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Background The bone substitute materials are expensive and imported.

Objective This study aimed to study the properties of the human dermal-

extracted solution mixed with bone powder shaped into scaffold

on the healing of rat’s calvarial bone defects which are determined

by radiopaque area in computed tomography (CT scan) and

new bone formation in histological study.

Design Experimental study.

Materials and Methods Dermal-extracted solution, dermal-extracted solution mixed with

bone powder, bovine collagen type I, and bovine collagen type I

mixed with bone powder were structured into scaffolds and

embedded into 24 female rats, aged between 12 - 14 weeks,

Wistar rats’ calvarial bone defects. The rats were divided into

6 groups according to the tested material which were dermal-

extracted solution, dermal-extracted solution mixed with bone

powder, bovine collagen type I, bovine collagen type I mixed

with bone powder commercial collagen product (CollaPlug®)

and sham group. The rats were sacrificed 12 weeks after

embedded. The calvarial bone defects were cut and examined

with CT scan and histological study.
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Setting Faculty of Medicine, Chulalongkorn University.

Results CT scans showed no statistical differences in both periphery

and center of bone defects between dermal-extracted solution

and dermal-extracted solution with bone powder (peripheral

p = 0.429, central p = 0.143.) However, from histological study,

the bone formation of dermal-extracted solution group was

significantly more than the other groups except the dermal-

extracted solution mixed with bone powder. The bone formation

of dermal-extracted solution group was not statistically different

from the dermal-extracted solution mixed with bone powder

group. No complete bone bridge was found in any defects.

Conclusion Scaffolds from dermal-extracted solution and Dermal-extracted

solution mixed with bone powder both have osteoinductive

property. However, bone powder did not improve the property

of scaffolds.
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ในการหายของแผลกะโหลกหน

อดศิร หาญวรวงศ,์ ถนอม บรรณประเสรฐิ. ประสทิธภิาพของโครงเนือ้เยือ่สังเคราะหจ์ากสาร

สกัดผิวหนังผสมผงกระดูก ในการหายของแผลกะโหลกหนู. จุฬาลงกรณ์เวชสาร 2555

ม.ค. -ก.พ.; 56(1): 87 - 100

เหตุผลของการทำวิจัย ในปัจจุบันวัสดุแทนกระดูกส่วนใหญ่มีราคาแพงและไม่สามารถผลิต

ได้เองในประเทศ

วัตถุประสงค์ ศึกษาถึงประสิทธิภาพของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห์จากสารสกัดผิวหนัง

ผสมผงกระดูก  ซึ่งเป็นวัสดุโพลิเมอร์ธรรมชาติในการหายของแผล

กะโหลกหนู โดยประเมินผลประสิทธิภาพของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห์

ด้วยภาพถ่ายเอ็กซ์เรย์คอมพิวเตอร์โดยดูจากบริเวณทึบแสง และ

การเกดิเนือ้เยือ่กระดกูใหมจ่ากภาพ ทางจลุกายวภิาคศาสตร์

รูปแบบการวิจัย การศกึษาทดลอง

วัสดุและวิธีการ นำสารสกดัจากผวิหนงั สารสกดัจากผวิหนงัผสมผงกระดกู คอลลาเจน

ชนดิที ่ 1  จากววั คอลลาเจนชนดิที ่ 1 จากววัผสมผงกระดกูมาขึน้รปู

แล้วนำไปฝังในแผลขนาด 5 มิลลิเมตรที่กะโหลกศีรษะของหนูวิสต้าร์

เพศเมีย อายุ 12 -14 สัปดาห์ จำนวน 24 ตัว โดยแบ่งเป็น 6 กลุ่ม

กลุ่มละ 4 ตัว คือ กลุ่มจากสารสกัดจากผิวหนัง สารสกัดจากผิวหนัง

ผสมผงกระดูก คอลลาเจนชนิดที่ 1 จากวัว คอลลาเจนชนิดที่ 1 จาก

วัวผสมผงกระดูก และผลิตภัณฑ์คอลลาเจนที ่ขายในท้องตลาด

(CollaPlug� ) และกลุ่มสุดท้ายปล่อยให้เกิดการหายของแผลตาม

ธรรมชาติ 12 สัปดาห์หลังจากการฝังชิ้นงาน หนูทั้งหมดถูกนำมาทำ

การุญฆาต แล้วตัดกะโหลกศีรษะมาเปรียบเทียบการหายของแผล

กระดูกทางภาพรังสีด้วยเครื่องเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์ และตรวจเนื้อเยื่อ

ทางจุลกายวิภาคศาสตร์ด้วยการย้อม H&E เพื ่อตรวจหาการเกิด

เนื้อเยื่อกระดูกใหม่

สถานที่ทำการศึกษา อาคาร อปร. คณะแพทยศาสตร ์จุฬาลงกรณม์หาวทิยาลยั
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ผลการศึกษา เมื ่อเปรียบเทียบความแตกต่างของความทึบแสงที่บริเวณกะโหลก

ศีรษะหนูจากภาพรังสีทั ้งที ่บริเวณขอบแผลและกลางแผลของกลุ่ม

สารสกัดจากผิวหนังและกลุ่มสารสกัดจากผิวหนังที ่ผสมผงกระดูก

พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

ท่ีบริเวณขอบแผล (p = 0.429) และทีบ่ริเวณกลางแผล (p = 0.143) แต่

เมื่อเปรียบเทียบการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกใหม่ทางจุลกายวิภาคศาสตร์

