลยึดติดกับ

จานเล้ียงเซลล เม่ือเซลลมีความหนาแน�นเต็มท่ี จึงเปล่ียน

อาหารเลี้ยงเซลลเปนชนิดที่มีการเหนี่ยวนําใหเกิดการ

สรางกระดูก (osteogenic media) ซ่ึงบรรจุ ascorbic 

acid 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, –glycerophosphate 

5 มิลลิโมลาร และ dexamethasone 250 นาโนโมลาร 

เก็บขอมูลในวันที่ 0 (กอนการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล

เปนชนิดท่ีมีการเหน่ียวนําใหเกิดการสรางกระดูก), 7, 14,

21 และวันท่ี 28 โดยเปล่ียนอาหารเพาะเล้ียงเซลลทุก ๆ

2-3 วัน เมื่อครบกําหนดวันทดสอบ ดูดอาหารเลี้ยง

เซลลออก ลางดวย PBS แลวตรึงเซลลดวยสารละลาย



27

SWU Dent J. Vol.12 No.2 2019

ฟอรมาลดีไฮดความเขมขนรอยละ 4 นาน 15 นาที จาก

นั้นลางตามดวยน้ํากล่ันเปนเวลา 5 นาที 2 ครั้ง แลว

ยอมดวยสารละลาย Alizarin red s (Sigma Aldrich, 

USA) ความเขมขน 40 มิลลิโมลาร ท่ีปรับคาความ

เปนกรด-ดาง (pH) เทากับ 4.1 - 4.3 ขณะทําการยอม

สีควรปดทับดวยกระดาษฟอยลเพื่อกันแสง บมนาน 1 

ชั่วโมง บนเครื่องเขยา เมื่อครบกําหนดเวลาจึงนํามา

ลางดวยนํ้ากล่ัน 5 คร้ัง (13) วางทิ้งไว ใหแหงแลวนํา

ไปบันทึกผลการทดลอง

 การเตรียมสารเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล 

 เตรียมสารเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล

จากกรดไฮยาลูโรนิกตามข้ันตอนของ Maturavongsadit

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

โดยนํากรดไฮยาลูโรนิกน้ําหนักโมเลกุล 47 กิโลดาลตัน

ละลายในโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (potassium

phosphate buffer) สัดสวน รอยละ 1 โดยน้ําหนัก 

ในสภาวะที่มีคา pH เทากับ 8 แลวหยดเมทาคริเลต

แอนไฮไดรด (methacrylic anhydride; Sigma Aldrich,

USA) สัดสวนเชิงมวล 10:1 ของปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก

ลงในสารละลายที่มีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส และ

ควบคุมใหเกิดปฏิกิริยาข้ึนในชวงอุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส

เสมอ จากนั้นคอยตรวจวัดและปรับคา pH ของสารทั้ง 

2 สถานะใหมีคาเทากับ 8 โดยใชสารละลายโซเดียม

ไฮดรอกไซดความเขมขน 5 โมลาร และปลอยให

ปฏิกิริยาดําเนินตอไป 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลายท่ี

ไดไปปนดวยเคร่ืองหมุนเหว่ียง (Centrifuge) ท่ีความเร็ว

10,000 รอบ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา

10 นาที นําสวนท่ีตกตะกอนออกแลวนําไปแชท่ีอุณหภูมิ

-20 องศาเซลเซียส กอนนําไปทําแหงแบบแชเยือกแข็ง

(freeze-dried technique; Labconco lyophilizer, 

Missouri) และนําไปตรวจดูระดับการเกิดปฏิกิริยา 

(degree of modification) ดวยเทคนิคโปรตอนนิวเคลียร

แมกเนติกเรโซแนนซสเปคโตรสโคป (1H–NMR

spectroscopy) 

 เพื่อทดสอบความสามารถในการกอตัวเปนเจล

กอนนําไปเพาะเลี้ยงเซลล จึงเตรียมพอลิเมอรของ

เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิด (methacrylated hyaluronic

acid (MeHA)) รอยละ 3 โดยนํ้าหนักในสารละลาย PBS 

ทําการปรับคา pH ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด

ความเขมขน 5 โมลาร ใหมีคา pH เทากับ 8 แลวนําไป

ครอสลิงคโดยเติมไดไธโอธริอิทอล (dithiotreitol; DTT)

