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ปญหา วัตถุประสงค และวิธีดำเนินการ เปนเวลาเกือบหนึ่งทศวรรษ ที่ประเทศไทยมีการใชวัสดุนาโน

ในทางอุตสาหกรรม โดยเฉพาะอยางยิ่งอนุภาคโลหะนาโน (zero valent metal nanoparticles) ไดถูกใช

เปนสวนผสมของน้ำยาเคลือบผิวของเสนใย และของผงซักฟอกเปนตน ซึ่งนับวันแตจะมีการใชงานเปน

จำนวนมากขึ้น รวมทั้งการใชงานในทางแพทยของอนุภาคโลหะทองนาโน และการใชอนุภาคโลหะเหล็ก

นาโนในการบำบัดน้ำเสียดวย ในขณะที่ไทยยังขาดแคลนองคความรูที่เกี่ยวกับความปลอดภัยของ

อนุภาคโลหะนาโน โครงการนี้จึงมีวัตถุประสงคในการสืบคน ประมวล และวิเคราะหองคความรูเกี่ยวกับ

ความปลอดภัยของอนุภาคโลหะนาโน ซึ่งเริ ่มตนดวยกรณีศึกษาเกี ่ยวกับอนุภาคโลหะเงินนาโน 

(nanosilver หรือ silver nanoparticles) และจำกัดไวเฉพาะองคความรูที่ไดมาจากการทดลองในเซลลของ

มนุษย โดยไดดำเนินการสืบคนเอกสาร หาเอกสารฉบับเต็มมาเพื่ออานวิเคราะห จำกัดวงของเอกสารให

อยูในจำนวนที่สามารถวิเคราะหได ดำเนินการวิเคราะหเนื้อหาไปพรอมกับการกำหนดระดับของความ

นาเชื่อถือของเอกสารที่นำมาวิเคราะห แลวสรุปออกมาเปนสวนของระเบียบวิธีทางวิทยาศาสตรที่ใชใน

การศึกษาความปลอดภัยของอนุภาคเงินนาโน กับผลของการทดลองหาความเปนพิษในเซลลของมนุษย

ผลการศึกษา  การทำลายและความเปนพิษตอเซลลของอนุภาคโลหะเงินนาโนขึ้นกับระดับความเขมขน
ของอนุภาค อนุภาคโลหะเงินนาโนกอใหเกิดความเครียดออกซิเดชันและการตายอยางเปนระบบของ

เซลล ทั้งยังมีอิทธิพลตอการปลดปลอยสัญญาณเคมีจากเซลล ตอการสงสัญญาณเคมีเขาเซลล ตอการ

เคลื่อนที่ตอบสนองตอสัญญาณเคมีจากเซลลอื่น  และตอความเสียหายของโครโมโซม ชีวโมเลกุล และ

วัฎจักรของเซลล  โดยที่ในภาพรวม อนุภาคโลหะเงินนาโนออกฤทธิ์ตอไขมันในเยื่อเซลลและตอ

ความเครียดออกซิเดชัน ที่สงผลไปถึงการรั่วของเยื่อหุมเซลล การชำรุดของโครโมโซม และความผิดปกติ

ของไมโตคอนเดรีย ซึ่งในที่สุดนำไปสูกลไกการกำจัดเซลลที่ผิดปกติของรางกายตามลำดับ  อนึ่ง นอก

!



เหนือจากผลการสรุปเอกสารดังกลาวแลว โครงการวิจัยนี ้ ยังเปนตัวอยางทางระเบียบวิธีของการสืบคน

และอานวิเคราะหเอกสารอีกดวย

ขอเสนอแนะ ควรใหมีการศึกษาตอเนื่อง ขยายขอบเขตการศึกษาใหครอบคลุมถึงขอมูลจากการทดลอง
ในสิ่งมีชีวิตอื่น และขยายออกไปยังอนุภาคนาโนชนิดอื่นๆ ดวย นอกจากนั้นควรทดลองคำนวณ

มาตรฐานจากขอมูลที่สืบคนและสกัดได เพื่อสรางองคความรูและประเมินผลกระทบ และควรมี

มาตรการสงเสริมการสรางองคความรูทางวิทยาศาสตรและพิษวิทยาของอนุภาคนาโนที่เกี่ยวของกับ

ประเทศไทย ทั้งในแงของสุขภาพและในแงสิ่งแวดลอม

Background, Objectives and Methodology  This project aims to gather and analyze research 

publications on the toxicology of silver nanoparticles in cells of human origin.  The methodology 

involves bibliographic search and prioritization, critical reading of full-text articles, and 

determination of reliability both subjectively by expert opinion and objectively by using a modified 

Klimish Code.  The methodology used in these toxicological studies are reviewed, followed by a 

description of the impacts found in different systems or cell organelles, including the overall 

mechanism of silver nanoparticles toxicity in human cells.

Results   Silver nanoparticles affect the viability of human cells in a dose-response manner 

through oxidative stress and apoptosis.  These nanoparticles exert inhibitory effects on the 

release of certain cytokines as well as disruptive action on intracellular calcium homeostasis.  

Chemotaxis is also inhibited at approximately the cytotoxic nanoparticle concentration.  

Moreover, silver nanoparticles have been shown to damage biomolecules including lipids, 

proteins, and DNA, leading to cell cycle arrests.  Lipid oxidation and oxidative stress lead to cell 

membrane leakage, chromosomal damage, and mitochondrial injury, which in turn trigger 

apoptosis.

Recommendations  (1) This pilot compilation should be expanded to include experimental 

results from other cell types and with other types of nanomaterials. (2) Safety levels of human 

exposure to a specific type of nanoparticle should be formulated based on results from human 

and animal studies using internationally accepted prediction models. (3) Public research money 

should be allocated for toxicological studies of nanoparticles in the health and environmental 

context related to Thailand.
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สารบัญรูปและแผนภูมิ

รูปที่ 1.1G กราฟแสดงการเพิ่มจำนวนของเอกสารในชวงป 2004-2010G 4

รูปที่ 9.1G แผนที่องคความรู เชื่อมโยงกลไกความเปนพิษของ AgNPG 61
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คำอธิบายตัวยอ

AgNPG silver nanoparticles

อนุภาคโลหะเงินนาโน

ANSG 1-anilino-8- naphthalene sulfonate

ATPG adenosine triphosphate

CBMNG cytokinesis-blocked micronucleus assay

CoRG Code of Reliability

DCF-DAG 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate

DHEG dihydroethidium

DLSG Dynamic Light Scattering

EDX SpectroscopyG energy dispersive x-ray spectroscopy

hMSCG human mesenchymal stem cells

IMRG (Coriell) Institute of Medical Research

N.A.G not applicable

NPG nanoparticles

อนุภาคนาโน

PBMCG human peripheral blood mononuclear 

cells

PBSG Phosphate Buffer Saline

PHAG phytohemagglutinin

PIG propidium iodide

ppmG part per million

PRPG platelet-rich plasma

PVPG polyvinylpyrrolidone

ROSG reactive oxygen species

RT-PCRG real-time polymerase chain reaction

SEMG scanning electron microscopy

scanning electron microscope

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด

STEMG scanning transmission electron 

microscope

scanning transmission electron 

microscopy

TEMG transmission electron microscopy

transmission electron microscope

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน

TNFG tumor necrosis factor

VEGFG vascular endothelial growth factor

!





บทนำรวม

แผนงานวิจัยองคความรูดานความปลอดภัยนาโนโลหะ

ความสำคัญและที่มาของปญหา

เปนเวลาเกือบหนึ่งทศวรรษ ที่ประเทศไทยมีการใชวัสดุนาโนในทางอุตสาหกรรม โดยเฉพาะอยางยิ่ง

อนุภาคโลหะนาโน (zero valent metal nanoparticles) ไดถูกใชเปนสวนผสมของน้ำยาเคลือบผิวของ

เสนใย และของผงซักฟอกเปนตน ซึ่งนับวันแตจะมีการใชงานเปนจำนวนมากขึ้น รวมทั้งการใชงานใน

ทางแพทยของอนุภาคโลหะทองนาโน และการใชอนุภาคโลหะเหล็กนาโนในการบำบัดน้ำเสียดวย ใน

ขณะที่ไทยยังขาดแคลนองคความรูที่เกี่ยวกับความปลอดภัยของอนุภาคโลหะนาโน

วัตถุประสงคของแผนงานวิจัย

แผนงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค ในการสืบคน ประมวล และวิเคราะหองคความรูเกี่ยวกับความปลอดภัย

ของอนุภาคโลหะนาโน เพื่อสรางเปนแผนที่องคความรูขึ้น    (วัตถุประสงคนี ้ เปนวัตถุประสงคที่ไดรับ

การปรับแกแลว หลังจากไดรับอนุมัติทุนวิจัยเฉพาะโครงการยอยที่ 1)

รายละเอียดความเชื่อมโยงระหวางโครงการวิจัยยอย

เมื่อแรกยื่นขอเสนอโครงการใน พ.ศ. 2553 นั้น แผนงานวิจัยนี้ประกอบดวย 2 โครงการวิจัยยอย 

โครงการวิจัยยอยที่ 1 เปนการสืบคน รวบรวม และสกัดองคความรูที่เกี่ยวของกับความปลอดภัย

ของอนุภาคโลหะเงินนาโน

โครงการวิจัยยอยที่ 2 เปนการทดลองในหองปฏิบัติการพิษวิทยา เพื่อเสริมสรางองคความรู เกี่ยว

กับความปลอดภัยของอนุภาคโลหะเงินนาโน

อยางไรก็ตาม คณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดอนุมัติทุนวิจัยใหเฉพาะโครงการวิจัยยอยที ่1 ทำให

แผนงานวิจัยนี ้ประกอบดวยโครงการวิจัยยอยเพียงโครงการเดียว

ตอมา ในระหวางการนำเสนอรายงานความกาวหนาของโครงการ ครั้งที่ 1 คณะผูตรวจสอบทาง

วิชาการไดกระชับขอบเขตของโครงการฯ ใหแคบเขา จากการวิเคราะหองคความรูที่เปนผลการ

ทดลองในเซลลทุกชนิด เปนการวิเคราะหองคความรูจากการทดลองในเซลลของมนุษยเทานั้น 

นอกจากนั ้นยังใหคงชื ่อแผนงานวิจัย “แผนงานวิจัยองคความรู ดานความปลอดภัยนาโน

โลหะ” (Zero Valent Metal Nanosafety Knowledge Research) แตเปลี่ยนชื่อโครงการวิจัยเปน 

“โครงการวิเคราะหประเมินองคความรูดานความปลอดภัยนาโนโลหะ: กรณีความเปนพิษของ

!



อนุภาคโลหะเงินนาโนในเซลลมนุษย” (Zero Valent Metal Nanosafety Knowledge Analysis and 

Assessment: Toxicity of silver nanoparticles in human cells)

ประโยชนที่ไดรับ

ระดับแรก เปนประโยชนที่จะตกแกหนวยงาน ที่สามารถนำองคความรูไปใชประโยชน

ตามพันธกิจของหนวยงานนั้น  ๆ ไดโดยตรง เชน กระทรวงสาธารณสุขใชในการจัดการสารเคมี 

กระทรวงเกษตรใชในการจัดการสารเคมีเกษตร กระทรวงแรงงานใชในมาตรการรักษาสุขภาพของผู

ใชแรงงาน สำนักงานคณะกรรมการคุมครองผูบริโภคใชในการคุมครองผูบริโภคจากอันตรายของ

สารนาโนในผลิตภัณฑตางๆ เปนตน นอกจากนี้ กระทรวงพาณิชยดวยความรวมมือของกระทรวง

วิทยาศาสตรและเทคโนโลย ียังสามารถใชองคความรูนี้เปนพื้นฐานในการเจรจาทางการคาระหวาง

ประเทศที่เกี่ยวของกับสินคาที่มีวัสดุนาโนเปนองคประกอบไดดวย

ระดับตอมา เปนประโยชนที่จะตกแกประชาชน อันเปนกลุมเปาหมายที่จะไดรับ

ประโยชน ไมวาจะเปนประชาชนที่เปนผูใชแรงงาน ประชาชนสวนใหญที่ใชสินคาเชนเครื่องสำอาง

ที่มีวัสดุนาโนเปนสวนผสม หรือประชาชนทั่วไป ซึ่งมีสุขภาพขึ้นอยูกับสิ่งแวดลอมที่สะอาด เปนตน

ระดับสูงสุด เปนประโยชนตอเศรษฐกิจและสังคมมหภาค ผานทางคุณภาพของสิ่ง

แวดลอม คุณภาพชีวิตของผูใชแรงงาน คุณภาพชีวิตของผูบริโภค ตลอดจนความสามารถแขงขันใน

ตลาดโลกของสินคาไทย

ประโยชนดังกลาวขางตนอาจอธิบายในรายละเอียดได ดังนี้

• นักวิทยาศาสตร โดยเฉพาะอยางยิ่งนักวิทยาศาสตรที่รวมเปนผูทรงคุณวุฒิอานวิเคราะหประเมิน

เอกสาร จะไดรับองคความรูในสาขาของตน ซึ่งจะเสริมสรางความเชี่ยวชาญในสาขานั้นๆ

• นักวิทยาศาสตรไทยไดเห็นแนวทางของการศึกษาพฤติกรรมของอนุภาคนาโน ซึ่งจะนำไป

ประยุกตใชกับอนุภาคนาโนชนิดอื่น ที่เกี่ยวของกับอุตสาหกรรมไทยได

• ศูนยนาโนเทคโนโลยีแหงชาติ และ/หรือ คณะกรรมการนาโนเทคโนโลยีแหงชาต ิสามารถใชองค

ความรูจากแผนงานวิจัยนี้เปนฐานของโครงการสรางความตระหนักดานความปลอดภัยนาโน

• ศูนยนาโนเทคโนโลยีแหงชาติ และ/หรือ คณะกรรมการนาโนเทคโนโลยีแหงชาต ิสามารถนำองค

ความรูจากแผนงานวิจัยนี้ ไปใชเปนขอมูลประกอบการเจรจาระหวางประเทศ เกี่ยวกับความ

ปลอดภัยของนาโนเทคโนโลยี และวัสดุนาโน เชน ในเวทีของ OECD Working Party on 

Manufactured Nanomaterials (OECD-WPMN)
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• กระทรวงสาธารณสุข จะเปนผูใชรายใหญ ที่จะนำองคความรูที่ได ไปสนับสนุนการกำกับดูแล ทั้ง

ในสวนของยา อาหาร เครื่องสำอาง และเครื่องมือแพทย

• กระทรวงสาธารณสุข สามารถนำองคความรูที่ได ไปสนับสนุนการเจรจาระหวางประเทศ เกี่ยว

กับความปลอดภัยของสารเคมีตอสุขภาพ เชน ในเวที Intergovernmental Forum on Chemical 

Safety (IFCS)

• กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม สามารถนำองคความรู ซึ่งเปนผลของการวิจัยนี ้ไป

ใชสนับสนุนการกำกับดูแลคุณภาพสิ่งแวดลอม รวมทั้งการออกกฎหมายระเบียบขอบังคับ และ

แนวปฏิบัติตางๆ

• กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม สามารถนำองคความรู ซึ่งเปนผลของการวิจัยนี ้ไป

ใชประกอบในการเจรจาระหวางประเทศเกี่ยวกับสิ่งแวดลอม เชน ในเวทีของสหประชาชาต ิ

(SAICM-ICCM)

• กระทรวงแรงงาน และกระทรวงอุตสาหกรรม สามารถนำผลจากโครงการวิจัยนี ้ไปใชใน

สนับสนุนการพัฒนามาตรฐานดานชีวอนามัย

• สำนักงานคณะกรรมการคุมครองผูบริโภค สามารถนำผลของโครงการนี ้ไปใชในการออก

มาตรฐานควบคุมฉลากของผลิตภัณฑนาโน เปนตน

• ผูใชแรงงานซึ่งเปนผูมีสวนไดเสีย จะลดความเสี่ยงดานความปลอดภัยและสุขภาพจากวัสดุนาโน

และผลิตภัณฑนาโน

• ประชาชนทั่วไปในฐานะผูบริโภค ซึ่งเปนผูมีสวนไดเสีย จะลดความเสี่ยงดานความปลอดภัยของ

วัสดุนาโน และจะสามารถเลือกซื้อสินคาไดอยางฉลาดขึ้น

• ประชาชนทั่วไป ซึ่งเปนผูมีสวนไดเสีย จะไดรับประโยชนตอสุขภาพ ผานทางสิ่งแวดลอมที่ไดรับ

การจัดการที่ดีขึ้นจากองคความรูที่ไดรับจากแผนงานนี้

• ประชาชนที่ทำธุรกิจหลายแขนง ซึ่งเปนผูมีสวนไดเสีย จะไดประโยชนผานการเจรจาการคา

ระหวางประเทศโดยหนวยงานของรัฐที่กลาวถึงขางตน ซึ่งอาศัยองคความรูจากโครงการนี ้ทำให

ไทยไมเสียเปรียบตางชาติ

อนึ่ง คณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดสรุปประโยชนที่จะไดรับจากผลงานวิจัยวา “ไดขอมูลที่จะ

เปนประโยชนตอผูที่ทำงานวิจัยทางดานนาโนเพื่อความปลอดภัยของผูใชงาน [เนื่องจาก] ความ

เปนพิษของ AgNP [ที่] ยังไมเปนที่ประจักษในสาธารณชนมากนัก เพราะยังมีการนำเสนอ

ผลิตภัณฑที่ใชในชีวิตประจำวัน ซึ่งมนุษยมีโอกาสสัมผัสไดมากอยางตอเนื่องทั้งๆที่ผลพิสูจนความ

ปลอดภัยยังไมเดนชัด”
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หนวยงานที่นำผลงานวิจัยไปใชประโยชน

ศูนยนาโนเทคโนโลยีแหงชาติ กระทรวงสาธารณสุข กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม 

กระทรวงแรงงาน กระทรวงอุตสาหกรรม สำนักงานคณะกรรมการคุมครองผูบริโภค

ตามความเห็นของคณะผูตรวจสอบทางวิชาการ หนวยงานที่ควรแนะนำใหนำผลงานวิจัยนี้ไปใช

ประโยชน ไดแก

• หนวยงานวิจัยดานนาโนภายในประเทศ

• มหาวิทยาลัยที่สอนเกี่ยวกับพิษวิทยา ชีววิทยา

• ภาคเอกชนที่คิดจะนำเสนอผลิตภัณฑที่มี AgNP
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1. ความเปนมาและระเบียบวิธีวิจัย

1.1.ความเปนมาและวัตถุประสงค

ปญหาเรื้อรังที่ไทยตองเผชิญในหลายปท่ี่ผานมา คือความขาดแคลนขอมูลและองค

ความรูเกี่ยวกับความปลอดภัยของวัสดุนาโน ซึ่งนอกจากจะแทบไมมีผลงานวิจัยในประเทศแลว 

ผลงานวิจัยหลายพันชิ้นเกี่ยวกับความปลอดภัยของวัสดุนาโนที่ไดรับการตีพิมพในตางประเทศ ก็

ไมอาจเขาถึงไดโดยสะดวก (หลายเรื่องไมมีในเครือขายอินเทอรเน็ต หรือเก็บคาเขาชมหลายสิบ

เหรียญสหรัฐตอเรื่อง) แตที่แยกวาก็คือ ผลงานวิจัยบางชิ้นยังขัดแยงกันเอง ไมเชนนั้นก็ใชวัสดุ

นาโนที่แตกตางกัน หรือใชวัสดุเหมือนกันแตทำในสภาวะตางกัน จนเปนการยากที่จะนำผลการ

วิจัยมาเทียบเคียงกันไดโดยตรง และปริมาณของเอกสารเปนอุปสรรคตอการอานใหไดใจความ

ครอบคลุม

เนื่องจากอนุภาคนาโนที่เปนโลหะที่มีวาเลนซีเทากับศูนย (zeo valent metal 

nanoparticles) เริ่มมีการใชมากในประเทศไทย เชน การผสมอนุภาคเงินนาโน (nanosilver) ลงใน

ผงซักฟอก และมีแนวโนมที่จะมีการใชมากขึ้นเรื่อยๆ เชน การใชอนุภาคทองนาโน (nanogold) ใน

