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การวัดปริมาณคอลลาเจน
                         ในเซลล์เพาะเลี้ยง

ปัจจุบันอุตสาหกรรมการผลิตเครื่องส�าอาง อาหารเสรมิ หรอืเครื่องดื่มของประเทศไทยมีการ

เติบโตอยา่งต่อเน่ือง มผีู้ประกอบการหลายผลติภัณฑ์ท่ีมกีารผลติเครื่องส�าอาง อาหารเสรมิ หรอืเครื่อง-

ดื่มท่ีมีคุณสมบัติ กระตุ้นหรอืเสรมิการสรา้งคอลลาเจนในชั้นผิวหนัง เพื่อชะลอวัย เพื่อลดริว้รอยบน

ผิวหนัง รวมไปถึงการเสรมิสรา้งกระดกูและขอ้ เพื่อชะลอความเสื่อม ซึ่งในการผลิตเครื่องส�าอาง อาหาร

เสรมิ หรอืเครื่องดื่มเหลา่นั้นมกัจะมกีารน�าเสนอคณุสมบติัของสารสกัด ทั้งท่ีได้จากสมุนไพรหรอืจากสาร

ทางชวีภาพ ลว้นมคีณุสมบติัในการออกฤทธิก์ระตุ้นการสรา้งคอลลาเจนท้ังสิน้

คอลลาเจน (Collagen) คือ โปรตีนที่มนุษย์สามารถสร้างเองได้ตามธรรมชาติ สามารถพบได้ในกระดูก กระดูกอ่อน  

รวมไปถึงเนื้อเยื่อต่างๆ ในร่างกายสามารถพบได้ท้ังในสัตว์และมนุษย์ คอลลาเจนมีหลายชนิด ซึ่งที่ถูกพบในร่างกายมากที่สุดคือ  

คอลลาเจนชนิดที่ 1 พบได้มากที่สุดถึง 90 เปอร์เซ็นต์ ในร่างกาย อย่างไรก็ตามมีคอลลาเจนถึง 28 ชนิด ที่มีการแสดงคุณลักษณะ

ของแต่ละชนิด ซึ่งมีการจัดหมวดหมู่ได้ทั้งหมด 5 ประเภท ดังนี้

คอลลาเจนชนิดท่ี 1       พบได้ใน ผิวหนัง เอ็น อวัยวะ และกระดูก (องค์ประกอบหลักส�าคัญของกระดูก)

คอลลาเจนชนิดท่ี 2       พบได้ในกระดูกอ่อน (องค์ประกอบหลักส�าคัญของกระดูกอ่อน)

คอลลาเจนชนิดท่ี 3       เป็นร่างแหปกคลุมร่างกาย (องค์ประกอบหลักส�าคัญของเส้นใย)

คอลลาเจนชนิดท่ี 4       เนื้อเยื่อประสาน

คอลลาเจนชนิดท่ี 5       ผิวเซลล์ ผม และรก

การวัดปริมาณคอลลาเจน
                         ในเซลล์เพาะเลี้ยง
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การวัดปริมาณคอลลาเจนในเซลล์เพาะเล้ียงเป็นการ

ตรวจวัดปริมาณคอลลาเจนเบ้ืองต้น เพื่อเป ็นข ้อมูลทาง

เภสัชวิทยาในการประเมินคุณสมบัติในการกระตุ้นการสร้าง 

คอลลาเจนในเซลล์เพาะเลี้ยง เป็นการวัดจากอาหารเล้ียงเซลล์

ที่มีการบ่มร่วมกับตัวอย่างทดสอบหรือสารทดสอบที่ต้องการ

ทราบถึงคุณสมบัติดังกล่าว โดยเซลล์เพาะเล้ียงท่ีใช้ในการ

ทดสอบคือ เซลล์สร้างเส้นใย 

เซลล์สร ้างเส ้นใยมนุษย์ (human fibroblast) 

