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บทคัดยอ 
ไลโปโซมไดรับความสนใจเปนอยางมากในการนํามาใชเปนระบบนําสงยา ในหลายการศึกษามี

การใชไลโปโซมเปนตัวพาสําหรับระบบนําสงยาผานทางผิวหนัง โดยคุณสมบัติทางเคมีกายภาพของไล
โปโซม เชน จํานวนชั้นของผนัง ความยืดหยุน ขนาด และประจุ เปนสิ่งที่สําคัญสําหรับประเมิน
คุณสมบัติในการนําสงยาทางผิวหนัง ในบทนิพนธปริทัศนไดใหความสนใจเก่ียวกับ การศึกษาคุณสมบัติ
ของโครงสรางของไลโปโซม โดยใชเทคนิคการกระเจิงแสงเพ่ือวัดขนาดอนุภาคและประจุที่ผิว การใช
เทคนิคทางสเปคโทรสโกปเพ่ือศึกษาสภาพแวดลอมของผนังสองชั้นไลโปโซม  และการศึกษาคุณสมบัติ
ของการซึมผานผิวหนังทําไดโดยใชกลองจุลทรรศนสองกราดดวยเลเซอร ซึ่งจะใหขอมูลเก่ียวกับ
ตําแหนงและชองทางการซึมผานผิวหนังของสารเรืองแสงในผิวหนัง 
 

คําสําคัญ : ไลโปโซม, ระบบนําสงยาผานทางผิวหนัง, เทคนิคการกระเจิงแสง, เทคนิคทางสเปคโทรสโกป, 
กลองจุลทรรศนสองกราดดวยเลเซอร 
 

Abstract 
Liposomes have received a lot of attention to be used as pharmaceutical carriers. Many 

studies have been used liposomes as carriers for transdermal drug delivery systems. The 
physicochemical characteristics of the liposomes such as the lamellarity, elasticity, size and 
charge are important determinants for their dermal drug delivery properties. This review is 
focused on brief regarding characterization of structure of liposomes by using light scattering 
technique for measuring particle size and surface charge and using spectroscopic techniques 
for measuring microenvironment of membrane bilayers. In addition, characterization of skin 
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penetration using confocal laser scanning microscopy (CLSM) can provide information about 
the localization and the permeation pathway of a fluorescent compound in the skin. 
 

Keywords: Liposomes, Transdermal drug delivery systems, Light scattering technique, 
Spectroscopic techniques, Confocal laser scanning microscopy 
 

บทนํา 
ไลโปโซม (liposomes) คือ อนุภาค

ขนาดเล็กหรือถุงขนาดเล็กที่เกิดจากการเรียง
ตั วข องส าร ไ ขมั น ปร ะ เภ ทฟอ ส โฟ ลิ พิ ด 
(phospholipid) คลายคลึงกับผนังเซลล แตผนัง
ของไลโปโซมอาจมีผนังสองชั้น (bilayer) ของ
ไขมันไดมากกวาหนึ่งชุด ในขณะที่ผนังเซลลมี
ผนังสองชั้นเพียงชุดเดียว ไลโปโซมขนาดใหญ
ที่มีผนังสองชั้นหลายชุด (Large Multilamellar 
Vesicles, LMV) มีขนาดอนุภาค 0.05-10 
ไมครอน เมื่อนําไลโปโซมนี้ไปผานกระบวนการ
ใชคลื่นความถี่สูง จะไดไลโปโซมขนาดเล็กที่มี

ผนังสองชั้นชุดเดียว (Small Unilamellar 
Vesicles, SUV) ซึ่งมีขนาดอนุภาค 0.025- 
0.05 ไมครอน ปจจุบันมีการนําไลโปโซมมาใช
อยางแพรหลายในงานวิจัย เนื่องจากไลโปโซม
สามารถ เ ก็ บ กั กยาได ทั้ ง ชนิ ดที่ ช อบน้ํ า 
(hydrophilic drugs) และไม ชอบน้ํ า 
(hydrophobic drugs) ในสวนที่เปนวัตภาคน้ํา
ภายในอนุภาค หรือสวนที่อยูระหวางผนังสองชั้น
ของไลโปโซมตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 1 (ก 
และ ข) อีกทั้งยังสามารถปองกันตัวยาจากการ
ถูกทําลายโดยสภาวะภายนอก เชน แสง ความ
เปนกรด-ดาง (pH) และเอนไซม (enzymes)1  

 

 (ก)  (ข) 
 

ภาพที่ 1 แบบจําลองของอนุภาคไลโปโซม (ก) และผนังสองชั้นของไลโปโซม (ข)2,3 

 

การนําสงยาทางผิวหนังหมายถึงการ
นําสงยาไปยังชั้นตาง ๆ ของผิวหนัง รูขุมขน 
ตอมตาง ๆ ที่อยูในผิวหนัง รวมถึงการเขาสู
กระแสเลือดดวย สามารถแบงการนําสงไดเปน 3 
วิถีทางหลัก คือ 1) ผานทอเหงื่อ (sweat ducts) 
2) ผานรูขุมขน (hair follicles) และตอมไขมัน 
(sebaceous glands) และ 3) ผานชั้น 
สตราตัมคอรเนียม ซึ่งในสวนของการนําสงสาร
ผานชั้นสตราตัมคอรเนียม (stratum corneum) 

สามารถแบงวิถีทางในการนําสงสารไดอีกเปน 2 
วิ ถี ท าง  คื อ  ผ านช อ ง ว า ง ร ะหว า ง เซลล 
(intercellular pathway) เปนการนําสงที่ตอเนื่อง
แตมีเสนทางที่คดเค้ียวในการนําสงผานชองวาง
ระหวางเซลลของไขมันในผิวหนัง สวนอีกวิถีทาง
หนึ่ ง คือ การนําส งผานเซลล  (trans-cellular 
pathway) ทั้ ง ที่ เ ป น เซลล เ คอร าทิ โ น ไซ ต 
(keratinocytes) และผานไขมันที่อยูระหวางเซลล 
ดังนั้นจะเห็นไดวาไขมันที่อยูระหวางเซลลมี
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บทบาทสําคัญตอการเปนผนังก้ันตามธรรมชาติ
ของผิวหนังชั้นสตราตัมคอรเนียม 

