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วัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซาน  Calcium Alginate/N, O-carboxymethyl chitosan (CA/NOCC: 

CN) เป็นวสัดุท่ีมีความเขา้กันไดก้ับผิวหนังของมนุษย์ ก่อนการพัฒนาวสัดุนีม้าใชห้า้มเลือดในช่องปาก ความเขา้กันได้
ทางชีวภาพของวสัดุ CA/NOCC ในสัดส่วน 80:20 ไดร้บัการทดสอบและแสดงความเขา้กันไดก้ับเซลลส์รา้งกระดูกของ
มนุษย ์แต่แสดงผลที่เป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์นือ้เยื่อเหงือกของมนุษย์ ซึ่งคาดว่าความเป็นพิษต่อเซลลอ์าจมาจาก
แคลเซียมไอออนระดับสูงท่ีปลดปล่อยออกมาจากวัสดุ CA/NOCC งานวิจัยนีจ้ึงมีวัตถุประสงคเ์พื่อศึกษาผลของวัสดุ 
CA/NOCC ท่ีเตรียมในหลายสดัส่วน ต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัต ์โดยประเมินลกัษณะทางสณัฐานวิทยาโดยใช้
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  และอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์ด้วยวิธีเอ็มทีทีจากวันท่ี  1-6  วัสด ุ
CA/NOCC ถกูผลิตในหลายสดัส่วน ไดแ้ก่ 100%CA CN80/20 CN25/75 และ 100%NOCC ในรูปแบบปกติและรูปแบบ
ท่ีมีการเชื่อมขวาง (cross-linked) ในโครงสรา้งของวสัดุเพื่อลดการสลายตัวขององคป์ระกอบ  NOCC กลุ่มควบคุมคือ
กลุ่มท่ีมีการเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตเ์ท่านัน้ จากผลการทดลอง การลดสดัส่วนองคป์ระกอบของ CA หรือ 
การก าจดัแคลเซียมไอออนจากวสัดุดว้ยการลา้งก่อนการทดสอบ ไม่ไดส้่งผลใหเ้ซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตม์ีอตัรา
การเพิ่มจ านวนเซลลเ์พิ่มขึน้ อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบวสัดุในสดัส่วนเดียวกัน เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตใ์น
กลุ่ม CA/NOCC ท่ีผ่านกระบวนการเชื่อมขวาง มีอตัราการเพิ่มจ านวนท่ีเพิ่มขึน้เล็กนอ้ย นอกจากนีอ้ตัราการเพิ่มจ านวน
เซลลใ์นทุกกลุ่มวัสดุทดสอบท่ีผ่านกระบวนการเชื่อมขวาง  (100%CA, CN80/20, CN25/75, and 100%NOCC) อยู่ท่ี
ประมาณรอ้ยละ 70 เมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม แต่เมื่อท าการก าจัดแคลเซียมไอออนจากวสัดุกลุ่มดงักล่าวดว้ยการ
ลา้งก่อนการทดสอบ อตัราการเพิ่มจ านวนของเซลลใ์นกลุ่มทดสอบส่วนใหญ่ไม่ค่อยเปลี่ยนแปลง  ยกเวน้เซลลใ์นกลุ่ม 
100%NOCC-W ท่ีมีอตัราเพิ่มจ านวนของเซลลป์ระมาณรอ้ยละ 55 ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมและกลุ่มทดสอบส่วนใหญ่ อีกทัง้เซลลใ์นกลุ่มนีม้ีลกัษณะพืน้ผิวท่ีขรุขระมากท่ีสดุจากการปรากฎเสน้ใย  (fibrils) 
และตุ่มพองใส (blebs) โดยสรุปแลว้การศึกษานีแ้สดงให้เห็นว่าองคป์ระกอบในวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC ท่ีมีความ
เป็นไปไดส้งูที่ส่งผลโดยเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัต์ น่าจะมาจากองคป์ระกอบการสลายตวัของ NOCC 
นอกจากนีส้่วนของ CA ท่ีอยู่ในวสัดุกลุ่มต่างๆอาจมีส่วนร่วมในการการส่งผลเชิงลบต่อเซลลด์ว้ย  จากการพบอัตราการ
เพิ่มของเซลลล์ดลงรอ้ยละ 30 ในทุกกลุ่ม ดงันัน้อาจจะมีความจ าเป็นในการคน้หาองคป์ระกอบของวสัดุท่ีมีความเป็นพิษ
ต่อเซลลใ์นการศกึษาในอนาคต 
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The chitosan-derived hemostatic material, Calcium Alginate/N, O-carboxymethyl chitosan 

(CA/NOCC: CN) has been shown to be biocompatible with human skin. Prior to its use for bleeding control in 
the oral cavity, the biocompatibility of the CA/NOCC material at the ratio of 80:20 was tested and shown to be 
cytocompatible with human primary osteoblasts, while cytotoxic effects were observed in human primary 
gingival fibroblasts. From that study, high level of calcium ion released from CA/NOCC was suggested as a 
the cytotoxic component. This study aimed to investigate the effects of the CA/NOCC materials of varying 
ratios on periodontal ligament fibroblasts (PDLFs). Cell morphology was evaluated by scanning electron 
microscopy, while cell proliferation rates were determined by using MTT assays from days 1-6. CA/NOCC 
materials were developed at varying composition ratios i.e., 100%CA, CN80/20, CN25/75, and 100%NOCC 
in their normal and cross-linked form, which decreased the degradation rate of the NOCC component. The 
normal culture of PDLFs was used as the control. From our result, the reduction of the CA component or 
prewashing the CA/NOCC materials decreased the levels of calcium ion release and did not result in 
the increase of PDLFs proliferation rates. However, among the same component ratio, PDLFs in the cross-
linked CA/NOCC groups showed slightly higher proliferation rates. In addition, the proliferation of PDLFs in 
all the cross-linked material test groups (100%CA, CN80/20, CN25/75, and 100%NOCC) were about 70% of 
the control. Interestingly, by prewashing the cross-linked materials, PDLFs proliferation rates in most of the 
test groups were relatively unchanged, except in the 100%NOCC-W group (55%), which was significantly 
lower compared to the control and most test groups. Besides, their cell surface was the most irregular from 
the formation of numerous fibrils and cellular blebbing. In summary, this study has shown that the potential 
component in the CA/NOCC material which is cytotoxic to the PDLFs is mostly likely the degradation product 
of NOCC. Moreover, there might be some negative contribution from the groups of materials containing CA 
as well, since they resulted in about 30% decrease of PDLFs proliferation rates. Therefore, future studies to 
identify the cytotoxic components might be warranted. 
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เมตตากรุณาเป็นที่ปรึกษา และใหค้วามช่วยเหลือชีแ้นะแนวทางที่เป็นประโยชนต่์อการศึกษา  และ
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มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒที่ท าใหง้านวิจยัส าเรจ็ลลุ่วงไปไดด้ว้ยดี 
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บทที ่1 
บทน า 

ภูมิหลัง 
Carboxymethyl chitosan เป็นสารอนุพันธ์ไคโตซานชนิดหนึ่ งที่ พัฒนาขึ ้นมา เพื่ อให้มี

คุณสมบัติการละลายในช่วง pH ที่หลากหลาย และมีคุณสมบัติทางชีวภาพที่ดีกว่าไคโตซานใน
หลายๆ ดา้น (1) โดยมีการศึกษาที่พบว่าสารอนุพันธ์ไคโตซานมีคุณสมบัติที่ดีต่อมนุษย ์มีความ
เขา้กันได้ดีกับเนือ้เยื่อ ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล ์และมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียได้ (2, 3) 
สามารถน ามาใชใ้นวิทยาการทางการแพทยไ์ดห้ลากหลายรูปแบบ เช่น ในการน าสารอนุพนัธไ์คโต
ซานมาผลิตเป็นวสัดหุา้มเลือด เนื่องจากวสัดหุา้มเลือดชนิดนีจ้ะมีประจุเป็นบวกภายในโครงสรา้ง 
ท าใหเ้กิดปฏิกิริยาดึงดดูเกล็ดเลือด และเม็ดเลือดแดงที่มีประจุเป็นลบ ส่งเสรมิใหเ้กิดกระบวนการ
หา้มเลือดไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ (4) วสัดหุา้มเลือดอนพุนัธไ์คโตซานจึงมีประโยชนใ์นการน าไปใช้
หา้มเลือดเฉพาะที่ในผูป่้วยที่ไดร้บัยาตา้นการกลายเป็นลิ่มของเลือดโดยไม่ตอ้งหยุดยา ท าใหล้ด
โอกาสการเกิดภาวะหวัใจขาดเลือด และภาวะหวัใจลม้เหลวได ้(5) 

ก่อนหน้านี ้กลุ่มนักวิจัยของศูนย์เทคโนโลยีโลหะ  และวัสดุแห่งชาติ (MTEC) ได้พัฒนา
คณุสมบติัของสารหา้มเลือดอนุพันธ์ไคโตซานอีกรูปแบบหนึ่งขึน้มา คือ calcium alginate/ N, O-
carboxymethyl chitosan (CA/NOCC) เป็นสารที่ ถูก เตรียม โดยใช้สารองค์ป ระกอบของ 
โซเดียมอลัจิเนต (sodium alginate: SA) กบั N, O-carboxymethyl chitosan (NOCC) ขึน้รูปเป็น
วสัดุคลา้ยฟองน า้ ที่น าไปจุ่มลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด ์เพื่อใหเ้กิดการแลกเปลี่ยน Na+-
Ca2+ แลว้ไดเ้ป็นวสัดุหา้มเลือด CA/NOCC ซึ่งผ่านการทดสอบคณุสมบติัในระดบัหอ้งปฏิบติัการ
และ ในสัตวท์ดลองมาแลว้ โดยพบว่าไม่เป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสท์ของหนูชนิด L929 และ
เซลลไ์ฟโบรบลาสท์มนุษย์ (6-8) และสามารถห้ามเลือดได้ดีในการทดสอบกับหนูทดลอง (9) 
นอกจากนีม้ีการน าไปทดลองบนผิวหนงัของมนษุยพ์บว่าสามารถหา้มเลือดไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 
และปลอดภัย (10) โดยไม่ก่อให้เกิดการระคายเคือง (11)ไม่ท าให้เกิดอาการแพ้ และสามารถ
สลายตวัไดเ้มื่อใชใ้นการผ่าตดัรกัษาการฉีดสารแปลกปลอมเขา้ไปในองคชาต (12) 

วัสดุหา้มเลือด CA/NOCC จึงไดร้บัความสนใจในการน ามาใชห้า้มเลือดในงานศัลยกรรมใน
ช่องปาก โดยเบือ้งตน้มีการศึกษาความเขา้กันไดท้างชีวภาพของวัสดุหา้มเลือด CA/NOCC กับ
เซลลป์ฐมภูมิที่ผ่านการคัดแยกจากเนือ้เยื่อในช่องปาก ไดแ้ก่ กระดูกขากรรไกร เนือ้เยื่อเหงือก 
และเอ็นยึดปรทิันต ์เมื่อน าวสัดุหา้มเลือด CA/NOCC ที่มีสดัส่วนน า้หนัก 80:20 มาทดสอบพบว่า
วสัดุหา้มเลือดไม่ก่อใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลลส์รา้งกระดกู (13) ในขณะที่เมื่อทดสอบกบัเซลล์
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ไฟโบรบลาสทเ์นือ้เยื่อเหงือก กลบัพบความผิดปกติของลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์และมี
การลดลงของอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลล ์(14)โดยคาดว่าอาจเป็นผลมาจากปริมาณแคลเซียม
ไอออนที่ปลดปล่อยจากวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC สู่อาหารเลีย้งเซลล์ที่มากกว่าปกติ (14) ซึ่ง
สอดคลอ้งกับการศึกษาก่อนหน้าที่รายงานว่าเมื่อมีปริมาณแคลเซียมไอออนภายนอกเซลลม์าก
เกินไปจะท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลล ์โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ
เซลลโ์ดยมีการยื่นออกของผิวเซลล์ (protrusion) หรือเกิดการสรา้งตุ่มพองใส (bleb formation) 
(15) หรือพบว่ามีผลท าใหอ้ัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์ลดลง (16, 17) จึงเป็นไปไดว้่าระดบัของ
แคลเซียมไอออนภายนอกเซลลอ์าจมีผลต่อการมีชีวิต รูปร่าง และการท าหนา้ที่ของเซลลไ์ฟโบรบ
ลาสท ์

ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงมีจุดมุ่งหมายในการศึกษาการตอบสนองของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริ
ทนัตข์องมนุษยก์ับวสัดุหา้มเลือด CA/NOCC ที่มีการปรบัสดัส่วนการผสมของ sodium alginate 
กับ NOCC ที่จะส่งผลให้สัดส่วนของ CA เปลี่ยนแปลงไป โดยทดสอบกับเซลล์เพื่อศึกษาการ
ตอบสนองของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัตข์องมนษุย ์

ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
เพื่อประเมินผลของวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC ที่มีการปรับสัดส่วนการผสมของ calcium 

alginate กบั NOCC ต่อการท าหนา้ที่ของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัต ์

ความส าคัญของงานวิจัย 
เมื่อทดสอบวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC ที่มีความหลากหลายของสัดส่วนการผสม แล้วพบ

ความเขา้กนัไดท้างชีวภาพของวสัด ุกบัเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัต ์คือ เซลลม์ีลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาที่เป็นปกติ และมีอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลลท์ี่ดีขึน้ ท าใหส้ามารถน าความรูท้ี่
ไดม้าปรบัใช ้เพื่อพัฒนาวัสดหุา้มเลือด CA/NOCC ใหเ้ป็นประโยชนใ์นงานศัลยกรรมในช่องปาก
ในอนาคตได ้

ขอบเขตของการวิจัย 
ประชากรที่ใชใ้นการวิจยั 

เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตท์ี่ผ่านการคัดแยกมาจากเนือ้เยื่อเอ็นยึดปริทันตท์ี่

อยู่บริเวณผิวรากฟันของผู้ที่ให้ความยินยอม เก็บไวใ้นคลังเก็บเซลล ์และได้รบัการรบัรองจาก

คณะกรรมการจรยิธรรมการวิจยัในมนษุย ์(SWUEC-022/2563X) 
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กลุม่ตวัอย่างที่ใชใ้นการวิจยั 
เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต์ที่ท าการสุ่ม 3-5 เซลลไ์ลน ์(cell line) และเลือก

เซลลท์ี่เพาะเลีย้งในรุน่ที่ 3-8 มาท าการทดลองตวัแปรที่ศึกษา 

1. ตวัแปรอิสระ ประกอบดว้ย 

1.1 วัสดุหา้มเลือด CA/NOCC (CN) ที่มีการปรบัสดัส่วนของ CA : NOCC และ
มีการเตรียมในรูปแบบปกติ ไดแ้ก่ 100%CA, CN80/20, CN25/75 และรูปแบบที่มีการเชื่อมขวาง 
(cross-link : X) สว่นของ NOCC ไดแ้ก่ CN80/20X, CN25/75X และ 100%NOCC 

2. ตวัแปรตาม ประกอบดว้ย 

2.1 การแสดงออกของลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึด
ปรทินัต ์

2.2 การเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัต ์

นิยามค าศัพทเ์ฉพาะ 
CA/NOCC หมายถึ งวัสดุห้าม เลื อด  calcium alginate/ N, O-carboxymethyl chitosan 

(CA/NOCC) เป็นสารที่ถูกเตรียมโดยใชส้ารองคป์ระกอบของ โซเดียมอลัจิเนต (sodium alginate: 
SA) กบั N, O-carboxymethyl chitosan (NOCC) และผ่านการจุ่มในสารละลาย CaCl2 

DMEM +/+ หม ายถึ ง  (DMEM; Dulbecco Modified Eagle’s Medium high glucose) ที่
มีฟีทัลคาลฟ์ซีรมั รอ้ยละ 10 (10% Fetal calf serum; FCS) กลูตามีน 2 มิลลิโมลาร ์(2 mM L-
Glutamine) เพนนิซิลลิน 100 IU ต่อมิลลิลิตร (100 IU Penicillin) สเตร็ปโตมยัซิน 100 ไมโครกรมั
ต่อมิลลิลิตร (100 µg/ml Streptomycin) และแอมโฟเทอรซิินบี 5 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร (5 µg/ml 
Amphotericin B) 

100%CA หมายถึง วสัดหุา้มเลือดที่มีองคป์ระกอบเป็น calcium alginate ทัง้หมด  
100%NOCC หมายถึง วสัดหุา้มเลือดที่มีองคป์ระกอบเป็น NOCC ทัง้หมด  
CNxx/yyX 
 CNxx/yy หมายถึง วัสดุห้ามเลือด CA/NOCC สัดส่วน xx : yy (sodium alginate : N, 

O-carboxymethyl chitosan) 
 X หมายถึง การนึ่งวสัดหุา้มเลือดดว้ยเครื่องอบแรงดนัไอน า้ (autoclave) ที่อณุหภูมิ 105 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ีเพื่อท าใหเ้กิด cross-link ของวสัด ุ
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 W หมายถึง วัสดุห้ามเลือด CA/NOCC ที่ถูกขจัดแคลเซียมไอออน (pre-washed) ที่
ปลดปล่อยออกมาด้วยการแช่ในอาหารเลีย้งเซลลเ์ป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมงก่อนน าไปท าการ
ทดลอง 

 

กรอบแนวคิดในการวิจัย 

 

 

ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิดในการวิจยั 

สมมติฐานงานวิจัย 
เมื่อปรบัลดสดัส่วนของ CA ในวัสดุหา้มเลือด CA/NOCC จะท าใหว้ัสดุหา้มเลือดมีความเขา้

กนัไดท้างชีวภาพที่ดีกบัเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัต ์คือ พบลกัษณะทางสณัฐานวิทยา และ
การเพิ่มจ านวนของเซลลใ์นกลุม่ทดสอบที่ใกลเ้คียงกบักลุม่ควบคมุ 



 

บทที ่2 

เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

 
การทบทวนการศึกษาจากงานวิจยั หรือบทความที่เก่ียวขอ้งจากเอกสาร เนือ้หาจึงถูกรวบรวม

ตามแต่ละหวัดงัต่อไปนี ้
 

1. วสัดหุา้มเลือดเฉพาะที่ (Local hemostatic agent)  

2. ไคติน ไคโตซาน และ HemCon® dental dressing  

3. การศึกษากระบวนการห้ามเลือดของไคโตซาน (Hemostatic mechanisms of 

chitosan) 

4. วสัดหุา้มเลือดจากอนพุนัธไ์คโตซาน N, O-carboxymethyl chitosan (NOCC) 

5. เอ็นยดึปรทินัต ์(Periodontal ligament)  

6. วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์(Cell viability assays) 

7. แคลเซียมไอออน (Calcium ion) 
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วัสดุห้ามเลือดเฉพาะที ่(Local hemostatic agent) 
วัสดุห้ามเลือดเฉพาะที่เป็นสารที่ช่วยกระตุ้นใหเ้กิดการหา้มเลือดด้วยกลไกเชิงกล หรือการ

