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Abstract  
Objectives: The purpose of this study was to investigate cytotoxicity of glass 
ionomer cement containing monocalcium silicate compound (GIC-CS) 
comparing with White ProRoot® MTA and KetacTM Molar on human pulp cells  
(HPC)  

Materials and methods: HPC were exposed to extracted solutions of 4 
materials; White ProRoot® MTA (Tooth-colored MTA, Densply Tulsa dental, 
Tulsa OK, USA), KetacTM Molar (KetacTM Molar Easymix, 3M ESPE AG, Germany), 
monocalcium silicate (CaSiO

3
) and GIC-CS in five concentrations (full 

concentration (0.2g/mL), dilution1:1, dilution1:2, dilution1:4, dilution1:8) for 24 
hours. The samples were objected to MTT assay. Cell density was measured 
for optical density (OD) by spectrophotometer at 570 nm. Cell morphology 
was later investigated by phase contrast microscope.  

Result: GIC-CS extracts of all concentrations showed no significant difference 
in cytotoxicity when compared their optical density (OD) to White ProRoot® 
MTA and KetacTM Molar (P>0.05). Cell morphology appeared to have spindle 
shaped, extended-synapsed cytoplasmic process and confluent.  

Conclusion: GIC-CS should the same level of cytotoxicity to HPC as White 
ProRoot® MTA and KetacTM Molar. It could be developed as pulp capping 
agent in the future.  
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ความเปนพิษตอเซลลของกลาสไอโอโนเมอรซีเมนตที่มีโมโนแคลเซียม 
ซิลิเกตผสมตอเซลลเนื้อเยื่อในฟนมนุษยเมื่อเปรียบเทียบกับไวทโปรรูท 
เอ็มทีเอและคีแทคโมลาร 

ติดตอเกี่ยวกับบทความ: 

ปริญญา ชัยสิงหเหนือ 

คณะทันตแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ  

เลขที่ 114 สุขุมวิท 23 คลองเตยเหนือ เขตวัฒนา 

กรุงเทพมหานคร 10110 

วันรับเรื่อง: 18 กุมภาพันธ 2557 

วันยอมรับการตีพิมพ: 31 มีนาคม 2557 

บทคัดยอ 

วัตถุประสงค: วัตถุประสงคของการศึกษานี้จะทำการทดสอบวัดความเปนพิษตอเซลลของ

กลาสไอโอโนเมอรซีเมนตที่มีสารประกอบโมโนแคลเซียมซิลิเกต (จีไอซีซีเอส) ตอเซลลเนื้อเยื่อ

ในฟนมนุษย โดยทำการเปรียบเทียบกับไวทโปรรูทเอ็มทีเอ และคีแทคโมลาร  

วัสดุอุปกรณและวิธีการศึกษา: นำเซลลเนื้อเยื่อในฟนมนุษยมาทำการกระตุนดวยสารสกัด

ทดสอบของไวทโปรรูทเอ็มทีเอ, คีแทคโมลารอีซี่มิกซ, โมโนแคลเซียมซิลิเกต, จีไอซีซีเอส 

ชนิดละ 5 ความเขมขน (ความเขมขนสูงสุด (0.2 กรัมตอมิลลิลิตร), เจือจาง 1 ตอ 1, เจือจาง 

1 ตอ 2, เจือจาง 1 ตอ 4, เจือจาง 1 ตอ 8) เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นทำการ

ทดสอบวัดความเปนพิษตอเซลลดวยวิธีเอ็มทีที โดยวัดคาระดับความทึบแสงดวยเครื่องวัด

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร และทำการศึกษาถึงลักษณะรูปรางของ

เซลลดวยกลองจุลทรรศนดูความเปลี่ยนตางเฟส  

ผลการศึกษา: พบวาทุกระดับความเขมขนของสารสกัดจีไอซีซีเอส ไมเกิดความเปนพิษตอ

เซลลเนื้อเยื่อในฟนมนุษย ซึ่งคาระดับความทึบแสงมีคาไมแตกตางจากไวทโปรรูทเอ็มทีเอและ

คีแทคโมลารอีซี่มิกซ อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) และจากการศึกษารูปรางของเซลล 

พบวาเซลลมีลักษณะเรียวแหลม ยืดตัว มีการยื่นสัมผัสกันของซัยโตพลาสมิคโปรเซส และอยู

รวมกันอยางหนาแนน  

บทสรุป: จีไอซีซีเอสไมกอใหเกิดความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อในฟนมนุษย ซึ่งอาจจะเปนอีก

ทางเลือกที่จะนำมาพัฒนาเปนสารใชปดแผลเนื้อเยื่อในตอไป  

รหัสคำ: กลาสไอโอโนเมอรซีเมนตที่มีสารประกอบโมโนแคลเซียมซิลิเกต, ความเปนพิษตอ

เซลล, จีไอซีซีเอส, เซลลเนื้อเยื่อในฟนมนุษย, ไวทโปรรูทเอ็มทีเอ, เอ็มทีที 
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บทนำ 
 ในปจจุบันแนวทางการรักษาทางดานวิทยาเอ็น

โดดอนตมีแนวโนมการรักษาเพื่อคงความมีชีวิตของ 

เนื้อเยื่อในฟน (pulp vitality) ดวยกระบวนการรักษา

เนื้อเยื่อในฟนที่มีชีวิต (vital pulp therapy) เพื่อกระตุน

เนื้อเยื่อในฟนสวนที่เหลือใหเกิดการสรางโครงสราง

เชิงซอนเนื้อฟน-เนื้อเยื่อในฟน (dentin-pulp complex) 

ซึ่งประกอบดวย การปดแผลเนื้อเยื่อในโดยไมสัมผัสกับ

เนื้อเยื่อ (indirect pulp capping), การปดแผลเนื้อเยื่อ

ในโดยสัมผัสกับเนื้อเยื่อ (direct pulp capping), การ

ตัดเนื้อเยื่อในสวนตัวฟน (pulpotomy), การสรางปลาย

ราก (apexogenesis)  

