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อภปิรายผลการวจิยั 
 

 ไคโตแซนนาโนโนพาร์ทิเคิลเป็นระบบน าส่งวัคซีนทางจมูกท่ีมีประสิทธิภาพ เน่ืองจาก

คณุสมบตัขิองไคโตแซนเป็นพอลิเมอร์ท่ีพบตามธรรมชาติท่ีไม่มีความเป็นพิษ  สามารถช่วยเพิ่มการยึด

เกาะและการส่งผ่านเย่ือบุผิวของแอนติเจนได้  อีกทัง้การกักเก็บแอนติเจนภายในไคโตแซนนาโน      

พาร์ทิเคิลสามารถป้องกนัการท าลายแอนติเจนจากเอนไซม์  และภาวะความเป็นกรดจากสารคดัหลัง่

ในบริเวณเย่ือบผุิวได้ (Kang et al., 2009)  โดยเทคนิคการเตรียมต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล

ส าหรับน าส่งวคัซีนทางจมูกมีอยู่ด้วยกนัหลายเทคนิค แต่เทคนิค ionotropic gelation เป็นเทคนิคท่ี

นิยมใช้คอ่นข้างมาก เน่ืองจากสามารถเตรียมได้ง่าย สารท่ีใช้ในการเตรียมไม่เป็นพิษตอ่ร่างกาย และ

ไม่มีผลต่อความคงตัวของแอนติเจน   ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเตรียมจากเทคนิค ionotropic 

gelation เกิดจากอันตรกิริยาระหว่างประจุบวกของไคโตแซนและประจุลบของ Sodium 

tripolyphosphate (TPP)   การปรับเปล่ียนความเข้มข้นของไคโตแซน และสดัส่วนการท าอนัตรกิริยา

ระหว่างไคโตแซนและ TPP จะท าให้ได้ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีมีคณุสมบตัิทางกายภาพท่ีแตกตา่ง

กนั   ส่วนการกกัเก็บแอนติเจนในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล ใช้หลกัการของการเกิดอนัตรกิริยาระหว่าง

ประจลุบของแอนตเิจน และประจบุวกของไคโตแซน   ซึ่งแอนติเจนเป็นโปรตีนท่ีมีประจลุบ จึงสามารถ

เปล่ียนชนิดของแอนตเิจนท่ีจะกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิได้ (Tiyaboonchai, 2003)  

 งานวิจัยนีใ้ช้โอวัลบูมินเป็นแอนติเจนต้นแบบ โดยเตรียมต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล 

ด้วยการปรับเปล่ียนความเข้มข้นของสารละลายไคโตแซน เป็น 1, 2 และ 3 mg/mL ซึ่งมีรายงานการ

วิจยัท่ีใช้ความเข้มข้นนีใ้นการเตรียมไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลเพ่ือกกัเก็บโปรตีน (Gan and Wang , 

2007; Xu and Du, 2003) จากการทดลองพบว่า ต ารับของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเตรียมจาก

สารละลายไคโตแซนความเข้มข้น 1 mg/mL และ 2 mg/mL มีความไม่คงตวั เกิด aggregation ของ

ต ารับ ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจยัของ Mohammadpourdounighi et al. (2010) ซึ่งพบการ aggregate 

ของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีกักเก็บ Naja naja oxiana snake venom ท่ีเตรียมจากสารละลาย     

ไคโตแซนความเข้มข้นน้อยกว่า 1.5 mg/mL  ทัง้นีเ้น่ืองจากการเตรียมไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลจาก

สารละลายไคโตแซนท่ีมีความเข้มข้นต ่า จะท าให้ได้ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลมีค่าประจุท่ีผิวอนุภาค

น้อย  แรงผลกัระหวา่งอนภุาคไมเ่พียงพอส าหรับการป้องกนัการเกาะกลุม่ของอนภุาค และการกระจาย
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ตวัในตวักลาง (continuous medium) ท าให้ระบบไม่มีความคงตวั เรียกกลไกการเกิดความไม่คงตวั

ดังกล่าวว่า  aggregation โดยทั่ว ไปไคโตแซนนาโนพาร์ทิ เคิล ท่ี มีความคงตัว เ ม่ืออยู่ ใน รูป 

nanosuspension ควรมีประจบุวกท่ีผิวอนภุาคสงูกวา่ + 30 mV เพ่ือให้แรงผลกัท่ีเกิดจากประจไุฟฟ้าท่ี

ผิวอนุภาคมีมากเพียงพอท่ีจะป้องกันมิให้เกิดการรวมตัวของแต่ละอนุภาค และท าให้อนุภาคยัง

สามารถกระจายตวัอยูไ่ด้ในน า้กระสายยา (vehicle) (Du et al., 2009)  

 ดงันัน้ งานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้สารละลายไคโตแซนความเข้มข้น 3 mg/ml ซึ่งให้ไคโตแซน    

นาโนพาร์ทิเคลท่ีมีความคงตวั  ผลของการเตรียมต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลโดยใช้ความเข้มข้น

ของสารละลาย ไคโตแซน 3 mg/mL โดยปรับเปล่ียนสดัส่วนไคโตแซนตอ่ TPP พบว่า ไคโตแซนนาโน

พาร์ทิเคลิท่ีเตรียมได้ มีขนาดและประจท่ีุผิวอนภุาคเพิ่มขึน้ตามสดัส่วนไคโตแซนท่ีเพิ่มขึน้  โดยต ารับท่ี

ใช้สดัส่วนโดยมวลของไคโตแซนตอ่ TPP เท่ากบั 3:1 และ 4:1 โดยมีขนาดอนภุาคเพิ่มจาก 205.33 ± 

21.46 nm เป็น 493.33 ± 41.58 nm และมีประจท่ีุผิวอนภุาคเพิ่มจาก 21.33 ± 0.78 mV เป็น 37.70 ± 

0.85 mV ตามล าดบั สอดคล้องกบัรายงานการวิจยัของ Kim and Kang (2008) ท่ีพบว่าสดัส่วนโดย

มวลของไคโตแซนตอ่ TPP เท่ากบั 3:1 ท าให้ได้ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดเล็ก และมีคา่ประจท่ีุผิว

อนภุาคสงูกวา่ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิท่ีเตรียมจากสดัสว่นโดยมวลของไคโตแซนตอ่ TPP ในสดัส่วนท่ี