การตรวจโรค ตรวจสุขภาพ และในเครื่องสำอางเปนตน โครงการนี้จึงจะเริ่มเนนที่องคความรูของ

ความปลอดภัยนาโนในสวนของโลหะที่มีวาเลนซีเทากับศูนย

โครงการนี ้ มีความตั้งใจแตดั้งเดิม เพื่อรวบรวมเอกสารเกี่ยวกับความปลอดภัยนาโน

ของอนุภาคโลหะ ซึ่งแทบทั้งหมดเปนเอกสารจากตางประเทศ กรองเบื้องตนตามความสำคัญและ

ความสามารถในการเขาถึงใหเหลือจำนวนนอยลง แลวอานวิเคราะหประเมินเอกสารจากตาง

ประเทศดังกลาวขางตน โดยคณะนักวิทยาศาสตรและวิศวกรในสาขาที่เกี่ยวของ เพื่อประเมิน

ความสำคัญ และความนาเชื่อถือของเอกสารแตละเรื่อง พรอมกับสกัดความเชื่อมโยงกับเอกสาร

อื่นที่ใกลเคียงกัน เพื่อเขียนออกมาในรูปของแผนที ่ ใหเห็นความเชื่อมโยงขององคความรูเปนกลุม

กอน เปนการใหความสะดวกแกผูที่จะนำไปใชงาน หรือตอยอดองคความรู และใหความเขาใจที่ลึก

ซึ้งกวาการหยิบฉวยเอกสารแตละชิ้นมาอานเมื่อถึงคราวจำเปน การที่โครงการนี้เนนขอมูลจากตาง

ประเทศเปนหลัก เพราะขอมูลในประเทศไทยมีอยูนอยมาก

อยางไรก็ตาม หลังจากที่คณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดกำหนดขอบเขตของการ

ศึกษาครั้งนี้ใหแคบลงแลว จึงสรุปไดวา
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1. การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคในการรวบรวมองคความรูดานพิษวิทยาจากรายงาน

ผลการวิจัยเฉพาะกรณีความเปนพิษของอนุภาคโลหะเงินนาโนในเซลลของมนุษย

2. องคความรูที่จะไดรับ ควรที่จะสามารถใชระบุ hazard หรืออันตรายที่อาจจะเกิดขึ้น

ได จากการที่เซลลของมนุษยสัมผัสกับอนุภาคโลหะเงินนาโน

3. รายงานผลการวิจัยที่จะศึกษารวบรวม ไมมีความเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของ

อนุภาคเงินนาโนเมื่อออกไปอยูในสิ่งแวดลอม (environmental fate) และมีความเกี่ยวของนอย

มาก กับการเปลี่ยนแปลงของอนุภาคเงินนาโนเมื่อไดรับเขาไปในรางกาย (เพราะแทบไมมีผูทำ

วิจัยไวในมนุษย)

ผลจากโครงการนี้ จะชวยสนับสนุนการรวบรวมและวิเคราะหประเมินเอกสารที่ได

รวบรวมไวใหออกมาเปนแผนที่องคความรู   ทั้งนี้ผลของการรวบรวม ศึกษา และวิเคราะหขอมูล

เหลานี้จะเปนรากฐานเชิงองคความรู ที่จะสนับสนุนกิจกรรมอื่นๆ อีกเปนจำนวนมาก ทั้งที่เกี่ยว

กับความปลอดภัยนาโน (อาท ิ การสรางความตระหนักถึงประเด็นความปลอดภัยของนาโน

เทคโนโลยีและวัสดุนาโน) และที่เกี่ยวกับนาโนเทคโนโลยีในภาพรวม อีกทั้งยังจะเปนฐานทาง

วิชาการ ในการออกแนวปฏิบัติและมาตรฐาน ซึ่งจำเปนตอการกำกับดูแลความปลอดภัยนาโนใน

อนาคตอันใกลอีกดวย
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1.2.ขั้นตอนการดำเนินงาน

ขั้นตอนการดำเนินงาน (work plan) ของโครงการ ตามที่นำเสนอไวในสัญญารับทุน

อุดหนุนการวิจัย มีดังนี้

กิจกรรม 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ทบทวนขอมูลความปลอดภัยนาโน

รวบรวมเอกสารจากตางประเทศ (สวนใหญเปนบทความวิจัย)

สรรหาผูทรงคุณวุฒิ และเชิญมาเปนผูวิเคราะหประเมิน

สรางแบบประเมิน

อานประเมิน สองรอบ

ประมวลผลการประเมิน จัดทำแผนที่องคความรู

สรุปการวิเคราะหผล เตรียมรายงาน

จัดประชุมที่ปรึกษาแผนงาน

สงรายงานความกาวหนาและรางรายงานฉบับสมบูรณ

สงรายงานฉบับสมบูรณ

ตารางที ่1.1: ขั้นตอนการดำเนินงานของโครงการฯ

1.3.ระเบียบวิจัย

1.3.1. การทบทวนขอมูลความปลอดภัยนาโน

ไดทบทวนขอมูลทั่วไปเกี่ยวกับความปลอดภัยนาโนจากเอกสารตางประเทศ เพื่อเปน

พื้นฐานความเขาใจในการแปลผลการวิจัย และไดสอดแทรกไวในบทตางๆ ของรายงานนี ้ ตาม

ความเหมาะสม
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รูปที่ 1.1: กราฟแสดงการเพิ่มจำนวนของเอกสารในชวงป 2004-2010
แกนนอนเปนปที่ตีพิมพ แกนตั้งเปนจำนวนเอกสารบทความวิจัยเกี่ยวกับความปลอดภัยนาโน (เงินนาโนยกเวนจุลชีพ) 

ตัวเลขของป 2011 ไมไดแสดงไว เนื่องจากเก็บขอมูลไดเพียงเดือนเมษายน 2011 เทานั้น 
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1.3.2. การสืบคนเอกสารจากตางประเทศ

ผูดำเนินการวิจัยไดสืบคนเอกสารจำนวนหลายรอยรายการจากตางประเทศ ในจำนวน

นี้สวนหนึ่งเปนเอกสารที่ไมสามารถหาเอกสารฉบับเต็มไดจากประเทศไทย อยางไรก็ตาม มี

เอกสารหลายรายการที่ไมสามารถสืบคนได เนื่องจากตีพิมพหลังจากระยะเวลาที่กำหนดไวใน

แผนการวิจัย ตัวอยางเชน การทดสอบความเปนพิษของอนุภาคโลหะเงินนาโนขององคการเพื่อ

ความรวมมือทางเศรษฐกิจและการพัฒนา (Organisation for Economic Co-operation and 

Development หรือ OECD) ซึ่งมีกำหนดการตีพิมพในชวง ค.ศ. 2012-2013 ก็ไมไดอยูในกลุมของ

เอกสารที่สืบคนได ปญหานี้สะทอนสภาพความเปนจริงของความปลอดภัยนาโน ที่ยังอยูในขั้นเริ่ม

ตน จึงจำเปนตองมีการติดตามสกัดองคความรูตอไปอีกหลายป

1.3.3. การรวบรวมเอกสารจากตางประเทศ

ผูวิจัยสามารถหาตัวบทความวิจัยฉบับเต็มไดกวา 200 รายการสำหรับนำมาวิเคราะห 

นอกจากนั้นยังหาเอกสารฉบับเต็มในสวนของบทความทั่วไปเกี่ยวกับเงินนาโนไดอีกกวา 75 

รายการ ซึ่งนำมาเปนเอกสารประกอบแตไมไดนำมาวิเคราะหตอเนื่องจากอยูนอกเหนือจาก

ขอบเขตของการวิจัยตามสัญญารับทุน
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1.3.4. การคัดกรองเอกสาร

โดยสรุป การคัดกรองเอกสารเริ่มตนดวยเอกสารวิจัย ฯลฯ หลายรอยเรื่องที่สืบคนได

จากตางประเทศ ผูดำเนินการวิจัยไดคัดกรองขั้นที่ 1 ใหเหลือจำนวนประมาณ 300 เรื่อง เกี่ยวกับ

ความปลอดภัยของเงินนาโน แลวคัดกรองขั้นที่ 2 ใหเหลือประมาณ 200 เรื่องตามสัญญารับทุน

วิจัย จากนั้นไดคัดกรองใหเหลือประมาณ 100 เรื่องตามสัญญารับทุนวิจัย และในการนำเสนอ

รายงานความกาวหนาของการวิจัยครั้งที่ 2 คณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดกำหนดขอบเขตของ

การศึกษาครั้งนี้ ใหเปนการศึกษาเฉพาะกรณีความเปนพิษของอนุภาคโลหะเงินนาโนในเซลลของ

มนุษย ทำใหจำนวนเอกสารเหลือประมาณ 30 รายการ โดยมีรายละเอียดการคัดกรองดังนี้

แนวคิดดั้งเดิมในขอเสนอโครงการไดวางระเบียบวิธีการคัดกรองเอกสารไววา การ

สืบคนเอกสารที่เกี่ยวกับความปลอดภัยของนาโนโลหะ ควรจะไดเอกสารผลการวิจัยประมาณ 200 

เรื่อง อยางไรก็ตาม เมื่อโครงการนี้ไดเริ่มขึ้นและกิจกรรมการสืบคนและรวบรวมเอกสารจากตาง

ประเทศไดดำเนินไปเรื่อย  ๆ ผูดำเนินการวิจัยก็พบปญหาวา จำนวนเอกสารที่สืบคนได มีจำนวน

มากกวาที่ไดคาดคะแนไวแตแรกในขณะที่เขียนขอเสนอโครงการวิจัย  ยิ่งสืบคนยิ่งพบมากขึ้น

เรื่อยๆ จนไดชื่อบทความและบทคัดยอจำนวนกวา 400 เรื่อง โดยที่สวนมากเปนบทความใหมๆ 

จึงเกิดปญหาวาจะทำอยางไรใหสามารถดำเนินโครงการจนสำเร็จและเกิดประโยชนตามที่คาดหวัง

ไวแตแรก  หลังจากไดพิจารณาอยางรอบคอบแลว ผูดำเนินการวิจัยจึงไดปรับการคัดกรองออก

เปน 4 ขั้นตอน ดังนี้

ขั้นแรก การคัดกรองอยางหยาบ เปนการลดจำนวนเอกสารลง โดยไมลดความลึก (depth) 

ขององคความรูลง ซึ่งทำไดโดยลดความกวาง (scope) ของอนุภาคนาโนโลหะ ใหเหลือ

เฉพาะอนุภาคเงินนาโน (nano silver) ซึ่งมีเหตุผลอธิบายไดวา ในปจจุบันอนุภาคเงิน

นาโนนาจะเปนอนุภาคนาโนลำดับที่สองของประเทศไทยในทางเศรษฐกิจ (ที่หนึ่งคือ 

carbon black ซึ่งใชเปนสวนผสมของยางรถยนต แตอยูนอกเหนือขอบเขตของโครงการ

วิจัยนี้เนื่องจากคารบอนไมใชโลหะ) สวนในดานความปลอดภัยนั้น อนุภาคเงินนาโนถูก

ตั้งขอสงสัยเรื่องความปลอดภัยทั้งตอสุขภาพและตอสิ่งแวดลอมเนื่องจากความสามารถ

ของมันในการฆาเชื้อโรค อยางไรก็ตามหลังจากการคัดกรองอยางหยาบแลว ก็ยังได

เอกสารจำนวนประมาณ 300 เรื่อง ซึ่งมากกวา 200 เรื่องที่วางแผนไวในสัญญารับทุน

วิจัย
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ขั้นที่ 2 การคัดกรองใหเหลือประมาณ 200 เรื่อง จากการทดลองคัดกรองหลายวิธ ีผูดำเนิน
การวิจัยพบวา สามารถลดจำนวนของเอกสารลงใหเหลือประมาณ 200 เรื่องได โดยตัด

การศึกษาพิษของเงินนาโนตอจุลชีพจำนวนประมาณ 100 เรื่องออกไป โดยมีเหตุผล

อธิบายไดวา เราเริ่มพิจารณาเฉพาะประเด็นความปลอดภัยตอสัตวและพืชชั้นสูงเสีย

กอน สวนการทดลองในจุลชีพนั้น จะใหไปอยูในความครอบคลุมของโครงการที่ขอรับ

ทุนสนับสนุนจากศูนยนาโนเทคโนโลยีแหงชาต ิในปงบประมาณ 2555

ขั้นที่ 3 การคัดกรองใหเหลือบทความวิจัยประมาณ 100 เรื่อง เงื่อนไขในการคัดกรองคือ
ตองมีตัวเอกสารฉบับเต็ม ซึ่งเปนภาษาอังกฤษหรือภาษาไทยเทานั้น และตองเกี่ยวของ

กับความปลอดภัยโดยตรง (คือไมนับเอกสารการพัฒนาระเบียบวิธีวิจัย เครื่องมือวิจัย 

ฯลฯ) การคัดกรองในรอบนี้ ไดทำเปนตารางขนาดใหญ มีความยาวถึง 83 หนากระดาษ 

(นำเสนอแลวในการรายงานความกาวหนาครั้งที่ 2) แสดงถึงโครงการ นักวิจัย หนวย

งานและประเทศ วัสดุนาโนที่ใช สิ่งมีชีวิตที่ใชในการทดลอง การคนพบ และขอสรุปหรือ

ขอสังเกต ผลจากขั้นตอนนี้ เปนเอกสารที่เกี่ยวของกับความปลอดภัยของอนุภาคเงิน

นาโนโดยเฉพาะ จำนวน 119 เรื่อง ผลจากการคัดกรองขั้นที ่ 3 (รายละเอียดในภาค

ผนวกที่ 1) ไดรับการจัดแบงเปน 6 กลุมใหญดังตอไปนี ้(รายละเอียดในภาคผนวกที ่2)

• กลุม 1000: Microbes

• กลุม 2000: Green Plants

• กลุม 3000: Invertebrates

• กลุม 4000: Fish and amphibians

• กลุม 5000: Mammals

• กลุม 6000: Human

ขั้นที่ 4 คัดกรองเหลือบทความประมาณ 30 เรื่อง ซึ่งเปนผลมาจากการทีใ่นขณะนำเสนอ
รายงานความกาวหนาครั้งที ่ 2 ของโครงการฯ คณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดกำหนด

ใหลดขอบเขตของการศึกษา ใหเปนการศึกษาเฉพาะกรณีความเปนพิษของอนุภาค

โลหะเงินนาโนในเซลลของมนุษย ทำใหจำนวนเอกสารเหลือประมาณ 30 รายการ (ซึ่ง

ไดแสดงรายการเอกสารดังกลาวใน powerpoint slide ใหคณะผูตรวจสอบทางวิชาการ

ไดเห็นชื่อการศึกษาทั้ง 30 รายการแลวในขณะหารือ)
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CoR Category of Reliability
1 reliable without restriction

1a good laboratory practice study
1b comparable to [other studies]
1c test procedure in accordance with national standard methods (AFNOR, DIN, etc.)
1d test procedure in accordance with general accepted scientific standards and describe in sufficient detail
2 reliable with restriction

2a study without detailed documentation
2b study with acceptable version
2c comparable to [other studies] with acceptable restrictions
2d test procedure in accordance with national standard methods with acceptable restrictions
2e study well document, meets generally accepted scientific principles, acceptable for assessment
2f acceptable calculation method
2g data from handbook or collection data
3 not reliable

3a documentation insufficient for assessment
3b significant methodological deficiencies
3c unsuitable test system
4 not assignable

4a abstract
4b secondary literature
4c original referenced not yet available
4d original referenced not yet translated
4e documentation insufficient for assessment

ตารางที่ 1.2: Code of Reliability (CoR) หรือ Modified Klimish Code 

ที่ใชในการใหคะแนนความนาเชื่อถือของเอกสาร

ที่มา: ECETOC. 2006 Synthetic Amorphous Silica. ECETOC JACC No. 51. (ISSN 0773-6339-51) European Centre for Ecotoxicology 

and Toxicology of Chemicals. p. 3.  และ Klimisch HJ, Andreae M, Tillmann U. 1997. A systematic approach for evaluating the quality 

of experimental toxicological and ecotoxicological data. Regulatory Toxicology and Pharmacology 25:1-5.

1.3.5. การอานวิเคราะห

เปนการอานอยางละเอียดเพื่อใหไดขอสรุป  ที่จะไดนำเสนอตอไปในบทที ่ 2 (อนุภาค

นาโนที่ใช) และในบทที่ 3 (ชนิดของเซลลที่ใช) สวนองคความรูที่สกัดไดจากรายงานผลการวิจัย อยู

ในบทที ่4-8

ในบทสุดทาย เปนการนำองคความรูที่สกัดไดในบทที่ 4-8 มารวมกัน ใหอยูในรูปที่

เชื่อมโยงองคความรูในบทตางๆ เขาดวยกัน เพื่อใหเกิดภาพใหญของความเปนอันตรายของ

อนุภาคโลหะเงินนาโนที่ไดรับการทดลองไวในเซลลของมนุษย
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1.3.6. การประเมินความนาเชื่อถือของเอกสาร

เอกสารที่ผานการคัดกรองรอบสุดทาย ไดรับการประเมินความนาเชื่อถือโดยใชสองวิธี

ประกอบกัน คือ

• ใชการกำหนด code of reliability

Code of Reliability (CoR ดูตารางที่ 1.2) เปนการใหคะแนนความนาเชื่อถือของ

เอกสาร ที่ใชกันแพรหลายในวงการพิษวิทยา ในที่นี้ใช CoR ที่ปรับปรุงขึ้นจากรหัสที่เรียกวา 

Modified Klimish Code (ECETOC 2006 ปรับปรุงจาก Klimish, Andreae & Tillmann 1997) โดย

ทั่วไปมักใชเกณฑวา เฉพาะเอกสารที่ได CoR อยูในกลุมที่ 1 และ 2 เทานั้นจะไดรับการพิจารณา

เอกสารแทบทั้งหมดที่ใชในการอานวิเคราะห แตละฉบับม ีCoR อยูในกลุม 1 ตรงตาม

เกณฑสากล มีเอกสารสวนนอย ที่ขาด methodological detail ไปบาง แตเปนการขาดในสวนของ

การสังเคราะหอนุภาค ไมไดขาดในสวนการวิเคราะหทางพิษวิทยา จึงได CoR อยูในกลุม 2 ซึ่งก็

ยังพอยอมรับได  ทั้งยังไมมีเอกสารฉบับใดที่อยูในกลุม 4 เลย  นอกจากนั้น หลังจากการอาน

วิเคราะหแลว ไดมีการประเมินอีกครั้งหนึ่ง วาไมมีเอกสารฉบับใดเขาอยูในกลุม 3b หรือ 3c สรุป

วา เอกสารทุกฉบับที่ใชในการศึกษานี ้ผานเกณฑการประเมินโดย CoR

• ใชการประเมินความนาเชื่อถือตามความเห็นของผูเชี่ยวชาญ

เอกสารที่ผานการคัดกรองในรอบสุดทาย ไดรับการประเมินจากผูเชี่ยวชาญ ในดาน

ความนาเชื่อถือ และในดานความสำคัญของเอกสารฉบับนั้น  ๆ ตอความเขาใจเรื่องความปลอดภัย

ของอนุภาคโลหะเงินนาโน
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2. การสังเคราะหและลักษณะของ
อนุภาคโลหะเงินนาโน

2.1.วิธีการสังเคราะหอนุภาคโลหะเงินนาโน

สวนใหญใชการรีดิวซไออนเงิน (Ag+) ใหเปนโลหะเงิน สิ่งที่แตกตางกันในการ

สังเคราะหในการศึกษาแตละเรื่อง ไดแก (1) ชนิดและความเขมขนของเกลือเงินที่ใชตั้งตน (2) ชนิด

และความเขมขนของรีดิวซิงเอเจนต (3) ชนิดและความเขมขนของสารอื่นที่เติมลงไปเพื่อใหเคลือบ

ผิวของอนุภาคโลหะเงินนาโนที่เกิดขึ้น (4) การกระทำทางกายภาพ เชน การผสมหรือกวนในขณะที่

เกิดปฏิกิริยา (5) อุณหภูมิในขณะเกิดปฏิกิริยา (6) ระยะเวลาทำปฏิกิริยา

การรีดิวซ Ag+ ใหรับอิเล็กตรอนกลายเปน Ag0 จำเปนตองหารีดิวซิงเอเจนต มาคาย

อิเล็กตรอนให Ag+    รีดิวซิงเอเจนตดังกลาวจำเปนตองม ี reduction potential พอที่จะรีดิวซ Ag+ 

ใหเปน Ag0 ได   

คา reduction potential เปนตัวเลขที่บอกศักยภาพในการรับอิเล็กตรอน ในทางทฤษฎี

เมื่อรวมตัวเลข reduction potential ของทั้งสอง half reaction (คือปฏิกิริยา reduction หรือการรับ

อิเล็กตรอน กับปฏิกิริยา oxidation หรือการคายอิเล็กตรอน ซึ่งแสดงดวยสมการ reduction กลับ

ทิศทาง) ดังแสดงตัวอยาง Standard Reduction Potential ไวในตารางที ่ 2.1 จะไดเปนตัวเลข 

reversible voltage ของ galvanic cell ซึ่งจากหลักการ thermodynamics มีความสัมพันธโดยตรง

กับ free energy ตามสมการตอไปนี้

G G G G ∆GG = -nEG G G G eV

หรือG G G G ∆GG = -23.06 nEG G G kcal

หรือG G G G ∆GG = -nEFGG G G J

โดยที่ n = จำนวนโมลของอิเล็กตรอนที่รับ, E = reversible voltage ของ galvanic cell และ F = 

Faraday Constant = 96,487 coulomb/mole ของอิเล็กตรอน

!