ของกลุ่มที่ฝังชิ้นงานที่ทำจากสารสกัดจากผิวหนังกับกลุ่มอื่น ๆ ยกเว้น

กลุ่มสารสกัดผิวหนังผสมผงกระดูก พบว่ากลุ่มสารสกัดจากผิวหนังมี

การสร้างกระดูกใหม่มากกว่าอย่างมีนัยสำคัญ (p <0.05) อย่างไร

ก็ตามเมื่อนำมาเปรียบเทียบกับกลุ่มสารสกัดผิวหนังผสมผงกระดูก

กลบัพบวา่ไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมนียัสำคญั  (p = 0.143) และไมพ่บ

การสร้างเนื้อเยื่อกระดูกทดแทนเต็มรอยวิการเลย

สรุป โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห์ที่ขึ้นรูปจากสารสกัดจากผิวหนังและสารสกัด

ผิวหนังผสมกระดูกต่างก็มีคุณสมบัติที่ดีในการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกใหม่

เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอื่น ๆ อย่างไรก็ตามกระดูกที่เติมลงไปไม่ได้

มีส่วนช่วยให้เกิดการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกใหม่ที่ดีกว่าการใช้สารสกัด

จากผวิหนงัแตเ่พยีงอยา่งเดยีว

คำสำคัญ โครงเล้ียงเซลล์กระดูก, สารสกัดจากผิวหนัง, การเกิดเน้ือเย่ือกระดูกใหม่.:
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กระดูกเป็นอวัยวะที ่มีการซ่อมแซมตัวเองได้

โดยปกติแล้วจะมีการสร้างและทำลายอยู ่ตลอดเวลา

ซ่ึงจะถกูควบคมุโดยปจัจัยตา่ง ๆ   เช่น แรงจากการบดเคีย้ว

แรงจากเครื่องมือจัดฟัน เป็นต้น โดยกระบวนการสร้าง

กระดูกจะเกิดขึ้นด้านตรงข้ามกับแนวแรงนั้น   อย่างไรก็

ตามหากบริเวณกระดูกเบ้าฟันเกิดการเสียสมดุลของแรง

เช่นเกิดการสูญเสียฟัน ก็จะทำใหก้ารละลายตวัของกระดกู

เป็นไปอยา่งรวดเรว็ โดยเฉพาะกระดกูเบา้ฟนัมกีารละลาย

ตัวอย่างรวดเร็วมากในปีแรก และภายหลังถอนฟันเพียง

3 ปี กระดกูเบา้ฟนัมีการละลายตวัลงในแนวดิง่ 40 - 60 %

และละลายตวัลงตอ่เนือ่งอีกปีละ 0.25 - 0.5 % นอกจาก

นั้นแล้วในแนวขวางของสันกระดูก ยังมีการละลายตัวลง

50%  ในปีแรกโดยที่ 2 ใน 3 ของระยะที่มีการละลายตัว

ลงเกิดขึ้นใน 3 เดือนแรกหลังการถอนฟัน(1) ดังนั้นการ

รักษาปริมาตรของกระดูกเบ้าฟันไม่ให้มีการละลายตัวลง

ภายหลังถอนฟัน ทั้งความกว้างและความสูงของระดับ

กระดูกเบ้าฟัน จึงมีความจะเป็นอย่างยิ่งสำหรับการใส่ฟัน

ด้วยรากฟันเทียม และในกรณีที่มีการละลายตัวลงของ

กระดูกเบ้าฟันแล้วก็จำเป็นที่จะต้องมีการปลูกกระดูกขึ้น

ทดแทน (2)

อย่างไรก็ตาม วัสดุแทนกระดูกส่วนใหญ่ยังมีข้อ

จำกัดและปัญหาในการใช้งานเนื่องจากวัสดุแทนกระดูก

ส่วนใหญ่อยู่ในกลุ่มเซรามิค ไม่มีคุณสมบัติในการเหนี่ยว

นำเอาเซลลต์น้กำเนดิมายงับรเิวณทีป่ลูกกระดกู และวสัดุ

ท่ีอยู่ในกลุ่มอินทรีย์ท่ีมีขายในท้องตลาด เช่น (CollaPlug®)

ยังมีการสลายตัวไปเร็วเกินกว่าการสร้างกระดูกใหม่ (3)

และวัสดุในท้องตลาด ส่วนใหญ่มีลักษณะเป็นผงทำให้

ควบคุมรูปร่างยาก ต้องใช้งานร่วมกับแผ่นไทเทเนียม

เมื่อเกิดการสร้างกระดูกแล้วต้องผ่าตัดเอาแผ่นไทเทเนียม

ออก  ทำให้ต้องทำการผ่าตัดหลายครั้ง(4) นอกจากนั้น

วัสดุแทนกระดูกที่นำเข้าจากต่างประเทศมีราคาสูงเช่น

PepGen P-15 ราคาสงูมากสว่น Bio-Oss, Biogran และ

Cerasorb ราคาคอ่นขา้งสงู (5)  อยา่งไรกต็ามผูท้ำการวจัิย

ได้เลือกที่จะใช้ (CollaPlug®) ในงานวิจัยนี้  เนื่องจาก

ราคาไม่สูงมากและมีองค์ประกอบเป็นคอลลาเจนเช่น

เดียวกับสารสกัดจากผิวหนัง

ผู ้ทำการวิจัยจึงต้องการที ่จะพัฒนาวัสดุแทน

กระดูกที่ใช้ในงานทันตกรรมรากเทียม ให้มีคุณสมบัติที่ดี

ดงัตอ่ไปนี ้(6,7)

