
แบบ สป/สผ/อสป/001-ก 
หน้า 1 ของจ านวน 2 หน้า 

 
ค าขอรับสิทธิบัตร/อนุสิทธิบัตร 

 
 การประดิษฐ ์
 การออกแบบผลิตภัณฑ์ 
 อนุสทิธิบัตร 

ข้าพเจ้าผู้ลงลายมือช่ือในค าขอรับสิทธิบัตร/อนุสิทธิบัตรนี้ 
ขอรับสิทธิบัตร/อนุสิทธิบัตร ตามพระราชบัญญัติสิทธิบัตร พ.ศ. 2522 
แก้ไขเพ่ิมเติมโดยพระราชบัญญัติสิทธิบัตร (ฉบับท่ี 2) พ.ศ. 2535 
และ พระราชบัญญัติสิทธิบัตร (ฉบับท่ี 3) พ.ศ. 2542 
 

ส าหรับเจ้าหน้าที ่
วันรับค าขอ  เลขที่ค าขอ 

  
วันย่ืนค าขอ 

 
สัญลักษณจ์ าแนกการประดิษฐร์ะหว่างประเทศ 

 
ใช้กับแบบผลิตภัณฑ์ 
ประเภทผลิตภัณฑ์ 

วันประกาศโฆษณา เลขที่ประกาศโฆษณา 
  

วันออกสิทธิบัตร/อนุสทิธิบัตร เลขที่สทิธิบัตร/อนุสทิธิบัตร 
  

ลายมือชื่อเจ้าหน้าที ่
 

 

1. ชื่อทีแ่สดงถงึการประดิษฐ์/การออกแบบผลิตภัณฑ์ ________________________________________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 

 

 

2. ค าขอรับสิทธิบัตรการออกแบบผลิตภัณฑ์นี้เป็นค าขอส าหรับแบบผลิตภณัฑ์อย่างเดยีวกันและเป็นค าขอล าดับที ่_____________________________________________________________ 
ในจ านวน _________________________________ ค าขอ ที่ย่ืนในคราวเดียวกนั 
 

 

  

3. ผู้ขอรับสิทธิบัตร/อนุสทิธิบัตร   บุคคลธรรมดา   นิติบุคคล   หน่วยงานรฐั   มูลนิธิ   อื่นๆ ___________________________ 3.1 สัญชาต ิ 
ชื่อ _________________________________________________________________________________________________________ 3.2 โทรศัพท ์ 
ที่อยู่ ________________________________________________________________________________________________________ 3.3 โทรสาร  
ต าบล/แขวง ____________________ อ าเภอ/เขต ____________________ จังหวัด____________________ รหัสไปรษณย์ี ________ ประเทศ ______________________________ 
อีเมล _____________________________________________________________________ 

 เลขประจ าตัวประชาชน   เลขทะเบียนนิตบุิคคล   เลขประจ าตวัผู้เสียภาษีอากร  เพิ่มเตมิ (ดังแนบ) 
 ในกรณีทีก่รมฯ สือ่สารกับท่าน ท่านสะดวกใช้ทาง   อีเมลผู้ขอ   อีเมลตัวแทน 

 
 

 

4. สิทธิในการขอรับสิทธิบัตร/อนุสทิธิบัตร 
 ผู้ประดิษฐ/์ผู้ออกแบบ   ผู้รับโอน   ผู้ขอรบัสิทธิโดยเหตอุื่น 

 
 

  

5. ตัวแทน (ถ้ามี) 5.1 ตัวแทนเลขที ่ 
ชื่อ _________________________________________________________________________________________________________ 5.2 โทรศัพท ์ 
ที่อยู่ ________________________________________________________________________________________________________ 5.3 โทรสาร  
ต าบล/แขวง ____________________ อ าเภอ/เขต ____________________ จังหวัด____________________ รหัสไปรษณย์ี ________ ประเทศ ______________________________ 
อีเมล _____________________________________________________________________ 
เลขประจ าตัวประชาชน 
 

 เพิ่มเตมิ (ดังแนบ) 
 

 

6. ผู้ประดิษฐ/์ผู้ออกแบบผลิตภัณฑ์   ชื่อและที่อยู่เดียวกนักับผู้ขอ 
ชื่อ __________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
ที่อยู่ _________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
ต าบล/แขวง ____________________ อ าเภอ/เขต ____________________ จังหวัด____________________ รหัสไปรษณย์ี ________ ประเทศ ______________________________ 
อีเมล _____________________________________________________________________ 
เลขประจ าตัวประชาชน 
 

 เพิ่มเตมิ (ดังแนบ) 
 

 

7. ค าขอรับสิทธิบัตร/อนุสทิธิบัตรนี้แยกจากหรือเกี่ยวข้องกับค าขอเดิม 
ผู้ขอรับสทิธิบัตร/อนุสิทธิบัตร ขอให้ถอืว่าได้ย่ืนค าขอรับสิทธิบัตร/อนุสทิธิบัตรนี้ ในวันเดียวกับค าขอรับสทิธิบัตร  

    เลขที ่______________________ วันย่ืน ______________________ เพราะค าขอรับสทิธิบัตร/อนุสิทธิบัตรนี้แยกจากหรือเกี่ยวขอ้งกับค าขอเดิมเพราะ 
 ค าขอเดมิมกีารประดิษฐ์หลายอย่าง   ถูกคดัค้านเนื่องจากผูข้อไม่มีสทิธิ   ขอเปลี่ยนแปลงประเภทของสทิธ ิ

 
 

หมายเหตุ ในกรณีที่ไม่อาจระบุรายละเอียดได้ครบถ้วน ให้จัดท าเป็นเอกสารแนบท้ายแบบพิมพ์นี้โดยระบุหมายเลขก ากับข้อและหัวข้อที่แสดงรายละเอียดเพิ่มเติมดังกล่าวด้วย 
ส าหรับเจ้าหน้าที่ 

จ าแนกประเภทสิทธิบตัร/อนสุิทธิบตัร 
 กลุ่มวิศวกรรม  กลุ่มเคมี สิทธิบัตรการออกแบบ อนุสิทธิบัตร 

สิทธิบัตรการประดิษฐ์ (วิศวกรรม) สิทธิบัตรการประดิษฐ์ (เคมีเทคนิค)  สิทธิบัตรการออกแบบ (ออกแบบผลิตภัณฑ์ 1)  อนุสิทธิบัตร (วิศวกรรม) 
สิทธิบัตรการประดิษฐ์ (ไฟฟ้า) สิทธิบัตรการประดิษฐ์ (ปิโตรเคมี)  สิทธิบัตรการออกแบบ (ออกแบบผลิตภัณฑ์ 2)  อนุสิทธิบัตร (เคมี) 
สิทธิบัตรการประดิษฐ์ (ฟิสิกส์) สิทธิบัตรการประดิษฐ์ (เทคโนโลยีชีวภาพ)  สิทธิบัตรการออกแบบ (ออกแบบผลิตภัณฑ์ 3)  
 สิทธิบัตรการประดิษฐ์ (เภสัชภัณฑ์)   

8/09/2566

กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีววัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือ

ดขาว

✔

มหาวิทยาลัยเชียงใหม่
239 ถ.ห้วยแก้ว

✔ ไทย
053-210731-2

053-210733
สุเทพ เมืองเชียงใหม่ เชียงใหม่ 50200 ไทย

ip@step.cmu.ac.th
✔

✔

0 9 9 4 0 0 0 4 2 3 1 7 9

✔

กิตติเทพ จริงจิตร
 8/70

หอมเกร็ด สามพราน นครปฐม 73110 ไทย

1 1 0 2 0 0 1 4 4 7 6 0 1

0886495611
02-968-2499

2375

นายณฐุปกรณ์ เดชสุภา
18/88 หมู่ที่ 1

ป่าแดด เมืองเชียงใหม่ เชียงใหม่ 50100 ไทย

3 2 5 0 4 0 0 3 8 9 4 9 8 ✔

Signed by DIP-CA



แบบ สป/สผ/อสป/001-ก (ใบต่อ) 
หน้า 2 ของจ านวน 2 หน้า 

 