ตารางที ่2.1: Standard Reduction Potential
ที่มา: http://www.jesuitnola.org/upload/clark/refs/red_pot.htm 

ตามหลักการ thermodynamics ถาปฏิกิริยาจะเกิดไดเอง (spontaneous) ∆G จะตองนอยกวา 0    

จากสมการขางตนจึงเห็นไดวา ∆G จะนอยกวา 0 ไดก็ตอเมื่อ E มากกวา 0   วิธีที่จะทำให E > 0 

ได (คือรีดิวซ Ag+ ได) ก็คือปฏิกิริยา half-reaction ของสารที่จะนำมาใชเปนรีดิวซิงเอเจนตจะตองม ี

reduction potential ของ half reaction ในตารางที ่ 2.1 ต่ำกวา 0.80 โวลท ซึ่งเปนคา reduction 

potential ของปฏิกิริยารับอิเล็กตรอน Ag+
(aq) + e-  -->  Ag(s)     นั่นเอง

10        

http://www.jesuitnola.org/upload/clark/refs/red_pot.htm
http://www.jesuitnola.org/upload/clark/refs/red_pot.htm


สาร  reducing agent ที่นิยมใชกัน แบงไดเปน 5 กลุม ดังนี้

2.1.1. Sodium borohydride

Sodium borohydride เปน reducing agent คือใหอิเล็กตรอนแก Ag+ ตามสมการ 

(Nunno et al, 1988 หนา 57)

G NaBH4 + 2H2OG ⇌G NaBO2 + 8H+ + 8e-

G     8Ag+ + 8e-G ⇌G 8Ag0G G

Sodium borohydride จัดวาเปนรีดิวซิงเอเจนตที่แรง (ม ี reduction potential ติดลบ

มาก) และสามารถทำใหมีความรุนแรงขึ้นไดอีกมากดวยการเติมสาร additive เชน tetraethylene 

glycol dimethyl ether (Tetraglyme) เปนตน    การเตรียม AgNP จึงทำไดงาย ม ีyield สูง เปนวิธี

ที่นิยมใชในการสังเคราะห AgNP ในระดับอุตสาหกรรม แตเปนวิธีที่ไมเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม

รายงานวิจัยที่สืบคนได มีหลายฉบับที่ใช AgNP ที่สังเคราะหขึ้นโดยวิธีนี ้ (AshaRani et 

al, 2009a; AshaRani et al, 2009b ฯลฯ) อยางไรก็ตาม เนื่องจาก sodium borohydride ที่อาจจะ

ยังหลงเหลืออยูจากการสังเคราะห มีความเปนพิษตอเซลล ดังนั้นในการออกแบบการทดลอง จึง

มักเติม supernatant ที่ไดจากการปนแยกหลังจากการ wash AgNP ครั้งสุดทายลงไปดวยในกลุม

ควบคุม (control) โดยคาดหวังวากลุมควบคุมจะไมกอใหเกิดความผิดปกติตอเซลล (AshaRani et 

al, 2009b)

2.1.2. สารที่มีหมู hydroxyl (สารประเภท alcohol)

สารอินทรีย หรือสารชีวเคมีที่เปนรีดิวซิงเอเจนต เพราะมีหมู hydroxyl (-OH) มีหลาย

ประเภท แตที่นิยมใช คือกลุม polyol เชน ethylene glycol (Greulich et al, 2009) สารเหลานี้เปน

รีดิวซิงเอเจนตที่ออนกวา sodium borohydride ซึ่งอาจเปนผลดีตอการควบคุมขนาดของอนุภาค

2.1.3. สารที่มีหมู aldehyde

รีดิวซิงเอเจนตที่มีหมูอัลดีไฮด ไดแกน้ำตาลบางประเภท และแปง ที่มี reducing end 

ของน้ำตาลอยู  สารในกลุมนี้เปนที่นิยมใชในการสังเคราะห AgNP ในฐานะกรรมวิธีที่เปนมิตรตอ
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ตารางที ่2.2: Reduction potential ของสารกลุม phenoxy และ flavonoid ที่พบในพืช
ที่มา: Nadagouda et al, 2010.

สาร reduction potential (V)

hesperidin 0.72

rutin 0.60

(+)-catechin 0.57

(-)-epigallocatechin 0.43

quercetin 0.33

catechol 0.53

methyl gallate 0.56

3,5-dihydroxy-anisol 0.84

สิ่งแวดลอม นอกจากนั้น สารที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา ยังอาจชวยเคลือบอนุภาคนาโนที่สังเคราะห

ขึ้นไดอีกดวย

2.1.4. สารสกัดจากพืช (natural products)

พืชไมวาสดหรือแหง มีสารประกอบที่ทำหนาที่เปนรีดิวซิงเอเจนอยูเปนจำนวนมาก ดัง

แสดงตัวอยางไวในตารางที ่ 2.2 ซึ่งถึงแมจะมีความแรงสูสารเคมีทางอุตสาหกรรม เชน sodium 

borohydride ไมไดก็ตาม แตมีความเปนมิตรตอสิ่งแวดลอมมากกวา

การใชสารสกัดจากพืช มักใชในลักษณะ crude extract ทำใหมีตนทุนการผลิตถูก 

นอกจากนั้นอาจมีสารหลายชนิดที่ชวยในการเคลือบผิวของ AgNP ที่สังเคราะหขึ้นอีกดวย

2.1.5. การสรางสารเชิงซอน (complex formation)

อนุมูลเงิน Ag+ สามารถจับกับแอมโมเนีย เชน แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต เปน silver 

hydroxide ammonium complex ซึ่งเมื่อนำไปทำ thermal decomposition จะได AgNP วิธีนี้อาจ

ใชในการเคลือบอนุภาคนาโนของโลหะชนิดอื่นใหมีเปลือกนอกเปนโลหะเงิน หรืออาจนำแนวคิด

12        



ไปสรางหมูอะมิโนขึ้นบนผิวนอกของอนุภาคนาโนชนิดหนึ่ง เพื่อใหเงินเขามาเกาะ กลายเปน

เปลือกโลหะเงินไดเชนเดียวกัน (Kar et al 2011; Ghorashi and Kamali, 2011) ผลจากการ

สังเคราะหจะไดอนุภาคโลหะเงินนาโน หรือเปลือกเงิน ที่มีแอมโมเนีย อนุมูลอื่นในสารตั้งตน (เชน 

ไนเตรท) ตัวทำลายและสารที่เหลือจากปฏิกิริยา (เชนฟอรมัลดีไฮดและเมทานอล) ซึ่งควรจะลาง

ออกใหหมด เพราะวาถาไมลาง จะเกิด cytotoxic effect ตอเซลลได (Samberg et al, 2010)

2.2.ขนาดของอนุภาคโลหะเงินนาโน

ขนาดที่หลากหลายของ AgNP ในการศึกษาตางๆ สงผลไปถึงพื้นที่ผิว และความ

วองไวตอปฏิกิริยาเคมีของอนุภาค รวมทั้งความสามารถในการซอกซอนของอนุภาคไปยังตำแหนง

ตางๆ ในเซลล  จึงเปนปญหาใหญของการเปรียบเทียบผลการศึกษาวิจัย

AgNP ที่เปน primary particle โดดๆ มีเสนผาศูนยกลางไดตั้งแตสุดขอบเขตขั้นต่ำของ

ขนาดนาโน (nanoscale) คือประมาณ 1 nm ไปจนถึงสุดขอบเขตดานสูงของขนาดนาโน คือ

ประมาณ 100 nm การวัดขนาด (size) และการกระจายตัวของขนาด (size distribution) ของ

อนุภาคเหลานี้ มักใชเทคนิค Dynamic Light Scattering (DLS) ประกอบกับการสองดูจาก

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

2.2.1. การวัดขนาดดวยวิธ ีDynamic Light Scattering

วิธี Dynamic Light Scattering (DLS) ใชการยิงลำแสงเลเซอรผานเขาไปในสารตัวอยาง 

อนุภาคในสารตัวอยางนั้น จะกระเจิงแสง (scatter) แบบที่พลังงานไมลดหรือเพิ่ม (elastic 

scattering) แตเครื่องวัดความไวสูง จะสามารถจับความถี่ของแสงที่เปลี่ยนไปเล็กนอยเนื่องจาก

การเคลื่อนที่ของอนุภาค ซึ่งขึ้นอยูกับขนาดของอนุภาค จึงสามารถวัดขนาดของอนุภาคออกมาได

ในลักษณะการกระจายตัวของขนาด (size distribution) จึงใหความสะดวก รวดเร็ว  ขอดอยของ

เทคนิคนี้คือผูใชไมสามารถเห็นภาพของอนุภาคที่กำลังวัดขนาดอยู จึงไมทราบแนวาเปนอนุภาค

โดดๆ (primary particles) หรืออนุภาคที่จับตัวกันแบบใดแบบหนึ่ง
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2.2.2. การวัดขนาดจากกลองจุลทรรศนชนิดสองผาน (transmission electron 
microscope หรือ TEM)

กลองจุลทรรศนชนิดสองผาน สามารถใชศึกษา AgNP ไดโดยไมตองยอมส ี และให

ความละเอียดของขนาดไดดี แตจะตองวัดขนาดของอนุภาคเปนจำนวนมาก จึงจะวาดกราฟการ 

กระจายของขนาดได

ในกรณีกลองจุลทรรศที่ใชเปน scanning transmission electron microscopy (STEM) 

สามารถใชยืนยันองคประกอบของอนุภาคดวยวาเปน Ag0 จริง

2.2.3. การวัดขนาดจากกลองจุลทรรศนชนิดสองกราด (scanning electron 
microscope หรือ SEM)

กลองจุลทรรศนชนิดสองกราด ใหความสะดวกในการศึกษารูปทรงและขนาดของ

อนุภาคนาโน โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อจับกันเปนกอนหลอมหรือกลุมมวล แตมีขอจำกัดดานกำลัง

ขยาย เมื่อใชสองดูอนุภาคนาโนเดี่ยวๆ โดยเฉพาะอยางย่ิง AgNP ที่มีขนาดเล็กประมาณ 1 nm    

ในเอกสารรายงานการวิจัยที่รวบรวมได มีตัวอยางการวัดขนาดของ AgNP ในชวง 6-20 nm โดย

การใช SEM (Asharani, 2009a, Asharani, 2009b)

2.2.1. การวัดขนาดจากกลองจุลทรรศนชนิด Atomic Force Microscope (AFM)

ในทางทฤษฎ ี กลองจุลทรรศนชนิด AFM มีกำลังขยายพอที่จะสองเห็นอนุภาคโลหะ

เงินนาโนที่เล็กที่สุดที่สามารถสังเคราะหได อยางไรก็ตาม ไมปรากฎในรายงานการวิจัยที่สืบคนได

วามีการใชเทคนิคนี้ในการวิจัยจริงๆ

2.3.การเคลือบผิวอนุภาคโลหะเงินนาโน

AgNP ที่สังเคราะหขึ้น มักไดรับการเคลือบผิวดวยสารตางๆ หลากหลาย เชน 

polyethylene glycol  glycolic acid แปงชนิดตางๆ polyvinylpyrolidone (PVP) (Greulich et al, 

2009) ฯลฯ  ซึ่งเติมลงไปในขณะทำปฏิกิริยารีดักชั่นอนุมูลเงิน   สารเคลือบผิว (coating agent 

หรือ capping agent) เหลานี ้ มีผลถึงประจุไฟฟาและลักษณะของพื้นผิวภายนอกของ AgNP  

อยางไรก็ตาม การวิจัยดานพิษวิทยาสวนมากไมไดมีการวัดประจุไฟฟาบนพื้นผิวของ AgNP ไว

ดวย
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ประโยชนของการเคลือบผิว คือ ชวยให AgNP ที่สังเคราะหได จับตัวกันนอยลง และ

ชวยชะลอการออกซิไดซ AgNP โดยออกซิเจนในอากาศที่ละลายลงไปในน้ำ

เนื่องจากสารเคลือบผิวเองอาจจะมีผลตอการทำงานของเซลลได ดังนั้นจึงนิยมเติมสาร

เคลือบผิวที่ใช ในกลุมควบคุม (control) ของการทดลองตางๆ ดวย แตไมมีหลักเกณฑที่แนชัดวา 

ควรจะเติมลงไปดวยความเขมขนเทาใด

2.4.การจับตัวกันของอนุภาคโลหะเงินนาโน

AgNP ที่ไมไดเกาะตัวกับอนุภาคอื่น เรียกวาเปน อนุภาคนาโนปฐมภูม ิ (primary 
nanoparticle) ซึ่งในสภาวะที่เหมาะสมอาจรวมตัวกันจนมีขนาดใหญขึ้นไดในสองลักษณะ คือ

• กอนหลอม หรือ กลุมกอน (aggregate) หมายถึง อนุภาคที่ประกอบขึ้นดวยอนุภาคที่เชื่อม
กันอยางแนนหนาหรือหลอมเขาดวยกัน ทำใหพื้นที่ผิวดานนอก มีขนาดเล็กมากเมื่อเทียบกับ

ผลบวกของพื้นที่ผิวของอนุภาคยอยๆ1  การจับตัวกันเปนกอนหลอม ทำใหไดอนุภาคขนาด

ใหญ ที่มีความแข็งแรง ไมแตกกลับไปเปนอนุภาคยอยไดงาย มีความทนทานตอการสั่นดวย

คลื่นความถี่สูง (sonication)

• กลุมมวล หรือ รวมมวล (agglomerate) หมายถึง อนุภาค หรือกอนหลอม หรือของผสม

ของทั้งสองอยาง ที่มาเกาะกันอยางหลวมๆ ทำใหพื้นที่ผิวภายนอก มีขนาดใกลเคียงกับผล

บวกของพื้นที่ผิวของอนุภาคยอยๆ2 การจับตัวกันแบบกลุมมวล ทำใหไดอนุภาคขนาดใหญ ซึ่ง

ถามีการสั่นสะเทือนมากพอ หรือทำใหแรงที่เกาะยึดกันอยูอยางหลวมๆ สลายไป มันก็จะแยก

กลับเปนอนุภาคเล็กๆ ไดอีก
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1G aggregate: particle comprising strongly bonded or fused particles where the resulting external surface area may be significantly 

smaller than the sum of calculated surface area of the individual components.  Note 1: The forces holding an aggregate together are 

strong forces, for example covalent bonds, or those resulting from sintering or complex physical entanglement.  Note 2: Aggregates 

are also termed secondary particles and the original source particles are termed primary particles.  ที่มา: ISO/TS 27687:2008(E), 

definition 3.3  อนึ่ง คำวา aggregate ราชบัณฑิตยสถานบัญญัติศัพทวา “กลุมกอน” หรือ “รวมกลุม”

2G agglomerate: collection of weakly bound particles or aggregates or  mixture of the two where the resulting external surface area is 

similar to the sum of the surface areas of the individual components.  Note 1: The forces holding an agglomerate together are weak 

forces, for example van der Waals forces, or  simple physical entanglement.  Note 2: Agglomerates are also termed secondary 

particles and the original source particles are termed primary particles.  ที่มา: ISO/TS 27687:2008(E), definition 3.2 อนึ่ง 

ราชบัณฑิตยสถานบัญญัติศัพท agglomeration วา “การรวมมวล” และบัญญัติศัพท agglutination วา “การเกาะกลุม”



ผลจากการจับตัวกันเปนกอนหลอม ทำใหพื้นที่ผิวของ AgNP ลดลงไดมาก แตถาจับ

ตัวกันเปนกลุมมวลหลวมๆ พื่้นที่ผิวอาจลดลงไมมากนัก อนุภาคขนาดใหญที่เกิดขึ้น จึงอาจยังคง

มีสมบัติบางประการของอนุภาคนาโนอยู ถึงแมจะมีขนาดใหญกวาขนาดนาโนมากก็ตาม

AgNP ที่ไมไดเคลือบไวดวยสารอื่น อาจจะรวมกันเปนกลุมมวลไดในน้ำ  และหากยิ่ง

เพิ่ม ionic strength ขึ้น เชนในอาหารเลี้ยงเชื้อ อนุภาคโลหะเงินนาโนก็จะยิ่งเกาะกันเปนกลุมมวล

ไดดีขึ้น เนื่องจากการ shielding ประจุไฟฟาบนผิวของแตละอนุภาคโดยสารละลายเกลือ  การ

เคลือบผิวของอนุภาคโลหะเงินนาโนดวย polyvinylpyrrolidone ไมชวยปองกันการจับตัวกันของ

อนุภาคในอาหารเลี้ยงเชื้อ แตถาเติม fetal calf serum (FCS) ลงไปใหมีความเขมขน 10% จะ

ปองกันการจับตัวกันของอนุภาคโลหะเงินนาโนได (Grulich et al, 2009)

2.5.การแตกตัวของอนุภาคโลหะเงินนาโนออกเปนอนุมูลเงิน (Ag+)

ในการสังเคราะห AgNP จากอนุมูล Ag+ เมื่อได AgNP แลว ตามปกติจะตองมีขั้นตอน

การทดสอบวา Ag ที่สังเคราะหได เปนโลหะเงิน ไมใชเปนอนุมูลเงินอีกตอไป โดยดูไดจาก 

doublet peaks ของ x-ray diffraction ที ่367.6 and 373.6 eV (ตรงกับ binding energies ของ Ag 

3d5/2 และ Ag 3d3/2 ตามลำดับ) ถูกเลื่อนไปอยูที่ 368.0 and 374.0 eV (Chun et al, 2010)

อยางไรก็ตาม เมื่ออนุภาคโลหะเงินนาโนสัมผัสกับน้ำ มันจะถูกออกซิไดซ และปลอย

อนุมูลเงิน (silver ion, Ag+) ลงไปในน้ำตลอดเวลา  ทำนองเดียวกับที่ตรวจพบในอนุภาคโลหะ 

โคบอลทนาโน และอนุภาคโลหะนิเกิลนาโน ที่ปลดปลอยไอออนบวกลงไปในน้ำ (Kumar, 2006 

อางถึงใน Asharani et al, 2009b)

อนุมูลเงินนี้มีสมบัติฆาจุลชีพ (antimicrobial) ทั้งที่เปนแบคทีเรียและรา ที่ความเขมขน

ต่ำๆ เพียงไมกี ่ nM ในขณะที่อนุภาคโลหะเงินนาโน (zero valent silver nanoparticle) ไมมีสมบัติ

ฆาจุลชีพ (Lok et al, 2007) แตมีสมบัติ cytotoxic ตอเซลลมนุษย ที่ความเขมขนในชวง 5-50 ug/

ml ซึ่งตัวเลขที่แนชัดอาจจะขึ้นอยูกับขนาดของอนุภาค และสารเคลือบผิวอนุภาค (Greulich et al, 

2009)

เนื่องจากการแตกตัวใหอนุมูลเงิน ทำใหการทดลองดานพิษวิทยาของอนุภาคโลหะเงิน

นาโน มักจะทำควบคูไปกับการทดลองกับอนุมูลเงินที่ไมมีโลหะเงินอยูดวย (เชนทดลองกับ

สารละลายเกลือ silver acetate) เพื่อเปรียบเทียบผล
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3. ประเภทของเซลลที่ใชในการวิจัย

การศึกษาวิจัยที่สืบคนและรวบรวมรายงานได จำกัดอยูแตเฉพาะเซลลมนุษย ซึ่งนับไป

แลวคอนขางจะหลากหลาย แตพอจะจัดกลุมไดดังนี้3

กลุม 6200: Normal human primary cells and tissues ประกอบดวยเซลลที่มา
จากมนุษยโดยตรง โดยไมถูก transformed ในขั้นตอนการเตรียมเซลล ขอดีของการเลือกใชเซลล

ในกลุมนี ้ไดแก (1) ลักษณะทางชีวเคมีของเซลลใกลเคียงกับเซลลในมนุษยจริงมากที่สุด เปนตนวา 

เซลลที่เกี่ยวของกับการสัมผัสวัสดุนาโนทางการหายใจ (เชน human lung fibroblasts) หรือทาง

ผิวหนัง (เชน human epidermal keratinocytes culture) ก็อาจนับวาเปนเซลลที่มีความเกี่ยวของ

ใกลชิดกับชองทางที่อนุภาคโลหะเงินนาโนอาจเปนพิษตอมนุษยได (2) มีความไวตอผลกระทบของ

สารพิษมากกวา cell line และ (3) รองรับการศึกษาเชิงเปรียบเทียบในเซลลหรือเนื้อเยื่อชนิด

เดียวกันในสิ่งมีชีวิตตาง species กัน  อยางไรก็ตาม ขอดอยของการใช primary cell culture คือ 

(1) ตองใชความพยายามแยกเซลลหลากหลายซึ่งมักจะปนกันมาจากการตัดเนื้อเยื่อ และ (2) เซลล

ที่เพาะเลี้ยงไวมักจะสูญเสียลักษณะเฉพาะของเซลลชนิดนั้นๆ อยางรวดเร็ว เปนผลใหอาจมี

ปญหาเรื่อง reproducibility ของผลการทดลอง  ตัวอยางของเซลลในกลุมนี้ไดแก

• human keratinocytes

• NHEK: normal human epidermal keratinocytes culture ซึ่งสามารถมี terminal 

differentiation สราง keratin และเซลลชั้นบนของโคโลนีจะหมดความสามารถในการแบงตัวและ

เริ่มสราง cornified cell envelope (Ekwall et al, 1990, หนา 79; Kalinin, Marekov & Steinert, 

2001)

• liver cells and Chang liver cells

• human fibroblasts

• human lung fibroblasts

• human mesenchymal stem cells

!