1. มคีวามเขา้กนัไดก้บัร่างกาย

2. มีความคงตวัสงู ควบคมุรูปร่างได ้ทำใหใ้ช้งาน

ได้ง่ายในบริเวณกระดูกขากรรไกร

3. มีระยะเวลาในการสลายตัวอย่างเหมาะสม

ทำให้รักษาปริมาตรเพื่อรอให้เกิดการสร้างกระดูกใหม่

4. มีค ุณสมบัต ิท ี ่ด ีในการเป ็นโครงเน ื ้อเย ื ่อ

สังเคราะหส์ำหรบัเซลลก์ระดกู สามารถสง่สญัญาณใหเ้กดิ

การชักนำเซลล์ต้นกำเนิดมายังบริเวณที่มีการทำการปลูก

กระดูกรวมไปถึงชักนำให้เกิดการเพิ ่มจำนวนเซลล์ต้น

กำเนิดและเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกได้ ซึ่งก็จะ

ทำให้มีกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อกระดูกใหม่

กระดกูเปน็เนือ้เยือ่เกีย่วพนัชนดิพเิศษ ซ่ึงเนือ้เยือ่

เกีย่วพนัทกุ ๆ ชนิดตา่งกมี็เซลล์และเมทรกิซ์นอกเซลลเ์ป็น

องค์ประกอบ ในส่วนเมทริกซ์นอกเซลล์ของกระดูกนั้น

ถือว่ามีความซับซ้อนมาก ประกอบด้วยสารจำพวก

คาร์โบไฮเดรต และโปรตีน เป็นหลัก รวมทั้งคอลลาเจน

ซึ่งเป็นโปรตีนเส้นใยที่พบมากที่สุดในร่างกายคนเรา คือ

ประมาณร้อยละ 30 ของน้ำหนักของโปรตีนทั้งหมดใน

ร่างกายและก็พบมากในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน ส่วนเมทริกซ์

นอกเซลล์ผิวหนังแท้ก็มีองค์ประกอบหลักเป็นคอลลาเจน

ชนิดที่ 1 เช่นเดียวกับในเนื้อเยื่อกระดูก นอกจากนั้นยังมี

องค์ประกอบอื่น ๆ ในเมทริกซ์นอกเซลล์ ที่คล้ายคลึงกับ

กระดกู จะแตกตา่งไปบา้งกเ็ปน็ในเรือ่งของสดัสว่น ซ่ึงกจ็ะ

ขึ้นอยู่กับ ตำแหน่งของกระดูก  ตำแหน่งของผิวหนังแท้

ระดบัความลกึ เพศ  อาย ุเป็นตน้

ผู ้ว ิจัยมีแนวความคิดว่าองค์ประกอบอินทรีย์

ในเมทริกซ์นอกเซลล์ของผิวหนังมีคอลลาเจน ชนิดที่ 1

เป็นองค์ประกอบหลัก  ซึ่งเป็นคอลลาเจนชนิดเดียวกันกับ

ที่พบในเนื้อเยื้อกระดูก (8) หากนำมาพัฒนาด้วยการผสม

ผงกระดูกซึ่งมีองค์ประกอบอนินทรีย์หลักคือ แคลเซียม

ฟอสเฟต อีกทัง้ในผงกระดกูยงัมโีปรตนีโมเลกลุตา่ง ๆ ทีมี่
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ผลต่อการเหนี่ยวนำให้เกิดเนื้อเยื่อกระดูก เข้าไปในสาร

สกัดจากผิวหนังและ ขึ้นรูปให้เหมาะสมต่อการนำไปใช้

ในบริเวณที่มีความวิการของกระดูกเบ้าฟันเช่น บริเวณ

ที่มีการละลายตัวลงของกระดูกเบ้าฟันภายหลังสูญเสีย

ฟันจะช่วยทำให้โครงเลี้ยงเซลล์มีคุณสมบัติที่ดีขี้นในการ

เหนี่ยวนำให้เซลล์ต้นกำเนิดเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์

ปลายทางที่ต้องการ  โดยจากงานวิจัยของ Kohles และ

คณะ (9) ได้ทำการทดลองในกระดูกขากรรไกรลิงเปรียบ

เทียบการเกิดกระดูกใหม่ขึ้นทดแทนรอยวิการของกระดูก

พบว่าคอลลาเจนความเข้มข้น 20 mg/mlต่อกระดูกใน

สัดส่วน 60:40 โดยมวล ทำให้เกิดการเติมรอยวิการของ

กระดูกใหม่ได้มากที่สุดเมื่อเทียบกับสัดส่วนคอลลาเจน

ต่อกระดกู 20:80, 40:60 และคอลลาเจนปราศจากกระดกู

โดยโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห์ จากสารสกัดผิวหนังผสมผง

