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บทนํา

การประเมินสมบัติทางชีวภาพมีความสําคัญ คือเม่ือนําวัสดุไปใชกับผูปวยใน
คลินิกตองไมกอใหเกิดผลขางเคียงที่เปนอันตรายตอเนื้อเยื่อในโพรงประสาทฟนและ
เนื้อเย่ือภายในชองปาก วธิีการประเมินสมบัติทางชีวภาพของวัสดุทางทันตกรรมแบงออก
เปน 3 ระดับ คือ การทดสอบในระดับแรก (Initial test) เปนการประเมินสมบัติทางชีวภาพ
ในหองปฏิบัติการ (In vitro) ไดแก การทดสอบการแตกของเม็ดเลือดแดง (Haemolysis
test) การทดสอบการเกิดมะเร็ง (Carcinogenesis test) และการทดสอบพิษโดยวิธีการ
เพาะเลี้ยงเซลล (Cell culture test) การทดสอบในระดับทุติยภูมิ (Secondary test) เปน
การประเมินสมบัติทางชีวภาพในระดับที่สอง เปนการทดลองในสัตวทดลองขนาดเล็ก

การประเมินพิษของสารยดึตดิเน้ือฟนโดยวธีิอาการโอเวอรเลย

บทคัดยอ
การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบความเปนพิษของสารยึดติดเนื้อฟน

ระบบเซ็ลฟ-เอชชิ่ง ไพรเมอร ชนิดขั้นตอนเดียว ไดแก จีบอนด และเคลียรฟลด ไตรเอส-
บอนด และชนิดสองข้ันตอน ไดแก เคลียรฟลด เอสอบีอนดเอ็กซ โดยวิธีอาการโอเวอรเลย-
นําเซลลแอลเกาสองเกาจํานวน 3x10 เซลล/มล. เล้ียงในถาดเพาะเลี้ยงขนาด 90 มม.
ดวยอาหารเล้ียงเซลล ดีเอ็มอีเอ็ม ท่ีมีฟทัลคาลฟซีรัมรอยละ 10 ภายใตสภาวะ 37 องศา-
เซลเซียส และคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เปนเวลา 24 ชม. เพ่ือใหเซลลโตเต็มถาดเพาะ
เลี้ยงในลักษณะเซลลช้ันเดียว จึงเทอาหารวุนรอยละ 3 ลงในถาดเพาะเลี้ยงพรอมทั้ง
ยอมสีนิวทรัลเรดรอยละ 0.01 หยดสารทดสอบ 2 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษเซลลูโลส
ไนเตรทขนาด 5 มม. และวางบนอาหารวุนที่แข็งตัวแลว ในแตละการทดลอง วัสดุทดสอบ
แตละตัวอยางถูกทดสอบครั้งละ 3 ตัวอยาง พรอมกับกลุมควบคุม และทําซํ้าจํานวน 4
ครั้ง จึงทําการประเมินพิษที่เกิดข้ึนตามเกณฑไอเอสโอ 7405 ภายหลังการสัมผัสของสาร
ที่ถูกปลดปลอยจากวัสดุทดสอบไปสูเซลลในตูเพาะเลี้ยงเปนเวลา 24 ชม. ผลการศึกษา
พบวาการแพรกระจายของสารทดสอบไปสูเซลลของเคลียรฟลด ไตรเอสบอนด และ
จีบอนด อยูในระดับเดียวกัน สวนเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ มีการแพรกระจายของ
สารมากกวา 2 ชนิดแรก สําหรับการที่เซลลถูกทําลายดวยสารยึดติดเนื้อฟนทั้ง 3 ชนิด
ไมแตกตางกัน (p >.05) โดยสรุปพบวาความเปนพิษทางสารยึดติดเนื้อฟนที่ทดสอบใน
การทดลองนี้ไมแตกตางกัน อยางไรก็ตาม เทคนิคนี้ยังคงเปนการประเมินพิษของสาร
เบ้ืองตน ดังนั้น การประเมินพิษของวัสดุบูรณะฟน ที่มีการสัมผัสกับเนื้อฟนในทางคลินิก
โดยการใชแบบจําลองเนื้อฟน จึงเปนการศึกษาที่ควรจะทําตอไป
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เชน หนู กระตาย เปนตน ระดับสุดทาย คือ การใชงานจริงในคลิ-
นิก (Usage test) มีขั้นตอนที่เหมือนกับการนําไปใชจริงในคลินิก
โดยทดสอบในสัตวใหญ เชน ลงิ สุนัข หรอืคน ซึ่งตองไดรบัการยิน-
ยอมจากผูปวย และผานการพิจารณาของคณะกรรมการสิทธิ
มนุษยชนเกี่ยวกับการทดลองในมนุษยของสถาบันที่ผูทําวิจัยสัง-
กัด สําหรับการประเมินสมบัติทางชีวภาพระดับแรก ซึ่งเปนการ
ประเมินในหองปฏิบัติการ โดยเฉพาะการประเมินพิษดวยวิธีการ
เพาะเลี้ยงเซลล เปนที่นิยมใชอยางกวางขวาง ในระยะแรก
Kawahara และคณะ1  เปนกลุมนักวิจัยที่เร่ิมนําวิธีการเพาะเลี้ยง
เซลลมาประเมินสมบัติทางชีวภาพของวัสดุทันตกรรมในป พ.ศ.
2511 ตอมา Schmalz2 ไดปรับปรุงและพัฒนาการประเมินสมบัติ
ทางชีวภาพของวัสดุทางทันตกรรมเพ่ือใหไดขอมลูที่นาเชื่อถือ โดย
ศึกษาอาการดิฟฟวช่ัน (Agar diffusion) เปรียบเทียบวิธีการปฏิ-
บัติงาน 3 ลักษณะ ดังนี้ 1) ศึกษาในหองปฏิบัติการ 2 แหงที่ตาง
กัน 2) ศึกษาในหองปฏิบัติการ 1 แหง และผูปฏิบัติงาน 2 คนโดย
ตางคนตางปฏิบัติ 3) ศึกษาในหองปฏิบัติการ 1 แหงและผูปฏิบัติ
งาน 1 คน โดยศึกษาเปนระยะเวลา 12 เดือน พบวาวิธีอาการ-
ดิฟฟวชั่น สามารถประเมินพิษของวัสดุทันตกรรมโดยจัดลําดับ
ความเปนพิษของวัสดุได ซึ่งมีกลุมควบคุมและกลุมวัสดุทดสอบ