ในการนําสงยาทางผิวหนัง ไลโปโซม
เปนตัวพายาระบบหนึ่ งที่มีการนํามาใช ใน
งานวิจัยอยางแพรหลาย เนื่องจากเปนถุงอนุภาค
ที่สามารถเพ่ิมการนําสงยาผานผิวหนังได โดย
กลไกในการนําสงยาเขาสูผิวหนังของไลโปโซมมี
หลายกลไก ไดแก ไลโปโซมดูดซับบริเวณผิว
สวนนอกสุด แลวเกิดการแตก และเพ่ิมแรงสงให
ยาเขาสูผิวหนังไดดีข้ึน หรือไลโปโซมซึมเขาสู
ผิวหนังชั้นนอกสุดและหลอมรวมกับสวนของ
ไขมันในผิวหนังชั้นนี้ แลวคอย ๆ  ปลดปลอยสาร
ที่กักเก็บไว ทําใหประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์
ของยายาวนานข้ึน ซึ่งผลเพ่ิมการนําสงยาทาง
ผิวหนังอาจเปนผลมาจากคุณสมบัติทางเคมี
กายภาพของไลโปโซม เชน ขนาดอนุภาค 
(particle size) ประจุที่ผิว (surface charge) 
จํานวนชั้นของผนังไลโปโซม (lamellarity) และ
ค ว า ม ยื ด ห ยุ น  (elasticity)1,4 ก า ร ศึ ก ษ า
คุณลักษณะโครงสรางของไลโปโซม สามารถ
บอกความแตกตางของโครงสรางไลโปโซม อันมี
สาเหตุมาจากการเปลี่ยนแปลงกระบวนการใน
การเตรียม และสวนประกอบในสูตรตํารับได ซึ่ง
ความแตกต างของ โครงสร างนี้ ส งผลต อ
พฤติกรรมของอนุภาคทั้งในการทดสอบแบบ
ภายนอกรางกาย (in vitro) เชน ความคงตัว และ
การทดสอบแบบภายในรางกาย (in vivo) เชน 
การนําสงยาสูตําแหนงเนื้อเย่ือหรือเซลล 5  

 ในสวนเทคนิคการประเมินการนําสงยา
ทางผิวหนังมีหลายวิธี ซึ่งวิธีที่ใหขอมูลทั้งดาน
ปริมาณและอัตราการซึมผาน ตองอาศัยการนํา
เทคนิคกาวหนามาใชในการวิเคราะหชิ้นผิวหนัง

ดวย ไดแก กลองจุลทรรศนสองกราดดวยเลเซอร 
(confocal laser scanning microscopy, CLSM)  
เครื่องอินฟราเรดสเปคโทรมิเตอร (infrared (IR) 
spectrometer) ก ล อ ง จุ ล ท ร ร ศ น แ บ บ แ ร ง
อะตอม  (atomic force microscopy, AFM) เปน
ตน6 โดยเฉพาะกลองจุลทรรศนสองกราดดวย
เลเซอร ถือเปนเครื่องมือที่ดีมากในการวิเคราะห
การกระจายและการแทรกผานผิวหนังของสาร
เรืองแสง (fluorescent compounds) ที่ใหขอมูลที่
มีความถูกตองในการระบุตําแหนงมากย่ิงข้ึน 
นอกจากนี้ ยังใหขอมูลเ ก่ียวกับอันตรกิริยา
ระหวางตัวพายาระดับนาโน เชน ไลโปโซม  
(liposomes) นาโนสเฟยร (nanospheres) และ 
ไมเซลล (micelles) กับเซลลตาง ๆ ในผิวหนัง 
รวมทั้งใหขอมูลการสะสมของยา (accumulation)  
การแสดงผลภายในเซลล (intracellular fate) และ
กลไกของการแทรกผานผิวหนัง (mechanism of 
penetration)7  

การศึกษาผลของไลโปโซมตอการนําสง
ยาผานทางผิวหนังนั้น จะตองทําการประเมินทั้ง
คุณสมบัติของไลโปโซมและสภาพผิวหนังที่ไดรับ
อนุภาคไลโปโซมดวยการใชเทคนิคตาง ๆ โดยใน
บทนิพนธปริทัศนนี้ไดใหความสนใจเก่ียวกับการ
ใชเทคนิคการกระเจิงแสง (light scattering 
technique) เพ่ือวัดขนาดอนุภาคและประจุที่ 
ผิวของไลโปโซม เทคนิคทางสเปคโทรสโกป 
( spectroscopy technique) เ พ่ื อ ศึ ก ษ า
สภาพแวดลอมของผนังไลโปโซม และเทคนิค
กลองจุลทรรศนสองกราดดวยเลเซอร (CLSM)  
เพ่ือการประเมินการนําสงยาทางผิวหนังที่ให
ขอมูลเก่ียวกับตําแหนงและชองทางการซึมผาน
ผิวหนังของสารเรืองแสงในผิวหนัง 
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การศึกษาขนาดอนุภาคและประจุที่ผิวของไล
โปโซม ดวยเทคนิคการกระเจิงแสง (light 
scattering technique) 

เทคนิคการกระเจิงแสง เปนเทคนิคที่
นํามาใชเพ่ือวัดขนาดอนุภาคและประจุที่ผิวของ
อนุภาคไลโปโซม ดังแสดงในภาพที่ 2 โดยทั่วไป

