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บทที ่3 
 

 

วธีิการด าเนินงานวจิยั 
 

 

 

3.1 การสังเคราะห์ถุงไขมันบรรจุแก๊ส 

การสังเคราะห์ถุงไขมนับรรจุแก๊สใชฟ้อสโฟไลปิด 2 ชนิด ไดแ้ก่ Phosphatidylcholine 

(PC) และ 1,2- Dipalmitoyl-sn-glyero-3-phospho-rac-(1-glycerol) (PG)  ซ่ึงฟอสโฟไลปิด
ทั้งสอง มีค่า Tm เท่ากบั 41C  โดยมีโครงสร้างเคมี ดงัภาพท่ี 9 และในกระบวนการสังเคราะห์
เลือกใชเ้ทคนิค Freeze thaw โดยมีขั้นตอนการสังเคราะห์ถุงไขมนับรรจุแก๊ส ดงัน้ี  

 

 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 9  โครงสร้างเคมีของ Phosphatidylcholine, PC (บน) และ 1,2- Dipalmitoyl-sn-glyero- 

  3-phospho-rac-(1-glycerol), PG (ล่าง) 
 
3.1.1 การท าแผ่นฟิล์มบาง 
 

ขั้นตอนการท าแผน่ฟิลม์บาง (thin film)  เป็นกระบวนการจดัเรียงโมเลกุลฟอสโฟไล
ปิดทั้งสองชนิด ให้เรียงตวัอยา่งเป็นระเบียบ  ภายใตอุ้ณหภูมิและความดนัท่ีเหมาะสม กล่าวคือ
ใชอุ้ณหภูมิท่ีไม่ท าให้โมเลกุลฟอสโฟไลปิดมีการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง คุณสมบติัทางเคมี 
คุณสมบติัทางกายภาพ   และปรับความดนัให้เหมาะสมกบัตวัท าละลายท่ีใช ้ เพื่อแยกตวัท า
ละลายออกจากโมเลกุลท่ีศึกษา  โดยใชเ้คร่ืองมือ Rotary vacuum evaporator มีขั้นตอนดงัน้ี 
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1) ละลาย PC และ PG ในอตัราส่วนโดยโมล 1:1, 5:1 และ 10:1 ดว้ยตวัท าละลายไตร
คลอโรมีเทน (organic phase) ใน Evaporation flask 

2) เปิดเคร่ืองมือ Rotary vacuum evaporator (Büchi Certificate Final Test 

Inspection, Rotavapor R-210/215, Heating Bath B-411, Vacuum Line V-

700, Flawil, Switserland) ตั้งอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 25C ตั้งความดนั 296 mbar 

และเปิดระบบหล่อเยน็ (water circulation system) ท่ีอุณหภูมิ 4C   เพื่อให้ตวัท า
ละลายท่ีระเหยเป็นไอควบแน่นกลายเป็นของเหลว 

3) น า Evaporation flask ท่ีบรรจุสารละลายฟอสโฟไลปิดท่ีเตรียมไวต่้อเขา้กบั
เคร่ืองมือ Rotary vacuum evaporator และเล่ือนสารละลายใน Evaporation 

flask ลงจุ่มในอ่างปรับอุณหภูมิ 

4) ท าการกลัน่ โดยหมุน Evaporation flask ดว้ยความเร็ว 84 rpm  กระทัง่ไม่มี
ของเหลวเหลืออยูใ่น Evaporation flask 

5) จะไดแ้ผน่ฟิลม์บางฟอสโฟไลปิดชนิด PC:PG ในอตัราส่วนต่างๆ  
 
3.1.2 การสร้างถุงไขมันบรรจุแก๊สด้วยเทคนิค Freeze thaw  
 

การละลายแผน่ฟิลม์บางฟอสโฟไลปิดชนิด PC:PG ออกจากผวิ Evaporation flask 
ท าไดโ้ดยใชส้ารละลายวฏัภาคท่ีเป็นน ้า (aqueous phase)  ร่วมกบัใชเ้ทคนิค Freeze thaw 