กระตุ้นให้เกิด coagulation cascade ขึน้ (18) และอาศัยคุณสมบัติของวัสดุห้ามเลือดที่ดี เช่น 
สามารถสลายตัวได้ เขา้กันได้ดีกับเนือ้เยื่อ ง่ายต่อการใชง้าน และมีราคาถูก(8) ถูกพัฒนาเพื่อ
น ามาใชห้า้มเลือดในมนุษยไ์ด ้จนถึงในปัจจุบนัวัสดุหา้มเลือดที่นิยมใชใ้นงานผ่าตัดภายในช่อง
ปากมหีลากหลายชนิด และรูปแบบ ดงัต่อไปนี ้

1. วั ส ดุ ห้ า ม เลื อ ด จ า ก เซ ล ลู โล ส  (Oxidized regenerated cellulose: Surgicel 
Original®, Surgicel Nu-Knit®, Surgicel Fibrillar®, Interceed®, Gelitacel® 

วัสดุห้ามเลือดจากเซลลูโลสเป็นวัสดุห้ามเลือดที่ผลิตจากพืช ซึ่งมีองค์ประกอบ

ของอัลฟาเซลลูโลส โดยวสัดุจะมีลกัษณะเป็นตาข่ายผา้สีขาวที่ผ่านการฆ่าเชือ้โรคเรียบรอ้ยแลว้ 

เมื่อน ามาใชง้านจะพบว่าวสัดมุีการขยายขนาด เกิดเป็นแรงกดทบัของวสัดหุา้มเลือดบนบาดแผล 

เนื่องวสัดหุา้มเลือดชนิดนีม้ีความสามารถในการดดูซบัของเหลว (Adsorption) ท าใหว้สัดสุามารถ

ขยายตัวได้ถึง 7-10 เท่าของน า้หนัก โดยความสามารถในการดูดซับนั้นขึน้อยู่กับหลายปัจจัย

ดว้ยกนั เช่น ขนาดและปริมาณของวสัดุที่ใช ้ความอ่ิมตวั (saturation) ของเลือด และเนือ้เยื่อต่าง 

ๆ ที่เก่ียวขอ้งโดยรอบ (19) วัสดุหา้มเลือดจากเซลลูโลสมีฤทธิ์เป็นกรด ส่งผลใหย้ับยัง้การท างาน

ของ thrombin และเมื่อน ามาใชง้านจึงเกิดกระบวนการอักเสบ และการตายของเนือ้เยื่อได้ ซึ่ง

ความเป็นกรดนีย้งัท าใหว้สัดสุามารถตา้นจุลชีพได้ (bacteriostatic) (20) วสัดหุา้มเลือดชนิดนีถู้ก

น ามาใชใ้นการหา้มเลือดบริเวณที่เป็นเสน้เลือดฝอย หลอดเลือดด า และเสน้เลือดแดงขนาดเล็ก 

โดยมีการศึกษาพบว่าวัสดุห้ามเลือดจากเซลลูโลสมีโอกาสท าให้เกิดความผิดปกติในการรับ

ความรูส้ึกแบบชั่วคราวภายหลังการหายของบาดแผลได้ วัสดุหา้มเลือดจากเซลลูโลสสามารถ

สลายตวัทัง้หมดภายในเวลา 4-8 สปัดาห ์และพบขอ้จ ากดัในการใชง้านอยู่หลายกรณีดว้ยกนั เช่น 

ไม่แนะน าใหใ้ชใ้นบาดแผลที่มีลกัษณะปิด เนื่องจากคณุสมบติัการบวมของวสัดุหา้มเลือดอาจท า

ใหบ้าดแผลเปิดออกมาใหม่ได ้ไม่แนะน าใหใ้ชใ้นบริเวณที่มีการหกัของกระดกู เนื่องจากวสัดุหา้ม

เลือดจะรบกวนการสรา้งกระดกูใหม่ เป็นตน้ นอกจากนีว้สัดุชนิดนีส้ามารถก่อใหเ้กิดอาการไม่พึง

ประสงคไ์ดเ้ช่นกัน เช่น เมื่อฝังวสัดุไวภ้ายในบาดแผลแลว้เกิดปฏิกิริยาต่อตา้นสิ่งแปลกปลอมใน
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ร่างกาย (foreign body reaction) หรือการตีบตันของหลอดเลือดเมื่อใช้วัสดุห้ามเลือดจาก

เซลลโูลสห่อหุม้หลอดเลือดแน่นเกินไป เป็นตน้ (21) 

2. วัสดุห้าม เลือดจากเจลาติน  (Gelatin-based product: Surgifoam®, Gelfoam®, 
Gelfilm®,Spongostan®,Gelita-spon®, Geli putty®) 

วสัดหุา้มเลือดจากเจลาตินเป็นวสัดหุา้มเลือดที่ผลิตมาจากเจลาติน ซึ่งถกูน าใชอ้ย่าง

แพร่หลาย โดยวัสดุชนิดนีจ้ะมีลกัษณะเป็นฟองน า้ที่มีรูพรุน มีความยืดหยุ่น และมีคุณสมบัติใน

การดูดซึมของเหลวได ้วสัดหุา้มเลือดจากเจลาตินมีรูปร่างของผลิตภัณฑห์ลายรูปแบบ เช่น แบบ

แผ่นฟิลม์ แบบฟองน า้ หรือแบบผง ซึ่งจะสามารถดูดซึมเลือดไดป้ระมาณ 40 เท่าของน า้หนักตัว 

และสามารถขยายตัวได้ถึง 200% โดยปริมาตร วัสดุห้ามเลือดชนิดนี ้ท าหน้าที่ เป็นโครงข่าย 

(scaffold) ใหเ้ซลลเ์ม็ดเลือดเขา้มาเกาะ สามารถยับยัง้ภาวะเลือดออกของเสน้เลือดขนาดเล็กได้

อย่างมีประสิทธิภาพ แต่ไม่เหมาะสมส าหรับการใช้ห้ามเลือดที่ออกจากเส้นเลือดขนาดใหญ่ 

เนื่องจากวสัดุจะหลุดออกจากบริเวณที่มีเลือดออกมาก นอกจากนีข้อ้ดีของการใชว้ัสดุหา้มเลือด

จากเจลาตินพบว่ามีการเกิดปฏิกิริยาต่อสิ่งแปลกปลอมในเนือ้เยื่อนอ้ยมาก มีความสามารถในการ

สลายตัวเป็นของเหลวภายในหนึ่งสัปดาห์ และสลายตัวทั้งหมดภายใน 4-6 สัปดาห์ จึงมักถูก

น ามาใชใ้นการจดัการภาวะเลือดออกจากการถอนฟัน 

นอกจากนี ้วัสดุห้ามเลือดชนิดนี ้สามารถถูกฝังอยู่ในบาดแผลได้ โดยไม่ก่อให้เกิด

แผลเป็น และมีการศึกษาที่พบว่าวัสดุห้ามเลือดจากเจลาตินสามารถห้ามเลือดได้อย่างมี

ประสิทธิภาพมากกว่าวสัดุหา้มเลือดที่เป็นผลิตภัณฑจ์ากคอลลาเจน (22) อย่างไรก็ตาม เมื่อน า

วัสดุห้ามเลือดจากเจลาตินไปใช้งานอาจมีการขยายขนาดของวัสดุท าให้เกิดการกดทับ

เส้นประสาท (23, 24) และเนื่องจากวัสดุมีลักษณะเป็นรูพรุนคล้ายฟองน า้จึงสามารถพบการ

สะสมของแบคทีเรียภายในวสัดุ ซึ่งส่งผลใหเ้กิดฝีหนองขึน้มา(25) นอกจากนีว้สัดนุีอ้าจท าใหเ้กิด

อาการแพข้ึน้ได ้รวมถึงอาจเกิดอาการไม่พึงประสงคต่์าง ๆ เช่น ปฏิกิริยาต่อตา้นสิ่งแปลกปลอมใน

รา่งกาย ภาวะที่มีเลือดคั่งในเนือ้เยื่อ (hematoma) และการติดเชือ้แบบเฉพาะที่ เป็นตน้ (19) 

3. วัสดุห้ามเลือดจากคอลลาเจน (Collagen-based products: Instat®, Helitene®, 
Helistat®, Avitene®, Avitene flour®, Avitene Ultrafoam®,Endo Avitene®,Avitene Ultrawrap®) 

วัสดุหา้มเลือดจากคอลลาเจนเป็นวัสดุหา้มเลือดคลา้ยฟองน า้ ถูกผลิตขึน้มาจาก

คอลลาเจนที่สกัดจากเอ็นของกลา้มเนือ้วัว (bovine flexor tendon) ผ่านกระบวนการระเหยแหง้
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(lyophilization) ท าให้วัสดุห้ามเลือดชนิดนี ้มีลักษณะคล้ายฟองน ้าสีขาว นุ่มและยืดหยุ่น มี

คณุสมบติัในการดดูซึมน า้ หรือของเหลวไดม้ากกว่าน า้หนกัตวัหลายเท่า น าไปใชง้านดว้ยการวาง

วัสดุลงบนบาดแผลเป็นระยะเวลา 2-5 นาที เมื่อวัสดุสัมผัสกับบริเวณที่มีเลือดออกจะเกิดการ

รวมกลุ่มของเกล็ดเลือดบนวัสดุ ซึ่งลักษณะคลา้ยฟองน า้ของวัสดุหา้มเลือดนีจ้ะเป็นโครงข่าย 3 

มิติที่เสริมความแข็งแรงของลิ่มเลือดไดเ้ป็นอย่างดี เมื่อท าการหา้มเลือดเรียบรอ้ยแลว้สามารถน า

วัสดุหา้มเลือดออก หรือฝังวัสดุไวใ้นบริเวณบาดแผลได ้มีการศึกษาพบว่าการสลายตัวของวัสดุ

หา้มเลือดชนิดคอลลาเจนจะเกิดขึน้ภายในระยะเวลา 14-56 วนั และไม่แนะน าใหใ้ชว้สัดชุนิดนีก้บั

บาดแผลที่สกปรก หรือมีการติดเชือ้ เนื่องจากเป็นวสัดุหา้มเลือดแบบมีรูพรุนที่สามารถดูดซึมเชือ้

โรค หรือแบคทีเรียไดง้่าย จึงอาจท าใหเ้กิดฝีหนองในภายหลงั และมีขอ้ควรระวงัในการใชง้านของ

วสัดหุา้มเลือดชนิดนีก้บับคุคลที่มีประวติัแพผ้ลิตภณัฑท์ี่มาจากววั (21) 

4. วสัดหุา้มเลือด Bone wax (Waxocare® ,Ethicon®) 
Bone wax เป็นวัสดุหา้มเลือดที่มีส่วนประกอบของขีผ้ึง้ พาราฟิน และไอโซพรอพิล 

พอลมิเตด (isopropyl palmitate) Bone wax ถูกน ามาใชห้า้มเลือดบริเวณกระดกู โดยเฉพาะการ

ผ่าฟันคุดซี่ที่สามในศัลยกรรมช่องปาก จึง เรียกวัสดุห้ามเลือดชนิดนี ้ในอีกชื่อหนึ่งว่า "bone 

bleeder" โดย Bone wax มีลกัษณะคลา้ยขีผ้ึง้ที่มีความยืดหยุ่น สามารถถูกกดหรือบด เพื่ออดุปิด

ช่องในกระดูกที่เกิดภาวะเลือดออก ซึ่งท าใหเ้กิดการหา้มเลือดแบบทนัที (21) แต่ Bone wax ยังมี

ขอ้เสียหลายประการ เช่น คณุสมบติัไม่ละลายน า้ และไม่สลายตวัของวสัด ุดงันัน้การฝังวสัดชุนิดนี ้

ในบาดแผลจึงขัดขวางกระบวนการหายของกระดูก และเกิดการติดเชือ้ตามมา โดยมีการศึกษา

พบว่า Bone wax ที่ใชใ้นการหา้มเลือดภายหลงัการผ่าตัดกระดูกสนัหลัง ท าใหก้ารติดเชือ้ถึง  6 

ราย จากทัง้หมด 42 ราย (14%) (26)  

5. วสัดหุา้มเลือด Fibrin sealant (Evicel®, Tisseel®, Crosseal®, Quixil®) 
Fibrin sealant เป็นวัสดุห้ามเลือดที่ ผลิตจากวัตถุ ดิบทางธรรมชาติ  หรือสาร

สงัเคราะหต่์าง ๆ วัสดชุนิดนีเ้กิดจากการประกอบกนัของสารสองส่วน คือ สารหา้มเลือด และสาร

ยึดติดของเนือ้เยื่อ (tissue adhesive) ประกอบกลายเป็นวัสดุหา้มเลือดที่ใหผ้ลดีในการสรา้งเสน้

เลือดใหม่  (angiogenesis) และส่งเสริมการหายของบาดแผล  โดยทั่ วไป Fibrin sealant จะ

ประกอบดว้ยสารหา้มเลือดหลายชนิด เช่น fibrinogen, fibrin-stabilizing factor, thrombin และ 

aprotinin 2 เมื่อน าไปใชง้านบรเิวณบาดแผลจะท าใหเ้กิดเป็นตะกอนไฟบรนิ (fibrin clot) วสัดหุา้ม
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เลือดชนิดนีม้ีบรรจุภัณฑอ์ยู่ในรูปแบบเข็มฉีดยา หรือรูปแบบสเปรย ์(27, 28) Fibrin sealant ถูก

น ามาใชใ้นการหา้มเลือดภายหลังการปลูกกระดูก โดยเฉพาะการปลูกกระดูกจากการผ่าตัดยก

ไซนสั และถูกใชใ้นผูป่้วยที่มีความผิดปกติในการแข็งตวัของเลือด (coagulopathy) เช่น ผูป่้วยที่มี

ไฟบริโนเจนไม่เพียงพอ ผูป่้วยที่ไดร้บัเฮพาริน (heparin) เป็นตน้ แต่อย่างไรก็ตาม Fibrin sealant 

ไม่สามารถใชใ้นการหา้มเลือดในภาวะเลือดออกแบบรุนแรงได ้และพบว่าเกิดอาการแพก้บับุคคล

ที่มีประวติัแพผ้ลิตภณัฑท์ี่มาจากววั อีกทัง้ยงัเป็นวสัดมุีราคาที่ค่อนขา้งสงู (29) 

6. อลัจิเนต (Alginate) 
อลัจิเนตเป็นพอลิเมอรธ์รรมชาติที่ถูกสกัดมาจากสาหร่ายสีน า้ตาล มีโครงสรา้งของ

พอลิเมอรท์ี่ประกอบดว้ย guluronic acid และ mannuronic acid ส่งผลใหอ้ัลจิเนตเป็นสารที่เป็น

ประจุลบ (30) ซึ่งท าให้อัลจิเนตมีการแลกเปลี่ยนไอออนกับสารที่ เป็นประจุบวกได้ง่าย เช่น 

แคลเซียมไอออน สตรอนเซียมไอออน และแบเรี่ยมไอออน โดยสารที่เป็นประจุบวกจะตัวเชื่อม

ระหว่างสายพอลิเมอรข์องอัลจิเนตที่เรียกว่า G-block กันเป็นร่างแห (31) การเชื่อมต่อกันนี ้

ก่อใหเ้กิดคุณสมบัติการก่อตัวเป็นเจล (gelation) ของอัลจิเนตเป็นคุณสมบัติที่น าไปใชเ้ป็นวัสดุ

ทางชีวภาพต่างๆ ต่อไป และพบว่าอัลจิเนตมีคุณสมบติัทางชีวภาพที่ดีหลายอย่างอีกดว้ย เช่น มี

ความเขา้กันไดดี้กับเนือ้เยื่อ มีความสามารถสลายตัวได ้มีการดูดซึมน า้ มีความสามารถในการ

แลกเปลี่ยนไอออน มีความสามารถในการก่อตวัเป็นเจล และมีราคาถกู (8, 32, 33) 

วัสดุห้ามเลือดอัลจิเนตที่สรา้งจากกระบวนการแลกเปลี่ยนไอออน (Ionic cross-

linking) ระหว่างโซเดียมอัลจิเนตกับสารละลายแคลเซียมคลอไรด์จะกลายเป็นวัสดุห้ามเลือด

แคลเซียมอัลจิเนต เป็นวสัดุท่ีมีฤทธิ์ในการหา้มเลือดดว้ยการปลดปล่อยแคลเซียมไอออนออกมา 

(16) โดยแคลเซียมไอออน หรือที่เรียกว่า Factor IV ในระบบการแข็งตวัของเลือด จะเป็นตวักระตุน้ 

thrombocytes ใหเ้กิดการหลั่งของสารสื่อกลางในการหา้มเลือดชนิดต่าง ๆ รวมถึงกระตุน้ Factor 

VII-IX และ X ท าใหเ้กิดกระบวนการหา้มเลือดในระยะ secondary hemostasis ได ้(34) 
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ตาราง 1 ชื่อทางการคา้ และกระบวนการหา้มเลือดของวสัดหุา้มเลือดต่าง ๆ ในปัจจบุนั 

วัสดุห้ามเลือด ชื่อทางการค้า กระบวนการห้ามเลือด 
Oxidized regenerated 
cellulose 

Surgicel Original®, Surgicel 
Nu-Knit®, Surgicel Fibrillar®, 
Interceed®, Gelitacel® 

เป็นโครงข่ายใหเ้กิดการแข็งตวัของ
เลือด 

Gelatin Surgifoam®, Gelfoam®, 
Gelfilm®,Spongostan®, 
Gelita-spon®, Geli putty® 

เป็นโครงข่ายใหเ้กิดการแข็งตวัของ
เลือด 

Microfibrillar collagen Instat®, Helitene®, Helistat®, 
Avitene®, Avitene flour®, 
Avitene Ultrafoam®, 
Endo Avitene®, 
Avitene Ultrawrap® 

เป็นโครงข่ายใหเ้กิดการแข็งตวัของ
เลือด รว่มกบัการกระตุน้การท างาน
ของเกล็ดเลือด และการยดึเกาะ
ของเกล็ดเลือด 

Fibrin sealant Evicel®, Tisseel®, Crosseal®, 
Quixil® 

เป็นวสัดทุี่มีทรอมบิน และ 
ไฟบรโินเจนเป็นส่วนประกอบ มี
หนา้ที่กระตุน้ใหเ้กิดกระบวนการ
แข็งตวัของเลือดในระยะ 
secondary hemostasis 
 

Bone wax Waxocare® ,Ethicon® อดุปิดช่องบรเิวณกระดกูเกิดการ
หา้มเลือดแบบทนัที 

Alginate Algisite M®, Aquacel®, 
Kaltostat® 

แคลเซียมไอออน หรือ Factor IV 
จะกระตุน้ thrombocytes ใหเ้กิด
การหลั่งของสารสื่อกลางในการ
หา้มเลือดชนิดต่าง ๆ รวมถึงกระตุน้
Factor VII- X ใหเ้กิดกระบวนการ
หา้มเลือดในระยะ secondary 
hemostasis 
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ไคติน ไคโตซาน และ HemCon® dental dressing 
1. ไคติน 

ไคตินเป็นพอลิแซคคาไรดส์ายยาวที่มีโครงสรา้งคลา้ยกบัเซลลโูลส สามารถพบไคติน

ไดท้ั่วไปในเปลือกหอย เปลือกกุง้ และผนงัเซลลข์องเชือ้ราบางชนิด ไคตินมีลกัษณะสีขาว แข็งและ

ไม่ยืดหยุ่น มีคุณสมบัติไม่ชอบน า้จึงท าให้ไคตินไม่ละลายในน า้ และไม่ละลายในสารละลาย

อินทรีย์ ยกเว้น hexafluroisopropanol, hexafluroacetone และ chloroalcohols ซึ่งคุณสมบัติ

ดงักลา่วถือว่าเป็นขอ้จ ากดัอย่างมากในการน ามาประยกุตใ์ช ้(35, 36)  

2. ไคโตซาน 
ไคโตซานเป็นสารที่พบได้น้อยตามธรรมชาติ เป็นพอลิแซคคาไรด์สายยาว มีสูตร

โครงสร้างเป็น 𝛽-(1→ 4)-2-acetamido -2-deoxy-b-D-glucan (n-acetyl D-glucosamine) 

and 𝛽-(1→4)-2-amino-2-deoxy-b-D-glucan (D-glucosamine) (37-39) มีมวลโมเลกุลอยู่

ในช่วง 10 - 1,000 kDa หรือมากกว่า ซึ่งไคโตซานสามารถสังเคราะห์จากไคตินโดยการผ่าน

กระบวนการ deacetylation ซึ่งเป็นกระบวนการน าหมู่อะซิทิลออกจากโครงสรา้ง  จึงท าให้เกิด

หมู่อะมิโนที่มีประจุเป็นบวกขึน้ (ภาพประกอบ 7) และค่าของ degree of deacetylation (DD) 

ของไคโตซานเป็นตัวบ่งบอกจ านวนหมู่อะมิโนที่เกิดภายในโครงสรา้ง โดยสามารถค านวณ DD 

จากสดัสว่นของ D-glucosamine ต่อผลรวมของ D-glucosamine และ n-acetyl D-glucosamine 
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ภาพประกอบ 2 ภาพแสดงโครงสรา้งของไคติน ไคโตซานที่ไม่มีประจุ และไคโตซานที่มีประจุเป็น
บวก โดยผ่านกระบวนการ deacetylation 

ที่มา : Aguilar A, Zein N, Harmouch E, Hafdi B, Bornert F, Offner D, et al. 
Application of Chitosan in Bone and Dental Engineering. Molecules. 2019;24(16):3009. 