8. การย่ืนค าขอนอกราชอาณาจักร    PCT  เพิ่มเตมิ (ดังแนบ) 
 

วันย่ืนค าขอ เลขที่ค าขอ ประเทศ สัญลักษณจ์ าแนกการประดิษฐร์ะหว่างประเทศ สถานะค าขอ 
8.1     
8.2     
8.3     

 

8.4  ผู้ขอรับสทิธิบัตร/อนุสิทธิบัตรขอสิทธิให้ถือว่าได้ย่ืนค าขอนี้ในวันที่ได้ย่ืนค าขอรับสทิธิบัตร/อนุสิทธิบัตรในต่างประเทศเปน็ครั้งแรกโดย 
 ได้ย่ืนเอกสารหลักฐานพร้อมค าขอนี้   ขอย่ืนเอกสารหลักฐานหลังจากวันย่ืนค าขอนี ้  

 
 

9. การแสดงการประดิษฐ์หรือการออกแบบผลิตภัณฑ์ผู้ขอรับสิทธิบัตร/อนุสทิธิบัตรไดแ้สดงการประดิษฐท์ี่หนว่ยงานของรฐัเป็นผู้จดั 
วันแสดง ______________________________ วันเปิดงานแสดง ______________________________ ผู้จัด ______________________________________________________ 

 
 

10. การประดิษฐเ์กี่ยวกับจุลชีพ 
 

10.1 เลขทะเบียนฝากเก็บ 10.2 วันที่ฝากเก็บ 10.3 สถาบันฝากเก็บ/ประเทศ 
______________________________________________ ______________________________________________ ______________________________________________ 
______________________________________________ ______________________________________________ ______________________________________________   ______________________________________________ 

 

11. ผู้ขอรับสทิธิบัตร/อนุสิทธิบัตร ขอย่ืนเอกสารภาษาต่างประเทศกอ่นในวนัย่ืนค าขอนี้ และจะจดัย่ืนค าขอรับสทิธิบัตร/อนสุิทธบัิตรนี้ทีจ่ัดท าเป็นภาษาไทยภายใน 90 วัน นับจากวันย่ืนค าขอนี ้
โดยขอย่ืนเป็นภาษา 

 อังกฤษ   ฝรั่งเศส   เยอรมัน   ญี่ปุ่น   อื่นๆ ____________________________________________________________________________________________ 
 

 

12. ผู้ขอรับสทิธิบัตร/อนุสิทธิบัตร ขอให้อธบิดีประกาศโฆษณาค าขอรับสทิธิบัตร หรอืรบัจดทะเบียน และประกาศโฆษณาอนุสิทธบัิตรนี ้หลังจากวนัที ่___________________________________ 
 ผู้ขอรับสทิธิบัตร/อนุสิทธิบัตรขอให้ใช้รูปเขยีนหมายเลข ______________________________ ในการประกาศโฆษณา 

 
  

 13. ค าขอรับสิทธิบัตร/อนุสทิธิบัตรนี้ประกอบด้วย 14. เอกสารประกอบค าขอ 
ก. แบบพิมพ์ค าขอ  ___________ หน้า  เอกสารแสดงสิทธิในการขอรับสทิธิบัตร/อนุสิทธิบัตร 
ข. รายละเอียดการประดิษฐ ์  หนังสือรับรองการแสดงการประดิษฐ์/การออกแบบผลิตภัณฑ์ 

หรือค าพรรณนาแบบผลิตภัณฑ์  ___________ หน้า  หนังสือมอบอ านาจ 

ค. ข้อถือสทิธ ิ ___________ หน้า  เอกสารรายละเอียดเกี่ยวกับจุลชีพ 
ง. รูปเขียน  ___________ รูป ___________ หน้า  เอกสารการขอนับวนัย่ืนค าขอในต่างประเทศเป็นวนัย่ืนค าขอในประเทศไทย 
จ. ภาพแสดงแบบผลิตภัณฑ์  เอกสารขอเปลี่ยนแปลงประเภทของสทิธิ 

 รูปเขียน  ___________ รูป ___________ หน้า  เอกสารอืน่ๆ 

 ภาพถ่าย  ___________ รูป ___________ หน้า  
ฉ. บทสรุปการประดิษฐ์   ___________ หน้า  

  
 

15. ข้าพเจ้าขอรับรองว่า 
 การประดิษฐน์ี้ไม่เคยย่ืนขอรับสทิธิบัตร/อนุสิทธิบัตรมาก่อน 
 การประดิษฐน์ี้ได้พัฒนาปรับปรุงมาจาก _________________________________________________________________________________________________________ 

 
 

16. ลายมือชื่อ  
 ผู้ขอรับสิทธิบัตร/อนุสทิธิบัตร   ตัวแทน 

( _____________________________________________________ ) 
 

หมายเหตุ บุคคลใดยื่นขอรับสิทธิบัตรการประดิษฐ์หรือการออกแบบผลิตภัณฑ์ หรืออนุสิทธิบัตร โดยการแสดงข้อความอันเป็นเท็จแก่พนักงานเจ้าหน้าที่ เพื่อให้ได้ไปซึ่งสิทธิบัตรหรืออนุสิทธิบัตร ต้องระวางโทษ 
จ าคุกไม่เกินหกเดือน หรือปรับไม่เกินห้าพันบาท หรือทั้งจ าทั้งปรับ 

 

3

9

2

1

นายกิตติเทพ จริงจิตร

✔

✔

✔

✔

Signed by DIP-CA



แบบ สป/สผ/อสป/012-ก

หน้า   1 ของจำนวน 1 หน้า

ใบแนบต่อท้าย สป/สผ/001-ก

6. ผูประดิษฐ/ผูออกแบบผลิตภัณฑ
     2. ช่ือ นางสาวจิราภรณ กันทะพันธ

          ที่อยู 150/7 หมูท่ี 5 ต.สุเทพ อ. เมืองเชียงใหม จ.เชียงใหม 50200 ประเทศ ไทย

                 สัญชาติ     ไทย

                 เลขประจําตัวประชาชน     1330900003231

     3. ช่ือ นางสาวภัทรวดี อินนวน

          ที่อยู 194/331 หมูที่ 8 ต.ตนเปา อ.สันกําแพง จ.เชียงใหม 50130 ประเทศ ไทย

                 สัญชาติ     ไทย

                 เลขประจําตัวประชาชน     1739901746363

     4. ช่ือ นางสาวน้ําผึ้ง อนุกูล

          ที่อยู 2/292 ถ.ประเสริฐมนูกิจ แขวงเสนานิคม เขตจตุจักร กรุงเทพมหานคร 10900 ประเทศ ไทย