จะประยุกต ใช เทคนิคนี้ กับนาโนพารติ เคิล 
(nanoparticles) คอลลอยด (colloids) ยาน้ํา
แขวนละออง (emulsions) และยาน้ําแขวน
ต ะ กอ นที่ ขน า ด เ ล็ ก กว า ร ะ ดั บ ไม คร อ น 
(submicron suspensions)  

 

 
ภาพที่ 2 สวนประกอบและหลักการทํางานของเทคนิคการกระเจงิแสงแบบไดนามิกส (dynamic light 

scattering)8 

 

การวัดขนาดอนุภาคโดยการใชเทคนิค
การกระเจิงแสงแบบไดนามิกส (dynamic light 
scattering) เปนเทคนิคที่ไมทําลายตัวอยาง 
(non-invasive) เหมาะกับการวัดขนาดและการ
กระจายขนาด (size and size distribution) 
ของอนุภาคที่กระจายในของเหลว ซึ่ง เปน
อนุภาคที่มีขนาดในชวงเล็กกวาไมครอน คือ
ในชวง 0.6 ถึง 10 ไมครอน โดยหลักการทํางาน
จะอาศัยการเคลื่อนที่ของอนุภาคแบบบราว
เนียน (Brownian motion) ที่แขวนตะกอนอยูใน
สูตรตํารับ โดยอนุภาคเหลานี้จะเคลื่อนที่เขา
ออกบริเวณชองก้ันแสงผาน เมื่อแสงเลเซอรตก
กระทบอนุภาคจะเกิดการกระเจิงแสงเลเซอรที่
ความเขม (intensities) แตกตางกัน ซึ่งสงผลตอ
การกระเพ่ือมข้ึน-ลงของความเขมแสงกับเวลา 
(time-dependent fluctuations) โดยอนุภาค

ขนาดใหญมีคาสัมประสิทธิ์การแพร (diffusion 
coefficient) ต่ํา จะเคลื่อนที่ชากวาอนุภาคขนาด
เล็ก ทําใหความถี่ในการกระเพ่ือมข้ึน-ลงของ
แสงที่กระเจิ งต่ํ า   สวนอนุภาคขนาดเล็ก
เคลื่อนที่ไดเร็วกวาจึงมีความถี่ในการกระเพ่ือม
ของแสงที่กระเจิงสูงกวา ซึ่งความถี่ ในการ
กระเพ่ือมข้ึน-ลงของความเขมแสงจะถูกสงไป
ยังตัวรับสัญญาณ เพ่ือนําไปคํานวณหาขนาด
อนุภาค (R) โดยใชสมการ Stokes-Einstein8,9  

การวัดประจุที่ผิวอนุภาคโดยใชเทคนิค
การกระเจิงแสงแบบการเคลื่อนสูข้ัวไฟฟาที่มี
ประจุตรงขาม (Electrophoretic light scattering 
technique) โดยคาความตางศักยระหวาง
ศักย ไฟฟ าบริ เ วณ พ้ืนผิ วส เตอรน  (stern 
potential) กับศักยไฟฟาในสารละลาย เรียกวา 
คาศักยไฟฟาซีตา (ภาพที่ 2)  สามารถนํามาใช
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ประโยชนในการทําความเขาใจและทํานายอันตร
กิริยาตาง ๆ เชน การเกิดแรงผลัก (repulsion) 
และแรงดึงดูด (attraction) ของประจุระหวาง
อนุภาค และเปนเครื่องมือหนึ่งที่ใชบอกถึงความ
คงตัวของตํารับได เนื่องจากอนุภาคที่มีประจุเปน
ลบหรือเปนบวกมาก ๆ จะเกิดการผลักกัน ทําให
สูตรตํารับมีความคงตัว ซึ่งคาศักยไฟฟาซีตาที่
เหมาะสมควรอยูในชวงสูงกวา ±30 mV โดย
หลักการวัดจะอาศัยการเคลื่อนตัวของประจุ
อนุภาค (electrophoretic mobility) ที่กระจายอยู
ในของเหลวในสนามไฟฟา การทํางานจะเริ่มจาก
การบรรจุอนุภาคที่กระจายในของเหลวลงใน
เซลลที่ประกอบดวยอิเล็กโทรด (electrodes) 2 
ตัว คือ ข้ั วบวกและ ข้ัวลบที่ สามารถสร าง
สนามไฟฟาได  และมีตัวใหแสงเลเซอร  2 ตัว 
คือลําแสงกระเจิง (scattering beam) ที่ผาน
อนุภาค และลําแสงอางอิง (reference beam) ที่
ผานตัวอยางหรือรอบ ๆ เซลล โดยอนุภาคจะถูก
ทําใหสวางดวยแสงเลเซอรและเกิดการกระเจิง
แสง (F1) ซึ่งความถี่ของแสงที่กระเจิงจะเปนสิ่งที่
บอกถึงความเร็วในการเคลื่อนที่ของอนุภาค 
(particle velocity) เปนความถี่ของการ
เคลื่อนยาย (frequency shift) ถาอนุภาคไมมีการ
เคลื่อนที่ (stationary or zero velocity) ความถี่ที่
ไดจะเหมือนกับความถี่ของแสงเลเซอร แตถา
อนุภาคมีการเคลื่อนที่ จะใหความถี่ที่มากกวา
ความถี่จากแสงเลเซอร (F2) ซึ่งคาความเขมของ
ความถี่ที่ตางกัน สามารถบอกไดถึงคาศักยไฟฟา
ซีตาของอนุภาคได 9,10 นอกจากนี้ความเร็วใน
การเคลื่อนที่ของอนุภาคในสนามไฟฟาที่บอกถึง
การเคลื่อนตัวของประจุอนุภาค สามารถนํามา
คํ า น ว ณ ค า ศั ก ย ไ ฟ ฟ า ซี ต า โ ด ย อ า ศั ย
ความสัมพันธทางทฤษฎีตามสมการของเฮนรี 
(สมการที่ 1)  