ซึ่งหมู่อะมิโน (D-glucosamine) ที่ เกิดขึ ้นท าให้ไคโตซานเป็นสารที่สามารถให้

โปรตอนได ้และมีคุณสมบติัในการละลายน า้มากขึน้ (38, 40) โดยเมื่อไคโตซานท าปฏิกิริยากับ

สารที่มีประจเุป็นลบต่าง ๆ จะเกิดเป็นสารไอออนิกเชิงซอ้น (Ionic complexes) (38, 41, 42)  

ไคโตซานไม่ก่อใหเ้กิดสารพิษตกคา้ง และสามารถย่อยสลายได ้โดยการย่อยสลาย

ของไคโตซานอาศัยการท างานของเอนไซม์จากไลโซโซม หรือ Chitinase ที่สลายพันธะของ 

Glucosamine-glucosamine, glucosamine-n-acetyl-glucosamine แ ล ะ n-acetyl -

glucosamine-n-acetyl -glucosamine (43-45) ซึ่งอัตราเร็วในการย่อยสลายของไคโตซานมี

ความสัมพันธ์อย่างมากกับมวลโมเลกุลของพอลิเมอร ์และ DD (46, 47) โดยมีการศึกษาพบว่า 

DD ของไคโตซานสง่ผลต่อความเขา้กนัไดดี้กบัเนือ้เยื่อ ซึ่งการเพิ่มจ านวนของประจบุวกจะสง่เสริม

ใหเ้กิดปฏิกิรยิาระหว่างไคโตซานกบัเซลลไ์ดดี้ (48)  

3. HemCon® dental dressing (HDD)  
บริษัท HemCon medical technologies ไดส้รา้งวัสดุหา้มเลือดชนิดหนึ่งขึน้มาโดย

มีชื่อทางการคา้คือ HemCon® (HemCon medical technologies, Oregon, USA) เรียกวสัดหุา้ม

เลือดชนิดนี ้ว่า  “HemCon® dental dressing (HDD)” เป็นวัสดุห้าม เลือดที่ พัฒ นามาจาก 

HemCon® bandage ที่เป็นผา้พันแผลที่เคยถูกใชเ้พื่อรักษาบาดแผลของทหารในสนามรบ (3) 
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HDD ไดร้บัการรบัรองจากองคก์ารอาหารและยาของประเทศสหรฐัอเมริกา (FDA) (49) โดยเป็น

วสัดหุา้มเลือดที่มีไคโตซานเป็นองคป์ระกอบหลกัสามารถส่งเสริมใหเ้กิดกระบวนการหา้มเลือดได ้

มีการขึน้รูปผลิตภัณฑ์ดว้ยวิธีการ freezing และ lyophilization เกิดเป็นโครงข่าย (scaffold) ที่มี

ลกัษณะเป็นรูพรุนคลา้ยฟองน า้ เหมาะต่อการใชง้านในการผ่าตดัในช่องปาก (29, 50) ซึ่ง HDD ที่

ใชใ้นการผ่าตดัในช่องปากจะมีขนาดเล็กกว่า HemCon® bandage (ภาพประกอบ 3) 

กลไกหา้มเลือดของ HDD เกิดจากคณุสมบติัของไคโตซานที่เป็นสารประจบุวก ท าให้

เกิดการดึงดดู และยึดเกาะกบัเกล็ดเลือด และเม็ดเลือดแดงที่มีประจุเป็นลบ ก่อใหเ้กิดเป็นร่างแห

ขึน้บนบาดแผล และสง่เสริมการแข็งตวัของเลือดมากขึน้ โดยกระบวนการหา้มเลือดที่เกิดขึน้นัน้ไม่

ก่อใหเ้กิดปฏิกิริยาคายความรอ้น ทัง้นีพ้บว่ามวลโมเลกุล และ degree of acetylation (DD) ของ

ไคโตซานมีผลต่อประสิทธิภาพในการหา้มเลือดอีกดว้ย (51) และมีการศึกษาประสิทธิภาพการ

ห้ามเลือดของ HDD ที่น ามาใช้ในผู้ป่วยที่มีจ าเป็นต้องทานยาละลายลิ่มเลือด พบว่า HDD 

สามารถยับยั้งภาวะเลือดออกไดภ้ายในระยะเวลา 1 นาที และส่งเสริมการหายของแผลที่ดีขึน้

อย่างมีนยัส าคญั (5) 

 

ภาพประกอบ 3 ภาพแสดงขนาดของวสัดหุา้มเลือด HemCon® bandage (ซา้ย) และ HemCon® 
dental dressing (ขวา) 

ที่มา : Malmquist JP, Clemens SC, Oien HJ, Wilson SL. Hemostasis of oral 
surgery wounds with the HemCon Dental Dressing. J Oral Maxillofac Surg. 
2008;66(6):1177-83. 
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ในผู้ป่วยที่มีการรับประทานยาต้านการกลายเป็นลิ่มของเลือด (anti-thrombotic 

drugs) หรือมีการใหเ้ฮพารนิ (heparin) ผ่านการฉีดเขา้หลอดเลือดด า หรือการฉีดเขา้ชัน้ใตผ้ิวหนงั 

เมื่ อมีการหยุดยาผู้ป่วยมี โอกาสเกิดภาวะลิ่มเลือดหลุดอุดหลอดเลือด (thromboembolic 

complications) (52) จึงมีการแนะน าให้งดการหยุดยาต้านการกลายเป็นลิ่มของเลือด และใช้

วิธีการหา้มเลือดเฉพาะที่มาทดแทน โดยมีการศึกษาพบว่าวัสดุหา้มเลือดแบบเฉพาะที่สามารถ

หา้มเลือดไดอ้ย่างประสิทธิภาพ เมื่อเปรียบเทียบในผูป่้วยที่ไดร้บัประทานยาตา้นการกลายเป็นลิ่ม

ของเลือดกบัผูป่้วยท่ีลดปรมิาณยาก่อนการผ่าตดั (53) ฉะนัน้ HDD จึงเป็นวสัดหุา้มเลือดทางเลือก

ในกรณีการหา้มเลือดเฉพาะที่ในผูป่้วยที่ไดร้บัยาตา้นการกลายเป็นลิ่มของเลือด ท าใหล้ดโอกาส

การเกิดภาวะหวัใจขาดเลือด และภาวะหวัใจลม้เหลวได ้(5) 

กลไกการห้ามเลือดของไคโตซาน (Hemostatic mechanisms of chitosan) 
มีการศึกษาพบว่าไคโตซานสามารถกระตุ้นให้เกิดการแข็งตัวของเลือดได้ จากหลาย

กระบวนการ โดย ปัจจุบันยังไม่ มี ความชัด เจน ต่อกระบวนการห้าม เลือดที่ เกิดขึ ้น ได ้ 
แต่อย่างไรก็ตามพบว่ามีกระบวนการที่เป็นไปไดอ้ยู่ 4 กระบวนการ ไดแ้ก่ (4) 

1. การรวมตวัของเม็ดเลือดแดง (Aggregation of red blood cells) 
เม็ดเลือดแดงเป็นองคป์ระกอบหลกัของระบบเลือดในร่างกายมนุษย์ท าหน้าที่เพิ่ม

ความหนืดของเลือด และส่งเสริมการล าเลียงเกล็ดเลือดไปยังบริเวณผนังหลอดเลือด ท าใหเ้กิด

กระบวนการหา้มเลือดขึน้ ซึ่งเยื่อหุม้เซลลข์องเซลลเ์ม็ดเลือดแดงมีโปรตีนและไกลโคโปรตีนต่าง ๆ 

ที่มีประจุเป็นลบ ในขณะที่ไคโตซานเป็นพอลิแซคคาไรดธ์รรมชาติที่มีประจุเป็นบวกจากหมู่อะมิโน 

(พันธะ -NH3
+) ในโมเลกุล ท าใหไ้คโตซานเกิดปฏิกิริยาแรงดึงดูดกับประจุลบบนผิวเซลล์ของเม็ด

เลือดแดง กระตุน้การรวมตัวของเม็ดเลือดมาสู่บริเวณบาดแผล และเกิดเป็นลิ่มเลือดที่บริเวณ

บาดแผลขึน้ ดงันัน้ปริมาณของประจบุวกในโครงสรา้งของไคโตซานจึงเป็นสว่นส าคญัในการดึงดดู

เซลลเ์ม็ดเลือดแดง (54, 55) ซึ่งการเพิ่มปริมาณของประจบุวกเกิดจากกระบวนการ deacetylation 

ของไคโตซาน นอกจากนี ้พบว่ามวลโมเลกุลของไคโตซานมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาระหว่างไคโต

ซานกบัเซลลเ์ม็ดเลือดแดง เนื่องจากการมีมวลโมเลกุลมากท าใหม้ีพันธะไฮโดรเจนเพิ่มขึน้ ส่งผล

ใหเ้กิดปฏิกิรยิาแรงดงึดดูกบัเซลลเ์ม็ดเลือดแดงมากขึน้ (56, 57) 
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2. การกระตุน้เกล็ดเลือด (Stimulation of platelets) 
ในสภาวะปกติเกล็ดเลือดจะไม่ยึดติดกับเซลลเ์ยื่อบุหลอดเลือด  (endothelial cell) 

ในทางตรงกันขา้มเมื่อมีการฉีกขาดของหลอดเลือด เกล็ดเลือดจะถูกกระตุน้ท าใหเ้กิดการยึดติด

ระหว่างเกล็ดเลือดกับเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด และเกิดการรวมตัวของเกล็ดเลือดเพิ่มขึ ้น  

ซึ่งมีความส าคัญต่อกระบวนการห้ามเลือด (58) โดยวัสดุห้ามเลือดที่ เป็นพอลิเมอรช์ีวภาพ 

(ยกตัวอย่างเช่น ไคโตซาน) จะกระตุน้ใหเ้กิดกระบวนการดังกล่าวของเกล็ดเลือดไดอ้ย่างรวดเร็ว

โดยขึน้อยู่กับคุณสมบัติต่าง ๆ ของวัสดุ เช่น องค์ประกอบทางเคมีที่พื ้นผิวของวัสดุ (surface 

chemical composition), คุณสมบัติของพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding properties), 

ความหนาแน่ น ของประจุ  (charge density) และ  ความ ไม่ ชอบหรือชอบน ้าของวัสด ุ

(hydrophobicity-/hydrophilicity) (59) โดยมีหลายการศึกษาพบว่าการกระตุ้นการท างานของ

เกล็ดเลือดมีความสมัพนัธก์บัความเป็นประจุบวกภายในโมเลกลุของไคซานอีกดว้ย (51, 59) 

3. ระบบการกระตุน้ผ่านการสมัผสั (Contact system activation) 
การสมัผสัของเลือดที่พืน้ผิวของวสัดชุีวภาพสง่ผลโดยตรงกบักระบวนการแข็งตวัของ

เลือด โดยเกิดการสง่เสรมิการยึดติดของเกล็ดเลือด และการปรบัเปลี่ยนการท าหนา้ที่ของโปรตีนใน

เลือดใหม้ีการดูดซบับนพืน้ผิว (60) ซึ่งระบบการกระตุน้การสมัผสัประกอบดว้ยปัจจัยการแข็งตัว

ของเลือดชนิดต่าง ๆ เช่น factors XII (FXII), factor XI (FXI), high-molecular-weight-kininogen 

(HMWK) และ pre-kallikrein (61) (ภาพประกอบ 4) ส าหรบัวสัดไุคโตซานนัน้กระบวนการแข็งตัว

ของเลือดที่ผ่านระบบการกระตุน้ผ่าการสมัผสันีย้งัมีการรายงานผลที่ขดัแยง้กนัอยู่ โดยมีการศกึษา

พบว่าไคโตซานท าใหเ้กิดการแข็งตวัของเลือดในหลอดทดลองโดยไม่ไดอ้าศยั Factor VII (FVII) ซึ่ง

เป็นปัจจัยการแข็งตัวของเลือดใน extrinsic pathway แต่ผ่านทาง Factor XI (FXI) และ Factor 

XII (FXII) แทน (62) นอกจากนี ้Fischer et al. ไดศ้ึกษาจากการทดสอบในสตัวท์ดลอง (in vivo) 

พบว่าไคโตซานมีการกระตุน้ปฏิกิริยาทางชีวเคมี (biochemical reaction) แบบต่อเนื่องโดยอาศัย

การท างานของพลาสมาโปรตีน และปัจจัยการแข็งตัวของเลือดที่ส  าคัญต่าง ๆ เพื่อเสริมความ

แข็งแรงของลิ่มเลือด(blood clots) (63)  
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ภาพประกอบ 4 ภาพแสดงรูปแบบของปฏิกิริยาการแข็งตัวของเลือดบนพืน้ผิววสัดุ (FXIIa, FXIa, 
FIXa และ FXa เปลี่ยนแปลงไปเป็น XII, XI, IX และ X ตามล าดบั) 

ที่มา : Hu Z, Zhang DY, Lu ST, Li PW, Li SD. Chitosan-Based Composite 
Materials for Prospective Hemostatic Applications. Mar Drugs. 2018;16(8). 

4. การเกิดโครงสรา้งแบบรา่งแห (Formation of spatial network structure) 
โครงสร้างทางโมเลกุลของไคโตซานมีลักษณะเป็นสาย Glycosaminoglycan  

ซึ่งสามารถก่อให้เกิดเป็นโครงสรา้งแบบร่างแห (Network structure) ได้ง่าย และส่งเสริมการ

เกิดปฏิกิริยาระหว่างองคป์ระกอบในเลือดกบัวสัดไุคโตซานท าใหเ้กิดการสรา้งลิ่มเลือดที่แข็งแรง มี

การศึกษาของ Dowling et al. พบว่าเกิดกระบวนการหา้มเลือดดว้ยการก่อตัวเป็นเจล (Gelling 

hemostatic mechanism) จากการปรบัเปลี่ยนโครงสรา้งของไคโตซานใหม้ีส่วนที่ไม่ชอบน า้มาก

ขึน้ (Hydrophobically modified chitosan) (64) และเกิดกระบวนการห้ามเลือดของไคโตซาน

จากการยื่นส่วนประกอบที่ไม่ชอบน า้ของไคโตซานเขา้ยึดกบัส่วนประกอบที่ไม่ชอบน า้ของเยื่อหุม้

เซลลข์องเซลลเ์ม็ดเลือด (ภาพประกอบ 5) ท าใหเ้กิดโครงสรา้งร่างแหแบบสามมิติระหว่างไคโต

ซาน และเซลลเ์ม็ดเลือด สง่เสรมิใหเ้กิดการหา้มเลือดได ้



  31 

 

ภาพประกอบ 5 ภาพแสดงกระบวนการห้ามเลือดด้วยการก่อตัวเป็นเจล (gelling hemostatic 
mechanism) ของส่วนประกอบที่ไม่ชอบน า้ของไคโตซาน และเซลลเ์ม็ดเลือดแดงท าปฏิกิริยากัน
เป็นรา่งแห 

ที่มา : Hu Z, Zhang DY, Lu ST, Li PW, Li SD. Chitosan-Based Composite 
Materials form Prospective Hemostatic Applications. Mar Drugs. 2018;16(8). 

วัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธไ์คโตซาน N, O-carboxymethyl chitosan (NOCC) 
NOCC เป็นวัสดุหา้มเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซานชนิดหนึ่งที่เกิดจากการท าปฏิกิริยาทางเคมี 

(chemical reaction) เนื่องจากพบว่าไคโตซานมีความสามารถในการละลายน า้ที่ต  ่า ท าใหน้ าไป
ประยกุตใ์ชง้านไดย้าก การท าปฏิกิรยิาทางเคมีนีจ้ึงเป็นการพฒันาคณุสมบติัของอนพุนัธไ์คโตซาน
ใหล้ะลายน า้ไดม้ากขึน้ โดยเป็นการเพิ่มการละลายของอนพุนัธไ์คโตซานในสารละลายที่เป็นกลาง 
และสารละลายที่เป็นด่าง NOCC จากการท าปฏิกิริยา carboxylation ของไคโตซาน ซึ่งเป็นการ
แทนที่ด้วยหมู่คาบอกซิลในโครงสร้าง ปริมาณที่ ถูกแทนที่ จะบ่งบอกด้วยค่า degree of 
substitution (DS) โดย NOCC คืออนุพันธ์ไคโตซานที่ มี ค่า DS ≥ 1 (65) (ภาพประกอบ 6) 
นอกจากนี ้พบว่า NOCC มีความเข้ากันได้กับเซลล์เคราตินบนผิวหนังของมนุษย์ (6) และมี
คณุสมบติัของวสัดทุางการแพทย ์(biomedical properties) ท่ีดี เช่น มีฤทธิ์ยบัยัง้แบคทีเรีย เขา้กนั
ไดดี้กบัเนือ้เยื่อในรา่งกาย และสง่เสรมิกระบวนการหา้มเลือด (1, 8, 65) 



  32 

 

ภาพประกอบ 6 ภาพแสดงอนุพนัธข์องไคโตซานตามค่า DS จากการเกิด carboxylation โดยมีค่า 
DS นอ้ยกว่า 1 ไดเ้ป็นสาร O-carboxymethyl chitosan (A) และมีค่า DS มากกว่าหรือเท่ากับ 1 
ไดเ้ป็นสาร N, O-carboxymethyl chitosan (B) 

ที่มา : Wang W, Meng Q, Li Q, Liu J, Zhou M, Jin Z, et al. Chitosan Derivatives 
and Their Application in Biomedicine. Int J Mol Sci. 2020;21(2). 