3! กลุม 6100: Human ประกอบดวย review articles ที่รวบรวมงานในเซลลหลากหลาย แทบทั้งหมดเปนงานที่อยูในกลุม 

6200, 6300 และ 6400 สวนบทความที่ไมอยูในกลุมดังกลาว เปนบทความที่ไมสามารถหาเอกสารฉบับเต็มได (ตรงกับ 

CoR กลุม 4 ซึ่งไมใชในการศึกษาอยูแลว)   การทบทวนเอกสารในกลุมนี ้ ไมไดนำมาใช จนกวาจะไดสกัดองคความรูจาก

รายงานวิจัยทุกฉบับเสร็จเรียบรอยแลว จึงจะอานเอกสารในกลุมนี้ดวย กอนเขียนบทสรุป



• peripheral blood mononuclear cells (PBMC)

• J-774: macrophage

• macrophage culture

• human washed platelets

• human ecto-cervical tissue

กลุม 6300: Human non-cancer cell lines เปนเซลลมนุษยที่ถูกเพาะเลี้ยงเปน cell 

culture และไดรับการ subculture มาหลายช่ัววัฏจักร (spontaneous transformation) หรือถูก 

transform ดวยไวรัส สารเคม ี หรือตัวกระทำทางกายภาพ (induced transformation) เปนตน    

cell line ในกลุมนี้อาจจะเปน finite cell line ซึ่งมีจำนวนการแบงตัวจำกัดประมาณ 40-50 

generations หรือ continuous cell line ซึ่งเปนอมตะ ตัวอยางของ cell line ในกลุมนี้ไดแก

• BEAS-2B: human bronchial epithelial cell line

• HCE-T human corneal epithelial cell line

• HaCaT: human keratinocyte immortal cells

• IMR-90: human lung fibroblast cell line มีที่มาจากเนื้อเยื่อปอดของ human 

female embryo ที่ถูกทำแทงในกระบวนการรักษา  ไดรับการพัฒนาขึ้นโดย เมื่อ ค.ศ. 1975 เพื่อ

เปน “a highly characterized, rigorously growing primary human fibroblast cell line” ที่ใน

ปจจุบันเปน cell line มาตรฐานซึ่งใชในการวิจัยทางวิทยาศาสตรการแพทยหลายสาขา 

(Beiswanger, 2004)

• Jurkat: immortalized T lymphocyte cells cells

กลุม 6400: Human cancer cells และ cell lines เปน cells และ continuous cell 

line ที่ไดมาจากเซลลมะเร็ง มีขอดีที่เพาะเลี้ยงไดงาย แตเซลลอาจมีลักษณะแตกตางจากเซลลปกติ

ของมนุษยไดมาก ตัวอยางในกลุมนี้ไดแก

• fibrosarcoma

• skin carcinoma

• glioblastoma

• A549: human lung adenocarcinoma cell line

• HepG2: human hepatoma cells
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• HT29: human colon adenocarcinoma cell line

• Caco-2: heterogeneous human epithelial colorectal adenocarcinoma cells

• THP-1: human acute monocytic leukemia cell line

• SGC7901: gastric cancer cells

• MCF-7: breast cancer cells

• HeLa cells

• HL60: Human promyelocytic leukemia cell line

โดยสรุป เอกสารการวิจัยที่รวบรวมได เปนการทดลองแบบนอกกาย (in vitro) ไมวาจะ

ใชเซลลของมนุษยที่เลี้ยงไวเปน primary cell culture หรือใช cell line มนุษย หรือเซลลมะเร็งของ

มนุษยที่เลี้ยงไวเปน cell line  อนึ่ง ไมปรากฎวามีรายงานการทดลองแบบในกาย (in vivo) ซึ่งอาจ

จะมีสาเหตุมาจากปญหาจรรยาบรรณของการวิจัย
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4. การทำลายเซลลและความเปนพิษตอเซลล

รายงานผลการวิจัยที่ทำในเซลลมนุษย มีความครอบคลุมเพียงแตในแตละประเด็นยังมี

จำนวนการทดลองคอนขางนอย ทำใหการยืนยันผลการทดลองมักจะมีไมสมบูรณ

4.1.หลักการทดสอบ

การทดสอบภาพรวมของเซลล ตรงกับคำศัพทวา viability assay กับ cytotoxicity 

assay ซึ่งหลายสำนักอาจใชในความหมายที่ตางกันอยูบาง  ในที่นี้จึงจะใช viability assay ในความ

หมายวา การทดสอบการอยูรอด (หรือการตาย) ของเซลล สวน cytotoxicity assay ใชในความ

หมายวาการทดสอบความเปนพิษตอเซลล คือเซลลอาจมีสภาพปวยหรือสุขภาพไมด ี (unhealthy) 

แตไมถึงกับตาย และอาจกลับฟน (recover) คืนสภาพเปนเซลลปกติได

4.1.1. สัณฐานและพฤติกรรมของเซลล (morphology and behavior)

การศึกษาในกลุมนี้ ใชการสังเกต live cells ผานกลองจุลทรรศน โดยใช optics ที่ไม

ตองยอมสี เชน phase contrast microscopy และ differential interference contrast (DIC) 

microscopy (Nomarski) ทำใหเห็นสัณฐานของเซลลและความผิดปกต ิ เชน การลอกขึ้นจากพื้นผิว

ที่เกาะอยู (detachment) การมีถุงน้ำโปงขึ้นบนผิวจนบวมเปนกอนและอาจหลุดออกจากเซลลใน

ที่สุด (blebbling) การมีถุงน้ำในเซลล (vacuolization) ฯลฯ

การสังเกต living cells ผานกลองจุลทรรศน ทำใหสามารถบันทึกกิจกรรมที่เซลลทำเปน

ปกติวามีความเปลี่ยนแปลงไปหรือไม โดยเฉพาะอยางยิ่งการเคลื่อนไหวหรือเคลื่อนที ่(motility) ใน

รูปแบบตางๆ ทั้งภายในเซลลและภายนอกเซลล รวมทั้งการแบงเซลล ซึ่งจะไดกลาวตอไปในหัวขอ

การเปลี่ยนแปลงวัฎจักรของเซลล

4.1.2. การเจริญเติบโตของเซลลที่เพาะเลี้ยงไว (growth)

การทดลองทางพิษวิทยาสวนใหญ ไมไดตรวจวัดการเจริญเติบโตของเซลล เนื่องจากผู

วิจัยใหความสำคัญตอการเจ็บปวยหรือการตายของเซลลมากกวา แตในกรณีที่ไมพบความเจ็บปวย

เฉียบพลัน มีความเปนไปไดที่จะตรวจสอบดูวา เซลลยังมีการเติบโตในระยะยาวที่ปกติอยูหรือไม
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การวัดการเจริญเติบโตของเซลล อาจทำไดในหลายรูปแบบ เพื่อใหไดตัวเลขความเขม

ขนของสารที่สงสัย ที่ทำใหเซลลรอยละ 50 ไมเติบโต ซึ่งเรียกวา median inhibitory dose (ID50) 

การเจริญเติบโตของเซลลอาจวัดไดโดย

• วัด plating efficiencey หรือความสามารถของเซลลในการสรางโคโลนี (Bourdeau et 

al, 1990, หนา 80)  

• นับจำนวนเซลลที่เพิ่มขึ้น (แทนการวัดความขุนของ medium ซึ่งทำไดไมสะดวกใน

กรณีเซลลมนุษย ซึ่งมักเกาะติดผิวของภาชนะ)

• วัดปริมาณโปรตีน, DNA หรือเอนไซมที่มีในเซลล

4.1.3. การรั่วของเยื่อหุมเซลล ทำใหสารผานเขาและออกจากเซลลไดสะดวก

การทดสอบการรั่วของเยื่อหุมเซลล เปนเครื่องบอกการตายของเซลล เพราะทันทีที่

เซลลตาย เยื่อหุมเซลลจะเริ่มปลอยใหสารตางๆ ผานเขาออกไดโดยสะดวก การทดสอบในกลุมนี ้

สวนมากจึงใชการยอมสีเซลลดวย vital dye (vital stain) เชน trypan blue ซึ่งจะเขาไปยอมเซลลที่

ตายแลวใหติดสีฟา สวนเซลลที่ยังมีชีวิตจะไมติดส ีมองในกลองจุลทรรศนเห็นเปนสีเทาจาง  ๆหรือ

สีปกติของเซลลชนิดนั้นๆ (Hackenberg et al, 2011)

แทนที่จะทดสอบการเขาเซลลที่ตายแลวโดย vital stains ก็อาจจะทดสอบสารที่มีอยูใน

เซลลตามธรรมชาต ิ ซึ่งจะรั่วออกมาจากเซลลเมื่อเซลลตาย เชน  ทดสอบเอนไซม acid 

phasphatase (Ekwall et al, 1990, หนา 81) หรือทดสอบเอนไซม lactate dehydrogenase (LDH) 

ใน medium รอบๆ เซลล ดวยการวัด enzymatic activity ของ LDH (พบไดในชุดตรวจ CytoTox-

ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay ซึ่งเปนสวนผสมของ substrate ของ LDH 

ไดแก lactate กับ NAD+ ในความเขมขนที่สูง แลววัด NADH ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาดวยการที่ 

NADH ชวยใหเอนไซม diaphorase เปลี่ยน resazurin (7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-

ium-3-one) ใหกลายเปน resorufin ซึ่งเปนสารที่วาวแสง (exitation/emission = 563/587 nm) 

อยางไรก็ตาม เนื่องจากเซลลปกติก็สราง NADH ดังนั้นเพื่อปองกันการรบกวนจากเซลลปกติ การ

ทดสอบนี้จึงมักทำที่อุณหภูมิต่ำ (อุณหภูมิหอง) และใชเวลาการทดสอบที่สั้น (ประมาณ 10 นาที)

อีกวิธีหนึ่งที่จะทดสอบหาการรั่วของ lactate dehydrogenase ก็คือการใชปฏิกิริยาของ

เอนไซมคูควบเปนเวลา 30 นาที เพื่อเปลี่ยน tetrazolium salt (INT) ซึ่งออกสีเหลือง ใหเปนสาร 
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formazan สีมวงแดง โดยที่ความเขมของสีขึ้นกับจำนวนเซลลที่แตก แลวจึงวัดการดูดกลืนแสงของ 

medium (พบไดในชุดตรวจ CytoTox 96® Non-Radiative Cytotoxicity Assay) โดยตองระวังวา 

medium ที่เลี้ยงเซลลไว ไมไดม ีLDH จาก serum ที่อยูในสูตร และไมไดผสมดวย phenol red ซึ่ง

จะออกสีแดงคลายกับสีของ formazan ที่ตองการวัด

การทดสอบในกลุมนี้ ปจจุบันนิยมใช fluorogenic peptide substrate ชนิดที่ไมสามารถ

ผานเยื่อหุมเซลลเขาไปในเซลลที่มีชีวิตได เชน bis-alanyl-alanyl-phenylalanyl-rhodamine 110 

หรือ bis-AAF-R110 (พบไดในชุดตรวจ CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay และชุดตรวจ 

MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay) ซึ่งเมื่อเติมลงไปใน cell culture แลว bis-AAF-

R110 จะถูกยอยดวย protease ที่รั่วออกมาจากเซลลที่ตายแลว ไดสาร rhodamine ซึ่งเปนสาร

วาวแสง (fluorescent) ซึ่งตรวจพบไดโดยการใช spectrofluorometer วัดแสงจาก cell culture หรือ

ใช flow cytometry

ในทางตรงกันขาม เราอาจใชความสามารถในการสะสมสารไวในเซลล เปนเครื่องบอก

การมีชีวิตของเซลลได เปนตนวาเมื่อเซลลถูกยอมส ี neutral red เซลลมีชีวิตจะสะสมสีไวในไซโต

พลาสซึม สวนเซลลที่ตายแลวจะไมสามารถสะสมสีได (Bourdeau et al, 1990, หนา 80)

สารอีกชนิดหนึ่งที่นิยมใช คือ calcein-AM (acetomethoxy calcein หรือ fluorexon-

AM) 1 uM in culture media จะแพรผาน plasma membrane เขาไปในเซลล แลวถูก esterase 

ภายในเซลลยอยใหกลายเปน calcein (fluorexin) ซึ่งจับ G Ca2+ และ Mg2+ ไดสารวาวแสง 

(exitation/emission = 495/515 nm) สองในกลองจุลทรรศน florescence microscope เห็นเซลลที่

มีชีวิตเปนสีเขียว (Greulich, 2009)

การทดสอบการสะสมสารไวในเซลล ปจจุบันนิยมใช fluorogenic, cell-permeant 

peptide substrate  เชน glycyl-phenylalanyl-amino-fluorocoumarin หรือ GF-AFC (พบไดในชุด

ตรวจ MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay) ซึ่งเมื่อเติมลงไปใน cell culture แลว GF-

AFC จะถูกลำเลียงเขาไปในเซลลที่ยังมีชีวิตอยู แลวถูกยอยดวย protease ในเซลล ไดสาร 

coumarin ซึ ่งเปนสารวาวแสง ซึ ่งสามารถตรวจพบไดทั ้งโดยการใชกลองจุลทรรศนชนิด 

fluorescence microscope โดยการใช spectrofluorometer วัดแสงจาก cell จำนวนมากพรอมกัน

ใน cell culture หรือใช flow cytometer แยกตรวจทีละเซลลอยางรวดเร็ว
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อนึ่ง การที่เยื่อหุมเซลตายที่รั่วแลวปลอยใหสารผานเขาออกไดทั้งสองทาง สามารถนำ

มาใชประโยชนในการทดสอบ cell viability โดยใชสียอมสองสีพรอมกัน เชน ยอมเซลลใน 40 ug/

ml fluorescein diacetate ผสมกับ 50 ug/ml ethidium bromide แลว excite ดวยแสงสีน้ำเงิน 

(ความยาวคลื่น 488 nm) เซลลที่มีชีวิตจะยอมติดสีเขียวของ fluorescein สวนเซลลที่ตายแลวจะ

ยอมติดสีสมในนิวเคลียส (Hackenberg, et al 2011)

4.1.4. ความสามารถในการเปลี่นแปลงทางเคมีของเซลล (metabolic capacity)

การเปลี่ยนแปลงทางเคมีซึ่งเปนการทำงานตามปกติของเซลล จะเปลี่ยนแปลงไปใน

ทางที่ลดลง ถาหากเซลลไดรับสารที่เปนพิษ หรือถูกกระตุนใหเกิดสารที่เปนพิษขึ้นในเซลล ดังนั้น 

ผลการทดสอบ metabolic capacity จึงเปนการมองที่ปลายเหต ุ  ถาพบวาความสามารถในการ

เปลี่ยนแปลงทางเคมีลดลง จึงควรจะตรวจสอบดูวาเกิดมาจากสาเหตุอะไร ผานทางกลไกอะไร 

(เชน ความเครียดออกซิเดชั่น หรือ oxidative stress เปนตน)

เราสามารถประเมิน metabolism ของเซลลไดจากระดับความเขมขนของสารเคมีใน

กระบวนการชีวเคมีตามปกติของเซลล โดยเฉพาะอยางยิ่งสารเคมีที่เกี่ยวของในกระบวนการสราง

พลังงานของเซลล วามีระดับผิดไปจากปกติหรือไม สารเคมีที่นิยมวัด ไดแก ATP ซึ่งเปนสารเก็บ

พลังงานไวในรูปของพลังงานศักยทางเคม ี และ reducing equivalents เชน NADH และ NADPH 

และสารอื่น  ๆ ใน electron transport chain  สวนกาซออกซิเจนที่เซลลใชในการหายใจนั้น ถึงแม

สามารถวัดไดเชนกัน แตไมพบในรายงานการวิจัยที่ไดคัดเลือกไว

เซลลที่มีชีวิตตามปกติจะสราง ATP อยูตลอดเวลา แตไมสะสมไวมาก เนื่องจากมี

กิจกรรมที่ตองใช ATP อยูตลอดเวลาเชนกัน (เชน Na+K+ ATPase ใน plasma membrane มีหนาที่

รักษาระดับของ  resting potential) เซลลที่ “ปวย” อาจจะสราง ATP นอยลง แตที่แนนอนคือทันที

ที่เซลลตาย การสราง ATP จะลดลงอยางรวดเร็ว ระดับของ ATP ที่วัดไดใน cell culture จึงเปน

ดรรชนีบงบอกสุขภาพของเซลล และจำนวนของเซลลที่ยังเหลือรอดอยูได (ในกรณีหลังนี้สมมุติให

ระดับของ ATP ที่ลดลง มาจากการตายของเซลลเทานั้น)  การวัด ATP ในเซลลทำไดโดยยอย 

plasma membrane ใหสลายตัว ปลดปลอย ATP ออกมาใน medium ในขณะที่เติมสารยับยั้ง  

ATPase activity ตามปกติของเซลล จากนั้นจึงวัดระดับของ ATP เชนโดยการใชปฏิกิริยา luciferin-

luciferase bioluminescent reaction (พบในชุดตรวจ CellTiter-Glo®) แลวบันทึกแสงที่เกิดขึ้นดวย

กลอง CCD หรือเครื่องวัดที่ดัดแปลงมาจาก fluorometer
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ระดับความเขมขนของ ATP ที่ลดลงใน cell population อาจหมายความถึงการที่เซลล

