
บทที่ 4 
ผลการวจิัย 

 
ส่วนที่ 1  การคัดเลือกต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิลเพ่ือน าส่งวัคซีนทางจมูก 
 
1. คุณสมบัตทิางกายภาพของไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิล 
 

การเตรียมต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลด้วยวิธี ionotropic gelation เพ่ือให้ได้อนุภาคท่ีมี
ประจท่ีุผิวเป็นบวก และมีขนาดน้อยกว่า 5 µm โดยปรับเปล่ียนความเข้มข้นของไคโตแซน และสดัส่วน
โดยมวลระหว่างไคโตแซนกบั TPP ได้ต ารับจ านวน 9 ต ารับ (ตารางท่ี 2) และกกัเก็บโอวลับมูินซึ่งเป็น
แอนตเิจนในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิ ด้วยเทคนิค incorporation นัน้ 

ผลการทดสอบคณุสมบตัทิางกายภาพ ดงัตารางท่ี 3 พบวา่ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลต ารับท่ี 1-
6 ซึ่งเตรียมจากสารละลายไคโตแซนความเข้มข้น 1 mg/mL และ 2 mg/mL จะเกิดการรวมตวัของ
อนุภาค ท าให้เกิดอนภุาคขนาดใหญ่ ขนาดไม่สม ่าเสมอ และไม่สามารถกระจายตวัอยู่ในน า้กระสาย
ยา (vehicle) ได้ เรียกอนัตรกิริยาดงักล่าวว่า aggregation ซึ่งการเกิด aggregation พบอย่างรวดเร็ว
หลงัเตรียมต ารับ ยกเว้นต ารับท่ี 6 ซึ่งเตรียมจากสารละลายไคโตแซนความเข้มข้น 2 mg/mL โดยใช้
สดัส่วนไคโตแซนตอ่ TPP เท่ากบั 5:1 ท าให้ได้อนภุาคขนาด 482.00 ± 15.72 nm อย่างไรก็ตามหลงั
การเก็บอนภุาคท่ี 4 ◦C ในเวลาไมเ่กิน 6 ชัว่โมงหลงัเตรียมต ารับ จะพบการ aggregation  

ส่วนไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลต ารับท่ี 7-9 ซึ่งเตรียมจากสารละลายไคโตแซน ความเข้มข้น 3 
mg/mL เม่ือเพิ่มสดัส่วนโดยมวลของไคโตแซนต่อ TPP มีผลท าให้อนุภาคมีขนาดใหญ่ขึน้ คือ ขนาด
ของอนภุาคของสดัสว่นโดยมวลของไคโตแซนตอ่ TPP เท่ากบั 3:1, 4:1 และ 5:1 มีคา่เท่ากบั 205.33 ± 
21.46 nm, 493.33 ± 41.58 nm และ 1,166.67 ± 156.85 nm ตามล าดบั และเม่ือเตรียมในรูปผงแห้ง 
จะท าให้อนภุาคมีขนาดเพิ่มขึน้เป็น 249.67 ± 29.6 nm, 559.33 ± 17.21 nm และ 1,240.00 ± 62.45 
nm ตามล าดบั และมีคา่การกระจายขนาดของอนภุาค (polydispersity index) เท่ากบั 0.248 ± 29.6, 
0.389 ± 0.139 และ 0.361 ± 0.089 ตามล าดบั 

เม่ือวดัประจท่ีุผิวอนภุาค พบว่า ต ารับท่ี 7-9 มีประจท่ีุผิวอนภุาคเป็นบวก กล่าวคือ มีคา่ประจุ
ท่ีผิวอนภุาคระหว่าง 21 – 37 mV และคา่การกระจายขนาดของอนภุาคอยู่ระหว่าง 0.24 – 0.39 และ
ภายหลงัการเตรียมในรูปผงแห้ง พบว่า คา่ประจท่ีุผิว และคา่การกระจายขนาดของอนภุาคเพิ่มขึน้อยู่
ระหวา่ง 27 – 39 mV และคา่การกระจายขนาดของอนภุาคอยูร่ะหวา่ง 0.41 – 0.49 
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ตารางท่ี 3  คณุสมบตัทิางกายภาพของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิท่ีกกัเก็บแอนตเิจน (n = 3 ) 

 

เม่ือ  CS Conc.   หมายถึง  ความเข้มข้นของสารละลายไคโตแซน                              
       CS : TPP   หมายถึง  สดัสว่นโดยมวลของไคโตแซนและ TPP  
       N/A           หมายถึง  ไมถ่กูน ามาใช้ในการวิเคราะห์ผล (not applicable) 
       Aggregate  หมายถึง  การรวมกลุม่ของอนภุาค ท าให้อนภุาคไมส่ามารถกระจายในน า้กระสายยาได้

ต ารับที่ CS 
Conc.  