กระดูกจะถูกนำไปปลูกทดแทนบริเวณที่มีความวิการเกิด

ขึ ้นและสลายตัวไปภายหลังจากที ่มีการสร้างเนื ้อเยื ่อ

กระดูกขึ้นมาใหม่ในเนื้อเยื่อกระดูก

วิธีการศึกษา

1. การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์สำหรับกระดูก

นำผิวหนังมาแช่ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์

ผิวหนังที่ได้จะมีลักษณะนุ่มบวมน้ำเพิ่มขึ้น สามารถลอก

ผิวหนังชั ้นหนังกำพร้าออกได้ง่าย เมื ่อลอกผิวหนังชั ้น

หนังกำพร้าออกจนหมดรวมทั้งลอกกำจัดเนื้อเยื่อไขมัน

ที ่ติดปนมาออกจนหมดเรียบร้อยแล้วจะได้ผิวหนังชั ้น

หนังแท้ที่มีลักษณะสีขาว   นำมาปั่นด้วยเครื่องปั่นเพื่อให้

หนังแท้ละลายเป็นเนื้อเดียวกันในสารละลายกรดแอซิติก

สารละลายผิวหนังชั้นหนังแท้ถูกนำมาผสมให้กลมกลืน

เป็นเนื้อเดียวกันอีกครั้งด้วยด้วยเครื่อง Homogenizer

ซึ่งจะทำให้ได้สารละลายผิวหนังชั้นหนังแท้ที่มีลักษณะ

หนดื ขน้ สีขาว

จากนัน้เตรยีมจากสารละลายคอลลาเจนชนดิท่ี 1

(Collagen type I) ความเข้มข้นร้อยละ 0.8 โดยมวล/

ปริมาตร (ในสารละลายกรดแอซิติก ความเข้มข้น 0.05

โมลาร์) โดยใช้คอลลาเจนชนิดที่ 1 จากบริษัท Sigma-

Aldrich corporation  เนื่องจากเป็นคอลลาเจนที่นิยมใช้

ในการเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห์ในงานด้านวิศวกรรม

เนื ้อเยื ่อ ลักษณะของสารละลายคอลลาเจนชนิดที ่ 1

ท่ีเตรยีมไดมี้ลักษณะเหนยีวหนดืเกาะกนัเปน็กอ้น  ใสไม่มี

สี   ใสกวา่สารสกดัจากผวิหนงั นำสารสกดัจากผวิหนงัมา

ขึ ้นรูปโดยทำการขึ ้นรูปทั ้งแบบ ผสมผงกระดูกและไม่

ผสมผงกระดกูเชน่เดยีวกบัสารละลายคอลลาเจนชนดิที ่ 1

ทำให้ได้โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีความแตกต่างกัน 4 สูตร ใน

ส่วนของ sample ทำการผสมผงกระดูกลงในสารสกัด

จากผิวหนัง ในอัตราส่วน น้ำหนักแห้งของสารสกัดจาก

ผิวหนัง: ผงกระดูก เท่ากับ 60 : 40 ถูกนำมาเตรียมเป็น

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห์โดยการฉีดวัตถุดิบแต่ละชนิดเข้า

สู่แม่แบบขึน้รูป (Mould) จากเหลก็กลา้ไร้สนิม (Stainless

steel) รูปทรงสี่เหลี่ยม ร่องลึก 2 มม.หลังจากฉีดวัตถุดิบ

สำหรับทำโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห์เข้าสู่แม่แบบขึ้นรูปแล้ว

รูปที ่1.  สารสกดัจากผวิหนงั
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ในการหายของแผลกะโหลกหน

จะนำไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา

24 ชั่วโมง  เพื่อให้น้ำในสารละลายวัตถุดิบเกิดเป็นผลึก

น้ำแข็ง  จากนั้นจึงเปิดกระจกที่ปิดทับด้านบนออกแล้ว

จึงนำเข้าสู ่เครื ่อง Lyophilizer เพื ่อทำการระเหิดผลึก

น้ำแข็งออกจากวัตถุดิบภายใต้สภาวะสุญญากาศ  โดย

กระบวนการ Lyophilization หรือ Freeze drying  เมื่อ

วตัถดุบิแหง้สนทิดแีลว้ (ใช้ประมาณ 2 วนัในกระบวนการ

Lyophilization) จึงนำออกมาเข้าสู่ตู ้อบที่อุณหภูมิ 37

องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะสุญญากาศ เป็นเวลาอย่าง

น้อย 3 ชั่วโมง เพื่อเพิ่มอุณหภูมิของตัวอย่าง จากนั้น

จึงนำตัวอย่างออกมาจากแม่แบบขึ้นรูป แล้วนำตัวอย่าง

มาอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง

ภายใต้สภาวะสุญญากาศ ในขั้นตอนนี้จะเกิดกระบวน

การดึงโมเลกุลของน้ำออกจากโมเลกุลของวัตถุดิบทำให้

เกิดการเชื่อมขวางโมเลกุล (Cross linking) เมื่อสิ้นสุด

กระบวนการนี้จะทำให้ได้โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห์ที่มีความ

แข็งแรงมากขึ้น (8 , 10) โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห์จากวัตถุดิบ

แต่ละชนิด จะถูกทำแบบวงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง

5 มิลลิเมตร ดว้ยการเจาะดว้ย Biopsy punch 5 มิลลิเมตร

2. ข้ันตอนกอ่นผา่ตัด

สัตว์ทดลอง : หนูวิสตาร์เพศเมีย อายุ 12 - 14

สัปดาห์

การแบ่งกลุ่มสัตว์ทดลอง ใช้สัตว์ทดลอง 24 ตัว

แบ่งเปน็ 6 กลุ่ม

1. กลุ ่มควบคุม ปล่อยให้แผลหายเองตาม

ธรรมชาติ

2. ฝัง CollaPlugฎ  (วสัดใุนทอ้งตลาด)

3. ฝัง คอลลาเจนชนดิที ่1

4. ฝัง คอลลาเจนชนดิที ่1 + ผงกระดกู

5. ฝัง สารสกดัจากผวิหนงั

6. ฝัง สารสกดัจากผวิหนงั + ผงกระดกู

3. ข้ันตอนการผา่ตัด

หนถูกูนำมาดมยาดว้ยการฉดี Zoletil + Xylazine

solution zoletil 50 mg/ml ( Virbac animal health,

France) 30 mg/kg dose + Seton 2% (Xylazine,

Laboratoris Calier, S.A., Barcelona, Spain) 10 mg/kg

dose, ฉีดแบบ intra peritoneal จากนั้นให้ยาปฎิชีวนะ

Enrofloxacin (Genflaxcin, General Drugs House Co.,

Ltd.) 10 mg/kg, SC) จากนัน้ทำความสะอาดบรเิวณทีจ่ะ

ทำการผา่ตดัดว้ย 70% ethanol และ Betadine เปิดแผล

แบบ full thickness  แตเ่วน้ไมขู่ดส่วนทีเ่ป็นเยือ่หุ้มกระดกู

ออก เจาะกะโหลกหนูด้วยหัวกรอกลวง (Trephine bur)