(1) 
 เมื่อ UE คือ การเคลื่อนตัวของประจุ
อนุภาค  
         คือ คาศักยไฟฟาซีตา   
          ε คื อ  ค า ค ง ที่ ท า ง ไ ด อิ เ ล็ ก ท ริ ก 
(dielectric constant)  
          η คือ คาความหนืด (viscosity) ของ
ของเหลวที่อนุภาคนั้นแขวนลอย  
    f(κa) คือ Henry’s function เทากับ 
1.5 (กรณีสารละลายเปนน้ํา) หรือ 1.0 (กรณี
สารละลายไมใชน้ํา)11 

ปจจุบันมีการนําเอาเทคนิคการกระเจิง
แสง มาใชศึกษาขนาดอนุภาคและประจุที่ผิว
ของอนุภาคไลโปโซม โดย Knudsen และคณะ 
(2012)4 ไดทําการศึกษาคุณสมบัติทางเคมี
กายภาพของไลโปโซมที่เคลือบดวยโพลีเอธิลีน
ไกลคอล (PEGylated liposomes) ในดาน
คุณลักษณะทางโครงสราง โดยวัดขนาดอนุภาค
และประจุที่ผิวของอนุภาคไลโปโซมดวยเทคนิค
การกระเจิงแสง ซึ่งตํารับไลโปโซมประกอบดวย 
1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine 
(DSPC), sodium cholate และไลโปพอลิเมอร 
(lipopolymer) ของ poly(ethylene glycol)-
distearoylphosphoethanolamine (PEG2000-
DSPE) ในอัตราสวนที่ตางกัน (0%, 0.5%, 1% 
และ 5%)  โดยใช calcipotriol เปนตัวยา
ตนแบบในการศึกษา โดยแทรกเขาไปในผนัง
ของไลโปโซมที่ติดดวยสารกัมมันตรังสี (14C) 
ซึ่งวัตถุประสงคของการทดลองคือ ศึกษา
ลักษณะทางเคมีกายภาพของไลโปโซมและผล
ของไลโปโซมตอการนําสงยาเขาสูผิวหนัง ผล
การศึกษา พบวา ในทุกสูตรตํารับมีคาเฉลี่ยของ
ขนาดอนุภาคอยูในชวง 93.1–95.4 นาโนเมตร 
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และมีการกระจายขนาดที่ดี คาการกระจาย
ขนาด (polydispersity index; PDI) นอยกวา 
0.1 ในวันที่เริ่มตนเตรียมตํารับ ซึ่งการเพ่ิม
ความเขมขนของ PEG-DSPE ไมมีผลตอขนาด
อนุภาคอยางมีนัยสําคัญ สวนคาศักยไฟฟาซีตา 
(zeta-potential) แสดงการเพ่ิมข้ึนของประจุลบ
เมื่อเพ่ิมความเขมขนของ PEG-DSPE อยางมี
นัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับสูตรที่ไมมี PEG-
DSPE (p < 0.01) (ตารางที่ 1) โดยคาที่ไดมี
ประจุลบมากข้ึน เนื่องจาก PEG-DSPE ทําให
เก ิดโครงขายประจ ุลบที ่มากกวา  เมื ่อ
เปรียบเทียบกับอนุภาคที่มีเฉพาะโมเลกุลของ 
DSPC ที่สวนหัวแสดงประจุทั้งประจุบวกและ
ประจุลบ (zwitterionic head group) ซึ่งความ

เขมขนของประจุที่สูงกวาบนผิวของอนุภาค 
เปนสาเหตุใหมีแรงผลัก (repulsive forces) 
ระหวางอนุภาคสูง ทําใหลดการเกาะกลุมกัน 
(aggregation) ของอนุภาค และเพ่ิมความคงตัว
ของอนุภาคแขวนลอย (colloidal stability) 
สําหรับการศึกษาการซึมผานผิวหนัง พบวา
ขนาดอนุภาคของไลโปโซมมีผลตอการซึมผาน
ของตัวยา calcipotriol และ 14C-DSPC เขาสูชั้น
สตราตัมคอรเนียม (stratum corneum) มาก
ที่สุด (ภาพที่ 3 (ก และ ข))  ซึ่งปริมาณของ 
Calcipotriol ของไลโปโซมขนาดเล็ก (SUVs) 
สามารถซึมผานเขาสูผิวหนังไดมากกวาไลโป
โซมขนาดใหญ (LMVs) อยางมีนัยสําคัญ  

 

ตารางที่ 1   ผลของความเขมขนของสูตรตํารับตอลักษณะทางเคมีกายภาพ 4  
 

Formulation Particle size (nm) PDI Tm (°C)a Zeta potential (mV) 

PEG-DSPE 0% 93.1 ± 0.4 0.046 ± 0.009 54.0 -4.1 ± 0.1 
PEG-DSPE 0.5% 93.1 ± 0.7 0.050 ± 0.009 54.1 -7.0 ± 0.6** 
PEG-DSPE 1% 93.5 ± 1.8 0.044 ± 0.005 54.1 -8.4 ± 0.2** 
PEG-DSPE 5% 95.4 ± 1.5 0.054 ± 0.010 53.9 -14.4 ± 0.5** 
a
Phase transition temperature (Tm) 

** p < 0.01. 

 
(ก)                                                     (ข) 

ภาพที่ 3 ปริมาณของ 3H-calcipotriol (ก) และ 14C-DSPC (ข) ในผิวหนังช้ันสตราตัมคอรเนียม (SC) ช้ันหนัง
กําพราที่มีชีวิต (Viable epidermis) ช้ันหนังแท (Dermis) และช้ันของของเหลวรองรับ (RF) จากอนุภาคไลโป
โซมขนาดเล็ก (SUVs; ■) และขนาดใหญ (LMVs; □) ของ 1 mol% PEG-DSPE (mean ± SD (n = 10))4 
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การศึกษาสภาพแวดลอมของผนังไลโปโซม 
ดวยเทคนิคทางสเปคโทรสโกป (Spectroscopic 
technique)  
 หลักการศึกษาทางสเปคโทรสโกป เปน
การใชพลังงานรังสีในชวงอัลตราไวโอเลต-วิสิ
เบิล (UV–Vis) ซึ่งแบงไดเปน 2 ประเภท คือ 
การดูดกลืน (absorbance) และการเรืองแสง 
(fluorescence) ในสวนของสเปคโทรสโกปของ