เป็นเซลล์ที่มีการใช้อย่างแพร่หลายในการทดสอบการสร้าง 

คอลลาเจนในเซลล์ สามารถแยกเซลล์ได้จากเนื้อเยื่อเพื่อให้ได้

เซลล์ปฐมภูมิ (primary cell) และได้จากเซลล์ที่มีการเติบโต

และเพิ่มจ�านวนได้อย่างต่อเนื่อง (cell line) ซึ่งได้ยกตัวอย่าง

เซลล์ที่ใช้ในการวัดปริมาณคอลลาเจน คือเซลล์สร้างเส้นใย

จากผิวหนังมนุษย์ เป็น cell line ที่แยกได้จากตัวอ่อนอายุ 

12 สัปดาห์ เป็นเซลล์ประเภทยึดเกาะกับภาชนะในการเพาะ

เลี้ยง (adherent) สามารถเจริญเติบโตได้ดีในอุณหภูมิ 37  

องศาเซลเซียส และคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ วิธีการ

ทดสอบเริ่มจากขยายเซลล์ให้มีปริมาณเพียงพอต่อการทดสอบ

กับตัวอย่างทดสอบ และท�าการย่อยเซลล์ให้เป็นเซลล์เดี่ยว 

ค�านวณปริมาณเซลล์ที่ใช ้ในการทดสอบ โดยใช้ความเข้ม

ข้น 100,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และน�าเซลล์เพาะเลี้ยงหยด

ลงจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม โดยกลุ่มควบคุมบวก

คือสารละลายวิตามินซี ซึ่งมีคุณสมบัติในการกระตุ้นการสร้าง

คอลลาเจน บ่มเซลล์ร่วมกับสารทดสอบเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

เมื่อครบก�าหนดเวลาทดสอบ น�าอาหารเลี้ยงเซลล์ที่บ่มเลี้ยง

เซลล์วัดปริมาณคอลลาเจนชนิดที่ 1 ด้วยวิธี Enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) เป็นข้ันตอนในการตรวจหา

โปรตีนที่ต้องการทดสอบโดยการใช้แอนติเจนจับกับแอนติบอดี 

และมีการเปล่ียนแปลงสีเกิดขึ้น วิเคราะห์ปริมาณจากการตรวจ

วัดค่าดูดกลืนแสง และค�านวณหาปริมาณคอลลาเจนตามค�า

แนะน�าของชุดการทดสอบ 

ในการวัดปริมาณคอลลาเจนที่มีการทดสอบใน

ปัจจุบันนี้เป็นการประเมินเพื่อให้ทราบถึงคุณสมบัติเบื้องต้น 

เพื่อเลือกตัวอย่างทดสอบที่ความเข้มข้นที่เหมาะสม สามารถ

ช่วยให้นักวิจัยหรือผู้ประกอบการสามารถน�าข้อมูลดังกล่าวใช้

ในการพัฒนางานวิจัย ที่ส่งเสริมให้มีการพัฒนาผลิตภัณฑ์ท่ีมี

คุณสมบัติในการสร้างคอลลาเจน 

ที่มา: Bielajew et al. (2020)

รูปที่ 1. อวัยวะต่างๆ ในร่างกายมนุษย์ที่มีการพบ

ประเภทของคอลลาเจนประเภทต่างๆ

รูปที่ 1. อวัยวะต่างๆ ในร่างกายมนุษย์ที่มีการพบ

ประเภทของคอลลาเจนประเภทต่างๆ
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ไนตริกออกไซด์มีบทบาทส�าคัญในระบบภูมิคุ ้มกัน 

และเป็นโมเลกุลท่ีมีความส�าคัญของระบบทางชีวภาพของส่ิงมี

ชีวิต ระบบประสาท รวมถึงระบบการหมุนเวียนเลือด ตัวอย่าง

เช่น เมื่อร่างกายได้รับการรุกล�้าจากแบคทีเรีย ในร่างกายผลิต

ไซโตไคน์ (โปรตีน) ท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการอักเสบ ดังรูปที่ 

