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ภาวะเลือดออกมากขณะหรือหลงัการผ่าตดัในชอ่งปากมีความอนัตรายและอาจสง่ผลถึงชีวิตผู้ ป่วย การตระหนัก

ถึงปัญหาและให้การรักษาอยา่งทนัทว่งทีสามารถชว่ยให้ผู้ ป่วยพ้นจากอนัตราย ปัจจบุนัมีการพฒันาวสัดหุ้ามเลือดชนิดใหมอ่อกมา
มากมาย เพื่อให้มีคณุสมบตัิตามต้องการ คือ มีความปลอดภยัในการใช้งาน เข้ากันได้กับเนือ้เยื่อ ไม่มีความเป็นพิษ ไม่ก่อให้เกิด
ปฏิกิริยาต่อต้านสิ่งแปลกปลอม  สามารถสลายตัวได้  ใช้งานได้ง่าย ราคาไม่แพงและที่ส าคัญสามารถห้ามเลือดได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ สารห้ามเลือดจากไคโตซานเป็นสารที่เตรียมจากไคตินที่ดึงหมู่อะเซทิลออก มีประสิทธิภาพการห้ามเลือดที่ดีทัง้ใน
ผู้ ป่ วยที่ มี ร่างกายแข็งแรงและมีความผิดปกติในการแข็งตัวของเลือด  Calcium alginate/N-O-carboxymethylchitosan 
(CA/NOCC) เป็นสารห้ามเลือดจากอนพุนัธ์ไคโตซาน ได้ผ่านการทดสอบต่าง ๆ ที่บ่งบอกถึงประสิทธิภาพการห้ามเลือดและความ
ปลอดภัยในการใช้งาน ทัง้ในระดับห้องปฏิบัติการ สัตว์ทดลอง และการทดสอบที่ผิวหนังมนุษย์ และเพื่อพัฒนาวัสดุห้ามเลือด
ดงักลา่วให้สามารถใช้งานได้ในชอ่งปาก การทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ในชอ่งปากจงึเป็นสิ่งจ าเป็น วตัถปุระสงค์ของการศกึษา
นี ้คือ เพ่ือทดสอบความเป็นพิษของวสัดุ CA/NOCC ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือก วิธีการด าเนินงานวิจยั คือ ท าการเลีย้ง
เซลล์เพียงอยา่งเดียวและร่วมกับวสัดุ CA/NOCC ทัง้ 2 สภาวะ คือ เลีย้งเซลล์กบัวสัดโุดยตรงและร่วมกับสารสกัดจากวสัดุ ศึกษา
สณัฐานวิทยาของเซลล์ผ่านกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด ศึกษาความมีชีวิตและอตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์ด้วยวิธีการ
ทดสอบเอ็มทีที ศึกษาการตายของเซลล์ผ่านการย้อมสีทริปแพนบลู และศึกษาระดับแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์  ผล
การศึกษา พบว่า เซลล์ที่เลีย้งร่วมกับวสัดุ CA/NOCC มีความหนาแน่นน้อยลง เซลล์มีลกัษณะหดกลม ผิวเซลล์ไม่เรียบและบวม
เป็นตุม่ออกมา อตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ พบจ านวนเซลล์ตายโดย
เฉลี่ยสงูกวา่กลุม่ควบคมุ และระดบัแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งมีคา่สงูกว่ากลุ่มควบคมุ สรุปผลได้วา่ วสัด ุCA/NOCC มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือก  โดยส่งผลให้สัณฐานวิทยาของเซลล์เปลี่ยนแปลงจากปกติ  ความมีชีวิตและ
ความสามารถในการเพ่ิมจ านวนเซลล์ลดลง มีการตายของเซลล์เพ่ิมมากขึน้ ทัง้นีท้างคณะผู้วิจยัได้ตัง้สมมตุิฐานวา่ระดบัแคลเซียม
ไอออนที่ปลดปล่อยจากวัสดุ อาจส่งผลให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์  ดังนัน้ การปรับปรุงสัดส่วนของวัสดุ เพื่อลดระดับการ
ปลดปลอ่ยแคลเซียมไอออน อาจท าให้วสัดมีุความเข้ากนัได้กบัเนือ้เยื่อในชอ่งปาก 
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Excessive bleeding is a potentially life-threatening complication in oral surgery. The timely and 

effective control of bleeding is particularly important in reducing the morbidity and mortality of the patients. 
Nowadays, numerous newly developed hemostatic agents are introduced to control bleeding. The ideal hemostatic 
agent should be safe, biocompatible, non-immunogenic, biodegradable, affordable, inexpensive and, mostly 
importantly, effective for bleeding control. Chitosan-based hemostatic agents are derived from deacetylated chitin. 
They have proven to be effective for bleeding control in both normal and coagulopathic conditions. The calcium 
alginate/N-O-carboxymethylchitosan (CA/NOCC) hemostatic sponge was developed and shown to be biocompatible 
with good hemostatic efficiency. However, to extend its usage for hemorrhage control in the oral cavity, the safety and 
biocompatibility of the material for the oral targeted tissue must be investigated. The aim of this study was to evaluate 
the cytotoxicity of CA/NOCC on primary human gingival fibroblasts (GFs). Primary human GFs, cultured in direct 
contact with or in the culture-media extract of CA/NOCC were assigned to experimental groups, and compared with 
the control group (GFs) in all experiments. Cell morphology was assessed by scanning electron microscopy. Cell 
viability and proliferation were determined by MTT assays at day 1-3-6 of culture. Nonviable cells were tested by 
Trypan blue dye exclusion test. The level of calcium ion released from the CA/NOCC into the culture medium was 
measured by a QuantiChrom calcium assay kit. The results of this study revealed that GFs, cultured in direct contact 
with CA/NOCC, demonstrated lowered cell density and significant ultrastructural changes of the cell membrane with 
the presence of numerous fibrils and blebs. The proliferation rate of GFs cultured with the CA/NOCC specimens was 
significantly lower than that of control (p<0.01). In addition, the number of nonviable cells cultured with the CA/NOCC 
were higher than that of control. Moreover, the level of Ca2+ was significantly higher in the medium collected from GFs 
cultured with the CA/NOCC. In conclusion, it is evident that the CA/NOCC sponge demonstrated cytotoxic effects, by 
significantly impairing the cell morphology, proliferative ability and viability of human GFs. Additionally, the high level 
of Ca2+, released into the culture medium, could be the potential cause of the observed cytotoxic effects. Therefore, 
modifications in the preparation of the CA/NOCC sponge would be warranted for the material to be clinically 
applicable to various oral tissue. 
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บทที่ 1  
บทน า 

ภูมิหลัง 
กลไกการห้ามเลือดถือเป็นกระบวนการท่ีส าคัญในการร่างกายมนุษย์ เน่ืองจากช่วย

ป้องกันไม่ให้ร่างกายสูญเสียเลือดจากการบาดเจ็บต่าง  ๆ ทันตแพทย์ผู้ ท างานหัตถการทาง
ศลัยกรรมควรมีความรู้และเข้าใจในกลไกดงักล่าว ซึ่งประกอบด้วย 3 ขัน้ตอนหลกั คือ การหดตวั
ของหลอดเลือด (Vasoconstriction) การเกาะกลุ่มของเกร็ดเลือด (Platelet plug) และการสร้าง
ลิ่มเลือด (Blood clot formation) โดยทัง้ 3 ขัน้ตอนจะท างานอย่างต่อเน่ืองเป็นระบบตัง้แต่หลอด
เลือดได้รับบาดเจ็บจนกระทัง่เกิดการหยดุของเลือด และเกิดลิ่มเลือดท่ีมีความแข็งแรงสามารถคง
สภาพบาดแผลไม่ให้เกิดเลือดออกได้อีก แต่อย่างไรก็ตามการเกิดภาวะเลือดออกมากขณะท า
หตัถการสามารถเกิดได้ทัง้ในผู้ ป่วยท่ีมีสภาพร่างกายสมบรูณ์แข็งแรงและผู้ ป่วยท่ีมีความผิดปกติ
ในการแข็งตัวของเลือด ซึ่งปัญหาดังกล่าวหากไม่ได้รับการแก้ไขอย่างทันท่วงที จะก่อให้เกิด
อนัตรายถึงชีวิตได้ ดงันัน้ทนัตแพทย์ควรตระหนกัและให้ความส าคญักบัเร่ืองดงักล่าวเสมอเม่ือให้
การรักษาผู้ ป่วยทางด้านศลัยกรรม(1) 

ในปัจจุบนัความรู้ทางการแพทย์ได้ถูกพฒันาไปอย่างรวดเร็ว มีการค้นคิดสารห้ามเลือด
เฉพาะท่ีขึน้มามากมายและมีคณุสมบตัิตา่ง ๆ ท่ีดี เชน่ มีความปลอดภยัในการใช้งาน เข้ากนัได้กบั
เนือ้เย่ือ (Biocompatibility) ไม่มีความเป็นพิษต่อเนือ้เย่ือ (Non-toxicity) ไม่ก่อให้เกิดปฏิกิริยา
ต่ อ ต้ าน สิ่ ง แ ป ล กป ลอม จ าก ร่า งก าย  (Foreign body reaction) ส าม ารถส ล ายตั ว ไ ด้ 
(Biodegradability) สามารถใช้งานได้ง่าย ราคาไม่แพงและท่ีส าคญัสามารถห้ามเลือดได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ(2-4)  

สารห้ามเลือดเฉพาะท่ีมีความส าคญัในงานศลัยกรรมช่องปาก เน่ืองจากในบางกรณีการ
ห้ามเลือดจากบาดแผลไม่สามารถหยุดเลือดได้ด้วยวิธีการกด (Direct pressure) ซึ่งเป็นวิธีการ
ห้ามเลือดท่ีมีประสิทธิภาพ สารห้ามเลือดเฉพาะท่ีจะท าหน้าท่ีควบคมุการไหลของเลือดโดยการ
กระตุ้นและเร่งให้เกิดการสร้างลิ่มเลือดตามธรรมชาติ ผ่านปฏิกิริยาระหว่างสารห้ามเลือดและ
องค์ประกอบภายในเลือด Gelatin sponge (เช่น Gelfoam® , Spongostan®) และ Oxidized 
regenerated cellulose (เชน่ Surgicel®) เป็นสารห้ามเลือดเฉพาะท่ีท่ีถกูน ามาใช้บอ่ยในการห้าม
เลือดทางศลัยกรรมช่องปาก สารห้ามเลือดดังกล่าวสามารถห้ามเลือดได้ดี เม่ือผู้ ป่วยมีสภาพ
ร่างกายเข็งแรง ไม่มีความผิดปกติของระบบการแข็งตวัของเลือด (Intact coagulation cascade) 
หรือไม่ได้รับยาต้านเกล็ดเลือดและยาต้านการแข็งตวัของเลือด (Antiplatelet and Anticoagulant 
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drugs) นอกจากนีส้ารทัง้สองชนิดยงัมีประสิทธิภาพการห้ามเลือดในบริเวณท่ีมีเลือดออกมาก แต่
เน่ืองจากสารห้ามเลือดทัง้สองชนิดมีความสามารถในการดดูซึมเลือดในปริมาณมาก ท าให้วสัดุ
อาจไปกดโครงสร้างส าคญั เช่น เส้นประสาท หลอดเลือด รวมถึงเนือ้เย่ือรอบบาดแผล และส่งผล
ต่อการหายของแผลได้ (2, 3, 5) นอกจากประสิทธิภาพท่ีดีในการห้ามเลือดแล้ว สารห้ามเลือดและ
ผลิตภัณฑ์จากการย่อยสลายสารห้ามเลือด  (Metabolic breakdown products) ควรมีความ
ปลอดภยัในการใช้งานและไม่ส่งผลขดัขวางตอ่การหายของแผล มีการศึกษาพบว่าสารห้ามเลือด
เฉพาะท่ีจาก Gelatin sponge และ Oxidized regenerated cellulose ท าให้การหายของแผลช้า
ลง(6) (Delayed wound healing) เกิดปฏิกิริยาตอ่ต้านสิ่งแปลกปลอม(7) (Foreign body reaction) 
เกิดอาการปวดแผลมากกวา่กลุ่มควบคมุท่ีไมไ่ด้ใส่วสัดหุ้ามเลือด(8) และเกิดการหายของแผลท่ีเป็น
กระดกูช้ากวา่ปกติ(9, 10) จงึท าให้มีการคิดค้นสารห้ามเลือดชนิดใหมอ่อกมา เพ่ือปรับปรุงคณุสมบตัิ
ตา่ง ๆ ให้ดีขึน้ และไมส่ง่ผลขดัขวางตอ่การหายของแผลทัง้เนือ้เย่ืออ่อนและในกระดกู 

สารห้ามเลือดจากไคโตซาน (Chitosan) เป็นสารท่ีเตรียมจากไคติน (Chitin) ท่ีดึงหมู่อะ
เซทิลออก (Deacetylation) ถูกผลิตและวางจ าหน่ายในท้องตลาดหลากหลายช่ือ เช่น Hemcon 
dental dressing (HDD®), Celox® และ ChitoFlex® เป็นต้น(11) สารดงักล่าวมีกลไกการห้ามเลือด 
คือ ก่อให้เกิดการหดตวัของหลอดเลือด (Vasoconstriction) และการท่ีวสัดมีุคณุสมบตัิเป็นประจุ
บวก ท าให้สามารถดึงดดูประจุลบท่ีผิวเซลล์ของเซลล์เม็ดเลือดแดง (Erythrocyte) ท าให้เกิดลิ่ม
เลือดท่ีข้นหนืดและยึดติดแน่นบริเวณบาดแผล นอกจากนีย้งัท าหน้าท่ีเป็นโครงร่างเพ่ือให้เกิดการ
ยดึเกาะของเซลล์เม็ดเลือดแดงด้วย(3, 12) จากกลไกการห้ามเลือดดงักล่าว ท าให้วสัดหุ้ามเลือดจาก
ไคโตซานไม่มีการท างานร่วมกับกลไกการห้ามเลือดทุติยภูมิ  (Secondary hemostasis) ท่ี
ประกอบด้วยปัจจยัการแข็งตวัของเลือดต่าง ๆ ใน Intrinsic และ Extrinsic pathway(13) ท าให้สาร
ห้ามเลือดจากไคโตซานสามารถห้ามเลือดได้อยา่งมีประสิทธิภาพในผู้ ป่วยท่ีมีความผิดปกตใินการ
แข็งตวัของเลือด เช่น ผู้ ป่วยท่ีทานยาต้านการแข็งตวัของเลือด (Anticoagulant drugs)(14, 15) หรือ
ทานยาต้านเกล็ดเลือด (Antiplatelet drugs)(16) นอกจากนีย้ังมีคุณสมบัติการส่งเสริมการสร้าง
กระดูกใหม่ของสารห้ามเลือดจากไคโตซาน  (Osteoconduction) โดยการกระตุ้ น เซล ล์ 
(Osteoprogenitor cell) ให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์สร้างกระดกูได้ (17, 18) แตเ่น่ืองจากสาร
ห้ามเลือดดงักลา่วต้องน าเข้าจากตา่งประเทศ จึงท าให้มีราคาท่ีคอ่นข้างสงู และต้องใช้เวลาในการ
จดัหาวสัดท่ีุนาน อีกทัง้สารไคโตซานยงัไม่สามารถละลายในน า้ และสารละลายท่ีมีคา่ความเป็น
กรด-ด่างเป็นกลาง (Neutral pH)(19, 20) จึงเป็นข้อจ ากดัในพฒันาและตอ่ยอดวสัดเุพ่ือน าไปใช้งาน 
ดังนัน้ศูนย์ เทคโนโลยี โลหะและวัสดุแห่งชาติ  (National Metal and Materials Technology 
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Center :MTEC) จึงได้คิดค้นและพฒันาสารห้ามเลือดเฉพาะท่ีจากอนุพนัธ์ไคโตซานชนิดใหม่ขึน้ 
เพ่ือน าเอาคุณสมบัติของสารไคโตซานมาใช้ประโยชน์ ลดข้อจ ากัดของสารไคโตซาน ช่วยลด
คา่ใช้จา่ย และท าให้ผู้ ป่วยสามารถเข้าถึงการรักษาท่ีมีคณุภาพดีขึน้ 

Calcium alginate/N-O-carboxymethylchitosan (CA/NOCC) เป็นสารห้ามเลือดจาก
อนุพันธ์ไคโตซาน ท่ีถูกคิดค้นและพัฒนาขึน้โดยศนูย์เทคโนโลยีโลหะและวสัดแุห่งชาติ (MTEC) 
สารดงักล่าวมีคุณสมบตัิท่ีสามารถละลายน า้ได้ดีและมีประจุลบจากหมู่คาร์บอกซิล  (Carboxyl 
functional group) ซึ่ งค ล้ ายกับ ป ระจุ ล บบน พื ้น ผิ วขอ งซับ เอน โด ที เลี ยม คอลล า เจน 
(Subendothelial collagen) ท่ีผนงัของหลอดเลือด คณุสมบตัิดงักล่าวช่วยส่งเสริมให้เกิดการห้าม
เลือด คือ กระตุ้นการท างานของปัจจยัการแข็งตวัของเลือด (Clotting factor) และการกระตุ้นการ
ท างานของเกล็ดเลือดให้สามารถยึดเกาะบริเวณพืน้ผิวของซบัเอนโดทีเลียมคอลลาเจนได้อย่าง
รวดเร็ว (21) จากคุณสมบัติดังกล่าวท าให้วัสดุ CA/NOCC ก่อให้เกิดการห้ามเลือดจากทัง้ขัน้ 
Primary hemostasis และ Secondary hemostasis ส่งผลให้วัสดุสามารถห้ามเลือดได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ทัง้ในผู้ ป่วยท่ีมีความแข็งแรงและมีความผิดปกติ ด้านการแข็งตัวของเลือด 
นอกจากนีว้สัด ุCA/NOCC ยงัได้ผ่านการทดสอบต่าง ๆ ท่ีบ่งบอกถึงประสิทธิภาพการห้ามเลือด
และความปลอดภัยในการใช้งาน ทัง้ในระดับห้องปฏิบัติการ สัตว์ทดลอง และการทดสอบใน
มนุษย์ พบว่า วสัดุ CA/NOCC สามารถก่อให้เกิดการแข็งตวัของเลือดได้เร็วและมีประสิทธิภาพ
กว่ากลุ่มควบคุม  สามารถกระตุ้ นการยึดเกาะและการท างานของเกล็ดเลือดได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ทัง้ในการทดสอบทางห้องปฏิบตักิารและสตัว์ทดลอง (22-24) มีความเข้ากนัได้ดีและไม่
มีความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ L 929 และเซลล์ไฟโบรบลาสท์จากผิวหนังมนุษย์ 
(Normal human dermal fibroblasts)(25) สามารถห้ามเลือดได้อย่างมีประสิทธิภาพในการผ่าตดัท่ี
ผิวหนังมนุษย์(26) ไม่ก่อให้เกิดการระคายเคือง (Irritation) และภาวะภูมิไวเกินต่อผิวหนังมนุษย์ 
(Hypersensitivity) (27, 28) สามารถสลายตวัได้ในร่างกายมนุษย์ภายในระยะเวลา 3 เดือน และไม่
ก่อให้เกิดปฏิกิริยาการอกัเสบหรือการต่อต้านสิ่งแปลกปลอม (27) และจากการทดสอบความเป็น
พิษต่อเซลล์สร้างกระดูก (Primary human alveolar osteoblasts) ท่ีคัดแยกมาจากชิน้กระดูก
ขากรรไกรในมนษุย์ พบวา่ วสัด ุCA/NOCC ไมมี่ความเป็นพิษตอ่เซลล์สร้างกระดกู โดยเซลล์สร้าง
กระดกูท่ีทดสอบร่วมกบัวสัด ุCA/NOCC มีสณัฐานวิทยาใกล้เคียงกบักลุม่ควบคมุ นอกจากนีเ้ซลล์
ยงัมีชีวิตและมีความสามารถในการเพิ่มจ านวนเซลล์ไม่แตกตา่งจากกลุ่มควบคมุ (29) แต่อย่างไรก็
ตามการพฒันาวสัดหุ้ามเลือดดงักล่าวให้สามารถน ามาใช้งานห้ามเลือดในช่องปาก การทดสอบ
ความเข้ากนัได้ (Biocompatibility) และความเป็นพิษตอ่เซลล์ (Cytotoxicity) ในช่องปากเป็นสิ่งท่ี
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ต้องได้ รับการประเมิน  ซึ่ ง เซล ล์ ไฟ โบรบลาสท์ เนื อ้ เย่ือเห งือก  (Primary human gingival 
fibroblasts) คือเซลล์ชนิดหนึ่งในช่องปาก หากวสัดุห้ามเลือดดงักล่าวมีความเข้ากันได้และไม่มี
ความเป็นพิษตอ่เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก จะท าให้สามารถน าวสัดหุ้ามเลือดดงักล่าวมา
ใช้ห้ามเลือดในชอ่งปากได้ตอ่ไปในอนาคต 
 

ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
เพ่ือประเมินความเป็นพิษและความเข้ากันได้ต่อเซลล์ของวัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ 

ไคโตซานในเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก (Primary human gingival fibroblasts) 
 

ความส าคัญของงานวิจัย 
เพ่ือพฒันาวสัดหุ้ามเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) ให้สามารถใช้งานด้านการ