โดยการวเิคราะหความสมัพันธดานความเปนพิษทีเ่กิดข้ึน อาการ-
โอเวอรเลย (Agar overlay) หรืออาการดิฟฟวชั่น เปนวิธีมาตรฐาน
วิธีหนึ่งที่นิยมนํามาใชในการประเมินสมบัติทางชีวภาพของวัสดุ
ทันตกรรม พิษจากวัสดุทดสอบซึมผานอาหารวุน (Agar medium)
ไปยังเซลลที่ยอมสีนิวทรัลเรด (Neutral red) เปนสีที่ใชยอมเซลล
มีชีวิต เม่ือเซลลไดรับพิษจากวัสดุจะมีการปลดปลอยสีแดงออก
มาจากไลโซโซม (Lysosome) ของเซลล เกิดเปนโซนใส (Clear
zone or decolorization zone) ขางใตหรือโดยรอบตําแหนงที่วาง
วัสดุทดสอบ วิธีอาการโอเวอรเลย เร่ิมนํามาใชโดย Wennberg
และคณะ3 ซ่ึงไดนําวิธีการประเมินพิษของสารผานอาหารวุนมา
ใชในการประเมินพิษของสาร ตอมา Schmalz และคณะ4 ไดนํา
สารเรืองแสง (Fluoresceindiacetate staining) มาใชในการประ-
เมินพิษของสาร แตไมไดรับความนิยม เพราะเปนวิธีที่ยุงยาก ใน
การประเมินพิษของวัสดุทางทันตกรรมดวยวิธีอาการโอเวอรเลย
นั้นวิเคราะหผลการทดสอบตามไอเอสโอ/เอฟดีไอเอส 7405:2008
(อี) (ISO/FDIS 7405 : 2008 (E))5 โดยประเมินจากดัชนีการตอบ
สนองของเซลล (Cell response index) ตอสารทดสอบ ซึ่งดัชนี
โซนใส (Decolorization Index) กับดัชนีการทําลายเซลล (Lysis
Index)จะใหคาดัชนตัีวเลขแยกจากกนัโดยมเีกณฑตามตารางท่ี 1

ตารางที่ 1 เกณฑไอเอสโอ/เอฟดีไอเอส 7405: 2008 (อี)
Table 1 ISO/FDIS 7405: 2008 (E)