ตายไปบางสวน แตถาจำนวนเซลลหรือความหนาแนนไมเปลี่ยนแปลง ระดับความเขมขนเฉลี่ย

ของ ATP ที่ลดลงก็จะเปนเครื่องชี ้metabolic capacity ที่ลดลง

เราอาจประเมินระดับพลังงานของเซลลไดอีกวิธีหนึ่ง คือ ประเมินจาก mitochondrial 

membrane potential โดยยอมดวยส ีJC-1 เปนเวลา 30 นาทีที่ 37 ºC (Piao et al, 2011)

ในการวัด reducing equivalents ในเซลล (เชนใน CellTiter-Blue® Cell Viability Assay) 

นิยมวัดดวยการรีดิวซ resazurin ซึ่งมีสีน้ำเงินเขมและแทบจะไมวาวแสงเลย ใหเปน resorufin ซึ่ง

เปนสารวาวแสง (excitation/emission = 579/584 nm) โดยทำปฏิกิริยาที่ 37ºC เปนเวลา 1-4 

ชั่วโมง (อุณหภูมิสูงและใชเวลานานกวาการทดสอบ LDH ดังกลาวถึงขางตน เพื่อเนนเซลลมีชีวิต) 

จุดเดนของการทดสอบดวย resazurin อยูที่ความงาย ความสะดวก และประหยัด ของวิธีการ

ทดสอบ

อีกแนวทางหนึ่ง reducing equivalents ในเซลลอาจวัดไดโดยการรีดิวซ tetrazolium 

dye ชนิดใดชนิดหนึ่งใหเปนสารประเภท formazan ซึ่งมีสีมวง โดยอานคาการดูดกลืนแสงในเครื่อง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นใดความยาวคลื่นหนึ่งในชวง 500-600 nm หลังใหทำ

ปฏิกิริยา 1 ถึง 4 ชั่วโมงแลวแตการออกแบบการทดสอบ  tetrazolium dye ที่นิยมใชมีหลายชนิด 

เชน

• MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) เปนสารสี

เหลืองตามสูตรดั้งเดิม เมื่อถูกรีดิวซแลวใหสาร formazan ที่ไมละลายน้ำ จึงตองเติมน้ำยา 

solubilizing solution (ซึ่งอาจประกอบดวย DMSO หรือ acidified ethanol solution หรือ SDS 

ในสารละลาย HCl เจือจาง) จึงจะเกิดสารละลายสีมวงใหวัดคาการดูดกลืนแสงได

• MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium) เปนอนุพันธุของ tetrazolium salt เชนเดียวกับ MTT  เมื่อถูกรีดิวซ

แลวใหสาร formazan ที่วัดคาการดูดกลืนแสงใน phosphate buffer saline ไดที่ความยาวคลื่น

ระหวาง 490-500 nm (พบไดในชุดตรวจ CellTiter 96® AQueous series เชน ชุดตรวจ CellTiter 

96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay)  ชุดตรวจที่ใชปฏิกิริยาของ MTS กับ 

electron coupling reagent phenazine methosulfate (PMS) มักเรียกกันวา “one-step MTT 

assay” ซึ่งหมายถึงการใหความสะดวกในการทำการทดลอง (พบไดในชุดตรวจ CellTiter 96® 
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AQueous series เชน ชุดตรวจ CellTiter 96® AQueous One Non-Radioactive Cell 

Proliferation Assay)

• WSTs (Water soluble Tetrazolium salts) เปน tetrazolium dye ใหมๆ ที่สังเคราะห

ขึ้นดวยการเติมหมูที่มีประจุไฟฟา หมู hydroxyl หรือหมู sulfonate เขาไปใน phenyl ring ของ 

tetrazolium salt เพื่อใหสาร formazan ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยารีดักชั่นเปนสารที่ละลายน้ำได จึงให

ความสะดวกในการทำการทดลอง ใหสัญญาณที่แรงกวา MTT และลดความเปนพิษตอเซลล  

สาร WST ที่พบไดมากคือ XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-

carboxanilide)

4.2.รายงานผลการวิจัยที่เกี่ยวของ

4.2.1. สัณฐานและพฤติกรรมของเซลล (morphology and behavior)

ทั้ง MR-90 normal human lung fibroblast และ U251 human glioblastoma cells ที่

สัมผัสกับอนุภาคโลหะเงินนาโนขนาด 6-20 nm (เคลือบดวย soluble potato starch) จะไมแผบน

พื้นผิวตามปกต ิ โดยจะกลมมากขึ้น มีติ่ง (blebbling) ออกมาจากเยื่อหุมเซลล และม ี filopodia 

นอยลง  RT-PCR ของ filamin mRNA แสดงใหเห็นการ down regulation ของ filamin ซึ่งเปนกลุม

ของ actin binding proteins ที่มีหนาที่ในการสรางโครงขาย cytoskeleton  (Asharani et al, 

2009a) บนผิวเซลล U251 ปรากฎเปน dark orange patch ซึ่งไมสามารถลางออกได คลายกับจะ

เปนอนุภาคที ่adsorb อยูบนเยื่อหุมเซลล (Asharani et al, 2009b)

MR-90 normal human fibroblasts ที่สัมผัสกับ AgNP ที่ความเขมขน 0, 25, 100, 200 

และ 400 ug/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมงแลวลางเอาอนุภาคนาโนออก สามารถกลับเปนปกต ิ

(recover) ไดในเวลาประมาณ 3, 3, 5, 15 และ 30 วันตามลำดับ อยางไรก็ตามไมปรากฏความ

เปลี่ยนแปลงในรูปพรรณสัณฐานของนิวเคลียส (Asharani et al, 2009a)

ในการทดลองใหเซลล NHEK และ NHEF สัมผัสกับ PVP fiber ที่ฝงไวดวย AgNP หรือ 

Ag+ ปรากฎวา ลักษณะและพฤติกรรมการแผตัว (spreading) ของเซลล มีความไวตอ AgNP และ 

Ag+ ใกลเคียงกัน (Chun et al, 2010)

28        



ในกรณีของ platelets < 100 nm AgNP (Aldrich 576832) สามารถ induce platelet 

activation ได ในขณะที่ 5-8 um Ag particles ออนกำลังกวามาก นอกจากนั้น AgNP ยังทำใหเกิด 

phosphytidylserine (PS) exposure ซึ่งเปนขั้นตอนการเตรียมใชงาน (precoagulant activation)  

ของ platelets ตามปกติ (Jun et al, 2011)

4.2.2. การเจริญเติบโตของเซลล (growth)

ไมปรากฎการทดสอบในรายงานผลการวิจัยที่รวบรวมได

4.2.3. การรั่วของเยื่อหุมเซลล (plasma membrane leakage)

platelets จาก fresh human blood ไมแสดงการรั่วของเยื่อหุมเซลลใหตรวจพบ LDH 

ใน outside medium ได แมวาจะอยูใน 500 uM AgNP ก็ตาม (Shrivastava et al. 2009) ซึ่ง 

สอดคลองกับผลการศึกษาใน L5178Y cells และ BEAS-2B cells ซึ่งไมเห็นการรั่วของเซลลที ่500 

uM AgNP เชนเดียวกันทั้ง  ๆที่เปนเซลลและ AgNP คนละชนิด แตที่ความเขมขนของ  AgNP สูง 

มาก  ๆ (เปนสิบเทาของ 500 ug/ml) แสดง dose-dependent toxicity จาก trypan blue exclusion 

assay เมื่อไดสัมผัสกับ <100 nm AgNP ที่ซื้อมาจาก Sigma-Aldrich (Kim et al, 2010)

การทดลองให human adipose-tissue derived mesenchymal stem cells สัมผัสกับ 

< 50 nm AgNP (Sigma) แลววัดการรั่วของเยื่อหุมเซลล พบวา AgNP เริ่มแสดงความมีพิษตอ

เซลลที่ 10 ug/ml (Hanckenberg, 2011)

4.2.4. ความสามารถในการเปลี่นแปลงทางเคมีของเซลล (metabolic capacity)

เซลล IMR-90 human lung fibroblasts และ U251 human glioblastoma cells ที่

สัมผัสอยูกับ 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง เปนเวลาอยางนอย 24 ชั่วโมง มีระดับของ ATP 

ในเซลลลดลงอยางเห็นไดชัดและ dose dependent การทดสอบการรีดิวซ resazurin ใหเปน 

resorufin ซึ่งเปนสารวาวแสง โดยใชชุดตรวจ CellTiter-Blue® Cell Viability Assay  ชวยยืนยันผล

การทดสอบจากระดับความเขมขนของ ATP (Asharani et al, 2009b)
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จากการวัดดวย CellTiter- 96® aqueous cell proliferation assay kit พบวา 1.5 nm 

AgNP ความเขมขน > 15 ppm (เคลือบดวย polymer หรือ surfactant) แสดง cytotoxic effect ตอ 

PBMC ที่ถูกกระตุนโดย PHA  (Shin et al, 2007)few

เมื่อ human mesenchymal stem cells สัมผัสเปนเวลา 7 วัน กับ AgNP ขนาดเสนผา

ศูนยกลาง 100 nm ที่เคลือบดวย PVP ใน medium ที่เติม 10% FCS ครึ่งหนึ่งของเซลลตาย เมื่อ

ใช AgNP ความเขมขนมากกวา ~3 ug/ml   สวนในกลุมควบคุม ครึ่งหนึ่งของเซลลตายเมื่อใช Ag+ 

ions ความเขมขนมากกวา ~1 ug/ml (Greulich et al, 2009)  ผูวิจัยไดตั้งสมมุติฐานวา cytotoxic 

effect มีความแตกตางทางกลไกจาก antimicrobial effect ซึ่งเกิดที่ความเขมขนของ Ag นอยกวา

มาก อยางไรก็ตามยังไมสามารถสรุปได เนื่องจากความแตกตางระหวางขนาด รูปราง และสาร

เคลือบผิวของ AgNP และสภาวะที่ใชในการทดลองตางๆ ที่ผูวิจัยไดวิจารณเปรียบเทียบ (Greulich 

et al, 2009)

อยางไรก็ตาม เมื่อเติม AgNP ขนาด 20-80 nm ที่เคลือบผิวดวยคารบอน และที่ไมได

เคลือบผิว ลงไปใน culture ของ human epidermak keratinocytes (HEK) ไมพบความ

เปลี่ยนแปลงของ viability (Samberg et al, 2010)
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5. การลำเลียงอนุภาคโลหะเงินนาโนเขา
และออกจากเซลล

นอกเหนือจากการศึกษาความเปนพิษตอเซลลในภาพรวม เชน การเปลี่ยนแปลงรูปราง 

การเติบโต การสรางพลังงาน การตาย ฯลฯ ของเซลลมนุษย ที่นำเสนอไวในบทกอนหนานี้แลว 

การศึกษาที่มีการรายงานไวเปนเบื้องตน ก็คือผลของการเฝาสังเกตการสัมผัสของอนุภาคกับเยื่อ

หุมเซลล การลำเลียงอนุภาคเขาเซลล การกระจายตัวของอนุภาคที่เขาไปในเซลลแลว และการ

ลำเลียงหรือการขับอนุภาคดังกลาวออกจากเซลล

5.1.หลักการทดสอบ

5.1.1. การผานผิวหนังของอนุภาคโลหะเงินนาโน

โดยทั่วไปใชอุปกรณ Franz static diffusion cell (Franz, 1975) ซึ่งขึงผิวหนัง (เชน 

abdominal skin ที่ไดรับการบริจาค หรือเปนของเหลือจากการทำศัลยกรรม) ไวระหวางสอง 

compartments  ดานหนึ่งเปนผิวหนังดานนอกที่สัมผัสกับอนุภาคนาโน ในรูป ผงฝุน แขวนลอยใน

ของเหลว หรือในเจล ครีม ฯลฯ  สวนอีกดานหนึ่งสมมุติวาเปนเลือดในรางกาย ที่สามารถดูด

ตัวอยางออกมาตรวจวัดความเขมขนของอนุภาคได อุปกรณทั้งสองดานมีระบบควบคุมอุณหภูมิ 

และระบบกวนหรือไหลเวียนไมใหสารละลายที่ใชแทนเลือดหยุดนิ่ง (แควนอยูกับที ่ ไมไดไหลไป

ไหน จึงเรียกวา static)   อุปกรณที่มีขายในทองตลาดมักมีหลาย diffusion cells อยูในชุด (block) 

เดียวกัน เพื่อสะดวกในการควบคุมอุณหภูม ิ และทำหลายการทดลองขนานกันไป รวมทั้งสำหรับ

เตรียมตัวอยางไวสองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนที่เวลาตางๆ เพื่อสังเกตวาอนุภาคนาโนผาน

เขาไปในเซลลหรือไม หรือแทรกเขาไปในชองวางระหวางเซลล เชน ในรูขุมขน ใน stratum 

corneum lipidic matrix ฯลฯ

ผลการทดลองมักวาดเปนกราฟ แสดงความเขมขนของอนุภาคที ่ตรวจพบที  ่

compartment ดานในรางกาย ณ เวลาหลังเริ่มทำการทดลอง  พรอม electron micrograph ณ 

เวลาหนึ่งๆ
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5.1.2. การลำเลียงอนุภาคเขาเซลล

ใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน ทั้ง TEM และ STEM ในการติดตามการลำเลียงอนุภาค

เขาเซลล โดยที่จุดเดนของ STEM คือความสามารถในการระบุตำแหนงของ AgNP โดยใชเทคนิค 

Energy Dispersive X-ray (EDX) Spectroscopy  จุดออนของเทคนิคในกลุมนี ้คือไมสามารถใชกับ

เซลลที่ยังมีชีวิตอยูได

การตรวจสอบวา endosome เปนชนิดที่ผานทางโครงสราง clathrin coated pits หรือ

ไม ทำไดโดยกำจัด K+ นอกเซลล (Asharani et al, 2009b)  แลวตรวจดูวา endocytosis ยังเกิดขึ้น

ไดหรือไม

การตรวจสอบวา endosome เปนชนิด macropinocytosis หรือไม ทำไดโดยการเติม 

wortmanin ซึ่งจะไปยับยั้งการเกิด macropinocytosis (Asharani et al, 2009b)

การตรวจสอบวา endosome เปนชนิดที่ผานขั้นตอน caveolin dependent 

endocytosis หรือไม ทำไดโดยการเติม nystatin ซึ่งจะไปยับยั้งการเกิด caveolin dependent 

endocytosis (Asharani et al, 2009b)

5.1.3. การกระจายตัวของอนุภาคขณะอยูในเซลล

ใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน ทั้ง TEM และ STEM/EDX ในการติดตามอนุภาค AgNP 

ขณะอยูในเซลล

5.1.4. การลำเลียงอนุภาคออกจากเซลล

ในระดับเซลล สามารถใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน ทั้ง TEM และ STEM/EDX ใน

การติดตามอนุภาค AgNP ขณะถูกลำเลียงออกจากเซลล

ในระดับ cell population ใชการ wash เซลล แลวแยกวิเคราะห Ag ในสวนที่เปนเซลล 

และในสวนน้ำลางหลังจากปนแยก
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5.2.รายงานผลการวิจัยที่เกี่ยวของ

5.2.1. การเคลื่อนที่ของอนุภาคโลหะเงินนาโนผานผิวหนัง

ในระดับผิวหนัง มีการทดสอบการเคลื่อนที่ของ AgNP ขนาด 25±7.1 nm  ซึ่งเคลือบ

ไวดวย PVP  ผาน human abdominal full thickness skin ซึ่งตรึงไวบน Franz static diffusion cell 

สรุปไดวา การดูดซึม AgNP ผานผิวหนังมนุษยเกิดขึ้นในระดับต่ำ เมื่อเทียบกับการดูดซึมอนุภาค

โลหะอื่น แตถาผิวหนังอยูในสภาพ damaged skin การดูดซึมอาจมากขึ้นกวาเทาตัว อยางไรก็ตาม 

ยังไมมีผลการศึกษาที่ชัดเจน วา AgNP ผานผิวหนังทาง intercellular transcutaneous pathway 

เชน hair follicle orifices และ stratum corneum lipidic matrix เชนเดียวกับอนุภาคอีกหลายชนิด 

หรือผานเขาเซลลผิวหนัง แลวไปปลอยออกดานในรางกาย (Larese et al, 2009)

5.2.2. การลำเลียงอนุภาคเขาเซลล

ผลการศึกษาดวย TEM แสดงวา 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง ถูกลำเลียงเขา

เซลล IMR-90 normal human lung fibroblasts และ U251 human glioblastoma cells ผาน

กระบวนการ endocytosis  กระบวนการ uptake นี้สามารถเกิดขึ้นได แม clathrin coated pits จะ

ถูกยับยั้งไวดวยการลด K+ ดานนอกเซลล หรือแม caveoli pits จะถูกยับยั้งโดย nystatin   แตถา

เติม wortmanin ซึ่งยับยั้งปรากฎการณ macropinocytosis การ uptake AgNP เขาเซลลจะลดลง

อยางมีนัยสำคัญ จึงสรุปในเบื้องตนไดวา AgNP ถูกลำเลียงเขาเซลลดังกลาวโดยกระบวนการ 

macropinocytosis  เปนหลัก (Asharani et al, 2009a)

5.2.3. การกระจายตัวของอนุภาคขณะอยูในเซลล

ใน IMR-90 normal human lung fibroblasts และ U251 human glioblastoma cells   

6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง กระจายตัวคอนขางสม่ำเสมอ  TEM แสดงใหเห็น endosomes 

ที่ม ี AgNP อยูภายใน อยูใกลเยื่อหุมเซลล นอกจากนั้นยังเห็น autophagic vacuoles ที่ภายมใน

เต็มไปดวย วัตถุรูปรางเหมือนไมโตคอนเดรีย ซึ่งบรรจุไวดวยอนุภาคที่ไมใหอิเล็กตรอนผานได 

(Asharani et al, 2009a)
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การทดลองให human adipose-tissue derived mesenchymal stem cells สัมผัสกับ < 

50 nm AgNP (Sigma) พบวา AgNP เขาไปภายในเซลลได และเขาไปถึงในนิวเคลียสดวย 

(Hanckenberg, 2011)

5.2.4. การลำเลียงอนุภาคออกจากเซลล

ผลการศึกษาแสดงวา 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง ถูกขับออกจากเซลล IMR-90 

normal human lung fibroblasts และ U251 human glioblastoma cells อยางชาๆ  โดยมีอัตรา

การลำเลียงขึ้นกับความเขมขนของอนุภาค และเพิ่มขึ้นตามเวลา โดยที่รอยละ 10 ของ AgNP ถูก

ขับออกใน 2 ชั่วโมง  รอยละ 66 ถูกขับออกใน 48 ชั่วโมง  แตรอยละ 34 ของ AgNP ไมถูกขับ

ออกจากเซลลเลย (Asharani et al, 2009a)
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6. ความเครียดออกซิเดชั่น และการตายของ
เซลลอยางเปนระบบ

ความเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) เปนสภาวะความเครียดในระดับเซลล เมื่อ

ระบบปกติของเซลล ไมสามารถกำจัดสารพวก reactive oxygen species (ROS) ไดหมด  ความ

เสียหายซึ่ง ROS กอขึ้นในเซลล จะสงผลกระทบไปถึง metabolism ของเซลล  โดยเฉพาะอยางยิ่ง 

ผานทาง JNK activation pathway ไปลด membrane potential ที่ไมโตคอนเดรีย เริ่มกระบวนการ 

caspase activation เพื่อทำลายเซลลอยางเปนระบบ (apoptosis) ซึ่งเปนกลไกตามธรรมชาติ 

สำหรับกำจัดเซลลที่มีการทำงานผิดปกต ิ(Piao et al, 2011)

6.1.หลักการทดสอบ

6.1.1. ความเครียดออกซิเดชั่น

ความเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) เปนสภาวะความเครียดในระดับเซลล เมื่อ

