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บทคัดยอ
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อนุภาคโลหะเงินนาโนในเซลลมนุษย (Zero Valent Metal Nanosafety Knowledge Analysis 

and Assessment: The case of nanosilver toxicity in human cells)
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ชื่อผูวิจัย นายเลอสรร ธนสุกาญจนG ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

โทรศัพท 0-2218-5424

______________________________

ปญหา วัตถุประสงค และวิธีดำเนินการ เปนเวลาเกือบหนึ่งทศวรรษ ที่ประเทศไทยมีการใชวัสดุนาโน

ในทางอุตสาหกรรม โดยเฉพาะอยางยิ่งอนุภาคโลหะนาโน (zero valent metal nanoparticles) ไดถูกใช

เปนสวนผสมของน้ำยาเคลือบผิวของเสนใย และของผงซักฟอกเปนตน ซึ่งนับวันแตจะมีการใชงานเปน

จำนวนมากขึ้น รวมทั้งการใชงานในทางแพทยของอนุภาคโลหะทองนาโน และการใชอนุภาคโลหะเหล็ก

นาโนในการบำบัดน้ำเสียดวย ในขณะที่ไทยยังขาดแคลนองคความรูที่เกี่ยวกับความปลอดภัยของ

อนุภาคโลหะนาโน โครงการนี้จึงมีวัตถุประสงคในการสืบคน ประมวล และวิเคราะหองคความรูเกี่ยวกับ

ความปลอดภัยของอนุภาคโลหะนาโน ซึ่งเริ ่มตนดวยกรณีศึกษาเกี ่ยวกับอนุภาคโลหะเงินนาโน 

(nanosilver หรือ silver nanoparticles) และจำกัดไวเฉพาะองคความรูที่ไดมาจากการทดลองในเซลลของ

มนุษย โดยไดดำเนินการสืบคนเอกสาร หาเอกสารฉบับเต็มมาเพื่ออานวิเคราะห จำกัดวงของเอกสารให

อยูในจำนวนที่สามารถวิเคราะหได ดำเนินการวิเคราะหเนื้อหาไปพรอมกับการกำหนดระดับของความ

นาเชื่อถือของเอกสารที่นำมาวิเคราะห แลวสรุปออกมาเปนสวนของระเบียบวิธีทางวิทยาศาสตรที่ใชใน

การศึกษาความปลอดภัยของอนุภาคเงินนาโน กับผลของการทดลองหาความเปนพิษในเซลลของมนุษย

ผลการศึกษา  การทำลายและความเปนพิษตอเซลลของอนุภาคโลหะเงินนาโนขึ้นกับระดับความเขมขน
ของอนุภาค อนุภาคโลหะเงินนาโนกอใหเกิดความเครียดออกซิเดชันและการตายอยางเปนระบบของ

เซลล ทั้งยังมีอิทธิพลตอการปลดปลอยสัญญาณเคมีจากเซลล ตอการสงสัญญาณเคมีเขาเซลล ตอการ

เคลื่อนที่ตอบสนองตอสัญญาณเคมีจากเซลลอื่น  และตอความเสียหายของโครโมโซม ชีวโมเลกุล และ

วัฎจักรของเซลล  โดยที่ในภาพรวม อนุภาคโลหะเงินนาโนออกฤทธิ์ตอไขมันในเยื่อเซลลและตอ

ความเครียดออกซิเดชัน ที่สงผลไปถึงการรั่วของเยื่อหุมเซลล การชำรุดของโครโมโซม และความผิดปกติ

ของไมโตคอนเดรีย ซึ่งในที่สุดนำไปสูกลไกการกำจัดเซลลที่ผิดปกติของรางกายตามลำดับ  อนึ่ง นอก

!



เหนือจากผลการสรุปเอกสารดังกลาวแลว โครงการวิจัยนี ้ ยังเปนตัวอยางทางระเบียบวิธีของการสืบคน

และอานวิเคราะหเอกสารอีกดวย

ขอเสนอแนะ ควรใหมีการศึกษาตอเนื่อง ขยายขอบเขตการศึกษาใหครอบคลุมถึงขอมูลจากการทดลอง
ในสิ่งมีชีวิตอื่น และขยายออกไปยังอนุภาคนาโนชนิดอื่นๆ ดวย นอกจากนั้นควรทดลองคำนวณ

มาตรฐานจากขอมูลที่สืบคนและสกัดได เพื่อสรางองคความรูและประเมินผลกระทบ และควรมี

มาตรการสงเสริมการสรางองคความรูทางวิทยาศาสตรและพิษวิทยาของอนุภาคนาโนที่เกี่ยวของกับ

ประเทศไทย ทั้งในแงของสุขภาพและในแงสิ่งแวดลอม

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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บทนำรวม

แผนงานวิจัยองคความรูดานความปลอดภัยนาโนโลหะ

ความสำคัญและที่มาของปญหา

เปนเวลาเกือบหนึ่งทศวรรษ ที่ประเทศไทยมีการใชวัสดุนาโนในทางอุตสาหกรรม โดยเฉพาะอยางยิ่ง

อนุภาคโลหะนาโน (zero valent metal nanoparticles) ไดถูกใชเปนสวนผสมของน้ำยาเคลือบผิวของ

เสนใย และของผงซักฟอกเปนตน ซึ่งนับวันแตจะมีการใชงานเปนจำนวนมากขึ้น รวมทั้งการใชงานใน

ทางแพทยของอนุภาคโลหะทองนาโน และการใชอนุภาคโลหะเหล็กนาโนในการบำบัดน้ำเสียดวย ใน

ขณะที่ไทยยังขาดแคลนองคความรูที่เกี่ยวกับความปลอดภัยของอนุภาคโลหะนาโน

วัตถุประสงคของแผนงานวิจัย

แผนงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค ในการสืบคน ประมวล และวิเคราะหองคความรูเกี่ยวกับความปลอดภัย

ของอนุภาคโลหะนาโน เพื่อสรางเปนแผนที่องคความรูขึ้น    (วัตถุประสงคนี ้ เปนวัตถุประสงคที่ไดรับ

การปรับแกแลว หลังจากไดรับอนุมัติทุนวิจัยเฉพาะโครงการยอยที่ 1)

รายละเอียดความเชื่อมโยงระหวางโครงการวิจัยยอย

เมื่อแรกยื่นขอเสนอโครงการใน พ.ศ. 2553 นั้น แผนงานวิจัยนี้ประกอบดวย 2 โครงการวิจัยยอย 

โครงการวิจัยยอยที่ 1 เปนการสืบคน รวบรวม และสกัดองคความรูที่เกี่ยวของกับความปลอดภัย

ของอนุภาคโลหะเงินนาโน

โครงการวิจัยยอยที่ 2 เปนการทดลองในหองปฏิบัติการพิษวิทยา เพื่อเสริมสรางองคความรู เกี่ยว

กับความปลอดภัยของอนุภาคโลหะเงินนาโน

อยางไรก็ตาม คณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดอนุมัติทุนวิจัยใหเฉพาะโครงการวิจัยยอยที ่1 ทำให

แผนงานวิจัยนี ้ประกอบดวยโครงการวิจัยยอยเพียงโครงการเดียว

ตอมา ในระหวางการนำเสนอรายงานความกาวหนาของโครงการ ครั้งที่ 1 คณะผูตรวจสอบทาง

วิชาการไดกระชับขอบเขตของโครงการฯ ใหแคบเขา จากการวิเคราะหองคความรูที่เปนผลการ

ทดลองในเซลลทุกชนิด เปนการวิเคราะหองคความรูจากการทดลองในเซลลของมนุษยเทานั้น 

นอกจากนั ้นยังใหคงชื ่อแผนงานวิจัย “แผนงานวิจัยองคความรู ดานความปลอดภัยนาโน

โลหะ” (Zero Valent Metal Nanosafety Knowledge Research) แตเปลี่ยนชื่อโครงการวิจัยเปน 

“โครงการวิเคราะหประเมินองคความรูดานความปลอดภัยนาโนโลหะ: กรณีความเปนพิษของ
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อนุภาคโลหะเงินนาโนในเซลลมนุษย” (Zero Valent Metal Nanosafety Knowledge Analysis and 

Assessment: Toxicity of silver nanoparticles in human cells)

ประโยชนที่ไดรับ

ระดับแรก เปนประโยชนที่จะตกแกหนวยงาน ที่สามารถนำองคความรูไปใชประโยชน

ตามพันธกิจของหนวยงานนั้น  ๆ ไดโดยตรง เชน กระทรวงสาธารณสุขใชในการจัดการสารเคมี 

กระทรวงเกษตรใชในการจัดการสารเคมีเกษตร กระทรวงแรงงานใชในมาตรการรักษาสุขภาพของผู

ใชแรงงาน สำนักงานคณะกรรมการคุมครองผูบริโภคใชในการคุมครองผูบริโภคจากอันตรายของ

สารนาโนในผลิตภัณฑตางๆ เปนตน นอกจากนี้ กระทรวงพาณิชยดวยความรวมมือของกระทรวง

วิทยาศาสตรและเทคโนโลย ียังสามารถใชองคความรูนี้เปนพื้นฐานในการเจรจาทางการคาระหวาง

ประเทศที่เกี่ยวของกับสินคาที่มีวัสดุนาโนเปนองคประกอบไดดวย

ระดับตอมา เปนประโยชนที่จะตกแกประชาชน อันเปนกลุมเปาหมายที่จะไดรับ

ประโยชน ไมวาจะเปนประชาชนที่เปนผูใชแรงงาน ประชาชนสวนใหญที่ใชสินคาเชนเครื่องสำอาง

ที่มีวัสดุนาโนเปนสวนผสม หรือประชาชนทั่วไป ซึ่งมีสุขภาพขึ้นอยูกับสิ่งแวดลอมที่สะอาด เปนตน

ระดับสูงสุด เปนประโยชนตอเศรษฐกิจและสังคมมหภาค ผานทางคุณภาพของสิ่ง

แวดลอม คุณภาพชีวิตของผูใชแรงงาน คุณภาพชีวิตของผูบริโภค ตลอดจนความสามารถแขงขันใน

ตลาดโลกของสินคาไทย

ประโยชนดังกลาวขางตนอาจอธิบายในรายละเอียดได ดังนี้

• นักวิทยาศาสตร โดยเฉพาะอยางยิ่งนักวิทยาศาสตรที่รวมเปนผูทรงคุณวุฒิอานวิเคราะหประเมิน

เอกสาร จะไดรับองคความรูในสาขาของตน ซึ่งจะเสริมสรางความเชี่ยวชาญในสาขานั้นๆ

• นักวิทยาศาสตรไทยไดเห็นแนวทางของการศึกษาพฤติกรรมของอนุภาคนาโน ซึ่งจะนำไป

ประยุกตใชกับอนุภาคนาโนชนิดอื่น ที่เกี่ยวของกับอุตสาหกรรมไทยได

• ศูนยนาโนเทคโนโลยีแหงชาติ และ/หรือ คณะกรรมการนาโนเทคโนโลยีแหงชาต ิสามารถใชองค

ความรูจากแผนงานวิจัยนี้เปนฐานของโครงการสรางความตระหนักดานความปลอดภัยนาโน

• ศูนยนาโนเทคโนโลยีแหงชาติ และ/หรือ คณะกรรมการนาโนเทคโนโลยีแหงชาต ิสามารถนำองค

ความรูจากแผนงานวิจัยนี้ ไปใชเปนขอมูลประกอบการเจรจาระหวางประเทศ เกี่ยวกับความ

ปลอดภัยของนาโนเทคโนโลยี และวัสดุนาโน เชน ในเวทีของ OECD Working Party on 

Manufactured Nanomaterials (OECD-WPMN)
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• กระทรวงสาธารณสุข จะเปนผูใชรายใหญ ที่จะนำองคความรูที่ได ไปสนับสนุนการกำกับดูแล ทั้ง

ในสวนของยา อาหาร เครื่องสำอาง และเครื่องมือแพทย

• กระทรวงสาธารณสุข สามารถนำองคความรูที่ได ไปสนับสนุนการเจรจาระหวางประเทศ เกี่ยว

กับความปลอดภัยของสารเคมีตอสุขภาพ เชน ในเวที Intergovernmental Forum on Chemical 

Safety (IFCS)

• กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม สามารถนำองคความรู ซึ่งเปนผลของการวิจัยนี ้ไป

ใชสนับสนุนการกำกับดูแลคุณภาพสิ่งแวดลอม รวมทั้งการออกกฎหมายระเบียบขอบังคับ และ

แนวปฏิบัติตางๆ

• กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม สามารถนำองคความรู ซึ่งเปนผลของการวิจัยนี ้ไป

ใชประกอบในการเจรจาระหวางประเทศเกี่ยวกับสิ่งแวดลอม เชน ในเวทีของสหประชาชาต ิ

(SAICM-ICCM)

• กระทรวงแรงงาน และกระทรวงอุตสาหกรรม สามารถนำผลจากโครงการวิจัยนี ้ไปใชใน

สนับสนุนการพัฒนามาตรฐานดานชีวอนามัย

• สำนักงานคณะกรรมการคุมครองผูบริโภค สามารถนำผลของโครงการนี ้ไปใชในการออก

มาตรฐานควบคุมฉลากของผลิตภัณฑนาโน เปนตน

• ผูใชแรงงานซึ่งเปนผูมีสวนไดเสีย จะลดความเสี่ยงดานความปลอดภัยและสุขภาพจากวัสดุนาโน

และผลิตภัณฑนาโน

• ประชาชนทั่วไปในฐานะผูบริโภค ซึ่งเปนผูมีสวนไดเสีย จะลดความเสี่ยงดานความปลอดภัยของ

วัสดุนาโน และจะสามารถเลือกซื้อสินคาไดอยางฉลาดขึ้น

• ประชาชนทั่วไป ซึ่งเปนผูมีสวนไดเสีย จะไดรับประโยชนตอสุขภาพ ผานทางสิ่งแวดลอมที่ไดรับ

การจัดการที่ดีขึ้นจากองคความรูที่ไดรับจากแผนงานนี้

• ประชาชนที่ทำธุรกิจหลายแขนง ซึ่งเปนผูมีสวนไดเสีย จะไดประโยชนผานการเจรจาการคา

ระหวางประเทศโดยหนวยงานของรัฐที่กลาวถึงขางตน ซึ่งอาศัยองคความรูจากโครงการนี ้ทำให

ไทยไมเสียเปรียบตางชาติ

อนึ่ง คณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดสรุปประโยชนที่จะไดรับจากผลงานวิจัยวา “ไดขอมูลที่จะ

เปนประโยชนตอผูที่ทำงานวิจัยทางดานนาโนเพื่อความปลอดภัยของผูใชงาน [เนื่องจาก] ความ

เปนพิษของ AgNP [ที่] ยังไมเปนที่ประจักษในสาธารณชนมากนัก เพราะยังมีการนำเสนอ

ผลิตภัณฑที่ใชในชีวิตประจำวัน ซึ่งมนุษยมีโอกาสสัมผัสไดมากอยางตอเนื่องทั้งๆที่ผลพิสูจนความ

ปลอดภัยยังไมเดนชัด”
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หนวยงานที่นำผลงานวิจัยไปใชประโยชน

ศูนยนาโนเทคโนโลยีแหงชาติ กระทรวงสาธารณสุข กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม 

กระทรวงแรงงาน กระทรวงอุตสาหกรรม สำนักงานคณะกรรมการคุมครองผูบริโภค

ตามความเห็นของคณะผูตรวจสอบทางวิชาการ หนวยงานที่ควรแนะนำใหนำผลงานวิจัยนี้ไปใช

ประโยชน ไดแก

• หนวยงานวิจัยดานนาโนภายในประเทศ

• มหาวิทยาลัยที่สอนเกี่ยวกับพิษวิทยา ชีววิทยา

• ภาคเอกชนที่คิดจะนำเสนอผลิตภัณฑที่มี AgNP
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1. ความเปนมาและระเบียบวิธีวิจัย

1.1.ความเปนมาและวัตถุประสงค

ปญหาเรื้อรังที่ไทยตองเผชิญในหลายปท่ี่ผานมา คือความขาดแคลนขอมูลและองค

ความรูเกี่ยวกับความปลอดภัยของวัสดุนาโน ซึ่งนอกจากจะแทบไมมีผลงานวิจัยในประเทศแลว 

ผลงานวิจัยหลายพันชิ้นเกี่ยวกับความปลอดภัยของวัสดุนาโนที่ไดรับการตีพิมพในตางประเทศ ก็

ไมอาจเขาถึงไดโดยสะดวก (หลายเรื่องไมมีในเครือขายอินเทอรเน็ต หรือเก็บคาเขาชมหลายสิบ

เหรียญสหรัฐตอเรื่อง) แตที่แยกวาก็คือ ผลงานวิจัยบางชิ้นยังขัดแยงกันเอง ไมเชนนั้นก็ใชวัสดุ

นาโนที่แตกตางกัน หรือใชวัสดุเหมือนกันแตทำในสภาวะตางกัน จนเปนการยากที่จะนำผลการ

วิจัยมาเทียบเคียงกันไดโดยตรง และปริมาณของเอกสารเปนอุปสรรคตอการอานใหไดใจความ

ครอบคลุม

เนื่องจากอนุภาคนาโนที่เปนโลหะที่มีวาเลนซีเทากับศูนย (zeo valent metal 

nanoparticles) เริ่มมีการใชมากในประเทศไทย เชน การผสมอนุภาคเงินนาโน (nanosilver) ลงใน

ผงซักฟอก และมีแนวโนมที่จะมีการใชมากขึ้นเรื่อยๆ เชน การใชอนุภาคทองนาโน (nanogold) ใน

การตรวจโรค ตรวจสุขภาพ และในเครื่องสำอางเปนตน โครงการนี้จึงจะเริ่มเนนที่องคความรูของ

ความปลอดภัยนาโนในสวนของโลหะที่มีวาเลนซีเทากับศูนย

โครงการนี ้ มีความตั้งใจแตดั้งเดิม เพื่อรวบรวมเอกสารเกี่ยวกับความปลอดภัยนาโน

ของอนุภาคโลหะ ซึ่งแทบทั้งหมดเปนเอกสารจากตางประเทศ กรองเบื้องตนตามความสำคัญและ

ความสามารถในการเขาถึงใหเหลือจำนวนนอยลง แลวอานวิเคราะหประเมินเอกสารจากตาง

ประเทศดังกลาวขางตน โดยคณะนักวิทยาศาสตรและวิศวกรในสาขาที่เกี่ยวของ เพื่อประเมิน

ความสำคัญ และความนาเชื่อถือของเอกสารแตละเรื่อง พรอมกับสกัดความเชื่อมโยงกับเอกสาร

อื่นที่ใกลเคียงกัน เพื่อเขียนออกมาในรูปของแผนที ่ ใหเห็นความเชื่อมโยงขององคความรูเปนกลุม

กอน เปนการใหความสะดวกแกผูที่จะนำไปใชงาน หรือตอยอดองคความรู และใหความเขาใจที่ลึก

ซึ้งกวาการหยิบฉวยเอกสารแตละชิ้นมาอานเมื่อถึงคราวจำเปน การที่โครงการนี้เนนขอมูลจากตาง

ประเทศเปนหลัก เพราะขอมูลในประเทศไทยมีอยูนอยมาก

อยางไรก็ตาม หลังจากที่คณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดกำหนดขอบเขตของการ

ศึกษาครั้งนี้ใหแคบลงแลว จึงสรุปไดวา

!



1. การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคในการรวบรวมองคความรูดานพิษวิทยาจากรายงาน

ผลการวิจัยเฉพาะกรณีความเปนพิษของอนุภาคโลหะเงินนาโนในเซลลของมนุษย

2. องคความรูที่จะไดรับ ควรที่จะสามารถใชระบุ hazard หรืออันตรายที่อาจจะเกิดขึ้น

ได จากการที่เซลลของมนุษยสัมผัสกับอนุภาคโลหะเงินนาโน

3. รายงานผลการวิจัยที่จะศึกษารวบรวม ไมมีความเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงของ

อนุภาคเงินนาโนเมื่อออกไปอยูในสิ่งแวดลอม (environmental fate) และมีความเกี่ยวของนอย

มาก กับการเปลี่ยนแปลงของอนุภาคเงินนาโนเมื่อไดรับเขาไปในรางกาย (เพราะแทบไมมีผูทำ

วิจัยไวในมนุษย)

ผลจากโครงการนี้ จะชวยสนับสนุนการรวบรวมและวิเคราะหประเมินเอกสารที่ได

รวบรวมไวใหออกมาเปนแผนที่องคความรู   ทั้งนี้ผลของการรวบรวม ศึกษา และวิเคราะหขอมูล

เหลานี้จะเปนรากฐานเชิงองคความรู ที่จะสนับสนุนกิจกรรมอื่นๆ อีกเปนจำนวนมาก ทั้งที่เกี่ยว

กับความปลอดภัยนาโน (อาท ิ การสรางความตระหนักถึงประเด็นความปลอดภัยของนาโน

เทคโนโลยีและวัสดุนาโน) และที่เกี่ยวกับนาโนเทคโนโลยีในภาพรวม อีกทั้งยังจะเปนฐานทาง

วิชาการ ในการออกแนวปฏิบัติและมาตรฐาน ซึ่งจำเปนตอการกำกับดูแลความปลอดภัยนาโนใน

อนาคตอันใกลอีกดวย
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1.2.ขั้นตอนการดำเนินงาน

ขั้นตอนการดำเนินงาน (work plan) ของโครงการ ตามที่นำเสนอไวในสัญญารับทุน

อุดหนุนการวิจัย มีดังนี้

กิจกรรม 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ทบทวนขอมูลความปลอดภัยนาโน

รวบรวมเอกสารจากตางประเทศ (สวนใหญเปนบทความวิจัย)

สรรหาผูทรงคุณวุฒิ และเชิญมาเปนผูวิเคราะหประเมิน

สรางแบบประเมิน

อานประเมิน สองรอบ

ประมวลผลการประเมิน จัดทำแผนที่องคความรู

สรุปการวิเคราะหผล เตรียมรายงาน

จัดประชุมที่ปรึกษาแผนงาน

สงรายงานความกาวหนาและรางรายงานฉบับสมบูรณ

สงรายงานฉบับสมบูรณ

ตารางที ่1.1: ขั้นตอนการดำเนินงานของโครงการฯ

1.3.ระเบียบวิจัย

1.3.1. การทบทวนขอมูลความปลอดภัยนาโน

ไดทบทวนขอมูลทั่วไปเกี่ยวกับความปลอดภัยนาโนจากเอกสารตางประเทศ เพื่อเปน

พื้นฐานความเขาใจในการแปลผลการวิจัย และไดสอดแทรกไวในบทตางๆ ของรายงานนี ้ ตาม

ความเหมาะสม
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รูปที่ 1.1: กราฟแสดงการเพิ่มจำนวนของเอกสารในชวงป 2004-2010
แกนนอนเปนปที่ตีพิมพ แกนตั้งเปนจำนวนเอกสารบทความวิจัยเกี่ยวกับความปลอดภัยนาโน (เงินนาโนยกเวนจุลชีพ) 

ตัวเลขของป 2011 ไมไดแสดงไว เนื่องจากเก็บขอมูลไดเพียงเดือนเมษายน 2011 เทานั้น 
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1.3.2. การสืบคนเอกสารจากตางประเทศ

ผูดำเนินการวิจัยไดสืบคนเอกสารจำนวนหลายรอยรายการจากตางประเทศ ในจำนวน

นี้สวนหนึ่งเปนเอกสารที่ไมสามารถหาเอกสารฉบับเต็มไดจากประเทศไทย อยางไรก็ตาม มี

เอกสารหลายรายการที่ไมสามารถสืบคนได เนื่องจากตีพิมพหลังจากระยะเวลาที่กำหนดไวใน

แผนการวิจัย ตัวอยางเชน การทดสอบความเปนพิษของอนุภาคโลหะเงินนาโนขององคการเพื่อ

ความรวมมือทางเศรษฐกิจและการพัฒนา (Organisation for Economic Co-operation and 

Development หรือ OECD) ซึ่งมีกำหนดการตีพิมพในชวง ค.ศ. 2012-2013 ก็ไมไดอยูในกลุมของ

เอกสารที่สืบคนได ปญหานี้สะทอนสภาพความเปนจริงของความปลอดภัยนาโน ที่ยังอยูในขั้นเริ่ม

ตน จึงจำเปนตองมีการติดตามสกัดองคความรูตอไปอีกหลายป

1.3.3. การรวบรวมเอกสารจากตางประเทศ

ผูวิจัยสามารถหาตัวบทความวิจัยฉบับเต็มไดกวา 200 รายการสำหรับนำมาวิเคราะห 

นอกจากนั้นยังหาเอกสารฉบับเต็มในสวนของบทความทั่วไปเกี่ยวกับเงินนาโนไดอีกกวา 75 

รายการ ซึ่งนำมาเปนเอกสารประกอบแตไมไดนำมาวิเคราะหตอเนื่องจากอยูนอกเหนือจาก

ขอบเขตของการวิจัยตามสัญญารับทุน
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1.3.4. การคัดกรองเอกสาร

โดยสรุป การคัดกรองเอกสารเริ่มตนดวยเอกสารวิจัย ฯลฯ หลายรอยเรื่องที่สืบคนได

จากตางประเทศ ผูดำเนินการวิจัยไดคัดกรองขั้นที่ 1 ใหเหลือจำนวนประมาณ 300 เรื่อง เกี่ยวกับ

ความปลอดภัยของเงินนาโน แลวคัดกรองขั้นที่ 2 ใหเหลือประมาณ 200 เรื่องตามสัญญารับทุน

วิจัย จากนั้นไดคัดกรองใหเหลือประมาณ 100 เรื่องตามสัญญารับทุนวิจัย และในการนำเสนอ

รายงานความกาวหนาของการวิจัยครั้งที่ 2 คณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดกำหนดขอบเขตของ

การศึกษาครั้งนี้ ใหเปนการศึกษาเฉพาะกรณีความเปนพิษของอนุภาคโลหะเงินนาโนในเซลลของ

มนุษย ทำใหจำนวนเอกสารเหลือประมาณ 30 รายการ โดยมีรายละเอียดการคัดกรองดังนี้

แนวคิดดั้งเดิมในขอเสนอโครงการไดวางระเบียบวิธีการคัดกรองเอกสารไววา การ

สืบคนเอกสารที่เกี่ยวกับความปลอดภัยของนาโนโลหะ ควรจะไดเอกสารผลการวิจัยประมาณ 200 

เรื่อง อยางไรก็ตาม เมื่อโครงการนี้ไดเริ่มขึ้นและกิจกรรมการสืบคนและรวบรวมเอกสารจากตาง

ประเทศไดดำเนินไปเรื่อย  ๆ ผูดำเนินการวิจัยก็พบปญหาวา จำนวนเอกสารที่สืบคนได มีจำนวน

มากกวาที่ไดคาดคะแนไวแตแรกในขณะที่เขียนขอเสนอโครงการวิจัย  ยิ่งสืบคนยิ่งพบมากขึ้น

เรื่อยๆ จนไดชื่อบทความและบทคัดยอจำนวนกวา 400 เรื่อง โดยที่สวนมากเปนบทความใหมๆ 

จึงเกิดปญหาวาจะทำอยางไรใหสามารถดำเนินโครงการจนสำเร็จและเกิดประโยชนตามที่คาดหวัง

ไวแตแรก  หลังจากไดพิจารณาอยางรอบคอบแลว ผูดำเนินการวิจัยจึงไดปรับการคัดกรองออก

เปน 4 ขั้นตอน ดังนี้

ขั้นแรก การคัดกรองอยางหยาบ เปนการลดจำนวนเอกสารลง โดยไมลดความลึก (depth) 

ขององคความรูลง ซึ่งทำไดโดยลดความกวาง (scope) ของอนุภาคนาโนโลหะ ใหเหลือ

เฉพาะอนุภาคเงินนาโน (nano silver) ซึ่งมีเหตุผลอธิบายไดวา ในปจจุบันอนุภาคเงิน

นาโนนาจะเปนอนุภาคนาโนลำดับที่สองของประเทศไทยในทางเศรษฐกิจ (ที่หนึ่งคือ 

carbon black ซึ่งใชเปนสวนผสมของยางรถยนต แตอยูนอกเหนือขอบเขตของโครงการ

วิจัยนี้เนื่องจากคารบอนไมใชโลหะ) สวนในดานความปลอดภัยนั้น อนุภาคเงินนาโนถูก

ตั้งขอสงสัยเรื่องความปลอดภัยทั้งตอสุขภาพและตอสิ่งแวดลอมเนื่องจากความสามารถ

ของมันในการฆาเชื้อโรค อยางไรก็ตามหลังจากการคัดกรองอยางหยาบแลว ก็ยังได

เอกสารจำนวนประมาณ 300 เรื่อง ซึ่งมากกวา 200 เรื่องที่วางแผนไวในสัญญารับทุน

วิจัย
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ขั้นที่ 2 การคัดกรองใหเหลือประมาณ 200 เรื่อง จากการทดลองคัดกรองหลายวิธ ีผูดำเนิน
การวิจัยพบวา สามารถลดจำนวนของเอกสารลงใหเหลือประมาณ 200 เรื่องได โดยตัด

การศึกษาพิษของเงินนาโนตอจุลชีพจำนวนประมาณ 100 เรื่องออกไป โดยมีเหตุผล

อธิบายไดวา เราเริ่มพิจารณาเฉพาะประเด็นความปลอดภัยตอสัตวและพืชชั้นสูงเสีย

กอน สวนการทดลองในจุลชีพนั้น จะใหไปอยูในความครอบคลุมของโครงการที่ขอรับ

ทุนสนับสนุนจากศูนยนาโนเทคโนโลยีแหงชาต ิในปงบประมาณ 2555

ขั้นที่ 3 การคัดกรองใหเหลือบทความวิจัยประมาณ 100 เรื่อง เงื่อนไขในการคัดกรองคือ
ตองมีตัวเอกสารฉบับเต็ม ซึ่งเปนภาษาอังกฤษหรือภาษาไทยเทานั้น และตองเกี่ยวของ

กับความปลอดภัยโดยตรง (คือไมนับเอกสารการพัฒนาระเบียบวิธีวิจัย เครื่องมือวิจัย 

ฯลฯ) การคัดกรองในรอบนี้ ไดทำเปนตารางขนาดใหญ มีความยาวถึง 83 หนากระดาษ 

(นำเสนอแลวในการรายงานความกาวหนาครั้งที่ 2) แสดงถึงโครงการ นักวิจัย หนวย

งานและประเทศ วัสดุนาโนที่ใช สิ่งมีชีวิตที่ใชในการทดลอง การคนพบ และขอสรุปหรือ

ขอสังเกต ผลจากขั้นตอนนี้ เปนเอกสารที่เกี่ยวของกับความปลอดภัยของอนุภาคเงิน

นาโนโดยเฉพาะ จำนวน 119 เรื่อง ผลจากการคัดกรองขั้นที ่ 3 (รายละเอียดในภาค

ผนวกที่ 1) ไดรับการจัดแบงเปน 6 กลุมใหญดังตอไปนี ้(รายละเอียดในภาคผนวกที ่2)

• กลุม 1000: Microbes

• กลุม 2000: Green Plants

• กลุม 3000: Invertebrates

• กลุม 4000: Fish and amphibians

• กลุม 5000: Mammals

• กลุม 6000: Human

ขั้นที่ 4 คัดกรองเหลือบทความประมาณ 30 เรื่อง ซึ่งเปนผลมาจากการทีใ่นขณะนำเสนอ
รายงานความกาวหนาครั้งที ่ 2 ของโครงการฯ คณะผูตรวจสอบทางวิชาการ ไดกำหนด

ใหลดขอบเขตของการศึกษา ใหเปนการศึกษาเฉพาะกรณีความเปนพิษของอนุภาค

โลหะเงินนาโนในเซลลของมนุษย ทำใหจำนวนเอกสารเหลือประมาณ 30 รายการ (ซึ่ง

ไดแสดงรายการเอกสารดังกลาวใน powerpoint slide ใหคณะผูตรวจสอบทางวิชาการ

ไดเห็นชื่อการศึกษาทั้ง 30 รายการแลวในขณะหารือ)

6        



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 

ที่ใชในการใหคะแนนความนาเชื่อถือของเอกสาร

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. การอานวิเคราะห

เปนการอานอยางละเอียดเพื่อใหไดขอสรุป  ที่จะไดนำเสนอตอไปในบทที ่ 2 (อนุภาค

นาโนที่ใช) และในบทที่ 3 (ชนิดของเซลลที่ใช) สวนองคความรูที่สกัดไดจากรายงานผลการวิจัย อยู

ในบทที ่4-8

ในบทสุดทาย เปนการนำองคความรูที่สกัดไดในบทที่ 4-8 มารวมกัน ใหอยูในรูปที่

เชื่อมโยงองคความรูในบทตางๆ เขาดวยกัน เพื่อใหเกิดภาพใหญของความเปนอันตรายของ

อนุภาคโลหะเงินนาโนที่ไดรับการทดลองไวในเซลลของมนุษย
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1.3.6. การประเมินความนาเชื่อถือของเอกสาร

เอกสารที่ผานการคัดกรองรอบสุดทาย ไดรับการประเมินความนาเชื่อถือโดยใชสองวิธี

ประกอบกัน คือ

• ใชการกำหนด code of reliability

Code of Reliability (CoR ดูตารางที่ 1.2) เปนการใหคะแนนความนาเชื่อถือของ

เอกสาร ที่ใชกันแพรหลายในวงการพิษวิทยา ในที่นี้ใช CoR ที่ปรับปรุงขึ้นจากรหัสที่เรียกวา 

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

ทั่วไปมักใชเกณฑวา เฉพาะเอกสารที่ได CoR อยูในกลุมที่ 1 และ 2 เทานั้นจะไดรับการพิจารณา

เอกสารแทบทั้งหมดที่ใชในการอานวิเคราะห แตละฉบับม ีCoR อยูในกลุม 1 ตรงตาม

เกณฑสากล มีเอกสารสวนนอย ที่ขาด methodological detail ไปบาง แตเปนการขาดในสวนของ

การสังเคราะหอนุภาค ไมไดขาดในสวนการวิเคราะหทางพิษวิทยา จึงได CoR อยูในกลุม 2 ซึ่งก็

ยังพอยอมรับได  ทั้งยังไมมีเอกสารฉบับใดที่อยูในกลุม 4 เลย  นอกจากนั้น หลังจากการอาน

วิเคราะหแลว ไดมีการประเมินอีกครั้งหนึ่ง วาไมมีเอกสารฉบับใดเขาอยูในกลุม 3b หรือ 3c สรุป

วา เอกสารทุกฉบับที่ใชในการศึกษานี ้ผานเกณฑการประเมินโดย CoR

• ใชการประเมินความนาเชื่อถือตามความเห็นของผูเชี่ยวชาญ

เอกสารที่ผานการคัดกรองในรอบสุดทาย ไดรับการประเมินจากผูเชี่ยวชาญ ในดาน

ความนาเชื่อถือ และในดานความสำคัญของเอกสารฉบับนั้น  ๆ ตอความเขาใจเรื่องความปลอดภัย

ของอนุภาคโลหะเงินนาโน
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2. การสังเคราะหและลักษณะของ
อนุภาคโลหะเงินนาโน

2.1.วิธีการสังเคราะหอนุภาคโลหะเงินนาโน

สวนใหญใชการรีดิวซไออนเงิน (Ag+) ใหเปนโลหะเงิน สิ่งที่แตกตางกันในการ

สังเคราะหในการศึกษาแตละเรื่อง ไดแก (1) ชนิดและความเขมขนของเกลือเงินที่ใชตั้งตน (2) ชนิด

และความเขมขนของรีดิวซิงเอเจนต (3) ชนิดและความเขมขนของสารอื่นที่เติมลงไปเพื่อใหเคลือบ

ผิวของอนุภาคโลหะเงินนาโนที่เกิดขึ้น (4) การกระทำทางกายภาพ เชน การผสมหรือกวนในขณะที่

เกิดปฏิกิริยา (5) อุณหภูมิในขณะเกิดปฏิกิริยา (6) ระยะเวลาทำปฏิกิริยา

การรีดิวซ Ag+ ใหรับอิเล็กตรอนกลายเปน Ag0 จำเปนตองหารีดิวซิงเอเจนต มาคาย

อิเล็กตรอนให Ag+    รีดิวซิงเอเจนตดังกลาวจำเปนตองม ี reduction potential พอที่จะรีดิวซ Ag+ 

