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หวัข้อวิทยานิพนธ์ การพฒันาแบบจ าลองเซลล์ล าไส้ของมนษุย์บนกระดาษท่ี

มีการดดัแปรพืน้ผิวและต้นแบบไบโอเซนเซอร์ไร้สาย
ส าหรับตรวจวดัการเจริญของจลุชีพก่อโรค 

โดย นายปัณณวิชญ์ ถิรบวรกิจพิธาน 
สาขาวิชา ชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ 
อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั ผู้ชว่ยศาสตราจารย์ ดร.วนิดา หลายวฒันไพศาล 
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บทคดั ย่อภาษาไทย 

 ปัณณวิชญ์ ถิรบวรกิจพิธาน : การพฒันาแบบจ าลองเซลล์ล าไส้ของมนษุย์บนกระดาษทีม่ีการดดั
แปรพืน้ผิวและต้นแบบไบโอเซนเซอร์ไร้สายส าหรับตรวจวดัการเจริญของจลุชีพก่อโรค. ( 
Development of surface-modified paper-based human intestinal cell model and 
prototype of wireless biosensor for detection of pathogenic microorganisms) อ.ที่ปรึกษา
หลกั : ผศ. ดร.วนิดา หลายวฒันไพศาล 

  
วิทยานิพนธ์นีเ้ป็นการน าเสนองานวิจัย  การพัฒนาวิธีการใหม่เพื่อควบคุมและเฝ้าระวังโรคติดเชือ้  โดย

ประกอบด้วยเนือ้หาส าคญัสองส่วน ได้แก่ (i) การพฒันาแบบจ าลองเซลล์ล าไส้ของมนษุย์ที่เพาะเลีย้งบนกระดาษที่มีการดัด
แปรพืน้ผิว เพื่อใช้ประโยชน์ในการศึกษากลไกการบุกรุกของเชือ้จุลชีพก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร  และ (ii) การพัฒนา
ต้นแบบไบโอเซนเซอร์แบบไร้สายเพ่ือการตรวจติดตามการเจริญของเชือ้จลุชีพก่อโรค โดยในสว่นแรก เซลล์ล าไส้ของมนษุย์ HT-
29 จ านวน 200,000 เซลล์ ถกูเพาะเลีย้งในบริเวณชอบน า้ของกระดาษกรอง Whatman No.1 โดยกระดาษถกูดดัแปรพืน้ผิวด้วย
สารแมทริกซ์นอกเซลล์ (Extracellular matrix: ECM) ชนิดต่าง ๆ ได้แก่ Matrigel, Collagen-1 และ Laminin พืน้ที่เพาะเลีย้ง
เซลล์มีขนาด 12.56 ตารางมิลลิเมตร ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม เซลล์ HT-29 ที่ถกูเพาะเลีย้งบนกระดาษ มีชีวิตรอดได้ถึง 28 วนั 
และแสดงลกัษณะของเซลล์ที่เจริญเต็มที่ โดยมีการแสดงออกของวิลไล (villi) ที่ผิวเซลล์ด้านบน (apical) และมีการแสดงออก
ของโปรตีน ZO-1 ซึ่งแสดงถึงเซลล์มีการสร้างไทต์จงัก์ชนัเกิดขึน้ จากการใช้สารเช่ือมพนัธะส าหรับเช่ือมพนัธะ ECM แต่ละชนิด 
พบวา่เม่ือใช้สารเจนิพินในการเช่ือมพนัธะ เซลล์มีชีวิตรอดทัง้หมด (100 -112.8%) ในขณะที่มีเพียง 1.1 - 67.3 % ของเซลล์รอด
ชีวิต หากใช้สารกลตูารัลดีไฮด์ในการเช่ือมพันธะ แต่การใช้สารเชื่อมพนัธะทัง้สองชนิด ท าให้เซลล์ไม่สามารถแบ่งตวัมีรูปร่าง
แบบสามมิติได้ เม่ือสังเกตด้วย SEM เซลล์มีลกัษณะแบน การดัดแปรพืน้ผิวกระดาษด้วยสาร ECM ชนิด Matrigel ส่งผลให้
เซลล์มีชีวิตรอดมากที่สดุและสาร ECM ชนิด Laminin ท าให้เซลล์เกิดการแปรสภาพ (cell differentiation) ได้ดีที่สดุ งานวิจัย
ส่วนที่ 2 เป็นการพัฒนาไบโอเซนเซอร์ไร้สายส าหรับติดตามการเจริญของเชือ้จุลชีพก่อโรค  ได้แก่ เชือ้ Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus gordonii แ ล ะ  Candida albicans พ บ ว่ า เชื ้อ
ดังกล่าวสามารถสร้างไบโอฟิล์มบนผิวของขัว้ไฟฟ้าคาร์บอนอสัณฐาน  (glassy carbon electrode)  และสามารถให้ค่า
ศกัย์ไฟฟ้าที่เป็นลบได้ ด้วยการวัดศกัย์ไฟฟ้าเทียบกับขัว้ไฟฟ้าอ้างอิง Ag/AgCl และอาศัยหลักการถ่ายทอดอิเล็กตรอนออก
ภายนอกเซลล์ของเชือ้จลุชีพก่อโรค (extracellular electron transfer) ในการรีดิวซ์ซิลเวอร์คลอไรด์ท าให้ความต้านทานของเสา
รับสัญญาณของ RFID tag ลดลง จึงสามารถตรวจติดตามการเจริญของเชือ้จุลชีพแบบไร้สายได้  โดยสรุปงานทัง้สองส่วนใน
วิทยานิพนธ์นี ้มีบทบาทในการเป็นสว่นหนึ่งของการเฝา้ระวงัการเกิดโรคติดเชือ้แบบองค์รวม โดยไบโอเซนเซอร์ไร้สายสามารถใช้
เฝ้าระวงัการเกิดไบโอฟิลม์ของจลุชีพก่อโรค การเพาะเลีย้งเซลล์แบบใหม่บนกระดาษสามารถใช้ในการศึกษากลไกการเกิดโรค
ติดเชือ้และใช้เป็นโมเดลในการพฒันายาชนิดใหมส่ าหรับโรคที่เก่ียวกบัระบบทางเดินอาหารได้ในอนาคต 

  

 
สาขาวชิา ชีวเคมีคลนิิกและอณทูาง

การแพทย์ 
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ปีการศกึษา 2561 ลายมือช่ือ อ.ที่ปรึกษาหลกั .............................. 
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บทคดั ย่อภาษาองักฤษ 

# # 5976680537 : MAJOR CLINICAL BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR MEDICINE 
KEYWORD: PAPER-BASED 3D CELL CULTURE / EXTRACELLULAR MATRIX / HT-29 / INTESTINAL 

MODEL / BACTERIAL INFECTION / WIRELESS BIOSENSOR / RFID 
 Pannawich Thirabowonkitphithan : Development of surface-modified paper-based human intestinal cell 

model and prototype of wireless biosensor for detection of pathogenic microorganisms. Advisor: Asst. 
Prof. Wanida Laiwattanapaisal, Ph.D. 

  
This thesis represents the new development methods for control and surveillance of infectious 

diseases. There are two main parts including (i) the development of surface-modified paper-based human 
intestinal cell model for gastrointestinal pathogen invasion study and (ii) the development of a prototype of wireless 
biosensor for detection of pathogenic microorganisms. For the first part, 200,000 cells of human colon cancer cell 
line, HT-29, were seeded on the hydrophilic area of Whatman No. 1 paper. The paper had been modified with 
various types of extracellular matrices (ECM), including Matrigel, collagen-1 and laminin. The area for cell seeding 
is approximately 12.56 mm2. Under the optimized condition, the cells could survive up to 28 days and showed the 
mature cell characteristics by formation of apical villi and ZO-1 tight junction protein. Using of cross-linking agents, 
genipin showed good biocompatible property that the cells could survive 100-112.8%. In contrast, using 
glutaraldehyde as a cross-linking agent, cell viability showed approximately 1.1-67.3%. Nevertheless, using of both 
cross-linking agents, the cells could not be differentiated into 3D structure, as tumorigenic phenotype was 
observed under SEM. The ECM modified paper with Matrigel provided highest numbers of cell viability, whereas 
laminin-modified paper can influence most cellular differentiation. The second part of this thesis was the 
development of wireless biosensors for monitoring of pathogenic microorganisms, including Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus gordonii and Candida albicans. Interestingly, 
all these microorganisms can form biofilm on immersed glassy carbon electrode and generated the currents that 
can be measured vs Ag/AgCl reference electrode. Based on the principle of extracellular electron transfer, 
electron generated by the pathogens was used to reduce the AgCl sensing layer to metallic Ag which in turn 
changed the impedance of the RFID antenna. The change of impedance of RFID tag antenna can be wirelessly 
monitored. In conclusion, both parts of this thesis can be fulfill a holistic system for surveillance of infectious 
diseases. Wireless biosensors can be used for early detection of biofilm formation of pathogenic microorganisms. 
The new cell culture platform on paper can be useful for investigation of infection mechanism and also serve as a 
model for novel drug development in gastrointestinal diseases in the near future. 

  

 

Field of Study: Clinical Biochemistry and Molecular 
Medicine 

Student's Signature ............................... 

Academic Year: 2018 Advisor's Signature .............................. 
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กิตติกรรมประ กาศ 
 

กติตกิรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์ฉบบันีส้ าเร็จลลุ่วงไปได้ด้วยดี  เนื่องด้วย ความกรุณาของ         ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.
วนิดา หลายวฒันไพศาล ซึ่งรับหน้าที่เป็นอาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั ซึ่งได้ให้ค าปรึกษาช่วยชีแ้นะแนวทาง
ในการแก้ปัญหา แก้ไขข้อบกพร่องตา่งๆ ของงานวิจยั และให้ความช่วยเหลอืและสนบัสนนุในทกุๆ ด้าน ทัง้ในด้าน
การเรียนและการใช้ชีวิต จนกระทัง่งานวิจยันีส้ าเร็จลลุว่งไปได้ด้วยดี 

กราบขอบพระคุณ ผู้ ช่วยศาสตราจารย์ ดร.เทวิน เทนค าเนาว์ ประธานกรรมการในการสอบป้องกัน
วิทยานิพนธ์ และ อาจารย์ ดร.ศิริพร จิตแก้ว กรรมการในการสอบป้องกนัวิทยานิพนธ์ และ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.
กลัยา ประไพนพ กรรมการสอบวิทยานิพนธ์ภายนอกมหาวิทยาลยัที่กรุณาสละเวลามาเป็นกรรมการในการสอบ
วิทยานิพนธ์ในครัง้นี ้

ขอขอบพระคณุคณาจารย์ในภาควิชาเคมีคลนิิกที่คอยสัง่สอน ให้ความรู้ และให้ค าแนะนาในการท างาน
วิจยั 

ขอขอบคณุบคุลากรทกุทา่นในคณะสหเวชศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ที่กรุณาให้ความสะดวกใน
ด้านสถานท่ี อปุกรณ์ และสารเคมีบางสว่นในการศกึษาวิจยั 

ขอขอบคณุทนุอดุหนนุการศกึษาระดบับณัฑิตศกึษาจฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เพื่อเฉลมิฉลองวโรกาสที่
พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยูห่วัทรงเจริญพระชนมายคุรบ 72 พรรษา 

ขอขอบคุณ ทุนอุดหนุนวิทยานิพนธ์ 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช ทุน
สนบัสนนุนิสิตระดบัปริญญาเอกและโทไปท าวิจยัในต่างประเทศ ทนุสนบัสนนุนิสิตระดบัปริญญาเอกและโทเสนอ
ผลงานวิชาการในประเทศ จากบณัฑิตวิทยาลยั จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

ขอบคุณ เพื่อน พี่ น้อง สาขาชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ ที่คอยให้ก าลงัใจมิตรภาพ และให้
ความช่วยเหลอืมาโดยตลอด 

สดุท้ายนีก้ราบขอบพระคณุ คณุพอ่ คณุแม ่และครอบครัว ที่ให้ความรักและก าลงัใจ สง่ผลให้งานวิจยันี ้
สาเร็จไปได้ด้วยดี 

I would like to express my sincere gratitude to Prof. Tautgirdas Ruzgas for the continuous 
support of my study and research in Sweden, for his patience, motivation, enthusiasm, and immense 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  

  โรคติดเชือ้ (Infectious diseases) คือความผิดปกติท่ีมีสาเหตุมาจากเชือ้จุลชีพ
ก่อโรค ยกตวัอย่างเช่น แบคทีเรีย ไวรัส ปรสิต หรือ เชือ้รา (1) โดยเม่ือก่อโรคขึน้แล้ว โรคท่ีเกิดขึน้
สามารถแพร่กระจายไปยงับคุคลอ่ืนทัง้ทางตรง หรือทางอ้อม โดยการแพร่กระจายเชือ้โรคผา่นทาง
พาหะ เชน่ แมลงหรือสตัว์ หรือการสมัผสัและรับประทานอาหาร น า้ ท่ีมีการปนเปือ้นของเชือ้จลุชีพ
ก่อโรค (2) 

  พยาธิก าเนิด (pathogenesis) ของการติดเชือ้ อาศยัขัน้ตอนตา่ง ๆ ในการก่อโรค
ติดเชือ้ โดยเร่ิมจาก การยึดเกาะ (adherence) โดยเม่ือเชือ้จลุชีพก่อโรคเข้าสู่ร่างกายแล้ว ขัน้ตอน
การยดึเกาะถือเป็นกระบวนการเร่ิมต้นท่ีส าคญัในการก่อให้เกิดการติดเชือ้ โดยเชือ้จลุชีพก่อโรคจะ
ยึดเกาะกับเซลล์เย่ือบุ (epithelial cells)  แล้วแบ่งตัวเพิ่มจ านวน (multiplication) และสะสม 
(deposition) ในบริเวณเนือ้เย่ือ (3) โดยเชือ้จุลชีพก่อโรคสามารถท าให้เกิดการติดเชือ้ได้โดยผ่าน
ทางช่องทางตา่ง ๆ  เช่น การติดเชือ้ท่ีผิวหนงั (skin infection) ผ่านทางรอยเปิดบนผิวหนงัจากการ
ถูกของมีคมบาด การถูกแมลงกัด หรือแผลจากการผ่าตัด การติดเชือ้ในระบบทางเดินหายใจ 
(respiratory tract infection) การติดเชือ้ของระบบทางเดินปัสสาวะ (urinary tract infection) และ
การตดิเชือ้ท่ีระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract infection) (4) เป็นต้น ซึ่งอาการของการ
ตดิเชือ้มีอาการท่ีแตกตา่งกนัออกไปขึน้กบัชนิดของเชือ้จลุชีพก่อโรค และบริเวณของการก่อโรค แต่
การติดเชือ้มีอาการท่ีสามารถสังเกตได้ร่วมกัน เช่น อาการไข้ เกิดจากการท่ีระบบภูมิคุ้มกันของ
ร่างกายพยายามตอ่ต้านการติดเชือ้ (5) การอกัเสบ เกิดจากระบบภมูิคุ้มกนัของร่างกายพยามยาม
ตอ่สู้และก าจดัเชือ้จลุชีพก่อโรค (6) 

เพ่ือหาแนวทางปอ้งกนัการเกิดโรคหรือเพ่ือประโยชน์ในการรักษา นกัวิจยัให้ความสนใจใน
การศกึษากลไกการก่อโรค โดยในปัจจบุนัวิธีการศกึษากลไกการก่อโรคอาศยัการเพาะเลีย้งเซลล์
ในหลอดทดลอง (in vitro cell culture models) ท่ีมีความจ าเพาะกับระบบต่าง ๆ ของร่างกายท่ี
ต้องการศึกษาร่วมกับเชือ้จุลชีพก่อโรค โดยท าการเพาะเลีย้งเซลล์บนภาชนะเลีย้งเซลล์ (cell 
culture flask) ท่ีมีลกัษณะแบน เซลล์สามารถเจริญได้ในรูปแบบสองมิติ  ท าให้การแสดงออกของ
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เซลล์ เช่น รูปร่างของเซลล์ อตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ท่ีเกิดขึน้อย่างรวดเร็วและพร้อมเพรียง
กัน การได้รับสารอาหารและแก๊ส การจ ากัดของเสีย  (7)  การขาดปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์และ
เซลล์ (cell-cell interaction) การขาดปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์และสารแมทริกซ์นอกเซลล์ (cell-
extracellular matrix interaction) ท าให้เซลล์มีความแตกต่างไปจากเซลล์ท่ีเกิดขึน้ในร่างกาย (8, 
9) จึงท าให้การศึกษากลไกการก่อโรคอาจมีความคลาดเคล่ือนไปจากสิ่งท่ีเกิดขึน้จริงในร่างกาย 
เน่ืองจากเซลล์มีลกัษณะการแสดงออกท่ีแตกต่างไปจากสภาพแวดล้อมดัง้เดิม นอกจากนี ้ยังมี
การทดลองศึกษากลไกการเกิดโรคโดยใช้สตัว์ทดลอง เช่น หน ูกระตา่ย เป็นต้น แต่การทดลองใน
สตัว์มีต้นทุนการศึกษาทดลองท่ีสูง และผลท่ีได้จากการทดลองในสตัว์ทดลองไม่สามารถสะท้อน
ผลท่ีอาจเกิดขึน้จริงในมนุษย์ได้ อีกทัง้การใช้สัตว์ทดลองต้องค านึงถึงจรรยาบรรณในการใช้
สัตว์ทดลอง โดยค านึงถึงหลัก 3Rs ได้แก่ Replacement โดยการใช้วิธีการอ่ืนทดแทนการใช้
สตัว์ทดลอง เช่น การเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ (cell culture) Reduction การใช้สตัว์ทดลองในจ านวนท่ี
เหมาะสม และ Refinement การใช้วิธีการและเทคนิคในการวิจยัท่ีเหมาะสมต่อสตัว์ทดลอง (10) 
ดังนัน้เพ่ือให้ได้ผลการทดลองท่ีใกล้เคียงกับผลท่ีเกิดขึน้ในร่างกายและเพ่ือเป็นการลดการใช้
สตัว์ทดลอง ท าให้มีนกัวิจยัคิดค้นวิธีเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติ  เพ่ือให้ได้ผลการแสดงออกของ
เซลล์ท่ีใกล้เคียงกับเซลล์ท่ีเกิดขึน้ในร่างกายมากยิ่งขึน้ โดยการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติ มีวิธี
ต่าง ๆ เช่น แฮงกิง ดรอพ (hanging drop method) โดยเพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี
ลกัษณะเป็นหยดน า้ท่ีเกาะอยู่กบัพืน้ผิวของภาชนะ เพ่ือให้เซลล์เกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างเซลล์แล้ว
เกิดรูปร่างแบบสามมิติ แต่วิธีนีมี้ข้อจ ากัดคือ ไม่สามารถใช้ปริมาณอาหารเลีย้งเซลล์ได้มากกว่า 
50 ไมโครลิตร ได้ เน่ืองจากแรงตึงผิวไม่เพียงพอต่อการต้านแรงโน้มถ่วง  จึงท าให้หยดน า้ไม่
สามารถเกาะท่ีพืน้ผิวของภาชนะได้ (11) และการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ท าได้ยากต้องอาศัย
ความช านาญ  นอกจากนี ้ยังมีวิธีการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติโดยการใช้เพลทท่ีเซลล์ไม่
สามารถยึดเกาะได้ (non-adherent surface methods) เช่น ท าการเคลือบพืน้ผิวของเพลทด้วย
สาร Poly-HEMA (Poly 2-hydroxyethyl methacrylate) เซลล์ท่ีไม่สามารถยึดเกาะกับพืน้ผิวจะ
เกิดการรวมกลุม่เป็นรูปร่างสามมิติ (spheroid) แตข้่อจ ากดัของวิธีนีคื้อเพลทท่ีใช้ในการเพาะเลีย้ง
มีราคาสูง (12, 13) หรือวิธีการเพาะเลีย้งเซลล์โดยใช้โครงเลีย้งเซลล์ (scaffold-based methods) 
โครงเลีย้งเซลล์ท่ีใช้ในการเพาะเลีย้ง  สามารถแบ่งได้ 2 ประเภท ได้แก่ พอลิเมอร์สังเคราะห์ 
(synthetic polymer) เช่น polyethylene glycol (PEG) มีขัน้ตอนในการสังเคราะห์ท่ีต้องอาศัย
เคร่ืองมือและเทคนิคท่ีซบัซ้อนท าให้มีต้นทุนสูง และเส้นใยจากธรรมชาติ (natural polymer) เช่น 
คอลลาเจน (collagen) ต้องใช้ในปริมาณมากและไม่เหมาะส าหรับการทดสอบพร้อมกันใน
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ปริมาณมาก (high throughput screening: HTS) (14) จากข้อจ ากัดดงักล่าวท าให้มีกลุ่มนกัวิจยั
หนัมาใช้กระดาษในการเป็นโครงเลีย้งเซลล์เน่ืองจากกระดาษมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพและมี
ราคาถูก สามารถจัดหามาได้ง่าย อีกทัง้กระดาษยังไม่ก่อให้เกิดมลพิษทางสิ่งแวดล้อมและ
ประหยดัพืน้ท่ีในการจดัเก็บ การใช้กระดาษเป็นโครงเลีย้งเซลล์สามารถลดการใช้ปริมาณสารเคมี
หรืออาหารเลีย้งเซลล์ท าให้ลดต้นทุนในการทดลอง (15) ตวัอย่างการน ากระดาษมาเลีย้งเซลล์
เพาะเลีย้งได้แก่ การเพาะเลีย้งเซลล์กล้ามเนือ้หวัใจ (16), เซลล์ผิวมะเร็งผิวหนงัชนิดเมลาโนมา 
(17), เซลล์ตบั (18)  และเซลล์ปอด (19)  เป็นต้น 

การเพาะเลีย้งเซลล์ล าไส้มนษุย์บนกระดาษยงัไม่มีการรายงานมาก่อน ดงันัน้ในงานวิจยันี ้
ผู้ วิจัยได้เสนอแนวคิดการพัฒนาโมเดลใหม่เพ่ือใช้เป็นแบบจ าลองเซลล์ล าไส้ของมนุษย์ท่ีมี
ลกัษณะการแสดงออกทางด้านชีววิทยาและสนัฐานวิทยาของเซลล์ท่ีคล้ายคลึงกับเซลล์ล าไส้ใน
ร่างกาย  โดยเลือกศึกษาเซลล์ HT-29 human colon adenocarcinoma cell line เน่ืองจาก เซลล์
สามารถเกิดการแปรสภาพของเซลล์ (cell differentiation) และมีการส่ือสารระหว่างเซลล์โดยการ
สร้างไทต์จังก์ชั่น (tight junction) เช่ือมเป็นรอยต่อระหว่างเซลล์ และเซลล์ยังแสดงลักษณะท่ี
เหมือนกบัเซลล์ enterocytes ท่ีพบในล าไส้เล็ก คือเซลล์สามารถพฒันาและแสดงออกโครงสร้าง
วิลไล (villi) ทางด้านบน (apical) ของเซลล์ได้  และนอกจากนี  ้เซล์ HT-29 ยังถูกน ามาใช้ใน
การศึกษาการตอบสนองของระบบภูมิคุ้ มกันท่ีล าไส้ต่อการติดเชือ้แบคทีเรีย และยังถูกใช้ใน
การศกึษาการยึดเกาะ (adhesion) การบกุรุก (invasion) หรือการมีชีวิตรอดของเชือ้จลุชีพในล าไส้ 
เน่ืองด้วยเซลล์สามารถแสดงลกัษณะของเซลล์ล าไส้ท่ีเจริญเต็มท่ีและสามารถหลัง่สารเมือกได้  
อีกทัง้การเพาะเลีย้งแบบสามมิติบนกระดาษ สามารถใช้ประโยชน์ในการศกึษากลไกการเกิดโรค
และพยาธิสภาพของโรคท่ีมีการอกัเสบของระบบทางเดินอาหาร (inflammatory bowel diseases 
(IBD)) ต่อไป เช่น  Crohn’s disease หรือ Ulcerative Colitis ท่ีอาจเกิดขึน้ และยังเป็นทางเลือก
หนึ่งของงานวิจยัท่ีสามารถลดการใช้สตัว์ทดลองได้ ในงานวิจยันี ้น าเสนอวิธีการเพาะเลีย้งเซลล์
แบบสามมิติ โดยท าการเพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอก
เซลล์ชนิดตา่ง ๆ  เน่ืองจากการเพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษ เส้นใยของกระดาษท่ีสานกนัเป็นร่างแห
สามมิติจะท าหน้าท่ีในการเป็นโครงร่างสนบัสนนุให้เซลล์สามารถเจริญเติบโตและแบ่งตวัได้แบบ
สามมิติในรูพรุนของกระดาษ และกระดาษมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพต่อเซลล์และมีความเป็น
พิษต ่า จึงท าให้กระดาษเป็นวัสดุชีวภาพ (biomaterial) (20, 21) ท่ีสามารถใช้ในการเพาะเลีย้ง
เซลล์เพ่ือใช้เป็นแบบจ าลองของเซลล์ท่ีมีการแสดงออกท่ีใกล้เคียงกับเซลล์ในร่างกาย และลด
ปริมาณการใช้อาหารเลี ย้งเซลล์  (cell culture media) รวมไปถึงสารแมทริกซ์นอกเซลล์ 
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(extracellular matrix) ท่ีใช้ในการดดัแปรพืน้ผิวของกระดาษ ซึ่งคาดว่าจะสามารถลดต้นทุนและ
ค่าใช้จ่ายในการศึกษาวิจัย และเน่ืองจากการเลีย้งเซลล์บนกระดาษสามารถท าการทดสอบได้
พร้อมกันครัง้ละปริมาณมาก ๆ จึงสามารถประยุกต์ใช้การเลีย้งเซลล์บนกระดาษส าหรับการ
ทดสอบประสิทธิภาพของยาในระบบอุตสาหกรรมท่ีต้องการผลการทดสอบพร้อมกันในปริมาณ
มาก (high throughput screening: HTS) และด้วยคณุสมบตัิความยืดหยุ่นของกระดาษ สามารถ
ประยกุต์ใช้ร่วมกบัอปุกรณ์ตรวจวดัทางไบโอเซนเซอร์อ่ืน ๆ เช่น screen-printed electrode บนผิว
กระดาษโดยตรง ท าให้มีความเป็นไปได้สูง ท่ีจะต่อยอดน าโมเดลเซลล์ล าไส้ท่ี เพาะเลีย้งบน
กระดาษร่วมกับเทคนิคไบโอเซนเซอร์ เพ่ือติดตามแบบสภาวะจริง (real time monitoring) หรือ
ตดิตามแบบไร้สาย (wireless biosensor) ซึง่จะมีประโยชน์ในการติดตามการเจริญของเซลล์ (cell 
proliferation) หรือการตายของเซลล์ (cell death) หรือกรณีเซลล์ล าไส้หากมีการถูกท าลายไทต์
จังก์ชั่น จากการบุกรุกของเชือ้จุลชีพบางชนิด เช่น เชือ้ Salmonella ก็สามารถศึกษาติดตามได้
อยา่งรวดเร็วและทนัทว่งที 

ในการวินิจฉัยเชือ้ก่อโรคทางห้องปฏิบตักิารทางการแพทย์ ในงานประจ าทัว่ไปใช้
วิ ธี  การเพ าะเลี ย้งเชื อ้แบคที เรีย   การย้อม สีแกรม  (Gram stain) การตรวจทางชีวเค มี 
(Biochemical test) การตรวจด้วยวิธีทางซีโรโลยี (Serological test) รวมถึงการใช้เทคนิคทางอณู
ชีววิทยา (Molecular technique) เพ่ือหาสารพนัธุกรรมของเชือ้ก่อโรคโดยตรง ซึง่หลกัการดงักล่าว 
ต้องอาศยับคุคลากรทางการแพทย์ท่ีมีความรู้ ความสามารถ และเป็นผู้ เช่ียวชาญในการปฏิบตังิาน 
อีกทัง้บางการทดสอบต้องอาศยัระยะเวลานานกว่าจะทราบผลและมีต้นทนุการทดสอบท่ีสงู ท าให้
ในขัน้ตอนการรักษาเบือ้งต้น แพทย์อาจต้องรักษาโดยใช้ยาท่ีไม่ตรงกบัชนิดของเชือ้จุลชีพก่อโรค 
หรือมีการใช้ยาท่ีมากเกินกว่าความจ าเป็น ยิ่งไปกว่านัน้ในมมุของผู้ ป่วยเพ่ือประหยดัคา่ใช้จ่ายใน
การรักษาพยาบาล ผู้ ป่วยมักมีการซือ้ยารับประทานเอง เน่ืองจากการใช้ยาโดยขาดความ
ระมัดระวัง อาจน าไปสู่การเกิดปัญหาเชือ้ดือ้ยาปฏิชีวนะขึน้ได้ ในสถานพยาบาล ก็มีความ
จ าเป็นต้องเฝา้ระวงัการติดเชือ้โรคดงักล่าวด้วย เพราะเป็นแหล่งท่ีมีการสะสมของเชือ้โรคและเชือ้
โรคมีกลไกการสร้างไบโอฟิลม์ ท าให้เกิดการดือ้ยาปฏิชีวนะได้และเป็นปัญหาสาธารณสขุท่ีส าคญั
ในหลาย ๆ ประเทศทัว่โลก โดยเชือ้จะสร้างไบโอฟิล์มเพ่ือปอ้งกนัตวัเองจากสภาวะแวดล้อม ซึง่เชือ้
ท่ีอยู่ในไบโอฟิล์มสามารถทนต่อยาปฏิชีวนะได้สูงขึน้ประมาณ 10 ถึง 1000 เท่า (22) โดยเชือ้จุล
ชีพอาศยัไบโอฟิล์มในการป้องกันการท าลายจากยา หรือระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย  (23, 24) 
ดงันัน้เพ่ือเป็นการเฝา้ระวงัการติดเชือ้และอนัตรายท่ีเพิ่มขึน้จากการสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้จลุชีพ 
การพฒันาไบโอเซนเซอร์ส าหรับตรวจติดตามการสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้จลุชีพสามารถช่วยในการ

3
1

6
6

9
6

1
0

3
2



 

C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
7
6
6
8
0
5
3
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
8
2
5
6
2
 
0
5
:
1
0
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
3

 5 

เฝ้าระวังและป้องกันปัญหาการดือ้ยาท่ีอาจเกิดขึน้ได้ และหากมีการน าเทคโนโลยีตัวรับทาง
ชีวภาพไร้สาย (wireless biosensors) มาร่วมในการใช้งานจะท าให้สามารถติดตามการเจริญ
ของไบโอฟิล์มของเชือ้จลุชีพได้อยา่งทนัทว่งที และมีประสิทธิภาพมากย่ิงขึน้ 