 สำหรับการปดแผลเนื้อเยื่อใน (pulp capping) 

ประกอบดวย ขั้นตอนการกำจัดสิ่งระคายเคือง, ควบคุม

สภาวะการติดเชื้อ, และใชสารที่เหมาะสมตอการปดแผล

เนื้อเยื่อใน โดยสารที่ใชในอุดมคติจะตองไมเปนพิษและมี

ความเขากันไดทางชีวภาพกับเซลล เนื้อ เยื่อในฟน 

สามารถเหนี่ยวนำการสรางเนื้อเยื่อแข็งเพื่อทดแทนเนื้อ

ฟนสวนที่ถูกทำลาย เปนฉนวนปองกันตอเนื้อเยื่อในฟน 

สามารถปองกันการรั่วซึม มีความแข็งแรงภายใตแรงบด

เคี้ยวไดอยางเหมาะสม ทนตอสภาวะชื้น มีระยะเวลากอ

ตัวเร็ว ไมทำใหฟนเปลี่ยนสี ใชงานงาย ราคาถูก ใน

ปจจุบันไดมีการศึกษาวิจัยที่จะพัฒนานำมิเนอรัลไตร

ออกไซดแอกกรีเกตหรือเอ็มทีเอ (Mineral Trioxide 

Aggregate, MTA) มาใชในการปดแผลเนื้อเยื่อใน โดย

เอ็มทีเอเปนสารในกลุมที่มีองคประกอบของแคลเซียม

ซิลิเกต (calcium silicate-based) ซึ่งสามารถกอตัวได

ในสภาวะที่มีเลือดหรือของเหลวทางชีวภาพ (biological 

fluids) มีความเขากันไดทางชีวภาพกับเซลล รวมถึงมี

คุณสมบัติชีวกัมมันต (bioactive) เกิดการสรางชั้นผลึก

อะพาไทต (apatite layer) ที่สงเสริมการสรางเนื้อเยื่อ

ใหมและเพิ่มความสมบูรณของเนื้อเยื่อกระดูก1  

 องคประกอบของเอ็มทีเอ ไดแก ไตรแคลเซียม

ซิลิเกต (Tricalcium silicate / Alite, 3CaO·SiO
2
),  

ไดแคลเซียมซิลิเกต (Dicalcium silicate / Belite, 

2CaO·SiO
2
), ไตรแคลเซียมอะลูมิเนต (Tricalcium 

aluminate, 3CaO·Al
2
O

3
), เตตราแคลเซียม

อะลูมิโนเฟอไรท (Tetracalcium aluminoferrite, 

4CaO·Al
2
O

3
Fe

2
O

3
)2 สามารถสรางผลึกไฮดรอกซี

อะพาไทต (Hydroxyapatite crystal, Ca
10
(PO

4
)
6
(OH)

2
) 

และเหนี่ยวนำใหเกิดการสรางสะพานเนื้อฟน (dentin 

bridge) โดยไมเกิดความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อในฟน3-6 

แตอยางไรก็ตามพบวาเอ็มทีเอมีขอดอยหลายประการ 

เชน ระยะเวลากอตัวนาน ลักษณะการใชงานยาก ทำให

ฟนเปลี่ยนสี มีราคาแพง7,8 ซึ่งจากหลายการศึกษาที่ผาน

มาไดมีความพยายามจะปรับเปลี่ยนสวนประกอบของ

เอ็มทีเอทั้งในสวนที่เปนผงและสวนที่เปนของเหลวเพื่อใช

ทดแทนน้ำกลั่น รวมถึงการพัฒนาหาสารชนิดอื่นที่มี

คุณสมบัติในการสรางผลึกไฮดรอกซีอะพาไทตไดเชน

เดียวกันกับเอ็มทีเอ 9-12  

 โมโนแคลเซียมซิลิเกต (Monocalcium silicate / 

Wallastonite, CaSiO
3
) เปนอีกชนิดของสารในกลุมที่มี

องคประกอบของแคลเซียมซิลิเกต จัดอยูในประเภทไบ

นารีออกไซด (binaryoxides) ปรากฏลักษณะในรูปแบบ

ของผง ซึ่งเปนวัสดุทางชีวภาพที่มีคุณสมบัติชีวกัมมันต 

พบวามคีวามสามารถในการสรางผลกึไฮดรอกซอีะพาไทต

ไดอยางรวดเร็วภายหลังจากแชในสารละลายที่จำลอง

สภาวะของเหลวในรางกาย (simulated body fluid, 

SBF) ในระยะเวลา 2 ชั่วโมง13 มีการศึกษาผลของสารตอ

เซลลกระดูก (osteoblast cells) พบวาไมเกิดความเปน

พิษ โดยองคประกอบที่ปลดปลอยออกมาจากสาร

สามารถที่จะสงเสริมใหเกิดกระบวนการแบงตัวเพิ่ม

จำนวน (proliferation) ของเซลล14 แตยังไมมีรายงาน

การศึกษาถึงความเปนพิษของสารตอเซลลเนื้อเยื่อในฟน  

 อยางไรก็ตามพบวาโมโนแคลเซียมซิลิเกตเปนสาร

ที่มีความเปราะ15 ซึ่งเปนขอดอยที่สำคัญ โดยอาจทำให

เกิดการแตกหักขนาดเล็ก (microcrack) ภายใตแรงบด

เคี้ยวหากนำมาใชเปนสารในการปดแผลเนื้อเยื่อใน ซึ่งจะ

สงผลใหเกิดการรั่วซึมขนาดเล็กที่นำไปสูความลมเหลว

ของการรกัษา โดยไดมกีารศกึษาทีจ่ะพฒันานำสารประกอบ

บางชนิดมาผสมเพื่อลดขอดอยดังกลาวดังเชนการเติม

สารเมธิลเมทาคริเลต (methyl metacrylate) ลงใน 
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โมโนแคลเซียมซิลิเกต ผลพบวามีคาความทนแรงอัด  