ใหเปน Ag0 ได   

คา reduction potential เปนตัวเลขที่บอกศักยภาพในการรับอิเล็กตรอน ในทางทฤษฎี

เมื่อรวมตัวเลข reduction potential ของทั้งสอง half reaction (คือปฏิกิริยา reduction หรือการรับ

อิเล็กตรอน กับปฏิกิริยา oxidation หรือการคายอิเล็กตรอน ซึ่งแสดงดวยสมการ reduction กลับ

ทิศทาง) ดังแสดงตัวอยาง Standard Reduction Potential ไวในตารางที ่ 2.1 จะไดเปนตัวเลข 

reversible voltage ของ galvanic cell ซึ่งจากหลักการ thermodynamics มีความสัมพันธโดยตรง

กับ free energy ตามสมการตอไปนี้

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 ถาปฏิกิริยาจะเกิดไดเอง (spontaneous) ∆G จะตองนอยกวา 0    

จากสมการขางตนจึงเห็นไดวา ∆G จะนอยกวา 0 ไดก็ตอเมื่อ E มากกวา 0   วิธีที่จะทำให E > 0 

ได (คือรีดิวซ Ag+ ได) ก็คือปฏิกิริยา half-reaction ของสารที่จะนำมาใชเปนรีดิวซิงเอเจนตจะตองม ี

reduction potential ของ half reaction ในตารางที ่ 2.1 ต่ำกวา 0.80 โวลท ซึ่งเปนคา reduction 

potential ของปฏิกิริยารับอิเล็กตรอน Ag+
(aq) + e-  -->  Ag(s)     นั่นเอง
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สาร  reducing agent ที่นิยมใชกัน แบงไดเปน 5 กลุม ดังนี้

2.1.1. Sodium borohydride

Sodium borohydride เปน reducing agent คือใหอิเล็กตรอนแก Ag+ ตามสมการ 

(Nunno et al, 1988 หนา 57)

G NaBH4 + 2H2OG ⇌G NaBO2 + 8H+ + 8e-

G     8Ag+ + 8e-G ⇌G 8Ag0G G

Sodium borohydride จัดวาเปนรีดิวซิงเอเจนตที่แรง (ม ี reduction potential ติดลบ

มาก) และสามารถทำใหมีความรุนแรงขึ้นไดอีกมากดวยการเติมสาร additive เชน tetraethylene 

glycol dimethyl ether (Tetraglyme) เปนตน    การเตรียม AgNP จึงทำไดงาย ม ีyield สูง เปนวิธี

ที่นิยมใชในการสังเคราะห AgNP ในระดับอุตสาหกรรม แตเปนวิธีที่ไมเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม

รายงานวิจัยที่สืบคนได มีหลายฉบับที่ใช AgNP ที่สังเคราะหขึ้นโดยวิธีนี ้ (AshaRani et 

al, 2009a; AshaRani et al, 2009b ฯลฯ) อยางไรก็ตาม เนื่องจาก sodium borohydride ที่อาจจะ

ยังหลงเหลืออยูจากการสังเคราะห มีความเปนพิษตอเซลล ดังนั้นในการออกแบบการทดลอง จึง

มักเติม supernatant ที่ไดจากการปนแยกหลังจากการ wash AgNP ครั้งสุดทายลงไปดวยในกลุม

ควบคุม (control) โดยคาดหวังวากลุมควบคุมจะไมกอใหเกิดความผิดปกติตอเซลล (AshaRani et 

al, 2009b)

2.1.2. สารที่มีหมู hydroxyl (สารประเภท alcohol)

สารอินทรีย หรือสารชีวเคมีที่เปนรีดิวซิงเอเจนต เพราะมีหมู hydroxyl (-OH) มีหลาย

ประเภท แตที่นิยมใช คือกลุม polyol เชน ethylene glycol (Greulich et al, 2009) สารเหลานี้เปน

รีดิวซิงเอเจนตที่ออนกวา sodium borohydride ซึ่งอาจเปนผลดีตอการควบคุมขนาดของอนุภาค

2.1.3. สารที่มีหมู aldehyde

รีดิวซิงเอเจนตที่มีหมูอัลดีไฮด ไดแกน้ำตาลบางประเภท และแปง ที่มี reducing end 

ของน้ำตาลอยู  สารในกลุมนี้เปนที่นิยมใชในการสังเคราะห AgNP ในฐานะกรรมวิธีที่เปนมิตรตอ
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ตารางที ่2.2: Reduction potential ของสารกลุม 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

สิ่งแวดลอม นอกจากนั้น สารที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา ยังอาจชวยเคลือบอนุภาคนาโนที่สังเคราะห

ขึ้นไดอีกดวย

2.1.4. สารสกัดจากพืช (natural products)

พืชไมวาสดหรือแหง มีสารประกอบที่ทำหนาที่เปนรีดิวซิงเอเจนอยูเปนจำนวนมาก ดัง

แสดงตัวอยางไวในตารางที ่ 2.2 ซึ่งถึงแมจะมีความแรงสูสารเคมีทางอุตสาหกรรม เชน sodium 

borohydride ไมไดก็ตาม แตมีความเปนมิตรตอสิ่งแวดลอมมากกวา

การใชสารสกัดจากพืช มักใชในลักษณะ crude extract ทำใหมีตนทุนการผลิตถูก 

นอกจากนั้นอาจมีสารหลายชนิดที่ชวยในการเคลือบผิวของ AgNP ที่สังเคราะหขึ้นอีกดวย

2.1.5. การสรางสารเชิงซอน (complex formation)

อนุมูลเงิน Ag+ สามารถจับกับแอมโมเนีย เชน แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต เปน silver 

hydroxide ammonium complex ซึ่งเมื่อนำไปทำ thermal decomposition จะได AgNP วิธีนี้อาจ

ใชในการเคลือบอนุภาคนาโนของโลหะชนิดอื่นใหมีเปลือกนอกเปนโลหะเงิน หรืออาจนำแนวคิด
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ไปสรางหมูอะมิโนขึ้นบนผิวนอกของอนุภาคนาโนชนิดหนึ่ง เพื่อใหเงินเขามาเกาะ กลายเปน

เปลือกโลหะเงินไดเชนเดียวกัน (Kar et al 2011; Ghorashi and Kamali, 2011) ผลจากการ

สังเคราะหจะไดอนุภาคโลหะเงินนาโน หรือเปลือกเงิน ที่มีแอมโมเนีย อนุมูลอื่นในสารตั้งตน (เชน 

ไนเตรท) ตัวทำลายและสารที่เหลือจากปฏิกิริยา (เชนฟอรมัลดีไฮดและเมทานอล) ซึ่งควรจะลาง

ออกใหหมด เพราะวาถาไมลาง จะเกิด cytotoxic effect ตอเซลลได (Samberg et al, 2010)

2.2.ขนาดของอนุภาคโลหะเงินนาโน

ขนาดที่หลากหลายของ AgNP ในการศึกษาตางๆ สงผลไปถึงพื้นที่ผิว และความ

วองไวตอปฏิกิริยาเคมีของอนุภาค รวมทั้งความสามารถในการซอกซอนของอนุภาคไปยังตำแหนง

ตางๆ ในเซลล  จึงเปนปญหาใหญของการเปรียบเทียบผลการศึกษาวิจัย

AgNP ที่เปน primary particle โดดๆ มีเสนผาศูนยกลางไดตั้งแตสุดขอบเขตขั้นต่ำของ

ขนาดนาโน (nanoscale) คือประมาณ 1 nm ไปจนถึงสุดขอบเขตดานสูงของขนาดนาโน คือ

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

อนุภาคเหลานี้ มักใชเทคนิค Dynamic Light Scattering (DLS) ประกอบกับการสองดูจาก

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

2.2.1. การวัดขนาดดวยวิธ ีDynamic Light Scattering

วิธี Dynamic Light Scattering (DLS) ใชการยิงลำแสงเลเซอรผานเขาไปในสารตัวอยาง 

อนุภาคในสารตัวอยางนั้น จะกระเจิงแสง (scatter) แบบที่พลังงานไมลดหรือเพิ่ม (elastic 

scattering) แตเครื่องวัดความไวสูง จะสามารถจับความถี่ของแสงที่เปลี่ยนไปเล็กนอยเนื่องจาก

การเคลื่อนที่ของอนุภาค ซึ่งขึ้นอยูกับขนาดของอนุภาค จึงสามารถวัดขนาดของอนุภาคออกมาได

ในลักษณะการกระจายตัวของขนาด (size distribution) จึงใหความสะดวก รวดเร็ว  ขอดอยของ

เทคนิคนี้คือผูใชไมสามารถเห็นภาพของอนุภาคที่กำลังวัดขนาดอยู จึงไมทราบแนวาเปนอนุภาค

โดดๆ (primary particles) หรืออนุภาคที่จับตัวกันแบบใดแบบหนึ่ง
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2.2.2. การวัดขนาดจากกลองจุลทรรศนชนิดสองผาน (transmission electron 
microscope หรือ TEM)

กลองจุลทรรศนชนิดสองผาน สามารถใชศึกษา AgNP ไดโดยไมตองยอมส ี และให

ความละเอียดของขนาดไดดี แตจะตองวัดขนาดของอนุภาคเปนจำนวนมาก จึงจะวาดกราฟการ 

กระจายของขนาดได

ในกรณีกลองจุลทรรศที่ใชเปน scanning transmission electron microscopy (STEM) 

สามารถใชยืนยันองคประกอบของอนุภาคดวยวาเปน Ag0 จริง

2.2.3. การวัดขนาดจากกลองจุลทรรศนชนิดสองกราด (scanning electron 
microscope หรือ SEM)

กลองจุลทรรศนชนิดสองกราด ใหความสะดวกในการศึกษารูปทรงและขนาดของ

อนุภาคนาโน โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อจับกันเปนกอนหลอมหรือกลุมมวล แตมีขอจำกัดดานกำลัง

ขยาย เมื่อใชสองดูอนุภาคนาโนเดี่ยวๆ โดยเฉพาะอยางย่ิง AgNP ที่มีขนาดเล็กประมาณ 1 nm    

ในเอกสารรายงานการวิจัยที่รวบรวมได มีตัวอยางการวัดขนาดของ AgNP ในชวง 6-20 nm โดย

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

2.2.1. การวัดขนาดจากกลองจุลทรรศนชนิด Atomic Force Microscope (AFM)

ในทางทฤษฎ ี กลองจุลทรรศนชนิด AFM มีกำลังขยายพอที่จะสองเห็นอนุภาคโลหะ

เงินนาโนที่เล็กที่สุดที่สามารถสังเคราะหได อยางไรก็ตาม ไมปรากฎในรายงานการวิจัยที่สืบคนได

วามีการใชเทคนิคนี้ในการวิจัยจริงๆ

2.3.การเคลือบผิวอนุภาคโลหะเงินนาโน

AgNP ที่สังเคราะหขึ้น มักไดรับการเคลือบผิวดวยสารตางๆ หลากหลาย เชน 

polyethylene glycol  glycolic acid แปงชนิดตางๆ polyvinylpyrolidone (PVP) (Greulich et al, 

2009) ฯลฯ  ซึ่งเติมลงไปในขณะทำปฏิกิริยารีดักชั่นอนุมูลเงิน   สารเคลือบผิว (coating agent 

หรือ capping agent) เหลานี ้ มีผลถึงประจุไฟฟาและลักษณะของพื้นผิวภายนอกของ AgNP  

อยางไรก็ตาม การวิจัยดานพิษวิทยาสวนมากไมไดมีการวัดประจุไฟฟาบนพื้นผิวของ AgNP ไว

ดวย
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ประโยชนของการเคลือบผิว คือ ชวยให AgNP ที่สังเคราะหได จับตัวกันนอยลง และ

ชวยชะลอการออกซิไดซ AgNP โดยออกซิเจนในอากาศที่ละลายลงไปในน้ำ

เนื่องจากสารเคลือบผิวเองอาจจะมีผลตอการทำงานของเซลลได ดังนั้นจึงนิยมเติมสาร

เคลือบผิวที่ใช ในกลุมควบคุม (control) ของการทดลองตางๆ ดวย แตไมมีหลักเกณฑที่แนชัดวา 

ควรจะเติมลงไปดวยความเขมขนเทาใด

2.4.การจับตัวกันของอนุภาคโลหะเงินนาโน

AgNP ที่ไมไดเกาะตัวกับอนุภาคอื่น เรียกวาเปน อนุภาคนาโนปฐมภูม ิ (primary 
nanoparticle) ซึ่งในสภาวะที่เหมาะสมอาจรวมตัวกันจนมีขนาดใหญขึ้นไดในสองลักษณะ คือ

• กอนหลอม หรือ กลุมกอน (aggregate) หมายถึง อนุภาคที่ประกอบขึ้นดวยอนุภาคที่เชื่อม
กันอยางแนนหนาหรือหลอมเขาดวยกัน ทำใหพื้นที่ผิวดานนอก มีขนาดเล็กมากเมื่อเทียบกับ

ผลบวกของพื้นที่ผิวของอนุภาคยอยๆ1  การจับตัวกันเปนกอนหลอม ทำใหไดอนุภาคขนาด

ใหญ ที่มีความแข็งแรง ไมแตกกลับไปเปนอนุภาคยอยไดงาย มีความทนทานตอการสั่นดวย

คลื่นความถี่สูง (sonication)

• กลุมมวล หรือ รวมมวล (agglomerate) หมายถึง อนุภาค หรือกอนหลอม หรือของผสม

ของทั้งสองอยาง ที่มาเกาะกันอยางหลวมๆ ทำใหพื้นที่ผิวภายนอก มีขนาดใกลเคียงกับผล

บวกของพื้นที่ผิวของอนุภาคยอยๆ2 การจับตัวกันแบบกลุมมวล ทำใหไดอนุภาคขนาดใหญ ซึ่ง

ถามีการสั่นสะเทือนมากพอ หรือทำใหแรงที่เกาะยึดกันอยูอยางหลวมๆ สลายไป มันก็จะแยก

กลับเปนอนุภาคเล็กๆ ไดอีก
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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 คำวา aggregate ราชบัณฑิตยสถานบัญญัติศัพทวา “กลุมกอน” หรือ “รวมกลุม”

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 วา “การรวมมวล” และบัญญัติศัพท agglutination วา “การเกาะกลุม”



ผลจากการจับตัวกันเปนกอนหลอม ทำใหพื้นที่ผิวของ AgNP ลดลงไดมาก แตถาจับ

ตัวกันเปนกลุมมวลหลวมๆ พื่้นที่ผิวอาจลดลงไมมากนัก อนุภาคขนาดใหญที่เกิดขึ้น จึงอาจยังคง

มีสมบัติบางประการของอนุภาคนาโนอยู ถึงแมจะมีขนาดใหญกวาขนาดนาโนมากก็ตาม

AgNP ที่ไมไดเคลือบไวดวยสารอื่น อาจจะรวมกันเปนกลุมมวลไดในน้ำ  และหากยิ่ง

เพิ่ม ionic strength ขึ้น เชนในอาหารเลี้ยงเชื้อ อนุภาคโลหะเงินนาโนก็จะยิ่งเกาะกันเปนกลุมมวล

ไดดีขึ้น เนื่องจากการ shielding ประจุไฟฟาบนผิวของแตละอนุภาคโดยสารละลายเกลือ  การ

เคลือบผิวของอนุภาคโลหะเงินนาโนดวย polyvinylpyrrolidone ไมชวยปองกันการจับตัวกันของ

อนุภาคในอาหารเลี้ยงเชื้อ แตถาเติม fetal calf serum (FCS) ลงไปใหมีความเขมขน 10% จะ

ปองกันการจับตัวกันของอนุภาคโลหะเงินนาโนได (Grulich et al, 2009)

2.5.การแตกตัวของอนุภาคโลหะเงินนาโนออกเปนอนุมูลเงิน (Ag+)

ในการสังเคราะห AgNP จากอนุมูล Ag+ เมื่อได AgNP แลว ตามปกติจะตองมีขั้นตอน

การทดสอบวา Ag ที่สังเคราะหได เปนโลหะเงิน ไมใชเปนอนุมูลเงินอีกตอไป โดยดูไดจาก 

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) ถูกเลื่อนไปอยูที่ 368.0 and 374.0 eV (Chun et al, 2010)

อยางไรก็ตาม เมื่ออนุภาคโลหะเงินนาโนสัมผัสกับน้ำ มันจะถูกออกซิไดซ และปลอย

อนุมูลเงิน (silver ion, Ag+) ลงไปในน้ำตลอดเวลา  ทำนองเดียวกับที่ตรวจพบในอนุภาคโลหะ 

โคบอลทนาโน และอนุภาคโลหะนิเกิลนาโน ที่ปลดปลอยไอออนบวกลงไปในน้ำ (Kumar, 2006 

อางถึงใน Asharani et al, 2009b)

อนุมูลเงินนี้มีสมบัติฆาจุลชีพ (antimicrobial) ทั้งที่เปนแบคทีเรียและรา ที่ความเขมขน

ต่ำๆ เพียงไมกี ่ nM ในขณะที่อนุภาคโลหะเงินนาโน (zero valent silver nanoparticle) ไมมีสมบัติ

ฆาจุลชีพ (Lok et al, 2007) แตมีสมบัติ cytotoxic ตอเซลลมนุษย ที่ความเขมขนในชวง 5-50 ug/

ml ซึ่งตัวเลขที่แนชัดอาจจะขึ้นอยูกับขนาดของอนุภาค และสารเคลือบผิวอนุภาค (Greulich et al, 

2009)

เนื่องจากการแตกตัวใหอนุมูลเงิน ทำใหการทดลองดานพิษวิทยาของอนุภาคโลหะเงิน

นาโน มักจะทำควบคูไปกับการทดลองกับอนุมูลเงินที่ไมมีโลหะเงินอยูดวย (เชนทดลองกับ

สารละลายเกลือ silver acetate) เพื่อเปรียบเทียบผล
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3. ประเภทของเซลลที่ใชในการวิจัย

การศึกษาวิจัยที่สืบคนและรวบรวมรายงานได จำกัดอยูแตเฉพาะเซลลมนุษย ซึ่งนับไป

แลวคอนขางจะหลากหลาย แตพอจะจัดกลุมไดดังนี้3

กลุม 6200: Normal human primary cells and tissues ประกอบดวยเซลลที่มา
จากมนุษยโดยตรง โดยไมถูก transformed ในขั้นตอนการเตรียมเซลล ขอดีของการเลือกใชเซลล

ในกลุมนี ้ไดแก (1) ลักษณะทางชีวเคมีของเซลลใกลเคียงกับเซลลในมนุษยจริงมากที่สุด เปนตนวา 

เซลลที่เกี่ยวของกับการสัมผัสวัสดุนาโนทางการหายใจ (เชน human lung fibroblasts) หรือทาง

ผิวหนัง (เชน human epidermal keratinocytes culture) ก็อาจนับวาเปนเซลลที่มีความเกี่ยวของ

ใกลชิดกับชองทางที่อนุภาคโลหะเงินนาโนอาจเปนพิษตอมนุษยได (2) มีความไวตอผลกระทบของ

สารพิษมากกวา cell line และ (3) รองรับการศึกษาเชิงเปรียบเทียบในเซลลหรือเนื้อเยื่อชนิด

เดียวกันในสิ่งมีชีวิตตาง species กัน  อยางไรก็ตาม ขอดอยของการใช primary cell culture คือ 

(1) ตองใชความพยายามแยกเซลลหลากหลายซึ่งมักจะปนกันมาจากการตัดเนื้อเยื่อ และ (2) เซลล

ที่เพาะเลี้ยงไวมักจะสูญเสียลักษณะเฉพาะของเซลลชนิดนั้นๆ อยางรวดเร็ว เปนผลใหอาจมี

ปญหาเรื่อง reproducibility ของผลการทดลอง  ตัวอยางของเซลลในกลุมนี้ไดแก

• human keratinocytes

• NHEK: normal human epidermal keratinocytes culture ซึ่งสามารถมี terminal 

differentiation สราง keratin และเซลลชั้นบนของโคโลนีจะหมดความสามารถในการแบงตัวและ

เริ่มสราง cornified cell envelope (Ekwall et al, 1990, หนา 79; Kalinin, Marekov & Steinert, 

2001)

• liver cells and Chang liver cells

• human fibroblasts

• human lung fibroblasts

• human mesenchymal stem cells

!

