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บทคัดย่อ (Abstract) 

ภาษาไทย 

จากผลการวจิยัพฒันากระดูกเทียมในแผนงานวจิยัโครงการวจิยับูรณาการดา้นวศิวกรรมเน้ือเยือ่เพื่อ

การพฒันากระดูกเทียม ระยะท่ี 1 ทาํใหไ้ดต้น้แบบโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมท่ีผลิตจากไพโบรอินไหม

ไทย และไคโตซานเป็นองคป์ระกอบหลกั ซ่ึงมีสมบติัต่างๆ เหมาะสม ทั้งทางกายภาพ ทางกล และทาง

ชีวภาพ (ในระดบัหอ้งปฏิบติัการ) ตน้แบบกระดูกเทียมน้ีถือเป็นผลิตภณัฑท์างการแพทยซ่ึ์งมีเป้าหมายใน

การนาํไปใชใ้นการรักษาปัญหาการสูญเสียกระดูกของประชากรในประเทศ เพื่อใหป้ระชากรในประเทศมี

โอกาสในการรักษาท่ีมากข้ึน และมีคุณภาพชีวติท่ีดีข้ึน และลดการนาํเขา้ผลิตภณัฑท์างการแพทย ์ดงันั้น จึง

ตอ้งไดรั้บการพฒันาต่อไปโดยการทดสอบมาตรฐานความปลอดภยัผลิตภณัฑท์างการแพทยท่ี์มีต่อส่ิงมีชี35วติ35 

ในงานวจิยัน้ีจึงไดผ้ลิตและทดสอบกระดูกเทียมดงักล่าวโดยแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ การส่งตรวจมาตรฐานเพื่อ

รับรองความปลอดภยัสาํหรับผลิตภณัฑท์างการแพทยข์องหน่วยงานในประเทศ ไดแ้ก่ สถาบนัวจิยั

วทิยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) และ การตรวจสอบความปลอดภยัโดยคณะผูว้จิยัเองตาม

มาตรฐาน ISO 10993 ผลการทดสอบความปลอดภยัของโครงเล้ียงซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/เจลาติน/ไฮด

รอกซีอะพาไทต ์ หรือ TSF-bone substitute โดย วว. ทั้ง 3 ประเภท ไดแ้ก่ Safety test (Systemic injection 

tests), Acute dermal irritation test และ Skin sensitization test สรุปไดว้า่โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมน้ีไม่

เป็นพิษต่อสัตวท์ดลอง ไม่พบอาการระคายเคืองอยา่งเฉียบพลนั รวมถึงไม่ก่อใหเ้กิดผืน่แดงและการบวมท่ี

ผวิหนงัของสัตวท์ดลอง ผลการทดสอบความเป็นพิษและการทดสอบปฏิกิริยาเฉพาะท่ีของโครงเล้ียงเซลล์

กระดูกเทียมภายหลงัจากการฝังในสัตวท์ดลองโดยคณะผูว้จิยัเอง แสดงใหเ้ห็นวา่กระดูกเทียมดงักล่าวไม่มี

พิษต่อเซลล ์ และ มีระดบัความระคายเคืองในสัตวท์ดลองอยูใ่นระดบั “ไม่ระคายเคือง” ถึง “ระคายเคือง

เล็กนอ้ย” ทั้งน้ีกระบวนการผลิตโครงเล้ียงเซลลใ์นปัจจุบนัมีความสะอาดอยูใ่นระดบัหน่ึง แต่ยงัไม่เทียบเท่า

มาตรฐานการผลิตอุปกรณ์/วสัดุทางการแพทย ์ ซ่ึงคณะผูว้จิยัไม่มีสถานท่ีและครุภณัฑท่ี์จะดาํเนินการผลิตได ้

ตอ้งมีการลงทุนในการดาํเนินการดงักล่าวต่อไปในขั้นตอนการผลิตเพื่อใชใ้นการทดสอบในมนุษย ์ หรือการ

ใชจ้ริงต่อไป  

โดยสรุปจากผลการทดสอบความปลอดภยัโดยหน่วยงานรับรองมาตรฐานภายนอก และการ

ทดสอบภายในหอ้งปฏิบติัการช้ีใหเ้ห็นวา่  โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/เจลาติน/ไฮดรอกซีอะพา

ไทต ์หรือ TSF-bone substitute มีความปลอดภยัเบ้ืองตน้ในการทดสอบในร่างกายส่ิงมีชีวติ แสดงใหเ้ห็นถึง

ศกัยภาพในการประยกุตท์ดสอบใชง้านในมนุษยต่์อไป เพื่อพฒันาใหถึ้งเป้าหมายการใชก้ระดูกเทียมท่ีผลิต

ข้ึนในประเทศไทยเพื่อการรักษาโรคสูญเสียเน้ือกระดูก
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ภาษาองักฤษ 

From the research output of Multidisciplinary Researches in Tissue Engineering for Development 

of Bone Substitutes: Phase I, Thai silk fibroin-based and chitosan-based bone substitutes having suitable 

physical and biological properties were obtained. The goal of the developed bone substitutes is to use in 

bone defect healing for Thai people. This could enhance the quality of life of Thai people and reduce the 

imported medical products.  To achieve the goal, the safety certification of the developed bone substitutes 

is required. In this work, the developed bone substitutes were produced and tested. Two parts of safety 

tests were performed including the certified safety test by Thailand Institute of Scientific and 

Technological Research (TISTR) and in-house test according to ISO 10993. The results on the safety test 

of Thai silk/gelatin/hydroxyapatite bone substitute or TSF-bone substitute by TISTR, including safety test 

(systemic injection tests), acute dermal irritation test and skin sensitization test, can be concluded that 

TSF-bone substitute is not toxic to animals. There are no dermal irritation, skin erythema and swelling. 

The in-house testing results on cytotoxicity and in vivo tissue response (local effect after implantaion) 

indicates that TSF-bone substitute is not toxic to cells. The “non-irritant” ands “slight irritant” levels of 

TSF-bone substitute are found. It is noted that the TSF-bone substitute is not produced in the standard of 

clean environment due to the lack of clean room. This might cause some contamination during the 

production. The standard of production is required for further clinical test.  

 In conclusion, the results on safety tests by both parties suggest that TSF-bone substitute is 

preliminarily safe to be used in vivo. This implies the high potential of TSF-bone substitute for clinical test 

and further used to heal bone defect. 

 

 

คําสําคัญ: ไฟโบรอินไหมไทย, กระดูกเทียม, วศิวกรรมเน้ือเยือ่กระดูก, การทดสอบความปลอดภยัของวสัดุ

ทางการแพทย ์(Thai silk fibroin, bone substitute, bone tissue engineering, safety test of medical product) 
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1. บทนํา 

 เทคโนโลยกีารรักษาการสูญเสียกระดูกโดยการใชก้ระดูกเทียมท่ีมีความสามารถในการเสริมสร้าง

การเจริญเติบโตของเน้ือเยือ่กระดูกไดรั้บการพฒันาเพื่อใชใ้นทางการแพทยอ์ยา่งต่อเน่ืองในต่างประเทศ 

กระดูกเทียมเหล่าน้ีเป็นวสัดุทางการแพทยท่ี์ตอ้งนาํเขา้จากต่างประเทศซ่ึงมีราคาแพง ทาํใหก้ารรักษาการ

สูญเสียกระดูกในประชากรไทยเป็นไปอยา่งจาํกดั การวิจยัเพื่อพฒันาตน้แบบกระดูกเทียมท่ีผลิตข้ึนจากชีว

วสัดุท่ียอ่ยสลายไดใ้นร่างกาย และเป็นวสัดุท่ีผลิตไดภ้ายในประเทศจึงมีความจาํเป็นและสาํคญัสาํหรับการ

ใชง้านทางการแพทยใ์นประเทศ เพื่อใหป้ระชากรในประเทศมีโอกาสในการรักษาท่ีมากข้ึน และมีคุณภาพ

ชีวติท่ีดีข้ึน การพฒันาตน้แบบกระดูกเทียมน้ีไดเ้ร่ิมดาํเนินการในแผนงานวิจยัโครงการวจิยับูรณาการดา้น

วศิวกรรมเน้ือเยือ่เพื่อการพฒันากระดูกเทียม ระยะท่ี 1 โดยเร่ิมพฒันาจากข้ึนรูปโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียม

จากชีววสัดุท่ีมีศกัยภาพในประเทศ 2 ประเภทไดแ้ก่ ไพโบรอินไหมไทย และไคโตซาน จากนั้นไดท้าํการ

ทดสอบสมบติัต่าง ๆ ไดแ้ก่สมบติัทางกายภาพ ทางกล ตลอดจนสมบติัความเขา้กนัไดท้างชีวภาพกบัเซลล์

กระดูกและเซลลต์น้กาํเนิดในระดบัห้องปฏิบติัการ จนไดผ้ลิตภณัฑต์น้แบบกระดูกเทียมท่ีมีสมบติัขา้งตน้

เหมาะสมในระดบัห้องปฏิบติัการจากแผนงานวิจยัระยะท่ี 1 ซ่ึงเสร็จส้ินไปแลว้ กระดูกเทียมดงักล่าวน้ีถือ

เป็นผลิตภณัฑท์างการแพทยซ่ึ์งมีเป้าหมายในการนาํไปใชใ้นการรักษาปัญหาการสูญเสียกระดูกของ

ประชากรไทย จึงจาํเป็นตอ้งไดรั้บการทดสอบความปลอดภยัตามมาตรฐานการทดสอบวสัดุทางการแพทย ์

ก่อนการนาํไปทดลองใชใ้นร่างกายมนุษย ์ทั้งน้ีมาตรฐานการทดสอบน้ียงัไม่มีระบุชดัในประเทศไทย มีเพียง

มาตรฐานสากลท่ีใชก้นัคือ ISO 10993 (US FDA 1993) ซ่ึงเป็นมาตรฐานทดสอบสาํหรับวสัดุทางการแพทย ์

ประกอบดว้ยการทดสอบหลายชนิด อาทิ ISO10993- 5 การตรวจความเป็นพิษต่อเซลล ์ (indirect 

cytotoxicity method) แบบ elution titration test  และ ISO10993-6 การทดสอบปฏิกิริยาเฉพาะท่ีของ

ผลิตภณัฑท์างการแพทยท่ี์ฝังในสัตวท์ดลอง ดงันั้นโครงการวจิยัน้ีจึงมุ่งเนน้การดาํเนินการทดสอบความ

ปลอดภยัของกระดูกเทียมท่ีผลิตมาจากไฟโบรอินไหมไทย และไคโตซานเป็นองคป์ระกอบหลกั ซ่ึงตน้แบบ

กระดูกเทียมท่ีผา่นการทดสอบมาตรฐานความปลอดภยัแลว้จะถูกนาํไปทดสอบความเขา้กนัไดท้างชีวภาพ 

และความสามารถในการใชรั้กษาปัญหาการสูญเสียมวลกระดูกในมนุษยต่์อไปในอนาคต เพื่อพฒันาไปสู่

เป้าหมายผลผลิตสุดทา้ยคือ กระดูกเทียมท่ีผลิตจากชีววสัดุในประเทศเพื่อใชใ้นการรักษาทางการแพทย ์ โดย

การเสริมสร้างเน้ือกระดูกทดแทนส่วนท่ีเสียหายได ้ ดว้ยตน้ทุนท่ีตํ่ากวา่กระดูกเทียมจากต่างประเทศ อนัจะ

ช่วยเป็นการยกระดบัคุณภาพชีวติประชากรไทยท่ีป่วยใหดี้ข้ึน 

 

2. การทบทวนวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 

 การทดสอบความเป็นพิษของโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมสําหรับเพาะเล้ียงเซลลก์ระดูก และเซลล์

ตน้กาํเนิด สาํหรับงานวศิวกรรมเน้ือเยือ่กระดูก ท่ีทาํจากไฟโบรอินในส่ิงมีชีวิต มีรายงานการเขา้กนัไดท้าง

ชีวภาพตาม ISO10993-6 ของเส้นใยไหมท่ีไดจ้ากถุงไข่ของแมงมุม, เส้นใยไหมท่ีไดจ้ากถุงไข่แมงมุมท่ีมี
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การปรับปรุงดว้ยเอนไซมท์ริปซิน, เส้นใยไหมท่ีไดจ้ากถุงไข่แมงมุมท่ีมีการปรับปรุงดว้ยเอนไซมท์ริปซิน