เส้นผ่านศูนย์กลาง 4 มิลลิเมตรจะทำให้ได้รอยวิการของ

กระดูกขนาด 5 มิลลิเมตร (เส้นผ่านศูนย์กลางรอบนอก

5 มิลลิเมตร) (11-13) จากนั ้นใช้คีมหยิบชิ ้นกระดูกออก

และทำการห้ามเลือดด้วย ผ้าก็อซ แล้ววางชิ้นงานขนาด

5 มิลลิเมตร ลงในรอยวิการบนกระโหลกศรีษะหนู ยึดชิ้น

งานกบัเยือ่หุ้มกระดกูดว้ยไหมไนลอน (Prolene 6-0) แล้ว

ทำการเย็บปิดแผล

รูปที ่ 2.  การสรา้งรอยวกิารบนกะโหลกศรีษะหนู
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4. การจดัการหนหูลงัผา่ตัด

ทา Chloramphenicol ointment ลงบนแผล

แล้วจัดหนูอยู่ใน warming pad จนกระทั่งหนูฟื้นแล้วจึง

แยกกรงทำการติดป้ายเลขที่กรงแต่ละกรงด้วย ในวันที่ 1,

2, 3 หลังการผ่าตัดให้หนูกินน้ำที่ผสม Genfloxacin®
(Enrofloxacin) 3mg/วัน

5. การเก็บข้อมูลหลังการผ่าตัด

ทำการถา่ยภาพแผล ช่ังนำ้หนกั บันทกึผลอาการ

ของหนใูนวนัที ่1, 2, 3, 4, 5, 6,7  สัปดาหท่ี์ 2, 3, 4, 5, 6,

7, 8 ตามลำดับ ที ่สัปดาห์ที ่ 12 หนูทุกตัวถูกนำมา

การุนฆาตด้วยการให้ยาสลบ Thiopental เกินขนาด

ก่อนนำมาเก็บตัวอย่างชิ้นงานและเนื้อเยื่อกระดูกโดยรอบ

ดว้ย   โดยใชเ้ครือ่งกรอฟนัปลอมตดั เพือ่นำชิน้งานทัง้หมด

เก็บข้อมูลทางภาพรังสีและจุลกายวิภาคศาสตร์

6. การวเิคราะหข์อ้มลูทางจลุกายวภิาคศาสตร์

ช้ินงานทัง้หมด 23 ช้ิน (มีหนใูนกลุม่ควบคมุตาย

ไประหวา่งทดลอง 1 ตัว) ถูกนำไปแชใ่น 10 % ฟอร์มาลีน

24 ชั่วโมงก่อนทำละลายแคลเซี่ยม ด้วย EDTA จากนั้น

นำไปฝงัในพาราฟนิ แลว้ยอ้มสี hematoxylin and eosin

stain  เพือ่นำไปตรวจวเิคราะหผ์ล

7. การวเิคราะหข์อ้มลูทางภาพรงัสี

ทำการถ่ายภาพรังสีชิ ้นงานทั้งหมดด้วยเครื่อง

Dental X-ray unit (Exposure 50kV 7mA 0.4sec)

ลงบนแผน่รับภาพ Digital CCD และ เครือ่ง Cone beam

CT 3D Accutomo FPD-XYZ Slice View Tomograhy

(J.Morita, Kyoto, JAPAN) ภาพรงัสท่ีีไดจ้ะมรีายละเอยีด

สูงมาก  เนือ่งจากตวัรับภาพเปน็แบบ Amorphous Silicon

Flat Panel ซึ่งสามารถประมวลผลและสร้างภาพได้ทันที

โดยทุกบริเวณจะมีความคมชัดเท่ากันตลอดไม่มีการ

บิดเบี้ยวของภาพ  การวิเคราะห์ข้อมูลทางภาพรังสีผ่าน

โปรแกรม One Data Viewer Plus Software

8. ค่าสถิติ

ใช้ตาราง Chi-SquareTests  อ่านค่าทางสถิติ

Fisher’s Exact Test  ท่ีระดบัความเชือ่ม่ัน 95% (p <0.05)

ผลการศึกษา

1. ผลการวิเคราะห์ข้อมูลเชิงเปรียบเทียบระหว่าง

กลุม่ตวัอยา่งทางภาพรงัสี (14-16 )

จากภาพรังสีแสดงให้เห็น ว่ามีการตกผลึกของ

แคลเซียมทั้งที่กลางรอยแผลและที่ขอบของแผลที่ได้ทำ

การใส่ชิ้นงานที่ขึ้นรูปจากสารสกัดผิวหนังไว้ดังตารางที่ 1

และ ตารางที่ 2 ในขณะที่สารสกัดจากผิวหนังที่ผสมผง

กระดูกกลับพบการสะสมของแคลเซียมทีบริเวณกะโหลก

ศีรษะหนท่ีูบริเวณขอบแผลเพยีง 2 ช้ินงาน และการสะสม

ของแคลเซียมทีบริเวณกะโหลกศีรษะหนูที่บริเวณกลาง

แผลเพียงหนึ่งชิ้นงาน แต่เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่าง