                 สัญชาติ     ไทย

                 เลขประจําตัวประชาชน     3501400010446

     5. ช่ือ นางสาวนิภาพรรณ ลี้ตระกูล

          ที่อยู 17 ซ.10 ถ.โชตนา ต.ชางเผือก อ.เมืองเชียงใหม จ.เชียงใหม 50300 ประเทศ ไทย

                 สัญชาติ     ไทย

                 เลขประจําตัวประชาชน     3529900098625

     6. ช่ือ นางสาวชลธิชา ศิริกุล

          ที่อยู 1/2 หมูที่ 14 ต.สันกําแพง อ.สันกําแพง จ.เชียงใหม 50130 ประเทศ ไทย

                 สัญชาติ     ไทย

                 เลขประจําตัวประชาชน     1509901250459

Signed by DIP-CA



หน้า 1 ของจำนวน 9 หน้า 
 

รายละเอียดการประดิษฐ ์

ชื่อท่ีแสดงถึงการประดิษฐ ์

กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูดว้ย

สารชีววัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว 

สาขาวิทยาการท่ีเกี่ยวข้องกับการประดษิฐ์ 5 

 เคมีสังเคราะห์ รังสีเทคนิคและเทคนิคการแพทย์ในส่วนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการผลิตสารประกอบ

ไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีววัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว 

ภูมิหลังของศิลปะหรือวิทยาการท่ีเกี่ยวข้อง 

 สารสังเคราะห์ไอรอนคิว (IronQ) เป็นสารประกอบระหว่างเหล็กไอออน (Fe3+) และสารเคอซิติน 

(Quercetin) ซึ่งคณะผู้วิจัยได้ทำการสังเคราะห์เป็นที่แรกของโลก สารดังกล่าวมีคุณสมบัติที่มีความสามารถใน10 

การเปลี่ยนแปลงเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว (Peripheral Blood Mononuclear cells, PBMCs) 

ให้เจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลงไปเปน็เซลลท์ี่มคุีณสมบตัิในการรกัษาโรคที่เกิดจากสภาวะเสือ่ม  อย่างไรก็ตาม

ในกระบวนการสังเคราะห์ดังกล่าวยังมีโอกาสในการพัฒนาในประเด็นต่างๆ ได้แก่ (1) ความสามารถในการ

ละลายน้ำของผลิตภัณฑ์ไม่มีความสม่ำเสมอ (2) ผลิตผลการผลิตอยู่ในระดับต่ำเนื่องจากเป็นการสังเคราะห์ใน

ระดับห้องปฏิบัติการ (Lab scale) (3) จำนวนตัวอย่างเลือดของอาสาสมัครคนปกติที่ศึกษามีจำนวนน้อยและ15 

ไม่ครอบคลุมทุกหมู่เลือด (หมู่เลือด O, A, B และ AB) และครบทั้งเพศชายและเพศหญิง (4) การบ่งช้ีชนิดและ

ปริมาณสารชีววัตถุ (สารไซโตไคน์) ยังไม่ครอบคลุมชนิดของสารชีววัตถุที่เกิดข้ึน และเทคนิคการวัดวิเคราะห์มี

เพียงเทคนิค enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และ (5) มีข้อจำกัดในการประยุกต์ใช้ในทาง

คลินิก เนื่องจากการเตรียมสารชีววัตถุมีการใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีส่วนประกอบของซีรัมจากสัตว์ซึ่งส่งผลต่อ

เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันของผู้รับสารชีววัตถุอาจส่งผลทำให้เกิดการต่อต้านเกิดข้ึน (Immune rejection)  20 

 ดังนั้นงานวิจัยจำนวนมากได้มีการปรับปรุงกระบวนการพัฒนาสารชีววัตถุโดยไม่ใช้ซีรัม (Serum-

free) หรือใช้ซีรัมที่ได้จากคนทดแทนซีรัมจากสัตว์ และได้ใช้เทคนิคการวัดวิเคราะห์นิวเคลียร์แมกเนติก  

เรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (NMR) และวิธีตรวจวัดวิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ที่หลั่งโดยเซลล์แบบหลายชนิด

พร้อมกัน เช่น กลุ่มวิจัยของ Maurício AC ได้ใช้เทคนิคการวัดวิเคราะห์ข้างต้นวัดวิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดเซลล์ต้นกำเนิดมีเซนไคม์ ชนิดเดนทัลพัลพ์ดีไรฟด์สเต็ม/สตรอมเซลล์ (Dental Pulp 25 

Derived Stem/Strom Cells) และฮิวแมนอัมบิลิเคิลคอร์ดสเต็มเซลล์  (Human Umbilical Cord Stem 

cells)  ในขณะที่กลุ ่มวิจัยของ Masuda H สนใจการพัฒนาการเตรียมเซลล์เอนโดธีเลียลโปรเจนิเตอร์ 
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(Endothelial Progenitor Cells :EPCs) จากเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี ่ยว (Peripheral blood 

cell :PBMCs) โดยการปรับปรุงส ูตรอาหารเล ี ้ยงเซลล์เร ียกว่า  Quality and Quantity (QQ) Culture 

Medium ให้จำเพาะต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ดังกล่าวโดยการเติมสารชีววัตถุที่จำเป็นต่อการเจริญเติบโต 

ได้แก่ เฟคเตอร์สเต็มเซลล์ (Stem cell factor :SCF) ทรอมโบโพอีทิน(Thrombopoietin :TPO) ลิแกนด์ Flt-

3 (Flt-3 ligand) วาสคูลาร์เอนโดทิเลียลโกรทแฟกเตอร์ (Vascular endothelial growth factor :VEGF) 5 

และอินเตอร์ลิวคิน-6 (Interleukin-6: IL-6) ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ต้นกำเนิดที่มีจำหน่ายในท้องตลาด เพื่อนำ

การเพิ่มจำนวนเซลล์ เซลล์เอนโดธีเลียลโปรเจนิเตอร์ แล้วนำไปใช้การรักษาโรคที่เกิดจากระบบหลอดเลือด

งานวิจัยน้ีจึงเน้นเพียงการใช้เทคนิค qRT-PCR เพื่อการวิเคราะห์สารหลั่งในระดับยีนของเซลลเ์ท่านั้นโดยไม่ได้

ทำการวิเคราะห์สารหลั ่งในอาหารเลี ้ยงเซลล์แต่อย่างใด [J Am Heart Assoc.2014;3:e000743 doi: 

10.1161/JAHA.113.000743] ในขณะที่ Tien-Hung Huang ได้แยกเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว 10 

จากอาสาสมัครสุขภาพดีและจากผู้ป่วยไตระยะสุดท้ายมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ QQ Culture Medium 

และแสดงให้เห็นถึงศักยภาพของเซลล์เอนโดธีเลียลโปรเจนิเตอร์ ในการสร้างหลอดเลือดไม่แตกต่างกัน และ

สารหลั่งจากเซลล์ในอาหารเลี ้ยงเซลล์ชนิด QQ Culture Medium ช่วยยับยั ้งการอักเสบในระดับหลอด

ทดลองด้วยการวัดวิเคราะห์ไซโตไคน์ที่เกี่ยวข้องกับการอักเสบ IL-1β, IL-6, TGF-β และ iNOS ด้วยเทคนิค 

qRT-PCR และ ELISA นอกจากนี้ยังสามารถพบการศึกษาสารหลั่งของเซลลเ์ม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยวที่15 

ผ ่านการฉายรังส ีแกมมาในอาหารเลี ้ยงเซลล์ด้วยการว ัดว ิเคราะห์ด้วยเทคนิค ELISA และเทคนิค 

Proteomic/Cytokines Profiling Array เพ ื ่ อการประย ุกต ์ ใช ้ ในการร ักษาโรคด ้านเวชศาสตร์ ฟื้นฟู  

[Molecular Therapy: Methods & Clinical Development Vol. 21 June 2021, 

https://doi.org/10.1016/j.omtm.2021.02.016] จากการสืบค้นงานวิจัยพบว่าในการวิจัยและพัฒนาสาร 

ชีววัตถุจากเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยวไม่ปรากฏการใช้เทคนิค NMR และ Proteomic/Cytokines 20 