ในสัดสวนโมเลกุล thiol:ene เทากับ 1:2 แลวทําการวัด

ระยะเวลาการกอตัวเปนเจลดวยวิธี vial tilting (10)

 การทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพ

ระหวางเซลลกระดูกเบาฟนมนุษย และเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล

 เตรียมกลุมตัวอยาง (กลุมที่ทําการเพาะเลี้ยง

เซลลบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล (MeHA 

hydrogel group)) โดยชั่ง MeHA อัตราสวนรอยละ 3

ของปริมาณไฮโดรเจลที่ตองการ ทําใหปราศจากเชื้อ

โดยแชในเอทานอลบริสุทธิ์ (absolute ethanol) นาน 

15 นาที แลวทําใหแหงบนภาชนะท่ีผานการอบฆาเช้ือแลว

ละลายในอาหารเล้ียงเซลลชนิด DMEM/F-12 Advance

ที่ประกอบดวย FBS รอยละ 10, 200 มิลลิโมลาร 

L-glutamine รอยละ 1 และ Penicillin 10,000 ยูนิต

ตอมิลลิลิตร/ Streptomycin 10,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร/ Amphotericin B 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

รอยละ 1 แลวปรับคา pH ใหไดคา 8-9 จึงทําการครอสลิงค

โดยเติม DTT ในสัดสวนโมเลกุล thiol: ene 1 : 2 ปรับคา

pH ใหอยูในชวง 8-9 อีกคร้ัง แลวนําลงจานเล้ียงเซลล

ชนิด 96 หลุม โดยใชหลุมละ 50 ไมโครลิตร รอจนการ

กอตัวเปนเจลเกิดข้ึนเต็มท่ีท่ีอุณหภูมิหอง แลวเติมอาหาร

เพาะเลี้ยงเซลล 100 ไมโครลิตร บมในตูเพาะเล้ียง

เซลลนาน 30 นาที แลวหวานเซลลลงไปโดยแตละหลุม

จะมีเซลลจํานวน 2 x 104 เซลล ในอาหารเลี้ยงเซลล

ปริมาณ 100 ไมโครลิตร นําจานเลี้ยงเซลลเขาตูอบ

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลยึดเกาะ

บนไฮโดรเจล จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก ๆ 

2-3 วัน ทดสอบความมีชีวิตของเซลลกระดูกเบาฟน

มนุษยในวันท่ี 1, 3, 7 และ 14 ดวยสารละลาย resazurin

(PrestoBlueTM cell viability reagent, Invitrogen; 
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ThermoFisher Scientific) ซึ่งเตรียมในอัตราสวน

สารละลาย PrestoblueTM ตออาหารเพาะเล้ียงเซลล 

1 ตอ 10 ใสสารละลายหลุมละ 100 ไมโครลิตร นําเขา

ตูอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 เปนเวลา 1 ช่ัวโมง บันทึกผลโดยวัดคาความ

เขมแสงฟลูออเรสเซนท (fluorescence intensity) 

ที่ความยาวคลื่น 560/590 นาโนเมตร โดยใชเคร่ือง 

Microplate reader (CLARIOStar, BMG Labtech, 

USA) และคํานวณเปรียบเทียบกับกลุมที่เพาะเลี้ยงบน

จานเลี้ยงเซลลชนิดโพลิสไตรีน (polystyrene tissue

culture plate; TCP group) โดยไมมีเมทาคริเลต 

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล

 ผลการทดลอง (Results) 

 การทดสอบคุณลักษณะเฉพาะของเซลล

 ในการทดสอบคุณลักษณะเฉพาะโดยวิธี RT- PCR

และ Gel electrophoresis ของเซลลกระดูกเบาฟน

มนุษย (alveolar bone; AB) ท่ีทําการเพาะเล้ียงจาก

การเก็บเกี่ยวเนื้อเยื่อกระดูกผูปวยทั้งหมด 3 คน 

ชวงอายุเฉล่ีย 21 ป พบมีการแสดงออกของยีนที่เปน

ตัวชี้วัดของเซลลสรางกระดูก ไดแก COL-I, Runx2 

และ OCN (รูปที่ 1A) 

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

เมื่อทําการทดสอบดวยวิธี RT-PCR และทํา Gel electrophoresis, (B) ผลการทดสอบปฏิกิริยา