สงูกว่า และหลงัให้ Heptatitis B antigen (HBAg) ท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลต ารับดงักล่าว

ทางจมูกสตัว์ทดลอง พบว่า สามารถกระตุ้นระดบั IgG ได้ และสอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ 

Prego et al. (2010) ซึ่งพบว่า การเตรียมไคโตแซนนาโน    พาร์ทิเคิลส าหรับน าส่ง HBAg ด้วยการฉีด

เข้ากล้ามเนือ้  จากสดัสว่นโดยมวลของไคโตแซนตอ่ TPP เทา่กบั 4:1 ท าให้ได้ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล

ขนาดเล็ก และมีประจุท่ีผิวอนุภาคสูงกว่าไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเตรียมจากสัดส่วนโดยมวลของ   

ไคโตแซนตอ่ TPP เท่ากบั 5:1  ส าหรับผลการวิจยัของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเตรียมได้จากสดัส่วน

โดยมวลของไคโตแซนตอ่ TPP เท่ากบั 5:1 มีขนาดอนภุาค เท่ากบั 1,166.67 ± 158.85 nm และประจุ

ท่ีผิวอนภุาคเท่ากบั 34.50 ± 5.23 mV การท่ีมีคา่ประจท่ีุผิวต ่ากว่าอนภุาคท่ีเตรียมได้จากสดัส่วน 4:1 

เน่ืองจากมีปริมาณการกกัเก็บและการบรรจโุอวลับมูินในอนภุาคคอ่นข้างมาก  ซึ่งการกกัเก็บท่ีโปรตีน

ซึ่งมีประจุเป็นลบในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล ท าให้อนุภาคมีประจุบวกท่ีผิวอนุภาคลดลงอย่างมี

นยัส าคญัทางสถิติ (Gan and Wang, 2007)  ดงันัน้ปริมาณการกกัเก็บโอวลับมูินในไคโตแซนนาโน
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พาร์ทิเคลิท่ีเตรียมได้จากสดัสว่นโดยมวลของไคโตแซนตอ่ TPP เท่ากบั 5:1 จึงมีผลให้ประจท่ีุผิวต ่ากว่า

อนภุาคท่ีเตรียมจากสดัสว่น 4:1 

 ส าหรับความสม ่าเสมอของขนาดอนภุาคในต ารับ สามารถประเมินได้จากคา่ดชันีการกระจาย

ขนาดของอนภุาค โดยคา่ดชันีการกระจายขนาดท่ีน้อยกว่า 0.5 ถือว่าไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเตรียม

ได้มี homogeneity สงู (Kouchak et al., 2012) ดงันัน้อนภุาคท่ีเตรียมจากสารละลายไคโตแซนความ

เข้มข้น 3 mg/mL จงึมี homogeneity ทกุต ารับ  

 การกกัเก็บโอวลับมูินในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลเตรียมจากสารละลายไคโตแซนความเข้มข้น 

3 mg/mL พบว่า การกกัเก็บลดลงจากร้อยละ 76.49 ± 4.72 เป็น 68.52 ± 6.01 และ 66.77 ± 7.95 

เม่ือเพิ่มสดัส่วนโดยมวลของไคโตแซนตอ่ TPP จาก 3:1 เป็น 4:1 และ 5:1 ตามล าดบั สอดคล้องกบั

ผลการวิจยัของ Gan and Wang (2007) ซึ่งพบว่าแอนติเจนสามารถแสดงประจลุบได้ดีในสารละลาย 

TPP ซึ่งมีคณุสมบตัิเป็นเบส การลดปริมาณ TPP ในต ารับ ท าให้ความเป็นเบสในขัน้ตอนการเตรียม

ต ารับลดลง ท าให้แอนติเจนแสดงประจุลบลดลง การเกิดอนัตรกิริยาระหว่างประจุลบของโปรตีนกับ

ประจุบวกของไคโตแซนจึงลดลง การกักเก็บแอนติเจนของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลจึงลดลงเม่ือลด

ปริมาณ TPP ในต ารับ 

 การบรรจแุอนติเจนพบว่า ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเตรียมจากสดัส่วนโดยมวลไคโตแซนต่อ 

TPP ในสดัส่วน 3:1, 4:1  และ 5:1 มีการบรรจแุอนติเจนลดลงจากร้อยละ 33.92 ±1.89, 27.38 ± 1.33 

และ 27.10 ± 1.49 ตามล าดบั สอดคล้องกบัท่ีพบในงานวิจยัของ Grenha et al. (2005) ซึ่งกกัเก็บ

อินซูลิน (insulin) ในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลลดลง เม่ือเพิ่มสดัส่วนไคโตแซนตอ่ TPP จาก 5:1 เป็น 

6:1 ซึง่มีการบรรจลุดลงจากร้อยละ 29.8 ± 1.4  เป็นร้อยละ 22.3 ± 1.6 เน่ืองจากการกกัเก็บแอนติเจน

และปริมาณของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลลดลง   จึงท าให้การบรรจุแอนติเจนในไคโตแซนนาโน      

พาร์ทิเคลิลดลงตามสดัสว่นโดยมวลของไคโตแซนตอ่ TPP ท่ีเพิ่มขึน้ 

เน่ืองจากระบบน าสง่และโปรตีนแอนติเจนซึ่งอยู่ในรูป nanosuspension มีความคงตวัต ่า จึงมี

การเตรียมต ารับในรูปผงแห้ง เพ่ือเพิ่มความคงตวัของระบบน าส่ง และเพิ่มระยะเวลาการเก็บรักษา

ตวัอย่าง เช่น  freeze drying เป็นวิธีการทัว่ไปท่ีใช้ในการเตรียมตวัอย่างโปรตีนและวคัซีนให้อยู่ในรูป

ผงแห้ง แตเ่น่ืองจากภาวะ freezing stress และ drying stress มีผลต่อความคงตวัตวัของระบบ

อนุภาคน าส่ง จนอาจน าไปสู่การ aggregation แต่พบว่ากลูโคส (glucose) ซึ่งเม่ือละลายน า้  จะมี
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โครงสร้างเป็น amorphous matrix จึงช่วยป้องกนัการเกิด aggregation ในขัน้ตอน freeze drying ได้ 