Decolorization

index

0

1

2

3

4

5

Description

No detectable decolorization

zone around under specimen

Decolorization zone limited to

area under specimen

Decolorization zone extends

less than 0.5 cm beyond

specimen

Decolorization zone extends 0.5

cm to 1.0 cm beyond specimen

Decolorization zone extends

greater than 1.0 cm beyond

specimen but not involve entire

dish

Decolorization zone involves

entire dish

Lysis

index

0

1

2

3

4

5

Description of decolorized zone

No observable cytotoxicity

Less than 20% of the decolorized zone affected

20% to < 40%  of the decolorized zone affected

40% to < 60%  of the decolorized zone affected

60% to < 80%  of the decolorized zone affected

Greater than 80% of the decolorized zone

affected

Cell

response

0

1

2 to 3

4 to 5

Interpretation

Noncytotoxic

Mildly cytotoxic

Moderately cytotoxic

Severely cytotoxic

Scale

0

1

2

3
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ตารางท่ี 2 สวนประกอบและบริษัทผูผลิตสารยึดติดเนื้อฟน 3 ชนิด ที่ใชในการวิจัย
Table 2 Components and manufacturers of three dentine bonding agents used in this experiment

Products

G-BondTM

ClearfilTM  S3  BondTM

ClearfilTM  SE  Bond X

Components

4–MET monomer

Phosphoric acid

Acetone

Water

UDMA

Silica

MDP

Bis-GMA

HEMA

Hydrophobic dimethacrylate

Di-camphorquinone

Ethyl alcohol

Water

Silanated colloidal Sillica

Hydrophilic monomer

Primer:

MDP

HEMA

Di-camphorquinone

Water

Bonding:

Bis-GMA

MDP

HEMA

Di-camphorquinone

Silanated colloidal Sillica

Manufacturer

GC Corporation,

Tokyo,Japan

Kuraray Medical

INC., Okayama,

Japan

Kuraray Medical

INC., Okayama,

Japan

Lot.No.

002302

00021A

Primer: Lot 00603A

      Bond: Lot 00852A

ตารางท่ี 3 คาเฉลี่ย±คาสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน โซนใส คาดัชนีโซนใส คาดัชนีการตอบสนองของเซลล คาสเกล คาดัชนีเซลลถูกทําลาย คาดัชนีการตอบ
สนองของเซลลและคาสเกลที่ไดตอสารยึดติดเนื้อฟน 3 ประเภท

Table 3 Mean±SD of Decolorization zone, Decolorization  index, Cell response, Scale, Lysis index, Cell response and Scale of  three bonding agents

Dentine bonding agents

PVC (positive control)

ClearfilTM S3 Bond

G-BondTM

ClearfilTM SE Bond  X

Decolorization

zone   (mm.)

Decolorization

index

3

2

3

4

Cell

response

3

2

3

4

Scale

2

2

2

3

Lysis

index

2

1

1

1

Cell

response

2

1

1

1

Scale

2

1

1

1

7.386

4.237

6.466

10.955

0.754

0.986

1.131

0.997

±

±

±

±
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ในการประเมินสมบัติทางชีวภาพของวัสดุทันตกรรม โดย
วิธีอาการโอเวอรเลยนี้ใชเปนวิธีตรวจสอบความเปนพิษของวัสดุ
ในเบ้ืองตนซึ่งเปนวิธีที่งาย เร็ว งบประมาณคาใชจายในการทด-
สอบไมแพง และใหขอมูลเปนที่นาเชื่อถือไดในระดับหนึ่ง ในการ
ศึกษาการประเมินพิษของสารยึดติดเน้ือฟน โดยวิธีอาการโอเวอร-
เลยนี้ เปนการศึกษาเก่ียวกับความเขากันไดของวัสดุกับเนื้อเยื่อ
ซ่ึงยงัมกีารศกึษานอย เม่ือเปรียบเทยีบกบัการศึกษาดานอืน่ ๆ เชน
ดานการยึดเกาะ การรั่วซึม เปนตน การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค
ที่จะประเมินความเปนพิษของสารยึดติดเนื้อฟน 3 ชนิด โดยวิธี
อาการโอเวอรเลย

วัสดุอุปกรณและวิธีการ

การเตรียมเซลล
นําเซลลแอลเกาสองเกา เพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงเซลล

(Culture flask) ขนาด 75 cm2 ที่มีเซลลเรียงตัวเปนเซลลชั้นเดียว
(Monolayer) มาถายอาหารเลี้ยงเซลลออกใหหมด ลางดวย 0.01
โมลาร ฟอสเฟสบัฟเฟอรซาไลน (Phosphate buffer saline) พีเอช
7.4 จํานวน 1 ครั้ง เติมทริปซินเวอรซิน (Trypsin versin) รอยละ
0.1 จํานวน 10 มล. ทิ้งไว 30 วินาที นําขวดเพาะเลี้ยงเขาในตูอบ
ควบคมุอตัราการไหลของกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5.0ภาย
ใตสภาวะ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จึงนําขวดออกมา
เคาะเบา ๆ 2-3 ครั้ง ใหเซลลลอกหลุดจากพื้นขวด เติมอาหารเลี้ยง
เซลลดีเอ็มอีเอม็ (D-MEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium;
Gibco BRL, Grand Island ,N.Y., U.S.A)ทีมี่ฟทัลคาลฟซีรมัรอย-
ละ 10.0 (Fetal calf serum, Gibco BRL, Grand Island ,N.Y.,
U.S.A)ปรบัจํานวนเซลลใหได 3x105 เซลล/มล.นบัเซลลดวยฮมีา-
ไซโตมิเตอร (Hemacytometer) และนําเซลลจํานวน 3x105 เซลล
/มล. ใสถาดเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง 90 มม. ถาด
ละ 10มล. จํานวน 11ถาด ดงันี้ สารยึดติดเนือ้ฟนจํานวน 3 ชนดิ ๆ
ละ 3 ถาด ถาดควบคุมบวก จํานวน 1 ถาด และถาดควบคุมลบ
จํานวน 1 ถาด นําเล้ียงในตูอบเปนเวลา 24 ช่ัวโมงจนเซลลกระ-
จายลักษณะเซลลช้ันเดียวประมาณรอยละ 90.0 ของถาดเพาะ
เล้ียงเซลล (Confluence type)

วัสดุท่ีทดสอบ
วัสดุที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนสารยึดติดเนื้อฟน จํานวน 3

ชนิด ที่มีขายในประเทศไทย ตามตารางที่ 2

วิธีการทดสอบ
นําถาดที่มีเซลลเรียงตัวเปนเซลลชั้นเดียวมาถายอาหาร

เล้ียงเซลลออกใหหมด จากนั้นนําอาหารวุน รอยละ 3.0 (Agar
purified Sigma, Chemical Co., Ltd., St.Louis, MO, U.S.A.) ไป
อุนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นําอาหารวุนจํานวน 10 มล./ถาด
เพาะเลี้ยง เทลงไปบนชั้นของเซลล และทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30
นาที ใหอาหารวุนแข็งตัว จากนัน้ยอมสีเซลลดวยนวิทรลัเรด (Neu-
tral Red , MERCK, Darmstadl, Germany)ความเขมรอยละ 0.01
จํานวน 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 15 นาที ภายใตสภาวะ 37 องศา
เซลเซียส คารบอนไดออกไซดรอยละ 5.0 จึงดูดสารละลายสีออก
ใหหมด นําสารยึดติดเนื้อฟน ไดแก จีบอนด (G-bond TM, GC,
Japan) เคลยีรฟลด ไตรเอสบอนด (ClearfilTM S3 BondTM, Kuraray,
Japan) และเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ (ClearfilTM SE Bond
X, Kuraray, Japan) นําสารทดสอบแตละชนิดจํานวน 2 ไมโคร-
ลิตร หยดบนกระดาษเซลลูโลสไนเตรทขนาดเสนผานศูนยกลาง
5 มิลลิเมตร พรอมฉายแสงตามคําแนะนําของบริษัทผูจําหนาย
นํากระดาษเซลลูโลสไนเตรทมาวางบนอาหารวุน แลวจึงนําถาด
ดังกลาวไปไวในตูอบเพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
ภายใตบรรยากาศของกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5.0 เปน
เวลา 24 ชม.

กลุมควบคุมลบ ไมใสสารทดสอบ สวนกลุมควบคุมบวกจะ
ใชวัสดุพีวีซี (PVC, Polyvinylchloride) ขนาดเสนผานศูนยกลาง
5 มม.