Profiling Array ควบคู่กันในการวัดวิเคราะห์สารชีววัตถุในอาหารเลี้ยงเซลล์เหมือนกับการศึกษาวิจัยในเซลล์

ต้นกำเนิด และจากการตรวจสอบงานที่ปรากฎอยู่ก่อนหน้าพบงานที่เกี่ยวข้องดังนี้ 

           เอกสารสิทธิบัตรจีนเลขที่ประกาศโฆษณา CN113209292A ได้กล่าวถึง อนุภาคนาโนของ Que-
Fe@ICG สำหรับใช้เป็นยารักษามะเร็งเต้านม ที่สังเคราะห์มาจาก เคอซิติน, เหล็กไอออน (Fe3+) และ อินโดไซ
ยานิน กรีน (indocyanine green) ที่มีกระบวนการเตรียมดังนี้ เตรียมสารละลายแม่ (mother liquor) ของ 25 
อินโดไซยานิน กรีน ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร สารละลายแม่ของเคอซิติน ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร และสารละลายแม่ของเฟอริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (ferric chloride hexahydrate) ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร และผสมสารละลายแม่ของเคอซิติน และสารละลายแม่ของเฟอริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต  
ที่อุณหภูมิห้องด้วยอัลตราโซนิคเป็นเวลา 30-60 วินาที จนกระทั่งสารผสมเปลี่ยนเป็นสีเขียวเข้ม และค่อย ๆ 
หยดสารผสมสีเขียวเข้มลงสู่สารละลายแม่ของอินโดไซยานิน กรีน และกวนสารผสมนี้ในที่มืดเป็นเวลา 2 30 
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ชั ่วโมง หลังจากนั ้นทำการไดอะไลซ์ (Dialyze) ในน้ำเป็นระยะเวลาข้ามคืนจะได้รับอนุภาคนาโนของ  
Que-Fe@ICG โดยที่อัตราส่วนโดยปริมาตรของการผสมสารละลายแม่ของอินโดไซยานิน กรีนต่อสารละลาย
แม่ของเคอซิติน ต่อสารละลายแม่ของเฟอริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรตของกระบวนการเตรียมนี้  คือ 40 
ไมโครลิตร ต่อ 40 ไมโครลิตร ต่อ 1 มิลลิลิตร 

เอกสารบทความที่กล่าวถึง ไอรอน (III)-เคอซิติน คอมเพล็กซ์: การสังเคราะห์ ลักษณะทางเคมี5 
กายภาพ และการติดตามเซลล์ด้วยเอ็มอาร์ไอ (MRI) สู่การประยุกต์ใช้ที่มีศักยภาพในเวชศาสตร์ฟื้นฟู ได้
กล่าวถึง สารสังเคราะห์ไอรอนคิว (IronQ) ที่มีวิธีการสังเคราะห์ดังนี้ เตรียมสารละลายเคอซิติน โดยละลาย 
เคอซิตินไฮเดรต 0.0050 โมล ในเมทานอลปริมาตร 500 มิลลิลิตร และกวนสารให้เข้ากันด้วยเครื ่องกวน
สารละลาย จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเป็นสีเหลือง และปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารละลายเคอ
ซิตินด้วยการเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ำหนักต่อปริมาตร ให้ได้ค่า10 
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 12 และเตรียมสารละลายเฟอรกิคลอไรด์ โดยละลายเฟอริกคลอไรด์ 0.0025 โมล ใน
น้ำปร ิมาตร 500 ม ิลล ิลิตร และผสมสารละลายเคอซิตินที ่ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) แล้ว กับ
สารละลายเฟอริกคลอไรด์ และกวนผสมอย่างต่อเนื่องที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง และ
ทำสารผสมให้บริสทุธ์ิด้วยวิธีการไดอะไลซิส หลังจากนั้นทำให้แห้งด้วยเครื่องระเหยสารแบบหมุนปรับลดความ
ดัน จะได้รับผงผลิตภัณฑ์สีดำเข้ม และทำการเก็บผงผลิตภัณฑ์ไว้ในตู้ดูดความช้ืนที่อุณหภูมิห้องและปราศจาก15 
แสง 

ซึ่งนักวิจัยได้ทำการพัฒนาเพื่อปรับปรุงข้อด้อยของกระบวนการเตรียมสารผลิตไอรอนคิวจากเดิมให้ดี
ยิ่งขึ้น ให้มีกระบวนที่ง่ายข้ึน แต่ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความสามารถในการละลายน้ำที่ดีและสม่ำเสมอในทุกครั้งของ
การผลิต โดยผลิตผลจะมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึนอยู่ในระดับต้นแบบ (small scale prototype) ที่มีคุณสมบัติเป็น
สารเปรียบต่างสำหรับเอ็มอาร์ไอ (MRI) โดยมีค่ารีแลกซิวิตีเพิ่มข้ึนจากกระบวนการผลิตเดิม อีกทั้งสารไอรอน20 
คิวยังคงคุณสมบัติในการเปลี่ยนแปลงเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว  (PBMCs) ไปเป็นเซลล์ยึดเกาะ
และมีศักยภาพในการรักษาโรค และได้เพิ่มจำนวนตัวอย่างประชากรในการศึกษาให้ครอบคลุมทกุหมูเ่ลอืดและ
ครบทั้งเพศชายและเพศหญิง ทั้งนี้ได้เลือกใช้ส่วนเหลือใช้ของเลือดจากการแปรรูปผลิตภัณฑ์เลือดของงาน
ธนาคารเลือดให้เกิดประโยชน์สูงที่สุด สิ่งประดิษฐ์ดังกล่าวยังได้สร้างมาตรฐานใหม่สำหรับการศึกษาสารชีว
วัตถุที่หลั่งจากเซลล์เม็ดเลอืดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว (PBMCs) ในอาหารเลี้ยงเซลล์แบบไม่ใช้ซีรัมและไม่มีการ25 
เติมสารหลั่งไซโตไคน์เฉพาะอื่นใดด้วยเทคนิค NMR ควบคู่กับ Proteomic/Cytokines Profiling Array 
ลักษณะและความมุ่งหมายของการประดิษฐ ์

กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูดว้ย

สารชีววัตถุที ่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว เป็นสารประกอบระหว่างเหล็กไอออน (Fe3+) และสารเคอซิติน 

(Quercetin) โดยมีขั ้นตอนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวดังนี ้ ทำการเตรียมสารละลายเฟอริกคลอไรด์ 30 

(FeCl3) และเตรียมสารละลายเคอซิติน และทำการผสมสารละลายรวมกันจะได้เป็นสารละลายไอรอนคิว ทำ
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การระเหยแยกเอาส่วนของเมทานอล ปริมาตร 3 ลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง และนำมาทำให้เข้มข้นด้วย

การระเหยเอาน้ำบางส่วนออก แล้วทำระเหิดแห้งเป็นผง จะได้เป็นสารไอรอนคิวที่ได้มาตรฐานมีคุณสมบัติใน

การเปลี่ยนแปลงเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยวไปเป็นเซลล์ยึดเกาะ และมีศักยภาพสำหรับนำไปใช้ใน

การรักษาโรค 

ความมุ่งหมายของการประดิษฐ์นี้ เพื่อปรับปรุงกระบวนการเตรียมสารผลิตไอรอนคิวให้ได้มาตรฐาน 5 

และให้มีกระบวนการที่ง่ายข้ึน และได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณสมบัตทิี่ดีและสม่ำเสมอในการผลติ อีกทั้งสารไอรอนคิว

ยังคงคุณสมบัติในการเปลี่ยนแปลงเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยวไปเป็นเซลล์ยึดเกาะ และมีศักยภาพ