เพ่ือป้องกันปัญหาการเกิดเชือ้ดือ้ยาปฏิชีวนะท่ีเพิ่มขึน้ในอนาคต ผู้ วิจัยได้
น าเสนอต้นแบบไบโอเซนเซอร์แบบไร้สาย ส าหรับการตรวจวดัการเจริญของไบโอฟิล์มของเชือ้จุล
ชีพก่อโรค โดยอาศยัความสามารถในการขนส่งอิเล็กตรอนออกนอกเซลล์ (extracellular electron 
transfer) ของเชือ้จุลชีพ (25) ร่วมกับการใช้ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นและรี
ดกัชัน่ของอนภุาคเงินนาโน (silver nanoparticles) ท่ีใช้เป็นส่วนในการติดตามการเจริญของไบโอ
ฟิล์มของเชือ้จลุชีพก่อโรค ซึ่งเทคนิคท่ีใช้ในการศกึษาวิจยัสามารถตรวจติดตามการเจริญของเชือ้
จลุชีพก่อโรคได้อย่างรวดเร็ว ท าให้สามารถป้องกันการติดเชือ้และลดการแพร่กระจายของเชือ้ก่อ
โรคในสิ่งมีชีวิตได้ อีกทัง้ไบโอเซนเซอร์แบบไร้สายส าหรับการตรวจวดัการเจริญของไบโอฟิล์มท่ี
พฒันาขึน้มีต้นทนุในการทดลองท่ีไม่สูงเม่ือเทียบกบัการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบตัิการทางการ
แพทย์ 

ซึ่งงานวิจัยทัง้สองส่วน  ได้แก่ การเพาะเลีย้งเซลล์ล าไส้บนกระดาษ และการ
พฒันาต้นแบบไบโอเซนเซอร์ไร้สายส าหรับตรวจวดัการเจริญของไบโอฟิล์มของเชือ้จลุชีพก่อโรค 
สามารถน ามาประยุกต์ใช้ศึกษากลไกการเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร เช่น โรคมะเร็งล าไส้ 
(Colorectal cancer) กลุ่มโรคท่ีมีการอักเสบของระบบทางเดินอาหาร (Inflammatory Bowel 
Disease) และ แผลในระบบทางเดินอาหาร (Gut wound) ท่ีเกิดจากการสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้
จลุชีพก่อโรคท่ีเซลล์ล าไส้ได้ จะท าให้เข้าใจกลไกการก่อโรคมากยิ่งขึน้ จนถึงการเฝ้าระวงัการติด
เชือ้โดยใช้อุปกรณ์ไบโอเซนเซอร์แบบไร้สาย การศึกษาวิจยันีน้ับเป็นระบบการศึกษาและจดัการ
โรคติดเชือ้ท่ีเป็นปัญหาสาธารณสุขของประเทศได้ทางหนึ่ง และลดความสูญเสียท่ีจะเกิดขึน้ทัง้
ทางด้านสาธารณสุข และยังให้เกิดผลเสียทางด้านเศรษฐกิจของประเทศ เน่ืองจากค่าใช้จ่ายใน
การรักษาและดแูลผู้ ป่วยมีมูลค่าสูง รวมถึงสามารถใช้เป็นโมเดลศกึษาพฒันายาชนิดใหม่ในการ
รักษาโรคตดิเชือ้ดงักลา่วได้ในอนาคต 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1. เพ่ือพฒันาวิธีการเลีย้งเซลล์แบบสามมิตบินกระดาษ 
2. เพ่ือพฒันาโมเดลเซลล์ล าไส้ของมนษุย์ท่ีมีการแสดงออกทางชีววิทวิทยาและสนัฐาน

วิทยาท่ีคล้ายคลงึกบัเซลล์ในร่างกายของมนษุย์ 
3. เพ่ือพฒันาต้นแบบของไบโอเซนเซอร์แบบไร้สายส าหรับการตรวจวดัการเจริญของไบ

โอฟิล์มของเชือ้จลุชีพก่อโรค 
 

ขอบเขตของการวิจัย 
  การศึกษาวิจัยนีมุ้่งศึกษาเพ่ือพัฒนาระบบการจัดการและการพัฒนาวิธีการ

ควบคุมโรคติดเชือ้อย่างองค์รวมตัง้แต่การพัฒนาโมเดลการเลีย้งเซลล์แบบสามมิติบนกระดาษ

เพ่ือให้เซลล์เกิดการแสดงออกทางชีวภาพท่ีใกล้เคียงกับเซลล์ในร่างกาย โดยใช้ HT-29 cells 

เพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิวด้วย Matrigel, Collagen-1 และ Laminin และศึกษา

การเพิ่มจ านวนเซลล์และการมีชีวิตของเซลล์บนกระดาษด้วยวิธี MTT และศึกษาการแสดงออก

ของโปรตีน ZO-1 โดยใช้เทคนิค immunofluorescent รวมถึงศกึษาลกัษณะรูปร่างของเซลล์โดยใช้ 

Scanning electron microscope อีกทัง้ยงัพฒันาต้นแบบของไบโอเซนเซอร์แบบไร้สาย (wireless 

biosensor) เพ่ือการติดตามการเจริญของไบโอฟิล์มของเชือ้จลุชีพก่อโรค โดยใช้ความสามารถใน

การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นและรีดักชั่นของอนุภาคเงินนาโน (Silver nanoparticles) ร่วมกับ

คุณสมบัติการถ่ายทอดอิเล็กตรอนออกนอกเซลล์ (Extracellular electron transfer) ของเชือ้จุล

ชีพก่อโรค 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. สามารถพัฒนาโมเดลโดยใช้เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งแบบสามมิติบนกระดาษ เป็นโมเดล

ศึกษาโรคการติดเชือ้ เพ่ือการศึกษาปฏิสัมพันธ์ของเชือ้ก่อโรคและเจ้าบ้าน (host-

pathogen interaction) ในอนาคต 

2. ลดต้นทนุในการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติ โดยใช้กระดาษเป็นโครงร่างส าหรับการ
เลีย้งเซลล์ (scaffold) 

3. สามารถศึกษาและเข้าใจกระบวนการทางชีวภาพท่ีใกล้เคียงกับเซลล์ท่ีเกิดขึน้ใน
ร่างกายได้มากยิ่งขึน้ 
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4. สามารถพฒันาต้นแบบไบโอเซนเซอร์ท่ีสามารถตรวจวดัการเจริญของไบโอฟิล์มของ
เชือ้จลุชีพก่อโรคแบบไร้สาย 

5. สามารถน าต้นแบบไบโอเซนเซอร์แบบไร้สายส าหรับตรวจวดัการเจริญของเชือ้จลุชีพ
ก่อโรคท่ีพฒันาขึน้ไปพฒันาตอ่ยอดเป็นอปุกรณ์ไบโอเซนเซอร์แบบสวมใส่ (wearable 

sensor) เพ่ือตดิตามการเจริญของเชือ้จลุชีพก่อโรคได้ 

6. เป็นการผลิตนวตักรรมทางการแพทย์ เพ่ือประโยชน์ในการศึกษาและป้องกันโรคติด
เชือ้ 

7. เป็นการบูรณาการองค์ความรู้ทัง้ทางด้านชีวเคมี จุลชีววิทยา และการพัฒนา

ไบโอเซนเซอร์ เพ่ือเป็นประโยชน์ต่อการพฒันางานวิจยัในอนาคตและเป็นประโยชน์

ตอ่ประชาชน 

 

ล าดับขัน้ในการเสนอผลการวิจัย 
1. น าเสนอผลงานวิจยัในท่ีประชมุวิชาการระดบัชาตแิละนานาชาต ิ 
2. ตีพิมพ์ผลงานวิจยัในวารสารวิชาการระดบัชาตแิละนานาชาติ 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 ล าไส้  
2.1.1 ส่วนประกอบและหน้าที่ของล าไส้ 

 ล าไส้ของมนษุย์สามารถแบง่ออกได้เป็น 2 สว่นหลกั ๆ ได้แก่ ล าไส้เล็กและล าไส้ใหญ่ โดย

ล าไส้เล็กสามารถแบ่งออกได้เป็น ล าไส้เล็กส่วนต้น (duodenum) ล าไส้เล็กส่วนกลาง (jejunum) 

และ และล าไส้เล็กส่วนปลาย (ileum) โดยล าไส้เล็กในแตล่ะส่วนจะมีหน้าท่ีและความสามารถใน

การดดูซึมสารอาหารท่ีแตกตา่งกันออกไป ล าไส้เล็กส่วนต้นท าหน้าท่ีดดูซึมวิตามินท่ีละลายน า้ได้

และกรดไขมัน และท าหน้าท่ีบดอาหารให้เป็นชิน้เล็ก ๆ เพ่ือส่งต่อไปยังล าไส้เล็กส่วนกลางและ

ล าไส้เล็กส่วนปลายตอ่ไป กลโูคสและโซเดียมไอออนถกูดดูซมึท่ีบริเวณล าไส้เล็กส่วนกลาง ส าหรับ

ล าไส้เล็กส่วนปลายท าหน้าท่ีดดูซมึวิตามินบี 12 และ เกลือน า้ดี เพ่ือใช้ในการย่อยและดดูซึมไขมนั

และน า้มนั (26) โดยภาพท่ี 1 แสดงกายวิภาคของล าไส้ในระบบทางเดนิอาหารของมนษุย์ 

  

 

 

 

 

ท่ีมา ดดัแปลงจาก Ref. (27) 

ภาพท่ี 1 แสดงอวยัวะล าไส้ในระบบทางเดนิอาหารของมนษุย์ 
 

ซึ่งผิวของล าไส้เล็กจะถูกปกคลุมด้วยไมโครวิลไล (microvilli) เพ่ือช่วยเพิ่มพืน้ท่ีในการดูดซึม

สารอาหาร โดยไมโครวิลไลจะมีขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร โดยการเรียงตวักนัของไมโครวิลไล

สามารถเพิ่มพืน้ท่ีในการดูดซึมสารอาหารได้เพิ่มขึน้ถึง 500 เท่า ส าหรับล าไส้ใหญ่ (colon) ท า
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หน้าท่ีดูดน า้ วิตามิน และแร่ธาตุกลบัเข้าสู่ร่างกาย และเป็นบริเวณท่ีมีเชือ้จุลชีพอาศยัอยู่อย่าง

หนาแน่น โดยเชือ้จุลชีพส่วนใหญ่ท่ีอาศยับริเวณล าไส้ใหญ่เป็นเชือ้จุลชีพท่ีไม่ต้องการออกซิเจน 

(anaerobes) ซึ่งเชือ้จลุชีพท่ีอาศยัอยู่บริเวณล าไส้ท าหน้าท่ีเก่ียวกับการควบคมุการผลดัเซลล์เย่ือ

บุล าไส้ ลักษณะรูปร่างของเซลล์ล าไส้และการท าหน้าท่ีในการเป็นชัน้ของเนือ้เย่ือในการป้องกัน

การบกุรุกของเชือ้จลุชีพก่อโรคและยงัท าหน้าท่ีส าคญัเก่ียวกับภูมิคุ้มกนัในระบบล าไส้ (intestinal 

immune response) โดยล า ไส้ มี ตัว รับ รู้การบุ ก รุกของเชื อ้จุล ชีพก่ อโรค ด้วย  pathogen-

recognition receptors (PRRs) โดย  PRRs ท่ี พบ ในล า ไส้ คื อ  Toll-like receptors (TLR) โดย

สามารถรับรู้ผ่าน pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) ท่ีอยู่บนเชือ้จลุชีพก่อโรค 

(28) โดยเม่ือมีการรับรู้ถึงการบุกรุกของเชือ้จุลชีพก่อโรคแล้ว เซลล์ล าไส้จะท าการแบ่งตัวเพิ่ม

จ านวน (cell proliferation) (29, 30) สร้างภูมิคุ้มกันชนิด IgA (31) เพ่ือต่อต้านการบุกรุกของเชือ้

จลุชีพก่อโรค การพยายามรักษารอยต่อระหว่างเซลล์ (tight junction) (32) และการสร้างสารท่ีมี

ฤทธ์ิในการฆ่าเชือ้จุลชีพก่อโรค ทัง้นีร้ะบบภูมิคุ้ มกันท่ีล าไส้ท าหน้าท่ีดังกล่าวเพ่ือการรักษา

คณุสมบตัิของการเป็นชัน้เนือ้เย่ือ (epithelial barrier) ท่ีส าคญั (33) ในการป้องกันการบุกรุกของ

สิ่งแปลกปลอมจากภายนอกร่างกาย 

2.2 โรคตดิเชือ้  
โรคติดเชือ้จดัว่าเป็นสาเหตหุลกัของการเสียชีวิตของประชากรทัว่โลก โดยเฉพาะอย่างยิ่ง

ในประเทศก าลงัพฒันา โดยประชากรชว่งวยัเดก็และวยัผู้สงูอายมีุความเส่ียงตอ่การตดิเชือ้สงูท่ีสดุ 

เน่ืองจากระบบภูมิคุ้มกันในเด็กยังท างานไม่ได้เต็มประสิทธิภาพและความเส่ือมถอยของระบบ

ภมูิคุ้มกนัในผู้สงูอายทุ าให้มีความเส่ียงตอ่การติดเชือ้ได้ง่าย โดยข้อมลูองค์การอนามยัโลก (World 

Health Organization: WHO) ปี ค.ศ. 2000-2016 ระบุสาเหตุการเสียชีวิต 10 อันดับ ซึ่งโรคติด

เชือ้เป็นสาเหตหุลกัของการเสียชีวิตถึง 3 ใน 10 สาเหต ุได้แก่ การติดเชือ้ทางเดินหายใจส่วนล่าง 

โรคอจุจาระร่วง และโรคติดเชือ้วณัโรค โดยสาเหตขุองโรคตดิเชือ้เกิดได้จากหลากหลายปัจจยั เช่น 

เชือ้แบคทีเรีย เชือ้รา ไวรัส หรือพยาธิ ซึ่งเม่ือเกิดการติดเชือ้ขึน้แล้วจะมีการแพร่กระจายเชือ้ไปยงั

สิ่งมีชีวิตอ่ืนทัง้มนษุย์และสตัว์ โดยช่องทางการติดเชือ้อาจเกิดจากการรับสมัผสัจากแหล่งเชือ้โรค

โดยตรง เช่น การรับประทานอาหารหรือด่ืมน า้ท่ีปนเปือ้น การสมัผสัสิ่งคดัหลัง่จากสตัว์หรือบคุคล

ท่ีติดเชือ้อยู่ก่อน โดยช่องทางการระบาดท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสดุท่ีท าให้เกิดการแพร่ระบาดของ

เชือ้ได้แก่ การแพร่เชือ้ทางอากาศ (34) และเม่ือพิจารณาจากข้อมูลสาเหตกุารเสียชีวิต 10 อนัดบั 
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จะพบว่าในประเทศก าลงัพฒันา โรคอจุจาระร่วงถือเป็นสาเหตท่ีุส าคญัอนัดบัท่ี 2 รองจากการติด

เชือ้ท่ีระบบทางเดนิหายใจสว่นลา่ง ดงัแสดงในภาพท่ี 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา Ref. (34) 

ภาพท่ี 2 แสดงสาเหตหุลกัในการเสียชีวิตของประชากรในประเทศก าลงัพฒันา  
 

2.2.1 ความสัมพันธ์ระหว่างไบโอฟิล์มและการตดิเชือ้  
 พยาธิก าเนิด (Pathogenesis) ของโรคติดเชือ้ อาศยัปัจจยัหลกั 3 ปัจจยั ในการเกิดโรคติด

เชือ้ได้แก่ เจ้าบ้าน (host) เชือ้จุลชีพท่ีก่อโรค (infectious agents) และ สิ่งแวดล้อมภายนอก 

(external environment) โดยอาจเป็นเชือ้จุลชีพท่ีอยู่ภายในร่างกาย (endogenous infectious 

agent) ท่ีเวลาปกติไม่ก่อให้เกิดการติดเชือ้แตอ่าจท าให้เกิดการติดเชือ้เม่ือภูมิคุ้มกนัลดต ่าลง และ

เชือ้จุลชีพท่ีก่อโรคภายนอกร่างกาย (exogenous infectious agent) จากสิ่งแวดล้อม เม่ือเข้าสู่

ร่างกายแล้วท าให้เกิดการติดเชือ้ ทัง้นีค้วามสามารถในการเกิดการติดเชือ้ขึน้กับความอ่อนไหว 

(susceptibility) ของเจ้าบ้าน (host) เป็นส าคญั และสิ่งแวดล้อมอีกปัจจัยท่ีท าให้เกิดการติดเชือ้ 

โดยสิ่งแวดล้อมรวมไปถึง พาหะน าเชือ้ (vector) รวมไปถึงแมลงหรือสัตว์ท่ีแพร่กระจายเชือ้โรค 
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และแหล่งเชือ้โรค (reservoir) หรือสตัว์ท่ีเป็นแหล่งโรค (zoonotic hosts) ท่ีเป็นแหล่งในการสะสม

เชือ้โรคและพร้อมท่ีจะแพร่กระจายเชือ้เม่ือมีพาหะมาสมัผสัหรือน าเชือ้ไปยงัสิ่งมีชีวิตอ่ืน  

ไบโอฟิล์ม (biofilm) ถูกค้นพบครัง้แรกโดย Antoine Von Leeuwenhoek ในศตวรรษท่ี 17 

โดยการเกิดไบโอฟิล์มเร่ิมจากเชือ้ท่ีเป็นเซลล์ลอยเด่ียว (planktonic cell) เกิดการยึดเกาะพืน้ผิว 

ซึ่งการเปล่ียนจากเซลล์ท่ีลอยมาสู่การสร้างไบโอฟิล์มเกิดจากการเปล่ียนแปลงของสิ่งแวดล้อมซึ่ง

กระตุ้นให้เซลล์เกิดการปรับตวัและเปล่ียนการแสดงออกของโปรตีนท่ีผิวเซลล์เพ่ือใช้ในการยดึเกาะ 

และ เซลล์ยังเปล่ียนแปลงการใช้อาหาร หรือมีการสร้างสารอันตราย (virulence factors) เพ่ือ

ตอบสนองต่อสภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ เช่น การเปล่ียนแปลง pH การ

ตอบสนองต่อรังสี การตอบสนองต่อยาปฏิชีวนะ หรือในสภาวะท่ีมีอาหารหรือออกซิเจนปริมาณ

จ ากัด (35) โดยการเกิดไบโอฟิล์มสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ระยะ โดย ระยะแรกเซลล์จะท าการ

ยึดเกาะพืน้ผิวโดยในระยะนีเ้ป็นการยึดเกาะแบบผันกลับได้โดยยังคงมีการแสดงออกของ  

แฟลกเจลลา (flagella) และพิไล (pili) ระยะท่ีสอง เป็นระยะท่ีเซลล์เกิดการยึดเกาะแบบไม่

สามารถผันกลับได้ และมีการส่งสัญญาณเพ่ือส่ือสารไปยังเชือ้ตวัอ่ืน โดยใช้ Quorum sensing 

(QS) และผลิตสารแมทริกซ์พอลิเมอร์ออกมาภายนอกเซลล์ ซึ่งประกอบด้วย โปรตีน พอลิแซ็กคา

ไรด์ และกรดนิวคลีอิก ระยะท่ีสาม มีการสร้างไบโอฟิล์มท่ีมีโครงสร้างสมบูรณ์ (mature biofilm) 

โดยภายในไบโอฟิล์มมีโครงสร้างท่ีเป็นช่องว่างส าหรับการใช้ล าเลียงน า้ สารอาหารและเพ่ือก าจดั

ของเสีย และขัน้ตอนสดุท้ายเป็นขัน้ตอนการปลดปล่อยเซลล์ ให้กลายเป็นเซลล์ท่ีสามารถล่องลอย

เป็นอิสระได้ และพร้อมท่ีจะสร้างไบโอฟิล์มใหมอี่กครัง้ (36) โดยภาพท่ี 3 แสดงวงจรชีวิตของไบโอ

ฟิล์ม 
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ท่ีมา Ref. (37) 
ภาพท่ี 3 แสดงวงจรของการเกิดไบโอฟิล์มตัง้แตก่ารเร่ิมยึดเกาะบนพืน้ผิวจนถึงการปลดปล่อย

เซลล์ 
 

การสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้ท าให้เชือ้ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะมากยิ่งขึน้ โดยเชือ้มีกลไกในการดือ้ตอ่ยา 

เชน่ การสร้างแคปซูลหรือไกลโคคาลิกซ์ (glycocalyx) ซึ่งเป็นสารเมือกใช้ในการหอ่หุ้มตวั ท าให้ยา

สามารถเข้าถึงเชือ้ได้ลดลง โดยสารเมือกนีจ้ะท าหน้าท่ีในการสะสมตัวยาไว้ได้มากถึง 25 

เปอร์เซ็นต์ของน า้หนกัตวัของเชือ้ (38) หรือการใช้เอนไซม์ในการเปล่ียนสารท่ีมีความเป็นพิษต่อ

เซลล์ให้มีความเป็นพิษลดลงโดยการท างานของยีนดื อ้ยาท่ีมีอยู่ (39) การปรับเปล่ียนสาร

พันธุกรรมเม่ืออยู่ ในไบโอฟิ ล์มท่ี มีอาหารและอากาศจ ากัด เพ่ือการมี ชีวิตรอด เช่น เชื อ้ 

Escherichia coli มีการสร้าง เอนไซม์ superoxide dismutases และ เอนไซม์ส าหรับการซ่อมแซม

สารพนัธุกรรม (40) เป็นต้น ซึ่งสถาบนัสุขภาพแห่งชาติประเทศสหรัฐอเมริกา (National Institute 

of Health) รายงานว่าการติดเชือ้แบบเฉียบพลันและการติดเชือ้แบบเรือ้รังมักเก่ียวข้องกับ เชือ้

สร้างไบโอฟิล์ม สูงถึง 65 เปอร์เซ็นต์และ 80 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั โดยในผู้ ป่วยท่ีมีการใส่อวยัวะ

เทียม เช่น สายสวนหลอดเลือดด าส่วนกลาง (central venous catheters) ลิ น้หัวใจเทียม 

(mechanical heart valves) สายสวนปัสสาวะ (urinary catheters) มกัมีความเส่ียงตอ่การเกิดไบ

โอ ฟิ ล์ ม ข อ ง เ ชื ้อ  Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, 
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Enterococcus faecalis หรือเชือ้แบคทีเรียแกรมลบชนิดอ่ืน ๆ ส าหรับผู้ ท่ีไม่ได้มีการใส่อวัยวะ

เทียมก็มีความเส่ียงในการติดเชือ้ Pseudomonas aerobicus และ Fusobacterium nucleatum 

ซึง่เป็นสาเหตขุองโรคปริทนัต์อกัเสบเน่ืองจากการมีสขุอนามยัท่ีไมดี่ (41) 

2.2.2 การวินิจฉัยเชือ้จุลชีพทางการแพทย์ 
วิธีการวินิจฉัยการติดเชือ้ในปัจจุบนัอาศยัการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการทางการ

แพทย์เป็นหลกั โดยมีวิธีการทดสอบดงัตอ่ไปนี ้(42, 43)   

1. การเพาะเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย (Bacterial culture)  
โดยการน าตวัอย่างสิ่งสง่ตรวจมาท าการเพาะเลีย้งเชือ้ โดยชนิดของสิ่งส่งตรวจขึน้กบั
บริเวณท่ีสงสยัวา่มีการติดเชือ้ เชน่ เลือด ปัสสาวะ หนอง เสมหะ อจุจาระ หรือ ชิน้เนือ้
ท่ีสงสัยว่ามีการติดเชือ้ ในการจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย อาศัยความแตกต่างของ
ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ เช่น ขนาด รูปร่าง การเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ หรือการย่อย
ท าลายเม็ดเลือดแดงในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดพิเศษท่ีมีการผสมเม็ดเลือดแดง  

2. การย้อมสีแกรม (Gram stain)  
เป็นการย้อมสีเพ่ือดลูกัษณะการติดสีย้อมของเซลล์ โดยสามารถย้อมจากสิ่งส่งตรวจ
ได้โดยตรง เพ่ือประเมินชนิดของเชือ้ก่อโรคคร่าว ๆ เพ่ือการให้ยารักษาโรคในกรณี
เร่งดว่น แตก่ารย้อมจากสิ่งสง่ตรวจโดยตรงอาจมีการปนเปือ้นเชือ้ชนิดอ่ืนจากบริเวณ
ท่ีจดัเก็บสิ่งส่งตรวจ ซึ่งอาจไม่ใช่เชือ้ก่อโรคท่ีแท้จริง หรือย้อมสีของเซลล์จากโคโลนี
หลงัจากมีการเพาะเลีย้งเชือ้ ซึ่งจะสามารถท านายลกัษณะการติดสี และรูปร่างของ
เชือ้ก่อโรคได้ง่ายขึน้ เน่ืองจากไม่มีการปนเปือ้นจากเชือ้อ่ืน ๆ โดยการรายงานผลจะ
รายงานแยกตาม การติดสี รูปร่าง และลกัษณะการเรียงตวัของเชือ้ โดยแบคทีเรียแก
รมบวกจะติดสีม่วงของ Crystal violet และ แบคทีเรียแกรมลบจะติดสีแดงของ 
Safranin   

3. การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยอาศยัปฏิกิริยาทางชีวเคมี (Biochemical test) 
ในการยืนยนัความถูกต้องในการวินิจฉัยเชือ้ก่อโรค การทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี
สามารถช่วยจ าแนกชนิดของแบคทีเรียได้ถึงระดบัจีนสัและสปีชีส์ โดยอาศยัการสร้าง
เอนไซม์ของเชือ้ เช่น catalase, oxidase หรือ urease หรืออาศยัความสามารถในการ
หมกั (fermentation) หรือ การสร้าง H2S ของเชือ้ เป็นต้น 

4. การจ าแนกแบคทีเรียโดยอาศยัวิธีทางซีโรโลยี (Serological test)  
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เชือ้แบคทีเรียแต่ละชนิดจะมีลกัษณะของแอนติเจนท่ีแตกต่างกัน ดงันัน้ สามารถใช้
แอนตบิอดีท่ีจ าเพาะใช้ในการตรวจหาแอนตเิจน หรือ ในทางกลบักนัหากมีการตดิเชือ้ 
เชือ้ก่อโรคจะกระตุ้นให้ร่างกายสร้างแอนติบอดีซึ่งสามารถใช้ตรวจวดัการติดเชือ้ได้ 
โดยวิ ธี ท่ี ใช้ ในการตรวจ เช่น  latex agglutination (LA), enzyme immunoassay 
(EIA) และ immunofluorescence (IF)  

5. เทคนิคทางอณชีูววิทยา (Molecular technique) 
เป็นเทคนิคท่ีสามารถตรวจหาสารพันธุกรรมของเชือ้ก่อโรคได้จากสิ่งส่งตรวจได้
โดยตรง ซึ่งมีประโยชน์ส าหรับเชือ้ก่อโรคท่ีไม่สามารถเพาะเลีย้งได้หรือมีการ
เจริญเติบโตช้า ซึ่งเทคนิคนีมี้ความไว และความจ าเพาะสูง สามารถตรวจพบเชือ้ก่อ
โรคได้แม้มีเชือ้ในปริมาณน้อย 

2.3 การเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิต ิ(Three-dimensional cell culture) 
 ในปัจจุบันการศึกษากลไกการเกิดโรคหรือการศึกษาพัฒยาชนิดใหม่ต้องอาศัยการ

เลียนแบบการติดเชือ้ท่ีเกิดขึน้กับมนุษย์หรือผลการตอบสนองต่อยาท่ีเกิดขึน้ โดยเร่ิมแรกนกัวิจยั

ท าการศกึษากลไกการเกิดโรคด้วยการเพาะเลีย้งเซลล์ในหลอดทดลอง โดยท าการเพาะเลีย้งเซลล์

บนภาชนะท่ีมีฐานทรงแบนท าจากพลาสติก polystyrene หรือ แก้ว ท าให้เซลล์เจริญเติบโตแบบ

สองมิติ เซลล์แสดงลกัษณะทางกายวิภาค (anatomy) และ สรีรวิทยา (physiology) ท่ีแตกต่างไป

จากเซลล์ท่ีอยู่ในร่างกาย (in vivo) โดยเซลล์จะเจริญเติบโตบนระนาบแบน และขาดการมี

ปฏิสมัพันธ์ระหว่างเซลล์กับเซลล์ (cell-cell interaction) และขาดการมีปฏิสมัพนัธ์ระหว่างเซลล์

กบัสารแมทริกซ์นอกเซลล์ (cell-extracellular matrix interaction) ท าให้เซลล์มีการแสดงออกทาง

ลกัษณะรูปร่าง (morphology) ลักษณะการเจริญเติบโตของเซลล์ (cell proliferation) รวมไปถึง

กระบวนการแสดงออกทางชีวเคมีท่ีเกิดขึน้ภายในเซลล์สง่ผลให้การแสดงออกของยีน และการผลิต

โปรตีนท่ีตา่งไปจากเซลล์ในร่างกาย (44-46) จึงท าให้นกัวิจยัมีการคิดค้นวิธีในการเพาะเลีย้งเซลล์

แบบสามมิติ (3D cell culture) เพ่ือให้เซลล์มีการแสดงออกทางชีวภาพใกล้เคียงกบัเซลล์ท่ีเกิดขึน้

ในร่างกาย โดยพฒันาวิธีเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิต ิโดยการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิตสิามารถ

แบ่งออกได้เป็น 2 ระบบ คือ 1. การเพาะเลีย้งเซลล์โดยไม่อาศัยโครงเลีย้งเซลล์ (Scaffold-free 

system) และ 2. การเพาะเลีย้งเซลล์โดยอาศยัโครงเลีย้งเซลล์ (Scaffold system)  
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 2.3.1 การเพาะเลีย้งเซลล์โดยไม่อาศัยโครงเลีย้งเซลล์ (Scaffold-free 
system)  

  การเพาะเลีย้งเซลล์แบบแฮงกิงดรอป (Hanging drop method)  

 ท าการเพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีลกัษณะเป็นหยดน า้และอาศยัแรง

โน้มถ่วงในการท าให้เซลล์ตกตะกอนลงมาอยู่รวมกนัและเกิดปฏิสมัพนัธ์ระหว่างกนั (cell-

cell interaction) และในท่ีสุดเกิดการเจริญเป็นเซลล์ท่ีมีรูปร่างทรงกลม (spheroid) โดย