(compressive strength) เพิ่มขึ้นอยูในระดับเดียวกับ

กระดูกทึบ (cortical bone)16 รวมถึงโมโนแคลเซียม

ซิลิเกตไมสามารถที่จะขึ้นรูปในลักษณะของซีเมนตเมื่อนำ

มาผสมกับน้ำกลั่น, น้ำเกลือ หรือยาชา แตสามารถขึ้นรูป

ไดเมื่อผสมกับกลาสไอโอโนเมอรซเีมนตหรอืจไีอซ ี (Glass 

ionomer cement, GIC)17  

  โดยกลาสโพลอีลัคโีนเอต (Glass polyalkenoate) 

หรือกลาสไอโอโนเมอรซีเมนต มีคุณสมบัติยึดติดกับ

เคลือบฟนและเนื้อฟนดวยพันธะเคมี กอตัวเร็ว สามารถ

ปลดปลอยฟลูออไรด (fluoride)18,19 สรางผลึกฟลูออโร 

อะพาไทต (Fluoroapatite crystal, Ca
10

(PO
4
)
6
OHF) 

ได 20 โดยคีแทคโมลารอีซี่มิกซ (KetacTM Molar 

Easymix) เปนจีไอซีดั้งเดิม (Conventional GIC) ที่มี

ความหนืดสูง (hightly viscous) พบวาจะมีคาความทน

แรงอัดที่สูง และคาการละลายตัว (solubility) ที่ต่ำเมื่อ

เทียบกับกลุมจีไอซีดั้งเดิมชนิดอื่น 21, 22 รวมถึงไมเกิด

ความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อในฟน 23, 24, 25,26  

 จากผลการศึกษาที่นำสารประกอบโมโนแคลเซียม

ซิลิเกตมาผสมรวมกับจีไอซีชนิดคีแทคโมลารอีซี่มิกซ เพื่อ

ขึ้นรูปในลักษณะของซีเมนต พบวาสามารถสรางผลึก 

ไฮดรอกซีอะพาไทตเมื่อแชในสารละลายที่จำลองสภาวะ

ของเหลวในรางกายเปนระยะเวลา 7 วัน17 มีระยะเวลา

กอตัวเร็ว คาความเปนกรด-ดางที่เปนกรดออน คาความ

ทนแรงอัดที่มากกวาไวทโปรรูทเอ็มทีเอในชวงระยะเวลา 

7 วัน27 รวมถึงไมเกิดความเปนพิษตอเซลลเอ็นยึด 

ปริทันต (periodontal ligament cells)17 แต

อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการศึกษาถึงความเปนพิษตอ

เซลลเนื้อเยื่อในฟน  

 ดังนั้นวัตถุประสงคของงานวิจัยนี้ จะทำการศึกษา

ถึงคุณสมบัติของสารประกอบที่ เตรียมขึ้นจากโมโน

แคลเซียมซิลิเกตและจีไอซีชนิดคีแทคโมลารอีซี่มิกซ เพื่อ

ที่จะพัฒนานำมาใชเปนสารในการปดแผลเนื้อเยื่อใน โดย

ทำการวิเคราะหความเขากันไดทางชีวภาพกับเนื้อเยื่อใน

ฟนจากการทดสอบความเปนพิษของสารตอเซลลเปรียบ

เทียบกับไวทโปรรูทเอ็มทีเอ (White ProRoot® MTA) 

และคีแทคโมลารอีซี่มิกซ ซึ่งในการศึกษานี้จะทำการ

เพาะเลี้ยงเซลลที่แยกยอยจากอวัยวะสิ่งมีชีวิต (primary 

cells) คอืเซลลเนือ้เยือ่ในฟนมนษุย (human pulp cell, 

HPC) เพื่อหวังผลใหรูปแบบของการศึกษามีความ

ใกลเคียงกับสภาวะทางคลินิกมากที่สุด 
 

วัสดุอุปกรณและวิธีการ 
การเตรียมเซลลที่ใชในการทดสอบ  

 เซลลเนื้อเยื่อในฟนมนุษย เตรียมไดจากฟนกราม

นอยในสภาวะสมบูรณที่ถูกถอนเพื่อการจัดฟนในผูปวย

ชวงอายุ 18-22 ป ซึ่งไดรับความอนุเคราะหโดย อ.ทพ.

ดร. ณัฐพล ตั้งจิตร ภาควิชาทันตกรรมจัดฟน คณะทันต

แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ตามหนังสืออนุมัติจาก

คณะกรรมการจริยธรรมในคน ประจำคณะทันตแพทย 

ศาสตรและเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล (COE. No. 

MU-DT/PY-IRB 2013/017.0508) โดยทำการเลี้ยงดวย

อาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็ม (Dulbeco’s Modified 

Eagle medium, DMEM)[Gibco, Grand Island, NY] 

รวมกับสารกลูตามีน (Glutamine) 2 มิลลิโมลตอลิตร  

(2mmol/L), เพนิซิลลิน (Penicillin) 100 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร (100 Units/mL), สเตรปโตมัยซิน  

(Streptomycin) 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (100µg/

mL), แอมโฟเทอริซิน บี (Amphotericin B) 0.25 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร [Gibco, Grand Island, NY] 

และซีรั่มของตัวออนลูกวัว (Fetal bovine serum, FBS) 

รอยละ 10 [Gibco, Grand Island, NY] ในขวด

พลาสติกเลี้ยงเซลลขนาด 75 ตารางเซนติเมตร (cm2)(T

75 plastic culture flask)[Corning ® CellBLIND® 

75 cm2 Rectangular Canted Neck Cell Culture 

Flask with Vent Cap] ทำการบมไวในตูอบ (incubator)

[Thermo forma311 USA] ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 

ในความชื้นสัมพัทธบรรยากาศของคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 และอากาศรอยละ 100 โดยเซลลเนื้อเยื่อใน

ฟนมนุษยจากกลุมยอย (passage) ที่ 3 ถึงกลุมยอยที่ 8 

จะถูกนำมาใชในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ 
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การเตรียมสารที่ใชในการทดสอบ  

 สารตั้ งตนที่ ใช ในการทดสอบประกอบดวย 

ไวทโปรรูทเอ็มทีเอ [Tooth-colored MTA, Densply 

Tulsa dental, Tulsa OK, USA] เบตาเฟส (β-phase) 

โมโนแคลเซียมซิลิเกต ซึ่งไดรับความอนุเคราะหโดย ผศ.

