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บทคดัย่อ 
 

นาโนซีโอไลต ์(nanozeolite) เป็นสารประกอบท่ีเกิดจากการเช่ือมต่อระหว่างซิลิกอนและอะลูมิเนียมใน
รูปแบบโครงข่ายสามมิติ มีความสามารถเป็นตวัดูดซับและแลกเปล่ียนไอออน จึงมีแนวโน้มนาํมาใชเ้พื่อกกัเก็บ
สารสาํคญัในเคร่ืองสาํอาง ซ่ึงตอ้งไดรั้บการศึกษาถึงความปลอดภยัก่อนท่ีจะมีผลิตออกสู่ทอ้งตลาด การศึกษาน้ีจึงทาํ
การทดสอบความเป็นพิษของนาโนซีโอไลต์ต่อเซลล์มะเร็งอีพิเดอร์มอยด์เคอราติโนไซต์จากมนุษย ์ (human 
epidermoid carcinoma keratinocyte cell, A431) และเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากหนา้ผากมนุษย ์  (human forehead 
fibroblast cell, HFF) ในการประเมินความเป็นพิษต่อเซลล ์ใชข้อ้มูลท่ีไดจ้ากระบบเอก็เซลลิเจนซ์  เตรียมสารละลาย
นาโนซีโอไลตโ์ดยใชค้ล่ืนเหนือเสียงช่วยในการกระจายตวั จนไดส้ารละลายท่ีมีความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.05 0.1 0.2 0.3 
0.4  และ 0.5 % (w/v) ทดสอบโดยเติมสารละลายนาโนซีโอไลตล์งไปในเซลลผ์วิหนงัเพาะเล้ียงทั้งสองชนิด ติดตาม
ผลเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่าความเขม้ขน้ของนาโนซีโอไลตท่ี์ทาํให้เกิดการยบัย ั้งการเพ่ิมจาํนวนเซลลร้์อยละ 50 
ของจาํนวนเซลลท์ั้งหมด (the half maximal inhibitory concentration, IC50) เท่ากบั 0.08 % (w/v) ซ่ึงจะนาํมาใชเ้ป็น
ข้อมูลสําคัญในการเลือกความเข้มข้นท่ีเหมาะสม เพื่อประโยชน์ต่อการพฒันาตาํรับสําหรับเภสัชภัณฑ์หรือ
เคร่ืองสาํอางต่อไป 
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ABSTRACT 

 

Nanoparticles using in human must be fully assessed for their safety. Nanozeolites, an 

aluminosilicate crystalline with a 3-dimensioned porous structure, is considered a good absorbent 

and ion exchanger which might be applied for use as a reservoir to entrap active ingredients of 

cosmetic products. Aim of this study was to investigate cytotoxicity of nanozeolites on human 

epidermoid carcinoma (A431) and human forehead fibroblast cell (HFF). Skin toxicity test of 

nanozeolites was performed by using real-time xCELLigence impedance analysis. In this study 

nanozeolites was ultrasonically dispersed to obtain clear solution with various concentrations at 0.05, 

0.1, 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 % (w/v) and tested with A431 cells and HFF cells. Viable cells were 

monitored during the period of 24-h exposure by using the xCELLigence. Following real-time 

analysis, the half maximal inhibitory concentration (IC50) determined based on dose-response curves 

derived by xCELLigence measurement was found to be 0.08% (w/v). Results demonstrated the 

application of real time analysis for cellular viability and showed the IC50 value of nanozeolites at 

0.08 % (w/v). This leads to a safety zone determination of using nanozeolites as a particle carrier for 

pharmaceutical and/or cosmetic products. 
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บทนํา 
 ซีโอไลต ์เป็นสารท่ีเกิดข้ึนไดจ้ากการสังเคราะห์