และเอนไซม์โปรติเนส เพื่อเปรียบเทียบกบัวสัดุทางการค้า คือ Vicryl® โดยนําวสัดุดงักล่าวฝังท่ีชั้นใต้

ผิวหนงัของหนูวิสตา้เป็นระยะเวลา 1, 4 และ  7 สัปดาห์ พบวา่ เส้นใยไหมท่ีมีการปรับปรุงดว้ยเอนไซม์มี

ความเขา้กนัไดม้ากกวา่เส้นใยท่ีไม่ไดมี้การปรับปรุงดว้ยเอนไซม ์[1] Meinel และคณะ [2] ไดท้าํการศึกษา

ฟิล์มท่ีทาํจากไหมมีการอกัเสบน้อยกว่าฟิล์มท่ีทาํจากคอลลาเจนและจานเล้ียงเซลล์ (วสัดุควบคุม) เม่ือ

ทดสอบในระดับห้องปฏิบัติการจากการว ัดการแสดงออกของยีน Interleukin1 beta (IL-1β) และ 

cyclooxygenase 2 (COX-2) ในอาหารเล้ียงเซลล์ เม่ือทดสอบในหนูทดลอง พบวา่ฟิล์มไหมมีความเขา้กนั

ไดท้างชีวภาพใกลเ้คียงกบัฟิล์มคอลลาเจน และยงัก่อให้เกิดการอกัเสบนอ้ยกวา่ฟิล์ม PLA  Fini และคณะ

[3] ไดท้ดสอบความเป็นพิษของแผน่ไฮโดรเจลท่ีผลิตจากไฟโบรอินในระดบัห้องปฏิบติัการโดยใชเ้ซลล ์

osteoblast MG-63 หลังจากระยะเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมง ทําการว ัดการหลั่งของเอนไซม์  lactate 

dehydrogenase ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีเซลล์หลัง่ออกมาเม่ือเซลล์เมมเบรน ถูกทาํลาย และตรวจดูการหลัง่ของ 

alkaline phosphatase, osteocalin, TGF-β1, IL-6 เปรียบเทียบกบัวสัดุควบคุมเชิงบวก (สารละลายฟีนอล 

0.5%) และวสัดุควบคุมเชิงลบ (0.9% โซเดียมคลอไรด์) พบวา่ มีการตรวจพบ TGF-β1 ในปริมาณไม่มาก

เม่ือเทียบกบัวสัดุควบคุมเชิงลบ แสดงให้เห็นว่า ไหมท่ีข้ึนรูปแบบไฮโดรเจลมีความเขา้กนัได้กบัเซลล ์ 

จากนั้นจึงไดน้าํแผ่นไฮโดรเจลท่ีผลิตจากไฟโบรอินไปทดสอบโดยการฝังลงบริเวณกระดูกโคนขาของ

กระต่ายเพื่อศึกษาความสามารถในการสร้างเน้ือกระดูกด้วย ซ่ึงพบว่าเม่ือระยะเวลาผ่านไป 12 สัปดาห์ 

ไหมท่ีข้ึนรูปแบบไฮโดรเจล ช่วยให้เกิดกระดูกใหม่คล้ายกับกระดูกปกติมากกว่า poly(D,L lactide-

glycolide) ซ่ึงเป็นวสัดุควบคุม    Panilaitis และคณะ [4] ไดท้าํการทดสอบการตอบสนองของเซลล์แมคโคร

ฟาจต่อไหมโดยทาํการทดสอบในระดบัห้องปฏิบติัการ โดยนาํเส้นใยไหมมาทาํการเพาะเล้ียงกบัเซลล์แมค

โครฟาจ Raw 264.7 เป็นระยะเวลา 1 และ 7 วนั จากนั้ นทาํการวดัระดับของไซโตไคน์ Tumor necrosis 

factor (TNF) พบวา่เส้นใยไหมไม่ไดก้ระตุน้ใหเ้กิดกการหลัง่ของ TNF จากเซลล ์Raw 264.7  

สาํหรับงานวศิวกรรมเน้ือเยื่อกระดูกท่ีทาํจากไคโตซาน Cai และคณะ [5] ไดร้ายงานการเขา้กนัได้

ของโครงเล้ียงเซลลพ์อลิดีแอลแลกติกแอซิดท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยไคโตซาน  โดยนาํช้ินงานฝังท่ีกระดูกแขน 

(radius) ของกระต่ายเป็นระยะเวลา 2, 4, 8 และ 12 สัปดาห์ จากนั้นนาํมายอ้มสี H&E พบวา่ หลงัผา่นไป 2 

สัปดาห์มีการอกัเสบเล็กนอ้ย ซ่ึงมีเซลลลิ์มโฟไซตแ์ละแมคโคฟาจเขา้มาในโครงเล้ียงเซลล ์ หลงัจากผา่นไป 

4 และ 8 สัปดาห์มีการอกัเสบปานกลาง ซ่ึงมีเซลลลิ์มโฟไซต,์ แมคโคฟาจและพลาสมา แต่หลงัจากผา่นไป 

12 สัปดาห์ ปฏิกิริยาการอกัเสบลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบั 8 สัปดาห์ ส่วนโครงเล้ียงเซลลพ์อลิดีแอลแลกติก

แอซิดท่ีไม่ไดมี้การปรับปรุงพื้นผวิดว้ยไคโตซานพบวา่ปฏิกิริยาการอกัเสบจะรุนแรงเม่ือระยะเวลาผา่นไป 8 
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สัปดาห์ แสดงใหเ้ห็นวา่โครงเล้ียงเซลลพ์อลิดีแอลแลกติกแอซิดท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยไคโตซานมีความเขา้

กนัไดก้บัเน้ือเยือ่ไดม้ากกวา่โครงเล้ียงเซลลพ์อลิดีแอลแลกติกแอซิด Hua และคณะ [6] ไดท้าํการทดสอบ

คอมพอสิตไฮดรอกซีอะพาไทต/์ไคโตซาน เพื่อเป็นวสัดุทดแทนกระดูก  โดยนาํช้ินงานฝังท่ีกระดูกหนา้แขง็

ของกระต่ายเป็นระยะเวลา 2, 4, 8, 12 และ 16 สัปดาห์ จากนั้นนาํมายอ้มสี H&E พบวา่ หลงัผา่นไป 2 

สัปดาห์ เกิดการอกัเสบอยูใ่นขั้นปกติ หลงัจากผา่นไป 4 สัปดาห์ เกิดกระดูกใหม่ และเม่ือระยะเวลาผา่นไป 

12 และ 16 สัปดาห์ ไม่มีแมคโคฟาจอยูร่อบๆ ช้ินงานและเกิดกระดูกใหม่ แสดงใหเ้ห็นวา่ วสัดุคอมพอสิตไฮ

ดรอกซีอะพาไทต/์ไคโตซาน มีความเขา้กนัไดก้บัเน้ือเยือ่เป็นอยา่งดี 

  

3. ระเบียบวธีิดําเนินการวจิัย 

วธีิดาํเนินการวจิยัเดิมท่ีเสนอไวใ้นขอ้เสนอโครงการ แบ่งเป็น 2 ส่วนหลกั คือ  

(1) การผลิตช้ินงานโครงเลี้ยงเซลล์กระดูกเทียมทีม่ีไหมไทยและไคโตซานเป็นองค์ประกอบหลัก 2 

สูตร เพือ่ใช้ในการทดสอบในโครงการย่อยที ่ 1 และ 2 โดยใชสู้ตรท่ีมีสมบติัทางกายภาพ ทางชีวภาพดี ผา่น

การคดัเลือกมาจากโครงการฯ ระยะท่ี 1 คือ 

สูตร 1. โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/เจลาติน/ไฮดรอกซีอะพาไทต ์

สูตร 2. โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต ์

(2) การทดสอบความปลอดภัยของโครงเลี้ยงเซลล์กระดูกเทยีมทีม่ีไหมไทยและไคโตซานเป็น

องค์ประกอบหลักทัง้สองสูตรในข้อ (1) โดยแบ่งเป็น 1. การส่งตรวจมาตรฐานเพื่อรับรองความปลอดภยั

สาํหรับผลิตภณัฑท์างการแพทยข์องหน่วยงานในประเทศ ไดแ้ก่ สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี

แห่งประเทศไทย (วว.) โดยทาํการทดสอบ 4 ประเภท คือ Cytotoxicity, Sensitization, Intracutaneous และ 

Systemic injection tests    2. การตรวจสอบความปลอดภยัโดยคณะผูว้จิยัเอง (in house testing) ซ่ึง

ดาํเนินการทดสอบความเป็นพิษ (cytotoxicity) และการทดสอบปฏิกิริยาเฉพาะท่ีของโครงเล้ียงเซลลก์ระดูก

เทียมภายหลงัจากการฝังในสัตวท์ดลอง  

ทั้งน้ีเม่ือไดด้าํเนินการผลิตในขอ้ (1) และส่งทดสอบความสามารถในการสร้างกระดูกใน

สัตวท์ดลอง (in vivo test) ในโครงการยอ่ยท่ี 1 ผลการทดสอบความสามารถในการสร้างกระดูกใน

สัตวท์ดลอง (สุนขั) โดยใชโ้ครงเล้ียงเซลลไ์คโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต ์พบวา่ โครงเล้ียงเซลลไ์คโตซาน/

ไฮดรอกซีอะพาไทตน้ี์ก่อใหเ้กิดภาวะอกัเสบค่อนขา้งรุนแรงในสุนขัทดลอง ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดสอบ

โครงเล้ียงเซลลไ์คโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทตใ์นอีกโครงการร่วมกบัทีมวิจยัคณะสัตวแพทยศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ โดยใชก้ระต่ายเป็นสัตวท์ดลอง (รายละเอียดในภาคผนวกทา้ยโครงการ) แสดง

ใหเ้ห็นวา่ โครงเล้ียงเซลลท่ี์มีไคโตซานเป็นองคป์ระกอบน้ีก่อใหเ้กิดการต่อตา้นจากระบบภูมิคุม้กนัใน

ส่ิงมีชีวติ ดงันั้นทีมนกัวจิยัจึงลงความเห็นวา่ ไม่ควรส่งโครงเล้ียงเซลลไ์คโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทตน้ี์ไป



โครงการยอ่ยท่ี 2 / 11 

ทดสอบความปลอดภยัท่ี วว. เน่ืองจากการทดสอบดงักล่าวตอ้งใชค่้าใชม้าก จึงขอปรับเปล่ียนเน้ืองานใน

โครงการโดยไดเ้พิ่มเน้ืองานในส่วนการการทดสอบความปลอดภยัโดยคณะผูว้จิยัเอง โดยใชโ้ครงเล้ียงเซลล์

กระดูกเทียมท่ีมีไหมไทยเป็นองคป์ระกอบหลกัจาก 1 สูตรเป็น 4 สูตร เพื่อนาํผลการทดสอบท่ีไดม้ายนืยนั

และเปรียบเทียบผลจากขั้นตอนการผลิตแต่ละขั้นอยา่งเป็นระบบ และไดเ้พิ่มงานการพฒันาโครงเล้ียงเซลล์

กระดูกเทียมแบบใหม่จากชีววสัดุในกลุ่มคอลลาเจน/ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต ์ โดยทาํการทดสอบ

สมบติัทางกายภาพ และชีวภาพระดบัห้องปฏิบติัการ ดงันั้นวธีิดาํเนินการวจิยัท่ีไดด้าํเนินการจริงใน

โครงการยอ่ยน้ีจะแบ่งเป็น 3 ส่วนหลกั ในหวัขอ้ (3.1) – (3.3) ดงัน้ี  

(3.1) การผลิตช้ินงานโครงเลี้ยงเซลล์กระดูกเทยีมทีม่ีไหมไทยและไคโตซานเป็นองค์ประกอบหลัก 

5 สูตร เพือ่ใช้ในการทดสอบในโครงการย่อยที ่1 และ 2 โดยใชสู้ตรท่ีมีสมบติัทางกายภาพ ทางชีวภาพดี ผา่น

การคดัเลือกมาจากโครงการฯ ระยะท่ี 1 คือ 

สูตร 1. โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย 

สูตร 2. โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/เจลาติน 

สูตร 3. โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/ไฮดรอกซีอะพาไทต ์

สูตร 4. โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/เจลาติน/ไฮดรอกซีอะพาไทต ์