ไม่ต้องอาศัยโครงเลีย้งเซลล์ (scaffold) โดยเซลล์จะเกิดรูปร่างทรงกลมเม่ือท าการ

เพาะเลีย้ง 2-4 วนั หลงัจากการหวา่นเซลล์ แตว่ิธีนีมี้ข้อจ ากดัคือ คือ อปุกรณ์พิเศษท่ีใช้ใน

การเพาะเลีย้งมีราคาแพง และการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ท าได้ยาก และอาจรบกวน 

spheroid (47, 48) โดยภาพท่ี 4 แสดงการเพาะเลีย้งเซลล์แบบแฮงกิงดรอป 

 

 

 

 

 

ท่ีมา Ref. (49) 

ภาพท่ี 4 แสดงวิธีการเพาะเลีย้งเซลล์แบบแฮงกิงดรอป  
  

2.3.2 การเลีย้งเซลล์โดยการใช้ระบบการหมุนวน (rotating culture) 
 ระบบท่อหมุนวน (rotating wall vessel (RWV)) ท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งแบบ 

rotating ได้รับการคิดค้นและพัฒนาจากองค์การบริหารการบินและอวกาศแห่งชาต ิ

National Aeronautics and Space Administration (NASA) เพ่ือท าให้เกิดสภาวะท่ีมีแรง

โน้มถ่วงน้อย เพ่ือท าให้เซลล์เกิดการรวมตวักันและมีลักษณะคล้ายเนือ้เย่ือได้ (tissue-

like) (50, 51) โดยเซลล์ท่ีเคยถกูเพาะเลีย้งด้วยระบบหมนุวนจะเกาะบนเม็ด microcarrier 

beads และเกิดการรวมตวักนัเป็นก้อนเซลล์ท่ีมีลกัษณะทรงกลม (spheroid) โดยตวัอยา่ง
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เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งด้วยวิธีนี ้ได้แก่ เซลล์ปอด (52) เซลล์ตบั (53)  เซลล์ล าไส้ (54) และเซลล์

ประสาท (55) เป็นต้น เพ่ือใช้ในการศึกษาการตอบสนองต่อการติดเชือ้ โดยภาพท่ี 5 

แสดงการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิตใินระบบการเพาะเลีย้งแบบหมนุวน  

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา Ref. (56) 

ภาพท่ี 5 แสดงการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติโดยใช้ rotating wall vessel (RWV) 
(A) แสดงระบบการเพาะเลีย้ง (B) แสดงตวัอยา่งเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งด้วย RWV 

 2.3.3 การเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิตโิดยอาศัยแรงลอยตัวของแม่เหล็ก 
(magnetic levitation) 

การเพาะเลีย้งเซลล์โดยอาศยัแรงลอยตวัของแม่เหล็กในการประคองเซลล์เพ่ือ

ไมใ่ห้สมัผสักบัพืน้ผิวของภาชนะในการเพาะเลีย้ง โดยท าการเพาะเลีย้งเซลล์ร่วมกบัไฮโดร

เจลท่ีผสมสารท่ี มีคุณ สมบัติทางแม่ เหล็ก  เช่น  สารอนุภาคทองค านาโน (gold 

nanoparticles)  หรือ อนุภาคนาระดับนาโนของเหล็กออกไซด์ (iron oxide magnetic 

nanoparticles) เพ่ือใช้ในการท าให้เซลล์ลอยตวัขณะอยู่ในสนามแม่เหล็ก (57) ดงัแสดง

ในภาพท่ี 6 
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ท่ีมา Ref. (57) 

ภาพท่ี 6 แสดงการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติโดยอาศยัแรงลอยตวัของแมเ่หล็ก (magnetic 
levitation) 

 

 2.3.4 การเพาะเลีย้งเซลล์โดยอาศัยโครงเลีย้งเซลล์ (Scaffold system) 
 ในการเพาะเลีย้งเซลล์โดยอาศัยโครงเลีย้งเซลล์ (scaffold) สามารถจ าแนก

ออกเป็น การเพาะเลีย้งเซลล์โดยใช้โครงเลีย้งเซลล์ชนิดพอลิเมอร์สังเคราะห์ (synthetic 

polymer) (58-60) การเพาะเลีย้งเซลล์โดยใช้พอลิเมอร์ธรรมชาติ (natural polymer) (61-

63) หรือการผสมผสานระหว่างพอลิเมอร์สังเคราะห์และพอลิเมอร์ธรรมชาติเข้าด้วยกัน 

(synthetic/natural polymer hybrids) (64-66)  

โดยโครงเลีย้งเซลล์ควรมีลกัษณะดงัตอ่ไปนี ้(67-69) 

1. ความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) 

วสัดท่ีุใช้ในการสร้างโครงเลีย้งเซลล์ต้องมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพและสามารถให้เซลล์

ยดึเกาะบนพืน้ผิวและมีการแสดงออกของเซลล์ท่ีปกตไิด้ 

2. สามารถยอ่ยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradability) 

โดยวตัถปุระสงค์นีเ้พ่ือใช้ส าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์เพ่ือท าการใช้ในงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือ 

ส าหรับการปลูกถ่ายทดแทน โดยผลิลภัณฑ์ท่ีเกิดขึน้จากการย่อยสลายของโครงเลีย้ง

เซลล์ต้องไม่เป็นพิษตอ่ร่างกายและสามารถก าจดัออกจากร่างกายโดยไม่สะสมในอวยัวะ

ใดอวยัวะหนึง่ 

3. คณุสมบตัเิชิงกล (Mechanical properties) 
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โครงเลีย้งเซลล์ท่ีจะปลูกถ่ายเข้าในร่างกายต้องมีคุณสมบตัิเชิงกลท่ีเหมาะสมต่อการใช้

งาน เช่น ความแข็ง (hardness) ความแข็งแรง (strength) และ ความเหนียว (ductility) ท่ี

จะทนต่อแรงกดภายนอกได้ตัง้แต่เร่ิมกระบวนการปลูกถ่ายจนเสร็จสิน้การปรับเปล่ียน

เนือ้เย่ือท่ีสร้างขึน้ใหม ่โดยเฉพาะการน าใช้งานท่ีเก่ียวกบักระดกูและข้อตอ่ 

4. การออกแบบโครงเลีย้งเซลล์ (Scaffold design) 

การออกแบบโครงเลีย้งเซลล์ถือเป็นปัจจัยส าคญั เน่ืองจากโครงเลีย้งเซลล์ควรมีช่องท่ี

สามารถเช่ือมต่อกันได้ เพ่ือท าให้เซลล์สามารถแทรกสอดเข้าไปในช่องได้ หรือเพ่ือการ

ขนสง่อาหารและการก าจดัของเสีย 

2.3.5 พอลิเมอร์สังเคราะห์ที่ใช้ในการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิต ิ 
ในปัจจุบันนิยมใช้พอลิเมอร์สังเคราะห์ในการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติ

เน่ืองจาก พอลิเมอร์สงัเคราะห์สามารถถูกก าหนดคณุลกัษณะได้ เช่น ระยะเวลาเกิดการ

ยอ่ยสลาย หรือการก าหนดให้มีคณุสมบตัิความยืดหยุ่น ความแข็งแรง หรืออตัราการย่อย

สลายตวัทางชีวภาพ ซึ่งท าให้พอลิเมอร์สงัเคราะห์มีราคาท่ีถูกกว่าการใช้พอลิเมอร์จาก

ธรรมชาต ิ(70) 

2.3.5.1 พอลิแลคตคิแอซิด (Poly-lactic acid (PLA)) 
เป็นพอลิเมอร์สังเคราะห์ท่ีสามารถย่อยสลายได้ เกิดจากปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไร

เซชัน่ (polymerization) ของกรดแลคตคิ โดยพอลิเมอร์ชนิดนีไ้ด้รับการรับรองจากองค์การ

อาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา (FDA) ส าหรับในการใช้งานในมนุษย์ เช่น ส าหรับการ

ปลูกถ่ายเซลล์กระดูก การขนส่งยา เป็นต้น โดยเทคนิคท่ีใช้ในการสร้างโครงเลีย้งเซลล์

ด้วยพอลิแลคติคแอซิด คือ การใช้เคร่ืองพิมพ์สามมิติในการขึน้รูปให้มีรูปทรงตามท่ี

ต้องการ (71, 72) ดงัแสดงในภาพท่ี 7 
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ท่ีมา ดดัแปลงจาก Ref. (73) 

ภาพท่ี 7 แสดงโครงร่างสามมิตสิ าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์จากพอลิเมอร์สงัเคราะห์ชนิด พอลิแล
คติคแอซิด 

โดยขึน้รูปเป็นรูปทรงตา่ง ๆ  
 

2.3.5.2 พอลิไกลโคลิคแอซิด (Poly-glycolic acid (PGA)) 
 พอลิไกลโคลิคแอซิดเป็นพอลิเมอร์ท่ีสามารถย่อยได้ทางชีวภาพชนิดแรกท่ีมีการ

น ามาใช้งาน และได้รับการรับรองจากองค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา  (FDA) ว่า

ปลอดภยัส าหรับการใช้งานในมนษุย์ และความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัต ่า 

ด้วยคณุสมบตัิเฉพาะตวัท่ีมีสามารถเปล่ียนรูปได้ (thermoplastic) จงึท าให้พอลิไกลโคลิค

แอซิดได้รับการใช้งานอย่างแพร่หลายในการท าวิศวกรรมเนือ้เย่ือ (tissue engineering) 

เน่ืองจากเป็นพอลิเมอร์ท่ีสามารถย่อยสลายได้ภายใน 2 ถึง 4 สัปดาห์ (74) และ ไม่

ก่อให้เกิดสารพิษในร่างกาย อีกทัง้ในการก าจัดสารท่ีย่อยสลายแล้ว ร่างกายสามารถ
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ก าจดัออกได้รูปแบบของคาร์บอนไดออกไซด์และน า้ โดยปราศจากการใช้ตวัเร่งปฏิกิริยา

ในการยอ่ยสลาย (75) โดยภาพท่ี 8 แสดงเส้นใยพอลิไกลโคลิคแอซิดพอลิเมอร์  

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา Ref. (76) 

ภาพท่ี 8 แสดงภาพเส้นใยพอลิไกลโคลิคแอซิดท่ีมีเซลล์ Fibroblast ยึดเกาะ 
 

2.3.6 พอลิเมอร์ธรรมชาติที่ใช้ในการเพะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติ 
 พอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติได้มาจากทัง้พืชหรือสตัว์ โดย

ต้องมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์ ตัวอย่างของพอลิเมอร์ธรรมชาติ เช่น ไคโตซาน 

(chitosan) คอลลาเจน (collagen) เจลาติน (gelatin) ลามินิน (laminin) และเส้นใยเซลลูโลส 

(cellulose) ซึ่งพอลิเมอร์ธรรมชาติมีความอ่อนตวัและมีความยืดหยุ่นสูงกว่าพอลิเมอร์สงัเคราะห์

จึงท าให้สามารถน าไปใช้งานในรูปแบบท่ีต้องการได้ ยิ่งไปกว่านัน้พอลิเมอร์ธรรมชาติยังมีส่วน

ส าคญัในการมีปฏิสมัพันธ์กับเซลล์ซึ่งช่วยส่งเสริมให้เซลล์มีการแสดงออกทางชีววิทยาท่ีดียิ่งขึน้ 

(61, 62, 77) ตวัอยา่งของการใช้พอลิเมอร์ธรรมชาตใินการเพาะเลีย้งเซลล์ ดงัแสดงในภาพท่ี 9 
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ท่ีมา ดดัแปลงจาก Ref. (78-80) 

ภาพท่ี 9 แสดงการใช้พอลิเมอร์ธรรมชาตใินการเป็นโครงเลีย้งเซลล์  
โดยใช้สารพอลิเมอร์ธรรมชาตชินิด (A) คอลลาเจน (B) ไคโตซาน และ (C) เซลลโูลส 

 ในปัจจุบันกระดาษได้รับความสนใจอย่างมากในการใช้งานในวงการชีวการแพทย์ 

เน่ืองจากกระดาษมีโครงสร้างท่ีเกิดจากการสานกนัเป็นร่างแหของเส้นใยเซลลโูลส ท าให้กระดาษมี

คณุสมบตัิในการดดูซบัของเหลว มีราคาถูก น า้หนกัเบา สามารถจดัหาได้ง่าย และยิ่งไปกว่านัน้

กระดาษมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพสูงจึงท าให้นักวิจัยเล็งเห็นการน ากระดาษมาใช้ในการ

เพาะเลีย้งเซลล์ (21, 81) เน่ืองด้วยคณุสมบตัิท่ีกล่าวข้างต้นท าให้กระดาษสามารถใช้เป็นโครงร่าง

เลีย้งเซลล์แบบสามมิติได้ โดยกระดาษสามารถเลียนแบบโครงสร้างให้เซลล์สามารถมีการ

เจริญเติบโต (cell proliferation) การแปรสภาพของเซลล์ (cell differentiation) และ มีรูปร่างของ

เซลล์ (cell morphology) ท่ีคล้ายกบัเซลล์ท่ีเกิดขึน้ในร่างกายได้ และการเลีย้งเซลล์บนกระดาษยงั

สามารถประยุกต์ใช้ร่วมกับเทคนิคอ่ืนได้ เช่น การวดัการเกิดสี (colorimetric detection) การวัด

ทางไฟฟ้ า เค มี  (electrochemical detection) และ  การวัดการเรือ งแส งฟลูออ เรส เซ็ น ต์ 
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(fluorescent detections) ซึ่งสามารถท าให้ติดตามการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้กับเซลล์ได้อย่าง

ทันท่วงที  โดยตัวอย่างงานวิจัยท่ีใช้กระดาษในการเพาะเลีย้งเซลล์ เช่น กลุ่มของ Rachael M. 

Kenney และคณะ ท าการศึกษาความสามารถใช้การรุกรานของเซลล์มะเร็งเต้านมเม่ือมีการ

กระตุ้นด้วยสารเคโมไคน์ (chemokine) แสดงให้เห็นว่าเซลล์เกิดการรุกรานไปยงับริเวณท่ีมีสารเค

โมไคน์อยู่ ซึ่งสามารถท าการติดตามการรุกรานของเซลล์ได้ด้วยการถ่ายภาพด้วยกล้องฟลูออเรส

เซ็นต์ ดังแสดงในภาพท่ี 10 โดยภาพ A องค์ประกอบของอุปกรณ์ ภาพ B แสดงเส้นใยของ

กระดาษและลูกศรแสดงรอยต่อระหว่างอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสารเคโมไคน์กับบริเวณท่ีปลูกเซลล์ 

ภาพ C แสดงภาพการตดิตามการบกุรุกของเซลล์ด้วยเทคนิคฟลอูอเรสเซ็นต์  (82) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา Ref. (83) 

ภาพท่ี 10 แสดงการตดิตามการบกุรุกของเซลล์มะเร็งเต้านมโดยการเพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษ 
และใช้เทคนิคฟลอูอเรสเซ็นต์ในการติดตาม 

จากการศึกษาคุณสมบตัิในการลดเม็ดสีในเซลล์เมลานินของสารโคจิกแอซิด (Kojic acid) และ

อาร์บูติน (Arbutin) ของ Naricha Pupinyo และคณะ โดยท าการเพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษและ

ติดตามผลการลดลงของการผลิตเม็ดสีเมลานินด้วยวิ ธีการติดตามด้วยสี (colorimetric 
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detection) โดยเม่ือใช้สารกระตุ้นการผลิตเม็ดสี ชนิด แอลฟา-เมลาโนไซต์สติมิวเลติงฮอร์โมน 

(melanocyte-stimulating hormone: α-MSH) พบว่าสามารถเห็นการเปล่ียนแปลงของสีด าท่ี

เพิ่มขึน้ได้บนกระดาษตามปริมาณความเข้มข้นของสาร α-MSH ดงัแสดงในภาพท่ี 11  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา Ref. (17) 

ภาพท่ี 11 แสดงความเข้มของสีเมลานินท่ีเพิ่มขึน้เม่ือท าการเพิ่มความเข้มข้นของสาร α-MSH  
 

หรือการศึกษาการเปล่ียนแปลงการส่งสัญญาณภายในเซลล์ (cell signaling) ท่ีศึกษาวิจัยโดย 

Chia-Hao Huang และคณะ โดยการใช้หลกัการทางอิมมโูน (immunoassay) โดยใช้แอนติบอดีท่ี

จ าเพาะกับโปรตีนเป้าหมายในการเกิดการถ่ายทอดสญัญาณและท าการติดแอนติบอดีนัน้ด้วย

อนุภาคทองค าระดบันาโน (gold nanoparticles) เพ่ือใช้ติดตามปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ด้วยสี ซึ่งหาก

เซลล์มีการแสดงออกของโปรตีนชนิดใดมาก สีท่ีเกิดขึน้จะเข้มไปในทิศทางเดียวกัน (84) ดงัแสดง

ในภาพท่ี 12 
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ท่ีมา Ref. (84) 

ภาพท่ี 12 แสดงการตดิตามการสง่สญัญาณภายในเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษโดยใช้การ
ตดิตามด้วยสี  

(A) แสดงขัน้ตอนการตรวจวดั (B) แสดงผลการเปล่ียนแปลงจากการสง่สญัญาณในเซลล์ท่ีเกิดขึน้

ด้วยสีและ ระดบัการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี Western blot  

อีกทัง้การเพาะเลีย้งเซลล์ในกระดาษยังสามารถใช้เพ่ือศึกษาคุณสมบตัิการเป็นเซลล์มะเร็งต้น

ก าเนิดเพ่ือน าไปใช้ในการผลิตยาในการรักษามะเร็งได้ โดย Jing Jing Fu และคณะพบว่า การ

เพาะเลีย้งเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากบนกระดาษสามารถท าให้เกิดลักษณะการแสดงออกของ

เซลล์มะเร็งต้นก าเนิด (cancer stem cell) ได้มากยิ่งขึน้ โดยท าการศกึษาโดยการย้อมแอนติเจนท่ี

จ าเพาะบนผิวเซลล์ (biomarker) ท่ีจ าเพาะ เช่น Oct4, Sox2 และ Nanog จากการศึกษาวิจัย

พบวา่เซลล์ท่ีเลีย้งบนกระดาษมีการแสดงออกของแอนติเจนบนผิวเซลล์ตอ่การเป็นเซลล์มะเร็งต้น

ก าเนิดมากยิ่งขึน้ (79) ดงัแสดงในภาพท่ี 13 
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ท่ีมา Ref. (79) 

ภาพท่ี 13 เปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนแอนตเิจนท่ีผิวเซลล์ของเซลล์มะเร็งตอ่มลกูหมาก
ระหวา่งเซลล์ท่ีถกูเพาะเลีย้งบนเพลทเลีย้งเซลล์และเซลล์ท่ีถกูเพาะเลีย้งบนกระดาษ 

 โดย (A) แสดงผล Western blot และ (B) แสดงการเปรียบเทียบสมัพทัธ์ของโปรตีนแอนตเิจนท่ีผิว
เซลล์จากเซลล์ท่ีถกูเพาะเลีย้งบนเพลทและเซลล์ท่ีถกูเพาะเลีย้งบนกระดาษ  

 

2.4 ไบโอฟิล์มที่มีคุณสมบัตใินการสร้างกระแสไฟฟ้า (electroactive biofilms) 
 มนุษย์ได้ใช้ประโยชน์จากการขนส่งอิเล็กตรอนออกนอกเซลล์ของเชือ้จุลชีพเพ่ือใช้เป็น

เซลล์เชือ้เพลิงจุลินทรีย์ (microbial fuel cell: MFC) โดยหลักการท างานคือการเปล่ียนพลังงาน

เคมีจากสารประกอบอินทรีย์ไปเป็นพลงังานไฟฟ้าโดยอาศยัจลุชีพเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา โดยมีการใช้

ประโยชน์จากหลักการนีใ้นการใช้บ าบดัน า้เสีย และการผลิตกระแสไฟฟ้า (85, 86) หลักในการ

ท างานของ MFC คือ เชือ้จลุชีพท่ีอยู่ในภาชนะท่ีมีขัว้แอโนด (anodic chamber) ในสภาวะท่ีไม่มี

ออกซิเจน จะท าการออกซิไดส์ซับสเตรท เช่น คาร์บอน โปรตีน แล้วเกิดการสร้างอิเล็กตรอนขึน้ 

อิเล็กตรอนท่ีสร้างขึน้จะถกูถ่ายโอนไปยงัขัว้แอโนด แล้วไหลไปยงัขัว้แคโทด ซึง่มีออกซิเจนอยู่ท าให้

ออกซิเจนมารับอิเล็กตรอนและเกิดเป็นน า้เกิดขึน้ดงัภาพท่ี 14 แสดงสมการปฏิกิริยาท่ีขัว้แอโนด

และแคโทด โดยกระแสไฟฟ้าท่ีเกิดขึน้เป็นผลพลอยได้จากปฏิกิริยาดงักล่าว 
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ภาพท่ี 14 แสดงปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ท่ีขัว้แอโนด และขัว้แคโทด 
 

ซึ่งกลไกในการขนส่งอิเล็กตรอนออกนอกเซลล์เกิดขึน้ได้หลกั ๆ แบง่ออกเป็นสองกลไก ได้แก่ การ

ขนส่งอิเล็กตรอนไปยังขัว้โดยตรง (direct electron transfer: DET) และ การขนส่งอิเล็กตรอนไป

ยงัขัว้โดยอาศยัสารส่ือกลาง (mediated electron transfer: MET)  

2.4.1 กลไกการขนส่งอิเล็กตรอนไปยังขัว้โดยตรง (direct electron transfer: 
DET) 

เชือ้จลุชีพสามารถออกซิไดส์สารประกอบอินทรีย์และสามารถโอนถ่ายอิเล็กตรอน

ไปยงัขัว้โดยตรงโดยอาศยั C-type cytochromes (87) ท่ีอยู่บนผิวชัน้นอกของเซลล์ โดย

โมเลกลุท่ีเก่ียวข้องได้แก่ OmcB, OmcS และ OmcE โดยกลไกเกิดเลียนแบบกระบวนการ

หายใจระดบัเซลล์แตใ่ช้ขัว้แอโนดเป็นตวัรับอิเล็กตรอนแทน ดงัแสดงในภาพท่ี 15 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา Ref. (88) 

ภาพท่ี 15 แสดงกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอนโดยใช้โมเลกลุ C-type cytochrome ในการ
ถ่ายทอดอิเล็กตรอนให้ขัว้แอโนด  
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นอกจากนีก้ารขนส่งอิเล็กตรอนไปยังขัว้โดยตรงยังมีอีกกลไกหนึ่งส าหรับไบโอฟิล์มท่ีมี

ความหนา คือ การสร้างพิไลท่ีน าไฟฟ้าได้ (conductive pili) หรือท่ีรู้จกักนัในนาม ลวดนา

โน (nanowire) ซึ่งมีความยาวได้มากถึง 20 ไมโครเมตร ดงัแสดงในภาพท่ี 16 โดยมีการ

ค้นพบครัง้แรกในเชือ้ Geobacter และ Shewanella  (89, 90)  

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา Ref. (90) 

ภาพท่ี 16 แสดง nanowire ของเชือ้แบคทีเรีย 
 

2.4.2 การขนส่งอิเล็กตรอนไปยังขัว้โดยอาศัยสารส่ือกลาง (mediated electron 
transfer: MET) 

 การขนส่งอิเล็กตรอนไปยงัขัว้แอโนดโดยอาศยัส่ือกลางเชือ้จุลชีพสามารถอาศยั

สารส่ือกลางได้สองชนิด คือ สารส่ือกลางภายนอก (exogenous mediators) เช่น การใช้ 

Thionine ในการขนส่งอิเล็กตรอนของเชือ้ E. coli และ Proteus vulgaris และการใช้ 

Phenazine เป็นสารส่ือกลางภายนอกของเชือ้ Pseudomonas spp. และ Bacillus spp. 

(91, 92) ส าหรับสารส่ือกลางภายใน (endogenous mediators) เช่น  การผลิตสาร 

pyocyanin ใน เชื อ้  P. aeruginosa (93 )  แล ะการหลั่ งส าร  riboflavin ของ เชื อ้  S. 

oneidensis  (94) 
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กล่าวโดยสรุป คือ เชือ้จลุชีพสามารถขนส่งอิเล็กตรอนไปยงัขัว้ได้ผ่านสองกลไกหลกั โดย

การขนสง่แบบ DET เชือ้สามารถใช้โปรตีนท่ีผิวเซลล์หรือการใช้พิไลท่ีมีคณุสมบตันิ าไฟฟ้า

ได้ และการขนส่งแบบ MET เชือ้จ าเป็นต้องมีการหลั่งสารส่ือกลางหรือมีการใช้สาร

ส่ือกลางจากภายนอกเพ่ือเป็นตวักลางในการขนสง่อิเล็กตรอน ดงัแสดงในภาพท่ี 17 

 

  

  

 

 

 

  

 

 

 

 

ท่ีมา ดดัแปลงจาก Ref. (95) 

ภาพท่ี 17 แสดงปฏิกิริยาการขนสง่อิเล็กตรอนออกภายนอกเซลล์  
โดย (A) แสดงการขนสง่อิเล็กตรอนโดยตรง โดยอาศยัโปรตีนท่ีผิวเซล์ (1) หรือ ใช้ลวดนาโน (2)  

(B) แสดงการขนสง่อิเล็กตรอนโดยใช้สารส่ือกลาง  
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2.5 การพัฒนาไบโอเซนเซอร์แบบไร้สาย 
 ในยุคปัจจบุนัมีการประยกุต์ใช้เทคโนโลยีการส่ือสารแบบไร้สายเข้ากบัระบบสุขภาพ เพ่ือ

ท าให้สามารถตดิตามการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้ได้อยา่งตอ่เน่ืองและทนัท่วงที  ยกตวัอยา่งเชน่ การ

ตรวจติดตามสารชีวโมเลกุลในโรคเบาหวาน โรคหัวใจ หรือ โรคอลัไซเมอร์ การตรวจการติดเชือ้

แบคทีเรีย หรือใช้ในการติดตามการน าส่งยา เป็นต้น ซึ่งการน าเทคโนโลยีการส่ือสารแบบไร้สาย

เข้ามาประยกุต์ใช้ทางการแพทย์ท าให้ลดขัน้ตอนและความยุ่งยากในการปฏิบตัติอ่ผู้ ป่วย เช่น การ

พฒันาระบบการติดตามความผิดปกติของระบบทางเดินอาหารโดยการพฒันาแคปซูลท่ีสามารถ

วดั pH ความดนั และ อุณหภูมิได้ในคราวเดียว ท าให้สามารถติดตามความเปล่ียนแปลงได้อย่าง

ทนัทีและตอ่เน่ือง (96)  

นกัวิจยัประยกุต์การใช้งานเทคโนโลยีไร้สายโดยการเก็บข้อมลูของสารชีวเคมีหรือสารเคมี

จากแหล่งก าเนิด และประมวลผล พร้อมทัง้ส่งข้อมูลนัน้ไปยงัอุปกรณ์ท่ีอยู่ห่างไกลออกไปแบบไร้

สาย โดยเทคโนโลยีไร้สายท่ีนิยมใช้งานส่วนใหญ่สามารถแบง่ออกได้เป็น 2 ชนิด ตามประเภทของ

ตวัรับส่งสญัญาณ ได้แก่ active radio และ passive radio ซึ่งอปุกรณ์รับส่งสญัญาณแบบ active 

radio พบได้ในเทคโนโลยีไร้สายของ Bluetooth Zigbee และ ISM/SRD860 อุปกรณ์ประเภทนี ้

สามารถรับส่งข้อมูลได้ในระยะทางท่ีไกลเน่ืองจาก อาศยัพลังงานจากแบตเตอร่ีท่ีฝังอยู่ในส่วน

รับสง่สญัญาณ ซึ่งเทคโนโลยี Bluetooth (97, 98) และ Zigbee (99, 100) สามารถรับส่งสญัญาณ

ได้ไกล 10 ถึง 100 เมตร และ ISM/SRD860 (101) สามารถรับส่งสญัญาณได้ในระยะทางตัง้แต ่

50 เมตร ถึง 2 กิโลเมตร ส าหรับอปุกรณ์รับส่งสญัญาณแบบ passive radio ตวัรับส่งสญัญาณไม่

อาศยัพลงังานจากแบตเตอร่ี ยกตวัอย่างเช่น เทคโนโลยี Radio frequency identification (RFID) 

(102, 103) และ เทคโนโลยี Near Field Communication (NFC) (104) ซึ่งท าให้เป็นเทคโนโลยีท่ี

ได้รับความสนใจในการน าไปศกึษาพฒันาอปุกรณ์ไบโอเซนเซอร์ตา่ง ๆ แตข้่อจ ากดัของเทคโนโลยี

แบบ passive radio คือ ระยะทางในการรับส่งข้อมลูสัน้กว่าการรับส่งข้อมลูโดยใช้เทคโนโลยีแบบ 

active radio กล่าวคือ NFC สามารถรับส่งข้อมูลได้ในระยะทาง 15 เซ็นติเมตร และ RFID 

สามารถรับสง่ข้อมลูได้ในระยะทาง 15 เมตร  

ส าหรับการน าเทคโนโลยีไร้สายใช้งานร่วมกับไบโอเซนเซอร์ วิธีการตรวจวิเคราะห์ด้วย

เทคนิคทางไฟฟ้าเคมี (electrochemical detection) ถกูน ามาพฒันาเพ่ือใช้งานร่วมกบัเทคโนโลยี

การส่ือสารแบบไร้สาย โดยอปุกรณ์ท่ีพฒันาขึน้นีค้วรมีราคาถูกและใช้งานได้ง่าย เช่น การพฒันา
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อุปกรณ์ให้สามารถสวมใส่ได้ (wearable) สามารถฝังในร่างกาย (implantable) หรือ สามารถ

เคล่ือนย้าย พกพาได้สะดวกต่อการใช้งาน (handheld) (105) ยกตวัอย่างเช่น  การพัฒนาคอน

แทคเลนส์ เพ่ือการตรวจติดตามความดนัภายในลูกตาและระดบัน า้ตาลกลูโคสในน า้ตา โดยใช้

เทคนิคทางไฟฟ้าเคมีร่วมกับการใช้วสัดุนาโนในการพัฒนาไบโอเซนเซอร์แบบไร้สาย โดยอาศยั

คณุสมบตัิของวสัดนุาโนในการน าไฟฟ้า และอาศยัการเปล่ียนแปลงความต้านทาน ในการติดตาม

แบบไร้สาย โดยใช้กราฟีนและลวดนาโนซิลเวอร์เพ่ือการตรวจติดตามความดนัภายในลกูตาและ

ระดับน า้ตาลในน า้ตาด้วย โดยอาศัยเอนไซม์กลูโคสออกซเดส (glucose oxidase) เม่ือ

เอนไซม์กลูโคสออกซิเดสท าปฏิกิริยากับน า้ตาลกลูโคสท่ีอยู่ในน า้ตาจะเปล่ียนเป็นสารไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ เพ่ือใช้ท าให้เกิดอิเล็กตรอน โดยปริมาณอิเล็กตรอนท่ีเพิ่มขึน้เป็นสดัส่วนโดยตรงกบั