ทางเคมี และสามารถเกิดข้ึนไดเ้องจากธรรมชาติในรูป
ของแร่ธาตุ  โดยมีช่ือทางเคมี คือ  Zeolites (CAS 
register numbers 1318-02-1 ;EINECS 215-283-8) ซ่ึง
ประกอบไปดว้ยอะตอมของซิลิคอน หรืออะลูมิเนียม
หน่ึงอะตอม และออกซิเจนส่ีอะตอม (SiO4 หรือ AlO4) 
สร้างพนัธะกันเป็นรูปสามเหล่ียมส่ีหน้า (tetrahedral) 
โดยอะตอมของซิลิคอนหรืออะลูมิเนียมอยู่ตรงกลาง 
ล้อมรอบด้วยอะตอมของออกซิเจนท่ีมุมทั้ ง ส่ี  ซ่ึง
โครงสร้างสามเหล่ียมส่ีหน้าน้ีจะเช่ือมต่อกนัท่ีมุม (ใช้
ออกซิเจนร่วมกนั) ทาํให้ซีโอไลตเ์ป็นผลึกแขง็ เป็นรู
พรุนและช่องว่างหรือโพรงท่ีต่อเช่ือมกันอย่างเป็น
ระเบียบในสามมิติ จึงทาํใหซี้โอไลตมี์ความสามารถใน
การทาํหนา้ท่ีเป็นตวัดูดซบัท่ีดี และเม่ือทาํใหมี้ขนาดเลก็
ในระดับนาโนเมตรก็จะช่วยเพิ่มพื้นท่ีผิวทาํให้เสริม
คุณสมบัติดูดซับ1 จึงเล็งเห็นว่านาโนซีโอไลต์น่าจะ
นํามาใช้เป็นส่วนผสมของเคร่ืองสําอางเพ่ือกักเก็บ
สารสาํคญั  แลว้เตรียมใหอ้ยูใ่นรูปแบบผลิตภณัฑพ์ร้อม
ใช้ในรูปแบบนาโน แต่จาํเป็นต้องมีการศึกษาความ
ปลอดภยัอยา่งแน่ชดัเสียก่อน 

ปัจจุบนัอนุภาคนาโนเป็นระบบนาํส่งสารสาํคญั
ท่ีได้รับความสนใจนํามาประยุกต์ใช้เพื่อช่วยในการ
นาํส่งเวชสําอางในผลิตภณัฑเ์คร่ืองสําอาง ซ่ึงช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพของสารสําคญั และปรับรูปลกัษณ์ของ
ผลิตภณัฑ์ให้น่าใชม้ากข้ึน ในดา้นขอ้มูลความเป็นพิษ
ทางผิวหนังของซีโอไลต์นั้น มีการทดสอบโดยวิธีการ
ปิดบนผิวหนงัมนุษย ์(Patch test)  โดยให้สัมผสักบัยา
นํ้ าแขวนตะกอนท่ีมีซีโอไลตเ์ป็นส่วนประกอบอยู่ร้อย
ละ 1 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ไม่พบการเกิดปฏิกิริยาใดข้ึนท่ี
ผวิหนงัมนุษย ์ และมีการศึกษาความไวของผิวหนงัต่อ
การไดรั้บสัมผสัซีโอไลต์ในหนูตะเภา  ผลท่ีไดไ้ม่พบ
ความไวของผิวหนังหนูตะเภาต่อการได้รับสัมผสัซี

โอไลต์  ถึงแม้ว่าจะไม่พบข้อมูลความเป็นพิษของซี
โอไลตต่์อผวิหนงั แต่กย็งัไม่สามารถบ่งบอกการเกิดพิษ
ต่อผิวหนังได้ถา้หากว่ามีการซึมผ่านของซีโอไลต์ลง
ไปสู่ผิวหนังชั้นต่างๆ2 โดยเฉพาะการนาํมาพฒันาเป็น
อนุภาคนาโนท่ีทาํให้ซีโอไลต์มีโอกาสซึมผ่านเข้าสู่
ผวิหนงัชั้นต่างๆ ได ้