สูตร 5. โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต ์

(3.2) การทดสอบความปลอดภัยของโครงเลี้ยงเซลล์กระดูกเทยีมทีม่ีไหมไทยเป็นองค์ประกอบ

หลักสูตร 1-4 ในข้อ (3.1)  

(3.3) การพฒันาโครงเลี้ยงเซลล์กระดูกเทียมแบบใหม่จากชีววัสดุในกลุ่มไหมไทย/คอลลาเจน/ไคโต

ซาน/ ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

ทั้งนี ้เพือ่ความต่อเน่ืองของของเนือ้หา จะแยกการรายงานออกเป็น 2 ส่วนคอื ส่วนการ

ผลติและทดสอบความปลอดภัยของโครงเลีย้งเซลล์ (หัวข้อ 3.1 และ 3.2) และส่วนการพฒันา

โครงเลีย้งเซลล์แบบใหม่ (หัวข้อ 3.3)  

3. ระเบียบวธีิดําเนินการวจิัย (ส่วนการผลติและทดสอบความปลอดภัยของโครงเลีย้งเซลล์) 

(3.1) การผลิตช้ินงานโครงเลี้ยงเซลล์กระดูกเทยีมทีม่ีไหมไทยและไคโตซานเป็นองค์ประกอบหลัก 

5 สูตร เพือ่ใช้ในการทดสอบในโครงการย่อยที ่1 และ 2 
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การผลิตโครงเลีย้งเซลล์กระดูกเทียมท่ีมีไหมไทยเป็นองค์ประกอบหลักดาํเนินการตามขั้นตอนการ

ผลิตท่ีรายงานไวใ้นรายงานฉบบัสมบรูณ์ของโครงการฯ ระยะท่ี 1 โดยมีการควมคุมมาตรฐานการผลิตโครง

เล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมดว้ยการควบคุมสภาวะในการผลิตทุกขั้นตอน ดงัน้ี 

- เตรียมสารละลายไฟโบรอินโดยนาํรังไหมไทยมาตม้ดว้ย Na2CO3 เพื่อละลายเซริซินหรือ

กาวไหมออก แลว้นาํเส้นใยไฟโบรอินท่ีทิ้งไวใ้หแ้หง้ไปละลายดว้ย 9.3M LiBr 

- นาํสารละลายไฟโบรอินท่ีไดไ้ปไดอะไลซ์ดว้ยนํ้า DI เป็นเวลา 2-3 วนั เพื่อกาํจดั LiBr ออก 

จะไดส้ารละลายไฟโบรอินในนํ้า 

- นาํสารสะลายไฟโบรอินมาข้ึนรูปเป็นโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติดว้ยเทคนิค salt-leaching โดย

ใชเ้กลือท่ีคดัขนาดแลว้ (600-710 ไมโครเมตร) เป็นตวัทาํใหเ้กิดรูพรุน (porogen) 

- ลา้งโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีไดด้ว้ยนํ้า DI และทิ้งไวใ้หแ้หง้ในตูส้ะอาด จะไดโ้ครงเล้ียง

เซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย (สูตร 1) 

- นาํโครงเล้ียงเซลลท่ี์ไดม้าปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน ดว้ยการเช่ือมโยงพนัธะดว้ย EDC แช่

ในสารละลายเจลาตินความเขม้ขน้ 0.5% เป็นเวลา 2 ชัว่โมงภายใตส้ภาวะสูญญากาศ แลว้นาํไปทาํแหง้ดว้ย

กระบวนการ freeze-drying หลงัจากนั้นทาํการเช่ือมขวาง (crosslink) ดว้ยวธีิ Dehydrothermal (DHT) ท่ี

อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส ตามดว้ยการเช่ือมขวางโดยใช ้EDC ร่วมกบั NHS (14mM 1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) และ 5.5mM N-hydroxy-succinimide (NHS))  

จะไดโ้ครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/เจลาติน (สูตร 2) 

-        นาํโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน และโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้นเจลาตินมา

สะสม ไฮดรอกซีอะพาไทตด์ว้ยเทคนิคการแช่ในสารละลายแคลเซียมคลอไรดแ์ละสารละลายโซเดียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟตสลบักนั โดยแช่โครงเล้ียงเซลลใ์น 0.2M CaCl2 เป็นเวลา 30 นาทีภายใตส้ภาวะ

สูญญากาศ หลงัจากนั้นนาํโครงเล้ียงเซลลไ์ปแช่ใน 0.12M Na2HPO4 เป็นเวลา 30 นาทีภายใตส้ภาวะ

สูญญากาศ (นบัเป็น 1 รอบของการแช่ใน CaCl2 และ Na2HPO4 สลบักนัเพื่อสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต)์ ทาํ

การแช่ใน CaCl2 และ Na2HPO4 สลบักนัซํ้ าเป็นจาํนวน 4 รอบ  จะได ้โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/

ไฮดรอกซีอะพาไทต ์(สูตร 3) และโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/เจลาติน/ไฮดรอกซีอะพาไทต ์(สูตร 

4) 
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- สุ่มตรวจสอบโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมท่ีผลิตไดใ้นแต่ละคร้ัง (batch) ใหมี้ความสมํ่าเสมอ  โดย

จะตรวจสอบสัดส่วนนํ้าหนกัขององคป์ระกอบแต่ละชนิดในโครงเล้ียงเซลลใ์หมี้ค่าความแตกต่างไม่เกิน 5% 

ดว้ยเทคนิคThermalgravimetric analysis (TGA) และ Electron dispersive X-ray spectroscopy (EDX) และ

ควบคุมโครงสร้างสัณฐานความพรุนของโครงเล้ียงเซลลใ์หค้งท่ีดว้ยการส่องกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 1 

ตารางที ่2.1 คุณลกัษณะของโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมท่ีเตรียมจากไหมไทย/เจลาติน/ไฮดรอกซีอะพาไทต ์

ชนิดของโครงเลีย้งเซลล์ อนิทรีย์:อนินทรีย์ โครงสร้างสัณฐาน สมบัตขิองโครงเลีย้งเซลล์ 

โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินไหมไทย 

(สูตร 1)  

รหสัยอ่ : SF 

100 : 0 

 

 ขนาดรูพรุน: 561±44 ไมโครเมตร 

 ความหนาแน่น: 0.081±0.005 มก/มม3 

 ความพรุน: 91.9±0.5 % 

โครงเล้ียงเซลลค์อนจูเกตเจลาติน/

ไฟโบรอินไหมไทย  

(สูตร 2)  

รหสัยอ่ : CGSF 

100 : 0 

 

 ขนาดรูพรุน: 485±42ไมโครเมตร 

 ความหนา แน่น: 0.093±0.006 มก/มม3 

 ความพรุน: 90.7±0.6 % 

โครงเล้ียงเซลลไ์ฮดรอกซีอะพา-

ไทต/์ไฟโบรอินไหมไทย  

(สูตร 3)  

รหสัยอ่ : SF4 

51±0.81 : 

49±0.81 

 

 ขนาดรูพรุน: 300±58 ไมโครเมตร 

 ความหนาแน่น: 0.130±0.009 มก/มม3 

 ความพรุน: 87.0±0.9 % 

โครงเล้ียงเซลลไ์ฮดรอกซีอะพา-

ไทต/์คอนจูเกตเจลาติน/ไฟโบรอิน

ไหมไทย 

(สูตร 4)  

รหสัยอ่ : CGSF4 

55±1 : 

45±1 

 

 ขนาดรูพรุน: 286±82 ไมโครเมตร 

 ความหนาแน่น: 0.146±0.009 มก/มม3 

 ความพรุน: 85.4±0.9 % 
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ส่วนการผลิตโครงเลีย้งเซลล์กระดูกเทียมไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ จะทาํการเตรียมจากไคติน 

และควบคุม %degree of deacetylation ของไคโตซานท่ีผลิตข้ึนใหค้งท่ี แลว้นาํไปข้ึนรูปเป็นโครงเล้ียงเซลล์

ไคโตซาน/ไฮดรอกซีอะพาไทต ์โดยควบคุมสภาวะในการผลิต ดงัรายละเอียดดงัน้ี 

 -   นําไคตินจากแกนปลาหมึกมาแช่กรดไฮโดรคลอริก 1 โมลาร์ เป็นเวลา 1 วนั เพื่อกาํจดัคราบ

หินปูนบนไคติน จากนั้นลา้งดว้ยนํ้ากลัน่จนเป็นกลาง 

 -   นาํไคตินท่ีผ่านขั้นตอนดา้นบนมาแลว้ มาแช่ใน 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ เป็นเวลา 1 วนั 

เพื่อกาํจดัโปรตีนท่ีไม่ตอ้งการ จากนั้นลา้งดว้ยนํ้ากลัน่จนเป็นกลาง  

 -  เปล่ียนไคตินให้เป็นไคโตซาน โดยนําไคตินท่ีผ่านขั้นตอนการล้างด้วยไฮโดรคลอริก และ

โซเดียมไฮดรอกไซด์แล้ว มาแช่ใน 50 % สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เป็นเวลา 2 วนั เพื่อกาํจดัหมู่ 

acetyl ออก (deacetylation) จากนั้นลา้งดว้ยนํ้ากลัน่จนเป็นกลาง ทาํใหแ้หง้ก่อนนาํไปเก็บ 

  -  ตรวจวดั % deacetylation ของไคโตซาน โดยนาํสารละลายไคโตซาน 0.01 กรัม ไคโตซานใน 

100 มิลลิลิตร ของ 0.01 โมลาร์ กรดอะซิติก มาวดัค่า absorbance (A) ด้วยเคร่ือง Spectroscope และนําไป

คาํนวณความเขม้ขน้ของ N-acetyl-D-glucosamine  และ % deacetylation ของไคโตซาน 

-  ข้ึนรูปไคโตซานร่วมกบั HA ใหเ้ป็นโครงเล้ียงเซลลส์ามมิติ โดยนาํสารละลาย  1% ไคโตซาน 20 

มิลลิลิตร มากวนดว้ยเคร่ือง magnetic stirrer หยดสารละลาย 5โมลาร์ แคลเซียมคลอไรด ์ปริมาณ 0.925 

มิลลิลิตร ดว้ยไมโครปิเปต จากนั้นตามดว้ย 85 % กรดฟอสฟอริก ปริมาตร 0.19 มิลลิลิตร แลว้ค่อยๆเติม 1

โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด ์ปริมาณ 9.78  มิลลิลิตรโดยใชบิ้วเรตท่ีอตัราเร็วประมาณ 2.1 มิลลิลิตรต่อนาที 

ทาํซํ้ าจาํนวน 50 คร้ัง ใชส้ารตั้งตน้ (1% ไคโตซาน) รวม 1000 มิลลิลิตร 

-  ป่ันกวนท่ี 1200 รอบ/นาที เม่ือตั้งทิ้งไวจ้ะไดต้ะกอนเป็น slurry สีขาวขุ่น แยก slurry ออกมาลา้ง

ดว้ยนํ้ากลัน่จนเป็นกลาง 

-  นาํ slurry บรรจุลง PPT Test tube ทาํการป่ันเหวี่ยงท่ี 2,500 รอบ เป็นเวลา 30 นาที และนาํไปแช่

แขง็ท่ี -20 องศาเซลเซียส จากนั้นนาํไป ไลโอฟิไลซ์   

-   ทาํการตดัแบ่งวสัดุให้ไดล้กัษณะทรงเหรียญ และท่อนเพื่อเตรียมนาํไปทาํการปลอดเช้ือเพื่อใช้

ทดสอบต่อไป 
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(3.2) การทดสอบความปลอดภัยของโครงเลี้ยงเซลล์กระดูกเทยีมทีม่ีไหมไทยเป็นองค์ประกอบหลัก 

สูตร 1-4 ในข้อ (3.1)  

การทดสอบความปลอดภยัของผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งนาํไปใชใ้นร่างกายมนุษยต์ามมาตรฐานน้ีจะ

ดาํเนินการทดสอบ 2 ทางท่ีอา้งอิงตามมาตรฐาน ISO/EN 10993  ซ่ึงสามารถทาํไดใ้นประเทศไทย คือ การ

ส่งตรวจมาตรฐานเพื่อรับรองความปลอดภยัสาํหรับผลิตภณัฑท์างการแพทยข์องหน่วยงานในประเทศ 