(mg/mL) 

CS:TPP 
 

ขนาดอนุภาค (nm) ค่าการกระจายขนาด ค่าประจุที่ผิวอนุภาค (mV) 

 ก่อน lyophilization หลัง 
lyophilization 

ก่อน 
lyophilization 

หลัง 
lyophilization 

ก่อน 
lyophilization 

หลัง 
lyophilization 

1 1 3:1 Aggregate N/A N/A N/A N/A N/A 
2 1 4:1 Aggregate N/A N/A N/A N/A N/A 
3 1 5:1 Aggregate N/A N/A N/A N/A N/A 
4 2 3:1 Aggregate N/A N/A N/A N/A N/A 
5 2 4:1 Aggregate N/A N/A N/A N/A N/A 
6 2 5:1 482 ± 15.72 Aggregate 0.472 ± 0.034 N/A 10.31 ± 1.48 N/A 
7 3 3:1 205.33 ± 21.46 248.67 ± 29.6 0.244 ± 0.021 0.413 ± 0.048 21.33 ± 0.78 27.87 ± 0.67 
8 3 4:1 493.33 ± 41.58 559.33 ± 17.21 0.389 ± 0.130 0.470 ± 0.038 37.70 ± 0.85 38.67 ± 1.55 
9 3 5:1 1,166.67 ± 158.85 1,240.00 ± 62.45 0.361 ± 0.089 0.488 ± 0.80 34.50 ± 5.07 36.44 ± 1.72 
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2. การกักเก็บ และการบรรจุแอนตเิจนของไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิล 
 

ผลการกกัเก็บและการบรรจแุอนติเจนของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล แสดงในตารางท่ี 4 พบว่า 
เม่ือเพิ่มสดัส่วนการเกิดอนัตรกิริยาของไคโตแซนตอ่ TPP ท าให้ร้อยละของการกกัเก็บและร้อยละของ
การบรรจแุอนตเิจนมีคา่ลดลง คือ สดัส่วนโดยมวลของไคโตแซนตอ่ TPP ของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล 
ต ารับท่ี 7, 8 และ 9 มีคา่ร้อยละของการกกัเก็บลดลง เท่ากบั 76.49 ± 4.72, 68.52 ± 6.01 และ 66.77 
± 7.95 ตามล าดบั ส่วนร้อยละของการบรรจแุอนติเจน มีคา่เท่ากบั 31.62 ± 1.52, 27.61 ± 1.68 และ 
27.03 ± 1.27 ตามล าดบั 
 
ตารางท่ี 4  การกกัเก็บ และการบรรจแุอนตเิจนของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิ (n = 3) 

เม่ือ  CS:TPP คือ สดัส่วนโดยมวลของไคโตแซน ตอ่ TPP 
 
3.  การปลดปล่อยแอนตเิจนที่กักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิล 
 

 ผลการปลดปล่อยแอนติเจนท่ีกักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลของต ารับท่ี 7 - 9 ใน 
phosphate buffer (PBS) ท่ี pH ตา่งๆ กนั คือ pH 7.4, 6.8 และ 4.5 แสดงในรูปท่ี 12 – 14  
 
 

 
   

           รูปที่ 12 การปลดปลอ่ยแอนตเิจนท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิ ต ารับท่ี 7  
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ต ารับท่ี CS:TPP 
 

ร้อยละของการกกัเก็บ
แอนตเิจน 

ร้อยละของการบรรจุ
แอนตเิจน 

7 3:1 76.49 ± 4.72 31.62 ± 1.52 
8 4:1 68.52 ± 6.01 27.61 ± 1.68 
9 5:1 66.77 ± 7.95 27.03 ± 1.27 
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              (CS:TPP เทา่กบั 3:1) ใน phosphate buffer ท่ี pH ตา่งๆกนั (n =3) อณุหภมูิ 37°C, 50 rpm 
 จากรูปท่ี 12 พบว่า การปลดปล่อยแอนติเจนท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล ต ารับท่ี 7 
(CS:TPP เท่ากบั 3:1) ซึ่งอนภุาคมีขนาดเล็ก ใน PBS ท่ี pH 4.5 ในวนัท่ี 2 และวนัสดุท้ายของการ
ทดลองมีคา่เท่ากบั ร้อยละ 86.62 ± 1.52 และ 92.34 ± 1.42 ตามล าดบั ส่วนใน PBS ท่ี pH 6.8 และ 
7.4 มีการปลดปล่อยแอนติเจนในวันท่ี 2 ร้อยละ 48.63 ± 1.87 และ 43.49 ± 3.32 และ                       
มีการปลดปล่อยแอนติเจนในวนัสดุท้ายของการทดลอง เท่ากบั ร้อยละ 62.64 ± 4.20 และ 55.41 ± 
9.17 ตามล าดบั 
 