สำหรับนำไปใช้ในการรักษาโรค 

การเปิดเผยการประดษิฐ์โดยสมบูรณ ์

โดยสารสังเคราะห์ไอรอนคิว (IronQ) เพื่อการประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีววัตถุที่ไดจ้าก10 

เซลล์เม็ดเลือดขาว จัดเตรียมให้ประกอบด้วย สารประกอบระหว่างสารละลายเฟอริกคลอไรด์ และสารละลาย

เคอซิติน (Quercetin)  

ซึ่งกระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีว
วัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว จัดให้มีขั้นตอนดังนี้ 

ก. เตรียมสารละลายเฟอริกคลอไรด์ (FeCl3) จากเฟอริกคลอไรด์ความบริสทุธ์ิ 97 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 15 
2.4330 กรัม (0.015 โมล) เทลงในภาชนะ แล้วเติมน้ำ ปริมาตร 1.5 ลิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้น 
0.01 โมลต่อลิตร จากนั้นกวนสารละลายให้เข้ากัน 

ข. เตร ียมสารละลายเคอซิติน จากเคอซิติน (C15H10O7 · xH2O) ความบริส ุทธิ ์อย่างน้อย 95 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 9.0672 กรัม (0.030 โมล) เทลงในภาชนะ แล้วเติมตัวทำละลายเมทานอล 
ปริมาตร 1.5 ลิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้น 0.02 โมลต่อลิตร ทำการปิดฝาภาชนะเพื่อป้องกันการ20 
ระเหยของเมทานอล ที ่ซึ ่ง การปิดฝาภาชนะ ที ่เหมาะสมจัดให้ปิดฝาภาชนะด้วยแผ่นฟิล์ม 
(Parafilm M) และกวนผสมสารให้ละลายตลอดเวลา ที่ซึ่ง การกวนผสมสารให้ละลาย จัดให้ทำ
ด้วยแท่งแม่เหล็ก ร่วมกับ เครื่องกวนสารละลาย (Hotplate Stirrer) จากนั้นปรับค่าความเป็น
กรด-ด่าง ของสารละลาย จนได้ค่าความเป็นกรด-ด่างในช่วง 11.5-12.5  

ค. จากนั้นนำสารละลายเคอซิตินจากข้อ ข. เทผสมลงในภาชนะสารละลายเฟอริกคลอไรด์ ในข้อ ก. 25 
ที่มีการกวนตลอดเวลา ที่ซึ่ง การกวนผสมสารให้ละลาย จัดให้ทำด้วยแท่งแม่เหล็ก หรือ เครื่อง
กวนสารละลาย (Hotplate Stirrer) และทำการเติมตัวทำละลายเมทานอลปริมาตร 1.5 ลิตร 
ทันที ปิดฝาขวดภาชนะที่ใช้ในการทำปฏิกิริยาอย่างมิดชิดปล่อยให้ปฏิกิริยาดำเนินไป ที่อุณหภูมิ 
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20-30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาอย่างน้อย 1-4 ชั่วโมง ที่ซึ่ง การปิดฝาภาชนะ ที่เหมาะสม
จัดให้ปิดฝาภาชนะด้วยแผ่นฟิล์ม (Parafilm M) จะได้เป็นสารละลายไอรอนคิว  

ง. นำสารละลายไอรอนคิวในข้อ ค. ไประเหยแยกเอาส่วนของเมทานอล ปริมาตร 3 ลิตร ออกด้วย 
เครื ่องระเหยสารแบบหมุนปรับลดความดัน (Rotavapor System) ที่อุณหภูมิ 40-45 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 16-18 ช่ัวโมง จะได้เป็นสารละลายไอรอนคิวในน้ำ และแยกเมทานอล5 
ไว้เพื่อนำกลับไปใช้ใหม่ จากนั้นนำส่วนของสารละลายไอรอนคิวในน้ำ มาปรับค่าความเป็นกรด-
ด่าง ให้ได้ค่าในช่วง 7.0-7.5 โดยปรับปริมาตรสุดท้ายของสารละลายไอรอนคิว เท่ากับ 1.5 ลิตร  

จ. นำสารละลายในข้อ ง. มาทำให้เข้มข้นด้วยการระเหยเอาน้ำบางส่วนออกด้วยเครื่องระเหยสาร 
แบบหมุนปรับลดความดัน ที่อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 18-24 ช่ัวโมง ทำให้
ได้สารละลาย ไอรอนคิวเข้มข้น ปริมาตร 400-600 มิลลิลิตร 10 

ฉ. แบ่งสารละลายไอรอนคิวเข้มข้นใส่ภาชนะปิดฝา ที่ซึ่ง การปิดฝาภาชนะ ที่เหมาะสมจัดให้ปดิฝา
ภาชนะด้วยแผ่นฟิล์ม (Parafilm M) และนำไปแช่แข็งที่อุณหภูมิต่ำกว่า -20 องศาเซลเซียส แล้ว
ทำระเหิดแห้งเป็นผง ที่ซึ่ง การทำระเหิดแห้งเป็นผง จัดให้ทำด้วยเครื่องฟรีซ ดราย (Freeze 
Dryer) 

ช. ทำการเก็บรวบรวมสารไอรอนคิวในข้อ ฉ. มาบดให้เป็นผงละเอียด จะได้เป็นสารไอรอนคิว และ15 
การจัดเก็บจัดให้ทำการชั่งน้ำหนัก บรรจุในภาชนะปิดฝาสนิท และทำการเก็บรักษาในตู้ที่มสีาร 
ดูดความช้ืน ที่อุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียส 

 
  โดยการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง จัดให้ทำได้โดย การเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ หรอื
สารละลายไฮโดรคลอริก อย่างใดอย่างหนึ่งหรือประกอบร่วมกัน 20 
  ที่ซึ่ง ทีเ่หมาะสมจัดใหส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดม์ีความเข้มข้นเท่ากับ 0.1 โมลต่อลิตร โดย
จัดให้ทำการเตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ครัง้ละ 1 มลิลลิิตร  
  ที่ซึ่ง ทีเ่หมาะสมจัดใหส้ารละลายไฮโดรคลอริกมีความเข้มข้นเท่ากับ 0.1 โมลต่อลิตร โดยจัดให้ทำ
การเติมสารละลายไฮโดรคลอริก ครั้งละ 1 มิลลิลิตร 
   25 
โดยการวิเคราะห์คุณสมบัติทางเคมีฟิสิกส์เพื่อการกำหนดคุณลักษณะเฉพาะของสารไอรอนคิว มีขั้นตอน
ดังนี้ 

1. เอกลักษณ์ด้านการดูดกลืนแสงช่วงยูวีวิซิเบลิของสารไอรอนคิว  
 โดยการเตรียมสารละลายไอรอนคิวเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร สำหรบั
ใช้ในการทดลองต่างๆ โดยชั่งสารไอรอนคิวปริมาณ 0.0250 กรัม ด้วยเครื่องชั่งทศนิยม 4 ตำแหน่ง 30 
แล้วทำละลายด้วยน้ำที่มีความบริสุทธ์ิสูง (ความต้านทาน 18.2 เมกะโอห์ม) และปรับปริมาตรในขวด
ปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร  
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 สำหรับการวัดคุณลักษณะการดูดกลืนแสงของสารไอรอนคิว  
สารเข้มข้นดังกล่าวจะถูกปิเปตในปริมาณที่ต่างกันเพื่อให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 25, 50, 75, 100, 
125, 150, 175, 200, 225 และ 250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร ที่ปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 2 มิลลิลิตร ใน
คิวเวทชนิดซิลิกาที่มีทางเดินแสง 1 เซนติเมตร โดยใช้น้ำความบริสุทธิ์สูงเป็นตัวทำละลาย และวัด 
แถบ การด ูดกล ืนพล ั งงานแสงด ้วยเคร ื ่ อง ย ู วี - ว ิซ ิ เบ ิลส เปกโตรโฟโตม ิ เ ตอร ์  (UV-Vis 5 
Spectrophotometer) 