ของการเกิดการสะสมของแคลเซียมที่บริเวณกะโหลก

ศีรษะหนูที่ทั้งที่บริเวณขอบแผล และกลางแผลของกลุ่ม

สารสกัดจากผิวหนังและกลุ่มสารสกัดจากผิวหนังที่ผสม

ผงกระดูกพบว่าต่างก็ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ

ท่ีระดบัความเชือ่ม่ัน 95% ท่ีบริเวณขอบแผล (p = 0.429)

และทีบ่ริเวณกลางแผล (p = 0.143)

รูปที ่3. แสดงการเกบ็ตวัอยา่งชิน้งาน
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ในการหายของแผลกะโหลกหน

รูปที ่4.  แสดงการตกผลกึของแคลเซีย่มในรอยวกิารของกะโหลกศรีษะหนู

ตารางท่ี 1. แสดงการเกดิการสะสมของแคลเซยีมทบีริเวณกะโหลกศรีษะหนท่ีูบริเวณขอบแผล

                จำนวนหน/ูตัว

ชนิดของชิ้นงานที่ฝังลง ไม่เกิดการสะสม เกิดการสะสม

กะโหลกหนู ของแคลเซียม ของแคลเซียม รวม

สารสกัดจากผิวหนัง 0 4 4
 สารสกดัจากผวิหนงัผสม ผงกระดกู 2 2 4
 คอลลาเจนชนดิที ่1 3 1 4
 คอลลาเจนชนดิที1่ ผสมผงกระดกู 4 0 4
 CollaPlug® 0 4 4
 กลุ่มควบคมุ 3 0 3
รวม                                                                          12                                      11                          23

ตารางท่ี 2. แสดงการเกดิการสะสมของแคลเซยีมทบีริเวณกะโหลกศรีษะหนท่ีูบริเวณกลางแผล

                                                                     จำนวนหนู/ตัว

ชนิดของชิ้นงานที่ฝังลง     ไมเ่กดิ     เกดิ

กะโหลกหนู  calcification calcification รวม

สารสกัดจากผิวหนัง 0 4 4
 สารสกดัจากผวิหนงัผสม ผงกระดกู 3 1 4
 คอลลาเจนชนดิที ่1 4 0 4
 คอลลาเจนชนดิที1่ ผสมผงกระดกู 4 0 4
 CollaPlug® 4 0 4
 กลุ่มควบคมุ 3 0 3

   รวม                                                                       18 5                                 23
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การสะสมของแคลเซียมที่บริเวณกะโหลกศีรษะ

หนูที่บริเวณขอบแผลของกลุ่มสารสกัดจากผิวหนังเมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่ม CollaPlug® ไม่มีความแตกต่าง

อย่างมีนัยสำคัญ  ในขณะที่เปรียบเทียบความแตกต่าง

ของการเกิดการสะสมของแคลเซียมที่บริเวณกะโหลก

ศีรษะหนูที่ทั้งที่บริเวณขอบแผล และกลางแผลของกลุ่ม

สารสกัดจากผิวหนังเมื่อเปรียบเทียบ กับกลุ่มคอลลาเจน

ชนิดที่ 1, คอลลาเจนชนิดที่1 ผสมผงกระดูกและกลุ่ม

ควบคุม พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับ

ความเชื่อมั่น p <0.05 ทั้งสิ้นยกเว้นในกลุ่ม คอลลาเจน

ชนดิที ่ 1 ทีเ่มือ่เปรยีบเทยีบความแตกตา่งของการเกดิการ

สะสมของแคลเซียมที่บริเวณกะโหลกศีรษะหนูที่บริเวณ

ขอบแผล  พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที่

ระดบัความเชือ่ม่ัน 95% ( p = 0.143 )

2. ผลการวิเคราะห์ข้อมูลเชิงเปรียบเทียบระหว่าง

กลุม่ตวัอยา่งทางจลุกายวภิาคศาสตร ์ (15 -17)

จากข้อมูลข้อมูลเชิงเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม

ตัวอย่างทางจุลกายวิภาคศาสตร์ของกะโหลกศีรษะหนูที่

ทำการฝังด้วยโครงเลี้ยงเซลล์ ที่ทำมากจากกลุ่มสารสกัด

ผิวหนังนำมาเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ทำการฝังชิ้นงานชนิด

อ่ืน ๆ (ดงัแสดงในตารางที ่3)

รูปที ่5.  แสดงผลการเกดิเนือ้เยือ่กระดกูใหมท่ีบ่ริเวณแผลทีก่ะโหลกศรีษะหนู

ตารางที ่3. แสดงผลการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกใหม่ที่บริเวณแผลที่กะโหลกศีรษะหนูที่ทำการฝังชิ้นงาน

ชนิดตา่ง ๆ

               จำนวนหนู/ตัว

ชนิดของชิ้นงานที่ฝังลง ไม่พบการสร้าง พบการสร้าง

กะโหลกหนู กระดูกใหม่ กระดูกใหม่ รวม

สารสกัดจากผิวหนัง 0 4 4

สารสกดัจากผวิหนงัผสม ผงกระดกู 3 1 4

คอลลาเจนชนดิที ่1 4 0 4

คอลลาเจนชนดิที1่ ผสมผงกระดกู 4 0 4

CollaPlug® 4 0 4

กลุ่มควบคุม 3 0 3

รวม                                                                        18 5                                23
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ประสทิธภิาพของโครงเนือ้เยือ่สังเคราะหจ์ากสารสกดัผวิหนงัผสมผงกระดกู