ความเข้มข้นของปริมาณกลโูคสในน า้ตา (106) ดงัแสดงในภาพท่ี 18 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา ดดัแปลงจาก Ref. (106) 

ภาพท่ี 18 แสดงการตรวจวดักลโูคสในน า้ตาจากคอนแทคเลนส์แบบไร้สาย 
โดยใช้ (A) คอนแทคเลนส์ (B) แสดงการเปล่ียนแปลงของสญัญาณตามความเข้มข้นของปริมาณ

กลโูคส  
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บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 

วิทยานิพนธ์นีป้ระกอบด้วยเนือ้หาสองส่วน ส่วนแรกคือ การพฒันาแบบจ าลองเซลล์ล าไส้

ของมนษุย์บนกระดาษท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิว การทดลองสว่นนีท้ าวิจยัท่ี ภาควิชาเคมีคลิก คณะสห

เวชศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และ การพฒันาต้นแบบไบโอเซนเซอร์ไร้สายส าหรับตรวจวดั

การเจริญของจุล ชีพก่อโรค ซึ่งการทดลองส่วนนีท้ าวิจัย ท่ี  Biofilms-Research Center for 

Biointerfaces, Department of Biomedical Science, Faculty of Health and Society แ ล ะ 

Department of Oral Biology, Faculty of Odontology Malmö University ประเทศสวีเดน 

3.1 กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัย 
3.1.1 เซลล์ที่ใช้ในการศึกษาวิจัยและวิธีการเพาะเลีย้ง 

 3.1.1.1 เซลล์ HT-29 human colon cancer cell line  
  เป็น เซล ล์สายพัน ธุ์  (cell line) ท่ี แยกมาจากผู้ ป่ วย ท่ี เป็น โรค  colorectal 

adenocarcinoma โดยในการเพาะเลีย้ง เซลล์ HT-29 ถูกเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ของบริษั ท  HyClone ท่ี มีส่ วนประกอบของ

กลูโคส 4500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีส่วนประกอบของ Fetal Bovine Serum (FBS) อยู่ 10 

เปอร์เซ็นต์ และมีความเข้มข้นของ L-Glutamine อยู่  4 มิลลิโมลาร์ (mM) ยาปฏิชีวนะชนิด 

penicillin 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  โดยเพาะเลีย้ง

เซลล์ในภาชนะเลีย้งเซลล์ (cell culture flask) และน าเซลล์บ่มเพาะเลีย้งท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์อยู่ 5 เปอร์เซ็นต์ ลักษณะของเซลล์ HT-29 เป็นเซลล์ยึดเกาะ 

(adherent cell) มีขนาดประมาณ 10 ไมโครเมตร และมีการเจริญเติบโตแบบรวมกันเป็นกลุ่ม ดงั

แสดงในภาพท่ี 19 
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ท่ีมา Ref. (107) 

ภาพท่ี 19 แสดงลกัษณะของเซลล์ HT-29 จาก (ATCC HTB-38) 

โดยภาพด้านซ้ายแสดงเซลล์ HT-29 ท่ีความหนาแนน่ของเซลล์ต ่า (low density) และ ภาพ

ด้านขวาแสดงความหนาแน่นของเซลล์สงู (high density) 
3.1.1.2 แบคทีเรีย 

Escherichia coli (DH5-α) ATCC® 68233TM, Staphylococcus aureus 

ATCC® 25923TM, Pseudomonas aeruginosa (PAO1) ATCC® 15692TM ไ ด้ ม า จ า ก  The 

American Type Culture Collection (ATCC) ป ระ เท ศส ห รัฐ อ เม ริก าแล ะ  Streptococcus 

gordonii แยกได้จากผู้ ป่วยโรคปริทันต์ และท าการทดสอบยืนยันเชือ้โดยใช้ลักษณะทางโคโลนี 

การใช้สารชีวเคมีและวิธีทางอณชีูววิทยา  

แบค ที เรีย ชนิ ด  Escherichia coli (DH5-α), Staphylococcus aureus แล ะ

Pseudomonas aeruginosa (PAO1) ถูกเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด LB (Luria-Bertani) 

ของบริษัท Acumedia ประเทศสหรัฐอเมริกา มีค่าความเป็นกรดด่าง (pH) 7.3 ± 0.2 บ่ม

เพาะเลีย้งท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมทัง้เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที โดยท าการ

เพาะเลีย้งเป็นเวลา 18 ชัว่โมง  

แบคทีเรียชนิด Streptococcus gordonii ถูกเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด 

Brain Heart Infusion broth ของบริษัท  Acumedia ประเทศสหรัฐอเมริกา บ่ม เพาะเลี ย้ง ท่ี

อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมทัง้เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที โดยท าการเพาะเลีย้ง

เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 
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3.1.1.3 ยีสต์ 
Candida albicans ATCC® 10231TM ได้มาจาก The American Type Culture 

Collection (ATCC) ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ยีส ต์ชนิ ด  Candida albicans ถูก เพ าะ เลี ย้ งในอาหารชนิด  yeast extract 

peptone dextrose โดยมีส่วนประกอบ ดังนี ้สารสกัดยีสต์ (yeast extract) บริษัท Acumedia 

ประเทศสหรัฐอเมริกา Bacto-Peptone บริษัท DIFCO ประเทศสหรัฐอเมริกา D(+)-Glucose 

anhydrous บริษัท BDH Prolabo chemicals ประเทศเบลเย่ียม โดยอาหารเลีย้งเชือ้มีค่าความ

เป็นกรดดา่ง (pH) 6.5 ± 0.2 บม่เพาะเลีย้งท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมทัง้เขย่าท่ีความเร็ว

รอบ 200 รอบตอ่นาที โดยท าการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 18 ชัว่โมง  

3.2 สารเคมีและเคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 
ตารางท่ี 1 เคร่ืองท่ีใช้ในงานวิจัย 
ล าดับ เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

1 Autoclave Tomy, USA 

2 Biological safety cabinet Airtech, China 

3 CO2 incubator  Thermo Scientific, USA 

4 Confocal microscope รุ่น LSM700 Carl Ziess, Germany 

5 Centrifuge  Kendro, Germany 

6 pH meter Thermo Scientific, USA 

7 Light microscope Olympus, Japan 

8 Scanning Electron Microscope (SEM) JEOL, USA 

9 UV-VIS spectrophotometer  SHIMADZU, Japan 

10 Vortex mixer FINEPCR, Korea 

11 เคร่ืองผลิตน า้ MilliQ Millipore, USA 

12 Network analyzer SDR-Kits, UK 
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ล าดับ เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

13 Potentiostat Ivium, Netherlands 

14 Digital multimeter Brandford,  

15 4°C refrigerator Sharp, Japan 

16 -20°C freezer Sanyo Electric, Japan 

17 -80°C deep freezer Ilshin Lab, Netherlands 

18 Analytical balance Mettler Toledo, Switzerland 

19 Heat block Sea Gull Way, USA 

20 ELISA plate reader BioTek, USA 

21 Gel Electrophoresis Apparatus Bio-Rad Laboratories, USA 

22 Hot air oven Memmert, Germany 

23 Pipette Controller Sartorius, Germany 

24 Wax printer (Fuji xerox 8870) Xerox, USA 

25 Hotplate stirrer Cole-Parmer Canada Inc., 

Canada 

 

ตารางท่ี 2 วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
ล าดับ วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

1 24 well cell culture plate flat bottom with lid Nunc, Denmark 

2 96 well cell culture plate flat bottom with lid Nunc, Denmark 

3 Cell culture flask (25, 75 cm3) Nest Biotechnology, China 

4 Serological pipette (5, 10, 25 ml) Corning Inc., USA 

5 Transfer pipette (3 ml) JETBiofil, China 
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ล าดับ วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

6 Microcentrifuge tube (1.5 ml) Costar, USA 

7 Hemocytometer Precicolor HBG, Germany 

8 Autopipette  Gilson, France 

9 Pipette tip (10, 20, 200, 1000μl) Gilson Inc., USA 

10 Glassware Pyrex, USA 

11 Duran bottles SCHOTT, Germany 

12 Centrifuge tube (15, 50 ml) SARSTEDT, Germany 

13 Whatman filter paper GE healthcare, USA 

 
ตารางท่ี 3 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
ล าดับ สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

1 DMEM HyClone, USA 

2 EDTA-Trypsin 0.25% (1X) HyClone, USA 

3 Fetal bovine serum (FBS) HyClone, USA 

4 Penicillin Streptomycin HyClone, USA 

5 Phosphate Buffered Saline (PBS) 10X HyClone, USA 

6 Trypan Blue Gibco, USA 

7 Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Merck Millipore, USA 

8 Thiazoyl blue tetrazolium bromide (MTT) BioBasic, Canada 

9 Matrigel Corning Life Sciences, 

USA 

10 Collagen-1 rat tail Corning Life Sciences, 
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ล าดับ สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

USA 

11 Laminin Corning Life Sciences, 

USA 

12 Genipin  Challenge bioproducts, 

Taiwan 

13 Anti-rabbit IgG, HRP linked Ab Cell signaling Technology, 

USA 

14 RIPA lysis buffer Merck Millipore, USA 

15 Bovine serum albumin (BSA) Sigma Aldrich, USA 

16 Precision Plus Protein Standards ladders Bio-Rad, USA 

17 Proteinase inhibitor cocktail Roche, Mannheim, 

Germany 

18 ZO-1 antibody  Cell signaling Technology, 

USA 

19 ECL Western Blotting Substrate GE healthcare, USA 

20 L-ascorbic acid Sigma Aldrich, China 

21 Sodium citrate dehydrate Sigma Aldrich, Austria 

22 Silver nitrate Sigma Aldrich, USA 

23 Potassium chloride Sigma Aldrich, Spain 

24 Tetrachloroauric (III) acid trihydrate Sigma Aldrich, USA 

25 Trisodium citrate dihydrate Sigma Aldrich, USA 
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3.3 วิธีด าเนินการวิจัย  
ส่วนที่ 1 การพัฒนาแบบจ าลองเซลล์ล าไส้ของมนุษย์บนกระดาษที่มีการดัดแปร
พืน้ผิว 

1. การออกแบบลวดลายบนกระดาษเพื่อใช้ส าหรับเพาะเลีย้งเซลล์ 
  ในงานวิจัยนีใ้ช้โปรแกรม Adobe Photoshop CC2015 ออกแบบลวดลายบน

กระดาษ เพ่ือใช้ส าหรับสร้างขอบเขตในการเพาะเลีย้งเซลล์ โดยออกแบบเป็นวงกลม มีเส้นผ่าน

ศนูย์กลางขนาด 4 มิลลิเมตร จากนัน้เม่ือได้แบบแล้วน าแบบท่ีได้พิมพ์ลงบนกระดาษกรอง หากไม่

กล่าวเป็นอยา่งอ่ืน ในงานวิจยันีจ้ะหมายถึงกระดาษกรอง Whatman No.1 โดยใช้เคร่ืองพิมพ์ชนิด

หมึกแว๊กซ์ (wax printer) ซึ่งหลงัพิมพ์แว๊กซ์ก่อนการน าไปให้ความร้อน เนือ้แว๊กซ์จะติดเพียงด้าน

เดียว ด้านหลงัยงัไม่มีเนือ้แว๊กซ์ซึมผ่านถึง (ภาพท่ี 20 A) หลังจากนัน้น ากระดาษไปสมัผสัความ

ร้อนท่ีอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส โดยวางกระดาษท่ีพิมพ์หมึกแว๊กซ์บนเคร่ือง hot plate เป็น

เวลานาน 2 นาที เพ่ือให้แว๊กซ์ท่ีเคลือบอยู่บนผิวหน้าของกระดาษละลายแล้วซึมลงไปยังเนือ้

กระดาษด้านล่าง ซึ่งมองเห็นสีด าของแว๊กซ์ทะลุผ่านกระดาษอย่างชัดเจน (ภาพท่ี 20 B)  ท าให้

เกิดขอบเขตระหว่างบริเวณท่ีชอบน า้และบริเวณไม่ชอบน า้ (บริเวณท่ีมีแว๊กซ์) โดยบริเวณชอบน า้

ใช้เป็นพืน้ท่ีส าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์ ดงัแสดงในภาพท่ี 20 

 

 

 

      

 

ภาพท่ี 20 แสดงลวดลายบนกระดาษท่ีออกแบบโดยใช้โปรแกรม Adobe Photoshop CC 2015 
(A) แสดงลวดลายท่ีถกูพิมพ์บนกระดาษโดยใช้เคร่ืองพิมพ์ชนิดหมกึแว๊กซ์ก่อนให้ความร้อน โดย

แสดงด้านหน้าของกระดาษ และ ภาพด้านหลงัของกระดาษ (B) แสดงลวดลายบนกระดาษ

หลงัจากน าไปให้ความร้อน 
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2. การทดสอบชนิดของกระดาษกรองท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งเซลล์ 
  กระดาษกรองแต่ละชนิดมีขนาดรูพรุนท่ีแตกต่างกัน ซึ่งขนาดรูพรุนมีผลต่อการ

เป็นโครงเลีย้งเซลล์ (scaffold) ดงันัน้ในการศกึษาวิจยันีไ้ด้ทดสอบเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ

กระดาษกรอง 3 ชนิด ท่ีมีขนาดรูพรุนท่ีแตกต่างกัน ได้แก่ Whatman No.1 ท่ีมีขนาดรูพรุน 11 

ไมโครเมตร กระดาษ Whatman No.2 ท่ีมีขนาดรูพรุน 8 ไมโครเมตร และ กระดาษ Whatman 

No.4 ท่ีมีขนาดรูพรุน 20-25 ไมโครเมตร โดยท าการเพาะเลีย้งเซลล์ HT-29 บนกระดาษกรองแต่

ละชนิด โดยตดักระดาษกรองด้วยเคร่ืองตดักระดาษให้มีเส้นผ่านศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร และวาง

กระดาษใน 96 well plate ท่ีปราศจากเชือ้แบบมีฝาปิด และน าไปฉายรังสียวีูเพ่ือให้ปราศจากเชือ้

ก่อนการทดลอง ท าการเพาะเลีย้งเซลล์  HT-29 บนกระดาษ โดยหยอดอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ท่ีมีส่วนประกอบของ 

FBS อยู่ 10 เปอร์เซ็นต์ และมีความเข้มข้นของ L-Glutamine อยู่ 4 มิลลิโมลาร์ (mM) ยาปฏิชีวนะ

ชนิด penicillin 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ streptomycin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และน า

เซลล์บม่เพาะเลีย้งท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์อยู่ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 

2 วัน เม่ือครบเวลา ทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) บนกระดาษแต่ละชนิด จากนัน้

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของกระดาษท่ีให้ผลการมีชีวิตของเซลล์สูงท่ีสุดน าไปใช้ในการศึกษา

ขัน้ตอนตอ่ไป  

3. การทดสอบหาความหนาแน่นของเซลล์ที่เหมาะสมในการเพาะเลีย้งเซลล์
บนกระดาษ 

  ส าหรับการทดสอบหาปริมาณเซลล์ท่ีเหมาะสมในการเพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษ

ท าการศึกษาโดยเพาะเลีย้งเซลล์ HT-29 ท่ีมีปริมาณเซลล์ท่ีแตกต่างกัน ตัง้แต่ 50,000 เซลล์ 

100,000 เซลล์ 150,000 เซลล์ และ 200,000 เซลล์ ลงบนพืน้ท่ีส่วนท่ีชอบน า้บนกระดาษ ท่ีมีเส้น

ผ่านศนูย์กลาง 4 มิลลิเมตร โดยท าการเพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษกรอง Whatman No.1 ซึ่งเป็น

ชนิดของกระดาษท่ีให้ผลการมีชีวิตรอดของเซลล์สูงท่ีสุดจากผลการทดสอบเบือ้งต้น โดยวาง

กระดาษใน 96 well plate ท่ีปราศจากเชือ้แบบมีฝาปิด ท าการเพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์

ชนิด DMEM ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ท่ีมีส่วนประกอบของ FBS อยู่ 10 เปอร์เซ็นต์ และมีความ

เข้มข้นของ L-Glutamine อยู่  4 มิลลิ โมลาร์ (mM) ยาปฏิชีวนะชนิด penicillin 100 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร และ streptomycin 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และน าเซลล์บม่เพาะเลีย้งท่ีอณุหภมูิ 37 
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องศาเซลเซียส ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์อยู่ 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 2 วนั จากนัน้ทดสอบการมีชีวิต

ของเซลล์ (cell viability) เปรียบเทียบความหนาแน่นของเซลล์ท่ีใช้ในการทดลองท่ีให้ผลการ

ทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ท่ีมากท่ีสดุ เพ่ือใช้ในการทดลองตอ่ไป ในการทดสอบความหนาแน่น

ของเซลล์ท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งท าได้โดยการนบัปริมาณเซลล์โดยใช้ hemocytometer แล้วท าการ

ย้อมสีเซลล์ด้วย Trypan blue แล้วนบัเซลล์ตามต าแหนง่ในภาพท่ี 21 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา Ref. (108) 

ภาพท่ี 21 แสดงต าแหนง่ในการนบัเซลล์บน hemocytometer 
 

จากนัน้ค านวณปริมาณเซลล์จากสตูรตอ่ไปนี ้ 

จ านวนเซลล์ต่อหนึ่งมิลลิลิตร = ปริมาณเซลล์ท่ีนบัได้/ จ านวนช่องท่ีนบัเซลล์ × Dilution factor × 

104 

จ านวนเซลล์ทัง้หมด = จ านวนเซลล์ตอ่หนึง่มิลลิลิตร × ปริมาณทัง้หมด  

4. การทดสอบเพื่อเปรียบประสิทธิภาพของสารแมทริกซ์นอกเซลล์ 
(extracellular matrix) ต่อการเป็นโครงเลีย้งเซลล์ (scaffold)  

  ในการศกึษาวิจยันีไ้ด้ดดัแปรพืน้ผิวของกระดาษด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์ เพ่ือ

ชว่ยสนบัสนนุการยึดเกาะของเซลล์บนกระดาษและเพ่ือชว่ยให้เซลล์แสดงลกัษณะทางชีวภาพของ

เซลล์ท่ีคล้ายคลงึกบัเซลล์ท่ีเกิดขึน้ภายในร่างกาย โดยได้ศกึษาเปรียบเทียบสารแมทริกซ์นอกเซลล์ 
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3 ชนิด ได้แก่  Matrigel, Collagen-1 rat tail และ Laminin  โดย  Collagen-1 ถูกเจือจางด้วย

สารละลายกรดอะซิติก (acetic acid) ความเข้มข้น 0.02 N เพ่ือให้ได้สาร Collagen-1 ท่ีมีความ

เข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร Laminin ถูกเจือจางด้วยสารละลายฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ (pH 7.4) ให้ได้ความเข้มข้น เทา่กบั 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ส าหรับ Matrigel สามารถ

น าไปใช้งานได้โดยไม่ต้องเจือจาง จากนัน้น าสารแมทริกซ์นอกเซลล์ Matrigel, Collagen-1 และ 

Laminin ไปท าการดดัแปรพืน้ผิวของกระดาษ โดยหยดสารแมทริกซ์นอกเซลล์แต่ละชนิด ปริมาณ 

2 ไมโครลิตร ลงบนบริเวณชอบน า้ของกระดาษ จากนัน้น าไปอบท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 2 ชัว่โมง เพ่ือท าให้เกิดเจล (gelation) เคลือบบนกระดาษ แล้วน าไปใช้ท าการศึกษาทดลอง

ตอ่ไป  

5. การทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) ของสารเช่ือม
พันธะ (cross linking agents) ต่อความมีชีวิตรอดของเซลล์ 

  เพ่ือเพิ่มความเสถียรให้แก่สารแมทริกซ์นอกเซลล์ในการยึดติดกับพืน้ผิวของ

กระดาษ สารเช่ือมพนัธะ (cross linking agents) จึงถูกน ามาใช้ในการเช่ือมระหว่างโมเลกลุหรือ

ภายในโมเลกุลเดียวกันของโปรตีนสารแมทริกซ์นอกเซลล์ โดยการเช่ือมระหว่างพนัธะเอมีนของ

โปรตีน (ภาพท่ี 22 และ ภาพท่ี 23)  โดยในการศกึษาวิจยันี ้ได้ศกึษาผลของการใช้สารเช่ือมพนัธะ 

2 ชนิด ได้แก่ สารกลูตารัลดีไฮด์ (glutaraldehyde) และ สารเจนิพิน (genipin) ต่อการรอดชีวิต

ของเซลล์ โดยเตรียมความเข้มข้นของสารเจนิพินในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ให้มีความเข้มข้น

ดงัต่อไปนี ้0.6% (w/v), 0.3% (w/v) และ 0.1% (w/v) และเตรียมความเข้มข้นของสารกลูตารัลดี

ไฮด์ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ให้มีความเข้มข้นดังต่อไปนี ้0.6% (v/v), 0.3% (v/v) และ 

0.1% (v/v) ขัน้ตอนในการ crosslink ท าโดยหยดสารแมทริกซ์นอกเซลล์ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลง

บนพืน้ท่ีส าหรับการเลีย้งเซลล์แล้วน าไปอบท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง เพ่ือท าให้

เกิดเจล (gelation) เคลือบบนกระดาษ จากนัน้น ากระดาษท่ีถูกดัดแปรพืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์

นอกเซลล์มาแช่ในสารละลายของสารเช่ือมพนัธะท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 18 ชั่วโมง หลังจากครบเวลาแล้ว ท าการล้างกระดาษด้วย

สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์โดยใช้ปริมาณมาก จ านวน 3 ครัง้ เพ่ือก าจดัสารละลายเช่ือมพนัธะ

ส่วนเกินออกให้หมด ก่อนน ากระดาษไปใช้ในการทดลองต่อไป โดยปฏิกิริยาการเช่ือมพนัธะด้วย
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สารเจนิพินสามารถเกิดได้ 2 แบบ ได้แก่ เกิดการแทนท่ี monosubstituted amide ดงัแสดงในภาพ 

23A และ เกิด tertiary amine ดงัแสดงในภาพ 23B  

 

 

 

 

 

ท่ีมา ดดัแปลงจาก Ref. (109) 

ภาพท่ี 22 แสดงปฏิกิริยาการเช่ือมระหวา่งหมู่อะมิโนของโปรตีน 
สองโมเลกลุด้วยสารเช่ือมพนัธะชนิด glutaraldehyde  

 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา ดดัแปลงจาก Ref. (110) 

ภาพท่ี 23 แสดงปฏิกิริยาการเช่ือมหมูอ่ะมิโนของโปรตีนด้วยสารเจนิพิน  
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6. การทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT  
  วิธี MTT เป็นการตรวจวัดปริมาณเซลล์ท่ีมี ชีวิต  โดยสามารถใช้ศึกษาการ

เจริญเติบโตของเซลล์ (cell proliferation) และศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ (cell cytotoxicity) 

โดยในเซลล์ท่ีมีชีวิตมีการเกิดกระบวนการเมตาบอลิซึมภายในเซลล์ โดยหลกัการของวิธี MTT คือ

การวดัเมตาบอลิซึมของไมโทคอนเดรีย โดยเอนไซม์ mitochondrial reductase ในไมโทคอนเดรีย

จะเปล่ียนสีของสาร Thiazoyl blue tetrazolium bromide (MTT) ซึ่งมีสีเหลืองเป็นตะกอนของสาร 

formazan ซึ่งมีสีม่วงภายในเซลล์ ปฏิกิริยาการเกิดรีดกัชัน่ภายในเซลล์ ดงัแสดงในภาพท่ี 24 โดย

ปริมาณตะกอนสีม่วงของ formazan ท่ีเกิดขึน้จะเป็นสดัส่วนโดยตรงกับจ านวนของเซลล์ท่ีมีชีวิต 

ท าการทดลองโดยเตรียมสาร Thiazoyl blue tetrazolium bromide ให้มีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัม

ตอ่มิลลิลิตร แล้วท าการเจือจางด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.5 มิลลิกรัม

ตอ่มิลลิลิตร แล้วท าการบม่กบัเซลล์ HT-29 ท่ีเลีย้งบนกระดาษ ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 4 ชัว่โมง จากนัน้ท าการละลายตะกอน formazan ด้วย DMSO แล้วน าไปวดัค่าการดดูกลืน

แสง (absorbance) ด้วยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา Ref. (111) 

ภาพท่ี 24 แสดงปฏิกิริยาการเกิดรีดกัชัน่ภายในเซลล์ โดยเอนไซม์ไมโทคอนเดรียลรีดกัเทส  
(mitochondrial reductase) 
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7. การศึกษาการแสดงออกของโปรตีนไทต์จังก์ช่ัน ชนิด ZO-1 ในเซลล์ HT-
29 โดยเทคนิคอิมมูโนฟลูออเรสเซนต์ (Immunofluorescence) 

  เซลล์ HT-29 ท่ีถูกเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีท่ีผ่านการดดัแปรพืน้ผิวด้วยสารแมท

ริกซ์นอกเซลล์เป็นเวลา 14 วัน มาท าให้คงสภาพด้วยสาร พาราฟอร์มัลดีไฮด์ 4 เปอร์เซ็นต์ ท่ี

อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนัน้ล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ จ านวน 

3 ครัง้ จากนัน้ permeabilized เซลล์ด้วยสาร Triton X-100 ท่ีความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 

นาที จากนัน้ล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ อีกจ านวน 3 ครัง้ แล้วใช้ blocking solution ซึ่ง

ในงานวิจัยนีคื้อสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (bovine serum albumin) ความเข้มข้น 1% ใน

สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ เพ่ือปกคลุมพืน้ผิวท่ียังว่าง ป้องกันการจบักันแบบไม่จ าเพาะของ

แอนติบอดีท่ีอาจท าให้เกิดผลบวกปลอม (false positive) แล้วท าการย้อมโปรตีน ด้วยแอนติบอดีท่ี

จ าเพาะ Zonula occludens-1 (ZO-1) rabbit monoclonal antibody โดยใช้อัตราส่วน 1:1000 

และบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา ล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

จ านวน 3 ครัง้ แล้วจึงย้อมด้วย secondary antibody anti-rabbit IgG (H+L) ท่ีติดฉลากด้วยสาร 

Alexa 488 โดยใช้อัตราส่วน 1:1000 บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลานาน 1 ชั่วโมง จากนัน้ล้างด้วย

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จ านวน 3 ครัง้ แล้วย้อมนิวเคลียส ด้วยสี Hoechst 33258 ความ

เข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ บ่มในท่ีมืดเป็นเวลานาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ศึกษาการแสดงออก

ของโปรตีนไทต์จังก์ชั่น โดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนิดท่ีใช้เลเซอร์ในการสแกน 

(Confocal laser scanning microscopy) ท่ีก าลังขยาย 100 เท่า โดยเลือกใช้ความยาวคล่ืนท่ี 

488 นาโนเมตร ส าหรับการถ่ายภาพโปรตีน ZO-1 ด้วยสาร Alex 488 และ ความยาวคล่ืน 405 นา

โนเมตร ส าหรับการถ่ายนิวเคลียสด้วยสี Hoechst 33258 

8. การศึกษาลักษณะรูปร่างของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope) 

  เพ่ือศึกษาลักษณะพืน้ผิวของวัตถุ การใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง

กราด (scanning electron microscope, SEM) เป็นเทคนิคท่ีได้รับความนิยมเน่ืองจากเทคนิคนี ้

จะให้ภาพท่ีเป็นลักษณะสามมิติ โดยภาพท่ีเกิดขึน้เกิดจากการสะท้อนกลับของอิเล็กตรอนจาก

พืน้ผิวของวัตถุท่ีท าการศึกษา วิธีการทดลอง น าเซลล์เพาะเลีย้งบนกระดาษ มาท าให้ เซลล์คง

สภาพด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ (glutaraldehyde) ท่ีมีความเข้มข้น  2.5 เปอร์เซ็นต์ ใน

สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7.4 ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   และส่งตวัอย่างไปวิเคราะห์ท่ี
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ศนูย์เคร่ืองมือวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ซึ่งก่อนการวิเคราะห์ด้วย

กล้อง SEM มีขัน้ตอนการเตรียมตวัอยา่งโดยท าให้ตวัอย่างเซลล์แห้งด้วยการใช้ชดุแอลกอฮอล์ท่ีมี

ความเข้มข้นตา่งกนั ตัง้แต ่35%, 50%, 75%, 95% และ 100% ตามล าดบั แล้วเคลือบผิวตวัอย่าง

ด้วยโลหะทองค าโดยใช้เคร่ือง sputter coater เพ่ือให้พืน้ผิวสามารถน าไฟฟ้าได้ แล้วจึงน าไป

ศกึษาลกัษณะรูปร่างของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษตอ่ไป 

 

ส่วนที่ 2 การพัฒนาต้นแบบไบโอเซนเซอร์ไร้สายส าหรับตรวจวัดการเจริญของจุล
ชีพก่อโรค 

1. การออกแบบและสร้างอุปกรณ์ส าหรับการเพาะเลีย้งเชือ้ 
  ในงานวิจัยนี  ้ได้ออกแบบอุปกรณ์ส าหรับการเพาะเลีย้งเชือ้โดยใช้หลอด 

centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร เป็นอปุกรณ์ในการเพาะเลีย้ง โดยเจาะรูท่ีฝาจ านวน 2 รู ให้มี

ขนาดแตกต่างกัน โดยรูขนาด 4.5 มิลลิเมตร ใช้เพ่ือเป็นช่องของอิเล็คโทรดส าหรับติดตามการ

เจริญของไบโอฟิล์ม โดยเชือ้จะเจริญเติบโตและสร้างไบโอฟิลม์บนอิเล็คโทรดนี  ้(biofilm hosting 

electrode)   และรูขนาด 14 มิลลิ เมตร ใช้ส าหรับเป็นช่องของขัว้ไฟฟ้าอ้างอิง (reference 

electrode) อปุกรณ์ส าหรับการเพาะเลีย้งเชือ้ท่ีมีอิเล็คโทรดร่วมด้วย แสดงในภาพท่ี 25  