 2.   วิเคราะห์องค์ประกอบของสารประกอบไอรอนคิวด้วยเทคนิค Reversed-phase High-Performance 
Liquid Chromatography (RP-HPLC) 
 ทำการเจือจางสารละลายไอรอนคิวให้ได้ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ด้วยน้ำบริสุทธิ์สูง จากนั้นนำสารไอรอนคิวไปวัดวิเคราะห์โครมาโตแกรมการดูดกลืนแสง 10 
ด้วยเคร ื ่อง RP-HPLC โดยใช ้คอล ัมน ์ท ี ่บรรจุ เฟสนิ ่ งชน ิด C18 (ZORBAX Eclipse Plus C18 

Analytical column (250 × 4.6 mm i.d., 5 μm) และต่อร ่วมกับตัวปกป้องคอลัมน์ (Eclipse 

Plus-C18 Analytical Guard Column (12.5 × 4.6 mm i.d., 5 μm) และใช้เฟสเคลื ่อนที่  แบบ
ปรับสัดส่วนตัวชะตามเวลาระหว่างตัวชะชนิด A (0.1% Trifluoroacetic acid in Water) และตัวชะ
ชนิด B (Methanol) ดังนี้ ที่เวลา 0-5 นาที: 35 เปอร์เซ็นต์ B, 7.50-12 นาที: 70 เปอร์เซ็นต์ B และ15 
ที่เวลา 15 นาที: 0 เปอร์เซ็นต์ B โดยกำหนดให้เฟสเคลื่อนที่มีความเร็วในการ เคลื่อนที่ 1 มิลลิลิตร
ต่อนาที โดยฉีดตัว สารไอรอนคิว ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

 3.  องค์ประกอบของเหล็กไอออนในสารละลายไอรอนคิวจะถูกวัดปริมาณด้วยเทคนิค X-Ray 
Fluorescence (XRF) Spectrometry 

3.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานเฟอริกคลอไรด์ (97% FeCl3) ในน้ำบรสิุทธ์ิสงู ที่ความเข้มข้น 20 
2000 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลลิิตร จากนัน้ทำการเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 0, 
125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 ไมโครกรัมต่อมลิลลิิตร ปรมิาตร 5 มลิลิลิตร ในแต่ละ
ความเข้มข้น  
3.2 ปิเปตสารดังกล่าว ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ความเข้มขน้ละ 3 หลุม ลงในถาดหลมุ ขนาด 96 
หลุม (96 well plate, Cat no. 167008, NUNC)  25 
3.3 นำถาดสารที ่ได้ไปวัดวิเคราะห์ปริมาณธาตุเหล็ก (Fe element) ด้วยเครื ่อง XRF (XGT-
5200WR, HORIBA) โดยใช้พารามิเตอร์ดังนี้ 

Live time       :    30 s Processing Time : P4 
XGT Dia.        :   1.2  mm X-ray tube vol. : 50 kV 
Current         :  1.000 mA 30 
X-ray Filter    : Nonexistence Cell : Nonexistence 
Quant. Corr.    :  Standard-less 
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3.4 นำค่าสัญญาณของเหลก็ที่ค่าพลังงาน Ka12 6400 eV และความเข้มข้นของเหล็กมาสร้าง 
กราฟมาตรฐานสำหรบัใช้ในการหาปริมาณเหล็กที่เป็นองค์ประกอบของสารไอรอนคิวต่อไป 
3.5 สำหรับการวัดปริมาณเหล็กในสารไอรอนคิว จะใช้สารละลายไอรอนคิวความเข้มข้น 2 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยจะทำการทดลอง ตามข้อ B และ C  
3.6 นำค่าสัญญาณที่ Ka12 6400 eV ไปหาความเข้มข้นของเหล็กจากกราฟมาตรฐานในข้อ D 5 

4. วัดวิเคราะห์คุณสมบัติด้านแมเ่หล็กและการติดตามด้วยเครื่องเอ็มอาร์ไอ (Magnetic Resonance 
Imaging, MRI) 

 เตรียมสารละลายไอรอนคิวเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (คิดเป็น 1.9317 mM-Fe) และทำ 
การเจือจางใส่ในหลอดพลาสติก (Transport tube) ขนาดบรรจุ 10 มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้น 
เท่ากับ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.5 และ 2.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลอดละ 5 มิลลิลิตร 10 
แล้วนำไปสร้างภาพเอ็มอาร์ไอด้วยเครื่องเอ็มอาร์ไอขนาดความแรงสนามแม่เหล็ก 1.5 เทสล่า  (1.5 
Tesla MRI, Philips) ด้วยเทคนิค 

• T1W (spin echo): TR= 450 ms, TE= 11 ms, Slice thickness = 5 mm, NSA = 2 
และ FOV= 182*252 
• T1W IR: TR= 4000 ms, TE= 12 ms, Echo train length = 4, TI = 50, 100, 200, 400, 15 
600, 1000, 1250, 1500, 2000, 3000, แล ะ  3500 ms, Slice thickness = 5 mm, NSA = 2 
และ FOV= 192*200 

 ที่ซึ่ง ms คือ มิลลิวินาที mm คือ มิลลิเมตร 
 สำหรับการหาค่ารีแลกซิวิตี (Relaxivity, r) จะนำภาพเอ็มอาร์ไอที่ได้จากเทคนิค T1W IR ไปวัด 
ค่าสัญญาณ ในแต่ละชุดการการทดลอง เพื่อคำนวณหาค่าคงที่ T1 ด้วยสมการที่ 1  20 
                          Mz(TI) =   M0*[1-2exp(-TI/T1)+exp(-TR/T1)]                           (1) 
เมื่อ Mz คือ ค่าแมกนิไทเซชั่น (Magnitization) ในแนวแกน z, M0 คือ ค่าแมกนิไทเซชั่น ในสภาวะ
สมดุลเริ่มต้น, TI คือ ค่าเวลาการพลิกลับของสัญญาณ (Inversion time, ms), TR คือ ช่วงเวลาการ
กระตุ้นสัญญาณซ้ำ (Repetition time, ms) และ T1 คือ ค่าเวลาการ ผ่อนคลายจากการเกิดอนัตร
กิริยาแบบสปิน-แลททิซ (Spin-Lattice relaxation time, ms) 25 
จากนั้นนำค่า T1 ที่ได้มาสร้างความสมัพันธ์กับความเข้มข้นของสารไอรอนคิว เพื่อคำนวณหารีแลกซิวิ
ตีในแนวแกนลองจจิูดินัล (Longitudinal axis) หรือ T1 relaxivity (r1) จากสมการที่ 2 
                      1/T1 =   1/T10 + r1*[IronQ]                                               (2) 
โดย T10 คือ ค่า T1 ของตัวกลางที่ไม่มสีารเปรียบต่าง 