ไดแ้ก่ สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (วว.) โดยไดว้างแผนท่ีจะทาํการทดสอบ 4 

ประเภท คือ Cytotoxicity, Skin sensitization, Acute dermal irritation และ Systemic injection tests สาํหรับ

โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/เจลาติน/ไฮดรอกซีอะพาไทต ์(สูตร 4) โดยอา้งอิงตามวธีิการทดสอบ

ของ วว. และทางท่ี 2 เป็นการตรวจสอบโดยคณะผูว้ิจยัเอง (in house testing) ซ่ึงไดด้าํเนินการทดสอบ 1) 

ความเป็นพิษ(cytotoxicity) และ 2) การทดสอบปฏิกิริยาเฉพาะท่ี ของโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมภาย

หลงัจากการฝังในสัตวท์ดลอง (local effects after implantation) โดยใชโ้ครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมท่ีมีไหม

ไทยเป็นองคป์ระกอบหลกัทั้ง 4 สูตร  

3.2.1. การทดสอบความเป็นพษิ (cytotoxicity) ตามมาตรฐาน ISO 10993-5 (1999)  

การตรวจสอบความเป็นพิษของโครงเล้ียงเซลลใ์ชว้ธีิ indirect method แบบ elution titration test  ซ่ึง

เป็นการสกดัตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบโดยใชอ้าหารเล้ียงเซลลเ์ป็นสารสกดั จากนั้นนาํสารสกดัท่ีไดม้าทาํ

การเจือจางในอตัราส่วนต่างๆ และทดสอบกบัเซลลท่ี์เล้ียงเป็นแบบ monolayer ตามมาตรฐาน ISO 10993-5 

(1999) เพื่อเปรียบเทียบความเป็นพิษของตวัอยา่งท่ีตอ้งการทดสอบกบัวสัดุควบคุมเชิงบวก และเชิงลบ  

ข้ันตอนการทดลอง 

- นาํโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมท่ีผลิตจากไฟโบรอินไหมไทย (SF), โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ี

สะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4), โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน 

(CGSF) และโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผิวดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 

4 รอบ (CGSF4) ไปแช่ในอาหารเล้ียงเซลล ์(Dulbecco’s modified eagle’s liquid medium without serum, 

DMEM without serum) ในอตัราส่วน 2 มิลลิลิตรต่อโครงเล้ียง ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 

ชัว่โมง เพื่อสกดัสารออกจากโครงเล้ียงเซล ์(เรียกสารละลายน้ีวา่ ตวัอยา่งสารสกดั) 

- เพาะเล้ียงเซลล ์L929 mouse fibroblastในจานเพาะเล้ียงเซลล ์24 หลุม (50,000 เซลลต่์อหลุม) โดย

ใชอ้าหารเล้ียงเซลล ์DMEM ทาํการเพาะเล้ียงในตูเ้พาะเช้ือ (incubator) ซ่ึงมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 
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5 ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อให้เซลลโ์ตและกระจายตวัแบบ monolayer จากนั้นดูดอาหาร

เล้ียงเซลลอ์อก 

- เติมตวัอยา่งสารสกดั (100%), ตวัอยา่งสารสกดัท่ีไดเ้จือจาง (50%, 25%, 12.5%), ตวัอยา่งควบคุม

เชิงลบ(สารละลาย Zinc acetate ท่ีความเขม้ขน้ 20 ppm) และ ตวัอยา่งควบคุมเชิงบวก (อาหารเล้ียงเซลล ์

DMEM ไม่มีซีรัม) ปริมาณ 350 ไมโครลิตร 

 - นาํไปบ่มในตูเ้พาะเช้ือ (incubator) ซ่ึงมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 ท่ี 37 องศาเซลเซียส 

เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 

 - ตรวจสอบจาํนวนเซลลท่ี์ยงัมีชีวติดว้ยเทคนิค MTT assay   

 -  เซลลใ์นแต่ละหลุมจะถูกนาํมาตรวจสอบดว้ย inverse microscope เพื่อดูลกัษณะของเซลล ์และ 

จาํนวนเซลลท่ี์มีชีวติ แลว้นาํไปประเมินเปรียบเทียบวา่ ตวัอยา่งสารสกดัท่ีไดจ้ากโครงเล้ียงเซลลก์ระดูก

เทียมมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ากหรือนอ้ยเพียงใด เทียบกบัตวัควบคุมเชิงลบ และตวัควบคุมเชิงบวก ตาม

ตารางท่ี 2 

ตารางที ่2.2 การประเมินระดบัความเป็นพิษ (ระดบัความระคายเคือง) ต่อเซลล ์

ท่ีมา : United States Pharmacopoeia 24, Chapter 87; Biological Reactivity Test, In vitro 

 

ระดบั ปฏิกิริยา สภาพของเซลล ์

0 ไม่เป็นพิษ/ไม่ระคายเคือง ไม่มีเซลลต์าย 

1 เป็นพิษนอ้ยมาก/ระคายเคืองเล็กนอ้ย เซลลต์ายไม่เกินร้อยละ 20 ของเซลลท์ั้งหมด 

2 เป็นพิษนอ้ย/ระคายเคืองนอ้ย เซลลต์ายไม่เกินร้อยละ 50 ของเซลลท์ั้งหมด 

3 เป็นพิษปานกลาง/ระคายเคืองปานกลาง เซลลต์ายไม่เกินร้อยละ 70 ของเซลลท์ั้งหมด 

4 เป็นพิษรุนแรง/ระคายเคืองอยา่งรุนแรง เซลลต์ายเกือบทั้งหมด 
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3.2.2. การทดสอบปฏิกิริยาเฉพาะที ่(local effect) ของโครงเลีย้งเซลล์กระดูกเทยีมภายหลงัจากการ

ฝังในสัตว์ทดลองตามมาตรฐาน ISO 10993-6 (2007)  

ข้ันตอนการทดลอง 

-  นาํโครงเล้ียงเซลลไ์หมไทยทั้ง 4 ชนิด มาทาํการใหป้ลอดเช้ือ (sterilization) ดว้ยก๊าซเอธิลีนออก

ไซด ์

- ใชห้นู Wistar จาํนวน 36 ตวั เพศเมีย อาย ุ7-9 สัปดาห์ โดยจะทาํการฝัง 2 และ 4 สัปดาห์ ซ่ึงในการ

ทดสอบจะทาํการเปรียบเทียบกบัวสัดุควบคุม คือ Gelfoam® ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑท์างการแพทย ์ท่ีผลิตจากเจ

ลาตินเป็นหลกั สาํหรับใชใ้นการหา้มเลือด 

- ทาํการสลบหนูโดยใชย้าสลบ Thiopental Sodium ความเขม้ขน้ 60 มก./มล. ในปริมาณ 10% ของ

นํ้าหนกัหนู (กรัม) ฉีดเขา้ทางเยือ่บุช่องทอ้ง 

- ฝังช้ินงานใตผ้วิหนงัตามขั้นตอนแสดงในรูปท่ี 1โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 

•  โกนขนบริเวณดา้นหลงัท่ีเราจะทาํการฝังช้ินงาน จากนั้นใชน้ํ้ายาเบตาดีนและแอลกอฮอล์

เช็ดทาํความสะอาด 

•  ใชมี้ดเบอร์ 10 กรีดชั้นผวิหนงัโดยแนวกรีดใหต้ั้งฉากกบักระดูกสันหลงั ความยาวประมาณ 

1 เซนติเมตร 

•  ใชก้รรไกรแหวกชั้นใตผ้วิหนงัใหเ้ป็นโพรงท่ีจะสามารถใส่วสัดุท่ีจะฝังได ้โดยในหนู 1 ตวั 

จะทาํการฝัง 2 ช้ินงาน คือ ดา้นขวาจะทาํการฝังวสัดุตวัอยา่ง ส่วนทางดา้นซา้ยจะทาํการฝังวสัดุ

ควบคุม 

•  หลงัจากสอดช้ินงาน เยบ็ปิดชั้นผวิหนงัดว้ยไหมเยบ็แผล จากนั้นทาํความสะอาดแผลดว้ยเบตา

ดีน 

-  ทาํการสังเกตการเปล่ียนแปลงทางกายภาพหลงัจากการฝังช้ินงาน เม่ือถึงระยะเวลาการเก็บช้ินงาน

หนูจะถูกทาํใหต้ายโดยการใชย้าสลบ overdose Thiopental Sodium ฉีดเขา้ทางเยือ่บุช่องทอ้ง 
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-  ทาํการถ่ายรูปและประเมินลกัษณะของช้ินงานดว้ยตาเปล่า เช่น การบวม แดง และเป็นหนอง เป็น

ตน้ 

-  เก็บช้ินงานและเน้ือเยือ่บริเวณรอบช้ินงาน นาํไป fixed ดว้ย 10% formalin เพื่อนาํไปยอ้ม H&E 

(Hemotoxylin & Eosin) ต่อไป 

-  ประเมินลกัษณะทางพยาธิวทิยาดว้ยการใหค้ะแนนช้ินเน้ือเยือ่รอบๆ โครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียม

ท่ียอ้มดว้ยวธีิ H&E โดยแพทยส์าขาพยาธิวทิยา โดยใหค้ะแนนทั้งชนิดของเซลลอ์กัเสบและการ

ตอบสนอง 

 

4. ผลการวจิัย (ส่วนการผลติและทดสอบความปลอดภัยของโครงเลีย้งเซลล์) 

4.1 ผลการตรวจมาตรฐานเพื่อรับรองความปลอดภัยสําหรับโครงเลีย้งเซลล์กระดูกเทยีมไหมไทย/

เจลาติน/ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (สูตร 4) โดย สถาบันวจัิยวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (วว.)  

ช่ือตวัอยา่ง : TSF-bone substitute 

จาํนวนช้ินตวัอยา่งท่ีส่งทดสอบ : 115 ช้ิน 

ประเภท และผลการทดสอบความปลอดภยั 4 ประเภท สรุปไวด้งัแสดงในตารางท่ี 2.1 และ

รายละเอียดการทดสอบมาตรฐานเพื่อรองรับความปลอดภยัและผลการทดสอบแต่ละประเภทแสดงไวใ้น

ภาคผนวก 
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ตารางที ่2.3 ประเภท มาตรฐานวธีิการทดสอบและผลการทดสอบความปลอดภยัจาก วว. 

ประเภทการทดสอบ มาตรฐานวธีิการทดสอบ ผลการทดสอบ 

Safety test (Systemic 

injection tests) 

US Pharmacopeias: Safety Tests-

Biological, Biological Reactivity 

Test, In Vivo (88), USP NF (2000) 

and ISO(2002)-10993-12 

All treated mice showed normal 

signs and no mortality occurred 

throughout a 14 day observation 

period. The mean of body weight 

gain of mice was not significant 

difference in both groups. 

Necropsy of all survival mice at 

the termination also did not show 

any pathological changes. 

Acute dermal irritation test  Test Guideline No.404 of the OECD 

Guidelines for Testing of Chemicals 

(2002) and ISO(2002)-10993-12 

All three treated rabbit did not 

exhibit the dermal irritation. 

Skin sensitization test Maximization Test for Delayed 

Hypersensitivity for the ISI(2002)-

10993-10 

There was no skin erythema and 

swelling of the treatment group. 

TSF-bone substitute was not 

considered to be skin sensitizing 

to the guinea pigs. 