ดร. ปุณณมา ศิริพันธโนน ภาควิชาเคมี คณะ

วิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณ

ทหารลาดกระบัง ซึ่งเตรียมจากสารละลายเอธานอล  

(Ethanol) ของแคลเซียมไนเตรต (Calcium nitrate, Ca

(NO
3
)
2
4H

2
O) และเตตราเอธิลออรโธซิลิเกต (Tetraethyl 

orthosilicate, Si(OC
2
H

5
)
4 

/ TEOS
 
) โดยใช 

โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide, NaOH) เปน

สารทำใหตกตะกอนรวมทางเคมี (co-chemical 

precipitation)13 และจีไอซีซึ่งจะใชคีแทคโมลารอีซี่มิกซ 

(KetacTM Molar Easymix, 3M ESPE AG, Germany)  

 ทำการชั่งสารในเครื่องชั่งมาตรฐาน [Mettler AE 

163] ซึ่งจะผานขั้นตอนของการทำใหสารปลอดเชื้อภาย

ใตแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet light) เปนระยะ

เวลาหนึ่งคืน (over night) กอนที่จะทำการเตรียมสารใน

สภาวะปลอดเชื้อภายในตูลามินาร (laminar air flow 

cabinet)[Astec Microflow Advance Bio Safty 

Cabinet Model ABSI 200] โดยสารที่ใชในการทดสอบ

จะแบงออกเปน 4 กลุม 

 กลุมที่ 1 ใชไวทโปรรูทเอ็มทีเอผสมกับน้ำกลั่น ใน

อัตราสวนไวทโปรรูทเอ็มทีเอ 3 สวน ตอน้ำกลั่น 1 สวน 

โดยน้ำหนัก  

 กลุมที่ 2 ใชจีไอซีที่มีสารประกอบโมโนแคลเซียม

ซิลิเกตหรือจีไอซีซีเอส (Glass ionomer cement 

containing monocalcium silicate compound, 

GIC-CS) ซึ่งเตรียมสวนผงจากโมโนแคลเซียมซิลิเกต 

ผสมกับคีแทคโมลารอีซี่มิกซ อัตราสวน 1ตอ 1 โดย

น้ำหนัก หลังจากนั้นนำสวนผงมาผสมกับสวนของเหลว

คแีทคโมลารอซีีม่กิซทีเ่ปนกรดโพลอีะครลิกิ (Polyacrylic 

acid) ในอัตราสวนผง 2.73 สวน ตอของเหลว 1 สวน

โดยน้ำหนัก ซึ่งเปนอัตราสวนที่ไดทดสอบแลวพบวาดี

ที่สุดในการเกิดผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต 17 

 กลุมที่ 3 ใชโมโนแคลเซียมซิลิเกตในรูปแบบผงที่

ไมไดผสมของเหลว 

 กลุมที่ 4 ใชคีแทคโมลารอีซี่มิกซ ผสมใน

อัตราสวนผง 3 สวน ตอของเหลว 1 สวน โดยน้ำหนัก  

 โดยในกลุมที่ 1, 2, 4 เมื่อเตรียมเสร็จสารทดสอบ

จะอยูในรูปแบบของซีเมนตที่ขึ้นรูป มีเสนผาศูนยกลาง

ประมาณ 10 มิลลิเมตร สูงประมาณ 3 มิลลิเมตร สวนใน

กลุมที่ 3 จะอยูในรูปแบบของผง ซึ่งภายหลังการเตรียม

สารทดสอบในแตละกลุม จะถูกนำไปวางในขวดแกว  

(vial tube) และนำไปบมไวในตูอบเปนระยะเวลา 24 

ชั่วโมง หลังจากนั้นสารทดสอบจะถูกแชในอาหารเลี้ยง

เซลลดีเอ็มอีเอ็มที่ไมมีซีรั่มของตัวออนลูกวัว (DMEM 

free serum) ในอัตราสวน 0.2 กรัมตอมิลลิลิตร (g/mL) 

ตามมาตรฐาน International Standard Organization 

[ISO 10993-12:2007(E)]28 และนำไปบมไวในตูอบเปน

ระยะเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อทำการสกัดแยกสารทดสอบ 

ภายหลังจากครบระยะเวลา 24 ชั่วโมงนำสารละลายจาก 

สารทดสอบที่แชไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ดวยจำนวน

รอบ 3000 รอบตอนาที (revolutions per minutes, 

rpm)[Sigma Laborzentrifugen 3k 15] เปนระยะเวลา 

5 นาท ีและนำสารละลายสวนเหนอืตะกอน (supernatant) 

กรองผานชั้นกรอง (filter) ขนาด 0.22 ไมโครเมตร  

(micrometer, µm) [GVS Technology, USA] แลว

เก็บไวในขวดแกวปดผนึกดวยพาราฟน (paraffin) 

[Pechiney Plastic Packaging, Chicago IL 60631, 

Menasha WI 54952 ] และหอหุมดวยกระดาษฟอยล  

(foil)[เอ็มฟอยล อะลูมิเนียมฟอยล, เอ็ม เอ็ม พี 

คอรปอเรชั่น] เพื่อนำสารสกัด (extracts) ที่ไดมาใชใน

การทดสอบ โดยเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

การทดสอบวัดความเปนพิษตอเซลล (Cell cytotoxi- 

city assay)  