จึงมีการใช้สารละลายกลูโคสเพ่ือเพิ่มความคงตัวให้อนุภาคระหว่างขัน้ตอน freeze drying 

(cryoprotectant) (Abdelwahed et al., 2006)   โดยงานวิจยันีใ้ช้สารละลายกลูโคสความเข้มข้น 

2.5% w/v เป็น cryoprotectant เพ่ือเพิ่มความคงตวัให้อนภุาคไคโตแซนความเข้มข้น 2 mg/ml ซึ่งเป็น   

ความเข้มข้นท่ีนิยมใช้ในการเตรียมอนภุาคไคโตแซนในรูปผงแห้งด้วยวิธี freeze drying (Hirsjarvi, 

2008; Prego et al., 2010) หลงัเตรียมต ารับในรูปผงแห้งพบว่า อนภุาคมีขนาดเพิ่มขึน้ มีประจบุวกท่ี

ผิวอนภุาคเพิ่มขึน้ และคา่ดชันีการกระจายขนาดของอนภุาคเพิ่มขึน้ เม่ือเทียบกบัก่อนการเตรียมในรูป

ผงแห้ง เน่ืองจากมีการท าลายพนัธะไฮโดรเจนระหว่างไคโตแซนและ TPP ในระหว่างขัน้ตอน freeze 

drying ท าให้มีการปลดปล่อยแอนติเจนออกจากอนภุาคไคโตแซน เป็นผลให้ประจุบวกท่ีผิวอนุภาค

เพิ่มขึน้ และขนาดของอนุภาคใหญ่ขึน้ โดยการเปล่ียนแปลงดังกล่าวท าให้ขนาดอนุภาคในต ารับ

แตกตา่งกนัมากขึน้ คา่ดชันีการกระจายขนาดของอนภุาคจึงเพิ่มขึน้  (Hafner et al., 2011) อย่างไรก็

ตามพบวา่ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเตรียมจากสารละลายไคโตแซนความเข้มข้น 3 mg/mL ภายหลงั

การเตรียมในรูปผงแห้ง โดยผงยาท่ีเตรียมได้ทุกต ารับสามารถกระจายตัวได้อย่างสมบูรณ์ในน า้

ปราศจากไอออน     ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเตรียมจากสัดส่วนโดยมวลของไคโตแซนต่อ TPP 

เท่ากบั 3:1, 4:1 และ 5:1 มีขนาดอนภุาคหลงัการเตรียมในรูปผงแห้งเพิ่มขึน้เป็น 248.67 ± 29.6 nm, 

559.33 ± 17.21 nm และ 1,240.00 ± 62.45 nm ตามล าดบั    ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทกุต ารับ

แสดงประจท่ีุผิวอนภุาคเป็นบวก และมี homogeneity  

 ส าหรับคณุสมบตัิท่ีจ าเป็นของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลส าหรับการน าส่งวคัซีนทางจมกู คือ มี

ขนาดอนภุาคน้อยกว่า 5 µm เพ่ือให้สามารถผ่านเย่ือบจุมกูไปกระตุ้นภูมิคุ้มกนัทัง้ systemic immune 

response และ mucosal immune response ได้ (Kang et al., 2009) จากรายงานงานวิจยัแบบ in 

vitro พบว่า ขนาดอนภุาคขนาดน้อยกว่า 500 nm, 500 nm ถึง 1,000 nm และ 1,000 ถึง 5,000 nm มี

ความสามารถในการผ่านเย่ือบุผิวและกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้แตกต่างกัน (Rajapaksa et al., 2010; 

Oyewumi et al., 2010) งานวิจยันีจ้ึงคดัเลือกไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีมีขนาดอยู่ในช่วงดงักล่าว 

เพ่ือทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกนัในสตัว์ทดลอง in vivo  ผลการเตรียมต ารับไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล

ท่ีเตรียมจากสารละลายไคโตแซนความเข้มข้น 3 mg/mL ด้วยสดัส่วนโดยมวลของไคโตแซนตอ่ TPP 

เท่ากบั 3:1, 4:1 และ 5:1 ท าได้ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดเล็ก (248.67 ± 29.6 nm) ขนาดกลาง 
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(559.33 ± 17.21 nm) และขนาดใหญ่ (1,240.00 ± 62.45 nm) ตามล าดบั จึงเลือกไคโตแซนนาโน

พาร์ทิเคิลทัง้ 3 ต ารับ เพ่ือทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกันจากการน าส่งวคัซีนทางจมูกในหนูทดลอง

ตอ่ไป  

 การน าส่งวนัซีนทางจมูกระบบน าส่งต้องผ่านบริเวณเย่ือบุโพรงจมูก ซึ่งมี pH ประมาณ 6.8 

(Harikarnpakdee et al., 2006) ก่อนจะเข้าสกูระแสเลือดซึ่งมี pH 7.4 จากนัน้ระบบน าส่งจะถกูจบักิน

โดย Antigen presenting cells (APCs) และถกูน าส่งยงั lysosome ซึ่งมี pH 4.5-5.0 ภายในเซลล์   

ท าให้เกิดการปลดปล่อยแอนติเจนจากผลของ pH และการย่อยไคโตแซนจากเอนไซม์ต่างๆ ภายใน 

lysosome (Mao et al., 2005) ดงันัน้การปลดปล่อยแอนติเจนของระบบน าส่งวคัซีนทางจมูกท่ีดี       

จึงไม่ควรปลดปล่อยแอนติเจนท่ี pH 6.8 และ 7.4 ซึ่งเป็น pH ภายในเย่ือบุจมกูและสารน า้ภายใน

ร่างกาย (body fluids) เพ่ือไม่ให้เกิดการสญูเสียแอนติเจนระหว่างการน าส่งผ่านเย่ือบจุมกูและกระแส

เลือด ท าให้แอนติเจนท่ีกักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลถกูน าส่งยงั APCs ได้ในปริมาณมาก โดย

กลไกการกระตุ้นภูมิคุ้มกนัเกิดจาก APCs น าส่งแอนติเจน ให้ T-lymphocytes และ B-lymphocytes 

ดงันัน้ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ดี จะต้องสามารถปลดปล่อยแอนติเจน