 
 
           รูปที่ 13  การปลดปลอ่ยแอนตเิจนท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิ ต ารับท่ี 8  
              (CS:TPP เทา่กบั 4:1) ใน phosphate buffer ท่ี pH ตา่งๆกนั (n =3) อณุหภมูิ 37°C, 50 rpm 
 
 

 จากรูปท่ี 13 พบว่าการปลดปล่อยแอนติเจนท่ีกักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลต ารับท่ี 8 
(CS:TPP เท่ากบั 4:1) ซึ่งอนภุาคมีขนาดกลาง ใน PBS ท่ี pH 4.5 ในวนัท่ี 2 และวนัสดุท้ายของการ
ทดลองมีคา่เท่ากบั ร้อยละ 85.20 ± 1.44 และ 92.13 ± 4.37 ตามล าดบั ส่วนใน PBS ท่ี pH 6.8 และ 
7.4 มีการปลดปล่อยแอนติเจนในวนัท่ี 2 ร้อยละ 64.15 ± 1.94 และ 53.77 ± 2.52 และมีการ
ปลดปล่อยแอนติเจนในวนัสดุท้ายของการทดลอง เท่ากบั ร้อยละ 70.86 ± 3.38 และ 61.76 ± 2.16 
ตามล าดบั 
 
 
 

0

20

40

60

80

100

0 2 4 6 8

%
 C

u
m

u
la

ti
ve

 R
e

le
as

e
 

Time (days) 

pH 4.5

pH 6.8

pH 7.4



44 
 

      
 

        รูปที่ 14  การปลดปล่อยแอนตเิจนท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิ ต ารับท่ี 9  
          (CS:TPP เทา่กบั 5:1) ใน phosphate buffer ท่ี pH ตา่งๆกนั (n =3) อณุหภมูิ 37°C, 50 rpm 
 
 จากรูปท่ี 14 พบว่าการปลดปล่อยแอนติเจนท่ีกักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลต ารับท่ี 9 
(CS:TPP เท่ากบั 5:1) ซึ่งอนภุาคมีขนาดใหญ่ ใน PBS ท่ี pH 4.5 ในวนัท่ี 2 และวนัสดุท้าย    ของการ
ทดลองมีคา่เท่ากบั ร้อยละ 83.02 ± 1.36 และ 90.50 ± 2.41 ตามล าดบั ส่วนใน PBS ท่ี pH 6.8 และ
7.4 มีการปลดปล่อยแอนติเจนในวันท่ี 2 ร้อยละ 56.22 ± 2.08 และ 44.39 ± 10.28 และ                     
มีการปลดปล่อยแอนติเจนในวนัสดุท้ายของการทดลอง เท่ากบั ร้อยละ 69.89 ± 1.93 และ 57.94 ± 
5.58 ตามล าดบั 
 เม่ือเปรียบเทียบการปลดปล่อยแอนติเจนท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทัง้ 3 ต ารับ 
พบว่า การปลดปล่อยแอนติเจนมีลกัษณะคล้ายคลึงกัน คือ มีอตัราการปลดปล่อยอย่างรวดเร็วในวนั
แรกของการทดลอง และเร่ิมคงท่ีในวนัท่ี 2 จนถึงวนัสดุท้ายของการทดลอง อย่างไรก็ดีแอนติเจนถูก
ปลดปลอ่ยจากไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิใน PBS ท่ี pH 4.5 ได้ดีกวา่ pH 6.8 และ 7.4 ตามล าดบั 
 
4. ความคงตัวทางกายภาพของระบบน าส่ง และความคงตัวของแอนตเิจนท่ีกักเก็บใน 
   ไคโตแซนนาโนพาร์ทเิคิล 
 