 จะถูกประเมินโดยใชเมธิลเทียโซลเตตราโซเลียม, 

เอ็มทีที (Methyl-thiazoltetrazolium, MTT) [Sigma, 

St. Louis, MO, USA] โดยทำการเลี้ยงเซลลเนื่อเยื่อใน

ฟนมนุษยในถาด 96 หลุม (96 well plates)[Corning 
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® 96 Well Multiwell Plates – Sigma - Aldrich] 

ความหนาแนน 2x104 เซลลตอหลุม (well) เปนระยะ

เวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นอาหารที่ใชเลี้ยงเซลลจะถูก

กำจัดออกและแทนที่ดวยสารสกัดในแตละกลุมที่ใช

ทดสอบซึ่งมีความเขมขนแตกตางกัน 5 ความเขมขน 

ไดแก ความเขมขนสูงสุด (Full concentration) ที่ 0.2 

กรัมตอมิลลิลิตร และทำการเจือจางในอัตราสวน 1 ตอ 1 

(1:1), 1 ตอ 2 (1:2), 1 ตอ 4 (1:4), 1 ตอ 8 (1:8) ตาม

ลำดับ ในปริมาณหลุมละ 100 ไมโครลิตร จำนวน 10 

หลุมตอความเขมขน เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจาก

นั้นทำการศึกษารูปรางของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนดู

ความเปลี่ยนตางเฟส (phase contrast microscopy)  

[Nikon Ecclipse TS 100] และกำจัดสารที่อยูในแตละ

หลุ มออกแล วล า งด วยฟอส เฟตบัฟ เฟอร ซ า ไลน  

(Phosphate buffer saline, PBS) เติม 50 ไมโครลิตร 

ของเอ็มทีทีลงไปในแตละหลุม ในระดับความเขมขน 5 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนระยะเวลา 2 ชั่วโมง จึงทำการ

กำจัดเอ็มทีทีออกแลวลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรซาไลน 

และเติม 100 ไมโครลิตรของไดเมธิลซัลโฟไซดหรือ 

ดีเอ็มเอสโอ (Dimethyl sulfoxide, DMSO)[Sigma, St. 

Louis, MO, USA] นำไปเขาเครื่องสั่น (shaker)[IKI®HS 

260 basic] เปนระยะเวลา 30 นาที แลวทำการอานคา

ระดับความทึบแสง (optical density, OD) ที่

ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร (OD570) ดวยเครื่องวัด

การดูดกลืนแสง (absorption spectrophotometer) 

[Epoch Microplate Spectrophotometer, Biotek] 

เพื่อทำการประเมินความเปนพิษตอเซลลของสารสกัด

ดวยรอยละความมีชีวิตของเซลลเมื่อเทียบกับคาระดับ

ความทึบแสงกลุมควบคุมในอาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็ม

ที่มีซีรั่มของตัวออนลูกวัว รอยละ 10 ซึ่งสารที่มีพิษตอ

เซลลจะมีคารอยละความมีชีวิตนอยกวา 7029 โดยจะ

ทำการทดสอบซ้ำ 3 ครั้ง (triplicate experiment) 

 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  

 โดยความแตกตางของคาเฉลี่ยในแตละกลุม

ทดสอบ จะถูกนำมาวิเคราะหคาทางสถิติดวยทูเวยอะโน

วา (Two-Way ANOVA) และทคูีเ่อชเอสดเีทสต (Tukey’s 

HSD test) ดวยโปรแกรมเอสพีเอสเอส เวอรชั่น 17  

(SPSS version 17) 

 

ผลการศึกษา  
การทดสอบวัดความเปนพิษตอเซลล  

 จากการทดสอบวัดความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อ

ในฟนมนุษย ผลพบวาทุกระดับความเขมขนของสารสกัด

แตละชนิดไมเกิดความเปนพิษตอเซลล ยกเวนในกลุม 

โมโนแคลเซียมซิลิเกตที่ระดับความเขมขนสูงสุด โดย

พิจารณาจากรอยละความมีชีวิตของเซลลที่พบวาจะมีคา

นอยกวารอยละ 7029 (Table 1)  

 เมื่อนำคาระดับความทึบแสงมาทำการวิเคราะห

เปรียบเทียบ ผลพบวาในทุกกลุมสารสกัดที่ระดับความ

เขมขนสูงสุดจะมีคาระดับความทึบแสงนอยกวาสารสกัด

ที่ทำการเจือจางทุกระดับความเขมขนอยางมีนัยสำคัญ

ทางสถิติ (P≤0.001) แตจะไมพบความแตกตางในแตละ

ระดบัความเขมขนของสารสกดัทีท่ำการเจอืจาง (P>0.05) 

(Table 2, Fig. 1)  

 เมื่อเปรียบเทียบระหวางสารสกัดแตละชนิดที่

ระดับความเขมขนเดียวกัน ผลพบวาสารสกัดที่ระดับ

ความเขมขนสูงสุดในกลุมโมโนแคลเซียมซิลิเกตจะมีคา

ระดับความทึบแสงที่นอยกวาในกลุมอื่นๆ อยางมีนัย

สำคัญทางสถิติ (P≤0.001) แปลผลไดวาโมโนแคลเซียม

ซิลิเกตที่ระดับความเขมขนสูงสุดจะมีความเปนพิษตอ

เซลลมากเมื่อเทียบกับสารสกัดกลุมอื่น (Table 2, Fig. 1) 