3! กลุม 6100: Human ประกอบดวย review articles ที่รวบรวมงานในเซลลหลากหลาย แทบทั้งหมดเปนงานที่อยูในกลุม 

6200, 6300 และ 6400 สวนบทความที่ไมอยูในกลุมดังกลาว เปนบทความที่ไมสามารถหาเอกสารฉบับเต็มได (ตรงกับ 

CoR กลุม 4 ซึ่งไมใชในการศึกษาอยูแลว)   การทบทวนเอกสารในกลุมนี ้ ไมไดนำมาใช จนกวาจะไดสกัดองคความรูจาก

รายงานวิจัยทุกฉบับเสร็จเรียบรอยแลว จึงจะอานเอกสารในกลุมนี้ดวย กอนเขียนบทสรุป



• peripheral blood mononuclear cells (PBMC)

• J-774: macrophage

• macrophage culture

• human washed platelets

• human ecto-cervical tissue

กลุม 6300: Human non-cancer cell lines เปนเซลลมนุษยที่ถูกเพาะเลี้ยงเปน cell 

culture และไดรับการ subculture มาหลายช่ัววัฏจักร (spontaneous transformation) หรือถูก 

transform ดวยไวรัส สารเคม ี หรือตัวกระทำทางกายภาพ (induced transformation) เปนตน    

cell line ในกลุมนี้อาจจะเปน finite cell line ซึ่งมีจำนวนการแบงตัวจำกัดประมาณ 40-50 

generations หรือ continuous cell line ซึ่งเปนอมตะ ตัวอยางของ cell line ในกลุมนี้ไดแก

• 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 ที่ถูกทำแทงในกระบวนการรักษา  ไดรับการพัฒนาขึ้นโดย เมื่อ ค.ศ. 1975 เพื่อ

เปน “a highly characterized, rigorously growing primary human fibroblast cell line” ที่ใน

ปจจุบันเปน cell line มาตรฐานซึ่งใชในการวิจัยทางวิทยาศาสตรการแพทยหลายสาขา 

(Beiswanger, 2004)

• Jurkat: immortalized T lymphocyte cells cells

กลุม 6400: Human cancer cells และ cell lines เปน cells และ continuous cell 

line ที่ไดมาจากเซลลมะเร็ง มีขอดีที่เพาะเลี้ยงไดงาย แตเซลลอาจมีลักษณะแตกตางจากเซลลปกติ

ของมนุษยไดมาก ตัวอยางในกลุมนี้ไดแก

• 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 เปนการทดลองแบบนอกกาย (in vitro) ไมวาจะ

ใชเซลลของมนุษยที่เลี้ยงไวเปน primary cell culture หรือใช cell line มนุษย หรือเซลลมะเร็งของ

มนุษยที่เลี้ยงไวเปน cell line  อนึ่ง ไมปรากฎวามีรายงานการทดลองแบบในกาย (in vivo) ซึ่งอาจ

จะมีสาเหตุมาจากปญหาจรรยาบรรณของการวิจัย
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4. การทำลายเซลลและความเปนพิษตอเซลล

รายงานผลการวิจัยที่ทำในเซลลมนุษย มีความครอบคลุมเพียงแตในแตละประเด็นยังมี

จำนวนการทดลองคอนขางนอย ทำใหการยืนยันผลการทดลองมักจะมีไมสมบูรณ

4.1.หลักการทดสอบ

การทดสอบภาพรวมของเซลล ตรงกับคำศัพทวา viability assay กับ cytotoxicity 

assay ซึ่งหลายสำนักอาจใชในความหมายที่ตางกันอยูบาง  ในที่นี้จึงจะใช viability assay ในความ

หมายวา การทดสอบการอยูรอด (หรือการตาย) ของเซลล สวน cytotoxicity assay ใชในความ

หมายวาการทดสอบความเปนพิษตอเซลล คือเซลลอาจมีสภาพปวยหรือสุขภาพไมด ี (unhealthy) 

แตไมถึงกับตาย และอาจกลับฟน (recover) คืนสภาพเปนเซลลปกติได

4.1.1. สัณฐานและพฤติกรรมของเซลล (morphology and behavior)

การศึกษาในกลุมนี้ ใชการสังเกต live cells ผานกลองจุลทรรศน โดยใช optics ที่ไม

ตองยอมสี เชน phase contrast microscopy และ differential interference contrast (DIC) 

microscopy (Nomarski) ทำใหเห็นสัณฐานของเซลลและความผิดปกต ิ เชน การลอกขึ้นจากพื้นผิว

ที่เกาะอยู (detachment) การมีถุงน้ำโปงขึ้นบนผิวจนบวมเปนกอนและอาจหลุดออกจากเซลลใน

ที่สุด (blebbling) การมีถุงน้ำในเซลล (vacuolization) ฯลฯ

การสังเกต living cells ผานกลองจุลทรรศน ทำใหสามารถบันทึกกิจกรรมที่เซลลทำเปน

ปกติวามีความเปลี่ยนแปลงไปหรือไม โดยเฉพาะอยางยิ่งการเคลื่อนไหวหรือเคลื่อนที ่(motility) ใน

รูปแบบตางๆ ทั้งภายในเซลลและภายนอกเซลล รวมทั้งการแบงเซลล ซึ่งจะไดกลาวตอไปในหัวขอ

การเปลี่ยนแปลงวัฎจักรของเซลล

4.1.2. การเจริญเติบโตของเซลลที่เพาะเลี้ยงไว (growth)

การทดลองทางพิษวิทยาสวนใหญ ไมไดตรวจวัดการเจริญเติบโตของเซลล เนื่องจากผู

วิจัยใหความสำคัญตอการเจ็บปวยหรือการตายของเซลลมากกวา แตในกรณีที่ไมพบความเจ็บปวย

เฉียบพลัน มีความเปนไปไดที่จะตรวจสอบดูวา เซลลยังมีการเติบโตในระยะยาวที่ปกติอยูหรือไม
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การวัดการเจริญเติบโตของเซลล อาจทำไดในหลายรูปแบบ เพื่อใหไดตัวเลขความเขม

ขนของสารที่สงสัย ที่ทำใหเซลลรอยละ 50 ไมเติบโต ซึ่งเรียกวา median inhibitory dose (ID50) 

การเจริญเติบโตของเซลลอาจวัดไดโดย

• วัด plating efficiencey หรือความสามารถของเซลลในการสรางโคโลนี (Bourdeau et 

al, 1990, หนา 80)  

• นับจำนวนเซลลที่เพิ่มขึ้น (แทนการวัดความขุนของ medium ซึ่งทำไดไมสะดวกใน

กรณีเซลลมนุษย ซึ่งมักเกาะติดผิวของภาชนะ)

• วัดปริมาณโปรตีน, DNA หรือเอนไซมที่มีในเซลล

4.1.3. การรั่วของเยื่อหุมเซลล ทำใหสารผานเขาและออกจากเซลลไดสะดวก

การทดสอบการรั่วของเยื่อหุมเซลล เปนเครื่องบอกการตายของเซลล เพราะทันทีที่

เซลลตาย เยื่อหุมเซลลจะเริ่มปลอยใหสารตางๆ ผานเขาออกไดโดยสะดวก การทดสอบในกลุมนี ้

สวนมากจึงใชการยอมสีเซลลดวย vital dye (vital stain) เชน trypan blue ซึ่งจะเขาไปยอมเซลลที่

ตายแลวใหติดสีฟา สวนเซลลที่ยังมีชีวิตจะไมติดส ีมองในกลองจุลทรรศนเห็นเปนสีเทาจาง  ๆหรือ

สีปกติของเซลลชนิดนั้นๆ (Hackenberg et al, 2011)

แทนที่จะทดสอบการเขาเซลลที่ตายแลวโดย vital stains ก็อาจจะทดสอบสารที่มีอยูใน

เซลลตามธรรมชาต ิ ซึ่งจะรั่วออกมาจากเซลลเมื่อเซลลตาย เชน  ทดสอบเอนไซม acid 

phasphatase (Ekwall et al, 1990, หนา 81) หรือทดสอบเอนไซม lactate dehydrogenase (LDH) 

ใน medium รอบๆ เซลล ดวยการวัด enzymatic activity ของ LDH (พบไดในชุดตรวจ CytoTox-

ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay ซึ่งเปนสวนผสมของ substrate ของ LDH 

ไดแก lactate กับ NAD+ ในความเขมขนที่สูง แลววัด NADH ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาดวยการที่ 

NADH ชวยใหเอนไซม diaphorase เปลี่ยน resazurin (7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-

ium-3-one) ใหกลายเปน resorufin ซึ่งเปนสารที่วาวแสง (exitation/emission = 563/587 nm) 

อยางไรก็ตาม เนื่องจากเซลลปกติก็สราง NADH ดังนั้นเพื่อปองกันการรบกวนจากเซลลปกติ การ

ทดสอบนี้จึงมักทำที่อุณหภูมิต่ำ (อุณหภูมิหอง) และใชเวลาการทดสอบที่สั้น (ประมาณ 10 นาที)

อีกวิธีหนึ่งที่จะทดสอบหาการรั่วของ lactate dehydrogenase ก็คือการใชปฏิกิริยาของ

เอนไซมคูควบเปนเวลา 30 นาที เพื่อเปลี่ยน tetrazolium salt (INT) ซึ่งออกสีเหลือง ใหเปนสาร 
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formazan สีมวงแดง โดยที่ความเขมของสีขึ้นกับจำนวนเซลลที่แตก แลวจึงวัดการดูดกลืนแสงของ 

medium (พบไดในชุดตรวจ CytoTox 96® Non-Radiative Cytotoxicity Assay) โดยตองระวังวา 

medium ที่เลี้ยงเซลลไว ไมไดม ีLDH จาก serum ที่อยูในสูตร และไมไดผสมดวย phenol red ซึ่ง

จะออกสีแดงคลายกับสีของ formazan ที่ตองการวัด

การทดสอบในกลุมนี้ ปจจุบันนิยมใช fluorogenic peptide substrate ชนิดที่ไมสามารถ

ผานเยื่อหุมเซลลเขาไปในเซลลที่มีชีวิตได เชน bis-alanyl-alanyl-phenylalanyl-rhodamine 110 

หรือ bis-AAF-R110 (พบไดในชุดตรวจ CytoTox-Fluor™ Cytotoxicity Assay และชุดตรวจ 

MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay) ซึ่งเมื่อเติมลงไปใน cell culture แลว bis-AAF-

R110 จะถูกยอยดวย protease ที่รั่วออกมาจากเซลลที่ตายแลว ไดสาร rhodamine ซึ่งเปนสาร

วาวแสง (fluorescent) ซึ่งตรวจพบไดโดยการใช spectrofluorometer วัดแสงจาก cell culture หรือ

ใช flow cytometry

ในทางตรงกันขาม เราอาจใชความสามารถในการสะสมสารไวในเซลล เปนเครื่องบอก

การมีชีวิตของเซลลได เปนตนวาเมื่อเซลลถูกยอมส ี neutral red เซลลมีชีวิตจะสะสมสีไวในไซโต

พลาสซึม สวนเซลลที่ตายแลวจะไมสามารถสะสมสีได (Bourdeau et al, 1990, หนา 80)

สารอีกชนิดหนึ่งที่นิยมใช คือ calcein-AM (acetomethoxy calcein หรือ fluorexon-

AM) 1 uM in culture media จะแพรผาน plasma membrane เขาไปในเซลล แลวถูก esterase 

ภายในเซลลยอยใหกลายเปน calcein (fluorexin) ซึ่งจับ G Ca2+ และ Mg2+ ไดสารวาวแสง 

(exitation/emission = 495/515 nm) สองในกลองจุลทรรศน florescence microscope เห็นเซลลที่

มีชีวิตเปนสีเขียว (Greulich, 2009)

การทดสอบการสะสมสารไวในเซลล ปจจุบันนิยมใช fluorogenic, cell-permeant 

peptide substrate  เชน glycyl-phenylalanyl-amino-fluorocoumarin หรือ GF-AFC (พบไดในชุด

ตรวจ MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay) ซึ่งเมื่อเติมลงไปใน cell culture แลว GF-

AFC จะถูกลำเลียงเขาไปในเซลลที่ยังมีชีวิตอยู แลวถูกยอยดวย protease ในเซลล ไดสาร 

coumarin ซึ ่งเปนสารวาวแสง ซึ ่งสามารถตรวจพบไดทั ้งโดยการใชกลองจุลทรรศนชนิด 

fluorescence microscope โดยการใช spectrofluorometer วัดแสงจาก cell จำนวนมากพรอมกัน

ใน cell culture หรือใช flow cytometer แยกตรวจทีละเซลลอยางรวดเร็ว
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อนึ่ง การที่เยื่อหุมเซลตายที่รั่วแลวปลอยใหสารผานเขาออกไดทั้งสองทาง สามารถนำ

มาใชประโยชนในการทดสอบ cell viability โดยใชสียอมสองสีพรอมกัน เชน ยอมเซลลใน 40 ug/

ml fluorescein diacetate ผสมกับ 50 ug/ml ethidium bromide แลว excite ดวยแสงสีน้ำเงิน 

(ความยาวคลื่น 488 nm) เซลลที่มีชีวิตจะยอมติดสีเขียวของ fluorescein สวนเซลลที่ตายแลวจะ

ยอมติดสีสมในนิวเคลียส (Hackenberg, et al 2011)

4.1.4. ความสามารถในการเปลี่นแปลงทางเคมีของเซลล (metabolic capacity)

การเปลี่ยนแปลงทางเคมีซึ่งเปนการทำงานตามปกติของเซลล จะเปลี่ยนแปลงไปใน

ทางที่ลดลง ถาหากเซลลไดรับสารที่เปนพิษ หรือถูกกระตุนใหเกิดสารที่เปนพิษขึ้นในเซลล ดังนั้น 

ผลการทดสอบ metabolic capacity จึงเปนการมองที่ปลายเหต ุ  ถาพบวาความสามารถในการ

เปลี่ยนแปลงทางเคมีลดลง จึงควรจะตรวจสอบดูวาเกิดมาจากสาเหตุอะไร ผานทางกลไกอะไร 

(เชน ความเครียดออกซิเดชั่น หรือ oxidative stress เปนตน)

เราสามารถประเมิน metabolism ของเซลลไดจากระดับความเขมขนของสารเคมีใน

กระบวนการชีวเคมีตามปกติของเซลล โดยเฉพาะอยางยิ่งสารเคมีที่เกี่ยวของในกระบวนการสราง

พลังงานของเซลล วามีระดับผิดไปจากปกติหรือไม สารเคมีที่นิยมวัด ไดแก ATP ซึ่งเปนสารเก็บ

พลังงานไวในรูปของพลังงานศักยทางเคม ี และ reducing equivalents เชน NADH และ NADPH 

และสารอื่น  ๆ ใน electron transport chain  สวนกาซออกซิเจนที่เซลลใชในการหายใจนั้น ถึงแม

สามารถวัดไดเชนกัน แตไมพบในรายงานการวิจัยที่ไดคัดเลือกไว

เซลลที่มีชีวิตตามปกติจะสราง ATP อยูตลอดเวลา แตไมสะสมไวมาก เนื่องจากมี

กิจกรรมที่ตองใช ATP อยูตลอดเวลาเชนกัน (เชน Na+K+ ATPase ใน plasma membrane มีหนาที่

รักษาระดับของ  resting potential) เซลลที่ “ปวย” อาจจะสราง ATP นอยลง แตที่แนนอนคือทันที

ที่เซลลตาย การสราง ATP จะลดลงอยางรวดเร็ว ระดับของ ATP ที่วัดไดใน cell culture จึงเปน

ดรรชนีบงบอกสุขภาพของเซลล และจำนวนของเซลลที่ยังเหลือรอดอยูได (ในกรณีหลังนี้สมมุติให

ระดับของ ATP ที่ลดลง มาจากการตายของเซลลเทานั้น)  การวัด ATP ในเซลลทำไดโดยยอย 

plasma membrane ใหสลายตัว ปลดปลอย ATP ออกมาใน medium ในขณะที่เติมสารยับยั้ง  

ATPase activity ตามปกติของเซลล จากนั้นจึงวัดระดับของ ATP เชนโดยการใชปฏิกิริยา luciferin-

luciferase bioluminescent reaction (พบในชุดตรวจ CellTiter-Glo®) แลวบันทึกแสงที่เกิดขึ้นดวย