Cytotoxicity test อยูร่ะหวา่งดาํเนินการทดสอบ ยงัไม่ไดรั้บผล 

 

4.2 ผลการตรวจสอบความปลอดภัยโดยคณะผู้วจัิยเอง (in house testing) 

4.2.1. การทดสอบความเป็นพษิ (cytotoxicity) ตามมาตรฐาน ISO 10993-5 (1999)  
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ผลการทดลองในรูปท่ี 2.1 แสดงผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลข์องโครงเล้ียงเซลลก์ระดูก

เทียมดว้ยการตรวจจาํนวนเซลล ์ L929 ท่ีมีชีวติอยู ่ เม่ือนาํมาเพาะเล้ียงดว้ยสารสกดัของโครงเล้ียงเซลล์

กระดูกเทียมทั้ง 4 ชนิด เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ ในสารสกดัของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน (SF), 

โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4), โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ี

ปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน (CGSF), โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮ

ดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (CGSF4) มีจาํนวนเซลล ์ L929 ท่ียงัมีชีวติอยู ่ 29,411, 15,967, 17,967, 

22,411 เซลล ์ ตามลาํดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งควบคุมเชิงบวก (DMEM without serum) ซ่ึงมีจาํนวน

เซลล ์17,633 เซลล ์และ Zinc acetate 20 ppm ท่ีใชเ้ป็นตวัอยา่งควบคุมเชิงลบ ซ่ึงไม่พบจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวติ

เลย  

รูปที ่2.1 จาํนวนเซลลท่ี์มีชีวติเม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดว้ยสารสกดัของโครงเล้ียงเซลล์

กระดูกเทียมทั้ง 4 ชนิด, ตวัอยา่งควบคุมเชิงบวก (อาหารเล้ียงเซลล ์DMEM ไม่มีซีรัม) และตวัอยา่งควบคุม

เชิงลบ (สารละลาย Zinc acetate 20 ppm) ∗ และ #  แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี P-Value < 0.05  

เทียบกบัตวัอยา่งควบคุมเชิงบวก (DMEM) และตวัอยา่งควบคุมเชิงลบ (Zinc acetate 20 ppm) ตามลาํดบั 
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รูปที ่2.2 จาํนวนเซลลท่ี์มีชีวติเม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดว้ยสารสกดัและสารสกดัเจือจางของโครง

เล้ียงเซลลท์ั้ง 4 ชนิด (50%, 25%, 12.5%) ∗ และ #  แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี P-Value < 0.05  

เทียบกบัตวัอยา่งควบคุมเชิงบวก (DMEM) และ ตวัอยา่งควบคุมเชิงลบ (Zince acetate 20 ppm) ตามลาํดบั 

 

เม่ือพิจารณารูปท่ี 2.2 ซ่ึงแสดงความเป็นพิษต่อเซลลข์องโครงเล้ียงเซลลท์ั้ง 4 ชนิด โดยเปรียบเทียบ

ตวัอยา่งของสารสกดั 100% และตวัอยา่งของสารสกดัท่ีไดเ้จือจางความเขม้ขน้ลงเป็นลาํดบัคือ 50%, 25%, 

12.5% พบวา่ เม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีไดจ้ากโครงเล้ียงเซลลท์ั้ง 4 ชนิดลดลง จาํนวนเซลลท่ี์ยงัมีชีวติ

อยูเ่พิ่มข้ึนตามลาํดบั และมีจาํนวนมากกวา่จาํนวนเซลลท่ี์มีชีวติท่ีเล้ียงดว้ยตวัควบคุมเชิงบวก (DMEM 

without serum) 
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4.2.2. การทดสอบปฏิกิริยาเฉพาะที ่(local effect) ของโครงเลีย้งเซลล์กระดูกเทยีมภายหลงัจากการ

ฝังในสัตว์ทดลองตามมาตรฐาน ISO 10993-6 (2007)  

ก. การประเมินลกัษณะของช้ินงานโครงเล้ียงเซลลด์ว้ยตาเปล่า  

หลงัจากฝังโครงเล้ียงเซลลท์ั้ง 4 ชนิด ในชั้นใตผ้วิหนงัของหนูวสิตา้ (ดงัแสดงในรูปท่ี 2.3) พบวา่

ภายหลงัจากการฝัง หนูมีสุขภาพแขง็แรงดี ไม่มีการบวมและแดง ดงัแสดงในรูปท่ี 2.4 เม่ือครบระยะเวลา

การเก็บช้ินงาน (2 และ 4 สัปดาห์) พบวา่ช้ินงานท่ีไดย้งัคงสภาพเป็นช้ินเดียว เม่ือทาํการตดัขวางช้ินงาน

โครงเล้ียงเซลลด์งัแสดงในรูปท่ี 2.5 จะพบวา่ภายในโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน (SF) และโครงเล้ียงเซลลไ์ฟ

โบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน (CGSF) มีสีลกัษณะเหลือง ขณะท่ีโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ี

สะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4) และ โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจ

ลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (CGSF4) มีสีขาวปนเหลืองอ่อน ซ่ึงคลา้ยกบัช้ินงาน

ก่อนนาํไปฝัง   

 

 

รูปที ่2.3 การฝังช้ินงานโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมชั้นใตผ้วิหนงัหนูวสิตา้ (Subcutaneous Implantation) 

 

 

  

 

โกนขน 

  

ทาํความสะอาดดว้ยเบตาดีน 

 

ใชก้รรไกรแหวกชั้นใตผิ้วหนงั สอดช้ินงานและ เยบ็ปิดชั้นผิวหนงั 

 

ทาํความสะอาดแผลดว้ยเบตาดีน 

วัสดุควบคุม 

ตัวอย่าง 
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รูปที ่2.4 ลกัษณะของหนูวสิตา้ภายหลงัจากการฝัง (ก) 2 สัปดาห์ (ข) 4 สัปดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       รูปที ่2.5 ลกัษณะของช้ินงานโครงเล้ียงเซลลต์ดัขวางภายหลงัจากการฝังใตผ้วิหนงัหนูวสิตา้เป็นระยะ 

        เวลา  (ก) 2  สัปดาห์ และ (ข) 4 สัปดาห์  

(ก) (ข) 

(ก) 

(ข) 
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ข. การประเมินลกัษณะทางพยาธิวทิยา  

ภายหลงัจากการฝังช้ินงานเป็นเวลา 2 และ 4 สัปดาห์ ไดท้าํการประเมินปฏิกิริยาการอกัเสบบริเวณ

รอบๆช้ินงานโครงเล้ียงเซลลเ์ทียบกบัวสัดุควบคุมคือ Gelfoam® ซ่ึงเป็นวสัดุทางการแพทยท่ี์มีจาํหน่ายเชิง

พาณิชย ์โดยใชล้กัษณะการประเมินทางพยาธิวทิยาตามมาตรฐาน ISO10993-6 ซ่ึงเป็นการประเมินชนิดของ

เซลลอ์กัเสบและการตอบสนองแบบ semi-quantitative รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 2.4 ทั้งน้ีตวัอยา่ง

ทั้งหมดจะไดรั้บการประเมินโดยแพทยส์าขาพยาธิวทิยา โดยไม่ระบุชนิดตวัอยา่งใหท้ราบ (blind samples) 

โดยทาํการประเมินสองคร้ังท่ีระยะเวลาห่างกนั 2 เดือน  และใหค้ะแนนระดบัความระคายเคืองของโครง

เล้ียงเซลลท์ั้ง 4 ชนิด เทียบกบัวสัดุควบคุม ภายหลงัจากการฝังเป็นระยะเวลา  2 และ 4 สัปดาห์ ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 2.5-2.6 ภาพตดัขวางของตวัอยา่งซ่ึงยอ้มดว้ย H&E ภายหลงัจากการฝังช้ินงานเป็นระยะเวลา 2 

สัปดาห์ แสดงในรูปท่ี 2.6-2.9 เปรียบเทียบกบัภาพตดัขวางของวสัดุควบคุม(Gelfoam®) ในรูปท่ี 2.10  ส่วน

ภาพตดัขวางของตวัอยา่งและวสัดุควบคุมซ่ึงยอ้มดว้ย H&E ภายหลงัจากการฝังช้ินงานเป็นระยะเวลา 4 

สัปดาห์ แสดงในรูปท่ี 2.11-2.14 และ 2.15 ตามลาํดบั 
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ตารางที ่2.3 : Semi-quantitative evaluation system according to ISO10993-6  

ตารางท่ี 2.3-1 ประเมินการตอบสนองต่อเน้ือเยือ่ของโครงเล้ียงเซลล ์ SF และ SF4 ภายหลงัจากการฝัง 2 สัปดาห์  (การประเมินคร้ังแรก)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ 

SF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน 

SF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4) 

CGSF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน  

CGSF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ  

Gel - Gelfoam® 

X - ไม่พบวสัดุ 

 

Test sample : SF,SF4 Implantation interval : 2 weeks 
Animal number : N=1 N=2 N=3 N=4 N=1 N=2 N=3 N=4 

SF Gel SF Gel SF Gel SF Gel SF4 Gel SF4 Gel SF4 Gel SF4 Gel 
Polymorphonuclear cell 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Lymphocytes 0 0 1 1 0 1 1 2 0 1 0 0 0 0 2 2 
Plasma cells 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Macrophages 1 0 1 2 2 0 3 2 2 3 0 2 1 0 2 3 

Giant cells 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 2 
Necosis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Sub X2 2 0 4 6 4 2 8 8 6 8 0 6 2 0 10 14 

Neovascularisation 0 0 1 3 2 0 3 0 2 3 2 3 1 0 2 2 
Fibrosis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

Fatty infiltrate 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Sub-total 0 1 1 3 2 0 3 0 2 3 2 3 1 0 2 3 

Total 2 1 5 9 6 2 11 8 8 11 2 9 3 0 12 17 
Test-Control 1 -4 4 3 -3 -7 3 -5 

Ranking of irritant Non-irritant Non-irritant Slight-irritant Slight-irritant Non-irritant Non-irritant Slight-irritant Non-irritant 
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ตารางที ่2.3-2 ประเมินการตอบสนองต่อเน้ือเยือ่ของโครงเล้ียงเซลล ์CGSF และ CGSF4 ภายหลงัจากการฝัง 2 สัปดาห์ (การประเมินคร้ังแรก)    

 
Test sample : CGSF, 

CGSF4 
Implantation interval : 2 weeks 

Animal number : N=1 N=2 N=3 N=4 N=1 N=2 N=3 N=4 
CGSF Gel CGSF Gel CGSF Gel CGSF Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel 

Polymorphonuclear cell 0 0 0 0 0 0 0 X 0 0 0 0 0 0 0 0 
Lymphocytes 0 0 0 0 0 0 0 X 1 2 0 0 1 1 1 1 
Plasma cells 0 0 0 0 0 0 0 X 1 0 0 0 0 0 0 0 
Macrophages 0 2 0 0 2 0 2 X 2 2 0 2 2 1 3 3 

Giant cells 0 1 0 0 0 0 0 X 1 0 0 0 1 1 0 1 
Necosis 0 0 0 0 0 0 0 X 0 0 0 0 0 0 0 0 
Sub X2 0 6 0 0 4 0 4 X 10 8 0 4 8 6 8 10 

Neovascularisation 0 2 3 1 1 0 1 X 2 1 0 2 2 0 1 0 
Fibrosis 0 1 0 0 0 0 0 X 0 1 0 1 1 0 0 0 

Fatty infiltrate 0 0 0 0 0 0 0 X 0 0 0 0 0 0 0 0 
Sub-total 0 3 3 1 1 0 1 X 2 2 0 3 3 0 1 0 

Total 0 9 3 1 5 0 5 X 12 10 0 7 11 6 9 10 
Test-Control -9 2 5 - 2 -7 5 -1 

Ranking of irritant Non-irritant Non-irritant Slight-irritant - Non-irritant Non-irritant Slight-irritant Non-irritant 
 
หมายเหตุ 

SF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน 

SF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4) 

CGSF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน  

CGSF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ  

Gel - Gelfoam® 

X - ไม่พบวสัดุ 
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ตารางที ่2.3-3 ประเมินการตอบสนองต่อเน้ือเยือ่ของโครงเล้ียงเซลล ์ SF และ SF4 ภายหลงัจากการฝัง 2 สัปดาห์  (การประเมินคร้ังท่ีสอง) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

หมายเหตุ 

SF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน 

SF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4) 

CGSF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน  

CGSF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ  

Gel - Gelfoam® 

X - ไม่พบวสัดุ 

Test sample : SF,SF4 Implantation interval : 2 weeks 
Animal number : N=1 N=2 N=3 N=4 N=1 N=2 N=3 N=4 

SF Gel SF Gel SF Gel SF Gel SF4 Gel SF4 Gel SF4 Gel SF4 Gel 
Polymorphonuclear cell 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Lymphocytes 0 0 0 1 0 2 0 2 0 1 0 0 0 0 0 2 
Plasma cells 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Macrophages 1 0 1 2 1 2 2 2 2 2 0 2 1 0 2 2 

Giant cells 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
Necosis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Sub X2 2 0 2 6 2 8 4 8 4 6 0 6 2 0 4 8 

Neovascularisation 0 1 1 3 2 0 2 0 1 3 2 2 2 0 3 2 
Fibrosis 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Fatty infiltrate 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Sub-total 0 1 2 5 2 0 2 0 1 3 2 2 2 0 3 2 