ห้ามเลือดในช่องปาก การประเมินและทดสอบความเป็นพิษและความเข้ากันได้ต่อเซลล์ท่ีเป็น
องค์ประกอบภายในช่องปากจึงมีความส าคญั เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก ถือเป็นหนึ่งใน
องค์ประกอบเซลล์ในช่องปาก หากวัสดุห้ามเลือดดังกล่าวสามารถเข้ากับเซลล์ไฟโบรบลาสท์
เนือ้เย่ือเหงือกได้ดีและไม่มีความเป็นพิษ ทัง้ในด้านของสณัฐานวิทยาของเซลล์ ความมีชีวิตและ
ความสามารถในการเพิ่มจ านวนเซลล์ และการตายของเซลล์ จะท าให้สามารถพัฒนาวสัดุห้าม
เลือดจากอนพุนัธ์ไคโตซานมาใช้ประโยชน์ในงานศลัยกรรมช่องปากได้ตอ่ไป 
 

ขอบเขตของงานวิจัย 
ประชากรท่ีใช้ในงานวิจัย 

   เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก (Primary human gingival fibroblasts) 
กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในงานวิจัย 

   เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก (Primary human gingival fibroblasts) ท่ีเพาะเลีย้ง
ในจานเลีย้งเซลล์ 

ตัวแปรที่ศึกษา 
1. ตวัแปรอิสระ มีดงันี ้
    1.1 วสัดหุ้ามเลือดจากอนพุนัธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) 
2. ตวัแปรตาม ได้แก่ 
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    2.1 สณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก  
    2.2 ความมีชีวิตและอตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก 
    2.3 การตายของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก 
    2.4 ระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ 

กรอบแนวคิดการวิจัย 
 

 

ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิดงานวิจยั 

สมมตฐิานงานวิจัย 
วัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซาน  (CA/NOCC) ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบร 

บลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก (Primary human gingival fibroblast) โดยเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือ
เหงือกสามารถมีสณัฐานวิทยา ความชีวิตและความสามารถในการเพิ่มจ านวนเซลล์ และการตาย
ของเซลล์อยูใ่นระดบัปกตเิม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ในการวิจยันี ้ผู้วิจยัได้ศกึษาเอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง และได้น าเสนอตามหวัข้อตอ่ไปนี ้
1. กระบวนการห้ามเลือด (Hemostasis) 
2. สารห้ามเลือดเฉพาะท่ี (Local hemostatic agents) 
3. สารไคตนิและไคโตซาน (Chitin and Chitosan) 
4. สารแอลจิเนต (Alginate) 
5. วั ส ดุ ห้ า ม เ ลื อ ด จ า ก อ นุ พั น ธ์ ไ ค โ ต ซ า น  (Calcium alginate/N-O-

carboxymethylchitosan; CA/NOCC) 
6. หน้าท่ีของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก (Functions of gingival fibroblast) 
7. สณัฐานวิทยาของเซลล์ตาย 

 

กระบวนการห้ามเลือด (Hemostasis)  
กระบวนการห้ามเลือดเป็นการท างานร่วมกันของหลอดเลือด เกล็ดเลือด  (Platelet) และ

ปัจจยัการแข็งตวัของเลือด (Coagulation factors) เพ่ือป้องกันการสูญเสียเลือดออกจากร่างกาย
จนเป็นอนัตรายตอ่ชีวิต โดยขัน้ตอนการแข็งตวัของเลือดจะเกิดเป็นล าดบัดงันี ้(30, 31)  

1.กลไกการห้ามเลือดปฐมภมูิ (Primary hemostasis) 
เกิดขึน้ทนัทีหลงัจากหลอดเลือดได้รับบาดเจ็บในช่วงเวลาเป็นวินาทีหรือนาที โดยหลอด

เลือดจะหดตัวโดยอัตโนมัติ (Vasoconstriction) ผ่านการท างานของกล้ามเนือ้เรียบรอบหลอด
เลือด ท าให้เลือดท่ีไหลผ่านบริเวณนัน้น้อยลง และเน่ืองจากการบาดเจ็บของหลอดเลือดท าให้
โครงสร้างของหลอดเลือดซึ่งประกอบด้วยเซลล์เอนโดทีเลียม (Endothelial cell) และชัน้ใต้เซลล์
เอนโดทีเลียม (Subendothelial layer) เปิดออก ท าให้เกล็ดเลือดเร่ิมเข้ามายึดเกาะบริเวณ
ดงักล่าว น าไปสู่การกระตุ้นการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดเป็น Platelet plug ท าหน้าท่ีอดุกัน้บริเวณ
ท่ีฉีกขาด เป็นการห้ามเลือดระยะแรก ซึ่งกลไลการเกิด Platelet plug ประกอบด้วย 3 ขัน้ตอน(30) 
คือ 

1. Platelet adhesion เป็นขัน้ตอนท่ีเกล็ดเลือดจะเข้ามายึดเกาะกับชัน้ใต้เซลล์
เอนโดทีเลียมท่ีเปิดออกจากการได้รับบาดเจ็บ โดยมี von Willebrand factor (vWF) เป็นตวัเช่ือม
ระหวา่งชัน้ใต้เซลล์เอนโดทีเลียมกบัตวัรับ (Glycoprotein receptor) บนผิวของเกล็ดเลือด 
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2. Platelet activation เป็นขัน้ตอนท่ีเกล็ดเลือดจะถกูกระตุ้นจากเกล็ดเลือดปกติ
ให้อยู่ในรูปท่ีถูกกระตุ้นให้ท าหน้าท่ีห้ามเลือด โดนขัน้ตอนนีจ้ะเกิดหลังจากเกล็ดเลือดมีการยึด
เกาะกบัชัน้ใต้เซลล์เอนโดทีเลียมและเกิดการส่งผ่านสญัญาณภายในเกล็ดเลือดและระหวา่งเกล็ด
เลือด ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเกล็ดเลือดจากรูปจานกลมเป็นเซลล์ท่ีมีขาย่ืน
ออกมา เรียกว่า Pseudopod เกิดเป็นเซลล์ท่ีมีพืน้ท่ีผิวมากขึน้ ส่งผลให้เกิดการเกาะกลุ่มกนัดีขึน้ 
แ ล ะ เกิ ด ก ารห ลั่ ง ส า ร  เช่ น  fibrinogen, fibronectin แล ะ  vWF เกิ ด ก ารสั ง เค ราะ ห์ ส า ร 
Thromboxane A2 (TXA2) ซึ่งสารกลุ่มนีจ้ะท าให้เกิดการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด (Platelet 
aggregation) 

3. Platelet aggregation เป็นขัน้ตอนท่ี fibrinogen และ vWF ท าหน้าท่ีเช่ือมโยง
เกล็ดเลือดเข้ามาด้วยกัน ท าให้เกิดการเกาะกลุ่มกันของเกล็ดเลือดเป็น Platelet plug มาอุด
บริเวณท่ีได้รับบาดเจ็บ 

2.กลไกการห้ามเลือดทตุยิภมูิ (Secondary hemostasis) 
เกิดในช่วงเวลาเป็นนาทีถึงชัว่โมงหลงัได้รับการบาดเจ็บ การสร้างลิ่มเลือดหรือ Fibrin เกิด

จากการท างานของปัจจัยการแข็งตัวของเลือด (Coagulation factor) ท าให้ได้ Fibrin ท่ีจะ
ตกตะกอนลงมาร่วมกับเซลล์เม็ดเลือดแดงเป็นลิ่มเลือด (Blood clot หรือ Fibrin clot) ท่ีมีความ
แข็งแรงและสามารถห้ามเลือดได้อย่างมีประสิทธิภาพ ปัจจัยการแข็งตวัของเลือดสามารถแบ่ง
ออกเป็น 3 กลุม่(30) คือ 

1. กลุ่มท่ีท าหน้าท่ีเป็นเอนไซม์ ได้แก่ factor II, VII, IX, X, XI, XII, prekallikrein 
และ XIII 

2. กลุ่ ม ท่ี ท าห น้ า ท่ี เป็น  Cofactor ได้แก่  factor III, Ca2+, V, VIII และ  high 
molecular weight kininogen (HMWK) 

3. กลุม่ท่ีท าหน้าท่ีเป็นสารตัง้ต้น ได้แก่ factor I 
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ภาพประกอบ 2 แสดงปัจจยัการแข็งตวัของเลือด 

ท่ีมา: ชชัวาลย์ ศรีสวสัดิ ์(2555). การห้ามเลือด (HEMOSTASIS): ภาควิชาชีวเคมี คณะ
แพทยศาสตร์ศริิราชพยาบาล มหาวิทยาลยัมหิดล. 

ปัจจัยการแข็งตวัของเลือดจะถูกสร้างในรูป inactive ซึ่งไม่สามารถท างานได้ทันที ต้อง
ได้รับการกระตุ้ นการสร้างลิ่มเลือดก่อน ปัจจัยการแข็งตัวของเลือดเหล่านีจ้ะเกิด Proteolytic 
cleavage ภายในโมเลกลุ ท าให้อยู่ในรูปของ active ท่ีมีฤทธ์ิเป็น protease ซึ่งจะไปกระตุ้นปัจจยั
การแข็งตวัของเลือดตวัอ่ืนๆตอ่ไป นอกจากนีปั้จจยัการแข็งตวัของเลือดบางชนิด เชน่ factor III, V, 
และ VIII จะท าหน้าท่ีเป็น cofactor ส าหรับ factor VII, X และ IX ตามล าดับ ท าให้ protease 
activity ของปัจจยัการแข็งตวัของเลือด factor VII, X และ IX เพิ่มมากขึน้ ท้ายท่ีสดุของการกระตุ้น
ปัจจยัการแข็งตวัของเลือดจะท าให้เกิด proteolytic cleavage ของ factor I หรือ fibrinogen เกิด
เป็น fibrin และลิ่มเลือดตามล าดบั 
 
 



  9 

3. กลไกการห้ามเลือดตตยิภมูิ (Tertiary hemostasis) 
เกิดในช่วงเวลาเป็นชัว่โมงถึงเป็นวนั จะมีการหดตวัของลิ่มเลือด (Clot retraction) และดงึ

ขอบแผลเข้ามาหากัน การหดตัวของลิ่มเลือดนีเ้กิดจาก contractile protein ในเกล็ดเลือดและ 
fibrin ท่ีเช่ือมเกล็ดเลือดติดต่อกัน โดยมีปัจจยัการแข็งตวัของเลือดมาเก่ียวข้อง คือ thrombin จะ
กระตุ้น factor XIII ให้ active และ factor XIII จะเช่ืองโยง fibrin ในลิ่มเลือด ท าให้ลิ่มเลือดมีความ
แข็งแรงยิ่งขึน้ และ factor XIII ยงัเช่ือมกับ antiplasmin เข้ากบัลิ่มเลือด ท าให้ลิ่มเลือดทนทานต่อ
กระบวนการสลายลิ่มเลือด (Fibrinolysis) 
 

สารห้ามเลือดเฉพาะที่ (Local hemostatic agents) 

สารห้ามเลือดเฉพาะท่ี (Local hemostatic agents)(12, 30) 
สารห้ามเลือดเฉพาะท่ี คือ สารท่ีช่วยส่งเสริมให้เกิดการหยดุของเลือด ในการท างานทาง

ศลัยกรรมช่องปาก ส่วนใหญ่จะเกิดการท าลายหลอดเลือดและไม่สามารถเกิดการหยดุของเลือด
เองได้ตามธรรมชาติ การใช้สารห้ามเลือดเฉพาะท่ีจึงเป็นสิ่งท่ีส าคญัและควรทราบถึงคุณสมบัต ิ
วิธีการใช้ เพ่ือปอ้งกนัการเกิดอนัตรายตอ่ผู้ ป่วยจากภาวะเลือดออกมาก โดยสารห้ามเลือดเฉพาะท่ี
สามาถแบ่งกลุ่มได้ 2 ประเภท คือ สารห้ามเลือดเฉพาะท่ีแบบแพสซีฟ (Passive hemostatic 
agents) และสารห้ามเลือดเฉพาะท่ีแบบแอคทีฟ (Active hemostatic agents)(32)  

1. สารห้ามเลือดเฉพาะท่ีแบบแพสซีฟ (Passive hemostatic agents) 
    สารห้ามเลือดแบบแพสซีฟจะท าหน้าท่ีเป็นโครงร่างเพ่ือให้เกล็ดเลือดเข้ามายึดเกาะ

และสนบัสนุนให้เกิดกลไกการแข็งตวัของเลือดอย่างแข็งแรงต่อไป โดยกลไกการท างานของสาร
ห้ามเลือดชนิดนีจ้ะมีลักษณะเป็นโครงร่างทางกายภาพแบบ Lattice-like matrix ให้เลือดและ
เกล็ดเลือดมายึดเกาะ และจะช่วยส่งเสริมการท างานของ extrinsic clotting pathway เพ่ือให้เกิด
ลิ่มเลือด แต่เน่ืองจากประสิทธิภาพการห้ามเลือดของสารห้ามเลือดชนิดดงักล่าวจะดี ต้องอาศยั
การท างานของ fibrin ท าให้สารห้ามเลือดชนิดนีเ้หมาะสมกับผู้ ป่วยท่ีไม่มีความผิดปกติในกลไก
การแข็งตวัของเลือด (Intact coagulation cascade) นอกจากนีส้ารห้ามเลือดชนิดนีย้งัยึดติดกับ
เนือ้เย่ือท่ีเปียกได้ไมดี่ อาจสง่ผลตอ่การห้ามเลือดในบริเวณท่ียงัมีเลือดออกอยู่ (Active bleeding) 
และมีความสามารถในการดดูซบัเลือดได้มาก อาจก่อให้เกิดการกดเบียดอวยัวะส าคญัได้ เชน่ กด
เส้นประสาท หลอดเลือด เป็นต้น ดงันัน้จึงควรใช้สารห้ามเลือดดงักล่าวให้น้อยท่ีสุด และควรน า
สารดงักล่าวออกหากสามารถหยุดเลือดได้ดีแล้ว แต่อย่างไรก็ตามสารห้ามเลือดชนิดดงักล่าวมี
ประสิทธิภาพการห้ามเลือดในปริมาณมากได้ดี สามารถจดัหาได้ง่าย ใช้งานง่าย และมีราคาถูก 
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ท าให้สารห้ามเลือดชนิดนีถ้กูเลือกใช้เป็นล าดบัแรกๆ ตวัอย่างสารห้ามเลือดชนิดนีท่ี้นิยมใช้ในทาง
ทนัตกรรม เชน่ Surgicel®, Gelfoam® เป็นต้น 

 

ตาราง 1 แสดงสารห้ามเลือดเฉพาะท่ีแบบแพสซีฟ (Passive hemostatic agents) 

ชนิดสารห้ามเลือด องค์ประกอบ กลไกการออกฤทธ์ิ 

1.Microfibrillar collagen; Avitene® Collagen-base products: ผลติภณัฑ์จาก
ผิวววั  

-โครงร่างให้เกลด็เลือดมายดึเกาะและกระตุ้นการ
ท างานของเกลด็เลือด ก่อให้เกิด Platelet plug 

2. Absorbable collagen; Helistat® Collagen-base products: ผลติภณัฑ์จาก
เอ็นววั 

-อดุกัน้เชิงกลในบริเวณท่ีได้รับบาดเจ็บ, สง่เสริม
การเกาะกลุม่ของเกลด็เลือด (Platelet 
aggregation) และท าหน้าท่ีเป็นโครงร่างเพ่ือให้ลิม่
เลือดแข็งแรง 

3.Oxidized regenerated cellulose 
(Surgicel®) 
 

Cellulose-base product -โครงร่างทางกายภาพกระตุ้นให้เกิดการสร้างลิม่
เลือดและการกดทางกลของสารห้ามเลือด 
(mechanical pressure) 
-ฤทธ์ิเป็นกรด อาจท าให้เกิดปฏิกิริยาอกัเสบและ
การตายของเนือ้เย่ือโดยรอบ 

4.ActCel® และ Gelitacel® 
 

Cellulose-base product -กระตุ้นการเกาะกลุม่ของเกลด็เลือดและโครงร่าง
ของวสัดชุ่วยสง่เสริมให้ลิม่เลือดมีความแขง็แรง 

5. Gelfoam® และ Surgifoam® Gelatin-based products; ผลติภณัฑ์จากผิว
หม ู

-โครงสร้างให้เกลด็เลือดเข้ายดึเกาะและก่อให้เกิด
การสร้างเส้นใยไฟบริน 
-สามารถดดูซมึของเหลวได้มากถึง 40 ของน า้หนกั 
ท าให้วสัดกุดเนือ้เย่ือโดยรอบและสง่ผลตอ่การห้าม
เลือดได้ 

6. Polysaccharide hemospheres Potato starch -รุพรุนในก้อนทรงกลมท่ีมีคณุสมบตัชิอบน า้ 
(Hydrophilic) จะดงึดดูของเหลวบริเวณแผลให้
แห้ง ก่อให้เกิดการรวมกลุม่กนัของเซลล์เมด็เลือด
แดงและเกลด็เลือด สง่ผลให้เกิดการห้ามเลือด 
-สามารถสลายโดย Tissue amylases ภายในเวลา 
48 ชัว่โมง 
-ควรใช้อย่างระมดัระวงัในผู้ ป่วยโรคเบาหวาน 

7. Bone hemostats (Bone wax) ขีผ้ึง้ (Beewax), พาราฟิน (paraffin) และสาร
ท่ีท าให้นุ่ม (softening agents) 

-อดุกัน้บริเวณท่ีเกิดเลือดออก จากคณุสมบตัท่ีิ
ยืดหยุ่นสามารถเปล่ียนแปลงรูปร่างได้ 
-ไม่สามารถสลายตวัได้ สง่ผลขดัขวางตอ่การหาย
ของแผลในกระดกู เกิดการสร้างเนือ้เย่ือ 
granulation และอาจท าให้เกิดการตดิเชือ้ได้ 
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คณุสมบตัิของสารห้ามเลือดแบบแพสซีฟขึน้อยูก่บัความสามารถในการกระตุ้นการท างาน
ของเกล็ดเลือดโดยมีโครงร่างทางกายภาพท่ีช่วยส่งเสริมให้ลิ่มเลือดมีความแข็งแรงมากยิ่งขึน้ แต่
จะไม่มีกลไกการท างานท่ีเก่ียวข้องกับ intrinsic coagulation factor ท าให้ผู้ ป่วยท่ีมีความผิดปกติ
ในการแข็งตัวของเลือด (Coagulation cascade) ไม่สามารถใช้สารห้ามเลือดชนิดนีไ้ด้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 

2. สารห้ามเลือดเฉพาะท่ีแบบเอกทีฟ (Active hemostatic agents) 
    สารห้ามเลือดเฉพาะท่ีแบบเอกทีฟจะเข้าไปท างานท่ีกลไกการแข็งตัวของเลือด  

(coagulation cascade) โดยตรง เพ่ือเหน่ียวน าให้เกิดลิ่มเลือดมาอุดบริเวณท่ีได้รับบาดเจ็บ  
สารห้ามเลือดชนิดนีส้ามารถใช้ร่วมกบัสารห้ามเลือดแบบแพสซีฟ (passive hemostatic agents) 
เพ่ือให้เกิดการห้ามเลือดอย่างมีประสิทธิภาพ ตัวอย่างสารห้ามเลือดชนิดนี ้ได้แก่ Thrombin  
ซึง่เป็นทางเลือกท่ีเป็นประโยชน์ตอ่ผู้ ป่วยท่ีได้รับยาต้านการแข็งตวัของเลือดหรือยาต้านเกล็ดเลือด 
เน่ืองจากสารห้ามเลือดดงักลา่วมีประสิทธิภาพการห้ามเลือด(32) 

ตาราง 2 แสดงสารห้ามเลือดเฉพาะท่ีแบบเอกทีฟ (Active hemostatic agents) 

ชนิดสารห้ามเลือด องค์ประกอบ กลไกการออกฤทธ์ิ 

1. Thrombin ผลติภณัฑ์พลาสมาจากววัหรือมนษุย์ 
(Bovine, Human plasma) 

-เป็นเอนไซม์ในการตดั fibrinogen ให้เป็น fibrin 
และก่อให้เกิดการสร้างลิม่เลือดขึน้ (fibrin clot) 

2.Flowable hemostatic agent; 
FloSeal® 

ผลติภณัฑ์จาก Bovine-derived gelatin 
granules และ Human-derived thrombin 
รวมกนั 

- gelatin granules จะบวมขึน้และก่อให้เกิดการ
แนบสนิทของบาดแผล และสว่นของทรอมบินจะไป
กระตุ้นการท างานของ Coagulation cascade เกิด
การเปล่ียน fibrinogen เป็น fibrin ท าให้ลิม่เลือดมี
ความแขง็แรง 

3.Fibrin sealant (Tisseel®) 
 

Thrombin และ Fibrinogen รวมกนั - Thrombin จะกระตุ้นให้เกิดการสร้างลิม่เลือดขึน้ 
(fibrin clot) จาก fibrinogen  

4.สารห้ามเลือดจากไคโตซาน 
(Chitosan) 

ไคตนิ (Chitin) ท่ีดงึหมู่อะเซทลิออก -ก่อให้เกิดการหดตวัของหลอดเลือด
(Vasoconstriction)  
-ดงึดดูเซลล์ของเซลล์เม็ดเลือดแดง (Erythrocyte)  
ท าให้เกิดลิม่เลือดท่ีข้นหนืดและยดึตดิแน่นบริเวณ
บาดแผล 
-เป็นโครงร่างยดึเกาะของเซลล์เม็ดเลือดแดง 
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สารไคตนิและไคโตซาน (Chitin and Chitosan) 
ไคติน (Chitin) เป็นสารโพลิแซ็กคาไรด์ (Polysaccharide) จากธรรมชาติท่ีมีอยู่จ านวน

มาก สารชนิดดงักล่าวสามารถพบได้ในโครงร่างของสตัว์จ าพวกอาร์โธพอด (Arthropods) เชน่ กุ้ ง 
ป ูปลาหมึก เปลือกของแมลง และผนงัเซลล์ของเชือ้รา (Fungi) และยีส (Yeast) ไคตินไม่สามารถ
ละลายในน า้และตวัท าละลายท่ีใช้ทัว่ไป จงึเป็นข้อจ ากดัในการน าสารดงักลา่วมาใช้งาน ไคโตซาน 
(Chitosan) สามารถละลายในสารท่ีเป็นกรดได้ ถูกพัฒนาจากไคตินโดยการดึงหมู่อะซิทิลออก 
(Deacetylation) จากสายโพลิเมอร์ภายใต้สภาวะท่ีเป็นดา่งแก่หรือการใช้เอนไซม์ในการย่อยสลาย 
โดยสารทัง้ 2 มีโครงสร้างโมเลกลุดงัแสดงในภาพประกอบ 3 
 

 

ภาพประกอบ 3 แสดงโครงสร้างโมเลกลุของไคตนิและไคโตซาน 

ท่ีมา: Jayakumar R, Menon D, Manzoor K, Nair SV, Tamura H. Biomedical 
applications of chitin and chitosan based nanomaterials—A short review. Carbohydrate 
Polymers. 2010;82(2):227-32. 