 ผลการประเมินความคงตวัทางกายภาพของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล ต ารับท่ี 7 (CS:TPP 
เท่ากบั 3:1), ต ารับท่ี 8 (CS:TPP เท่ากบั 4:1) และ ต ารับท่ี 9 (CS:TPP เท่ากบั 5:1) ท่ีเก็บในรูปผงแห้ง
ท่ีอณุหภูมิ 4◦C นาน 3 เดือน พบว่า ผงแห้งของทกุต ารับสามารถกระจายตวัในน า้ปราศจากไอออนได้
สมบรูณ์ และไมพ่บการเกิด  aggregation   ผลความคงตวัทางกายภาพของระบบน าส่งท่ีประเมินจาก
การเปล่ียนแปลงขนาดของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลเทียบกับขนาดของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลหลงั
เตรียมในรูปแบบผงแห้งใหม่ๆ (เดือนท่ี 0 ของการทดลอง) แสดงในรูปท่ี 15 พบว่า ทกุต ารับจะมีขนาด
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อนภุาคใหญ่ขึน้เล็กน้อย เม่ือเวลาผ่านไป โดยเม่ือเวลาผ่านไป 3 เดือน อนภุาคต ารับท่ี 7 (3:1) มีขนาด
อนภุาคเพิ่มขึน้จาก 248.67 ± 29.6 nm เป็น 255.00 ± 2.64 nm  อนภุาคต ารับท่ี 8 (4:1) มีขนาด
อนภุาคเพิ่มขึน้จาก 559.33 ± 17.21 nm เป็น 585.00 ± 46.130 nm  และอนภุาคต ารับท่ี 9 (5:1) มี
ขนาดอนภุาคเพิ่มขึน้จาก 1,240.00 ± 62.45 nm เป็น 1,536.67 ± 170.10 nm ตามล าดบั   

ส่วนประจท่ีุผิวอนภุาคของทกุต ารับ เม่ือเวลาผ่านไป ยงัคงมีค่าเป็นบวก ( รูปท่ี 15)  โดยเม่ือ
เวลาผา่นไป 3 เดือน การเปล่ียนแปลงประจท่ีุผิวอนภุาคของทกุต ารับมีคา่ลดลงเล็กน้อย  คา่ประจท่ีุผิว
อนภุาคของต ารับท่ี 7 (3:1) มีคา่ลดลงจาก 27.87 ± 0.67 mV เป็น 24.63 ± 0.21 mV   คา่ประจท่ีุผิว
อนภุาคของต ารับท่ี 8 (4:1) มีคา่ลดลงน้อยมาก จาก 38.67 ± 1.55 mV เป็น 38.66 ± 6.22 mV และคา่
ประจท่ีุผิวอนุภาคของต ารับท่ี 9 (5:1) มีคา่ลดลงน้อย จาก 36.44 ± 1.72 เป็น 35.77 ± 2.74 mV 
ตามล าดบั   จะเห็นได้ว่าค่าการกระจายขนาดของอนุภาคทัง้สามต ารับมีค่าน้อยกว่า 0.5 แสดงว่า     
ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลในรูปผงแห้ง มีความคงตวัทางกายภาพท่ีอุณหภูมิ 4◦C เม่ือเวลาผ่านไป 3 
เดือน  

 
 

 
 
  รูปที่ 15  ความคงตวัทางกายภาพของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิท่ีกกัเก็บแอนตเิจนในรูปผงแห้ง  
                 ของต ารับท่ี 7 (CS:TPP เทา่กบั 3:1), ต ารับท่ี 8 (CS:TPP เทา่กบั 4:1) และ ต ารับท่ี 9 
                 (CS:TPP เทา่กบั 5:1) เม่ือเก็บท่ีอณุหภมูิ 4◦C เป็นเวลา 3 เดือน 
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 เม่ือทดสอบความคงตวัของโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล และเก็บไว้ในรูปผง
แห้ง ท่ีอณุหภูมิ 4◦C นาน 3 เดือน ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่า แอนติเจนทัง้ 3 ต ารับให้แถบโปรตีน
เพียงแถบเดียว และมีขนาดเท่ากบัโอวลับมูินท่ีละลายใน PBS pH 7.4 โดยมีขนาดประมาณ 44 kDa 
(รูปท่ี 16) แสดงให้เห็นว่าโอวลับูมินท่ีกักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล และเก็บไว้ในรูปผงแห้งท่ี
อณุหภมูิ 4◦C ไมเ่กิดการเสียสภาพของโอวลับมูิน เม่ือเวลาผา่นไป 3 เดือน 
 

                                  
 
            รูปที่ 16  SDS-PAGE ของโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิท่ีเก็บในรูปผงแห้ง       
                        ท่ีอณุหภมูิ 4◦C นาน 3 เดือน  
                   