Total 2 1 4 11 4 8 6 8 5 9 2 8 4 0 7 10 
Test-Control 1 -7 -4 -2 -4 -6 4 -3 

Ranking of irritant Non-irritant Non-irritant Non-irritant Non-irritant Non-irritant Non-irritant Slight irritant Non-irritant 
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ตารางที ่2.3-4 ประเมินการตอบสนองต่อเน้ือเยือ่ของโครงเล้ียงเซลล ์CGSF และ CGSF4 ภายหลงัจากการฝัง 2 สัปดาห์ (การประเมินคร้ังท่ีสอง) 

      

Test sample : CGSF, 
CGSF4 

Implantation interval : 2 weeks 

Animal number : N=1 N=2 N=3 N=4 N=1 N=2 N=3 N=4 
CGSF Gel CGSF Gel CGSF Gel CGSF Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel 

Polymorphonuclear cell 0 0 0 0 0 0 0 X 0 0 0 0 0 0 0 0 
Lymphocytes 0 1 0 0 0 0 0 X 0 2 0 2 2 1 0 1 
Plasma cells 0 0 0 0 0 0 0 X 0 0 0 0 0 0 0 0 
Macrophages 2 2 1 0 1 0 2 X 2 2 0 1 2 1 2 2 

Giant cells 0 0 0 0 0 0 0 X 0 0 0 0 0 0 0 0 
Necosis 0 0 0 0 0 0 0 X 0 0 0 0 0 0 0 0 
Sub X2 4 6 2 0 2 0 4 X 4 8 0 6 8 4 4 6 

Neovascularisation 2 2 2 1 1 0 1 X 1 2 0 2 1 0 0 0 
Fibrosis 0 2 0 0 0 0 0 X 0 0 0 0 1 0 0 0 

Fatty infiltrate 0 0 0 0 0 0 0 X 0 0 0 0 0 0 0 0 
Sub-total 2 4 2 1 1 0 1 X 1 2 0 2 2 0 0 0 

Total 6 10 4 1 3 0 5 X 5 10 0 8 10 4 4 6 
Test-Control -4 3 3 - -5 -8 6 -2 

Ranking of irritant Non-irritant Slight irritant Slight irritant - Non-irritant Non-irritant Slight irritant Non-irritant 

หมายเหตุ 

SF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน 

SF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4) 

CGSF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน  

CGSF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ  

Gel - Gelfoam® 

X - ไม่พบวสัดุ 
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ตารางที ่2.3-5 ประเมินการตอบสนองต่อเน้ือเยือ่ของโครงเล้ียงเซลล ์ SF และ SF4 ภายหลงัจากการฝัง 4 สัปดาห์  (การประเมินคร้ังแรก) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หมายเหตุ 

SF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน 

SF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4) 

CGSF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน  

CGSF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ  

Gel - Gelfoam® 

X - ไม่พบวสัดุ 

Test sample : SF,SF4 Implantation interval : 4 weeks 
Animal number : N=1 N=2 N=3 N=4 N=1 N=2 N=3 N=4 

SF Gel SF Gel SF Gel SF Gel SF4 Gel SF4 Gel SF4 Gel SF4 Gel 
Polymorphonuclear cell 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 

Lymphocytes 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 
Plasma cells 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 
Macrophages 0 1 0 X 0 X 0 X 0 X 1 X 1 0 0 X 

Giant cells 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 
Necosis 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 
Sub X2 0 2 0 X 0 X 0 X 0 X 2 X 2 0 0 X 

Neovascularisation 1 0 1 X 1 X 0 X 2 X 1 X 1 0 0 X 
Fibrosis 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 

Fatty infiltrate 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 
Sub-total 1 0 1 X 1 X 0 X 2 X 1 X 1 0 0 X 

Total 1 2 1 X 1 X 0 X 2 X 3 X 3 0 0 X 
Test-Control -1 - - - - - 3 - 

Ranking of irritation Non-irritant - - - - - Slight-irritant - 
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ตารางที ่2.3-6 ประเมินการตอบสนองต่อเน้ือเยือ่ของโครงเล้ียงเซลล ์ CGSF และ CGSF4 ภายหลงัจากการฝัง 4 สัปดาห์  (การประเมินคร้ังแรก)  

 

Test sample : CGSF, 
CGSF4 

Implantation interval : 4 weeks 

Animal number : 1 2 3 4 1 2 3 4 
CGSF Gel CGSF Gel CGSF Gel CGSF Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel 

Polymorphonuclear cell 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Lymphocytes 1 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Plasma cells 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Macrophages 1 X 2 0 2 X 2 X 1 X 1 X 0 X 0 X 

Giant cells 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Necosis 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Sub X2 4 X 4 0 4 X 4 X 2 X 2 X 0 X 0 X 

Neovascularisation 1 X 0 0 1 X 1 X 1 X 0 X 0 X 0 X 
Fibrosis 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 

Fatty infiltrate 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Sub-total 1 X 0 0 1 X 1 X 1 X 0 X 0 X 0 X 

Total 5 X 4 0 5 X 5 X 3 X 2 X 0 X 0 X 
Test-Control - 4 - - - - - - 

Ranking of irritation Non-irritant Slight-irritant - - - - - - 
 

หมายเหตุ 

SF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน 

SF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4) 

CGSF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน  

CGSF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ  

Gel - Gelfoam® 

X - ไม่พบวสัดุ 
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ตารางที ่2.3-7 ประเมินการตอบสนองต่อเน้ือเยือ่ของโครงเล้ียงเซลล ์ SF และ SF4 ภายหลงัจากการฝัง 4 สัปดาห์ (การประเมินคร้ังท่ีสอง)   

 

หมายเหตุ 

SF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน 

SF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4) 

CGSF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน  

CGSF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ  

Gel - Gelfoam® 

X - ไม่พบวสัดุ 

Test sample : SF,SF4 Implantation interval : 4 weeks 
Animal number : N=1 N=2 N=3 N=4 N=1 N=2 N=3 N=4 

SF Gel SF Gel SF Gel SF Gel SF4 Gel SF4 Gel SF4 Gel SF4 Gel 
Polymorphonuclear cell 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 

Lymphocytes 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 
Plasma cells 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 
Macrophages 0 0 0 X 0 X 1 X 1 X 0 X 1 0 0 X 

Giant cells 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 
Necosis 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 
Sub X2 0 0 0 X 0 X 2 X 2 X 0 X 2 0 0 X 

Neovascularisation 1 0 2 X 1 X 1 X 2 X 1 X 1 0 0 X 
Fibrosis 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 

Fatty infiltrate 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 0 0 X 
Sub-total 1 0 2 X 1 X 1 X 2 X 1 X 1 0 0 X 

Total 1 0 2 X 1 X 3 X 4 X 1 X 3 0 0 X 
Test-Control 1 - - - - - 3 - 

Ranking of irritation Non-irritant - - - - - Slight irritant - 
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ตารางที ่2.3-8 ประเมินการตอบสนองต่อเน้ือเยือ่ของโครงเล้ียงเซลล ์ CGSF และ CGSF4 ภายหลงัจากการฝัง 4 สัปดาห์  (การประเมินคร้ังท่ีสอง)  

 

Test sample : CGSF, 
CGSF4 

Implantation interval : 4 weeks 

Animal number : N=1 N=2 N=3 N=4 N=1 N=2 N=3 N=4 
CGSF Gel CGSF Gel CGSF Gel CGSF Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel CGSF4 Gel 

Polymorphonuclear cell 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Lymphocytes 1 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Plasma cells 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Macrophages 1 X 2 0 2 X 1 X 1 X 1 X 1 X 1 X 

Giant cells 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Necosis 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Sub X2 4 X 4 0 4 X 2 X 2 X 2 X 2 X 2 X 

Neovascularisation 2 X 1 2 1 X 1 X 1 X 1 X 1 X 1 X 
Fibrosis 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 

Fatty infiltrate 0 X 0 0 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 0 X 
Sub-total 2 X 1 2 1 X 1 X 1 X 1 X 1 X 1 X 

Total 6 X 5 2 5 X 3 X 3 X 3 X 3 X 3 X 
Test-Control - 3 - - - - - - 

Ranking of irritation - Slight irritant - - - - - - 
 

หมายเหตุ 

SF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน 

SF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4) 

CGSF - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน  

CGSF4 - โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ  

Gel - Gelfoam® 

X - ไม่พบวสัดุ 
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ตารางที ่ 2.4 ระดบัความระคายเคืองของโครงเล้ียงเซลลภ์ายหลงัจากการฝังใตผ้วิหนงัหนูเป็นระยะเวลา 2 

สัปดาห์ 

 

 

ชนิดของวสัดุ 

ระดบัความระคายเคือง 

การประเมินคร้ังแรก การประเมินคร้ังท่ีสอง 

SF             n=1 

                  n=2 

                  n=3 

                  n=4 

35ไม่ระคายเคือง 

ไม่ระคายเคือง 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

ไม่ระคายเคือง 

ไม่ระคายเคือง 

ไม่ระคายเคือง 

ไม่ระคายเคือง 

SF4            n=1 

                  n=2 

                  n=3 

                  n=4 

35ไม่ระคายเคือง 

ไม่ระคายเคือง 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

ไม่ระคายเคือง 

35ไม่ระคายเคือง 

ไม่ระคายเคือง 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

ไม่ระคายเคือง 

CGSF        n=1 

                  n=2 

                  n=3 

                  n=4 

35ไม่ระคายเคือง 

ไม่ระคายเคือง 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

N/A 

ไม่ระคายเคือง 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

N/A 

CGSF4      n=1 

                  n=2 

                  n=3 

                  n=4 

35ไม่ระคายเคือง 

ไม่ระคายเคือง 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

35ไม่ระคายเคือง 

35ไม่ระคายเคือง 

ไม่ระคายเคือง 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

35ไม่ระคายเคือง 

 

หมายเหตุ : N/A ไม่สามารถทาํการประเมินไดเ้น่ืองจากวสัดุควบคุม (Gelfoam®) ยอ่ยสลายหมด 
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ตารางที ่ 2.5 ระดบัความระคายเคืองของโครงเล้ียงเซลลภ์ายหลงัจากการฝังใตผ้วิหนงัหนูเป็นระยะเวลา 4 

สัปดาห์ 

 

 

ชนิดของวสัดุ 

ระดบัความระคายเคือง 

การประเมินคร้ังแรก การประเมินคร้ังท่ีสอง 

SF             n=1 

                  n=2 

                  n=3 

                  n=4 

35ไม่ระคายเคือง 

N/A 

N/A 

N/A 

35ไม่ระคายเคือง 

N/A 

N/A 

N/A 

SF4            n=1 

                  n=2 

                  n=3 

                  n=4 

N/A 

N/A 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

N/A 

N/A 

N/A 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

N/A 

CGSF        n=1 

                  n=2 

                  n=3 

                  n=4 

N/A 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

N/A 

N/A 

N/A 

ระคายเคืองเล็กนอ้ย 

N/A 

N/A 

CGSF4      n=1 

                  n=2 

                  n=3 

                  n=4 

N/A 

N/A 

N/A 

N/A 

N/A 

N/A 

N/A 

N/A 

 

หมายเหตุ : N/A = ไม่สามารถทาํการประเมินไดเ้น่ืองจากวสัดุควบคุม (Gelfoam®) ยอ่ยสลายหมด 
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รูปที ่2.6 ภาพตดัขวางของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน (SF) ท่ีฝังในหนูวสิตา้เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ 

ซ่ึงยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin : วงกลมสีเหลือง=macrophage, F=โครงเล้ียงเซลลท่ี์ยงัคง

เหลืออยู ่(กาํลงัขยาย X400) 

 

 

รูปที ่2.7 ภาพตดัขวางของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ 

(SF4) ท่ีฝังในหนูวสิตา้เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ซ่ึงยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin : วงกลมสีเขียว=

หลอดเลือดใหม่, F=โครงเล้ียงเซลลท่ี์ยงัคงเหลืออยู ่(กาํลงัขยาย X400) 

 

F 

F 
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รูปที ่2.8 ภาพตดัขวางของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน (CGSF) ท่ีฝังใน

หนูวสิตา้เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ซ่ึงยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin : วงกลมสี

เหลือง=macrophage, F=โครงเล้ียงเซลลท่ี์ยงัคงเหลืออยู ่(กาํลงัขยาย X400) 

 

 

รูปที ่2.9 ภาพตดัขวางของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดร

อกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (CGSF4) ท่ีฝังในหนูวสิตา้เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ซ่ึงยอ้มสี 