ไคโตซาน มีคุณสมบัติท่ีดีหลายประการ คือ ไม่มีความเป็นพิษ สามารถเข้ากันได้ทาง
ชีวภาพ สามารถสลายได้ตามธรรมชาติ มีฤทธ์ิต้านเชือ้แบคทีเรีย ส่งเสริมการหายของแผล และ
สามารถห้ามเลือดได้ดี จงึได้ถกูพฒันาและคดิค้นเพ่ือน ามาใช้ประโยชน์ทางการแพทย์หลากหลาย
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ด้าน เช่น ด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือ (Tissue engineering) มีการพัฒนาไคโตซานเพ่ือเป็นโครงเลีย้ง
เซลล์ (Scaffolds) แผ่นเนือ้เย่ือ (Membrane) และไฮโดรเจล (Hydrogel) ให้เซลล์สร้างกระดูก
สามารถอาศยัอยู่ได้และสร้างเนือ้เย่ือกระดกูขึน้มาใหม่ในบริเวณท่ีต้องการปลกูกระดกู ด้านการน า
ยาเข้าสู่ร่างกาย (Drug delivery) เน่ืองจากไคโตซานสามารถเช่ือมต่อ (Conjugating agent) กับ
สารโมเลกลุเล็กได้ดีและสามารถควบคมุการปล่อยยาได้ จึงมีการศกึษาน ายาหลายชนิดมาพฒันา
ร่วมกับไคโตซาน เพ่ือน าเข้าสู่ร่างกายให้เฉพาะและเจาะจงต าแหน่งมากขึน้  ด้านวัสดุปิดแผล 
(Wound dressing) ด้วยคณุสมบตัิการส่งเสริมการหายของแผล ให้ความชุ่มชืน้ และการต้านเชือ้
แบคทีเรียของไคโตซาน(33) จึงได้มีการพฒันาไคโตซานเป็นวสัดปิุดแผล นอกจากนีไ้คโตซานยงัถูก
น ามาใช้ประโยชน์เป็นสารห้ามเลือดเฉพาะท่ี (Local hemostatic agent) ด้วยกลไกการห้ามเลือด
ของไคโตซานท่ีมีความจ าเพาะ คือ ก่อให้เกิดลิ่มเลือดท่ีข้นหนืดของเม็ดเลือดแดงและเกิดการ
กระตุ้นการท างานของเกล็ดเลือด ซึ่งกลไกดงักล่าวไมเ่ก่ียวข้องกบัการท างานของระบบการแข็งตวั
ของเลือด (Coagulation cascade) จึงท าให้สารห้ามเลือดจากไคโตซานสามารถการห้ามเลือดได้
ดีถึงแม้ผู้ ป่วยจะมีสภาวะการแข็งตวัของเลือดผิดปกติ(34) 

วสัดหุ้ามเลือดจากไคโตซานถกูน ามาใช้งานอย่างยาวนาน ปัจจบุนัมีวสัดหุ้ามเลือดจากไค
โตซานท่ีถกูผลิตและจ าหน่ายในท้องตลาดจากหลากหลายบริษัท จากการศกึษาในปัจจบุนัเช่ือว่า
การห้ามเลือดของไคโตซานประกอบด้วย 3 กลไก คือ การดูดซับพลาสมาโปรตีน (Plasma 
proteins) การเกาะกลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดแดง (Erythrocytes coagulation) และการกระตุ้นการ
ท างานของเกล็ดเลือด โดยเม่ือวสัดหุ้ามเลือดไคโตซานสมัผสัท่ีบาดแผล วสัดจุะดดูซบัเลือดท าให้
เกิดการรวมตวักันของพลาสมาโปรตีน (Plasma protein) เช่น ไฟโบรเนกติน (Fibronectin) เซลล์
เม็ดเลือดแดง และเกล็ดเลือด เพ่ือช่วยห้ามเลือดบริเวณดงักล่าว ทัง้นี คุ้ณสมบตัิการดูดซบัเลือด
ของไคโตซานขึน้อยู่กับปัจจัยเร่ืองน า้หนักโมเลกุล (Molecular weight) และปริมาณการดึงหมู่ 
อะซิทิลออก (Degree of deacetylation) จากสายโพลิเมอร์ไคโตซาน โดยไคโตซานท่ีมีปริมาณ
การดึงหมู่อะซิทิลออก (Degree of deacetylation) มากจะท าให้มีคุณสมบัติการดูดซับเลือดท่ี
สูงขึน้ กลไกต่อมาคือ ไคโตซานก่อให้เกิดการเกาะกลุ่มกันของเซลล์เม็ดเลือดแดง เน่ืองจาก  
ไคโตซานมีหมู่เอมีน (Amine group) ท่ีให้ประจุบวก เม่ือสัมผัสกับเย่ือหุ้มเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมี
ประจลุบ จึงท าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มกนั (Hemagglutination) ท าให้เลือดบริเวณนัน้ข้น
หนืดขึน้ อีกทัง้เส้นใยโพลิเมอร์ของไคโตซานยงัส่งผลให้เกิดการยึดติดกนัของเม็ดเลือดแดง ท าเกิด
ลกัษณะคล้ายลิ่มเลือด (Artificial clot) มาอุดบริเวณบาดแผล(35) มีการศึกษาพบว่าไคโตซานท่ีมี
มวลโมเลกุลต ่า จะส่งผลให้เซลล์เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มกันได้ดีมากขึน้ เน่ืองจากปริมาณประจุ
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บวกท่ีเหมาะสมของไคโตซาน (36) และกลไกสุดท้าย คือการกระตุ้ นเกล็ดเลือดให้มายึดเกาะ 
(Platelet adhesion) บริเวณ ท่ีเป็นบาดแผล  และท าหน้าท่ีกระตุ้ น เกล็ดเลือดอ่ืน (Platelet 
activation) ให้มารวมตวักัน (Platelet aggregation) ซึ่งการกระตุ้นเกล็ดเลือดให้มารวมตวักัน จะ
เกิดได้จากทัง้ 2 กลไก คือ การดดูซึมพลาสมาโปรตีน (Plasma proteins) ของไคโตซาน และการ
กระตุ้นเกล็ดเลือดให้แสดงไกลโคโปรตีน (Glycoprotein IIb/IIIa) ท่ีเย่ือหุ้มเซลล์ของเกล็ดเลือดมาก
ขึน้(34, 37) โดยกลไกการห้ามเลือดทัง้ 3 กลไกของวสัดหุ้ามเลือดไคโตซานได้แสดงในภาพประกอบ 4  

 

 

ภาพประกอบ 4 แสดงกลไกการห้ามเลือดของวสัดหุ้ามเลือดไคโตซาน 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Pogorielov MV, Sikora VZ. Chitosan as a hemostatic agent: 
current state. European Journal of Medicine. 2015;2(1):24-33. 

 
จากคุณสมบัติต่าง ๆ ของไคโตซานท่ีกล่าวข้างต้น เช่น ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ 

ประสิทธิภาพในการห้ามเลือด และเป็นสารจากธรรมชาติท่ีมีอยูเ่ป็นจ านวนมาก ท าให้ปัจจบุนัได้มี
หลายบริษัทได้ท าการผลิตวสัดหุ้ามเลือดไคโตซานออกมาจ าหน่ายในท้องตลาด ซึง่มีองค์ประกอบ
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และคุณสมบัติแตกต่างกันออกไป ทัง้นี ท้างคณะผู้ วิจัยจึงขอยกตัวอย่างวัสดุห้ามเลือดจาก 
ไคโตซาน ดงัภาพประกอบ 5 
 

 

ภาพประกอบ 5 แสดงตวัอย่างวสัดหุ้ามเลือดจากไคโตซานท่ีมีวางจ าหนา่ยในท้องตลาด 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Mercy H, Halim A, Hussein A. Chitosan-derivatives as 
hemostatic agents: Their role in tissue regeneration. Regenerative Research. 
2012;1(1):38-46. 

 

แอลจิเนต (Alginate) 
แ อ ล จิ เน ต เป็ น ส า ร ชี ว ภ าพ  (Biomaterial) มี คุ ณ ส ม บั ติ เ ข้ า กั น ไ ด้ กั บ เซ ล ล์ 

(Biocompatibility) มีความเป็นพิษต ่า สามารถสลายได้เองตามธรรมชาติมีราคาท่ีต ่า  และเม่ือ
สมัผัสน า้จะมีลกัษณะเป็นเจล (Gelation) ท่ีมีโครงสร้างคล้ายแมทริกซ์นอกเซลล์ (Extracellular 
matrix) จึงเป็นวัสดุท่ีสามารถน ามาประยุกต์ใช้ประโยชน์ในงานวิทยาศาสตร์ชีวการแพทย์ 
(Biomedical science) และวิศวกรรมเนือ้เย่ือ (Tissue engineering) ในหลากหลายด้าน เช่น 
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วสัดุปิดแผล (Wound dressing) การน ายาเข้าสู่ร่างกาย (Drug delivery) และการสร้างเนือ้เย่ือ
ใหม ่(Tissue regeneration)  

แอลจิเนตเป็นสารโพลิแซ็กคาไรด์สายยาวท่ีเกิดจากธรรมชาติ ซึ่งสกดัโดยใช้สารละลายท่ี
มีฤทธ์ิเป็นด่าง จากสาหร่ายทะเลสีน า้ตาลหลากหลายสายพันธุ์  ซึ่งสารเคมีส่วนใหญ่ท่ีใช้คือ 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) สารสกดัท่ีได้จะถูกผสมกับโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) หรือ แคลเซียม
คลอไรด์ (CaCl2) เพ่ือให้แอลจิเนตตกตะกอน เกิดเป็นเส้นใยแอลจิเนต แอลจิเนตท่ีได้จะถูกน าไป
ผ่านกรรมวิธีเพ่ือให้สารเกิดความบริสุทธ์ิก่อนน าไปใช้งานในรูปโซเดียมแอลจิเนต (Sodium 
alginate) หรือแคลเซียมแอลจิเนต (Calcium alginate) สายโพลิเมอร์ของแอลจิเนตจะมีประจุลบ 
ประกอบด้วยโมโนเมอร์  2 ส่วน  คือ L-guluronate (G) และ D-mannuronate (M) และเม่ื อ
พิจารณาด้านโคโพลิเมอร์ (Copolymer) ของแอลจิเนต จะมีการจัดเรียงตวั (Block) 3 แบบ คือ 
GG block ซึ่งประกอบด้วย L-guluronate (G) MM block ประกอบด้วย D-mannuronate (M) 
และ MG block ซึง่ประกอบด้วย D-mannuronate (M) และ L-guluronate (G) ดงัภาพประกอบ 6  
 

 
 

ภาพประกอบ 6 ภาพแสดงโมเลกลุของโมโนเมอร์ L-guluronate (G) และ D-mannuronate (M) 
ในสารแอลจิเนต 

ท่ีมา: Qin Y. Alginate fibres: an overview of the production processes and 
applications in wound management. Polymer international. 2008;57(2):171-80. 
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จากการท่ีแอลจิเนตสามารถสกัดได้จากสาหร่ายทะเลสีน า้ตาลหลากหลายสายพนัธุ์และ
เป็นสารโพลิเมอร์ท่ีประกอบด้วยโมโนเมอร์ 2 ส่วน ท าให้คณุสมบตัิทางชีวภาพและทางกายภาพ
ของแอลจิเนตขึน้อยู่กบัปัจจยัตา่ง ๆ เช่น ฤดใูนการเก็บเก่ียวสาหร่าย(38) สดัส่วนระหว่างโมโนเมอร์
ทัง้ 2 ชนิดในสายโพลิเมอร์ (M/G ratio) โดยสาหร่ายทะเลต่างสายพนัธุ์  จะมีสดัส่วนระหว่างโมโน
เมอร์ทัง้ 2 ชนิดท่ีแตกต่างกัน ล าดับการจัดเรียงโมโนเมอร์ การกระจายตัวของโมโนเมอร์ และ
น า้หนกัโมเลกุลของแอลจิเนต หากแอลจิเนตมีน า้หนกัโมเลกุลท่ีมากขึน้ จะช่วยส่งเสริมให้แอลจิ
เนตมีคณุสมบตัเิชิงกลท่ีดีขึน้ เชน่ เส้นใยของแอลจิเนตมีความแข็งแรงขึน้ เป็นต้น(39)  

จากคุณสมบัติการเป็นโพลิเมอร์ท่ีมีความชอบน า้ของแอลจิเนต ท าให้แอลจิเนตถูก
น ามาใช้ประโยชน์เป็นวสัดปิุดแผล ด้วยหลกัการท่ีแอลจิเนตสามารถกกัเก็บความชืน้ได้ดี จึงท าให้
แผลท่ีถูกปิดด้วยแอลจิเนตมีความชุ่มชืน้ และจากคุณสมบัติดงักล่าวยังช่วยดูดซับสารคัดหลั่ง 
(Exudate) จากบาดแผลไม่ให้มีปริมาณมากจนเกินไป ซึ่งลกัษณะดงักล่าวจะช่วยส่งเสริมให้เซลล์
เย่ือบุ (Epithelial cell) สามารถเจริญเข้ามาท่ีแผลและช่วยท าให้แผลสมานได้เร็วขึน้ นอกจากนี ้
วสัดปิุดแผลจากแคลเซียมแอลจิเนตยงัมีคณุสมบตัิในการห้ามเลือด โดยการท างานของแคลเซียม
ไอออน (Calcium ion) ในวสัดปิุดแผลท่ีถูกแลกเปล่ียนกับโซเดียมไอออน (Sodium ion) จากสาร
คดัหลั่งหรือเลือดท่ีบริเวณบาดแผล โดยแคลเซียมไอออนจะส่งเสริมการท างานของระบบการ
แข็งตวัของเลือด (Coagulation cascade) เน่ืองจากแคลเซียมไอออนเป็นส่วนประกอบหนึ่งของ
ปัจจยัการแข็งตวัของเลือดท่ี 4 (Factor IV) และยงัท าหน้าท่ีช่วยกระตุ้นปัจจยัการแข็งตวัของเลือด
ท่ี 7 9 และ 10 (Factor VII, IX, X) อีกทัง้ยงัช่วยกระตุ้นเกล็ดเลือดให้หลัง่สารส่ือกลาง เพ่ือกระตุ้น
การแข็งตวัของเลือดด้วย(40-42) ดงันัน้แคลเซียมแอลจิเนตจึงเป็นสารท่ีมีคุณสมบตัิทัง้ในด้านการ
ห้ามเลือดและการสมานแผลไปพร้อมกนั 

ปัจจุบนัมีการน าแคลเซียมแอลจิเนตมาใช้ประโยชน์ในการห้ามเลือดและการสมานแผล
มากขึน้ และได้มีการผลิตและน ามาจ าหน่ายในท้องตลาดในหลากหลายผลิตภัณฑ์ (43) ทัง้นีแ้ตล่ะ
ผลิตภณัฑ์ตา่งมีองค์ประกอบทางเคมีของแอลจิเนตท่ีตา่งกนั ท าให้คณุสมบตัิของวสัดปิุดแผลอาจ
ต่างกันออกไป ทัง้นี ก้ารน าวัสดุดังกล่าวมาใช้งาน จึงจ าเป็นต้องทราบถึงคุณสมบัติและ
สว่นประกอบภายในสาร เพ่ือท่ีได้ใช้ประโยชน์จากวสัดแุละสามารถจดัการกบัผลข้างเคียงจากการ
ใช้งานวสัดไุด้ จากตาราง 4 แสดงตวัอยา่งของผลิตภณัฑ์ปิดแผลท่ีมีสว่นประกอบจากแอลจิเนต 
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ตาราง 3 แสดงตวัอย่างวสัดปิุดแผล (wound dressing) จากแอลจิเนตท่ีมีวางจ าหนา่ยใน
ท้องตลาด 

ผลิตภณัฑ์ ผู้ผลิต 
Algisite M Smith and Nephew medical 
Algosterile Johnson and Johnson 
AlgiDERM Bard 

CarraSorb H Carrington 
Curasorb Kendall 
Kaltostat Convatac 
Kalginate DeRoyal 
Kaltogel Convatac 

Comfeel Seasorb Coloplast 
Sorbsan Maersk medical 

Sorbalgon Hartmann 
Tegagen 3M Healthcare 

 

เน่ืองจากไคโตซานและแคลเซียมแอลจิเนตมีคณุสมบตัแิละกลไกการห้ามเลือดท่ีดี ท าให้มี
การศกึษาเพ่ือผสมสารทัง้ 2 ชนิดเข้าด้วยกนั เพ่ือพฒันาวสัดหุ้ามเลือดชนิดใหม่ท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการห้ามเลือดมากขึน้  เช่น มีการพฒันาวสัดหุ้ามเลือดในรูปแบบของฟองน า้ท่ีมีส่วนผสมของ  
ไคโตซาน แคลเซียมแอลจิเนตและสารสกดัจากพืช Bletilla striata พบว่า วสัดหุ้ามเลือดชนิดใหม่
นีส้ามารถส่งเสริมการหยุดของเลือดได้ดีในห้องปฏิบตัิการ และมีคุณสมบตัิเข้ากับเซลล์ได้ดี (44) 
(Biocompatibility) นอกจากนีไ้ด้มีการพฒันาวสัดหุ้ามเลือดในรูปแบบไฮโดรเจล (Hydrogel) ท่ีมี
ส่วนประกอบของไคโตซานท่ีผ่านปฏิกิริยา Photocrosslink กับแคลเซียมแอลจิเนต พบว่า วสัดุ
ห้ามเลือดดังกล่าวสามารถลดอัตราการตายของสัตว์ทดลองท่ีมีการสูญเสียเลือดมากได้ และ
สามารถสลายตวัได้เองตามธรรมชาติ(45)  
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วัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซาน (Calcium alginate/N-O-carboxymethylchitosan; 
CA/NOCC)  

Calcium alginate/N-O-carboxymethylchitosan (CA/NOCC) เป็นวัสดุห้ามเลือดจาก
อนุพนัธ์ไคโตซาน ท่ีถูกคิดค้นและพฒันาโดยศนูย์เทคโนโลยีโลหะและวสัดแุห่งชาติ (MTEC) สาร
ดังกล่าวมีคุณสมบัติท่ีสามารถละลายน า้ได้ดีและมีประจุลบจากหมู่คาร์บอกซิล  (Carboxyl 
functional group) ซึ่ งค ล้ ายกับ ป ระจุ ล บบน พื ้น ผิ วขอ งซับ เอน โด ที เลี ยม คอลล า เจน 
(subendothelial collagen) ท่ีผนงัของหลอดเลือด คณุสมบตัิดงักล่าวช่วยส่งเสริมให้เกิดการห้าม
เลือด คือ กระตุ้ นการท างานของ clotting factor เช่น clotting factor XII ผ่านกระบวนการ 
contact activation ท าให้เร่ิมการท างานของระบบ coagulation cascade ส่งผลให้เกิดการสร้าง
ไฟบริน (Fibrin) ได้รวดเร็วขึน้ นอกจากนีย้งัเกิดการกระตุ้นการท างานของเกล็ดเลือด โดยประจลุบ
บนสารห้ามเลือด  CA/NOCC ท าให้พลาสมาโปรตีน  (Plasma protein) เช่น  ไฟบริโนเจน 
(Fibrinogen) และไฟโบรเนคติน (Fibronectin) ยึดเกาะกับพืน้ผิวของซบัเอนโดทีเลียมคอลลาเจน
ได้เร็วขึน้ ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นเกล็ดเลือดให้สามารถยดึเกาะบริเวณพืน้ผิวของซบัเอนโดทีเลียม
คอลลาเจนได้อยา่งรวดเร็วและสง่เสริมให้เกิดการสร้าง Thrombus ในขัน้ตอนตอ่ไป(21) 