ในการหายของแผลกะโหลกหน

พบว่าการเก ิดเนื ้อเย ื ่อกระดูกใหม่ที ่บร ิเวณ

แผลกะโหลกหนูของกลุ่มที่ฝังชิ้นงานที่ทำจากสารสกัด

จากผิวหนังมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับกลุ ่ม

คอลลาเจนชนิดที่ 1 คอลลาเจนชนิดที่1ผสมผงกระดูก

CollaPlug® และกลุ่มควบคุมที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

(p = 0-029) อย่างไรกต็ามเมือ่นำมาเปรยีบเทีย่บ กับกลุ่ม

สารสกัดผิวหนังผสมผงกระดูก กลับพบว่าไม่มีความ

แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที ่ระดับความเชื ่อมั ่น 95%

(p = 0.143)

การอภปิรายและสรปุผลการศกึษา

ผู้ทำการวิจัยได้เลือกที่จะใช้รอยวิการ ขนาดเส้น

ผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ของหนูวิสต้าร์มาทำการฝัง

ชิ้นงาน เนื่องจากรอยวิการขนาดเส้นผ่าศูนย์ 5 มิลลิเมตร

ถือเป็นรอยวิการขนาดเล็กที่สุดที่กระดูกจะไม่สามารถ

หายเองไดต้ามธรรมชาต ิ(18-20)  จะเหน็ไดจ้ากผลการศกึษา

ในกลุ่มควบคุม ที่ไม่มีกระบวนการสร้างกระดูกเกิดขึ้น

ภายในรอยวิการของกะโหลกศีรษะหนูเลย  ผลการศึกษา

ทางภาพถ่ายรังสี แสดงให้เห็นว่ามีเงาขาวเกิดขึ้นเนื่อง

จากมีการสะสมของแคลเซียมทั้งที่กลางรอยแผลและที่

ขอบของแผลของกะโหลกศีรษะหนู ที่ได้ทำการใส่ชิ้นงาน

ที่ขึ ้นรูปจากสารสกัดผิวหนังอย่างชัดเจนแต่ไม่พบการ

สะสมของแคลเซยีมภายในรอยวกิารของกะโหลกศรีษะหนู

ในกลุม่คอลลาเจนชนดิที ่1  และกลุม่ควบคมุเลย จึงแสดง

ให้เห็นว่าคอลลาเจนชนิดที่ 1 ไม่มีคุณสมบัติในการที่จะ

ทำให้เกิดการสะสมของแคลเซียมภายในรอยแผลที่ฝังชิ้น

งานได้ โดยเมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของการเกิด

การสะสมของแคลเซียมที่บริเวณกะโหลกศีรษะหนูที่ทั้ง

ที่บริเวณขอบแผล และกลางแผลของกลุ่มสารสกัดจาก

ผิวหนังเมื่อเปรียบเที่ยบกับกลุ่มคอลลาเจนชนิดที่ 1  และ

กลุ่มควบคุมพบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที่

ระดับความเชื่อมั่น p <0.05 ทั้งสิ้น แต่เมื่อเปรียบเทียบ

ความแตกต่างของการเกิดการสะสมของแคลเซียมที ่

บริเวณกะโหลกศรีษะหนท่ีูท้ังทีบ่ริเวณขอบแผล และกลาง

แผลของกลุ่มสารสกัดจากผิวหนังเทียบกับกลุ่มสารสกัด

จากผิวหนังที่ผสมผงกระดูกพบว่าไม่มีความแตกต่างอย่าง

มีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % ที่บริเวณขอบแผล

(p = 0.429) และที่บริเวณกลางแผล (p = 0.143) จาก

ผลการวิเคราะห์ทางภาพรังสีทำให้สามารถสรุปได้ว่า

ชิ้นงานที่ทำจากสารสกัดจากผิวหนังทำให้มีการสะสมของ

แคลเซียมที่บริเวณกลางรอยวิการได้ดีกว่าคอลลาเจน

ชนดิที ่ 1  แตไ่ม่มีความแตกตา่งกบั สารสกดัจากผวิหนงัที่

ผสมผงกระดูก

จากการศึกษาทางพยาธิวิทยาพบว่าการเกิด

เนื้อเยื่อกระดูกใหม่ที่บริเวณแผลกะโหลกหนูของกลุ่มที่ฝัง

ชิ้นงานที่ทำจากสารสกัดจากผิวหนังมีความแตกต่างอย่าง

มีนัยสำคญักบักลุ่มคอลลาเจนชนดิที ่1  และ กลุ่มควบคมุ

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p = 0.029) อย่างไรก็ตาม

เมื ่อนำมาเปรียบเทียบกับกลุ่มสารสกัดผิวหนังผสมผง

กระดูก กลับพบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที่

ระดับความเชื่อมั่น 95% (p = 0.143) แสดงให้เห็นว่า

สารสกัดจากผิวหนังมนุษย์มีคุณสมบัติในการเหนี่ยวนำ

การสร้างกระดกูใหม่ท่ีชัดเจนในขณะที ่คอลลาเจนชนดิท่ี  1

ไม่มี นอกจากนั้นผงกระดูกที่เติมลงไป โดยคาดหวังให้มี

ส่วนช่วยในการเหนียวนำการสร้างกระดูกใหม่กลับไม่มี

ผลที ่ดีกว่า กลุ่มที ่ฝังชิ ้นงานที่ขึ ้นรูปจากสารสกัดจาก

ผิวหนงัอยา่งเดยีว