การแปลผล
ประเมินดัชนีโซนใสและดัชนีเซลลถูกทําลาย ตามเกณฑ

มาตรฐานไอเอสโอ ดังตารางที่ 1 ภายใตกลองจุลทรรศนชนิด
หัวกลับ (Inverted microscope, Nikon TMS, Tokyo, Japan)

ผล

จากการประเมินความเปนพิษของสารยึดติดเนื้อฟน โดย
วัดระยะจากขอบวัสดุจนถึงบริเวณขอบเขตของเซลลที่ยอมไมติด
สีนิวทรัลเรด พรอมทั้งพิจารณาลักษณะเซลลภายใตกลอง
จุลทรรศนชนิดหัวกลับขนาดกําลังขยาย 10 เทา นํามาหาคาเฉล่ีย
ของสารยึดติดเนื้อฟนแตละชนิด ดังตารางที่ 3 รูปที่ 1-4 และรูปที่
5-6 แลววิเคราะหผลตามเกณฑมาตรฐานไอเอสโอ พบวา
คาเฉลี่ยโซนใสของสารยึดติดเน้ือฟนมีคาเฉลี่ย และคาสวนเบ่ียง-
เบนมาตรฐานเรียงตามลําดับจากนอยไปหามาก คือ เคลียรฟลด
ไตรเอสบอนด จีบอนด และเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ ซ่ึงใหคา
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รูปท่ี 3 โซนใสรอบเคลยีรฟลด ไตรเอสบอนด
Fig. 3 Decolorization zone around Clearfil TM S3 Bond

รูปที่ 4 โซนใสรอบเคลียรฟลด เอสอบีอนดเอก็ซ
Fig. 4 Decolorization zone around Clearfil TM SE Bond X

รูปท่ี 5 กลุมควบคุมบวก ทดสอบดวยวัสดุโพลีไวนิล (พีวีซี) เซลลมีลักษณะกลม
เปนจํานวนมาก (กําลังขยาย 10x)

Fig. 5 Cells appearance in positive control : PVC under inverted Microscope a lot
of round cells in the clear zone (Mag.10x)

รูปท่ี 2 โซนใสรอบจีบอนด
Fig. 2 Decolorization zone around G-BondTM

รูปท่ี 1 กลุมควบคุมบวก พีวีซี
Fig. 1 Positive control : PVC

รูปท่ี 6 ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับ เม่ือทดสอบดวยสารยึดติดเนื้อฟน: จีบอนด เคลียรฟลด ไตรเอสบอนด
และเคลยีรฟลด เอสอบีอนดเอ็กซ

Fig. 6 Cells appearance under inverted microscope : G-bond TM, ClearfilTM   S3 BondTM and  ClearfilTM SE Bond X (Mag.10x)

จีบอนด
G-bond TM

เคลียรฟลด ไตรเอสบอนด
ClearfilTM   S3 BondTM

เคลียรฟลด เอสอีบอนดเอก็ซ
ClearfilTM SE Bond X
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ดัชนีโซนใส (คาดัชนีการตอบสนองของเซลลเปน 2 และ 3 ไดตรง
กับสเกล 2 หมายถึง สารเคลียรฟลด ไตรเอสบอนด และจีบอนด
มีอัตราการแพรกระจายพิษของสารที่ซึมผานอาหารวุนในระดับ
ปานกลาง สวน 4 ไดตรงกับสเกล 3 หมายถึง สารเคลียรฟลด
เอสอีบอนดเอ็กซ มีการอัตราการแพรกระจายพิษของสารที่ซึม
ผานอาหารวุนในระดับมาก สวนดัชนีเซลลถูกทําลายของสารยึด-
ติดเนื้อฟนทั้ง 3 ประเภทใหคาเหมือนกัน คือ 1 ไดตรงกับสเกล 1
หมายถึงสารยึดติดเนือ้ฟนทั้ง 3ประเภทมคีวามเปนพิษระดับเล็ก-
นอย ตามมาตรฐานไอเอสโอ/เอฟดีไอเอส 7405:2008 (อี) (ISO/
FDIS 7405: 2008 (E))5 กลุมควบคุมบวก ใหคาดัชนีโซนใสเปน 3
ไดตรงกับสเกล 2 นั่นคือ มีอัตราการแพรกระจายพิษของสารที่ซึม
ผานอาหารวุนในระดับปานกลาง สวนดัชนีเซลลถูกทําลายเปน 2
ไดตรงกับสเกล 2 นั่นคือ กลุมควบคุมบวกมีความเปนพิษในระ-
ดับปานกลาง ซึ่งจะเห็นไดวาจากเกณฑมาตรฐานที่กลาวมา การ
แปลผลคาการตอบสนองของเซลลจะแปลผลแยกจากกันเปน 2
สวน คือ สวนของดัชนีโซนใสและสวนของดัชนีการทําลายของ
เซลล