ระบบปกติของเซลล ไมสามารถกำจัดสารพวก reactive oxygen species (ROS) ไดหมด  อันอาจ

สงผลกระทบไปถึง metabolism ของเซลล และการเกิดโรคหลายชนิด

สารในกลุม ROS เกิดขึ้นจากการทำงานตามปกติของเซลล แตก็อาจเกิดจากการกระ

ตุนจากภายนอกได จึงมีความหวงใยวา AgNP จะสามารถทำใหเกิด oxidative stress ในเซลล

มนุษยไดหรือไม ไมวาจะโดยตัวของมันเอง หรือผานทางกลไกอื่น โดยเฉพาะอยางยิ่ง เมื่อมี

รายงานการวิจัยในเซลล RAW 264.7 (macrophage-like, Abelson leukemia virus transformed 

cell line derived from BALB/c mice) วามีความเปนไปไดที่อนุภาคนาโนหลายชนิด จะทำ

อันตรายตอเซลลผานทาง oxidative stress (Xia et al, 2006)

ปกติในการตรวจวัด ROS จะตองทำ viability assay กอน เพื่อเลือกสภาวะการทดลอง 

โดยเฉพาะอยางยิ่งขนาดความเขมขนของ AgNP ไมใหเซลลตาย

ROS วัดไดโดยการยอมเซลลดวย 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCF-

DA) ซึ่งจะแพรเขาเซลลแลวถูก intracellular esterase ตัดหมู acetate ออก ไดสีที่มีประจุไฟฟา จึง
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ไมสามารถแพรออกจากเซลลได  ซึ่งในที่สุดจะถูกเปลี่ยนสภาพจากไมวาวแสงเปนวาวแสง 

(excitation 492-495 nm, emission 517-527 nm) เมื่อถูกออกซิไดซดวย ROS   สวน positive 

control ใชเซลลที่แชไวในไฮโดรเจน เปอรออกไซด

dihydroethidium เปนสารที่ไดจากการรีดิวซ ethidium bromide ปกติในสภาวะถูกรีดิวซ 

จะสามารถแพรผานเยื่อหุมเซลล เขาไปวาวแสงเปนสีน้ำเงินอยูในเซลลได แตเมื่อถูกออกซิไดซ 

เชน โดย superoxide radicals จะได ethidium ซึ่งจะเขาไปยอม DNA ทำใหการวาวแสงเปลี่ยน

เปนสีแดง (peak emission ประมาณ 600 nm และยาวไปจนเกือบถึง 700 nm)

ในกรณีที ่ต องการวัด superoxide radicals กลุ มควบคุมใชเซลลที ่บมไวใน 

diethyldithiocarbamic acid (DDC) ซึ่งเปน strong inhibitor ของเอนไซม superoxide dismutase

การทดสอบความเครียดออกซิเดชั่นอีกแนวหนึ่ง เปนการทดสอบ intracellular 

antioxidant systems ซึ่งไดแก glutathione (GCL-GSS-GSH), superoxide dismutase, catalase, 

ฯลฯ

glutathione (GSH) เปน antioxidant scavenger หลักของเซลล มีหนาที่กำจัด ROS 

เพื่อลด oxidative stress ตอเซลล   เซลลสังเคราะห GSH โดยปฏิกิริยา 2 ขั้นตอน ซึ่งตองใช ATP 

ไดแก (1) สังเคราะห gamma-glutamylcystein ขึ้นจากปฏิกิริยา rate-limiting step ระหวาง L-

glutamate กับ cystein  โดยใชเอนไซม gamma-glutamylcystein synthetase (GCL) และ (2) เติม 

glycine เขาไปดาน C-terminus ของ gamma-glutamylcystein โดยเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซม 

glutathione synthetase (GSS) ดังนั้น แนวทางการวิเคราะห GSH ในเซลล จึงมีดังนี้ คือ 

(1) วิเคราะห GSH โดยตรง โดยใชเทคนิค high-resolution magic angle spinning nuclear 

magnetic resonance (HR-MAS NMR) spectroscopy (Piao, 2011) หรือใช commercial 

colorimetric assay  (เชน GSH-400 จาก OXIS International ซึ่งอานผลจากการดูดกลืนแสงที่ 

400 nm) หรือยอมเซลลดวย CMAC ซึ่งเปนสียอมวาวแสง (exitation/emission = 351/380 

nm) (Tauskela et al, 2000 อางถึงใน Piao, 2011)
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(2) วิเคราะหหาเอนไซมที่ชวยเรงปฏิกิริยาสังเคราะห GSH ไดแก GCL และ GSS โดย western 

blot คือใช electrophoresis แยกโปรตีนเสียกอน   จากนั้น transfer protein bands ที่ไดลงไป

อยูบน nitrocellulose membrane กอนที่จะ incubate ดวย primary antibody แลวจะ incubate 

ดวย second antibody ก็ได  สวนการ detect ก็แลวแตวา เปน radioactive label หรือเปน 

chemiluminescent label บน antibody

6.1.2. การตายอยางเปนระบบ (apoptosis)

ธรรมชาติมีวิธีกำจัดเซลลที่มีความผิดปกติมาก โดยเฉพาะความผิดปกติทางพันธุกรรม 

ไมใหแบงตัว และถูกยอยสลายอยางเปนระบบ เพื่อนำสารตางๆ กลับมาใชใหม

เทคนิคมาตรฐานที่ใชกันมานาน คือการตรวจหา nicks จาก DNA fragmentation ซึ่ง

เปนผลจากการยอยของ nuclease ตาม apoptotic cascade การตรวจประเภทนี้เรียกวา terminal 

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) Assay (Kylarova et al, 2002)  

โดยการใชเอนไซม terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ตอ X-dUTP (X-2’-deoxyuridine 

5’-triphosphate) เขาไปเปน X-dU ที ่terminal end ของสาย DNA จากนั้นก็ยอมสีเซลลเพื่อตรวจดู

วามีรองรอยของ nicks ที ่terminal end หรือไม  การตรวจตองแลวแต X ซึ่งตออยูกับ dUTP ซึ่งใช

ทำปฏิกิริยาในตอนแรก โดยทำใน flow cytometer เพื่อใหไดขอมูลเปนรายเซลล และขอมูลทาง

สถิติของทั้ง population

• ถา X-dUTP เปน biotin-2’-deoxyuridine 5’-triphosphate ปลาย terminal end จะถูก label ดวย 

biotin การตรวจใชการยอมดวย fluorescent-avidin เปนตน

• ถา X-dUTP เปน 5-bromo-2’-deoxyuridine 5’-triphosphate ปลาย terminal end จะถูก label 

ดวย BrdU การตรวจใชการยอมดวย fluorescent-antibody ตอ BrdU เชนยอมดวย  Alexa 

Fluor® ซึ่งเปน antibody ตอ BrdU เชื่อมกับสารวาวแสงจำพวก fluorescein

• ถา X-dUTP เปน fluorescein-2’-deoxyuridine 5’-triphosphate ปลาย terminal end จะถูก label 

ดวย fluorescein-dU ซึ่งเปนสารวาวแสงในตัวเอง ไมตองยอมสีอีก (excitation/emission ~ 

495/550 nm)

Annexin assay เปนการทดสอบที่ใหมกวา โดยอาศัยการคนพบวา phosphatidylserine 

(PS) ถูกลำเลียงจากดานใน ไปยังดานนอกของเยื่อหุมเซลลที่เริ่มจะเกิด apoptosis  ในการทดสอบ 
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ใช fluorescein conjugate annexin ซึ่งจะจับตัวกับ phosphatidylserine เปนผลใหเซลลที่เริ่มจะเกิด 

apoptosis ถูกยอมดวยสีดังกลาว สองดูไดในกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (exitation/emission 

= 496/550 nm) หรือวัดไดใน spectrofluorometer หรือใน flow cytometer ซึ่งมีโปรแกรม

คอมพิวเตอรชวยคำนวณทางสถิติใหดวย

ในการทดสอบเดียวกัน มักจะมีการเติม propidium iodide (PI) ลงไปดวย เพื่อหา 

necrotic cells ซึ่ง membrane เสียความสามารถในการกั้นไมใหสารตาง  ๆ เขาไปในเซลล PI จึง

เขาไป label DNA ของเซลลที่ตายแบบ necrosis ได   การใช PI คูกับ annexin จึงทำใหสามารถ

แยกเซลลออกไดเปนสี่กลุม (Sigma-Aldrich, 2012; AshaRani 2009b) คือ

• viable cells:G G annexin V -G PI -G G ไมติดสียอม

• early apoptotic cells:G annexin V +G PI -G G ยอมติดสีเขียวเทานั้น

• late apoptotic cells:G annexin V +G PI +G G ยอมติดทั้งสีเขียวและแดง

• necrotic cells:G G annexin V -G PI +G G ยอมติดสีแดงเทานั้น

การทดลองโดยใชเทคนิคนี ้ ทำกับเซลลจำนวนนอยที่แผอยูบนพื้นผิว หรือทำกับเซลล

จำนวนมาก ใน flow cytometer ก็ไดโดยใชเครื่องมือสองความยาวคลื่น ซึ่งเปนเครื่องมือ

มาตรฐานอยูแลว แตปญหาของเทคนิคนี ้อยูที่การแปลผลที่ความเขมขนตาง  ๆของ AgNP วามีคำ

อธิบายอยางอื่นนอกจาก apoptosis หรือไม และในการศึกษาควรจะตองทำการวัด DNA  

breakage ควบคูไปดวย (AshaRani et al 2009b)

อนึ่ง การลำเลียง PS จากดานในไปดานนอกของเยื่อหุมเซลลเมื่อเริ ่มจะเกิด 

apoptosis นี้ มีความคลายคลึงกับ “PS exposure” ซึ่งเปนขั้นตอนแรกเริ่มของ platelet 

aggregation ดังนั้น จึงมีการศึกษาความสามารถของ AgNP ในการ activate platelet aggregation 

ดวย (เชน Jun, 2011) แตในที่นี้จะไมกลาวถึง เนื่องจากจะเนนเฉพาะความเปนพิษตอเซลล

นอกจากนั้น โปรตีนที่เกี่ยวของในกระบวนการ apoptosis เชน cytochrome c, 

caspase 9 และ caspase 3 สามารถวิเคราะหไดโดยใช western blot ดวย antibody ที่มีความ

จำเพาะตอโปรตีนแตละชนิด (Piao et al, 2011)
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6.2.รายงานผลการวิจัยที่เกี่ยวของ

6.2.1. ความเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress)

ไมโตคอนเดรียเปนแหลงที่เกิดการสราง ROS ขึ้นในเซลล ในกระบวนการ oxidative 

physphorylation ออกซิเจนถูกรีดิวซเปนน้ำดวยการเติมอิเล็กตรอนอยางระมัดระวังตามหวงโซการ

ลำเลียงอิเล็กตรอน แตบางคร้ังอิเล็กตรอนก็อาจหลุดออกมา เมื่อ molecular oxygen รับ

อิเล็กตรอนเขาไปจะเกิดเปน superoxide anion radical ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเปนไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด และอาจจะถูกรีดิวซจนเต็มที่กลายเปนน้ำ หรือถูกรีดิวซบางสวนเปน hydroxyl radical ซึ่ง

นับเปนออกซิแดนซที่แรงที่สุดชนิดหนึ่งในธรรมชาติ (Boonstra et al, 2004 อางถึงใน Asharani et 

al, 2009b)  สารพิษที่เซลลไดรับเขาไปเพิ่มอัตราการสราง superoxide anion radical ดวยการขัด

ขวางการลำเลียงอิเล็กตรอน (ในกรณีนี้อัตราการสังเคราะห ATP จะลดลง) หรือไมก็รับอิเล็กตรอน

มาจากสารในหวงโซการลำเลียงอิเล็กตรอน แตกลับสงตอให molecular oxygen (Turrens et al. 

2003 อางถึงใน Asharani et al, 2009b)  AgNP อาจจะเปล่ียนแปลงการทำงานของไมโตคอนเดรีย 

โดยการขัดขวางหวงโซการลำเลียงอิเล็กตรอน ทำใหเกิด ROS มากขึ้น และ ATP นอยลง ในขณะ

ที่ีระดับ ROS ที่สูงขึ้นก็จะไปทำลายโปรตีนและ DNA ตอไป

การทดลองกับ IMR-90 normal human lung fibroblasts U251 human glioblastoma 

cells แสดงวามีการสราง peroxide และ superoxide มากขึ้นอยางสำคัญในเซลลที่ไดสัมผัสกับ 

6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง ที่ความเขมขน 25 และ 50 ug/ml AgNP (Asharani et al, 

2009b)

จากการทดสอบดวย RT-PCR พบวา IMR-90 human lung fibroblasts และ U251 

human glioblastoma cells ที่สัมผัสอยูกับ 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง แสดง upregulation 

ของ metallothionein และ hemeoxygenase-1 (Asharani et al, 2009a)   metallothionein เปน

สารเคมีที่ชวยในระบบ metal detoxification ของเซลล และมักใชเปน biomarker ของ metal-

induced cytotoxicity สวน hemeoxygenase-1 เปนเอนไซมที่มีหนาที่ยอยสลาย heme แตมีผล

ขางเคียงเปนการชวยปองกันอันตรายตอเซลลจาก oxidizing environment (Morse & Choi, 2005) 

นอกจากนั้น การทดลองในแบคทีเรียเมื่อไมนานมานี้ ยังพบวา ความเปนพิษของ AgNP สวนใหญ

มาจาก oxidative stress และไมขึ้นกับความเปนพิษของ Ag+ ไอออน (Kim et al, 2007)
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ในการทดลองให human Chang liver cells สัมผัสกับ <100 nm AgNP (Sigma) 

ปรากฏวาระดับของ glutathione ลดลงเรื่อย  ๆ จากประมาณ 450 uM ลงมาเหลือไมถึง 50 mM 

ภายใน 24 ชั่วโมง ในขณะที่ระดับของ GCLC และ GSS ก็ลดลงในรูปแบบเดียวกัน (Piao et al, 

2011)

6.2.2. การตายอยางเปนระบบ (apoptosis)

กลไกความเปนพิษตอเซลลของ AgNP อาจจะผานทางการตายอยางเปนระบบ 

(apoptosis)  เนื่องจากเมื่อป 2007 มีรายงานการเกิด apotosis จาก AuNP ซึ่งปกติมีความเปนพิษ

นอยกวา AgNP อยางสำคัญ (Pan et al, 2007)  และในเวลาไลเลี่ยกัน ก็มีรายงานวาพบการเกิด 

apoptosis จาก AgNP ใน cell line หนู (Hsin et al, 2008)

การทดลองในเซลล IMR-90 human lung fibroblasts ดวยวิธีวัด annexin พบเซลล

เพียงจำนวนนอย ที่เกิด apoptosis และ necrosis แมเซลลจะไดสัมผัสกับ AgNP ที่ความเขมขน

สูงสุดในการทดลอง (400 ug/ml 6-20 nm AgNP เคลือบดวยแปง)  สวนในความเขมขน AgNP ที่

ต่ำ (25-100 ug/ml) จำนวนเซลลที่เกิด apoptosis เพิ่มขึ้นรอยละ 5-9 เทียบกับกลุมควบคุม 

อยางไรก็ตามผูวิจัยไมอาจสรุปใหชัดเจนไดมากกวานี ้ เนื่องจากอาจมีคำอธิบายวา ตัวเลขการเพิ่ม

ของ apoptosis อาจเกิดมาจาก ROS ที่เพิ่มขึ้น (Asharani et al, 2009b)

ในการทดลองใน THP-1 cells (human acute monocytic leukemia cell line) พบวา 

0-7.5 ug/ml 69 nm AgNP ที่เคลือบ PVP สามารถกระตุนใหเกิด apoptosis ได โดยมี threshold 

concentration ประมาณ 1.5 ug/ml  และรอยละของเซลลที่เกิด necrosis มีคาประมาณ 3 เทา

ของเซลลที่เกิด apoptosis ณ ความเขมขนสูงสุดที่ทดลอง   ในขณะที่ไอออนเงิน (Ag+) มี 

threshold concentration ประมาณ 0.5 ug/ml (Foldbjerg et al, 2009)

ในการทดลองให human Chang liver cells สัมผัสกับ <100 nm AgNP (Sigma) 

ปรากฏ apoptotic bodies (micronuclear) ซึ่ง correlate ทางเวลากับการลดของ mitochondria 

membrane potential และการเพิ่มของโปรตีนที่เกี่ยวของกับ apoptosis รวมทั้ง active form ของ 

JNK ดวย (Piao et al, 2011)
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7. การปลอยสัญญาณเคมีจากเซลล 
การสงสัญญาณเคมีเขาเซลล 
และการเคลื่อนที่ตอบสนองตอสัญญาณ

เคมีจากเซลลอื่น

การสงสัญญาณในรูปของสารเคมี เพื่อสื่อสารระหวางเซลลใหทำงานรวมกันไดอยาง

สอดคลอง และตอบสนองตอสิ่งเราหรืออันตรายไดตามความจำเปน เปนกิจกรรมที่สำคัญมาก

อยางหนึ่งของรางกาย ซึ่งประกอบดวยเซลลจำนวนมาก ดังนั้น การปลอยสัญญาณเคมีออกจาก

เซลล การรับสัญญาณเคมีจากเซลลอื่น การสงสัญญาณเคมีภายในเซลลเอง และการเคลื่อนที่ตอบ

สนองตอสารเคมีจากเซลลอื่น จึงเปนสิ่งที่ตองทดสอบวาถูกกระทบจากความเปนพิษของ AgNP 

หรือไม เพียงใด

7.1.หลักการทดสอบ

7.1.1. การปลอยสัญญาณเคมีจากเซลล

สารเคมีที่เซลลปลอยออกมา ไมวาจะเปนกลุม interleukin เชน IL-6, IL-8, IL-11 หรือ

กลุม growth factor เชน vascular endothelial growth factor (VEGF) สามารถวัดความเขมขนได

โดยวิธ ี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) โดยใช commercial antibodies และ 

standards

7.1.2. การสงสัญญาณเคมีภายในเซลล

การสงสัญญาณเคมีภายในเซลล ทำนองคลายกับ second messenger นั้น ที่มีการ

ศึกษาอยางใกลชิด คือการเปลี่ยนแปลงของ Ca2+ ซึ่งติดตามไดโดยการใช calcium indicator
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calcium indicator ที่นิยมใชไดแก Fura-2, Fluor-3 และ Fluor-4 ในรูปตางๆ กัน เชน 

ในรูป ester ที่สามารถ partition ผาน plasma membrane เขาไปภายในเซลลได และเมื่อถูก 

cytoplasmic esterase ยอยใหอยูในรูปที่มีประจุไฟฟาแลว ก็จะสะสมอยูในเซลล ไมสามารถผาน

กลับออกมานอกเซลลได  ในทางปฏิบัต ิตองใช calcium buffer เพื่อทำ standard curve ภายใน

เซลลชนิดที่ตองการศึกษา และตองระวังวา ความเขมขนของ indicator ไมมากจนกระทั่งทำตัวเปน  

calcium buffer เสียเอง ทั้งยังตองมีขั้นตอนใหเซลลพักฟนหลังการเติม indicator เนื่องจากสารที่

เปนตัวทำละลาย indicator และสารที่เปนผลจากปฏิกิริยาของ esterase อาจมีความเปนพิษตอ

เซลลได

7.1.3. การเคลื่อนที่ตอบสนองตอสัญญาณเคมีจากเซลลอื่น (chemotaxis)

chemoattractant solution เตรียมไดจากการกระตุน peripheral blood mononuclear 

cells (PBMC ซึ่งเตรียมจากการ centrifuge whole blood @ 400xg 30 นาท ี ใน ficoll density 

gradient) ดวย 5 ug/ml lipopolysaccharide (LPS) แลวปนแยกเอาเฉพาะ cell-free supernatant  

chemotaxis วัดไดดวยวิธ ี transwell assay โดยการเติม chemoattractant solution ลง

ใน 24-well plate (พรอมกับสารที่ตองการวัด toxicity) ตามดวย Falcon™ FluoroBlok™ inserts 

(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) pore size 3 μm แลวเติมเซลล (พรอมกับ

