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บทนํา

การประเมินสมบัติทางชีวภาพมีความสําคัญ คือเม่ือนําวัสดุไปใชกับผูปวยใน
คลินิกตองไมกอใหเกิดผลขางเคียงที่เปนอันตรายตอเนื้อเยื่อในโพรงประสาทฟนและ
เนื้อเย่ือภายในชองปาก วธิีการประเมินสมบัติทางชีวภาพของวัสดุทางทันตกรรมแบงออก
เปน 3 ระดับ คือ การทดสอบในระดับแรก (Initial test) เปนการประเมินสมบัติทางชีวภาพ
ในหองปฏิบัติการ (In vitro) ไดแก การทดสอบการแตกของเม็ดเลือดแดง (Haemolysis
test) การทดสอบการเกิดมะเร็ง (Carcinogenesis test) และการทดสอบพิษโดยวิธีการ
เพาะเลี้ยงเซลล (Cell culture test) การทดสอบในระดับทุติยภูมิ (Secondary test) เปน
การประเมินสมบัติทางชีวภาพในระดับที่สอง เปนการทดลองในสัตวทดลองขนาดเล็ก

การประเมินพิษของสารยดึตดิเน้ือฟนโดยวธีิอาการโอเวอรเลย

บทคัดยอ
การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบความเปนพิษของสารยึดติดเนื้อฟน