บทวิจารณ

การศึกษานี้เปนการประเมินพิษของสารยึดติดเนื้อฟน 3
ชนิด โดยวิธีอาการโอเวอรเลย Meerbeck และคณะ8 ไดทําการ
ศึกษาระบบสารยึดติดเนื้อฟนประกอบดวย 3 สวน ไดแก แอซิด
ไพรเมอร และเรซินโมโนเมอร การวิจัยนี้ใชสารยึดติดเนื้อฟน 3
ชนิด ไดแก จีบอนด และเคลียรฟลด ไตรเอสบอนด เปนชนิดข้ัน
ตอนเดียว (one - step) ในระบบออล-อิน-วัน (all – in – one) และ
เคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ เปนชนิดสองขั้นตอน (two – step)
ในระบบเซ็ลฟ-เอชชิ่ง ไพรเมอร (self – etching primer bonding
system) ระบบออล-อนิ-วัน เปนการรวมขั้นตอนเอชชิง่ ไพรม่ิง และ
บอนดด้ิง (etching, priming and bonding) เขาไวในขั้นตอน
เดียวของการยึดติดของเรซิน สวนทู-สเต็ป-เซ็ลฟ-เอชชิ่ง-ไพรเมอร
เปนการรวมขั้นตอนเอชชิ่งและไพรเมอรไวดวยกัน แลวจึงทาสาร-
ยึดติดเนื้อฟนชนิดเรซินแยกเปนอีกข้ันตอน กอนการบูรณฟนดวย
วัสดุเรซินคอมโพสิต

จากการวิจัย พบวาเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ มีโซนใส
กวางมากที่สุด เนื่องจากมีนํ้าเปนตัวทําละลายทําใหเกิดการแพร
กระจายไดสูงกวา จึงทําใหเกิดโซนใสกวางมากที่สุด ในขณะที่
เคลียรฟลด ไตรเอสบอนดมีสวนประกอบของ ไฮโดรโฟบิก ได-
เมตาอะครเิลต สามารถยดึติดกับบอนดิงเรซนิ ทาํใหเกิดช้ันของไฮ-
บริด (Hybrid layer) โดยมีตัวทําละลายเปนเอทิลแอลกอฮอล

และนํ้า โดยแอลกอฮอลจะตรึงเซลลทําใหเซลลไมเสียสภาพ ไม-
เกิดการแพรกระจายของสารหรือมีอัตราการแพรกระจายต่ํากวา
นํ้า จึงทําใหเกิดโซนใสแคบที่สุด ซึ่งจากการศึกษา Torabinejad
และคณะ6 พบวาความเปนพิษของวัสดุขึ้นอยูกับอัตราการแพร
กระจายของสารทดสอบผานอาหารวุน การศึกษาวิจัยนี้ สารยึด-
ติดเนื้อฟนทั้ง 3 ชนิด ใหคาดัชนีโซนใสของวัสดุทดสอบแตกตางกัน
คือมีอัตราการแพรกระจายของสารผานอาหารวุนแตกตางกัน
ตามที่กลาวมาแลว แตใหคาดัชนีการทําลายของเซลลเหมือนกัน
คือ ดัชนี 1 โดยศึกษาจากรูปรางและลักษณะของเซลลถูกทําลาย
ภายใตกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ พบวามีเซลลบางสวนไมติด
สี คือเปนเซลลไมมีชีวิตและมีลักษณะกลมภายใตถาดเพาะเลี้ยง
และใหคาดัชนีการตอบสนองของเซลลในระดับเดียวกัน คือวัสดุ
ยดึติดเนื้อฟน ไดแก เคลียรฟลด ไตรเอสบอนด และจีบอนด มีอตัรา
การแพรกระจายของสารผานอาหารวุนในระดับปานกลาง แตมี
ความเปนพิษในระดับเล็กนอย สวนเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ
มีอัตราการแพรกระจายของสารผานอาหารวุนในระดับมาก แตมี
ความเปนพิษในระดับเล็กนอย ตามเกณฑการแปลผลของไอเอส-
โอ แตเกณฑการแปลผลนี้จะไมสามารถบอกเปอรเซ็นตความมี
ชีวิตของเซลลเหลือมากนอยแคไหน แตบอกไดแคระดับของความ
เปนพิษของสาร

อีกประการหนึ่งที่มีความสําคัญตอผลการทดสอบอาการ-
โอเวอรเลยในหองปฏิบัติการ คือ อาหารวุนที่ทําการทดลองควรอุน
ไวในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิที่ 45 องศาเซลเซียส อุณหภูมิไมควร
สูงกวานี้ หรือตํ่ากวานี้ เพราะจะมีผลตอเซลลเพาะเลี้ยง นั่นคือ
อุณหภูมิต่ํากวา 45 องศาเซลเซียส จะทําใหอาหารวุนแข็งตัวเร็ว
เกินไป เมื่อเทใสจานเพาะเลี้ยงเซลล หรือหากต้ังอุณหภูมิสูงเกิน
กวา 45 องศาเซลเซียส จะมีผลตอเซลลเพาะเลี้ยงทําใหเซลลถูก
ทําลายกอนนํามาทดสอบตัวอยาง ทําใหผลการทดสอบผิดพลาด
ต้ังแตเร่ิมแรก กอนใสสารทดสอบ การใชอุปกรณดูดปลอยสาร
ชนิดปริมาตรนอย เม่ือนํามาใชดูดสารตัวอยางที่ตองการใชปริ-
มาตรนอย ๆ ซ่ึงในการวิจัยนี้จะใชสารตัวอยางทดสอบจํานวน 2
ไมโครลิตร ดังนั้นจึงควรเลือกใชชวงปริมาตรแคบ ๆ ตั้งแต 0.1–2
ไมโครลิตร จึงจะทําใหไดปริมาตรที่คอนขางเที่ยงตรงมากกวาใช
อุปกรณดูดปลอยสารที่มีชวงปริมาตรกวาง ๆ และในระหวางการ
ยอมสีนิวทรัลเรดผานอาหารวุน ควรเก็บใสภาชนะทึบแสง เนื่อง
จากสีนิวทรัลเรดมีความไวตอแสงสวางทําใหเกิดบริเวณโซนใสซ่ึง
มีผลจากแสงที่มากระทบ มิใชจากความเปนพิษของสารทดสอบ
การทดสอบสารไมควรนานเกินกวา 30 นาที ภายหลังยอมสีเซลล
ดวยสีนิวทรัลเรด เพราะจะทําใหเซลลที่ยอมสีจางลงกวาปกติ ทํา
ใหเกิดการแปลผลผิดพลาดไดเชนกัน
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สวนเซลลที่ใชทดสอบในการวิจัยครั้งนี้ใชแอลเกาสองเกา
ซึ่ง Kettering และ Torabinejad9 ไดศึกษาเซลลนี้ พบวาเปนเซลล
เพาะเลี้ยงชนิดตอเนื่องที่เพาะเลี้ยงงาย และมีงานวิจัยที่สนับสนุน
วามีความไวตอการตอบรับในดานการทดสอบความเปนพิษ
ไมแตกตางจากเซลลปฐมภูมิ (primary cell) สําหรับการเปรียบ
เทียบระดับความเปนพิษของสารชนิดตาง ๆ  นอกจากนี้ยังสอด-
คลองกับไอเอสโอ 740510 ที่แนะนําใหใชเซลลเพาะเลี้ยงตอเนื่อง
เพ่ืองานวิจัยในลักษณะสครีนนิงเทสท ทั้งนี้เพราะเซลลปฐมภูมิจะ
มีความแตกตางในแตละบุคคล ถาจะนําผลการทดสอบพิษใน
ระหวางหองปฏิบัติการหลาย ๆ แหงมาเปรียบเทียบกัน การใช
เซลลมาตรฐานเดียวกันนาจะใหคําตอบที่นาเช่ือถือและมีเหตุผล
ที่ดีกวา