อัลคาไลนฟอสฟาเตส ดวยการยอม BCIP/NBT ในวันที่ 10 ของการเพาะเล้ียงเซลล, 

(C) การสะสมแรธาตุแคลเซียมในแมทริกซระหวางเซลลที่ยอมดวย 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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 นอกจากนี้ยังตอบสนองตอการทดสอบระดับ

ปฏิกิริยาอัลคาไลนฟอสฟาเตสดวยการยอมสี BCIP/

NBT ในวันที่ 10 ของการทดสอบ โดยมีสีน้ําเงินเขม

กวาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (กลุมที่ไมไดเพาะเลี้ยง

ดวยอาหารเพาะเล้ียงเซลลชนิดท่ีมีการเหนี่ยวนําใหเกิด

การสรางกระดูกและกลุมท่ีทดสอบดวยเซลลไฟโบรบลาส

NIH 3T3 จากสัตวทดลองซ่ึงใชเปนกลุมควบคุมเชิงลบ)

(รูปท่ี 1B) และมีการสะสมแรธาตุแคลเซียมในแมทริกซ

ระหวางเซลลเมื่อยอมสีดวย Alizarin red ขณะติดตาม

การทดสอบในวันที่ 0, 7, 14, 21 และ 28 พบมีการ

ติดสีแดงเขมและมีการรวมตัวกันเปนจุดของแคลเซียม

มากขึ้นตามลําดับ (รูปที่ 1C) 

 การสังเคราะหสารเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก

ไฮโดรเจล

 เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกแอซิดที่สังเคราะหไดมี

คาระดับการเกิดปฏิกิริยา (degree of modification)

ของกรดไฮยาลูโรนิกมอนอเมอรและเมทาคริเลตแอน

ไฮไดรดเทากับรอยละ 42.03 เมื่อนําไปวิเคราะหดวย

เทคนิคโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปคโตร

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

ระยะเวลาการกอตัวเปนเจลของสารเมทาคริเลตไฮยาลู

โรนิกแอซิดในสารละลาย PBS หลังจากการครอสลิงค

ดวย DTT แลว ประมาณ 15-30 นาที เมื่อทดสอบโดย

วิธี vial tilting 

รูปที่ 2 แสดงคาสเปกตรัมของสารที่วิเคราะหดวยเทคนิคโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ

สเปคโตรสโคป (1H–NMR spectroscopy) โดย (A, B) แสดงคาสเปกตรัมของหมูเมทิล (-CH3)

ที่อยูบนโครงสรางของกรดไฮยาลูโรนิกและเมทาคริเลตแอนไฮไดรด ที่ชวง 1.6-1.9 ppm และ

(C) แสดงคาสเปกตรัมของหมูไวนิล (-CH=CH2) ที่อยูบนโครงสรางของเมทาคริเลตแอนไฮไดรด

ที่ชวง 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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 การทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพระหวาง

เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล และเซลลกระดูก

เบาฟนมนุษย

 โดยท่ัวไปหลังจากเก็บช้ินกระดูกจากผูปวยแลว 

จะถูกนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจํานวนเซลลภายนอก

รางกายบนจานเพาะเลี้ยงเซลลชนิดโพลิสไตรีน 

(polystyrene tissue culture plate; TCP) ในลักษณะ 

2 มิติ (2D) เนื่องจากตองการทดสอบความเขากันได

ทางชีวภาพของสารทดสอบกับเซลลกระดูกเบาฟน

มนุษยจึงใชวิธีการเพาะเล้ียงเซลลบนเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล แลวประเมินความเขากันไดทาง

ชีวภาพโดยประเมินความสามารถในการยึดเกาะบนสาร 

ความมีชีวิต อัตราการเจริญเติบโตจากการวัดเมแทบอลิซึม

ของเซลลที่มีตอสาร PrestoblueTM และรูปรางลักษณะ

ของเซลล พบวาที่ 24 ช่ัวโมงเซลลในกลุมเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล (MeHA hydrogel group) และ

กลุมที่เพาะเล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลล (TCP group) 

สามารถเกิดการยึดเกาะและมีชีวิตอยูได ซึ่งกลุมที่เพาะ

เล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลลชนิดโพลิสไตรีนน้ัน มีคาเฉล่ีย