ท าการเพาะเลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมกับเชือ้แต่ละชนิดโดย เชือ้ E. 

coli, S. aureus และ P. aeruginosa ถกูเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวชนิด LB ส าหรับเชือ้ S. 

gordonii ถกูเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดเหลว BHI และ C. albicans ถกูเพาะเลีย้งในอาหาร

เลีย้งเชือ้ชนิดเหลว YPD ก่อนการเพาะเลีย้งเชือ้ร่วมกบัอิเล็คโทรดส าหรับติดตามการเจริญของไบ

โอฟิล์ม เชือ้ E. coli, S. aureus, P. aeruginosa และ S. gordonii ถูกน ามาปรับปริมาณเชือ้โดย

ใช้เคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ให้มีความขุ่นของเชือ้ E. coli 

เท่ากับ 0.8 , ความขุ่นของเชือ้ S. aureus เท่ากับ 0.16, ความขุ่นของเชือ้ P. aeruginosa เท่ากับ 

0.066 และความขุ่นของเชือ้ S. gordonii เท่ากับ 0.02 ส าหรับเชือ้ C. albicans ใช้ความยาวคล่ืน

ท่ี 530 นาโนเมตร ปรับให้มีความขุ่นของเชือ้เท่ากบั 0.38 เพ่ือปรับให้มีปริมาณเชือ้เร่ิมต้นท่ีเท่ากัน

ท่ี 107 CFU/mL จากนัน้น าเชือ้ท่ีปรับปริมาณเชือ้แล้วไปเพาะเลีย้งร่วมกับอิเล็คโทรดส าหรับ

ติดตามการเจริญของไบโอฟิล์มในหลอด centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร โดยใช้อาหารเลีย้ง
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เชือ้ปริมาณ 30 มิลลิลิตร ดงันัน้จึงท าให้ปริมาณของเชือ้สุทธิขณะเร่ิมต้นการทดลองเท่ากับ 106 

CFU/mL 

 

 

 

 

 

 

 

  

ภาพท่ี 25 แสดงภาพด้านบนของฝาหลอด centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร  
และแสดงต าแหนง่ส าหรับเจาะรูเพ่ือใช้เป็นช่องวา่งส าหรับอิเล็คโทรด 

 

2. การศึกษาค่าศักย์ไฟฟ้าวงจรเปิด (Open circuit potential: OCP)  
  ในการศึกษาวิจัยนีอ้าศัยกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอนออกภายนอกเซลล์ 

(extracellular electron transfer) ของเชือ้จุลชีพท่ีต้องการทดสอบ ได้แก่เชือ้ E. coli, S. aureus, 

P. aeruginosa, S. gordonii และ C. albicans และใช้วัสดุน าไฟฟ้ าเป็นตัว รับ อิ เล็กตรอน 

(electron sink) แทนการใช้ออกซิเจน เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ในการเกิดกระบวนการถ่ายทอด

อิเล็กตรอนออกภายนอกเซลล์และความสามารถของเชือ้จุลชีพในการใช้วสัดนุ าไฟฟ้าเป็นตวัรับ

อิเล็กตรอน เชือ้จุลชีพถูกน ามาเพาะเลีย้งร่วมกับขัว้ไฟฟ้าคาร์บอนอสัณฐาน (glassy carbon 

electrode) โดยบม่เพาะเลีย้งท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมทัง้เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ

ต่อนาที จากนัน้ติดตามการเปล่ียนแปลงค่าศักย์ไฟฟ้าโดยการวัดค่าความต่างของศักย์ไฟฟ้า

ระหว่างขัว้ไฟฟ้าอ้างอิง (reference electrode) และขัว้ไฟฟ้าส าหรับการเจริญของไบโอฟิล์ม 

(biofilm hosting electrode) ซึ่งก็คือ glassy carbon electrode โดยใช้มัลติมิเตอร์แบบดิจิตอล 
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(digital multimeter) บันทึกค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าจนครบ 24 ชั่วโมง โดยเร่ิมจาก 0 ชั่วโมง 2 

ชัว่โมง 4 ชัว่โมง 6 ชัว่โมง 8 ชัว่โมง 18 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง ระบบการวดัค่าศกัย์ไฟฟ้าวงจรเปิด 

(OCP) ในการเพาะเลีย้งเชือ้จลุชีพร่วมกบัอิเล็กโทรด แสดงดงัภาพท่ี 26 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 26 แสดงระบบการวดัคา่ศกัย์ไฟฟ้าวงจรเปิด (OCP)  
ในการเพาะเลีย้งเชือ้จลุชีพร่วมกบัอิเล็กโทรด โดยในระบบประกอบด้วย multimeter, ขัว้ไฟฟ้า

อ้างอิง, ขัว้คาร์บอนอสณัฐาน และเชือ้จลุชีพท่ีเพาะเลีย้งในหลอด 

 

3. การสังเคราะห์อนุภาคเงินนาโน (silver nanoparticles) ส าหรับการดัดแปร
พืน้ผิวของขัว้ไฟฟ้าแบบพมิพ์สกรีน (screen-printed electrode) 

  ในงานวิจัยนีอ้าศัยหลักการการเกิดรีดักชั่น (ปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอน) ของ

อนภุาคเงินนาโน (Ag0) ในการติดตามการเจริญของไบโอฟิล์มของเชือ้จลุชีพก่อโรค การสงัเคราะห์

อนุภาคเงินนาโนท าโดยต้มน า้ปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาณ 95 มิลลิลิตร ให้มี

อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ในอ่างน า้มันฟาราฟิน (paraffin oil) เพ่ือควบคุมอุณหภูมิให้คงท่ี 

จากนัน้ ใส่  สารละลาย L-ascorbic acid ท่ี มีความเข้ม ข้น  0.10 โมลาร์ (M) ปริมาณ  100 

ไมโครลิตร แล้วต้มตอ่ไปเป็นเวลา 1 นาที จากนัน้ใส่สารละลายท่ีมีส่วนผสมของ 1% w/v sodium 

citrate dehydrate ปริมาณ 2 มิลลิลิตร 1% w/v silver nitrate ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร และ 8 มิลลิ
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โมลาร์ potassium chloride ปริมาณ 1 มิลลิลิตร แล้วต้มตอ่ไปอีกประมาณ 1 ชัว่โมง แล้วตัง้ทิง้ไว้

ให้เย็นเพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป โดยปฏิกิริยาการสังเคราะห์อนุภาคเงินนาโน แสดงดงัสมการ

ภาพท่ี 27  

 

 

 

 

ภาพท่ี 27 แสดงปฏิกิริยาการสงัเคราะห์อนภุาคเงินนาโน  
 

4. การสังเคราะห์อนุภาคทองค าระดับนาโน (gold nanoparticles) ส าหรับการ
ดัดแปรพืน้ผิวของขัว้ไฟฟ้าแบบพมิพ์สกรีน (screen-printed electrode) 

  อนุภาคทองค าระดับนาโนถูกน ามาใช้ร่วมกับอนุภาคเงินนาโนในการดัดแปร

พืน้ผิวของอิเล็กโทรด โดยการสังเคราะห์อนุภาคทองค าระดับนาโนท าได้โดยละลายผง 

tetrachloroauric (III) acid trihydrate จ านวน 19.7 มิลลิกรัม ในน า้ปราศจากไอออน ปริมาณ 50 

มิลลิลิตร แล้วน าไปให้ความร้อนจนมีอณุหภมูิประมาณ 80-90 องศาเซลเซียส แล้วเตมิสารละลาย 

trisodium citrate dihydrate ท่ีความเข้มข้น 38.8 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 10 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้

สีของสารละลายจะเร่ิมเปล่ียนจากสีเหลืองไปเป็นสีฟ้าเทา แล้วเปล่ียนไปเป็นสีไวน์แดง ท าการต้ม

สารละลายตอ่ไปอีกประมาณ 15 นาที แล้วตัง้ทิง้ไว้ให้เย็นเพ่ือน าไปใช้ในการทดลองตอ่ไป 

5. การดัดแปรพืน้ผิวของขัว้ไฟฟ้าแบบพมิพ์สกรีน 
  ในงานวิจัยนีใ้ช้ขัว้ไฟฟ้าทองค าพิมพ์สกรีน (gold screen-printed electrode) 

ส าหรับเป็นชิน้ส่วนในการตรวจวดัการเจริญของไบโอฟิล์มของเชือ้จลุชีพก่อโรค โดยใช้อนุภาคนา

โนผสมในการเช่ือมระหว่างขัว้ไฟฟ้าท างาน (working electrode) และขัว้ไฟฟ้าช่วย (counter 

electrode)วิธีในการดดัแปรพืน้ผิวท าได้โดยก าหนดพืน้ท่ีลงบนขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนโดยใช้เทปกาว

ติดเพ่ือให้เกิดช่องว่างระยะห่างประมาณ 1.5 มิลลิเมตรจากนัน้หยดสารละลายผสมระหว่าง

อนภุาคเงินนาโนและอนภุาคทองค าระดบันาโนในอตัราส่วน 1:5 (v/v) ซึ่งสดัส่วนความเข้มข้นท่ีใช้

นี ้มาจากการทดลองเบือ้งต้นของ Larpant และคณะ โดยหยดสารละลายลงในบริเวณช่องว่าง
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ระหว่างเทปกาว ซึ่งเป็นการเช่ือมขัว้ไฟฟ้าท างาน (working electrode: WE) และขัว้ไฟฟ้าช่วย 

(counter electrode: CE) จากนัน้น าไปให้ความร้อนโดยวางบน hot plate ท่ีอณุหภูมิประมาณ 80 

องศาเซลเซียส จนสารละลายระเหยเกิดเป็นเส้นตรงบาง ๆ ดงัแสดงในภาพท่ี 28  จากนัน้ท าการ

เคลือบทับชัน้อนุภาคนาโนผสม (AgNPs/AuNPs)  ด้วยสารละลาย Nafion ท่ีมีความเข้มข้น 5%  

เพ่ือท าให้อนุภาคเงินนาโนท่ีอยู่บนขัว้พิมพ์สกรีนมีความเสถียรมากขึน้ เพ่ือป้องกันการหลุดของ

อนภุาคเงินนาโน เม่ือใช้ในการทดลองท่ีต้องจุ่มขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนท่ีดดัแปรพืน้ผิว ในอาหารเลีย้ง

เชือ้เป็นเวลานานและเพ่ือเพิ่มความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของอนภุาคเงินนาโนและเชือ้จลุชีพ 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 28 แสดงขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนท่ีผา่นการดดัแปรพืน้ผิวด้วยอนภุาคนาโน  
 

6. การเปล่ียนแปลงคุณสมบัตใินการน าไฟฟ้าของอนุภาคเงนินาโนด้วย
วิธีการทางไฟฟ้าเคมี 

  ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนท่ีผ่านการดดัแปรพืน้ผิวจะถูกน ามาท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิ

เดชั่น (oxidation) ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ด้วยเซลล์ไฟฟ้าเคมี (electrochemical cell) 

เพ่ือให้เกิดการเปล่ียนแปลงโดยใช้กระบวนการทางไฟฟ้าเคมีด้วยเทคนิค chronoamperometry 

ตัง้ค่าความตา่งศกัย์คงท่ี +0.70 V และใช้เวลาในการเกิดออกซิเดชัน่ 12 วินาที เพ่ือท าให้อนภุาค

เงินนาโนเปล่ียนจากอนภุาคท่ีสามารถน าไฟฟ้าได้ Ag0 เป็นอนภุาคซิลเวอร์ไอออน (Ag+ ) อย่างไม่

สมบรูณ์ ดงัแสดงในปฏิกิริยา จากนัน้น าขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนไปใช้ในการทดลองในขัน้ตอ่ไป  
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ปฏิกิริยาการเกิดออกซิเดชัน่ของซิลเวอร์ไปเป็นซิลเวอร์ไอออน 

 

7. การศึกษาความสามารถในการใช้อิเล็กตรอนจากไบโอฟิล์มเพื่อรีดวิซ์ 
(reduce) อนุภาคเงนินาโนที่มีคุณสมบัตกิารน าไฟฟ้าลดลง 

  งานวิจยันีอ้าศยัหลกัการเกิดออกซิเดชัน่ และรีดกัชัน่ของอนภุาคเงินนาโน โดยใช้

อิเล็กตรอนท่ีได้รับการถ่ายทอดจากไบโอฟิล์มของเชือ้จุลชีพท่ีใช้ทดสอบ ท าการทดลองโดยใช้

เทคนิค chronoamperometry โดยให้ศักย์ไฟฟ้าคงท่ีแก่ขัว้ท างาน +0.005 V แล้วติดตามการ

เปล่ียนแปลงของกระแสไฟฟ้าท่ีเกิดขึน้เทียบกับเวลา โดยใช้ขัว้ไฟฟ้าคาร์บอนอสณัฐาน (glassy 

carbon electrode) เป็นขัว้ส าหรับการเจริญของไบโอฟิล์ม  โดยในการทดลองท าการเช่ือมต่อ

ขัว้ไฟฟ้าส าหรับการเจริญของไบโอฟิล์มเข้ากบัขัว้ไฟฟ้าช่วยบนขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีน แล้วตอ่เข้ากับ

สายเคเบิล้ reference/counter ของเคร่ือง Potentiostat และท าการเช่ือมต่อขัว้ไฟฟ้าท างานบน

ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนเข้ากับเคร่ือง  Potentiostat แล้ววัดกระแสไฟฟ้าท่ีเกิดขึน้  ระบบการทดสอบ

ความสามารถในการใช้อิเล็กตรอนจากไบโอฟิล์ม  ดงัแสดงในภาพท่ี 29 โดยอิเล็กตรอนไหลจาก

ขัว้ไฟฟ้าส าหรับการเจริญของไบโอฟิล์มไปยงัสายเคเบิล้ reference/counter แล้วไหลผา่นขัว้ไฟฟ้า

ช่วยบนขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีน จากนัน้ไหลผ่านซิลเวอร์คลอไรด์ท่ีพาดระหว่างขัว้ไฟฟ้าช่วยและ

ขัว้ไฟฟ้าท างาน แล้วจงึไหลไปยงัเคร่ือง Potentiostat 
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ภาพท่ี 29 แสดงระบบการทดสอบความสามารถในการใช้อิเล็กตรอนจากไบโอฟิล์ม 
เพ่ือรีดวิซ์ (reduce) อนภุาคเงินนาโน ให้เกิดการน ากระแสไฟฟ้า (เส้นปะ แสดงทิศทางการไหล

ของอิเล็กตรอน) (R/C: reference/counter cables, W/S: working/sensing cables, PS: 

Potentiostat) 

 

8. การตรวจตดิตามการเจริญของเชือ้จุลชีพก่อโรคด้วยการตรวจวัดแบบไร้
สาย 

  เทคโนโลยีท่ีใช้ในการตรวจวดัการเจริญของเชือ้จุลชีพแบบไร้สายท่ีใช้ในงานวิจยั

นีไ้ด้แก่ อาร์เอฟไอดี (RFID-radio frequency identification) ซึ่งเป็นเทคโนโลยีท่ีอาศยัคล่ืนวิทยใุน

การท างานรับส่งข้อมูล โดยในระบบการตรวจวัดแบบไร้สายด้วยเทคโนโลยีอาร์เอฟไอดี 

ประกอบด้วย เคร่ืองอ่านอาร์เอฟไอดี (RFID reader) และ แท็กอาร์เอฟไอดี (RFID tag) การ

ประยุกต์ใช้เทคโนโลยีอาร์เอฟไอดีในงานวิจัยนี  ้ท าได้โดยเช่ือมเสาอากาศของ RFID tag เข้ากับ

สายเคเบิล้เพื่อในการเช่ือมตอ่กบัขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนท่ีใช้เป็นส่วนในการตดิตามการเจริญของไบโอ

ฟิล์มของเชือ้ การติดตามการเจริญของเชือ้จลุชีพแบบไร้สายท าได้โดย เช่ือมตอ่ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีน

ท่ีมีการดัดแปรพืน้ผิวด้วยอนุภาคนาโนผสมเข้ากับเสาอากาศของ RFID tag แล้วติดตามการ

เปล่ียนแปลงของความถ่ีท่ีเปล่ียนไป ระบบการติดตามการเจริญของไบโอฟิล์มของเชือ้จุลชีพก่อ

โรคแบบไร้สาย ในงานวิจัยนี ้ใช้เคร่ือง Network analyser ดงัแสดงในภาพท่ี 30 โดยท่ีก่อนการ
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เจริญของไบโอฟิล์มของเชือ้ RFID tag มีความต้านทานสูงเน่ืองจากซิลเวอร์คลอไรด์ท่ีอยู่บน

ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีน จึงท าให้มีคา่ความถ่ีสงู แตเ่ม่ือมีการเจริญของไบโอฟิล์มของเชือ้ก่อโรคจะเกิด

การถ่ายทอดอิเล็กตรอนไปยงัขัว้ไฟฟ้าส าหรับการเจริญของไบโอฟิล์มและอิเล็กตรอนท่ีเกิดขึน้จะ

ไปรีดิวซ์ซิลเวอร์คลอไรด์ท าให้คา่ความต้านทานของ RFID tag ลดลง จึงส่งผลให้ความถ่ีเปล่ียนไป

ยงัท่ีความถ่ีต ่า 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 30 แสดงระบบการติดตามการเจริญของไบโอฟิล์มของเชือ้จลุชีพก่อโรคแบบไร้สาย 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

ส่วนที่ 1 การพัฒนาแบบจ าลองเซลล์ล าไส้ของมนุษย์บนกระดาษที่มีการดัดแปรพืน้ผิว 
1.1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพชนิดของกระดาษกรองท่ีใช้ในการเพาะเลีย้ง
เซลล์ 

 เน่ืองจากกระดาษกรองแต่ละชนิดมีขนาดรูพรุนท่ีแตกต่างกัน โดยขนาดของรูพรุนส่งผล

ต่อการเป็นโครงเลีย้งเซลล์ (scaffold) ท่ีสามารถสนับสนุนการยึดเกาะและการกักเก็บเซลล์ได้

ตา่งกัน ดงันัน้ในการศึกษานีจ้ึงท าการทดสอบประสิทธิภาพของกระดาษกรองจ านวน 3 ชนิด ท่ีมี

ขนาดรูพรุนท่ีแตกต่างกัน ได้แก่ กระดาษกรอง Whatman No.1 ท่ีมีขนาดรูพรุน 11 ไมโครเมตร 

กระดาษกรอง Whatman No.2 ท่ีมีขนาดรูพรุน 8 ไมโครเมตร และ กระดาษกรอง Whatman No.4 

ท่ีมีขนาดรูพรุน 20-25 ไมโครเมตร โดยน ากระดาษกรองทัง้ 3 ชนิดมาใช้เป็นโครงเลีย้งเซลล์ โดยท า

การพิมพ์ลวดลายบนกระดาษกรองแล้วน าไปให้ความร้อนเพ่ือให้หมึกแว๊กซ์ละลายและซึมลงใน

เนือ้กระดาษกรองด้านล่างเพ่ือให้เกิดขอบเขตบริเวณชอบน า้และไม่ชอบน า้ บริเวณชอบน า้ใช้เป็น

พืน้ท่ีส าหรับเพาะเลีย้งเซลล์ จากนัน้น ากระดาษกรองดงักลา่วไปฆา่เชือ้โรคโดยใช้รังสียวีู (UV) เป็น

เวลานาน 15 นาที ก่อนน าไปเพาะเลีย้งเซลล์ โดยทดสอบด้วยการเพาะเลีย้งเซลล์ HT-29 จ านวน 

150,000 เซลล์ ลงในบริเวณส าหรับการเพาะเลีย้ง  แต่ละการทดลอง ทดสอบประสิทธิภาพ

กระดาษกรองแต่ละชนิดจ านวน 3 ครัง้ โดยเพาะเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลา 2 วนั เพ่ือให้เซลล์ยึด

เกาะกบัเส้นใยของกระดาษ ผลการทดสอบแสดงดงัภาพท่ี 31 จากผลการวิจยัพบว่าการเพาะเลีย้ง

เซลล์โดยใช้กระดาษกรอง Whatman No.1 ให้คา่การดดูกลืนแสงจากการทดสอบด้วยวิธี MTT สูง

กว่าการเพาะเลีย้งเซลล์ด้วยกระดาษกรอง Whatman No. 2 และ กระดาษกรอง Whatman No.4 

โดยมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  * (p < 0.05) ด้วยการวิเคราะห์ด้วยความ

แปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) โดยเปรียบเทียบค่าเฉล่ียด้วยวิธีของ Turkey ดังนัน้

กระดาษกรอง Whatman No.1 จึงมีประสิทธิภาพในการเป็นโครงเลีย้งเซลล์และสามารถสนบัสนนุ

ให้เซลล์ยึดเกาะได้ดีกว่ากระดาษกรอง Whatman No.2 และ กระดาษกรอง Whatman No.4 

เน่ืองจากขนาดของรูพรุนมีขนาดท่ีเหมาะสมกบัขนาดของเซลล์ HT-29 ท่ีมีขนาดโดยประมาณ 10 

ไมโครเมตร โดยหากกระดาษมีขนาดรูพรุนท่ีใหญ่เกินไปท าให้ไม่สามารถกักเก็กเซลล์ไว้ในเนือ้
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กระดาษได้ เซลล์จึงเล็ดลอดลงไปด้านล่างของกระดาษ แตส่ าหรับกระดาษท่ีมีขนาดรูพรุนเล็ก ท า

ให้เซลล์เกาะบนเส้นใยของกระดาษด้านบนอย่างเดียวและเจริญเติบโตแบบยืดไปตามแนวเส้นใย

ด้านข้างจงึไมส่ามารถแบง่ตวัได้ในแบบสามมิติ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 31 แสดงผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของกระดาษกรอง 
 Whatman No.1 กระดาษกรอง Whatman No.2 และ กระดาษกรอง Whatman No.4 ในการเป็น

โครงเลีย้งเซลล์ (scaffold) (n=3) 

 

1.2 ผลการทดสอบความหนาแน่นของเซลล์ที่เหมาะสมในการเพาะเลีย้ง
เซลล์บนกระดาษ 

 เนือ้กระดาษเกิดจากการประสานกันของร่างแหเส้นใยเซลลูโลสเป็นสามมิติท าให้มีพืน้ท่ี

ผิวมาก ดงันัน้เพ่ือให้เห็นความเปล่ียนแปลงท่ีชดัเจนและเพ่ือให้มีปริมาณเซลล์ท่ีเหมาะสมแก่พืน้ท่ี

เพาะเลีย้ง เซลล์ HT-29 ถูกน ามาเพาะเลีย้งบนกระดาษกรอง Whatman No.1 โดยทดสอบใน

ปริมาณความหนาแน่นเซลล์ท่ีแตกต่างกันโดยเร่ิมต้นท่ี 50,000 เซลล์ 100,000 เซลล์ 150,000 

เซลล์ และ 200,000 เซลล์ ท าการเพาะเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลา 2 วนั และทดสอบโดยเพาะเลีย้ง

เซลล์แต่ละความหนาแน่นจ านวน 3 การทดสอบ โดยจากผลการทดสอบดังแสดงในภาพท่ี 32 
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พบว่า การใช้ปริมาณความหนาแน่นเซลล์ท่ี 200,000 เซลล์ให้คา่การดดูกลืนแสงด้วยการทดสอบ

ด้วยวิธี MTT สงูท่ีสดุ ซึ่งแสดงถึงท่ีปริมาณความหนาแน่นเซลล์นี ้เซลล์สามารถมีชีวิตรอดได้ โดยท่ี

การใช้ปริมาณความหนาแน่นเซลล์ท่ี 200,000 เซลล์ให้คา่การดดูกลืนท่ีสูงกว่าการเพาะเลีย้งโดย

ใช้เซลล์ท่ีปริมาณความหนาแนน่เซลล์ท่ี 50,000 เซลล์ ถึง 1.98 เทา่ และ สงูกว่า 1.44 เท่า ของการ

เพาะเลีย้งโดยใช้เซลล์ปริมาณความหนาแน่นเซลล์ท่ี 100,000 เซลล์ และ 1.27 เท่า ของการ

เพาะเลีย้งโดยใช้เซลล์ปริมาณความหนาแน่นเซลล์ท่ี 150,000 เซลล์ ดงันัน้เซลล์ท่ีปริมาณความ

หนาแน่นท่ี 200,000 เซลล์ เซลล์ยังเจริญเติบโตและมีชีวิตรอด แสดงถึงความหนาแน่นไม่มาก

เกินไปจนท าให้เกิดการตายของเซลล์ภายในพืน้ท่ีเลีย้งเซลล์ท่ีจ ากดับนกระดาษในระยะเวลา 2 วนั 

ซึ่งในการทดลองนีคื้อบริเวณชอบน า้ 12.56 ตารางมิลลิเมตร จึงใช้ความหนาแน่นของเซลล์

ดงักล่าวน ามาใช้ในการทดลองต่อไป อย่างไรก็ตามท่ีความหนาแน่นของเซลล์มากกว่า 200,000 

เซลล์ ไม่ได้ทดสอบเน่ืองจากท่ีปริมาณความหนาแน่นเซลล์ท่ีสูงอาจท าให้เซลล์เกิดความเครียด

และเหน่ียวน าให้เกิดการตายได้ ซึง่ควรท าการทดสอบเพิ่มเตมิเพ่ือการวดัปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตและ

เซลล์ตายโดยการย้อมด้วย Calcein AM และ Propidium iodide (PI) โดยเซลล์ท่ีมีชีวิตจะสามารถ

ใช้เอนไซม์เอสเทอเรสภายในเซลล์ (intracellular esterase) เพ่ือเปล่ียน Calcein AM ซึ่งไม่เรือง

แสงให้กลายเป็น Calcein ท่ีสามารถเรืองแสงได้เม่ือถกูกระตุ้นด้วยแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโน

เมตร และเปล่งแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร ส าหรับเซลล์ตาย ผนังเซลล์จะสูญเสีย

ความสามารถในการกัน้สารต่าง ๆ (membrane permeability) ท าให้สาร PI สามารถผ่านเข้าไป

จบักบั DNA ได้ โดย PI ถกูกระตุ้นท่ีความยาวคล่ืน 535 นาโนเมตร และเปล่งแสงท่ีความยาวคล่ืน 

617 นาโนเมตร  ดงันัน้ในเซลล์ท่ีมีชีวิตจะย้อมติดสีเขียวของ Calcein และเซลล์ตายจะติดสีแดง

จาก PI และการใช้ปริมาณเซลล์ท่ีสูงขณะเร่ิมต้นอาจท าให้ไม่สามารถเพาะเลีย้งเซลล์เป็น

ระยะเวลายาวนานได้ในพืน้ท่ีท่ีจ ากดั 
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ภาพท่ี 32 แสดงผลการเปรียบเทียบความหนาแนน่ของเซลล์ 

ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษตอ่การมีชีวิตของเซลล์ ภายในเวลา 2 วนั 

 

1.3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารแมทริกซ์นอกเซลล์ (extracellular 
matrix) ต่อการเป็นโครงเลีย้งเซลล์ (scaffold)  

 สารแมทริกซ์นอกเซลล์นอกจากท าหน้าท่ีช่วยสนับสนุนเซลล์ในการยึดเกาะแล้ว ยัง

สามารถท าหน้าท่ีเก่ียวกบัการส่งสญัญาณเข้าสู่ภายในเซลล์เพ่ือให้เซลล์เกิดการเปล่ียนแปลงทาง

ชีวเคมี ซึ่งส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงทางชีวภาพ เช่น ลกัษณะรูปร่างของเซลล์ การเปล่ียนสภาพ

ของเซลล์และการธ ารงดลุภายในเซลล์ให้เป็นปกติ ดงันัน้เพ่ือศกึษาประสิทธิภาพของสารแมทริกซ์

นอกเซลล์ท่ีมีความเหมาะสม ช่วยการยึดเกาะ การมีชีวิตรอด และการพฒันาของเซลล์ ให้มีการ

แสดงออกของเซลล์ท่ีมีลกัษณะเหมือนเซลล์ล าไส้ท่ีอยู่ในร่างกาย เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

ของสารแมทริกซ์นอกเซลล์ด้วยการทดสอบโดยใช้สารแมทริกซ์นอกเซลล์ท่ีแตกต่างกัน 3 ชนิด 

ได้แก่ Matrigel, Collagen-1 และ Laminin ดดัแปรพืน้ผิวของกระดาษกรองบริเวณส่วนท่ีชอบน า้

ส าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์ ท าการเพาะเลีย้งเซลล์ HT-29 บนกระดาษกรองท่ีดัดแปรด้วย 

Matrigel, Collagen-1 และ Laminin และเพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษกรองท่ีดัดแปรพืน้ผิวเป็น

เวลา 21 วนั จากนัน้น าเซลล์ท่ีถูกเพาะเลีย้งบนกระดาษกรองแต่ละชนิดมาทดสอบการมีชีวิตของ

เซลล์ด้วยวิธี MTT จากผลการทดลองพบว่า การดดัแปรพืน้ผิวของกระดาษกรองด้วยสารแมทริกซ์

นอกเซลล์ช่วยให้เซลล์ยึดเกาะกับกระดาษกรองได้ดียิ่งขึน้ และเซลล์มีชีวิตรอดมากกว่าการใช้
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กระดาษกรองท่ีไม่ผ่านการดดัแปรพืน้ผิว ดงัแสดงในภาพท่ี 33 เซลล์ท่ีถูกเพาะเลีย้งบนกระดาษ

กรองท่ีถูกดัดแปรด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์ทัง้ Matrigel, Collagen-1 และ Laminin ให้ค่าการ

ดดูกลืนแสงท่ี 570 nm สูงกว่าการเพาะเลีย้งด้วยกระดาษกรองท่ีไม่ผ่านการดดัแปรพืน้ผิวโดยมี

ความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ * (p < 0.05) ด้วยการวิเคราะห์ด้วยความแปรปรวน

ทางเดียว (One-way ANOVA) โดยเปรียบเทียบค่าเฉล่ียด้วยวิธีของ Turkey ดงันัน้ สารแมทริกซ์

นอกเซลล์มีประสิทธิภาพในการช่วยสนับสนุนให้เซลล์ยึดเกาะบนเส้นใยของกระดาษกรองและ

สง่ผลให้เซลล์มีชีวิตรอดได้ดียิ่งขึน้ โดยการใช้ Matrigel ให้ผลการทดลองดีท่ีสดุ แสดงถึงเซลล์รอด

ชีวิตได้ดีท่ีสดุในสภาวะท่ีมี Matrigel เป็นสารแมทริกซ์นอกเซลล์ เน่ืองจาก Matrigel ประกอบด้วย