กลอง CCD หรือเครื่องวัดที่ดัดแปลงมาจาก fluorometer
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ระดับความเขมขนของ ATP ที่ลดลงใน cell population อาจหมายความถึงการที่เซลล

ตายไปบางสวน แตถาจำนวนเซลลหรือความหนาแนนไมเปลี่ยนแปลง ระดับความเขมขนเฉลี่ย

ของ ATP ที่ลดลงก็จะเปนเครื่องชี ้metabolic capacity ที่ลดลง

เราอาจประเมินระดับพลังงานของเซลลไดอีกวิธีหนึ่ง คือ ประเมินจาก mitochondrial 

membrane potential โดยยอมดวยส ีJC-1 เปนเวลา 30 นาทีที่ 37 ºC (Piao et al, 2011)

ในการวัด reducing equivalents ในเซลล (เชนใน CellTiter-Blue® Cell Viability Assay) 

นิยมวัดดวยการรีดิวซ resazurin ซึ่งมีสีน้ำเงินเขมและแทบจะไมวาวแสงเลย ใหเปน resorufin ซึ่ง

เปนสารวาวแสง (excitation/emission = 579/584 nm) โดยทำปฏิกิริยาที่ 37ºC เปนเวลา 1-4 

ชั่วโมง (อุณหภูมิสูงและใชเวลานานกวาการทดสอบ LDH ดังกลาวถึงขางตน เพื่อเนนเซลลมีชีวิต) 

จุดเดนของการทดสอบดวย resazurin อยูที่ความงาย ความสะดวก และประหยัด ของวิธีการ

ทดสอบ

อีกแนวทางหนึ่ง reducing equivalents ในเซลลอาจวัดไดโดยการรีดิวซ tetrazolium 

dye ชนิดใดชนิดหนึ่งใหเปนสารประเภท formazan ซึ่งมีสีมวง โดยอานคาการดูดกลืนแสงในเครื่อง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นใดความยาวคลื่นหนึ่งในชวง 500-600 nm หลังใหทำ

ปฏิกิริยา 1 ถึง 4 ชั่วโมงแลวแตการออกแบบการทดสอบ  tetrazolium dye ที่นิยมใชมีหลายชนิด 

เชน

• MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) เปนสารสี

เหลืองตามสูตรดั้งเดิม เมื่อถูกรีดิวซแลวใหสาร formazan ที่ไมละลายน้ำ จึงตองเติมน้ำยา 

solubilizing solution (ซึ่งอาจประกอบดวย DMSO หรือ acidified ethanol solution หรือ SDS 

ในสารละลาย HCl เจือจาง) จึงจะเกิดสารละลายสีมวงใหวัดคาการดูดกลืนแสงได

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

sulfophenyl)-2H-tetrazolium) เปนอนุพันธุของ tetrazolium salt เชนเดียวกับ MTT  เมื่อถูกรีดิวซ

แลวใหสาร formazan ที่วัดคาการดูดกลืนแสงใน phosphate buffer saline ไดที่ความยาวคลื่น

ระหวาง 490-500 nm (พบไดในชุดตรวจ CellTiter 96® AQueous series เชน ชุดตรวจ CellTiter 

96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay)  ชุดตรวจที่ใชปฏิกิริยาของ MTS กับ 

electron coupling reagent phenazine methosulfate (PMS) มักเรียกกันวา “one-step MTT 

assay” ซึ่งหมายถึงการใหความสะดวกในการทำการทดลอง (พบไดในชุดตรวจ CellTiter 96® 
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AQueous series เชน ชุดตรวจ CellTiter 96® AQueous One Non-Radioactive Cell 

Proliferation Assay)

• WSTs (Water soluble Tetrazolium salts) เปน tetrazolium dye ใหมๆ ที่สังเคราะห

ขึ้นดวยการเติมหมูที่มีประจุไฟฟา หมู hydroxyl หรือหมู sulfonate เขาไปใน phenyl ring ของ 

tetrazolium salt เพื่อใหสาร formazan ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยารีดักชั่นเปนสารที่ละลายน้ำได จึงให

ความสะดวกในการทำการทดลอง ใหสัญญาณที่แรงกวา MTT และลดความเปนพิษตอเซลล  

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

carboxanilide)

4.2.รายงานผลการวิจัยที่เกี่ยวของ

4.2.1. สัณฐานและพฤติกรรมของเซลล (morphology and behavior)

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

สัมผัสกับอนุภาคโลหะเงินนาโนขนาด 6-20 nm (เคลือบดวย soluble potato starch) จะไมแผบน

พื้นผิวตามปกต ิ โดยจะกลมมากขึ้น มีติ่ง (blebbling) ออกมาจากเยื่อหุมเซลล และม ี filopodia 

นอยลง  RT-PCR ของ filamin mRNA แสดงใหเห็นการ down regulation ของ filamin ซึ่งเปนกลุม

ของ actin binding proteins ที่มีหนาที่ในการสรางโครงขาย cytoskeleton  (Asharani et al, 

2009a) บนผิวเซลล U251 ปรากฎเปน dark orange patch ซึ่งไมสามารถลางออกได คลายกับจะ

เปนอนุภาคที ่adsorb อยูบนเยื่อหุมเซลล (Asharani et al, 2009b)

MR-90 normal human fibroblasts ที่สัมผัสกับ AgNP ที่ความเขมขน 0, 25, 100, 200 

และ 400 ug/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมงแลวลางเอาอนุภาคนาโนออก สามารถกลับเปนปกต ิ

(recover) ไดในเวลาประมาณ 3, 3, 5, 15 และ 30 วันตามลำดับ อยางไรก็ตามไมปรากฏความ

เปลี่ยนแปลงในรูปพรรณสัณฐานของนิวเคลียส (Asharani et al, 2009a)

ในการทดลองใหเซลล NHEK และ NHEF สัมผัสกับ PVP fiber ที่ฝงไวดวย AgNP หรือ 

Ag+ ปรากฎวา ลักษณะและพฤติกรรมการแผตัว (spreading) ของเซลล มีความไวตอ AgNP และ 

Ag+ ใกลเคียงกัน (Chun et al, 2010)
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ในกรณีของ platelets < 100 nm AgNP (Aldrich 576832) สามารถ induce platelet 

activation ได ในขณะที่ 5-8 um Ag particles ออนกำลังกวามาก นอกจากนั้น AgNP ยังทำใหเกิด 

phosphytidylserine (PS) exposure ซึ่งเปนขั้นตอนการเตรียมใชงาน (precoagulant activation)  

ของ platelets ตามปกติ (Jun et al, 2011)

4.2.2. การเจริญเติบโตของเซลล (growth)

ไมปรากฎการทดสอบในรายงานผลการวิจัยที่รวบรวมได

4.2.3. การรั่วของเยื่อหุมเซลล (plasma membrane leakage)

platelets จาก fresh human blood ไมแสดงการรั่วของเยื่อหุมเซลลใหตรวจพบ LDH 

ใน outside medium ได แมวาจะอยูใน 500 uM AgNP ก็ตาม (Shrivastava et al. 2009) ซึ่ง 

สอดคลองกับผลการศึกษาใน L5178Y cells และ BEAS-2B cells ซึ่งไมเห็นการรั่วของเซลลที ่500 

uM AgNP เชนเดียวกันทั้ง  ๆที่เปนเซลลและ AgNP คนละชนิด แตที่ความเขมขนของ  AgNP สูง 

มาก  ๆ (เปนสิบเทาของ 500 ug/ml) แสดง dose-dependent toxicity จาก trypan blue exclusion 

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

การทดลองให human adipose-tissue derived mesenchymal stem cells สัมผัสกับ 

< 50 nm AgNP (Sigma) แลววัดการรั่วของเยื่อหุมเซลล พบวา AgNP เริ่มแสดงความมีพิษตอ

เซลลที่ 10 ug/ml (Hanckenberg, 2011)

4.2.4. ความสามารถในการเปลี่นแปลงทางเคมีของเซลล (metabolic capacity)

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

สัมผัสอยูกับ 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง เปนเวลาอยางนอย 24 ชั่วโมง มีระดับของ ATP 

ในเซลลลดลงอยางเห็นไดชัดและ dose dependent การทดสอบการรีดิวซ resazurin ใหเปน 

resorufin ซึ่งเปนสารวาวแสง โดยใชชุดตรวจ CellTiter-Blue® Cell Viability Assay  ชวยยืนยันผล

การทดสอบจากระดับความเขมขนของ ATP (Asharani et al, 2009b)
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จากการวัดดวย CellTiter- 96® aqueous cell proliferation assay kit พบวา 1.5 nm 

AgNP ความเขมขน > 15 ppm (เคลือบดวย polymer หรือ surfactant) แสดง cytotoxic effect ตอ 

PBMC ที่ถูกกระตุนโดย PHA  (Shin et al, 2007)few

เมื่อ human mesenchymal stem cells สัมผัสเปนเวลา 7 วัน กับ AgNP ขนาดเสนผา

ศูนยกลาง 100 nm ที่เคลือบดวย PVP ใน medium ที่เติม 10% FCS ครึ่งหนึ่งของเซลลตาย เมื่อ

ใช AgNP ความเขมขนมากกวา ~3 ug/ml   สวนในกลุมควบคุม ครึ่งหนึ่งของเซลลตายเมื่อใช Ag+ 

ions ความเขมขนมากกวา ~1 ug/ml (Greulich et al, 2009)  ผูวิจัยไดตั้งสมมุติฐานวา cytotoxic 

effect มีความแตกตางทางกลไกจาก antimicrobial effect ซึ่งเกิดที่ความเขมขนของ Ag นอยกวา

มาก อยางไรก็ตามยังไมสามารถสรุปได เนื่องจากความแตกตางระหวางขนาด รูปราง และสาร

เคลือบผิวของ AgNP และสภาวะที่ใชในการทดลองตางๆ ที่ผูวิจัยไดวิจารณเปรียบเทียบ (Greulich 

et al, 2009)

อยางไรก็ตาม เมื่อเติม AgNP ขนาด 20-80 nm ที่เคลือบผิวดวยคารบอน และที่ไมได

เคลือบผิว ลงไปใน culture ของ human epidermak keratinocytes (HEK) ไมพบความ

เปลี่ยนแปลงของ viability (Samberg et al, 2010)
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5. การลำเลียงอนุภาคโลหะเงินนาโนเขา
และออกจากเซลล

นอกเหนือจากการศึกษาความเปนพิษตอเซลลในภาพรวม เชน การเปลี่ยนแปลงรูปราง 

การเติบโต การสรางพลังงาน การตาย ฯลฯ ของเซลลมนุษย ที่นำเสนอไวในบทกอนหนานี้แลว 

การศึกษาที่มีการรายงานไวเปนเบื้องตน ก็คือผลของการเฝาสังเกตการสัมผัสของอนุภาคกับเยื่อ

หุมเซลล การลำเลียงอนุภาคเขาเซลล การกระจายตัวของอนุภาคที่เขาไปในเซลลแลว และการ

ลำเลียงหรือการขับอนุภาคดังกลาวออกจากเซลล

5.1.หลักการทดสอบ

5.1.1. การผานผิวหนังของอนุภาคโลหะเงินนาโน

โดยทั่วไปใชอุปกรณ Franz static diffusion cell (Franz, 1975) ซึ่งขึงผิวหนัง (เชน 

abdominal skin ที่ไดรับการบริจาค หรือเปนของเหลือจากการทำศัลยกรรม) ไวระหวางสอง 

compartments  ดานหนึ่งเปนผิวหนังดานนอกที่สัมผัสกับอนุภาคนาโน ในรูป ผงฝุน แขวนลอยใน

ของเหลว หรือในเจล ครีม ฯลฯ  สวนอีกดานหนึ่งสมมุติวาเปนเลือดในรางกาย ที่สามารถดูด

ตัวอยางออกมาตรวจวัดความเขมขนของอนุภาคได อุปกรณทั้งสองดานมีระบบควบคุมอุณหภูมิ 

และระบบกวนหรือไหลเวียนไมใหสารละลายที่ใชแทนเลือดหยุดนิ่ง (แควนอยูกับที ่ ไมไดไหลไป

ไหน จึงเรียกวา static)   อุปกรณที่มีขายในทองตลาดมักมีหลาย diffusion cells อยูในชุด (block) 

เดียวกัน เพื่อสะดวกในการควบคุมอุณหภูม ิ และทำหลายการทดลองขนานกันไป รวมทั้งสำหรับ

เตรียมตัวอยางไวสองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนที่เวลาตางๆ เพื่อสังเกตวาอนุภาคนาโนผาน

เขาไปในเซลลหรือไม หรือแทรกเขาไปในชองวางระหวางเซลล เชน ในรูขุมขน ใน stratum 

corneum lipidic matrix ฯลฯ

ผลการทดลองมักวาดเปนกราฟ แสดงความเขมขนของอนุภาคที ่ตรวจพบที  ่

compartment ดานในรางกาย ณ เวลาหลังเริ่มทำการทดลอง  พรอม electron micrograph ณ 

เวลาหนึ่งๆ
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5.1.2. การลำเลียงอนุภาคเขาเซลล

ใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน ทั้ง TEM และ STEM ในการติดตามการลำเลียงอนุภาค

เขาเซลล โดยที่จุดเดนของ STEM คือความสามารถในการระบุตำแหนงของ AgNP โดยใชเทคนิค 

Energy Dispersive X-ray (EDX) Spectroscopy  จุดออนของเทคนิคในกลุมนี ้คือไมสามารถใชกับ

เซลลที่ยังมีชีวิตอยูได

การตรวจสอบวา endosome เปนชนิดที่ผานทางโครงสราง clathrin coated pits หรือ

ไม ทำไดโดยกำจัด K+ นอกเซลล (Asharani et al, 2009b)  แลวตรวจดูวา endocytosis ยังเกิดขึ้น

ไดหรือไม

การตรวจสอบวา endosome เปนชนิด macropinocytosis หรือไม ทำไดโดยการเติม 

wortmanin ซึ่งจะไปยับยั้งการเกิด macropinocytosis (Asharani et al, 2009b)

การตรวจสอบวา endosome เปนชนิดที่ผานขั้นตอน caveolin dependent 

endocytosis หรือไม ทำไดโดยการเติม nystatin ซึ่งจะไปยับยั้งการเกิด caveolin dependent 

endocytosis (Asharani et al, 2009b)

5.1.3. การกระจายตัวของอนุภาคขณะอยูในเซลล

ใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน ทั้ง TEM และ STEM/EDX ในการติดตามอนุภาค AgNP 

ขณะอยูในเซลล

5.1.4. การลำเลียงอนุภาคออกจากเซลล

ในระดับเซลล สามารถใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน ทั้ง TEM และ STEM/EDX ใน

การติดตามอนุภาค AgNP ขณะถูกลำเลียงออกจากเซลล

ในระดับ cell population ใชการ wash เซลล แลวแยกวิเคราะห Ag ในสวนที่เปนเซลล 

และในสวนน้ำลางหลังจากปนแยก
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5.2.รายงานผลการวิจัยที่เกี่ยวของ

5.2.1. การเคลื่อนที่ของอนุภาคโลหะเงินนาโนผานผิวหนัง

ในระดับผิวหนัง มีการทดสอบการเคลื่อนที่ของ AgNP ขนาด 25±7.1 nm  ซึ่งเคลือบ

ไวดวย PVP  ผาน human abdominal full thickness skin ซึ่งตรึงไวบน Franz static diffusion cell 

สรุปไดวา การดูดซึม AgNP ผานผิวหนังมนุษยเกิดขึ้นในระดับต่ำ เมื่อเทียบกับการดูดซึมอนุภาค

โลหะอื่น แตถาผิวหนังอยูในสภาพ damaged skin การดูดซึมอาจมากขึ้นกวาเทาตัว อยางไรก็ตาม 

ยังไมมีผลการศึกษาที่ชัดเจน วา AgNP ผานผิวหนังทาง intercellular transcutaneous pathway 

เชน hair follicle orifices และ stratum corneum lipidic matrix เชนเดียวกับอนุภาคอีกหลายชนิด 

หรือผานเขาเซลลผิวหนัง แลวไปปลอยออกดานในรางกาย (Larese et al, 2009)

5.2.2. การลำเลียงอนุภาคเขาเซลล

ผลการศึกษาดวย TEM แสดงวา 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง ถูกลำเลียงเขา

เซลล IMR-90 normal human lung fibroblasts และ U251 human glioblastoma cells ผาน

กระบวนการ endocytosis  กระบวนการ uptake นี้สามารถเกิดขึ้นได แม clathrin coated pits จะ

ถูกยับยั้งไวดวยการลด K+ ดานนอกเซลล หรือแม caveoli pits จะถูกยับยั้งโดย nystatin   แตถา

เติม wortmanin ซึ่งยับยั้งปรากฎการณ macropinocytosis การ uptake AgNP เขาเซลลจะลดลง

อยางมีนัยสำคัญ จึงสรุปในเบื้องตนไดวา AgNP ถูกลำเลียงเขาเซลลดังกลาวโดยกระบวนการ 

macropinocytosis  เปนหลัก (Asharani et al, 2009a)

5.2.3. การกระจายตัวของอนุภาคขณะอยูในเซลล

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

6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง กระจายตัวคอนขางสม่ำเสมอ  TEM แสดงใหเห็น endosomes 

ที่ม ี AgNP อยูภายใน อยูใกลเยื่อหุมเซลล นอกจากนั้นยังเห็น autophagic vacuoles ที่ภายมใน

เต็มไปดวย วัตถุรูปรางเหมือนไมโตคอนเดรีย ซึ่งบรรจุไวดวยอนุภาคที่ไมใหอิเล็กตรอนผานได 

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

50 nm AgNP (Sigma) พบวา AgNP เขาไปภายในเซลลได และเขาไปถึงในนิวเคลียสดวย 

(Hanckenberg, 2011)

5.2.4. การลำเลียงอนุภาคออกจากเซลล

ผลการศึกษาแสดงวา 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง ถูกขับออกจากเซลล IMR-90 

normal human lung fibroblasts และ U251 human glioblastoma cells อยางชาๆ  โดยมีอัตรา