NOCC ถูกน ามาศึกษาคน้ควา้ ทดลอง และพฒันา เพื่อสรา้งเป็นวสัดหุา้มเลือดที่ดีต่อมา โดย
มีการศึกษาถึงความสามารถในการห้ามเลือดของวัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซานชนิด 
ต่าง ๆ ในหลอดทดลองพบว่า NOCC สามารถช่วยเรง่ใหเ้กิดปฏิกิรยิาการแข็งตวัของเลือดไดดี้กว่า
กระบวนการแข็งตัวของเลือดตามธรรมชาติ กระบวนการห้ามเลือดของ NOCC เกิดจากการ
กระตุ้นการท างานของ Factor XII ที่เป็นปัจจัยการแข็งตัวของเลือดใน intrinsic pathway หรือ 
contact activation pathway และดงึดดูเกล็ดเลือดจากการมีหมู่คาบอกซิลภายในโมเลกุลที่แสดง
เป็นประจุลบคลา้ยกบัผิวของ subendothelial collagen (66, 67) และเมื่อเปรียบเทียบค่า Water 
contact angle พบว่าค่า Water contact angle ของวัสดุห้ามเลือด NOCC จะมีค่าน้อย ซึ่งเป็น
การบ่งบอกถึงความชอบน า้มาก (68) เป็นคณุสมบติัที่ส่งเสริมใหเ้กล็ดเลือดเกิดการดึงดดูไฟบริโน
เจนเขา้มาท าให้เพิ่มการยึดเกาะของเกล็ดเลือด และเกิดการสรา้งก้อนลิ่มเลือดขึน้ ( thrombus 
formation)(4, 69) 

ศูนยเ์ทคโนโลยีโลหะและวสัดุแห่งชาติ (National Metal and Materials Technology Center 
หรือ MTEC) เป็นสถาบันเพื่อการพัฒนาและสรา้งขีดความสามารถทางดา้นเทคโนโลยีวัสดุ ได้
ด าเนินการวิจัยพัฒนาวัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซานในรูปแบบฟองน ้า ได้แก่ calcium 
alginate/ N, O-carboxymethyl chitosan (CA/NOCC) โดยวสัดชุนิดนีเ้กิดจากการน าสารละลาย
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หนืดที่ไดจ้ากการผสม sodium alginate และ NOCC ในสดัส่วนต่อน า้หนัก เทลงแบบพิมพ์ และ
ท าใหแ้หง้จนเกิดชิน้งานที่มีลกัษณะแบบฟองน า้ ซึ่งจะถกูน าไปจุ่มในสารละลายแคลเซียมคลอไรด ์
ท าใหเ้กิดการแลกเปลี่ยนไอออนระหว่างโซเดียมไอออนกบัแคลเซียมไอออน เกิดเป็นสารหา้มเลือด 
CA/NOCC ขึน้มา (7) โดยมีการทดสอบวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC พบว่ามีความเขา้กันได้ดีกับ
เซลลไ์ฟโบรบลาสทห์นูชนิด L929 และเซลลไ์ฟโบรบลาสทข์องมนษุย ์(6-8) ผ่านการดลูกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) และมีการทดสอบ
การสลายตัวของวัสดุหา้มเลือด CA/NOCC ในสัดส่วนของโซเดียมอัลจิเนตต่อสารอนุพันธ์ไคโต
ซานในสดัส่วนต่อน า้หนกัต่าง ๆ ไดแ้ก่ 90:10 80:20 70:30 60:40 50:50 40:60 และ 30:70 พบว่า
มีอตัราการสลายตวัของวสัดเุรว็ขึน้เมื่อมีสดัสว่นของ NOCC มากขึน้ ซึ่งมีการสลายตวัทัง้หมดของ
วสัดทุี่มีสดัส่วน 30:70 ภายใน 4 สปัดาห ์และสดัส่วน 40:60 ภายใน 10 สปัดาห ์โดยการสลายตวั
ของ NOCC เกิดจากปฏิกิริยาเอนไซม์ของสารละลายไลโซไซม์ (lysozyme solution) ส่วนการ
สลายตัวของแคลเซียมอลัจิเนตเกิดปฏิกิริยาแลกเปลี่ยนไอออนระหว่างแคลเซียมไอออนของอลัจิ
เนตกับโซเดียมไอออนของสารละลาย phosphate-buffered saline (PBS) (7) และเมื่อทดสอบ
ประสิทธิภาพของวสัดหุา้มเลือดที่ใชใ้นหนูทดลองที่ถูกตดัหาง พบว่าวสัดหุา้มเลือด CA/NOCC มี
ฤทธิ์หา้มเลือดไดดี้กว่าวสัดหุา้มเลือด Spongostan® (ภาพประกอบ 7) (9) 

 

ภาพประกอบ 7 ภาพแสดงผลการทดลองของระยะเวลาในการหา้มเลือด (bleeding time) 

ที่มา : Janvikul W, Uppanan P, Kosorn W, editors. Evaluation of Efficacy of 
Chitosan Derivative Based Hemostat: In Vitro and In Vivo Studies. Proceedings of 2nd 
International Symposium on Biomedical Engineering; 2006; Bangkok, Thailand. 
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ต่อมาศูนย์เทคโนโลยีโลหะและวัสดุแห่งชาติ  (MTEC) ได้น าวัสดุห้ามเลือดชนิดนี ้ มา
ท าการศึกษาทดลองในมนุษย ์โดยการประเมินการระคายเคืองและอาการแพว้สัดุหา้มเลือดจาก
อนุพันธ์ไคโตซาน  CA/NOCC ซึ่งอยู่ในรูปแบบที่ใช้ภายในร่างกายและรูปแบบที่ใช้ภายนอก
ร่างกาย พบว่าไม่เกิดอาการแพ้ และการระคายเคืองจากวัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซาน 
CA/NOCC วสัดหุา้มเลือดทัง้สองรูปจึงมีความปลอดภัย และสามารถน าไปใชป้ระโยชนใ์นมนุษย์
ได ้(11) จากนัน้จึงมีการทดสอบความสามารถในการสลายตวัของวสัดหุา้มเลือดจากอนุพนัธ์ไคโต
ซาน CA/NOCC ที่ใช้ภายในร่างกายมนุษย์ โดยการฝังวัสดุห้ามเลือดในบริเวณแผลผ่าตัดใน
ร่างกายมนุษย ์พบว่าวัสดุหา้มเลือดสามารถสลายตัวไดอ้ย่างสมบูรณ์ภายในระยะเวลา 3 เดือน 
โดยไม่พบสิ่งตกคา้งของวัสดุ และไม่พบปฏิกิริยาการอักเสบหรือการต่อตา้นของเนือ้เยื่อต่อวัสดุ
ห้ามเลือด (12) นอกจากนี ้ประสิทธิภาพในการห้ามเลือดของอนุพันธ์ไคโตซาน CA/NOCC ที่
น ามาใชบ้นแผลผ่าตดับริเวณผิวหนงัของมนุษยน์ัน้ พบว่าสามารถหา้มเลือดไดดี้ที่สดุภายหลงัการ
ใชง้านเป็นระยะเวลา 8 นาที เมื่อเทียบกบั Spongostan® และ Algisite-M® (10) 

ดว้ยความรว่มมือจากคณะผูว้ิจยัจากศนูยเ์ทคโนโลยีโลหะและวสัดแุห่งชาติ(MTEC) วสัดหุา้ม
เลือด CA/NOCC ที่มีสดัส่วนน า้หนัก 80 : 20 (Sodium alginate กบั NOCC) ไดถู้กน ามาทดสอบ
กบัเซลลส์รา้งกระดกูที่ผ่านการคัดแยกจากกระดูกขากรรไกรของมนุษย ์โดยการประเมินลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาของเซลลจ์ากการวิเคราะหด์ว้ยกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) 
พบว่าเซลล์สร้างกระดูกมีลักษณะผิวเซลล์ที่แบน และเรียบเป็นรูปทรงกระสวย (fusiform) 
คลา้ยคลงึกบักลุ่มควบคมุที่เลีย้งเซลลด์ว้ย DMEM+/+ และอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลลท์ี่ใชก้าร
ทดสอบเอ็มทีที  (MTT assay) โดยการวัดการดูดกลืนแสง ณ  วันที่  1, 3 และ 6 แล้วน ามา
ค านวณหาอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลล  ์ในงานวิจยันีพ้บว่ากลุ่มที่เลีย้งเซลลส์รา้งกระดกูกบัวสัดุ
หา้มเลือด CA/NOCC มีอตัราการเพิ่มจ านวนไม่แตกต่างกบักลุม่ควบคมุ (13) (ภาพประกอบ 8)  
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ภาพประกอบ 8 ลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล์สรา้งกระดูกที่เลีย้งมาเป็นระยะเวลา 3 วัน 
บนแผ่นกระจกกั้นใส โดยเซลลส์รา้งกระดูกที่ปราศจาก CA/NOCC เป็นกลุ่มควบคมุ (OBs) และ
เซลลส์รา้งกระดูกที่มี CA/NOCC เป็นกลุ่มทดสอบ (OBs+CA/NOCC) ก าลงัขยาย 250X 1000X 
และ 3000X และกราฟแท่งแสดงอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์ที่พบว่าไม่แตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ 

ที่มา : 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) : 277-288]. 2020. 

ในทางตรงกันขา้มเมื่อน าวัสดุ CA/NOCC สัดส่วน 80:20 มาทดสอบกับเซลลไ์ฟโบรบลาสท์
เนือ้เยื่อเหงือก จากการายงานของ Mahatchariyapong et al. พบว่ามีการลดลงของอตัราการเพิ่ม
จ านวนของเซลลถ์ึงรอ้ยละ 30 และมีการเปลี่ยนแปลงของรูปร่างเซลล ์โดยมีการสรา้งส่วนยื่น
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ขนาดใหญ่ (large fibrils) และตุ่มพองใส (cellular blebbing) (ภาพประกอบ  9) โดยคาดว่า
ผลเสียของลกัษณะทางสณัฐานวิทยาที่เปลี่ยนแปลง และอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลลท์ี่ลดลง
อาจเกิดจากปรมิาณแคลเซียมไอออนที่ปลดปล่อยออกมาจากวสัด ุซึ่งจากการวดัระดบัแคลเซียม
ไอออนในกลุ่มที่เลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือกร่วมกับวัสดุ CA/NOCC สัดส่วน 80:20 
พบว่าปริมาณแคลเซียมไอออนที่สัมผัสกับเซลล์มีระดับสูงถึง 2.96 ± 0.24 มิลลิโมลาร  ์(mM) 
ในขณะที่กลุม่ควบคมุที่เลีย้งไฟโบรบลาสทเ์นือ้เยื่อเหงือกอย่างเดียววดัปรมิาณแคลเซียมไอออนได้
อยู่ในช่วง 1.53-1.68 mM เท่านัน้ (14) 

 

ภาพประกอบ 9 ลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือกที่เลีย้งมาเป็น
ระยะเวลา 3 วัน บนแผ่นกระจกกั้นใส  โดยเซลล์ไฟโบรบลาสท์เนื ้อเยื่อเหงือกที่ปราศจาก 
CA/NOCC เป็นกลุ่มควบคุม (GFs) และเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เนือ้เยื่อเหงือกที่มี CA/NOCC เป็น
กลุม่ทดสอบ (GFs+CA/NOCC) ก าลงัขยาย 500X และ 3000X ตามล าดบั ลกูศรสีเหลืองชีบ้รเิวณ
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ตุ่มพองใส (cellular blebbing) ที่เกิดขึน้บนผิวเซลล ์และกราฟแท่งแสดงอตัราการเพิ่มจ านวนของ
เซลลข์องกลุ่ม GFs+CA/NOCC ที่น้อยกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p - value 
<0.0001) 

ที่มา : Mahatchariyapong T, Phaewphala K, Kosorn W, Kitrueangphatchara K, 
Sricholpech M. Cytotoxicity of the Calcium Alginate/N, O-carboxymethylchitosan 
Hemostatic Sponge on Primary Human Gingival Fibroblasts. CM Dent J. 2022; 43(1):19-
28. 

เอ็นยึดปริทันต ์(Periodontal ligament หรือ PDL) 
เอ็นยึดปริทันต์เป็นเนื ้อเยื่อเก่ียวพัน (connective tissue) ที่ยึดเกาะระหว่างเคลือบรากฟัน 

(cementum) และกระดูกเบ้าฟัน  (alveolar bone) มีขนาดตั้งแต่  0.15 ถึง 0.38 มิลลิ เมตร  
โดยส่วนที่บางที่สุดอยู่บริเวณกึ่งกลางของความยาวราก เมื่อมีอายุมากขึน้เอ็นยึดปริทันต์จะมี
ขนาดเล็กลงเรื่อย ๆ เอ็นยึดปริทันต์นั้นเป็นส่วนหนึ่งของอวัยวะปริทันต์ (periodontium) ที่มี
ความส าคญัในการเป็นเนือ้เยื่อที่ตอบสนองต่อแรงทางกล (mechano-responsive tissue) โดยยึด
อยู่ระหว่างรากฟัน และกระดกูเบา้ฟัน คอยรบัแรงที่เกิดจากแรงบดเคีย้ว สามารถปรบัตวัใหเ้ขา้กบั
สภาวะแวดลอ้มไดโ้ดยการลดขนาดของเอ็นยดึปรทินัตต์ามแรงบดเคีย้วที่ลดลง หรือเพิ่มขนาดของ
เอ็นยึดปริทันต์ตามแรงบดเคีย้วที่ เพิ่มขึน้ได้ แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่างเอ็นยึดปริทันต์กับ
กระดกูเบา้ฟันต่อกนัและกนั (70) นอกจากนีเ้อ็นยึดปริทนัตม์ีหนา้ที่ในการสะสมแร่ธาตขุองกระดกู 
การสรา้งกระดูกในแผลถอนฟัน และการเหนี่ยวน าในการสรา้งกระดูก ซึ่งช่วยท าใหเ้กิดการเชื่อม
ติดของกระดกูที่สรา้งใหม่กบัพืน้ผิวรากเทียม (osteointregration) ไดอี้กดว้ย (71)  

เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตม์ีลักษณะพิเศษในการสรา้ง Extracellular compartment 
อย่างรวดเร็ว โดยเฉพาะเสน้ใยคอลลาเจน เกิดจากการมีไซโทพลาสซึมขนาดใหญ่ และบรรจุออร์
แกเนลลม์ากมายอยู่ภายในของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัต ์ท าใหส้ามารถสงัเคราะห์ และ
หลั่ งโปรตีนออกมานอกเซลล์ สร้างเป็นโครงร่างค ้าจุน (cytoskeleton) ให้เป็นจุดยึดเกาะ 
(adherens) และช่องว่าง (gap junction) ในการเรียงตัวของคอลลาเจนขึน้มา โดยเสน้ใยคอลลา
เจนจะมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรา้ง (remodeling) อยู่ตลอดเวลา (70) 

เอ็ น ยึ ดป ริทั น ต์ ป ระกอบด้วย คอลลา เจนที่ เป็ น เส้น ใย  (Fibrillar collagen) ชนิ ดที่  
I, III และ V ปริมาณ 75%, 20% และ 5% ตามล าดับ (72, 73) ส่วนคอลลาเจนที่ไม่เป็นเส้นใย 
(Non-fibrillar collagen) ชนิด IV, VI, XII และ XIV เป็นองค์ประกอบส่วนน้อยในเอ็นยึดปริทันต ์
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(74, 75) ซึ่งคอลลาเจนที่เป็นเสน้ใยจะท าหน้าที่เป็นโครงข่าย (scaffold) ที่เป็นตัวก าหนดรูปร่าง 
(form) การเชื่อมต่อ (connectivity) และความต้านทานแรงดึงของเอ็นยึดปริทันต์ (tensile 
strength) (76) ในขณะที่ความต้านทานแรงอัด (compressive force) นั้นมาจากส่วนที่เป็นน ้า 
กรดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic acid) และโปรตีโอไกลแคน (proteoglycans) ชนิดต่าง ๆ (70) มี
การศึกษาพบว่าเสน้ผ่านศนูยก์ลางของคอลลาเจนที่เป็นเสน้ใยในเอ็นยดึปรทินัตจ์ะมีขนาดเล็กกว่า
ของเนือ้เยื่อเก่ียวพันชนิดอ่ืน ๆ เนื่องจากอัตราการทดแทนของคอลลาเจน (collagen turnover) 
เกิดขึน้อย่างรวดเร็วในเอ็นยึดปริทันต์ (77) และพบว่าส่วนที่ไม่ใช่คอลลาเจนของเอ็นยึดปริทันต ์
(non-collagenous components) มีหนา้ที่ควบคมุการสรา้งคอลลาเจนที่เป็นเสน้ใยชนิดต่าง ๆ 

วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์(Cell viability assays) 
Cell viability assays เป็นวิธีการทดสอบความมีชีวิตของเซลลท์ี่ท าการวิเคราะหใ์นจานเลีย้ง

เซลลแ์บบหลายหลุม วิธีการดังกล่าวถูกใชเ้พื่อทดสอบผลกระทบของสารประกอบต่าง ๆ ต่อการ
เพิ่มจ านวนของเซลล์ (cell proliferation) หรือมีความเป็นพิษต่อเซลล  ์(cytotoxicity) ชุดทดสอบ
ต่าง ๆ ที่พัฒนาขึน้มาอาศยัวิธีการตรวจจับสญัญาณระหว่างตวัรบัสญัญาณ และตวัส่งสญัญาณ
ภายในเซลล ์โดยสญัญาณที่ไดน้ัน้ แสดงถึงการแสดงออกของยีน การติดต่อสื่อสารของของเซลล ์
หรือ การควบคุมการท างานของออรแ์กเนลลต่์าง ๆ แต่ไม่ว่าจะเป็นชุดทดสอบชนิดใดก็ตาม สิ่ง
ส าคญัที่ตอ้งการทราบคือจ านวนเซลลท์ี่มีชีวิตเมื่อเสรจ็สิน้การทดลอง  

การทดสอบความมีชีวิตของเซลลท์ี่นิยมใชม้ีหลายประเภท ยกตัวอย่างเช่น วิธีที่อาศัยกลไก 
tetrazolium reduction, resazurin reduction และ  protease activity assays เป็นการทดสอบ
ดว้ยวดัการเมตาบอลิซึมของเซลล ์หรือการท างานของเอนไซม ์โดยเป็นการบ่งบอกถึงความมีชีวิต
ของเซลล ์ซึ่งเป็นการน าสารเคมี (reagent) เขา้ไปบ่มเพาะกับเซลลท์ี่ตอ้งการท าการทดสอบ เพื่อ
เปลี่ยนสีของสารตัง้ตน้ใหเ้ป็นผลิตภัณฑท์ี่มีสี หรือสารฟลอูอเรสเซนท์ที่สามารถน าไปนับเซลลไ์ด้
ในภายหลงั การเปลี่ยนสีของสารตัง้ตน้ใหเ้ป็นผลิตภณัฑท์ี่มีสี หรือสารฟลอูอเรสเซนทจ์ะลดลงเมื่อ
มีเซลลต์าย โดยการทดสอบแต่ละรูปแบบจะมีพืน้ฐานในการตรวจสอบที่แตกต่างกนัไป (78) 