                เม่ือ    A   คือ protein ladder    
                         B   คือ positive control    
                         C   คือ โอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิต ารับท่ี 7 (CS:TPP   3:1)  
                         D   คือ โอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิต ารับท่ี 8 (CS:TPP   4:1)  
                         E   คือ โอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิต ารับท่ี 9 (CS:TPP   5:1)  
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         F   คือ blank  
 
 
 

5.  การคัดเลือกต ารับไคโตแซนาโนพาร์ทเิคิล เพ่ือน าส่งวัคซีนทางจมูก 
 

 จากผลการวิจยัข้างต้น จึงคดัเลือกต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล  จ านวน 3 ต ารับ เป็น
ต ารับท่ีเตรียมจากสารละลายไคโตแซน จากความเข้มข้น 3 mg/mL และมีสดัส่วนการเกิดอนัตรกิริยา
ของไคโตแซนตอ่ TPP เท่ากบั 3:1 (ต ารับท่ี 7), 4:1 (ต ารับท่ี 8) และ 5:1 (ต ารับท่ี 9) ท าให้ได้อนภุาค
หลงัเตรียมในรูปผงแห้ง ท่ีมีขนาดอนภุาคอยู่ในช่วงอนภุาค 3 ขนาด คือ อนภุาคขนาดเล็ก (249.67 ± 
29.6 nm) อนภุาคขนาดกลาง (559.33 ± 17.21 nm) และอนภุาคขนาดใหญ่ (1,240.00 ± 62.45 nm) 
ตามล าดบั ซึ่งไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทัง้ 3 ต ารับ มีปริมาณการกกัเก็บและการบรรจุแอนติเจนสูง 
สามารถปลดปลอ่ยแอนตเิจนได้ดีท่ี pH 4.5 ซึง่เป็น pH ภายใน lysosome ของเซลล์ทางภูมิคุ้มกนั โดย
มีการปลดปลอ่ยแอนตเิจนเพียงเล็กน้อยท่ี pH 6.8 และ 7.4 ซึ่งเป็น pH ภายในเย่ือบโุพรงจมกูและสาร
น า้ภายในร่างกาย (body fluids)  ท าให้แอนติเจนถูกน าส่งสู่เซลล์ทางภูมิคุ้มกันได้ในปริมาณมาก     
ไมส่ญูเสียไปในระหวา่งการน าสง่  นอกจากนีไ้คโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิทัง้ 3 ต ารับ  ยงัเป็นระบบน าส่งท่ี
มีความคงตวัทางกายภาพ รวมทัง้แอนติเจน (โอวลับมูิน) ท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลมีความ
คงตวั  ดงันัน้จึงใช้ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทัง้ 3 ต ารับนี ้ในการทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกันใน
สตัว์ทดลองตอ่ไป 
 
ส่วนที่ 2  การประเมินฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกันหลังให้วัคซีนทางจมูกในสัตว์ทดลอง 
 
1.  การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันแบบ humoral immune response  
 

 ผลการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัแบบ humoral immune response ของหนทูดลอง เม่ือให้
โอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดตา่งๆ ทางจมกู โดยประเมินจากระดบั IgG ในซีรัม 
และ sIgA ในสารคดัหลัง่บริเวณเย่ือบตุา่งๆ ได้ ผลแสดงดงัรูปท่ี 17 – 19 
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       รูปที่ 17  ระดบั OVA specific IgG ในซีรัมของหนทูดลอง (n = 6) เม่ือให้วคัซีนทางจมกู  
                       ครัง้ท่ี 1 (สปัดาห์ท่ี 3) ครัง้ท่ี 2 (สปัดาห์ท่ี 6) และครัง้ท่ี 3 (สปัดาห์ท่ี 9)  
 

           เม่ือ     กลุม่ I    คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินในรูปสารละลาย  
                     กลุม่ II   คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดใหญ่ 
                     กลุม่ III  คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดกลาง 
                     กลุม่ IV  คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดเล็ก 
                     กลุม่ V   คือ หนท่ีูไมไ่ด้รับสารใดๆ ทางจมกู  
                     (* p < 0.05, ** p < 0.01 และ *** p < 0.001 เม่ือเทียบกบักลุม่ I) 
 