การลำเลียงขึ้นกับความเขมขนของอนุภาค และเพิ่มขึ้นตามเวลา โดยที่รอยละ 10 ของ AgNP ถูก

ขับออกใน 2 ชั่วโมง  รอยละ 66 ถูกขับออกใน 48 ชั่วโมง  แตรอยละ 34 ของ AgNP ไมถูกขับ

ออกจากเซลลเลย (Asharani et al, 2009a)
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6. ความเครียดออกซิเดชั่น และการตายของ
เซลลอยางเปนระบบ

ความเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) เปนสภาวะความเครียดในระดับเซลล เมื่อ

ระบบปกติของเซลล ไมสามารถกำจัดสารพวก reactive oxygen species (ROS) ไดหมด  ความ

เสียหายซึ่ง ROS กอขึ้นในเซลล จะสงผลกระทบไปถึง metabolism ของเซลล  โดยเฉพาะอยางยิ่ง 

ผานทาง JNK activation pathway ไปลด membrane potential ที่ไมโตคอนเดรีย เริ่มกระบวนการ 

caspase activation เพื่อทำลายเซลลอยางเปนระบบ (apoptosis) ซึ่งเปนกลไกตามธรรมชาติ 

สำหรับกำจัดเซลลที่มีการทำงานผิดปกต ิ(Piao et al, 2011)

6.1.หลักการทดสอบ

6.1.1. ความเครียดออกซิเดชั่น

ความเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) เปนสภาวะความเครียดในระดับเซลล เมื่อ

ระบบปกติของเซลล ไมสามารถกำจัดสารพวก reactive oxygen species (ROS) ไดหมด  อันอาจ

สงผลกระทบไปถึง metabolism ของเซลล และการเกิดโรคหลายชนิด

สารในกลุม ROS เกิดขึ้นจากการทำงานตามปกติของเซลล แตก็อาจเกิดจากการกระ

ตุนจากภายนอกได จึงมีความหวงใยวา AgNP จะสามารถทำใหเกิด oxidative stress ในเซลล

มนุษยไดหรือไม ไมวาจะโดยตัวของมันเอง หรือผานทางกลไกอื่น โดยเฉพาะอยางยิ่ง เมื่อมี

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

cell line derived from BALB/c mice) วามีความเปนไปไดที่อนุภาคนาโนหลายชนิด จะทำ

อันตรายตอเซลลผานทาง oxidative stress (Xia et al, 2006)

ปกติในการตรวจวัด ROS จะตองทำ viability assay กอน เพื่อเลือกสภาวะการทดลอง 

โดยเฉพาะอยางยิ่งขนาดความเขมขนของ AgNP ไมใหเซลลตาย

ROS วัดไดโดยการยอมเซลลดวย 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCF-

DA) ซึ่งจะแพรเขาเซลลแลวถูก intracellular esterase ตัดหมู acetate ออก ไดสีที่มีประจุไฟฟา จึง

!



ไมสามารถแพรออกจากเซลลได  ซึ่งในที่สุดจะถูกเปลี่ยนสภาพจากไมวาวแสงเปนวาวแสง 

(excitation 492-495 nm, emission 517-527 nm) เมื่อถูกออกซิไดซดวย ROS   สวน positive 

control ใชเซลลที่แชไวในไฮโดรเจน เปอรออกไซด

dihydroethidium เปนสารที่ไดจากการรีดิวซ ethidium bromide ปกติในสภาวะถูกรีดิวซ 

จะสามารถแพรผานเยื่อหุมเซลล เขาไปวาวแสงเปนสีน้ำเงินอยูในเซลลได แตเมื่อถูกออกซิไดซ 

เชน โดย superoxide radicals จะได ethidium ซึ่งจะเขาไปยอม DNA ทำใหการวาวแสงเปลี่ยน

เปนสีแดง (peak emission ประมาณ 600 nm และยาวไปจนเกือบถึง 700 nm)

ในกรณีที ่ต องการวัด superoxide radicals กลุ มควบคุมใชเซลลที ่บมไวใน 

diethyldithiocarbamic acid (DDC) ซึ่งเปน strong inhibitor ของเอนไซม superoxide dismutase

การทดสอบความเครียดออกซิเดชั่นอีกแนวหนึ่ง เปนการทดสอบ intracellular 

antioxidant systems ซึ่งไดแก glutathione (GCL-GSS-GSH), superoxide dismutase, catalase, 

ฯลฯ

glutathione (GSH) เปน antioxidant scavenger หลักของเซลล มีหนาที่กำจัด ROS 

เพื่อลด oxidative stress ตอเซลล   เซลลสังเคราะห GSH โดยปฏิกิริยา 2 ขั้นตอน ซึ่งตองใช ATP 

ไดแก (1) สังเคราะห gamma-glutamylcystein ขึ้นจากปฏิกิริยา rate-limiting step ระหวาง L-

glutamate กับ cystein  โดยใชเอนไซม gamma-glutamylcystein synthetase (GCL) และ (2) เติม 

glycine เขาไปดาน C-terminus ของ gamma-glutamylcystein โดยเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซม 

glutathione synthetase (GSS) ดังนั้น แนวทางการวิเคราะห GSH ในเซลล จึงมีดังนี้ คือ 

(1) วิเคราะห GSH โดยตรง โดยใชเทคนิค high-resolution magic angle spinning nuclear 

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

colorimetric assay  (เชน GSH-400 จาก OXIS International ซึ่งอานผลจากการดูดกลืนแสงที่ 

400 nm) หรือยอมเซลลดวย CMAC ซึ่งเปนสียอมวาวแสง (exitation/emission = 351/380 

nm) (Tauskela et al, 2000 อางถึงใน Piao, 2011)
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(2) วิเคราะหหาเอนไซมที่ชวยเรงปฏิกิริยาสังเคราะห GSH ไดแก GCL และ GSS โดย western 

blot คือใช electrophoresis แยกโปรตีนเสียกอน   จากนั้น transfer protein bands ที่ไดลงไป

อยูบน nitrocellulose membrane กอนที่จะ incubate ดวย primary antibody แลวจะ incubate 

ดวย second antibody ก็ได  สวนการ detect ก็แลวแตวา เปน radioactive label หรือเปน 

chemiluminescent label บน antibody

6.1.2. การตายอยางเปนระบบ (apoptosis)

ธรรมชาติมีวิธีกำจัดเซลลที่มีความผิดปกติมาก โดยเฉพาะความผิดปกติทางพันธุกรรม 

ไมใหแบงตัว และถูกยอยสลายอยางเปนระบบ เพื่อนำสารตางๆ กลับมาใชใหม

เทคนิคมาตรฐานที่ใชกันมานาน คือการตรวจหา nicks จาก DNA fragmentation ซึ่ง

เปนผลจากการยอยของ nuclease ตาม apoptotic cascade การตรวจประเภทนี้เรียกวา terminal 

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

โดยการใชเอนไซม terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ตอ X-dUTP (X-2’-deoxyuridine 

5’-triphosphate) เขาไปเปน X-dU ที ่terminal end ของสาย DNA จากนั้นก็ยอมสีเซลลเพื่อตรวจดู

วามีรองรอยของ nicks ที ่terminal end หรือไม  การตรวจตองแลวแต X ซึ่งตออยูกับ dUTP ซึ่งใช

ทำปฏิกิริยาในตอนแรก โดยทำใน flow cytometer เพื่อใหไดขอมูลเปนรายเซลล และขอมูลทาง

สถิติของทั้ง population

• ถา X-dUTP เปน biotin-2’-deoxyuridine 5’-triphosphate ปลาย terminal end จะถูก label ดวย 

biotin การตรวจใชการยอมดวย fluorescent-avidin เปนตน

• ถา X-dUTP เปน 5-bromo-2’-deoxyuridine 5’-triphosphate ปลาย terminal end จะถูก label 

ดวย BrdU การตรวจใชการยอมดวย fluorescent-antibody ตอ BrdU เชนยอมดวย  Alexa 

Fluor® ซึ่งเปน antibody ตอ BrdU เชื่อมกับสารวาวแสงจำพวก fluorescein

• ถา X-dUTP เปน fluorescein-2’-deoxyuridine 5’-triphosphate ปลาย terminal end จะถูก label 

ดวย fluorescein-dU ซึ่งเปนสารวาวแสงในตัวเอง ไมตองยอมสีอีก (excitation/emission ~ 

495/550 nm)

Annexin assay เปนการทดสอบที่ใหมกวา โดยอาศัยการคนพบวา phosphatidylserine 

(PS) ถูกลำเลียงจากดานใน ไปยังดานนอกของเยื่อหุมเซลลที่เริ่มจะเกิด apoptosis  ในการทดสอบ 
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ใช fluorescein conjugate annexin ซึ่งจะจับตัวกับ phosphatidylserine เปนผลใหเซลลที่เริ่มจะเกิด 

apoptosis ถูกยอมดวยสีดังกลาว สองดูไดในกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (exitation/emission 

= 496/550 nm) หรือวัดไดใน spectrofluorometer หรือใน flow cytometer ซึ่งมีโปรแกรม

คอมพิวเตอรชวยคำนวณทางสถิติใหดวย

ในการทดสอบเดียวกัน มักจะมีการเติม propidium iodide (PI) ลงไปดวย เพื่อหา 

necrotic cells ซึ่ง membrane เสียความสามารถในการกั้นไมใหสารตาง  ๆ เขาไปในเซลล PI จึง

เขาไป label DNA ของเซลลที่ตายแบบ necrosis ได   การใช PI คูกับ annexin จึงทำใหสามารถ

แยกเซลลออกไดเปนสี่กลุม (Sigma-Aldrich, 2012; AshaRani 2009b) คือ

• viable cells:G G annexin V -G PI -G G ไมติดสียอม

• early apoptotic cells:G annexin V +G PI -G G ยอมติดสีเขียวเทานั้น

• late apoptotic cells:G annexin V +G PI +G G ยอมติดทั้งสีเขียวและแดง

• necrotic cells:G G annexin V -G PI +G G ยอมติดสีแดงเทานั้น

การทดลองโดยใชเทคนิคนี ้ ทำกับเซลลจำนวนนอยที่แผอยูบนพื้นผิว หรือทำกับเซลล

จำนวนมาก ใน flow cytometer ก็ไดโดยใชเครื่องมือสองความยาวคลื่น ซึ่งเปนเครื่องมือ

มาตรฐานอยูแลว แตปญหาของเทคนิคนี ้อยูที่การแปลผลที่ความเขมขนตาง  ๆของ AgNP วามีคำ

อธิบายอยางอื่นนอกจาก apoptosis หรือไม และในการศึกษาควรจะตองทำการวัด DNA  

breakage ควบคูไปดวย (AshaRani et al 2009b)

อนึ่ง การลำเลียง PS จากดานในไปดานนอกของเยื่อหุมเซลลเมื่อเริ ่มจะเกิด 

apoptosis นี้ มีความคลายคลึงกับ “PS exposure” ซึ่งเปนขั้นตอนแรกเริ่มของ platelet 

aggregation ดังนั้น จึงมีการศึกษาความสามารถของ AgNP ในการ activate platelet aggregation 

ดวย (เชน Jun, 2011) แตในที่นี้จะไมกลาวถึง เนื่องจากจะเนนเฉพาะความเปนพิษตอเซลล

นอกจากนั้น โปรตีนที่เกี่ยวของในกระบวนการ apoptosis เชน cytochrome c, 

caspase 9 และ caspase 3 สามารถวิเคราะหไดโดยใช western blot ดวย antibody ที่มีความ

จำเพาะตอโปรตีนแตละชนิด (Piao et al, 2011)
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6.2.รายงานผลการวิจัยที่เกี่ยวของ

6.2.1. ความเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress)

ไมโตคอนเดรียเปนแหลงที่เกิดการสราง ROS ขึ้นในเซลล ในกระบวนการ oxidative 

physphorylation ออกซิเจนถูกรีดิวซเปนน้ำดวยการเติมอิเล็กตรอนอยางระมัดระวังตามหวงโซการ

ลำเลียงอิเล็กตรอน แตบางคร้ังอิเล็กตรอนก็อาจหลุดออกมา เมื่อ molecular oxygen รับ

อิเล็กตรอนเขาไปจะเกิดเปน superoxide anion radical ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเปนไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด และอาจจะถูกรีดิวซจนเต็มที่กลายเปนน้ำ หรือถูกรีดิวซบางสวนเปน hydroxyl radical ซึ่ง

นับเปนออกซิแดนซที่แรงที่สุดชนิดหนึ่งในธรรมชาติ (Boonstra et al, 2004 อางถึงใน Asharani et 

al, 2009b)  สารพิษที่เซลลไดรับเขาไปเพิ่มอัตราการสราง superoxide anion radical ดวยการขัด

ขวางการลำเลียงอิเล็กตรอน (ในกรณีนี้อัตราการสังเคราะห ATP จะลดลง) หรือไมก็รับอิเล็กตรอน

มาจากสารในหวงโซการลำเลียงอิเล็กตรอน แตกลับสงตอให molecular oxygen (Turrens et al. 

2003 อางถึงใน Asharani et al, 2009b)  AgNP อาจจะเปล่ียนแปลงการทำงานของไมโตคอนเดรีย 

โดยการขัดขวางหวงโซการลำเลียงอิเล็กตรอน ทำใหเกิด ROS มากขึ้น และ ATP นอยลง ในขณะ

ที่ีระดับ ROS ที่สูงขึ้นก็จะไปทำลายโปรตีนและ DNA ตอไป

การทดลองกับ IMR-90 normal human lung fibroblasts U251 human glioblastoma 

cells แสดงวามีการสราง peroxide และ superoxide มากขึ้นอยางสำคัญในเซลลที่ไดสัมผัสกับ 

6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง ที่ความเขมขน 25 และ 50 ug/ml AgNP (Asharani et al, 

2009b)

จากการทดสอบดวย RT-PCR พบวา IMR-90 human lung fibroblasts และ U251 

human glioblastoma cells ที่สัมผัสอยูกับ 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง แสดง upregulation 

ของ metallothionein และ hemeoxygenase-1 (Asharani et al, 2009a)   metallothionein เปน

สารเคมีที่ชวยในระบบ metal detoxification ของเซลล และมักใชเปน biomarker ของ metal-

induced cytotoxicity สวน hemeoxygenase-1 เปนเอนไซมที่มีหนาที่ยอยสลาย heme แตมีผล

ขางเคียงเปนการชวยปองกันอันตรายตอเซลลจาก oxidizing environment (Morse & Choi, 2005) 

นอกจากนั้น การทดลองในแบคทีเรียเมื่อไมนานมานี้ ยังพบวา ความเปนพิษของ AgNP สวนใหญ

มาจาก oxidative stress และไมขึ้นกับความเปนพิษของ Ag+ ไอออน (Kim et al, 2007)

43        



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

ปรากฏวาระดับของ glutathione ลดลงเรื่อย  ๆ จากประมาณ 450 uM ลงมาเหลือไมถึง 50 mM 

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

2011)

6.2.2. การตายอยางเปนระบบ (apoptosis)

กลไกความเปนพิษตอเซลลของ AgNP อาจจะผานทางการตายอยางเปนระบบ 

(apoptosis)  เนื่องจากเมื่อป 2007 มีรายงานการเกิด apotosis จาก AuNP ซึ่งปกติมีความเปนพิษ

นอยกวา AgNP อยางสำคัญ (Pan et al, 2007)  และในเวลาไลเลี่ยกัน ก็มีรายงานวาพบการเกิด 

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

การทดลองในเซลล IMR-90 human lung fibroblasts ดวยวิธีวัด annexin พบเซลล

เพียงจำนวนนอย ที่เกิด apoptosis และ necrosis แมเซลลจะไดสัมผัสกับ AgNP ที่ความเขมขน

สูงสุดในการทดลอง (400 ug/ml 6-20 nm AgNP เคลือบดวยแปง)  สวนในความเขมขน AgNP ที่

ต่ำ (25-100 ug/ml) จำนวนเซลลที่เกิด apoptosis เพิ่มขึ้นรอยละ 5-9 เทียบกับกลุมควบคุม 

อยางไรก็ตามผูวิจัยไมอาจสรุปใหชัดเจนไดมากกวานี ้ เนื่องจากอาจมีคำอธิบายวา ตัวเลขการเพิ่ม

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

ในการทดลองใน THP-1 cells (human acute monocytic leukemia cell line) พบวา 

0-7.5 ug/ml 69 nm AgNP ที่เคลือบ PVP สามารถกระตุนใหเกิด apoptosis ได โดยมี threshold 

concentration ประมาณ 1.5 ug/ml  และรอยละของเซลลที่เกิด necrosis มีคาประมาณ 3 เทา

ของเซลลที่เกิด apoptosis ณ ความเขมขนสูงสุดที่ทดลอง   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 และการเพิ่มของโปรตีนที่เกี่ยวของกับ apoptosis รวมทั้ง active form ของ 

JNK ดวย (Piao et al, 2011)
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7. การปลอยสัญญาณเคมีจากเซลล 
การสงสัญญาณเคมีเขาเซลล 
และการเคลื่อนที่ตอบสนองตอสัญญาณ

เคมีจากเซลลอื่น

การสงสัญญาณในรูปของสารเคมี เพื่อสื่อสารระหวางเซลลใหทำงานรวมกันไดอยาง

สอดคลอง และตอบสนองตอสิ่งเราหรืออันตรายไดตามความจำเปน เปนกิจกรรมที่สำคัญมาก

อยางหนึ่งของรางกาย ซึ่งประกอบดวยเซลลจำนวนมาก ดังนั้น การปลอยสัญญาณเคมีออกจาก

เซลล การรับสัญญาณเคมีจากเซลลอื่น การสงสัญญาณเคมีภายในเซลลเอง และการเคลื่อนที่ตอบ

สนองตอสารเคมีจากเซลลอื่น จึงเปนสิ่งที่ตองทดสอบวาถูกกระทบจากความเปนพิษของ AgNP 

หรือไม เพียงใด

7.1.หลักการทดสอบ

7.1.1. การปลอยสัญญาณเคมีจากเซลล

สารเคมีที่เซลลปลอยออกมา ไมวาจะเปนกลุม interleukin เชน IL-6, IL-8, IL-11 หรือ

กลุม growth factor เชน vascular endothelial growth factor (VEGF) สามารถวัดความเขมขนได