ภายใน APCs ค่อนข้างสมบูรณ์ เพ่ือให้แอนติเจนท่ี APCs น าส่งให้ T-lymphocytes และ B-

lymphocytes มีปริมาณมาก 

 ผลการวิจยัพบวา่ การปลดปลอ่ยแอนตเิจนจากไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิทัง้ 3 ต ารับ มีลกัษณะ

คล้ายคลงึกนั คือ แอนตเิจนถกูปลดปลอ่ยอยา่งรวดเร็วในชว่งแรกของการทดลอง และปลดปล่อยอย่าง

ช้าๆ จนกระทั่งคงท่ีในช่วงท้ายของการทดลอง ลักษณะการปลดปล่อยของแอนติเจนจากอนุภาค      

ไคโตแซนใน PBS ดงักล่าวเกิดจากกลไกท่ีแตกตา่งกนัของการปลดปล่อยแอนติเจนในแตล่ะช่วง โดย

การปลดปล่อยในช่วงแรกเกิดจากแอนติเจนท่ีกักเก็บบริเวณผิวของอนุภาคเป็นหลัก ซึ่งท าให้การ

ปลดปล่อยสามารถเกิดขึน้ได้ง่ายและอย่างรวดเร็ว เรียกการปลดปล่อยช่วงนีว้่า initial burst release 

หลงัจากนัน้แอนติเจนจะถูกปลดปล่อยเพิ่มขึน้อย่างช้าๆ จนกระทั่งคงท่ี เรียกการปลดปล่อยช่วงนีว้่า 

steady state release ซึ่งเป็นผลจากการปลดปล่อยแอนติเจนท่ีอยู่ในชัน้ matrix ของอนภุาค การ

ปลดปล่อยแอนติเจนเกิดทางรูพรุนของอนุภาค ซึ่งกลไกการปลดปล่อยดงักล่าวเกิดขึน้ได้ยาก และ

เกิดขึน้ได้ไม่สมบรูณ์ ท าให้ต้องใช้เวลาในการปลดปล่อยคอ่นข้างนาน และยงัคงมีแอนติเจนหลงเหลือ
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ในอนภุาคไคโตแซน ปริมาณการปลดปล่อยจึงไม่ถึง 100% ของปริมาณแอนติเจนท่ีกกัเก็บ (Agnihotri 

et al., 2004) 

การศกึษาผลของ pH ต่อการปลดปล่อยแอนติเจนของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล พบว่าการท่ี

โอวลับูมินท่ีกักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลปลดปล่อยใน pH 4.5 ได้ดีกว่า pH 6.8 และ 7.4 

ตามล าดบั เน่ืองจาก pH ท่ีลดลง ท าให้แรงยึดเหน่ียวของพนัธะไฮโดเจนระหว่างไคโตแซนกับ TPP 

ลดลง อนุภาคจึงเกิดการบวมตัว (swelling)  ท าให้แอนติเจนท่ีถูกกักเก็บภายในไคโตแซนนาโน       

พาร์ทิเคลิถกูปลดปล่อยทางรูพรุนของอนภุาคได้ง่าย (Dudhani and Kosaraju, 2010; Keawchanoon 

and Yoksan, 2011) อีกทัง้ pH ท่ีลดลงท าให้โปรตีนซึ่งมีคณุสมบตัิเป็น amphoteric compound 

แสดงประจุเป็นบวกมากขึน้ ท าให้เกิดแรงผลกัระหว่างประจุบวกไคโตแซนกบัประจุโปรตีนแอนติเจน 

(Mao et al., 2005)  

นอกจากนีพ้บว่า การปลดปล่อยโอวลับูมินจากไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเตรียมจากสดัส่วน

โดยมวลของไคโตแซนต่อ TPP เท่ากับ 3:1 มีการปลดปล่อยดีกว่าแอนติเจนสดัส่วน 4:1 และ 5:1 

ตามล าดบั เน่ืองจากไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเตรียมจากสดัส่วนไคโตแซนตอ่ TPP ต ่า มีปริมาณการ

บรรจุแอนติเจนสูง ท าให้แรงยึดเหน่ียวระหว่างโอวัลบูมินกับไคโตแซนน้อย ท าให้การปลดปล่อย

แอนตเิจนเกิดขึน้ได้ง่าย (Xu and Du, 2003)    นอกจากนีก้ารใช้สดัส่วนโดยมวลของไคโตแซนตอ่ TPP 

ต ่า ท าให้ได้ได้อนภุาคท่ีมีขนาดเล็ก ซึ่งมีพืน้ท่ีผิวต่อปริมาตรอนภุาคสงู  การปลดปล่อยโอวลับมูินจาก

ผิวไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลเกิดขึน้ได้ง่ายกว่าไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีเตรียมจากสดัส่วนโดยมวล

ของไคโตแซนตอ่ TPP สงูกวา่ (Gan and Wand, 2007) 

ด้วยเหตนีุไ้คโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทัง้ 3 ต ารับ จึงการปลดปล่อยโอวลับมูิลได้ใน PBS pH 4.5 

ได้ดีกว่า ใน pH 6.8 และ 7.4 และการปลดปล่อยแอนติเจนจากไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีมีขนาดเล็ก

เกิดได้ดีกว่าไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดกลางและใหญ่ ตามล าดบั โดยลักษณะการปลดปล่อย

โอวลับมูินจากไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทัง้ 3 ต ารับ ใน pH 4.5 พบว่าช่วงแรกเกิดขึน้อย่างรวดเร็วและ

เร่ิมคงท่ีในวนัท่ี 2 ของการทดลอง โดยวนัท่ี 7 ของการทดลองพบว่า มีการปลดปล่อยโอวลับมูินจาก

อนุภาคประมาณร้อยละ 90 ของปริมาณโอวลับมูินทัง้หมดท่ีกกัเก็บในไคโตแซนพาร์ทิเคิล ดงันัน้ไค

โตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทัง้ 3 ต ารับ จึงมีลกัษณะการปลดปล่อยท่ีเหมาะสมในการน าส่งวคัซีนทางจมกู 

อย่างไรก็ตามการปลดปล่อยโอวลับูมินจากไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล เม่ือเข้าสู่ร่างกายจะเกิดขึน้ได้
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อยา่งรวดเร็ว และสมบรูณ์กวา่ท่ีพบการทดลองนี ้เน่ืองจากภายในร่างกายมีเอนไซม์และสภาพตา่งๆ ท่ี