 จากรูปท่ี 17 พบว่าหลงัให้วคัซีนครัง้ท่ี 1 ระดบั IgG ในซีรัมของหนทูดลองท่ีได้รับโอวลับมูินท่ี
กกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทกุกลุ่ม สงูกว่าในซีรัมหนทูดลองท่ีได้รับโอวลับมูินในรูปสารละลาย
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) โดยไม่พบความแตกตา่งของระดบั IgG ระหว่างหนทูดลองท่ี
ได้รับโอวลับมูินในรูปสารละลาย และหนูทดลองท่ีไม่ได้รับโอวลับูมิน  และหลงัให้วคัซีนครัง้ท่ี 2 และ
ครัง้ท่ี 3 พบว่าระดบัภูมิคุ้มกันทุกกลุ่มเพิ่มขึน้ โดยลกัษณะการเพิ่มการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัเป็น
ลกัษณะเดียวกนักบัระดบัภูมิคุ้มกนัหลงัให้วคัซีนครัง้ท่ี 1  เม่ือสิน้สดุการทดลองพบว่า ระดบั IgG ใน
ซีรัมของหนูทดลองท่ีได้รับโอวลับูมินท่ีกักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทุกกลุ่ม มีค่าสูงกว่าในหนู
ทดลองท่ีได้รับโอวลับูมินในรูปสารละลายอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.001) ทัง้นีไ้ม่พบความ
แตกตา่งของระดบั IgG ระหวา่งหนทูดลองท่ีได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลแตล่ะ
ขนาดตลอดการทดลอง 
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       รูปที่ 18  ระดบั OVA specific sIgA ในมลูของหนทูดลอง (n = 6) เม่ือให้วคัซีนทางจมกู  
                       ครัง้ท่ี 1 (สปัดาห์ท่ี 3) ครัง้ท่ี 2 (สปัดาห์ท่ี 6) และครัง้ท่ี 3 (สปัดาห์ท่ี 9)  
 

           เม่ือ     กลุม่ I    คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินในรูปสารละลาย  
                     กลุม่ II   คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดใหญ่ 
                     กลุม่ III  คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดกลาง 
                     กลุม่ IV  คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดเล็ก 
                     กลุม่ V   คือ หนท่ีูไมไ่ด้รับสารใดๆ ทางจมกู  
                     (* p < 0.05, ** p < 0.01 และ *** p < 0.001 เม่ือเทียบกบักลุม่ I) 
  
 จากรูปท่ี 18 พบว่าหลงัให้วคัซีนครัง้ท่ี 1 ระดบั sIgA ในมลูของหนทูดลองท่ีได้รับโอวลับมูินท่ี
กักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทุกกลุ่ม มีระดบัสูงกว่ามูลของหนูทดลองท่ีได้รับโอวลับูมินในรูป
สารละลายอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05)  หลงัให้วคัซีนครัง้ท่ี 2 และครัง้ท่ี 3 พบว่าระดบั
ภูมิคุ้มกันทุกกลุ่มเพิ่มขึน้ โดยลกัษณะการเพิ่มการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน เป็นลกัษณะเดียวกันกับ
ระดบัภมูิคุ้มกนัหลงัให้วคัซีนครัง้ท่ี  1   เม่ือสิน้สดุการทดลองพบว่า ระดบั sIgA ในมลูของหนทูดลองท่ี
ได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิทกุกลุม่ มีคา่สงูกว่าในหนทูดลองท่ีได้รับโอวลับมูิน
ในรูปสารละลายอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.01) ทัง้นีไ้ม่พบความแตกตา่งของระดบั sIgA ในมลู
สตัว์หนทูดลองท่ีได้โอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิแตล่ะขนาดตลอดการทดลอง 
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         รูปที่ 19  ระดบั OVA specific sIgA ในน า้ล้างชอ่งคลอด น า้ล้างโพรงจมกู น า้ลาย และสารสกดั  
                       จากมลูของหนทูดลอง (n = 6) เม่ือให้วคัซีนทางจมกู ในสปัดาห์ท่ี 9 ของการทดลอง 
 

           เม่ือ     กลุม่ I    คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินในรูปสารละลาย  
                     กลุม่ II   คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดใหญ่ 
                     กลุม่ III  คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดกลาง 
                     กลุม่ IV  คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดเล็ก 
                     กลุม่ V   คือ หนท่ีูไมไ่ด้รับสารใดๆ ทางจมกู  
                     (* p < 0.05, ** p < 0.01 และ *** p < 0.001 เม่ือเทียบกบักลุม่ I) 
  