โปรตีนแมทริกซ์และ growth factors หลายชนิด เช่น epidermal growth factor และ insulin like 

growth factor ส่งผลกระตุ้ นให้เซลล์มีการเจริญเติบโต  ส่วนการใช้ Collagen-1 และ Laminin 

ให้ผลการทดลองท่ีใกล้เคียงกนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 33 แสดงผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารแมทริกซ์นอกเซลล์ 
ท่ีใช้ในโครงเลีย้งเซลล์ตอ่การมีชีวิตรอดของเซลล์* p <  0.05 (n=3) 
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1.4 ผลการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) ของสาร
เช่ือมพันธะ (cross linking agents) ต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์ HT-29 

ในการศึกษาวิจยันี ้ได้ศึกษาโดยใช้สารเช่ือมพันธะ 2 ชนิด ได้แก่ สารเจนิพิน (genipin) 

และ สารกลตูารัลดีไฮด์ (glutaraldehyde) ในการเช่ือมพนัธะของสารแมทริกซ์นอกเซลล์ท่ี

ใช้ในการดดัแปรพืน้ผิวของกระดาษส าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์ HT-29 ซึ่งสารเจนิพินเป็น

สารสกัดจากธรรมชาติท่ีได้จาก Gardenia jasminoides หรือ ดอกพุดซ้อน โดยสารเจ

นิพินถูกน ามาใช้ประโยชน์ในงานวิจัยทางด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือ (Tissue engineering) 

เพ่ือใช้เป็นสารเช่ือมพนัธะส าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์ สารเช่ือมพนัธะมีความสามารถใน

การเช่ือมพนัธะเอมีนของโปรตีนท าให้เกิดการประสานกนัเป็นร่างแหของโปรตีนแมทริกซ์น

อกเซลล์ (extracellular matrix) ท่ีใช้ในการดัดแปรพืน้ผิวของกระดาษกรอง ส่งผลให้

โปรตีนมีความเสถียรและยึดติดกับกระดาษกรองได้ดีขึน้ จากผลการวิจยัโดยการใช้สาร

เช่ือมพนัธะท่ีความเข้มข้นแตกต่างกันดงันี ้0.6%, 0.3% และ 0.1% พบว่าสารเจนิพินทุก

ความเข้มข้น มีความเป็นพิษตอ่เซลล์ในระดบัต ่าหรือมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ จงึท าให้

เซลล์สามารถเจริญเตบิโตได้ดีในกระดาษกรองท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิวท่ีเช่ือมพนัธะสารแมท

ริกซ์นอกเซลล์ด้วยสารเจนิพิน เห็นได้จากผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ (cell 

viability) ด้วยวิธี MTT โดยการใช้สารแมทริกซ์นอกเซลล์ท่ีไมไ่ด้เช่ือมพนัธะเป็นตวัควบคมุ 

ในขณะท่ีเม่ือใช้สารกลูตารัลดีไฮด์เป็นสารเช่ือมพันธะ พบว่าสารกลูตารัลดีไฮด์มีความ

เป็นพิษตอ่เซลล์ ท าให้เซลล์ไม่สามารถมีชีวิตรอดได้หากใช้ในความเข้มข้นสงู แต่ท่ีความ

เข้มข้นของสารกลตูารัลดีไฮด์ความเข้มข้นต ่าท่ี 0.1% พบวา่ เซลล์ยงัสามารถมีชีวิตรอดได้ 

ดงัแสดงในภาพท่ี 34 แต่อตัราการรอดชีวิตของเซลล์ต ่ากว่าสภาวะท่ีใช้สารเจนิพินเช่ือม

พนัธะ อตัราการรอดชีวิตของเซลล์ HT-29 ท่ีเลีย้งบนกระดาษท่ีดดัแปรพืน้ผิวด้วยการใช้

สารเช่ือมพนัธะและสารแมทริกซ์นอกเซลล์ชนิดตา่ง ๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 4 จากผลการ

ทดลองสามารถสรุปได้วา่สารเช่ือมพนัธะท่ีมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพท่ีเหมาะสมในการ

น ามาใช้เช่ือมพันธะส าหรับสารแมทริกซ์นอกเซลล์เพ่ือใช้ส าหรับเพาะเลีย้งเซลล์บน

กระดาษกรอง ได้แก่ สารเจนิพิน โดยแต่ละความเข้มข้นของสารเจนิพินท่ีใช้ในการเช่ือม

พนัธะ ส่งผลตอ่การมีชีวิตของเซลล์ HT-29 ไมแ่ตกตา่งกนัดงันัน้ สารเจนิพินท่ีความเข้มข้น 

0.1% จึงเหมาะสมท่ีสดุในการใช้งานเน่ืองจากมีความเข้มข้นของสารในระดบัต ่าท่ีสดุแต่

ให้ผลการทดสอบไมแ่ตกตา่งกนั 
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ภาพท่ี 34 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งเปอร์เซ็นต์เซลล์ HT-29 ท่ีมีชีวิตและความเข้มข้นของสาร
เช่ือมพนัธะ 

ท่ีใช้กบัแตล่ะชนิดของสารแมทริกซ์นอกเซลล์ 

ตารางท่ี 4 แสดงเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์ HT-29 โดยการใช้สารเช่ือมพนัธะตอ่สารแมทริกซ์
นอกเซลล์ชนิดท่ีแตกตา่งกนั 

Concentration of cross-
linking agent 

Extracellular matrix 

Matrigel Collagen-1 Laminin 

0% Glutaraldehyde 100.0 100.0 100.0 

0.1% Glutaraldehyde 67.3 23.2 21.9 

0.3% Glutaraldehyde 1.4 2.0 5.3 

0.6% Glutaraldehyde 1.1 2.3 1.9 

0% Genipin 100.0 100.0 100.0 
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Concentration of cross-
linking agent 

Extracellular matrix 

Matrigel Collagen-1 Laminin 

0.1% Genipin 109.6 101.5 101.3 

0.3% Genipin 112.8 102.5 109.5 

0.6% Genipin 101.3 104.3 100.2 

    

1.5 ผลการศึกษาลักษณะรูปร่างของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษกรองด้วย
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope) 

 เพ่ือศึกษาผลการเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพของเซลล์ รูปร่างของเซลล์ (cell 

morphology) และการแปรสภาพของเซลล์ (cell differentiation) ซึ่งลักษณะการแสดงออกของ

เซลล์มีความส าคญัในการท าหน้าท่ีและป้องกันการบุกรุกของเชือ้จุลชีพหรือสิ่งแปลกปลอม โดย

เซลล์ล าไส้จะมีการแสดงออกของขัว้ของเซลล์ (polarity) โดยทางด้าน apical จะมีเส้นขนขนาด

เล็กเรียกว่า วิลไล (villi) ท าหน้าท่ีเพิ่มพื น้ ท่ีในการดูดซึมและการเคล่ือนไหวเพ่ือก าจัดสิ่ ง

แปลกปลอมภายนอกร่างกายท่ีเข้าสู่บริเวณล าไส้ และ goblet cells ท่ีท าหน้าท่ีในการสร้างเมือก 

(mucus) โดยจากผลการทดลองด้วยกล้อง SEM พบว่า เซลล์ HT-29 ท่ีถูกเพาะเลีย้งบนกระดาษ

กรองท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์ทัง้สามชนิด สามารถเจริญเติบโตแบบสาม

มิติบนกระดาษกรองและมีการแสดงออกของวิลไลท่ีบริเวณผิวเซลล์ ยิ่งไปกว่านัน้ยงัพบว่าเซลล์

สามารถหลัง่สารเมือกออกมาท่ีผิวเซลล์ได้อีกด้วย ส าหรับเซลล์ท่ีถกูเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีมีการ

ดัดแปรพืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์ท่ีใช้สารเจนิพินในการเช่ือมพันธะ พบว่าเซลล์มีการ

เจริญเติบโต แตล่กัษณะการยึดเกาะของเซลล์บนกระดาษมีลกัษณะเป็นแผ่นแบน ซึง่แตกตา่งจาก

เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษกรองท่ีถูกดดัแปรพืน้ผิวเพียงเฉพาะสารแมทริกซ์นอกเซลล์  ท่ีไม่ใช้

สารเช่ือมพนัธะ เซลล์มีลกัษณะเป็นสามมิต ิ(spheroid) ดงัแสดงในภาพท่ี 35  
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ภาพท่ี 35 แสดงภาพถ่ายจาก SEM ของเซลล์ HT-29  
(A) เซลล์เจริญแบบสามมิติ (spheroid) (B) สารเมือกบริเวณผิวเซลล์ (C) เซลล์เจริญเป็นแผน่แบน

จากการใช้สารเช่ือมพนัธะสารแมทริกซ์นอกเซลล์ (D) แสดงการยึดกนัระหวา่งเซลล์ 
 

จะเห็นได้ว่าเซลล์ HT-29 ท่ีท าการเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีดดัแปรพืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอก
เซลล์เป็นเวลา 14 วนั เซลล์มีลกัษณะรูปร่างแบบสามมิติ (spheroid) (ก าลงัขยาย 800 เท่า) (ภาพ 
35A) และมีการแปรสภาพของเซลล์โดยการแสดงออกของวิลไลและมีสารเมือกถูกคดัหลั่งท่ีผิว
เซลล์ดงัลูกศร (ก าลังขยาย 10,000 เท่า) (ภาพ 35B) ภาพ (35C) แสดงลักษณะรูปร่างของเซลล์ 
HT-29 ท่ีท าการเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีดัดแปรพืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์และผ่านการ
เช่ือมพนัธะด้วยสารเจนิพิน เป็นเวลา 14 วนั (ก าลงัขยาย 100 เท่า) และภาพ (35D) แสดงการยึด
เกาะระหวา่งเซลล์ (ก าลงัขยาย 10,000 เทา่) 
 ยิ่งไปกว่านัน้เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์นานขึน้เป็นเวลา 21 วนั พบว่าเซลล์มีการแปรสภาพของ

เซลล์อย่างสมบรูณ์และมีการแสดงออกของวิลไลและแสดงรอยตอ่ของเซลล์ (junction) อย่างเห็น

ได้ชดัเจนเม่ือท าการเพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษกรองท่ีดดัแปรพืน้ผิวด้วย Laminin ดงัแสดงใน

ภาพท่ี 36 
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ภาพท่ี 36 แสดงภาพถ่ายจาก SEM ของเซลล์ HT-29 ท่ีท าการเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีดดัแปร
พืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์ 

ชนิด Laminin (A) แสดงภาพของกระดาษกรองท่ีถกูดดัแปรพืน้ผิวและผา่นการเพาะเลีย้งเซลล์เป็น

เวลา 21 วนั (B) ลกัษณะรูปร่างเซลล์ HT-29 แบบสามมิต ิ(C) แสดงรอยเช่ือมตอ่ของเซลล์ดงั

ลกูศร และ (D) แสดงวิลไล (villi) บนผิวเซลล์ 

 

1.6 ผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ที่เพาะเลีย้งบนกระดาษกรองเป็น
ระยะเวลา 28 วัน 

 เพ่ือศึกษาความสามารถในการมีชีวิตรอดของเซลล์ท่ีถูกเพาะเลีย้งบนกระดาษ

กรองและความสามารถของกระดาษกรองในการเป็นโครงเลีย้งเซลล์ในระยะเวลาท่ียาวนาน 

รวมถึงเพ่ือศึกษาการเปล่ียนสภาพของเซลล์ (cell differentiation) ท่ีถูกเพาะเลีย้งบนกระดาษ

กรอง เซลล์ HT-29 ถกูเพาะเลีย้งบนกระดาษกรองโดยใช้ปริมาณความหนาแน่นของเซลล์เร่ิมต้นท่ี 

200,000 เซลล์ โดยเพาะเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลา 1 วัน 3 วัน 7 วัน 14 วัน 21 วัน และ 28 วัน 
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จากนัน้น าเซลล์ท่ีถกูเพาะเลีย้งบนกระดาษกรองแตล่ะช่วงเวลา มาท าการทดสอบความมีชีวิตของ

เซลล์ด้วยวิธี MTT จากผลการทดลองพบว่ากระดาษกรองท่ีไม่ผา่นการดดัแปรพืน้ผิวสามารถใช้ใน

การเพาะเลีย้งเซลล์ได้ โดยมีการชีวิตรอดของเซลล์ในช่วงวนัท่ี 1-3 และช่วง 7-28 วนั ไม่มีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ * (p < 0.05) ด้วยการวิเคราะห์ด้วยความแปรปรวนทาง

เดียว (One-way ANOVA) โดยเปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วยวิธีของ Turkey  

ส าหรับกระดาษท่ีดดัแปรพืน้ผิวให้ผลการทดลองในลกัษณะเดียวกนัคือ กระดาษท่ีดดัแปร

พืน้ผิวด้วย Matrigel เซลล์ HT-29 มีการรอดชีวิตในช่วง วันท่ี 1-3 และช่วง 7-28 วัน ไม่มีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ * (p < 0.05) ด้วยการวิเคราะห์ด้วยความแปรปรวนทาง

เดียว (One-way ANOVA) โดยเปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วยวิธีของ Turkey  

กระดาษท่ีดดัแปรพืน้ผิวด้วย Collagen-1 ในช่วง 1-3 วนั และช่วง 7-28 วนั เซลล์ HT-29 

มีชีวิตรอดในแต่ละช่วงเวลาไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  * (p < 0.05) ด้วยการ

วิเคราะห์ด้วยความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) โดยเปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วยวิธีของ 

Turkeyในระหวา่งชว่งเวลานัน้  

ส าหรับเซลล์ท่ีถกูเพาะเลีย้งบนกระดาษกรองท่ีถกูดดัแปรพืน้ผิวด้วย Laminin ในช่วงเวลา 

1-3 วนั และช่วง 7-21 วนั เซลล์มีชีวิตรอดไม่แตกต่างกัน แต่ในช่วงระยะเวลา 21 และ 28 วนั ใน

วนัท่ี 28 เซลล์มีการรอดชีวิตน้อยลงโดยมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ * (p < 0.05) 

ด้วยการวิเคราะห์ด้วยความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) โดยเปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วย

วิธีของ Turkey แตเ่ม่ือพิจารณาจากภาพท่ี 37 B ถึง D จะเห็นได้ว่า ในวนัท่ี 28 ของการเพาะเลีย้ง

เซลล์บนกระดาษกรองท่ีดดัแปรพืน้ผิว คา่การดดูกลืนแสงด้วยวิธี MTT ท่ีวดัจากกระบวนการเมตา

บอลิซึมของเซลล์ท่ีมีชีวิตมีค่าลดต ่าลง ดงันัน้แสดงให้เห็นว่าเร่ิมมีการตายของเซลล์เกิดขึน้  ทัง้นี ้

ควรท าการทดสอบการตายของเซลล์ด้วยวิธีท่ีจ าเพาะเช่น การย้อมด้วย propidium iodide 

เพิ่มเตมิเพ่ือพิสจูน์วา่มีการตายของเซลล์เกิดขึน้จริง 
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ภาพที่ 37 แสดงผลการมีชีวิตของเซลล์ที่เพาะเลีย้งบนกระดาษเมื่อถกูดดัแปรพืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์

ชนิดตา่ง ๆ  

 

1.7 ผลการทดสอบการแสดงออกของโปรตีนไทต์จังก์ช่ัน ชนิด ZO-1 ในเซลล์ 
HT-29 โดยเทคนิคอิมมูโนฟลูออเรสเซนต์ (Immunofluorescence) 

 เน่ืองด้วยโปรตีน zonula occludens-1 (ZO-1) เป็นโปรตีนโครงร่างท่ีส าคญัตอ่โปรตีนไทต์

จงัก์ชัน่ ท่ีท าให้เซลล์สามารถยึดเช่ือมตอ่กนัได้เพ่ือป้องกนัการบุกรุกของสิ่งแปลกปลอมภายนอก

หรือเพ่ือป้องกันการสูญเสียน า้ของร่างกาย ดงันัน้โปรตีน ZO-1 จึงถือเป็นโปรตีนท่ีส าคญัต่อการ

ด ารงสภาวะท่ีปกติของล าไส้ ในการศึกษาวิจัยนีเ้พ่ือศึกษาการแสดงออกของโปรตีน ZO-1 ของ

เซลล์ล าไส้ท่ีถูกเพาะเลีย้งด้วยวิธีการเพาะเลีย้งแบบใหม่บนกระดาษ โดยท าการเพาะเลีย้งเซลล์ 

3
1

6
6

9
6

1
0

3
2



 

C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
7
6
6
8
0
5
3
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
8
2
5
6
2
 
0
5
:
1
0
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
3

 64 

HT-29 บนกระดาษกรองท่ีมีการดัดแปรพื น้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์ชนิด Matrigel, 

Collagen-1 และ Laminin เป็นเวลา 14 วนั แล้วน ามาย้อมด้วยแอนติบอดีท่ีจ าเพาะตอ่ ZO-1 แล้ว

ท าการถ่ายภาพด้วยกล้อง confocal ท่ีก าลงัขยาย 100 เทา่ พบว่า การเพาะเลีย้งเซลล์ HT-29 เป็น

เวลา 14 วนั บนกระดาษกรองท่ีดดัแปรพืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์ทัง้สามชนิดมีผลให้เซลล์

แสดงออกโปรตีน ZO-1 ได้ โดยเซลล์ท่ีถูกเลีย้งบนกระดาษท่ีถูกย้อมด้วยแอนติบอดีชนิดท่ี 2 

(secondary antibody) เพียงอย่างเดียวถกูใช้เป็นตวัควบคมุ (control)  ดงัแสดงในภาพท่ี 38 A1, 

B1 และ C1 และสีน า้เงินแสดงถึงนิวเคลียสของเซลล์ท่ีถกูย้อมด้วยสี Hoechst 33258 ดงัแสดงใน

ภาพท่ี 38 A2, B2 และ C2 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ามีการแสดงออกของโปรตีน ZO-1 

โดยสงัเกตได้จากขอบเซลล์ท่ีติดสีเขียวซึ่งเกิดจากแอนติบอดีชนิดแรก (primary antibody) จบักับ

โปรตีน ZO-1 แล้วย้อมด้วยแอนติบอดีชนิดท่ี 2 (secondary antibody) ท่ีติดสี Alexa 488 ดัง

แสดงในภาพ ท่ี 38 A3, B3 และ C3 โดยภาพท่ี 38 A4, B4 และ C4 เกิดจากการรวมภาพท่ี 2 และ 

3 ในแตล่ะภาพเข้าด้วยกนั ดงันัน้การเพาะเลีย้งเซลล์ล าไส้ HT-29 บนกระดาษสามารถท าให้เซลล์

มีพฒันาการทางชีววิทยาของเซลล์ท่ีเหมือนกับในร่างกาย โดยท าให้เซลล์สามารถแบ่งตวัได้แบบ

สามมิติและมีปฏิสมัพนัธ์ระหว่างเซลล์กบัเซลล์ (cell-cell interaction) และ ระหว่างเซลล์กบัแมทริ

กซ์นอกเซลล์ (cell-matrix interaction) ซึ่งโปรตีน ชนิด ZO-1 จะมีการแสดงออกบริเวณทาง

ด้านบน (apical) ของเซลล์เพ่ือเช่ือมยึดเซลล์เข้าด้วยกัน ดงันัน้จึงควรเห็นการติดสีบริเวณรอบ ๆ 

เซลล์ แตอ่ย่างไรก็ตาม ในการทดลองนี ้จากภาพท่ี 38 A3, B3 และ C3 พบการติดสีในไซโทพลาส

ซมึร่วมด้วยซึ่งอาจเกิดจากการตดิสีแบบไม่จ าเพาะของแอนติบอดี หรือเกิดจากการใช้สารคงสภาพ

เซลล์ (fixatives) ท่ีอาจจะยังไม่เหมาะสมท าให้โปรตีนถูกท าลาย จึงไม่สามารถย้อมเห็นโปรตีน 

ZO-1 บริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ (cell membrane) เป็นขอบเขตท่ีชดัเจนได้ 
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ภาพท่ี 38 ภาพแสดงการแสดงออกของโปรตีน ZO-1 ในเซลล์ HT-29 
จากการย้อมด้วยเทคนิคอิมมโูนฟลอูอเรสเซนต์ แสดงภาพเซลล์ท่ีถกูเลีย้งบนกระดาษท่ีถกูดดัแปร

ด้วย  

(A) Matrigel ; (B) Collagen-1 และ (C) Laminin 
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ส่วนที่ 2 การพัฒนาต้นแบบไบโอเซนเซอร์ไร้สายส าหรับตรวจวัดการเจริญของจุล
ชีพก่อโรค 

2.1 ผลการตรวจวิเคราะห์ลักษณะเฉพาะของอนุภาคนาโนที่สังเคราะห์ได้ 
(Characterization of synthesized nanoparticles)  

 เพ่ือสร้างจุดเช่ือมต่อระหว่างขัว้ไฟฟ้าช่วยและขัว้ไฟฟ้าท างานบนขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีน 

อนุภาคเงินนาโนและอนุภาคทองค าระดับนาโนถูกสังเคราะห์ดงัแสดงในบทท่ี 3 หัวข้อ 3.3.2.3 

และ 3.3.2.4 หลงัจากสังเคราะห์เรียบร้อยแล้ว ได้ศึกษาลักษณะของอนุภาคนาโนร่วมด้วย เพ่ือ

ประเมินประสิทธิภาพของอนภุาคนาโนท่ีสงัเคราะห์ได้ โดยตรวจวิเคราะห์ลกัษณะของอนภุาคเงิน

นาโนด้วย เคร่ือง Dynamic light scattering (DLS) โดยวดัการกระเพ่ือมของแสง ซึ่งเป็นเทคนิคท่ี

ใช้วดัขนาดของสารในตวัอย่างท่ีมีขนาดตัง้แต่ 2-500 นาโนเมตร ได้ โดยอนุภาคท่ีมีขนาดใหญ่จะ

ท าให้เกิดการกระเพ่ือมของแสงต ่ากวา่อนภุาคท่ีมีขนาดเล็กเน่ืองจากเคล่ือนท่ีได้ช้ากว่า โดยผลการ

ตรวจวิเคราะห์พบวา่ อนภุาคเงินนาโนท่ีสงัเคราะห์ได้ มีขนาดเฉล่ีย 30.1 นาโนเมตร โดยมีคา่ความ

เบี่ยงเบนของขนาดของอนุภาค 12.8 นาโนเมตร โดยตรวจวิเคราะห์ท่ีความยาวคล่ืน 632.8 นาโน

เมตร อณุหภมูิ 21 องศาเซลเซียส และท่ีอณุหภมูินีมี้คา่ความหนืดของของเหลว เท่ากบั 0.978 เซน

ติพอยส์ โดยการกระจายตวัของขนาดของอนุภาคเงินนาโน แสดงในภาพท่ี 39 A ซึ่งจากผลการ

วิเคราะห์ขนาดของอนุภาคเงินนาโนพบว่ามีขนาด ประมาณ 30 นาโนเมตร ซึ่งเป็นขนาดของ

อนภุาคท่ีเหมาะสม ไมส่่งผลตอ่การตายของเชือ้จลุชีพ หากอนภุาคเงินนาโนมีขนาดเล็กเกินไป เช่น 

10 นาโนเมตร จะมีคุณสมบัติเป็นสารต้านเชือ้แบคทีเรียได้ ซึ่งไม่เหมาะสมแก่การน ามาใช้ใน

งานวิจยันี ้และอนุภาคทองค าระดบันาโน มีขนาดเฉล่ีย 22.6 นาโนเมตร โดยมีค่าความเบี่ยงเบน

ของขนาดของอนภุาค 14 นาโนเมตร ท าการวิเคราะห์ท่ีความยาวคล่ืน 632.8 นาโนเมตร อณุหภูมิ 

23 องศาเซลเซียส และมีค่าความหนืดของของเหลว เท่ากบั 0.93 เซนติพอยส์ โดยการกระจายตวั

ของขนาดของอนภุาคทองค าระดบันาโน แสดงในภาพท่ี 39 B 
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ภาพท่ี 39 แสดงการกระจายตวัของขนาดของอนภุาคเงินนาโน 

 (A) และ อนภุาคทองค าระดบันาโน (B) ท่ีสงัเคราะห์ได้ 

 นอกจากนีย้ังได้ท าการศึกษาลักษณะของอนุภาคเพิ่มเติมโดยการใช้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission electron microscope) เพ่ือศกึษาขนาดของอนุภาคเงิน

นาโนและอนุภาคทองค าระดบันาโนท่ีสงัเคราะห์ได้ โดยจากผลการศกึษาพบว่าอนุภาคเงินระดบั

นาโนมีขนาดโดยประมาณ 30 นาโนเมตร และอนภุาคทองค าระดบันาโนมีขนาดโดยประมาณ 18 

นาโนเมตร ซึง่ขนาดของอนภุาคเงินนาโนและอนภุาคทองค าระดบันาโนท่ีได้จากการศกึษาลกัษณะ

ของอนภุาคด้วยวิธี DLS และ วิธี TEM ให้ผลของขนาดท่ีสอดคล้องกนั ดงัแสดงในภาพท่ี 40 
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ภาพท่ี 40 แสดงภาพถ่ายจาก Transmission electron microscope (TEM)  
ของ (A) อนภุาคเงินนาโน (silver nanoparticles) และ (B) อนภุาคทองค าระดบันาโน (gold 

nanoparticles) 

 

2.2 ผลการศึกษาลักษณะเฉพาะของขัว้ไฟฟ้าพมิพ์สกรีนท่ีผ่านการดัดแปร
พืน้ผิว 

 หลังจากท าการสร้างจุดเช่ือมต่อระหว่างขัว้ไฟฟ้าช่วยและขัว้ไฟฟ้าท างานบนขัว้ไฟฟ้า

พิมพ์สกรีนแล้วนัน้ ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนถูกน ามาศึกษาลกัษณะของพืน้ผิวบริเวณท่ีมีการเช่ือมต่อ

เพ่ือศึกษาลักษณะทางกายภาพท่ีอาจส่งผลต่อการน าไฟฟ้า โดยท าการศึกษาด้วยการใช้กล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope: SEM) ท่ีก าลังขยาย 

8,000 เท่า เพ่ือศกึษาลกัษณะพืน้ผิวของขัว้ไฟฟ้าพบว่า หลงัจากการระเหยน า้ออกจากอนภุาคนา

โนผสมแล้ว อนภุาคผสมมีการจดัเรียงตวัชิดตดิกนับนผิวของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีน ดงัแสดงในภาพท่ี 

41 แตเ่ม่ือน าไปท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงคณุสมบตัิในการน าไฟฟ้าด้วยวิธีทางไฟฟ้าเคมีพบว่า มี

การรวมกลุ่มของอนภุาคนาโนเกิดขึน้และท าให้เกิดเป็นโพรงช่องว่างขึน้ภายใน ดงัแสดงในภาพท่ี  

42 
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ภาพท่ี 41 แสดงภาพถ่ายจาก Scanning electron microscope (SEM)  
ของอนภุาคนาโนท่ีอยูบ่นขัว้ไฟฟ้าท่ีผา่นการดดัแปรพืน้ผิว 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 42 แสดงภาพถ่ายจาก Scanning electron microscope (SEM)  
ของอนภุาคนาโนท่ีอยูบ่นขัว้ไฟฟ้าท่ีผา่นการดดัแปรพืน้ผิวหลงัการเกิดการเปล่ียนแปลงทางไฟฟ้า

เคมี 
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2.3 ผลการศึกษาค่าศักย์ไฟฟ้าวงจรเปิด (Open circuit potential: OCP) 
 ค่าศักย์ไฟฟ้าวงจรเปิดเกิดจากความต่างศักย์ไฟฟ้าของขัว้ไฟฟ้าท างานและขัว้ไฟฟ้า

อ้างอิง โดยปราศจากการจ่ายกระแสไฟฟ้าหรือความต่างศกัย์จากภายนอก (load) เพ่ือศึกษาว่า

เชือ้จลุชีพก่อโรคสามารถเกิดกระบวนการการถ่ายทอดอิเล็กตรอนออกภายนอกเซลล์และสามารถ

ใช้ขัว้ไฟฟ้าเป็นตวัรับอิเล็กตรอนได้ ดงันัน้เชือ้จุลชีพถูกน ามาเพาะเลีย้งร่วมกบัขัว้ไฟฟ้าคาร์บอนอ

สณัฐาน (glassy carbon electrode) โดยบ่มเพาะเลีย้งท่ีอุณหูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้วติดตาม

การเปล่ียนแปลงของคา่ศกัย์ไฟฟ้าเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากผลการทดลองพบว่า เชือ้ Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus gordonii, 

Candida albicans แ ล ะ  ก า ร เพ า ะ เลี ้ย ง เ ชื ้อ ร่ ว ม กั น  (polymicrobial culture) ข อ ง เชื ้อ 

Staphylococcus aureus แ ล ะ  Pseudomonas aeruginosa ส า ม า ร ถ ท า ใ ห้ เ กิ ด ค ว า ม

เปล่ียนแปลงคา่ศกัย์ไฟฟ้าในวงจรเปิดได้ โดยขณะเร่ิมการเพาะเลีย้งจะเห็นได้ว่าคา่ศกัย์ไฟฟ้ามีคา่

เป็นบวก และเม่ือท าการบ่มเพาะเชือ้ร่วมกับขัว้ไฟฟ้า ค่าศักย์ไฟฟ้ามีความเปล่ียนแปลงไปใน

ทิศทางลบ และเม่ือเพาะเลีย้งเชือ้กบัขัว้ไฟฟ้าเป็นเวลานานขึน้ คา่ศกัย์ไฟฟ้าจะมีความเป็นลบมาก

ยิ่งขึน้ แสดงให้เห็นว่าเชือ้สามารถใช้ขัว้ไฟฟ้าเป็นตวัรับอิเล็กตรอนท่ีเกิดจากการใช้สารอาหารได้ 

ซึง่จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่า เชือ้จลุชีพก่อโรคท่ีน ามาทดสอบ สามารถเกิดกระบวนการ

ถ่ายทอดอิเล็กตรอนออกภายนอกเซลล์และสามารถใช้ขัว้ไฟฟ้าคาร์บอนอสัณฐานเป็นตัวรับ

อิเล็กตรอน จึงท าให้อิเล็กตรอนถ่ายเทไปบนขัว้ไฟฟ้าคาร์บอนอสัณฐานและเม่ือท าการวัดค่า

เปรียบเทียบกบัขัว้ไฟฟ้าอ้างอิงแล้วจงึพบว่าขัว้ไฟฟ้าคาร์บอนอสณัฐานมีคา่ศกัย์ไฟฟ้าเป็นลบ โดย