ความเขมแสงฟลูออเรสเซนทที่ 24 ชั่วโมงมากกวา 

โดยมีความแตกตางกันกับกลุมท่ีเพาะเล้ียงบนเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดย

เฉพาะในกลุมเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยที่ 1 (AB1) 

(p < 0.01) และกลุมเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยท่ี 2 (AB2)

และ 3 (AB3) (p < 0.05) (รูปที่ 3) 

รูปที่ 3 กราฟแสดงคาเฉลี่ยความเขมแสงฟลูออเรสเซนทที่วัดจากกการทดสอบโดยใช PrestoblueTM

ที่ความยาวคลื่น 560/590 นาโนเมตร เพื่อประเมินการยึดเกาะของเซลลบนสารเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก

ไฮโดรเจลที่ 24 ชั่วโมง ใชสถิติ paired t test ที่คาความเช่ือมั่นที่ **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 พบวาลักษณะของเซลลที่เพาะเล้ียง

บนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลภายใตกลอง

จุลทรรศนหัวกลับ (inverted microscope) มีลักษณะ

กลม และมีการกระจุกตัวอยูบริเวณตรงกลางของสาร

เปนสวนใหญ (รูป 4A) สวนเซลลที่เพาะเล้ียงบนจาน

เพาะเลี้ยงเซลลนั้นมีลักษณะรี ยาว คลายไฟโบรบลาส 

(รูป 4B) เมื่อประเมินความมีชีวิตของเซลลกระดูก

เบาฟนมนุษยโดยใช PrestoblueTM เก็บขอมูลโดยวัด

คาความเขมแสงฟลูออเรสเซนทในวันที่ 1, 3, 7 และ 

14 แลวนํามาปรับคา (normalized) โดยใชขอมูลใน

วันท่ี 1 เปนบรรทัดฐาน (baseline) พบวาเซลลกระดูก

เบาฟนมนุษยทั้ง 3 ไลนนั้น สามารถมีชีวิตอยูและ

เจริญเติบโตไดบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล 

คาเฉลี่ยการเพ่ิมจํานวนของเซลลมีแนวโนมเพิ่มมาก

ขึ้นจากวันที่ 1 ถึงวันที่ 14 ในทั้ง 2 กลุมการทดลอง 

โดยเฉพาะในกลุมที่เลี้ยงบนจานเพาะเลี้ยงเซลล (คา

เฉล่ียการเพ่ิมจาํนวนของเซลลในวันที่ 1 เทียบกับวันที่

7 และ 14 มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติที่คาความเช่ือมั่น p < 0.05 และ p < 0.01) ยกเวน

ในเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยไลนที่ 2 ของกลุมควบคุม

ที่เพาะเล้ียงบนจานเลี้ยงเซลล และไลนที่ 3 ของกลุมที่

เลี้ยงบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลที่มีการเพิ่ม

จํานวนเซลลคอยๆ ลดลงในชวงวันที่ 14 แตไมมีความ

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ

ในวันที่ 7 กับวันที่ 14 (รูปที่ 5)

รูปที่ 4 ภาพแสดงรูปรางเซลลจากกลองจุลทรรศนหัวกลับ ที่กําลังขยาย 40 เทา ของ

(A) เซลลกระดูกเบาฟนมนุษยที่เลี้ยงบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล และ

(B) เซลลกระดูกเบาฟนมนุษยที่เลี้ยงบนจานเพาะเล้ียงเซลล (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 กราฟแสดงคา normalized fold fluorescence intensity โดยใชคาของวันที่ 1 เปนบรรทัดฐาน

ของการประเมินความมีชีวิตของเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยทั้ง 3 ไลน ในวันที่ 1, 3, 7 และ 14 โดยใชสถิติ 

one-way ANOVA และ paired t test ที่คาความเช่ือมั่นที่ *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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 เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยการเพิ่มจํานวนของ

เซลลในแตละวันระหวาง 2 กลุมการทดลอง พบวามี

คาเฉลี่ยไมแตกตางกัน เชน ในกลุมที่เพาะเล้ียงบนจาน

เพาะเลี้ยงเซลลมีคาเฉล่ียในวันที่ 14 เทียบกับวันที่ 1 

เทากับ 1.44 ± 0.83 เทา, 2.53 ± 1.58 เทา และ 2.16

± 0.50 เทา ในเซลลไลนที่ 1, 2 และ 3 ตามลําดับ ซึ่ง

ไมแตกตางจากกลุมที่เพาะเลี้ยงบนจานเพาะเลี้ยงเซลล

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซ่ึงมีคาเฉล่ีย 1.64 ± 0.11 เทา,