ระบบเซ็ลฟ-เอชชิ่ง ไพรเมอร ชนิดขั้นตอนเดียว ไดแก จีบอนด และเคลียรฟลด ไตรเอส-
บอนด และชนิดสองข้ันตอน ไดแก เคลียรฟลด เอสอบีอนดเอ็กซ โดยวิธีอาการโอเวอรเลย-
นําเซลลแอลเกาสองเกาจํานวน 3x10 เซลล/มล. เล้ียงในถาดเพาะเลี้ยงขนาด 90 มม.
ดวยอาหารเล้ียงเซลล ดีเอ็มอีเอ็ม ท่ีมีฟทัลคาลฟซีรัมรอยละ 10 ภายใตสภาวะ 37 องศา-
เซลเซียส และคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เปนเวลา 24 ชม. เพ่ือใหเซลลโตเต็มถาดเพาะ
เลี้ยงในลักษณะเซลลช้ันเดียว จึงเทอาหารวุนรอยละ 3 ลงในถาดเพาะเลี้ยงพรอมทั้ง
ยอมสีนิวทรัลเรดรอยละ 0.01 หยดสารทดสอบ 2 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษเซลลูโลส
ไนเตรทขนาด 5 มม. และวางบนอาหารวุนที่แข็งตัวแลว ในแตละการทดลอง วัสดุทดสอบ
แตละตัวอยางถูกทดสอบครั้งละ 3 ตัวอยาง พรอมกับกลุมควบคุม และทําซํ้าจํานวน 4
ครั้ง จึงทําการประเมินพิษที่เกิดข้ึนตามเกณฑไอเอสโอ 7405 ภายหลังการสัมผัสของสาร
ที่ถูกปลดปลอยจากวัสดุทดสอบไปสูเซลลในตูเพาะเลี้ยงเปนเวลา 24 ชม. ผลการศึกษา
พบวาการแพรกระจายของสารทดสอบไปสูเซลลของเคลียรฟลด ไตรเอสบอนด และ
จีบอนด อยูในระดับเดียวกัน สวนเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ มีการแพรกระจายของ
สารมากกวา 2 ชนิดแรก สําหรับการที่เซลลถูกทําลายดวยสารยึดติดเนื้อฟนทั้ง 3 ชนิด
ไมแตกตางกัน (p >.05) โดยสรุปพบวาความเปนพิษทางสารยึดติดเนื้อฟนที่ทดสอบใน
การทดลองนี้ไมแตกตางกัน อยางไรก็ตาม เทคนิคนี้ยังคงเปนการประเมินพิษของสาร
เบ้ืองตน ดังนั้น การประเมินพิษของวัสดุบูรณะฟน ที่มีการสัมผัสกับเนื้อฟนในทางคลินิก
โดยการใชแบบจําลองเนื้อฟน จึงเปนการศึกษาที่ควรจะทําตอไป
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เชน หนู กระตาย เปนตน ระดับสุดทาย คือ การใชงานจริงในคลิ-
นิก (Usage test) มีขั้นตอนที่เหมือนกับการนําไปใชจริงในคลินิก
โดยทดสอบในสัตวใหญ เชน ลงิ สุนัข หรอืคน ซึ่งตองไดรบัการยิน-
ยอมจากผูปวย และผานการพิจารณาของคณะกรรมการสิทธิ
มนุษยชนเกี่ยวกับการทดลองในมนุษยของสถาบันที่ผูทําวิจัยสัง-
กัด สําหรับการประเมินสมบัติทางชีวภาพระดับแรก ซึ่งเปนการ
ประเมินในหองปฏิบัติการ โดยเฉพาะการประเมินพิษดวยวิธีการ
เพาะเลี้ยงเซลล เปนที่นิยมใชอยางกวางขวาง ในระยะแรก
Kawahara และคณะ1  เปนกลุมนักวิจัยที่เร่ิมนําวิธีการเพาะเลี้ยง
เซลลมาประเมินสมบัติทางชีวภาพของวัสดุทันตกรรมในป พ.ศ.
2511 ตอมา Schmalz2 ไดปรับปรุงและพัฒนาการประเมินสมบัติ
ทางชีวภาพของวัสดุทางทันตกรรมเพ่ือใหไดขอมลูที่นาเชื่อถือ โดย
ศึกษาอาการดิฟฟวช่ัน (Agar diffusion) เปรียบเทียบวิธีการปฏิ-
บัติงาน 3 ลักษณะ ดังนี้ 1) ศึกษาในหองปฏิบัติการ 2 แหงที่ตาง
กัน 2) ศึกษาในหองปฏิบัติการ 1 แหง และผูปฏิบัติงาน 2 คนโดย
ตางคนตางปฏิบัติ 3) ศึกษาในหองปฏิบัติการ 1 แหงและผูปฏิบัติ
งาน 1 คน โดยศึกษาเปนระยะเวลา 12 เดือน พบวาวิธีอาการ-
ดิฟฟวชั่น สามารถประเมินพิษของวัสดุทันตกรรมโดยจัดลําดับ
ความเปนพิษของวัสดุได ซึ่งมีกลุมควบคุมและกลุมวัสดุทดสอบ

โดยการวเิคราะหความสมัพันธดานความเปนพิษทีเ่กิดข้ึน อาการ-
โอเวอรเลย (Agar overlay) หรืออาการดิฟฟวชั่น เปนวิธีมาตรฐาน
วิธีหนึ่งที่นิยมนํามาใชในการประเมินสมบัติทางชีวภาพของวัสดุ
ทันตกรรม พิษจากวัสดุทดสอบซึมผานอาหารวุน (Agar medium)
ไปยังเซลลที่ยอมสีนิวทรัลเรด (Neutral red) เปนสีที่ใชยอมเซลล
มีชีวิต เม่ือเซลลไดรับพิษจากวัสดุจะมีการปลดปลอยสีแดงออก
มาจากไลโซโซม (Lysosome) ของเซลล เกิดเปนโซนใส (Clear
zone or decolorization zone) ขางใตหรือโดยรอบตําแหนงที่วาง
วัสดุทดสอบ วิธีอาการโอเวอรเลย เร่ิมนํามาใชโดย Wennberg
และคณะ3 ซ่ึงไดนําวิธีการประเมินพิษของสารผานอาหารวุนมา
ใชในการประเมินพิษของสาร ตอมา Schmalz และคณะ4 ไดนํา
สารเรืองแสง (Fluoresceindiacetate staining) มาใชในการประ-
เมินพิษของสาร แตไมไดรับความนิยม เพราะเปนวิธีที่ยุงยาก ใน
การประเมินพิษของวัสดุทางทันตกรรมดวยวิธีอาการโอเวอรเลย
นั้นวิเคราะหผลการทดสอบตามไอเอสโอ/เอฟดีไอเอส 7405:2008
(อี) (ISO/FDIS 7405 : 2008 (E))5 โดยประเมินจากดัชนีการตอบ
สนองของเซลล (Cell response index) ตอสารทดสอบ ซึ่งดัชนี
โซนใส (Decolorization Index) กับดัชนีการทําลายเซลล (Lysis
Index)จะใหคาดัชนตัีวเลขแยกจากกนัโดยมเีกณฑตามตารางท่ี 1