1.Tetrazolium Reduction Assays 
ที่ผ่านมามีการพฒันาสารประกอบ Tetrazolium ที่มีความหลากหลายซึ่งเกิดจากการ

เปลี่ยนแปลงสว่นประกอบต่าง ๆ ภายในโมเลกุล เพื่อน ามาใชว้ดัจ านวนเซลลท์ี่มีชีวิต โดยชนิดของ

สารประกอบ Tetrazolium ที่นิยมใช ้ไดแ้ก่ MTT MTS XTT และ WST-1 เป็นตน้ 
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MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide) assays 

เป็นการทดสอบปฏิกิริยารีดอกซ์ของ tetrazolium ได้ผลิตภัณฑ์เป็นฟอรม์าซาน (Formazan) 

(ภาพประกอบ 10) ซึ่งเป็นการทดสอบกับเซลล์ที่มีลักษณะเป็น  homogenous cell และถูก

พัฒนาขึน้จนสามารถทดสอบในรูปแบบ 96 หลมุได ้(79) MTT ไดร้บัการยอมรบัอย่างกวา้งขวาง 

และได้รบัความนิยมในห้องปฏิบัติการ มีวิธีการทดลองโดยการเติม MTT เข้าไปเซลลท์ี่ท าการ

เพาะเลีย้ง และท าการบ่มเพาะ (incubation) เป็นเวลา 1 ถึง 4 ชั่วโมง ปริมาณของ formazan ที่

เกิดขึน้จะเปลี่ยนสารละลายสีเหลืองของ MTT ใหก้ลายเป็นสารละลายสีม่วงของ formazan และ

ถูกบันทึกด้วยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นขนาด 570 นาโนเมตร ผ่านเครื่องอ่าน

ค่าสเปคโตรโฟโตมิเตอร ์(spectrophotometer) โดยกระบวนการเปลี่ยนแปลงของโมเลกุลที่เกิดขึน้

นัน้หลายการศึกษารายงานว่าเป็นการเกิดปฏิกิริยารบัอิเล็กตรอนที่มาจาก NADH หรือสารที่ให้

อิเล็กตรอนอ่ืน ๆ ซึ่งบ่งบอกถึงการท างานของในไมโทรคอนเดรีย (mitrochondrial activity) (80) 

นอกจากนีป้ริมาณค่าดูดกลืนแสงที่ เกิดขึน้ มีความเก่ียวขอ้งกับปัจจัยอ่ืน ๆ อีกดว้ย เช่น ความ

เข้มข้นของ MTT ระยะเวลาในการบ่มเพาะสาร ปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตที่ท าการทดสอบ และ

กระบวนการเมตาบอลิซมึที่เกิดขึน้ 

 

ภาพประกอบ 10 ภาพแสดงโครงสรา้งของ MTT ที่ท าปฏิกิรยิากบั NADH ไดเ้ป็นสาร formazan 

ที่มา : Riss TL, Moravec RA, Niles AL, Duellman S. Cell Viability Assays. 2013 
May 1 [Updated 2016 Jul 1] ed. Sittampalam GS GA, Brimacombe K, et al, editor.  
Eli Lilly & Company and the National Center for Advancing Translational Sciences2004 
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MTT assays มีขอ้ดีในการทดสอบคือ เป็นการทดสอบที่ไม่ใชส้ารกัมมันตภาพรงัสี 

สามารถท าการทดลองได้ง่าย ประหยัดเวลา และสามารถท าการทดลองแบบหลายหลุม   

(multi-well plates) ได ้แต่อย่างไรก็ตามพบว่ามีขอ้เสียในดา้นการแปลผล เนื่องจากผลที่ไดจ้าก

การทดลองเป็นการบ่งบอกกระบวนการเมตาบอลิซึมที่เกิดขึน้ ไม่สามารถวัดการเพิ่มจ านวนของ

เซลลท์ี่แทจ้รงิได ้รวมถึงความเป็นพิษของผลิตภณัฑฟ์อรม์าซานที่ไดเ้ป็นผลเสียต่อเยื่อหุม้เซลล  ์

2. Resazurin Reduction Assay Concept 
resazurin เป็นสารทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ที่มีวิธีการคลา้ยกบัการทดสอบดว้ย

สารประกอบ tetrazolium (81) resazurin สามารถละลายได้ในสารละลายบัฟเฟอรเ์กิดเป็น

สารละลายสีน า้เงินเขม้ และเมื่อท าการเติมลงไปในจานเลีย้ง เซลลท์ี่มีชีวิตจะท าปฏิกิริยารีดอกซ์

กบั resazurin เกิดเป็นผลิตภณัฑ ์resorufin ที่เป็นสีชมพแูละเรืองแสงได ้(ภาพประกอบ 11) 

 

ภาพประกอบ 11 ภาพแสดงโครงสรา้งของ resazurin และ resorufin ภายหลงัการรบัอิเล็กตรอน
จากเซลลท์ี่มีชีวิต 

ที่มา : Riss TL, Moravec RA, Niles AL, Duellman S. Cell Viability Assays. 2013 
May 1 [Updated 2016 Jul 1] ed. Sittampalam GS GA, Brimacombe K, et al, editor.  
Eli Lilly & Company and the National Center for Advancing Translational Sciences2004 

ปริมาณของ resorufin ที่วัดได้เป็นสัดส่วนโดยตรงกับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต ซึ่ง

สามารถวัดได้โดยใช้เครื่อง microplate fluorometer วัดแสงจากสารเรืองแสงสีชมพู  มีความ

แม่นย ามากกว่าการดูดกลืนแสงปกติ  จึงเป็นข้อได้เปรียบของการทดสอบ resazurin เมื่ อ

เปรียบเทียบกบัการทดสอบ tetrazolium อย่างไรก็ตามมีการศึกษาพบขอ้เสียของ resazurin ที่เกิด
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ภายหลงัการบ่มเพาะสารกับเซลลเ์ป็นระยะเวลานาน โดยพบการเปลี่ยนแปลงทางสณัฐานวิทยา

ของเซลล ์รวมถึงการท างานของเซลลต่์อการผลิต ATP ที่ลดลง ซึ่งเป็นผลมาจาก resazurin มีผล

ท าลายนิวคลีโอไทดภ์ายในเซลล ์

แคลเซียมไอออน (calcium ion) 
แคลเซียมไอออนเป็นสารที่ส  าคญัต่อร่างกายมีหนา้ที่ส  าคญัเก่ียวขอ้งเป็นปัจจยัการแข็งตวัของ

เลือดในระยะเริ่มตน้ของกระบวนการหายของแผล (healing process) (82) ซึ่งแคลเซียมไอออน
นั้นมีอยู่ทั้งภายในเซลล ์(intracellular calcium ion) และภายนอกเซลล ์(extracellular calcium 
ion) ปริมาณแคลเซียมไอออนภายในเซลล์เมื่ออยู่ในสภาะวะพัก (resting) มีปริมาณประมาณ 
100 nM หรือน้อยกว่า โดยแคลเซียมไอออนที่อยู่ภายในเซลลจ์ะท าหน้าที่ในการส่งสัญญาณ
ภายในเซลล  ์(intracellular signaling) เพื่อก่อใหเ้กิดการท าหน้าที่ของเซลล ์(cell function) (42) 
โดยปกติเซลลจ์ะมีการสมดลุระหว่างแคลเซียมไอออนภายในเซลล ์และภายนอกเซลลด์ว้ยระบบ
ขนส่ง (Ca2+-transport) และ Ca2+-Compartmentalization เมื่อเกิดความผิดปกติ หรือเกิดการ
บาดเจ็บของเซลลข์ึน้ แคลเซียมไอออนภายนอกเซลลจ์ะไหลเขา้สู่ภายในเซลล ์และเกิดความเป็น
พิษต่อเซลลไ์ด้(15) มีการศึกษาหลายการศึกษาที่พบว่าปริมาณแคลเซียมไอออนมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์(morphology) การควบคมุการเพิ่มจ านวนของ
เซลล ์(proliferation) และการเคลื่อนที่ของเซลล ์(migration) (15, 82, 83) 

จากการศึกษาของ Orrenius et al. พบว่าปริมาณแคลเซียมไอออนมีผลต่อการเปลี่ยนแปลง
ลกัษณะทางสณัฐานของเซลลเ์มื่อมีปริมาณแคลเซียมไอออนภายนอกเซลลม์ากผิดปกติ จะเกิด
ความเป็นพิษต่อเซลลข์ึน้ โดยปรากฎการยื่นออกของผิวเซลล  ์(protrusion) หรือเกิดการสรา้งตุ่ม
พองใส (bleb formation) และเกิดการท าลายผนงัเซลลข์องไมโทคอนเดรีย (mitochondria) ท าให้
สามารถสรา้ง ATP ไดน้้อยลง (15) และในการศึกษาของ Magee et al. ที่เปรียบเทียบปริมาณ
แคลเซียมไอออนภายนอกเซลลร์ะหว่างปรมิาณ 0.1 mM และ 2.0 mM กบัเซลลเ์คราตินของมนษุย ์
พบว่าเซลล์เคราตินมีการแสดงออกของลักษณะทางสัณฐานวิทยาดีกว่าเมื่ออยู่ในสภาวะที่มี
แคลเซียมไอออนภายนอกเซลลท์ี่นอ้ยกว่า ซึ่งลกัษณะที่เปลี่ยนแปลงไปของเซลล์เมื่อเซลลส์มัผัส
กบัแคลเซียมไอออนที่มาก จะปรากฏลกัษณะของเซลลท์ี่แบนราบ (flatten) มากขึน้ และmicrovilli 
บนผิวเซลลท์ี่นอ้ยลง (84) 

ในส่วนของการท าหนา้ที่เพิ่มจ านวนของเซลลแ์ต่ละชนิดที่สมัผสักบัแคลเซียมไอออนภายนอก
เซลลน์ัน้ จะมีการตอบสนองที่แตกต่างกนั โดยพบว่าเซลลเ์คราตินของหนูจะมีการเพิ่มจ านวนของ
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เซลลม์ากสุด เมื่อค่าความเข้มข้นของแคลเซียมไอออนภายนอกเซลลม์ีระดับต ่ากว่า 0.1 mM 
ในขณะที่เซลลไ์ฟโบรบลาสทผ์ิวหนงัมนุษยม์ีการเพิ่มจ านวนของเซลลม์ากสดุ เมื่อค่าความเข้มขน้
ของแคลเซียมไอออนภายนอกเซลล์มีค่าประมาณ 1.4 mM บ่งบอกไดว้่าเซลลท์ี่มีตน้ก าเนิดจาก 
mesoderm จะมีความเขม้ขน้ของปรมิาณแคลเซียมไอออนที่เหมาะสมที่สดุในการเจรญิเติบโตของ
เซลลม์ากกว่าเซลลท์ี่มีตน้ก าเนิดจาก ectoderm ถึง 100 เท่า (83) ดังนั้นเซลลแ์ต่ละชนิดมีการ
ตอบสนองของอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์ที่แตกต่างกัน และมีการศึกษาที่ทดสอบวัสดุหา้ม
เลือดที่มีส่วนประกอบของแคลเซียมไอออน เช่น Kaltostat ,Algisite M และ SeaSorb Soft (16, 
17) พบว่ามีผลท าใหอ้ตัราการเพิ่มจ านวนของเซลลเ์คราตินของมนษุยล์ดนอ้ยลง 

การศึกษาการเคลื่อนที่ของเซลลท์ี่ทดสอบแคลเซียมไอออนภายนอกเซลลข์องไฟโบรบลาสท์
ผิวหนังของหนูในปริมาณ 0.1 -3.5 mM พบว่ามีการเคลื่อนที่ของเซลลเ์ขา้สู่ช่องว่างมากที่สุด ใน
ระดบัแคลเซียมไอออนภายนอกเซลลเ์ท่ากบั 2.5 mM ซึ่งเป็นผลมาจากปรมิาณแคลเซียมไอออนที่
ไปกระตุน้การท างานของ calcium-dependent protein ที่เก่ียวขอ้งกบัการเคลื่อนที่ของเซลล ์(85) 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
ในการวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจยัไดด้  าเนินงานตามขัน้ตอนดงันี ้

1. การก าหนดประชากรและการเลือกกลุม่ตวัอย่าง 

2. ขัน้ตอนการทดลอง 

3. การเก็บรวบรวมขอ้มลู 

4. สถิติที่ใชใ้นการวิเคราะหข์อ้มลู 

การก าหนดกลุ่มประชากรและการเลือกกลุ่มตัวอย่าง 
ประชากร 

เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตท์ี่ผ่านการคัดแยกมาจากเนือ้เยื่อเอ็นยึดปริทันตท์ี่

อยู่บริเวณผิวรากฟันของผู้ที่ให้ความยินยอม เก็บไวใ้นคลังเก็บเซลล ์และได้รบัการรบัรองจาก

คณะกรรมการจรยิธรรมการวิจยัในมนษุย ์(SWUEC-022/2563X) 

การเลือกกลุม่ตวัอย่าง 
เซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ที่ท าการสุ่ม 3-5 เซลลไ์ลน ์(cell line) และเลือก

เซลลท์ี่เพาะเลีย้งในรุน่ที่ 3-8 มาท าการทดลอง 

ขั้นตอนการทดลอง 
1. การเตรียมวสัดหุา้มเลือด CA/NOCC ในแบบสดัสว่นต่างๆ 

วัสดุหา้มเลือด CA/NOCC ถูกเตรียมโดยใชส้ารองคป์ระกอบของ โซเดียมอัลจิเนต 

(sodium alginate: SA) กับ  N, O-carboxymethyl chitosan (NOCC) โดย SA และ NOCC ที่

สดัส่วนน า้หนกัต่าง ๆ ไดแ้ก่ 100%CA, CN80/20, CN25/75 และ100%NOCC จะถูกละลายดว้ย

น ้าที่ขจัดไอออนแล้ว (deionized water) สารละลายหนืดที่ ได้จากการละลายและผสมสาร

องค์ประกอบดังกล่าวจะถูกเทลงในแม่แบบเพื่อท าเป็นแผ่นที่มีขนาดความหนาประมาณ 1 

มิลลิเมตร ตามดว้ยการน าไปท าใหแ้หง้ดว้ยวิธีฟรีซ-ดรายเพื่อผลิตเป็นรูปแบบฟองน า้ น าชิน้งาน

วสัดุที่ไดจุ้่มลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดเ์ป็นเวลา 10 นาที กระบวนการแลกเปลี่ยน Na+-
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Ca2+ ระหว่าง Na+ ในสารละลายโซเดียมอลัจิเนต (sodium alginate: SA) กบั Ca2+ ในสารละลาย

แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2) เกิดเป็นวัสดุหา้มเลือด CA/NOCC ที่ตอ้งผ่านการลา้งดว้ยน า้และท า

ใหว้ัสดุแหง้ดว้ยวิธีฟรีซ-ดรายอีกครัง้หนึ่ง วัสดุที่ไดจ้ะอยู่ในรูปของแผ่นฟองน า้บางๆ และตัดเป็น

รูปร่างตามลกัษณะการใชง้าน (วงกลมขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร และ 10 มิลลิเมตร 

หนา 1 มิลลิเมตร) (7) โดยวัสดุหา้มเลือด 100%CA, CN80/20, CN25/75 และ100%NOCC จะ

ถูกท าใหป้ลอดเชือ้โดยการฉายรงัสีแกมมาหรือผ่านการอบฆ่าเชือ้ดว้ยแก๊สเอธิลีนออกไซด์  ส่วน

วสัด ุCN80/20X, CN25/75X และ NOCC จะเป็นการน าวสัดุที่ขึน้รูปเป็นฟองน า้แลว้ ไปท าการนึ่ง

ดว้ยเครื่องอบแรงดนัไอน า้ (autoclave) ที่อณุหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ท าใหเ้กิด 

cross-link ในองคป์ระกอบ NOCC ของวสัด(ุ86) 

2. การเพาะเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัต ์
เนือ้เยื่อบริเวณผิวรากฟันของผู้ให้ความยินยอม จะถูกน ามาลา้งดว้ย Phosphate 

buffered saline (PBS) 2 ครั้ง  น ามาเพาะเลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเซลล์ดี เอ็ม อี เอ็ม  (DMEM; 

Dulbecco Modified Eagle’s Medium high glucose) ที่มี ฟีทัลคลาฟซีรัม  ร้อยละ 10 (10% 

Fetal calf serum;FCS) กลูตามีน 2 มิลลิโมลาร ์(2 mM L-Glutamine) เพนนิซิลลิน 100 IU ต่อ

มิ ลลิ ลิ ต ร (100IU Penicillin) ส เตร็ป โตมัยซิ น  100  ไม โครกรัม ต่อมิ ลลิ ลิ ต ร (100 µg/ml 

Streptomycin) และแอมโฟเทอริซินบี  5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (5 µg/ml Amphotericin B) 

ภายใตตู้อ้บที่มีความชืน้และก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์รอ้ยละ 5 (5% CO2) ณ อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เมื่อเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต์ที่เพาะเลีย้งมีการเพิ่มจ านวนเพียงพอจะท าการ

ถ่ายโอนเซลล ์(Subculture) สู่จานเลีย้งเซลลใ์หม่ จากนัน้ท าการเพาะเลีย้งจนไดเ้ซลลใ์นรุ่นที่ 3-8 

และท าการเก็บเซลลไ์วใ้นคลงัเก็บเซลล ์(87) 

3. การวดัระดบัแคลเซียมไอออน 
น าอาหารเลีย้งเซลลท์ี่ดูดออกจากหลุมทดสอบของการทดลอง cell proliferation 

assay ทั้งที่อยู่ในหลุมที่มีวัสดุทดสอบ และไม่มีวัสดุทดสอบ แล้วท าการวัดปริมาณแคลเซียม

ไอออนที่ปลดปลอ่ยออกมาในอาหารเลีย้งเซลลด์ว้ยชดุทดสอบ Quantichrom Calcium Assay Kit 

(BioAssay Systems, Hayward, USA) โดยการดูดอาหารเลี ้ยงเซลล์แต่ละหลุมออกมาเป็น

ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงในหลมุของจานเลีย้งชนิด 96 หลมุ จากนัน้เติมสารทดสอบที่ผสมจากชุด

ทดสอบอีก 200 ไมโครลิตร น าไปแกว่งใหส้ารผสมกันเป็นระยะเวลา 3 นาที ณ อณุหภูมิหอ้ง แลว้
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วัดปริมาณการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 612 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง Microplate reader 

(Asys UVM340; Biochrom, Cambridge, UK) 

4. การทดสอบการเพิ่มจ านวนเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ (cell proliferation 
assay) 

วางวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิ เมตร หนา 1 

มิลลิเมตร ลงบนจานเลีย้งเซลลช์นิด 24 หลมุ จากนัน้ท าการแยกเซลลจ์ากจานเลีย้งโดยใช ้0.5% 

Trypsin-EDTA และหว่านเซลลล์งบนวัสดุหา้มเลือด CA/NOCC จ านวน 2x104 เซลลใ์นอาหาร

เลีย้งเซลล ์DMEM 1,000 ไมโครลิตร ต่อหลมุการทดลอง (โดยก าหนดใหห้ลมุที่มีเฉพาะเซลลไ์ฟโบ

รบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัตเ์ป็นกลุม่ควบคมุ) และแต่ละกลุม่ทดลองจะมีการท าซ า้ 3 หลมุต่อกลุม่ โดย

ท าการเตรียมเป็น 3 ชุดการทดลอง และน าจานเลีย้งเซลลท์ั้งหมดเขา้ตูอ้บที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ในคารบ์อนไดออกไซด ์5% เพื่อวัดความมีชีวิตของเซลลท์ี่ 1, 3 และ 6 วัน ซึ่งเริ่มการ

ทดสอบดว้ยการดูดอาหารเลีย้งเซลล ์และวัสดุหา้มเลือดออกใหห้มด แลว้ลา้งดว้ย PBS หลุมละ 

1,000 ไมโครลิตร ท าการวัดความมีชีวิตของเซลลด์ว้ยการทดสอบเอ็มทีที (MTT assay, [3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5 Diphenyltetrazoliumbromide]) ตามวิธีจากการศึกษาที่ผ่านมา (13) 

และท าการทดสอบเช่นเดียวกนัในชุดการทดลองของวนัที่ 3 และ 6 และค านวณอัตราการเพิ่มขึน้

ของจ านวนเซลลจ์ากวนัที่ 1-6 เป็นรอ้ยละโดยเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ 

5. การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron 
microscope/SEM) 

 มีการทดสอบดว้ยการวางวสัดหุา้มเลือด CA/NOCC ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 10 

มิลลิเมตร หนา 1 มิลลิเมตร บนแผ่นกระจกกั้นใส (Cover glass) ในจานเลี ้ยงชนิด 24 หลุม 

จากนัน้ท าการแยกเซลลจ์ากจานเลีย้งโดยใช ้0.5% Trypsin-EDTA และหว่านเซลลล์งบนวสัดหุา้ม

เลือด CA/NOCC จ านวน 6x104 เซลล ์ในอาหารเลีย้งเซลล ์DMEM 1,000 ไมโครลิตร ต่อหลมุการ

ทดลอง น าจานเลีย้งเซลลเ์ขา้ตูอ้บที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคารบ์อนไดออกไซด ์5% เป็น

เวลา 7 วัน (ก าหนดให้จานเลี ้ยงเซลล์ที่มีเฉพาะเซลล์ไฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์เป็นกลุ่ม

ควบคุม) จากนั้นน าไปเขา้สู่กระบวนเตรียมเพื่อท าการวิเคราะหด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอน

แบบส่องกราดตามขัน้ตอนในการศกึษาก่อนหนา้ (13) และท าการบนัทึกขอ้มลูความหนาแน่นและ

ลกัษณะพืน้ผิวของเซลล ์
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การเก็บรวบรวมข้อมูล  
1. ประเมินปริมาณของแคลเซียมไอออนที่ถูกปลดปล่อยลงในอาหารเลีย้งเซลล์ จาก

ปริมาณการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 612 นาโนเมตร ในการทดสอบ Quantichrom Calcium 
Assay Kit  

2. ประเมินการเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ จากปริมาณการ
ดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ในการทดสอบเอ็มทีที (MTT assay) 

3. ประเมินรูปร่างของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต์ จากการวิเคราะห์ดว้ยกลอ้ง
จลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งกราด (SEM)  

สถิติที่ใช้ในการวิเคราะหข์้อมูล 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ ท าการรายงานความ

เปลี่ยนแปลงลกัษณะของเซลลเ์ชิงพรรณนา ส่วนอตัราการเพิ่มจ านวนของ และปริมาณแคลเซียม
ไอออนที่ปลดปล่อยนัน้เป็นการศึกษาเชิงทดลอง ซึ่งท าการรายงานผลเป็นค่าเฉลี่ย และค่าส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน และท าการวิเคราะหท์างสถิติ ดว้ยการใช ้Shapiro-Wilk Test เพื่อทดสอบการ
แจกแจงแบบปกติของขอ้มลู มีการใช ้one-way ANOVA ในการทดสอบความแปรปรวนของขอ้มลู
อัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล ์และปริมาณแคลเซียมไอออนที่ปลดปล่อย ท าการเปรียบเทียบ
พหุคณูดว้ย Tukey’s multiple comparison test โดยก าหนดระดบันยัส าคญัที่ 0.05 การวิเคราะห์
ทางสถิติท าโดยใชโ้ปรแกรม GraphPad Prism version 8.0.1 ส าหรบั Windows 
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บทที ่4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

 
ผลการวิจัยไดด้ าเนินการทดสอบตามขั้นตอนต่างๆ และไดผ้ลการด าเนินงานวิจัยตามหัวขอ้

ดงัต่อไปนี ้
1. ปรมิาณของแคลเซียมไอออน 

2. การเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัต ์
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ปริมาณของแคลเซียมไอออน 
จากเอกสารประกอบของอาหารเลีย้งเซลลช์นิด DMEM แสดงปริมาณแคลเซียมไอออนอยู่

ประมาณ 1.36 mM เมื่อท าการผสมองค์ประกอบต่างๆ ที่จ  าเป็นส าหรบัการเลีย้งเซลล์(DMEM 
+/+) แลว้น าไปตรวจวัดระดับของแคลเซียมไอออนมีค่าประมาณ 1.42 mM ดังนั้นปริมาณของ
แคลเซียมไอออนที่วดัไดจ้ากการเก็บอาหารเลีย้งเซลลข์องการทดลองการเพิ่มจ านวนของเซลลน์ีจ้ะ
รวมปรมิาณแคลเซียมไอออนที่พบใน DMEM+/+ อยู่ดว้ย  

เบื ้องต้นผู้วิจัยได้ท าการแช่วัสดุทดสอบ CN80/20 และ CN25/75 ไว้ในอาหารเลีย้งเซลล ์
DMEM+/+ (DMEM+CN80/20 และ DMEM+CN25/75) เป็นระยะเวลา 3 วนั แลว้น าอาหารเลีย้ง
เซลลใ์นจานเลีย้งไปวดัปริมาณแคลเซียมไอออน พบว่าระดบัของแคลเซียมไอออนที่วดัไดใ้นวนัที่ 1 
และ 3 ใกลเ้คียงกัน โดยมีค่าเฉลี่ยปริมาณแคลเซียมไอออนของกลุ่ม DMEM+CN80/20 เท่ากับ 
2.35 ± 0.23 และ 2.43 ± 0.31 mM ในวนัที่ 1 และ 3 ตามล าดบั ส่วนกลุ่ม DMEM+CN25/75 พบ
ค่าเฉลี่ยปริมาณแคลเซียมไอออนเท่ากับ 2.66 ± 0.25 และ 2.48 ± 0.25 mM ในวันที่ 1 และ 3 
ตามล าดับ สามารถสงัเกตไดว้่าปริมาณแคลเซียมที่ปลดปล่อยจากวสัดุหา้มเลือด CA/NOCC จะ
คงที่เมื่อเทียบระหว่างวนัที่ 1 และ 3 ซึ่งเป็นการบ่งบอกว่าวสัดมุีการปลดปลอ่ยแคลเซียมออกมาใน
ปรมิาณสงู (burst release)ตัง้แต่วนัที่ 1 ของการแช่วดัสใุนอาหารเลีย้งเซลล ์

เมื่อท าการเลีย้งเซลล  ์PDLFs ร่วมกับวัสดุ CN80/20 และ CN25/75 ที่ระยะเวลา 1, 3 และ 6 
วนั เพื่อวดัอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลล ์เราจะเก็บอาหารเลีย้งเซลลใ์นแต่ละวนัมาและท าการวดั
ระดับแคลเซียมไอออนทั้ง 3 กลุ่ม ได้แก่ PDLFs (กลุ่มควบคุม) CN80/20 และ CN25/75 โดย
พบว่าแต่ละกลุ่มจะมีระดับแคลเซียมไอออนในอาหารเลี ้ยงเซลล์ในระดับใกล้เคียงกันเมื่อ
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เปรียบเทียบวนัที่ 1 และ 3 ซึ่งผลการทดลองของกลุ่มควบคมุมีปริมาณแคลเซียมไอออนในอาหาร
เลีย้งเซลล ์เท่ากับ 1.76 ± 0.08 mM และ 1.75 ± 0.12 mM ในวันที่ 1 และ 3 ตามล าดับ ในกลุ่ม
ทดสอบ CN80/20 พบค่าเฉลี่ยปริมาณแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ที่สูงกว่าในกลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ได้แก่ 2.96 ± 0.24 mM (p - value < 0.0001) และ 2.77 ± 
0.16 mM (p - value < 0.0001) ในวันที่ 1 และ 3 ตามล าดบั ส่วนในกลุ่ม CN 25/75 พบค่าเฉลี่ย
ปริมาณแคลเซียมไอออนที่สูงกว่าในกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ไดแ้ก่ 2.27 ± 0.023 
mM (p - value < 0.01) และ 2.25 ± 0.03 mM (p - value < 0.01) ในวันที่ 1 และ 3 ตามล าดับ
เช่นเดียวกนั และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณแคลเซียมไอออนระหว่างกลุ่ม CN80/20 และ CN25/75 
จะพบว่ากลุ่ม CN80/20 มีปริมาณแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลลม์ากกว่ากลุ่ม CN25/75 
ทั้งในวันที่  1 และวันที่  3 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p - value < 0.01) แต่เมื่ อวัดปริมาณ
แคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลลใ์นวนัที่ 6 จะเห็นไดว้่าปริมาณแคลเซียมมีระดบัใกลเ้คียงกัน
ทัง้ 3 กลุ่ม คือมีค่าเฉลี่ยปริมาณแคลเซียมไอออนประมาณ 1.53 ± 0.14 , 1.84 ± 0.13 และ 1.73 
± 0.36 mM ในกลุ่ม PDLFs, CN80/20 และ CN25/75 ตามล าดับ ซึ่งเป็นผลมาจากการเปลี่ยน
อาหารเลีย้งเซลล ์DMEM+/+ ในวนัที่ 3 ส าหรบัจานเลีย้งที่จะท าการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์
ในวันที่ 6 จึงท าใหป้ริมาณแคลเซียมไอออนในกลุ่มที่มีการเลีย้งร่วมกับวัสดุทดสอบ (CN80/20 
และ CN2575) ในสามวนัแรกถกูก าจดัออกไป (ภาพประกอบ 12) 
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ภาพประกอบ 12 รูปแสดงปริมาณแคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลล์ใน วันที่  1 , 3 และ 6 
ตามล าดบั โดยเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณแคลเซียมไอออนเป็นมิลลิโมลาร ์(mM) ระหว่าง 3 
กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มเซลลไ์ฟโบรบลาสทใ์นอาหารเลีย้งเซลล์ หรือกลุ่มควบคุม (PDLFs) กลุ่มที่เลีย้ง
เซลลไ์ฟโบรบลาสท์ร่วมกับวัสดุหา้มเลือดสัดส่วน 80:20 และ 25:75 (CN80/20 และ CN25/75 
ตามล าดับ) (**** มีนัยส าคัญทางสถิติ p - value < 0.0001, ** มีนัยส าคัญทางสถิติ p - value < 
0.01 และ ns ไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ) (n = 2x2 หลมุ)  

การเพ่ิมจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต ์
การทดลองชดุที่ 1 

เป็นทดสอบการเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัต์กับวสัดหุา้มเลือด 

CA/NOCC ในสดัส่วนต่างๆ โดยวดัการมีชีวิตของเซลลด์ว้ยการทดสอบเอ็มทีที (MTT assay) เป็น

การวัดการดูดกลืนแสง ณ วันที่ 1, 3 และ 6 แลว้น ามาค านวณหาอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล  ์

เบือ้งตน้ผูว้ิจยัไดท้ าการทดสอบกลุม่ PDLFs (กลุม่ควบคมุ) ,CN80/20 และ CN25/75 พบว่าอตัรา

การเพิ่มจ านวนของเซลลข์องกลุ่ม CN80/20 (65.56 ±14.52%) และ CN25/75(53.51 ±12.36%) 

ลดลงประมาณรอ้ยละ 35 และ 50 ตามล าดับ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม(100.04 ±4.53%) (p - 

value < 0.0001) และเมื่อประเมินความสมัพนัธร์ะหว่างอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลลก์บัปริมาณ

แคลเซียมไอออนในอาหารเลีย้งเซลลแ์ต่ละกลุม่ (ตาราง 2) จะเห็นไดว้่าระดบัของแคลเซียมไอออน

ที่วัดไดใ้นกลุ่ม CN25/75 มีปริมาณนอ้ยกว่าในกลุ่ม CN80/20 แต่อัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์
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ในกลุ่ม CN25/75 กลับมีแนวโน้มโดยเฉลี่ยลดลงแต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญกับกลุ่ม 

CN80/20 ที่มีระดบัแคลเซียมไอออนที่สงูกว่า ในภาพประกอบ 13 และตาราง 2 

 

 

ภาพประกอบ 13 กราฟแท่งแสดงอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์ในกลุ่ม PDLFs (กลุ่มควบคุม) 
,CN80/20 และ CN25/75 พบว่ากลุ่ม CN80/20 และ CN25/75 มีอัตราการเพิ่มจ านวนเซลลน์อ้ย
กว่ากลุ่ม PDLFs อย่างมีนัยส าคัญ (**** มีนัยส าคัญทางสถิติ p - value < 0.0001 และ ns ไม่มี
นยัส าคญัทางสถิติ) (n = 4x2 หลมุ) 

ตาราง 2 แสดงค่าเฉลี่ย (mean) ของปรมิาณแคลเซียมไอออน (มิลลิโมลาร ์หรือ mM) และสว่น
เบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ที่วดัได ้ณ วนัที่ 1 3 และ 6 ของกลุม่ PDLFs (กลุม่ควบคมุ) CN80/20 
และ CN25/75 

 วันที ่1 วันที ่3 วันที ่6 
PDLFs 1.75±0.08 1.75±0.12 1.53±0.14 
CN80/20 2.96±0.24 2.77±0.16 1.84±0.13 
CN25/75 2.28±0.02 2.25±0.03 1.73±0.36 

 
การทดลองชดุที่ 2 

จากผลการทดลองชุดที่ 1 ที่ไดท้ าการปรบัสดัส่วนองคป์ระกอบของวสัดุ CA/NOCC 

จาก CN80/20 มาเป็น CN25/75 ซึ่งเป็นการลดสดัส่วนของแคลเซียมอลัจิเนต และส่งผลใหม้ีการ
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ปลดปล่อยแคลเซียมไอออนที่ลดลง แต่ยังพบว่าอัตราการเพิ่มจ านวนเซลลก์ลบัมีแนวโนม้ลดลง 

ดังนั้นเพื่อเป็นการพิสูจน์ว่าผลในเชิงลบต่อเซลล์ไม่ได้มาจากแคลเซียมไอออน เราจึงท าการ

ทดสอบผลของวสัดทุัง้ CN80/20 และ CN25/75 ที่ไดท้ าการขจดัแคลเซียมไอออนออก โดยการแช่

วัสดุ CA/NOCC ในอาหารเลีย้งเซลล ์DMEM+/+ เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง แลว้ดูดอาหารเลีย้ง

เซลลอ์อก (pre-washed) ก่อนท าการหว่านเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัตเ์พื่อทดสอบการเพิ่ม

จ านวนเซลลท์ี่วนัที่ 1,3 และ 6 ต่อไป โดยเปรียบเทียบกบัการเลีย้งรว่มกบัวสัดแุบบปกติ ซึ่งจากผล

การทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลลใ์นกลุ่ม CN80/20-W (51.60 ±2.90%) 

และ CN25/75-W(44.72 ±2.06%) นอ้ยกว่าอย่างมีนัยส าคัญ (p - value <0.0001) เมื่อเทียบกับ

กลุม่ PDLFs (100.04 ±4.53%) นอกจากนีเ้มื่อเปรียบเทียบระหว่างวสัดใุนสดัสว่นเดียวกนัระหว่าง

การทดสอบแบบปกติกบัการทดสอบแบบ pre-washed พบว่า โดยเฉลี่ยแลว้การ pre-wash วัสดุ

ส่งผลใหอ้ัตราการเพิ่มจ านวนเซลล์มีแนวโนม้ลดลงกว่าการทดสอบแบบปกติ แต่มีเฉพาะในกลุ่ม 

CN25/75-W ที่มีอตัราการเพิ่มจ านวนเซลลท์ี่นอ้ยกว่ากลุม่ CN25/75 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p 

- value < 0.01) และยังพบว่ากลุ่ม CN80/20 มีอัตราการเพิ่มจ านวนมากกว่ากลุ่ม CN25/75-W 

อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p - value < 0.05) (ภาพประกอบ 14) จะเห็นไดว้่าการ pre-wash วสัด ุ

CA/NOCC เพื่อก าจัดปริมาณของแคลเซียมไอออนที่ปลดปล่อยออกมาในระดับสูงตัง้แต่วันแรก 

(ประมาณ 2.35-2.66 mM) กลบัส่งผลใหอ้ัตราการเพิ่มจ านวนของเซลลล์ดลงไปอีก แสดงใหเ้ห็น

ว่าปริมาณแคลเซียมไอออนที่สูงกว่าปกติ อาจจะไม่ใช่ปัจจัยหลกัที่ส่งผลใหอ้ตัราการเพิ่มจ านวน

ของเซลล์ลดลง ดังนั้นผลในเชิงลบต่อเซลล์อาจมาจากองค์ประกอบอ่ืนในวัสดุห้ามเลือด 

CA/NOCC นี ้เช่น NOCC 
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ภาพประกอบ 14 กราฟแท่งแสดงอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลลเ์ปรียบเทียบการทดสอบแบบปกติ 
กับแบบ pre-washed โดยพบกลุ่ม  CN25/75-Wมีอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์น้อยกว่า 
CN25/75 และ CN80/20 (**** มีนยัส าคัญทางสถิติ p - value < 0.0001, ** มีนัยส าคญัทางสถิติ 
p - value < 0.01 และ * มีนยัส าคญัทางสถิติ p - value < 0.05) (n = 2x2 หลมุ) 

การทดลองชดุที่ 3  
จากนัน้ทาง MTEC ไดผ้ลิตวสัดหุา้มเลือด CA/NOCC ที่ท าการ cross-link เพื่อท าให้

วสัดมุีความแข็งแรงขึน้ ส่งผลใหม้ีการสลายตวัในองคป์ระกอบของ NOCC นอ้ยลงในทัง้ 2 สดัสว่น 

คือ CN80/20X และ CN25/75X และเราไดน้ ามาทดสอบผลต่ออตัราการเพิ่มขึน้ของจ านวนเซลล์

ไฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัตจ์ากวนัที่ 1-6 โดยเปรียบเทียบกบัวสัดหุา้มเลือด CA/NOCC ที่เตรียม

แบบปกติ และกลุม่ควบคมุ (PDLFs) พบว่ากลุ่มทดลองทุกกลุม่มีอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลลท์ี่

นอ้ยกว่ากลุม่ควบคมุ (100.04 ±4.53%) อย่างมีนยัส าคญั (p - value < 0.0001) ซึ่งในการทดลอง

ชุดนีเ้มื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มวัสดุหา้มเลือด CA/NOCC ที่เตรียมแบบปกติ และแบบ cross-

link จะพบว่าวัสดุหา้มเลือด CA/NOCC ที่เตรียมแบบปกติมีผลท าใหอ้ัตราการเพิ่มจ านวนของ

เซลลท์ี่แนวโน้มนอ้ยกว่าแบบ cross-link โดยเฉลี่ยประมาณรอ้ยละ 10-15 เมื่อเทียบในกลุ่มที่มี

สัดส่วนเดียวกัน และพบว่ากลุ่ม CN25/75 (53.51 ±12.36%) มีอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์

น้อยกว่ากลุ่ม  CN80/20X (75.45 ±8.46%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p - value < 0.001) 

(ภาพประกอบ 15) จากผลการทดลองชุดนี ้แสดงใหเ้ห็นว่าเมื่อมีการสลายตวัในองคป์ระกอบของ 

NOCC ที่นอ้ยลงจากกระบวนการ cross-link จะส่งผลใหเ้ซลลม์ีแนวโน้มการเพิ่มจ านวนมากขึน้ 
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ดงันัน้เราจึงตัง้สมมติฐานว่าผลในเชิงลบต่อเซลลน์่าจะมาจากสว่นของ NOCC ที่สลายออกมาจาก

วสัด ุ

 

ภาพประกอบ 15 กราฟแท่งแสดงอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลล์เปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม PDLFs 
(กลุม่ควบคมุ) และวสัดหุา้ม CA/NOCC ที่เตรียมแบบปกติ และแบบ cross-link (กลุม่ทดสอบ) ใน
สัดส่วน 80:20 และ 25:75 (**** มีนัยส าคัญทางสถิติ p - value < 0.0001, *** มีนัยส าคัญทาง
สถิติ p - value < 0.001 และ ns ไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ) (n = 4x2 หลมุ) 

การทดลองชดุที่ 4 
เพื่อเป็นการพิสจูนใ์หแ้น่ชดัถึงปัจจยัเชิงลบต่อเซลลท์ี่อาจมาจาก NOCC ทาง MTEC 

จึงผลิตวสัดุเพิ่ม ไดแ้ต่ 100%CA และ 100%NOCC เพื่อน ามาประเมินผลต่อการเพิ่มจ านวนของ

เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัต์ และเปรียบเทียบกบัวสัด ุCA/NOCC ทัง้สองสดัส่วนที่ผ่านการ 

cross-link ในองคป์ระกอบของ NOCC โดยท าการเปรียบเทียบระหว่างการทดสอบแบบปกติ และ

แบบ pre-washed กลุ่ มทดลองทั้ งหมดประกอบด้วย  PDLFs (กลุ่มควบคุม ) ,100%CA, 

100%CA-W, CN80/20X, CN80/20X-W, CN25/75X, CN25/75X-W, 100%NOCC แ ล ะ 

100%NOCC-W จากผลการทดลองพบว่ากลุ่มทดสอบทุกกลุ่มมีอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์

น้อยกว่ากลุ่มควบคุม (100 ± 4.53 %) อย่างมีนัยส าคัญ (p - value < 0.0001) และพบว่ากลุ่ม 

NOCC-W (54.96 ±15.96%) มีอตัราการเพิ่มจ านวนที่นอ้ยกว่ากลุ่มอ่ืนๆ อย่างมีนยัส าคญั ดงันี ้มี

ค่ า  p - value < 0.05 เมื่ อ เที ยบกับกลุ่ ม  100%CA (69.18 ± 8.36%), 100%CA-W (69.32 ± 

9.30%) แ ล ะ  CN80/20X-W (73.06 ± 8.45%) มี ค่ า  p - value < 0.01 เมื่ อ เที ย บ กั บ ก ลุ่ ม 
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CN25/75-W (71.78 ± 10.02%) และ NOCC (73.57 ± 9.70%) และมีค่า p - value < 0.001 เมื่อ

เทียบกบักลุม่ CN80/20X (75.45 ± 8.46%) (ภาพประกอบ 16) 

   

ภาพประกอบ 16 กราฟแท่งแสดงอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์ไฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต์ที่
เลีย้งร่วมกับวัสดุหา้มเลือด CA/NOCC ที่ผ่านการ cross-link สดัส่วนต่างๆ โดยการทดสอบแบบ
ปกติ และแบบ pre-washed (**** มีนัยส าคัญทางสถิติ p - value < 0.0001, *** มีนัยส าคัญทาง
สถิติ p - value < 0.001, ** มีนยัส าคญัทางสถิติ p - value < 0.01 และ * มีนยัส าคญัทางสถิติ p - 
value < 0.05) (n = 4x2 หลมุ) 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต ์
จากการใชก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบส่องกราด (Scanning electron microscope) ในการประเมิน

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตท์ี่เลีย้งร่วมกับวัสดุหา้มเลือด 
CA/NOCC สดัสว่นต่างๆ เป็นระยะเวลา 7 วนั พบว่าในกลุ่ม PDLF (กลุ่มควบคมุ) รูปรา่งของเซลล์
เป็นรูปกระสวย เซลลม์ีการแผ่ตัวยึดเกาะกับแผ่นกระจกกั้นใสด้วยฟิโลโปเดีย (filopodia) และ
พืน้ผิวของเซลลค่์อนขา้งเรียบ ส่วนเซลลท์ี่เลีย้งกับวสัดหุา้มเลือด CA/NOCC สดัส่วนต่างๆ ที่ผ่าน
การ cross-link และทดสอบดว้ยวิธีปกติ จะพบว่ากลุ่มที่มีสดัส่วนองคป์ระกอบของ NOCC ที่มาก
ขึน้นั้น จะมีการเปลี่ยนแปลงของเซลลโ์ดยมีลักษณะผิวเซลลท์ี่มีความขรุขระมากขึน้ โดยมีการ
สรา้งเสน้ใย (fibril) และตุ่มพองใส (blebs) ออกมาเพิ่มขึน้ (ภาพประกอบ 17 ชุดดา้นซา้ย) ส่วนใน
กลุ่มทดสอบแบบ pre-washed เมื่อท าการเปรียบเทียบกบัการทดสอบแบบปกติ จะพบว่าเซลลม์ี
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ลักษณะของผิวเซลล์ที่ขรุขระมากขึน้จากการปรากฎเส้นใย (fibrils) และตุ่มพองใส (blebs) 
(ภาพประกอบ 17 ชุดด้านขวา) โดยเฉพาะในกลุ่ม 100%NOCC เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม 
100%NOCC-W พบว่า 100%NOCC-W จะมีลักษณะพืน้ผิวที่ผิดปกติ โดยมีการปรากฎเส้นใย 
(fibrils) และตุ่มพองใส (blebs) มากกว่า ดังลูกศรสีเหลืองในภาพ และพบความความหนาแน่น
ของเซลลท์ี่นอ้ยลง เมื่อสงัเกตผ่านก าลงัขยาย 250 เท่า (ภาพประกอบ 18) 

 

ภาพประกอบ 17 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตท์ี่เลีย้งมาเป็น
ระยะเวลา 7 วนั บนแผ่นกระจกกัน้ใส โดยมีกลุ่มควบคมุ (PDLFs) และกลุ่มทดสอบที่ท าการเลีย้ง
เซลลร์่วมกับวัสดุหา้มเลือด CA/NOCC สัดส่วนต่างๆ ที่ผ่านการ cross-link โดยท าการทดสอบ
แบบปกติ  (ด้านซ้าย ) และแบบ pre-washed (ด้านขวา) ที่ก าลังขยาย 1000X และ 4000X 
ตามล าดบั 
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ภาพประกอบ 18 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตท์ี่เลีย้งมาเป็น
ระยะเวลา 7 วัน บนแผ่นกระจกกั้นใส โดยเป็นภาพของเซลลใ์นกลุ่ม PDLF 100%NOCC และ 
100%NOCC-W ที่ก าลงัขยาย 250X, 1000X และ 4000X ตามล าดบั ลกูศรสีเหลืองแสดงตุ่มพอง
ใส (blebs) ที่พบบนผิวของเซลล ์

เมื่อสังเกตลักษณะของวัสดุห้ามเลือดที่เปลี่ยนแปลงไปดว้ยภาพ SEM ที่ก าลังขยาย 100X 
และ 250X ภายหลังการเลี ้ยงร่วมกับเซลล์มาเป็นเวลา 7 วัน พบว่าวัสดุที่ทดสอบแบบ pre-
washed มีขนาดของรูพรุนใหญ่ (large porosity) เกิดการคลายตวั และเป่ือยยุ่ยขึน้บนผิววสัด ุเมื่อ
เปรียบเทียบกับวัสดุที่ไม่ได้ผ่านการ pre-washed โดยที่กลุ่ม 100%NOCC-W ไม่สามารถเก็บ
ตวัอย่างมาได ้เนื่องจากวสัดุเกิดการสลายตวัปะปนกบัอาหารเลีย้งเซลลจ์นไม่สามารถแยกออกได ้
(ภาพประกอบ 19) แสดงใหเ้ห็นว่าการ pre-wash วัสดุเป็นเวลา 24 ชั่วโมงก่อนการหว่านเซลล ์มี
ผลท าใหว้สัดอุาจเริ่มมีการสลายตวับา้ง ซึ่งสง่ผลใหเ้ห็นลกัษณะของวสัดทุี่แตกต่างจากกลุม่วสัดทุี่
ไม่ผ่านการ pre-wash อย่างชดัเจน 

จากการใชก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบส่องกราด เพื่อประเมินการยึดติดและรูปร่างของเซลลไ์ฟโบรบ
ลาสทเ์อ็นยึดปริทันตท์ี่พืน้ผิวของวัสดุในทุกกลุ่ม พบว่ามีการยึดติดของเซลลบ์นผิววัสดุนอ้ยมาก 
และเมื่อสงัเกตลกัษณะของเซลลท์ี่พบบนวสัดหุา้มเลือดดว้ยภาพ SEM ที่ก าลงัขยาย 1000X และ 
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4000X พบว่าเซลลม์ีลกัษณะเป็นรูปทรงกลม ไม่พบการยื่นออกของฟิโลโปเดียของเซลลม์ายดึเกาะ
กบัพืน้ผิววสัดใุนกลุม่ทดสอบสว่นใหญ่ ยกเวน้ กลุ่ม 100%CA-W และ CN80/20X-W ที่พบการยื่น
ออกของฟิโลโปเดียของเซลลไ์ปยงัผิวของวสัดหุา้มเลือดเล็กนอ้ย (ภาพประกอบ 20) 

 

ภาพประกอบ 19 ลักษณะของวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC ที่ผ่านการเลีย้งร่วมกับเซลลไ์ฟโบรบ
ลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตเ์ป็นระยะเวลา 7 วนั โดยภาพทางฝ่ังดา้นซา้ยเป็นของวสัดุที่เลีย้งเซลล ์แบบ
ปกติ ส่วนภาพทางฝ่ังด้านขวาเป็นของวัสดุที่ผ่านการ pre-washed ก่อนเลีย้งกับเซลล ์ท าการ
วิเคราะหด์ว้ยกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) ที่ก าลงัขยาย 100X และ 250X 
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ภาพประกอบ 20 ลักษณะของเซลลบ์นวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC ในสัดส่วนต่างๆ ที่ผ่านการ 
cross-link และเลีย้งร่วมกับเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตเ์ป็นระยะเวลา 7 วนั โดยภาพทาง
ฝ่ังดา้นซา้ยเป็นของวัสดุที่เลีย้งเซลลแ์บบปกติ ส่วนภาพทางฝ่ังดา้นขวาเป็นของวัสดุที่ผ่านการ 
pre-washed ก่อนเลีย้งกับเซลล ์ท าการวิเคราะหด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราด 
(SEM) ที่ก าลงัขยาย 1000X และ 4000X  

เมื่อท าการถ่ายภาพวสัดุหา้มเลือด CA/NOCC สดัส่วนต่างๆ ที่ท าการทดสอบแบบปกติ และ
แบบ pre-washed ในวสัดทุี่ท าการแช่วสัดใุนอาหารเลีย้งเซลล ์DMEM+/+ มาเป็นระยะเวลา 1 วนั 
จะพบการบวมของวสัดหุา้มเลือดจากการดดูอาหารเลีย้งเซลลเ์ขา้ไปภายในโครงสรา้ง โดยพบวสัดุ
ที่มีการบวมจากมากไปน้อยดังนี ้ คือ วัสดุห้ามเลือดกลุ่ม  100%NOCC-W, CN25/75X-W , 
CN80/20X-W และ 100%CA-W จากการสังเกตด้วยตาเปล่า (ภาพประกอบ 21) เมื่อท าการ
ทดลอง และเลีย้งเซลลเ์ป็นระยะเวลา 7 วนั จากนัน้จึงน าตวัอย่างทัง้หมดเขา้สู่กระบวนการเตรียม
ชิน้งานดว้ยสารละลายต่างๆ และท าใหแ้หง้ จนปรากฏเป็นชิน้งานขนาดต่างๆ (ภาพประกอบ 22) 
ที่พรอ้มจะน าไปวิเคราะหด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราดดังผลที่เห็นขา้งตน้ ทั้งนี ้
กลุ่ม 100%NOCC-W ไม่สามารถเก็บตวัอย่างไวไ้ดเ้นื่องจากวสัดุมีสลายตวัปะปนกบัอาหารเลีย้ง
เซลลจ์นไม่สามารถแยกออกได ้ 
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ภาพประกอบ 21 ลกัษณะวัสดุหา้มเลือด CA/NOCC สดัส่วนต่างๆ ที่ทดสอบแบบปกติ และแบบ 
pre-washed 

 

ภาพประกอบ 22 ลกัษณะวสัดหุา้มเลือด CA/NOCC สดัสว่นต่างๆ ที่ผ่านการเลีย้งรว่มกบัเซลลไ์ฟ
โบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตเ์ป็นระยเวลา 7 วนั มีการเตรียมชิน้งานดว้ยสารละลายต่างๆ และท าให้
แหง้ เพื่อท าการวิเคราะหด์ว้ยกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
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บทที ่5 
สรุป อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

อภปิรายผลการวิจัย 
วสัดุหา้มเลือดเป็นสิ่งส าคัญอย่างหนึ่งที่จะรกัษาชีวิตของผูป่้วยได ้นอกจากความสามารถใน

การรกัษาภาวะเลือดออกผิดปกติแลว้ วัสดุหา้มเลือดยังมีประโยชนต่์อผูป่้วยที่ไดร้บัยาตา้นการ
กลายเป็นลิ่มของเลือด เนื่องจากสามารถหา้มเลือดไดโ้ดยไม่จ าเป็นตอ้งเปลี่ยนวิธีรบัประทานยา 
หรือหยุดยาชั่วคราวของยาในกลุ่มนีท้  าใหล้ดโอกาสการเกิดภาวะหัวใจขาดเลือด และภาวะหวัใจ
ลม้เหลวไดอี้กดว้ย (5) จากการน าวัสดุหา้มเลือดชนิดต่างๆ ที่ใชบ้่อยในทางทันตกรรมมาใชง้าน
ทางคลินิกเริ่มมีการรายงานถึงขอ้จ ากดับางอย่างของวสัด ุเช่น วสัดหุา้มเลือดจากเจลาตินเกิดการ
ขยายขนาดของวัสดุภายหลงัการดูดซึมเลือดบริเวณบาดแผล ส่งผลใหม้ีการกดทับของวัสดุหา้ม
เลือดบนเสน้ประสาท (23, 24) วัสดุหา้มเลือดจากเซลลูโลสก่อใหเ้กิดปฏิกิริยาตอบสนองต่อสิ่ง
แปลกปลอมของร่างกายต่อวัสดุเมื่อน าไปฝังในบริเวณบาดแผล และมีการรบกวนการหายของ
กระดูกที่หัก (50) Bone wax ท าให้เกิดการอักเสบ และการติดเชือ้ของบาดแผลจากการฝังวัสดุ
ชนิดนีเ้ขา้ไปในเบา้กระดูก เนื่องจากเป็นวัสดุที่ไม่สามารถย่อยสลายได้ (21) ส่วน Fibrin sealant 
นัน้พบว่าไม่เหมาะสมกบัการหา้มเลือดในผูป่้วยที่มีภาวะเลือดออกแบบรุนแรง อีกทัง้มีตน้ทุนการ
ผลิตสูง ท าให้เพิ่มค่าใช้จ่ายของผู้ป่วยโดยไม่จ าเป็น (29) จากข้อจ ากัดดังกล่าว ดังนั้นจึงยังมี
การศึกษา และพัฒนาวัสดุหา้มเลือดชนิดใหม่ออกมาอย่างต่อเนื่อง โดยค านึงถึงคุณสมบัติของ
วัสดุหา้มเลือดที่ดี คือ มีความเขา้กันไดดี้กับเนือ้เยื่อ สามารถสลายตัวได ้น าไปใชง้านไดส้ะดวก 
และมีราคาที่เหมาะสม (8) 