เพื่อใหแ้ผน่ฟิลม์บางเกิดการรวมตวัแบบสุ่มกลายเป็นถุงไขมนั มีขั้นตอนดงัน้ี 
1) เติมสารละลายบฟัเฟอร์ 0.01 mM Tris–HCl pH=7.4 ลงในแผน่ฟิลม์บาง ภายใน 

Evaporation flask   
2) จุ่ม Evaporation flask ลงในอ่างน ้าร้อนท่ีอุณหภูมิ 35–37C นาน 2 Min. 

3) จุ่ม Evaporation flask ลงในอ่างน ้าเยน็ท่ีอุณหภูมิ 4C นาน 2 Min. 

4) ผา่นแก๊สไนโตรเจนลงในสารละลาย (nitrogen blow) ภายใน Evaporation flask 

นาน 2 Min. 

5) ท าการใหค้วามร้อน ความเยน็ และแก๊สไนโตรเจน อยา่งละ 2 Min. ตามล าดบั 
จ านวน 9 รอบ 

6) ไดส้ารละลายท่ีมีถุงไขมนับรรจุแก๊สชนิด PC:PG ในอตัราส่วนต่างๆ 
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3.1.3 การท าให้ขนาดของถุงไขมันใกล้เคียงกนั (homogeneous) ด้วยเทคนิค Sonicate 
 

การสังเคราะห์ถุงไขมนับรรจุแก๊สดว้ยเทคนิค Freeze thaw   ถุงไขมนัท่ีไดจ้ะมีขนาด
แตกต่างกนั (heterogeneous)   เทคนิค Sonicate คือการใหค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูงแก่สาร
ตวัอยา่ง สามารถท าใหถุ้งไขมนัมีขนาดใกลเ้คียงกนั (homogeneous) [18]  มีขั้นตอนดงัน้ี  

1) ตั้งความถ่ี Sonicator probe ชนิดเขม็  (Sonicator UP50H, Hielscher 

Ultrasonics GmbH., Germany) เท่ากบั 30 kHz (50 w, amplitude 100%, 

pulse 100%) 
2) ใหค้วามถ่ีแก่สารละลายถุงไขมนับรรจุแก๊ส เป็นเวลา 5 Min. 

3) ท าการใหค้วามร้อน และความเยน็ ตามล าดบั จ  านวน 1 รอบ 

4) จะไดส้ารละลายท่ีมีถุงไขมนับรรจุแก๊ส ชนิด PC:PG ในอตัราส่วนต่างๆ  และเก็บ
รักษาถุงไขมนับรรจุแก๊สในท่ีมืด อุณหภูมิ 37C 

 

3.2 การตรวจสอบคุณสมบัติทางฟิสิกส์ของถุงไขมันบรรจุแก๊ส 
 

คุณสมบติัทางฟิสิกส์ของถุงไขมนับรรจุแก๊สท่ีศึกษา ไดแ้ก่ ขนาด และค่า Zeta-potential โดย
ใชว้ธีิโฟลไซโตมิตรี (flow cytometry) และ Dynamic Light Scattering (DLS)  

3.2.1 การวดัขนาดด้วยเทคนิค Flow cytometry 
 

วดัขนาดอนุภาคท่ีทราบค่า (standard size)  เพื่อสร้าง standard curve  คือกราฟ
ความสัมพนัธ์ระหวา่งขนาดอนุภาคท่ีทราบค่า กบัค่าการกระเจิงของแสง (Scatter) ท่ีวดัไดจ้าก
เคร่ืองมือ Flow cytometer และน ามาเทียบหาขนาดถุงไขมนับรรจุแก๊ส มีขั้นตอนดงัน้ี 