การสรา้งมาตรฐานการควบคุมคุณภาพของสารไอรอนคิวในการผลิตสารชีววัตถุ 30 
1. การแยกและเพาะเลี้ยงเซลล์เม็ดเลอืดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว (PBMCs) 
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 แยกเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยวจาก Buffy coat ที่เหลือใช้จากเลือดของผู้บริจาค ที่มี
สุขภาพแข็งแรง (โดยได้รับความอนุเคราะห์จากงานธนาคารเลือดโรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม่) 
จำนวน 32 คน แบ่งเป็นเพศหญิง 16 คน และเพศชาย 16 คน หมู่เลือด O, A, B และ AB หมู่เลือดละ 
8 คน (ยื่นขอจริยธรรมการวิจัยเพื่อขอความเห็นชอบจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย ในมนุษย์ 
คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ก่อนดำเนินการวิจัย) โดยนำ Buffy coat ปริมาตร 60 5 
มิลลิลิตร มาแบ่งใส่หลอดสำหรับปั่นเหว่ียงโดยบรรจุหลอดละ 15 มิลลิลิตร ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
(PBS, pH 7.4) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ทำการเขย่าให้มีการผสมกันดีแล้วเติมสาร Ficoll-Hypaque 
(LymphoprepTM) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ไปที่ก้นหลอดอย่างเบามือ แล้วนำไปปั่นเหว่ียงที่ ความเร็ว 
1,500 รอบ/นาที (rpm) เป็นเวลา 30 นาที และทำการเก็บส่วนของเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว 
แล้วนำไปปั่นล้างด้วย PBS 1 ครั้ง จากนั้นทำลายเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ปนเปื้อนมาด้วย RBC lysing 10 
solution และทำการปั่นล้างด้วย PBS อีกครั้ง เก็บตะกอนเซลล์และนำไปเลี้ยงในอาหารเลีย้ง เซลล์ที่
ป ร าศจ ากซ ี ร ั ม ชน ิ ด  CTS AIM V SFM (Gibco™  0870112DK, Therapeutic Grade) ท ี ่ มี   
L-glutamine, 50 ไมโครกร ัม /ม ิลล ิล ิตร  streptomycin sulfate, 10 ไมโครกร ัม /ม ิลล ิล ิ ตร 
gentamicin sulfate และ 5 เปอร์เซ ็นต์ CTS™ Immune Cell SR (Cat no. A2596101, Gibco) 
ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5 เปอร์เซ็นต์ คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 15 
 การเพาะเลี้ยงเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี ่ยว (PBMCs) ภายใต้สภาวะที่มีการเติมสาร 
ประกอบ IronQ ทำโดยนำเซลล์ PBMCs ที่แยกได้มาแบ่งใส่ภาชนะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
ชนิด CTS AIM V SFM (Therapeutic Grade, Gibco) โดยให้มีความเข้มข้นของเซลล์ 106 เซลล์/
มิลลิลิตร ในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร ทำการเติมสารประกอบไอรอน-คิว (IronQ) 
ความเข้มข้น 125 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากสารละลายไอรอน-คิว (IronQ) เข้มข้น 2 มิลลิกรัม/20 
มิลลิลิตร ที่ทำให้ปราศจากเชื้อด้วยการกรองด้วยตัวกรอง 0.2 ไมโครเมตร และเลี้ยงเซลล์ในตู้เลี้ยง
เซลล์เป็นระยะเวลา 3 และ 7 วัน โดยไม่ต้องปรับเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์สว่นของอาหารเลีย้งเซลลท์ี่
มีสารไอรอนคิว (IronQ-Conditioning Medium, IronQ-CM) ในแต่ละเวลาของการเพาะ เลี้ยงนาน 
3 วัน (IronQ-CM3) และ 7 วัน (IronQ-CM7) จะถูกเก็บไปศึกษาสารหลั ่งต่าง ๆ ด้วยวิธี NMR 
spectroscopy และวิธี MILLIPLEX® ImmunoAssay Kits ต่อไป 25 

2. การบ่งช้ีและหาปริมาณสารไซโตไคน์ที่ได้จากการกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดเซลล์เดี่ยวด้วยสาร ไอ
รอนคิวโดยวิธี MILLIPLEX® ImmunoAssay Kits 

 เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยวที่ได้จากอาสาสมคัรหมูเ่ลอืด O, A, B และ AB ถูกเพาะเลี้ยง 
ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่ความเข้มข้นของเซลล์ 106 เซลล์/มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด CTS AIM 
V SFM (Therapeutic Grade, Gibco) โดยแบ่งเป็นเซลล์ที่เลี้ยงภายใต้สภาวะไม่มีการเติมสารไอรอน30 
คิว (Pre-CM) และสภาวะที่มีการเติมสารไอรอนคิวความเข้มข้น 125 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็น
ระยะเวลา 3 และ 7 วัน เมื่อครบกำหนดเวลา อาหารเลี้ยงเซลล์ Pre-CM, IronQ-CM3 และ IronQ-

Signed by DIP-CA



หน้า 9 ของจำนวน 9 หน้า 
 

CM7 จะถูกรวบรวมแล้วนำมาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 2,500 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
เก็บเอาส่วนของสารละลายเก็บรักษาที ่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ก่อนส่งไปยังบริษัท Merck 
ประเทศไทย เพื่อตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารไซโตไคน์ด้วยวิธี MILLIPLEX® ImmunoAssay Kits 
ว ัดด ้วยเคร ื ่ อง  xMAP® INTELLIFLEX System และว ิ เคราะห ์ผลด ้วยโปรแกรม Belysa® 
Immunoassay Curve Fitting Software โดยมีสารชีววัตถุเป้าหมายจำนวน 15 ชนิด ได้แก่ FGF-2, 5 

EGF, G-CSF, GM-CSF, PDGF-AA/BB, VEGF-A, TGF-α, IL-6, IL-8, IL-10, TNFα, M-CSF, MCP-

1, GROα, Angiogenin 
3. การบ่งช้ีและหาปริมาณสารไซโตไคน์ที่ได้จากการกระตุ้นเซลล์เม็ดเลอืดขาวชนิดเซลล์เดี่ยวด้วยสาร ไอ
รอนคิวโดยวิธี NMR spectroscopy 

 เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยวที่ได้จากอาสาสมคัรหมูเ่ลอืด O, A, B และ AB ถูกเพาะเลี้ยง 10 
ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ที่ความเข้มข้นของเซลล์ 106 เซลล์/มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด CTS AIM 
V SFM (Therapeutic Grade, Gibco) โดยแบ่งเป็นเซลล์ที ่เลี ้ยงภายใต้สภาวะไม่มีการเติมสาร  
ไอรอนคิว (Pre-CM) และสภาวะที่มีการเติมสารไอรอนคิวความเข้มข้น 125 ไมโครกรัม/มิลลิลติร เป็น
ระยะเวลา 3 และ 7 วัน เมื่อครบกำหนดเวลา อาหารเลี้ยงเซลล์ Pre-CM, IronQ-CM3 และ IronQ-
CM7 จะถูกรวบรวมแล้วนำมาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 2,500 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น15 
เก็บเอาส่วนของสารละลายเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวัดวิเคราะห์ NMR 
spectrum ต่อไป ด้วยเคร ื ่องนิวเคลียร ์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรมิเตอร์ ความแรง 500 
เมกะเฮิรตซ์ (Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer, Bruker NEOTM500 MHz NMR)  
 สำหรับการวิเคราะห์ NMR spectrum นำตัวอย่าง IronQ-CM ในตู้แช่แข็งออกมาทำละลาย แล้ว 
นำสารละลาย IronQ-CM ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด NMR (ขนาด 5 มิลลิเมตร) และ20 
เติมตัวทำละลายดิวทีเรียมออกไซด์ (D2O) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ที่มีสารโซเดียม ไตรเมทิล ซอล โพ
รพิโอเนต (sodium trimethylsilyl-[2,2,3,3-d4]-propionate :TSP) ความเข้มข้น 0.05 มิลลิโมลาร์ 
เป็นสารควบคุมภายในผสมให้เข้ากัน จากนั้นวัดวิเคราะห์ NMR spectra ด้วยเทคนิค 1D and 2D 
NMR (1H/1H Correlation spectroscopy (COSY); 1H/1H Total Correlation spectroscopy 
(TOCSY)) ทั้งนี้สัญญาณของน้ำจะถูกกดด้วยการใช้ลำดับพัลส์ 1D NOESY และ CPMG สเปกตรัม25 
ทั้งหมดจะถูกจัดการข้อมูลด้วยโปรแกรม Bruker TopSpin Software และ OriginPro Software 