ตารางที่ 1 เกณฑไอเอสโอ/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 สวนประกอบและบริษัทผูผลิตสารยึดติดเนื้อฟน 3 ชนิด ที่ใชในการวิจัย
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 คาเฉลี่ย±คาสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน โซนใส คาดัชนีโซนใส คาดัชนีการตอบสนองของเซลล คาสเกล คาดัชนีเซลลถูกทําลาย คาดัชนีการตอบ
สนองของเซลลและคาสเกลที่ไดตอสารยึดติดเนื้อฟน 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
วิธีอาการโอเวอรเลยนี้ใชเปนวิธีตรวจสอบความเปนพิษของวัสดุ
ในเบ้ืองตนซึ่งเปนวิธีที่งาย เร็ว งบประมาณคาใชจายในการทด-
สอบไมแพง และใหขอมูลเปนที่นาเชื่อถือไดในระดับหนึ่ง ในการ
ศึกษาการประเมินพิษของสารยึดติดเน้ือฟน โดยวิธีอาการโอเวอร-
เลยนี้ เปนการศึกษาเก่ียวกับความเขากันไดของวัสดุกับเนื้อเยื่อ
ซ่ึงยงัมกีารศกึษานอย เม่ือเปรียบเทยีบกบัการศึกษาดานอืน่ ๆ เชน
ดานการยึดเกาะ การรั่วซึม เปนตน การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค
ที่จะประเมินความเปนพิษของสารยึดติดเนื้อฟน 3 ชนิด โดยวิธี
อาการโอเวอรเลย

วัสดุอุปกรณและวิธีการ

การเตรียมเซลล
นําเซลลแอลเกาสองเกา เพาะเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงเซลล

(Culture flask) ขนาด 75 cm2 ที่มีเซลลเรียงตัวเปนเซลลชั้นเดียว
(Monolayer) มาถายอาหารเลี้ยงเซลลออกใหหมด ลางดวย 0.01
โมลาร ฟอสเฟสบัฟเฟอรซาไลน (Phosphate buffer saline) พีเอช
7.4 จํานวน 1 ครั้ง เติมทริปซินเวอรซิน (Trypsin versin) รอยละ
0.1 จํานวน 10 มล. ทิ้งไว 30 วินาที นําขวดเพาะเลี้ยงเขาในตูอบ
ควบคมุอตัราการไหลของกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5.0ภาย
ใตสภาวะ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จึงนําขวดออกมา
เคาะเบา ๆ 2-3 ครั้ง ใหเซลลลอกหลุดจากพื้นขวด เติมอาหารเลี้ยง
เซลลดีเอ็มอีเอม็ (D-MEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium;
Gibco BRL, Grand Island ,N.Y., U.S.A)ทีมี่ฟทัลคาลฟซีรมัรอย-
ละ 10.0 (Fetal calf serum, Gibco BRL, Grand Island ,N.Y.,
U.S.A)ปรบัจํานวนเซลลใหได 3x105 เซลล/มล.นบัเซลลดวยฮมีา-
ไซโตมิเตอร (Hemacytometer) และนําเซลลจํานวน 3x105 เซลล
/มล. ใสถาดเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง 90 มม. ถาด
ละ 10มล. จํานวน 11ถาด ดงันี้ สารยึดติดเนือ้ฟนจํานวน 3 ชนดิ ๆ
ละ 3 ถาด ถาดควบคุมบวก จํานวน 1 ถาด และถาดควบคุมลบ
จํานวน 1 ถาด นําเล้ียงในตูอบเปนเวลา 24 ช่ัวโมงจนเซลลกระ-
จายลักษณะเซลลช้ันเดียวประมาณรอยละ 90.0 ของถาดเพาะ
เล้ียงเซลล (Confluence type)