1.45 ± 0.89 เทา และ 1.80 ± 0.09 เทา ในเซลลไลนที่ 

1, 2 และ 3 ตามลําดับ ยกเวนในเซลลกระดูกเบาฟน

มนุษยไลนที่ 3 (AB3) วันที่ 7 ของการศึกษา มีคาเฉล่ีย

ของการเพิ่มจํานวนในวันที่ 7 เทียบกับวันที่ 1 เทากับ 

3.13 ± 0.25 เทา พบวามีความแตกตางจากกลุมที่

เพาะเลี้ยงบนจานเพาะเล้ียงเซลลอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p = 0.0108) (คาเฉล่ียของการเพ่ิมจํานวนในวันท่ี 

7 เทียบกับวันที่ 1 เทากับ 1.64 ± 0.10) (รูปที่ 5)

 ในสวนของการประเมินอัตราการเจริญเติบโต

ของเซลล นําขอมูลคาความเขมแสงฟลูออเรสเซนท

ที่ปรับคา (normalized) โดยใชขอมูลในวันที่ 1 เปน

บรรทัดฐาน (baseline) ของตัวอยางแตละหลุมมาสราง

กราฟ แลวหาสมการของเสนแสดงแนวโนม (trend line)

ของขอมูล จากน้ันหาคาความชัน แลวนํามาประเมินใน

รูปของคาเฉล่ีย (n = 3) และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน พบวา

เซลลกระดูกเบาฟนมนุษยทั้ง 3 ไลนมีอัตราการเจริญ

ของเซลลที่ เพาะเล้ียงบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก

ไฮโดรเจลไมแตกตางจากกลุมที่เพาะเลี้ยงบนจานเพาะ

เลี้ยงเซลลอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่คาความเชื่อม่ัน 

p < 0.05 (รูปที่ 6)

รูปที่ 6 แสดงอัตราคาเฉลี่ยของการเจริญเติบโตของเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยทั้ง 3 ไลน 

บนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล และจานเพาะเล้ียงเซลล (TCP) โดยขอมูลที่ใช

ไดจากการหาคาความชันของกราฟในรูปแบบของคาเฉล่ีย และคาความเบ่ียงเบนมาตรฐาน

และใชสถิติ paired t test ที่คาความเช่ือมั่น 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)

 ระบบขนสงสารดวยไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิก

เปนระบบที่ไดรับความนิยมและถูกนํามาศึกษาพัฒนา

ในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อมากขึ้น (5,6,8) เพื่อการ

พัฒนาระบบนําสงสารเพื่อใช ในการเสริมสรางกระดูก

ในงานดานทันตกรรม งานวิจัยครั้งนี้จึงไดนําไฮโดรเจล

จากกรดไฮยาลูโรนิกที่ไดรับการปรับปรุงจากการศึกษา

ของ Maturavongsadit และคณะ (9,10) มาทดสอบ

ความเขากันไดทางชีวภาพกับเซลลกระดูกที่ไดรับการ

เก็บเกี่ยวจากกระดูกเบาฟนมนุษย

 การเก็บเกี่ยวและเพาะเล้ียงเซลลจากกระดูก

เบาฟนมนุษยโดยเก็บจากผูปวยท้ังหมด 3 ราย เพศหญิง

อายุเฉลี่ย 21 ป เซลลที่เก็บเกี่ยวมาสามารถนํามาเพาะ

เลี้ยงและเจริญเติบโตได แตลักษณะการเจริญเติบโต

คอนขางแตกตางกันเม่ือติดตามดูภายใตกลองจุลทรรศน

หัวกลับ (inverted microscope) โดยเฉพาะในดาน

อัตราเร็วของการแบงตัว ซึ่งอาจเกิดขึ้นจากความหลาก

หลายของเซลลปฐมภูมิ ทั้งนี้เซลลทั้ง 3 ไลนที่นํามาใช

ในงานวิจัยครั้งนี้ไดผานการตรวจสอบคุณลักษณะของ

การเปนเซลลกระดูกแลว โดยใหผลตอบสนองตอการ

ทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลนฟอสฟาเตส การทดสอบ

ความสามารถในการสะสมแรธาตุในแมทริกซระหวาง

เซลลโดยใช Alizarin red และการทดสอบยีนที่เปนตัว

ชี้วัดความเปนเซลลกระดูก ไดแก ยีน COL-I, Runx2 

และ OCN (รูปที่ 1) ซึ่งยีนทั้ง 3 นี้มีบทบาทที่สําคัญ

และการแสดงออกในแตละชวงของการเจริญของเซลล

สรางกระดูกท่ีแตกตางกันออกไป โดยยีน Runx2 เปน

จุดเริ่มตนในการกระตุนเซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคม

ใหมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลตนกําเนิดเซลลสราง

กระดูก ควบคุมและกระตุนใหเซลลสรางกระดูกมีการ

เจริญเติบโตอยางสมบูรณ พบมากในขณะท่ีเซลลออก

จากระยะ preosteoblasts และขณะท่ีเซลลอยูในระยะ

การเจริญสูงสุด (late maturation) ยีน COL-I เปนยีนท่ี

ควบคุมการสรางโปรตีนคอลลาเจน ซ่ึงคอลลาเจนชนิดท่ี 

1 เปนโปรตีนที่พบไดมากท่ีสุดในเซลลสรางกระดูกและ

มีหนาที่ชวยเปนโครงรางและเสริมความแข็งแรงใหแก

แมทริกซของกระดูก และยีน OCN ที่พบได ในชวงของ

การสะสมแรธาตุในแมทริกซนอกเซลล มีความสําคัญ

ตอการจับตัวและการสะสมของไฮดรอกซีอะพาไทต 

(hydroxyapatite) ในแมทริกซนอกเซลล เปนตน (14-17) 

 ในการศึกษานี้ ใชพอลิเมอรของเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกแอซิด (MeHA) ที่มีรอยละการเกิดปฏิกิริยา 

(degree of modification) เทากับ 42.03 โดยใช

ปริมาณรอยละ 3 ของอัตราสวนโดยมวลตอปริมาตร

ของไฮโดรเจลท้ังหมด พบวาสามารถกอตัวเปนเจลโดยใช

DTT ที่อัตราสวน thiol:ene เทากับ 1:2 ไดงาย และ

มีระยะเวลาการกอตัวเปนเจลที่เหมาะสมกับการใชงาน

(15-30 นาที) ซ่ึงเร็วกวาในการศึกษาของ Maturavongsadit

และคณะ ขณะใชงานเมื่อเตรียมโดยละลายในอาหาร

เพาะเลี้ยงเซลลและบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ในตูเพาะเล้ียงเซลล พบวามีระยะเวลาการกอตัวเปนเจล

สมบูรณที่ 45 - 60 นาที ซึ่งใชเวลานานขึ้นจากการ

ทดสอบโดยละลายในสารละลาย PBS ความแตกตางนี้

อาจเปนผลจากสัดสวนโมเลกุลของ thiol:ene ท่ีเลือกใช

ไมเทากัน หรือเกิดจากคาความเปนกรด-ดางท่ีเปล่ียนไป

จากผลของการใชอาหารเพาะเล้ียงเซลลเปนสวนประกอบ

ซึ่งหากโดยรวมแลวมีคาความเปนกรด-ดางที่ต่ําลง 

จะสงผลตอระยะเวลาการกอตัวเปนเจลที่นานมากขึ้น 

(9,18)

 การทดสอบความเขากันไดทางชีวภาพของ

เมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล และเซลลกระดูก

เบาฟนมนุษย ประเมินโดยดูจากความสามารถในการ

ยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลลเมื่อเพาะเลี้ยงบน

ไฮโดรเจลในวันที่ 1, 3, 7 และ 14 เปรียบเทียบกับกลุม

ที่เพาะเล้ียงในลักษณะ 2 มิติ บนจานเพาะเล้ียงเซลล 

(polystyrene tissue culture plate) โดยดูจากเมแทบอลิซึม

(metabolism) ของเซลลตอสาร resazurin (PrestoblueTM)

ซึ่งวัดเปนคาความเขมแสงฟลูออเรสเซนทที่ 560/590 

นาโนเมตร พบวาที่ 24 ชั่วโมง อัตราการยึดเกาะของ

เซลล ในกลุมที่เพาะเล้ียงบนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิก

ไฮโดรเจลนอยกวาในกลุมที่เล้ียงบนจานเพาะเล้ียง

เซลลอยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 3) โดยหลังจากทําการ

หวานเซลลลงบนไฮโดรเจลท่ีกอตัวเปนเจลและอิ่มตัว

แลว พบวามีลักษณะการกระจายตัวปกติ คือกระจาย
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บนผิวของสารโดยทั่วบริเวณ แตเมื่อติดตามดูที่เวลา 

24 ชั่วโมงพบลักษณะของเซลลเปนกลุม กระจุกบริเวณ

กึ่งกลางของวัสดุ (รูปที่ 4A) อาจเกิดจากเซลลสามารถ

ยึดเกาะบนพ้ืนผิวของเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล

ไดอยางชา ๆ เมื่อเวลาผานไปไฮโดรเจลสามารถดูดน้ํา

และเกิดการบวมน้ําขึ้น ทําใหลักษณะของไฮโดรเจล

หลังจากกอตัวเปนเจลในจานเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 

96 หลุมนั้น มีลักษณะเปนแองเวา ซึ่งมีจุดลึกสุดอยู

บริเวณกลางจานเพาะเล้ียง เซลลกระดูกเบาฟนมนุษย

ที่เพาะเลี้ยงจึงกระจุกตัวอยูบริเวณกึ่งกลางสาร โดย

ระบบขนสงสารชนิดไฮโดรเจลนั้นถูกพัฒนาขึ้นเพื่อให

สามารถขนสงสารและเพาะเล้ียงเซลลได ในลักษณะ 

3 มิติ พบมีความเหมาะสมตอเซลลหลายชนิดเมื่อนําสง

เซลลโดยการผสมเซลลเขากับไฮโดรเจล (encapsulated)

เชน เซลลตนกําเนิดชนิดมีเซนไคม เซลลสรางกระดูก 

เปนตน (9,10,19) อุปสรรคที่พบในงานวิจัยอยางหนึ่ง

คือเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล เปนสารลักษณะ

เจลกึ่งแข็งที่มีความสามารถอุมน้ําไดดี มีขนาดรูพรุน

ที่เหมาะสมตอการแลกเปลี่ยนสาร ดังนั้นจะยังมีสาร

คงคางอยูภายใน ไมสามารถดูดเก็บสาร PrestoblueTM

ที่ผานการสันดาปจากเซลลแลวนํามาวัดคาความเขม

แสงฟลูออเรสเซนทไดหมด เมื่อเทียบกับกลุมที่เพาะ

เล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลล ทําใหผลท่ีไดอาจไมสามารถ

บอกถึงการยึดเกาะของเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยบน

ไฮโดรเจลไดอยางแทจริง อีกประเด็นวิเคราะหคือพ้ืนเจล

นั้นมลีักษณะออนนุม และไมเรียบเทากับพื้นผิวของจาน

เพาะเลี้ยงเซลล (TCP) จึงไมสามารถนํามาเปรียบเทียบ

โดยตรงไดกับการยึดเกาะบนจานเล้ียงเซลลแบบ 2 มิติ

ระยะเวลาของการยึดเกาะของเซลลกระดูกน้ันขึ้นกับ

หลายปจจัย เชน ลักษณะพ้ืนผิว ความขรุขระ และ

สารเคมีที่ใชปรับปรุงพื้นผิวเพื่อเอื้อตอการยึดเกาะของ

เซลล ซึ่งอาจนําไปใช ในการพัฒนาสูตรของระบบนําสง

สารชนิดเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลตอไปโดย

การเติมสารที่ชวยใหโปรตีนตัวรับ (receptor) บนเซลล

สามารถจับกับพื้นผิวของสารไดดีขึ้น เชน กรดอะมิโน 

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

arginine (KRSR) เปนตน (19-21) 

 เมื่อติดตามผลตอเน่ืองตั้งแตวันที่ 1, 3, 7 จนถึง

วันที่ 14 พบวาเซลลกระดูกเบาฟนมนุษยทั้ง 3 ไลน

สามารถมีชีวิตอยูและมีการเพ่ิมจํานวนบนเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลได (รูปที่ 5) โดยมีลักษณะรูปราง