ชว่ยในการปลดปลอ่ยโอวลับมูิน  

 การประเมินความคงตวัของระบบน าส่งวัคซีนด้วยไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล  ให้ความส าคญัท่ี

ขนาดของอนภุาค เน่ืองจากเป็นปัจจยัหลกัท่ีมีผลตอ่ประสิทธิภาพในการน าส่งสารผ่านเย่ือบ ุและประจุ

ท่ีผิวอนุภาค ซึ่งบอกถึงความคงตัวของต ารับหลังกระจายผงยาในน า้กระสายยา  (vehicles) 

ผลการวิจยัหลงัเก็บไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีกกัเก็บโอวลับมูินในรูปผงแห้ง ท่ีอณุหภูมิ 4 ◦C นาน 3 

เดือน พบว่า ประจุท่ีผิวอนุภาคลดลงเม่ือเทียบกับประจุท่ีผิวอนุภาคหลังเตรียมเสร็จใหม่ เน่ืองจาก

หมู่อะมิโนของไคโตแซนท่ีหลงเหลือจากการเกิดอนัตรกิริยากบั TPP (residual amino group) ถกูดงึ

โปรตอน (deprotonation) และกูลโคสซึ่งมีประจุลบจากหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group,-OH) 

สามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจนกับหมู่อะมิโนอิสระของไคโตแซน จึงท าให้ค่าประจท่ีุผิวอนภุาคลดลง อีก

ทัง้การเกิดอนัตรกิริยาระหวา่งกลโูคสกบัไคโตแซน สามารถเกิดได้ทัง้ไคโตแซน  นาโนพาร์ทิเคิลอนภุาค

เดียวกัน และระหว่างอนุภาค  ท าให้ขนาดของอนุภาคมีขนาดใหญ่ขึน้ (Lee, 2004) สอดคล้องกับ

รายงานการวิจยัของ Hafnaer et al. (2011) ซึ่งเก็บอนภุาคไคโตแซนท่ีกกัเก็บ melatonin ในรูปแห้ง

เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 ◦C นาน 7 เดือน พบว่าอนภุาคมีขนาดเพิ่มขึน้ และคา่ประจท่ีุผิวอนภุาคลดลงเพียง

เล็กน้อยเม่ือเทียบกับหลังเตรียมเสร็จใหม่    การเปล่ียนแปลงคุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาค      

ไคโตแซนเป็นผลมาจากความชืน้ท่ีหลงเหลือในต ารับและอณุหภูมิท่ีเก็บรักษาต ารับ ซึ่งพบว่า อณุหภูมิ

ท่ีต ่ากวา่ 5◦C ชว่ยป้องกนัการเสียสภาพของต ารับได้ 

 แม้การกกัเก็บแอนติเจนในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลซึ่งเตรียมด้วยเทคนิค ionotropic gelation 

จะช่วยป้องกันการเสียสภาพของโปรตีน (protein denaturation) จากการท่ีไม่ใช้ท าละลายอินทรีย์ 

(organic solvent) ในการเตรียมต ารับ อย่างไรก็ตาม  pH  อุณหภูมิ  และแรงจากการป่ันเหว่ียง

สารละลายขณะเตรียมต ารับ รวมถึงปัจจยัในการเตรียมอ่ืนๆ มีผลตอ่ความคงตวัของแอนติเจนในต ารับ 

(Lameiro et al., 2006) ทัง้นีโ้ครงสร้างปฐมภูมิ (primary structures) ของแอนติเจนมีความสมัพนัธ์

กับคุณสมบตัิ immunogenicity ทัง้นีห้ากเกิดหากแตกหักของโครงสร้างปฐมภูมิ จึงท าให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงขนาดโปรตีน และเพิ่มจ านวนแถบโปรตีนเม่ือวิเคราะห์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE ท าให้

สามารถใช้ประเมินโครงสร้างปฐมภูมิของแอนติเจน ซึ่งเป็นโปรตีนชนิดหนึ่งจากเทคนิคดงักล่าวได้  

ต่างจากเทคนิคการวัดค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนโดยอาศยัการท าปฏิกิริยาการสารทดสอบกับ
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กรดอะมิโน เช่น วิธี BCA protein assay ซึ่งไม่สามารถบอกถึงความคงตวัของแอนติเจนได้ (Bilati et 

al., 2005; Walker, 2002)  การประเมินความคงตวัของโปรตีนแอนติเจนท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโน

พาร์ทิเคิลท่ีเตรียมในรูปผงแห้งและเก็บไว้ท่ี 4◦C นาน 3 เดือน พบว่า แถบโปรตีนท่ีแยกได้ด้วยเทคนิค 

SDS-PAGE มีขนาดเท่ากบัโอวลับมูินก่อนเตรียมต ารับ คือ มีขนาดเท่ากบั 44 kDa แสดงให้เห็นว่า

โอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคแซนนาโนพาร์ทิเคลิมีความคงตวัและมีคณุสมบตัิ immunogenicity ตลอดการ

งานวิจยั  

 จากการประเมินคณุลกัษณะของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทัง้ 3 ต ารับ พบว่า ไคโตแซนนาโน

พาร์ทิเคลิทกุต ารับ มีขนาดอนภุาคในชว่งท่ีงานวิจยันีต้้องการศกึษาฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกนัทางจมกู และ

สามารถปลดปล่อยแอนติเจนได้ดีท่ี pH 4.5 โดยมีการปล่อยแอนติเจนท่ี pH 6.8 และ 7.4 เพียง

เล็กน้อย โดยไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีกักเก็บโอวลับูมินมีความคงตวัทางกายภาพ และโอวลับมูินท่ี

กกัเก็บภายในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลในรูปผงแห้งท่ี 4 ◦C ไม่เกิดการเสียสภาพ เม่ือเวลาผ่านไป 3 

เดือน จงึเลือกใช้ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทัง้ 3 ต ารับในการทดสอบฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกนัหลงัให้วคัซีน

ทางจมกูแก่สตัว์ทดลอง 

 การน าส่งวัคซีนทางจมูกสามารถกระตุ้ นภูมิคุ้ มกันชนิดจ าเพาะทัง้ humoral immune 

response (HIR) และ cell  mediated immune response (CMIR) ซึ่งวตัถปุระสงค์หลกัในการน าส่ง