วัสดุท่ีทดสอบ
วัสดุที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนสารยึดติดเนื้อฟน จํานวน 3

ชนิด ที่มีขายในประเทศไทย ตามตารางที่ 2

วิธีการทดสอบ
นําถาดที่มีเซลลเรียงตัวเปนเซลลชั้นเดียวมาถายอาหาร

เล้ียงเซลลออกใหหมด จากนั้นนําอาหารวุน รอยละ 3.0 (Agar
purified Sigma, Chemical Co., Ltd., St.Louis, MO, U.S.A.) ไป
อุนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นําอาหารวุนจํานวน 10 มล./ถาด
เพาะเลี้ยง เทลงไปบนชั้นของเซลล และทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30
นาที ใหอาหารวุนแข็งตัว จากนัน้ยอมสีเซลลดวยนวิทรลัเรด (Neu-
tral Red , MERCK, Darmstadl, Germany)ความเขมรอยละ 0.01
จํานวน 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 15 นาที ภายใตสภาวะ 37 องศา
เซลเซียส คารบอนไดออกไซดรอยละ 5.0 จึงดูดสารละลายสีออก
ใหหมด นําสารยึดติดเนื้อฟน ไดแก จีบอนด (G-bond TM, GC,
Japan) เคลยีรฟลด ไตรเอสบอนด (ClearfilTM S3 BondTM, Kuraray,
Japan) และเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ (ClearfilTM SE Bond
X, Kuraray, Japan) นําสารทดสอบแตละชนิดจํานวน 2 ไมโคร-
ลิตร หยดบนกระดาษเซลลูโลสไนเตรทขนาดเสนผานศูนยกลาง
5 มิลลิเมตร พรอมฉายแสงตามคําแนะนําของบริษัทผูจําหนาย
นํากระดาษเซลลูโลสไนเตรทมาวางบนอาหารวุน แลวจึงนําถาด
ดังกลาวไปไวในตูอบเพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
ภายใตบรรยากาศของกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5.0 เปน
เวลา 24 ชม.

กลุมควบคุมลบ ไมใสสารทดสอบ สวนกลุมควบคุมบวกจะ
ใชวัสดุพีวีซี (PVC, Polyvinylchloride) ขนาดเสนผานศูนยกลาง
5 มม.

การแปลผล
ประเมินดัชนีโซนใสและดัชนีเซลลถูกทําลาย ตามเกณฑ

มาตรฐานไอเอสโอ ดังตารางที่ 1 ภายใตกลองจุลทรรศนชนิด
หัวกลับ (Inverted microscope, Nikon TMS, Tokyo, Japan)