 โดยเมื่อพิจารณาถึงลักษณะรูปรางและการ

กระจายตัวของเซลลในสารสกัดความเขมขนสูงสุดภายใต

กลองจุลทรรศนดูความเปลี่ยนตางเฟสที่กำลังขยาย 40 

เทา พบวาในกลุมของโมโนแคลเซียมซิลิเกตเกิดการตาย

ของเซลลจำนวนมาก โดยเซลลมีรูปรางกลม หดตัว และ

อยูรวมกันอยางหลวมๆ ขณะที่ในสารสกัดกลุมอื่นเซลล

จะมีชีวิตอยูรอดมากกวา โดยเซลลมีลักษณะยืดตัว เรียว

แหลม มีซัยโตพลาสมิคโปรเซส (cytoplasmic process) 

ยื่นสัมผัสกัน และอยูรวมกันอยางหนาแนน (Fig. 2)  
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Table 2 Mean and standard deviation of optical density (OD) from cytotoxicity assay 
 Material extracts Level of concentration OD 

 White ProRoot® MTA Full (0.2g/ml)  0.171 ± 0.041* 
 Dilution 1:1  0.225 ± 0.046 
 Dilution 1:2  0.226 ± 0.047 
 Dilution 1:4  0.228 ± 0.047 
 Dilution 1:8  0.223 ± 0.045 

 GIC-CS Full (0.2g/ml)  0.167 ± 0.038* 
 Dilution 1:1  0.217 ± 0.042 
 Dilution 1:2  0.222 ± 0.048 
 Dilution 1:4  0.222 ± 0.046 
 Dilution 1:8  0.222 ± 0.047 

 CaSiO
3 

Full (0.2g/ml)  0.068 ± 0.008*,** 
 Dilution 1:1  0.214 ± 0.051 
 Dilution 1:2  0.222 ± 0.051 
 Dilution 1:4  0.226 ± 0.057 
 Dilution 1:8  0.223 ± 0.055 

 KetacTM Molar Full (0.2g/ml)  0.180 ± 0.046* 
 Dilution 1:1  0.215 ± 0.044 
 Dilution 1:2  0.225 ± 0.045 
 Dilution 1:4  0.221 ± 0.042 
 Dilution 1:8  0.226 ± 0.047 

 Control   0.203 ± 0.043 
*:Different signifi cantly from other concentrations in the same material extracts (P≤0.001)
**:Different signifi cantly from other material extracts in the same concentrations (P≤0.001) 

Table 1 Cell viability from cytotoxicity assay (%) 
    Material extracts Concentration Cell viability 

White ProRoot® MTA 

Full (0.2g/ml) 79.51 
Dilution 1:1 104.18 
Dilution 1:2 105.31 
Dilution 1:4 104.35 
Dilution 1:8 103.05 

GIC-CS 

Full (0.2g/ml) 81.19 
Dilution 1:1 100.26 
Dilution 1:2 103.93 
Dilution 1:4 105.07 
Dilution 1:8 103.51 

CaSiO
3 

Full (0.2g/ml) 30.58 
Dilution 1:1 96.84 
Dilution 1:2 102.17 
Dilution 1:4 103.97 
Dilution 1:8 102.10 

KetacTM Molar 

Full (0.2g/ml) 85.47 
Dilution 1:1 101.56 
Dilution 1:2 105.12 
Dilution 1:4 104.17 
Dilution 1:8 105.70 

If viability is reduced to < 70% of the control, it has a cytotoxic potential29 
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Fig. 1 Mean and standard deviation of optical density (OD) from cytotoxicity assay 
 *: Different significantly from other concentrations in the same material extracts (P≤0.001) 
**: Different significantly from other material extracts in the same concentrations (P≤0.001) 

Fig. 2 Cell morphology under phase contrast microscope (40x) after stimulation by material extracts at 
full concentration (0.2g/mL). (A) Control, (B) White ProRoot® MTA, (C) GIC-CS, (D) CaSiO

3
, (E) KetacTM 

Molar. 
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 แตเมื่อทำการเจือจางสารสกัดความเขมขนสูงสุด

ลง พบวาสารสกัดในกลุมโมโนแคลเซียมซิลิเกตจะไมเกิด

ความเปนพิษตอเซลล (Table 1) โดยคาระดับความทึบ

แสงไมแตกตางกับสารสกัดในกลุมอื่นที่ระดับความเขมขน

เดียวกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) (Table 2, 

Fig. 1) เมื่อดูลักษณะรูปรางของเซลลจะพบเซลลที่มี

ลักษณะยืดตัว เรียวแหลม และรวมตัวกันหนาแนนเชน

เดียวกับเซลลในกลุมอื่น (Fig. 3)  

 เมื่อพิจารณาวิเคราะหในกลุมสารสกัดจีไอซีซีเอส 

ผลพบวาสารสกัดที่ทำการเจือจางในความเขมขนตั้งแต

อัตราสวน 1 ตอ1 เปนตนไป มีคาระดับความทึบแสงที่ไม

แตกตางกันในแตระดับความเขมขนรวมถึงไมแตกตางกับ

กลุมไวทโปรรูทเอ็มทีเอและคีแทคโมลารอีซี่มิกซที่ระดับ

ความเขมขนเดียวกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) 

(Table 2, Fig. 1) โดยเซลลมีลักษณะรูปรางและการ

กระจายตัวที่คลายกัน (Fig. 4) 
 

บทวิจารณ  
 จากการศึกษาครั้งนี้ ในการสกัดสารทดสอบจะใช

อาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็มที่ไมมีซีรั่มของตัวออนลูกวัว