วิธีการในการประดิษฐ์ท่ีดีท่ีสุด 

 เหมอืนกับที่กล่าวไว้แล้วในหัวข้อการเปิดเผยการประดิษฐโ์ดยสมบรูณ์ 
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ข้อถือสิทธิ 

1. กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีว

วัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว จัดเตรียมให้ประกอบด้วย สารประกอบระหว่างสารละลายเฟอริกคลอไรด์ 

และสารละลายเคอซิติน (Quercetin) 

2. กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีว5 

วัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้  

ก. เตรียมสารละลายเฟอริกคลอไรด์ (FeCl3) ปริมาณ 2.4330 กรัม (0.015 โมล) เทลงในภาชนะ แล้ว
เติมน้ำ ปริมาตร 1.5 ลิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้น 0.01 โมลต่อลิตร จากนั้นกวนสารละลายให้เข้า
กัน 

ข. เตรียมสารละลายเคอซิติน ปริมาณ 9.0672 กรัม (0.030 โมล) เทลงในภาชนะ แล้วเติมตัวทำ10 
ละลายเมทานอล ปริมาตร 1.5 ลิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้น 0.02 โมลต่อลิตร ทำปิดฝาภาชนะ
เพื่อป้องกันการระเหยของเมทานอล และกวนผสมสารให้ละลายตลอดเวลา จากนั้นปรับค่าความ
เป็นกรด-ด่าง จนได้ค่าความเป็นกรด-ด่างในช่วง 11.5-12.5  

ค. จากนั้นนำสารละลายเคอซิตินจากข้อ ข. เทผสมลงในภาชนะสารละลายเฟอริกคลอไรด์ ในข้อ ก. 
ที่มีการกวนตลอดเวลา และทำการเติมตัวทำละลายเมทานอลปริมาตร 1.5 ลิตร ทันที ปิดฝาขวด15 
ภาชนะที่ใช้ในการทำปฏิกิริยาอย่างมิดชิดปล่อยให้ปฏิกิริยาดำเนินไปที่อุณหภูมิ  20-30 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลาอย่างน้อย 1-4 ช่ัวโมง จะได้เป็นสารละลายไอรอนคิว 

ง. นำสารละลายไอรอนคิวในข้อ ค. ไประเหยแยกเอาส่วนของเมทานอล ปริมาตร 3 ลิตร ออกด้วย 
เครื ่องระเหยสารแบบหมุนปรับลดความดัน (Rotavapor System) ที่อุณหภูมิ 40-45 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 16-18 ช่ัวโมง จะได้เป็นสารละลายไอรอนคิวในน้ำ และแยกเมทานอล20 
ไว้เพื่อนำกลับไปใช้ใหม่ จากนั้นนำส่วนของสารละลายไอรอนคิวในน้ำ มาปรับค่าความเป็นกรด-
ด่าง ให้ได้ค่าในช่วง 7.0-7.5 โดยปรับปริมาตรสุดท้ายของ สารละลายไอรอนคิว เท่ากับ 1.5 ลิตร  

จ. นำสารละลายในข้อ ง. มาทำให้เข้มข้นด้วยการระเหยเอาน้ำบางส่วนออกด้วยเครื่องระเหยสาร 
แบบหมุนปรับลดความดัน ที่อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 18-24 ช่ัวโมง ทำให้
ได้สารละลายไอรอนคิวเข้มข้น ปริมาตร 400-600 มิลลิลิตร 25 

ฉ. แบ่งสารละลายไอรอนคิวเข้มข้นใส่ภาชนะปิดฝา ที่เหมาะสมจัดให้ปิดฝาภาชนะ และนำไปแช่แข็ง 
ที่อุณหภูมิต่ำกว่า -20 องศาเซลเซียส แล้วทำระเหิดแห้งเป็นผง  

ช. ทำการเก็บรวบรวมสารไอรอนคิวในข้อ ฉ. มาบดให้เป็นผงละเอียด จะได้เป็นสารไอรอนคิว 
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3. กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีว

วัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว ตามข้อถือสิทธิ 1 ที่ซึ่ง การกวนผสมสารให้ละลาย จัดให้ทำด้วยแท่งแม่เหล็ก 

ร่วมกับ เครื่องกวนสารละลาย (Hotplate Stirrer)  

4. กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีว

วัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว ตามข้อถือสิทธิ 1 ที่ซึ่ง การปิดฝาภาชนะ ที่เหมาะสมจัดให้ปิดฝาภาชนะด้วย5 

แผ่นฟิล์ม (Parafilm M) 

5. กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีว

วัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว ตามข้อถือสิทธิ 1 ที่ซึ่ง การปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ที่เหมาะสมจัดให้การ

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ทำได้โดยการเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ หรือสารละลายไฮโดรคลอริก 

อย่างใดอย่างหนึ่งหรือประกอบร่วมกัน 10 

6. กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีว

วัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว ตามข้อถือสิทธิ 1 ที่ซึ่ง ที่เหมาะสมการเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

และ/หรือสารละลายไฮโดรคลอริก จัดให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.1 โมลต่อลิตร โดยจัดให้ทำการเติมสารละลาย 

ครั้งละ 1 มิลลิลิตร 

7. กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีว15 

วัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว ตามข้อถือสิทธิ 1 ที่ซึ่ง การทำระเหิดแห้งเป็นผง จัดให้ทำด้วยเครื่องฟรีซ 

ดราย (Freeze Dryer) 

8. กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูด้วยสารชีว

วัตถุที่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว ตามข้อถือสิทธิ 1 ที่ซึ่ง ขั้นตอน ช. จัดให้ประกอบเพิ่มเติมด้วย การบรรจุลง

ภาชนะปิดฝาสนิท และทำการเก็บรักษาในตู้ที่มีสารดูดความช้ืน ที่อุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียส 20 
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บทสรุปการประดษิฐ ์

กระบวนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวให้ได้มาตรฐานสู่การประยุกต์ใช้ในงานเวชศาสตร์ฟื้นฟูดว้ย

สารชีววัตถุที ่ได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาว เป็นสารประกอบระหว่างเหล็กไอออน ( Fe3+) และสารเคอซิติน 

(Quercetin) โดยมีขั้นตอนการผลิตสารประกอบไอรอนคิวดังนี้ ทำการเตรียมสารละลายเฟอริกคลอไรด์ 

(FeCl3) และเตรียมสารละลายเคอซิติน และทำการผสมสารละลายรวมกันจะได้เป็นสารละลายไอรอนคิว ทำ5 

การระเหยแยกเอาส่วนของเมทานอล ปริมาตร 3 ลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง และนำมาทำให้เข้มข้นด้วย

การระเหยเอาน้ำบางส่วนออก แล้วทำระเหิดแห้งเป็นผง จะได้เป็นสารไอรอนคิวที่ได้มาตรฐานมีคุณสมบัติใน

การเปลี่ยนแปลงเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยวไปเป็นเซลล์ยึดเกาะ และมีศักยภาพสำหรับนำไปใช้ใน

การรักษาโรค 
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