จากคณุสมบตัิการห้ามเลือดท่ีดีของของวสัด ุCA/NOCC ท่ีก่อให้เกิดการห้ามเลือดจากทัง้
การกระตุ้ นการท างานของเกล็ดเลือดและการท างานของกลไกการห้ามเลือด  (Coagulation 
cascade) ถือได้ว่าสารห้ามเลือดชนิดดังกล่าวมีคุณสมบัติในการห้ามเลือดทัง้ในขัน้  primary 
hemostasis และ secondary hemostasis จึงส่งผลให้เกิดการห้ามเลือดท่ีมีประสิทธิภาพ ช่วยลด
ปัญหาการสูญเสียเลือดทัง้ระหว่างและหลงัการท าหัตถการ ท าให้เกิดผลการรักษาท่ีมีคุณภาพ
ยิ่งขึน้ นอกจากนีว้สัด ุCA/NOCC ยงัได้ผ่านการทดสอบอ่ืนๆ ท่ีบง่บอกถึงประสิทธิภาพในการห้าม
เลือดและความปลอดภัยในการใช้งาน เช่น  การทดสอบประสิทธิภาพการห้ามเลื อดใน
ห้องปฏิบัติการ พบว่า วัสดุ CA/NOCC สามารถก่อให้เกิดการแข็งตัวของเลือดได้เร็วกว่ากลุ่ม
ควบคมุ และสามารถกระตุ้นการยึดเกาะและท างานของเกล็ดเลือดได้อย่างมีประสิทธิภาพ (22, 23) 
และในระดบัสตัว์ทดลอง พบว่า วสัด ุCA/NOCC สามารถหยุดเลือดจากการผ่าตดัหางหน ูWistar 
ได้รวดเร็วกว่ากลุ่มทดสอบอ่ืน ส่งผลให้ปริมาณการสญูเสียเลือดน้อยกว่ากลุ่มทดสอบอ่ืน(22)  การ
ทดสอบความเข้ากันได้กับเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ L-929 และเซลล์ไฟโบรบลาสท์จากผิวหนัง
มนุษย์ (Normal human dermal fibroblasts) ในวสัด ุCA/NOCC หลายสดัส่วน และการทดสอบ
การสลายตวัของวสัดใุนห้องปฏิบตัิการ พบว่า วสัด ุCA/NOCC ในสดัส่วนตา่ง ๆ มีความเข้ากนัได้
กบัเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ L-929(24, 25) และเซลล์ไฟโบรบลาสท์จากผิวหนงัมนุษย์(25) โดยเซลล์ทัง้ 
2 ชนิด มีสณัฐานวิทยา ความมีชีวิตและความสามารถในการเพิ่มจ านวนเซลล์ได้ตามปกติ และ
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การสลายตวัของวสัด ุCA/NOCC ในห้องปฏิบตัิการ พบว่า วสัด ุCA/NOCC สามารถสลายตวัได้
ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ (Phosphate buffered saline; PBS) และสารละลาย PBS 
ท่ีมีส่วนผสมของ 1 mg/ml Lysozyme และยังพบว่าหากวัสดุ CA/NOCC มีสัดส่วนของ NOCC 
มากจะท าให้วัสดุสลายตัวได้ เร็วขึ น้ (25) นอกจากนี ว้ัสดุ CA/NOCC ยังผ่านการทดสอบ
ประสิทธิภาพในการห้ามเลือดในมนุษย์ พบว่า วัสดุ CA/NOCC สามารถห้ามเลือดในบริเวณท่ี
ได้รับการผ่าตดัเพ่ือรักษาผิวหนงัชนิด Split-thickness skin graft ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (26) การ
ทดสอบความระคายเคือง (Irritation) และภาวะภูมิไวเกิน (Hypersensitivity) ต่อผิวหนังมนุษย์
ของวสัด ุCA/NOCC ทัง้ 2 ชนิด คือ ชนิดท่ีใช้ภายในร่างกายและชนิดใช้ภายนอกร่างกาย พบว่า 
วสัด ุCA/NOCC ทัง้ 2 ชนิด ไมก่่อให้เกิดการระคายเคืองและภาวะภมูิไวเกินตอ่ผิวหนงัมนษุย์ จาก
การทดสอบทัง้หมด 72 ชัว่โมง(27, 28) และการทดสอบความสามารถในการสลายตวัอย่างสมบรูณ์ 
พบว่า วัสดุ CA/NOCC ชนิดท่ีใช้ภายในร่างกาย สามารถสลายตัวได้ในร่างกายมนุษย์ภายใน
ระยะเวลา 3 เดือน และจากการศึกษาชิน้เนือ้ทางจุลพยาธิวิทยา พบว่า เนือ้เย่ือบริเวณท่ีฝังวสัด ุ
CA/NOCC ไม่พบการตกค้างของวัสดุ  และไม่เกิดปฏิกิริยาการอักเสบหรือการต่อต้านสิ่ง
แปลกปลอม (27, 46) จากการศึกษาท่ีกล่าวมาข้างต้นจะเห็นว่าวสัด ุCA/NOCC มีประสิทธิภาพใน
การห้ามเลือดและมีความปลอดภยัในการใช้งาน สามารถน ามาใช้ห้ามเลือดในมนษุย์ได้ 

นอกจากนีย้งัมีการศกึษาความเป็นพิษของวสัด ุCA/NOCC ตอ่เซลล์ในชอ่งปากมนษุย์ ใน
ปี 2020 Pheawphala และคณะ(29) ได้ท าการศึกษาความเป็นพิษของวัสดุ CA/NOCC ต่อเซลล์
สร้างกระดูกจากขากรรไกรมนุษย์ (Primary human alveolar osteoblasts: hAOBs) พบว่า วัสด ุ
CA/NOCC ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูกจากมนุษย์ โดยสัณฐานวิทยาของเซลล์ท่ี
ทดสอบร่วมกับวัสดุห้ามเลือด มีลักษณะไม่เปล่ียนแปลงไปจากกลุ่มควบคุม ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 7 และ 8 อีกทัง้เซลล์สร้างกระดกูยงัสามารถมีชีวิตและเพิ่มจ านวนเซลล์ได้ไม่ต่าง
จากกลุ่มควบคมุ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวสัดหุ้ามเลือดดงักล่าวมีความเข้ากันได้กับเซลล์สร้างกระดกู
จากมนษุย์ 
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ภาพประกอบ 7 ภาพ SEM แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์สร้างกระดกูจากขากรรไกรมนษุย์บน
กระจกกัน้ใส (Cover slip) ในกลุม่ควบคมุ (hAOBs) และกลุม่ทดสอบท่ีเลีย้งร่วมกบัวสัดหุ้ามเลือด 
CA/NOCC (hAOBs+CA/NOCC) (ลกูศรสีแดง แสดงโครงร่างของเซลล์ (Lamellipodia) ท่ีย่ืนมา

เกาะกระจกกัน้ใส) 

ท่ีมา: Phaewphala K, Kosorn W, Janvikul W, Kitrueangphatchara K, Sricholpech 
M. Biocompatibility of a Chitosan-derived Hemostatic Agent with Human Alveolar 
Osteoblasts. M Dent J. 2020;40(3):277-88. 
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ภาพประกอบ 8 ภาพ SEM แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์สร้างกระดกูจากขากรรไกรมนษุย์บนผิว
วสัดหุ้ามเลือด CA/NOCC (ลกูศรสีฟ้า แสดงโครงร่างขนาดเล็กท่ีย่ืนออกจากเซลล์ (Filopodia)  

ลกูศรสีแดง แสดงไฟบริลขนาดเล็ก (Fibrils) บนเย่ือหุ้มเซลล์) 

ท่ีมา: Phaewphala K, Kosorn W, Janvikul W, Kitrueangphatchara K, Sricholpech 
M. Biocompatibility of a Chitosan-derived Hemostatic Agent with Human Alveolar 
Osteoblasts. M Dent J. 2020;40(3):277-88. 
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หน้าที่ของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือก (Functions of gingival fibroblast) 
 

 

ภาพประกอบ 9 หน้าท่ีของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก  
(Functions of gingival fibroblast)  

ท่ีมา: Chiquet M.(2015) Multiple functions of gingival and mucoperiosteal 
fibroblasts in oral wound healing and repair. Periodontology 2000. P. 21. 

หน้าท่ีของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก (Functions of gingival fibroblast)(47)  
เซลล์ไฟโบรบลาสท์ (fibroblasts) เป็นเซลล์ท่ีมีต้นก าเนิดมาจากเนือ้เย่ือชัน้มีเซนไคม์ 

(Mesenchyme) และท าหน้าท่ีสร้างสารองค์ประกอบภายนอกเซลล์ (Extracellular matrix) ใน
เนือ้เย่ือเก่ียวพัน (Connective tissue) ซึ่งเป็นส่วนส าคัญในกระบวนการหายและซ่อมแซมของ
แผล ปัจจุบันพบว่าเซลล์ไฟโบรบลาสท์ท่ีมาจากเนือ้เย่ือแตกต่างกัน จะมีคุณสมบตัิของเซลล์ท่ี
แตกต่างกันอย่างชดัเจน ซึ่งในท่ีนีจ้ะกล่าวเฉพาะหน้าท่ีของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกใน
ชอ่งปากของมนษุย์ (Human gingival fibroblast: HGF) เทา่นัน้ 

เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกในช่องปากของมนุษย์ (Human gingival fibroblast: 
HGF) มีความพิเศษต่างจากเซลล์ไฟโบรบลาสท์อ่ืน ๆ ในร่างกาย คือ เป็นเซลล์ท่ีมีต้นก าเนิดมา
จากเนือ้เย่ือชัน้เอกโตมีเซนไคม์ (Ectomesenchyme) ท่ีพัฒนามาจากนิวรัล เครสต์ (Neural 
crest) ต่างจากเซลล์ไฟโบรบลาสท์อ่ืนๆ ในร่างกายท่ีมีต้นก าเนิดมาจากเนือ้เย่ือชัน้มีโซเดิร์ม 
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(Mesoderm) นอกจากนี เ้ซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกยังมีความสัมพันธ์กับมิวโคซัล  
เอพิธีเลียม (Mucosal epithelium) ท่ีมีการพัฒนามาจากเน่ือเย่ือชัน้ใน (Endodermal) ต่างกับ
เซลล์ไฟโบรบลาสท์จากผิวหนังท่ีมีความสมัพันธ์กับเอพิเดอร์มิส (Epidermis) ท่ีมีการพัฒนามา
จากเนือ้เย่ือชัน้นอก (Ectodermal)  

หน้าท่ีหลกัและมีความส าคญัของเซลล์ไฟโบรบลาสท์ในกระบวนการหายของแผล คือ การ
ผลิตสารองค์ประกอบภายนอกเซลล์ (Extracellular matrix) เพ่ือการซ่อมแซมเนือ้เย่ือท่ีได้รับความ
เสียหาย อย่างไรก็ตามในภาวะปกติของเนือ้เย่ือเก่ียวพนั เซลล์ไฟโบรบลาสท์จะท าหน้าท่ีเสมือน
เซลล์ ท่ีนอนหลับ  (Sleeper cells) มีการแบ่งตัวและสังเคราะห์สารท่ี ช้า (low mitotic and 
biosynthetic activity) ซึ่ ง เซล ล์ ไฟ โบรบลาส ท์ จะผลิ ตสารองค์ป ระกอบภายนอก เซล ล์ 
(Extracellular matrix) ใหม่นัน้จะต้องได้รับการกระตุ้นจากสิ่งกระตุ้นภายนอก นัน้คือ การกระตุ้น
จากเกล็ดเลือดซึ่งถูกกระตุ้นให้ออกมาจากการเกิดบาดแผล ผ่านการท างานของโกรทแฟคเตอร์ 
(Growth factors) ช นิ ด ต่ า ง  ๆ  เ ช่ น  platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB), 
transforming growth factor- (TGF-β), insulin-like growth factor-I (IGF-I), epidermal 
growth factor (EGF), basic fibroblast growth factors (bFGF) ผ่านสารตัวกลาง (Mediators) 
ชนิดต่างๆ เช่น lysophosphatidic acid, protease like urokinase-type plasminogen activator 
และผ่านไซโคไคน์ (Cytokine) เช่น platelet factor-4 เป็นต้น โดยสารองค์ประกอบภายนอกเซลล์ 
(Extracellular matrix) ส่วนใหญ่ท่ีถกูสร้างขึน้ในกระบวนการหายของบาดแผลช่วงแรก คือ เส้นใย
คอลลาเจน ชนิดท่ี 3 (Collagen type III) และเส้นใยคอลลาเจนชนิดอ่ืนๆ รวมทัง้สารจ าพวก 
fibronectin, tenascin-C ซึ่งมีส่วนช่วยในการยึดติดของเซลล์ต่างๆ และการเคล่ือนท่ีของเซลล์ 
(Cell adhesion and cell migration) และสารจ าพวก hyaluronic acid และ proteoglycans ท่ีมี
ส่วนช่วยเร่ืองการกักเก็บน า้ในเนือ้เย่ือ และเม่ือกระบวนการหายของแผลด าเนินไปเซลล์  
ไฟโบรบลาสท์จะท าหน้าท่ีปรับเปล่ียนรูปร่าง (Remodeling) ของสารองค์ประกอบภายนอกเซลล์ 
(Extracellular matrix) ให้มีความแน่นและคงทนมากยิ่งขึน้ มีการสร้างหลอดเลือดท่ีน้อยลง และ
ส่วนประกอบของสารองค์ประกอบภายนอกเซลล์  (Extracellular matrix) จะถูกปรับเปล่ียนให้มี
เส้นใยคอลลาเจน ชนิดท่ี 1 (Collagen type I) เป็นส่วนใหญ่ และตามด้วยเส้นใยคอลลาเจน ชนิด
ท่ี 5 (Collagen type V) และจะพบเส้นใยคอลลาเจน ชนิดท่ี 3 (Collagen type III) น้อยลง 

เซลล์ไฟโบรบลาสท์ยงัท าหน้าท่ีเสมือนยาม (Sentinel cells) คอ่ยดแูลความเรียบร้อยและ
สมดลุของเนือ้เย่ือเก่ียวพัน อีกทัง้ยงัเป็นเซลล์กลุ่มแรกๆ ท่ีตอบสนองต่อการบาดเจ็บและการติด
เชือ้ของเนือ้เย่ือเก่ียวพนั โดยหลงัจากท่ีเนือ้เย่ือเก่ียวพนัได้รับบาดเจ็บและมีการท าลายของหลอด
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เลือด เกล็ดเลือดจะเข้ามาท าหน้าท่ีห้ามเลือดและปล่อยสารต่างๆ คือ โกรทแฟคเตอร์ (Growth 
factors) และไซโตไคน์ (Cytokines) สารดังกล่าวจะท าหน้าท่ีกระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้ มกัน (Immune 
cells) และเซลล์ไฟโบรบลาสท์ให้ท างานโดยตรง โดยเซลล์ไฟโบรบลาสท์ท่ีถูกกระตุ้นจะหลัง่สาร  
ไซโตไคน์ (Cytokines) เพิ่มเติมคือ Interleukin-6 (IL-6) และ Interleukin-8 (IL-8) เพ่ือเรียกเซลล์ 
Neutrophils เข้ามาบริเวณแผล และในกรณีท่ีมีการติดเชือ้ ผลิตภัณฑ์จากแบคทีเรียและสาร
จ าพวก Lipopolysaccharide (LPS) ท่ีได้จากผนังของเซลล์ของแบคทีเรีย (Cell wall) จะเป็น
ตวักระตุ้นให้เซลล์ไฟโบรบลาสท์หลั่งสารไซโตไคน์  (Cytokines) คือ IL-6 และ IL-8 เช่นเดียวกัน 
การส่ือสารท่ีซับซ้อนระหว่างเซลล์ไฟโบรบลาสท์และเซลล์ภูมิคุ้มกัน (Immune cells) จะท าให้
สามารถควบคุมกระบวนการอักเสบและส่งเสริมให้เกิดกระบวนการหายของแผลในเนือ้เย่ือได้
อย่างมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะการส่ือสารระหว่างเซลล์ท่ีผ่านกระบวนการสัมผัสกันโดยตรง 
(Direct cell to cell contacts) โดยผ่าน CD40 ท่ีผิวของเซลล์ไฟโบรบลาสท์กับ CD40-L บนผิว
ของเซลล์ภมูิคุ้มกนั  

นอกจากนีเ้ซลล์ไฟโบรบลาสท์ยงัท าหน้าท่ีในกระบวนการการหายของแผล ในขัน้ตอนการ
หดตวัของบาดแผล ท าให้ขอบแผลมีขนาดเล็กลง โดยเซลล์ไฟโบรบลาสท์จะเปล่ียนรูปร่างและ
หน้าท่ีเป็นเซลล์ไมโอไฟโบรบลาสท์ (Myofibroblasts) ซึ่งจะมีแขนรอบเซลล์ส าหรับหดตวั ย่ืนออก

จากตวัเซลล์ และมีการเพิ่มของสาร -smooth muscle actin ภายในเซลล์ โดยกระบวนการนีจ้ะ
ถู ก ก ร ะ ตุ้ น โ ด ย ส า ร  mediators เ ช่ น   lysophosphatidic acid แ ล ะ  thrombin ซึ่ ง 
lysophosphatidic acid จะท าหน้าท่ีไปกระตุ้น actin ให้มารวมตวักนัภายในเซลล์และเกิดการหด
ตวั ส่งผลให้ขอบแผลเร่ิมกระบวนการหดตวั และ thrombin จะส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์
ไฟโบรบลาสท์และกระตุ้นให้เกิดการหดตวัของเส้นใยคอลลาเจน (Collagen lattices) นอกจากนี ้
ยงัมีโกรทแฟคเตอร์ (Growth factors) อีกหลายชนิดท่ีหลัง่โดยเซลล์ไฟโบรบลาสท์และท าหน้าท่ี
ควบคมุกระบวนการดงักล่าว เช่น platelet-derived growth factor, transforming growth factor-
, insulin-like growth factor-I และ insulin-like growth factor-II 
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สัณฐานวิทยาของเซลล์ตาย 
การตายของเซลล์ (Cell death) คือ การเส่ือมสภาพของเซลล์ท่ีไม่สามารถกลบัคืนสู่สภาพ

ปกติได้ ประกอบด้วย 2 รูปแบบ (48) คือ การตายของเซลล์อย่างเป็นระบบ (Apoptosis) คือ 
กระบวนการตายของเซลล์ท่ีถูกควบคุมโดยพันธุกรรมของเซลล์ (Programmed cell death) เป็น
การตายตามสภาวะการท างานปกติของร่างกาย (Physiologic functions) เพ่ือรักษาสมดลุภายใน
ร่างกาย (Homeostatic functions) และการตายของเซลล์โดยทัว่ไป (Necrosis) ซึ่งเกิดจากพยาธิ
วิทยาของเซลล์ (Pathologic form) เช่น เกิดจากกระบวนการต่อต้านสิ่งแปลกปลอม  หรือการท่ี
เซลล์ได้รับอนัตรายจากสารพิษ สิ่งกระตุ้นและสภาวะต่าง ๆ จ านวนมากสามารถก่อให้เกิดการ
ตายของเซลล์ได้ แต่ชนิดของเซลล์ท่ีต่างกันจะตอบสนองต่อการตายของสิ่งกระตุ้นหรือสภาวะท่ี
ต่างกัน เช่น สาร Corticosteroids จะส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์ Thymocytes แต่เซลล์อ่ืน ๆ 
จะไม่ได้รับผลกระทบจากสารนี ้(49) ณ ท่ีน่ีจะเป็นการศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ตายภายใต้
กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscope) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(Scanning Electron Microscope: SEM) เพ่ือให้ทราบถึงลกัษณะเซลล์ตายท่ีมีการเปล่ียนแปลง
ทัง้ 2 รูปแบบ(48, 50) 

การตายของเซลล์อย่างเป็นระบบ (Apoptosis) เกิดจากการควบคุมของสารพันธุกรม 
(Genetically controlled process) ฮอร์โมน (Hormones) หรือโกรทแฟคเตอร์ (Growth factors) 
ท่ีส่งสัญญาณไปสู่เซลล์ เม่ือเซลล์เร่ิมเข้าสู่กระบวนการตาย (Apoptosis) ลกัษณะแรกท่ีพบการ
เปล่ียนแปลง คือ การรวมตวัของโครมาติน (Condensation of chromatin) ซึ่งมีรูปร่างพระจันทร์
คร่ึงเสีย้ว (Crescent) มีสีเข้ม และอยูท่ี่ขอบของเย่ือหุ้มนิวเคลียส ดงัแสดงในภาพประกอบ 10  
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ภาพประกอบ 10 แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไลน์ HL-60 (Human leukemia cell) ภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) เม่ือได้รับสารเคมีและพบการตายเซลล์ทัง้แบบ 

apoptosis และ necrosis (A: apoptosis, N: necrosis) 

ท่ีมา: Samali A, Gorman AM, Cotter TG. Apoptosis-the story so far. Experientia. 
1996;52(10):933-41. 

 
เซลล์มีการหดตวั (Shrinkage) ซึ่งเกิดขึน้แทบทันทีหลังจากท่ีนิวเคลียสของเซลล์มีการ

เปล่ียนแปลง  เน่ืองจากความผิดปกติของระบบขนส่งไอออนท่ีเย่ือหุ้ มเซลล์ (Na+-K+-Cl- 
cotransporter system) ท าให้ของเหลวภายในเซลล์ออกนอกเซลล์ จากการหดตวัของเซลล์ท าให้
เซลล์ท่ีอยู่ใกล้กนัไม่สมัผสักนั เซลล์มีขนาดเล็กลง แตมี่ลกัษณะอดัแน่นมากขึน้ การเปล่ียนแปลงท่ี
เย่ือหุ้ มเซลล์ไม่พบไมโครวิลไล (Microvilli) และพบการบวมออกของเย่ือหุ้ มเซลล์ (Blebbing) 
เซลล์ท่ีหดตวัจะเร่ิมมีการบิดตวัและมีการกระจกุตวัของเย่ือหุ้มเซลล์ (Pinch) เพ่ือปิดรูเย่ือหุ้มเซลล์
ท่ีแตกออก ดงัภาพประกอบ 11 
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ภาพประกอบ 11 ก แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์กล้ามเนือ้เรียบจากหลอดเลือดเอออร์ตามนษุย์ 
(Human arotic smooth muscle cell) ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(Scanning Electron Microscope: SEM) พบลกัษณะการบวมออกของเย่ือหุ้มเซลล์ (Blebing)  
ข แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์หน ูrat-1/myc-ER ภายใต้กล้อง SEM พบ

ลกัษณะการบวมของของเย่ือหุ้มเซลล์ (Blebing)  

 

ท่ีมา ก:  Allen RT, Hunter WJ, Agrawal DK. Morphological and biochemical 
characterization and analysis of apoptosis. Journal of Pharmacological and 
Toxicological Methods. 1997;37(4):215-28. 