เปนตวัทำละลาย ตามมาตรฐาน International Standard 

Organization [ISO 10993-12:2007(E)]28 โดยคาดหวัง

จะใหมีการปลดปลอยอิออนออกมามากที่สุด เพื่อหวังผล

ศึกษาบทบาทของอิออนเหลานี้ตอการกระตุนใหเซลลทำ

หนาที่ในการสรางเนื้อฟน โดยมีคาความเปนกรด-ดาง 

pH 7.2-7.4 ซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต

ของเซลล และเปนตัวทำละลายที่นิยมใชในงานวิจัยใน

การทดสอบสารที่จะพัฒนานำมาใชในการปดแผลเนื้อเยื่อ

ใน  

 ซึ่งจากผลการทดสอบความเปนพิษตอเซลล พบวา

สารสกัดในกลุมจีไอซีซีเอสที่ความเขมขนเหมาะสมของ

การทดสอบ คือ 0.2 กรัมตอมิลลิลิตร เมื่อกระตุนเซลล

เนื้อเยื่อในฟนมนุษยพบวาไมเกิดความเปนพิษตอเซลล 

เชนเดียวกับสารสกัดในกลุมไวทโปรรูทเอ็มทีเอและ

คีแทคโมลารอีซี่มิกซ แตมีผลตรงกันขามกับสารสกัดใน

กลุมโมโนแคลเซียมซิลิเกตที่ไมไดรับการเจือจาง ซึ่งพบวา

เกิดความเปนพิษตอเซลลมาก โดยรอยละความมีชีวิตของ

เซลลมีคานอยกวารอยละ 7029  

Fig. 3 Cell morphology under phase contrast microscope (40x) after stimulation by material extracts at 
dilution 1:1. (A) Control, (B) White ProRoot® MTA, (C) GIC-CS, (D) CaSiO

3
, (E) KetacTM Molar. 
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 โ ดยอาจ เป นผล เนื่ อ งมาจากออส โมลาริ ตี  

(osmolarity) ของโมโนแคลเซียมซิลิเกตที่อาจมีคาสูง ซึ่ง

สงผลใหเกิดการตายของเซลล ดังการศึกษาของ Finan 

และ Guilak 30 ที่พบวาการเพิ่มออสโมลาริตีที่สูงขึ้น อาจ

สงผลใหเซลลเดี่ยวแตกตาย (cell apoptosis) และยับยั้ง

การแสดงออกของยีนรวมถึงกิจกรรมเมตาบอลิก  

(metabolic activity)  

 รวมถึงสารสกัดโมโนแคลเซียมซิลิเกตที่ระดับความ

เขมขน 0.2 กรมัตอมลิลลิติร อาจมคีาความเปนดางสงู31, 32 

โดยสังเกตไดจากสารสกัดที่เตรียมไดจะมีสีชมพูเขม อาจ

เกิดจากการปลดปลอยแคลเซียมอิออน (Ca2+) และ 

ไฮดรอกซิลอิออน (OH -) จากแคลเซียมไฮดรอกไซด  

(Calcium hydroxide, Ca(OH)
2
) โดยมีการศึกษา 

พบวาสารประกอบในกลุมแคลเซียมซิลิเกต ซึ่งไดแก  

ไตรแคลเซียมซิลิเกต, ไดแคลเซียมซิลิเกต เมื่อมีปฏิกิริยา

กับโมเลกุลของน้ำ (hydration reaction) จะเกิดเปน

แคลเซยีมซลิเิกตไฮเดรตเจล (Calcium silicate hydrate 

gel, CaO·2SiO
2
·H

2
O) และแคลเซียมไฮดรอกไซด 33  

 อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการศึกษาถึงระดับคา

ความเปนกรด-ดางของสารประกอบโมโนแคลเซียม 

ซิลิเกตภายหลังจากการแชในของเหลว โดยสารที่เปน

องคประกอบหลักทางเคมีของโมโนแคลเซียมซิลิเกต คือ 

แคลเซียมออกไซด (Calcium oxide, CaO) และซิลิคอน

ไดออกไซด (Silicon dioxide, SiO
2
) อาจมีปฏิกิริยากับ

โมเลกุลของน้ำเกิดเปนแคลเซียมซิลิเกตไฮเดรตเจลและ

แคลเซียมไฮดรอกไซดไดเชนกัน ซึ่งคาความเปนดางสูง

อาจเปนสาเหตุใหเกิดการตายของเซลล ดังการศึกษาของ 

Beltes และคณะ34 พบวาความเปนดางสูงจะสลายเซลล

ขางเคียงและทำลายโปรตีนของอาหารเลี้ยงเซลลแลว

ชักนำใหเซลลเดี่ยวแตกตายหรือเกิดการตายของเซลลขึ้น 

โดยผลที่ไดจะมีความแตกตางจากการศึกษากอนหนานี้ที่

พบวาสารสกัดโมโนแคลเซียมซิลิเกตระดับความเขมขน 

0.2 กรัมตอมิลลิลิตร จะกระตุนการเพิ่มจำนวนเซลลที่ได

จากกระดูกมนุษย (human bone-derived cells, 

HBDC)14 อาจเปนผลเนื่องมาจากความแตกตางในเฟส  

(phase) เริ่มตนของโมโนแคลเซียมซิลิเกตที่ใชในการ

Fig. 4 Cell morphology under phase contrast microscope (40x) after stimulation by material extracts of 
GIC-CS in different concentrations. (A) Full concentration, (B) Dilution 1: 1, (C) Dilution 1: 2,  
(D) Dilution 1: 4, (E) Dilution 1: 8. 
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ศึกษา โดยในการศึกษาครั้งนี้จะใชเบตาเฟสซึ่งมีรูพรุน