จากรูปท่ี 19 พบว่า นอกจากการให้โอวลับมูินทางจมกู จะสามารถกระตุ้น sIgA ในมลูของหนู
ทดลองแล้ว ยงัสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกนัในเย่ือบชุ่องคลอด เย่ือบโุพรงจมกู และน า้ลายได้  ทัง้นีพ้บว่า
ระดบั sIgA จากตวัอย่างสารคดัหลัง่จากเย่ือบผุิวทกุบริเวณของหนทูดลองท่ีได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บ 
ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทุกขนาด มีระดบัสูงกว่าหนูทดลองท่ีได้รับโอวลับูมินในรูปสารละลายอย่าง
นยัส าคญัทางสถิติ   แต่ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติของระดบั sIgA ระหว่างหนู
ทดลองท่ีได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดตา่งๆ กนั อย่างไรก็ตามพบว่า sIgA ท่ี
พบในมูลหนูทดลองมีระดบัสูงกว่า sIgA จากตวัอย่างสารคดัหลั่งในบริเวณเย่ือบุผิวอ่ืน และพบว่า
ระดบั sIgA ในน า้ล้างชอ่งคลอด น า้ล้างโพรงจมกู และน า้ลาย มีแนวโน้มเพิ่มขึน้ตามขนาดของอนภุาค
ท่ีลดลง โดยไมพ่บความสมัพนัธ์ดงักลา่วในมลูสตัว์ทดลอง 
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ผลการประเมินการตอบสนองทางภมูิคุ้มกนัแบบ humoral immune response จากระดบั IgG 
ในซีรัม และ sIgA ในสารคดัหลัง่บริเวณเย่ือบผุิวตา่งๆ ของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีกกัเก็บโอวลับมูิน 
พบวา่ ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิทัง้ 3 ต ารับ สามารถเสริมฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกนัได้  เม่ือเทียบกบัการให้
สารละลายโอวลับมูิน โดยอนภุาคของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทัง้ 3 ขนาด   มีประสิทธิภาพในการ
เสริมฤทธ์ิกระตุ้นภมูิคุ้มกนัแบบ humoral immune response ได้ไมแ่ตกตา่งกนั 
 
7.  การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันแบบ cell - mediated immune response  
 

 ผลการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัแบบ cell - mediated immune response ของหนทูดลอง 
เม่ือให้โอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาพาร์ทิเคิลขนาดตา่งๆ ทางจมกู โดยประเมินจากระดบั   IL-4 
และ IFN-γ ท่ีหลัง่จากเซลล์ม้าม (splenocytes) ของหนทูดลอง พบว่า หนทูดลองท่ีได้รับโอวลับมูินท่ี
กกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล มีระดบัของ IL-4 และ IFN-γ สงูกว่าหนทูดลองท่ีได้รับโอวลับมูินใน
รูปสารละลาย ผลการทดลองดงัแสดงในรูปท่ี 20 – 21 
 

 
        รูปที่ 20  ระดบั IL-4 ท่ีหลัง่จาก splenocytes ของหนทูดลองกลุม่ตา่งๆ เม่ือให้วคัซีนทางจมกู  
                         (n = 4) (* p < 0.05, ** p < 0.01 และ *** p < 0.001) 
 

           เม่ือ     กลุม่ I    คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินในรูปสารละลาย  
                     กลุม่ II   คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดใหญ่ 
                     กลุม่ III  คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดกลาง 
                     กลุม่ IV  คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดเล็ก 
                     กลุม่ V   คือ หนท่ีูไมไ่ด้รับสารใดๆ ทางจมกู  
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จากรูปท่ี 20 พบว่า ขนาดของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล มีผลต่อระดบั IL-4 โดยขนาดของ       

ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเพิ่มขึน้ จะท าให้ระดบั IL-4 ลดลง   หนูทดลองท่ีได้รับโอวัลบูมินท่ีกักเก็บ   
ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดเล็ก (กลุ่ม IV) มีระดบั IL-4 (139.59 ± 51.02 pg/mL) สงูกว่าหนูท่ีได้รับ
โอวลับมูินท่ีกกัเก็บไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดกลาง (กลุ่ม III) (58.95 ± 26.12 pg/mL)     และ   
ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดใหญ่ (กลุ่ม II) (47.68 ± 55.76 pg/mL) อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
อย่างไรก็ตาม หนูทดลองท่ีได้รับโอวลับูมินท่ีกักเก็บไคโตแซนนาโนพาร์ทิ เคิลทัง้ 3 ต ารับ มีระดบั IL-4 
สงูกวา่หนทูดลองท่ีได้รับสารละลายโอวลับมูิน ซึง่มีระดบั IL-4 เทา่กบั 32.48 ± 2.05 pg/mL   
  