1 รวมถึงเรียกเซลล์แมคโครฟาจมายังบริเวณท่ีได้รับการรุกล�้า

จากจุลชีพนั้น ซึ่งแมคโครฟาจจะผลิตไนตริกออกไซด์เพื่อท�าลาย

แบคทีเรียเหล่านั้น และในไวรัสและปรสิตท่ีมีการรุกล�้าเกิด

กระบวนการเช่นเดียวกัน ไนตริกออกไซด์คือ อนุภาคแก๊สอิสระ

ที่สามารถละลายน�้าได้ สร้างจากเอนไซม์ไนตริกออกไซด์ซินเทส 

(nitric oxide synthase; NOS) ที่จะหลั่งเมื่อมีการกระตุ้นจาก

สิ่งเร้าที่จะส่งผลให้หลอดเลือดขยายตัว ซ่ึงมีความเกี่ยวข้องกับ

กระบวนการอักเสบ แต่อย่างไรก็ตามการผลิตไนตริกออกไซด์ใน

ปริมาณที่มากจะส่งผลให้ระบบภูมิคุ้มกันท�างานมากเกินไป อาจ

ก่อให้เกิดภาวะแพ้ภูมิตัวเอง (autoimmune diseases) 
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การวัดปริมาณไนตริกออกไซด์
ในเซลล์เพาะเลี้ยง (RAW 264.7)

 ปัจจุบันน้ีมีงานวิจัยและพัฒนาวิธีการทดสอบในเซลล์เพื่อลด

การใช้สัตว์ทดลอง ท้ังทางด้านพิษวิทยาและเภสัชวิทยาอย่างแพรห่ลาย เพื่อ

เป็นการทดสอบประสทิธภิาพหรอืการประเมินความปลอดภัยเบื้องต้น ในการยืนยัน

ประสิทธิภาพของตัวอย่างทดสอบก่อนท่ีจะน�าตัวอย่างเหล่าน้ันออกสู่ท้องตลาด 
ตัวอย่างเช่น การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยง ซึ่งเป็นการทดสอบด้าน

การประเมินความปลอดภัยในเซลล์เบื้องต้น และมีการทดสอบประสิทธภิาพอีกการ

ทดสอบหน่ึง ซึ่งเป็นการประเมินประสิทธิภาพของตัวอย่างทดสอบท่ีมีผลต่อ

กระบวนการอักเสบ ซึ่งคือ การวดัปรมิาณไนตรกิออกไซดใ์นเซลล์
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การวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ท่ีหลั่งจากในเซลล์

แมคโครฟาจของหนู (RAW 264.7) โดยการเพาะเล้ียงเซลล์ใน

ห้องปฏิบัติการ และเหนี่ยวน�าเซลล์ให้เกิดการหลั่งไนตริกออก-

ไซด์ด้วยสารไลโปพอลิแซ็กคาไรด์ (lipopolysaccharide: LPS) 

ที่ได้จากแบคทีเรียแกรมลบ ท�าการทดสอบโดยหยดสารผสม

ของสาร LPS ร่วมกับตัวอย่างทดสอบท่ีเตรียมในอาหารเลี้ยง

เซลล์ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ท�าการบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นเก็บสารผสมของสาร LPS ร่วมกับสารตัวอย่างทดสอบ

นั้น ท�าการวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ที่มีการหลั่งออกมา ด้วย

ชุดสารทดสอบ Griess reagent เปรียบเทียบกับสารละลาย
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มาตรฐานของชุดสารทดสอบ จากนั้นค�านวณเปอร์เซ็นต์ของ

การยับยั้งปริมาณไนตริกออกไซด์ ซึ่งปริมาณไนตริกออกไซด์จะ

มีการหล่ังออกมามากน้อยแปรผันตามการอักเสบ ซึ่งสารนี้จะ

หลั่งออกมาเมื่อมีกระบวนการก�าจัดสิ่งแปลกปลอมของร่างกาย 

ดังนั้นการวัดปริมาณไนตริกออกไซด์ในเซลล์ เป็นการประเมิน

ประสิทธิภาพส่วนหนึ่งของกระบวนการอักเสบ เพื่อศึกษาถึง

ฤทธิ์ของตัวอย่างทดสอบ อย่างไรก็ตามการทดสอบนี้เป็นเพียง

การทดสอบเบื้องต้น ซึ่งต้องมีการทดสอบในการวัดปริมาณ 

ไซโตไคน์ ซึ่งเป็นการทดสอบในระดับโปรตีน เพื่อยืนยันผลการ

ทดสอบต่อไป 

                                 ที่มา: Dash (2020)

รูปที่ 1. การหลั่งไนตริกออกไซด์เมื่อได้รับการกระตุ้นจากแบคทีเรีย

                                

รูปที่ 1. การหลั่งไนตริกออกไซด์เมื่อได้รับการกระตุ้นจากแบคทีเรีย
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