และพื้นผิวขรุขระ13 แตกตางจากการศึกษากอนหนานี้ที่

อยูในสถานะอัลฟาเฟส (α-phase)14 ซึ่งมีเนื้อแนนและ

พื้นผิวเรียบ13 โดยอนุภาคของเซรามิก (ceramic) ที่มีเนื้อ

แนนและไมมีจุดบกพรองจะชวยลดอัตราการละลายตัว  

(dissolution) ของสารลดลง35-38 สงผลใหคาความเปน

ดางลดลงจึงไมเกิดความเปนพิษตอเซลล  

 สำหรับในกลุมไวทโปรรูทเอ็มทีเอ การแชสาร

ทดสอบในอาหารเลี้ยงเซลลจะทำภายหลังจากการผสม

สารครบระยะเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งคาดวาสารทดสอบจะ

เกิดการกอตัวบางสวนทำใหความเปนพิษตอเซลลลดลง 

สอดคลองกับการศึกษาของ Saidon และคณะ39 ซึ่งพบ

วาภายหลังการกอตัวของซีเมนตจะเกิดอันตรายตอเซลล

ลดลง รวมทั้งการศึกษาของ De Deus และคณะ40  

 สวนในกลุมคีแทคโมลารอีซี่มิกซ ความเปนพิษจะ

มีมากเฉพาะในชวงแรกภายหลังการผสมสาร ซึ่งปฏิกิริยา

การกอตัวจะเปนปฏิกิริยากรด-ดาง ระหวางอิออนที่

ปลดปลอยออกมาจากองคประกอบที่เปนแกวและสวน

ของกรด โดยในชวงแรกหลังจากผสมเสร็จใหมๆจะมีคา

ความเปนกรด-ดาง ที่เปนกรด ซึ่งจะมีคาเพิ่มขึ้นอยาง

รวดเร็วภายหลังสารเริ่มจะกอตัวสมบูรณ ภายหลังจาก

นั้นความเปนพิษจะคอยๆลดลง โดยความเปนพิษมักจะ

เกิดจากการปลดปลอยองคประกอบที่เปนโลหะออกสู

อาหารเลี้ยงเซลล ซึ่งมีการศึกษาพบวาองคประกอบที่เปน

โลหะจากวัสดุที่ใชในงานดานบูรณะอาจมีความเปนพิษ

ตอเซลล โดยความเครียดจากปฏิกิริยาออกซิ เดชั่น  

(oxidative stress)41 แตมีการศึกษาพบวาปริมาณอิออน

ที่พบในจีไอซีดั้งเดิม เชน ฟลูออไรดอิออน (F -), 

อะลูมิเนียมอิออน (Al3+), สตรอนเทียมอิออน (Sr2+), 

ซิงคอิออน (Zn2+) จะมีปริมาณเพียงเล็กนอยที่จะสงผลให

เกิดความเปนพิษ เมื่อเทียบกับเรซินโมโนเมอรที่ไมเกิด

ปฏกิริยิาในสวนของกลุมเรซนิโมดฟิายดกลาสไอโอโนเมอร

ซีเมนตหรือจีไอซีดัดแปลงที่มีเรซิน (Resin modified 

glass ionomer cement, RMGIC) ที่จะกอใหเกิดความ

เปนพิษสูงกวา23 

 โดยการศึกษาของ de Souza Costa และคณะ23 

ที่พบวาในกลุมจีไอซีดั้งเดิม เชน คีแทคโมลารอีซี่มิกซ จะ

เกิดความเปนพิษนอยกวาในกลุมจีไอซีดัดแปลงที่มีเรซิน 

เชน ฟูจิทูแอลซี (Fuji II LC), วิเทอรเมอร (Vitremer),  

วิเทอรบอนด (Vitrebond) เมื่อทำการทดสอบในเซลลที่

มลีกัษณะคลายเซลลสรางเนือ้ฟนของหน ู(mouse dental 

papilla cell-23, MDPC-23) รวมถึงสอดคลองกับการ

ศึกษากอนหนานี้ที่พบวาจีไอซีดั้งเดิมจะสงผลทำใหเกิด

การทำลายตอเซลลเนื้อเยื่อในฟนเพียงเล็กนอย 24,25,26  

 ในกลุมของจีไอซีซีเอส คาความเปนกรดในสวน

ของเหลวคีแทคโมลารอีซี่มิกซ อาจถูกทำใหเปนกลาง  

(neutralized) ดวยความเปนดางของโมโนแคลเซียม

ซิลิเกตที่เกิดขึ้นจากขั้นตอนของการผสมสาร สอดคลอง

กับการศึกษากอนหนานี้ ที่พบวาสารสกัดจีไอซีซีเอสไม

เกิดความเปนพิษตอเซลลเอ็นยึดปริทันตและไมมีความ

แตกตางจากไวทโปรรทูเอม็ทเีออยางมนียัสำคญัทางสถติิ17 

 จากผลการศึกษาในงานวิจัยนี้ ซึ่งพบวาสารสกัดใน

กลุมจีไอซีซีเอสไมเกิดความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อในฟน

มนุษยโดยไมแตกตางจากกลุมไวทโปรรูทเอ็มทีเออยางมี

นัยสำคัญทางสถิติ ซึ่งในปจจุบันไวทโปรรูทเอ็มทีเอเปน

สารมาตรฐานที่ นิ ยมนำมาใชศึ กษา เปรี ยบ เที ยบ

ประสิทธิภาพกับสารที่สนใจศึกษา โดยขอดีของจีไอซีซี

เอสที่มีสวนประกอบของโมโนแคลเซียมซิลิเกต สามารถ

สรางผลึกไฮดรอกซีอะพาไทตไดอยางรวดเร็ว และ

สวนประกอบของจีไอซีที่กอตัวเร็ว สามารถยึดติดกับเนื้อ

ฟนดวยพันธะทางเคมี ซึ่งความสามารถในการปดแนบ

สนิทจะเปนปจจัยสำคัญเมื่อพิจารณาผลสำเร็จการหาย

จากกระบวนการปดแผลเนื้อเยื่อใน ดังนั้นจีไอซีซีเอสอาจ

จะพิจารณาเปนอีกหนึ่งทางเลือกที่ เหมาะสมในการ

พัฒนานำมาใชปดแผลเนื้อเยื่อใน  

 อยางไรก็ตามมีความจำเปนตองมีการทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวภาพอื่นๆ เพิ่มเติม เชน การมีชีวิตอยู

รอด กระบวนการเพิ่มจำนวนของเซลล คุณสมบัติการ

สรางเนื้อเยื่อแข็ง กอนที่จะนำมาใชศึกษาในสัตวทดลอง

ในลำดับถัดไป 
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