วคัซีนทางจมูก คือ การกระตุ้น HIR แบบ mucosal immune response ซึ่งเป็นกลไกหลกัในการ

ป้องกนัและท าลายเชือ้จลุชีพก่อโรคก่อนท่ีเชือ้จะเข้าสู่ร่างกาย ด้วยการหลัง่ sIgA บริเวณเย่ือบผุิว และ

ยงัสามารถกระตุ้น systemic immune response ด้วย IgG ในกระแสเลือด เพ่ือท าลายเชือ้จลุชีพก่อ

โรคหลงัเข้าสูร่่างกาย ตา่งจากการให้วคัซีนแบบฉีดท่ีกระตุ้นเพียง IgG ในกระแสเลือดเท่านัน้ (Look et 

al., 2010) โดยการป้องกันการติดเชือ้จลุชีพ อาศยัการท างานร่วมกนัของ HIR และ CMIR ในการ

ท าลายเชือ้จุลชีพชนิด extracellular pathogens และ intracellular pathogens ตามล าดบั อีกทัง้ 

CMIR เป็นกลไกการตอบสนองระดับเซลล์ ท าให้หลั่งไซโตคัยน์ชนิดต่างๆ เพ่ือกระตุ้ นให้เกิดการ

ตอบสนองทางภูมิคุ้มกนั โดยไซโตคยัน์ท่ีส าคญั ได้แก่ IL-4 ซึ่งกระตุ้นแบง่ตวั และการสร้างแอนติบอดี 

และ IFN- γ ซึ่งมีฤทธ์ิกระตุ้นท าให้เกิดการแบ่งเซลล์ของ T-lymphocytes และการหลั่งสารจาก 

cytotoxic T- lymphocyte เพ่ือท าลายเซลล์ท่ีติดเชือ้ชนิด extracellular pathogens การท างานของ 

IL-4 และ IFN-γ เป็นแบบ negative feedback ท าให้การตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัเป็นไปอย่างสมดลุ 
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(Cauley and Lefrancois, 2013; Thakur et al., 2012) ดงันัน้การประเมินฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกนัหลงั

ให้วคัซีนทางจมูกในหนทูดลอง  จึงประเมิน HIR จาก IgG ในซีรัมและ sIgA จากสารคดัหลัง่บริเวณ

เย่ือบตุา่งๆ และ CMIR จากระดบั IL-4 และ IFN-γ  

 การประเมินฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกันของหนูทดลอง เม่ือน าส่งโอวัลบูมินท่ีกักเก็บในไคโตแซน    

นาโนพาร์ทิเคลิขนาดตา่งๆ ทางจมกู เปรียบเทียบกบัหนท่ีูได้สารละลายโอวลับมูินใน PBS pH 7.4 และ

หนูทดลองท่ีไม่ได้รับสารใดๆ ทางจมูก จากนัน้ท าการเก็บตวัอย่างและประเมินระดบัภูมิคุ้มกันชนิด

จ าเพาะ และประเมินผลข้างเคียงและอาการไม่พึงประสงค์จากการได้รับวัคซีนทางจมูกจากการ

เปล่ียนแปลงน า้หนกัสตัว์ทดลองทกุสปัดาห์ ตัง้แตก่่อนให้วคัซีนและสิน้สดุการทดลอง   ผลการวิจยัไม่

พบว่ามีการเปล่ียนแปลงของน า้หนักสตัว์ทดลองทุกกลุ่มอย่างมีนยัส าคญั เม่ือเทียบกับหนูทดลองท่ี

ไมไ่ด้รับสารใดๆ ทางจมกู เม่ือสิน้สดุการทดลองมีการประเมินพยาธิวิทยามหภาค (gross pathology) 

จากรูปร่าง ขนาด และสีของปอด ตบั ม้าม และไต ของหนทูดลองท่ีได้รับโอวลับูมินทางจมูกเทียบกับ

หนูทดลองท่ีไม่ได้รับสารใดๆ ทางจมกู ผลการวิจยัไม่พบความแตกตา่งทางพยาธิสภาพ จึงสรุปได้ว่า

การให้ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีกกัเก็บโอวลับมูินทางจมกู ไม่ท าให้เกิดผลข้างเคียงและอาการอนัไม่

พงึประสงค์ (Makidon et al., 2008)  

 ผลการวิจยัพบว่า หนูทดลองท่ีได้รับโอวลับูมินท่ีกักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทางจมูก 

สามารถกระตุ้นระดบั IgG ได้ดีกว่าโอวลับูมินในรูปสารสารละลายตลอดการทดลอง สอดคล้องกับ

รายงานการวิจยัของ Vila et al. (2004) ซึ่งพบว่า tetanus toxoid (TT) ท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโน    

พาร์ทิเคิล ขนาดประมาณ 350-370 nm มีฤทธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ดีกว่า TT ในรูปสารละลาย 

เน่ืองจากอนภุาคไคโตแซนมีคณุสมบตัิในการกระตุ้นการเปิด tight junction  และเพิ่มการยึดเกาะเย่ือ

บจุมกู ท าให้ระยะเวลาการน าส่งสารเพิ่มขึน้ อีกทัง้การน าส่งวคัซีนผ่าน M cells บริเวณ NALT ใน

รูปแบบอนุภาคน าส่ง เกิดได้ดีกว่าในรูปแบบสารละลาย     ท าให้การน าส่งโอวัลบูมินทางจมูกด้วย     

ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิ สามารถกระตุ้นภมูิคุ้มกนัในกระแสเลือดได้ดีกว่าสารละลายโอวลับมูิน  

 อยา่งไรก็ตามไม่พบความแตกตา่งระหว่างของระดบั OVA specific IgG ท่ีพบจากการกระตุ้น

ภูมิคุ้มกนัทางจมกูด้วยโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลทัง้  3 ต ารับ  จึงสรุปได้ว่าขนาด

ของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีใช้ในการน าส่งโอวัลบูมินทางจมูกไม่มีผลต่อการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 

สอดคล้องกบัรายงานการวิจยัของ Naganoto et al. (2004) ท่ีไม่พบความแตกตา่งของระดบั IgG จาก
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กระตุ้นภมูิคุ้มกนัของหน ูrat ทางจมกูจากโอวลับมูินท่ีกกัเก็บในอนภุาคไคโตแซนขนาด 400 nm, 1 µm 