ผล

จากการประเมินความเปนพิษของสารยึดติดเนื้อฟน โดย
วัดระยะจากขอบวัสดุจนถึงบริเวณขอบเขตของเซลลที่ยอมไมติด
สีนิวทรัลเรด พรอมทั้งพิจารณาลักษณะเซลลภายใตกลอง
จุลทรรศนชนิดหัวกลับขนาดกําลังขยาย 10 เทา นํามาหาคาเฉล่ีย
ของสารยึดติดเนื้อฟนแตละชนิด ดังตารางที่ 3 รูปที่ 1-4 และรูปที่
5-6 แลววิเคราะหผลตามเกณฑมาตรฐานไอเอสโอ พบวา
คาเฉลี่ยโซนใสของสารยึดติดเน้ือฟนมีคาเฉลี่ย และคาสวนเบ่ียง-
เบนมาตรฐานเรียงตามลําดับจากนอยไปหามาก คือ เคลียรฟลด
ไตรเอสบอนด จีบอนด และเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ ซ่ึงใหคา
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รูปท่ี 3 โซนใสรอบเคลยีรฟลด ไตรเอสบอนด
Fig. 3 Decolorization zone around Clearfil TM S3 Bond

รูปที่ 4 โซนใสรอบเคลียรฟลด เอสอบีอนดเอก็ซ
Fig. 4 Decolorization zone around Clearfil TM SE Bond X

รูปท่ี 5 กลุมควบคุมบวก ทดสอบดวยวัสดุโพลีไวนิล (พีวีซี) เซลลมีลักษณะกลม
เปนจํานวนมาก (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 กลุมควบคุมบวก พีวีซี
Fig. 1 Positive control : PVC

รูปท่ี 6 ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับ เม่ือทดสอบดวยสารยึดติดเนื้อฟน: จีบอนด เคลียรฟลด ไตรเอสบอนด
และเคลยีรฟลด เอสอบีอนดเอ็กซ

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

จีบอนด
G-bond TM

เคลียรฟลด ไตรเอสบอนด
ClearfilTM   S3 BondTM

เคลียรฟลด เอสอีบอนดเอก็ซ
ClearfilTM SE Bond X
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ดัชนีโซนใส (คาดัชนีการตอบสนองของเซลลเปน 2 และ 3 ไดตรง
กับสเกล 2 หมายถึง สารเคลียรฟลด ไตรเอสบอนด และจีบอนด
มีอัตราการแพรกระจายพิษของสารที่ซึมผานอาหารวุนในระดับ
ปานกลาง สวน 4 ไดตรงกับสเกล 3 หมายถึง สารเคลียรฟลด
เอสอีบอนดเอ็กซ มีการอัตราการแพรกระจายพิษของสารที่ซึม
ผานอาหารวุนในระดับมาก สวนดัชนีเซลลถูกทําลายของสารยึด-
ติดเนื้อฟนทั้ง 3 ประเภทใหคาเหมือนกัน คือ 1 ไดตรงกับสเกล 1
หมายถึงสารยึดติดเนือ้ฟนทั้ง 3ประเภทมคีวามเปนพิษระดับเล็ก-
นอย ตามมาตรฐานไอเอสโอ/เอฟดีไอเอส 7405:2008 (อี) (ISO/
FDIS 7405: 2008 (E))5 กลุมควบคุมบวก ใหคาดัชนีโซนใสเปน 3
ไดตรงกับสเกล 2 นั่นคือ มีอัตราการแพรกระจายพิษของสารที่ซึม
ผานอาหารวุนในระดับปานกลาง สวนดัชนีเซลลถูกทําลายเปน 2
ไดตรงกับสเกล 2 นั่นคือ กลุมควบคุมบวกมีความเปนพิษในระ-
ดับปานกลาง ซึ่งจะเห็นไดวาจากเกณฑมาตรฐานที่กลาวมา การ
แปลผลคาการตอบสนองของเซลลจะแปลผลแยกจากกันเปน 2
สวน คือ สวนของดัชนีโซนใสและสวนของดัชนีการทําลายของ
เซลล