Hematoxylin และ Eosin : วงกลมสีส้ม=giant cell, F=โครงเล้ียงเซลลท่ี์ยงัคงเหลืออยู,่ ลูกศร=ผลึก

แคลเซียม (กาํลงัขยาย X400) 

F 

F 
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รูปที ่2.10 ภาพตดัขวางของวสัดุควบคุม (Gelfoam®)  ท่ีฝังในหนูวสิตา้เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ซ่ึง

ยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin : วงกลมสีเหลือง=macrophage, F=วสัดุควบคุมท่ียงัคงเหลืออยู,่ 

(กาํลงัขยาย X400) 

 

 

รูปที ่2.11 ภาพตดัขวางของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน (SF) ท่ีฝังในหนูวสิตา้เป็นระยะเวลา 4 

สัปดาห์ ซ่ึงยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin : วงกลมสีเขียว=หลอดเลือดใหม่, F=โครงเล้ียงเซลลท่ี์

ยงัคงเหลืออยู ่(กาํลงัขยาย X400) 

 

F 

F 
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รูปที ่2.12 ภาพตดัขวางของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ 

(SF4) ท่ีฝังในหนูวสิตา้เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ซ่ึงยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin : วงกลมสี

เหลือง=macrophage, F=โครงเล้ียงเซลลท่ี์ยงัคงเหลืออยู ่(กาํลงัขยาย X400) 

 

 

รูปที ่2.13 ภาพตดัขวางของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน (CGSF) ท่ีฝังใน

หนูวสิตา้เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ซ่ึงยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin : วงกลมสีเขียว=หลอดเลือด

ใหม่, F=โครงเล้ียงเซลลท่ี์ยงัคงเหลืออยู ่(กาํลงัขยาย X400) 

 

F 

F 
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รูปที ่2.14 ภาพตดัขวางของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮ 

ดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (CGSF4) ท่ีฝังในหนูวสิตา้เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ซ่ึงยอ้มสี 

Hematoxylin และ Eosin : วงกลมสีเขียว=หลอดเลือดใหม่, F=โครงเล้ียงเซลลท่ี์ยงัคงเหลืออยู,่ 

ลูกศร=ผลึกแคลเซียม (กาํลงัขยาย X400) 

 

 

รูปที ่2.15 ภาพตดัขวางของวสัดุควบคุม (Gelfoam®)  ท่ีฝังในหนูวสิตา้เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ซ่ึง

ยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin : วงกลมสีเหลือง=macrophage, F=วสัดุควบคุมท่ียงัคงเหลืออยู,่ 

(กาํลงัขยาย X400) 

F 

F 
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5. อภิปรายและวจิารณ์ผล (ส่วนการผลติและทดสอบความปลอดภัยของโครงเลีย้งเซลล์)  

5.1 การตรวจมาตรฐานเพือ่รับรองความปลอดภัยสําหรับโครงเลีย้งเซลล์กระดูกเทยีมไหมไทย/เจลาติน/ไฮ 

ดรอกซีอะพาไทต์ (สูตร 4) โดย สถาบันวจัิยวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (วว.) 

จากรายงานผลการทดสอบความปลอดภยัของโครงเล้ียงซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/เจลาติน/ไฮ    

ดรอกซีอะพาไทต ์(สูตร 4) หรือ TSF-bone substitute โดย วว. แสดงใหเ้ห็นวา่  

+ ผลการทดสอบ Safety test (Systemic injection tests) โดยการฉีดสารสกดัจากตวัอยา่งโครงเล้ียง

เซลลก์ระดูกเทียมใหแ้ก่หนูกลุ่มท่ี 1 เปรียบเทียบกบัการฉีดนํ้าเกลือใหแ้ก่หนูกลุ่มท่ี 2 (กลุ่มควบคุม) ไม่พบ

อาการแสดงการเป็นพิษในช่วง 48 ชัว่โมงหลงัการฉีด และตลอดระยะเวลา 14 วนัท่ีสังเกตุการณ์  

+ ผลการทดสอบ Acute dermal irritation test โดยการนาํผา้กอซ (gauze patch) ซ่ึงดูดซบัสารสกดั

จากตวัอยา่งโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมปิดไวท่ี้ผวิหนงัของกระต่ายเป็นเวลา 4 ชัว่โมง และประเมินการ

ระคายเคืองอยา่งเฉียบพลนัท่ีผวิหนงับริเวณดงักล่าวเป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมงหลงัจากนาํแผน่ออก  

เปรียบเทียบกบัการใชแ้ผน่ (gauze patch) ซ่ึงดูดซบันํ้าเกลือ (กลุ่มควบคุม) ไม่พบอาการระคายเคืองท่ี

ผวิหนงัของกระต่ายทั้งสามตวั 

+ ผลการทดสอบ Skin sensitization test ซ่ึงเป็นวธีิท่ีใชป้ระเมินความสามารถของสารท่ีจะ

ก่อใหเ้กิดภาวะไวต่อการตอบสนองแบบล่าชา้ (delayed hypersensitivity) ท่ีผวิหนงัของหนูตะเภา โดยการ

ฉีดสารสกดัจากตวัอยา่งโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมเขา้ใตผ้วิหนงัของหนูตะเภา(ขั้นตอนการเหน่ียวนาํ)  

หลงัจากนั้น ในวนัท่ี 8 นาํวสัดุปิดแผลหรือผา้กอซซ่ึงดูดซบัสารสกดัปิดทบับริเวณดงักล่าว (ขั้นตอนการ

กระตุน้) จากนั้นประเมินปฏิกิริยาตอบสนองท่ีผวิหนงับริเวณดงักล่าวท่ีระยะเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง

หลงัจากนาํแผน่ปิดทบัออก ซ่ึงไม่พบการเกิดผืน่แดงและการบวมท่ีผวิหนงั 

+ การทดสอบ Cytotoxicity test ยงัอยูใ่นระหวา่งดาํเนินการโดย วว. 

 

5.2 การตรวจสอบความปลอดภัยโดยคณะผู้วจัิยเอง (in house testing) 

จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลข์องโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมดว้ยการตรวจจาํนวนเซลล ์

L929 ท่ีมีชีวติอยู ่ เม่ือนาํมาเพาะเล้ียงดว้ยสารสกดัของโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมทั้ง 4 ชนิด เป็นระยะเวลา 

24 ชัว่โมง (รูปท่ี 2.1 และ 2.2) จะสังเกตเห็นวา่สารสกดัจากโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมโฟโบรอิน (SF) มี

จาํนวนเซลลม์ากกวา่ตวัอยา่งเชิงบวกอยา่งมีนยัสาํคญั ส่วนโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจ

ลาติน (CGSF) และโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสม    ไฮดรอกซีอะพา

ไทตจ์าํนวน 4 รอบ (CGSF4) มีจาํนวนเซลลม์ากกวา่ตวัอยา่งควบคุมเชิงบวกเช่นเดียวกนั ส่วนจาํนวนเซลลท่ี์

เล้ียงในสารสกดัจากโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4) พบวา่ มี

จาํนวนเซลลน์อ้ยกวา่จาํนวนเซลลท่ี์เล้ียงในตวัอยา่งควบคุมเชิงบวกเล็กนอ้ยโดยไม่มีนยัสาํคญัของความ

แตกต่าง ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลต์ามมาตรฐาน ISO10993-5 ใชว้ธีิ indirect method แบบ 
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elution titration test แสดงใหเ้ห็นวา่ โครงเล้ียงเซลลท่ี์ผลิตจากไฟโบรอินไหมไทยเป็นหลกัทั้ง 4 ชนิด ไม่มี

ความเป็นพิษต่อเซลล ์ L929 ในระดบัท่ีเทียบเท่ากบัอาหารเล้ียงเซลล ์ DMEM ท่ีไม่มีซีรัม (DEME without 

serum)  

จากผลการทดสอบปฏิกิริยาเฉพาะท่ี (local effect) ของโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียมภายหลงัจากการ

ฝังในสตัวท์ดลองตามมาตรฐาน ISO 10993-6 (2007) จะสังเกตวา่ หนูวสิตา้ซ่ึงใชเ้ป็นสัตวท์ดลองมีสุขภาพ

แขง็แรงดีภายหลงัการฝังช้ินงานในระยะเวลาท่ีทดสอบ 4 เดือน ทั้งน้ีผลการประเมินช้ินเน้ือสองคร้ังโดย

แพทยส์าขาพยาธิวทิยา โดยไม่ระบุชนิดตวัอยา่งใหท้ราบ (blind samples) ท่ีระยะเวลาห่างกนั 2 เดือน  แสดง

ใหเ้ห็นวา่ ภาพตดัขวางของตวัอยา่งโครงเล้ียงเซลลซ่ึ์งยอ้มดว้ย H&E ภายหลงัจากการฝังช้ินงานเป็น

ระยะเวลา 2 สัปดาห์ (รูปท่ี 2.6-2.9) พบวา่ เน้ือเยือ่บริเวณรอบๆ ของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน (SF) และ

โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน (CGSF) มีเซลล ์ macrophage เล็กนอ้ย (รูปท่ี 2.6 

และ 2.8) แสดงถึงการอกัเสบเล็กนอ้ย ส่วนโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 

รอบ (SF4) สังเกตพบหลอดเลือดใหม่เกิดข้ึน (รูปท่ี 2.7) ในส่วนโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผิว

ดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (CGSF4) สังเกตพบวา่มี giant cell เล็กนอ้ย (รูปท่ี 

2.9)  โดยภาพรวมจะเห็นวา่โครงเล้ียงเล้ียงทั้ง 4 ชนิด มีการตอบสนองของเน้ือเยือ่เล็กนอ้ยสังเกตจากชนิด

ของเซลลแ์ละปริมาณของเซลลช์นิดต่างๆ ส่วนการตอบสนองของวสัดุควบคุม(Gelfoam®) พบวา่ มีเซลล ์

macrophage เล็กนอ้ย ดงัแสดงในรูปท่ี 2.10 เม่ือทาํการเปรียบเทียบการตอบสนองของเน้ือเยือ่รอบๆ ของ

โครงเล้ียงเซลลท์ั้ง 4 ชนิดกบัวสัดุควบคุมภายหลงัจากการฝังเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ พบวา่ ไม่มีความ

แตกต่างจากวสัดุควบคุม  

สาํหรับการประเมินทางพยาธิวทิยาคร้ังแรกภายหลงัจากการฝัง 2 สัปดาห์ (ตารางท่ี 2.4)  พบวา่หนู

วสิตา้ 2 ใน 4 ตวั ท่ีฝังโครงล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน (SF)  จดัอยูใ่นกลุ่ม“ไม่ระคายเคือง” ส่วนอีกสองตวัท่ีเหลือ

จดัอยูใ่นกลุ่ม“ระคายเคืองเล็กนอ้ย”ส่วนหนูวสิตา้ท่ีฝังโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีสะสมไฮดรอกซีอะพา

ไทตจ์าํนวน 4 รอบ (SF4) และโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและสะสมไฮดรอก

ซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (CGSF4) พบวา่ หนูวสิตา้มากกวา่ 50% จดัอยูใ่นกลุ่ม“ไม่ระคายเคือง” สาํหรับ

หนูวสิตา้ท่ีฝังโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผิวดว้ยเจลาติน (CGSF) พบวา่ ภายหลงัจากการฝัง 2 

สัปดาห์ วสัดุควบคุมท่ีฝังในหนูตวัท่ี 4 ยอ่ยสลายหมดทาํใหไ้ม่สามารถประเมินระดบัความระคายเคืองของ

หนูตวัดงักล่าวได ้ เม่ือทาํการประเมินคร้ังท่ีสอง พบวา่ผลของการประเมินระดบัของความระคายเคือง

เหมือนกบัการประเมินคร้ังแรก ดงันั้น จากผลการทดลองสามารถสรุปไดว้า่ โครงเล้ียงเซลลท์ั้ง 4 ชนิด มี

ระดบัความระคายเคืองอยูใ่นระดบั “ไม่ระคายเคือง” ถึง “ระคายเคืองเล็กนอ้ย” ภายหลงัจากการฝังในหนู

วสิตา้เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์  

เม่ือฝังช้ินงานเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ผลการศึกษาภาพตดัขวางของตวัอยา่งท่ียอ้มดว้ย H&E ใน