และ 3 µm  แตร่ายงานการวิจยัวิจยัของ Naganoto et al. (2004) ไม่มีการศกึษาความสมัพนัธ์ของ

ขนาดไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลตอ่ mucosal immune response ซึ่งเป็นกลไกหลกัในการป้องกนัการ

ตดิเชือ้ผา่นบริเวณเย่ือบผุิว 

ส าหรับการตรวจพบ OVA specific IgG ในหนท่ีูไมไ่ด้รับวคัซีน เป็นผลจาการเกิดปฏิกิริยาข้าม

กลุ่มกบัแอนติบอดีชนิดอ่ืน สอดคล้องกบัรายงานการวิจยัของ Borges et al. (2008) ซึ่งตรวจพบ IgG, 

sIgA และ cytokine ตอ่ HBsAg จากตวัอย่างของหนทูดลองท่ีไม่ได้รับ HBsAg ทางจมกูด้วยเทคนิค 

ELISA โดยมีระดบัไม่แตกต่างจากสัตว์ทดลองท่ีได้รับแอนติเจนในรูปสารละลายทางจมูก แต่การ

ตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัทัง้ในหนูทดลองได้รับแอนติเจนในรูปสารละลาย และหนท่ีูไม่ได้รับแอนติเจน 

มีระดบัต ่ากวา่หนทูดลองท่ีรับแอนติเจนท่ีกบัเก็บในอนภุาค alginate coated chitosan nanoparticles 

อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เชน่เดียวกบัท่ีพบในงานวิจยันี ้

 นอกจากการน าส่งวคัซีนทางจมูกจะสามารถกระตุ้น sIgA บริเวณเย่ือบุจมูกท่ีได้รับวคัซีน

โดยตรงแล้ว ยงัสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกนับริเวณเย่ือบอ่ืุนๆ ได้ เช่น เย่ือบทุางเดินอาหาร เย่ือบทุางเดิน

ปัสสาวะ และอวยัวะสืบพนัธุ์ เชน่ท่ีพบในรายงานการวิจยัของ Shim et al. (2007) โดยศกึษาการน าส่ง 

Shigella ribosome ทางจมูก ซึ่งสามารถตรวจพบ sIgA ได้ทัง้ระบบทางเดินอาหารจากตวัอย่าง

น า้ลายและมลูสตัว์ทดลอง ระบบทางเดินหายใจจากตวัอย่างน า้ล้างโพรงจมกูและปอด ระบบทางเดิน

ปัสสาวะ และอวยัวะสืบพนัธุ์จากน า้ล้างชอ่งคลอด  

 ผลการวิจยัพบว่า สามารถตรวจพบระดบั sIgA ในน า้ล้างโพรงจมูก น า้ลาย มูล และน า้ล้าง

ช่องคลอดของสัตว์ทดลองท่ีได้รับโอวัลบูมินท่ีกักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล โดยมีระดบั OVA 

specific sIgA สูงกว่าท่ีพบในหนูทดลองท่ีได้รับสารละลายโอวัลบูมินทางจมูก ทัง้นีไ้ม่พบความ

แตกต่างของระดบัภูมิคุ้มกนัระหว่างหนทูดลองท่ีได้โอวลับูมินท่ีกักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีมี

ขนาดตา่งกนัทัง้ 3 ต ารับ เช่นเดียวกบัผลการวิจยัท่ีพบในการกระตุ้น systemic immune response  

แตพ่บแนวโน้มของการกระตุ้นภมูิคุ้มกนัทัง้ในน า้ล้างช่องคลอด น า้ล้างโพรงจมกู และน า้ลาย ท่ีเพิ่มขึน้

ตามขนาดของไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลท่ีลดลง ซึ่งสอดคล้องกบัรายงานการวิจยัของ Krishnakumar 

et al. (2012) ท่ีน าส่ง HBsAg ท่ีกกัเก็บใน TMC-coated PLGA nanoparticles ทางจมกูหน ูrat โดย

อนุภาคน าส่งมีขนาดเท่ากับ 276 nm, 445 nm และ 729 nm ผลการวิจยัพบว่าอนุภาคมีการ
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ปลดปล่อยแอนติเจนใกล้เคียงกัน มีการกระตุ้นภูมิคุ้มกันบริเวณเย่ือบุผิวเพิ่มขึน้เม่ือขนาดของระบบ

น าส่งท่ีลดลง เน่ืองจากอนภุาคท่ีมีขนาดเล็กสามารถน าส่งแอนติเจนไปยงัเนือ้เย่ือน า้เหลืองได้ดีกว่า

อนภุาคขนาดใหญ่ (Kobiasi et al., 2012) อยา่งไรก็ตามไมพ่บความสมัพนัธ์ดงักล่าวในมลูสตัว์ทดลอง 

เน่ืองจากระดบั sIgA มลูสตัว์ทดลองทัง้ชนิดท่ีจ าเพาะและไม่จ าเพาะต่อโอวลับูมินมีปริมาณสูงเม่ือ

เทียบกบัตวัอยา่งจากบริเวณเย่ือบอ่ืุน 

 การประเมินการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัแบบ cell-mediated immune response (CMIR) 

หลงัให้วคัซีน  ผลการประเมินระดบั IFN-γ ท่ีหลัง่จาก splenocytes ของหนทูดลองท่ีได้รับโอวลับมูินท่ี

กักเก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดต่างๆ ทางจมูก พบว่าหนูท่ีได้รับไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิล

ขนาดเล็ก และขนาดกลางมีระดบั IFN-γ สงูกว่าหนทูดลองท่ีได้รับไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดใหญ่

และสารละลายโอวลับมูิน ซึ่งเป็นผลจากไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดเล็กและขนาดกลางท่ีสามารถ

น าส่งโอวัลบูมินผ่านเย่ือบุจมูกไปยังม้ามได้ดีกว่าไคโตแซนขนาดใหญ่และสารละลาย ผลการวิจัย

สอดคล้องกบัรายงานการวิจยัของ Vila et al. (2005) ท่ีศกึษาน าส่ง tetanous toxoid (TT) ซึ่งกกัเก็บ

ในอนภุาค PLA-PEG ขนาด 200 nm, 1.5 µm, 5 µm และ 10 µm ตามล าดบั พบว่าอนภุาคขนาดเล็ก