บทวิจารณ

การศึกษานี้เปนการประเมินพิษของสารยึดติดเนื้อฟน 3
ชนิด โดยวิธีอาการโอเวอรเลย Meerbeck และคณะ8 ไดทําการ
ศึกษาระบบสารยึดติดเนื้อฟนประกอบดวย 3 สวน ไดแก แอซิด
ไพรเมอร และเรซินโมโนเมอร การวิจัยนี้ใชสารยึดติดเนื้อฟน 3
ชนิด ไดแก จีบอนด และเคลียรฟลด ไตรเอสบอนด เปนชนิดข้ัน
ตอนเดียว (one - step) ในระบบออล-อิน-วัน (all – in – one) และ
เคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ เปนชนิดสองขั้นตอน (two – step)
ในระบบเซ็ลฟ-เอชชิ่ง ไพรเมอร (self – etching primer bonding
system) ระบบออล-อนิ-วัน เปนการรวมขั้นตอนเอชชิง่ ไพรม่ิง และ
บอนดด้ิง (etching, priming and bonding) เขาไวในขั้นตอน
เดียวของการยึดติดของเรซิน สวนทู-สเต็ป-เซ็ลฟ-เอชชิ่ง-ไพรเมอร
เปนการรวมขั้นตอนเอชชิ่งและไพรเมอรไวดวยกัน แลวจึงทาสาร-
ยึดติดเนื้อฟนชนิดเรซินแยกเปนอีกข้ันตอน กอนการบูรณฟนดวย
วัสดุเรซินคอมโพสิต

จากการวิจัย พบวาเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ มีโซนใส
กวางมากที่สุด เนื่องจากมีนํ้าเปนตัวทําละลายทําใหเกิดการแพร
กระจายไดสูงกวา จึงทําใหเกิดโซนใสกวางมากที่สุด ในขณะที่
เคลียรฟลด ไตรเอสบอนดมีสวนประกอบของ ไฮโดรโฟบิก ได-
เมตาอะครเิลต สามารถยดึติดกับบอนดิงเรซนิ ทาํใหเกิดช้ันของไฮ-
บริด (Hybrid layer) โดยมีตัวทําละลายเปนเอทิลแอลกอฮอล

และนํ้า โดยแอลกอฮอลจะตรึงเซลลทําใหเซลลไมเสียสภาพ ไม-
เกิดการแพรกระจายของสารหรือมีอัตราการแพรกระจายต่ํากวา
นํ้า จึงทําใหเกิดโซนใสแคบที่สุด ซึ่งจากการศึกษา Torabinejad
และคณะ6 พบวาความเปนพิษของวัสดุขึ้นอยูกับอัตราการแพร
กระจายของสารทดสอบผานอาหารวุน การศึกษาวิจัยนี้ สารยึด-
ติดเนื้อฟนทั้ง 3 ชนิด ใหคาดัชนีโซนใสของวัสดุทดสอบแตกตางกัน
คือมีอัตราการแพรกระจายของสารผานอาหารวุนแตกตางกัน
ตามที่กลาวมาแลว แตใหคาดัชนีการทําลายของเซลลเหมือนกัน
คือ ดัชนี 1 โดยศึกษาจากรูปรางและลักษณะของเซลลถูกทําลาย
ภายใตกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ พบวามีเซลลบางสวนไมติด
สี คือเปนเซลลไมมีชีวิตและมีลักษณะกลมภายใตถาดเพาะเลี้ยง
และใหคาดัชนีการตอบสนองของเซลลในระดับเดียวกัน คือวัสดุ
ยดึติดเนื้อฟน ไดแก เคลียรฟลด ไตรเอสบอนด และจีบอนด มีอตัรา
การแพรกระจายของสารผานอาหารวุนในระดับปานกลาง แตมี
ความเปนพิษในระดับเล็กนอย สวนเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ
มีอัตราการแพรกระจายของสารผานอาหารวุนในระดับมาก แตมี
ความเปนพิษในระดับเล็กนอย ตามเกณฑการแปลผลของไอเอส-
โอ แตเกณฑการแปลผลนี้จะไมสามารถบอกเปอรเซ็นตความมี
ชีวิตของเซลลเหลือมากนอยแคไหน แตบอกไดแคระดับของความ
เปนพิษของสาร