การเรืองแสง (fluorescence spectroscopy) จะ
เปนการเปลี่ยนระดับพลังงานจากสภาวะกระตุน 
(excited state) เปนสภาวะพ้ืน (ground state) 
ในขณะที่สเปคโทรสโกปของการดูดกลืนแสง 
(absorption spectroscopy) เปนการเปลี่ยน
ระดับพลังงานจากสภาวะพ้ืน เปนสภาวะกระตุน 
ดังแสดงในภาพที่ 4 

  

 
ภาพที่ 4 ระดับพลังงานไฟฟา (electronic energy level) และการเปลี่ยนระดับพลงังาน (transition) 

ของสเปคโทรสโกปที่ใชหลักการดูดกลืนแสง (absorption) และการเรืองแสง (fluorescence)11 

การใชสเปคโทรสโกปในชวงอัลตรา ไวโอ
เลต-วิสิเบิล (UV–Vis) จะใชคลื่นแมเหล็กไฟฟา
ความยาวคลื่นในชวงประมาณ 200 ถึง 700 นา
โนเมตร เพ่ือวัดคาการดูดกลืนแสงของสาร
ตัวอยาง ซึ่งเปนสัดสวนโดยตรงกับระยะทางที่
แสงสองผาน (path length, b) และความเขมขน 
(concentration, c) ของสารที่ดูดกลืนแสง ซึ่ง
สัมพันธ กันตามกฎของเบียร  (Beer’s law) 
เนื่องจากโมเลกุลที่แตกตางกันจะดูดกลืนรังสีที่
ความยาวคลื่นที่แตกตางกัน ดังนั้นสเปคตรัมของ
การดูดกลืนแสงจะแสดงจํานวนของแถบการ
ดูดกลืนแสง (absorption bands) ที่สอดคลองกับ
หมูโครงสรางภายในโมเลกุล 

          สวนการใชเทคนิคสเปคโทรสโกปของ
การเรืองแสง (fluorescence spectroscopy) 
เปนวิธีการที่มีความไว (sensitive) สูงกวาสเปค
โทรสโกปของการดูดกลืนแสง (absorption 
spectroscopy)  โดยคลื่นแมเหล็กไฟฟาจะถูก
ปลอย (emitted) ออกมาจากสารที่ถูกวิเคราะห 
เพ่ือใหเกิดการปลอยพลังงานจากระดับสภาวะ
กระตุนกลับสูสภาวะพ้ืน  ซึ่งสารที่ถูกวิเคราะหจะ
ถูกกระตุนใหมีพลังงานสูงโดยการดูดกลืนรังสี
ในชวงอัลตราไวโอเลต-วิสิเบิล  (UV-Vis range) 
และกระบวนการกระตุนและคลายการกระตุน ซึ่ง
จะพบในระหวางการวัดการเรืองแสง ดังนั้น
เครื่องมือวัดจะประกอบดวยตัวรับความยาวคลื่น 
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2 ชนิดคือ excitation beam และ emission 
beam12 

ในการศึกษาเก่ียวกับคุณสมบัติของ 
ไลโปโซม เทคนิคทางสเปคโทรสโกป สามารถใช
ศึกษาสภาพแวดลอมของผนังสองชั้นไลโปโซม 
(microenvironment of liposome bilayer) ได 
จากรายงานการวิจัยของ Rao และคณะ (2012)13 
ซึ่งทําการศึกษาทางสเปคโทรสโกปของอันตร
กิริยาระหวางคอเลสเตอรอลที่ตอกับพอลิเอทิลีน
ไกลคอล (Chol-PEG-Chol) และไลโปโซม โดย
ทําการเตรียมตํารับไลโปโซมจาก dimyristoyl 
Phosphatidylcholine (DMPC) แ ล ะ  dimethyl 
dioctadecylammonium bromide (DODAB) แลว
ศึกษาผลของการแทรกตัวของคอเลสเตอรอลเขา
ไปในผนังสองชั้นไลโปโซมทั้ง 4 สูตรตํารับที่มี
สัดสวนของ DMPC: DODAB: cholesterol 
แตกตางกัน คือ Liposome 1 (DMPC:DODAB 
molar ratio = 99:11), liposome 2 
(DMPC:DODAB molar ratio = 1:1), liposome 3 
(DMPC: DODAB:cholesterol molar ratio = 
8:1:1) และ liposome 4 (DMPC: DODAB: 
cholesterol molar ratio = 6:1:3) จากนั้นทําการ
ติดสีโมเลกุล (molecular probes) ดวยสี 2 ชนิด 
คือ  nile red ซึ่งจะแทรกเขาไปในผนังสองชั้น
ของไลโปโซม และ Pinacyananol chloride (PIN) 
ซึ่งเปนโมเลกุลที่อยู ในชั้นน้ําขางนอก (outer 
aqueous phase) 
          คุณสมบัติของ nile red เปนสีที่ไมมีประจุ 
(uncharged dye) และมีความเปนสารไมชอบน้ํา
สูง ดังนั้นจึงใชเปนสารเรืองแสงที่ใชติดโมเลกุล
ของไขมันที่อยูภายในเซลล (intracellular lipids) 
และใชเปนตัวตรวจรับคุณสมบัติของความมีข้ัว 
(polarity sensor) ของโครงสรางสารที่สามารถ
ตรวจวัดได ทั้งอัลตราไวโอเลต-วิสิเบิลและฟลู 