1) วดัค่าการกระเจิงของแสง ของอนุภาคท่ีทราบค่า (standard size)  คือ 0.5, 1.0 และ  
6.0 m 

2) วดัค่าค่าการกระเจิงของแสง ของถุงไขมนับรรจุแก๊สชนิด PC:PG อตัราส่วนโดย
โมลเท่ากบั 1:1, 5:1 และ 10:1  

3) หาความสัมพนัธ์ระหวา่งขนาดของอนุภาค กบัค่าการกระเจิงของแสง เพื่อสร้าง  
standard curve และค านวณหาขนาดของถุงไขมนับรรจุแก๊ส 

 

3.2.2 การวดัขนาดด้วยเทคนิค Dynamic Light Scattering (DLS)  
 

1) เจือจางถุงไขมนั 100 L ใน 0.01 mM Tris–HCl pH=7.4 ปริมาตร 1 mL ก่อน
ท าการวดัค่าขนาด  และค่า Zeta-potential ของถุงไขมนับรรจุแก๊ส  และท าการวดั
ค่าท่ีอุณหภูมิ 25C 
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3.3 การพสูิจน์เอกลกัษณ์ถุงไขมันบรรจุแก๊ส 

3.3.1 การตรวจสอบการเป็นถุงไขมัน และความเสถียรของถุงไขมัน ด้วยเทคนิค
Spectrofluorometry  

การพิสูจน์เอกลกัษณ์ท่ีแสดงการเป็นถุงดว้ยเทคนิค Spectrofluorometry สามารถใช้
พิสูจน์ลกัษณะถุงไขมนับรรจุแก๊สโดยใช ้ 1,6-diphenyl-1-3,5-hexatriene (DPH) ซ่ึงมี
คุณสมบติัของการเรืองแสงเม่ือเขา้ไปเรียงแทรกระหวา่งโมเลกุลไขมนัท่ีมีการเรียงตวัอยา่งเป็น
ระเบียบในบริเวณท่ีไม่มีขั้วของฟอสโฟไลปิด ซ่ึงสามารถวดัการเรืองแสงสูงสุดท่ีความยาว
คล่ืน 427 nm เม่ือกระตุน้ท่ีความยาวคล่ืน 370 nm ดงัภาพท่ี 10 ดงันั้นปริมาณการเรืองแสง
ของ DPH แปรผนัตามปริมาณถุงไขมนัท่ีสังเคราะห์ข้ึนท่ีมีลกัษณะของการเรียงตวัเป็นชั้น
อยา่งเป็นระเบียบ 
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ภาพท่ี 10  กราฟการกระตุน้ (excitation spectrum) และการเรืองแสง (emission spectrum) ของ  
               DPH เม่ือเขา้ไปแทรกส่วนไม่มีขั้วของฟอสโฟไลปิดบนผวิถุงไขมนัชนิด PC:PG ใน 

    ตวัท าละลาย Tris-HCl pH=7.4   

 
จากหลกัการพิสูจน์เอกลกัษณ์การเป็นถุงไขมนับรรจุแก๊สขา้งตน้ น ามาใชต้รวจสอบ

ความเสถียรของถุงไขมนับรรจุแก๊ส  โดยท าการวดัค่า Fluorescence intensity ท่ีเปล่ียนแปลง
ไป ดงัภาพท่ี 11  กล่าวคือการเรืองแสงของ DPH แสดงลกัษณะของถุงไขมนับรรจุแก๊สท่ีมีการ
เรียงตวัของฟอสโฟไลปิด 2 ชั้น (bilayers)       โดยการเรืองแสงดงักล่าวมีความสัมพนัธ์กบั
ปริมาณถุงไขมนับรรจุแก๊ส และรูปแบบการจดัเรียงตวัของฟอสโฟลิดบนผิวถุงไขมนั มี
ขั้นตอนดงัน้ี  