อีกประการหนึ่งที่มีความสําคัญตอผลการทดสอบอาการ-
โอเวอรเลยในหองปฏิบัติการ คือ อาหารวุนที่ทําการทดลองควรอุน
ไวในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิที่ 45 องศาเซลเซียส อุณหภูมิไมควร
สูงกวานี้ หรือตํ่ากวานี้ เพราะจะมีผลตอเซลลเพาะเลี้ยง นั่นคือ
อุณหภูมิต่ํากวา 45 องศาเซลเซียส จะทําใหอาหารวุนแข็งตัวเร็ว
เกินไป เมื่อเทใสจานเพาะเลี้ยงเซลล หรือหากต้ังอุณหภูมิสูงเกิน
กวา 45 องศาเซลเซียส จะมีผลตอเซลลเพาะเลี้ยงทําใหเซลลถูก
ทําลายกอนนํามาทดสอบตัวอยาง ทําใหผลการทดสอบผิดพลาด
ต้ังแตเร่ิมแรก กอนใสสารทดสอบ การใชอุปกรณดูดปลอยสาร
ชนิดปริมาตรนอย เม่ือนํามาใชดูดสารตัวอยางที่ตองการใชปริ-
มาตรนอย ๆ ซ่ึงในการวิจัยนี้จะใชสารตัวอยางทดสอบจํานวน 2
ไมโครลิตร ดังนั้นจึงควรเลือกใชชวงปริมาตรแคบ ๆ ตั้งแต 0.1–2
ไมโครลิตร จึงจะทําใหไดปริมาตรที่คอนขางเที่ยงตรงมากกวาใช
อุปกรณดูดปลอยสารที่มีชวงปริมาตรกวาง ๆ และในระหวางการ
ยอมสีนิวทรัลเรดผานอาหารวุน ควรเก็บใสภาชนะทึบแสง เนื่อง
จากสีนิวทรัลเรดมีความไวตอแสงสวางทําใหเกิดบริเวณโซนใสซ่ึง
มีผลจากแสงที่มากระทบ มิใชจากความเปนพิษของสารทดสอบ
การทดสอบสารไมควรนานเกินกวา 30 นาที ภายหลังยอมสีเซลล
ดวยสีนิวทรัลเรด เพราะจะทําใหเซลลที่ยอมสีจางลงกวาปกติ ทํา
ใหเกิดการแปลผลผิดพลาดไดเชนกัน
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สวนเซลลที่ใชทดสอบในการวิจัยครั้งนี้ใชแอลเกาสองเกา
ซึ่ง Kettering และ Torabinejad9 ไดศึกษาเซลลนี้ พบวาเปนเซลล
เพาะเลี้ยงชนิดตอเนื่องที่เพาะเลี้ยงงาย และมีงานวิจัยที่สนับสนุน
วามีความไวตอการตอบรับในดานการทดสอบความเปนพิษ
ไมแตกตางจากเซลลปฐมภูมิ (primary cell) สําหรับการเปรียบ
เทียบระดับความเปนพิษของสารชนิดตาง ๆ  นอกจากนี้ยังสอด-
คลองกับไอเอสโอ 740510 ที่แนะนําใหใชเซลลเพาะเลี้ยงตอเนื่อง
เพ่ืองานวิจัยในลักษณะสครีนนิงเทสท ทั้งนี้เพราะเซลลปฐมภูมิจะ
มีความแตกตางในแตละบุคคล ถาจะนําผลการทดสอบพิษใน
ระหวางหองปฏิบัติการหลาย ๆ แหงมาเปรียบเทียบกัน การใช
เซลลมาตรฐานเดียวกันนาจะใหคําตอบที่นาเช่ือถือและมีเหตุผล
ที่ดีกวา