จากการศกึษาของ Phaewphala et al. และ Mahatchariyapong et al. ที่ทดสอบความเขา้กนั
ไดข้องวัสดุหา้มเลือด CA/NOCC สดัส่วน 80:20 กับเซลลเ์นือ้เยื่อในช่องปากของมนุษย ์โดยพบ
ความเขา้กันไดดี้กับเซลลส์รา้งกระดูก (13) แต่พบความผิดปกติของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์นือ้เยื่อ
เหงือก โดยเกิดการลดลงของอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลลถ์ึงรอ้ยละ 30 และมีการเปลี่ยนแปลง
ของลักษณะพื ้นผิวของเซลล์ โดยมีการสรา้งส่วนยื่นขนาดใหญ่ (large fibrils) และตุ่มพองใส 
(cellular blebbing) จ านวนมาก (14) ซึ่งในการศึกษานัน้มีการตัง้สมมติฐานว่าผลในเชิงลบที่เกิด
ขึน้กับเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์นือ้เยื่อเหงือกอาจจะมาจากแคลเซียมไอออนปริมาณสูงที่ปลดปล่อย
จากวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC ในงานวิจัยนี ้เราจึงทดสอบวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC ให้มี
องคป์ระกอบของ CA นอ้ยลงจาก CN80/20 เป็น CN25/75 และน ามาศกึษาผลกระทบต่อการเพิ่ม
จ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัต ์และหาความสมัพนัธก์บัปรมิาณแคลเซียมไอออนใน
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ทัง้ 2 กลุ่ม จะเห็นไดว้่าระดบัของแคลเซียมไอออนที่วดัไดใ้นกลุ่ม CN25/75 มีปริมาณนอ้ยกว่าใน
กลุ่ม CN80/20 แต่อัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์ในกลุ่ม CN25/75 ไม่ไดเ้พิ่มขึน้ โดยมีแนวโน้ม
นอ้ยกว่า และไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่ม CN80/20 เมื่อท าการ
ขจัดแคลเซียมไอออนโดยการแช่วัสดุห้ามเลือดในอาหารเลีย้งเซลลเ์ป็นระยะเวลา 1 คืน (pre-
washed) แลว้ดูดอาหารเลีย้งออกก่อนการหว่านเซลลล์งไป ปรากฎว่ากลุ่ม CN25/75-W มีอัตรา
การเพิ่มจ านวนของเซลลน์อ้ยกว่ากลุ่ม CN80/20 และ CN25/75 ทัง้ ๆที่กลุ่ม CN25/75-W นัน้ มี
สดัส่วนของ CA นอ้ยกว่า และมีการขจัดแคลเซียมไอออนที่ปลดปล่อยออกมาจากวัสดุ แสดงให้
เห็นว่าการลดปรมิาณแคลเซียมไอออนดว้ยการปรบัสดัส่วนองคป์ระกอบของ CA/NOCC หรือการ
ขจัดแคลเซียมไอออนดว้ยการ pre-washed ไม่ไดส้่งผลให้เซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์มี
อัตราการเพิ่มจ านวนของเซลลเ์พิ่มขึน้ ซึ่งการที่มีระดับแคลเซียมไอออนที่สูงถึง 2.962.96±0.24 
mM ในกลุ่ม CN80/20 และลดลงมาเป็น 2.28±0.02 mM ในกลุ่ม CN25/75 หรือการท าการขจัด
แคลเซียมไอออนดว้ยการ pre-washed กลบัยิ่งท าใหก้ารเพิ่มจ านวนของเซลลล์ดลงในการศึกษา
ครัง้นี ้ซึ่งใหผ้ลในทิศทางตรงขา้มกับการศึกษาของ Navarro-Requena et al. ที่ทดสอบเซลลไ์ฟโบ
รบลาสทผ์ิวหนังของหนูในอาหารเลีย้งเซลลท์ี่มีระดับแคลเซียมไอออนภายนอกเซลล์ถึง 3.5 mM 
แล้วพบว่าเซลล์มีความสามารถในการเพิ่มจ านวนมากขึน้  (82) แต่ให้ผลในทิศทางเดียวกับ
การศึกษาวสัดปิุดแผลแคลเซียมอลัจิเนต (CA) ที่มีการปลดปล่อยแคลเซียมไอออนปรมิาณมากลง
สู่อาหารเลีย้งเซลล ์และส่งผลในการยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์ไฟโบรบลาสท์ของหนูชนิด 
L929 (16) และไฟโบรบลาสทข์องหนูชนิด 3T3 (88) นอกจากนีม้ีการรายงานว่าวสัดุปิดแผล CA 
(Kaltostat) ส่งผลให้เซลล์เคราตินของมนุษย์ และเซลล์ไฟโบรบลาสท์ของมนุษย์ชนิด MRC5 
(Human embryonic lung fibroblast) มีลักษณะสัณฐานที่เปลี่ยนแปลง มีความหนาแน่นของ
เซลลล์ดลง และเซลลไ์ม่ยึดเกาะกับจานเลีย้งเซลล ์(17) เช่นเดียวกันกับการศึกษาของ Paddle-
Ledinek et al. รายงานว่าสารสกัดจากวัสดุปิดแผล CA ได้แก่ Algisite M ,Contreet-H และ 
SeaSorb ที่มีการปลดปล่อยแคลเซียมไอออนในปรมิาณมาก (3.06-4.89 mM) สง่ผลใหก้ารมีชีวิต
และการเพิ่มจ านวนเซลลเ์คราตินของมนุษยล์ดลง รวมถึงเกิดการเปลี่ยนแปลงลกัษณะสณัฐาน
วิทยาไปจากเซลลป์กติ (85) นอกจากนี ้Kulesz-Martin et al. พบว่าเซลลเ์คราตินของหนูจะมีการ
เพิ่มจ านวนของเซลลม์ากสุด เมื่อค่าความเขม้ขน้ของแคลเซียมไอออนภายนอกเซลลม์ีระดับต ่า
กว่า 0.1 mM ในขณะที่เซลลไ์ฟโบรบลาสทผ์ิวหนงัมนุษยม์ีการเพิ่มจ านวนของเซลลม์ากที่สดุ เมื่อ
ค่าความเขม้ขน้ของแคลเซียมไอออนภายนอกเซลลม์ีค่าประมาณ 1.4 mM (83) จึงอาจเป็นไปได้
ว่าการตอบสนองในการท าหนา้ที่เพิ่มจ านวนของเซลลต่์อปริมาณแคลเซียมไอออนภายนอกเซลล์
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ของเซลลแ์ต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน จากการศึกษาของเราที่ใชเ้ซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริ
ทันต์ของมนุษย์ ซึ่งเป็นเซลลไ์ฟโบรบลาสท์ชนิดหนึ่งเช่นกัน แต่กลับมีการตอบสนองต่อระดับ
แคลเซียมที่สูงกว่าปกติไม่เหมือนกับการศึกษาที่ผ่านมาที่ใชเ้ซลลไ์ฟโบรบลาสทข์องหนู (82) นี่
อาจจะเป็นการตอบสนองต่อระดับแคลเซียมที่แตกต่างกันเนื่องจากเป็นเซลลไ์ฟโบรบลาสทท์ี่มี
ที่มาจากเนือ้เยื่อที่แตกต่างกนั และ ต่างสายพนัธุก์นั (มนษุย ์และ หนู) นอกจากนีใ้นการศกึษาของ
เราที่มีการก าจัดปริมาณแคลเซียมไอออนที่ปลดปล่อยออกมาในระดับสูงในวันแรก จนมีระดับ
ใกลเ้คียงกับกลุ่มควบคุมแลว้ แต่ยังไม่สามารถเพิ่มอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสท์
เอ็นยึดปรทินัตไ์ด ้เพราะฉะนัน้จึงมีการตัง้ขอ้สงสยัว่าผลในเชิงลบของวสัด ุCA/NOCC ที่มีต่อเซลล์
อาจมีสว่นมาจากองคป์ระกอบอ่ืนในวสัดหุา้มเลือด CA/NOCC นัน้ก็คือ NOCC ที่สลายตวัออกมา  

การที่กลุ่มผูว้ิจัยจากศูนยเ์ทคโนโลยีโลหะ และวสัดุแห่งชาติ (National Metal and Materials 
Technology Center หรือ MTEC) ได้ผลิตวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC ที่ท าการ cross-link ด้วย
เครื่องอบแรงดนัไอน า้ (autoclave) ที่อณุหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ท าใหเ้กิดการ
สรา้งพันธะระหว่างกลุ่มเอมีน (-NH2) และกลุ่มคาบอกซิล (-COOH) ภายในโครงสรา้งโพลิเมอร ์
เกิดพนัธะเป็นกลุม่เอไมด ์(-CONH) ซึ่งกลุ่มเอไมดเ์ป็นพนัธะที่แข็งแรงกว่าจึงส่งผลใหอ้งคป์ระกอบ 
NOCC ในวัสดุมีความแข็งแรง และมีความสามารถในการละลายน ้าลดลง (86) เมื่อท าการ
เปรียบเทียบระหว่างวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC ที่ เตรียมแบบปกติ และที่ผ่านการ cross-link 
พบว่าอัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ ในกลุ่ม CN80/20X และ 
CN25/75X มีอัตราการเพิ่มจ านวนที่มากกว่าเซลล์ในกลุ่ม CN80/20 และ CN25/75 โดยเฉลี่ย
ประมาณรอ้ยละ 10-15 จากผลลพัธ์ดังกล่าว บ่งบอกไดว้่าเมื่อลดการสลายตัวขององคป์ระกอบ 
NOCC โดยการ cross-link ของวสัดอุาจสง่ผลดีต่อการเพิ่มจ านวนของเซลล ์ 

ต่อมาจึงมีการผลิตวัสดุที่ เป็นองค์ประกอบหลักของ CA/NOCC ได้แก่  100%CA และ 
100%NOCC มาทดสอบเพิ่มเติมร่วมกับวัสดุ CN80/20X และ CN25/75X โดยท าการทดสอบ
แบบปกติ และแบบ pre-washed เพื่อประเมินการตอบสนองของเซลลต่์อแต่ละองคป์ระกอบของ
วสัดุ CA/NOCC ไดช้ดัเจนขึน้ ผลการทดลองพบว่าอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลล์ในบรรดากลุ่ม
ทดสอบ 100%CA และกลุ่ม CA/NOCC ในสัดส่วนต่างๆ ที่ทดสอบแบบปกติ และ pre-washed 
ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ยกเว้น เซลล์ในกลุ่ม 100%NOCC ที่ผ่านการ pre-
washed (100%NOCC-W) ที่พบอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลลน์อ้ยกว่า 100%CA, 100%CA-W, 
CN80/20, CN80/20-W, CN25/75W และ 100%NOCC อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ จึงอาจเป็นไป
ไดว้่าการแช่วัสดุ 100%NOCC ในอาหารเลีย้งเซลลเ์ป็นระยะเวลา 1 วัน (100%NOCC-W) ก่อน
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การทดสอบนัน้ ท าใหว้ัสดุเริ่มมีการสลายตัว และปลดปล่อยปัจจัยที่มีผลเสียต่อการเพิ่มจ านวน
ของเซลล์ได้ ซึ่งการสลายตัวของวัสดุ 100%NOCC-W ภายหลังการเลี ้ยงร่วมกับเซลล์เป็น
ระยะเวลา 7 วนั เกิดการย่อยสลายอย่างมากจนไม่สามารถเก็บตวัอย่างมาวิเคราะหด์ว้ย SEM ได ้
ซึ่งเป็นไปตามการศึกษาของ Janvikul et al. ที่พบว่าวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC มีอัตราการ
สลายตัวของวสัดุเร็วขึน้เมื่อมีสดัส่วนของ NOCC มากขึน้ โดยการสลายตัวของ เริ่มการสลายตัว
ตัง้แต่วันแรกที่แช่อยู่ในอาหารเลีย้งเซลล ์ซึ่งพบว่ามีการสลายตัวทั้งหมดของวัสดุ 100%NOCC 
ภายใน 3 สปัดาห ์หรือ CA/NOCC ที่มีสดัสว่น 30:70 จะสลายตวัทัง้หมดภายใน 4 สปัดาห ์(7) ซึ่ง
กลุ่ม 100%NOCC-W ที่มีการสลายตัวขององค์ประกอบ NOCC ที่อธิบายไว้ข้างต้น ให้ผลที่
คลา้ยคลึงกับงานวิจัยของ ของ Lim et al.ที่พบการเพิ่มจ านวนของเซลลเ์คราตินบนผิวหนังของ
มนุษย์ลดลงเมื่อทดสอบกับวัสดุ NOCC ที่วางไว้ในหลุมเลี ้ยงเซลล์เป็นระยะเวลา 3 วัน(89) 
ในขณะที่มีงานวิจยัอ่ืนๆ กลบัพบความเขา้กันไดดี้ของเซลลไ์ฟโบรบลาสท ์NH3T3 (90)และไฟโบ
รบลาสท์ผิวหนังของมนุษย์กับวัสดุที่มีองค์ประกอบของ NOCC (6) ส่วนในกลุ่มทดสอบ CN 
สดัสว่นต่างๆ ที่ไม่ค่อยมีความแตกต่างของอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลล ์อาจจะมาจากการที่วสัดุ
มีความแข็งแรงทั้งจากการ cross-link ในส่วนของ NOCC และการสรา้ง semi-interpenetrating 
network ของ SA/NOCC โดยการ cross-link ดว้ยแคลเซียมไอออน (7) ท าใหอ้าจจะยงัไม่ทราบถึง
กลไกการสลายตัวของวัสดุเหล่านีอ้ย่างชัดเจนที่ส่งผลในเชิงลบต่อเซลลเ์มื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคมุ 

เมื่อสงัเกตการยึดเกาะและลักษณะของเซลลบ์นวัสดุหา้มเลือดดว้ยภาพ SEM ที่ก าลังขยาย 
1000X และ 4000X พบว่าเซลลม์ีลกัษณะเป็นรูปทรงกลม และแทบจะไม่พบการยื่นออกของฟิโล
โปเดียของเซลลไ์ปยึดเกาะกบัพืน้ผิววสัดุในทุกกลุม่ทดสอบ การไม่ยดึเกาะของเซลลไ์ฟโบรบลาสท์
เอ็นยึดปริทันตข์องมนุษย์อาจเกิดจากความเป็นประจุที่ไม่เหมาะสมกันระหว่างวัสดุ NOCC กับ
เซลล ์โดยที่วสัด ุNOCC มีประจุลบในโครงสรา้งจ านวนมาก (65) และเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึด
ปริทันตม์ีพืน้ผิวเซลลท์ี่มีประจุเป็นลบจาก glycosaminoglycan ที่ปรากฎอยู่บนผิวเซลลจ์ านวน
มากเช่นเดียวกัน (91) ซึ่งปรากฎการณ์นีม้ีความสอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Zhou et al. ที่พบว่า
เซลลไ์ฟโบรบลาสท ์3T3 ไม่ยึดเกาะกับหลุมเพาะเลีย้งเซลลท์ี่เคลือบสารละลาย 0.1%NOCC ไว้
เป็นระยะเวลา 16 ชั่วโมง (92) ทั้งนีก้ารยึดเกาะของเซลลท์ี่ลดลงจะส่งผลใหเ้ซลลม์ีการแบ่งตัว
นอ้ยลงเช่นเดียวกนั (93) 
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สรุปผลการวิจัย 
จากการทดสอบวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC สัดส่วนต่างๆ ที่ทดสอบแบบปกติ กับแบบขจัด

แคลเซียมไอออนดว้ยการ pre-washed พบว่าการลดสดัส่วนขององคป์ระกอบแคลเซียมอลัจิเนต
ในวสัดหุา้มเลือด CA/NOCC หรือการขจดัแคลเซียมไอออน ไม่ไดส้่งผลใหเ้ซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็น
ยึดปริทันต์มีการเพิ่มจ านวน หรือมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ที่ ดีขึน้ ในขณะที่การ
สลายตัวของ 100%NOCC ที่ผ่านการ pre-washed นั้น ท าให้การเพิ่มจ านวนของเซลล์ลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และปรากฎลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ผิดปกติของเซลลม์ากขึน้ 
นอกจากนีส้่วนของ CA ที่อยู่ในวสัดกุลุ่มต่างๆ อาจมีส่วนร่วมในการการส่งผลเชิงลบต่อเซลลด์ว้ย 
จากการพบอตัราการเพิ่มของเซลลล์ดลงรอ้ยละ 30 ในทุกกลุ่ม ดังนัน้อาจจะมีความจ าเป็นในการ
คน้หาองคป์ระกอบของวสัด ุCA/NOCC ที่มีความเป็นพิษต่อเซลลใ์นการศกึษาในอนาคต 

ข้อเสนอแนะ 
1. จากการที่พบว่าส่วนของ NOCC อาจเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ของ

มนุษย์ แนวทางในการศึกษาขั้นต่อไปอาจจะพยายามศึกษา และค้นหาปัจจัยของ NOCC ที่มี
ความเป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัตข์องมนุษย์ โดยศึกษาองคป์ระกอบในส่วนที่ท า
การชะลา้งออกมาใน 1 วนั และในสว่นที่คงเหลืออยู่ ซึ่งสมัผสักบัเซลล ์

2. จากการที่วสัด ุCN80/20 มีความเขา้กันไดดี้กบัเซลลส์รา้งกระดูก และวสัด ุCN80/20X ที่มี
แนวโนม้ที่ใหผ้ลดีกบัเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัตบ์า้ง จึงอาจพิจารณาน ามาท าการศึกษาต่อ
ยอด เพื่อประเมินการหา้มเลือด การย่อยสลายของวสัด ุและผลกระทบต่อการหายของแผลกระดกู
เบา้ฟันในสตัวท์ดลองต่อไป 
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ภาพประกอบ 23 ภาพหนงัสือยืนยนัการยกเวน้การรบัรองคณะกรรมการจรยิธรรมส าหรบัพิจารณา
โครงการวิจัยที่ท าในมนุษยม์หาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒของโครงการวิจัยนี ้(หมายเลขรบัรอง : 
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ภาพประกอบ 24 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตท์ี่เลีย้งมาเป็น
ระยะเวลา 7 วัน บนแผ่นกระจกกั้นใส โดยมีกลุ่ม PDLF และกลุ่มที่ทดสอบกับวัสดุห้ามเลือด 
CA/NOCC สัดส่วนต่างๆ  โดยทดสอบแบบปกติ และแบบ pre-washed ที่ก าลังขยาย 250X 
1000X และ 4000X ตามล าดบั 

 

ภาพประกอบ 25 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต์ และลกัษณะ
ของวัสดุห้ามเลือด CA/NOCC สัดส่วนต่างๆ โดยทดสอบแบบปกติ และแบบ pre-washed ที่
ก าลงัขยาย 100X 250X 1000X และ 4000X ตามล าดบั 
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ชื่อ-สกุล วรพล แซ่เฮง้ 
วัน เดือน ปี เกิด 04 สิงหาคม 2535 
สถานทีเ่กิด กรุงเทพมหานคร 
วุฒกิารศึกษา พ.ศ. 2559  

ทนัตแพทยศาสตรบณัฑิต  
จาก มหาวิทยาลยัมหิดล 

ทีอ่ยู่ปัจจุบัน 1744/199 ถนนเพชรบรุีตดัใหม่ แขวงบางกะปิ เขตหว้ยขวาง 
กรุงเทพมหานคร 10310   

 

 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญรูปภาพ
	บทที่ 1 บทนำ
	ภูมิหลัง
	ความมุ่งหมายของงานวิจัย
	ความสำคัญของงานวิจัย
	ขอบเขตของการวิจัย
	นิยามคำศัพท์เฉพาะ
	กรอบแนวคิดในการวิจัย
	สมมติฐานงานวิจัย

	บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	วัสดุห้ามเลือดเฉพาะที่ (Local hemostatic agent)
	ไคติน ไคโตซาน และ HemCon® dental dressing
	กลไกการห้ามเลือดของไคโตซาน (Hemostatic mechanisms of chitosan)
	วัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซาน N, O-carboxymethyl chitosan (NOCC)
	เอ็นยึดปริทันต์ (Periodontal ligament หรือ PDL)
	วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cell viability assays)
	แคลเซียมไอออน (calcium ion)

	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	การกำหนดกลุ่มประชากรและการเลือกกลุ่มตัวอย่าง
	ขั้นตอนการทดลอง
	การเก็บรวบรวมข้อมูล
	สถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล

	บทที่ 4 ผลการดำเนินงานวิจัย
	ปริมาณของแคลเซียมไอออน
	การเพิ่มจำนวนของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์
	ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์

	บทที่ 5 สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ
	อภิปรายผลการวิจัย
	สรุปผลการวิจัย
	ข้อเสนอแนะ

	บรรณานุกรม
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน

