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ปัจจุบนัมีวสัดุห้ามเลือดมากมายท่ีไดรั้บการพฒันาขึ้นมาเพ่ือช่วยห้ามเลือดในงานศลัยศาสตร์ช่อง
ปาก แต่ก็ยงัไม่มีวสัดุห้ามเลือดตวัใดท่ีมีคุณสมบติัครบถว้นตามอุดมคติ  จึงท าให้ยงัคงมีการพฒันาวสัดุห้ามเลือด
ตวัใหม่ๆ ขึ้นมาเร่ือยๆ และวสัดุห้ามเลือดจากไคโตซานและอนุพนัธ์ของไคโตซานก็เป็นวสัดุห้ามเลือดตวัหน่ึงท่ี
ไดก้ารยอมรับและก าลงัเป็นท่ีนิยม เน่ืองจากคุณสมบติัอนัโดดเด่นของตวัวสัดุเอง  ไดแ้ก่ ความเขา้กนัไดดี้ทาง
ชีวภาพ การย่อยสลายไดเ้องตามธรรมชาติ มีคุณสมบติัช่วยห้ามเลือด และส่งเสริมการหายของแผล และจากการ
น า N,O-carboxymethylchitosan มาผสมกับ Sodium alginate โดยให้สารท าปฏิกิริยาเช่ือมสานร่างแหกันผ่าน
ส า รละล า ย  Calcium chloride ก่ อ ให้ เ กิ ด เ ป็ น วัส ดุ ห้ า ม เ ลื อ ดตั ว ให ม่ ขึ้ น  คื อ  Calcium alginate/N,O-
carboxymethylchitosan (CA/NOCC) โดยวสัดุน้ีเคยผ่านการทดสอบแลว้ว่ามีความเขา้กนัไดท้างชีวภาพ สามารถ
ย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ ไม่เป็นพิษต่อเน้ือเย่ือผิวหนัง มีคุณสมบัติในการห้ามเลือด และมีราคาถูก แต่
อย่างไรก็ตามยงัไม่เคยมีการน าวสัดุน้ีมาทดสอบกบัเซลล์ภายในช่องปากของมนุษยม์าก่อน และเพื่อท่ีจะพฒันา
วสัดุ CA/NOCC มาใชเ้ป็นวสัดุห้ามเลือดในทางทนัตกรรมต่อไปในอนาคต การน าวสัดุ CA/NOCC มาทดสอบหา
ความเป็นพิษกบัเซลล์ภายในช่องปากจึงเป็นส่ิงท่ีจ าเป็น ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงไดจ้ดัท าขึ้นโดยมีวตัถุประสงคเ์พ่ือ
ทดสอบความเป็นพิษของวสัดุห้ามเลือด CA/NOCC ต่อเซลลส์ร้างกระดูกท่ีเก็บเก่ียวไดจ้ากกระดูกขากรรไกรของ
มนุษย ์โดยท าการประเมินความสามารถในการแบ่งตวัเพ่ิมจ านวนของเซลลผ์า่นการทดสอบเอ็มทีที และประเมิน
การตอบสนองของเซลลจ์ากการแสดงออกของลกัษณะทางสันฐานวิทยาผา่นกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่อง
กราด ทั้งยงัประเมินความสามารถในการท าหนา้ท่ีของเซลลผ์่านทางการแสดงออกของระดบัปฏิกิริยาอลัคาไลน์ 
ฟอสฟาเตส และการสะสมแร่ธาตุในชั้นเมทริกซ์ภายนอกเซลล ์ ซ่ึงจะท าการทดสอบเปรียบเทียบกนัระหว่างเซลล์
สร้างกระดูกในกลุ่มทดสอบ (OBs+CA/NOCC) และกลุ่มควบคุม (OBs) ในทุกการทดลองของงานวิจยัคร้ังน้ี และ
จากผลการศึกษาพบว่าเซลล์สร้างกระดูกในกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมไม่มีความแตกต่างกันทั้งในด้าน
ความสามารถในการแบ่งตวัเพ่ิมจ านวน การแสดงออกของระดบัปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส และการสะสมแร่
ธาตุในชั้นเมทริกซ์ภายนอกเซลล ์เช่นเดียวกบัการตอบสนองทางดา้นลกัษณะทางสันฐานวิทยาของเซลลท่ี์พบว่า
เซลลท่ี์เกาะอยู่บนแผ่นกระจกกั้นใสรอบๆ วสัดุทดสอบ CA/NOCC มีลกัษณะแบน รูปร่างคลา้ยกระสวยและผิว
เรียบ ซ่ึงเหมือนกบัการแสดงออกของเซลลใ์นกลุ่มควบคุม ในขณะท่ีเซลลท่ี์เกาะอยู่บนพ้ืนผิวท่ีมีรูพรุนของวสัดุ
ทดสอบมีลกัษณะรูปร่างค่อนขา้งกลมและมีการยืดยาวของรยางคเ์ล็กๆ  ออกไปแตะบนพ้ืนผิวของวสัดุ ซ่ึงพบได้
จ านวนค่อนขา้งนอ้ย ดงันั้นจากผลการศึกษาของเราจึงสรุปไดว่้าวสัดุทดสอบ CA/NOCC ไม่เป็นพิษต่อเซลลส์ร้าง
กระดูกในช่องปากของมนุษย ์ และหากต่อมาในภายภาคหนา้วสัดุทดสอบ CA/NOCC น้ีไดผ้า่นการพิสูจน์ทั้งทาง
ระดบัหลอดทดลองและทางคลินิกแลว้ว่ามีคุณสมบติัท่ีเหมาะสมในทุกดา้นๆ วสัดุน้ีจึงอาจเหมาะสมท่ีจะถูกน ามา
พฒันาใชใ้นงานศลัยศาสตร์ช่องปากต่อไปในอนาคต 
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To date, numerous hemostatic agents have been developed for bleeding control in oral surgery but 

none of them have overall ideal hemostatic properties. Therefore, the research and development of novel 
hemostatic agents are still ongoing. Chitosan and its derivatives have increasingly been accepted as suitable 
hemostatic materials based on their biocompatibility, biodegradability, hemostatic properties, and the promotion 
of wound healing. Moreover, they have been widely applied in the biomedical, pharmaceutical and food 
industries. By combining N,O-carboxymethylchitosan with sodium alginate and crosslinked with calcium 
chloride, the Calcium Alginate/N,O-carboxymethylchitosan (CA/NOCC) hemostatic sponge was developed. It is 
cytocompatible, biodegradable, non-toxic to tissues, cost efficient and demonstrated good hemostatic properties. 
However, to develop this CA/NOCC material for possible use in dentistry, cytotoxicity tests in cells of targeted 
oral tissues would be required. Therefore, this study aims to investigate the cytotoxicity of the CA/NOCC 
hemostatic sponge in human primary osteoblasts (OBs) isolated from alveolar bone. Human OBs, cultured in 
direct contact with or in the culture-media extract of CA/NOCC were assigned to the experimental groups 
(CA/NOCC+OBs), and compared with the control groups (OBs) in all of the experiments. The proliferative 
abilities of OBs were assessed by using MTT assays, while their morphologies were evaluated with scanning 
electron microscopy. The functions of OBs were assessed by alkaline phosphatase activity (ALP activity) and 
matrix mineralization assays (Alizarin red staining and quantification). The results showed that there were 
no statistically significant differences in terms of cell proliferation rates, ALP activity and Alizarin red stain 
quantification between the CA/NOCC+OBs and the OBs control groups. As for cell morphology, the OBs 
attached to the cover glasses surrounding the CA/NOCC sponge exhibited flat and fusiform cell morphologies 
with smooth surfaces which are relatively comparable to the OBs control. In addition, there were a few numbers 
of cells adhering to the porous surface of CA/NOCC. Those cells were mainly spheroid-shaped cells covered with 
small fibrils. In summary, the results of this study suggest that the CA/NOCC hemostatic sponge was non-
cytotoxic to human primary osteoblasts. Future in vivo and clinical studies are warranted to determine its overall 
properties in being a suitable hemostatic agent for intrabony applications in the oral cavity. 

 
Keyword : Primary human osteoblasts, Carboxymethylchitosan, Calcium alginate, Cell proliferation, 
Morphology, Alkaline phosphatase activity, Matrix mineralization 

 

 



  ช 

 

 



  ซ 

กิตติกรรมประก าศ 
 

กติติกรรมประกาศ 
  

ปริญญานิพนธ์น้ีส าเร็จลุล่วงไดด้ว้ยความเมตตากรุณาช่วยเหลือ และความเอาใจใส่อยา่งดีย่ิงตลอดจนการ
ให้ค  าแนะน า และข้อคิดเห็นท่ีเป็นประโยชน์ส าหรับการปรับแก้ไขข้อบกพร่องจากท่านอาจารย์ท่ีปรึกษาและ
คณะกรรมการผูค้วบคุมปริญญานิพนธ์ทุกท่าน ผูวิ้จยัขอกราบขอบพระคุณ 

ผูช่้วยศาสตราจารย ์ทพญ.ดร.มานิสา ศรีชลเพช็ร์ และ อาจารย ์ทพ.กิตต์ิวตัร กิตต์ิเรืองพชัร ท่ีไดใ้ห้ความ
เมตตากรุณาเป็นท่ีปรึกษาและให้ความช่วยเหลือช้ีแนะแนวทางท่ีเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาและการท าปริญญา
นิพนธ์น้ีดว้ยความเอาใจใส่อยา่งย่ิงตลอดมา รวมทั้ง 

รองศาสตราจารย์ ทพญ.ดร.สมหญิง พฒัน์ธีรพงศ์, ผูช่้วยศาสตราจารย์ ดร.นพ.ทพ.ชาญชาย วงศ์ช่ืน-
สุนทร, ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.ทพญ.อรุณวรรณ หล าอุบล, ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.ทพญ.สิริลกัษณ์ ตีรณธนากุล และ 
รองศาสตราจารย ์ทพญ.ดร.นิรดา ธเนศวร ท่ีกรุณาให้ขอ้เสนอแนะต่างๆ เพ่ิมเติมแก่ผูวิ้จยั ท าให้ปริญญานิพนธ์ฉบบั
น้ีมีความสมบูรณ์ย่ิงขึ้น ผูวิ้จยัขอกราบขอบพระคุณเป็นอยา่งสูงไว ้ณ โอกาสน้ี 

ขอกราบขอบพระคุณคณะผูวิ้จยัน าโดย ดร.วนิดา จนัทร์วิกูล จากศูนยเ์ทคโนโลยีโลหะและวสัดุแห่งชาติ 
(เอ็มเทค)  ท่ีไดก้รุณาให้ความอนุเคราะห์ในการให้ขอ้มูลความรู้ ตลอดจนการสนบัสนุนผลิตวสัดุห้ามเลือดจากอนุ-
พนัธ์ุไคโตซานท่ีใชท้ดสอบกบัเซลลใ์นการศึกษาคร้ังน้ี 

ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยแ์ละกรรมการบริหารหลกัสูตรสาขาวิทยาการช่องปากและแมก็ซิลโลเฟ-
เชียล คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒทุกท่าน ท่ีไดก้รุณาประสิทธ์ิประสาทความรู้ต่างๆ ให้แก่
ผูวิ้จยั ตลอดจนให้ความช่วยเหลือในการท าวิจยัคร้ังน้ี 

ขอขอบพระคุณภาควิชาโอษฐวิทยา คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ ท่ีกรุณา
อนุเคราะห์สถานท่ีและอุปกรณ์หลกัในการท าวิจยัในส่วนของการเล้ียงเซลล์ และการใช้ห้องปฏิบติัการ รวมถึง
เจา้หนา้ท่ีประจ าห้องปฏิบติัการชั้น 10 ท่ีช่วยคอยช่วยเหลือและอ านวยความสะดวกตลอดการท างานวิจยัในคร้ังน้ี 

ขอขอบคุณทุนอุดหนุนการวิจยัจากโรงพยาบาลทนัตกรรม คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรี    - 
นครินทรวิโรฒท่ีท าให้งานวิจยัส าเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยดี 

ขอขอบคุณพี่ๆ และเพื่อนๆ สาขาวิทยาการช่องปากและแม็กซิลโลเฟเชียล รวมถึงบุคคลอีกหลายท่านท่ี
ไม่ไดก้ล่าวนามไว ้ณ ท่ีน้ีท่ีไดใ้ห้ความช่วยเหลือและเป็นก าลงัใจให้กบัผูวิ้จยัมาโดยตลอด 

สุดทา้ยน้ี ผูวิ้จยัขอน้อมร าลึกถึงคุณของบิดามารดาและครูอาจารย์ ท่ีอบรมส่ังสอนให้ความรู้เป็นก าลงัใจ
และให้การสนบัสนุนผูวิ้จยัดว้ยดีตลอดมา 

  
  

กลัติมาศ  แผวผาลา 
 

 

 



 

สารบัญ 

 หน้า 
บทคดัยอ่ภาษาไทย ............................................................................................................................ ง 

บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ ...................................................................................................................... ฉ 

กิตติกรรมประกาศ ............................................................................................................................ ซ 

สารบญั .............................................................................................................................................ฌ 

บทท่ี 1 ............................................................................................................................................... 1 

บทน า ................................................................................................................................................. 1 

ภูมิหลงั .......................................................................................................................................... 1 

ความมุ่งหมายของงานวิจยั ............................................................................................................ 4 

ความส าคญัของการวิจยั ................................................................................................................ 4 

ขอบเขตของการวิจยั ..................................................................................................................... 4 

ประชากรท่ีใชใ้นการวิจยั ....................................................................................................... 4 

กลุ่มตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวิจยั .................................................................................................. 4 

ตวัแปรท่ีศึกษา ....................................................................................................................... 4 

 กรอบแนวคิดในการวิจยั .............................................................................................................. 5 

สมมุติฐานในงานวิจยั ................................................................................................................... 5 

บทท่ี 2 ............................................................................................................................................... 6 

เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง .......................................................................................................... 6 

1.กระบวนการหา้มเลือด (Hemostasis) ......................................................................................... 6 

1.1 การหดตวัของหลอดเลือด (Vasoconstriction) ................................................................. 6 

1.2 การสร้าง Platelet plug ..................................................................................................... 7 

1.3. การสร้างล่ิมเลือด (Blood clot formation or secondary hemostasis) ............................... 9 

       



  ญ 

2.การหายของแผล (Wound healing) .......................................................................................... 11 

2.1 ขบวนการหายของแผล (Phase of wound healing) ........................................................ 11 

2.3 การหายของแผลถอนฟัน (Normal healing of extraction wound) ................................. 16 

3. สารหา้มเลือดเฉพาะท่ี (Local hemostatic agent) .................................................................... 24 

3.1 สารหา้มเลือดแบบแพสซีฟ (Passive hemostatic agents) ............................................... 24 

3.1.1.1 เส้นใยคอลลาเจน (Microfibrillar collagen; Avitene) ...................... 24 

3.1.1.2 คอลลาเจนแบบละลาย (Absorbable collagen; Helistat) .................. 25 

3.1.2.1 Oxidized regenerated cellulose (Surgicel) ....................................... 25 

3.1.2.2 ActCel และ Gelitacel....................................................................... 25 

3.2 สารหา้มเลือดแบบแอคทีฟ (Active hemostatic agents) ................................................. 27 

3.3 Bone hemostats (Bone wax) ......................................................................................... 28 

4.อลัจิเนต (Alginate) .................................................................................................................. 28 

5. วสัดุหา้มเลือดจากไคโตซาน (Chitosan-based product): HemCon Dental Dressing (HDD).. 29 

6. วสัดุหา้มเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซาน (Calcium Alginate/N,O-carboxymethylchitosan; 
CA/NOCC) .......................................................................................................................... 31 

บทท่ี 3 ............................................................................................................................................. 42 

วิธีด าเนินการวิจยั ............................................................................................................................. 42 

การก าหนดกลุ่มประชากรและการสุ่มกลุ่มตวัอยา่ง .................................................................... 42 

ประชากร ............................................................................................................................. 42 

ขั้นตอนการทดลองท่ีใชใ้นการวิจยั ............................................................................................. 42 

1.การเตรียมวสัดุหา้มเลือดท่ีมีอนุพนัธ์ไคโตซานเป็นองคป์ระกอบ (CA/NOCC) ............... 42 

2.การเพาะเล้ียงเซลลส์ร้างกระดูก ........................................................................................ 43 

3. การทดสอบความเป็นพิษของวสัดุ CA/NOCC ต่อเซลลต์ามมาตรฐานของ ISO 10993-5
 .................................................................................................................................. 44 



  ฎ 

4. การทดสอบความสามารถในการเพิ่มจ านวนของเซลล ์(Cell Proliferation) .................... 45 

5. การศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope)
 .................................................................................................................................. 45 

6.การทดสอบระดบัปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase assay) ............ 46 

7.การทดสอบการสะสมแร่ธาตุในแมทริกซ์ระหวา่งเซลลล ์(Matrix mineralization assay) 47 

การเก็บรวบรวมขอ้มูล ................................................................................................................ 49 

สถิติท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ขอ้มูล .................................................................................................. 49 

บทท่ี 4 ............................................................................................................................................. 50 

ผลการด าเนินงานวิจยั ...................................................................................................................... 50 

การแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างกระดูก (Cell proliferation) .............................................. 50 

การแสดงออกของลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้างกระดูก ........................................... 52 

การแสดงออกของอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (ALP activity) ........................................................... 54 

การสะสมแคลเซียมภายนอกเซลลจ์ากการเกิดการสะสมแร่ธาตุของเซลลส์ร้างกระดูก ............. 57 

บทท่ี 5 ............................................................................................................................................. 59 

สรุปผลการวิจยั อภิปรายผล และขอ้เสนอแนะ ................................................................................ 59 

สรุปผลการวิจยั ........................................................................................................................... 59 

อภิปรายผลการวิจยั ..................................................................................................................... 60 

ขอ้เสนอแนะ ............................................................................................................................... 65 

ภาคผนวก ........................................................................................................................................ 64 

บรรณานุกรม ................................................................................................................................... 74 

ประวติัผูเ้ขียน .................................................................................................................................. 79 

 



 

สารบัญตาราง 
 

หน้า 
ตาราง 1 ปัจจยัการแขง็ตวัของเลือด ................................................................................................... 9 

ตาราง 2 เปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่ง HemCon Bandage และ HemCon dental dressing ...... 30 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  ฐ 

สารบัญรูปภาพ 
 

หน้า 
ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิดการวิจยั ............................................................................................... 5 

ภาพประกอบ 2 การยดึเกาะของเกลด็เลือดกบัชั้น subendothelial ผา่นทาง glycoprotein receptor .... 7 

ภาพประกอบ 3 การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดกบัเกลด็เลือดเม่ือถูกกระตุน้ .................................................. 8 

ภาพประกอบ 4 การเกาะกลุ่มเกลด็เลือดท่ีเกิดจากการจบักนัระหวา่ง GP IIb/IIIa กบั fibrinogen/ 
vWF ................................................................................................................................................... 8 

ภาพประกอบ 5 การกระตุน้ฤทธ์ิของ Factor X ผา่นทาง intrinsic pathway ..................................... 10 

ภาพประกอบ 6 การกระตุน้ฤทธ์ิของ Factor X  ผา่นทาง extrinsic pathway ................................... 10 

ภาพประกอบ 7 ระยะท่ีมีเลือดออกและการอกัเสบ (stage of hemorrhage & inflammation) ........... 13 

ภาพประกอบ 8 ระยะการสร้างเน้ือเยือ่เส้นใยหรือระยะงอกขยาย (stage of fibroblastic or 
proliferative phase) ......................................................................................................................... 13 

ภาพประกอบ 9 ระยะงอกของการสร้างเน้ือเส้นใย (proliferative phase of fibroplastic stage) ........ 14 

ภาพประกอบ 10 ระยะเน้ือเยื่อเจริญเตม็ท่ี (maturation phase) ......................................................... 14 

ภาพประกอบ 11 การท าให้แผลหายแบบปฐมภูมิ  (first intention healing) ..................................... 15 

ภาพประกอบ 12 การท าให้แผลหายแบบทุติยภูมิ (second intention healing) ................................. 16 

ภาพประกอบ 13 การท าให้แผลหายแบบตติยภูมิ  (third intention healing) .................................... 16 

ภาพประกอบ 14 ภาพแสดงแผล 1 วนั หลงัการถอนฟันมี fibrin clot เตม็เบา้รากฟัน พบ 
inflammatory cell (จุดขาว) เตม็บน clot (x 200) ............................................................................. 18 

ภาพประกอบ 15 ภาพแสดง proliferative – osteogenic phase ในเบา้รากฟัน (x 150) ..................... 19 

ภาพประกอบ 16 A และ B แผล 2 เดือนหลงัการถอนฟันบางส่วนของ connective tissue matrix ถูก
แทนท่ีดว้ยกระดูกท่ีถูกสร้างขึ้นใหม่ (x 125) ................................................................................... 21 

ภาพประกอบ 17 A และ B  แผล 1 เดือนหลงัการถอนฟัน แสดงกระดูกท่ีถูกสร้างขึ้นใหม่รอบๆ 
ผนงัเบา้รากฟัน (x 30) ...................................................................................................................... 22 



  ฑ 

ภาพประกอบ 18 A และ B แผล 3 เดือนหลงัการถอนฟัน มี osteogenic remodeling phase เกิดขึ้น
สมบูรณ์ (x 150) ............................................................................................................................... 23 

ภาพประกอบ 19 แสดงโครงสร้างของไคโตซาน Poly [beta] (1 to 4)-N-acetyl D-glucosamine .... 29 

ภาพประกอบ 20 ภาพแสดงโครงสร้างทางเคมีของวสัดุอนุพนัธ์ไคโตซาน .................................... 32 

ภาพประกอบ 21 ภาพแสดงการทดสอบ การระคายเคืองและการแพต้่อผิวหนงัของวสัดุทดสอบ
ชนิดต่างๆ : (a) ผา้กอซชนิดตวัควบคุมผลบวก (b) ผา้กอซชนิดตวัควบคุมผลลบ (c) วสัดุหา้มเลือด
ส าหรับใชภ้ายนอกร่างกาย และ (d) วสัดุหา้มเลือดส าหรับใชภ้ายในร่างกาย .................................. 33 

ภาพประกอบ 22 ภาพแสดงการตอบสนองของผิวหนงัของอาสาสมคัรต่อวสัดุทดสอบชนิดต่างๆ: 
ผา้ก๊อซชนิดตวัควบคุมผลบวก ผา้กอซชนิดตวัควบคุมผลลบ วสัดุหา้มเลือดส าาหรับใชภ้ายนอก
ร่างกาย และวสัดุหา้มเลือดส าาหรับใชภ้ายในร่างกายท่ีเวลา 72 ชัว่โมง .......................................... 33 

ภาพประกอบ 23 ภาพแสดงวิธีการทดสอบทางคลินิกเพื่อประเมินประสิทธิภาพการหา้มเลือดบน
แผลผิวหนงัตดัเพื่อการถ่ายปลูก ....................................................................................................... 34 

ภาพประกอบ 24 ภาพแสดงลกัษณะแผลหลงัจากรักษาดว้ยวสัดุทดสอบแต่ละชนิด: ...................... 34 

ภาพประกอบ 25 ภาพแสดงภาพถ่ายบาดแผลและรูปวาดคดัลอกลกัษณะบาดแผล สีแดง แทน
ต าแหน่งท่ีมีเลือดออก, สีเหลืองแทนต าแหน่งท่ีไม่มีเลือดออก (a) ภาพบาดแผลท่ีเวลา 8 นาที ....... 35 

ภาพประกอบ 26 ภาพแสดงการผา่ตดัคร้ังท่ี 1 (พร้อมการฝังวสัดุทดสอบในร่างกาย) .................... 35 

ภาพประกอบ 27 ภาพแสดงการผา่ตดัคร้ังท่ี 2 (พร้อมการประเมินประสิทธิภาพการสลายตวัของ
วสัดุทดสอบในร่างกายผูป่้วย) ......................................................................................................... 36 

ภาพประกอบ 28 ภาพแสดงการประเมินประสิทธิภาพการสลายตวัของวสัดุหา้มเลือดหลงัการฝัง
เป็นระยะเวลา 3 เดือนในผูป่้วย (a) รายท่ี 1 (b) รายท่ี 2 ................................................................... 36 

ภาพประกอบ 29 ภาพแสดงลกัษณะทางจุลพยาธิวิทยาของเน้ือเยือ่ผูป่้วย (a) ช้ินเน้ือก่อนการฝังวสัดุ
ของผูป่้วยรายท่ี 1 (b) ช้ินเน้ือหลงัการฝังวสัดุของผูป่้วยรายท่ี 1 (c) ช้ินเน้ือก่อนการฝังวสัดุของ
ผูป่้วยรายท่ี 2 (d) ช้ินเน้ือหลงัการฝังวสัดุของผูป่้วยรายท่ี 2 ............................................................. 37 

ภาพประกอบ 30 แสดงช้ินงานวสัดุหา้มเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) ท่ีน ามาทดสอบ
 ......................................................................................................................................................... 43 



  ฒ 

ภาพประกอบ 31 กราฟเส้นแสดงความสามารถในการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างกระดูก
ระหวา่งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ CA/NOCC ในวนัท่ี 1, 3 และ 6 แสดงภาพกราฟตวัแทนจาก
การทดสอบ 1 ชุดการทดลอง, error bar แสดง standard error of mean (SEM) ............................... 51 

ภาพประกอบ 32 กราฟแท่งแสดงอตัราการเจริญเติบโตของเซลลส์ร้างกระดูกระหวา่งกลุ่มควบคุม
และกลุ่มทดสอบ CA/NOCC จากการทดสอบ 5 ชุดการทดลอง (แสดงความสัมพนัธ์เปรียบเทียบกบั
กลุ่มควบคุม คิดเป็น %control ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, , error bar แสดง standard error of mean 
(SEM) .............................................................................................................................................. 51 

ภาพประกอบ 33 ภาพ SEM แสดงลกัษณะสารทดสอบ Calcium Alginate/N,O-
carboxymethylchitosan (CA/NOCC) ท่ีก าลงัขยาย x25, x100, x250, x500, x1,000 และ x2,000 
ตามล าดบั ......................................................................................................................................... 52 

ภาพประกอบ 34 ภาพ SEM แสดงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้างกระดูก; ก และ ข แสดง
ลกัษณะของเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มควบคุม ท่ีก าลงัขยาย x1,000 และ x5,000 ตามล าดบั, ค และ ง 
แสดงลกัษณะของเซลลส์ร้างกระดูกท่ียดึเกาะอยูร่อบๆ วสัดุทดสอบ CA/NOCC ก าลงัขยาย x1000 
และ x5,000 ตามล าดบั, จ และ ฉ แสดงลกัษณะของเซลลส์ร้างกระดูกท่ียดึเกาะอยูบ่นวสัดุทดสอบ 
CA/NOCC ท่ีก าลงัขยาย x2,500 และ x5,000 ตามล าดบั .................................................................. 53 

 ภาพประกอบ 35 ภาพกราฟแท่งแสดงแนวโนม้ปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (ALP activity) 
ระหวา่งกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมจาก 6 ชุดการทดลอง, error bar แสดง standard error of mean 
(SEM) .............................................................................................................................................. 55 

ภาพประกอบ 36 ภาพกราฟแท่งแสดงปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (ALP activity) ของกลุ่ม
ทดสอบเทียบกบักลุ่มควบคุมในวนัท่ี 4, 8 และ 14 จากการทดสอบ 6 ชุดการทดลอง โดยหาค่า
ความสัมพนัธ์เทียบกบักลุ่มควบคุมคิดเป็น %control ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, error bar แสดง 
standard error of mean (SEM) ........................................................................................................ 56 

ภาพประกอบ 37 ภาพสียอ้ม Alizarin red แสดงระดบัแร่ธาตุท่ีเซลลส์ร้างกระดูกสร้างขึ้นของ เซลล์
สร้างกระดูกในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ ในสัปดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดบั แสดงภาพ
ตวัแทนจากการทดสอบ 1 ชุดการทดลอง ........................................................................................ 57 

ภาพประกอบ 38 กราฟแท่งแสดงความสัมพนัธ์ระดบัแร่ธาตุท่ีเซลลส์ร้างกระดูกสร้างขึ้นของกลุ่ม
ควบคุมเทียบกบักลุ่มทดสอบ ในสัปดาห์ท่ี 4 เทียบกบัสัปดาห์ท่ี 1 จากการทดสอบ 4 ชุดการทดลอง 



  ณ 

โดยคิดเป็นค่า %control เทียบกบักลุ่มควบคุม ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, error bar แสดง standard 
error of mean (SEM) ....................................................................................................................... 58 

 
 



 

บทที่ 1 
บทน า 

 

ภูมิหลงั 
 ปัญหาเลือดออกในงานศลัยศาสตร์ช่องปากเป็นปัญหาแทรกซ้อนส าคญัท่ีพบไดบ้่อย ซ่ึง

หากเกิดขึ้นควรไดรั้บการป้องกนัและแกไ้ขในทนัที เพื่อป้องกนัอนัตรายท่ีจะเกิดขึ้นต่อตวัผูป่้วยทั้ง-
ในระหว่างและหลงัจากรับการรักษาแลว้ ในปัจจุบนัไดมี้การคิดคน้สารห้ามเลือดเฉพาะท่ี (Local 
hemostatic agent) ต่างๆ ออกมามากมายเพื่อน ามาช่วยแกปั้ญหาดงักล่าว โดยสารห้ามเลือดในอุดม-
คติควรจะมีคุณสมบติัคือ ไม่เน่าเสีย (Nonperishable) คงทน (Durable) มีความยืดหยุ่น (Flexible)  
ไม่แพง สามารถยึดเกาะกบับาดแผลไดดี้ เขา้กนัไดดี้กบัเน้ือเยื่อ ไม่ก่อให้เกิดปฏิกิริยาแพ ้(Tissue 
reaction) สามารถสลายตวัไดเ้อง และหา้มเลือดไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ(1-3) ซ่ึงในปัจจุบนัก็ยงัไม่มี
สารห้ามเลือดเฉพาะท่ีตวัใดท่ีมีคุณสมบติัครบตามท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ท าให้ยงัคงมีการคิดคน้เพื่อ
พฒันาสารห้ามเลือดใหม่ๆ ขึ้นมาเร่ือยๆ เพื่อให้ได้สารห้ามเลือดเฉพาะท่ีท่ีมีคุณสมบติัครบถว้น
ตามท่ีกล่าวไป  

 สารห้ามเลือดเฉพาะท่ีท่ีมกัพบเห็นวา่ถูกน ามาใชบ้่อยๆ ในงานศลัยศาสตร์ช่องปาก ไดแ้ก่ 
Surgicel และ  Gelfoam(4) โดยวัสดุทั้ งสองจัดอยู่ในกลุ่มสารห้ามเลือดแบบแพสซีฟ (Passive 
hemostatic agents) ท่ีมีกลไลการท างานหลกัในการห้ามเลือด คือ การอาศยัโครงสร้างทางกายภาพ
ของวสัดุท่ีมีลักษณะเป็นโครงข่าย (Lattice-like matrix) ให้เลือดมายึดเกาะ จากนั้นจะเกิดการ
กระตุน้กระบวนการท างานของ extrinsic clotting pathway ท าใหเ้กลด็เลือดท่ีอยูโ่ดยรอบมารวมตวั-
กันและเกิดเป็นล่ิมเลือดขึ้นโดยผ่านการท างานของไฟบริน (Fibrin) สารห้ามเลือดประเภทน้ี
เหมาะสมท่ีจะใชใ้นผูป่้วยท่ีมี intact coagulation cascade ปกติ ท าให้เม่ือน ามาใชใ้นผูป่้วยท่ีมีความ
ผิดปกติของกระบวนการแข็งตวัของเลือดหรือได้รับยาท่ีส่งผลต่อกระบวนการแข็งตวัของเลือด 
วสัดุประเภทน้ีจึงท างานไดไ้ม่ดีนัก อีกทั้งยงัมีขอ้ดอ้ยในเร่ืองของการยึดเกาะท่ีไม่ดีในเน้ือเยื่อท่ีมี
ลกัษณะเปียก ท าให้วสัดุยึดติดกบับาดแผลได้ไม่ดีส่งผลให้มีเลือดซึมออกมาจากแผลเล็กน้อย แต่
อยา่งไรก็ตามสารห้ามเลือดน้ีกลบัมีประสิทธิภาพในการห้ามเลือดในบริเวณท่ีมีเลือดออกมากๆ ได-้
ดี เน่ืองจากมีความสามารถในการดูดซึมมากท าให้มีการสร้างโครงสร้างท่ีเป็นไฟบรัสได้ดีกว่า        
มีค  าแนะน าใหใ้ชส้ารหา้มเลือดประเภทน้ีใหน้อ้ยท่ีสุดเท่าท่ีท าไดแ้ละให้น าส่วนเกินท่ีเหลือหลงัจาก
ใชง้านแลว้ออก เน่ืองจากวสัดุอาจไปกดโครงสร้างบริเวณขา้งเคียง เช่น เส้นประสาท เส้นเลือด ท า-
ใหร้บกวนกระบวนการหายของแผลหรือเกิดการติดเช้ือตามมาภายหลงัได(้5, 6) 
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 จากขอ้ดอ้ยหลายประการของวสัดุห้ามเลือดขา้งตน้ จึงท าให้มีการคิดคน้วสัดุห้ามเลือด
ชนิดใหม่ท่ีมีการปรับปรุงคุณสมบติัให้ดีขึ้นเพื่อหวงัผลท่ีจะก าจดัขอ้ดอ้ยดงักล่าวขึ้นมา ซ่ึงวสัดุนั้น 
ก็คือ วสัดุหา้มเลือดจากไคโตซานและอนุพนัธ์ของไคโตซาน 

 ไคโตซานเป็นสารท่ีเตรียมไดจ้ากไคติน โดยการดึงหมู่อะเซทิลของไคตินออกกลายเป็น
หมู่อะมิโน สามารถละลายไดใ้นสารละลายท่ีเป็นกรดอ่อน โดยในปัจจุบนัไดมี้การน าไคตินหรือ  
ไคโตซานมาประยกุตใ์ชใ้นงานดา้นต่างๆ รวมทั้งในดา้นการแพทย ์อาหารและยา(1, 7-13) เน่ืองจาก
คุณสมบติัอนัโดดเด่นของไคโตซาน เช่น ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียบ์าง
ชนิด(8, 14-16) ความไม่เป็นพิษ การเขา้กนัไดท้างชีวภาพ(3, 14) คุณสมบติัในการหา้มเลือด(1, 7, 8, 
10-14, 17, 18) และการยอ่ยสลายไดต้ามธรรมชาติ(1, 7-13) เป็นตน้ 

 HemCon dental dressing (HDD) เป็นวสัดุห้ามเลือดจากไคโตซานท่ีถูกน ามาใชห้้ามเลือด
ในช่องปาก โดยได้มีการพัฒนามาจาก HemCon Bandage ซ่ึงถูกใช้ในการห้ามเลือดเพื่อรักษา
บาดแผลต่างๆ ท่ีมีเลือดออก ในสงครามอิรักและอฟักานิสถานของสหรัฐอเมริกา(2, 4) โดยเกิดการ
ห้ามเลือดผ่านกลไกของวสัดุท่ีมีคุณสมบติัเป็นประจุบวก เม่ือวสัดุสัมผสักบัเลือดประจุบวกจะท า
หน้าท่ีดึงดูดประจุลบท่ีอยู่บนผิวเซลล์ของเซลล์เม็ดเลือดแดงให้มาเกาะ ท าให้เกิดล่ิมเลือดท่ีข้น-
หนืดขึ้นอย่างรวดเร็วและเกิดการยึดติดแน่นกับบริเวณบาดแผลท่ีตอ้งการรักษา(2-4) และถึงแม้
กระบวนการห้ามเลือดดงักล่าวจะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วแต่ก็ไม่ท าให้เกิดความร้อนขึ้น ส่งผลให้ไม่มี
การท าอนัตรายต่อเน้ือเยือ่ในบริเวณบาดแผลจากอุณหภูมิ (Thermal injury) เกิดขึ้น(2) จากกลไกการ
ท างานดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าการท างานของ HDD  ไม่ขึ้นกบักระบวนการห้ามเลือดท่ีท างานผา่น 
intrinsic และ extrinsic clotting pathway(12) ท าให้ HDD สามารถใชง้านไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพใน
ผูป่้วยท่ีได้รับยาต้านการแข็งตัวของเลือด (Oral anticoagulant therapy)(15, 16) และยาต้านเกล็ด
เลือด (Antiplatelet treatment)(19) โดยท่ีไม่ตอ้งท าการปรับหรือเปล่ียนแปลงยาท่ีผูป่้วยไดรั้บ ท าให้
ลดความเส่ียงจากอนัตรายท่ีอาจเกิดขึ้นจากการปรับเปล่ียนยาของผูป่้วยลงได(้2, 15, 16) 

 แต่อย่างไรก็ตามวสัดุห้ามเลือดเฉพาะท่ีท่ีไดก้ล่าวไปในขา้งตน้ลว้นแต่ตอ้งถูกน าเขา้มา
จากต่างประเทศ ท าให้มีราคาค่อนขา้งสูงและตอ้งใช้เวลาในการจดัหาเพื่อน ามาใชใ้นโรงพยาบาล
หรือตามคลินิกต่างๆ ในประเทศ ดงันั้นการท่ีศูนยเ์ทคโนโลยีโลหะและวสัดุแห่งชาติ (เอ็มเทค) ได้
พัฒนาสารห้ามเลือดชนิดใหม่ขึ้ น จึงเป็นการช่วยลดภาระค่าใช้จ่ายดังกล่าวลงและก่อให้เกิด
ประโยชน์อยา่งมากในวงการการแพทยข์องประเทศไทย 

Calcium Alginate/N,O-carboxymethylchitosan (CA/NOCC) เป็นสารห้ามเลือดจากอนุพันธ์    
ไคโตซานท่ีไดรั้บการพฒันาขึ้นมาโดยคณะศูนยวิ์จยัจากศูนยเ์ทคโนโลยีโลหะและวสัดุแห่งชาติ 
(เอ็มเทค) ซ่ึงเป็นสารห้ามเลือดทางเลือกตวัหน่ึงท่ีอาจมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบัคุณสมบติัของสาร
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ห้ามเลือดในอุดมคติตามท่ีเราตอ้งการ โดยสารดงักล่าวมีกลไกท่ีช่วยส่งเสริมให้เกิดการหยุดไหล
ของเลือดผา่นคุณสมบติัทั้งทางกายภาพและทางเคมีของตวัสารเอง CA/NOCC มีลกัษณะพื้นผิวของ
สารท่ีเป็นประจุลบ ซ่ึงคลา้ยกบัประจุลบบนพื้นผิวของซบัเอนโดทีเลียมคอลลาเจน (subendothelial 
collagen) และหมู่คาร์บอกซิล (carboxyl functional group) ท่ีคลา้ยกบัเส้นใยคอลลาเจนในชั้นเอน-
โดทีเลียมของหลอดเลือด ท าให้เกิดการดึงดูดและกระตุ้นเกล็ดเลือด เหน่ียวน าให้เกิด contact 
activation ของโปรตีนในการเกิดล่ิมเลือดต่างๆ และเร่ิมการท างานของกระบวนการ clotting 
cascade ท าให้เกิดการสร้างไฟบรินขึ้นอย่างรวดเร็ว รวมถึงจากคุณสมบติัพื้นผิวของสารท่ีชอบน ้ า
ระดบัปานกลาง (Moderate hydrophilic surface) ซ่ึงจะช่วยส่งเสริมให้เกิดการดูดซึมของไฟบริโน-
เจน (Fibrinogen) ไดดี้ ส่งผลช่วยเพิ่มการยึดเกาะของเกล็ดเลือด (Platelet adhesion) และการสร้าง
ทรอมบิน (Thrombin) ขึ้นอยา่งรวดเร็ว(20) จากคุณสมบติัและกลไกการท างานดงักล่าวจึงท าให้เกิด
การหา้มเลือดขึ้นอยา่งมีประสิทธิภาพ (รวดเร็วและแขง็แรง)  

 จากท่ีไดก้ล่าวไปในขา้งตน้จะเห็นไดว้า่ถึงแม ้HDD และ CA/NOCC จะเป็นวสัดุหา้มเลือด
ท่ีผลิตไดม้าจากสารตั้งตน้ชนิดเดียวกนัคือ ไคติน แต่ก็มีกลไกในการท างานห้ามเลือดท่ีแตกต่างกนั 
คือ HDD จะมีคุณสมบติัท่ีเป็นประจุบวกซ่ึงช่วยในการดึงดูดให้เซลลเ์ม็ดเลือดแดงมาเกาะเป็นหลกั
(2) หรือก็คือการท างานในส่วนของ primary hemostasis(15) ส่วน CA/NOCC จะมีคุณสมบติัท่ีเป็น
ประจุลบซ่ึงช่วยดึงดูดและกระตุน้การท างานของเกล็ดเลือด รวมถึงส่งเสริมกระบวนการท างานของ 
clotting cascade(1, 20) หรือก็คือส่งเสริมให้มีการท างานทั้งในส่วนของ primary และ secondary 
hemostasis ท าให้เกิดการห้ามเลือดขึ้นอย่างรวดเร็วและล่ิมเลือดท่ีไดมี้ความแข็งแรง ช่วยลดปัญหา
การสูญเสียเลือด ณ ขณะท าหัตถการและการเกิดเลือดออกในภายหลงั (Delay bleeding) จนอาจ
น าไปสู่การเกิดเป็นเลือดคัง่ (Hematoma) และพฒันาให้เกิดการติดเช้ือในท่ีสุด ดงันั้นจะเห็นไดว้่า 
CA/NOCC ถือเป็นวสัดุหา้มเลือดชนิดหน่ึงท่ีมีประสิทธิภาพในการหา้มเลือดไดเ้ป็นอยา่งดี  

 โดยวสัดุห้ามเลือดดงักล่าวไดผ้่านการทดสอบคุณสมบติัต่างๆ และประสิทธิภาพในการ
ช่วยเร่งการแขง็ตวัของเลือดในระดบัหลอดทดลองและในสัตวท์ดลอง รวมถึงความเป็นพิษต่อเซลล์
บริเวณผิวหนังของมนุษย์เรียบร้อยแล้ว(1, 7, 10, 11, 21) แต่ยงัไม่เคยมีการน าวสัดุดังกล่าวมา
ทดสอบในเซลล์สร้างกระดูกในช่องปากของมนุษย ์ดังนั้นงานวิจยัน้ีจึงได้จดัท าขึ้นเพื่อทดสอบ
ความเป็นพิษของวสัดุห้ามเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซานต่อเซลล์เน้ือเยื่อในช่องปาก (เซลล์สร้าง-
กระดูก) เพื่อหวงัผลท่ีจะน าวสัดุห้ามเลือดน้ีมาใช้ประโยชน์ในงานศลัยกรรมช่องปากต่อไปใน
อนาคต 
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ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
 เพื่อทดสอบความเป็นพิษของวสัดุห้ามเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซานต่อเซลลส์ร้างกระดูก

(Osteoblast)  
 

ความส าคัญของการวิจัย 
 หากการทดสอบความเป็นพิษของวสัดุห้ามเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซานต่อเซลล์สร้าง-

กระดูกให้ผลท่ีดี คือไม่เป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูก ท าให้เซลล์สามารถแบ่งตัวเพิ่มจ านวนและมี
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล ์รวมถึงการท าหนา้ท่ีของเซลลส์ร้างกระดูกท่ีเป็นปกติแล้ว วสัดุ
ห้ามเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซานน้ีก็อาจเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีจะถูกน ามาพฒันาเพื่อใชป้ระโยชน์ใน
งานศลัยกรรมช่องปากต่อไปในอนาคต 
 

ขอบเขตของการวิจัย 
ประชากรท่ีใช้ในการวิจัย 

เซลลส์ร้างกระดูกของมนุษย ์

กลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการวิจัย 
เซลลส์ร้างกระดูกท่ีเพาะเล้ียงในจานเล้ียงเซลล ์

ตัวแปรที่ศึกษา 
1. ตวัแปรอิสระ แบ่งเป็นดงัน้ี 

1.1 วสัดุหา้มเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) 
2. ตวัแปรตาม ไดแ้ก่ 

2.1 ความมีชีวิตของเซลล์สร้างกระดูกและการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์     
สร้างกระดูก 

2.2 การแสดงออกของลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้างกระดูก 
2.3 การแสดงออกของอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส 
2.4 การสะสมแคลเซียมภายนอกเซลล์จากการเกิดการสะสมแร่ธาตุของเซลล์   

สร้างกระดูก 
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 กรอบแนวคิดในการวิจัย 

 
สมมุติฐานในงานวิจัย 

 วัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซานไม่เป็นพิษต่อ เซลล์สร้างกระดูก ไม่ส่งผลต่อ
กระบวนการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลลแ์ละการแสดงออกของลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์
สร้างกระดูก พบการแสดงออกของอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส และการสะสมของแคลเซียมนอกเซลล์
ของเซลลส์ร้างกระดูก 
 

 

 

ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิดการวิจยั 



 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

 

ในการวิจัยคร้ังน้ี ผูวิ้จัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวขอ้ง และได้น าเสนอตามหัวขอ้
ต่อไปน้ี 

1.กระบวนการหา้มเลือด (Hemostasis) 

2.การหายของแผล (Wound healing) 

3.สารหา้มเลือดเฉพาะท่ี (Local hemostatic agent) 

4.อลัจิเนต (Alginate) 

5.วสัดุหา้มเลือดจากไคโตซาน (HemCon dental dressing) 

6.วสัดุหา้มเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซาน (Calcium alginate/N,O-
carboxymethylchitosan; CA/NOCC) 

1.กระบวนการห้ามเลือด (Hemostasis) 
เม่ือหลอดเลือดไดรั้บภยนัตรายทางกายภาพ (Physical injury) จะเกิดการตอบสนอง โดยมีการ

ท างานร่วมกนัระหว่างเกล็ดเลือด (Platelet), endothelial cell และ coagulation cascade ท าให้เกิดล่ิม
ท่ีใช้หยุดเลือด (Hemostatic plug หรือ platelet-fibrin plug) ขึ้น โดยขั้นตอนในการห้ามเลือดจะ
ประกอบดว้ยขั้นตอนหลกัๆ 3 ขั้นตอนดว้ยกนั(5, 6) ไดแ้ก่  

1.1 การหดตวัของหลอดเลือด (Vasoconstriction): Primary hemostasis 

1.2 การสร้าง platelet plug: Primary hemostasis 

1.3 การสร้างล่ิมเลือด (Blood clot formation): Secondary hemostasis 

1.1 การหดตัวของหลอดเลือด (Vasoconstriction) 
เม่ือหลอดเลือดถูกท าลายจะเกิดการตอบสนองโดยมีการหดตวัของหลอดเลือดขึ้น

ทนัที จากการท างานของกลา้มเน้ือเรียบท่ีอยู่รอบหลอดเลือดผ่านกลไกทางระบบประสาทท่ียงัไม่-
ทราบชดัเจน ท าให้เลือดไหลมาบริเวณท่ีไดรั้บบาดเจ็บน้อยลง ซ่ึงขั้นตอนน้ีจดัอยู่ในกระบวนการ
หา้มเลือดระยะเร่ิมแรก (Primary hemostasis)(5, 6)  
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1.2 การสร้าง Platelet plug 
ส่วนเกล็ดเลือด (Platelet หรือ thrombocyte) เป็นช้ินส่วนของเซลล์ท่ีไม่มีนิวเคลียส 

แต่มี secretory vesicle หรือ granule ท่ีสะสมสารท่ีส าคญัในกระบวนการหา้มเลือด เม่ือมีการฉีกขาด
ของหลอดเลือด เกลด็เลือดจะเร่ิมเขา้มายดึเกาะบริเวณดงักล่าว น าไปสู่การกระตุน้และการเกาะกลุ่ม
ของ เกล็ดเลือดเป็น platelet plug ท าหนา้ท่ีอุดบริเวณท่ีมีการฉีกขาด ท าให้เกิดการห้ามเลือดขึ้นใน
ระยะแรก โดยกลไกการเกิด platelet plug สามารถแบ่งเป็น 3 ขั้นตอน(6) ดงัน้ี 

1.2.1 Platelet adhesion  
เป็นขั้นตอนท่ีเกล็ดเลือดจะเขา้มายึดเกาะกบัชั้น subendothelial ของหลอดเลือดท่ี

จะถูกเผยผ่ึงขึ้นมาสัมผสักบัเลือดเม่ือมีการฉีกขาด โดยอาศยัโปรตีน von Willebrand factor (vWF) 
เป็นตวัช่วยให้เกิดการยดึเกาะกนั ท าให้เกิดการห้ามเลือดขึ้น ขั้นตอนน้ีจะเกิดขึ้นในระยะแรกและมี
ความส าคญัมากส าหรับการท าหนา้ท่ีหา้มเลือดของเกลด็เลือด 

 

 

 

 

 

 ท่ีมา: ชัชวาลย ์ศรีสวสัด์ิ (2555). การห้ามเลือด (HEMOSTASIS): ภาควิชาชีวเคมี คณะ
แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลยัมหิดล. 

1.2.2 Platelet activation 
เป็นขั้นตอนท่ีเกล็ดเลือดท่ีอยู่ในภาวะพักจะถูกกระตุ้นให้อยู่ในรูปแอคทีฟ 

(active) เพื่อให้ท าหนา้ท่ีในการห้ามเลือด ขั้นตอนน้ีเกิดขึ้นหลงัจากมีการจบักนัระหว่างเกล็ดเลือด
กบัคอลลาเจน หรือ vWF ผ่านทาง GP receptor Ia/IIa หรือ Ib/IX ซ่ึงผลของการจบักนัของโมเลกุล
ผ่าน GP receptor เหล่าน้ี จะท าให้เกิดการส่งทอดสัญญานภายในเกล็ดเลือด (Intracellular signaling 
cascades) ขึ้ น และท าให้ เ กิดการเปล่ียนแปลงต่างๆ ของเกล็ดเ ลือดในขณะท่ีถูกกระตุ้น 
(ภาพประกอบ 3) เช่น เกิดการเปล่ียนรูปร่างของเกล็ดเลือดเป็น pseudopod ท าให้เกล็ดเลือดเกาะ-

ภาพประกอบ 2 การยดึเกาะของเกลด็เลือดกบัชั้น subendothelial ผา่นทาง glycoprotein receptor 
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กลุ่มกนัไดดี้ขึ้น มีการหลัง่สารท่ีเก็บสะสมใน granule ของเกลด็เลือดออกมา ส่งผลช่วยกระตุน้การ-
ท างานและการเกาะกลุ่มกนัของเกล็ดเลือด และเกิดการเปล่ียนแปลงทางโครงสร้างของ GPIIb/IIIa 
ท าให้เกล็ดเลือดเปล่ียนคุณสมบติัจาก inactive ไปเป็น active receptor ซ่ึงสามารถจบักบั fibrinogen 
และ vWF ไดอ้ยา่งแขง็แรง เป็นตน้ 

 

 

 

 

 ท่ีมา: ชัชวาลย ์ศรีสวสัด์ิ (2555). การห้ามเลือด (HEMOSTASIS): ภาควิชาชีวเคมี คณะ
แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลยัมหิดล. 

1.2.3 Platelet aggregation 
หลังจาก GPIIb/IIIa ถูกกระตุ้นให้เปล่ียนเป็นรูปท่ี active แล้ว fibrinogen และ 

vWF ในเลือดจะจบักบั GPIIb/IIIa บนเกล็ดเลือดและท าหน้าท่ีเช่ือมโยงเกล็ดเลือดเขา้ดว้ยกนั ท า-
ให้เกิดการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดเกิดเป็น platelet plug มาอุดบริเวณท่ีมีการฉีกขาดของหลอด-
เลือด (ภาพประกอบ 4) ซ่ึงเป็นหนา้ท่ีของเกลด็เลือดใน primary hemostasis ท่ีจะเกิดขึ้นภายในเวลา
เป็นวินาทีเม่ือมีการเสียหายของหลอดเลือด  

 
 
 

 

 

ที่มา: ชชัวาลย ์ศรีสวสัดิ ์(2555). การหา้มเลือด (HEMOSTASIS): ภาควิชาชีวเคมี คณะ

แพทยศาสตรศิ์รริาชพยาบาล มหาวิทยาลยัมหิดล. 

 

ภาพประกอบ 3 การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดกบัเกลด็เลือดเม่ือถูกกระตุน้ 

 

ภาพประกอบ 4 การเกาะกลุ่มเกลด็เลือดท่ีเกิดจากการจบักนัระหวา่ง GP IIb/IIIa กบั fibrinogen/ 
vWF 
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1.3. การสร้างลิม่เลือด (Blood clot formation or secondary hemostasis) 
การสร้างล่ิมเลือดหรือไฟบรินเกิดจากการท างานของปัจจยัการแข็งตวัของเลือดหรือ 

coagulation factor ท าให้ได้ไฟบรินท่ีจะตกตะกอนลงมารวมกับเม็ดเลือดแดงกลายเป็นล่ิมเลือด 
(Blood clot หรือ fibrin clot) ท่ีมีความแข็งแรงและห้ามเลือดไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดยปัจจยัการ
แขง็ตวัของเลือดในกระบวนการสร้างล่ิมเลือดมีอยูห่ลายชนิด ดงัแสดงในตาราง 1 (5, 6)  

 

ตาราง 1 ปัจจยัการแขง็ตวัของเลือด 

 

Factor ช่ือพ้องอ่ืนๆ และ/หรือช่ือเดิม 
I Fibrinogen 
II Prothrombin 
III Thromboplastin, tissue extract, tissue factor 
IV Calcium 
V Proaccelerin, labile factor, accelerator globulin (AcG) 
VI Accelerin แต่ปัจจุบนัทราบว่าเป็น activated form ของ factor V (Va) จึงไม่มีการใชอ้ีกต่อไป 
VII Proconverth, serum prothrombin conversion accelerator (SPCA), stable factor, 

autoprothrombin I 
VIII Antihemophilic factor (AHF), antihemophilic globulin (AHG), platelet cofactor 

I,antihemophilic factor A 
IX Plasma thromboplastin component (PTC), Christmas factor, antihemophilic factor B, platelet 

cofactor II, autoprothrombin II 
X Stuart-Prower factor 
XI Plasma thromboplastin antecedent (PTA) 
XII Hageman factor 
XIII Fibrin stabilizing factor (FSF), Laki-Lorand factor (LLF), fibrinase 

 

ท่ีมา: ชัชวาลย์ ศรีสวัสด์ิ (2555). การห้ามเลือด (HEMOSTASIS): ภาควิชาชีวเคมี คณะ
แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลยัมหิดล. 
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ผลของการกระตุน้ปัจจยัการแขง็ตวัของเลือดเหล่าน้ีจะท าให้เกิด proteolytic cleavage 
ของ FI หรือ fibrinogen ท่ีท าหนา้ท่ีเป็น precursor ของการสร้างล่ิมเลือด ใหเ้กิดเป็นไฟบรินและล่ิม-
เลือดตามล าดบั โดยมีกลไกการท างานท่ีอาจแบ่งออกไดเ้ป็น 4 ขั้นตอน(6) ดงัน้ี 

1.3.1 ขั้นตอนการกระตุน้ Factor X (Factor X activation) ผ่านทาง intrinsic และ 
extrinsic pathway ดงัแสดงในภาพประกอบ 5 และ 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา: ชัชวาลย์ ศรีสวัสด์ิ (2555). การห้ามเลือด (HEMOSTASIS): ภาควิชาชีวเคมี คณะ
แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลยัมหิดล. 

ท่ีมา: ชัชวาลย์ ศรีสวัสด์ิ (2555). การห้ามเลือด (HEMOSTASIS): ภาควิชาชีวเคมี คณะ
แพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลยัมหิดล. 

ภาพประกอบ 5 การกระตุน้ฤทธ์ิของ Factor X ผา่นทาง intrinsic pathway 

ภาพประกอบ 6 การกระตุน้ฤทธ์ิของ Factor X  ผา่นทาง extrinsic pathway 
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1.3.2 ขั้นตอนการสร้างทรอมบิน (Thrombin generation) FXa ท่ีเกิดขึ้นจะท างาน
ร่วมกบั FVa ซ่ึงเป็น cofactor แลว้เปลี่ยน prothrombin ใหเ้ป็น thrombin 

1.3.3 ขั้นตอนการสร้างไฟบริน (Fibrin formation) ทรอมบินท่ีเกิดขึ้นจะเปล่ียน 
fibrinogen ให้กลายเป็น fibrin monomer ซ่ึงจะเขา้มารวมกนัเป็น fibrin polymer เกิดเป็น soft fibrin 
clot ท่ียงัไม่มีความแข็งแรง หลงัจากนั้น FXIIIa ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีมี transglutaminase activity จะ  
ท าให้เกิด covalent crosslink ระหว่าง fibrin monomer ท าให้ hard fibrin clot ซ่ึงจะตกตะกอนลงมา
รวมกับเม็ดเลือดแดงกลายเป็นล่ิมเลือดท่ีมีความแข็งแรงและสามารถห้ามเลือด ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ  

1.3.4 การหดตวัของล่ิมเลือด (Clot retraction) ประมาณ 1-2 ชัว่โมงหลงัจากเลือด
แข็งตวั ล่ิมเลือดจะหดตวับีบซีรัมออกมาในกระบวนการท่ี เรียกว่า syneresis การหดตวัของล่ิม-
เลือดน้ีเกิดจาก contractile protein ในเกล็ดเลือด คือ  thrombosthenin หดตวัโดยอาศยัพลงังานจาก 
ATP (เช่นเดียวกบั actin-myosin ในกลา้มเน้ือ) ดึงให้ไฟบรินในล่ิมเลือดหดตวัตามเป็นผลให้ล่ิม-
เลือดถูกบีบใหมี้ขนาดเลก็ลง ถา้มีเกลด็เลือดต ่ากวา่ 5,000 ตวั/mm3 มกัจะไม่มีการหดตวัของล่ิมเลือด
(6) 
 

2.การหายของแผล (Wound healing)  
2.1 ขบวนการหายของแผล (Phase of wound healing)  

ขบวนการหายของแผล จะเร่ิมตั้งแต่เกิดแผล และด าเนินไปอยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลานาน
ต่างๆ กัน แลว้แต่ชนิดของแผล ต าแหน่ง และวิธีการรักษา ขั้นตอนต่างๆ ของการหายของแผล
แบ่งเป็น 4 ระยะ แต่ละระยะอาจมีการเหล่ือมล ้ากนัได ้ดงัน้ี(22, 23)  

2.1.1 ระยะท่ีมีเลือดออกและการอกัเสบ (Stage of hemorrhage & inflammation 
เม่ือเกิดบาดแผลมักมีการฉีกขาดของหลอดเลือดและเน้ือเยื่อร่วมด้วยเสมอ 

ร่างกายจะมีทั้งขบวนการหา้มเลือด และการหายของแผลเกิดขึ้น  
เม่ือเกิดบาดแผลและหลอดเลือดฉีกขาด  หลอดเลือดฝอยจะหดตวัอยูป่ระมาณ 2-3 

นาที ต่อมาเม็ดเลือดขาว (white blood cell)  จะผลิตส่ือเคมี (chemical medicators) เช่น ฮีสตามีน 
(histamine) และพรอสตาแกลนดิน E1  และ E2  (prostaglandins E1 and E2)  ซ่ึงจะท าให้หลอด-
เลือดฝอยขยายตวัเกิดการอกัเสบท่ีบาดแผล ท าให้มีช่องว่างระหว่างเซลล์เยื่อบุชั้นในของหลอด-
เลือด (endothelial cell)  ท าใหเพลาสมา, เอ็นไซม ์และเม็ดเลือดขาว (leukocytes)  ร่ัวซึมออกมาใน
บาดแผล พลาสมาท่ีซึมผ่านออกมาจะท าให้ส่ิงปนเป้ือนเจือจางและมีการสะสมมากขึ้นจนเกิด
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อาการบวม เมด็เลือดขาวท่ีออกมาในระยะแรกจะเป็น นิวโตรฟิล (neutrophils) ต่อมาเป็นโมโนไซท ์
(monocytes) ซ่ึงจะกลายเป็นแมคโครเฟจย์ (macrophage) ซ่ึง เป็นตัวส าคัญในการก าจัด ส่ิง
แปลกปลอมในแผล เช่น เน้ือตายและแบคทีเรีย นอกจากน้ีในแผลยงัมี ลิมโฟซัยท ์(lymphocyte) ท่ี
ช่วยระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายในการก าจดัส่ิงแปลกปลอม (ภาพประกอบ 7)  โดย lymphatic flow 
จะช่วยก าจดัพวกของเหลวนอกเซลล์ส่วนเกิน แบคทีเรียและเน้ือเยื่อตาย รวมทั้งส่ิงแปลกปลอม
ออกไป ถา้มีจ านวนมาก จะระบายสู่ภายนอกในลกัษณะของหนอง  

อาการแสดงของการอกัเสบ จะมีอาการปวด บวม แดง ร้อน ระยะท่ีมีการอกัเสบ
ของแผลน้ีบางคร้ังถูกเรียกว่า “lag phase” เพราะระยะน้ีแผลไม่แขง็แรง เน่ืองจากคอลลาเจนเกิดขึ้น
นอ้ยและการยดึกนัของบาดแผลมีนอ้ย  

2.1.2 ระยะการสร้างเน้ือเยือ่เส้นใยหรือระยะงอกขยาย (Stage of fibroplastic หรือ 
proliferative phase) 

ระยะน้ีจะมีปัจจยัการเจริญเติบโต (growth factor) ท่ีออกมาจากเกล็ดเลือด นิว-
โตรฟิลและแมคโครเฟจย ์เป็นตวักระตุน้เซลลเ์น้ือเยื่อเก่ียวพนั (connective tissue)  ไดแ้ก่ เซลลข์อง 
fibrocyte, เยื่อบุผิวของหลอดเลือดฝอย (capillary endothelium) และกล้ามเน้ือเรียบ (smooth 
muscle) ให้แบ่งตัวและเจริญเข้าไปในแผล (ภาพประกอบ 8) ต่อมาเซลล์ของ fibrocyte จะ
เปล่ียนแปลงเป็น fibroblast ซ่ึงจะท าหนา้ท่ีสร้างคอลลาเจน เส้นใยท่ียืดหยุ่นได ้(elastic fiber) และ
เน้ือเยือ่พื้น (ground substance) (ภาพประกอบ 9)  

ตั้งแต่วนัท่ี 3 หรือ 4 หลงัจากมีบาดแผล สารท่ีเป็นเน้ือเยื่อพื้นจะประกอบด้วย 
mucopolysaccharide หลายชนิด มีลกัษณะคลา้ยวุน้ ช่วยยึดเส้นใยคอลลาเจนอยู่ดว้ยกนั คอลลาเจน
จะถูกสร้างขึ้นมากและเร็วภายในสองสัปดาห์ หลงัจากนั้นอตัราการสร้างจะชา้ลงและมีปริมาณคงท่ี
หลงั 40 วนั คอลลาเจนท่ีถูกสร้างขึ้นมาน้ีจะท าใหแ้ผลแขง็แรงและหายเร็ว  

เน้ือเยื่อท่ีร่างกายสร้างขึ้นมาใหม่บริเวณแผลจะประกอบด้วย เน้ือพื้น (ground 
substance) คอลลาเจน หลอดเลือดฝอย ไฟโบรบลาส และเซลลอ์กัเสบ (inflammatory cell) ทั้งหมด
จะดูมีสีแดงสด เป็นมนั รวมเรียกวา่ “granulation tissue”  

เยื่อบุผิวท่ีขอบแผลเร่ิมงอกเข้าไปคลุมแผล โดยเคล่ือนตัวไปบนผิวของ 
granulation tissue จนขอบของเยื่อบุผิวมาชนกนัจะหยุดการเคล่ือนตวั การหยุดการเคล่ือนตวัของ
เยือ่บุผิวท่ีงอกมาชนกนัน้ี เรียกวา่ “contact inhibition”  

ระยะการสร้างเน้ือเยื่อเส้นใยหรือระยะงอกขยายน้ีจะเร่ิมเกิดขึ้นตั้ งแต่วนัท่ี 5 
จนถึงวนัท่ี 20 หลงัจากเกิดบาดแผล ช่วงน้ีร่างกายตอ้งการสารอาหารท่ีมีประโยชน์เพื่อช่วยในการ
หายของแผล  
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2.1.3 ระยะเน้ือเยือ่เจริญเตม็ท่ีหรือระยะปรับตวั (Maturation phase หรือ remodeling 
phase) 

เป็นระยะสุดทา้ยของการหายของแผล เร่ิมตั้งแต่หลงัวนัท่ี 20 ด าเนินไปเร่ือยๆ 
และบางกรณีอาจมีการเปล่ียนแปลงไปไดน้านถึง 2 ปี ระยะน้ีมีการสลายตวัของเส้นใยคอลลาเจน
พร้อมกบัมีการสร้างเส้นใยคอลลาเจนใหม่ขึ้นมาทดแทน คอลลาเจนใหม่น้ีจะมดัโยงไขวก้นั ท าให้
บาดแผลแขง็แรงมากขึ้น แต่จะแขง็แรงไดเ้พียงร้อยละ 80-85 ของเน้ือเยือ่เดิม และไม่มีความยดืหยุ่น
ท่ีแผล เป็นเพราะไม่มีการสร้าง elastin ขึ้นมาทดแทนได ้(ภาพประกอบ 10) 

 
 

  

 
 
 
 
 
 

 

ภาพประกอบ 7 ระยะท่ีมีเลือดออกและการอกัเสบ (stage of hemorrhage & inflammation) 

ภาพประกอบ 8 ระยะการสร้างเน้ือเยือ่เส้นใยหรือระยะงอกขยาย (stage of fibroblastic or 
proliferative phase) 
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2.2 ชนิดของการหายของแผล (Type of wound healing)  
วิธีการท าให้แผลหายเป็นส่วนหน่ึงของการดูแลแผล ซ่ึงจะช่วยให้แผลหายไดอ้ย่าง

สมบูรณ์ รวดเร็ว  ป้องกันปัญหาแทรกซ้อนท่ีอาจจะเกิดตามมาได้ การท าให้แผลหายแบ่งเป็น 3 
แบบ ดงัน้ี(22, 23) 

2.2.1การหายแบบปฐมภูมิ  (first intention healing) (ภาพประกอบ 11) 
เป็นการหายของแผลท่ีมีการน าขอบแผลมาชิดกนั โดยไม่มีแรงดึงของแผล แผล

สะอาด ไม่มีส่ิงปนเป้ือนท่ีจะเส่ียงต่อการติดเช้ือภายหลงั ลกัษณะบาดแผลไม่มีการสูญเสียเน้ือไป-

ภาพประกอบ 9 ระยะงอกของการสร้างเน้ือเส้นใย (proliferative phase of fibroplastic stage) 

ภาพประกอบ 10 ระยะเน้ือเยื่อเจริญเตม็ท่ี (maturation phase) 
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มาก หรือถา้มีการสูญเสียจะสามารถตกแต่งและมีการน าขอบแผลมาชิดกนัได ้แผลพวกน้ีจะหาย-
เร็ว มีแผลเป็น (scar) เกิดขึ้นนอ้ยหรือไม่มีเลย  

บาดแผลพวกน้ีไดแ้ก่ บาดแผลผา่ตดัท่ีถูกเยบ็ปิด, กระดูกหกัท่ีถูกจดัเขา้ท่ีเดิม เป็น-
ตน้ 

 
2.2.2การหายแบบทุติยภูมิ (second intention healing) (ภาพประกอบ 12)  

เป็นการหายของแผลขนาดใหญ่และลึก มีช่องว่างระหว่างขอบแผล มีการสูญเสีย
เน้ือเยื่อ หรือมีการติดเช้ือเกิดขึ้น ไม่เหมาะสมส าหรับการเยบ็แผลปิด ควรให้การรักษาแบบแผล-
เปิด โดยปล่อยให้มีล่ิมเลือด (blood clot) อยู่ ในแผลและปล่อยให้หายเองโดยการสร้าง granulation 
tissue และมีการเจริญของเยื่อบุผิว (epithelialization) มาปิดแผล การหายแบบน้ีจะใชเ้วลานานกว่า
แบบปฐมภูมิและเกิดเป็นแผลเป็นไดม้ากกวา่ นอกจากน้ีมีโอกาสเกิดการติดเช้ือไดม้ากกวา่ดว้ย 

 
 

ภาพประกอบ 11 การท าให้แผลหายแบบปฐมภูมิ  (first intention healing) 
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บาดแผลพวกน้ี ไดแ้ก่ บาดแผลท่ีเยบ็ไวป้ริ หรือวสัดุเยบ็แผลหลุด บาดแผลถอน-
ฟัน บาดแผลท่ีสูญเสียเน้ือมากๆ แผลท่ีมีการติดเช้ือ แผลไฟไหม ้หรือกระดูกหักท่ีจดัไม่เขา้ท่ีเดิม 
เป็นตน้ 

2.2.3การหายแบบตติยภูมิ (third intention healing) (ภาพประกอบ 13)  
เป็นการหายของแผลท่ีมีช่องวา่งระหวา่งแผลและปล่อยใหแ้ผลหายระยะหน่ึงจนมี

การสร้าง granulation tissue ขึ้นใหม่ จึงช่วยให้แผลหายเร็วขึ้นโดยการเย็บปิดบาดแผล (delayed 
primary closure) หรือปิดดว้ยการน าผิวหนงัมาปลูก (skin graft) 

 
2.3 การหายของแผลถอนฟัน (Normal healing of extraction wound)  

การหายของแผลถอนฟันปกติจะเหมือนกบัการหายของแผลทัว่ไป จะใช้เวลานาน
ต่างกนับา้งในผูป่้วยแต่ละราย ทั้งน้ีขึ้นอยู่กบัอายุ ต าแหน่งของฟัน เช่น ฟันคุดท่ีตอ้งผ่าตดัออก การ
ติดเช้ือ สภาวะสุขภาพของผูป่้วย และความยากง่ายของการถอนฟัน เป็นตน้(22, 23)  

ภาพประกอบ 12 การท าให้แผลหายแบบทุติยภูมิ (second intention healing) 

ภาพประกอบ 13 การท าให้แผลหายแบบตติยภูมิ  (third intention healing) 
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การหายของแผลถอนฟันจะแบ่งเป็น 4 ระยะ  

2.3.1 Coagulative phase  
2.3.2 Proliferative phase  
2.3.3 Osteogenic – remodeling phase  
2.3.4 Epithelium formation  

จากการทดลองในสัตวท์ าให้ทราบถึงระยะเวลาในการหายของแผลแต่ละระยะได ้ซ่ึง
อาจจะไม่เหมือนกบัการหายของแผลในคนทีเดียวนกั แต่พออนุโลมวา่น่าจะใกลเ้คียงกนัได ้ดงัน้ี 

ระยะท่ี 1 Coagulative phase 
ทนัทีท่ีร่างกายไดรั้บความกระทบกระเทือนจากการถอนฟันหรือการผ่าตดัเอาฟัน

ออก ระบบการแข็งตัวของเลือด (coagulation system) และปฏิกิริยาการอักเสบ ( inflammatory 
reaction) จะถูกกระตุน้ ภายในแผลถอนฟันจะเต็มไปดว้ยล่ิมเลือด ซ่ึงประกอบดว้ย เส้นใยไฟบริน 
เม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือด ท่ีผิวของล่ิมเลือดจะถูกปกคลุมดว้ยแบคทีเรีย เซลล์ท่ีตาย จะพบนิว-
โตรฟิลเร่ิมเขา้มาในแผล มีส่วนของเยือ่ปริทนัต ์(periodontal ligament) หลงเหลืออยูท่ี่ผนงัของเบา้-
รากฟัน และมีปฏิกิริยาของการอกัเสบเกิดขึ้น คือมีการขยายตวัของหลอดเลือดดว้ย (ภาพประกอบ 
14) 
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ท่ีมา : Courtesy of Dr.Carlos E. Nasjleti and Dr.Raul G.Caffesse, University of Texas Health 
Science Center at Houston, Dental Branch, Department of Periodontics.) 

 
ตรงกลางของล่ิมเลือดจะเกิดภาวะขาดออกซิเจน (hypoxic) เพราะไม่มีเลือดมา-

เล้ียง แต่บริเวณขอบของล่ิมเลือดยงัมีปริมาณความกดดันของออกซิเจน (oxygen tension) สูงอยู่ 
ความกดดนัท่ีต่างกนัน้ี ท าใหดึ้งดูดไฟโบรบลาสทเ์ขา้มาในบริเวณน้ี  

ไฟโบรบลาสทมี์แหล่งก าเนิดจากเซลลเ์ยื่อปริทนัตท่ี์ตกคา้งอยู่ และจากเซลลข์อง
เน้ือเยื่อเก่ียวพนัของเหงือก (connective tissue of gingiva) ท่ีอยู่โดยรอบ ส่ิงท่ีเป็นตวัช่วยดึงให้ ไฟ-
โบรบลาสทแ์ละเซลลเ์ยือ่บุผิวของเส้นเลือด (endothelial cell) เขา้มายงับริเวณล่ิมเลือด ไดแ้ก่ ปัจจยั
การเจริญเติบโต (growth factor) ได้แก่ PDGF, TGF-β ทรอมบิน (thrombin) และไฟโบรเนคติน 
(fibronectin)  

นอกจากน้ีไฟโบรบลาสท์จะหลัง่สารช่ือ ลามินิน (laminin) ซ่ึงจะช่วยกระตุน้ให้
เซลลเ์ยื่อบุผิวของเส้นเลือดเขา้มายงัคอลลาเจน แมททริก (collagen matrix) ท่ีก าลงัถูกผลิตขึ้นใหม่
ดว้ย  

ระยะน้ีจะมีเซลล์เม็ดเลือดขาวจะเขา้ไปก าจดัเช้ือแบคทีเรีย ส่ิงแปลกปลอม และ
เน้ือตาย  

ระยะ coagulative phase จะใชเ้วลาประมาณ 1 ถึง 3 วนั ไฟโบรบลาสทแ์ละเซลล์
เยือ่บุผิวของเส้นเลือดจะเป็นตวัสร้างเน้ือเยื่อ granulation ขึ้นมาแทนท่ีล่ิมเลือดนัน่เอง 

ภาพประกอบ 14 ภาพแสดงแผล 1 วนั หลงัการถอนฟันมี fibrin clot เตม็เบา้รากฟัน พบ 
inflammatory cell (จุดขาว) เตม็บน clot (x 200) 
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ระยะท่ี 2 Proliferative phase  (ภาพประกอบ 15)  
ในระยะ proliferative น้ี จะมีเหตุการณ์หลายอย่างเกิดขึ้น ไดแ้ก่ การสลายตวัของ

ล่ิมเลือด การสร้างเน้ือเยื่อเก่ียวพนั (connective tissue matrix) มีการเจริญของเส้นเลือดใหม่เขา้ไป
ในแผล มี osteoclast เข้ามาบริเวณแผลและเซลล์ท่ีจะสร้างเซลกระดูก (osteoprogenitor cell) จะ
เปล่ียนรูปร่างเป็นออสติโอบลาสท์ (osteoblasts) ปรากฎการณ์ต่างๆ เหล่าน้ีจะเกิดขึ้นพร้อมๆ กนั
และไม่เก่ียวขอ้งกนั จากการทดลองในสัตวพ์บวา่ระยะน้ีจะเกิดในช่วง 3 ถึง 10 วนั หลงัการถอนฟัน 

 
 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : Courtesy of Dr.Carlos E.  Nasjleti and Dr.Raul G. Caffesse, University of Texas Health 
Science Center at Houston, Dental Branch, Department of Periodontics. 

 
นอกจากมีปัจจยัการเจริญเติบโต เช่น PDGF, TGF-β, bFGF ซ่ึงท าหน้าท่ีดึงไฟ-

โบรบลาสท์และเซลลเ์ยื่อบุผิวของเส้นเลือดเขา้มาในแผลแลว้ ยงัมีปัจจยัการเจริญเติบโตท่ีมาจาก
ต่อมน ้ าลาย ไดแ้ก่ epidermal growth factor (EGF) และ nerve growth factor (NGF) ซ่ึงจะท าหน้าท่ี
เสริมการสร้างเน้ือเยื่อ granulation, ท าให้ไฟโบรบลาสท์และเซลลเ์ยื่อบุผิวของเส้นเลือดมีจ านวน
มากขึ้น และช่วยใหมี้การสร้างเส้นเลือดใหม่ (angiogenesis) ดว้ย ฉะนั้นน ้าลาย เป็นตวัช่วยให้มีการ
หายของแผลตามปกติดว้ย ไดมี้การทดลองในสัตวท์ดลองโดยตดัต่อมน ้ าลายออก พบว่าแผลหาย  
ชา้ลงอยา่งชดัเจน 

ภาพประกอบ 15 ภาพแสดง proliferative – osteogenic phase ในเบา้รากฟัน (x 150) 
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เน้ือเยื่อ granulation ท่ีถูกสร้างขึ้นเพื่อแทนท่ีล่ิมเลือด จะพบได้ประมาณวนัท่ี 7 
หลงัถอนฟัน  ในเน้ือเยื่อ granulation จะพบทั้งเซลลเ์ม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว ไฟบริน และเส้น-
เลือดเล็กๆ มากมาย  ภายในสัปดาห์ท่ีสอง จะพบว่าเบา้รากฟันมีเน้ือเยื่อ granulation อยู่เป็นจ านวน
มาก ในระยะน้ีเซลลท่ี์ช่วยสร้างกระดูก (osteoprogenitor cell) ซ่ึงพบไดบ้ริเวณเยื่อหุ้มกระดูก เยื่อ- 
ปริทนัตแ์ละเน้ือเยื่อ granulation เองจะเร่ิมมีการเปล่ียนแปลงตวัเองไปเป็น osteoblast ทั้งน้ีโดยผ่าน
ขบวนการเหน่ียวน า inductive process) จากโปรตีนในตระกูล Bone morphogenetic protein (BMP) 

เน้ือเยือ่ granulation จะถูกแทนท่ีดว้ยเน้ือเยื่อเก่ียวพนั ประมาณวนัท่ี 20 หลงัถอน-
ฟัน เน้ือเยื่อเก่ียวพนัน้ีจะประกอบดว้ยคอลลาเจน และเส้นใย reticulum ซ่ึงถูกสร้างขึ้นมาโดยไฟ -
โบรบลาสท์นั่นเอง คอลลาเจนท่ีพบเป็นชนิดท่ี 1, 3 และ 5 (collagen type I, III, V) โดยท่ีจะพบ
คอลลาเจนชนิดท่ี 1 และ 5 มากในช่วงท่ีเกิดแผลใหม่ๆ จากนั้นจะลดลงเร่ือยๆ และจะพบคอลลา-
เจนชนิดท่ี 1 และ 3 เพิ่มขึ้นเร่ือยๆ ในวนัต่อๆ มา โดยพบว่าคอลลาเจนชนิดท่ี 5 มีส่วนเก่ียวขอ้งกบั
การเกิดเส้นเลือดใหม่ (angiogenesis)  และการหายของกระดูก (bone healing) 

การเกิดเน้ือเยื่อ granulation อาจถูกขัดขวางได้ถ้าล่ิมเลือดถูกท าลายไปโดย
ขบวนการ fibrinolysis โดยเอนไซม์พลาสมิน (plasmin enzyme) จะไปท าลายเส้นใยไฟบริน 
นอกจากน้ียงัมีเอนไซม์อิลาสเทส (elastase enzyme) ซ่ึงผลิตโดยนิวโตรฟิล จะช่วยเสริมให้เกิด 
fibrinolysis โดยท าให้พลาสมิโน-เจน โมเลกุล (plasminogen molecule) แตกกระจาย ขดัขวางต่อ 
anti-plasmin ท่ีอยู่ในกระแสเลือดท าให้พลาสมินเด่นขึ้น เกิดขบวนการสลายไฟบริน (fibrinolysis) 
อาจพบไดป้ระมาณวนัท่ี 3 – 6 หลงัการถอนฟัน 

ระยะท่ี 3  Osteogenic – remodeling phase 
ขบวนการ osteogenesis ประกอบด้วย 1. การผลิต osteoid (secretion of osteoid)  

2. การสะสมพอกพูนของแร่ธาตุ (mineralization of the matrix) และ 3. การปรับสภาพของกระดูก 
(remodeling of bone) โดยมีรายละเอียดดงัน้ี  

ในสัปดาห์แรกหลงัถอนฟัน crestal bone จะเร่ิมมีการถูกท าลายโดย osteoclast 
ประมาณวนัท่ี 7 หลงัถอนฟัน osteoblast จะผลิตเน้ือเยื่อพื้นฐาน (ground substance) ท่ีอุดมไปดว้ย
คอลลาเจน จากนั้นจะมีการผลิต extracellular matrix vesicles ท่ีภายในเตม็ไปดว้ยผลึกของไฮ-     ดร
อกซีอะพาไทท ์(hydroxyapatite)  เอ็นไซม ์alkaline pyrophosphatases และ ATPases เอนไซมท์ั้ง 2 
ตวัน้ีเช่ือกนัว่าจะช่วยเสริมให้มีการ calcification โดยไปห้ามผลของ pyrophosphate และ ATP   ท า
ใหมี้ความเขม้ขน้ของ phosphate มากขึ้น  
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เม่ือมีการสะสมพอกพูนธาตุ (mineralization) extracellular matrix vesicle จะ  แตก
ออก ผลึกของไฮดรอกซีอะพาไททจ์ะถูกปล่อยออกมาสะสมพอกพูนไปตามเส้นใยคอลลาเจน และ
ขยายพอกพูนขึ้นเร่ือยๆ  

ในกระดูกท่ีถูกสร้างขึ้นใหม่ จะพบเส้นใยของ trabeculae ท่ีมี marrow space กวา้ง
ประมาณ 80 – 120 µm ในส่วน trabeculae จะพบ osteoblastic lacunae ดว้ย (ภาพประกอบ 16) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : Courtesy of Dr.Carlos E. Nasjleti and Dr.Raul G. Caffesse, University of Texas Health 
Science Center at Houston, Dental Branch, Department of Periodontics. 

 
 

ภาพประกอบ 16 A และ B แผล 2 เดือนหลงัการถอนฟันบางส่วนของ connective tissue matrix ถูก
แทนท่ีดว้ยกระดูกท่ีถูกสร้างขึ้นใหม่ (x 125) 
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กระดูกท่ีถูกสร้างขึ้นน้ีจะสร้างก่อนท่ีบริเวณชิดกบัเยื่อหุ้มกระดูก และรอบๆ ผนงั
เบา้รากฟัน (along socket walls) (ภาพประกอบ 17) 

ช่วงระยะเวลาท่ีมีการสร้างกระดูกมากท่ีสุด คือช่วง 4-8 สัปดาห์ (active bone 
formation)  จากนั้ นจะมีการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดูกท่ีสมบูรณ์ (remodeling) ขบวนการ 
osteogenesis จะใชเ้วลาทั้งหมดประมาณ 12-16 สัปดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : Courtesy of Dr.Carlos E. Nasjleti and Dr.Raul G. Caffesse, University of Texas Health 
Science at Houston, Dental Branch, Department of Periodontics. 

 

ภาพประกอบ 17 A และ B  แผล 1 เดือนหลงัการถอนฟัน แสดงกระดูกท่ีถูกสร้างขึ้นใหม่รอบๆ 
ผนงัเบา้รากฟัน (x 30) 
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จากการทดลองในหนูพบว่า หลังจากถอนฟันไปแล้ว 22 วนั ไม่สามารถแยก
ขอบเขตของกระดูกใหม่และกระดูกเบา้รากฟันเดิมได ้และภายใน 3 เดือน พบมีการเช่ือมต่อกนัของ
กระดูกใหม่กบักระดูกเก่า (remodeling) ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ (ภาพประกอบ 18) 

ระยะท่ี 4 Epithelium formation  
การงอกของเยือ่บุผิวหรือเยื่อบุปาก (mucosa) จะออกจากขอบเบา้รากฟันเร่ิมตั้งแต่

วนัท่ี 4 หลังถอนฟัน โดยงอกออกไปเหนือล่ิมเลือด และเน้ือเยื่อ granulation ท่ีถูกสร้างขึ้นมา 
จนกระทัง่มาบรรจบกนั ในแผลถอนฟันขนาดเล็ก แผลจะปิดเร็วตั้งแต่สัปดาห์ท่ีสอง ในแผลถอน-
ฟันขนาดใหญ่อาจปิดในสัปดาห์ท่ีสามหรือส่ี 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Courtesy of Dr.Carlos E.Nasjleti and Dr.Raul G. Caffesse, University of Texas 

Health Science at Houston, Dental Branch, Department of Periodontics. 

ภาพประกอบ 18 A และ B แผล 3 เดือนหลงัการถอนฟัน มี osteogenic remodeling phase เกิดขึ้น
สมบูรณ์ (x 150) 
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3. สารห้ามเลือดเฉพาะท่ี (Local hemostatic agent)  

สารห้ามเลือด คือสารท่ีช่วยสนับสนุนให้เลือดหยุดไหล โดยสารห้ามเลือดในอุดมคติควร -มี
ประสิทธิภาพ สามารถสูญสลายไดด้ว้ยตวัมนัเอง มีความปลอดภยัเม่ือใชก้บัร่างกายและใชไ้ดง้่าย 
โดยสารหา้มเลือดเฉพาะท่ี (Local hemostatic agent) สามารถจ าแนกไดเ้ป็น 2 ประเภท ดงัน้ี  

3.1 สารแบบแพสซีฟ (Passive agents) 3.2 สารแบบแอคทีฟ (Active agents)(5)  

3.1 สารห้ามเลือดแบบแพสซีฟ (Passive hemostatic agents) 
มีลกัษณะเป็นโครงข่าย (Framework) ท่ีท าหนา้ท่ีให้เกล็ดเลือดมายึดเกาะแลว้เกิดเป็น

ล่ิมเลือดท่ีมีความเสถียร กลไกการท างานหลกัของสารห้ามเลือดประเภทน้ีจะมีลกัษณะเป็นรูปแบบ
ทางกายภาพประกอบเป็นโครงข่าย (Lattice-like matrix) ให้เลือดมายึดเกาะ และช่วยกระตุ้น
กระบวนการท างานของ extrinsic clotting pathway ท าใหเ้กลด็เลือดท่ีอยูโ่ดยรอบมารวมตวัและ เกิด
เป็นล่ิมเลือดขึ้นโดยอาศยัการท างานของไฟบรินสารห้ามเลือดประเภทน้ีเหมาะสมท่ีจะใชใ้นผูป่้วย
ท่ีมี intact coagulation cascade โดยมกัจะเป็นสารห้ามเลือดท่ีถูกน ามาใช้เป็นอนัดบัแรก เน่ืองจาก
สามารถน ามาใชไ้ดท้นัที ใชง้านง่ายและมีราคาถูก มีค าแนะน าใหใ้ชส้ารหา้มเลือดประเภทน้ีให้น้อย
ท่ีสุดเท่าท่ีท าไดแ้ละให้น าส่วนเกินท่ีเหลือหลงัจากท่ีสามารถท าให้เกิดการหยุดไหลของเลือดแลว้
ออก เน่ืองจากมันมีผลข้างเคียงไปกดโครงสร้างบริเวณข้างเคียง เช่น เส้นประสาท เส้น -เลือด 
ตัวอย่างสารห้ามเลือดประเภทน้ี เช่น คอลลาเจน (Collagens), เซลลูโลส (Cellulose), เจลาติน 
(Gelatins) และ พอลีแซคคาไรด ์สเฟียร์ (Polysaccharide spheres)(5)  

3.1.1 ผลิตภณัฑจ์ากคอลลาเจน (Collagen-base products) 
เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้มาจากส่วนเอ็นววั (Bovine tendon) หรือคอลลาเจนส่วนผิว

ของววั (Bovine dermal collagen) แบ่งไดเ้ป็น เส้นใยคอลลาเจน (Microfibrillar collagen products) 
และคอลลาเจนชนิดละลายไดเ้อง (Absorbable collagen products) 

3.1.1.1 เส้นใยคอลลาเจน (Microfibrillar collagen; Avitene) 
เป็นผลิตภณัฑ์จากคอลลาเจนบริสุทธ์ิจากชั้นผิวหนังของววั (Purified bovine 

dermal collagen) มีลกัษณะเป็นเส้นใยหลวมๆ ท าหนา้ท่ีในการดึงดูดเกลด็เลือดใหม้ารวมตวักนัและ
ยดึเกาะระหวา่งช่องวา่งของเส้นใยเกิดเป็นล่ิมเลือดขึ้น (Physiologic platelet plug)  
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3.1.1.2 คอลลาเจนแบบละลาย (Absorbable collagen; Helistat) 
เป็นผลิตภณัฑ์ของคอลลาเจนบริสุทธ์ิท่ีไดม้าจากเอ็นของววั (Bovine flexor 

tendon) และท าใหแ้หง้โดยวิธีการเยอืกแขง็ (Purified and lyophilized) มีลกัษณะนุ่ม มีสีขาว ยดืหยุน่
ได ้ไม่เปราะ มีโครงสร้างคลา้ยฟองน ้า และมีคุณสมบติัในการดูดซึมของเหลวไดจ้ านวนมาก และมี
การสลายตวัอย่างสมบูรณ์ใน 14 – 56 วนั ท างานโดยการท าหนา้ท่ีอุดกั้นเลือดและส่งผลให้เกิดการ
แข็งตวัของเลือด (Coagulation process) โดยเม่ือเลือดสัมผสักบัวสัดุ คอลลาเจนจะกระตุน้ให้เกล็ด
เลือดมารวมกัน (Aggregation of platelet) และจบักับเส้นใยคอลลาเจนจ านวนมาก จากนั้นเกล็ด
เลือดจะสลาย (Degranulate) และปล่อย factor ออกมา เช่น Thromboxane A2 ซ่ึงจะช่วยให้เกิดการ
สร้างล่ิมเลือดขึ้น 

3.1.2 ผลิตภณัฑจ์ากเซลลูโลส (Cellulose-base product) 
3.1.2.1 Oxidized regenerated cellulose (Surgicel)  

เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้มาจากพืช (Plant-based alpha-cellulose) มีความสามารถ
ในการ ดูดซึม มีสีขาว ลกัษณะคลา้ยผา้ถกั เป็นโครงข่ายปลอดเช้ือ (Sterile fabric meshwork) อาจ-
เป็นแบบแผ่นเดียวหรือหลายๆ แผ่นก็ได้ ราคาแพง โดยจะท าให้เกิดการดูดซึมทางกายภาพของ    
เมทริกซ์เพื่อให้เกิดการสร้างล่ิมเลือดขึ้ น และเกิดการห้ามเลือดโดยอาศัยกลไกจากการกด 
(Mechanical pressure) วสัดุมีคุณสมบัติเป็นกรด ซ่ึงอาจท าให้เกิดการอักเสบและการตายของ
เน้ือเยื่อ  ขึ้นได ้และท าให้การท างานของ ทรอมบินไม่มีประสิทธิภาพ แต่มีประโยชน์ในเร่ืองของ
การช่วยยบัย ั้งแบคทีเรีย (Bacteriostatic) วสัดุสามารถดูดซึมและสลายไปไดเ้องภายในเวลาประมาณ 
4-8 สัปดาห์ โดย Loescher and Robinson(24) ไดมี้การรายงานวา่วสัดุหา้มเลือดน้ี อาจเป็นสาเหตุ ท า
ใหเ้กิดการรบกวนของการรับความรู้สึกชัว่คราว (Temporary sensory disturbance) 

3.1.2.2 ActCel และ Gelitacel 
เป็นวสัดุห้ามเลือดชนิดใหม่ท่ีผลิตมาจากเซลลูโลสปลอดเช้ือ ท าออกมาใน

ลกัษณะของโครงข่าย Surgicel (Meshwork-like Surgicel) โดยเม่ือวสัดุสัมผสักบัเลือดมนัจะเกิดการ
ขยายตวัขึ้น 3-4 เท่า และรวมตวักนักลายเป็นเจล วสัดุชนิดน้ีสามารถสลายตวัโดยสมบูรณ์ได้เอง
ภายในเวลา 1-2 สัปดาห์ เม่ือการสลายตวัส้ินสุดจะให้ผลิตภณัฑ์เป็นกลูโคสและน ้ า ซ่ึงจะไม่ส่งผล
ต่อกระบวนการหายของแผล  

ActCel มีกลไกการท างานหลายอย่าง คือ ช่วยส่งเสริมให้เกิดกระบวนการ 
coagulation โดยการกระตุ้นให้เกิด platelet aggregation และสร้างล่ิมเลือดท่ีเสถียรแบบสามมิติ 
ActCel จะจบักบัแคลเซียมไอออนส่งผลกระตุน้กระบวนการ coagulation cascade ผา่นทาง intrinsic 
pathway นอกจากนั้นยงัมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย วสัดุน้ีถูกน ามาใชใ้นบริเวณแผลผ่า-
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ฟันคุดซ่ีท่ีสามเพื่อป้องกันการเกิดเบา้ฟันอกัเสบ (Dry socket) นอกจากนั้นยงัน ามาใช้ในงานปริ-
ทนัต์และงานผ่าตดัขากรรไกรด้วย (Periodontal & orthognathic surgeries)  ขอ้บ่งช้ีในการใช้วสัดุ
ชนิดน้ีคือ ใช้ในการห้ามเลือดบริเวณแผลเปิดและบริเวณช่องว่างต่างๆ ของร่างกาย (เช่น ปาก หู 
จมูก คอ และช่องคลอด) 

Gelitacel เป็นวสัดุท่ีท างานอย่างรวดเร็ว เกิดการสลายของเซลลูโลสผ่านทาง
กระบวนการออกซิไดซ์ โดยสามารถสลายตวัไดอ้ย่างรวดเร็วภายในเวลา 96 ชัว่โมง ดงันั้นจึงเป็น
การลดความเส่ียงในการเกิด encapsulation ซ่ึง Gelitacel มีราคาถูกวา่ Surgicel 

3.1.3 ผลิตภณัฑจ์ากเจลาติน (Gelatin-based products) : Gelfoam 
เจลโฟม (Gelfoam) เป็นวสัดุห้ามเลือดท่ีไดม้าจากเจลาตินบริสุทธ์ิจากชั้นผิวหนัง

ของหมู มีลกัษณะเป็นรู ยืดหยุ่นได ้มีคุณสมบติัเป็นฟองน ้ าเจลาตินท่ีดูดซึมได ้มีการผลิตออกมาทั้ง
ในรูปแบบของแผ่นฟิล์ม ฟองน ้ าเจลาติน (Gelfoam) และผง เจลโฟมท างานโดยจะท าหน้าท่ีเป็น
โครงข่ายใหเ้กิดการแขง็ตวัของเลือดขึ้น (Clotting framework) ใหป้ระสิทธิภาพประกอบดีเม่ือใชใ้น
การหยุดเลือดท่ีมาจากหลอดเลือดเล็กๆ และจะมีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้นเม่ือน ามาผสมกบัทรอม-
บิน เจลโฟมก่อให้เกิดปฏิกิริยาต่อเน้ือเยื่อนอ้ย สามารถสลายตวัไดอ้ยา่งสมบูรณ์ภายใน 4-6 สัปดาห์ 
และมีรายงานว่าวสัดุห้ามเลือดจากเจลาตินสามารถเหน่ียวน าให้เกิดล่ิมเลือดท่ีมีคุณภาพไดม้ากกวา่
วสัดุหา้มเลือดจากคอลลาเจน 

3.1.4 Polysaccharide hemopheres 
เป็นวสัดุห้ามเลือดชนิดใหม่ท่ีไดจ้ากการสกดัแป้งในผกั (Vegetable starch) ไม่มี

ส่วนประกอบท่ีได้จากมนุษยห์รือสัตว์ ถูกผลิตออกมาในรูปแบบของผง ใช้ในการควบคุมภาวะ
เลือดออกจากเส้นเลือดขนาดเล็ก โดยอาศยัคุณสมบติัท่ีชอบน ้ า (Hydrophilic) ของวสัดุท าให้เลือด
แห้ง (Dehydrating blood) ท าให้มีความเขม้ขน้เพิ่มมากขึ้นจนกลายเป็นส่วนประกอบท่ีแข็ง ดงันั้น
จึงเป็นการช่วยเพิ่มการสร้างแนวกั้น (Barrier formation) วัสดุห้ามเลือดชนิดน้ีควรใช้อย่าง
ระมดัระวงัในผูป่้วยเบาหวาน เน่ืองจากมีส่วนประกอบของน ้าตาล 