อนึ่ง เนื่องจากวิธีอาการโอเวอรเลยนี้ เปนวิธีประเมินสมบัติ
ทางชวีภาพทีน่าํมาใชทดสอบสารตวัอยางไดทัง้ทีเ่ปนของแขง็ ของ-
เหลว โดยพิษของสารที่นํามาทดสอบตองแพรกระจายได และอีก
ประการหนึ่งวิธีนี้เปนวิธีที่งาย คาใชจายในการทําไมแพงมาก จาก
ผลการประเมินพิษของสารยึดติดเนื้อฟนทั้ง 3 ประเภท มีพิษระ-
ดับเล็กนอย ทั้งนี้อาจเปนเพราะวาไมไดลอกเลียนแบบทางคลินิก
เหมือนการทดสอบดวยวิธีการทดสอบแบบจําลองเนื้อฟน ซ่ึงจะมี
การจําลองการทดสอบใหเหมือนสภาพจริงทางคลินิก โดยใชแบบ
จําลองเนื้อฟน ใหสารทดสอบสัมผัสโดยตรงกับเนื้อฟน อยูในแบบ
จําลองที่มีการต้ังอัตราการไหลของของเหลวในระดับ 2.0 มิลลิ-
ลติรตอช่ัวโมง ซึง่เหมือนกับอตัราการไหลของโลหิตในเน้ือเย่ือในใต
เนื้อฟน โดยสามารถประเมินความเปนพิษของวัสดุทดสอบ โดย
วิเคราะหรอยละของจํานวนเซลลที่เหลือหลังมีการแพรกระจาย
ของสารพิษไปยังเซลลทดสอบ แตเนื่องจากวิธีนี้มีขั้นตอนที่ยุงยาก
ซบัซอน ตองอาศัยการฝกฝนเทคนิค อีกทั้งมีงบประมาณคาใชจาย
สูงมากและตองมีอุปกรณในระบบอยางครบถวน ตลอดจนการ
เล้ียงเซลลตองเลี้ยงเปนระบบเซลล 3 มิติ และใชเวลาในการเพาะ
เล้ียงเซลลเปนเวลา 14 วัน กอนการทดสอบสารในสภาวะเพอร-
ฟวชั่น (perfusion condition) แตมีขอดี คือสามารถลอกเลียน
สภาวะของเนือ้ฟนและเซลลของเนือ้เย่ือในใตเนื้อฟน ตลอดทั้งการ
ไหลของโลหิตในเนื้อเยื่อในไดในระดับหนึ่ง นั่นคือ ประเมินพิษใน
เชิงปริมาณได นอกจากนี้การวิจัยในลักษณะสภาวะเพอรฟวชั่น
โดยใหมีของเหลวซึมผานแบบจําลองเพื่อใหเกิดการเจือจางพิษ
จากวัสดุทดสอบดวย ซ่ึงเปนการลอกเลียนแบบการทํางานจริง
ทางคลินิกนั่นเอง

บทสรุป

การประเมินสมบัติทางชีวภาพของวัสดุยึดติดเนื้อฟนทั้ง 3
ประเภท โดยวิธีอาการโอเวอรเลย เปนการศึกษาความเขากันได
ของวัสดุกับเนื้อเย่ือ ผลการทดสอบพบวาการแพรกระจายของ
สารทดสอบไปสูเซลลของเคลียรฟลด ไตรเอสบอนดและจีบอนด
อยูในระดับเดียวกัน สวนเคลียรฟลด เอสอีบอนดเอ็กซ มีการแพร
กระจายของสารมากกวา 2 ชนิดแรก สําหรับการที่เซลลถูก
ทําลายดวยสารยึดติดเนื้อฟนทั้ง 3 ชนิด ไมแตกตางกันในการ
ศึกษาครั้งนี้ เปนการประเมินพิษของสารยึดติดเนื้อฟนในเบ้ืองตน
ดังนั้น จึงตองศึกษาในเชิงปริมาณในลักษณะสภาวะเพอรฟวช่ัน
ในโอกาสตอไป
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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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