เน่ืองจากว่าผลิตภัณฑ์ท่ีจะนํามาใช้กับผิวหนัง
ต้องได้รับการทดสอบพิษต่อผิวหนัง เพื่อรับรองว่า
ผลิตภณัฑ์นั้นมีความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภคก่อนท่ีจะมี
การผลิตออกสู่ทอ้งตลาด วิธีการท่ีใช้ในการทดสอบ
ความเป็นพิษต่อผิวหนัง มีวิธีการทดสอบหลายวิธี วิธี
ดั้ งเดิมคือการใชส้ัตวท์ดลอง ไดแ้ก่ กระต่าย หรือ หนู
ตะเภา3 แต่เพื่อหลีกเล่ียงขอ้จาํกดัทางดา้นจริยธรรม และ
ขอ้จาํกัดในการแปรผลมาสู่มนุษย  ์รวมทั้ งขอ้ห้ามใช้
สัตวท์ดลองในการทดสอบความเป็นพิษต่อผวิหนงัของ
ผลิตภณัฑท่ี์จะนาํมาใชก้บัผวิหนงั เพื่อการจาํหน่ายตาม
ขอ้กาํหนดการคา้ระหว่างประเทศของกลุ่มประเทศใน
สหภาพยโุรป (European Union) ซ่ึงไดก้าํหนดยกเลิก
การใช้สัตว์ทดลองอย่างเด็ดขาดสําหรับการทดสอบ
วตัถุดิบเคร่ืองสาํอาง ในเดือนมีนาคม พ.ศ.2552 เป็นตน้
มา4 จึงไดมี้การพฒันาวิธีการทดสอบความเป็นพิษของ
ผิวหนัง โดยใช้เซลล์ผิวหนังเพาะเล้ียงทดแทนการ
ทดสอบโดยใชส้ตัวท์ดลอง  

การประเมินความเป็นพิษต่อผิวหนงัจะพิจารณา
จากความสามารถของสารทดสอบในการลดจาํนวน
เซลลท่ี์มีชีวิต (cell viability) ในการทดสอบความเป็น
พิษต่อผิวหนังในการศึกษาคร้ังน้ีได้ใช้เซลล์ผิวหนัง
เพาะเล้ียงในการทดสอบ ชนิดของเซลล์เพาะเล้ียงท่ี
เหมาะสมท่ีจะนํามาใช้ในการทดสอบนั้นได้มีการนํา
เซลลผ์วิหนงัมาเพื่อพฒันา ไดแ้ก่ เซลลเ์คอราติโนไซต ์
(Keratinocyte cell) ซ่ึงเป็นเซลลผ์วิหนงัท่ีอยูใ่นชั้นหนงั
กาํพร้า และ เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์(Fibroblast cell) ซ่ึง
เป็นเซลลผ์ิวหนงัท่ีอยู่ในชั้นหนงัแท ้ ทาํให้ใชเ้ซลลเ์ค
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อราติโนไซตเ์แทนผวิหนงัในชั้นหนงักาํพร้า และเซลล์
ไฟโบรบลาสต์ แทนผิวหนังในชั้นหนังแท้5 โดย
เค ร่ืองมือ ท่ีใช้ทดสอบคือ  ระบบเอ็ก เซลลิ เจนซ์ 
(xCELLigence system) ซ่ึงเป็นทางเลือกใหม่ในการ
วิ เ คร าะ ห์ เซลล์  ทําการ ติดตามและตรวจ ดูการ
เปล่ียนแปลงทางกายภาพของเซลล์ตามเวลาจริง (real 
time)  

งานวิจัยช้ินน้ีได้ทําทดสอบความเป็นพิษต่อ
ผิวหนังของนาโนซีโอไลต์  โดยใช้เซลล์ผิวหนัง
เพาะเล้ียงในการทดสอบแทนการใชส้ัตวท์ดลอง โดย
มุ่งหวงัท่ีจะเป็นส่วนหน่ึงในการประเมินความปลอดภยั
ของผลิตภัณฑ์ เพื่อใช้เป็นข้อมูลสําคัญในการเลือก
ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมต่อการพฒันาตาํรับท่ีมีการใชซี้
โอไลตเ์ป็นส่วนประกอบต่อไปในอนาคต 
 