Excitation 

370 nm 

Emission 

427 nm 
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1) เจือจางถุงไขมนับรรจุแก๊สชนิด PC:PG 10 L ดว้ย 0.01 mM Tris–HCl pH=7.4 

ปริมาตร 2 mL ลงใน cuvette ตามดว้ยแท่งแม่เหล็กอยา่งสม ่าเสมอ 
2) ติดตามการเรืองแสงของ DPH ท่ีความยาวคล่ืน 427 nm เม่ือกระตุน้ดว้ยความยาว

คล่ืน 370 nm ใช ้Time drive mode ดว้ยเคร่ืองมือ Spectrofluorometer (Perkin 

Elmer LS55) เวลา 2 Min. 

3) เติมสารติดตามเรืองแสง DPH 0.1 mM ปริมาณ 2 L (final concentration 10-7 

M) แลว้ติดตามการเรืองแสงต่อเน่ืองเป็นเวลา 25–30 Min. 

4) ท าการวดัถุงไขมนับรรจุแก๊สในอตัราส่วนต่างๆ เม่ือเก็บถุงไขมนับรรจุแก๊สท่ี
อุณหภูมิ 37C ตั้งแต่หลงัท าการสังเคราะห์ถุงไขมนับรรจุแก๊ส จนถึง 21 วนัหลงั
การสังเคราะห์ถุงไขมนับรรจุแก๊ส  

 

 
ภาพท่ี 11  การเรืองแสงของถุงไขมนับรรจุแก๊สชนิด PC:PG  ในตวัท าละลาย Tris-HCl pH=7.4    

    เม่ือเติมสารเรืองแสง DPH และผลต่างของค่าการเรืองแสง Fluorescence intensity, F0 

 
3.3.2 การตรวจสอบการเป็นถุงไขมันด้วยเทคนิค Spectrophotometry 
 

หลงัจากไดผ้ลการทดสอบความเสถียร และทราบขนาดของถุงไขมนับรรจุแก๊สชนิด 
PC:PG ในอตัราส่วนโดยโมลเท่ากบั 1:1, 5:1 และ 10:1 ท าการเลือกถุงไขมนับรรจุแก๊ส ท่ีมี
ความเหมาะสม เพื่อท าการปรับแต่งผิวถุงไขมนัดว้ยโมเลกุลฟอริกคลอไรด ์(FeCl3)  

คุณสมบติัการดูดกลืนพลงังานแสงท่ีแตกต่างกนัของโมเลกุลต่างชนิดกนั เม่ือวดัดว้ย
เทคนิค Spectrophotometry  สามารถใชพ้ิสูจน์เอกลกัษณ์ของถุงไขมนับรรจุแก๊สได ้   คือถุง
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ไขมนัชนิดฟอสโฟไลปิด มีแถบการดูดกลืนพลงังานแสงในช่วง (characteristic curve) ท่ี 
230–300 nm [28]  จากการวดัคุณสมบติัการดูดกลืนแสงของถุงไขมนัชนิด PC:PG 

อตัราส่วน 1:1   ในตวัท าละลาย Tris-HCl pH=7.4 พบวา่มีการดูดกลืนพลงังานแสงสูงสุดท่ี 
240 nm และเม่ือวดัคุณสมบติัการดูดกลืนแสงของฟอริกคลอไรด์ (FeCl3) ในตวัท าละลาย 

Tris-HCl pH=7.4 พบวา่มีการดูดกลืนพลงังานแสงสูงสุดท่ี 304 nm ดงันั้นค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 304 nm จึงใชเ้ป็นคุณลกัษณะของถุงไขมนับรรจุแก๊สชนิด PC:PG:FeCl3 อตัราส่วน 
1:1:1 มีขั้นตอนดงัน้ี 