ออเรสเซนซส เปคตรัม (UV–visible and 
fluorescence spectrum) โดยที่คาความยาวคลื่น
สูงสุด ( λmax) จะเพ่ิมข้ึนเมื่อเพ่ิมความมีข้ัวของ
ตัวทําละลายอินทรีย ซึ่ง nile red ในสารละลายไล
โปโซม จะไดลักษณะสเปคตรัม ที่คลายกับ nile 
red ในตัวทําละลายอินทรีย เพราะสภาพแวดลอม
ภายในผนังสองชั้นของไลโปโซมเปนแบบไมมีข้ัว 
(apolar microenvironment) ดังนั้น เมื่อเพ่ิม
ความเขมขนของ Chol-PEG-Chol ลงในตํารับไล
โปโซม จะทําใหคาความยาวคลื่นสูงสุดทั้ ง
จากอัลตราไวโอเลต-วิสิเบ้ิลสเปคตรัม (ภาพที่ 5 
(ก)) และฟลูออเรสเซ็นตสเปคตรัม (ภาพที่ 5 (ข) 
แสดงการเคลื่อนที่ไปสูความยาวคลื่นที่สูงข้ึน 
(red shift) ซึ่งคาดเดาไดวาสภาพแวดลอมของ
ผนังสองชั้นไลโปโซม เริ่มที่จะมีความเปนข้ัวมาก
ข้ึนเมื่อเติม Chol-PEG-Chol โดยเฉพาะในสูตร
ตํารับที่ 2 ที่ซึ่งมีสัดสวนของ DODAB ในปริมาณ
ที่สูง เนื่องจาก DODAB เปนไขมันที่มีประจุบวก 
(cationic lipid) เมื่อจัดเรียงตัวเปนโครงสรางผนัง
สองชั้นของไลโปโซมจึงเกิดแรงผลักระหวางประจ ุ
(electrostatic repulsion) ของประจุบวก ทําให
เกิดชองวางขนาดใหญ จึงงายตอการที่ Chol-
PEG-Chol จะแทรกเขาไปในโครงสรางของผนัง
สองชั้นไลโปโซม และยังทําใหโมเลกุลของน้ํา
สามารถแทรกเขาไปขางในอนุภาคไลโปโซมได
งายข้ึนดวย เปนผลใหสภาพแวดลอม nile red มี
ข้ัวเพ่ิมข้ึน สวนการเพ่ิมความเขมขนของ Chol-
PEG-Chol ลงในไลโปโซมสูตรตํารับที่ 3 และ 4 
เมื่อเปรียบเทียบกับสูตรตํารับ 1 และ 2 พบวาไม
มี ผล เ พ่ิ มค าความยาวคลื่ นสู งสุ ดมากนั ก 
เนื่องจากการมีคอเลสเตอรอลแทรกอยูในผนัง
สองชั้นของไลโปโซมสูตรตํารับที่ 3 และ 4 ทําให
ผนังสองชั้นมีความแข็งแรง สงผลให Chol-PEG-
Chol สามารถแทรกเขาไปในโครงสรางของผนัง
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สองชั้นไดเล็กนอย จึ งไมมีผลเปลี่ยนแปลง สภาพแวดลอมของ nile red มากนัก  
 

 
(ก)                                              (ข) 

ภาพที่ 5 ผลของความเขมขนของ Chol-PEG-Chol ตอคาความยาวคลื่นสูงสุดของ Nile Red ที่อยูในไล
โปโซม:    Liposome 1 (DMPC:DODAB molar ratio = 9:1); liposome 2 (DMPC:DODAB molar 
ratio = 1:1); liposome 3 (DMPC:DODAB:cholesterol molar ratio = 8:1:1); liposome 4 
(DMPC:DODAB:cholesterol molar ratio = 6:1:3) ทั้งจากอัลตราไวโอเลต-วิสิเบ้ิลสเปคตรัม (ก) และ
ฟลูออเรสเซ็นตสเปคตรัม (ข)13 

 

คุณสมบัติของสาร อีกชนิดที่ ใ ช ใน
การศึกษา คือ Pinacyananol chloride (PIN) 
เปนสารที่สามารถตรวจวัดไดดวยอัลตราไวโอ
เลต-วิสิ เ บ้ิลสเปคตรัม ซึ่ งจะแสดงพีคการ
ดูดกลืนแสงของโม เลกุล เ ด่ียว (monomer 
molecules) ที่ 600 nm (แถบ I) และพีคการ
ดูดกลืนแสงของโมเลกุลคู (dimeric form) ที่ 
560 nm (แถบ II)  ซึ่ง PIN สามารถละลายได
ในส ารล ะลายหลายชนิ ด  เ ช น  น้ํ า  แล ะ
คลอโรฟอรม โดยคาความยาวคลื่นสูงสุดของทั้ง
แถบ I และ II จะลดลงเมื่อเพ่ิมความมีข้ัวของ
สารละลาย ดังนั้น เมื่อนํา PIN เติมลงไปใน
สารละลายไลโปโซม PIN อาจจะอยูทั้งในและ
นอกผนังสองชั้นของไลโปโซม แตเนื่องจาก 
PIN เปนสารสีประจุบวก (cationic dye) จึงเกิด
แรงผลักระหวางประจุของสี PIN และประจุบวก