วธีิดาํเนินการวจิัย 
เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการศึกษา 

การทดสอบความเป็นพิษต่อผิวหนงัของนาโนซี
โอไลต ์ไดใ้ชว้ิธีการทดสอบโดยใชเ้คร่ืองมือท่ีใชว้ดั คือ 
RTCA sp instrument รุ่น The xCELLigence system 
(Roche Applied Science And Bioscience, USA) ซ่ึง
เป็นเคร่ืองมือท่ีใชต้รวจวิเคราะห์เซลล์ในลกัษณะการ
ติดตามการเปล่ียนแปลงของเซลลท่ี์มีชีวิตทุกช่วงเวลา
แบบเวลาจริง (real time) อุปกรณ์ท่ีใชป้ระกอบไปดว้ย 
E-Plate 96 คือ ถาดท่ีใชเ้ล้ียงเซลลท่ี์เคลือบดว้ยทองคาํ
บริเวณกน้หลุมเพื่อนาํสัญญาณไฟฟ้าวางอยูบ่นอุปกรณ์ 
RTCA SP Station ซ่ึงจะอยูใ่นตูบ่้ม CO2 incubator 
(Waterjacket CO2 Incabator, USA) และใชโ้ปรแกรม
คอมพิวเตอร์ RTCA software ในการรวม วิเคราะห์และ
แสดงข้อมูล โดยจะแสดงผลออกในรูปของค่า cell 
index (CI) ซ่ึงการติดตามการเปล่ียนแปลงจะสามารถ
ทาํไดอ้ย่างต่อเน่ือง โดยการวดัความตา้นทานท่ีเกิดข้ึน
โดยอาศยัอุปกรณ์ RTCA SP Station ท่ีมีอิเลก็โทรดรับ
สัญญาณความตา้นทานบรรจุอยู่ เม่ือทาํการเพาะเล้ียง

เซลลท์ดสอบในถาดเล้ียงเซลล ์(E-plate 96) ท่ีเคลือบ
ดว้ยทองคาํบริเวณกน้หลุม เม่ือมีเซลลเ์กาะอยู่กน้หลุม
ของถาดเล้ียงเซลล์จะมีแรงตา้นทานเกิดข้ึน โดยแรง
ตา้นท่ีเกิดข้ึนแปรผนัตามจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวิตท่ีเกาะอยู ่
โดยหลักการทาํงานจะมีการปล่อยกระแสไฟฟ้า 20 
มิลลิโวลต์ ไปบนถาดท่ีใช้เ ล้ียงเซลล์ท่ี เคลือบด้วย
ทองคาํบริเวณก้นหลุม การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนกับ
เซลลจ์ะเป็นผลให้เกิดการเปล่ียนกระแสไฟฟ้า และจะ
แสดงค่าความสมัพนัธ์ในรูปของกราฟ โดยเส้นกราฟจะ
แสดงถึงการติดตามการเปล่ียนแปลงของจาํนวนเซลล์
ทุกเวลา  และแสดงค่าความสัมพนัธ์ออกมาเป็นกราฟ 
โดยแกน x แสดงเวลาเป็นนาที ส่วนแกน y แสดงค่า CI6   
 

เซลล์เพาะเลีย้งทีใ่ช้ทดสอบ 
เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากหนา้ผากมนุษย ์  (human 

forehead fibroblast cell, HFF) ไดรั้บความอนุเคราะห์
จากสาขา วิชา ชีววิทยา  สํานักวิ ช าวิทยาศาสต ร์ 
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี ก่อนทาํการศึกษาได้
ทดสอบหาจาํนวนเซลลท่ี์เหมาะสมสาํหรับการทดสอบ 
พบว่าปริมาณเซลล์ตั้งตน้ท่ีเหมาะสม คือ 5x103 เซลล์
ต่อหลุม ใชอ้าหารเล้ียงเซลลช์นิด Dubecco’s Modified 
Eagle Medium (DMEM, Gibco, USA) ท่ีผสม 10% 
fetal bovine serum (FBS, BioWhittaker, USA) และ 
1% penicillin–streptomycin (BioWhittaker, USA)  