จากคุณสมบติัของวสัดุห้ามเลือดแบบแพสซีฟขึ้นอยู่กบัความสามารถในกระตุน้
กระบวนการแขง็ตวัของเลือดเฉพาะท่ี โดยไม่มีความเก่ียวขอ้งกบั intrinsic coagulation factor แต่จะ
กระตุน้ให้เกิดการสร้างล่ิมเลือดขึ้นโดยโครงข่ายสามมิติ (3D scaffold) ดงันั้นวสัดุห้ามเลือดกลุ่มน้ี
จึงไม่มีประสิทธิภาพเม่ือน ามาใช้ในผูป่้วยท่ีมีภาวะการแข็งตวัของเลือดผิดปกติ (Coagulopathic) 
และจากงานวิจยัพบว่า microfibrillar collagen เป็นวสัดุห้ามเลือดท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดในวสัดุ
ห้ามเลือดแบบแพสซีฟ ตามมาด้วย collagen sponge, gelatin sponge และ oxidized regenerated 
cellulose ตามล าดบั 
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3.2 สารห้ามเลือดแบบแอคทีฟ (Active hemostatic agents) 
เป็นสารหา้มเลือดท่ีมีการท างานดว้ยกระบวนการทางชีววิทยา (Biologic activity) โดย

จะเขา้ไปมีส่วนร่วมโดยตรงกับ coagulation cascade เหน่ียวน าให้เกิดล่ิมเลือดขึ้น สารห้ามเลือด
แบบแอคทีฟน้ีประกอบด้วยทรอมบินและผลิตภณัฑ์ของทรอมบิน โดยสารห้ามเลือดชนิดน้ีเป็น
ทางเลือกท่ีมีประโยชน์อย่างมากในการใช้ห้ามเลือดผูป่้วยท่ีไดรั้บยาตา้นการแข็งตวัของเลือดและ  
ยาตา้นเกลด็เลือด (5) 

3.2.1 ทรอมบิน (Thrombin) 
เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้มาจากพลาสมาของววัหรือมนุษยห์รือผลิตจากเทคนิคการ -

สร้าง DNA สายผสม (Recombinant DNA techniques เช่น recombinant thrombin) ทรอมบินถูก
น ามาใช้แบบเฉพาะท่ีในรูปของผงหรือสารละลายท่ีใช้ร่วมกับฟองน ้ าเจลาตินหรือน ามาผสมกับ    
เจลาตินเมตริกซ์ (Gelatin matrix) หรือในรูปสเปรย ์ผลิตภณัฑน้ี์ท างานอยา่งรวดเร็วภายใน 10 นาที 
โดยมีผลท าใหไ้ฟบริโนเจนเปลี่ยนไปเป็นไฟบริน  

3.2.2 วสัดุหา้มเลือดชนิดไหลแผ ่(Flowable hemostatic agent; FloSeal) 
เป็นวสัดุหา้มเลือดท่ีไดจ้ากการรวมกนัของสาร 2 ชนิด คือ bovine-derived gelatin 

granules และ human-derived thrombin โดยสารทั้งสองจะท างานร่วมกนัและท าให้เกิดล่ิมเลือดท่ี
เสถียรขึ้นในบริเวณท่ีมีเลือดออก ซ่ึงมีกลไกการท างานคือ เม่ือวสัดุห้ามเลือดถูกใส่ลงไปในบริเวณ
ท่ีเกิดเลือดออก gelatin granule ท่ีสัมผสักบัเลือดจะบวมตวัขึ้น 10-20% ท าให้เกิดการแนบสนิทกบั
บริเวณท่ีเกิดเลือดออกขึ้ น จากนั้ นส่วนท่ีเป็นทรอมบินจะไปกระตุ้น common pathway ใน
กระบวนการแข็งตวัของเลือดและเปล่ียนไฟบริโนเจนให้เป็นไฟบรินท าให้เกิดการสร้างล่ิมเลือดท่ี
เสถียรขึ้นโดยรอบ วสัดุน้ีสามารถสลายไดเ้องในร่างกายภายในเวลา 6-8 สัปดาห์ และจากคุณสมบติั
ของวสัดุท่ีไหลแผไ่ดจึ้งท าใหม้นัสามารถปรับรูปร่างให้เขา้กบับาดแผลต่างๆ ไดดี้ สามารถใชไ้ดท้ั้ง
การบาดเจ็บท่ีเกิดขึ้นในกระดูกและเน้ือเยือ่อ่อน  

3.2.3 Sealant 
เป็นวสัดุห้ามเลือดท่ีท าหนา้ท่ีขวางกั้นไม่ให้ของเหลวไหลผ่านได ้โดยแบ่งเป็น 4 

ชนิด ได้แก่ fibrin sealants, PEG polymers, albumin with glutaraldehyde และ  new cyanoacrylate 
sealant 
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3.3 Bone hemostats (Bone wax) 
เป็นวสัดุห้ามเลือดท่ีได้จากส่วนผสมปลอดเช้ือท่ีไม่ละลายน ้ าของขี้ ผ้ึง (Beeswax), 

พาราฟิน (Paraffin) และ isopropyl palmitate มีลักษณะอ่อนนุ่ม ใช้ในการห้ามเลือดเฉพาะท่ีใน
บริเวณท่ีมองเห็นต าแหน่งท่ีเกิดเลือดออกจากกระดูก โดยทัว่ไปจะหมายถึง bone bleeder ในบริเวณ
ท่ีท าการผา่ตดั จากคุณสมบติัท่ียดืหยุน่จึงท าใหส้ามารถท่ีจะน าวสัดุน้ีไปใชใ้นบริเวณท่ีเกิดเลือดออก
หรือบริเวณท่ีถูกกรอไดเ้ลย เน่ืองจากวสัดุสามารถเปล่ียนแปลงรูปร่างไปตามท่ีตอ้งการได ้และทนัที
ท่ีเกิดการบีบรัดของเส้นเลือด ก็จะท าใหเ้ลือดหยดุไหล จากคุณสมบติัท่ีไม่ละลายน ้าจึง  ท าใหว้สัดุน้ี
ไม่สามารถถูกดูดซึมและสลายตัวได้ ซ่ึงจะส่งผลให้เกิดการขัดขวางกระบวนการหายของแผล
ตามปกติและเกิดการติดเช้ือได้จากการลดลงของการก าจัดเช้ือแบคทีเรียตามปกติ (Bacteria 
clearance) ในกระดูก cancellous ควรระมดัระวงัการใช้วสัดุชนิดน้ีในบริเวณท่ีกระดูกก าลงัมีการ-
สร้างใหม่ การใชว้สัดุห้ามเลือดน้ีในระยะเวลานานอาจก่อให้เกิดการอกัเสบและเกิดปฏิกิริยาแพส่ิ้ง
แปลกปลอม (Giant cell reaction) ขึ้นได ้

 

4.อลัจิเนต (Alginate) 
อลัจิเนตเป็นพอลีเมอร์แซคคาไรด์ประจุลบท่ีสกดัไดจ้ากสาหร่ายทะเลสีน ้ าตาล (kelp) 

มีคุณสมบติัเข้ากันได้ดีทางชีวภาพ สามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ มีอตัราดูดซับน ้ าสูง         
มีความสามารถในการห้ามเลือด ช่วยส่งเสริมการหายของบาดแผล และราคาไม่แพง(25, 26) และ
เม่ือน าเกลือโซเดียมมาผสมกบัอลัจิเนตท าให้ไดส้ารประกอบโซเดียมอลัจิเนต (Sodium alginate; 
SA) ซ่ึงถูกน ามาใช้ประโยชน์ในการห้ามเลือดอย่างแพร่หลาย เน่ืองจากความสามารถของสารใน
การช่วยใหเ้กิดการมารวมตวัและยึดเกาะกนัของส่วนประกอบท่ีใชใ้นการหา้มเลือด เช่น เกลด็เลือด 
และ coagulation factor ต่างๆ ส่งเสริมให้เกิดการแข็งตวัของเลือดขึ้น ทั้งยงัมีคุณสมบติัในการดูด-
ซบัน ้าไดดี้ดว้ย(27) 
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5. วัสดุห้ามเลือดจากไคโตซาน (Chitosan-based product): HemCon Dental Dressing (HDD) 
 

 

        

 

 

 

ภาพประกอบ 19 แสดงโครงสร้างของไคโตซาน Poly [beta] (1 to 4)-N-acetyl D-glucosamine 

 

ท่ีมา: Malmquist et al.(2008). Hemostasis of Oral Surgery Wounds: J oral Maxillofacial Surgery 
 

HemCom Dental Dressing (HDD) เป็นวสัดุห้ามเลือดจากไคโตซานท่ีถูกน ามาใช้   

ห้ามเลือดในช่องปาก โดยไดมี้การพฒันามาจาก Hemcon Bandage ซ่ึงถูกใช้ในการห้ามเลือดเพื่อ

รักษาบาดแผลต่างๆ ท่ีมีเลือดออก ในสงครามอิรักและอฟักานิสถานของสหรัฐอเมริกา(3, 15) HDD 

มีความแตกต่างจาก HemCon Bandage ตรงท่ีมีขนาดเล็กกว่า สามารถละลายไดด้ว้ยของเหลวใน-

ช่องปากหลงัจากท าหัตถการ และไม่มีส่วนของ poly backing ท าให้ HDD สามารถใชห้้ามเลือดได้

ทั้งสองดา้น(2, 19) 
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ตาราง 2 เปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่ง HemCon Bandage และ HemCon dental dressing 

 

 HemCon Bandage HemCon Dental Dressing 

Function Hemostatic dressing: major combat 
wounds 

Hemostatic dressing: oral surgery wounds 

Mechanism of 
action  

Electropositive surface charge Electropositive surface charge 

Composition Freeze dried chitosan Freeze dried chitosan 

Size 100 x 100 x 5.5 mm 10 x 12 x 5.5 mm 

Backing Non-stick polybacking: prevent hands 
sticking to wounds 

No backing required: dissolves intraorally 

Orientation Poly backing towards hand: smooth 
material side toward wound 

Non-directional: either surface can be 
placed into the extraction socket 

Removal Sterile water or saline rinse Dissolves intraorally 

Accidental ingestion 
risk 

None: food grade and large size None: food grade 

Accidental 
inhalation risk 

None: large size None: low specific gravity, surgical 
protocal throat packs and dissolution 
eliminates risk 

Packaged Sterile single-use foil pack: 2-year 
shelf life 

Sterile single-use foil pack: 2-year shelf 
life 

 
ท่ี ม า  : Malmquist et al.(2008). Hemostasis of Oral Surgery Wounds: J oral Maxillofacial 

Surgery. 
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HDD คือ N-acetyl glucosamine polysaccharide ท่ีผลิตมาจากไคโตซานท่ีท าให้แห้ง 
(Freeze dried chitosan) โดยไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพประกอบเตรียมไดจ้ากไคติน(2, 3, 15, 
16) สามารถสกดัไดจ้ากเปลือกกุง้มีคุณสมบติัละลายได้ในสารละลายท่ีเป็นกรดอ่อน ไม่เป็นพิษ       
มีความเขา้กนัไดท้างชีวภาพ ย่อยสลายไดต้ามธรรมชาติ เป็นพอลิแซคคาไรด์ท่ีเป็นประจุบวก(15, 
16, 19) มีคุณสมบติัในการหา้มเลือด และความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียบาง-

ชนิด ได้แก่ Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa และ Proteus 
mirabilis(15) HDD ถูกผลิตออกมาในรูปแบบของแผ่นฟองน ้ าท่ีไม่ยืดหยุ่น ดังนั้ นก่อนใช้งาน
จะตอ้งท าการตดัวสัดุให้มีขนาดพอดีกบับาดแผลท่ีตอ้งการรักษา จากหลายๆ งานวิจยัพบว่า HDD 
สามารถห้ามเลือดไดภ้ายใน 1 นาที การห้ามเลือดท่ีเกิดขึ้นอาศยัการท างานผ่านกลไกของวสัดุท่ีมี
คุณสมบติัเป็นประจุบวก โดยเม่ือวสัดุสัมผสักบัเลือดประจุบวกจะท าหนา้ท่ีดึงดูดประจุลบท่ีอยู่บน
ผิวเซลลข์องเซลลเ์ม็ดเลือดแดงให้มาเกาะ ท าให้เกิดล่ิมเลือดท่ีขน้หนืดขึ้นอย่างรวดเร็วและเกิดการ
ยึดติดแน่นกบับริเวณบาดแผลท่ีตอ้งการรักษา(2, 4) และถึงแมก้ระบวนการห้ามเลือดดังกล่าวจะ
เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วแต่ก็ไม่ท าให้เกิดความร้อนขึ้น ส่งผลให้ไม่มีการท าอันตรายต่อเน้ือเยื่อใน
บริเวณบาดแผลจากอุณหภูมิ (Thermal injury) เกิดขึ้น จากกลไกการท างานดงักล่าวแสดงให้เห็นวา่
การท างานของ HDD ไม่ขึ้นกบักระบวนการห้ามเลือดท่ีท างานผ่าน intrinsic และ extrinsic clotting 
pathway(12) ท าให ้HDD สามารถใชไ้ดอ้ย่างมีประสิทธิภาพในผูป่้วยท่ีไดรั้บยาตา้นการแขง็ตวัของ
เลือด (Oral anticoagulant therapy)(15, 16) และยาตา้นเกลด็เลือด (Antiplatelet treatment)(19) โดยท่ี
ไม่ตอ้งท าการปรับหรือเปล่ียนแปลงการไดรั้บยา(2, 15, 19) นอกจากนั้นจากการศึกษาของ Roberto 
Pippi และคณะ(15, 19) ยงัพบว่า HDD ช่วยลดความเจ็บปวดหลงัการรักษาในเชา้วนัถดัมาและใน
วนัท่ีท าการตดัไหมไดดี้กว่าเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม และยงัช่วยท าให้เกิดการหายของบาดแผลท่ีดี
ขึ้นดว้ย(2, 15, 16, 19)  

 

6. วัสดุห้ามเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซาน (Calcium Alginate/N,O-carboxymethylchitosan; 
CA/NOCC) 

Calcium Alginate/N,O-carboxymethylchitosan (CA/NOCC) เป็นสารห้ามเลือดจากอนุพันธ์    
ไคโตซานร่วมกบัโซเดียมอลัจิเนต ท่ีไดรั้บการพฒันาขึ้นมาโดยคณะศูนยวิ์จยัจากศูนยเ์ทคโนโลยี
โลหะและวสัดุแห่งชาติ (เอม็เทค) มีกลไกท่ีช่วยส่งเสริมใหเ้กิดการหยดุไหลของเลือดผา่นคุณสมบติั
ทั้งทางกายภาพและทางเคมีของตวัสารเอง CA/NOCC มีลกัษณะพื้นผิวของสารท่ีเป็นประจุลบ ซ่ึง
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คลา้ยกับประจุลบบนพื้นผิวของซับเอนโดทีเลียมคอลลาเจน (Subendothelial collagen) และหมู่  
คาร์บอกซิล (Carboxyl functional group) ท่ีคล้ายกับเส้นใยคอลลาเจนในชั้นเอนโดทีเลียมของ
หลอดเลือด ท าใหเ้กิดการดึงดูดและกระตุน้  เกลด็เลือด เหน่ียวน าใหเ้กิด contact activation (กระตุน้ 
factor XII จาก inactive form ให้กลายเป็น active form) ของโปรตีนในการเกิดล่ิมเลือดต่างๆ และ
เร่ิมการท างานของกระบวนการ clotting cascade ท าใหเ้กิดการสร้างไฟบรินขึ้นอยา่งรวดเร็ว รวมถึง
จากคุณสมบติัพื้นผิวของสารท่ีชอบน ้ าระดบัปานกลาง (Moderate hydrophilic surface) จึงส่งเสริม
ให้เกิดการดูดซึมของไฟบริโนเจนได้ดี ส่งผลช่วยเพิ่มการยึดเกาะของเกล็ดเลือดและการสร้าง    
ทรอมบินขึ้นอยา่งรวดเร็ว จากกลไกขา้งตน้จะเห็นไดว้า่ CA/NOCC กระตุน้ใหเ้กิดการหา้มเลือดขึ้น
ผ่านทางกลไกการท างานของทั้ง primary และ secondary hemostasis ท าให้การห้ามเลือดท่ีเกิดขึ้น
สามารถเกิดขึ้นไดอ้ยา่งรวดเร็วและแขง็แรง(1, 7, 20, 21) 

จากการศึกษาของคณะผูว้ิจยัจากศูนยเ์ทคโนโลยีโลหะและวสัดุแห่งชาติ (เอ็มเทค) พบว่าวสัดุ
ห้ามเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) มีประสิทธิภาพในการช่วงเร่งการแข็งตวัของเลือด
และห้ามเลือดได้ดี(1, 7, 21) ไม่เป็นพิษ(28) สามารถสลายตวัได้อย่างสมบูรณ์ในร่างกายผูป่้วย
ภายในระยะเวลาประมาณ 3 เดือน ไม่พบปฏิกิริยาการอกัเสบหรือการต่อตา้นของเน้ือเยื่อท่ีสัมผสั
กับวสัดุ และไม่ก่อให้เกิดการระคายเคืองและการแพ(้10, 11) โดยคุณสมบติัดังกล่าวได้ผ่านการ
ทดสอบทั้งในระดบัหลอดทดลอง สัตวท์ดลอง และในเซลลบ์ริเวณผิวหนงัของมนุษยเ์รียบร้อยแลว้ 
ดงัแสดงในภาพประกอบ 20 – 29 ดงันั้นจึงแสดงวา่วสัดุหา้มเลือด CA/NOCC มีความปลอดภยั และ
สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ในมนุษยไ์ด ้ 

ท่ี ม า : Janvikul et al.(2013). Clinical study of chitosan-derivative-based hemostat in the 
treatment of split-thickness donor site. 

 
 

ภาพประกอบ 20 ภาพแสดงโครงสร้างทางเคมีของวสัดุอนุพนัธ์ไคโตซาน 
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ภาพประกอบ 21 ภาพแสดงการทดสอบ การระคายเคืองและการแพต้่อผิวหนงัของวสัดุทดสอบ
ชนิดต่างๆ : (a) ผา้กอซชนิดตวัควบคุมผลบวก (b) ผา้กอซชนิดตวัควบคุมผลลบ (c) วสัดุหา้มเลือด

ส าหรับใชภ้ายนอกร่างกาย และ (d) วสัดุหา้มเลือดส าหรับใชภ้ายในร่างกาย 

 

ภาพประกอบ 22 ภาพแสดงการตอบสนองของผิวหนงัของอาสาสมคัรต่อวสัดุทดสอบชนิดต่างๆ: 
ผา้ก๊อซชนิดตวัควบคุมผลบวก ผา้กอซชนิดตวัควบคุมผลลบ วสัดุหา้มเลือดส าาหรับใชภ้ายนอก

ร่างกาย และวสัดุหา้มเลือดส าาหรับใชภ้ายในร่างกายท่ีเวลา 72 ชัว่โมง 

ท่ี ม า : Wongparami et al.(2011). Preliminary Clinical Trial Results on Human Irritation and 
Delayed-type Hypersensitivity Evaluation of Chitosan Derivative – based Hemostats. 
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ภาพประกอบ 23 ภาพแสดงวิธีการทดสอบทางคลินิกเพื่อประเมินประสิทธิภาพการหา้มเลือดบน

แผลผิวหนงัตดัเพื่อการถ่ายปลกู 

 

ภาพประกอบ 24 ภาพแสดงลกัษณะแผลหลงัจากรักษาดว้ยวสัดุทดสอบแต่ละชนิด:  

(a) ท่ีเวลา 8 นาที (b) ท่ีเวลา 8.5 นาที 
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ภาพประกอบ 25 ภาพแสดงภาพถ่ายบาดแผลและรูปวาดคดัลอกลกัษณะบาดแผล สีแดง แทน
ต าแหน่งท่ีมีเลือดออก, สีเหลืองแทนต าแหน่งท่ีไม่มีเลือดออก (a) ภาพบาดแผลท่ีเวลา 8 นาที  

(b) ภาพบาดแผลหลงัเวลา 8 นาที ท่ี 30 วินาที 

 ท่ี ม า : Janvikul et al.(2013). Clinical study of chitosan-derivative-based hemostat in the 
treatment of split-thickness donor site. 

 
ภาพประกอบ 26 ภาพแสดงการผา่ตดัคร้ังท่ี 1 (พร้อมการฝังวสัดุทดสอบในร่างกาย) 

ท่ีมา :  Surattanawanich et al.(2011). Preliminary Clinical Study on Resorbability of Chitosan 
Derivative-based Hemostat in Surgical treatment of Penile Paraffinama. 
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ภาพประกอบ 27 ภาพแสดงการผา่ตดัคร้ังท่ี 2 (พร้อมการประเมินประสิทธิภาพการสลายตวัของ
วสัดุทดสอบในร่างกายผูป่้วย) 

 

ภาพประกอบ 28 ภาพแสดงการประเมินประสิทธิภาพการสลายตวัของวสัดุหา้มเลือดหลงัการฝัง
เป็นระยะเวลา 3 เดือนในผูป่้วย (a) รายท่ี 1 (b) รายท่ี 2 

 
ท่ีมา :  Surattanawanich et al.(2011). Preliminary Clinical Study on Resorbability of Chitosan 

Derivative-based Hemostat in Surgical treatment of Penile Paraffinama. 
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ภาพประกอบ 29 ภาพแสดงลกัษณะทางจุลพยาธิวิทยาของเน้ือเยือ่ผูป่้วย (a) ช้ินเน้ือก่อนการฝังวสัดุ
ของผูป่้วยรายท่ี 1 (b) ช้ินเน้ือหลงัการฝังวสัดุของผูป่้วยรายท่ี 1 (c) ช้ินเน้ือก่อนการฝังวสัดุของ

ผูป่้วยรายท่ี 2 (d) ช้ินเน้ือหลงัการฝังวสัดุของผูป่้วยรายท่ี 2 

 

ท่ีมา :  Surattanawanich et al.(2011). Preliminary Clinical Study on Resorbability of Chitosan 
Derivative-based Hemostat in Surgical treatment of Penile Paraffinama. 