ท่ีมา ข:  Formigli L, Papucci L, Tani A, Schiavone N, Tempestini A, Orlandini G, 
et al. Aponecrosis: morphological and biochemical exploration of a syncretic process of 
cell death sharing apoptosis and necrosis. Journal of cellular physiology. 
2000;182(1):41-9. 

 

นิวเคลียสของเซลล์จะแตกออกเป็นชิน้ของโครมาตินท่ีอดัแน่นอยู่ภายในเย่ือหุ้มนิวเคลียส 
เม่ือกระบวนการตายของเซลล์ด าเนินตอ่ไป การบวมของเย่ือหุ้มเซลล์  จะมีขนาดใหญ่ขึน้ มีรูปทรง
ไข่หรือกลม แยกออกมาจากตัวเซลล์ ภายในประกอบด้วยชิน้ส่วนของนิวเคลียสท่ีแตกออก 
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(Nuclear fragments) ซึ่งเรียกลักษณะเช่นนีว้่า Apoptotic bodies ดังภาพประกอบ 12 ซึ่งใน
ช่วงแรก Apoptotic bodies ถือเป็นโครงสร้างท่ียงัไม่เกิดการแตกออก (Intact structures) ท าให้
การย้อมสีเซลล์ (Vital dyes) ไม่สามารถย้อมสี Apoptotic bodies ได้ แต่เม่ือเวลาผ่านไปเย่ือหุ้ม
เซลล์จะแตก (Membrane rupture) สีย้อมเซลล์ก็จะสามารถซึมผ่านเย่ือหุ้ มเซลล์ได้ เหตุการณ์
ดงักลา่วท่ีเกิดกบั Apoptotic bodies เรียกวา่ Secondary necrosis(50)  
 

 

ภาพประกอบ 12 แสดงลกัษณะของ Blebings และ Apoptotic bodies 

ท่ีมา: https://en.wikiversity.org/wiki/WikiJournal_of_Medicine/Cell_disassembly_ 
during_apoptosis#cite_note-fn1-1 

การตายของเซลล์โดยทั่วไป (Necrosis) เกิดจากพยาธิสภาพของเซลล์หรือเซลล์ได้รับ
อันตรายจากสิ่งกระตุ้ นภายนอก ส่วนมากมักเกิดขึน้พร้อมกันเป็นกลุ่มเซลล์ และจะกระตุ้ น
กระบวนการอักเสบของร่างกาย การพร่องพลังงาน (ATP depletion) ภายในเซลล์เป็นปัจจัย
ส าคญัท่ีท าให้เซลล์เกิดการเปล่ียนแปลงสณัฐานวิทยา นอกจากนีก้ารเพิ่มปริมาณของแคลเซียม
ไอออน (Ca2+) ภายในของเหลวภายในเซลล์ (Cytosol) จะส่งผลให้ เกิดการสลายตัวของ 
ฟ อสฟ อลิ พิ ด  (Phospholipid) แล ะ โป ร ตี น โค รงส ร้า งข อ ง เซ ล ล์  (Cytoskeletal protein) 
นอกเห นือจากการท างานของเอนไซม์ฟอสฟอลิ เพส  (Phospholipases) และโปรติ เอส 
(Proteases)(48, 50) การตายของเซลล์แบบ necrosis มีลักษณะเด่น คือ การท าลายความสมบูรณ์
ของเย่ือหุ้มเซลล์ ท าให้เย่ือหุ้มเซลล์ขาดคุณสมบตัิการเป็นเย่ือเลือกผ่าน (Selective membrane 
permeability) ท าให้เซลล์มีลกัษณะบวม (Swelling) ซึง่ตา่งจากการตายของเซลล์แบบ apoptosis 
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ท่ีเซลล์มีลักษณะหดตวั หลังจากนัน้จะเกิดการสลายตวัของออร์แกเนลล์ ลักษณะของโครมาติ
นภายในนิวเคลียสมีการอดัแน่น ขนาดเล็ก รูปร่างไม่เป็นระเบียบ และมีขอบไม่ชดัเจน เม่ือเซลล์
บวมมากขึน้เย่ือหุ้มเซลล์จะแตกออก (Cell lysis) เกิดการปลดปล่อยองค์ประกอบภายในเซลล์สู่
แมทริกซ์นอกเซล์ (Extracellular matrix) ซึ่งองค์ประกอบของเซลล์ตายท่ีถกูปลดปล่อยออกมาจะ
ส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์อ่ืนต่อไป นอกจากนีย้งักระตุ้นให้เกิดกระบวนการอกัเสบท่ีบริเวณ
ดงักล่าวด้วย (Inflammatory response) จากตาราง 4 ได้เปรียบเทียบลกัษณะการตายของเซลล์
ทัง้ 2 รูปแบบ(50) 

ตาราง 4 แสดงลกัษณะตา่ง ๆ ของเซลล์ในกระบวนการตายของเซลล์ 

 การตายของเซลล์แบบapoptosis การตายของเซลล์แบบ  
necrosis 

ลกัษณะการเกิด เกิดแบบกระจาย หรือพบเป็นเซลล์
เดี่ยว 

เกิดพร้อมกนัเป็นกลุ่ม เนือ้เย่ือมี
การถกูท าลาย 

ไซโตรพลาสซมึ หดตวั (Shrinkage) มีการสญูเสีย
ของเหลวภายในเซลล์ เซลล์อดัแน่น 

บวมออก (swelling) ออร์แกน
เนลล์มีการบวมออก 

นิวเคลียส พบการอดัแน่นของโครมาตนิ อยูท่ี่
ขอบของเย่ือหุ้มนิวเคลียส ตอ่มา
นิวเคลียสจะแตกออกเป็นชิน้เล็ก 
(fragments) 

โค รม า ติ น มี ข น า ด เล็ ก ล ง
นิ ว เค ลี ยส มี ขอบ ไม่ ชัด เจน 
ต่อมาพบการสลายตัวของ
นิวเคลียส (lysed) 

เย่ือหุ้มเซลล์ มีการบวมออกของเย่ือหุ้มเซลล์ 
(blebbing) 

พบการสลายตัวของเย่ือหุ้ ม
เซ ล ล์ แ ล ะก า ร ร่ั ว อ อ ก ข อ ง
องค์ประกอบภายในเซลล์ 

การสลายตวัของดีเอนเอ 
(DNA breakdown) 

เกิดผา่นการกระตุ้นของสาร
พนัธุกรรม (gene activation) 

เกิดผ่านกระบวนการย่อยสลาย 
(degradation) 

ก า ร ต อ บ ส น อ ง ข อ ง
เนือ้เย่ือ 

ไมก่ระตุ้นกระบวนการอกัเสบ กระตุ้นกระบวนการอกัเสบ 
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จากการตายของเซลล์ ทัง้รูปแบบของ apoptosis และ necrosis ปัจจัยท่ีส่งเสริมให้เกิด
กระบวนการดงักล่าว คือ ชนิดของสิ่งกระตุ้น (Type) และความรุนแรง (Intensity) เม่ือเซลล์ได้รับ
สิ่งกระตุ้นท่ีมีความรุนแรงต ่า เซลล์จะมีความสามารถในการปรับตวัเพ่ือให้มีชีวิตรอดในสภาวะ
ใหม่ แต่หากชนิดและความรุนแรงของสิ่งกระตุ้นมีมากขึน้ เซลล์จะเกิดกระบวนการตายโดยการ
กระตุ้นจากสารภายในเซลล์เอง (Apoptosis) เพ่ือตอบสนองต่อสารพิษ และถ้าสิ่งกระตุ้นนัน้มี
ความรุนแรงมากขึน้อีกหรือสิ่งกระตุ้ นนัน้มีการท าลายเซลล์อย่างรุนแรงฉับพลัน  เซลล์จะไม่
สามารถปรับตวัได้ทนัในการหลัง่สารสัง่ให้เซลล์ตนเองตาย ท าให้เกิดการตายของเซลล์แบบท่ีเซลล์
ไมส่ามารถควบคมุได้ เรียกวา่การตายแบบ necrosis(48) ดงัแสดงในประกอบ 13 
 

 

ภาพประกอบ 13 แสดงปัจจยัเร่ืองความรุนแรงของสารพิษท่ีมีผลตอ่การตายของเซลล์ 

ท่ีมา: Samali A, Gorman AM, Cotter TG. Apoptosis-the story so far. Experientia. 
1996;52(10):933-41. 
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การเปล่ียนแปลงสัณฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เม่ือได้รับสารพิษ (Morphological 
cell changes due to chemical toxicity)(51) โดยทัว่ไปเซลล์ไฟโบบลาสท์จะมีลกัษณะแบนยาว มี
การแผเ่ป็นรูปส่ีเหล่ียมหรือสามเหล่ียมอยูท่ี่พืน้จานเลีย้งเซลล์(52)  ดงัแสดงในประกอบ 14 
 

 

ภาพประกอบ 14 ภาพ SEM ก แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ (HF 19: human 
fetal lung fibroblast) ข แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์จากเอ็นยึดปริทนัต์มนษุย์ 

(Human PDL fibroblast) ท่ีถกูเลีย้งภายใต้สภาวะปกติ  

ท่ีมา ก: Al-Nazhan S, Spangberg L. Morphological cell changes due to chemical 
toxicity of a dental material: An electron microscopic study on human periodontal 
ligament fibroblasts and L929 cells. Journal of Endodontics. 1990;16(3):129-34. 

ท่ีมา ข: Hunter A, Archer CW, Walker PS, Blunn GW. Attachment and 
proliferation of osteoblasts and fibroblasts on biomaterials for orthopaedic use. 
Biomaterials. 1995;16(4):287-95. 

 

แต่เม่ือเซลล์ได้รับสารพิษ ลกัษณะรูปร่างของเซลล์จะเกิดการเปล่ียนแปลงเพ่ือตอบสนอง
ตอ่สภาวะท่ีเปล่ียนไป โดยลกัษณะท่ีพบได้บอ่ย คือ เซลล์มีการหดตวัเป็นทรงกลมหรือรี มีการย่ืน
โครงร่างท่ีสัน้ลง มีการแยกตวั (Cell detachment) ออกจากพืน้จานเลีย้งเซลล์ ท าให้โครงร่างเซลล์
ไมมี่การสมัผสักนักบัเซลล์ข้างเคียง และเม่ือเซลล์ได้รับสารพิษท่ีนานขึน้หรือสารพิษมีความเข้มข้น
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มากขึน้ เย่ือหุ้มเซลล์จะมีการบวมออก (Blebbing) ซึ่งเป็นลกัษณะการก าจดัสารพิษออกจากเซลล์ 
ดงัแสดงในภาพประกอบ 15 และหากเซลล์ยงัคงอยู่ในสารพิษและไม่สามารถปรับตวัให้เข้ากับ
สภาวะใหมไ่ด้ จะสง่ผลให้เซลล์ตายในท่ีสดุ  
 

 
 

ภาพประกอบ 15 ก ภาพ SEM  แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ L-929 เม่ือได้รับ
สารพิษ เซลล์ยงัคงรูปทรงกระสวย แตพ่บการบวมออกของเย่ือหุ้มเซลล์(Blebbing)  

ข ภาพ SEM แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ L-929 เม่ือได้รับสารพิษ เซลล์มี
ลกัษณะหดกลมและมีการบวมออกของเย่ือหุ้มเซลล์(Blebbing) 

ท่ีมา: Al-Nazhan S, Spangberg L. Morphological cell changes due to chemical 
toxicity of a dental material: An electron microscopic study on human periodontal 
ligament fibroblasts and L929 cells. Journal of Endodontics. 1990;16(3):129-34. 
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บทที่ 3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

ในการวิจยัครัง้นี ้ผู้วิจยัได้ด าเนินงานตามขัน้ตอนดงันี ้
1. การก าหนดประชากรและการเลือกกลุม่ตวัอยา่ง 
2. ขัน้ตอนการทดลอง 
3. การเก็บรวบรวมข้อมลู 
4. สถิตท่ีิใช้ในการวิเคราะห์ข้อมลู 

การก าหนดประชากรและการเลือกกลุ่มตัวอย่าง 
ประชากร 
เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกท่ีผ่านการคดัแยกมาจากเนือ้เย่ือเหงือก จากผู้ ท่ีให้ความ

ยินยอมตนและเก็บไว้ในคลังเก็บเซลล์ ซึ่งได้รับการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมส าหรับ
พิจารณาโครงการวิจยัท่ีท าในมนษุย์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ เลขท่ี SWUEC-154/2562X 

การเลือกกลุ่มตัวอย่าง 
เลือกเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกโดยการสุ่ม 3-5 เซลล์ไลน์ (Cell line) เลือกเซลล์ท่ี

เพาะเลีย้งได้ในรุ่นท่ี 3-8  

ขัน้ตอนการทดลอง 
1. การเตรียมวัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) 
วัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) ได้รับการอนุเคราะห์จากศูนย์

เทคโนโลยีโลหะและวัสดุแห่งชาติ (National metal and materials technology center: MTEC) 
ซึ่งมีวิธีการเตรียม ดังนี ้เทสารละลายคาร์บอกซีเมธิลไคโตซานร้อยละ 2.5 (น า้หนัก/ปริมาตร) 
(2.5% N, O-CarboxymethylChitosan: NOCC) ป ริมาณ  0.5 ก รัม  และโซ เดียมแอลจิ เนต 
(Sodium Alginate: SA) ปริมาณ 2.0 กรัม ในน า้ 100 มิลลิลิตร จากนัน้น าสารละลายท่ีผสมแล้ว
เทลงแบบหล่อ (Mold) และน าสารละลายไปแช่แข็งและท าให้แห้งด้วยเคร่ืองฟรีซดรายเออร์ 
(Freeze dryer) จะได้วสัดุมีลักษณะเป็นแผ่นคล้ายฟองน า้ จากนัน้น าวัสดุมาแช่ในสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด์ (Calcium chloride 10% wt.) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากการแช่วสัดใุนสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด์ ตวัวสัดจุะเกิดการแลกเปล่ียนไอออน (Ion) ระหว่างโซเดียมไอออน (Na+) ใน
โซเดียมแอลจิเนต กับแคลเซียมไอออน (Ca2+) ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ เกิดเป็นวสัดท่ีุมี
องค์ประกอบของแคลเซียมแอลจิเนตและคาร์บอกซีเมธิลไคโตซานในสัดส่วน 80 ต่อ 20 โดย
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น า้หนกั (80/20: CA/NOCC) จากนัน้ท าความสะอาดวสัดดุ้วยน า้สะอาดและท าให้แห้งอีกครัง้ด้วย
เคร่ืองฟรีซดรายเออร์ น าวัสดุท่ี ได้มาตัดเป็นชิน้ตามการใช้งาน คือ ตัดเป็นวงกลมขนาด
เส้นผ่าศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร และ10 มิลลิเมตร หนา 1 มิลลิเมตร และน าวสัดุไปอบฆ่าเชือ้โดย
วิธีการอบแก๊สเอธิลีนออกไซด์ (Ethylene oxide) และน าไปใช้งาน 

 

 
 

ภาพประกอบ 16 แสดงวสัดหุ้ามเลือดจากอนพุนัธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) ขนาด 6 และ  
10 มิลลิเมตร 

2. การเพาะเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือก 
ท าการเก็บเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกจากเนือ้เย่ือเหงือก (Gingival tissue) บริเวณ

ฟันกรามแท้ซ่ีท่ี 3 ท่ีปราศจากฟันผุ การอักเสบและการติดเชือ้ ซึ่งได้รับการผ่าตดัน าฟันออก ใน
ผู้ ป่ วย ท่ี มี ร่างกายแข็งแรง ไม่ มี โรคประจ าตัว ท่ีคลินิ กศัลยกรรมช่องปาก ชัน้  4 คณะ 
ทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ภายใต้ความยินยอมของผู้ ป่วย โดยเนือ้เย่ือ
เหงือกจะถูกตดัออกมาจากเหงือกท่ีอยู่บริเวณคอฟันและเหงือกส่วนเกินหลังจากท าการเย็บปิด
แผล จากนัน้น าเนือ้เย่ือเหงือกท่ีได้มาล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ (Phosphate 
buffered saline; PBS) จ านวน 2 ครัง้ แล้วน ามาเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม (DMEM; 
Dulbecco Modified Eagle’s Medium high glucose) ท่ี มี ฟีทัลโบวายซี รัม  ร้อยละ 10 (10% 
Fetal Bovine Serum; FBS), กลูตามีน 2 มิลลิโมลาร์ ( 2 mM L-Glutamine), เพนนิซิลลิน 100IU 
ต่อมิลลิลิตร (100 IU Penicillin), สเตร็ปโตมัยซิน  100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (100µg/ml 
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Streptomycin) และแอมโฟเทอริซิน บี  5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (5 µg/ml Amphotericin B) 
ภายใต้ตู้อบท่ีมีความชืน้และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 (5% CO2) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส การขยายจ านวนเซลล์จะท าโดยการถ่ายเซลล์ (Subculture) ท่ีเจริญเตม็จานเลีย้งเซลล์สู่
จานเลีย้งเซลล์ใหม่ในอตัราส่วน 1:5 โดยใช้เอนไซม์ทริปซิน-อีดีทีเอร้อยละ 0.25 (0.25% Trypsin-
EDTA) 

 
3. การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือกด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) 
การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) หลังจากท่ีได้เลีย้งเซลล์ 
ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกเพียงอย่างเดียวและร่วมกับวัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซาน 
(CA/NOCC) โดยตรง (GF+CN) โดยกลุ่มควบคุม (Control) คือกลุ่มท่ีเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์
เนือ้เย่ือเหงือกกบัอาหารเลีย้งเซลล์เพียงอย่างเดียว และท าการทดสอบใน 2 ช่วงเวลา คือ วนัท่ี 3 
และ 7 โดยมีขัน้ตอนโดยย่อ ดังนี ้แยกเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกออกจากกันโดยใช้
เอนไซม์ทริปซิน-อีดีทีเอ ร้อยละ 0.25 (0.25% Trypsin-EDTA) วางกระจกกัน้ใส (Cover slip) ท่ี
ผา่นการฆา่เชือ้แล้ว ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 13 มิลลิเมตร ลงในหลมุท่ีจะหวา่นเซลล์ไฟโบรบลาสท์
เนือ้เย่ือเหงือก ในกลุ่มการทดสอบ  GF+CN ให้วางวัสดุทดสอบขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 10 
มิลลิเมตร หนา 1 มิลลิเมตร ลงบนกระจกกัน้ใสในจานเลีย้งเซลล์ก่อนการหว่านเซลล์ลงในจาน
เลีย้งเซลล์ จากนัน้นบัจ านวนเซลล์ และหว่านลงในจานเลีย้งเซลล์แบบ 24 หลมุ โดยแตล่ะหลมุจะ
มีจ านวนเซลล์เท่ากับ 6x104 เซลล์ ในอาหารเลี ย้งเซลล์ DMEM/10% FBS ปริมาณ 1,000 
ไมโครลิตร ท าการทดสอบ 2 ชุดการทดสอบ ตามระยะเวลาท่ีน าเซลล์มาศึกษาสณัฐานวิทยา คือ 
ศึกษาสัณฐานวิทยาเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกท่ีผ่านการเลีย้งร่วมกับวัสดุ  CA/NOCC 
โดยตรง ในวัน ท่ี  3 และวัน ท่ี  7 จากนัน้น าจานเลี ย้งเซลล์ เข้าตู้ อบ ท่ี มีความชืน้และก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 (5% CO2) ท่ี อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในชดุการทดสอบวนัท่ี 7 
ท าการเลีย้งและเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ จ านวน 2 ครัง้ตอ่สปัดาห์ เม่ือครบก าหนดวนัทดสอบ น า
เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกมาล้างด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ (Phosphate buffered 
saline; PBS) จ านวน 2 ครัง้ จากนัน้ท าการคงสภาพ (Primary fixation) เซลล์ท่ีอยู่บนแผ่นกระจก
กัน้ใสด้วยกลูตารัลดีไฮด์ในน า้กลั่น ร้อยละ 2.5 (2.5% Glutaraldehyde) แช่ไว้ 4 ชั่วโมง ณ 
อณุหภมูิห้อง หลงัจากนัน้ล้างด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ จ านวน 2 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที ตามด้วย
การท าให้ชิน้งานเกิดการคายน า้ (Dehydration) ด้วยเอทานอล (Gradient ethanol) ท่ีค่อย ๆ เพิ่ม
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ความเข้มข้นจากร้อยละ 25, 50, 75 และ 100 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ขัน้ตอนละ 10 นาที 
ต า ม ล า ดั บ  จ า ก นั ้น ท า ใ ห้ ตั ว อ ย่ า ง แ ห้ ง ด้ ว ย ส า ร เค มี เฮ ก ซ ะ เม ธิ ล ได ไซ ล า เซ น 
(Hexamethyldisilazane: HDMS) โดยเติมสารเคมีนีใ้ห้พอท่วมชิน้ตัวอย่าง แช่ไว้ในตู้ ดูดควัน 
(Fume hood) ท่ีอุณหภูมิห้อง จนชิน้ตัวอย่างแห้งสนิท แล้วน าไปเคลือบทองด้วยเคร่ืองเคลือบ
อตัโนมตัิ (Auto fine coater) จากนัน้น าชิน้ตวัอย่างไปส่องภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) ถ่ายรูปและน ามาวิเคราะห์ลกัษณะของเซลล์
ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกและวสัด ุCA/NOCC ตามระยะเวลาท่ีท าการทดสอบ 

 
4. การทดสอบความมีชีวิตของเซลล์และอัตราการเพิ่มจ านวนเซลล์ไฟโบร 

บลาสท์เนือ้เยื่อเหงือก 
การทดสอบความมีชีวิตและอัตราการเพิ่มจ านวนเซลล์ของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือ

เหงือก หลงัจากท่ีได้เลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกเพียงอย่างเดียวและร่วมกบัวสัดหุ้าม
เลือดจากอนุพันธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) ทัง้ 2 สภาวะ คือ การเลีย้งเซลล์แบบสัมผัสกับวัสดุ 
CA/NOCCโดยตรง (GF+CN) และเลีย้งกับสารสกัด (Extract) จากวัสดุ CA/NOCC ในอาหาร
เลีย้งเซลล์ (GF+CNE) โดยกลุ่มควบคุม  (Control) คือกลุ่มท่ีเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือ
เหงือกกบัอาหารเลีย้งเซลล์เพียงอยา่งเดียว การเตรียมสารสกดั (Extract) จากวสัด ุCA/NOCC ใน
อาหารเลีย้งเซลล์ จะเตรียมในอัตราส่วน อาหารเลีย้งเซลล์ (Culture medium) 1 มิลลิลิตร ต่อ 
วัสดุ CA/NOCC ขนาด 6 มิลลิเมตร จ านวน 1 ชิน้ แล้วน าไปแช่ในตู้ อบท่ีมีความชืน้และก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 (5% CO2) ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีขัน้ตอนการทดสอบมี
ดงันี ้แยกเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกออกจากกนัโดยใช้เอนไซม์ทริปซิน-อีดีทีเอ ร้อยละ 0.25 
(0.25% Trypsin-EDTA) ในกลุ่มการทดสอบ GF+CN ให้วางวสัดทุดสอบขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 
6 มิลลิเมตร หนา 1 มิลลิเมตร ลงในจานเลีย้งเซลล์ก่อนการหว่านเซลล์ลงในจานเลีย้งเซลล์ 
จากนัน้นบัจ านวนเซลล์ และหว่านลงในจานเลีย้งเซลล์แบบ 24 หลุม โดยแต่ละหลุมจะมีจ านวน
เซลล์เท่ากับ 2x104 เซลล์ ในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM/10% FBS ปริมาณ 1,000 ไมโครลิตร ท า
การทดลองซ า้แต่ละกลุ่มการทดสอบจ านวน 2 หลุม และท าการทดสอบ 3 ชุดการทดสอบ ตาม
ระยะเวลาท่ีน าเซลล์มาทดสอบความมีชีวิตและการเพิ่มจ านวนเซลล์ คือ ทดสอบความมีชีวิตและ
การเพิ่มจ านวนเซลล์วนัท่ี 1, 3 และวนัท่ี 6 จากนัน้น าจานเลีย้งเซลล์เข้าตู้อบท่ีมีความชืน้และก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 (5% CO2) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
เพ่ือให้เซลล์ยึดติดกับจานเลีย้งเซลล์ ในวนัต่อมาให้เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ในกลุ่มการทดสอบ 
GF+CNE ด้วยสารสกัด (Extract) ท่ีสกัดจากวสัดุ CA/NOCC ปริมาณ 1,000 ไมโครลิตร ท าการ
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วดัความมีชีวิตของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกด้วยการทดสอบเอ็มทีที (MTT assay; [3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5 Diphenyltetrazoliumbromide]) โด ย ล ะ ล า ย ผ ง เ อ็ ม ที ที ใ น
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ (Phosphate buffered saline; PBS) ท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร แล้วน าสารละลายเอ็มทีทีผสมกับอาหารเลีย้งเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม (DMEM) ท่ีไม่มีซีรัม ใน
อตัราส่วน 10:100 ไมโครลิตร น าไปเติมลงในหลมุจานเลีย้งเซลล์ หลมุละ 550 ไมโครลิตร จากนัน้
น าเข้าตู้อบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 นาที หลงัจากนัน้ดดูสารละลายดงักล่าว
ออกจากหลุมเลีย้งเซลล์ เติมสาร Dimethyl sulfoxide (DMSO) ลงไปในหลุมเลีย้งเซลล์ หลุมละ 
500 ไมโครลิตร ทิง้ไว้ท่ีอณุภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที บนเคร่ืองเขย่าสารละลาย (Rocking motion) 
เพ่ือละลายผลึกฟอร์มาซาน (Formazan) แล้วน าไปวดัปริมาณการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
550 นาโน เมตร เพ่ื อประเมิ นความมี ชีวิตของเซล ล์  โดยใช้ เค ร่ืองไม โครเพลท รี ด เดอ ร์  
(Asys UVM340 Microplate reader) และน าผลการทดสอบมาค านวณอตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์
และน ามาค านวณเป็นร้อยละโดยเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุ (% Control) และท าการทดสอบ
ความมีชีวิตและการเพิ่มจ านวนเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกในวนัทดสอบท่ี 3 และ 6 ด้วย
การทดสอบเอม็ทีที (MTT assay) เชน่เดียวกนั (53) 

 
5. การทดสอบการตายของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือกด้วยวิธีการย้อมตดิ

สีทริปแพนบลู (Trypan blue exclusion dye) 
การทดสอบการตายของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกโดยวิธีการย้อมติดสีท ริป 

แพนบลู (Trypan blue exclusion dye) หลงัจากท่ีได้เลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกเพียง
อย่างเดียวและร่วมกับวัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) ทัง้ 2 สภาวะ คือ การ
เลีย้งเซลล์แบบสัมผัสกับวัสดุ CA/NOCC โดยตรง (GF+CN) และเลีย้งกับสารสกัด (Extract) ท่ี
สกัดจากวสัดุ CA/NOCC ในอาหารเลีย้งเซลล์ (GF+CNE) โดยกลุ่มควบคมุ (Control) คือ กลุ่มท่ี
เลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกกับอาหารเลีย้งเซลล์เพียงอย่างเดียว การเตรียมสารสกัด 
(Extract) จากวัสดุ CA/NOCC ในอาหารเลีย้งเซลล์ ท าในอัตราส่วนเช่นเดียวกับการทดสอบ
ข้างต้น โดยมีขัน้ตอนโดยย่อ ดงันี ้ท าการแยกเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกออกจากกนัโดยใช้
เอนไซม์ทริปซิน-อีดีทีเอ ร้อยละ 0.25 (0.25% Trypsin-EDTA) ในกลุ่มการทดสอบ GF+CN ให้วาง
วสัดุทดสอบขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร หนา 1 มิลลิเมตร ลงในจานเลีย้งเซลล์ก่อนการ
หว่านเซลล์ลงในจานเลีย้งเซลล์ จากนัน้นบัจ านวนเซลล์และหว่านลงในจานเลีย้งเซลล์แบบ 24 
หลุม โดยแต่ละหลุมมีจ านวนเซลล์ 2x104 เซลล์ ในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM/10% FBS ปริมาตร 
1,000 ไมโครลิตร หลงัจากนัน้น าจานเลีย้งเซลล์เข้าตู้อบท่ีมีความชืน้และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
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ร้อยละ 5 (5% CO2) ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์ยึดติดกบัจาน
เลีย้งเซลล์ ในวันต่อมาให้เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ในกลุ่มการทดสอบ  GF+CNE ด้วยสารสกัด 
(Extract) ท่ีสกดัจากวสัด ุCA/NOCC ในอาหารเลีย้งเซลล์ ปริมาณ 1,000 ไมโครลิตร ท าการเลีย้ง
เซลล์และเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ 2 ครัง้ตอ่สปัดาห์ทัง้กลุม่ควบคมุและกลุ่มทดสอบ หลงัจากเลีย้ง
เซลล์เป็นระยะเวลา 14 วนั ให้ทดสอบการตายของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกโดยวิธีการ
ย้อมติดสีทริปแพนบล ูดงันี ้ในกลุ่มการทดสอบ GF+CN ให้น าวสัด ุCA/NOCC ออกทิง้ จากนัน้ให้
ท าการแยกเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกออกจากกันโดยใช้เอนไซม์ทริปซิน -อีดีทีเอ ร้อยละ 
0.25 (0.25% Trypsin-EDTA) ปริมาณ 200 ไมโครลิตร หลงัจากเซลล์หลุดออกจากพืน้จานเลีย้ง
เซลล์ ให้เติมอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM/10% FBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมอาหารเลีย้งเซลล์
ให้เข้ากันแล้วดดูสารละลายเซลล์ใส่หลอดเก็บ (Eppendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าเซลล์ไปป่ัน
เหว่ียงด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียง (Microcentrifuge) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 5000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 2 นาที จากนัน้ดูดอาหารเลีย้งเซลล์ส่วนบนออกโดยไม่กระทบกระเทือนเซลล์ท่ีอยู่
สว่นลา่ง ปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสมสารละลายเซลล์ท่ีเหลือให้เข้ากนั จากนัน้ท าการย้อมสีทริป
แพนบลู โดยการดูดสารละลายท่ีมีเซลล์ ปริมาณ 50 ไมโครลิตรและสารสีทริปแพนบลู (0.4% 
Trypan blue exclusion dye) ปริมาณ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและรอเป็นเวลา 3 นาที 
จากนั น้ดูดสารละลาย เซลล์ ท่ี ผ่านการย้อมติด สี  มานับ เซล ล์ผ่ าน เค ร่ือง มื อนับ เซล ล์ 
(Hemocytometer) โดยนบัเซลล์จาก 4 ช่องท่ีมมุของเคร่ืองมือนบัเซลล์ ท าการบนัทึกจ านวนเซลล์
ทัง้หมดและจ านวนเซลล์ท่ีย้อมติดสีฟ้าเข้มของแตล่ะกลุ่มการทดสอบ โดยเซลล์ท่ีย้อมติดสีฟ้าเข้ม
หมายถึงเซลล์ตาย และน ามาค านวณเป็นร้อยละของเซลล์ท่ีติดสีฟ้าเข้ม (% Blue cell) ของแตล่ะ
กลุม่ หลงัจากนัน้น าคา่ดงักลา่วมาค านวณเป็นร้อยละเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (% Control)  

 
6.การศึกษาระดับความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ไฟโบร 

บลาสท์เนือ้เยื่อเหงือก (Calcium Ion concentration measurement) 
การศึกษาระดับความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์

เนือ้เย่ือเหงือก (Culture medium) หลงัจากท่ีได้เลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกเพียงอย่าง
เดียวและร่วมกบัวสัดหุ้ามเลือดจากอนพุนัธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) โดยตรง (GF+CN) นอกจากนี ้
ได้การศึกษาระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนในสารสกัดจากวัสดุ CA/NOCC ในอาหาร
เลีย้งเซลล์ โดยปราศจากการเลีย้งเซลล์ (CNE) โดยท าการเก็บอาหารเลีย้งเซลล์ในวนัท่ี 1, 3 และ 
6 หลงัการเลีย้งเซลล์ เพ่ือน าไปทดสอบระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออน โดยมีขัน้ตอนโดย
ย่อ ดงันี ้แยกเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกออกจากกนัโดยใช้เอนไซม์ทริปซิน -อีดีทีเอ ร้อยละ 
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0.25 (0.25% Trypsin-EDTA) วางวัสดุ CA/NOCC ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร หนา 1 
มิลลิเมตรลงในจานเลีย้งเซลล์ก่อนการหว่านเซลล์ ในกลุ่มทดสอบ GF+CN ส่วนในกลุ่มทดสอบ 
CNE ให้วางวสัด ุCA/NOCC ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร หนา 1 มิลลิเมตรลงในจานเลีย้ง
เซลล์เพียงอย่างเดียว ไม่ต้องหว่านเซลล์ จากนัน้นบัจ านวนเซลล์ และหว่านลงในจานเลีย้งเซลล์
แบบ 24 หลุม โดยแต่ละหลุมจะมีจ านวนเซลล์เท่ากับ 2x104 เซลล์ ในอาหารเลีย้งเซลล์ 
DMEM/10% FBS ปริมาณ 1,000 ไมโครลิตร หลังจากนัน้น าจานเลีย้งเซลล์เข้าตู้อบท่ีมีความชืน้
และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 (5% CO2) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์ยึดติดกบัจานเลีย้งเซลล์ ท าการเก็บอาหารเลีย้งเซลล์ (Culture medium) ตาม
วนัท่ีก าหนด คือ วนัท่ี 1, 3 และ 6 แล้วน ามาวิเคราะห์ระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนใน
อาหารเลีย้งเซลล์  ผ่านชุดทดสอบระดับความเข้มข้นของแคลเซียมไอออน (QuantiChrom 
Calcium assay kit) โดยน าอาหารเลีย้งเซลล์ปริมาณ 5 ไมโครลิตร ของแต่ละการทดสอบหยดลง
จานเลีย้งเซลล์แบบ 96 หลมุ และเติมสารท าปฏิกิริยาในชุดทดสอบปริมาณ 200 ไมโครลิตร เขย่า
เบา ๆ ให้เข้ากัน รอเป็นเวลา 3 นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง แล้วน าไปวดัปริมาณการดดูกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 612 นาโนเมตร เพ่ือประเมินระดับความเข้มข้นของแคลเซียมไอออน  โดยเคร่ือง 
ไมโครเพลทรีดเดอร์ (Asys UVM340 Microplate reader) และท าการทดสอบระดบัความเข้มข้น
ของแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ในวนัทดสอบท่ี 3 และ 6 เชน่เดียวกนั 
 

การเก็บรวบรวมข้อมูล 
1. ประเมินและวิเคราะห์สณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก จากการสอ่ง

ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope: SEM) 
2. ประเมินความมีชีวิตและอัตราการเพิ่มจ านวนเซลล์ของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือ

เหงือก จากปริมาณการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร ในการทดสอบเอ็มทีที 
 (MTT assay) 

3. ประเมินการตายของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก จากการย้อมสีด้วยสีท ริป 
แพนบล ู(Trypan Blue dye exclusion test) 

4.ประเมินระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออน จากปริมาณการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 612 นาโนเมตร จากการทดสอบผ่านชุดวัดระดับความเข้มข้นของแคลเซียมไอออน 
(Calcium assay kit) 
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สถติท่ีิใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 
วิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้โปรแกรม GraphPad Prism 8.4.0 ในระบบปฏิบัติการวินโดว์ 

(Windows) ท าการทดสอบการแจกแจงปกติ (Normality test) โดยใช้ Shapiro-Wilk Test และใช้ 
One-way ANOVA วิเคราะห์ค่าเฉล่ียและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานระหว่างกลุ่มตวัอย่าง ท่ีระดับ
ความเช่ือมัน่ 95% โดยท าการทดลองซ า้อย่างน้อย 5 ครัง้ เพ่ือแสดงถึงความสามารถในการท าซ า้ 
(Reproducibility) และความถกูต้องในการแปลผลการทดลอง 
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บทที่ 4  
ผลการด าเนินงานวิจัย 

 จากการวิจยัเพ่ือทดสอบความเป็นพิษและความเข้ากันได้ของวสัดหุ้ามเลือดจากอนพุนัธ์
ไคโตซานในสัดส่วน 80 ต่อ 20 โดยน า้หนัก (80/20: CA/NOCC) ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือ
เหงือก ( Human gingival fibroblast) ผู้ วิจัยได้ด าเนินการทดสอบวัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ 
ไคโตซานต่อเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกตามระเบียบ วิธีการและขัน้ตอน เพ่ือให้งานวิจยันี ้
บรรลกุรอบแนวคดิและวตัถปุระสงค์ท่ีก าหนดไว้ ดงันี ้
 

1. สณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก 
2. ความมีชีวิตและอตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์ของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก 
3. การตายของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกโดยวิธีการย้อมติดสีทริปแพนบล ู
4. ระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออน 

 

สัณฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือก (Cell morphology) 
 การศกึษาสณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก หลงัจากการทดสอบด้วย
การเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกเพียงอย่างเดียวและร่วมกบัวสัดหุ้ามเลือดจากอนพุนัธ์
ไคโตซาน (CA/NOCC) โดยตรง ในระยะเวลาการทดสอบ 2 ช่วงเวลา คือ วนัทดสอบท่ี 3 และวนัท่ี 
7 ด้วยวิธีการส่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope: 
SEM) พบว่า วสัด ุCA/NOCC มีลกัษณะเป็นรูพรุนขนาดเล็ก คล้ายฟองน า้ โดยขนาดของรูพรุนมี
ขนาดประมาณ 100-200 ไมโครเมตร และเม่ือวนัทดสอบผ่านไป ลักษณะของวัสดุห้ามเลือดใน
การทดสอบวนัท่ี 7 จะมีขนาดรูพรุนท่ีเล็กลง เน่ืองจากโครงสร้างของรูพรุนมีการยุบตวัลงแสดงให้
เห็นถึงการยอ่ยสลายของวสัดเุม่ือเวลาผา่นไป ดงัแสดงในภาพประกอบ 17  
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ภาพประกอบ 17 ภาพ SEM แสดงลกัษณะของวสัดหุ้ามเลือด CA/NOCC ในการทดสอบวนัท่ี 3 
(รูป ก-ค) และวนัท่ี 7 (รูป ง-ฉ) ท่ีก าลงัขยาย X100, X250, X500 ตามล าดบั 

 
ในการทดสอบการเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกเพียงอยา่งเดียวและร่วมกบัวสัด ุ

CA/NOCC โดยตรง พบว่า  ในวัน ท่ี  3 ของการทดสอบ  กลุ่มควบคุม ท่ี มี การเลี ย้ ง เซล ล์ 
ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกเพียงอย่างเดียว เซลล์มีรูปทรงกระสวย (Fusiform cell) ผิวเรียบ มี
การย่ืนโครงร่าง (lamellipodia) ออกมาเพ่ือยึดติดผิวกระจก ส่วนวนัท่ี 7 ของการทดสอบ เซลล์มี
ความหนาแน่นมากขึน้ และเซลล์ยงัคงมีรูปทรงกระสวย (Fusiform cell) มีผิวเรียบ และมีการย่ืน
โครงร่าง (lamellipodia) ออกมาเพ่ือยดึตดิผิวกระจกเชน่เดมิ ดงัแสดงในภาพประกอบ 18 
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ภาพประกอบ 18 ภาพ SEM แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกในกลุม่
ควบคมุบนกระจกกัน้ใส (Cover slip) ในการทดสอบวนัท่ี 3 (รูป ก-ค) และวนัท่ี 7 (รูป ง-ฉ) ท่ี

ก าลงัขยาย X500, X1000, X5000 ตามล าดบั 

 
ส่วนเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกท่ีเลีย้งร่วมกับวสัด ุCA/NOCC โดยตรง พบว่า ใน

วันท่ี 3 ของการทดสอบ เซลล์มีการยึดติดท่ีผิวกระจกรอบ ๆ วัสดุมากกว่าอยู่ในรูพรุนของวัสด ุ
เซลล์มีความหนาแน่นน้อยลงเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ เซลล์มีรูปทรงกระสวยและมีการย่ืน
โครงร่างออกมานอกตวัเซลล์เพ่ือยึดตดิผิวกระจก ท่ีผิวเซลล์มีลกัษณะขรุขระไม่เรียบ และท่ีเย่ือหุ้ม
เซลล์มีการบวมหรือเป็นตุ่มขนาดเล็ก (Blebs) ส่วนในวันท่ี 7 ของการทดสอบ พบว่า เซลล์
สว่นมากยงัคงยดึตดิท่ีผิวกระจกรอบ ๆ ตวัวสัดมุากกว่าอยูใ่นรูพรุนของวสัด ุเซลล์มีความหนาแน่น
มากขึน้เม่ือเปรียบเทียบกับวนัท่ี 3 ของการทดสอบ แต่มีความหนาแน่นน้อยเม่ือเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคมุ เซลล์มีรูปทรงกระสวยและมีการย่ืนโครงร่างออกมานอกตวัเซลล์ ท่ีผิวเซลล์มีลกัษณะ
ขรุขระไม่เรียบ และท่ีเย่ือหุ้มเซลล์มีการบวมเป็นตุ่ม (Blebs) มากขึน้เม่ือเปรียบเทียบกับวนัท่ี 3 
ของการทดสอบ ดงัแสดงในภาพประกอบ 19  
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ภาพประกอบ 19 ภาพ SEM แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกในกลุม่
ทดสอบท่ีเลีย้งร่วมกบัวสัดหุ้ามเลือด CA/NOCC บริเวณกระจกกัน้ใส (cover slip) รอบวสัด ุใน
การทดสอบวนัท่ี 3 (รูป ก-ค) และวนัท่ี 7 (รูป ง-ฉ) ท่ีก าลงัขยาย X500, X1000, X5000 ตามล าดบั 

 
ในการทดสอบการเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกร่วมกบัวสัด ุCA/NOCC โดยตรง 