อนึ่ง เนื่องจากวิธีอาการโอเวอรเลยนี้ เปนวิธีประเมินสมบัติ
ทางชวีภาพทีน่าํมาใชทดสอบสารตวัอยางไดทัง้ทีเ่ปนของแขง็ ของ-
เหลว โดยพิษของสารที่นํามาทดสอบตองแพรกระจายได และอีก
ประการหนึ่งวิธีนี้เปนวิธีที่งาย คาใชจายในการทําไมแพงมาก จาก
ผลการประเมินพิษของสารยึดติดเนื้อฟนทั้ง 3 ประเภท มีพิษระ-
ดับเล็กนอย ทั้งนี้อาจเปนเพราะวาไมไดลอกเลียนแบบทางคลินิก
เหมือนการทดสอบดวยวิธีการทดสอบแบบจําลองเนื้อฟน ซ่ึงจะมี
การจําลองการทดสอบใหเหมือนสภาพจริงทางคลินิก โดยใชแบบ
จําลองเนื้อฟน ใหสารทดสอบสัมผัสโดยตรงกับเนื้อฟน อยูในแบบ
จําลองที่มีการต้ังอัตราการไหลของของเหลวในระดับ 2.0 มิลลิ-
ลติรตอช่ัวโมง ซึง่เหมือนกับอตัราการไหลของโลหิตในเน้ือเย่ือในใต
เนื้อฟน โดยสามารถประเมินความเปนพิษของวัสดุทดสอบ โดย
วิเคราะหรอยละของจํานวนเซลลที่เหลือหลังมีการแพรกระจาย
ของสารพิษไปยังเซลลทดสอบ แตเนื่องจากวิธีนี้มีขั้นตอนที่ยุงยาก
ซบัซอน ตองอาศัยการฝกฝนเทคนิค อีกทั้งมีงบประมาณคาใชจาย
สูงมากและตองมีอุปกรณในระบบอยางครบถวน ตลอดจนการ
เล้ียงเซลลตองเลี้ยงเปนระบบเซลล 3 มิติ และใชเวลาในการเพาะ
เล้ียงเซลลเปนเวลา 14 วัน กอนการทดสอบสารในสภาวะเพอร-
ฟวชั่น (perfusion condition) แตมีขอดี คือสามารถลอกเลียน
สภาวะของเนือ้ฟนและเซลลของเนือ้เย่ือในใตเนื้อฟน ตลอดทั้งการ
ไหลของโลหิตในเนื้อเยื่อในไดในระดับหนึ่ง นั่นคือ ประเมินพิษใน
เชิงปริมาณได นอกจากนี้การวิจัยในลักษณะสภาวะเพอรฟวชั่น
โดยใหมีของเหลวซึมผานแบบจําลองเพื่อใหเกิดการเจือจางพิษ
จากวัสดุทดสอบดวย ซ่ึงเปนการลอกเลียนแบบการทํางานจริง
ทางคลินิกนั่นเอง

บทสรุป

การประเมินสมบัติทางชีวภาพของวัสดุยึดติดเนื้อฟนทั้ง 3
ประเภท โดยวิธีอาการโอเวอรเลย เปนการศึกษาความเขากันได
ของวัสดุกับเนื้อเย่ือ ผลการทดสอบพบวาการแพรกระจายของ
สารทดสอบไปสูเซลลของเคลียรฟลด ไตรเอสบอนดและจีบอนด
อยูในระดับเดียวกัน สวนเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ มีการแพร
กระจายของสารมากกวา 2 ชนิดแรก สําหรับการที่เซลลถูก
ทําลายดวยสารยึดติดเนื้อฟนทั้ง 3 ชนิด ไมแตกตางกันในการ
ศึกษาครั้งนี้ เปนการประเมินพิษของสารยึดติดเนื้อฟนในเบ้ืองตน
ดังนั้น จึงตองศึกษาในเชิงปริมาณในลักษณะสภาวะเพอรฟวช่ัน
ในโอกาสตอไป
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Abstract
The purpose of this study  was to compare the cytotoxicity of three dentine bonding

agents, one-step (G-BondTM and ClearfilTM   S3 Bond) and two-step (ClearfilTM  SE  Bond  X), by
agar overlay  test. The number of  3x105  cells/ml of L929 in 10%D-MEM was seeded in 90 mm
petri dish and incubated in 37 

ο
C 5% CO2. After 24 hours, the monolayer cells reached

confluency. Then, 3% of nutrient agar was poured on the monolayer cells in the petri dish and
stained  with 0.01% neutral red dye. Two microliter of  each test material was dropped on the
cellulose  nitrate filter diameter 5 mm. and placed on  the  nutrient agar. For each test group,
three samples along with one sample of the control group were tested. The same procedure
was repeated 4 times. The cytotoxicity was graded according to the criteria of  ISO 7405 after
24 hours of incubation period. It showed that  the diffusions of ClearfilTM  S3 Bond and G-BondTM

were in the same rate but  ClearfilTM  SE Bond X had a higher diffusion rate than the former two
dentine bonding agents. Furthermore, there was no difference among three materials on the
cellular lysis (p > .05). In conclusion, there is no difference among three bonding agents based
on the cytotoxicity. However this technique is the primary screening for toxicity of biomaterials.
Further cytotoxic  investigation of material that contacts dentine in clinical practice by using
Dentine Barrier Test is recommended.
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