 

 

 

 

 

 
 



 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

ในการวิจยัคร้ังน้ี ผูวิ้จยัไดด้ าเนินการตามขั้นตอนดงัน้ี 
1. การก าหนดประชากรและการสุ่มกลุ่มตวัอยา่ง 

2. ขั้นตอนการทดลองท่ีใชใ้นการวิจยั 

3. การเก็บรวบรวมขอ้มูล 

4. การจดักระท าและการวิเคราะห์ขอ้มูล 

 

การก าหนดกลุ่มประชากรและการสุ่มกลุ่มตัวอย่าง 
ประชากร  

เซลล์สร้างกระดูกท่ีผ่านการคัดแยกมาจากช้ินกระดูก ซ่ึงเก็บจากผูย้ินยอมตนท่ีมี
สุขภาพแข็งแรง อายุมากกว่า 20 ปี ไม่จ ากดัเพศ จ านวน 10 ราย ท่ีมารับบริการผ่าตดัขนาดเล็กใน
ช่องปาก (minor surgery) เช่น ผ่าฟันคุด ผ่าตดัแต่งปุ่ มกระดูกส่วนเกินในขากรรไกร เป็นตน้ โดย
บริเวณท่ีท าการผ่าตดัตอ้งปราศจากการอกัเสบติดเช้ือ และเก็บไวใ้นคลงัเก็บเซลล์ ซ่ึงได้รับการ
รับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจยัในมนุษยม์าแลว้ โดยในงานวิจยัจะท าการเลือกเซลล์ -
สร้างกระดูกจากการสุ่ม 3-6 เซลล์ไลน์ (Cell line) และเลือกเซลลท่ี์เพาะเล้ียงไดใ้นรุ่นท่ี 1-3 มาท า
การทดลอง 

 

ขั้นตอนการทดลองท่ีใช้ในการวิจัย 
1.การเตรียมวัสดุห้ามเลือดท่ีมีอนุพนัธ์ไคโตซานเป็นองค์ประกอบ (CA/NOCC) 

วสัดุห้ามเลือดท่ีมีอนุพนัธ์ไคโตซานเป็นองค์ประกอบ (CA/NOCC) นั้นได้รับการ-
อนุเคราะห์ผลิตโดยคณะผูว้ิจยัจากศูนยเ์ทคโนโลยีโลหะและวสัดุแห่งชาติ (เอ็มเทค) ซ่ึงท าการ-
เตรียมโดยการเทสารละลายผสม 2.5 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร) ของคาร์บอกซีเมธิลไคโตซาน 
0.5 กรัม และโซเดียมแอลจิเนต 2.0 กรัม ในน ้ า 100 มิลลิลิตร (สัดส่วนโดยน ้ าหนักของ CM-
Chitosan/SA = 20/80) จากนั้นน าสารละลายของสารผสมท่ีไดเ้ทหล่อแบบลงในแม่แบบท่ีมีขนาด
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เหมาะสมกบัการน าไปใช้งาน แลว้สารละลายหนืดในแม่แบบท่ีไดไ้ปแช่แข็งและท าให้แห้งด้วย
เคร่ืองฟรีซ-ดรายเออร์ กลายเป็นแผ่นปุยคล้ายฟองน ้ า น าแผ่นวสัดุท่ีได้มาจุ่มลงในสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด์ (10%wt.) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนั้นลา้งส่ิงตกคา้งในแผ่นวสัดุออกดว้ยน ้ า
หลายๆ คร้ัง แลว้ท าให้แห้งดว้ยเคร่ืองฟรีซ-ดรายเออร์ น าแผ่นวสัดุไปตดัให้มีขนาดเหมาะสมท่ีกบั
ช้ินงานท่ีต้องการใช้ (วงกลมขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร และ 10 มิลลิเมตร หนา 1 

มิลลิเมตร) แลว้น าวสัดุบรรจุในซองฆ่าเช้ือและท าการฆ่าเช้ือโดยการอบดว้ยแก๊สเอธิลีนออกไซด์
ก่อนน าไปใชท้ดสอบกบัเซลลต่์อไป(29) 

 

ภาพประกอบ 30 แสดงช้ินงานวสัดุหา้มเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซาน (CA/NOCC) ท่ีน ามาทดสอบ 

 

2.การเพาะเลีย้งเซลล์สร้างกระดูก  
ท าการเก็บเก่ียวเซลลส์ร้างกระดูกจากกระดูก ในบริเวณฟันกรามซ่ีท่ี 3 ท่ีปราศจาก ฟัน

ผุ ซ่ึงไดรั้บการผ่าตดัน าฟันออก และปุ่ มกระดูกบริเวณขากรรไกรบนหรือล่างท่ีไดรั้บการผ่าตดัน า
ออกก่อนรับการรักษาทางทนัตกรรมประดิษฐ์ิ ในคณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนคริน-
ทรวิโรฒ ภายใต้ความยินยอมของผูป่้วย จากนั้นน าช้ินกระดูกท่ีได้มาท าให้มีขนาดเล็กลง (1-2 
มิลลิเมตร) แลว้ลา้งดว้ย Phosphate buffered saline (PBS) 2 คร้ัง น าช้ินกระดูกท่ีไดม้าเพาะเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเซลล ์Advanced DMEM/F12 ท่ีเติม Penicillin 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ Streptomycin 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (PEST), Amphotericin B 5 ไมโครกรัม, L-Glutamine 2 มิลลิโมลาร์ต่อ
มิลลิลิตร และ 10% Fetal bovine serum (FBS) ลงไป ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 4 วนั ก่อนท าการเปล่ียนสาร-
ตวักลางคร้ังแรก จากนั้นท าการเปล่ียน สารตวักลางสัปดาห์ละคร้ัง(30, 31) 
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3. การทดสอบความเป็นพษิของวัสดุ CA/NOCC ต่อเซลล์ตามมาตรฐานของ ISO 
10993-5 

3.1 Direct contact ใช้ในการทดสอบความสามารถในการเพิ่มจ านวนของเซลล ์(Cell 
proliferation) และการศึกษาด้วยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ซ่ึงมีวิธีการ
ทดสอบโดยการวางวสัดุทดสอบ CA/NOCC ให้สัมผสักับเซลล์สร้างกระดูกในกลุ่มทดสอบ
โดยตรง 

3.2 CA/NOCC extract ใช้ในการทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลน์ ฟอสฟาเตส 
(Alkaline phosphatase assay) และการทดสอบการสะสมแร่ธาตุในชั้นแมทริกซ์ระหว่างเซลล์ 
(Matrix mineralization assay) โดยเป็นการทดสอบความเป็นพิษของวสัดุ CA/NOCC ต่อเซลล ์สร้าง
กระดูกในกลุ่มทดสอบแบบ indirect contact มีวิธีการเตรียมสารทดสอบคือ น าวัสดุทดสอบ 
CA/NOCC แช่ลงในอาหารเล้ียงเซลล ์DMEM/F12/10% FBS  ในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร โดยใช้
อัตราส่วนในการแช่คือ วสัดุทดสอบ CA/NOCC ขนาด  6 มิลลิเมตร หนา 1 มิลลิเมตร 1 ช้ิน : 
DMEM/F12/10% FBS 1,000 ไมโครลิตร (ส าหรับการทดสอบระดับปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟา
เตส) หรือ วสัดุทดสอบ CA/NOCC ขนาด 10 มิลลิเมตร หนา 1 มิลลิเมตร 1 ช้ิน : DMEM/F12/10% 
FBS 2,000 ไมโครลิตร (ส าหรับการทดสอบการสะสมแร่ธาตุในชั้นแมทริกซ์ระหวา่งเซลล)์ โดยเร่ิม
แช่วสัดุทดสอบในวนัเดียวกบัวนัท่ีท าการหว่านเซลล์เร่ิมการทดลอง จากนั้นน าหลอด CA/NOCC 
extract ท่ีเตรียมขา้งตน้เขา้ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคาร์บอนไดออกไซด ์5% และเม่ือถึง
ก าหนดเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ของการทดลองในกลุ่มทดสอบ ให้น าเฉพาะอาหารเล้ียงเซลล์ใน
หลอด CA/NOCC extract ยา้ยมาใส่หลอดใหม่ แลว้น าเขา้เคร่ืองหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส หมุนเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 20,000 x g เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกเศษตะกอนวสัดุ 
CA/NOCC ออกมา น าของเหลวส่วนท่ีลอยอยูเ่หนือตะกอนออกมาใส่หลอดใหม่ จากนั้นน าไปอุ่นท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปใช้เล้ียงเซลล์ในกลุ่มทดสอบในล าดบัถดัไป ส าหรับหลอด 
CA/NOCC extract เดิมท่ียงัคงมีวสัดุ CA/NOCC ตั้งตน้อยู่ ให้เติมอาหารเล้ียงเซลล์ใหม่ลงไปให้
เท่ากบัปริมาณอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ถูกน าออกมาใช ้แลว้น าเขา้ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ต่อ รอจนถึงรอบเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์คร้ังถดัไปจึงน าออกมาใช้ตาม
วิธีการท่ีไดก้ล่าวไปขา้งตน้ 
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4. การทดสอบความสามารถในการเพิม่จ านวนของเซลล์ (Cell Proliferation) 
วางวสัดุทดสอบ CA/NOCC ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร หนา 1 มิลลิเมตร ลง-

บนจานเล้ียงเซลลช์นิด 24 หลุม และเติมอาหารเล้ียงเซลล ์1,000 ไมโครลิตร น าจานเล้ียงเซลลเ์ขา้
ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นท าการ
แยกเซลลส์ร้างกระดูกเป็นเซลลเ์ด่ียวๆ โดยใช ้0.25% Trypsin-EDTA และหวา่นลงบนวสัดุทดสอบ 
CA/NOCC จ านวน 2x104 เซลลใ์น DMEM/F12/10% FBS 1,000 ไมโครลิตร (โดยก าหนดใหห้ลุมท่ี
มีเฉพาะเซลลส์ร้างกระดูกเป็นกลุ่มควบคุม) และแต่ละกลุ่มทดลองจะมีการท าซ ้า 3 หลุมต่อกลุ่ม น า
จานเล้ียงเซลล์เขา้ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลาอีก 24 
ชัว่โมง (ท าการทดลอง 3 ชุด ส าหรับทดสอบในวนัท่ี 1, 3 และ 6) หลงัจากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลล์
ออกให้หมด แลว้ลา้งดว้ย PBS หลุมละ 1,000 ไมโครลิตร ท าการวดัความมีชีวิตของเซลล์ดว้ยการ
ทดสอบเอม็ทีที (MTT assay, [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5Diphenyltetrazoliumbromide]) โดย
ละลายผงเอ็มทีที ใน PBS ท่ีความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แลว้น าสารละลายเอ็มทีที ไปผสม
กับ DMEM/F12 ท่ีไม่มีซีร่ัม ในอตัราส่วน 50:500 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปเติมลงในหลุมเล้ียง-
เซลล ์หลุมละ 550 ไมโครลิตร โดยในหลุมเล้ียงเซลลก์ลุ่มทดสอบจะมีการน าวสัดุ CA/NOCC ยก-
ออกไปวางไวใ้นหลุมเล้ียงเซลลท่ี์ว่างก่อนพร้อมกบัท าการทดสอบ MTT ในวสัดุ CA/NOCC ท่ียก-
ออกน้ีด้วย แล้วน าไปเข้าตู ้อบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 นาที หลังจากนั้นดูด
สารละลายดงักล่าวออกจากหลุม เติม Dimethyl sulfoxide (DMSO) ลงไปแทนในแต่ละหลุม หลุม-
ละ 500 ไมโครลิตร ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 30 นาที เพื่อละลายผลึก Formazan แลว้วดัปริมาณการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร เพื่อประเมินปริมาณเซลลท่ี์มีชีวิต โดยใชเ้คร่ือง Asys 
UVM340 Microplate reader และค านวณเป็นร้อยละโดยเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ท าการทดสอบ
เช่นเดียวกนักบัชุดการทดลองของวนัท่ี 3 และ 6(32) 

 

5. การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron 
microscope) 

วางวสัดุทดสอบ CA/NOCC ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 10 มิลลิเมตร หนา 1 มิลลิเมตร 
บนแผ่นกระจกกั้นใส (Cover slip) ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 13 มิลลิเมตร ในจานเล้ียงชนิด 24 หลุม 
จากนั้นท าการแยกเซลลส์ร้างกระดูกเป็นเซลลเ์ด่ียวๆ โดยใช ้0.25% Trypsin-EDTA และหวา่นเซลล์
ลงบนวสัดุทดสอบ CA/NOCC จ านวน 6x104 เซลลใ์น DMEM/F12/10%FBS 1,000 ไมโครลิตร น า
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จานเล้ียงเซลล์เขา้ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลาอีก 72 
ชัว่โมง (ก าหนดให้จานเล้ียงเซลล์ท่ีมีเฉพาะเซลล์สร้างกระดูกเป็นกลุ่มควบคุม) จากนั้นท าการยึด 
(Primary Fixation) เซลล์บนพื้นผิวของแผ่นกระจกกั้นใสด้วยกลูตารัลดีไฮด์ ร้อยละ 2.5 (2.5% 
glutaraldehyde) ในน ้ากลัน่ ทิ้งไว ้4 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้ลา้งดว้ย PBS เป็นระยะเวลา 10 นาที 
จากนั้นท าให้เกิดคายน ้ า (Dehydration) ด้วยเอทานอล ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 25 50 70 และ 100 

ขั้ นตอนละ  10 นาที  ตามล าดับ  แล้วท า ให้แห้งด้วยสาร เค มี เฮกซะ เม ธิลไดไซลา เซน 
(Hexamethyldisilazane: HDMS) โดยท าการเติมสารเคมีให้พอท่วมช้ินงาน แช่ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 
เม่ือตวัอย่างทดสอบแห้งแลว้ ให้น าไปท าการเคลือบทองดว้ยเคร่ืองเคลือบระบบอตัโนมติั (Auto 
fine coater) จากนั้นน าไปท าการวิเคราะห์ด้วยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด และท า
การบนัทึกขอ้มูลรูปร่างของเซลลเ์พื่อดูถึงความมีชีวิตและการตอบสนองของเซลลต่์อวสัดุทดสอบท่ี
เกิดขึ้น(32) 

 

6.การทดสอบระดับปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase assay) 
ท าการแยกเซลล์สร้างกระดูกเป็นเซลล์เด่ียวๆ โดยใช้ 0.25% Trypsin-EDTA และ

หว่านลงบนจานเล้ียงเซลล์ จ านวน 104 เซลล์ใน DMEM/F12/10% FBS 1,000 ไมโครลิตร (โดย
ก าหนดใหห้ลุมท่ีเล้ียงเซลลด์ว้ยอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไดจ้ากการสกดัเป็นกลุ่มทดสอบ) และแต่ละกลุ่ม
ทดลองจะมีการท าซ ้ า 3 หลุมต่อกลุ่ม น าจานเล้ียงเซลล์เขา้ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ในหลุมทดสอบให้
เป็นอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไดจ้ากการสกดัท่ีเตรียมไวต้ามวิธีขอ้ 3.2 (CA/NOCC extract) เพาะเล้ียงเซลล์
จนเซลลโ์ตเตม็ท่ี จากนั้นท าการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลเ์ป็นสารละลายตวักลาง osteogenic medium 

ซ่ึงบรรจุ ascorbic acid 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร , 𝛽 – glycerophosphate 2 มิลลิโมลาร์ และ 
dexamethasone 10 นาโนโมลาร์ ท าการเพาะเล้ียงเซลลต่์อจนถึงวนัท่ี 4, 8 และ 14  จากนั้นดูดอาหาร
เล้ียงเซลลอ์อกให้หมด ลา้งเซลลด์ว้ย PBS 1 คร้ัง แลว้ใส่ Pierce IP lysis buffer ลงในจานเล้ียงเซลล์
หลุมละ  200  ไมโครลิตร น าจานเ ล้ียง เซลล์ เข้า ตู้อบ ท่ี อุณหภู มิ  37 องศา เซลเซียส ใน
คาร์บอนไดออกไซด ์5% เป็นเวลา 5 นาที แลว้ยา้ยเซลลไ์ปยงัหลอดไมโครเซนตริฟิวก ์น าเขา้เคร่ือง
หมุนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หมุนเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 13,000 x g เป็นเวลา 
10 นาที เพื่อแยกกอ้นเศษเซลล์ (cell debris) ออกมาน าของเหลวส่วนท่ีลอยอยู่เหนือตะกอน (cell 
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lysate) ออกมาใส่หลอดใหม่ แล้วน าไปวิเคราะห์ความเข้มข้นของโปรตีนและปฏิกิริยา p-
nitrophenol ในขั้นต่อไป(30, 31, 33) 

ท าการวดัปริมาณความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีเกิดขึ้นทั้งหมดโดยน า cell lysate ท่ีเตรียม
ไว้จ านวน 25 ไมโครลิตร ผสมกับ working reagent ของ microBCA protein assay kit (µBCA, 
Thermo Scientific, Lite Technologies, ref.n.23235) จ านวน 25 ไมโครลิตร ใส่ลงในจานเล้ียงเซลล์
ชนิด 96 หลุม น าจานเล้ียงเซลล์เขา้ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน า
ออกมาท าให้อุณหภูมิต ่าลงโดยการทิ้งไวใ้นอุณหภูมิห้อง ก่อนน าไปวดัปริมาณการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 562 นาโนเมตร โดยใชเ้คร่ือง  Asys UVM340 Microplate reader(33) 

ท าการวดัปฏิกิริยา p-nitrophenol ท่ีเกิดขึ้นโดยน า cell lysate ท่ีเตรียมไวจ้ านวน 25 
ไมโครลิตร ผสมกบั ALP yellow reagent (Sigma Aldrich, ref. n. P7998) จ านวน 50 ไมโครลิตร ใส่
ลงในจานเล้ียงเซลลช์นิด 96 หลุม จากนั้นท าการป้องกนัเซลลจ์ากแสงโดยการห่อจานเล้ียงเซลลด์ว้ย
อะลูมิเนียมฟอยล์ ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที แลว้ท าการหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 
NaOH 3 โมลาร์ ลงไปจ านวน 50 ไมโครลิตร ท าการวดั p-nitrophenol ท่ีเกิดขึ้นโดยการวดัปริมาณ
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร โดยใช้เคร่ือง  Asys UVM340  Microplate 
reader(33) 

 
7.การทดสอบการสะสมแร่ธาตุในแมทริกซ์ระหว่างเซลลล์ (Matrix mineralization 

assay) 
ท าการแยกเซลล์สร้างกระดูกเป็นเซลล์เด่ียวๆ โดยใช้ 0.25% Trypsin-EDTA และ

หวา่นลงบนจานเล้ียงเซลลข์นาด 35 มิลลิเมตร จ านวน 2 x 105 เซลลใ์น DMEM/F12/10%FBS 2,000 
ไมโครลิตร (โดยก าหนดให้หลุมท่ีเล้ียงเซลล์ด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีได้จากการสกัดเป็นกลุ่ม
ทดสอบ) น าจานเล้ียงเซลลเ์ขา้ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ในหลุมทดสอบให้เป็นอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีไดจ้าก
การสกดัท่ีเตรียมไวต้ามวิธีขอ้ 3.2 (CA/NOCC extract) เพาะเล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 1 สัปดาห์ จากนั้น
เปล่ียนสารละลายตวักลางเป็น osteogenic medium ซ่ึงบรรจุ ascorbic acid 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร,  

𝛽 – glycerophosphate 2 มิลลิโมลาร์ และ dexamethasone 10 นาโนโมลาร์ แลว้ท าการเพาะเล้ียง
เซลลต์่อไปจนถึงสัปดาห์ท่ี 4 โดยในวนัสุดทา้ยของแต่ละสัปดาห์ให้น า ชั้นแมทริกซ์ท่ีเซลลส์ร้างมา
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ล้างด้วย PBS แล้วท าการตรึงด้วย 100% methanol จากนั้นท าการยอ้มด้วย 1% Alizarin Red S 
(Sigma-Aldrich) ซ่ึงจะจบักับแคลเซียมท่ีสะสมอยู่ภายนอกเซลล์ ท าการประเมินอตัราการสะสม
ของแร่ธาตุ ท าการเปรียบเทียบอตัราการสะสมแร่ธาตุของกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมในสัปดาห์ท่ี 
1, 2, 3 และ 4(9, 31) 

การวดัอตัราการสะสมแร่ธาตุในชั้นแมทริกซ์ระหว่างเซลลเ์ชิงปริมาณ ท าการทดสอบ
โดยน าตัวอย่างท่ีได้จากการยอ้มสี Alizarin Red S ข้างต้น มาแช่ในสารละลาย 10% acetic acid 
ปริมาณ 800 ไมโครลิตร เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เพื่อให้ชั้นโมโนเลเยอร์ของเซลล์หลุด-
ลอกออกจากจานเล้ียงเซลล ์จากนั้นน าชั้นโมโนเยอร์ของเซลล์และสารละลายขา้งตน้ยา้ยไปไวใ้น
หลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท าการซีลปากหลอดดว้ยพาราฟิน แลว้น าหลอดไปป่ันเพื่อให้
ส่วนประกอบของสารในหลอดเข้ากันเป็นเวลา 30 วินาที ด้วยเคร่ือง Vortex ต่อมาน าหลอด 
Eppendorf ของสารตวัอย่างไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และน าไปแช่ใน
น ้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที ตามล าดับ แลว้น าเขา้เคร่ืองหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส หมุนเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 20,000 x g เป็นเวลา 15 นาที เพื่อแยกเอาชั้นตะกอนออกมา แลว้
ท าการน าของเหลวท่ีลอยอยูด่า้นบนปริมาณ 500 ไมโครลิตร ยา้ยไปไวใ้นหลอดใหม่ เติมสารละลาย 
10% ammonium hydroxide ปริมาณ 200 ไมโครลิตรลงไป เพื่อปรับสมดุล pH สารละลายในหลอด 
(pH 4.1 – 4.5) จากนั้นท าการดูดสารละลายตวัอย่างปริมาณ 150 ไมโครลิตร ลงในจานเล้ียงเซลล์
ชนิด 96 หลุม ท าซ ้ าตวัอย่างละ 3 หลุม ท าการวดัค่าความเขม้สี Alizarin red S ท่ีสกดัได ้โดยการวดั
ปริมาณการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร โดยใชเ้คร่ือง  Asys UVM340 Microplate 
reader น าค่าท่ีอ่านไดม้าวิเคราะห์ทางสถิติ เพื่อท าการเปรียบเทียบอตัราการสะสมแร่ธาตุของกลุ่ม
ทดสอบและกลุ่มควบคุมในสัปดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 
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การเกบ็รวบรวมข้อมูล  
1. ประเมินการเพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างกระดูก จากปริมาณการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

550 นาโนเมตร ในการทดสอบเอม็ทีที (MTT assay) 
2. ประเมินรูปร่างลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้างกระดูก จากการวิเคราะห์ดว้ยกลอ้ง

จุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
3. ประเมินการเพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างกระดูกจากการทดสอบระดบัปฏิกิริยาของอลัคาไลน์ 

ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase assay) 
4. ประเมินอตัราการสะสมแร่ธาตุในแมทริกซ์ระหว่างเซลล ์จากการทดสอบการสะสมแร่ธาตุ

ในแมทริกซ์ระหวา่งเซลลล ์(Matrix mineralization assay) 
 

สถิติท่ีใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 
ท าการทดลองซ ้ าอย่างนอ้ย 3 คร้ัง เพื่อแสดงถึงความสามารถในการท าซ ้ าได ้(Reproducibility) 

และความถูกตอ้งในการแปลผลการทดลอง โดยใช้โปรแกรม GraphPad Prism 8 ในการวิเคราะห์
ขอ้มูล ใช ้Mann-Whitney test เปรียบเทียบค่าเฉล่ีย (Mean) ระหว่างกลุ่มทดลองกบักลุ่มควบคุม ใน
การทดสอบความสามารถในการเพิ่มจ านวนของเซลล์และการทดสอบการสะสมแร่ธาตุ
ในแมทริกซ์ระหว่างเซลล์ และใช้ Kruskal-Wallis test เปรียบเทียบค่าเฉล่ีย (Mean) ระหว่างกลุ่ม
ทดลองและกลุ่มควบคุมในการทดสอบระดับปฏิกิริยาของอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส ท่ีระดับความ
เช่ือมัน่ 95% โดยแสดงค่าความคลาดเคล่ือนของขอ้มูลดว้ย standard error of mean (SEM) 
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บทที่ 4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

 

 จากการวิจยัเพื่อทดสอบความเป็นพิษของวสัดุห้ามเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซานต่อเซลล์
สร้างกระดูก (Osteoblast) ผูว้ิจยัไดด้ าเนินการวิจยัโดยท าการศึกษาทดสอบตามขั้นตอนต่างๆ ดงัท่ี
ไดก้ล่าวไวข้า้งตน้ เพื่อให้สอดคลอ้งไปตามวตัถุประสงค์และกรอบแนวคิดการวิจยัท่ีไดก้ าหนดไว ้
ดงัน้ี 

1. การแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างกระดูก 

2. การแสดงออกของลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้างกระดูก 

3. การแสดงออกของอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส 

4. การสะสมแคลเซียมภายนอกเซลล์จากการเกิดการสะสมแร่ธาตุของเซลล์สร้าง -
กระดูก 

 

การแบ่งตัวเพิม่จ านวนของเซลล์สร้างกระดูก (Cell proliferation) 
 จากการทดสอบความสามารถในการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์สร้างกระดูก

(Osteoblast) โดยใช้การทดสอบเอ็มทีที เพื่อประเมินปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตในวนัท่ี 1, 3 และ 6 จาก
การทดลองจ านวน 5 ชุด โดยใช้เซลล์สร้างกระดูกท่ีเพาะเล้ียงไดใ้นรุ่นท่ี 1 – 3 พบว่า เซลล์สร้าง-
กระดูกทั้งในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบมีการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนมากขึ้นเม่ือเวลาผา่นไปดงัแสดง
ในภาพประกอบ 31 โดยเม่ือน าผลการทดสอบมาวิเคราะห์ค  านวณหาค่า %control เปรียบเทียบ
ระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบท่ีท าการทดสอบด้วยวสัดุทดสอบ CA/NOCC พบว่ามีค่า
เท่ากบั 100 และ 103.12 ตามล าดบั และมีค่า P-value เท่ากบั 0.8125 แสดงว่าความสามารถในการ
แบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลล์สร้างกระดูกระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบไม่แตกต่างกัน ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% ดงัแสดงในภาพประกอบ 32 
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ภาพประกอบ 31 กราฟเส้นแสดงความสามารถในการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างกระดูก
ระหวา่งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ CA/NOCC ในวนัท่ี 1, 3 และ 6 แสดงภาพกราฟตวัแทนจาก

การทดสอบ 1 ชุดการทดลอง, error bar แสดง standard error of mean (SEM) 