พบว่า ในวนัท่ี 3 ของการทดสอบ เซลล์ท่ีอยู่บนผิวของวสัดจุะมีจ านวนน้อย มกัพบเป็นเซลล์เด่ียว 
ไมอ่ยูร่วมกนัเป็นกลุม่ เซลล์มีรูปร่างเป็นทรงกลมหรือทรงรี มีการย่ืนโครงร่างขนาดเล็ก (Filopodia) 
ออกมานอกตัวเซลล์ ท่ีผิวเซลล์มีลักษณะขรุขระไม่เรียบ และท่ีเย่ือหุ้ มเซลล์มีการบวมเป็นตุ่ม
ออกมา (blebings) ในวนัท่ี 7 ของการทดสอบ เซลล์ท่ีอยูบ่นผิวของวสัด ุจะมีจ านวนน้อยลง มกัอยู่
เป็นเซลล์เด่ียว เซลล์มีรูปร่างเป็นทรงกลมหรือทรงรี มีการย่ืนโครงร่างขนาดเล็ก (Fibrils) ออกมา
นอกตวัเซลล์ ท่ีผิวเซลล์มีลกัษณะขรุขระไม่เรียบ และท่ีเย่ือหุ้มเซลล์มีการบวมเป็นตุม่ออกมามาก
ขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบัวนัท่ี 3 ของการทดสอบ ดงัแสดงในภาพประกอบ 20 
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ภาพประกอบ 20 ภาพ SEM แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกในกลุม่
ทดสอบท่ีเลีย้งร่วมกบัวสัดหุ้ามเลือดจากอนพุนัธ์ไคโตซาน บริเวณผิววสัด ุในการทดสอบวนัท่ี 3 

(รูป ก-ค) และวนัท่ี 7 (รูป ง-ฉ) ท่ีก าลงัขยาย X500, X1000, X5000 ตามล าดบั 

 

ความมีชีวิตและอัตราการเพิ่มจ านวนเซลล์ของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือก (Cell 
Viability and Cell Proliferation) 
 การทดสอบความมีชีวิตและอัตราการเพิ่มจ านวนเซลล์ของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือ
เหงือก ด้วยวิธีการทดสอบเอ็มทีที (MTT assay) จากการเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก
เพียงอย่างเดียวและร่วมกับวัสดุ CA/NOCC ในวันทดสอบวันท่ี 1, 3 และ 6 จากการทดสอบ
ทัง้หมด 5 ชุด พบว่า กลุ่มควบคุม  (Control) และกลุ่มทดสอบท่ีมีการเลีย้งเซลล์ร่วมกับวัสด ุ
CA/NOCC ทัง้ 2 สภาวะ คือ 1) กลุ่มทดสอบท่ีมีการเลีย้งเซลล์ร่วมกับการวางวัสดุ CA/NOCC 
โดยตรง (GF+CN) และ 2) กลุม่ทดสอบท่ีมีการเลีย้งเซลล์ร่วมกบัสารสกดัจากวสัด ุCA/NOCC ใน
อาหารเลีย้งเซลล์ (GF+CNE) พบว่าเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกมีชีวิตและมีความสามารถ
ในการเพิ่มจ านวนเซลล์เม่ือเวลาผ่านไป โดยในกลุ่มควบคมุ เซลล์จะมีความสามารถในการเพิ่ม
จ านวนมากท่ีสดุ ส่วนในกลุ่มทดสอบทัง้ 2 กลุ่ม พบว่า เซลล์มีความมีชีวิตและมีความสามารถใน
การเพิ่มจ านวน (proliferative ability) ใกล้เคียงกนั แตค่วามมีชีวิตของเซลล์ลดลงเม่ือเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคมุในวนัการทดสอบเดียวกัน โดยกราฟเส้นแสดงความมีชีวิตของกลุ่มทดสอบทัง้ 2 
กลุ่ม เร่ิมแสดงความมีชีวิตของเซลล์ท่ีน้อยกว่ากลุ่มควบคุมตัง้แต่วันทดสอบวนัท่ี 3 และเห็นชัด
มากขึน้ในวนัทดสอบท่ี 6 ดงัภาพประกอบ 21 และอตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์ (proliferation rate) 
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สามารถค านวณได้จากความชัน (slope analysis) ของค่าความมีชีวิตของเซลล์ (cell viability) 
จากการทดสอบวนัท่ี 1 ถึง 6 และค านวณเป็นร้อยละของกลุ่มควบคมุ (%Control) โดยอตัราการ
เพิ่มจ านวนเซลล์ของกลุ่มทดสอบ GF+CN และ GF+CNE มีค่าร้อยละ คือ 85 และ 79 ของกลุ่ม
ควบคุมตามล าดบั โดยค่าดงักล่าวมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P-value ของกลุ่ม
การทดสอบ GF+CN และ GF+CNE เท่ากับ 0.0006 และ <0.0001 ตามล าดบั) ดงัภาพประกอบ 
22 

 

 

ภาพประกอบ 21 กราฟเส้นแสดงตวัแทนจากการทดสอบความมีชีวิต (Cell viability) ของเซลล์ 
ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก 1 ชดุการทดสอบ พบวา่เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกมี

ความสามารถในการเพิ่มจ านวนเซลล์เม่ือเวลาผ่านไป ระหวา่งกลุม่ควบคมุและกลุม่ทดสอบ ใน
วนัท่ี 1, 3 และ 6 (GF: gingival fibroblast, CN: CA/NOCC, CNE: CA/NOCC Extract) 

 



  48 

 
 

ภาพประกอบ 22 กราฟแทง่แสดงอตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก 
(Proliferation rate) ระหวา่งกลุม่ควบคมุและกลุม่ทดสอบ จากการทดสอบทัง้หมด 5 ชดุ (*** : 
P-value= 0.0006, **** : P-value < 0.0001, GF: gingival fibroblast, CN: CA/NOCC, CNE: 

CA/NOCC Extract) 

 

การตายของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือกโดยวิธีการย้อมตดิสีทริปแพนบลู (Trypan 
blue dye exclusion test) 

การศึกษาการตายของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก ด้วยวิธีการย้อมด้วยสีทริป 
แพนบล ู(Trypan blue dye exclusion test) โดยเซลล์ท่ีย้อมติดสีฟ้าเข้มหลงัการทดสอบ หมายถึง
เซลล์ตายหรือเซลล์ท่ีก าลงัจะตาย ด้วยหลกัการท่ีสีย้อมสามารถเข้าสู่ภายในเซลล์ผา่นเย่ือหุ้มเซลล์
ของเซลล์ท่ีตายแล้ว และเข้าไปจบักับโปรตีนภายในเซลล์ ในการทดสอบนีไ้ด้ทดสอบกับการเลีย้ง
เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกเพียงอย่างเดียวและร่วมกับวสัดุ CA/NOCC ทัง้ 2 สภาวะ คือ 
การเลีย้งเซลล์แบบสมัผัสกับวสัดุ CA/NOCC โดยตรง (GF+CN) และเลีย้งกับสารสกัดจากวสัด ุ
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CA/NOCC ในอาหารเลีย้งเซลล์ (GF+CNE) โดยทดสอบการตายของเซลล์ในวันท่ี 14 ของการ
เลีย้งเซลล์ ท าการทดสอบทัง้หมด 5 ชุด ผลการทดสอบพบว่า มีจ านวนเซลล์ตายในทุกกลุ่มการ
ทดสอบ เม่ือน าค่าดังกล่าวมาค านวณเป็นร้อยละเซลล์ตายต่อกลุ่มควบคุม (%Control) พบว่า 
กลุ่มทดสอบท่ีมีการเลีย้งเซลล์ร่วมกับวสัด ุCA/NOCC ทัง้ 2 สภาวะ คือ GF+CN และ GF+CNE 
พบจ านวนเซลล์ตายโดยเฉล่ียสูงกว่ากลุ่มควบคุม  ท่ีร้อยละ 134 และ 177 ตามล าดับ โดยค่า
ดงักลา่วไมมี่ความแตกตา่งทางสถิติ ดงัภาพประกอบ 23 

 
 

 

ภาพประกอบ 23 กราฟแทง่แสดงจ านวนเซลล์ตาย ในการทดสอบวนัท่ี 14 ท าการค านวณ
เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุและค านวณเป็นร้อยละ (%Control) ระหวา่งกลุม่ควบคมุและกลุม่
ทดสอบ จากการทดสอบทัง้หมด 5 ชดุ (GF: gingival fibroblast, CN: CA/NOCC, CNE: 

CA/NOCC Extract) 
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ระดับความเข้มข้นของแคลเซียมไอออน(Calcium Ion concentration measurement) 
จากการศึกษาระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์

เนือ้เย่ือเหงือก (Culture medium) หลงัจากท่ีได้เลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกเพียงอย่าง
เดียวและร่วมกับวัสดุ CA/NOCC โดยตรง โดยทดสอบอาหารเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือ
เหงือกในวันท่ี 1 3 และ 6 พบว่า ระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ใน
กลุ่มควบคมุ มีค่า 1.66 mM ในวนัท่ี 1 มีคา่ 1.65 mM ในวนัท่ี 3 และ 1.67 mM ในวนัท่ี 6 ในขณะ
ท่ีระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์  ในกลุ่มทดสอบท่ีมีการเลีย้งเซลล์
ร่วมกับวัสดุ CA/NOCC โดยตรง (GF+CN) มีค่า 2.63 mM ในวันท่ี 1 มีค่า 2.93 mM ในวันท่ี 3 
และมีค่า 1.93 mM ในวันท่ี 6 นอกจากนีค้ณะผู้ วิจัยยังได้ท าการวัดระดับความเข้มข้นของ
แคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ ท่ีแช่กบัวสัดหุ้ามเลือด CA/NOCC โดยท่ีไม่มีการเลีย้งเซลล์ 
(CNE) พบว่า มีค่า 2.34 mM ในวันท่ี 1 มีค่า 2.42 mM ในวันท่ี 3 และมีค่า 1.75 mM ในวันท่ี 6 
จากการทดสอบจะเห็นว่าระดับความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์  ในการ
ทดสอบวนัท่ี 6 ของกลุม่ GF+CN และ CNE มีคา่ลดลง เน่ืองมาจากมีการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ 
และเติมอาหารเลีย้งเซลล์ใหม่เข้าไป ท าให้ปริมาณแคลเซียมไอออนท่ีวดัได้ในวนัท่ี 6 เป็นส่วนท่ี
วัสดุปลดปล่อยออกมาใหม่ ต่างจากกลุ่มควบคุมท่ีมีระดับแคลเซียมไอออนใกล้เคียงกันทัง้ 3 
ช่วงเวลาทดสอบ ถึงแม้จะมีการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ใหม่ในวนัเดียวกนั ทัง้นีค้ณะผู้ วิจยัได้ท า
การวดัระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ (culture medium) เพ่ือเป็นคา่
พืน้ฐาน มีคา่ 1.42 mM โดยผลการทดสอบทัง้หมดได้แสดงในภาพประกอบ 24 
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ภาพประกอบ 24 กราฟแทง่แสดงระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออน (Ca2+ concentration) 
ในอาหารเลีย้งเซลล์ ในวนัทดสอบท่ี 1 3 และ 6 (GF: gingival fibroblast, CN: CA/NOCC, CNE:  

CA/NOCC Extract) 
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บทที่ 5  
อภปิรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

อภปิรายผลการวิจัย 
ในการพัฒนาผลิตภัณฑ์หรือวสัดทุางการแพทย์เพ่ือน ามาใช้งานกับมนุษย์ การประเมิน

ประสิทธิภาพและการทดสอบความปลอดภยัของผลิตภณัฑ์เป็นสิ่งจ าเป็น เพ่ือลดผลข้างเคียงจาก
การใช้งานให้น้อยท่ีสดุ ความสามารถในการระบุถึงความเป็นพิษหรืออนัตรายจากผลิตภณัฑ์และ
ผลพลอยได้ของผลิตภณัฑ์ (By-product) รวมถึงการประมาณการความเส่ียงจากการใช้ผลิตภณัฑ์ 
เป็นเร่ืองท่ีต้องทดสอบก่อนน ามาใช้งานในมนษุย์(54) โดยการทดสอบความเข้ากนัได้และความเป็น
พิษตอ่เซลล์ (Cytotoxicity test) เป็นพืน้ฐานส าคญัในการพฒันาวสัดหุรือผลิตภณัฑ์ทางการแพทย์ 
และสามารถน ามาต่อยอดเพ่ือใช้งานกับมนุษย์ได้อย่างปลอดภัย  (55) นอกจากนีก้ารทดสอบขัน้
พืน้ฐานกับเซลล์ยงัช่วยลดระยะเวลาในการพัฒนาวสัด ุรวมถึงการลดการใช้สัตว์ทดลองและใช้
สตัว์ทดลองอยา่งปลอดภยั(56) การทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ สามารถน าเซลล์ไลน์ (Cell lines) 
หรือ เซลล์จากมนุษย์โดยตรง (Target primary cells) มาใช้ในการทดสอบ เพ่ือศึกษาการ
ตอบสนองของเซลล์ต่อผลิตภัณฑ์ ทัง้ในแง่ของการเปล่ียนแปลงการท าหน้าท่ีของเซลล์ (Cellular 
functions) หรือความชีวิตของเซลล์ (Cell viability) ในหลากหลายแง่มุม เช่น สณัฐานวิทยาของ
เซลล์ การเพิ่มจ านวนเซลล์ การยึดเกาะของเซลล์ และการตายของเซลล์ (55) ในการพัฒนาวัสด ุ
CA/NOCC ก็เช่นเดียวกนั ทางคณะผู้วิจยัได้ทดสอบคณุสมบตัิของวสัดแุละประสิทธิภาพการห้าม
เลือดทางห้องปฏิบตัิการ(21) และได้ทดสอบความเข้ากนัได้และความเป็นพิษต่อเซลล์ พบว่า วสัดุ
ห้ามเลือดดงักล่าวไม่มีความเป็นพิษตอ่เซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ L-929(24) และมีประสิทธิภาพการ
ห้ามเลือดท่ีดี อีกทัง้ได้มีการทดสอบในระดับสัตว์ทดลองและมนุษย์ พบว่าวัสดุ  CA/NOCC 
สามารถห้ามเลือดได้ดี(26, 57) ไม่ระคายเคืองตอ่ผิวหนงัมนษุย์ ไม่ก่อให้เกิดการแพ้ตอ่ผิวหนงัมนษุย์
(28) และสามารถย่อยสลายได้เองในร่างกายมนุษย์ภายในระยะเวลา  3 เดือน(46) และเพ่ือพัฒนา
วสัด ุCA/NOCC ให้สามารถใช้งานได้ในช่องปากได้ การทดสอบความเข้ากันได้และความเป็นพิษ
ตอ่เซลล์ท่ีคดัแยกมาจากเนือ้เย่ือในชอ่งปากจึงเป็นสิ่งส าคญั ทางคณะผู้วิจยัได้ท าการศกึษาความ
เข้ากนัได้ของวสัด ุCA/NOCC กบัเซลล์สร้างกระดกูจากขากรรไกรมนษุย์ พบว่า เซลล์สร้างกระดกู
มีความเข้ากนัได้กบัวสัดหุ้ามเลือดชนิดดงักล่าว คือ เซลล์สร้างกระดกูมีสณัฐานวิทยาและความมี
ชีวิตท่ีใกล้เคียงกบักลุม่ควบคมุ(29) แตท่ัง้นีภ้ายในช่องปากประกอบด้วยเซลล์หลากหลายชนิด และ
เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกถือเป็นหนึ่งในเซลล์ในช่องปากท่ีมีโอกาสสัมผัสกับวสัดุห้าม
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เลือดดงักล่าว ดงันัน้การทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกจึงเป็นขัน้ตอน
หนึง่ในการพฒันาวสัดหุ้ามเลือดชนิดนีใ้ห้สามารถน าไปใช้ในช่องปากตอ่ไป 

จากการศกึษาสณัฐานวิทยาเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก ท่ีได้ท าการทดสอบร่วมกบั
วัสดุ  CA/NOCC ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) พบว่า  เซลล์ 
ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกท่ียดึเกาะภายในผิวของวสัดหุ้ามเลือด มีลกัษณะกลมและหดตวั ไม่มี
การย่ืนโครงร่างมายึดเกาะท่ีผิววัสดุ และเซลล์มีความหนาแน่นน้อย มักอยู่เป็นเซลล์เด่ียว ไม่
รวมตวักนัเป็นกลุ่ม ซึ่งไม่สอดคล้องกับผลการทดสอบก่อนหน้านีท่ี้ศึกษาความเข้ากันได้ของวสัดุ
ห้ามเลือดชนิดดงักล่าวกับเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ L-929 พบว่า เซลล์ไลน์ดงักล่าวสามารถยึด
เกาะและเพิ่มจ านวนเซลล์ได้ดีในวสัด ุCA/NOCC ท่ีมีการผสมสดัส่วนระหวา่งแคลเซียมแอลจิเนต
และคาร์บอกซีเมธิลไคโตซานในหลายสดัส่วน (25) ทัง้นีอ้าจเป็นผลมาจากชนิดของเซลล์ท่ีแตกตา่ง
กนั ท าให้การตอบสนองของเซลล์ตอ่วสัดตุา่งกนั(58, 59) นอกจากนีเ้ซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก 
ยงัมีเย่ือหุ้มเซลล์ไม่เรียบ มีตุม่หรือการบวมของเย่ือหุ้มเซลล์ (Blebs) และมีการย่ืนเส้นใยขนาดเล็ก 
(Fibrils) ออกจากเซลล์ ซึ่งไม่พบลกัษณะดงักล่าวในเซลล์กลุ่มควบคมุ โดยการแสดงออกของตุ่ม
หรือการบวมของเย่ือหุ้ มเซลล์ สามารถบ่งชีไ้ด้ถึงเซลล์นัน้ได้รับสารพิษหรือเซลล์ก าลังตาย 
(Apoptosis)(60-63) ในขณะท่ีการย่ืนเส้นใยขนาดเล็กของเซลล์ บง่ชีถ้ึงเซลล์ก าลงัก าจดัสารพิษออก
จากเซลล์(64) เม่ือพิจารณาสณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกในวสัดหุ้ามเลือด ใน
วนัท่ี 3 และวนัท่ี 7 ของการทดสอบ พบว่า ลกัษณะของเซลล์มีการเปล่ียนแปลงไปเล็กน้อย คือ ท่ี
เย่ือหุ้มเซลล์มีการบวมเป็นตุม่ออกมามากขึน้ในวนัทดสอบท่ี 7 ขณะท่ีสณัฐานของเซลล์อ่ืน ๆ เช่น 
เซลล์มีลักษณะกลมและหดตัว ไม่มีการย่ืนโครงร่างมายึดเกาะท่ีผิววสัดุ มีเย่ือหุ้ มเซลล์ไม่เรียบ
ขรุขระ ยงัคงมีลกัษณะเดิม และเซลล์มีความหนาแน่นน้อยเช่นเดิม ไม่มีการยึดเกาะของเซลล์เพิ่ม
มากขึน้  

การศึกษาความมีชีวิตและการเพิ่มจ านวนเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก ท่ีเลีย้ง
ร่วมกบัวสัด ุCA/NOCC โดยใช้วิธีทดสอบเอ็มทีที (MTT assay)(65) ซึง่เป็นวิธีการทดสอบความเป็น
พิษตอ่เซลล์ขัน้ต้น ท่ีมีวิธีการเรียบง่าย แต่มีความไว (Sensitivity) ในการทดสอบ รวมทัง้สามารถ
ในการท าซ า้ได้ดี  (Reproducibility)(66) โดยหลักการของเอ็มทีที คือ ทดสอบการท างานของ 
ไม โท คอน เด รีย  (Mitochondria) ภ าย ใน เซล ล์ ท่ี มี ชี วิ ต  ซึ่ ง จ ะ มี เอ็ น ไซ ม์ ดี ไฮ โด รจิ เน ส 
(Dehydrogenase) ท่ีสามารถตัดวงแหวนเททราโซล (Tetrazole ring) ให้ได้ผลึกฟอร์มาซาน 
(Formazan)(56) ในการดอูตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์ (Proliferation rate) สามารถค านวณได้จากคา่
ความชนั (slope analysis) ของความมีชีวิตของเซลล์ (Cell viability) จากการทดสอบวันท่ี 1 ถึง
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วันท่ี 6 และค านวณเป็นร้อยละของกลุ่มควบคุม (%Control) โดยผลการศึกษาอัตราการเพิ่ม
จ านวนเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก ท่ีเลีย้งร่วมกับวัสดุ  CA/NOCC ทัง้ 2 สภาวะ คือ 
GF+CN และ GF+CNE มีคา่เท่ากบั 85 และ 79 ตามล าดบั ซึ่งอตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์ดงักล่าว
มีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยผลการทดสอบดังกล่าวมีความ
สอดคล้องกับการทดสอบสัณฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก ท่ีบ่งชีว้่าวัสด ุ
CA/NOCC มีความเป็นพิษตอ่เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก 

การศึกษาการตายของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก ท่ีเลีย้งร่วมกบัวสัดุ CA/NOCC 
ด้วยการย้อมสีทริปแพนบลู ซึ่งเป็นการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ท่ีใช้มาเป็นเวลานาน (67) มี
วิธีการทดสอบค่อนข้างแม่นย า สามารถท าได้ง่าย รวดเร็ว มีราคาไม่แพง (68) และสามารถแปลผล
การทดสอบได้ชดัเจน หากสามารถควบคมุปัจจยัท่ีส่งผลตอ่การทดสอบได้ดี(69, 70) โดยหลกัการของ
การย้อมสีทริปแพนบล ูคือ สีทริปแพนบลสูามารถผา่นเย่ือหุ้มเซลล์ในเซลล์ท่ีตายหรือก าลงัจะตาย
ได้ และเข้าไปจบักบัโปรตีนภายในเซลล์(71) ท าให้เซลล์ดงักล่าวแสดงผลเป็นเซลล์สีฟ้าเข้มภายใต้
การส่องกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง จากการศึกษานี ้พบว่าในวนัท่ี 14 ของการทดสอบ พบเซลล์
ตายทกุกลุ่มการทดสอบ โดยกลุ่มทดสอบท่ีท าการเลีย้งเซลล์ร่วมกบัวสัด ุCA/NOCC ทัง้ 2 สภาวะ 
มีจ านวนเซลล์ตายโดยเฉล่ียสงูกวา่กลุม่ควบคมุ แต่คา่ดงักลา่วไม่มีความแตกตา่งทางสถิติ จากผล
การทดสอบ พบว่า ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานมีค่ากว้าง ซึ่งอาจเป็นผลมาจากเซลล์ท่ีน ามาทดสอบ
เป็นเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งจากเนือ้เย่ือมนุษย์ท่ีต่างบุคคลกัน ท าให้การตอบสนองของเซลล์ต่อวัสดุ
ออกมาตา่งกนั อย่างไรก็ตามผลการทดสอบนี ้มีส่วนสนบัสนนุการเปล่ียนแปลงสณัฐานวิทยาของ
เซลล์ ความมีชีวิตและอัตราการเพิ่มจ านวนเซลล์ท่ีลดลงในเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก ท่ี
ทดสอบร่วมกบัวสัด ุCA/NOCC ซึง่แสดงถึงผลกระทบในเชิงลบของวสัดท่ีุมีตอ่เซลล์อยา่งชดัเจน 