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

standards

7.1.2. การสงสัญญาณเคมีภายในเซลล

การสงสัญญาณเคมีภายในเซลล ทำนองคลายกับ second messenger นั้น ที่มีการ

ศึกษาอยางใกลชิด คือการเปลี่ยนแปลงของ Ca2+ ซึ่งติดตามไดโดยการใช calcium indicator

!



calcium indicator ที่นิยมใชไดแก Fura-2, Fluor-3 และ Fluor-4 ในรูปตางๆ กัน เชน 

ในรูป ester ที่สามารถ partition ผาน plasma membrane เขาไปภายในเซลลได และเมื่อถูก 

cytoplasmic esterase ยอยใหอยูในรูปที่มีประจุไฟฟาแลว ก็จะสะสมอยูในเซลล ไมสามารถผาน

กลับออกมานอกเซลลได  ในทางปฏิบัต ิตองใช calcium buffer เพื่อทำ standard curve ภายใน

เซลลชนิดที่ตองการศึกษา และตองระวังวา ความเขมขนของ indicator ไมมากจนกระทั่งทำตัวเปน  

calcium buffer เสียเอง ทั้งยังตองมีขั้นตอนใหเซลลพักฟนหลังการเติม indicator เนื่องจากสารที่

เปนตัวทำละลาย indicator และสารที่เปนผลจากปฏิกิริยาของ esterase อาจมีความเปนพิษตอ

เซลลได

7.1.3. การเคลื่อนที่ตอบสนองตอสัญญาณเคมีจากเซลลอื่น (chemotaxis)

chemoattractant solution เตรียมไดจากการกระตุน peripheral blood mononuclear 

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

gradient) ดวย 5 ug/ml lipopolysaccharide (LPS) แลวปนแยกเอาเฉพาะ cell-free supernatant  

chemotaxis วัดไดดวยวิธ ี transwell assay โดยการเติม chemoattractant solution ลง

ใน 24-well plate (พรอมกับสารที่ตองการวัด toxicity) ตามดวย Falcon™ FluoroBlok™ inserts 

(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) pore size 3 μm แลวเติมเซลล (พรอมกับ

สารที่ตองการวัด toxicity) ลงไปบน insert  หลังจากรอ 3 วันใน culture condition ก็นับเซลลที่ได 

transmigrate ผานรูลงไปจนถึงดานลางโดยการยอมสี เชน calcein-AM แลวนับเซลลใน 

fluorescence microscope
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7.2.รายงานผลการวิจัยที่เกี่ยวของ

7.2.1. การปลอยสัญญาณเคมีออกจากเซลล

ตามปกติ เมื่อกระตุน human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) ดวย 

phytohemagglutinin (PHA) PBMC จะปลอย cytokine ออกมาหลายชนิด เพื่อสงสัญญาณบอก

เซลลอื่นๆ ใหเตรียมปองกันตัวและกำจัดผูบุกรุกซึ่งเปนพิษตอเซลลรางกายดวย

อันที่จริงตามปกต ิPBMC ก็สราง IL-6, TNF-α, IL-10 และ IL-1β อยูบางแลว แตเมื่อ

ถูกกระตุนดวย LPS แลว PCMB จะเพิ่มการสราง IL-1β และ TNF-α เปนอยางมาก และเพิ่มการ

สราง IL-6 บางเล็กนอย ในขณะที่มีการหนวงเวลาการเพิ่มการสราง IL-10 (Jansky, Reymanova 

& Kopecky, 2003)

ที่ความเขมขนสูงกวา 15 ppm AgNP แสดงความเปนพิษตอ PBMC ดังจะเห็นไดจาก

การลดการปลอย IL-5, INF และ TNF อยางไรก็ตาม ที่ความเขมขนต่ำกวา 15 ppm AgNP มีผล

ยับยั้งออนๆ ตอการปลอย IL-5 และยับยั้งอยางแรง ตอการปลอย INF-g และ TNF-a ซึ่งขึ้นอยู

กับความเขมขนของ AgNP ที่ใช  ความรูนี้อาจนำมาใชออกแบบยาลดปฏิกิริยาตอบสนองของ

รางกาย โดยเฉพาะการอักเสบ ซึ่งพบไดในหลายโรค ที่อาการของโรคมาจากปฏิกิริยาของรางกาย

เอง (Shin et al, 2007)

100 nm AgNP ที่เคลือบดวย PVP ที่ความเขมขนมากกวา 5 ug/ml สามารถลดการ

ปลอย cytokine ชนิด IL-6, IL-8, and VEGF จาก human mesenchymal stem cells ในขณะที่ 

Ag+ ในความเขมขนเพียง 2 ug/ml ขึ้นไป สามารถใหผลเชนเดียวกัน   ในการทดลองชุดเดียวกัน 

ณ ความเขมขนต่ำสุดที่ AgNP สามารถยับยั้งการปลอย cytokines ได ปรากฎวาเซลลถูกกระตุนให

ปลอย IL-8 แทนที่จะถูกยับยั้ง ซึ่งพบไดในการทดลองกระตุน human multipotent mesenchymal 

stem cells ดวย Ni2+ อีกดวย (Habijan et al 2007 อางถึงใน Greulich et al, 2009)

การทดลองให human adipose-tissue derived mesenchymal stem cells สัมผัสกับ < 

50 nm AgNP (Sigma) พบวามีการกระตุน (activate) เซลลเกิดขึ้น (Hanckenberg, 2011)
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7.2.2. การสงสัญญาณเคมีภายในเซลล

จากการทดลองติดตามเซลล IMR-90 normal human lung fibroblasts และ U251 

human glioblastoma cells ดวย calcium indicator พบ calcium transient เกิดขึ้นในไซโตพลาสซึม  

เมื่อเซลลดังกลาวถูกกระตุนดวย 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง (AshaRani et al, 2009a)

เมื่อให IMR-90 fibroblasts สัมผัสกับ 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง แลวจึงยอม

ดวย calcium indicator ก็พบการแกวงตัว (fluctuation) ของระดับความเขมขนของ Ca2+ ในไซโต

พลาสซึมในชวงเวลา 24 ชั่วโมงที่ติดตาม สวน U251 human glioblastoma cells นั้นเมื่อถูก

กระทำเชนเดียวกันกับ IMR-90 ก็เกิดการแกวงตัวของระดับความเขมขนของ Ca2+ ในรูปรางที่ตาง

กัน และในเวลาที่ยืดยาวออกไปเปน 48 ชั่วโมง (AshaRani et al, 2009a)

การแกวงของระดับความเขมขนของ Ca2+ ภายในเซลลG ถือวาเปนการทำลายความสม

ดุลยของแคลเซียมในเซลล (disruption of calcium homeostasis) ซึ่งจะสงผลไปยังระบบสำคัญ

สองสวนของเซลล คือ ระบบการสรางพลังงานใน mitochondria และระบบการควบคุมรูปทรงและ

การเคลื่อนที่ของเซลล ที่ขึ้นอยูกับ cytoskeleton (AshaRani et al, 2009a)

7.2.3. การเคลื่อนที่ตอบสนองตอสัญญาณเคมีจากเซลลอื่น

การวัด chemotaxis ใน hMSC เขาหา supernatant ของ stimulated leukocytes ใน 

transwell assay แสดงใหเห็นวา ความเขมขนของ AgNP ที่ยับยั้ง chemotaxis ได มีระดับใกลเคียง

กับความเขมขนของ AgNP ที่เปนพิษตอเซลล    สวนในกรณ ี Ag+ นั้น ความเขมขนที่ยับยั้ง 

chemotaxis ได มีระดับต่ำกวาความเขมขนของ AgNP ที่เปนพิษตอเซลล (Greulich et al, 2009)

การทดลองให human adipose-tissue derived mesenchymal stem cells สัมผัสกับ < 

50 nm AgNP (Sigma) พบวา migration ยังคงเกิดขึ้นไดตามปกต ิณ ความเขมขนของ AgNP ที่ต่ำ

กวาความเขมขนที่เปนพิษ, 10 ug/ml (Hanckenberg, 2011)
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8. ความเสียหายของโครโมโซม ชีวโมเลกุล 
และวัฎจักรของเซลล

ในระดับยอยที่สุด AgNP อาจจะทำใหเกิดความเสียหายตอชีวโมเลกุลชนิดตางๆ เชน 

โปรตีน ลิพิด และกรดนิวคลีอิก โดยเฉพาะอยางยิ่ง DNA และโครโมโซม ซึ่งในกรณีหลังนี้จะเปน

ความเสียหายอยางรายแรงตอเซลล เนื่องจาก DNA มีหนาที่เก็บขอมูลทางพันธุกรรม และเปนแม

แบบของการสรางโปรตีน เพื่อใชในการทำงาน ตลอดจนดำรงความเปนเอกลักษณของเซลล 

ธรรมชาติจึงมีระบบที่จะยับยั้งไมใหเซลลที่มีความผิดปกติของ DNA และโครโมโซม แบงตัวเพิ่ม

จำนวนขึ้น  ทำใหเซลลที ่ DNA เสียหายมาก เกิดความผิดปกติในวัฎจักรตามไปดวย นอกเหนือ

จากการถูกกำจัดไปโดยกระบวนการ apoptosis ดังกลาวแลวในบทกอนๆ

8.1.หลักการทดสอบ

8.1.1. ความเสียหายของดีเอนเอและโครโมโซม (chromosomal damage)

Cytokinesis-Blocked Micronucleus Assay (CBMN) เปนเทคนิคที่ใชวัดการแตกตัว 

(breakage) ของโครโมโซม ดวยการนับจำนวนเซลลที่มี spontaneous micronucleus ซึ่งมีขนาด

เล็กกวาอีก daughter nucleus หนึ่งหลังจากการแบงตัว โดย cytokinesis ถูกยับยั้งไวดวย 

cytochalasin    ความถี่ของ spontaneous micronucleus ขึ้นอยูกับ (1) mutation ของ 

kinetochore proteins, centromeres หรือ spindle apparatus ที่สงผลใหโครโมโซมแบงตัวไมเทา

กัน หรือโครโมโซมหายไปในขั้นตอน anaphase ของการแบงนิวเคลียส ซึ่งในกรณีหลังนี้พบได

ประมาณครึ่งหนึ่งของการเกิด micronucleus ทั้งหมด (2) DNA strand breaks ที่ไมไดถูกซอมแซม    

ไมวาจะเปนผลมาจากภายในเซลลเองหรือจากสารพิษภายนอกเซลล ทำใหไดโครโมโซมที่แบงตัว

แลวมีขนาดไมเทากัน ซึ่งในกรณีหลังนี้พบไดอีกครึ่งหนึ่งของการเกิด micronucleus ทั้งหมด 

(Fenech, 1993)

Alkaline Single-Cell Electrophoresis ที่มักเรียกกันวา Comet Assay เปนเทคนิคที่ใช

วัดการขาดของสาย DNA ที่อยูในโครโมโซม ดวยการหลอเซลลที่ศึกษาเขาไวใน agarose จากนั้น

ทำใหเซลลแตกดวยสารละลายดางของ detergent ซึ่งเปนดาง แลวนำไปทำ electrophoresis  
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สนามไฟฟาจะฉุดให DNA ที่ขาดเปนชิ้นเล็ก  ๆ เคลื่อนที่ออกมาจากเซลล เมื่อยอมสีแลว จะเห็น

เปนหางยาวชี้ไปทางขั้วบวก (Collins, 2004) ถาหางยิ่งยาวและใหญ แปลวายิ่งมีความเสียหายตอ 

DNA ในโครโมโซมมาก

การบอกผลของ Comet Assay ในเชิงปริมาณ ทำไดโดยบอกเปน Olive tail moment 

(OTM) หรือเรียกสั้นๆ วา tail moment ซึ่งหมายถึง ผลคูณของรอยละของ DNA ในหางของ 

comet กับระยะหางระหวาง (intensity centroid) ของหัวกับของหาง (Vilhar, 2004)

อีกวิธีหนึ่งที่ใชวัด DNA fragmentation คือ การวิเคราะห cytoplasmic histone-

associated DNA fragmentation โดยใชชุดตรวจสอบจากบริษัท Roach Diagnostics

นอกจากการวัด DNA breakage แลว อีกสิ่งหนึ่งที่สามารถวัดได คือ DNA mutation

การวัด DNA mutation ทำไดโดย mouse lymphoma thymidine kinase (tk+/-) gene 

mutation assay (MLA) ที่นิยมใชกันก็คือ L5178YTK+/- mouse lymphoma-TK assay ซึ่ง

ประกอบดวยเซลลที่ผาเหลา (TK-) จึงไมสามารถ express thymidine kinase ทำใหไมสามารถ

เปลี่ยน tymidine monophosphate (TMP) analog เชน trifluorothymidine (TFT) ที่ผสมไวใน assay 

ใหเปนสารพิษออกมาฆาเซลล ดังนั้นเซลลจึงเติบโตไดตามปกติ   แตหากเซลลไดสัมผัสกับสารเคมี

ที่เปน mutagen จะทำใหเกิด point mutation ที ่ TK locus ได TK ปกติกลับคืนมา   เมื่อเปลี่ยน

เปน selective medium ที่ผสม TFT ไว เซลลจะตาย   สภาวะที่เหมาะสมในการทดลองนี ้สามารถ

ยืนยันไดดวย positive controls เชน methylmethanesulfonate (MMS) and cyclophosphamide 

(CP)

เนื่องจากสารเคมีหลายชนิด โดยตัวของมันเองอาจไมไดเปน mutagen แตถาถูก

เอนไซมในตับเปลี่ยนใหเปน metabolite บางชนิดอาจเปน mutagen ได ดังนั้น ในการทำ MLA จึง

มักจะมีตัวอยางสวนหนึ่ง ซึ่งนำไปผสมกับ crude extract ของเอนไซมจากตับหนูที่ถูก induce ไว

กอนใหผลิตเอนไซมออกมามากๆ เรียก crude extract นี้วา S9

colonies ของเซลลที่นับได มีทั้งขนาดใหญและขนาดเล็กปนกัน colonies ขนาดใหญ 

แสดงถึงเซลลที่ไมตาย เนื่องจากสารที่สงสัยหรือ metabolites ของมันไมมีฤทธิ์เปน mutagen สวน 

colonies ขนาดเล็กแสดงถึงเซลลที่ม ี DNA/chromosome damage มาก จนถึงแมจะไม express 

TK และรอดอยูได แตก็ปวยมาก  สัดสวนของ large/small colonies เปนเครื่องชี้ mode of action 

ของสารที่ตองสงสัย วาเปน mutagen เปนหลัก หรือ ทำใหเกิด chromosome damage เปนหลัก
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8.1.2. การเปลี่ยนแปลงของวัฏจักรของเซลล (cell cycle)

การติดตามการเปลี่ยนแปลงของวัฎจักรของเซลล ทำไดหลายวิธ ีแตวิธีที่สะดวก คือทำ

ทั้ง population ดวยการใช flow cytometry

การติดตาม DNA ใน cell population ทำไดโดยการยอมเซลลดวย propidium iodide 

แลววัดดวย flow cytometry (Asharani et al, 2009b)  เนื่องจากการวัดใน flow cytometry เกิดขึ้น

ทีละเซลล การประมวลขอมูลจากโปรแกรมคอมพิวเตอรจึงทำใหทราบถึงปริมาณ DNA ในแตละ

เซลล ซึ่งจะบอกตำแหนงของแตละเซลลใน cel cycle และคิดออกมาเปนรอยละได

สมมุติฐานเบื้องหลังการหา cell cycle profile ก็คือ DNA และ chromosome damage 

จะกระตุนกลไกตามธรรมชาติที่จะยับยั้งการแบงเซลล ดังนั้นเซลลที่ถูกทำลาย DNA จึงควรจะถูก

หยุด (arrest) ไวที่บางตำแหนงใน cell cycle โดยเฉพาะอยางยิ่ง ที่ G2/M 

8.1.3. ความเสียหายของชีวโมเลกุลชนิดอื่น

นอกเหนือจากความเสียหายที่อาจเกิดขึ้นตอดีเอ็นเอและโครโมโซมแลว ชีวโมเลกุลอื่น

ที่อาจเกิดความเสียหายจาก AgNP ไดแกลิพิดและโปรตีน

lipid peroxidation วัดไดโดยการวิเคราะหหา 8-isoprostane (marker ของ lipid  ที่ถูก

ออกซิไดซ) ดวยชุดตรวจ ELISA (Manzer al al, 2006; Beauchamp et al, 2002 อางถึงใน Piao 

et al, 2011)

เราอาจคาดคะเนระดับโดยประมาณของ lipid peroxidation ไดโดยยอมเซลลดวย 

diphenyl-1-pyrenylphosphine (DPPP) ซึ่งตามปกติไมวาวแสง แตเมื่อทำปฏิกิริยากับ peroxide 

แลวจะให diphenyl-1-pyrenylphosphine oxide (DPPP-O) ซึ่งวาวแสง (excitation/emission = 

351 nm / 380 nm)

นอกจาก lipid จะถูกออกซิไดซจาก oxidative stress แลว โปรตีนก็ถูกออกซิไดซไดเชน

กัน เกิดเปน carbonyl proteins ซึ่งสามารถวัดไดดวยวิธี ELISA (เชนใชชุดตรวจจากบริษัท Cell 

Biolabs)

โปรตีนที่มีระดับการ expression ลดลง สามารถศึกษาไดดวยเทคนิคทาง molecular 

biology เชน ใชเทคนิค RT-PCR กับ mRNA ของ filamin ศึกษาการ downregulation โปรตีน 
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filamin (เพื่อเชื่อมโยงเขากับการเปลี่ยนแปลงทาง cytoskeleton และ cellular motility) เปนตน 

(AshaRani, 2009a)

8.2.รายงานผลการวิจัยที่เกี่ยวของ

8.2.1. ความเสียหายของดีเอนเอและโครโมโซม (DNA and chromosome 
damages)

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

line) พบวา 0-7.5 ug/ml 69 nm AgNP ที่เคลือบ PVP สามารถทำใหเกิด DNA breakage ซึ่งมีคา

มากขึ้นตาม dose  และตามเวลา (Foldbjerg et al, 2009)

จากการทดลองใหเซลล IMR-90 normal human lung fibroblasts กับ U251 human 

glioblastoma cells สัมผัสกับ  6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง พบ chromosome aberration 