1) เจือจาง FeCl3 ดว้ย 0.01 mM Tris-HCl pH=7.4 ปริมาตร 2 mL ใหไ้ดค้วาม
เขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 0.25 mM  ลงใน cuvette  (ปริมาณ FeCl3 ก่อนการสร้างถุง
ไขมนับรรจุแก๊สชนิด PC:PG: FeCl3 อตัราส่วน 1:1:1) 

2) วดัคุณสมบติัการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองมือ Spectrophotometer (Agilent 8453) 

3) หลงัการสร้างถุงไขมนับรรจุแก๊สชนิด PC:PG:FeCl3 อตัราส่วน 1:1:1   ท าการวดั
คุณสมบติัการดูดกลืนแสงของสารละลาย Tris-HCl ท่ีเหลือจากการสร้าง 

4) วดัคุณสมบติัการดูดกลืนแสงของถุงไขมนับรรจุแก๊สชนิด PC:PG อตัราส่วน 1:1 

และชนิด PC:PG: FeCl3 อตัราส่วน 1:1:1 

 

3.4 การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ 
 

เป็นการทดสอบความเป็นพิษของถุงไขมนัท่ีสังเคราะห์ข้ึนต่อเซลล ์ โดยเลือกใชเ้ซลลม์ะเร็ง
ปอดชนิดเซลลเ์ล็กท่ีไวต่อยา doxorubicin (GLC4) และเซลลม์ะเร็งปอดชนิดเซลลเ์ล็กท่ีด้ือต่อยา 
doxorubicin (GLC4/Adr) เป็นตวัแทนเซลลใ์นการทดสอบ มีขั้นตอนดงัน้ี  

1) เล้ียงเซลลใ์นอาหารเล้ียงเซลลช์นิด RPMI-1640 ท่ีเติม 10% (v/v) fetal calf 

serum และ 5% (v/v) penicillin-streptomycin  ในตูเ้ล้ียงเซลลท่ี์มีปริมาณ
ความช้ืน 95%  และมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด ์ (CO2) 5% ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC 

เป็นเวลา 72 Hrs.  ก่อนน ามาทดสอบความเป็นพิษของถุงไขมนับรรจุแก๊ส  
2) น าเซลลจ์  านวน 50,000 cells/mL ของอาหารเล้ียงเซลล ์  บ่มรวมกบัถุงไขมนับรรจุ

แก๊สจากความเขม้ขน้ 0.12–10 M เป็นเวลา 72 Hrs.  
3) เม่ือครบเวลา 72 Hrs.  น าเซลลท่ี์บ่มกบัถุงไขมนับรรจุแก๊สมานบัดว้ยเคร่ืองมือ 

Flowcytometer (Beckman coulter, Miami, FL, USA) ส 

4) น าจ านวนเซลลท่ี์นบัวดั มาค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารตายของเซลล ์โดยเทียบกบัเซลล์
ควบคุมท่ีไม่ไดรั้บการบ่มกบัถุงไขมนับรรจุแก๊ส 
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3.5 การท าอนัตรกริิยาของถุงไขมันบรรจุแก๊สต่อเซลล์มะเร็ง 
 

การศึกษาอนัตรกิริยาของถุงไขมนับรรจุแก๊สต่อเซลล ์ เลือกศึกษากบัเซลลม์ะเร็งปอดชนิดเซลล์
เล็กท่ีไวต่อยา doxorubicin (GLC4) มีขั้นตอนดงัน้ี 

1) ท าการเล้ียงเซลล ์50,000 cells/ 2 mL ของอาหารเล้ียงเซลล ์ในจานเล้ียงเซลลท่ี์มี
ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 3.5 cm เป็นเวลา 24 Hrs. เพื่อให้เซลลเ์กาะติดกบัพื้นผวิของ
จานเล้ียงเซลล ์ 

2) ก่อนท าการศึกษาดงักล่าวท าการลา้งเซลลด์ว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ (phosphate 

buffer saline solution, PBS) 2 รอบ และรักษาสภาพเซลลด์ว้ย PBS 1 mL  

3) สังเกตดูพฤติกรรมของเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดเรืองแสง  (Leica DMI 