จากการคดิค้นและพฒันาวสัด ุCA/NOCC วสัดหุ้ามเลือดชนิดดงักลา่วมีองค์ประกอบทาง
เคมี 2 สว่น คือ คาร์บอกซีเมธิลไคโตซาน (N,O-Carboxymethylchitosan) ซึง่เป็นอนพุนัธ์หนึ่งของ
สารไคโตซาน และแคลเซียมแอลจิเนต (Calcium alginate) ท่ีเกิดขึน้ระหว่างขัน้ตอนการผลิตจาก
การแลกเปล่ียนไอออนระหว่างโซเดียมไอออนและแคลเซียมไอออน (22, 25) ของสารแอลจิเนต ซึ่ง
องค์ประกอบทางเคมีของสารทัง้ 2 ชนิดมีคณุสมบตัท่ีิดี เหมาะสมในการน ามาพฒันาเป็นสารห้าม
เลือดเฉพาะท่ี กล่าวคือ คาร์บอกซีเมธิลไคโตซาน มีคุณสมบตัิในการเข้ากันได้กับเซลล์ได้ดี ไม่มี
ความเป็นพิษ สามารถย่อยสลายเองได้ตามธรรมชาติ นอกจากนีย้งัส่งเสริมการหายของแผล จาก
คุณสมบัติการห้ามเลือดท่ี ดี (19 , 72) ในขณะท่ีแอลจิ เนต คือ สารประเภทโพลิแซ็กคาไรด์ 
(Polysaccharide) ชนิดหนึ่ง ซึ่งเป็นโมเลกลุคาร์โบไฮเดรตสายยาวเช่นเดียวกบัไคโตซาน สามารถ
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สกดัได้จากสาหร่ายทะเลสีน า้ตาล โดยทัว่ไปจะน ามาใช้งานในรูปแบบสารประกอบ เชน่ แคลเซียม
แอลจิเนต หรือโซเดียมแอลจิเนต(43) ท่ีมีคณุสมบตัห้ิามเลือดได้ดี ส่งเสริมการหายของแผล มีความ
เข้ากันได้ทางชีวภาพ สามารถย่อยสลายได้เอง และมีราคาไม่แพง (41, 73) แต่จากการศึกษาของ
คณะผู้วิจยั พบว่า วสัดหุ้ามเลือดนีมี้ความเป็นพิษตอ่เซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกจากมนษุย์ 
ดงัแสดงในการทดสอบสณัฐานวิทยา ความมีชีวิตและอตัราการเพิ่มจ านวนเซลล์ และการทดสอบ
การตายของเซลล์ แต่ในขณะท่ีการศึกษาก่อนหน้านี ้พบว่า วัสดุ CA/NOCC มีความเข้ากันกับ
เซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ L-929 ได้ดี และเม่ือปรับเปล่ียนสดัส่วนระหว่างคาร์บอกซีเมธิลไคโตซาน
และแคลเซียมแอลจิเนต ให้มีความหลากหลาย พบว่าเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ดงักล่าวสามารถ
เจริญบนวัสดุได้ดีทุกสัดส่วน และเซลล์มีความหนาแน่นมากขึน้เม่ือเพิ่มสัดส่วนของแคลเซียม 
แอลจิเนตในวัสดุห้ามเลือด(25) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Phaewphala และคณะ ในปี 2020 ท่ี
พบว่า เซลล์สร้างกระดกูจากขากรรไกรมนษุย์ (Primary human alveolar osteoblast) มีความเข้า
กันได้ดีกับวัสดุ CA/NOCC โดยเซลล์ดังกล่าวมีสัณฐานวิทยา ความมีชีวิตและอัตราการเพิ่ม
จ านวนเซลล์ท่ีไม่แตกตา่งจากกลุ่บควบคมุ  ทัง้นีก้ารท่ีผลทดสอบออกมาตา่งกนั อาจมีสาเหตจุาก
การใช้เซลล์ตา่งชนิดกนัท าให้การตอบสนองของเซลล์ตอ่วสัดอุอกมาตา่งกนั(58, 59) อีกทัง้วิธีการวิจยั
และสภาวะแวดล้อมตา่ง ๆ ท่ีแตกตา่งกนัก็สามารถสง่ผลตอ่ผลการศกึษาเชน่กนั 

เพ่ือเป็นการวิเคราะห์ถึงสาเหตุท่ีอาจส่งผลให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสท์
เนือ้เย่ือเหงือกของวสัดหุ้ามเลือด CA/NOCC มีการศึกษาก่อนหน้านีท้ าการทดสอบความเป็นพิษ
ตอ่เซลล์ของสารคาร์บอกซีเมธิลไคโตซานและแคลเซียมแอลจิเนต พบว่า คาร์บอกซีเมธิลไคโตซาน
ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ เม่ือน ามาทดสอบกับเซลล์ไลน์ MCF-7 (Breast cancer cells) โดย
เซลล์ไลน์ชนิดดงักล่าวมีความมีชีวิตถึงร้อยละ 98 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ(74) เชน่เดียวกบั
การทดสอบในเซลล์ไฟโบรบลาสท์จากผิวหนังมนุษย์ (75) เซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์หนู NIH3T3(76) 
และเซลล์ไลน์ไมโอบลาสท์หนู L-6(77) พบว่าเซลล์ดังกล่าวมีความสามารถเข้ากันได้ดีกับสาร 
คาร์บอกซีเมธิลไคโตซาน และมีการศกึษาพบว่าสารคาร์บอกซีเมธิลไคโตซานสามารถช่วยกระตุ้น
การเพิ่มจ านวนเซลล์และการเคล่ือนท่ีของเซลล์ไฟโบรบลาสท์จากผิวหนงัมนษุย์ ซึ่งช่วยส่งเสริมให้
เกิดการหายของแผลท่ีดี (78, 79) นอกจากนีส้ารคาร์บอกซีเมธิลไคโตซานยังสามารถน ามาใช้
ประโยชน์ในด้านการน ายา (drug delivery) เข้าสู่ร่างกายมนุษย์ มีการศึกษาของ Geisberger 
และคณะ ในปี 2011(80) ได้ศึกษาถึงประสิทธิภาพการน ายาและความเข้ากันได้ต่อเซลล์ของสาร
คาร์บอกซีเมธิลไคโตซาน พบว่า นอกจากสารคาร์บอกซีเมธิลไคโตซานจะไม่มีความเป็นพิษต่อ
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เซลล์ไลน์ Hela (Human cervical cancer cell) แล้ว ยังสามารถช่วยลดผลข้างเคียงของยาท่ี
น าเข้าสูร่่างกายด้วย  

ในขณะเดียวกันแคลเซียมแอลจิเนตถูกน ามาศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์เพ่ือประเมิน
ความปลอดภัยและศึกษาปัจจยัท่ีอาจส่งผลข้างเคียงต่อการท างานของเซลล์ จากงานวิจัยของ 
Suzuki และคณะ ในปี 1998 (81, 82) ได้ท าการศึกษาถึงผลกระทบของระดบัความเข้มข้นแคลเซียม
ไอออนในสารสกดัวสัดปิุดแผลจากแคลเซียมแอลจิเนต พบว่า แคลเซียมแอลจิเนตมีผลยบัยัง้การ
เพิ่มจ านวนเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ L929 โดยพบว่าหากสารสกัดจากแคลเซียมแอลจิเนตใน
อาหารเลีย้งเซลล์มีปริมาณของแคลเซียมไอออนมากขึน้ จะส่งผลให้เกิดการยบัยัง้การเพิ่มจ านวน
เซลล์มากขึน้ ดังนัน้ทางผู้ วิจัยจึงได้พัฒนาวัสดุปิดแผลชนิดใหม่ท่ีมีการปลดปล่อยระดบัความ
เข้มข้นของแคลเซียมไอออนท่ีลดลง เพ่ือเป็นการลดผลเสียของแคลเซียมไอออนตอ่การเพิ่มจ านวน
ของเซลล์ เช่นเดียวกับการศึกษาของ Bohari Siti P.M. และคณะ ในปี 2011(83) ท่ีท าการทดสอบ
ระดบัความเข้มข้น (concentration) ของแคลเซียมแอลจิเนตต่อความมีชีวิตและการเพิ่มจ านวน
เซลล์ พบวา่แคลเซียมแอลจิเนตท่ีความเข้มข้นสงูจะก่อให้เกิดการตายของเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์
หนู NIH 3T3 ได้มากกว่าแคลเซียมแอลจิเนตความเข้มข้นต ่า นอกจากนี ้Rosdy M. และคณะ ได้
ท าการศึกษาในปี 1990(84) โดยได้ศึกษาความเป็นพิษของวสัดปิุดแผลทัง้ 16 ชนิดท่ีมีจ าหน่ายใน
ท้องตลาด ต่อเซลล์เคอราติโนไซท์จากผิวมนุษย์ (Normal human keratinocytes) และเซลล์ไลน์
ไฟโบรบลาสท์ MRC5 (Human embryonic lung fibroblasts) พบว่าผลิตภัณฑ์คาลโตสแต็ท 
(Kaltostat) ซึ่งมีองค์ประกอบทางเคมีเป็นแคลเซียมแอลจิเนต  มีความเป็นพิษต่อเซลล์ท่ีน ามา
ทดสอบทัง้ 2 ชนิด โดยเซลล์ท่ีสัมผัสกับผลิตภัณฑ์คาลโตสแต็ท  เซลล์จะมีสัณฐานวิทยาท่ี
เปล่ียนไป มีความหนาแน่นของเซลล์ลดลง ไม่สามารถยดึเกาะกบัจานเลีย้งเซลล์ได้ และมีบางสว่น
ท าให้เซลล์ตาย เช่นเดียวกับการศึกษาในปี 2006 ของ Paddle-Ledinek JE.และคณะ(85) ได้ท า
การทดสอบความเป็นพิษของวัสดุปิดแผลท่ีมีจ าหน่ายในท้องตลาด 9 ชนิด โดยใช้สารสกัดจาก
วัสดุปิดแผล  (extract) ในการทดสอบ ต่อเซลล์เคอราติโนไซท์จากผิวหนังมนุษย์ (Human 
keratinocytes) จากการศึกษา พบว่า วัสดุท่ีน ามาทดสอบ มีผลิตภัณฑ์ท่ีมีองค์ประกอบเป็น 
แอลจิเนตอยู ่3 ชนิด คือ ผลิตภณัฑ์แอลจิไซท์เอ็ม (Algisite M) ผลิตภณัฑ์คอนทรีตเอช (Contreet-
H) และผลิตภณัฑ์ซีซอรบ (SeaSorb) โดยการทดสอบพบวา่ผลิตภณัฑ์ทัง้ 3 ชนิดมีการปลดปล่อย
แคลเซียมไอออนออกมาสู่สารสกัดในปริมาณมาก (3.06-4.89 mmol/L) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคมุ (0.10 mmol/L) ซึ่งส่งผลให้การมีชีวิตและการเพิ่มจ านวนเซลล์เคอราติโนไซท์จากผิวหนงั
มนุษย์ลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ อีกทัง้สณัฐานวิทยาของเซลล์ท่ีเลีย้งภายใต้สารสกัดจาก
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วสัดปิุดแผลทัง้ 3 ชนิด มีการเปล่ียนแปลงไปจากสณัฐานวิทยาของเซลล์ปกติ แต่อย่างไรก็ตามมี
งานวิจัยของ Doyle JW. และคณะ ในปี 1996 พบว่า แคลเซียมแอลจิเนตช่วยส่งเสริมการเพิ่ม
จ านวนเซลล์ไฟโบรบลาสท์จากผิวหนังมนุษย์ (Human dermal fibroblast) แต่ยับยัง้การเพิ่ม
จ านวน เซล ล์ เอ็น โด ธี เลียล จากหลอดเลือด  (Microvascular endothelial cell) และเซล ล์ 
เคอราติโนไซท์ (Human keratinocyte) ของมนุษย์ ในทางกลับกัน แคลเซียมแอลจิเนตยังยับยัง้
การเคล่ือนท่ีของเซลล์ไฟโบรบลาสท์จากผิวหนังมนุษย์ แต่ไม่ส่งผลต่อการเคล่ือนท่ีของเซลล์ 
เคอราติไซท์ของมนษุย์ โดยผู้วิจยัได้อธิปรายปรากฏการณ์ท่ีเกิดขึน้วา่เป็นผลกระทบจากแคลเซียม
ไอออน ท่ีเกิดจากการปลดปล่อยแคลเซียมไอออนจากแคลเซียมแอลจิเนต (86) จากการศึกษาก่อน
หน้าของเรา พบว่า การสลายตัวของวัสดุ CA/NOCC ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ 
(PBS) ได้ผลิตภัณฑ์ (Degraded products) เป็นสารโซเดียมแอลจิเนต  (Sodium alginate) ซึ่ง
เกิดจากการแลกเปล่ียนโซเดียมไอออนจากสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ กับแคลเซียม
ไอออนจากแคลเซียมแอลจิเนต ท าให้ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์มีปริมาณแคลเซียม
ไอออนมากขึน้ (25) แต่จากผลการทดสอบความเข้ากันได้กับเซลล์ ท่ีได้ท าการทดสอบวัสด ุ
CA/NOCC ร่วมกับเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ L929 พบว่า เม่ือเพิ่มปริมาณแคลเซียมแอลจิเนตใน
วสัดหุ้ามเลือด กลบัท าให้มีการเพิ่มจ านวนของเซลล์ไลน์ไฟโบรบลาสท์ L929 มากขึน้(25) ซึ่งต่าง
จากการศกึษาข้างต้น ทัง้นีอ้าจเกิดจากเซลล์ต่างชนิดกัน วิธีการทดสอบ รวมถึงองค์ประกอบทาง
เคมีแคลเซียมแอลจิเนตท่ีตา่งกนั ท าให้ผลการศกึษาออกมาตา่งกนั 

จากการวัดระดับความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ไฟโบรบลาสท์
เนือ้เย่ือเหงือก พบว่า ในอาหารเลีย้งเซลล์ในกลุ่มทดสอบท่ีเลีย้งเซลล์ร่วมกับวสัดุ CA/NOCC มี
ความเข้มข้นของแคลเซียมไอออน 2.63 mM ในวนัท่ี 1 และ 2.93 mM ในวนัท่ี 3 ของการทดสอบ 
โดยท่ีอาหารเลีย้งเซลล์ในกลุ่มควบคมุ มีความเข้มข้นของแคลเซียมไอออน 1.66 mM ในวันท่ี 1 
และ 1.65 mM ในวนัท่ี 3 ของการทดสอบ จากปริมาณของแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ใน
กลุ่มทดสอบแสดงให้เห็นว่า ภายในอาหารเลีย้งมีระดบัแคลเซียมไอออนท่ีสงูเกินระดบัท่ีเหมาะสม
ในการเจริญเติบโตของเซลล์ไฟโบรบลาสท์ มีรายงานของ Kulesz-Martin M.F. และคณะในปี 
1984 ได้ศกึษาระดบัความเหมาะสมของแคลเซียมไอออน (Ca2+ concentration) ในการเจริญของ
เซลล์ชนิดตา่ง ๆ พบว่า เซลล์ตา่งชนิดกนัมีความต้องการความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนในการ
เจริญในระดบัท่ีต่างกนั โดยระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ
ของเซลล์ไฟโบรบลาสท์อยู่ท่ี 1.4 mM(87) ปริมาณของแคลเซียมไอออนท่ีสงูเกินระดบัท่ีเหมาะสมใน
การเจริญของเซลล์ จะส่งผลให้เกิดการน าแคลเซียมไอออนเข้าสู่เซลล์มากขึน้และมีการกระจาย
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แคลเซียมไอออนไปสู่องค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ ก่อให้เกิดความเป็นพิษตอ่เซลล์ในด้านตา่ง ๆ 
คือ ท าให้การท างานของไมโตคอนเดรียบกพร่อง รบกวนการท างานของระบบโครงร่างภายในเซลล์ 
และก่อให้เกิดการสลายตัวของเซลล์ผ่านการกระตุ้ นของแคลเซียมไอออน (88, 89) ซึ่งจากผล
การศึกษาของเราพบว่า วัสดุ CA/NOCC ส่งผลให้ความมีชีวิตและอัตราการเพิ่มจ านวนเซลล์ 
ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกลดลง จากการทดสอบด้วยวิธีเอ็มทีที ซึง่เป็นวิธีการทดสอบการมีชีวิต
ของเซลล์ผา่นการท างานของไมโตคอนเดรีย และเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกมีสณัฐานวิทยา
ท่ีเปล่ียนแปลงจากปกติ คือ มีเย่ือหุ้มเซลล์ท่ีไม่เรียบ มีการบวมหรือเป็นตุม่ขนาดเล็กแตกออกมา 
(Blebs) และมีการย่ืนโครงร่างขนาดเล็ก  (Fibrils) ออกมานอกตัวเซลล์  ซึ่ งแสดงถึงการ
เปล่ียนแปลงการท างานของระบบโครงร่าง  (Cytoskeleton) ภายในเซลล์ ท่ีแสดงออกเม่ือเซลล์
ได้รับสารพิษ(88, 89)  

สรุปผลการวิจัย 
จากการศึกษาความเป็นพิษของวัสดุ CA/NOCC ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก 

พบว่า วสัดุ CA/NOCC มีความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือก โดยก่อให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงของสณัฐานวิทยาของเซลล์ไปจากปกติ รวมทัง้ส่งผลให้ความมีชีวิตและอตัราการเพิ่ม
จ านวนเซลล์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และพบจ านวนเซลล์ตายโดยเฉล่ียสูงกว่ากลุ่ม
ควบคมุ ทัง้นีค้าดว่าความเป็นพิษของวสัดุ CA/NOCC อาจเกิดการปลดปล่อยแคลเซียมไอออน
ระดบัสงูสูอ่าหารเลีย้งเซลล์ 

ข้อเสนอแนะ 
 จากการตัง้สมมุติฐานเร่ืองระดบัความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนท่ีมีระดบัสูง อาจเป็น
สาเหตทุ าให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางสณัฐานวิทยาของเซลล์รวมถึงความมีชีวิตและอตัราการเพิ่ม
จ านวนเซลล์ท่ีลดลง ดงันัน้เพ่ือเป็นการพฒันาวสัดหุ้ามเลือดชนิดดงักล่าวให้มีความเข้ากันได้กับ
เซลล์จากเนือ้เย่ือในช่องปาก การปรับปรุงหรือแก้ไของค์ประกอบทางเคมีของสารห้ามเลือด การ
พฒันาสดัส่วนของสารตัง้ต้นทัง้ 2 ชนิดในวสัดหุ้ามเลือด หรือการล้างวสัดดุงักล่าวก่อนน าไปเลีย้ง
ร่วมกับเซลล์ เพ่ือลดปริมาณแคลเซียมไอออนท่ีปลดปล่อยออกมาในปริมาณสูง อาจเป็นหนึ่งใน
ปัจจยัท่ีต้องพิจารณา เพ่ือท าให้วสัดหุ้ามเลือดดงักล่าวมีความเข้ากันได้กับเซลล์ทุกชนิดในช่อง
ปาก และสามารถน ามาใช้ห้ามเลือดในงานศลัยกรรมชอ่งปากได้ตอ่ไปในอนาคต  
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ภาพประกอบ 25 กราฟเส้นแสดงการทดสอบความมีชีวิต (Cell viability) ของเซลล์ไฟโบรบลาสท์
เนือ้เย่ือเหงือก 6 ชดุการทดสอบ ระหวา่งกลุม่ควบคมุและกลุม่ทดสอบ ในวนัท่ี 1, 3 และ 6 (GF: 

gingival fibroblast, CN: CA/NOCC, CNE: CA/NOCC Extract) 
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ภาพประกอบ 26 ภาพ SEM แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกในกลุม่
ควบคมุบนกระจกกัน้ใส (Cover slip) ในการทดสอบวนัท่ี 3 และวนัท่ี 7 ท่ีก าลงัขยาย X500 

X1,000 และ X5,000 ตามล าดบั  
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ภาพประกอบ 27 ภาพ SEM แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกในกลุม่
ทดสอบท่ีเลีย้งร่วมกบัวสัดหุ้ามเลือด CA/NOCC บริเวณกระจกรอบวสัด ุในการทดสอบวนัท่ี 3 

และวนัท่ี 7 ท่ีก าลงัขยาย X500 X1,000 และ X5,000 ตามล าดบั 
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ภาพประกอบ 28 ภาพ SEM แสดงสณัฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนือ้เย่ือเหงือกในกลุม่
ทดสอบท่ีเลีย้งร่วมกบัวสัดหุ้ามเลือดCA/NOCC บริเวณผิววสัด ุในการทดสอบวนัท่ี 3 และวนัท่ี 7 

ท่ีก าลงัขยาย X500 X1,000 และ X5,000 ตามล าดบั 
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