ของ DODAB ในสวนประกอบของไลโปโซม ทํา
ให โมเลกุลของสีผานออกมาในวัตภาคน้ํ า
ภายนอกอนุภาคไลโปโซม ทําใหผลของการเติม 
Chol-PEG-Chol ที่ความเขมขนตางๆ ลงใน
ตํารับไลโปโซมทั้ง 4 สูตรตํารับไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ แตอยางไรก็ตามคาความยาว
คลื่นสูงสุดจากอัลตราไวโอเลต-วิสิเบ้ิลสเปคตรัม
ของทั้งแถบ I และ II ของ PIN จะเพ่ิมข้ึน เมื่อ
เติม Chol-PEG-Chol เพ่ิมข้ึนในตํารับ ดังภาพ
ที่ 6 เนื่องจากโมเลกุลของ PIN จะถูกลอมรอบ
ดวยโมเลกุลของ PEG เมื่อความเขมขนของ 
PEG มากข้ึน คุณสมบัติความเปนข้ัวของ
สภาพแวดลอมรอบ ๆ PIN จะเริ่มมีความไม
เปนข้ัวมากข้ึน (more apolar) ทําใหคาความ
ยาวคลื่นสูงสุดของ PIN เพ่ิมข้ึน  
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ภาพที่ 6 ผลของความเขมขนของ Chol-PEG-Chol ตอคาความยาวคลื่นสูงสุดของแถบ I (600 nm) และ 
II (560 nm) ของ PIN ที่อยูในไลโปโซม: 1 (DMPC:DODAB molar ratio = 9:1); liposome 2 
(DMPC:DODAB molar ratio = 1:1); liposome 3 (DMPC:DODAB:cholesterol molar ratio = 8:1:1); 
liposome 4 (DMPC:DODAB:cholesterol molar ratio = 6:1:3)  จากอัลตราไวโอเลต-วิสิเบ้ิลสเปคตรัม13  

การประเมินการนําสงยาทางผิวหนัง ดวย
กลองจุลทรรศนสองกราดดวยเลเซอร 
(CLSM)  

กลองจุลทรรศนสองกราดดวยเลเซอร 
เปนเทคนิคที่สามารถใหภาพของสารเรืองแสง
ได โดยหลักการทํางาน คือการใชแหลงกําเนิด
แสงเปนระบบเลเซอร ทําการสองลําแสงผานรู
เปด pinhole ซึ่งอยูในระนาบเดียวกับจุดสอง
กราดของชิ้นตัวอยาง ลําแสงเลเซอรถูกสะทอน
จากกระจก dichromatic และสองกราดผาน 
objective lens ไปบนชิ้นตัวอยางบนระนาบที่ได
โฟกัสไว (in-focus) บางจุดบนชิ้นตัวอยางจะ
เรืองแสง และสะทอนแสงกลับไปที่กระจก 
dichromatic แลวถูกรวมแสงที่รูเปด pinhole ที่ 
2 บริเวณดานหนาตัวตรวจวัด (detector) ดัง
ภาพที่ 7 โดยรูเปด pinhole ทําหนาที่เปนแหลง

รวมแสงที่มีความสําคัญมากเปรียบเสมือนตัว
กรองที่อยูหนาตัวตรวจวัด ใหมีการผานของแสง
ในจุดที่โฟกัส (in-focus) เขาสูตัวตรวจวัดอยาง
ตอเนื่องและมีประสิทธิภาพ และก้ันการผานของ
แสงที่ไมอยูในจุดที่โฟกัส (out-of-focus) ดังนั้น
จึงมีเพียงภาพของจุดที่โฟกัสเทานั้น ทําใหเพ่ิม
ความละเอียดและความคมชัดของภาพไดอยาง
มีประสิทธิภาพสูง สําหรับภาพของตัวอยางมี 3 
แกน คือ x y และ z ในสวนของ z-series เปน
ภาพของลํ า ดับที่ ไ ด จ ากการ ดู ในแนว xy 
(sequential xy sections) ซึ่งจะใหขอมูลในเชิง
สามมิติ  และความเขมของสารเรืองแสง 
(fluorescence intensities) สวน xz-section 
เปนภาพที่จําเปนตองใชขอมูลที่ไดจากภาพ
แบบ xy-plane กอน ซึ่งจะใหขอมูลเก่ียวกับ
ความลึกของสารเรืองแสงจากพ้ืนผิวที่เฉพาะ6  
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ภาพที่ 7 หลักการทํางานของกลองจุลทรรศนสองกราดดวยเลเซอร (CLSM) 
 

การศึกษาโครงสรางของไลโปโซมโดย
ใชเทคนิคกลองจุลทรรศนสองกราดดวยเลเซอร 
เปนเทคนิคที่สามารถใหภาพที่มีความละเอียด
สูงโดยไมทําลายตัวอยาง   ซึ่งสามารถทําได
โดยการใสสารเรืองแสงเขาไปในสวนที่เปน

ไขมันของผนังสองชั้นไลโปโซม ดังภาพที่ 8 
แสดงโครงสรางแบบถุงเวสิเคิลที่มีการจัดเรียง
ตัวของผนังสองชั้นของไขมันซอนกันหลายชั้น 
(multilamellar vesicles) แยกออกจากสวนที่
เปนวัฏภาคน้ํา14 

 

 
ภาพที่ 8 ภาพจากกลองจุลทรรศนสองกราดดวยเลเซอร แสดงโครงสรางของไลโปโซมที่ม ีRhodamine 

123 ภายในโครงสรางของผนังสองชั้น14 

     Subongkot และคณะ (2013)15 ทําการ 

ศึกษาวิถีการซึมผานผิวหนัง (penetration 
pathways) ของอัลตราดีฟอรมมาเบ้ิลไลโปโซมที่
มีเทอรปน (ultradeformable liposomes with 
terpene; ULs) โดยใชฟลูออเรสซีนโซเดียม 
(NaFI) เก็บกักอยูในถุงของไลโปโซม ซึ่งแสดง
ออกเปนสารเรืองแสงสีเขียว และใช Rhodamine 
(Rh-PE) เปนสารเรืองแสงที่ติดกับถุงฟอสโฟลิ
ปด (phospholipid vesicles) ซึ่งแสดงออกเปน 
สารเรืองแสงสีแดง จากนั้นนําตํารับไป
ทําการศึกษาการซึมผานผิวหนังหมูดวยการใช 