มากขึ้นตามความเขมขนของ AgNP และพบการเปลี่ยนแปลงของโครโมโซมใน U251 เซลล

มากกวาใน IMR-90 เซลล (AshaRani et al, 2009a) และเมื่อวัด chromosomal breakage โดย 

cytokinesis-blocked micronucleus assay (CBMN) และโดย Comet Assay แลว ก็พบวามีความ

เสียหายเกิดขึ้นมาก   ในรายงานฉบับนี ้พบความเสียหายของ DNA มาก (tail moment เพิ่ม 2 

เทาของกลุมควบคุมที่ > 100 ug/ml AgNP ในกรณี U251 และ tail  moment เพิ่มไปเรื่อยๆ คอน

ขางจะเปนปฏิภาคกับความเขมขนของ AgNP โดย tail เพื่มเปนประมาณ 6  เทาของกลุมควบคุม 

ที ่ 400 ug/ml AgNP (AshaRani et al, 2009b) ความสามารถการทำใหเกิด chromosome 

damage ไดรับการยืนยันในเซลล L5178Y cells and BEAS-2B (Kim et al, 2010)

ความสามารถเปน mutagen ของ AgNP ที่ประเมินจาก mouse lymphoma thymidine 

kinase (tk+/-) gene mutation assay (MLA) IC20 ของ AgNP ในเซลล L5178Y เทากับ 3,769.53 

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

สวนในเซลล BEAS-2B คา IC20 เทากับ 1,171.88 μg/mL และ 761.72 μg/mL เมื่อเติมและไม

เติม S-9 ตามลำดับ ดังนี้จะเห็นไดวา AgNP เปนพิษมากกวาเมื่อไมเติม S9 และมากกวาในเซลล 

BEAS-2B เมื่อเทียบกับในเซลล L5178Y แตเนื่องจากคาที่ไดไมตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัย

สำคัญ จึงสรุปวาความเปนพิษหลักของ AgNP ไมไดมาจากการเปน 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) แลววัด พบวามีการทำลาย DNA ที่ 1, 3, และ 24 

ชั่วโมง (Hanckenberg, 2011)

8.2.2. การเปลี่ยนแปลงของวัฏจักรของเซลล (cell cycle)

U251 human glioblastoma cells ที่สัมผัสกับ 6-20 nm AgNP ที่เคลือบดวยแปง 

แสดง G2/M arrest เพิ่มขึ้นประมาณเทาตัวของกลุมควบคุม ในขณะที ่ IMR-90 human lung 

fibroblasts ที่สัมผัสกับ AgNP ชนิดเดียวกัน แสดง G2/M arrest เพิ่มเปนประมาณ 3 เทาของกลุม

ควบคุม ซึ่งสอดคลองกับสมมุติฐานวา  DNA damage จากการสัมผัสกับ AgNP จะทำใหเซลลที่

พิการ ถูกยับยั้งไวใน G2/M มากขึ้น (Asharani et al, 2009b)

8.2.3. ความเสียหายของชีวโมเลกุลอื่น

10-15 nm AgNP ยับยั้งการเพิ่มของ F-actin เมื่อ platelets ถูก induce ดวย thrombin 

โดยตองสงสัยวาจะรบกวน barbed-end polymerization ของ actin นอกจากนั้น AgNP ยังทำให

เกิดความปนปวนใน platelet membrane โดยดูจาก binding ของ ANS  (Shrivastava et al, 2009)
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9. สรุปความเปนพิษของอนุภาคโลหะเงิน

นาโนตอเซลลของมนุษย

จากองคความรูในแงมุมตาง  ๆ เกี่ยวกับความเปนพิษของ AgNP ซึ่งไดสกัดออกมาจาก

รายงานผลการวิจัยในเซลลของมนุษยที่ไดคัดเลือกไว และไดนำเสนอไปแลวในบทที่ 3-8  ในบทนี้

จะเปนการสรุปและเชื่อมโยงองคความรูเหลานี้เขาดวยกัน เทาที่สามารถจะทำได แมวาจะมีการ

วิจัยเพียงเรื่องเดียวหรือเพียงสองสามเรื่องในประเด็นหนึ่งๆ ที่ทำในเซลลของมนุษย

9.1.ความเปนพิษของ AgNP มาจากการปลดปลอย Ag+ ลงไป
ในสารละลายหรือไม

เรื่องนี้ยังเปนที่ถกเถียงกันอยูในวงวิชาการ เนื่องจากมีผลการศึกษาสนับสนุนทั้งสอง

ทางเลือก (Ahamed et al, 2010)

กลุมที่มองความเปนพิษของ AgNP วามาจากการปลดปลอย Ag+ มีแบบจำลองวา 

AgNP เปน vehicle ที่พา Ag+ เขามาปลดปลอยชาๆ ในเซลล และมองวาความเปนพิษของ AgNP  

มาจากผลรวมของความเปนพิษจาก AgNP และจาก Ag+ (Kawata et al, 2009)

สวนกลุมที่มองวาความเปนพิษไมเกี่ยวของกัน มองวาทั้งคูมีลักษณะทางพิษวิทยาที่

แตกตางกัน และมีระดับที่จะทำใหเกิดพิษแตกตางกัน โดยที ่ Ag+ มีแนวโนมที่จะทำใหเกิดการ

อักเสบ (inflammation) มากกวาจะทำใหเกิด oxidative stress แต AgNP มีแนวโนมที่จะทำใหเกิด 

oxidative stress, chromosome damage ไปจนถึงทำลาย membranes, mitochondria และ

กระตุนใหเกิด apoptosis (AshaRani et al, 2009a, AshaRani et al 2009b, Kim et al, 2010)

9.2.กลไกความเปนพิษของ AgNP กับ lipid peroxidation

lipid peroxidaton ซึ่งเปนตัวบงชี้ oxidative damage นาจะเปนผลมาจาก oxidative 

stress  ในขณะเดียวกัน lipid peroxidation ก็นาเปนขั้นตอนที่เชื่อมตอไปถึง DNA damage และ 

apoptosis ซึ่งรวมกันสงผลเปน cytotoxicity

!



9.3.กลไกความเปนพิษของ AgNP กับไมโตคอนเดรีย

ไมโตคอนเดรียเปนเปาหมายการโจมตีที่สำคัญของ AgNP เนื่องจากบทบาทของมันใน 

apoptosis  โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อ mitochondrial membrane อาจลดความแข็งแรงลงเพราะเกิด 

lipid peroxidaton

นอกจากนี้ ดังกลาวแลวในบทกอนๆ วา AgNP ไปกระตุน jun-N terminal kinase 

(JNK) pathway ซึ่งจะลด membrane potential ของไมโตคอนเดรีย พรอมเริ่มกระบวนการ 

caspase activation เพื่อทำลายเซลลอยางเปนระบบ (apoptosis) ซึ่งเปนกลไกตามธรรมชาติ 

สำหรับกำจัดเซลลที่มีการทำงานผิดปกต ิ(Hsin et al, 2000; Piao et al, 2000)

9.4.กลไกความเปนพิษของ AgNP กับความเครียดออกซิเดชั่น

ความเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) เปนสภาวะความเครียดในระดับเซลล เมื่อ

ระบบปกติของเซลล ไมสามารถกำจัดสารพวก reactive oxygen species (ROS) ไดหมด ในกรณีนี้ 

นาจะเปนผลมาจากการที่ AgNP ไปเปลี่ยนแปลง activity ของ antioxidant enzymes และ GSH 

ทำใหระดับของ ROS เพิ่มสูงขึ้น ความเสียหายซึ่ง ROS กอขึ้นในเซลล จะสงผลกระทบไปถึง 

metabolism ของเซลล  โดยเฉพาะอยางยิ่ง ผานทาง JNK activation pathway ไปลด membrane 

potential ที่ไมโตคอนเดรีย เริ่มกระบวนการ caspase activation และ apoptosis ดังกลาวแลวขาง

ตน

9.5.กลไกความเปนพิษของ AgNP กับดีเอนเอและโครโมโซม

ความเสียหายตอ DNA และตอโครโมโซม นาจะเปนผลมาจาก ROS activity ที่เพิ่มขึ้น 

และระดับความเขมขนของ ATP ที่ลดลง (Asharani et al, 2009b)

ความเสียหายของโครโมโซม จะสงผลตอไปถึง cell cycle arrest อันเปนกลไกตาม

ธรรมชาต ิที่ยับยั้งเซลลที่พิการ ไมใหสามารถแบงตัวได
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9.6.ความเชื่อมโยงของกลไกความเปนพิษของ AgNP

จากขอมูลที่รวบรวมได เราสามารถสรุปความเชื่อมโยงระหวางกลไกความเปนพิษของ 

AgNP เปนแผนภูมิ หรือแผนผังไดดังนี้ (ดัดแปลงจาก Ahamed et al, 2010)

รูปที่ 9.1: แผนที่องคความรู เชื่อมโยงกลไกความเปนพิษของ AgNP
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9.7.ระดับมาตรฐานความปลอดภัยของ AgNP ในมนุษย

เทาที่ผานมา เนื่องจากความขาดแคลนของขอมูล มีผูที่พยายามนำขอมูลจากการ

ทดลองในสัตวทดลอง (หนู) มาทำการคำนวณตามระบบของสหภาพยุโรป (REACH Guidance) แต

ตองถือวาการคำนวณตางๆ เปนการทดลองเลนกับตัวเลข ไมสามารถนำมาใชในทางกฎหมายได 

(Christensen et al, 2010)

จากการศึกษาในครั้งนี้ ยังยืนยันไดวา ในปจจุบันขอมูลจากการศึกษาความเปนพิษของ 

AgNP ในเซลลของมนุษย มีไมครบถวนพอที่จะกำหนดระดับมาตรฐานความปลอดภัยของ AgNP 

ในมนุษยได ไมวาจะเปนคามาตรฐานคาใด และขอมูลการศึกษาในสัตวทดลอง ก็ยังไมมากพอที่จะ

ยืนยันใหสามารถทำการกำหนดคามาตรฐาน ที่ใชสำหรับงานพิษวิทยา หรืองานอาชีวอนามัยได

อยางไรก็ตาม ผูทำการศึกษาครั้งนี้มีความเห็นจากประสบการณวา เนื่องจากยังมีงาน

วิจัยทั้งในญี่ปุนและในสหภาพยุโรปอีกเปนจำนวนมากที่ยังไมไดมีการเผยแพรผลงาน รวมทั้งงาน

วิจัยที่ทำในโครงการระดับโลกขององคการเพื่อความรวมมือทางเศรษฐกิจและการพัฒนา (OECD) 

ทำใหผูทำการศึกษาครั้งนี้เชื่อวา ภายใน พ.ศ. 2558 คือ 3 ปหลังจากจบโครงการนี้ นาจะมีราง

มาตรฐาน เขาพิจารณากันในเวทีของสหภาพยุโรป  ในองคการระหวางประเทศวาดวยมาตรฐาน 

(ISO) และใน OECD ดวย

9.8.ขอเสนอแนะเชิงนโยบาย

เพื่อใหการประเมินดานความปลอดภัยนาโนเปนไปไดอยางตอเนื่อง และใหบรรลุผลที่

จะนำมาใชไดจริงในสังคมไทย ไมวาจะในเชิงองคความรูทางวิทยาศาสตรการแพทย หรือในเชิงการ

สาธารณสุข ซึ่งในที่สุดก็จะโยงไปถึงการควบคุม (regulation) ซึ่งมีผลตอภาคธุรกิจ ผูดำเนินการ

ศึกษาวิจัย จึงมีขอเสนอแนะตอหนวยงานที่เกี่ยวของดังตอไปนี้

1. ใหมีการศึกษาตอเนื่อง

ถือวาการศึกษาครั้งนี้ เปนการศึกษาเบื้องตน (pilot study) ซึ่งจะตองมีการศึกษาตอไป อัน

เปนการติดตามผลการวิจัยใหมๆ ทั่วโลก ไมวาจะโดยทุนของสำนักงานคณะกรรมการวิจัยแหง

ชาติเอง หรือโดยทุนของหนวยงานอื่น เพื่อใหไทยสามารมีขอสรุปของเราเอง เกี่ยวกับความ

ปลอดภัยของวัสดุนาโนแตละชนิดได

62        



2. ขยายขอบเขตของการศึกษา

การศึกษาครั้งตอๆ ไป นอกจากจะเปนการรวบรวมขอมูลใหสมบูรณขึ้น (เชน เพิ่มผลการ

ทดสอบขององคการเพื่อความรวมมือทางเศรษฐกิจและการพัฒนา (OECD) ซึ่งมีกำหนดการตี

พิมพในชวง ค.ศ. 2012-2013) แลว ยังสามารถขยายขอบเขตการศึกษาไดในหลายมิต ิ เชน 

ขยายไปถึงการทดลองในสัตวและพืช  หรือขยายไปยังอนุภาคโลหะนาโน และอโลหะนาโน  

หรือขยายจากความเปนพิษในเซลล  เปนความเปนพิษเมื่อหายใจเขาไป ความเปนพิษเมื่อ

สัมผัสทางผิวหนัง ฯลฯ หรือขยายจากการศึกษาเอกสารรายงานการวิจัยเกี่ยวกับความเปนพิษ 

ไปยังการเปลี่ยนแปลงของอนุภาคนาโนเมื่อหลุดออกจากแหลงกำเนิดไปแลว (fate) เพื่อจะได

ภาพชัดขึ้นวา ความเปนพิษของมันจะเปลี่ยนไปอยางไรบาง เมื่อตกไปอยูในสภาพแวดลอม

หนึ่งๆ 

3. ทดลองคำนวณคามาตรฐานเพื่อสรางองคความรูและประเมินผลกระทบ

เมื่อขยายขอบเขตการรวบรมขอมูลไปถึงสัตวทดลองแลว ก็ควรจะสนับสนุนใหทดลองคำนวณ

คามาตรฐานของวัสดุนาโนตางๆ ชนิดกัน4  ขึ้นตามวิธีการของหนวยงานในตางประเทศ (ถึงแม

จะยังนำไปใชจริงไมได เนื่องจากความไมสมบูรณของขอมูล ฯลฯ) เพื่อใหมีการวิจารณกันวา ใน

ทางวิชาการจะยอมรับวิธีการคำนวณไดหรือไม และหากยอมรับ นาจะเกิดผลกระทบอยางไรตอ

การพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี และอุตสาหกรรมนาโนในประเทศไทย หรือถาองคการ

ระหวางประเทศวาดวยมาตรฐาน (ISO) จะรับตัวเลขดังกลาว (ที่ตางประเทศคำนวณดวยวิธี

เดียวกัน) ไปพัฒนาเปนมาตรฐานสากล ไทยควรจะปรับตัวอยางไร จึงจะเดือดรอนนอยที่สุด

4. เพิ่มการสรางองคความรูทางวิทยาศาสตรและพิษวิทยา

แทนที่จะใชวิธีรวบรวมขอมูลจากเอกสารผลการวิจัยที่มีผูศึกษาไวแลวในประเทศอื่น หนวยงาน

สาธารณะที่เกี่ยวของ ควรจัดสรรงบประมาณ สำหรับการวิจัยภายนอกหรือภายในหนวยงาน

เอง ที่จะเพิ่มองคความรู ไมวาดาน toxicology หรือดาน fate สำหรับวัสดุนาโนที่มีการใชงาน
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4G คามาตรฐานท่ี่พบในเอกสารขอมูลความปลอดภัยสารเคมีมีตัวอยางดังนี ้ Occupational Exposure Limit (OEL) เปนคามาตรฐานการสัมผัส

สารเคมีชนิดหนึ่งๆ จากการทำงาน ที่เชื่อวาจะไมกอใหเกิดผลกระทบตอสุขภาพในผูปฏิบัติงานสวนใหญ, Permissible Exposure Limit 

(PEL) เปนคามาตรฐานบังคับ (คาระดับการสัมผัสที่อนุญาตใหมีได) ซึ่งกำหนดโดย Occupational Safety and Health Administration (OSHA) 

ของประเทศสหรัฐอเมริกา, Recommended Exposure Limit (REL) เปนคามาตรฐานแนะนำ ที่กำหนดโดย National Institute for 

Occupational Safety and Health (NIOSH) ของประเทศสหรัฐอเมริกา, และ Threshold Limit Value (TLV) เปนคามาตรฐานแนะนำ ที่

กำหนดโดย American Conference of the Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) ของประเทศสหรัฐอเมริกา  อยางไรก็ตาม วัสดุ

นาโนแทบทุกชนิดยังไมไดรับการกำหนดคามาตรฐานแบบใดแบบหนึ่งไวอยางเปนทางการ แต NIOSH ก็ไดใหความสำคัญเกี่ยวกับความ

ปลอดภัยนาโน และไดทำการศึกษาวิจัยเรื่องนี้อยางจริงจังในเวลาหลายปที่ผานมา โดยขณะนี้อยูระหวางเตรียมการประกาศใชคามาตรฐาน

แนะนำ (REL) สำหรับทอคารบอนนาโน (carbon nanotubes) นอกจากนั้น ในสหภาพยุโรปก็มีคามาตรฐานตางๆ ที่กำหนดโดยกฎหมาย 

REACH โดยกฎหมายไดใหวิธีคำนวณเพื่อกำหนดคามาตรฐานเอาไวดวย เปนตน



มากในประเทศไทย ซึ่งไดแก อนุภาคโลหะเงินนาโน (AgNP) อนุภาคไทเทเนียมไดออกไซด

นาโน อนุภาคสังกะสีออกไซดนาโน คารบอนแบล็ค และในอนาคตก็จะมีวัสดุนาโนอื่นเพิ่มขึ้น

เปนลำดับ เชน อนุภาคโลหะทองนาโน (ในยารักษาโรค ชุดตรวจโรค อุปกรณอิเล็กทรอนิคส 

ฯลฯ) เปนตน  ซึ่งนอกจากจะเปนการสรางองคความรูที่เหมาะสมตอประเทศแลว ยังจะเปนการ

พัฒนาบุคลากร ทั้งระดับอาจารย และระดับบัณฑิต ใหมีขีดความสามารถดานความปลอดภัย

นาโน ในเชิงลึกอีกดวย
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ภาคผนวกที ่2: รายละเอียดการจัดกลุมเอกสารจากการคัดกรองรอบที่ 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]
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