 
 

     รูปที่ 21  ระดบั IFN-γ ท่ีหลัง่จาก splenocytes ของหนทูดลองกลุม่ตา่งๆ เม่ือให้วคัซีนทางจมกู  
                    (n = 4) (* p < 0.05, ** p < 0.01 และ *** p < 0.001) 
 

           เม่ือ     กลุม่ I    คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินในรูปสารละลาย  
                     กลุม่ II   คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดใหญ่ 
                     กลุม่ III  คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดกลาง 
                     กลุม่ IV  คือ หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดเล็ก 
                     กลุม่ V   คือ หนท่ีูไมไ่ด้รับสารใดๆ ทางจมกู  
 

จากรูปท่ี 21 พบว่า ขนาดของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลมีผลต่อระดบั IFN-γ  หนท่ีูได้รับ
โอวลับูมินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดกลาง (กลุ่ม III) มีระดบั IFN-γ (11,205.97 ± 
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6,777.84 pg/mL) สงูกวา่หนท่ีูได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดเล็ก (กลุ่ม IV) 
5,094.51 ± 3,660.45 pg/mL และขนาดใหญ่ (กลุ่ม II) 210.83 ± 3,660.45 pg/mL อย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p < 0.01) โดยระดบั IFN-γ ของหนทูดลองท่ีได้รับสารละลายโอวลับมูิน (กลุ่ม I) มีระดบั 
IFN-γ เพียง 33.36 ± 4.83 pg/mL  

 
ผลการประเมินการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัแบบ cell - mediated immune response จาก

ระดบั IL-4 และ IFN-γ ท่ีหลัง่จากเซลล์ม้าม (splenocytes) ของหนทูดลองท่ีได้รับโอวลับมูินท่ีกกัเก็บ
ในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดต่างๆ  พบว่า ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลสามารถเสริมฤทธ์ิกระตุ้น
ภูมิคุ้มกนัแบบ cell - mediated immune response ได้ เม่ือเทียบกบัการให้สารละลายโอวลับมูิน โดย
ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดเล็ก และขนาดกลาง สามารถกระตุ้นการหลัง่ IL-4 และ IFN-γ ได้ดีกว่า
ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดใหญ่  
 
8.  การประเมินความปลอดภัยและผลเกือบเรือ้รัง (sub-chronic toxicity)  

การเปล่ียนแปลงน า้หนกัของหนทูดลองแตล่ะกลุ่ม (n=6) ภายหลงัการให้วคัซีนครัง้ท่ี 1, 2 
และ 3 ในสปัดาห์ท่ี 0, 3 และ 6 ของการทดลอง โดยเปรียบเทียบความแตกตา่งทกุกลุ่มการทดลองกบั
กลุ่มควบคมุ กลุ่มท่ี V ในสปัดาห์เดียวกัน ผลการวิจยัไม่พบความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ
(รูปท่ี 22)  

เม่ือผ่าซากชันสูตรตรวจหาพยาธิสภาพระดบัมหภาค พบว่าอวัยวะภายในท่ีส าคญั เช่น 
ปอด  ตบั  ไต กระเพาะอาหาร โดยพิจารณาต าแหน่ง รูปร่าง สี  ขนาดของอวยัวะตา่งๆ หลงัสิน้สดุการ
ทดลองของหนทูกุกลุม่มีลกัษณะปกติ (รูปท่ี 23-27) 
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รูปที่ 22  น า้หนกัเฉล่ียของหนทูดลองแตล่ะกลุม่ (n=6) หลงัการให้วคัซีนทางจมกูครัง้ท่ี 1, 2 และ 3 ในสปัดาห์ท่ี 0, 3 และ 6 ของการทดลอง 

                                (* p < 0.05) 
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                             รูปที่ 23  พยาธิวิทยามหภาคของหนทูดลองกลุม่ท่ี I 

 
 

                                     
                

                             รูปที่ 24  พยาธิวิทยามหภาคของหนทูดลองกลุม่ท่ี II 
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                             รูปที่ 25  พยาธิวิทยามหภาคของหนทูดลองกลุม่ท่ี III 

 
 

                       
 

                             รูปที่ 26  พยาธิวิทยามหภาคของหนทูดลองกลุม่ท่ี IV 
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                             รูปที่ 27  พยาธิวิทยามหภาคของหนทูดลองกลุม่ท่ี V 

 
 
 