Franz diffusion cells เพ่ือศึกษาการกระจาย
ของไลโปโซมบนผิวหนังภายใตกลองจุลทรรศน
สองกราดดวยเลเซอร อีกทั้งการใชรวมกับการ
ตัดชิ้นสวนของผิวหนัง (skin cross-section) 
กอนนําไปสองดวยกลองจุลทรรศนสองกราด
ดวยเลเซอร จะทําใหไดภาพที่ชัดเจนและมี
ความละเอียดสูง  

การมองภาพจากดานบน (xy-plane) 
แบบตอเนื่องของบริเวณรูขุมขนและบริเวณ 
ผิวหนังที่ไมใช รู ขุมขนจากเนื้อเ ย่ือผิวหนัง
เดียวกันที่เวลา 4 ชั่วโมง ดังภาพที่ 9 a)-1 และ 
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b)-1 ตามลําดับ บริเวณที่มีการเรืองแสงอยาง
ชัดเจนจะบอกถึงความลึกที่มากที่สุดในการ
แทรกผานผิวหนัง และบอกถึงความเขมของสาร
เรืองแสงทั้ง NaFl และ Rh-PE ที่ติดอยูกับผนัง
สองชั้นของ ULs สวนการมองภาพแบบ x–z จะ
ใหภาพของผิวหนังที่ระดับความลึกตาง ๆ  ทั้งใน
รูขุมขนและบริเวณที่ไมใชรูขุมขน ดังภาพที่ 9 
a)- 2 และ b)-2 ตามลําดับ โดยที่บริเวณรูขุมขน 
NaFl และ Rh-PE ที่ติดอยูกับผนังสองชั้นของ 
ULs สามารถแทรกผานผิวหนังไปไดลึกถึง 90 
µm ในขณะที่บริเวณที่ไมใชรูขุมขน NaFl และ 
Rh-PE ที่ติดอยู กับผนังสองชั้นของ ULs 
 

สามารถซึมผานผิวหนังไปไดลึก 70 µm สวน
ภาพที่ 9 a)-3 และ b)-3 เปนภาพที่มีความเขม
ของสารเรืองแสงที่มากที่สุดของ a)-2 และ b)-2 
ที่  z-axis ตามลําดับ นอกจากนี้ เทคนิคนี้
สามารถแสดงขอมูลของความเขมของสารเรือง
แสง ทั้ง NaFl และ Rh-PE ที่ติดอยูกับผนังสอง
ชั้นของ ULs ที่ระดับความลึกแตกตางกัน (ภาพ
ที่ 10) ซึ่งพบวา ULs มีชองทางหลักที่จะ
ปลดปลอยตัวยาที่กักเก็บผานรูขุมขน มากกวา
ชองทางการแทรกผานเซลล (transcellular) 
และชองวางระหวางเซลล (intercellular) ใน
บริเวณที่ไมใชรูขุมขน 

  

 
ภาพที่ 9 ภาพจากกลองจุลทรรศนสองกราดดวยเลเซอรของผิวหนังหมูที่ทดสอบดวย NaFl-loaded Rh-PE-
labeled ULs ที่เวลา 4 ช่ัวโมง แสดง 1. x–y plane a)-1 บริเวณรูขุมขน และ b)-1 บริเวณที่ไมใชรูขุมขน 2. 
แสดง serial x–z plane ที่ระดับความลึกแตกตางกัน  a)-2 บริเวณรูขุมขน และ b)-2 บริเวณที่ไมใชรูขุมขน และ 
3. แสดง a)-3 และ b)-3 ความเขมของ z-axis ที่มากที่สุดจาก a)-2 และ b)-2 ตามลําดับ15  
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ภาพที่ 10 การเปรียบเทียบความเขมของการเรืองแสงของ NaFl และ Rh-PE ที่ระดับความลึกตางๆ 

ของผิวหนังที่ไดจากภาพที่ 9 a)-2 (■=NaFl, ▲=Rh-PE) และ b)-2 ( =NaFl, ●= Rh-PE)15 

 

สรุป 
การศึกษาคุณสมบัติของไลโปโซมใน

ปจจุบัน สามารถทําไดในหลายวิธีดวยการใช
เทคนิคที่แตกตางกันไป ซึ่งเทคนิคการกระเจิง
แสงแบบไดนามิกส และอิ เล็ค โตรโฟรีติ ก 
(Dynamic and electrophoretic light 
scattering technique) และเทคนิคทางสเปค 
โทรสโกป (spectroscopy) ถูกนํามาใชกันอยาง
กวางขวางในการทดลองเพ่ือประเมินลักษณะ
ของรูปราง (morphology) โครงสรางภายใน 
(internal structure) และสภาพแวดลอมในระดับ
ไมโคร (microenvironment) รวมไปถึงตัวแปร
ทางเคมีกายภาพ (physicochemical parameters) 
อ่ืน ๆ ของไลโปโซมที่อยูในสภาวะการทดลองที่
แตกตางกัน นอกจากนี้ในการนําไลโปโซมมาใช
เปนตัวพาเพ่ือนําสงยาทางผิวหนังจะตองมี
การศึกษาคุณสมบัติของการซึมผานผิวหนัง ซึ่ง
สามารถนํากลองจุลทรรศนสองกราดดวย
เลเซอรมาประยุกตใช เพ่ือใหไดขอมูลเก่ียวกับ
ตําแหนงและชองทางการซึมผานผิวหนังของ
สารเรืองแสงในผิวหนัง อีกทั้งไลโปโซมเปนหนึ่ง
ในตัวพายาในระบบนําส งยาขนาดนาโน 
(advanced drug delivery nano system)  
 
 

 

ดังนั้นเทคนิคเหลานี้สามารถนําไปใชประยุกต
กับการศึกษาคุณลักษณะโครงสรางของระบบ 
นําสงยาที่เปนรูปแบบนาโน (nanoassemblies) 
ชนิดอ่ืนไดดวย 
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