 

ภาพประกอบ 32 กราฟแท่งแสดงอตัราการเจริญเติบโตของเซลลส์ร้างกระดูกระหวา่งกลุ่มควบคุม
และกลุ่มทดสอบ CA/NOCC จากการทดสอบ 5 ชุดการทดลอง (แสดงความสัมพนัธ์เปรียบเทียบกบั
กลุ่มควบคุม คิดเป็น %control ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, , error bar แสดง standard error of mean 

(SEM) 
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การแสดงออกของลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์สร้างกระดูก 
เพื่อศึกษาลักษณะการตอบสนองของเซลล์สร้างกระดูกต่อวัสดุทดสอบ CA/NOCC ทาง

คณะผูว้ิจยัจึงใชว้ิธีการส่องกลอ้งแบบ SEM ในการสังเกตผลของวสัดุทดสอบ CA/NOCC ท่ีแสดง
ต่อลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้างกระดูก จากภาพ SEM พบวา่วสัดุทดสอบมีลกัษณะเป็น
ฟองน ้าท่ีมีรูพรุนขนาดเลก็จ านวนมาก ดงัแสดงในภาพประกอบ 33 

 
ภาพประกอบ 33 ภาพ SEM แสดงลกัษณะสารทดสอบ Calcium Alginate/N,O-

carboxymethylchitosan (CA/NOCC) ท่ีก าลงัขยาย x25, x100, x250, x500, x1,000 และ x2,000 
ตามล าดบั 

หลงัจากท าการเพาะเล้ียงเซลล์สร้างกระดูกเป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่า เซลล์ส่วนใหญ่มีการ
กระจายตัวยึดเกาะอยู่บนแผ่นกระจกกั้นใส cover slip มากกว่าท่ียึดเกาะอยู่บนสารทดสอบ 
CA/NOCC และเม่ือสังเกตลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มควบคุมและกลุ่ม
ทดสอบ (เซลลท่ี์ยดึเกาะอยูร่อบๆ สารทดสอบ CA/NOCC) พบวา่ เซลลมี์ลกัษณะไม่แตกต่างกนั คือ 
เซลล์ส่วนใหญ่มีลกัษณะยืดยาว รูปร่างทรงกระสวย ผิวค่อนข้างเรียบและแผ่ออก ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 34 (ก, ข แสดงลกัษณะเซลล์สร้างกระดูกในกลุ่มควบคุม, และ ค, ง แสดงลกัษณะ
เซลล์สร้างกระดูกท่ียึดเกาะรอบๆ สารทดสอบ CA/NOCC) ในขณะท่ีเซลล์สร้างกระดูกในกลุ่ม
ทดสอบท่ียึดเกาะอยู่บนสารทดสอบ CA/NOCC มีลกัษณะท่ีแตกต่างออกไป คือเซลล์มีลกัษณะ
รูปร่างค่อนขา้งกลมและมีรยางค์ขนาดเล็กท่ียืดออกมายึดเกาะกบัผิวของสารทดสอบ CA/NOCC  
ดงัแสดงในภาพประกอบ 34จ และ ฉ 
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ภาพประกอบ 34 ภาพ SEM แสดงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้างกระดูก; ก และ ข แสดง
ลกัษณะของเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มควบคุม ท่ีก าลงัขยาย x1,000 และ x5,000 ตามล าดบั, ค และ ง 
แสดงลกัษณะของเซลลส์ร้างกระดูกท่ียดึเกาะอยูร่อบๆ วสัดุทดสอบ CA/NOCC ก าลงัขยาย x1000 
และ x5,000 ตามล าดบั, จ และ ฉ แสดงลกัษณะของเซลลส์ร้างกระดูกท่ียดึเกาะอยูบ่นวสัดุทดสอบ 

CA/NOCC ท่ีก าลงัขยาย x2,500 และ x5,000 ตามล าดบั 
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การแสดงออกของอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (ALP activity) 
เพื่อศึกษาผลของวสัดุทดสอบ CA/NOCC ต่อการท าหนา้ท่ีของเซลลส์ร้างกระดูก ทางคณะผูว้ิจยั

จึงท าการทดสอบหาระดับปฏิกิริยาอัลคาไลน์ ฟอสฟาเตส ท่ีเกิดขึ้ นของเซลล์สร้างกระดูกท่ี
เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีสารสกัดจากวสัดุทดสอบ CA/NOCC (กลุ่มทดสอบ) เทียบกับ
เซลลส์ร้างกระดูกท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลป์กติ (กลุ่มควบคุม) โดยจากผลการศึกษาของเรา
พบว่ารูปแบบของระดบัปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส ท่ีเกิดขึ้นของเซลลส์ร้างกระดูกทั้งในกลุ่ม
ทดสอบและกลุ่มควบคุมจาก 6 ชุดการทดลองมี 2 ลกัษณะคือ เพิ่มขึ้นตามระยะเวลา และลดลงตาม
ระยะเวลา โดยรูปแบบทั้งหมดจากทุกชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างกนัระหวา่งกลุ่มทดสอบและ
กลุ่มควบคุม ดงัแสดงในภาพประกอบ 35 
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 ภาพประกอบ 35 ภาพกราฟแท่งแสดงแนวโนม้ปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (ALP activity) 
ระหวา่งกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมจาก 6 ชุดการทดลอง, error bar แสดง standard error of mean 

(SEM) 
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และเม่ือน าผลการทดสอบขา้งตน้มาวิเคราะห์หาความสัมพนัธ์คิดเป็น %control ต่อกลุ่มควบคุม 
ในแต่ละช่วงเวลา (วนัท่ี 4, 8 และ 14) พบว่า ปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส ของกลุ่มทดสอบเม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคุมมีค่าเท่ากบั 104.177, 103.164 และ 100.014 ในวนัท่ี 4, 8 และ 14 ตามล าดบั มี
ค่า P-value เท่ากับ 0.4899 หมายความว่าในแต่ละช่วงเวลาระดับปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส 
ระหวา่งกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมไม่แตกต่างกนั ดงัแสดงในกราฟแท่งตามภาพประกอบ 36 

 

 

ภาพประกอบ 36 ภาพกราฟแท่งแสดงปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (ALP activity) ของกลุ่ม
ทดสอบเทียบกบักลุ่มควบคุมในวนัท่ี 4, 8 และ 14 จากการทดสอบ 6 ชุดการทดลอง โดยหาค่า
ความสัมพนัธ์เทียบกบักลุ่มควบคุมคิดเป็น %control ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, error bar แสดง 

standard error of mean (SEM) 
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การสะสมแคลเซียมภายนอกเซลล์จากการเกดิการสะสมแร่ธาตุของเซลล์สร้างกระดูก 
เพื่อศึกษาผลของวสัดุทดสอบ CA/NOCC ต่อการท าหนา้ท่ีของเซลลส์ร้างกระดูก ทางคณะผูว้ิจยั

จึงท าการทดสอบหาระดบัแคลเซียมภายนอกเซลลท่ี์เซลลส์ร้างกระดูกสร้างขึ้น จากวิธีการทดสอบ
การสะสมแร่ธาตุในแมทริกซ์ระหว่างเซลล ์ (Matrix mineralization assay) โดยการเก็บภาพและวดั
ปริมาณสีของ Alizarin red ท่ียอ้มติดในเซลลส์ร้างกระดูกท่ีท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 28 วนั ทั้งใน
เซลล์สร้างกระดูกกลุ่มควบคุมท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลป์กติและในเซลลส์ร้างกระดูกกลุ่ม
ทดสอบท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์มีสารสกดัจากวสัดุทดสอบ CA/NOCC โดยท าการเก็บผล
การทดลองทุกสัปดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 จากผลการทดสอบพบวา่ในทุกช่วงสัปดาห์ท่ีเพิ่มขึ้นระดบัสี
ของ Alizarin red เขม้ขึ้นตามล าดบั แต่ยงัไม่พบการสะสมของกอ้นแคลเซียม (Calcium nodules) ท่ี
ชดัเจนเกิดขึ้น ทั้งในกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุม  ดงัแสดงในภาพประกอบ 37 และเม่ือน าตวัอย่าง
ท่ีเก็บไดม้าสกดัเพื่อหาปริมาณของระดบัแคลเซียมท่ีเกิดขึ้น แลว้น ามาวิเคราะห์ผลทางสถิติพบว่า 
ระดบัแร่ธาตุท่ีเซลลส์ร้างกระดูกสร้างขึ้นระหว่างกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมไม่แตกต่างกนั จาก
การหาความสัมพนัธ์ของกลุ่มทดสอบเทียบกบักลุ่มควบคุม ท่ีสัปดาห์ท่ี 4 เทียบกบัสัปดาห์ท่ี 1 โดย
หาค่าไดเ้ท่ากบั 107.675% ในกลุ่มทดสอบ และ 100% ในกลุ่มควบคุม ท่ีค่า P value เท่ากบั 0.3143 
ดงัแสดงผลตามภาพประกอบ 38 

ภาพประกอบ 37 ภาพสียอ้ม Alizarin red แสดงระดบัแร่ธาตุท่ีเซลลส์ร้างกระดูกสร้างขึ้นของ เซลล์
สร้างกระดูกในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ ในสัปดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดบั แสดงภาพ

ตวัแทนจากการทดสอบ 1 ชุดการทดลอง 
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ภาพประกอบ 38 กราฟแท่งแสดงความสัมพนัธ์ระดบัแร่ธาตุท่ีเซลลส์ร้างกระดูกสร้างขึ้นของกลุ่ม
ควบคุมเทียบกบักลุ่มทดสอบ ในสัปดาห์ท่ี 4 เทียบกบัสัปดาห์ท่ี 1 จากการทดสอบ 4 ชุดการทดลอง 
โดยคิดเป็นค่า %control เทียบกบักลุ่มควบคุม ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, error bar แสดง standard 

error of mean (SEM) 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
ในการวิจยัเร่ืองผลของวสัดุห้ามเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซานต่อความมีชีวิตและการท าหน้าท่ี

ของเซลล์สร้างกระดูกของมนุษย์ ผู ้วิจัยได้ท าการประเมินความเป็นพิษของวัสดุห้ามเลือด 
CA/NOCC ต่อเซลล์สร้างกระดูกของมนุษย ์ทั้งในแง่ท่ีส่งผลต่อความมีชีวิตและการท าหน้าท่ีของ
เซลลส์ร้างกระดูก โดยประเมินผลความมีชีวิตของเซลลส์ร้างกระดูกจากการทดสอบความสามารถ
ในการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลล์สร้างกระดูกผ่านวิธีทดสอบ MTT ศึกษาการตอบสนองของ
เซลล์สร้างกระดูกผ่านลักษณะทางสันฐานวิทยาท่ีเซลล์สร้างกระดูกแสดงออกจากการศึกษาด้วย
กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) และศึกษาการท าหน้าท่ีของเซลล์สร้างกระดูก
จากการทดสอบปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (ALP activity) และการสะสมแคลเซียมภายนอก-
เซลล์จากการเกิดการสะสมแร่ธาตุของเซลล์สร้างกระดูก (Matrix mineralization assay) หลงัจาก
ไดผ้ลการทดลองแลว้ สามารถสรุปผลการทดลองของงานวิจยั โดยแบ่งหัวขอ้ในการสรุปผลได้
ดงัต่อไปน้ี 

1 สรุปผลการวิจยั 

2 อภิปรายผลการวิจยั 

3 ขอ้เสนอแนะ 

 

สรุปผลการวิจัย 
จากการ ศึกษาผลของวัส ดุห้ าม เ ลื อดจากอนุพันธ์ ไคโตซาน  Calcium alginate/N,O-

carboxymethychitosan (CA/NOCC) ต่อความมีชีวิตและการท าหน้าท่ีของเซลล์สร้างกระดูกของ
มนุษย ์พบว่า วสัดุห้ามเลือด CA/NOCC ไม่ส่งผลในทางลบต่อความมีชีวิตและการท าหน้าท่ีของ
เซลล์สร้างกระดูก โดยจากการวิจัยเซลล์สร้างกระดูกท่ีท าการทดสอบร่วมกับวสัดุห้ามเลือด 
CA/NOCC มีความสามารถในการแบ่งตวัเพิ่มจ านวน การแสดงออกของลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
ความสามารถในการสร้างปฏิกิริยาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส และการสะสมแคลเซียมภายนอกเซลล์
จากการเกิดการสะสมแร่ธาตุของเซลล์สร้างกระดูก ไม่แตกต่างจากเซลล์สร้างกระดูกในกลุ่ม
ควบคุม ถึงแม้จะพบว่าเซลล์สร้างกระดูกท่ียึดเกาะอยู่บนผิวของวสัดุห้ามเลือด CA/NOCC จะมี
ลกัษณะรูปร่างค่อนขา้งกลมและพบไดจ้ านวนน้อยกว่า ซ่ึงแตกต่างไปจากลกัษณะของเซลลส์ร้าง -
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กระดูกท่ีพบอยู่รอบ ๆ วสัดุห้ามเลือด CA/NOCC ท่ีมีลกัษณะเหมือนกบัเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่ม
ควบคุม จึงสามารถกล่าวได้ว่า วสัดุห้ามเลือดจากอนุพนัธ์ไคโตซาน CA/NOCC ไม่เป็นพิษต่อ  
เซลล์สร้างกระดูก และไม่ส่งผลใดๆ ต่อการยึดเกาะของเซลล์สร้างกระดูก ดังนั้นวสัดุห้ามเลือด 
CA/NOCC จึงถือเป็นวสัดุห้ามเลือดทางเลือกท่ีน่าสนใจชนิดหน่ึงท่ีจะถูกน ามาพฒันาเพื่อใช้เป็น
วสัดุหา้มเลือดเฉพาะท่ีทางทนัตกรรมต่อไปในอนาคต 
 

อภิปรายผลการวิจัย 
ปัญหาเลือดออกในงานศลัยศาสตร์ช่องปากเป็นภาวะแทรกซ้อนท่ีพบไดบ้่อย ซ่ึงควรไดรั้บการ

รักษาและแกไ้ขไดอ้ย่างทนัท่วงที เพื่อป้องกนัอนัตรายท่ีจะเกิดขึ้นต่อชีวิตของผูป่้วย โดยวสัดุห้าม-
เลือดเฉพาะท่ีถือเป็นอุปกรณ์หน่ึงท่ีใชช่้วยในการรักษาเบ้ืองตน้ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ แต่อย่างไร 
ก็ตามในปัจจุบนัก็ยงัไม่มีวสัดุห้ามเลือดตวัใดท่ีจะมีคุณสมบติัครบตามคุณสมบติัของวสัดุห้ามเลือด
ในอุดมคติ ดงันั้นจึงยงัคงมีการพฒันาคิดคน้วสัดุห้ามเลือดตวัใหม่ๆ ขึ้นมาเร่ือยๆ เพื่อให้ไดว้สัดุ
ห้ามเลือดท่ีมีคุณสมบติัดีครบถว้นสมบูรณ์แบบมากท่ีสุด และวสัดุห้ามเลือดจากไคโตซานก็เป็น
วสัดุห้ามเลือดชนิดหน่ึงท่ีก าลงัไดรั้บความนิยม เน่ืองจากคุณสมบติัอนัโดดเด่นหลายประการของ
ไคโตซานท่ีเป็นท่ีรู้กนัอยา่งแพร่หลาย คือ ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียบ์าง-
ชนิด ความไม่เป็นพิษและการเขา้กนัไดท้างชีวภาพ คุณสมบติัในการหา้มเลือด และการยอ่ยสลายได้
ต า ม ธ ร ร ม ช า ติ ( 8 , 9 , 1 3 , 3 4 , 3 5 )  เ ป็ น ต้ น  วัส ดุ ห้ า ม เ ลื อ ด  Calcium alginate/N,O-
carboxymethylchitosan (CA/NOCC) เป็นวสัดุห้ามเลือดท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากอนุพนัธ์ของไคโตซาน
และอลัจิเนต โดยขอ้ดีของคาร์บอกซีเมธิลไคโตซานซ่ึงเป็นอนุพนัธ์ของไคโตซานชนิดหน่ึงคือ
สามารถละลายน ้ าไดดี้ซ่ึงแตกต่างจากคุณสมบติัของไคโตซานแต่เดิมท่ีไม่ละลายน ้ า(36)  และจาก
คุณสมบติัท่ีดีของอลัจิเนตคือ มีความเขา้กนัได้ดีทางชีวภาพ สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ      
มีความสามารถในการดูดซับน ้ าได้ดี มีคุณสมบัติในการห้ามเลือด ช่วยสนับสนุนการหายของ
บาดแผล และราคาไม่แพง (25) และเม่ืออัลจิเนตถูกน ามาผสมเข้ากับแคลเซียมจะก่อให้เกิด
คุณสมบติัการห้ามเลือดขึ้น(26, 37, 38) ผ่านทางแคลเซียมอิออนท่ีถูกปล่อยออกมาในเลือด โดย
ความเข้มข้นของระดับแคลเซียมอิออนท่ีสูงขึ้ น ซ่ึงเปรียบเสมือนการกระตุ้น factor IV ใน
กระบวนการแขง็ตวัของเลือด ส่งผลใหเ้กิดการกระตุน้การท างานของเกล็ดเลือดและ clotting factor 
VII, IX และ X ตามมา และก่อให้เกิดการแข็งตัวของเลือดในท้ายท่ีสุด(39, 40) ดังนั้ นเม่ือน า
คุณสมบติัท่ีดีของสารทั้งสองอย่างมาผสมเขา้ดว้ยกนัและสังเคราะห์เป็นวสัดุห้ามเลือด CA/NOCC 
ขึ้น จึงท าให้วสัดุห้ามเลือดดังกล่าวมีคุณสมบัติดูดซับน ้ าได้ดี ส่งเสริมการแข็งตัวของเลือดบน
บาดแผล และช่วยเร่งการสมานแผลบาดแผลไดใ้นเวลาเดียวกนั(29)  
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จากการศึกษาผลของวสัดุห้ามเลือด CA/NOCC ต่อความมีชีวิตและความสามารถในการแบ่งตวั
เพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างกระดูก พบวา่เซลลส์ร้างกระดูกมีความสามารถในการแบ่งตวัเพิ่มจ านวน
มากขึ้นตามระยะเวลาท่ีเพิ่มมากขึ้น โดยมีอตัราการเจริญเติบโตท่ีไม่แตกต่างกบัเซลลส์ร้างกระดูก
ในกลุ่มควบคุม กล่าวไดว้่า วสัดุ CA/NOCC ไม่ส่งผลเป็นพิษต่อการเจริญเติบโตของเซลล์สร้าง-
กระดูก สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Li และคณะ, 2012(41) ท่ีพบว่าคอมโพสิตไมโครพาร์ทิเคิลของ
ไคโตซานและอลัจิเนต (Chiosan/Alginate microparticles) ไม่เป็นพิษต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสท ์L929 
(L929 mouse fibroblast cells) โดยเซลล ์L929 มีลกัษณะการเจริญเติบโตอย่างชา้ๆ ในช่วงแรก แลว้
จึงค่อยเพิ่มมากขึ้นในตอนหลงั เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Shi และคณะ,2016(42) ท่ีพบวา่วสัดุหา้ม-
เลือดจากคาร์บอกซีเมธิลไคโตซาน โซเดียมอลัจิเนต และคอลลาเจน (CSCM) ไม่เป็นพิษต่อเซลล์
ไมโอบลาสท์ (myoblast cell line; L6) ในทุกความเขม้ขน้ โดยในการทดลองท่ีมีระดบัความเขม้ขน้
ของ CSCM มากกว่า พบว่าเซลล์มีอตัรารอดชีวิตท่ีน้อยกว่าการทดลองท่ีมีระดบัความเขม้ขน้ของ  
CSCM เจือจางกว่า นอกจากนั้นจากการศึกษาคน้ควา้เพิ่มเติมยงัพบว่าไคโตซานมีคุณสมบติัท่ีช่วย
ส่งเสริมการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลลอี์กดว้ย(43) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของเราท่ีพบวา่อตัรา
การเจริญเติบโตเพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มทดสอบสูงกว่าเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่ม
ควบคุมอยู่เล็กน้อย โดยเม่ือน ามาวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกันของอัตราการ
เจริญเติบโตของเซลล์สร้างกระดูกทั้งสองกลุ่ม ดังนั้นจะเห็นได้ว่าวสัดุห้ามเลือดท่ีมีไคโตซาน
และอลัจิเนตเป็นส่วนประกอบไม่ส่งผลเป็นพิษต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ 

เม่ือศึกษาผลของวสัดุห้ามเลือด CA/NOCC ต่อลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้างกระดูก
ผ่านกลอ้งกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) พบว่าเซลลส์ร้างกระดูกท่ีเกาะอยู่บน
แผ่นกระจกกั้นใสรอบๆ วสัดุทดสอบ CA/NOCC มีลกัษณะท่ีไม่แตกต่างจากเซลลส์ร้างกระดูกใน
กลุ่มควบคุม คือ เซลลมี์ลกัษณะท่ีแผย่ดืยาว ผิวค่อนขา้งเรียบ และมีความสามารถในการแบ่งตวัเพิ่ม
จ านวนพอๆ กบัเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มควบคุม สังเกตไดจ้ากความหนาแน่นของเซลลท่ี์เกาะอยู่
รอบๆ วสัดุทดสอบ CA/NOCC บนแผ่นกระจกกั้นใส ในขณะท่ีเซลล์สร้างกระดูกท่ีเกาะอยู่บน
พื้นผิวของวสัดุทดสอบ CA/NOCC มีลกัษณะท่ีแตกต่างออกไป คือ มีลกัษณะท่ีค่อนขา้งกลม พบได้
จ านวนนอ้ยกวา่ แต่ยงัคงมีความสามารถท่ีจะมีชีวิตรอดและเจริญเติบโตได ้สังเกตไดจ้ากการท่ีเซลล์
สามารถสร้างรยางคเ์ล็กๆ (pseudopodia) ไปยึดเกาะบนพื้นผิวของวสัดุทดสอบได(้27) เช่นเดียวกบั
การศึกษาของ He Huang และคณะ,2019(27) ท่ีท าการทดสอบวสัดุห้ามเลือดจากโซเดียมอลัจิเนต 
คาร์บอกซีเมธิลไคโตซาน และคอลลาเจน (SACC) และพบว่าวสัดุห้ามเลือดดงักล่าวมีคุณสมบติั
หา้มเลือดท่ีดี สามารถยอ่ยสลายไดเ้องตามธรรมชาติ และมีคุณสมบติัเขา้กนัไดดี้ทางชีวภาพ โดยผล
จากการทดลอง SEM พบว่าเซลล ์dermal fibroblasts สามารถเจริญเติบโตบนพื้นผิวของ SACC ได ้
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เพราะเซลล์สามารถพัฒนารยางค์ให้ยืดยาวออกมาแตะบนพื้นผิวของวัสดุ SACC ได้ ทั้ งย ัง
สอดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหน้าของ Janvikul และคณะ,2007(28) ท่ีพบเซลล์ไลน์ L929 สามารถ
ยึดเกาะและเจริญเติบโตไดดี้กว่าในวสัดุ CA/NOCC ท่ีพื้นผิวของวสัดุมีลกัษณะเรียบ มีความเป็นรู-
พรุนน้อย ซ่ึงจะพบลักษณะดังกล่าวในวสัดุท่ีมีสัดส่วนของอัลจิเนตมากกว่า แต่อย่างไรก็ตาม
เน่ืองจากการออกแบบการทดลอง ชนิดของเซลลท่ี์ใช ้จ านวนเซลลต์ั้งตน้ท่ีใช้ในการทดลอง และ
ระยะเวลาในการเล้ียงเซลล์ท่ีแตกต่างกันของงานวิจยังานน้ีและงานวิจยัก่อนหน้า จึงอาจท าให้
ผลการวิจยัท่ีออกมาไม่เหมือนกบังานวิจยัก่อนหนา้ทั้งหมด แต่ก็มีแนวโนม้ท่ีไปในทิศทางเดียวกนั 
คือ เม่ือน าวัสดุ CA/NOCC มาทดสอบกับเซลล์  เซลล์ย ังคงมีความสามารถในยึดเกาะและ
เจริญเติบโตแบ่งตวัเพิ่มจ านวนได ้โดยมีความชอบในการยึดเกาะบนพื้นผิวท่ีเรียบมากกว่าพื้นผิวท่ี
ขรุขระมีรูพรุน 

จากผลการทดสอบการแสดงออกของอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (ALP activity) จากชุดการทดลอง
ทั้งหมด 6 ชุด พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัของ ALP activity ระหวา่งเซลลส์ร้างกระดูกกลุ่มทดสอบ
และกลุ่มควบคุมในทุกจุดเวลาท่ีท าการทดสอบคือ วนัท่ี 4, 8 และ 14 โดยระดบัปฏิกิริยาท่ีวดัค่าได้
ในแต่ละชุดการทดลองมีช่วงของการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัไปอยู่ในช่วงตั้งแต่ 100 - 400 ไมโคร-
โมล/ไมโครกรัมโปรตีน ซ่ึงการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัดงักล่าวในแต่ละชุดการทดลองน่าจะเป็น
ผลมาจากพฤติกรรมการแสดงออกของเซลลท่ี์แตกต่างกนัในแต่ละตวับุคคล(44, 45) และจากการ-
ทดลอง 6 ชุด พบว่า ALP activity มีรูปแบบการแสดงออกแบ่งไดเ้ป็น 2 รูปแบบใหญ่ๆ ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 36 คือ ค่อยๆ เพิ่มขึ้นจนระดับของปฏิกิริยาขึ้นไปสูงสุดในวนัท่ี 14 (จากชุดการ-
ทดลองท่ี 1 และ 2) และระดบัปฏิกิริยาขึ้นไปสูงสุดตั้งแต่วนัท่ี 4 และค่อยๆ ลดลงในวนัต่อมา (จาก
ชุดการทดลอง 3, 4, 5 และ 6) สอดคลอ้งกับการศึกษามากมายเก่ียวกบั ALP activity ท่ีผ่านมาซ่ึง
พบวา่ ALP activity มีการแสดงออกไดห้ลายรูปแบบ ดงัเช่นจากการศึกษาของ Fernandes และคณะ, 
1997(46) ท่ีพบวา่ ALP activity ของเซลลก์ระดูกขากรรไกร (alveolar bone) ของมนุษยข์ึ้นไประดบั
สูงสุดในวนัท่ี 14 ซ่ึงขดัแยง้กับการศึกษาของ Perinpanayagam และคณะ,2006(47) ท่ีพบว่า ALP 
activity ของเซลล์กระดูกขากรรไกร (alveolar bone) ของมนุษยข์ึ้นไประดบัสูงสุดในวนัท่ี 7 และ
การศึกษาของ Coelho และ Fernandes,2000(48) ท่ีพบว่า ALP activity ของเซลล์ไขกระดูก (bone 
marrow) ของมนุษย์ขึ้ นไประดับ สูง สุดในวัน ท่ี  21 ในขณะ ท่ีการศึกษาของ  Beloti และ 
Rosa,2005(49) พบการแสดงออกของ ALP activity ของเซลลไ์ขกระดูก (bone marrow) ของมนุษย์
ทั้ งสองรูปแบบคือมีระดับสูงสุดในวนัท่ี 7 แล้วค่อยๆ ลดลงมา (ได้รับอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีผสม 
dexamethasone ตั้งแต่แรกของการเพาะเล้ียง; primary culture) และค่อยๆ เพิ่มขึ้นจนถึงระดบัสูงสุด
ในวนัท่ี 21 (ได้รับอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีผสม dexamethasone ในภายหลัง; first passage) โดยการ
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แสดงออกทั้งสองรูปแบบนั้นขึ้นกบัเง่ือนไขสภาวะแวดลอ้มในการเล้ียงเซลล์ท่ีแตกต่างกนั ดงันั้น
จะเห็นไดว้่ามีปัจจยัหลายอย่างท่ีส่งผลต่อพฤติกรรมการแสดงออกของเซลลส์ร้างกระดูก เช่น ตน้
ก าเนิดแหล่งท่ีมาของเซลล ์(ต าแหน่ง อาย ุเพศ), ชนิดของเซลล,์ อาหารเล้ียงเซลล,์ ระยะเวลาในการ
เล้ียงเซลล,์ ฮอร์โมนเฉพาะท่ี, growth factor และ cytokines ท่ีเซลลไ์ดรั้บหรือก็คือสภาวะท่ีใช้เล้ียง
เซลลน์ัน่เอง(44, 50) ท าใหค้ณะผูว้ิจยัไม่สามารถน าผลการศึกษาท่ีไดม้าเทียบเคียงกบังานวิจยัท่ีผ่าน
มาไดอ้ย่างตรงไปตรงมา เน่ืองจากเง่ือนไขของการทดลองท่ีแตกต่างกนัในหลายๆ ปัจจยั อย่างไรก็
ตามเน่ืองจากการแสดงออกของ ALP activity ในกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมไม่แตกต่างกนั จึง
อาจท าให้กล่าวไดว้่าวสัดุทดสอบ CA/NOCC ไม่ส่งผลต่อความสามารถในการท าหน้าท่ีของเซลล์
สร้างกระดูก 

จากการศึกษาการสะสมแคลเซียมภายนอกเซลล์จากกระบวนการสะสมแร่ธาตุของเซลลส์ร้าง
กระดูก (Matrix mineralization assay) ทั้งจากการวิเคราะห์ทางคุณภาพและปริมาณ พบวา่ไม่มีความ
แตกต่างกนัระหวา่งเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุม โดยจากผลการศึกษาของเรา
จะเห็นไดว้่าชั้นแมทริกซ์ท่ีเซลลส์ร้างกระดูกสร้างขึ้นทั้งในกลุ่มทดสอบและกลุ่มควบคุมต่างยอ้ม 
ติดสีของ Alizarin Red S เขม้ขึ้นเม่ือเวลาผ่านไป โดยเขม้สุดในสัปดาห์ท่ี 4 แต่อย่างไรก็ตามกลบั 
ไม่พบการสร้างกอ้นแคลเซียม (Calcium nodule) ขึ้นมาอย่างชดัเจนในชั้นแมทริกซ์ของเซลลส์ร้าง-
กระดูก ซ่ึงสอดคล้องกับบางการศึกษาท่ีพบว่ าบางทีก็ไม่พบการสร้างก้อนแร่ธาตุ (nodule 
formation) ขึ้นในกระบวนการสะสมแร่ธาตุของเซลล์สร้างกระดูกของมนุษย(์44, 51) เน่ืองจาก
เซลลส์ร้างกระดูกตั้งตน้ (primary human osteoblast) แต่ละเซลลมี์ความสามารถในการพฒันาไปท า
หนา้ท่ีไดแ้ตกต่างกนั อีกทั้งยงัมีปัจจยัอ่ืนๆ อีกหลายปัจจยัท่ีส่งผลต่อพฤติกรรมการแสดงออกของ
เซลล์ดงัท่ีไดก้ล่าวไปแลว้ขา้งตน้ และยงัมีบางการศึกษาท่ีผ่านมาท่ีพบว่ากอ้นแร่ธาตุอาจถูกสร้าง
ขึ้นมาในระยะทา้ยๆ ของระยะท่ีมีการสะสมแร่ธาตุของเซลลส์ร้างกระดูก เช่น การศึกษาของ Stein 
และ Lian,1993(52) พบว่าระยะท่ีจะเกิดการสะสมแร่ธาตุของเซลล์ rat calvarial จะเกิดขึ้นในช่วง
หลังจาก  28 ถึ ง  35 วันหลังก าร เพาะ เ ล้ี ย ง เซลล์  และจากการ ศึกษาของ  Coelho และ 
Fernandes,2000(48) ท่ีพบว่าเซลลไ์ขกระดูกจะมีการสร้างกอ้นแร่ธาตุขึ้นหลงัจากวนัท่ี 28 เป็นตน้-
ไป ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดว้่าหากการศึกษาของเรามีการขยายเวลาในการเพาะเล้ียงเซลลส์ร้าง
กระดูกให้นานขึ้นก็อาจจะพบว่ามีการสร้างกอ้นแคลเซียมขึ้นในเวลาต่อมา แต่เน่ืองจากการศึกษา
ของเราท าการเพาะเล้ียงเซลลถึ์งวนัท่ี 28 เท่านั้นจึงท าให้ไม่สามารถยืนยนัดว้ยการศึกษาเหล่าน้ีได ้
นอกจากนั้นยงัพบว่ามีความเก่ียวเน่ืองกันของระดับ ALP activity กับการสร้างก้อนแคลเซียม 
(Calcium nodule) ในชั้นแมทริกซ์ของเซลลส์ร้างกระดูก โดยระดบั ALP activity จะตอ้งมีระดบัสูง
มากถึงจุดหน่ึงจึงจะสามารถสร้างกอ้นแคลเซียมขึ้นมาได(้49) ซ่ึงจากผลการศึกษาของเราท่ีพบว่า
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เซลลส์ร้างกระดูกตั้งตน้แต่ละชุดมีการแสดงออกของระดบั ALP activity ท่ีหลากหลาย จึงมีความ
เป็นไปได้ว่าบางทีระดับ ALP activity ท่ีเซลล์สร้างกระดูกแสดงออกมานั้นยงัไม่สูงมากพอท่ีจะ
สามารถสร้างกอ้นแร่ธาตุขึ้นมาได ้แต่อย่างไรก็ตามเน่ืองจากยงัพบว่า Alizarin Red S ยงัคงมีการ  
ติดสีท่ีเขม้ขึ้นเม่ือระยะเวลาผ่านไป และผลการทดสอบของเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มทดสอบและ
กลุ่มควบคุมท่ีไดไ้ม่แตกต่างกนั จึงอาจท าใหก้ล่าวไดว้า่วสัดุทดสอบ CA/NOCC ไม่ส่งผลต่อการท า
หนา้ท่ีในการสะสมแร่ธาตุของเซลลส์ร้างกระดูก 

จากผลการศึกษาท่ีกล่าวมาขา้งตน้จะเห็นได้ว่าเซลล์สร้างกระดูกตั้งตน้ของมนุษย ์ (primary 
human osteoblast) ให้ผลการทดสอบออกมาโดยมีค่าระดับความแปรปรวนท่ีค่อนขา้งกวา้งและ
แตกต่างกนัในแต่ละชุดการทดลอง ซ่ึงเกิดจากขอ้จ ากดัและความสามารถเฉพาะตวัในการแสดงออก
ของเซลลส์ร้างกระดูกในแต่ละไลน์ท่ีแตกต่างกนั แต่อย่างไรก็ตามผลการทดสอบท่ีไดก้็อาจยงัคงมี
ความน่าเช่ือถือ เน่ืองจากขอ้เด่นหลกัๆ ของเซลล์ตั้งตน้ท่ีสามารถเป็นตวัแทนของประชากรทาง
คลินิกไดแ้ละไม่มีความแตกต่างกนัระหว่างสปีชีส์(44) ซ่ึงเม่ือน าเซลลต์ั้งตน้ดงักล่าวมาใชใ้นการ
ทดลอง จึงท าให้ผลการทดลองท่ีได้สามารถเป็นตวัแทนของกลุ่มประชากรได้และให้ผลลพัธ์ท่ี
ใกลเ้คียงกับการตอบสนองของมนุษยใ์นชีวิตจริง โดยวิธีการท่ีการศึกษาของเราใช้เพื่อเก็บเก่ียว
เซลล์สร้างกระดูกของมนุษยก์็ค่อนขา้งเป็นวิธีท่ีน่าเช่ือถือและมีการใช้กนัอย่างแพร่หลายมานาน
แลว้ ซ่ึงมีหลายการศึกษาก่อนหน้าท่ีได้พิสูจน์แลว้ว่าการเก็บเก่ียวเซลล์สร้างกระดูกด้วยวิธีการ
ดงักล่าวท าให้ไดเ้ซลลส์ร้างกระดูกท่ียงัคงคุณสมบติัในการเจริญเติบโตและการท าหนา้ท่ีของเซลล์
สร้างกระดูกไวด้ังเดิม(31, 45, 53, 54) เช่น จากการศึกษาของ Jonsson และคณะ, 1999(31) ท่ีพบ
เซลลส์ร้างกระดูกสามารถเจริญเติบโตออกมาไดม้ากท่ีสุดจากวิธีการ explant cultures เม่ือเทียบกบั
วิธี collagenases-treated bone (ค่าเฉล่ียการไดม้าของเซลลก์ระดูกท่ีนบัไดเ้ท่ากบั 3.6 และ 2.8 x 106 
เซลล ์ตามล าดบั) โดยเม่ือน ามาวิเคราะห์พบว่าไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ เช่นเดียวกบัการศึกษา
ของ Marolt และคณะ, 2014(45) ท่ีพบวา่ผลของเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไดโ้ดยวิธี explant cultures และ 
collagenase digestion cultures ไม่แตกต่างกนั นอกจากน้ีการศึกษาของเรายงัไดเ้ลือกใช้เซลล์สร้าง
กระดูกในรุ่นท่ี 1 – 3 เท่านั้นมาใช้ในการทดลอง เน่ืองจากมีการศึกษาท่ียืนยนัแลว้ว่าเซลล์สร้าง
กระดูกตั้งตน้ท่ีอยูใ่นรุ่นท่ี 1 – 3 จะยงัคงสภาพของความเป็นเซลลส์ร้างกระดูกและการท าหนา้ท่ีของ
เซลลส์ร้างกระดูกดั้งเดิมไวไ้ดอ้ยู(่45) ท าใหผ้ลการทดลองท่ีไดย้ิง่มีความน่าเช่ือถือเพิ่มมากขึ้น 

และเน่ืองจากวสัดุห้ามเลือด CA/NOCC น้ีมีคุณสมบติัและกลไกการท างานในการห้ามเลือดท่ี
เฉพาะตวั ซ่ึงเป็นผลมาจากส่วนประกอบ สัดส่วนและขั้นตอนกรรมวิธีการผลิตท่ีแตกต่างจากวสัดุ
ห้ามเลือดตัวอ่ืนท่ีเคยมีมาก่อน ส่งผลให้ไม่สามารถน าผลการศึกษาท่ีได้จากการทดสอบวสัดุ
ดงักล่าวไปเปรียบเทียบกบัการศึกษาของวสัดุห้ามเลือดอ่ืนๆ ท่ีเคยมีมาก่อนไดอ้ย่างตรงไปตรงมา 



  65 

แต่จากผลการศึกษาก่อนหนา้ท่ีเก่ียวกบัวสัดุห้ามเลือด CA/NOCC และผลการศึกษาของเราจะเห็น
ไดว้่าวสัดุห้ามเลือด CA/NOCC เป็นวสัดุท่ีมีคุณสมบติัในการห้ามเลือดไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ ไม่-
เป็นพิษทั้งต่อเซลล์ผิวหนังของร่างกายและเซลล์สร้างกระดูกในช่องปาก และไม่ส่งผลต่อการท า
หนา้ท่ีของเซลลส์ร้างกระดูก ซ่ึงหากมีโอกาสท่ีจะน าวสัดุหา้มเลือด CA/NOCC น้ีมาท าการทดสอบ
เพิ่มเติมในดา้นอ่ืนๆ ต่อทั้งในระดบัหลอดทดลอง คือ การทดสอบกบัเซลลช์นิดอ่ืนๆ ในช่องปาก 
และในระดบัสัตวท์ดลอง คือ การทดสอบประสิทธิภาพการห้ามเลือดและการหายของแผลในเบา้ -
ฟันของสัตวท์ดลอง และผลการทดสอบท่ีออกมายงัคงแสดงแนวโนม้ของผลลพัธ์ท่ีดี วสัดุหา้มเลือด
น้ีจึงจะมีโอกาสท่ีจะถูกน ามาพฒันาเป็นวสัดุห้ามเลือดท่ีใชใ้นกระดูกขากรรไกรและช่องปากของ 
มนุษยต์่อไปในอนาคต 
 

ข้อเสนอแนะ 
จากผลการศึกษาของเราท่ีได้ทดสอบวสัดุ CA/NOCC ต่อความมีชีวิตและการท าหน้าท่ีของ 

เซลล์สร้างกระดูกในช่องปากเท่านั้น ซ่ึงในความเป็นจริงแลว้หากเราจะน าวสัดุ CA/NOCC มาใช้
เพื่อห้ามเลือดเฉพาะท่ีในช่องปากต่อไปในอนาคต ย่อมมีบริเวณเน้ือเยื่อส่วนอ่ืนในช่องปากท่ี
นอกเหนือไปจากกระดูกท่ีตอ้งสัมผสักบัวสัดุโดยตรง เช่น เน้ือเยื่อบริเวณเหงือก และเน้ือเยื่อเอ็น-
ยึดปริทนัต์ ท่ีพบไดท้ัว่ไปในช่องปาก เป็นตน้ โดยเซลล์ของเน้ือเยื่อเหล่าน้ีก็จะมีพฤติกรรมการ-
แสดงออกในการตอบสนองต่อวสัดุ CA/NOCC เฉพาะตวัท่ีอาจแตกต่างไปจากการตอบสนองของ
เซลล์สร้างกระดูกก็เป็นได้ ดังนั้นเพื่อให้บรรลุเป้าหมายท่ีต้องการพฒันาวสัดุ CA/NOCC เพื่อ
น ามาใชเ้ป็นวสัดุหา้มเลือดเฉพาะท่ีในงานศลัยกรรมช่องปากต่อไปในอนาคต จึงควรจะมีการศึกษา
เพิ่มเติมถึงผลของวสัดุ CA/NOCC ต่อเซลลข์องเน้ือเยือ่ในช่องปากชนิดอ่ืนร่วมดว้ย 
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ภาพประกอบ 39 กราฟเส้นแสดงความสามารถในการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลลส์ร้างกระดูก
ระหวา่งกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ CA/NOCC ในวนัท่ี 1, 3 และ 6 จากการทดสอบ 6 ชุดการ

ทดลอง, error bar แสดง standard error of mean (SEM) 
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ภาพประกอบ 40 ภาพ SEM แสดงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้ากระดูกในกลุ่มควบคุม ท่ี
ก าลงัขยาย 500X, 1,000X และ 5,000X ตามล าดบั 
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ภาพประกอบ 41 ภาพ SEM แสดงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้างกระดูกท่ีเกาะอยูบ่นแผน่
กระจกกั้นใสรอบๆ วสัดุทดสอบ CA/NOCC (เซลลส์ร้างกระดูกกลุ่มทดสอบ) ท่ีก าลงัขยาย 500X, 

1,000X และ 5,000X ตามล าดบั  
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ภาพประกอบ 42 ภาพ SEM แสดงลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลส์ร้างกระดูกท่ีเกาะอยูบ่น
พื้นผิวท่ีมีรูพรุนของวสัดุทดสอบ CA/NOCC (เซลลส์ร้างกระดูกกลุ่มทดสอบ) ท่ีก าลงัขยาย 

1,000X, 2,500X และ 5,000X ตามล าดบั 
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ภาพประกอบ 43 การแสดงออกของการสะสมแร่ธาตุภายนอกเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูกชุดท่ี 1  
(ภาพสียอ้ม Alizarin red แสดงระดบัแร่ธาตุท่ีเซลลส์ร้างกระดูกสร้างขึ้น และกราฟแท่งเปรียบทาง
ปริมาณของระดบัของสียอ้ม Alizarin red ท่ีสกดัได ้ของเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มควบคุมและกลุ่ม
ทดสอบ ในสัปดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดบั), error bar แสดง standard error of mean (SEM) 
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ภาพประกอบ 44 การแสดงออกของการสะสมแร่ธาตุภายนอกเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูกชุดท่ี 2 
(ภาพสียอ้ม Alizarin red แสดงระดบัแร่ธาตุท่ีเซลลส์ร้างกระดูกสร้างขึ้น และกราฟแท่งเปรียบทาง
ปริมาณของระดบัของสียอ้ม Alizarin red ท่ีสกดัได ้ของเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มควบคุมและกลุ่ม
ทดสอบ ในสัปดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดบั), error bar แสดง standard error of mean (SEM) 
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 ภาพประกอบ 45 การแสดงออกของการสะสมแร่ธาตุภายนอกเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูกชุดท่ี 3 
(ภาพสียอ้ม Alizarin red แสดงระดบัแร่ธาตุท่ีเซลลส์ร้างกระดูกสร้างขึ้น และกราฟแท่งเปรียบทาง
ปริมาณของระดบัของสียอ้ม Alizarin red ท่ีสกดัได ้ของเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มควบคุมและกลุ่ม
ทดสอบ ในสัปดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดบั), error bar แสดง standard error of mean (SEM) 
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 ภาพประกอบ 46 การแสดงออกของการสะสมแร่ธาตุภายนอกเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูกชุดท่ี 4 
(ภาพสียอ้ม Alizarin red แสดงระดบัแร่ธาตุท่ีเซลลส์ร้างกระดูกสร้างขึ้น และกราฟแท่งเปรียบทาง
ปริมาณของระดบัของสียอ้ม Alizarin red ท่ีสกดัได ้ของเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มควบคุมและกลุ่ม
ทดสอบ ในสัปดาห์ท่ี 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดบั), error bar แสดง standard error of mean (SEM) 
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จงัหวดัเชียงใหม่ 50300   

 

 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1
	บทนำ
	ภูมิหลัง
	ความมุ่งหมายของงานวิจัย
	ความสำคัญของการวิจัย
	ขอบเขตของการวิจัย
	ประชากรที่ใช้ในการวิจัย
	กลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัย
	ตัวแปรที่ศึกษา

	กรอบแนวคิดในการวิจัย
	สมมุติฐานในงานวิจัย

	บทที่ 2
	เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	1.กระบวนการห้ามเลือด (Hemostasis)
	1.1 การหดตัวของหลอดเลือด (Vasoconstriction)
	1.2 การสร้าง Platelet plug
	1.3. การสร้างลิ่มเลือด (Blood clot formation or secondary hemostasis)

	2.การหายของแผล (Wound healing)
	2.1 ขบวนการหายของแผล (Phase of wound healing)
	2.3 การหายของแผลถอนฟัน (Normal healing of extraction wound)
	3.1 สารห้ามเลือดแบบแพสซีฟ (Passive hemostatic agents)
	3.1.1.1 เส้นใยคอลลาเจน (Microfibrillar collagen; Avitene)
	3.1.1.2 คอลลาเจนแบบละลาย (Absorbable collagen; Helistat)
	3.1.2.1 Oxidized regenerated cellulose (Surgicel)
	3.1.2.2 ActCel และ Gelitacel

	3.2 สารห้ามเลือดแบบแอคทีฟ (Active hemostatic agents)
	3.3 Bone hemostats (Bone wax)

	4.อัลจิเนต (Alginate)
	5. วัสดุห้ามเลือดจากไคโตซาน (Chitosan-based product): HemCon Dental Dressing (HDD)
	6. วัสดุห้ามเลือดจากอนุพันธ์ไคโตซาน (Calcium Alginate/N,O-carboxymethylchitosan; CA/NOCC)

	บทที่ 3
	วิธีดำเนินการวิจัย
	การกำหนดกลุ่มประชากรและการสุ่มกลุ่มตัวอย่าง
	ประชากร

	ขั้นตอนการทดลองที่ใช้ในการวิจัย
	1.การเตรียมวัสดุห้ามเลือดที่มีอนุพันธ์ไคโตซานเป็นองค์ประกอบ (CA/NOCC)
	2.การเพาะเลี้ยงเซลล์สร้างกระดูก
	3. การทดสอบความเป็นพิษของวัสดุ CA/NOCC ต่อเซลล์ตามมาตรฐานของ ISO 10993-5
	4. การทดสอบความสามารถในการเพิ่มจำนวนของเซลล์ (Cell Proliferation)
	5. การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope)
	6.การทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลน์ ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase assay)
	7.การทดสอบการสะสมแร่ธาตุในแมทริกซ์ระหว่างเซลลล์ (Matrix mineralization assay)

	การเก็บรวบรวมข้อมูล
	สถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล

	บทที่ 4
	ผลการดำเนินงานวิจัย
	การแบ่งตัวเพิ่มจำนวนของเซลล์สร้างกระดูก (Cell proliferation)
	การแสดงออกของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์สร้างกระดูก
	การแสดงออกของอัลคาไลน์ ฟอสฟาเตส (ALP activity)
	การสะสมแคลเซียมภายนอกเซลล์จากการเกิดการสะสมแร่ธาตุของเซลล์สร้างกระดูก

	บทที่ 5
	สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ
	สรุปผลการวิจัย
	อภิปรายผลการวิจัย
	ข้อเสนอแนะ

	ภาคผนวก
	บรรณานุกรม
	ประวัติผู้เขียน