สารที่ตองการวัด toxicity) ลงไปบน insert  หลังจากรอ 3 วันใน culture condition ก็นับเซลลที่ได 

transmigrate ผานรูลงไปจนถึงดานลางโดยการยอมสี เชน calcein-AM แลวนับเซลลใน 

fluorescence microscope

48        



7.2.รายงานผลการวิจัยที่เกี่ยวของ

7.2.1. การปลอยสัญญาณเคมีออกจากเซลล

ตามปกติ เมื่อกระตุน human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) ดวย 

phytohemagglutinin (PHA) PBMC จะปลอย cytokine ออกมาหลายชนิด เพื่อสงสัญญาณบอก

เซลลอื่นๆ ใหเตรียมปองกันตัวและกำจัดผูบุกรุกซึ่งเปนพิษตอเซลลรางกายดวย

อันที่จริงตามปกต ิPBMC ก็สราง IL-6, TNF-α, IL-10 และ IL-1β อยูบางแลว แตเมื่อ

ถูกกระตุนดวย LPS แลว PCMB จะเพิ่มการสราง IL-1β และ TNF-α เปนอยางมาก และเพิ่มการ

สราง IL-6 บางเล็กนอย ในขณะที่มีการหนวงเวลาการเพิ่มการสราง IL-10 (Jansky, Reymanova 

& Kopecky, 2003)

ที่ความเขมขนสูงกวา 15 ppm AgNP แสดงความเปนพิษตอ PBMC ดังจะเห็นไดจาก

การลดการปลอย IL-5, INF และ TNF อยางไรก็ตาม ที่ความเขมขนต่ำกวา 15 ppm AgNP มีผล

ยับยั้งออนๆ ตอการปลอย IL-5 และยับยั้งอยางแรง ตอการปลอย INF-g และ TNF-a ซึ่งขึ้นอยู

กับความเขมขนของ AgNP ที่ใช  ความรูนี้อาจนำมาใชออกแบบยาลดปฏิกิริยาตอบสนองของ

รางกาย โดยเฉพาะการอักเสบ ซึ่งพบไดในหลายโรค ที่อาการของโรคมาจากปฏิกิริยาของรางกาย

เอง (Shin et al, 2007)

100 nm AgNP ที่เคลือบดวย PVP ที่ความเขมขนมากกวา 5 ug/ml สามารถลดการ

ปลอย cytokine ชนิด IL-6, IL-8, and VEGF จาก human mesenchymal stem cells ในขณะที่ 

Ag+ ในความเขมขนเพียง 2 ug/ml ขึ้นไป สามารถใหผลเชนเดียวกัน   ในการทดลองชุดเดียวกัน 

ณ ความเขมขนต่ำสุดที่ AgNP สามารถยับยั้งการปลอย cytokines ได ปรากฎวาเซลลถูกกระตุนให

ปลอย IL-8 แทนที่จะถูกยับยั้ง ซึ่งพบไดในการทดลองกระตุน human multipotent mesenchymal 

stem cells ดวย Ni2+ อีกดวย (Habijan et al 2007 อางถึงใน Greulich et al, 2009)

การทดลองให human adipose-tissue derived mesenchymal stem cells สัมผัสกับ < 

50 nm AgNP (Sigma) พบวามีการกระตุน (activate) เซลลเกิดขึ้น (Hanckenberg, 2011)
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7.2.2. การสงสัญญาณเคมีภายในเซลล

จากการทดลองติดตามเซลล IMR-90 normal human lung fibroblasts และ U251 

human glioblastoma cells ดวย calcium indicator พบ calcium transient เกิดขึ้นในไซโตพลาสซึม  

เมื่อเซลลดังกลาวถูกกระตุนดวย 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง (AshaRani et al, 2009a)

เมื่อให IMR-90 fibroblasts สัมผัสกับ 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง แลวจึงยอม

ดวย calcium indicator ก็พบการแกวงตัว (fluctuation) ของระดับความเขมขนของ Ca2+ ในไซโต

พลาสซึมในชวงเวลา 24 ชั่วโมงที่ติดตาม สวน U251 human glioblastoma cells นั้นเมื่อถูก

กระทำเชนเดียวกันกับ IMR-90 ก็เกิดการแกวงตัวของระดับความเขมขนของ Ca2+ ในรูปรางที่ตาง

กัน และในเวลาที่ยืดยาวออกไปเปน 48 ชั่วโมง (AshaRani et al, 2009a)

การแกวงของระดับความเขมขนของ Ca2+ ภายในเซลลG ถือวาเปนการทำลายความสม

ดุลยของแคลเซียมในเซลล (disruption of calcium homeostasis) ซึ่งจะสงผลไปยังระบบสำคัญ

สองสวนของเซลล คือ ระบบการสรางพลังงานใน mitochondria และระบบการควบคุมรูปทรงและ

การเคลื่อนที่ของเซลล ที่ขึ้นอยูกับ cytoskeleton (AshaRani et al, 2009a)

7.2.3. การเคลื่อนที่ตอบสนองตอสัญญาณเคมีจากเซลลอื่น

การวัด chemotaxis ใน hMSC เขาหา supernatant ของ stimulated leukocytes ใน 

transwell assay แสดงใหเห็นวา ความเขมขนของ AgNP ที่ยับยั้ง chemotaxis ได มีระดับใกลเคียง

กับความเขมขนของ AgNP ที่เปนพิษตอเซลล    สวนในกรณ ี Ag+ นั้น ความเขมขนที่ยับยั้ง 

chemotaxis ได มีระดับต่ำกวาความเขมขนของ AgNP ที่เปนพิษตอเซลล (Greulich et al, 2009)

การทดลองให human adipose-tissue derived mesenchymal stem cells สัมผัสกับ < 

50 nm AgNP (Sigma) พบวา migration ยังคงเกิดขึ้นไดตามปกต ิณ ความเขมขนของ AgNP ที่ต่ำ

กวาความเขมขนที่เปนพิษ, 10 ug/ml (Hanckenberg, 2011)
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8. ความเสียหายของโครโมโซม ชีวโมเลกุล 
และวัฎจักรของเซลล

ในระดับยอยที่สุด AgNP อาจจะทำใหเกิดความเสียหายตอชีวโมเลกุลชนิดตางๆ เชน 

โปรตีน ลิพิด และกรดนิวคลีอิก โดยเฉพาะอยางยิ่ง DNA และโครโมโซม ซึ่งในกรณีหลังนี้จะเปน

ความเสียหายอยางรายแรงตอเซลล เนื่องจาก DNA มีหนาที่เก็บขอมูลทางพันธุกรรม และเปนแม

แบบของการสรางโปรตีน เพื่อใชในการทำงาน ตลอดจนดำรงความเปนเอกลักษณของเซลล 

ธรรมชาติจึงมีระบบที่จะยับยั้งไมใหเซลลที่มีความผิดปกติของ DNA และโครโมโซม แบงตัวเพิ่ม

จำนวนขึ้น  ทำใหเซลลที ่ DNA เสียหายมาก เกิดความผิดปกติในวัฎจักรตามไปดวย นอกเหนือ

จากการถูกกำจัดไปโดยกระบวนการ apoptosis ดังกลาวแลวในบทกอนๆ

8.1.หลักการทดสอบ

8.1.1. ความเสียหายของดีเอนเอและโครโมโซม (chromosomal damage)

Cytokinesis-Blocked Micronucleus Assay (CBMN) เปนเทคนิคที่ใชวัดการแตกตัว 

(breakage) ของโครโมโซม ดวยการนับจำนวนเซลลที่มี spontaneous micronucleus ซึ่งมีขนาด

เล็กกวาอีก daughter nucleus หนึ่งหลังจากการแบงตัว โดย cytokinesis ถูกยับยั้งไวดวย 

cytochalasin    ความถี่ของ spontaneous micronucleus ขึ้นอยูกับ (1) mutation ของ 

kinetochore proteins, centromeres หรือ spindle apparatus ที่สงผลใหโครโมโซมแบงตัวไมเทา

กัน หรือโครโมโซมหายไปในขั้นตอน anaphase ของการแบงนิวเคลียส ซึ่งในกรณีหลังนี้พบได

ประมาณครึ่งหนึ่งของการเกิด micronucleus ทั้งหมด (2) DNA strand breaks ที่ไมไดถูกซอมแซม    

ไมวาจะเปนผลมาจากภายในเซลลเองหรือจากสารพิษภายนอกเซลล ทำใหไดโครโมโซมที่แบงตัว

แลวมีขนาดไมเทากัน ซึ่งในกรณีหลังนี้พบไดอีกครึ่งหนึ่งของการเกิด micronucleus ทั้งหมด 

(Fenech, 1993)

Alkaline Single-Cell Electrophoresis ที่มักเรียกกันวา Comet Assay เปนเทคนิคที่ใช

วัดการขาดของสาย DNA ที่อยูในโครโมโซม ดวยการหลอเซลลที่ศึกษาเขาไวใน agarose จากนั้น

ทำใหเซลลแตกดวยสารละลายดางของ detergent ซึ่งเปนดาง แลวนำไปทำ electrophoresis  
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สนามไฟฟาจะฉุดให DNA ที่ขาดเปนชิ้นเล็ก  ๆ เคลื่อนที่ออกมาจากเซลล เมื่อยอมสีแลว จะเห็น

เปนหางยาวชี้ไปทางขั้วบวก (Collins, 2004) ถาหางยิ่งยาวและใหญ แปลวายิ่งมีความเสียหายตอ 

DNA ในโครโมโซมมาก

การบอกผลของ Comet Assay ในเชิงปริมาณ ทำไดโดยบอกเปน Olive tail moment 

(OTM) หรือเรียกสั้นๆ วา tail moment ซึ่งหมายถึง ผลคูณของรอยละของ DNA ในหางของ 

comet กับระยะหางระหวาง (intensity centroid) ของหัวกับของหาง (Vilhar, 2004)

อีกวิธีหนึ่งที่ใชวัด DNA fragmentation คือ การวิเคราะห cytoplasmic histone-

associated DNA fragmentation โดยใชชุดตรวจสอบจากบริษัท Roach Diagnostics

นอกจากการวัด DNA breakage แลว อีกสิ่งหนึ่งที่สามารถวัดได คือ DNA mutation

การวัด DNA mutation ทำไดโดย mouse lymphoma thymidine kinase (tk+/-) gene 

mutation assay (MLA) ที่นิยมใชกันก็คือ L5178YTK+/- mouse lymphoma-TK assay ซึ่ง

ประกอบดวยเซลลที่ผาเหลา (TK-) จึงไมสามารถ express thymidine kinase ทำใหไมสามารถ

เปลี่ยน tymidine monophosphate (TMP) analog เชน trifluorothymidine (TFT) ที่ผสมไวใน assay 

ใหเปนสารพิษออกมาฆาเซลล ดังนั้นเซลลจึงเติบโตไดตามปกติ   แตหากเซลลไดสัมผัสกับสารเคมี

ที่เปน mutagen จะทำใหเกิด point mutation ที ่ TK locus ได TK ปกติกลับคืนมา   เมื่อเปลี่ยน

เปน selective medium ที่ผสม TFT ไว เซลลจะตาย   สภาวะที่เหมาะสมในการทดลองนี ้สามารถ

ยืนยันไดดวย positive controls เชน methylmethanesulfonate (MMS) and cyclophosphamide 

(CP)

เนื่องจากสารเคมีหลายชนิด โดยตัวของมันเองอาจไมไดเปน mutagen แตถาถูก

เอนไซมในตับเปลี่ยนใหเปน metabolite บางชนิดอาจเปน mutagen ได ดังนั้น ในการทำ MLA จึง

มักจะมีตัวอยางสวนหนึ่ง ซึ่งนำไปผสมกับ crude extract ของเอนไซมจากตับหนูที่ถูก induce ไว

กอนใหผลิตเอนไซมออกมามากๆ เรียก crude extract นี้วา S9

colonies ของเซลลที่นับได มีทั้งขนาดใหญและขนาดเล็กปนกัน colonies ขนาดใหญ 

แสดงถึงเซลลที่ไมตาย เนื่องจากสารที่สงสัยหรือ metabolites ของมันไมมีฤทธิ์เปน mutagen สวน 

colonies ขนาดเล็กแสดงถึงเซลลที่ม ี DNA/chromosome damage มาก จนถึงแมจะไม express 

TK และรอดอยูได แตก็ปวยมาก  สัดสวนของ large/small colonies เปนเครื่องชี้ mode of action 

ของสารที่ตองสงสัย วาเปน mutagen เปนหลัก หรือ ทำใหเกิด chromosome damage เปนหลัก
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8.1.2. การเปลี่ยนแปลงของวัฏจักรของเซลล (cell cycle)

การติดตามการเปลี่ยนแปลงของวัฎจักรของเซลล ทำไดหลายวิธ ีแตวิธีที่สะดวก คือทำ

ทั้ง population ดวยการใช flow cytometry

การติดตาม DNA ใน cell population ทำไดโดยการยอมเซลลดวย propidium iodide 

แลววัดดวย flow cytometry (Asharani et al, 2009b)  เนื่องจากการวัดใน flow cytometry เกิดขึ้น

ทีละเซลล การประมวลขอมูลจากโปรแกรมคอมพิวเตอรจึงทำใหทราบถึงปริมาณ DNA ในแตละ

เซลล ซึ่งจะบอกตำแหนงของแตละเซลลใน cel cycle และคิดออกมาเปนรอยละได

สมมุติฐานเบื้องหลังการหา cell cycle profile ก็คือ DNA และ chromosome damage 

จะกระตุนกลไกตามธรรมชาติที่จะยับยั้งการแบงเซลล ดังนั้นเซลลที่ถูกทำลาย DNA จึงควรจะถูก

หยุด (arrest) ไวที่บางตำแหนงใน cell cycle โดยเฉพาะอยางยิ่ง ที่ G2/M 

8.1.3. ความเสียหายของชีวโมเลกุลชนิดอื่น

นอกเหนือจากความเสียหายที่อาจเกิดขึ้นตอดีเอ็นเอและโครโมโซมแลว ชีวโมเลกุลอื่น

ที่อาจเกิดความเสียหายจาก AgNP ไดแกลิพิดและโปรตีน

lipid peroxidation วัดไดโดยการวิเคราะหหา 8-isoprostane (marker ของ lipid  ที่ถูก

ออกซิไดซ) ดวยชุดตรวจ ELISA (Manzer al al, 2006; Beauchamp et al, 2002 อางถึงใน Piao 

et al, 2011)

เราอาจคาดคะเนระดับโดยประมาณของ lipid peroxidation ไดโดยยอมเซลลดวย 

diphenyl-1-pyrenylphosphine (DPPP) ซึ่งตามปกติไมวาวแสง แตเมื่อทำปฏิกิริยากับ peroxide 

แลวจะให diphenyl-1-pyrenylphosphine oxide (DPPP-O) ซึ่งวาวแสง (excitation/emission = 

351 nm / 380 nm)

นอกจาก lipid จะถูกออกซิไดซจาก oxidative stress แลว โปรตีนก็ถูกออกซิไดซไดเชน

กัน เกิดเปน carbonyl proteins ซึ่งสามารถวัดไดดวยวิธี ELISA (เชนใชชุดตรวจจากบริษัท Cell 

Biolabs)

โปรตีนที่มีระดับการ expression ลดลง สามารถศึกษาไดดวยเทคนิคทาง molecular 

biology เชน ใชเทคนิค RT-PCR กับ mRNA ของ filamin ศึกษาการ downregulation โปรตีน 
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filamin (เพื่อเชื่อมโยงเขากับการเปลี่ยนแปลงทาง cytoskeleton และ cellular motility) เปนตน 

(AshaRani, 2009a)

8.2.รายงานผลการวิจัยที่เกี่ยวของ

8.2.1. ความเสียหายของดีเอนเอและโครโมโซม (DNA and chromosome 
damages)

จากการทำ TUNEL assay ใน THP-1 cells (human acute monocytic leukemia cell 

line) พบวา 0-7.5 ug/ml 69 nm AgNP ที่เคลือบ PVP สามารถทำใหเกิด DNA breakage ซึ่งมีคา

มากขึ้นตาม dose  และตามเวลา (Foldbjerg et al, 2009)

จากการทดลองใหเซลล IMR-90 normal human lung fibroblasts กับ U251 human 

glioblastoma cells สัมผัสกับ  6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง พบ chromosome aberration 

มากขึ้นตามความเขมขนของ AgNP และพบการเปลี่ยนแปลงของโครโมโซมใน U251 เซลล

มากกวาใน IMR-90 เซลล (AshaRani et al, 2009a) และเมื่อวัด chromosomal breakage โดย 

cytokinesis-blocked micronucleus assay (CBMN) และโดย Comet Assay แลว ก็พบวามีความ

เสียหายเกิดขึ้นมาก   ในรายงานฉบับนี ้พบความเสียหายของ DNA มาก (tail moment เพิ่ม 2 

เทาของกลุมควบคุมที่ > 100 ug/ml AgNP ในกรณี U251 และ tail  moment เพิ่มไปเรื่อยๆ คอน

ขางจะเปนปฏิภาคกับความเขมขนของ AgNP โดย tail เพื่มเปนประมาณ 6  เทาของกลุมควบคุม 

ที ่ 400 ug/ml AgNP (AshaRani et al, 2009b) ความสามารถการทำใหเกิด chromosome 

damage ไดรับการยืนยันในเซลล L5178Y cells and BEAS-2B (Kim et al, 2010)

ความสามารถเปน mutagen ของ AgNP ที่ประเมินจาก mouse lymphoma thymidine 

kinase (tk+/-) gene mutation assay (MLA) IC20 ของ AgNP ในเซลล L5178Y เทากับ 3,769.53 

μg/mL และ 1,796.88 μg/mL เมื่อเติมและไมเติม S-9 (crude extract จากตับหน)ู ตามลำดับ 

สวนในเซลล BEAS-2B คา IC20 เทากับ 1,171.88 μg/mL และ 761.72 μg/mL เมื่อเติมและไม

เติม S-9 ตามลำดับ ดังนี้จะเห็นไดวา AgNP เปนพิษมากกวาเมื่อไมเติม S9 และมากกวาในเซลล 

BEAS-2B เมื่อเทียบกับในเซลล L5178Y แตเนื่องจากคาที่ไดไมตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัย

สำคัญ จึงสรุปวาความเปนพิษหลักของ AgNP ไมไดมาจากการเปน mutagen (Kim et al, 2010)
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การทดลองให human adipose-tissue derived mesenchymal stem cells สัมผัสกับ 

0.1 ug/ml ของ < 50 nm AgNP (Sigma) แลววัด พบวามีการทำลาย DNA ที่ 1, 3, และ 24 

ชั่วโมง (Hanckenberg, 2011)

8.2.2. การเปลี่ยนแปลงของวัฏจักรของเซลล (cell cycle)

U251 human glioblastoma cells ที่สัมผัสกับ 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง 

แสดง G2/M arrest เพิ่มขึ้นประมาณเทาตัวของกลุมควบคุม ในขณะที ่ IMR-90 human lung 

fibroblasts ที่สัมผัสกับ AgNP ชนิดเดียวกัน แสดง G2/M arrest เพิ่มเปนประมาณ 3 เทาของกลุม

ควบคุม ซึ่งสอดคลองกับสมมุติฐานวา  DNA damage จากการสัมผัสกับ AgNP จะทำใหเซลลที่

พิการ ถูกยับยั้งไวใน G2/M มากขึ้น (Asharani et al, 2009b)

8.2.3. ความเสียหายของชีวโมเลกุลอื่น

10-15 nm AgNP ยับยั้งการเพิ่มของ F-actin เมื่อ platelets ถูก induce ดวย thrombin 

โดยตองสงสัยวาจะรบกวน barbed-end polymerization ของ actin นอกจากนั้น AgNP ยังทำให

เกิดความปนปวนใน platelet membrane โดยดูจาก binding ของ ANS  (Shrivastava et al, 2009)
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9. สรุปความเปนพิษของอนุภาคโลหะเงิน

นาโนตอเซลลของมนุษย

จากองคความรูในแงมุมตาง  ๆ เกี่ยวกับความเปนพิษของ AgNP ซึ่งไดสกัดออกมาจาก

รายงานผลการวิจัยในเซลลของมนุษยที่ไดคัดเลือกไว และไดนำเสนอไปแลวในบทที่ 3-8  ในบทนี้