รูปท่ี 2.11-2.14 พบวา่ เน้ือเยื่อบริเวณรอบๆ ของโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน (SF), โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอิน
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ท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน (CGSF) และโครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาตินและ

สะสมไฮดรอกซีอะพาไทตจ์าํนวน 4 รอบ (CGSF4) มีการสร้างหลอดเลือดใหม่เกิดข้ึน ส่วนโครงเล้ียงเซลล์

ไฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผิวดว้ยเจลาติน (CGSF) พบวา่ยงัมีเซลล ์ macrophage เล็กนอ้ย เช่นเดียวกบัวสัดุ

ควบคุม (รูปท่ี 2.15) ซ่ึงก็ยงัคงพบเซลล ์macrophage อยู ่ภายหลงัจากการฝังช้ินงานเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

ตารางท่ี 2.5 แสดงระดบัความระคายเคืองของโครงเล้ียงเซลลห์ลงัจากการฝังเป็นระยะเวลา 4 

สัปดาห์ แต่เน่ืองจากวสัดุควบคุมมากกวา่ก่ึงหน่ึงถูกยอ่ยสลายหมด ทาํใหไ้ม่สามารถแบ่งระดบัความระคาย

เคืองของโครงเล้ียงเซลลไ์ด ้ อยา่งไรก็ตาม เม่ือพิจารณาจากการประเมินคะแนนจากชนิดของเซลลอ์กัเสบ

และการตอบสนอง พบวา่ปริมาณเซลลอ์กัเสบรอบๆของโครงเล้ียงเซลล ์ (SF, SF4, CGSF4) ภายหลงัจาก

การฝังเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (ตารางท่ี  2.3-5, 2.3-6, 2.3-7, 2.3-8) ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัภายหลงัจาก

การฝังเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ (ตารางท่ี 2.3-1, 2.3-2, 2.3-3, 2.3-4) ขณะท่ีการตอบสนองของเน้ือเยือ่ของ

โครงเล้ียงเซลลไ์ฟโบรอินท่ีปรับปรุงพื้นผวิดว้ยเจลาติน (CGSF) ไม่มีความแตกต่างจากการตอบสนอง

หลงัจากการฝังเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ โดยการตอบสนองของเน้ือเยือ่ต่อโครงเล้ียงเซลลท์ั้ง 4 ชนิด ไม่มี

ความแตกต่างจากวสัดุควบคุม ดงันั้นจะเห็นวา่ การตอบสนองของเน้ือเยือ่ต่อโครงเล้ียงเซลลก์ระดูกเทียม

ไหมไทยทั้ง 4 ชนิด หลงัจากการฝังเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์มีการตอบสนองลดลงจากการฝังท่ีระยะเวลา 2 

สัปดาห์ 

 

6. สรุปผลการวจิัยและข้อเสนอแนะ (ส่วนการผลติและทดสอบความปลอดภัยของโครงเลีย้งเซลล์) 

จากผลการทดสอบความปลอดภยัของโครงเล้ียงซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/เจลาติน/ไฮดรอกซีอะ

พาไทต ์ (สูตร 4) หรือ TSF-bone substitute โดย วว. ทั้ง 3 ประเภท ไดแ้ก่ Safety test (Systemic injection 

tests), Acute dermal irritation test และ Skin sensitization test สรุปไดว้า่โครงเล้ียงซลลก์ระดูกเทียมไหม

ไทย/เจลาติน/ไฮดรอกซีอะพาไทตน้ี์ไม่เป็นพิษต่อสัตวท์ดลอง ไม่พบอาการระคายเคืองอยา่งเฉียบพลนั 

รวมถึงการเกิดผืน่แดงและการบวมท่ีผวิหนงัของสัตวท์ดลอง  

จากการทดสอบความเป็นพิษ (cytotoxicity) และการทดสอบปฏิกิริยาเฉพาะท่ีของโครงเล้ียงเซลล์

กระดูกเทียมภายหลงัจากการฝังในสัตวท์ดลอง (local effects after implantation) โดยใชโ้ครงเล้ียงเซลล์

กระดูกเทียมท่ีผลิตจากไหมไทยเป็นองคป์ระกอบหลกัทั้ง 4 สูตร สรุปไดว้า่ โครงเล้ียงเซลลท์ั้ง 4 ชนิดไม่มี

ความเป็นพิษต่อเซลลต์ามมาตรฐาน ISO 10993-5 เซลล ์ L929 สามารถเจริญเติบโตไดใ้นสารสกดัจากโครง

เล้ียงเซลลเ์ทียบเท่ากบัในอาหารเล้ียงเซลล ์(DMEM without serum) และโครงเล้ียงเซลลไ์หมไทยทั้ง 4 ชนิด

ยงัมีการตอบสนองของเน้ือเยื่อเล็กนอ้ยในระดบัท่ีไม่แตกต่างจากการตอบสนองของเน้ือเยือ่ต่อวสัดุควบคุม

(Gelfoam®) โดยเม่ือประเมินตาม มาตรฐาน ISO 10993-6 พบวา่ มีระดบัความระคายเคืองอยูใ่นระดบั “ไม่

ระคายเคือง” ถึง “ระคายเคืองเล็กนอ้ย” ทั้งน้ีกระบวนการผลิตโครงเล้ียงเซลลใ์นปัจจุบนัมีความสะอาดอยูใ่น

ระดบัหน่ึง แต่ยงัไม่เทียบเท่ามาตรฐานการผลิตอุปกรณ์/วสัดุทางการแพทย ์ ซ่ึงคณะผูว้จิยัไม่มีสถานท่ีและ
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ครุภณัฑท่ี์จะดาํเนินการผลิตได ้ ตอ้งมีการลงทุนในการดาํเนินการดงักล่าวต่อไปในขั้นตอนการผลิตเพื่อใช้

ในการทดสอบในมนุษย ์หรือการใชจ้ริงต่อไป 

โดยสรุปจากผลการทดสอบความปลอดภยัโดยหน่วยงานรับรองมาตรฐานภายนอก และการ

ทดสอบภายในหอ้งปฏิบติัการช้ีใหเ้ห็นวา่  โครงเล้ียงซลลก์ระดูกเทียมไหมไทย/เจลาติน/ไฮดรอกซีอะพา

ไทต ์ (สูตร 4) หรือ TSF-bone substitute มีความปลอดภยัเบ้ืองตน้ในการทดสอบในร่างกายส่ิงมีชีวติ แสดง

ใหเ้ห็นถึงศกัยภาพในการประยกุตท์ดสอบใชง้านในมนุษยต่์อไป เพื่อพฒันาใหถึ้งเป้าหมายการใชก้ระดูก

เทียมท่ีผลิตข้ึนในประเทศไทยเพื่อการรักษาโรคสูญเสียเน้ือกระดูก 
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	ตารางที่ 2.3-4 ประเมินการตอบสนองต่อเนื้อเยื่อของโครงเลี้ยงเซลล์ CGSF และ CGSF4 ภายหลังจากการฝัง 2 สัปดาห์ (การประเมินครั้งที่สอง)
	Implantation interval : 2 weeks
	Test sample : CGSF,
	CGSF4
	N=4
	N=3
	N=2
	N=1
	N=4
	N=3
	N=2
	N=1
	Animal number :
	Gel
	CGSF4
	Gel
	CGSF4
	Gel
	CGSF4
	Gel
	CGSF4
	Gel
	CGSF
	Gel
	CGSF
	Gel
	CGSF
	Gel
	CGSF
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	X
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	Polymorphonuclear cell
	1
	0
	1
	2
	2
	0
	2
	0
	X
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	Lymphocytes
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	X
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	Plasma cells
	2
	2
	1
	2
	1
	0
	2
	2
	X
	2
	0
	1
	0
	1
	2
	2
	Macrophages
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	X
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	Giant cells
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	X
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	Necosis
	6
	4
	4
	8
	6
	0
	8
	4
	X
	4
	0
	2
	0
	2
	6
	4
	Sub X2
	0
	0
	0
	1
	2
	0
	2
	1
	X
	1
	0
	1
	1
	2
	2
	2
	Neovascularisation
	0
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	X
	0
	0
	0
	0
	0
	2
	0
	Fibrosis
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	X
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	Fatty infiltrate
	0
	0
	0
	2
	2
	0
	2
	1
	X
	1
	0
	1
	1
	2
	4
	2
	Sub-total
	6
	4
	4
	10
	8
	0
	10
	5
	X
	5
	0
	3
	1
	4
	10
	6
	Total
	-2
	6
	-8
	-5
	-
	3
	3
	-4
	Test-Control
	Non-irritant
	Slight irritant
	Non-irritant
	Non-irritant
	-
	Slight irritant
	Slight irritant
	Non-irritant
	Ranking of irritant
	ตารางที่ 2.3-5 ประเมินการตอบสนองต่อเนื้อเยื่อของโครงเลี้ยงเซลล์  SF และ SF4 ภายหลังจากการฝัง 4 สัปดาห์  (การประเมินครั้งแรก)
	Implantation interval : 4 weeks
	Test sample : SF,SF4
	N=4
	N=3
	N=2
	N=1
	N=4
	N=3
	N=2
	N=1
	Animal number :
	Gel
	SF4
	Gel
	SF4
	Gel
	SF4
	Gel
	SF4
	Gel
	SF
	Gel
	SF
	Gel
	SF
	Gel
	SF
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	Polymorphonuclear cell
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	Lymphocytes
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	Plasma cells
	X
	0
	0
	1
	X
	1
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	1
	0
	Macrophages
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	Giant cells
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	Necosis
	X
	0
	0
	2
	X
	2
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	2
	0
	Sub X2
	X
	0
	0
	1
	X
	1
	X
	2
	X
	0
	X
	1
	X
	1
	0
	1
	Neovascularisation
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	Fibrosis
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	Fatty infiltrate
	X
	0
	0
	1
	X
	1
	X
	2
	X
	0
	X
	1
	X
	1
	0
	1
	Sub-total
	X
	0
	0
	3
	X
	3
	X
	2
	X
	0
	X
	1
	X
	1
	2
	1
	Total
	-
	3
	-
	-
	-
	-
	-
	-1
	Test-Control
	-
	Slight-irritant
	-
	-
	-
	-
	-
	Non-irritant
	Ranking of irritation
	ตารางที่ 2.3-6 ประเมินการตอบสนองต่อเนื้อเยื่อของโครงเลี้ยงเซลล์  CGSF และ CGSF4 ภายหลังจากการฝัง 4 สัปดาห์  (การประเมินครั้งแรก)
	Implantation interval : 4 weeks
	Test sample : CGSF,
	CGSF4
	4
	3
	2
	1
	4
	3
	2
	1
	Animal number :
	Gel
	CGSF4
	Gel
	CGSF4
	Gel
	CGSF4
	Gel
	CGSF4
	Gel
	CGSF
	Gel
	CGSF
	Gel
	CGSF
	Gel
	CGSF
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	Polymorphonuclear cell
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	X
	1
	Lymphocytes
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	Plasma cells
	X
	0
	X
	0
	X
	1
	X
	1
	X
	2
	X
	2
	0
	2
	X
	1
	Macrophages
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	Giant cells
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	Necosis
	X
	0
	X
	0
	X
	2
	X
	2
	X
	4
	X
	4
	0
	4
	X
	4
	Sub X2
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	1
	X
	1
	X
	1
	0
	0
	X
	1
	Neovascularisation
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	Fibrosis
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	0
	0
	X
	0
	Fatty infiltrate
	X
	0
	X
	0
	X
	0
	X
	1
	X
	1
	X
	1
	0
	0
	X
	1
	Sub-total
	X
	0
	X
	0
	X
	2
	X
	3
	X
	5
	X
	5
	0
	4
	X
	5
	Total
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	4
	-
	Test-Control
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	Slight-irritant
	Non-irritant
	Ranking of irritation
	ตารางที่ 2.3-7 ประเมินการตอบสนองต่อเนื้อเยื่อของโครงเลี้ยงเซลล์  SF และ SF4 ภายหลังจากการฝัง 4 สัปดาห์ (การประเมินครั้งที่สอง)
	ตารางที่ 2.3-8 ประเมินการตอบสนองต่อเนื้อเยื่อของโครงเลี้ยงเซลล์  CGSF และ CGSF4 ภายหลังจากการฝัง 4 สัปดาห์  (การประเมินครั้งที่สอง)