เซลล์มะเร็งอีพิเดอร์มอยด์เคอราติโนไซต์จาก
มนุษย ์(human epidermoid carcinoma cell, A431) จาก 
American Type Culture Collection (ATCC) ก่อน
ทาํการศึกษาได้ทดสอบหาจาํนวนเซลล์ท่ีเหมาะสม
สําหรับการทดสอบ  พบว่าปริมาณเซลล์ตั้ งต้น ท่ี
เหมาะสม คือ 3x103  เซลล์ต่อหลุมโดยใชอ้าหารเล้ียง
เซลลช์นิด Dubecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM, JR Scienctific, USA) ท่ีผสมดว้ย 10% fetal 
bovine serum (FBS, BioWhittaker, USA) และ 1% 
penicillin–streptomycin (BioWhittaker, USA) 
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สารเคมี 
ซีโอไลต์ ท่ีใช้ในการศึกษาคร้ังน้ีเกิดจากการ

สงัเคราะห์โดยกระบวนการทางเคมี มีรูพรุนขนาดกลาง 
และมีขนาดของอนุภาคในระดับนาโนเมตร  จาก
ภ า ค วิ ช า เ ค มี  ค ณ ะ วิ ท ย า ศ า ส ต ร์ 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ โดยละลายและเจือจางใน
อาหารเล้ียงเซลลช์นิด Dubecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM) กาํหนดความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ีใช้
ทดสอบ คือ 0.05 0.1 0.2 0.3, 0.4 และ 0.5 % (w/v) และ
ทาํการเตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนการทดสอบ 
 

การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ 
เตรียมเซลลเ์พาะเล้ียง HFF และ A431 ใน E-

plate 96 ในอาหารเล้ียง DMEM (10% FBS, 1% 
penicillin-streptomycin) โดยมีจาํนวนเซลล ์5x103เซลล์
ต่อหลุม และ 3 x103 เซลลต่์อหลุมตามลาํดบั นาํไปวาง
บนอุปกรณ์ส่วน RTCA SP station ท่ีจะอยูใ่นตูบ่้ม CO2 
incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (5% CO2) เม่ือ
เซลลมี์การเปล่ียนแปลงจนเขา้สู่ระยะ log phase ซ่ึง
ติดตามการเปล่ียนแปลงของเซลล์โดยระบบเอ็กเซลลิ
เจนซ์ (xCELLigence system) จะทาํการเติมสารละลาย
นาโนซีโอไลตท่ี์ละลายและเจือจางดว้ย DMEM จนมี
ความเขม้ขน้สุดทา้ย  (final concentration)  ดงัน้ี 0.05 
0.1 0.2  0.3 0.4 และ 0.5 % (w/v) ในปริมาตร 100 
ไมโครลิตรต่อหลุม หลงัการเทอาหารเล้ียงเซลลเ์ก่าออก
แลว้ โดยหลุมท่ีเป็นกลุ่มควบคุม (control) เติมเฉพาะ 
DMEM โดยทาํการทดลองซํ้ า 4 คร้ัง (n=4) ติดตามการ
เปล่ียนแปลงอยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 

ผลการศึกษา 
การศึกษาคร้ังน้ีไดท้าํการศึกษาความเป็นพิษต่อ

ผิวหนังของนาโนซีโอไลตท่ี์ไดจ้ากการสังเคราะห์จาก
กระบวนการทางเคมี โดยใช้เซลล์ผิวหนังเพาะเล้ียง 2 
ชนิด คือ A431 และ HFF ในการทดสอบ ความความ