จะเปนการสรุปและเชื่อมโยงองคความรูเหลานี้เขาดวยกัน เทาที่สามารถจะทำได แมวาจะมีการ

วิจัยเพียงเรื่องเดียวหรือเพียงสองสามเรื่องในประเด็นหนึ่งๆ ที่ทำในเซลลของมนุษย

9.1.ความเปนพิษของ AgNP มาจากการปลดปลอย Ag+ ลงไป
ในสารละลายหรือไม

เรื่องนี้ยังเปนที่ถกเถียงกันอยูในวงวิชาการ เนื่องจากมีผลการศึกษาสนับสนุนทั้งสอง

ทางเลือก (Ahamed et al, 2010)

กลุมที่มองความเปนพิษของ AgNP วามาจากการปลดปลอย Ag+ มีแบบจำลองวา 

AgNP เปน vehicle ที่พา Ag+ เขามาปลดปลอยชาๆ ในเซลล และมองวาความเปนพิษของ AgNP  

มาจากผลรวมของความเปนพิษจาก AgNP และจาก Ag+ (Kawata et al, 2009)

สวนกลุมที่มองวาความเปนพิษไมเกี่ยวของกัน มองวาทั้งคูมีลักษณะทางพิษวิทยาที่

แตกตางกัน และมีระดับที่จะทำใหเกิดพิษแตกตางกัน โดยที ่ Ag+ มีแนวโนมที่จะทำใหเกิดการ

อักเสบ (inflammation) มากกวาจะทำใหเกิด oxidative stress แต AgNP มีแนวโนมที่จะทำใหเกิด 

oxidative stress, chromosome damage ไปจนถึงทำลาย membranes, mitochondria และ

กระตุนใหเกิด apoptosis (AshaRani et al, 2009a, AshaRani et al 2009b, Kim et al, 2010)

9.2.กลไกความเปนพิษของ AgNP กับ lipid peroxidation

lipid peroxidaton ซึ่งเปนตัวบงชี้ oxidative damage นาจะเปนผลมาจาก oxidative 

stress  ในขณะเดียวกัน lipid peroxidation ก็นาเปนขั้นตอนที่เชื่อมตอไปถึง DNA damage และ 

apoptosis ซึ่งรวมกันสงผลเปน cytotoxicity
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9.3.กลไกความเปนพิษของ AgNP กับไมโตคอนเดรีย

ไมโตคอนเดรียเปนเปาหมายการโจมตีที่สำคัญของ AgNP เนื่องจากบทบาทของมันใน 

apoptosis  โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อ mitochondrial membrane อาจลดความแข็งแรงลงเพราะเกิด 

lipid peroxidaton

นอกจากนี้ ดังกลาวแลวในบทกอนๆ วา AgNP ไปกระตุน jun-N terminal kinase 

(JNK) pathway ซึ่งจะลด membrane potential ของไมโตคอนเดรีย พรอมเริ่มกระบวนการ 

caspase activation เพื่อทำลายเซลลอยางเปนระบบ (apoptosis) ซึ่งเปนกลไกตามธรรมชาติ 

สำหรับกำจัดเซลลที่มีการทำงานผิดปกต ิ(Hsin et al, 2000; Piao et al, 2000)

9.4.กลไกความเปนพิษของ AgNP กับความเครียดออกซิเดชั่น

ความเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) เปนสภาวะความเครียดในระดับเซลล เมื่อ

ระบบปกติของเซลล ไมสามารถกำจัดสารพวก reactive oxygen species (ROS) ไดหมด ในกรณีนี้ 

นาจะเปนผลมาจากการที่ AgNP ไปเปลี่ยนแปลง activity ของ antioxidant enzymes และ GSH 

ทำใหระดับของ ROS เพิ่มสูงขึ้น ความเสียหายซึ่ง ROS กอขึ้นในเซลล จะสงผลกระทบไปถึง 

metabolism ของเซลล  โดยเฉพาะอยางยิ่ง ผานทาง JNK activation pathway ไปลด membrane 

potential ที่ไมโตคอนเดรีย เริ่มกระบวนการ caspase activation และ apoptosis ดังกลาวแลวขาง

ตน

9.5.กลไกความเปนพิษของ AgNP กับดีเอนเอและโครโมโซม

ความเสียหายตอ DNA และตอโครโมโซม นาจะเปนผลมาจาก ROS activity ที่เพิ่มขึ้น 

และระดับความเขมขนของ ATP ที่ลดลง (Asharani et al, 2009b)

ความเสียหายของโครโมโซม จะสงผลตอไปถึง cell cycle arrest อันเปนกลไกตาม

ธรรมชาต ิที่ยับยั้งเซลลที่พิการ ไมใหสามารถแบงตัวได
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9.6.ความเชื่อมโยงของกลไกความเปนพิษของ AgNP

จากขอมูลที่รวบรวมได เราสามารถสรุปความเชื่อมโยงระหวางกลไกความเปนพิษของ 

AgNP เปนแผนภูมิ หรือแผนผังไดดังนี้ (ดัดแปลงจาก Ahamed et al, 2010)

รูปที่ 9.1: แผนที่องคความรู เชื่อมโยงกลไกความเปนพิษของ AgNP
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9.7.ระดับมาตรฐานความปลอดภัยของ AgNP ในมนุษย

เทาที่ผานมา เนื่องจากความขาดแคลนของขอมูล มีผูที่พยายามนำขอมูลจากการ

ทดลองในสัตวทดลอง (หนู) มาทำการคำนวณตามระบบของสหภาพยุโรป (REACH Guidance) แต

ตองถือวาการคำนวณตางๆ เปนการทดลองเลนกับตัวเลข ไมสามารถนำมาใชในทางกฎหมายได 

(Christensen et al, 2010)

จากการศึกษาในครั้งนี้ ยังยืนยันไดวา ในปจจุบันขอมูลจากการศึกษาความเปนพิษของ 

AgNP ในเซลลของมนุษย มีไมครบถวนพอที่จะกำหนดระดับมาตรฐานความปลอดภัยของ AgNP 

ในมนุษยได ไมวาจะเปนคามาตรฐานคาใด และขอมูลการศึกษาในสัตวทดลอง ก็ยังไมมากพอที่จะ

ยืนยันใหสามารถทำการกำหนดคามาตรฐาน ที่ใชสำหรับงานพิษวิทยา หรืองานอาชีวอนามัยได

อยางไรก็ตาม ผูทำการศึกษาครั้งนี้มีความเห็นจากประสบการณวา เนื่องจากยังมีงาน

วิจัยทั้งในญี่ปุนและในสหภาพยุโรปอีกเปนจำนวนมากที่ยังไมไดมีการเผยแพรผลงาน รวมทั้งงาน

วิจัยที่ทำในโครงการระดับโลกขององคการเพื่อความรวมมือทางเศรษฐกิจและการพัฒนา (OECD) 

ทำใหผูทำการศึกษาครั้งนี้เชื่อวา ภายใน พ.ศ. 2558 คือ 3 ปหลังจากจบโครงการนี้ นาจะมีราง

มาตรฐาน เขาพิจารณากันในเวทีของสหภาพยุโรป  ในองคการระหวางประเทศวาดวยมาตรฐาน 

(ISO) และใน OECD ดวย

9.8.ขอเสนอแนะเชิงนโยบาย

เพื่อใหการประเมินดานความปลอดภัยนาโนเปนไปไดอยางตอเนื่อง และใหบรรลุผลที่

จะนำมาใชไดจริงในสังคมไทย ไมวาจะในเชิงองคความรูทางวิทยาศาสตรการแพทย หรือในเชิงการ

สาธารณสุข ซึ่งในที่สุดก็จะโยงไปถึงการควบคุม (regulation) ซึ่งมีผลตอภาคธุรกิจ ผูดำเนินการ

ศึกษาวิจัย จึงมีขอเสนอแนะตอหนวยงานที่เกี่ยวของดังตอไปนี้

1. ใหมีการศึกษาตอเนื่อง

ถือวาการศึกษาครั้งนี้ เปนการศึกษาเบื้องตน (pilot study) ซึ่งจะตองมีการศึกษาตอไป อัน

เปนการติดตามผลการวิจัยใหมๆ ทั่วโลก ไมวาจะโดยทุนของสำนักงานคณะกรรมการวิจัยแหง

ชาติเอง หรือโดยทุนของหนวยงานอื่น เพื่อใหไทยสามารมีขอสรุปของเราเอง เกี่ยวกับความ

ปลอดภัยของวัสดุนาโนแตละชนิดได
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2. ขยายขอบเขตของการศึกษา

การศึกษาครั้งตอๆ ไป นอกจากจะเปนการรวบรวมขอมูลใหสมบูรณขึ้น (เชน เพิ่มผลการ

ทดสอบขององคการเพื่อความรวมมือทางเศรษฐกิจและการพัฒนา (OECD) ซึ่งมีกำหนดการตี

พิมพในชวง ค.ศ. 2012-2013) แลว ยังสามารถขยายขอบเขตการศึกษาไดในหลายมิต ิ เชน 

ขยายไปถึงการทดลองในสัตวและพืช  หรือขยายไปยังอนุภาคโลหะนาโน และอโลหะนาโน  

หรือขยายจากความเปนพิษในเซลล  เปนความเปนพิษเมื่อหายใจเขาไป ความเปนพิษเมื่อ

สัมผัสทางผิวหนัง ฯลฯ หรือขยายจากการศึกษาเอกสารรายงานการวิจัยเกี่ยวกับความเปนพิษ 

ไปยังการเปลี่ยนแปลงของอนุภาคนาโนเมื่อหลุดออกจากแหลงกำเนิดไปแลว (fate) เพื่อจะได

ภาพชัดขึ้นวา ความเปนพิษของมันจะเปลี่ยนไปอยางไรบาง เมื่อตกไปอยูในสภาพแวดลอม

หนึ่งๆ 

3. ทดลองคำนวณคามาตรฐานเพื่อสรางองคความรูและประเมินผลกระทบ

เมื่อขยายขอบเขตการรวบรมขอมูลไปถึงสัตวทดลองแลว ก็ควรจะสนับสนุนใหทดลองคำนวณ

คามาตรฐานของวัสดุนาโนตางๆ ชนิดกัน4  ขึ้นตามวิธีการของหนวยงานในตางประเทศ (ถึงแม

จะยังนำไปใชจริงไมได เนื่องจากความไมสมบูรณของขอมูล ฯลฯ) เพื่อใหมีการวิจารณกันวา ใน

ทางวิชาการจะยอมรับวิธีการคำนวณไดหรือไม และหากยอมรับ นาจะเกิดผลกระทบอยางไรตอ

การพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี และอุตสาหกรรมนาโนในประเทศไทย หรือถาองคการ

ระหวางประเทศวาดวยมาตรฐาน (ISO) จะรับตัวเลขดังกลาว (ที่ตางประเทศคำนวณดวยวิธี

เดียวกัน) ไปพัฒนาเปนมาตรฐานสากล ไทยควรจะปรับตัวอยางไร จึงจะเดือดรอนนอยที่สุด

4. เพิ่มการสรางองคความรูทางวิทยาศาสตรและพิษวิทยา

แทนที่จะใชวิธีรวบรวมขอมูลจากเอกสารผลการวิจัยที่มีผูศึกษาไวแลวในประเทศอื่น หนวยงาน

สาธารณะที่เกี่ยวของ ควรจัดสรรงบประมาณ สำหรับการวิจัยภายนอกหรือภายในหนวยงาน

เอง ที่จะเพิ่มองคความรู ไมวาดาน toxicology หรือดาน fate สำหรับวัสดุนาโนที่มีการใชงาน
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4G คามาตรฐานท่ี่พบในเอกสารขอมูลความปลอดภัยสารเคมีมีตัวอยางดังนี ้ Occupational Exposure Limit (OEL) เปนคามาตรฐานการสัมผัส

สารเคมีชนิดหนึ่งๆ จากการทำงาน ที่เชื่อวาจะไมกอใหเกิดผลกระทบตอสุขภาพในผูปฏิบัติงานสวนใหญ, Permissible Exposure Limit 

(PEL) เปนคามาตรฐานบังคับ (คาระดับการสัมผัสที่อนุญาตใหมีได) ซึ่งกำหนดโดย Occupational Safety and Health Administration (OSHA) 

ของประเทศสหรัฐอเมริกา, Recommended Exposure Limit (REL) เปนคามาตรฐานแนะนำ ที่กำหนดโดย National Institute for 

Occupational Safety and Health (NIOSH) ของประเทศสหรัฐอเมริกา, และ Threshold Limit Value (TLV) เปนคามาตรฐานแนะนำ ที่

กำหนดโดย American Conference of the Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) ของประเทศสหรัฐอเมริกา  อยางไรก็ตาม วัสดุ

นาโนแทบทุกชนิดยังไมไดรับการกำหนดคามาตรฐานแบบใดแบบหนึ่งไวอยางเปนทางการ แต NIOSH ก็ไดใหความสำคัญเกี่ยวกับความ

ปลอดภัยนาโน และไดทำการศึกษาวิจัยเรื่องนี้อยางจริงจังในเวลาหลายปที่ผานมา โดยขณะนี้อยูระหวางเตรียมการประกาศใชคามาตรฐาน

แนะนำ (REL) สำหรับทอคารบอนนาโน (carbon nanotubes) นอกจากนั้น ในสหภาพยุโรปก็มีคามาตรฐานตางๆ ที่กำหนดโดยกฎหมาย 

REACH โดยกฎหมายไดใหวิธีคำนวณเพื่อกำหนดคามาตรฐานเอาไวดวย เปนตน



มากในประเทศไทย ซึ่งไดแก อนุภาคโลหะเงินนาโน (AgNP) อนุภาคไทเทเนียมไดออกไซด

นาโน อนุภาคสังกะสีออกไซดนาโน คารบอนแบล็ค และในอนาคตก็จะมีวัสดุนาโนอื่นเพิ่มขึ้น

เปนลำดับ เชน อนุภาคโลหะทองนาโน (ในยารักษาโรค ชุดตรวจโรค อุปกรณอิเล็กทรอนิคส 

ฯลฯ) เปนตน  ซึ่งนอกจากจะเปนการสรางองคความรูที่เหมาะสมตอประเทศแลว ยังจะเปนการ

พัฒนาบุคลากร ทั้งระดับอาจารย และระดับบัณฑิต ใหมีขีดความสามารถดานความปลอดภัย

นาโน ในเชิงลึกอีกดวย
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ภาคผนวกที ่2: รายละเอียดการจัดกลุมเอกสารจากการคัดกรองรอบที่ 3

Group 1000: Microbes

Diatoms [Thalassiosira weissflogii]

Bacteria [Escherichia coli, E. coli recombinants, Salmonella spp., Staphylococcus capitis, Staphylococcus aureus, 

Bacillus subtilis, Pseudomonas putida, Brevibacterium casei]

Fungi [Candida albicans, Aspergillus niger, Penicillium citrium, Aureobasidium pullulans, Yeast (Saccharomyces 

cerevisiae)]

Group 2000: Green Plants

Algae [green algae (Pseudokirchneriella subcapitata, Chlamydomonas reinhardtii), chrysophyte: freshwater golden 

algae (Ochromonas danica)]

Plants [cucumber & lettuce germination, common grass (Lolium multiflorum), ryegrass (Lolium perenne L.), two-

rowed barley (Hordeum vulgare L.),  flax (Linum usitatissimum L.), Duckweed (Lemma minor L.), Yellow squash or 

zucchini (Cucurbita pepo)]

Plant cells [Onion (Allium cepa) root tip cells]

Group 3000: Invertebrates

Nematode [Caenorhabditis elegans]

Annelids [adult earthworm Eisenia fetida; Oligochaeta, Lumbricidae]

Mollusks [oyster embryo]

Arthropods: Crustacians [Daphnia magna, Ceriodaphnia dubia]  Insects [Chironomus riparius] Fruit fly [Drosophila 

melanogaster]

Group 4000: Fish and amphibians

Freshwater fish [fathead minnow (Pimephales promelas), zebrafish (Danio rerio), Eurasian perch (Perca),  Japanese 

Medaka (Oryzias latipes)]

Seawater fish [rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) gill cells and hepatocytes]

Amphibians [premetamorphic Rana catesbei]

Group 5000: Mammals

5100: General mammals: Swine, Rodents [mouse, ICR mouse, mouse embryo, rats, Sprague-Dawley rats, 

Fischer 344 rats,Wistar rats, C57BL/6N mice, rat BBB]

5200: Mammalian cells and tissues [coronary endothelial cells and isolated rat aortic rings, murine peritoneal 

macrophages], Primates [Vero African green monkey kidney epithelial cell line]

!



5300: Rodent cell lines [spermatogonia cell line, 3T3 mouse fibroblasts, mouse macrophage cell line, L5178Y: 

mouse lymphoma cell line, RAW 264.7 mouse leukemic monocyte macrophage cell line, J-774: cell line from a 

tumor in a female BALB/c mouse, A10: rat vascular smooth muscle, BRL 3A: immortalized rat liver cells, PC 12: 

cell line derived from a pheochromocytoma of the rat adrenal medulla that differentiates when treated with NGF, 

BHK-21: baby hamster kidney cell line,]

Group 6000: Human

6100: Human [pulmonary exposure, dermal exposure, oral exposure, intraperitoneal injection]

6200: Human normal cells and tissues [human skin, human abdominal full thickness skin, human fibroblasts, 

human keratinocytes, human lung fibroblasts, liver cells and Chang liver cells, macrophage culture, NHEK: human 

epidermal keratinocytes culture, J-774: macrophage, human mesenchymal stem cells, peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC), human washed platelets, human ecto-cervical tissue]

6300: Human transformed cell lines [BEAS-2B: human bronchial epithelial cell line, HaCaT: human keratinocyte 

immortal cells, Jurkat: immortalized T lymphocyte cells cells, HCE-T human corneal epithelial cell line]

6400: Human cancer cell lines [fibrosarcoma, skin carcinoma, glioblastoma, A549: human lung adenocarcinoma 

cell line, HepG2: human hepatoma cells, HT29: human colon adenocarcinoma cell line, Caco-2: heterogeneous 

human epithelial colorectal adenocarcinoma cells, THP-1: human monocytic cell line, SGC7901: gastric cancer 

cells, MCF-7: breast cancer cells, HeLa cells, HL60: Human promyelocytic leukemia cell line]

A2-2        
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สรุปภาพรวมของแผนงาน
เนื่องจากคณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดอนุมัติทุนวิจัยใหเฉพาะโครงการยอยที ่1 ดังนั้นแผนงาน
วิจัยนี้ จึงเปนการสืบคน ประมวล และวิเคราะหองคความรูเกี่ยวกับความปลอดภัยของอนุภาคโลหะ
นาโน เพื่อสรางเปนแผนที่องคความรูขึ้น โดยใชกรณีศึกษา เฉพาะเรื่องความปลอดภัยของอนุภาคโลหะ
เงินนาโน ในเซลลมนุษย  (โปรดดูเพิ่มเติมในบทนำรวม หนา XIX)

ขอเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยในขั้่นตอไป
ผูดำเนินการวิจัย มีขอเสนอแนะเชิงนโยบาย 4 ขอ ซึ่งไดนำเสนอไวแลวในหัวขอ 9.8 หนา 62 ซึ่ง
คณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดมีความเห็นสอดคลองกับผูดำเนินการวิจัย ดังตอไปนี้ “[เห็นดวย] 
ตามที่ผูวิจัยเรื่องนี้ไดนำเสนอคือ เพิ่มเติมการรวบรวมขอมูลของ nanoparticle อื่นๆ เชน ของ 
TiO2 ZnO ฯลฯ เพื่อเมืองไทยจะไดมีแหลงขอมูลที่งายตอการคนควา [นอกจากนั้นควรมีการศึกษา] 
การวิจัยพิษหรือความปลอดภัยของ nanoparticle ตาง  ๆที่มีการใชในประเทศไทย เพื่อจะไดนำมา
พิจารณาการใชหรือเปนขอมูลระวังการใชหรือสามารถใชวัดในระดับขนาดไหน และปริมาณเทาใด 
เปนตน

ประโยชนในทางประยุกตของผลงานวิจัยที่ได
ไดนำเสนอแลวในบทนำรวม หนา XX ถึง XXI

แผนงานวิจัยองคความรูดานความปลอดภัยนาโนโลหะ

โครงการวิเคราะหประเมินองคความรูดานความปลอดภัยนาโนโลหะ

กรณีความเปนพิษของอนุภาคโลหะเงินนาโนในเซลลมนุษย
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