400B, Germany) ท่ีติดกบักลอ้งวดีีโอ (Fujiko super low lux 550 TVL, 

Japan)  

4) ดูการเปล่ียนแปลงพฤติกรรมของเซลลก่์อน และหลงัเติมถุงไขมนับรรจุแก๊สท่ีเติม 
DPH ลงไป 

 
3.6 การสร้างภาพถุงไขมันบรรจุแก๊ส 

 

การสร้างภาพถุงไขมนับรรจุแก๊สดว้ยคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (อลัตราซาวด)์   สามารถบอกถึง
อนัตรกิริยาการสะทอ้นกลบัของคล่ืนเสียงความถ่ีสูงได ้ มีขั้นตอนดงัน้ี 

1) สร้างหุ่นจ าลองชนิดเจลอาการ์ (10 mg/mL) โดยหุ่นจ าลองเพื่อใชส้ร้างภาพมีช่อง
ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 4–5 mm จ านวน 3 ช่อง เพื่อใชใ้ส่สารตวัอยา่ง ร่วมกบัการ
สร้างภาพดว้ยอลัตร้าซาวด ์ดงัภาพท่ี 12  

2) สร้างภาพอลัตร้าซาวดด์ว้ย B–mode  ใชห้วัตรวจชนิดตรง (linear probe)   ความถ่ี 
8 MHz ของอากาศ น ้า และถุงไขมนับรรจุแก๊ส เป็นตน้  

 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 12  ภาพแสดงหุ่นจ าลองเพื่อใชส้ร้างภาพอลัตราซาวด์ 
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3.7 การตรวจสอบผลของคลื่นเสียงความถี่สูงต่อถุงไขมันบรรจุแก๊ส 
 

คล่ืนเสียงความถ่ีสูงสามารถกระตุน้ใหต้วักลางท่ีเป็นฟองอากาศ หรืออยูใ่นรูปของถุงไขมนัเกิด
การแตก หรือเสียสภาพได ้ จึงท าการศึกษาความเสถียรของถุงไขมนับรรจุแก๊สชนิด PC:PG 

อตัราส่วนโดยโมลเท่ากบั 1:1 และ PC:PG:FeCl3 อตัราส่วนโดยโมลเท่ากบั 1:1:1 ต่อคล่ืนเสียง
ความถ่ีสูงท่ีความถ่ีต่างๆ มีขั้นตอนดงัน้ี  

1) เจือจางถุงไขมนับรรจุแก๊ส 40 L ดว้ย 0.01 mM Tris-HCl pH=7.4 ปริมาตร 8 

mL ลงในถุงเพื่อใหค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูง 
2) ใหค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูงท่ีความถ่ี 0.8 MHz เป็นเวลา 10 Min.  
3) เก็บตวัอยา่ง  เพื่อท าการติดตามการเรืองแสงของ DPH ท่ีความยาวคล่ืน 427 nm 

เม่ือกระตุน้ดว้ยความยาวคล่ืน 370 nm  เช่นเดียวกบัการตรวจสอบการเป็นถุงไขมนั  
และความเสถียรของถุงไขมนั ดว้ยเทคนิค Spectrofluorometry (ขอ้ 3.3.1) 

4) เพิ่มเวลาการใหค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูง เป็น 30 และ 60 Min. 

5) เก็บตวัอยา่ง เพื่อท าการติดตามการเรืองแสงเช่นเดียวกนั 

6) เปล่ียนการใหค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูง เป็นความถ่ี 2.4  8.0 และ 12.0 MHz ตามล าดบั 

7) เก็บตวัอยา่ง เพื่อท าการติดตามการเรืองแสงของ DPH  เม่ือใหค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูง
เป็นเวลา 10  30 และ 60 Min. เช่นเดียวกนั 

 
 