คา่ศกัย์ไฟฟ้าท่ีเกิดขึน้มีคา่ท่ีแตกตา่งกนัตามลกัษณะการเจริญของเชือ้จลุชีพและความสามารถใน

การถ่ายทอดอิเล็กตรอนออกภายนอกเซลล์ หรือคณุสมบตัิของเชือ้จลุชีพในการสร้างสารส่ือกลาง

รีด็อกซ์ (redox mediator) ท่ีมีคุณสมบัติในการช่วยขนส่งอิเล็กตรอนออกภายนอกเซลล์ และ

สามารถกลับเข้าสู่เซลล์แล้วเกิดการขนส่งอิเล็กตรอนใหม่ออกนอกเซลล์ได้ ยกตวัอย่างเช่น สาร 

pyocyanin ท่ีผลิตโดยเชือ้ P. aeruginosa จึงท าให้เชือ้ P. aeruginosa มีค่าศกัย์ไฟฟ้าวงจรเปิด

เป็นลบมากท่ีสุดเม่ือเทียบกับเชือ้ชนิดอ่ืน โดยค่าศกัย์ไฟฟ้าของเชือ้ P. aeruginosa ท่ี 24 ชัว่โมง

หลงัการเพาะเลีย้งมีค่าโดยประมาณ -244 มิลลิโวลต์ ในขณะท่ีเชือ้ E. coli มีค่าศกัย์ไฟฟ้าวงจร

เปิดประมาณ -70 มิลลิโวลต์ ค่าศกัย์ไฟฟ้าวงจรเปิดของเชือ้ S. aureus ประมาณ -90 มิลลิโวลต์ 

และ ประมาณ -170 มิลลิโวลต์ ส าหรับเชือ้  S. gordonii และ ส าหรับเชือ้ C. albicans มีค่า
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ศักย์ไฟฟ้าวงจรเปิดโดยประมาณ -103 มิลลิโวลต์ โดยภาพท่ี 43 แสดงผลการเปรียบเทียบค่า

ศกัย์ไฟฟ้าวงจรเปิดท่ีวดัได้จากเชือ้จลุชีพแตล่ะชนิด 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

ภาพท่ี 43 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งเวลาการเพาะเลีย้งเชือ้และคา่ศกัย์ไฟฟ้า 
ท่ีเกิดขึน้ เม่ือท าการวดัคา่ศกัย์ไฟฟ้าวงจรเปิดของขัว้ส าหรับไบโอฟิล์มและขัว้ไฟฟ้าอ้างอิง โดยท า

การเพาะเลีย้งเชือ้ P. aeruginosa (A), E. coli (B), S. aureus (C), S. gordonii (D), C. albicans 

(E) และการเพาะเลีย้งเชือ้ร่วมกนัของเชือ้ S. aureus และ P. aeruginosa (F)  

 

2.4 ผลการศึกษาความสามารถในการใช้อิเล็กตรอนจากไบโอฟิล์มเพื่อรีดวิซ์ 
อนุภาคเงนินาโนที่มีคุณสมบัตใินการน าไฟฟ้าลดลง 

 อนุภาคเงินนาโนสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นและรีดักชั่นได้เม่ือมีการรับหรือจ่าย

อิเล็กตรอน ซึ่งท าให้ความสามารถในการน าไฟฟ้าของอนุภาคเงินนาโนเปล่ียนแปลงไป โดยเม่ือ

อนุภาคเงินนาโนเกิดการสญูเสียอิเล็กตรอนเกิดเป็นซิลเวอร์ไอออน (Ag+) ซึ่ง Ag+ สามารถจบักับ

คลอไรด์ไอออน (Cl-) ท่ีอยู่ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เกิดเป็นเกลือเงิน (AgCl) ซึ่งชัน้ของ

เกลือเงินท่ีเกิดขึน้สามารถขัดขวางการขนส่งอิเล็กตรอน ดังนัน้การศึกษาวิ จัยนีป้ระยุกต์ใช้

ประโยชน์จากปฏิกิริยารีด็อกซ์ของอนุภาคเงินนาโนส าหรับใช้เป็นส่วนในการติดตามการเจริญ
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ของไบโอฟิล์มของเชือ้ก่อโรค โดยท าการสงัเคราะห์อนุภาคเงินนาโนเพ่ือน ามาใช้ในการดดัแปร

พืน้ผิวของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีน โดยใช้อนภุาคเงินนาโนเช่ือมระหว่างขัว้ไฟฟ้าท างานและขัว้ไฟฟ้า

ช่วย แล้วท าการเปล่ียนแปลงคณุสมบตัิการน าไฟฟ้าของอนภุาคเงินนาโนโดยการใช้กระบวนการ

ทางเคมีไฟฟ้าด้วยเทคนิค Chronoamperometry เปล่ียนจาก Ag0 ท่ีมีคณุสมบตัิในการน าไฟฟ้าได้

ดีไปเป็นซิลเวอร์ไอออน Ag+ ท่ีจะเข้าจบักับคลอไรด์ไอออน (Cl- ) ซึ่งจะเกิดเป็นเกลือเงินท่ีไม่น า

ไฟฟ้าท าให้ค่าความต้านทานของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนมีค่าสูงขึน้มาก  จากนัน้ใช้กระแสท่ีเกิดจาก

ขัว้ไฟฟ้าท่ีมีไบโอฟิล์มของจุลชีพก่อโรคไหลผ่านชัน้ของเกลือเงินแล้วเกิดปฏิกิริยารีดกัชัน่ จากนัน้

อิเล็กตรอนจะไหลข้ามไปยังขัว้ไฟฟ้าท างานแล้วเข้าสู่เคร่ือง Potentiostat แล้ววิเคราะห์ปริมาณ

กระแสไฟฟ้าท่ีไหลผ่าน โดยจากผลการวิจัยพบว่า ในช่วงแรกของการเพาะเลีย้งเชือ้ร่วมกับ

ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนท่ีมีชัน้ของเกลือเงินเป็นส่วนตรวจวดั กระแสไฟฟ้าจะถกูวดัอยู่ท่ีคา่ประมาณ 0 

ไมโครแอมแปร์ (µA) เน่ืองจากขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนมีคา่ความต้านทานสงู แตเ่ม่ือท าการเพาะเลีย้ง

เชือ้จุลชีพและระยะผ่านไปจนเข้าสู่ช่วงระยะการแบ่งตัว ( log phase of growth) จะพบว่า

กระแสไฟฟ้าท่ีถูกวดัจะมีปริมาณเพิ่มขึน้เร่ือย ๆ เน่ืองจากมีการผลิตอิเล็กตรอนออกมามากขึน้ 

แล้วอิเล็กตรอนถกูน าไปใช้ในการเกิดปฏิกิริยารีดกัชัน่ของเกลือเงินกลบักลายเป็นอนภุาคเงินนาโน

ท่ีน าไฟฟ้าได้ จึงท าให้เกิดกระแสไฟฟ้าท่ีวดัได้ดงักล่าว และเม่ือวดัคา่ความต้านทานของขัว้ไฟฟ้า

พิมพ์สกรีนหลังเสร็จสิน้การทดลองพบว่า ค่าความต้านทานของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนลดลงจาก

ระดับกิโลโอห์ม (KΩ) เหลือเพียงหน่วยโอห์ม (Ω) ดังแสดงในภาพท่ี 44 ดังนัน้จึงสรุปได้ว่า 

อิเล็กตรอนท่ีเกิดจากไบโอฟิล์มของเชือ้จุลชีพก่อโรคสามารถน ามาใช้ในการรีดิวซ์เกลือเงินท่ีเป็น

สว่นส าหรับตรวจวดัปฏิกิริยาให้กลบัเป็นอนภุาคเงินท่ีมีคณุสมบตัใินการน าไฟฟ้าได้ 
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ภาพท่ี 44 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งเวลาและกระแสไฟฟ้าท่ีเกิดขึน้ 
จากการใช้อิเล็กตรอนจากไบโอฟิล์มของเชือ้จลุชีพท่ีเลีย้งร่วมกนั (Polymicrobial) ในการรีดิวซ์ซิล

เวอร์คลอไรด์ไปเป็นซิลเวอร์ 
2.5 ผลการทดสอบการเจริญของเชือ้จุลชีพก่อโรคด้วยการตรวจวัดแบบไร้
สาย 

 ในปัจจุบันโครงข่ายของสรรพสิ่ง หรือ Internet of Things (IoT) เป็นเร่ืองท่ีก าลังได้รับ

ความสนใจ เน่ืองจาก IoT สามารถใช้เช่ือมต่อกับอุปกรณ์ได้หลากหลากชนิด เช่น คอมพิวเตอร์ 

โทรศพัท์มือถือ อปุกรณ์อิเล็กทรอนิกส์ และเซ็นเซอร์ ท าให้สามารถตดิตอ่ส่ือสารหรือท างานร่วมกนั

ได้อยา่งสะดวกรวดเร็ว และมีประสิทธิภาพ ดงันัน้ในการศกึษาวิจยันีผู้้วิจยัได้เล็งเห็นประโยชน์ของ

เทคโนโลยีการส่ือสารแบบไร้สาย เช่น การใช้งานเทคโนโลยีไร้สายอาร์เอฟไอดี (Radio frequency 

identification: RFID) ท่ีสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจติดตามการเจริญของเชือ้จุลชีพก่อ

โรค โดยท าการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีอาร์เอฟไอดีด้วยการเช่ือมเสาอากาศของ RFID tag เข้ากับ

ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนท่ีผ่านการดดัแปรพืน้ผิว และท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่เพ่ือให้เกิดเป็นซิล

เวอร์คลอไรด์ท่ีมีคุณสมบัติความน าไฟฟ้าได้ไม่ดี ท าให้ค่าความต้านทาน (Impedance) ของ

ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนมีค่าสูง และเม่ือท าการส่ือสารกับเคร่ืองอ่านอาร์เอฟไอดี (RFID reader) จะ

พบว่ามีการตอบสนองท่ีค่าความถ่ีสูง และเม่ือท าการเพาะเลีย้งร่วมกับเชือ้จลุชีพผสมระหว่าง P. 

aeruginosa และ S. aureus เชือ้จลุชีพจะเจริญเตบิโตและใช้ขัว้ไฟฟ้าคาร์บอนอสณัฐานเป็นตวัรับ
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อิเล็กตรอน แล้วอิเล็กตรอนท่ีเกิดขึน้จะไหลผ่านชัน้ของซิลเวอร์คลอไรด์แล้วเกิดการรีดิวซ์ซิลเวอร์

คลอไรด์ให้กลายเป็นซิลเวอร์ ซึ่งมีความสามารถในการน าไฟฟ้าสูงขึน้ และปฏิกิริยารีดักชั่นท่ี

เกิดขึน้ส่งผลให้คา่ความต้านทานของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนลดต ่าลง ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของ

ค่าความถ่ี ดงัแสดงในภาพท่ี 45 ซึ่งสามารถตรวจวัดได้แบบไร้สายด้วยเคร่ืองอ่านอาร์เอฟไอดี 

ดงันัน้จึงสามารถน าเทคโนโลยีอาร์เอฟไอดีเพ่ือใช้ในการตรวจติดตามการเจริญของไบโอฟิล์มของ

เชือ้จุลชีพก่อโรคแบบไร้สายได้ โดย จุด A แสดงความถ่ี ณ จุดเร่ิมต้นของการทดลองท่ีมีความ

ต้านทานของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนสงูและ จดุ B แสดงความถ่ีหลงัเกิดการรีดิวซ์ซิลเวอร์คลอไรด์ ท า

ให้ความต้านทานของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนลดลง แตล่ะเส้นแสดงถึงการเปล่ียนแปลงความถ่ีของเสา

อากาศ RFID เม่ือเวลาผ่านไป อันเป็นผลเน่ืองมาจากการเปล่ียนแปลงความต้านทานของของ

ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนท่ีสง่ผลให้เกิดความเปล่ียนแปลงความต้านทานของเสาอากาศ RFID ซึ่งแสดง

ให้เห็นวา่สามารถตดิตามการเจริญของเชือ้จลุชีพได้แบบทนัทว่งทีและตอ่เน่ือง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 45 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความถ่ี (Frequency) และ คา่การลดทอนสญัญาณ 
(attenuation unit)  

ของการตดิตามการเจริญของไบโอฟิล์มเชือ้ร่วมกนัของเชือ้ S. aureus และ P. aeruginosa ด้วย

อาร์เอฟไอดี  
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวิจัย 
 ในงานวิจยันีไ้ด้พฒันาแบบจ าลองเซลล์ล าไส้ของมนษุย์บนกระดาษท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิว

และพฒันาต้นแบบไบโอเซนเซอร์ไร้สายส าหรับตรวจวดัการเจริญของจลุชีพก่อโรค โดยการพฒันา

แบบจ าลองเซลล์ล าไส้ของมนุษย์บนกระดาษท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิว กระดาษถกูน ามาใช้เป็นโครง

เลีย้งเซลล์ (scaffold) และใช้เทคนิคการพิมพ์ด้วยหมึกแว๊กซ์เพ่ือสร้างขอบเขตและก าหนดพืน้ท่ีใน

การเพาะเลีย้งเซลล์ รวมถึงได้ท าการดดัแปรพืน้ผิวของกระดาษกรองด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์

เพ่ือช่วยสนบัสนนุการยดึเกาะของเซลล์บนเส้นใยของกระดาษกรองและเพ่ือชว่ยในด้านการพฒันา

ทางชีววิทยาของเซลล์ ทัง้ในด้านรูปร่างของเซลล์ (cell morphology) การเจริญเติบโตของเซลล์ 

(cell proliferation) และการแปรสภาพของเซลล์  (cell differentiation) นอกจากนีย้ังศึกษา

คณุสมบตัขิองสารเจนิพิน (genipin) และ กลตูารัลดีไฮด์ (glutaraldehyde) ในการเช่ือมพนัธะของ

โปรตีนแมทริกซ์นอกเซลล์และความเป็นพิษตอ่เซลล์ โดยในการทดลอง ได้เพาะเลีย้งเซลล์ HT-29 

บนกระดาษกรองแล้ววัดความมีชีวิตของเซลล์ด้วยวิธี MTT และศึกษาการแสดงออกของเซลล์ 

รวมถึงการแปรสภาพของเซลล์ด้วยเทคนิค cell imaging โดยใช้แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน 

zonula occludens-1 (ZO-1) เพ่ือศึกษาการแสดงออกของโปรตีนดังกล่าว และใช้เทคนิคการ

ถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscopy: SEM) 

เพ่ือศกึษาลกัษณะรูปร่างของเซลล์และการแปรสภาพของเซลล์ท่ีถกูเพาะเลีย้งบนกระดาษ 

ส าหรับการพฒันาต้นแบบไบโอเซนเซอร์ไร้สายส าหรับตรวจวดัการเจริญของจลุชีพก่อโรค 

อาศยัหลักการการขนส่งอิเล็กตรอนออกนอกเซลล์ (extracellular electron transfer) ของเชือ้จุล

ชีพ ร่วมกับการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่และรีดกัชัน่ของอนุภาคเงินนาโน โดยเม่ือมีการเจริญของ

เชือ้จุลชีพก่อโรค เชือ้จุลชีพก่อโรคจะใช้ขัว้ไฟฟ้าคาร์บอนอสณัฐาน (glassy carbon electrode) 

เพ่ือการยึดเกาะและสร้างไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวของขัว้ไฟฟ้ าคาร์บอนอสัณฐาน และใช้ขัว้ไฟฟ้า

คาร์บอนอสณัฐานเป็นตวัรับอิเล็กตรอนจากกระบวนการหายใจระดบัเซลล์ เน่ืองจากสภาวะในไบ

โอฟิล์มมีปริมาณของออกซิเจนต ่า ดงันัน้จึงสามารถใช้ประโยชน์จากการขนส่งอิเล็กตรอนออกนอก
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เซลล์ของเชือ้จลุชีพก่อโรคเพ่ือใช้ในการเปล่ียนแปลงคณุสมบตัิของอนภุาคเงินนาโนท่ีอยู่ในรูปของ

ซิลเวอร์คอลไรด์ (AgCl) ซึง่มีความสามารถในการน าไฟฟ้าต ่า ให้กลายเป็นอนภุาคเงินนาโน (Ag0) 

ท่ีมีคณุสมบตัใินการน าไฟฟ้าได้ดี และด้วยการเกิดรีดกัชัน่ของซิลเวอร์คลอไรด์ไปเป็นซิลเวอร์นีเ้อง 

สามารถใช้ประโยชน์โดยการน าขัว้ไฟฟ้าแบบพิมพ์สกรีน (screen-printed electrode) มาดดัแปร

พืน้ผิวด้วยอนุภาคนาโนผสมระหว่างอนุภาคเงินนาโน (AgNPs) และ อนุภาคทองค าระดบันาโน  

(AuNPs) โดยท าให้เกิดการเช่ือมต่อระหว่างขัว้ไฟฟ้าช่วย (counter electrode) และขัว้ไฟฟ้า

ท างาน (working electrode) เพ่ือใช้อิเล็กตรอนท่ีผลิตได้จากเชือ้จลุชีพก่อโรคในการรีดิวซ์อนภุาค

เงินนาโนในรูป AgCl ให้เปล่ียนแปลงเป็น Ag0  ซึ่งขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนนีไ้ด้เช่ือมต่ออยู่กับเสา

อากาศของ RFID tag เม่ือเกิดความเปล่ียนแปลงความต้านทาน (impedance) ของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์

สกรีน ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงความต้านทานของเสาอากาศของ RFID tag ซึ่งสามารถอ่าน

ค่าความถ่ีท่ีเปล่ียนแปลงไปโดยใช้เคร่ืองวิเคราะห์สัญญาณ (network analyzer) โดยเม่ือมีการ

เปล่ียนแปลงความถ่ีเกิดขึน้แสดงให้เห็นถึงการเจริญของเชือ้จุลชีพก่อโรค ท่ีสามารถติดตามได้

แบบไร้สายจากการประยกุต์ใช้เทคโนโลยีอาร์เอฟไอดี (Radio frequency identification: RFID)  

จากผลการทดลองการพฒันาแบบจ าลองเซลล์ล าไส้ของมนษุย์บนกระดาษท่ีมีการดดัแปร

พืน้ผิวพบว่า กระดาษกรอง Whatman No.1 ท่ีมีขนาดรูพรุน 11 ไมโครเมตร เป็นชนิดของกระดาษ

กรองท่ีมีความเหมาะสมในการเพาะเลีย้งเซลล์ HT-29 เน่ืองจากขนาดของรูพรุนมีความเหมาะสม

ในการเป็นโครงเลีย้งเซลล์ โดยเซลล์ HT-29 ท่ีมีขนาดโดยประมาณ 10 ไมโครเมตร และความ

หนาแน่นของเซลล์ท่ีใช้ในการทดลองคือ 200,000 เซลล์ ทัง้นีค้วรท าการเพาะเซลล์ท่ีความ

หนาแน่นเซลล์อ่ืนด้วย เช่น 50,000 100,000 และ 150,000 เซลล์ เน่ืองจากในการทดลองท าการ

เพาะเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลานาน 28 วัน ดงันัน้การศึกษาจ านวนเซลล์ท่ีความหนาแน่นอ่ืน ๆ 

ควบคู่ไปด้วย อาจท าให้ได้ผลการทดลองท่ีน่าเช่ือถือมากยิ่งขึน้  เพราะการเร่ิมต้นเพาะเลีย้งด้วย

เซลล์จ านวนมากอาจท าให้พืน้ท่ีในการเพาะเลีย้งไม่เพียงพอตอ่จ านวนเซลล์ท่ีเพิ่มขึน้ จงึท าให้การ

เจริญของเซลล์เป็นไปได้อยา่งจ ากดั  

จากผลการศกึษาประสิทธิภาพของสารแมทริกซ์นอกเซลล์ในการเป็นโครงเลีย้งเซลล์พบว่า 

เม่ือท าการดดัแปรพืน้ผิวของกระดาษด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์ท่ีแต่กต่างกันสามชนิด ได้แก่ 

Matrigel Collagen-1 และ Laminin จากผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ด้วยสารแมทริกซ์

นอกเซลล์ชนิด Matrigel ส่งผลให้มีจ านวนเซลล์รอดชีวิตได้มากท่ีสดุเม่ือท าการศกึษาเปรียบเทียบ
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กับกระดาษท่ีไม่ได้ผ่านการดัดแปรพืน้ผิว และกระดาษท่ีดัดแปรพืน้ผิวด้วย Collagen-1 และ 

Laminin  

จากการศึกษาความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของสารเช่ือมพนัธะต่อการมีชีวิตรอดของเซลล์

พบว่า สารเจนิพิน ซึ่งเป็นสารสกัดจาก Gardenia jasminoides หรือดอกพุด มีการใช้งานอย่าง

แพร่หลายในการใช้งานเพ่ือเช่ือมพนัธะของโครงเลีย้งเซลล์ส าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิต ิ

(112-114) จากผลการทดลองพบว่า สารเจนิพินมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพตอ่การมีชีวิตรอดของ

เซลล์สงูกว่าสารกลตูารัลดีไฮด์ โดยเซลล์ HT-29 ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษกรองท่ีดดัแปรพืน้ผิวและ

ใช้สารเจนิพินในการเช่ือมพนัธะของสารแมทริกซ์นอกเซลล์ พบวา่เซลล์มีอตัราการรอดชีวิตสงูกว่า

การใช้สารกลตูารัลดีไฮด์ในการเช่ือมพนัธะของสารแมทริกซ์นอกเซลล์อยา่งมีนยัส าคญั โดยเซลล์ท่ี

เพาะเลีย้งบนกระดาษกรองท่ีดดัแปรพืน้ผิวและใช้สารเจนิพินในการเช่ือมพนัธะของสารแมทริกซ์

นอกเซลล์มีอตัราการรอดชีวิตอยูท่ี่ 100 – 112.8 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ท่ี

เพาะเลีย้งบนกระดาษและใช้สารกลตูารัลดีไฮด์ในการเช่ือมพนัธะสารแมทริกซ์นอกเซลล์อยู่ท่ี 1.1 

– 67.3 เปอร์เซ็นต์ โดยความเข้มข้นของสารเจนิพินท่ี 0.1% เป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการใช้

งาน แต่เม่ือท าการศึกษาลกัษณะรูปร่างของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีดดัแปรพืน้ผิวและใช้

สารเช่ือมพันธะในการเช่ือมพันธะสารแมทริกซ์นอกเซลล์พบว่า เซลล์มีรูปร่างแบน ไม่สามารถ

แบง่ตวัได้แบบสามมิต ิสอดคล้องกบังานวิจยัของ Ryan และคณะ  

ผลการเพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษกรองท่ีดัดแปรพืน้ผิวเป็นเวลา 28 วัน พบว่า เซลล์

สามารถมีชีวิตรอดได้บนกระดาษ จากผลการทดสอบ MTT แสดงให้เห็นวา่ ในวนัท่ี 1 – 3 ของการ

เพาะเลีย้งเซลล์มีการเจริญเติบโตได้ไม่แตกตา่งกนัมากนกั แตเ่ม่ือท าการเพาะเลีย้งเซลล์เป็นเวลา  

21 วนั พบว่าเซลล์มีการเจริญเติบโตเพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั และ เซลล์มีการรอดชีวิตสงูท่ีสดุเม่ือ

ท าการทดลองด้วยวิธี MTT ในวนัท่ี 28 ของการเพาะเลีย้ง คา่การดดูกลืนแสงด้วยการทดสอบด้วย

วิธี MTT เร่ิมลดลง แสดงให้เห็นว่าเร่ิมมีการตายของเซลล์เกิดขึน้ เพ่ือพิสจูน์ว่ามีการตายของเซลล์

เกิดขึน้จริง ควรท าการทดสอบเพิ่มเติมด้วยการย้อม Propidium iodide (PI) และ Calcein-AM 

เพ่ือยืนยนัเซลล์ท่ีมีชีวิตและเซลล์ตาย เน่ืองจากเซลล์ท่ีตายแล้ว ผนงัเซลล์จะเสียคณุสมบตัิในการ

เป็นเย่ือเลือกผา่น ท าให้สาร PI สามารถผ่านเข้าไปจบักบั DNA ได้ ดงันัน้เซลล์ท่ีมีชีวิตจะย้อมตดิสี

เขียวจากการท างานของเอนไซม์เอสเทอเรสภายในเซลล์ (intracellular esterase) เพ่ือเปล่ียน 
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Calcein AM ซึง่ไม่เรืองแสงให้กลายเป็น Calcein ท่ีสามารถเรืองแสงได้ เซลล์ตายจะย้อมติดสีแดง

จากการย้อมด้วย PI    

นอกจากนีท้ าการศกึษาการเจริญเติบโตของเซลล์ (cell proliferation) และ การแปรสภาพ

ของเซลล์ (cell differentiation) ด้วยเทคนิคการถ่ายภาพเซลล์ (cell imaging) พบว่า เซลล์ท่ีถูก

เพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิว โดยการศกึษาการแสดงออกของโปรตีน ZO-1 อาศยั

เทคนิคอิมมูโนฟลอูอเรสเซนส์ (immunofluorescence) โดยบม่เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีดดั

แปรพืน้ผิวกับแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน ZO-1 แล้วใช้แอนติบอดีชนิดท่ีสอง (secondary 

antibody) ท่ีติดกับสารเรืองแสงชนิด Alexa 488 จากนัน้ศกึษาการแสดงออกด้วยกล้อง confocal 

จากผลการศึกษาพบว่า เซลล์ท่ีถูกเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีดดัแปรพิน้ผิวเป็นเวลา 14 วนั เซลล์มี

การแสดงออกของโปรตีน ZO-1 ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีส าคญัตอ่โครงสร้างของไทต์จงัก์จงัชัน่ ท าให้เซลล์

สามารถยึดเกาะติดกันได้ เพ่ือป้องกันการบุกรุกของจุลชีพก่อโรคและสิ่งแปลกปลอมภายนอก

ร่างกาย และจากการศกึษาการแปรสภาพของเซลล์ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(Scanning electron microscope: SEM) พบว่า เซลล์มีรูปร่าง (morphology) แบบสามมิติ และ

มีการแปรสภาพของเซลล์ (cell differentiation) โดยสงัเกตจากการแสดงออกของวิลไล (villi) บน

ผิวเซลล์ และเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีดัดแปรพืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์ชนิด 

Laminin ส่งผลให้เซลล์มีการแสดงออกของวิลไลบนพืน้ผิวมากท่ีสดุ แสดงให้เห็นว่าเซลล์เกิดการ

แปรสภาพของเซลล์ขึน้เม่ือท าการเพาะเลีย้งแบบสามมิติในกระดาษ ซึ่งลกัษณะการแสดงออกของ

เซลล์มีความคล้ายคลงึกบัเซลล์ enterocytes ของล าไส้เล็กท่ีเกิดขึน้ในร่างกาย 

ส าหรับผลศกึษาการพฒันาต้นแบบไบโอเซนเซอร์ไร้สายส าหรับตรวจวัดการเจริญของจุล

ชีพก่ อโรค  พบว่า เชื อ้จุล ชีพก่ อโรค ท่ี ใช้ ในการศึกษาวิจัย  ได้แก่  เชื อ้  Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus gordonii, Candida 

albicans และ การเพาะเลีย้งเชือ้ร่วมกัน (polymicrobial culture) ของเชือ้ Staphylococcus 

aureus และ Pseudomonas aeruginosa สามารถท าให้เกิดค่าศกัย์ไฟฟ้าท่ีเป็นลบได้เม่ือท าการ

เพาะเลีย้งเชือ้ร่วมกบัขัว้ไฟฟ้าส าหรับการเกิดไบโอฟิล์ม (biofilm hosting electrode) และวดัความ

ต่างศกัย์ไฟฟ้าเทียบกับขัว้ไฟฟ้าอ้างอิง (Ag/AgCl reference electrode) แสดงให้เห็นว่าเชือ้จุล

ชีพก่อโรคสามารถใช้ขัว้ไฟฟ้าเป็นตวัรับอิเล็กตรอนและพฒันาค่าศกัย์ไฟฟ้าท่ีเป็นลบได้  โดยเชือ้  

P. aeruginosa ให้ค่าศักย์ไฟฟ้า -244 mV เชือ้ S. aureus ให้ค่าศักย์ไฟฟ้า -90 mV เชือ้ E. coli 
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ให้ค่าศกัย์ไฟฟ้า -69.7 mV เชือ้ S. gordonii ให้ค่าศกัย์ไฟฟ้า -166.8 mV เชือ้ C. albicans ให้ค่า

ศกัย์ไฟฟ้า -103.1 mV และ การเพาะเลีย้งเชือ้ร่วมกนัของเชือ้ S. aureus และ P. aeruginosa ให้

ค่าศกัย์ไฟฟ้าประมาณ -250 mV และเม่ือท าการศึกษาการใช้อิเล็กตรอนท่ีเกิดจากจุลชีพในการ

รีดวิซ์ซิลเวอร์คลอไรด์ซึง่มีคณุสมบตัิในการน าไฟฟ้าไมดี่ ด้วยเทคนิค Chronoamperometry พบว่า 

อิเล็กตรอนจากเชือ้จลุชีพสามารถใช้ในการเกิดปฏิกิริยารีดกัชัน่ของซิลเวอร์คลอไรด์ให้กลบัไปเป็น

ซิลเวอร์ท่ีความสามารถน าไฟฟ้าได้ดี ซึ่งติดตามได้จากค่ากระแสไฟฟ้าท่ีเพิ่มขึน้หลงัจากท าการ

เพาะเลีย้งเชือ้จลุชีพร่วมกบัขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนท่ีดดัแปรพืน้ผิว 

ส าหรับการตรวจติดตามการของเชือ้จุลชีพก่อโรค โดยใช้เทคโนโลยีอาร์เอฟไอดี (RFID) 

ร่วมกับความสามารถในการขนส่งอิเล็กตรอนออกนอกเซลล์ของเชือ้จลุชีพ และการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน่และรีดกัชัน่ของอนภุาคเงินนาโน โดยเม่ืออนภุาคเงินนาโนถกูออกซิไดส์  (oxidized) ไป

เป็นซิลเวอร์คลอไรด์ ส่งผลให้ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนมีความต้านทาน (impedance) ท่ีสงูขึน้ แตเ่ม่ือมี

การเจริญของไบโอฟิล์มของเชือ้จุลชีพก่อโรค เกิดการถ่ายทอดอิเล็กตรอนไปยังขัว้ไฟฟ้าและ

อิเล็กตรอนนีถู้กใช้ในการรีดิวซ์ซิลเวอร์คลอไรด์ให้เปล่ียนเป็นซิลเวอร์ท่ีมีความสามารถในการน า