ถูกน าส่งไปยงัม้ามและอวยัวะน า้เหลืองต่างๆ ได้ดีกว่าอนุภาคขนาดใหญ่และ TT ในรูปสารละลาย

อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.05)  

 นอกจากท่ีอนุภาคน าส่งขนาดเล็กสามารถน าส่งแอนติเจนยังอวัยวะน า้เหลืองได้ดีแล้ว  ยัง

พบว่าอนุภาคขนาดเล็กสามารถกระตุ้นการท างานของ antigen presenting cells (APCs) ได้ดี         

กว่าอนุภาคขนาดใหญ่  ดงัรายงานการวิจัยแบบ in vitro ของ Yue et al. (2010) ซึ่งพบว่า            

อนภุาคไคโตแซนขนาดเล็กถกูกกัเก็บเข้าสู ่macrophages ได้ดีกว่าอนภุาคไคโตแซนขนาดใหญ่  ท าให้

อนภุาคท่ีมีขนาด 0.43 µm และ 1.9 µm ถกูน าสง่เข้าเซลล์ได้ดีกว่าอนภุาคขนาด 4.8 µm ท าให้อนภุาค

ขนาดเล็กสามารถกระตุ้นการหลัง่ IFN-γ ได้สงูกว่าอนภุาคขนาดใหญ่ และสอดคล้องกบัรายงานการ

วิจยัของ Krishnakumar et al., (2012) ซึ่งพบว่า TMC-coated PLGA nanoparticles ขนาดเล็ก

สามารถน าส่ง HBs Ag ให้กบั dendritic cell ได้ดีกว่าอนภุาคขนาดใหญ่ นอกจากอนภุาคน าส่งขนาด

เล็กสามารถกระตุ้นการหลัง่ IFN- γ จาก splenocytes ได้ดีกว่าอนุภาคขนาดใหญ่แล้ว ยงัพบว่า

อนุภาคขนาดเล็กสามารถกระตุ้น cytotoxic T-lymphocyte (CTL) ในกระแสเลือดได้ดีกว่าอนุภาค

ขนาดใหญ่ เช่นท่ีพบในรายงานการวิจยัของ Joshi et al. (2013) ซึ่งพบว่า อนภุาค Poly (lactide-co-
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glycolide) (PLGA) ขนาดเล็กสามารถน าส่งโอวลับมูินให้แก่ dendritic cell ได้ดีกว่าอนภุาคขนาด

ใหญ่ และเม่ือให้ฉีดวัคซีนแบบ Intraperitoneal injection ในหนูทดลองพบว่า อนุภาคขนาดเล็ก

สามารถเพิ่มปริมาณ CD8+ cytolytic T-lymphocyte ในกระแสเลือดได้มากกวา่อนภุาคขนาดใหญ่  

 ส าหรับการหลั่ง IL-4 จาก splenocytes พบว่า หนูทดลองท่ีได้รับโอวัลบูมินท่ีกักเก็บ                 

ในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดเล็กทางจมกู สามารถกระตุ้นการหลัง่ IL-4 ได้ดีกว่าโอวลับมูินท่ีกัก

เก็บในไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคลิขนาดใหญ่และสารละลายโอวลับมูิน  สอดคล้องกบัระดบั IgG ท่ีพบใน

สปัดาห์สุดท้ายของการทดลอง และสอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ Henriksen-Lacey et al. 

(2011) ท่ีให้แอนติเจนท่ีกักเก็บในไลโปโซม (liposome) ขนาดต่างๆในสตัว์ทดลอง พบว่า อนุภาค

ขนาดเล็กมีความสามารถในการน าส่งแอนติเจนไปยงัม้ามได้ดีกว่าอนุภาคขนาดใหญ่ จึงกระตุ้นการ

หลัง่ IL-10 จาก splenocytes ได้ดีกว่าอนุภาคขนาดใหญ่ โดย IL-10 มีฤทธ์ิกระตุ้นการท างานของ 

CD4+ helper T-lymphocyte type II ท าให้เกิดการหลัง่ IL-4 เพิ่มขึน้ได้ 

 อย่างไรก็ตาม รายงานการวิจยัแบบ in vitro ของ Kanchan et al. (2007) ซึ่งพบว่าอนภุาค 

polylactide (PLA) ขนาดใหญ่ (2-8 µm) สามารถกระตุ้นการหลัง่ IL-4 จาก macrophages ได้ดีกว่า

อนภุาค PLA ขนาดเล็ก (200-600 nm) ทัง้นีพ้บว่าอนภุาคขนาดใหญ่ไม่ได้ถกูกกัเก็บเข้าสู่เข้าเซลล์ แต่

การกระตุ้นภูมิคุ้มกนัเกิดจากแอนติเจนท่ีถกูปลดปล่อยจากอนภุาคน าส่งไปกระตุ้นเซลล์ทางภูมิคุ้มกนั

โดยตรง การท่ีอนุภาคขนาดใหญ่มีการปลดปล่อยแอนติเจนช้ากว่าอนุภาคขนาดเล็ก จึงท าให้

แอนติเจนมีเวลากระตุ้นเซลล์ทางภูมิคุ้มกนัได้นานกว่า   ตา่งจากผลการวิจยันีท่ี้พบว่าไคโตแซนนาโน

พาร์ทิเคิลทัง้ 3 ต ารับ มีการปลดปล่อยแอนติเจนใกล้เคียงกัน จึงไม่พบความสัมพันธ์ในลักษณะ

เดียวกบัรายงานการวิจยัของ Kanchan et al. (2007) แตก่ารท่ีไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดเล็กซึ่ง

ถูกน าส่งทางจมูกไปยังอวัยวะทางภูมิคุ้มกันได้ดีกว่าไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดใหญ่ จึงท าให้

ปริมาณของแอนติเจนท่ีสัมผัสเซลล์ทางภูมิคุ้มกันท่ีน าส่งด้วยไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดเล็ก

มากกวา่ไคโตแซนนาโนพาร์ทิเคิลขนาดใหญ่ จึงกระตุ้นภูมิคุ้มกนัการหลัง่ IL-4 ได้ดีกว่า และให้ผลการ

ทดลองแตกตา่งจากการทดลองแบบ in vitro ของ Kanchan et al. (2007)  