จากการวิจัยที่เกิดขึ้นยังพบด้วยว่าการซ่อมแซม

รอยวิการของกระดูกด้วย scaffold เพียงอย่างเดียวไม่

สามารถเหนี่ยวนำให้เกิดการสร้างกระดูกใหม่ในช่องว่าง

โดยสมบูรณ์ได้ สรุปได้จากการที่ไม่มี scaffold ในกลุ่มใด

เลยที่สามารถทำให้เกิดการสร้างกระดูกปิดเต็มรอยวิการ

ขนาดเสน้ผ่าศนูย ์ 5 มิลลิเมตร ซ่ึงถอืเป็น  critical defect

ที่กระดูกไม่สามารถหายเองตามธรรมชาติได้ (11 )  โดยที่

โครงเลีย้งเซลลท่ี์ข้ึนรูปจากสารสกดัจากผวิหนงั มีศักยภาพ

ชัดเจนในการเหนี ่ยวนำการเกิดกระดูกใหม่ได้ชัดเจน

เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอื่น ๆ แต่ยังไม่มากพอที่จะเหนี่ยว

นำการสร้างกระดูกใหม่เพื่อซ่อมแซมรูโหว่โดยสมบูรณ์

จากผลการทดลองทางรงัสีพบวา่มีการสะสมของแคลเซยีม

ท่ีบริเวณขอบแผลในหลายกลุม่ทดลอง ซ่ึงไม่น่าจะเปน็ผล
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จากการเหนี่ยวนำของโครงเลี้ยงเซลล์ที่ทำการฝังลงไป

ในรอยวิการแต่เป็นผลมาจากการที่กระดูกมีกระบวนการ

ซ่อมแซมบาดแผลตามธรรมชาต ิ (21)

อย่างไรก็ตามจากผลการตรวจทางรังสียังแสดง

ให้เห็นว่ามีการสะสมของแคลเซียม ที่บริเวณกลางรอย

วิการในกลุ่มทดลองที่ฝังโครงเลี้ยงเซลล์ที่ทำจากสารสกัด

จากผิวหนัง ซึ ่งสอดคล้องกับผลการทดลองทางด้าน

จุลกายวิภาคศาสตร์ ซึ่งเห็นการเกิดกระดูกใหม่ที่บริเวณ

กลางรอยวิการเช่นกัน แต่กระดูกใหม่ที่เกิดขึ้นพบว่ามี

ลักษณะเป็นกระดูกใหม่เล็ก ๆ  ซึ่งยังไม่มีความต่อเนื่อง

จึงยังเป็นความท้าทายของนักวิจัยทางด้านวิศวกรรม

เนื้อเยื่อที่จะต้องพัฒนาโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีคุณสมบัติที่ดี

ยิ่งขึ้น ผลการทดลองที่ไม่เป็นไปตามสมมุติฐานที่ตั้งไว้อีก

ข้อหนึ่งคือการที่ผลการเกิดกระดูกใหม่ในกลุ่มที ่ใส่ผง

กระดูกไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับ

กลุ่มที่ไม่ได้ใส่ผงกระดูก  ทำให้สามารถวิจารณ์ได้ว่าผง

กระดูกไม่ได้มีส่วนช่วยเหนี่ยวนำให้เกิดการสร้างกระดูก

ใหม่เลย

ในรอยวิการของกระดูกที่มีขนาดใหญ่ เช่น แผล

ถอนฟัน จะไม่สามารถเกิดกระบวนการสร้างทดแทนได้

เองตามธรรมชาติได้เต็มรอยแผล โดยจะมีการละลายตัว

ลงหลังการหายของแผล หรือจะเกิดการหายของแผลที่

ทดแทนด้วยเนื้อเยื่ออ่อนชนิดอื่น ๆ ทำให้ต้องการวัสดุ

ทดแทนเปน็โครงสรา้งชัว่คราวทีท่ำใหเ้กดิการสรา้งเนือ้เยือ่

กระดกูใหม ่ (1, 22)  สารในกลุม่เส้นใยโปรตนี เช่น สารสกดั

จากผิวหนังที่ได้ใช้ในการวิจัยนี้ ยังคงเป็นทางเลือกที่ดี

เนื่องจากเป็นโปรตีนหลักชนิดเดียวกับที่มีในกระดูก ไม่มี

การต่อต้านจากร่างกาย ขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ได้ง่าย

และสลายตัวไปได้เองหลังจากการเกิดเนื้อเยื่อกระดูกใหม่

อย่างไรก็ตามจะต้องมีการพัฒนาเพิ่มคุณสมบัติที่ดีในการ

เหนี่ยวนำให้เกิดการสร้างกระดูกได้ดีกว่านี้ ซึ่งเป็นความ

ท้าทายที่ต้องใช้ความร่วมมือกันของนักวิจัยในหลาย ๆ

สาขา ไม่ว่าจะเป็นทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อ, ด้านเซลล์

ตน้กำเนดิ, ดา้นวศิวกรรมเคม ีตอ่ไป

กิตติกรรมประกาศ

ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากสำนักงานคณะ

กรรมการวิจัยแห่งชาติประจำปีงบประมาณ พ.ศ. 2551

นอกจากนี้คณะผู้ทำการวิจัยขอขอบพระคุณ อาจารย์ดัง

รายนามต่อไปนี้ที่มีส่วนช่วยให้งานวิจัยดำเนินไปได้อย่าง

ดี ด้วยการให้ข้อมูลรวมไปจนถึงเสนอข้อคิดเห็นต่าง ๆ

รศ.นพ.ทพ.สมชาย  เศรษฐศริิสมบัต,ิ รศ.ทพ.ดร.ประสทิธิ์

ภวสันต์, รศ.พญ.วิไล ชินธเนศ, พอ.ทพ.พิมล บำรุง,
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