ของเซลลเปนทรงกลม (รูปที่ 4A) ไมแผขยายเปนรูป

เรียวยาวคลายเซลลไฟโบรบลาส (รูปที่ 4B) เหมือนใน

กลุมที่เพาะเล้ียงบนจานเพาะเล้ียงเซลล อัตราการเจริญ

เติบโตของเซลลทั้ง 2 กลุมนั้นไมแตกตางกันอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 6) ซึ่งแสดงวาเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลรูปแบบฉีดนี้ ไมมีความเปนพิษ

ตอเซลลในแงการของเจริญเติบโต โดยเซลลสามารถ

เจริญเติบโตไดดีเทียบเทากับการเพาะเลี้ยงบนจาน

เพาะเลี้ยงเซลล (TCP) จากการศึกษาโดยวัดอัตรา

เมแทบอลิซึมของเซลล (metabolic rate) ท่ีเพ่ิมขึ้นใน

ชวงเวลาตาง ๆ กัน แมวาอัตราการเจริญเติบโตของ

เซลลแตละไลนนั้นไมเทากัน เชน ในเซลลในไลนที่ 1 มี

อัตราการเจริญชากวาเม่ือเทียบกับไลนที่ 2 หรือ 3 และ

เซลลในไลนที่ 3 มีอัตราการเจริญไดดีขึ้นเมื่อเพาะเล้ียง

บนเมทาคริเลตไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจล (รูปที่ 6)  ซึ่งอาจ

เกิดจากผลของการใชเซลลปฐมภูมิซึ่งจะมีความหลาก

หลายของการแสดงออกของเซลลจากผูบริจาคท่ีแตกตาง

กันไป ระบบขนสงสารชนิดไฮโดรเจลที่นํามาใช ในงาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกนั้นมีการพัฒนาในหลายสูตร 

Castillo Diaz LA และคณะ (22) ศึกษาการปรับปรุง

ไฮโดรเจลโดยใชสายโปรตีนชนิด FEFEFKFK ในหลาย

ความเขมขนเปนสารต้ังตนในการสังเคราะหและพัฒนา

คุณสมบัติเพื่อใหเหมาะสมตอเซลลกระดูกมนุษย ใน

การทดสอบความชีวิตของเซลลโดยการทํา live/ dead 

assay พบวาลักษณะเจลท่ีออนนุมเกินไปจะมีอัตราการ

รอดของเซลลนอย ลักษณะของเซลลที่เพาะเลี้ยงเมื่อ

เวลาผานไป 14 วันพบวาเซลลยังคงมีลักษณะรูปรางกลม 

หรือลูกบาศก ไมมีลักษณะเรียวยาวคลายเซลลไฟโบรบลาส

เหมือนการเพาะเลี้ยง 2 มิติ บนจานเพาะเลี้ยงเซลล 

ซึ่งคลายกับลักษณะเซลลกระดูกที่อยูในกระดูกตาม

ธรรมชาติ ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาวิจัยในครั้งนี้
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บทสรุป (Conclusion)

 ไฮโดรเจลจากกรดไฮยาลูโรนิกรูปแบบฉีดที่

ดัดแปลงแลวนี้เปนระบบนําสงสารรูปแบบ 3 มิติ ที่มี

ความเหมาะสม สามารถเปนโครงขายท่ีรองรับการเพาะ

เลี้ยงเซลลได ใกลเคียงกับสภาวะธรรมชาติ และมีความ

เขากันไดทางชีวภาพตอเซลลกระดูกเบาฟนมนุษย 

โดยเมื่อเซลลมีการยึดเกาะบนพ้ืนผิวของเมทาคริเลต

ไฮยาลูโรนิกไฮโดรเจลแลวยังสามารถมีการเจริญเติบโต 

และเพิ่มจํานวนตอไปได ในการศึกษาครั้งตอไปอาจ

เพิ่มเติมการทดสอบคุณสมบัติดานการทํางานของเซลล 

เชน ความสามารถในการสรางเนื้อเยื่อกระดูก ปฏิกิริยา

อัลคาไลนฟอสฟาเตส หรือการเปลี่ยนแปลงไปของยีน 

เปนตน และทดลองรวมกับการนําสงโกรทแฟคเตอร 

เพื่อพัฒนาเปนระบบนําสงสารที่เหมาะสมในการใชงาน

ดานวิศวกรรมกระดูกในทางทันตกรรมไดตอไป 
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