ไฟฟ้าได้ดีจึงท าให้ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนมีค่าความต้านทานลดต ่าลง เน่ืองจากการเปล่ียนแปลง

ความต้านทานท่ีเกิดขึน้สามารถท าให้เกิดความเปล่ียนแปลงความถ่ีของเสาอากาศของ RFID tag 

ท่ีสามารถติดตามได้แบบไร้สายด้วยการอ่านด้วยเคร่ืองวิเคราะห์สญัญาณ ดงันัน้เม่ือมีการเจริญ

ของเชือ้จุลชีพก่อโรค ท าให้ความถ่ีเปล่ียนแปลงจากความถ่ีสูงไปยังความถ่ีต ่าโดยแปรผันตาม

ความต้านทานของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีน ซึ่งส่งผลให้ความต้านทานของเสาอากาศ RFID tag ลด

ต ่าลงไปด้วย จงึท าให้สามารถตรวจตดิตามการเจริญของเชือ้จลุชีพก่อโรคได้แบบไร้สาย 

อภปิรายผลการวิจัย 
 ในการศึกษาการพัฒนาแบบจ าลองเซลล์ล าไส้ของมนุษย์บนกระดาษท่ีมีการดัดแปร

พืน้ผิวและพฒันาต้นแบบไบโอเซนเซอร์ไร้สายส าหรับตรวจวดัการเจริญของจลุชีพก่อโรค  เป็นการ

พฒันาแบบองค์รวมส าหรับการศกึษากลไกการเกิดโรคตดิเชือ้ รวมถึงการตดิตามการเจริญของเชือ้

จลุชีพก่อโรค เพ่ือพัฒนาการเลีย้งเซลล์แบบสามมิติส าหรับใช้ในการศึกษากลไกการเกิดโรคและ

การพฒันาต้นแบบไบโอเซนเซอร์แบบไร้สายส าหรับตรวจวดัการเจริญของเชือ้จลุชีพเพ่ือประโยชน์

ในการเฝา้ระวงัการตดิเชือ้และการแพร่ระบาดของเชือ้โรค รวมถึงปอ้งกนัการเสียชีวิตเน่ืองด้วยการ

ตดิเชือ้ โดยโรคอจุจาระร่วง (diarrhea) จดัเป็นโรคตดิเชือ้อนัดบัต้น ๆ ท่ีเป็นสาเหตขุองการเสียชีวิต
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ของประชากรทั่วโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศก าลังพัฒนา (115) อีกทัง้การพัฒนาการ

เพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติบนกระดาษสามารถน าไปใช้ในการพฒันายาชนิดใหม่เพ่ือใช้ในการ

รักษาโรคติดเชือ้ได้ในอนาคต โดยในงานวิจยันีไ้ด้พฒันาวิธีการเพาะเลีย้งเซลล์ล าไส้ของมนษุย์บน

กระดาษท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิว โดยใช้กระดาษกรองเป็นโครงร่างในการเพาะเลีย้งเซลล์ (scaffold) 

เน่ืองด้วยคณุสมบตัิเฉพาะตวัของกระดาษกรอง ประกอบด้วย เส้นใยท่ีสานกนัเป็นร่างแหสามมิต ิ

ความเข้ากันได้ทางชีวภาพของกระดาษท่ีไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ คุณสมบัติในการดูดซับ

ของเหลว กระดาษสามารถซ้อนกนัเป็นชัน้ ๆ เพ่ือจ ากดัปริมาณอาหารและการซึมผ่านของแก๊ส ท า

ให้สามารถใช้กระดาษในการจ าลองสภาวะการเกิดโรคได้ เช่น สภาวะกล้ามเนือ้หวัใจขาดเลือด  

(16) อีกทัง้กระดาษยังมีราคาถูก และการใช้กระดาษในการเพาะเลีย้งเซลล์ยังสามารถช่วยลด

ปริมาณการใช้สารแมทริกซ์นอกเซลล์ลงได้ถึง 25 ถึง 50 เท่า คือใช้สารแมทริกซ์นอกเซลล์เพียง 2 

ไมโครลิตร เม่ือเปรียบเทียบกับการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติโดยการเคลือบสารแมทริกซ์นอก

เซลล์บนภาชนะเลีย้งเซลล์ (ECM coating) และใช้ปริมาณอาหารเลีย้งเซลล์เพียง 200 ไมโครลิตร 

เม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งเซลล์ใน 6 well plate จึงลด

ปริมาณอาหารเลีย้งเซลล์ได้ถึง 15 ถึง 25 เท่า ซึ่งช่วยลดต้นทุนในการศึกษาวิจยัได้อย่างมาก อีก

ทัง้กระดาษยงัประหยดัพืน้ท่ีในการจดัเก็บและสามารถเผาก าจดัท าลายโดยไมท่ าเกิดการปนเปือ้น

ในสิ่งแวดล้อม และข้อดีของการเพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษคือ เซลล์สามารถเจริญได้แบบสามมิต ิ

เม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเลีย้งเซลล์แบบดัง้เดิม โดยเซลล์มีลกัษณะการเจริญในรูปแบบสามมิติ

เช่นเดียวกับงานวิจยัของ Jing Jing Fu และคณะ ท าการเพาะเลีย้งเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากบน

กระดาษและเซลล์สามารถแสดงลกัษณะรูปร่างเซลล์แบบสามมิติหลงัจากการเพาะเลีย้ง 5-10 วนั 

(79) ในการวิจยันีท้ าการเพาะเลีย้งเซลล์จ านวน 200,000 เซลล์ลงบนกระดาษกรองท่ีผ่านการดดั

แปรพืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์ ชนิดตา่ง ๆ ได้แก่ Matrigel Colllagen-1 และ Laminin โดย

พืน้ท่ีในการเพาะเลีย้งเซลล์มีขนาด 12.56 ตารางมิลลิเมตร ดงันัน้การเร่ิมต้นเพาะเลีย้งเซลล์ด้วย

ปริมาณเซลล์จ านวนมากอาจส่งผลให้การเจริญเติบโตของเซลล์เป็นไปได้อย่างจ ากัดเน่ืองด้วย

ขนาดของพืน้ท่ีในการเพาะเลีย้งเซลล์มีจ ากดั จึงควรท าการศึกษาปริมาณเซลล์เร่ิมต้นท่ีใช้ในการ

เพาะเลีย้งโดยเพิ่มปัจจยัในเร่ืองของเวลามาเก่ียวข้อง โดยท าการเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีความเข้มข้น

เซลล์ต่าง ๆ เช่น ท่ีจ านวนเซลล์ 50,000 เซลล์ 100,000 เซลล์ และ 150,000 เซลล์ ร่วมด้วย และ
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ติดตามการเจริญของเซลล์ รวมถึงการมีชีวิตรอดของเซลล์ท่ีระยะเวลาการเลีย้งท่ีแตกต่างกัน ซึ่ง

อาจจะให้ผลการทดลองท่ีแตกตา่งกนัอยา่งชดัเจนมากย่ิงขึน้  

 เม่ือท าการศกึษาประสิทธิภาพของสารแมทริกซ์นอกเซลล์ตอ่การเป็นโครงเลีย้งเซลล์ การ

เพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษท่ีดดัแปรพืน้ผิวใช้สารแมทริกซ์นอกเซลล์ปริมาณ 2 ไมโครลิตร เม่ือ

เปรียบเทียบกับการเพาะเลีย้งเซลล์แบบสามมิติด้วยวิธีท่ีใช้ในปัจจุบนั เช่น การเคลือบสารแมท

ริกซ์นอกเซลล์บน 96 well plate ใช้สารแมทริกซ์นอกเซลล์ปริมาณ 100 ไมโครลิตร และ การ

เคลือบสารแมทริกซ์นอกเซลล์บนจานเพาะเลีย้งหรือภาชนะเพาะเลีย้งเซลล์ (cell culture flask) 

ยิ่งต้องใช้ปริมาณของสารแมทริกซ์นอกเซลล์มากขึน้ตามขนาดพืน้ท่ีผิวของภาชนะท่ีใช้ในการ

เพาะเลีย้ง โดยใช้ปริมาณสารแมทริกซ์นอกเซลล์ตัง้แต่ 1 มิลลิลิตร จนถึง 22 มิลลิลิตร (116) ซึ่ง

สารแมทริกซ์นอกเซลล์มีผลต่อการยึดเกาะของเซลล์ (adhesion) และการแสดงออกทางรูปร่าง 

(cell morphology) การส่ือสารระหว่างเซลล์ (cell communication) การเจริญเติบโตของเซลล์ 

(cell proliferation) และ การตายของเซลล์ (cell death) จะเห็นได้ว่าการเพาะเลีย้งเซลล์บน

กระดาษท่ีน าเสนอในงานวิจยันีมี้การใช้สารแมทริกซ์นอกเซลล์ปริมาณน้อย ท าให้ประหยดัต้นทุน

ในการศึกษาวิจัยได้เป็นอย่างมาก โดยท่ีเซลล์ยงัสามารถมีพัฒนาการทางชีวภาพของเซลล์และ

สามารถเจริญเติบโตและแบ่งตวัได้แบบสามมิติ ไม่แตกต่างจากการเจริญเติบโตในภาชนะเลีย้ง

เซลล์สามมิตแิบบดัง้เดมิ 

 อย่างไรก็ตาม การเพาะเลีย้งเซลล์บนกระดาษท่ีดดัแปรพืน้ผิวและใช้สารเช่ือมพันธะใน

การเช่ือมพนัธะของสารแมทริกซ์นอกเซลล์ ผลการทดลองพบวา่การใช้สารเจนิพินเช่ือมพนัธะของ

สารแมทริกซ์นอกเซลล์ พบว่าเซลล์มีอตัราการรอดชีวิตท่ีสูงกว่าการใช้สารกลูตารัลดีไฮด์ในการ

เช่ือมพันธะ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยท่ีท าโดย Gang Yang และคณะ (117) โดยท าการ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารเช่ือมพนัธะ 4 ชนิด ได้แก่ glutaraldehyde, genipin, 1-ethyl-3-

(3-dimethyl aminopropyl)carbodiimide (EDC) และ microbial transglutaminase (mTG) โดย

จากการเปรียบเทียบผลการรอดชีวิตของเซลล์ระหว่าง สารเจนิพินและ กลตูารัลดีไฮด์ พบว่า เซลล์ 

Adipose tissue-derived stem cells มีการเจริญเติบโตได้ดีในโครงเลีย้งเซลล์ท่ีเช่ือมพันธะด้วย

สารเจนิพิน โดยสารเจนิพินมีความเป็นพิษต่อเซลล์ต ่ากว่าสารอลัดีไฮด์ (aldehyde) และ อีพ็อกซี 

(epoxy) กว่า 1000 เท่า (118) เน่ืองจากเจนิพินพบได้ตามธรรมชาติจากดอกไม้ นอกจากนีย้งัมี

ความเป็นพิษต ่ากว่า กลูตารัลดีไฮด์ มีค่า LD50 ประมาณ 382 mg/kg เม่ือทดสอบในหนูทดลอง 
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แต่อย่างไรก็ตาม เม่ือศึกษาลกัษณะรูปร่างของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีใช้สารเช่ือมพนัธะ

ดงักล่าวพบว่า เซลล์มีลกัษณะแบนและมีการแปรสภาพของเซลล์ (cell differentiation) ได้ไม่ดีนกั

เม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีดดัแปรพืน้ผิวอย่างเดียวไม่ได้ใช้สารเช่ือมพนัธะในการ

เช่ือมพนัธะสารแมทริกซ์นอกเซลล์ ซึง่อาจอธิบายได้จาก เม่ือมีการเช่ือมพนัธะระหวา่งสารแมทริกซ์

นอกเซลล์แล้วอาจท าให้เกิดการอุดตนัจากสารแมทริกซ์นอกเซลล์ในรูพรุนของกระดาษจึงท าให้

เซลล์ไม่สามารถแทรกตัวเข้าไปแล้วเกิดการแบ่งตัวแบบสามมิติได้ และการเช่ือมพันธะของ

สารแมทริกซ์นอกเซลล์ท าให้สารแมทริกซ์นอกเซลล์มีความแข็งมากขึน้ (matrix stiffness) จงึสง่ผล

ให้เซลล์เกิดการเปล่ียนแปลงทางโครมาทินและเกิดการปรับเปล่ียนระบบเส้นใยภายในเซลล์ 

(cytoskeleton) ดงัการศึกษาของ Ryan และคณะ (119)  ดงันัน้การเช่ือมพนัธะระหว่างสารแมท

ริกซ์นอกเซลล์ในงานวิจยันี ้จึงไม่เหมาะสม จากผลการทดลองการเพาะเลีย้งเซลล์เป็นเวลานาน 

28 วัน เพ่ือศึกษาความสามารถในการรอดชีวิตของเซลล์และการเปล่ียนสภาพของเซลล์พบว่า 

เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดาษท่ีดดัแปรพืน้ผิวเป็นเวลา 21 วนั (ไม่ได้เช่ือมพันธะระหว่างสารแมท

ริกซ์นอกเซลล์) มีการแสดงลักษณะของเซลล์ท่ีมีเหมือน enterocytes ท่ีพบในล าไส้เล็ก โดยพบ

การเจริญของวิลไลทางด้านบนของเซลล์ และมีรอยต่อของเซลล์ (tight junction) ท่ีชัดเจน ซึ่ง

สอดคล้องกบังานวิจยัท่ีท าโดย Esther Cohen และคณะ (120) แตเ่ม่ือพิจารณาการมีชีวิตรอดของ

เซลล์ในช่วงวันท่ี 7, 14, 21 และ 28 วัน พบว่าการเพิ่มขึน้ของเซลล์ไม่ได้แตกต่างกัน ซึ่งอาจเกิด

จากการใช้จ านวนเซลล์เร่ิมต้นปริมาณมากในการเพาะเลีย้ง ในพืน้ท่ีจ ากดั จึงท าให้เซลล์หยดุการ

แบ่งตัวเม่ือสัมผัสเซลล์ด้านข้าง (contact inhibition) (121)  ซึ่งควรมีการศึกษาต่อไปโดยใช้

ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นต่างกัน และติดตามไปจนครบ 28 วนั จากผลการศึกษาวิจัยการพฒันาการ

เพาะเลีย้งเซลล์ล าไส้ของมนษุย์บนกระดาษท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิว สามารถสรุปได้ว่าการเพาะเลีย้ง

เซลล์บนกระดาษท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิว สามารถส่งเสริมให้เซลล์มีการแบ่งตวัแบบสามมิติและมี

การแสดงออกของเซลล์ทัง้ด้านรูปร่าง (cell morphology) การเจริญเติบโต (cell proliferation) 

และ การแปรสภาพของเซลล์ (cell differentiation) ได้เซลล์ท่ีมีลกัษณะเหมือนเซลล์ล าไส้ท่ีอยู่ใน

ร่างกายมนุษย์ จึงสามารถน าไปใช้เพ่ือการศึกษากลไกการเกิดโรคและเพ่ือใช้ในการศกึษาวิจยัยา

ชนิดใหมไ่ด้ในอนาคต  

 ทัง้นีก้ารศึกษาการแสดงออกของโปรตีนไทต์จงัก์ชัน่มีความส าคญั เน่ืองจากโปรตีนไทต์

จงัก์ชัน่เป็นโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีในการยึดเซลล์เข้าด้วยกนัเพ่ือปอ้งกนัการบกุรุกของเชือ้จลุชีพ หรือสิ่ง
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แปลกปลอมภายนอกร่างกาย รวมทัง้เพ่ือปอ้งกนัการสญูเสียน า้ และใช้ในการส่ือสารระหวา่งเซลล์  

โปรตีนไทต์จงัก์ชั่นชนิด ZO-1 เป็นโปรตีนภายนอก (peripheral membrane protein) ชนิดแรกท่ี

ถกูศกึษาและระบเุป็นชนิดของโปรตีนไทต์จงัก์ชัน่ (122) ซึ่งโปรตีน ZO-1 ท าหน้าท่ีเป็นโปรตีนโครง

ร่างท่ีส าคญัและมีโดเมนท่ีส าคญัในการเช่ือมต่อกับโปรตีนรอยต่อชนิดอ่ืน ๆ (123) จากผลการ

เพาะเลีย้งเซลล์ล าไส้ของมนษุย์บนกระดาษท่ีมีการดดัแปรพืน้ผิวด้วยสารแมทริกซ์นอกเซลล์พบว่า 

เซลล์ HT-29 สามารถแสดงออกการสร้างโปรตีน ZO-1 ได้เม่ือท าการศึกษาโดยใช้แอนติบอดีชนิด

ท่ีหนึ่ง (primary antibody) ท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน ZO-1 และใช้แอนติบอดีชนิดท่ีสอง (secondary 

antibody) ท่ีติดสารเรืองแสง Alexa 488 เพ่ือติดตามต าแหน่งของการแสดงออกของโปรตีน โดย

พบว่าโปรตีน ZO-1 เป็นโปรตีนท่ีแสดงออกบริเวณด้านบน (apical) ของเซลล์บริเวณรอยเช่ือมต่อ

ระหว่างเซลล์ แต่จากผลการทดลองพบว่ามีการติดสีในบริเวณไซโตพลาสซึมร่วมด้วย ซึ่งอาจเกิด

จากการจบักันแบบไม่จ าเพาะของแอนติบอดีชนิดท่ีหนึ่ง หรือ โปรตีน  ZO-1 ถกูท าลายจากการใช้

สารคงสภาพเซลล์ (fixatives) ท่ีไม่เหมาะสม โดยจากการศกึษาของ Alysia และคณะ พบว่า การ

ใช้เมทานอล (methanol) หรือ เมทานอลผสมกบัแอซีโทน (methanol-acetone) ในอตัราส่วน 1:1 

เป็นสารคงสภาพเซลล์ต่อโปรตีน ZO-1 สามารถคงสภาพโปรตีนและถ่ายภาพการแสดงออกของ

โปรตีน ZO-1 ได้ชดัเจนมากกว่าการใช้สาร พาราฟอร์มลัดีไฮด์ 4 เปอร์เซ็นต์ (124) ซึ่งเป็นสารคง

สภาพเซลล์ชนิดเดียวกนักบัท่ีใช้ในการวิจยัครัง้นี ้

 ในส่วนของการพัฒนาต้นแบบไบโอเซนเซอร์ไร้สายส าหรับตรวจวัดการเจริญของไบโอ

ฟิล์มของเชือ้จุลชีพก่อโรค โดยหลกัการในการศกึษาวิจยันีเ้กิดจากการดดัแปลงหลกัการของเซลล์

เชือ้เพลิงจลุินทรีย์ (microbial fuel cell) เพ่ือใช้เชือ้จลุชีพในการเปล่ียนพลงังานจากสารอินทรีย์ไป

เป็นกระแสไฟฟ้า (125) โดยในการศึกษาวิจัยอาศัยคุณสมบัติของเชือ้จุลชีพในการขนส่ง

อิเล็กตรอนออกภายนอกเซลล์ (extracellular electron transfer) แล้วใช้วสัดท่ีุสามารถน าไฟฟ้าได้ 

เช่น ขัว้ไฟฟ้าคาร์บอนอสัณฐาน (glassy carbon electrode) ท าหน้าท่ีรับอิเล็กตรอน (electron 

sink) แล้วใช้อิเล็กตรอนท่ีเกิดขึน้นีใ้นการเปล่ียนแปลงซิลเวอร์คลอไรด์ท่ีมีคุณสมบัติในการน า

ไฟฟ้าต ่าให้กลบัเป็นซิลเวอร์ท่ีมีคณุสมบตัิในการน าไฟฟ้าท่ีดีขึน้ได้ จากการศกึษาท าการสงัเคราะห์

อนุภาคเงินนาโนและอนุภาคทองค าระดบันาโน แล้วผสมอนุภาคนาโนทัง้สองชนิดในอตัราส่วน 

1:5 ซึ่งวิธีในการทดลองอ้างอิงจากการทดลองของ Larpant และคณะ (126) เพ่ือใช้ในการดดัแปร

พืน้ผิวของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีน โดยใช้อนุภาคนาโนผสมเช่ือมระหว่างขัว้ไฟฟ้าช่วย (counter 
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electrode) และขัว้ไฟฟ้าท างาน  (working electrode) และท าให้ เกิดปฏิ กิ ริยาออกซิ เดชั่น 

อตัราส่วนของอนภุาคเงินนาโนท่ีใช้ในการทดลองนีเ้ป็นอตัราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีท าให้เกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชัน่จากอนภุาคเงินนาโนเพ่ือเพิ่มความต้านทานของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีน ซึง่หากใช้อนภุาค

ทองค าระดบันาโนท่ีมากขึน้อาจท าให้ไมส่ามารถเพิ่มความต้านทานของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนได้ด้วย

ปฏิกิริยาออกซิเดชั่น เน่ืองจากอนุภาคทองค าระดบันาโนจะเช่ือมต่อขัว้ไฟฟ้าทัง้สองยงัคงท าให้

ขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนมีคณุสมบตัใินการน าไฟฟ้าได้ 

จากการศกึษาคา่ศกัย์ไฟฟ้าวงจรเปิด พบวา่เชือ้จลุชีพก่อโรคท่ีใช้ในการศกึษาวิจยัทกุชนิด

ในงานวิจยันี ้สามารถพัฒนาศกัย์ไฟฟ้าท่ีมีค่าลบได้ ซึ่งเกิดขึน้จากการถ่ายโอนอิเล็กตรอนท่ีเกิด

จากการใช้สารอาหารไปยงัขัว้ไฟฟ้า และอิเล็กตรอนท่ีเกิดขึน้ท าให้เกิดค่าศกัย์ไฟฟ้าท่ีต่างกันเม่ือ

วัดเปรียบเทียบกับขัว้ไฟฟ้าอ้างอิง (Ag/AgCl reference electrode) แต่ค่าศักย์ไฟฟ้าท่ีเกิดขึน้ 

ขึน้อยู่กบัลกัษณะการเจริญของเชือ้แตล่ะชนิด เช่น เชือ้ P. aeruginosa สามารถสร้างศกัย์ไฟฟ้าท่ี

มีค่าลบมาก เน่ืองจาก เชือ้ P. aeruginosa สามารถให้อิเล็กตรอนแก่ขัว้ไฟฟ้าคาร์บอนอสณัฐาน

ได้โดยตรงแล้ว ยงัสามารถสร้างสารส่ือกลาง (mediator) ได้แก่สาร phenazines ท่ีท าหน้าท่ีในการ

ขนสง่อิเล็กตรอนจากภายในเซลล์ไปยงัขัว้ไฟฟ้าร่วมด้วย (127, 128) 

จากนัน้เม่ือทราบว่าเชือ้จุลชีพก่อโรคท่ีใช้ในการทดลองสามารถสร้างศกัย์ไฟฟ้าท่ีเป็นลบ

ได้ ผลการศกึษาความสามารถในการใช้อิเล็กตรอนเพ่ือน าไปใช้ในการเปล่ียนซิลเวอร์คลอไรด์ท่ีมี

คณุสมบตัิในการน าไฟฟ้าต ่า ให้กลบัเป็นซิลเวอร์ท่ีมีคณุสมบตัิท่ีดีในการน าไฟฟ้าได้ ดี พบว่าการ

เพาะเลีย้งเชือ้แบบ polymicrobial สามารถท าให้เกิดปฏิกิริยารีดักชั่นของซิลเวอร์คอลไรด์ 

เปล่ียนไปเป็นซิลเวอร์ และมีการเพิ่มขึน้ของกระแสไฟฟ้าเกิดขึน้ แต่กระแสไฟฟ้าท่ีเกิดขึน้ มี

ปริมาณกระแสท่ีวดัได้ไม่เท่ากนัในการทดลองแตล่ะครัง้ เน่ืองด้วย การดดัแปรพืน้ผิวของขัว้ไฟฟ้า

แบบพิมพ์สกรีน ในงานวิจัยนี ้ใช้เทคนิค drop casting ท่ีไม่สามารถควบคุมขนาดของแถบของ

อนภุาคนาโนและการเรียงตวัของอนภุาคนาโนได้ จึงท าให้เกิดความไม่แมน่ย าในการดดัแปรพืน้ผิว

บนขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนแตล่ะชิน้ และการท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ด้วยวิธีทางไฟฟ้าเคมี ท าให้

คา่ความต้านทานของแต่ละขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนแตกต่างกนั ดงันัน้จึงถือเป็นข้อจ ากดัของงานวิจยั

นี ้และควรศกึษาเพิ่มเตมิวิธีการดดัแปรพืน้ผิวของขัว้ไฟฟ้าให้แมน่ย ามากยิ่งขึน้ 

3
1

6
6

9
6

1
0

3
2



 

C
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
7
6
6
8
0
5
3
7
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
2
0
8
2
5
6
2
 
0
5
:
1
0
:
5
6
 
/
 
s
e
q
:
 
1
3

 86 

เม่ือน าเทคโนโลยีการส่ือสารแบบไร้สายชนิด RFID มาใช้ร่วมในการติดตามการเจริญของ

เชือ้จลุชีพ ท าให้สามารถตดิตามการเจริญของเชือ้จลุชีพก่อโรคได้อย่างตอ่เน่ือง และทนัทว่งที โดย

ในงานวิจัยอาศัยปฏิกิริยาการจ่ายอิเล็กตรอน (oxidation) และปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอน 

(reduction) ของอนุภาคเงินนาโน เพ่ือติดตามการเจริญของเชือ้จลุชีพก่อโรคดงักล่าวข้างต้น และ

อาศยัการเปล่ียนแปลงความต้านของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนท่ีเช่ือมต่อกับสายอากาศของ RFID tag 

ซึ่งเคยมีรายงานใช้การเปล่ียนแปลงความต้านทานในการตรวจวัดปริมาณไอระเหยของ

แอลกอฮอล์โดย Steinberg และคณะ (129) และ การตรวจวดัความเข้มข้นของแก๊สไนโตรเจนได

ออกไซด์ในอากาศ โดย Clément และคณะ โดยเม่ือมีความเข้มข้นของแก๊สไนโตรเจนไดออกไซด์

เพิ่มขึน้  ความต้านทานจะเพิ่มมากขึน้ตามไปด้วย (103) ซึ่งการทดลองนีป้ระยุกต์ใช้การ

เปล่ียนแปลงความต้านทานของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนโดย เม่ือมีการเจริญของเชือ้จุลชีพ ส่งผลให้

เกิดอิเล็กตรอนและอิเล็กตรอนท่ีเกิดขึน้ถูกใช้ในการรีดิวซ์ซิลเวอร์คลอไรด์ ท าให้คา่ความต้านทาน

ของขัว้ไฟฟ้าพิมพ์สกรีนลดลงและท าให้คา่ความต้านทานของเสาอากาศของ RFID tag ลดลงตาม

ไปด้วย ด้วยเหตุนี ้เคร่ืองวิเคราะห์สัญญาณ (network analyzer) สามารถตรวจจับได้ด้วยการ

เปล่ียนแปลงในความถ่ีซึ่งสามารถท าให้ติดตามการเจริญของเชือ้จุลชีพแบบไร้สายได้ อย่างไรก็

ตาม การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้นีไ้ม่จ าเพาะ ยงัไม่สามารถระบชุนิดของเชือ้จลุชีพก่อโรคท่ีท าให้เกิด

การถ่ายทอดอิเล็กตรอนได้  

 โดยจากผลการวิจยัทัง้สองสว่นสามารถน ามาประยกุต์ใช้ในการศกึษากลไกการเกิดโรคใน

ระบบทางเดินอาหาร เช่น โรคมะเร็งล าไส้ (Colorectal cancer) กลุ่มโรคท่ีมีการอกัเสบของระบบ

ทางเดินอาหาร (Inflammatory Bowel Disease) และ แผลในระบบทางเดินอาหาร (Gut wound) 

ท่ีเกิดจากการสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้จลุชีพก่อโรคท่ีเซลล์ล าไส้ โดยการประยกุต์ใช้เทคนิคการพิมพ์

สกรีนขัว้ไฟฟ้าลงบนพืน้ผิวของกระดาษ และเป็นไปได้ท่ีจะท าการเพาะเลีย้งเซลล์ลงกระดาษท่ีมี

ขัว้ไฟฟ้าโดยตรงและใช้เทคนิคการติดตามแบบไร้สาย (wireless biosensor) ในการติดตามการ

เปล่ียนแปลงของเซลล์ เช่น การเจริญของเซลล์ (cell proliferation) หรือการตายของเซลล์ (cell 

death) หรือกรณีเซลล์ล าไส้หากไทต์จงัก์ชัน่ ถูกท าลายจากการบุกรุกของเชือ้จุลชีพก่อโรค ซึ่งจะ

สามารถติดตามการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้ได้อย่างทนัท่วงที ซึ่งอาจท าให้นกัวิจยั เข้าใจกลไกการ

ก่อโรคได้ดียิ่งขึน้ นอกจากนีโ้มเดลนี ้ยงัสามารถใช้ศกึษาการตอบสนองของเซลล์ล าไส้ตอ่ยารักษา

โรคชนิดใหม่ได้อีกด้วย ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงมีประโยชน์อย่างยิ่งเพ่ือการศกึษากลไกการเกิดโรคและ
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การเฝ้าระวงัการติดเชือ้จลุชีพ ท่ีจะเป็นประโยชน์ต่อประชาชนและประเทศไทยในการเข้าสู่สงัคม

ผู้สงูอายใุนอนาคตอนัใกล้นี ้ 
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ประวัติผ ู้เขียน 
 

ประวัตผู้ิเขียน 
 

ชื่อ-สกุล นายปัณณวชิญ์ ถิรบวรกิจพิธาน 
วัน เดือน ปี เกดิ 07 กมุภาพนัธ์ 2534 
สถานที่เกดิ นครปฐม 
วุฒกิารศึกษา ส าเร็จการศกึษาวิทยาศาสตรบณัฑิต (เทคนิคการแพทย์) เกียรตนิิยม อนัดบั 1 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยลยั เมื่อปี พ.ศ. 2558 และได้เข้าศกึษาตอ่ระดบับณัฑิตศกึษา 
หลกัสตูรชีวเคมีคลนิิกและอณทูางการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2559 โดยได้รับทนุสนบัสนนุการศกึษาทนุอดุหนนุ
การศกึษาระดบับณัฑิตศกึษาจฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เพื่อเฉลมิฉลองวโรกาสที่
พระบาทสมเดจ็พระเจ้าอยูห่วัทรงเจริญพระชนมายคุรบ 72 พรรษา ทนุสนบัสนนุ
นิสติระดบัปริญญาเอกและโทไปท าวิจยัในตา่งประเทศ และ ทนุ 90 ปี จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั   
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