เขม้ขน้ของนาโนซีโอไลตท่ี์ใชท้ดสอบ คือ 0.05 0.1 0.2 
0.3 0.4 และ 0.5 % (w/v) เคร่ืองมือท่ีใช ้คือ ระบบเอก็
เซลลิเจนซ์ (xCELLigence system) ซ่ึงเป็นเคร่ืองมือ
เป็นท่ีใช้ในการวิเคราะห์เซลล์แบบเวลาจริง ระบบจะ
ติดตามและตรวจดูการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของ
เซลลใ์นทุกช่วงเวลาท่ีทาํการทดสอบ  

ผลการศึกษาพบวา่เม่ือมีการบ่มเล้ียงเซลลร่์วมกบั
สารละลายนาโนซีโอไลต์ขนาดต่างๆ และได้มีการ
ติดตามดูการเปล่ียนแปลงของเซลลท่ี์เกิดข้ึนในต่อเน่ือง
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง รูปท่ี 1 แสดงค่า CI ของเซลลท์ั้ง
สองชนิดท่ีได้รับการทดสอบสารมีแนวโน้มลดตํ่าลง 
(เส้นกราฟ B-G) เม่ือเปรียบเทียบกบัค่า CI ของกลุ่ม
ควบคุม (เสน้กราฟ A) ซ่ึงแสดงถึงการเปล่ียนแปลงของ
เซลล์แบบปกติท่ีไม่ไดรั้บสัมผสัสารทดสอบใดๆ และ
เม่ือเปรียบเทียบค่า CI ของเซลล์ท่ีไดรั้บสัมผสักบั
สารละลายนาโนซีโอไลต์จะมีค่าลดตํ่าลงมากข้ึนเม่ือ
สารละลายนาโนซีโอไลตมี์ความเขม้ขน้ท่ีสูงมากข้ึน ซ่ึง
ค่า CI จากกราฟน้ีสามารถสรุปไดว้่า เม่ือสารละลายนา
โนซีโอไลตมี์ความเขม้ขน้เพิ่มมากข้ึน ก็จะส่งผลใหเ้กิด
ความเป็นพิษต่อเซลลผ์ิวหนงัเพาะเล้ียงเพิ่มมากข้ึนจาก
การลดจาํนวนลงของเซลลท่ี์มีชีวิตอยู ่  

ท่ี ค ว าม เข้มข้นของนาโน ซี โอไลต์ตั้ ง แ ต่ 
0.2%(w/v) ข้ึนไป (เส้น D-G) พบการตายของเซลล ์
A431 เป็นไปอยา่งชา้ๆ ตลอดช่วงของการบ่มเพาะเซลล ์
ในขณะท่ีการตายของเซลล ์HFF ท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 
0.2%(w/v) ข้ึนไปพบการลดลงของจาํนวนเซลลอ์ย่าง
รวดเร็วตั้งแต่ชัว่โมงแรก และการตายของเซลลผ์ิวหนงั
ทั้งสองชนิดมีลกัษณะความเป็นพิษท่ีสัมพนัธ์กบัขนาด 
(dose-response toxicity) อยา่งชดัเจน และจากการศึกษา
คร้ังน้ีสามารถหาค่าความเขม้ขน้ของนาโนซีโอไลต์ท่ี
สามารถยบัย ั้งการเจริญของเซลล์ไดร้้อยละ 50 ของ
เซลลท์ั้งหมด (IC50) ไดเ้ท่ากบั 0.08 % (w/v) จากการ
คาํนวณดว้ยโปรแกรม RTCA software ซ่ึงเป็นค่า
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เดียวกนัท่ีไดจ้ากการทดสอบดว้ยเซลล ์A431 และเซลล ์
HFF ดงัแสดงในรูปท่ี 2 อธิบายถึงแนวโน้มการ
เปล่ียนแปลงของเซลล์ทั้ งสองชนิดท่ีแสดงถึงจาํนวน

เซลลท่ี์มีชีวิตลดตํ่าลง เม่ือไดรั้บการสัมผสักบันาโนซี
โอไลตท่ี์ความเขม้ขน้เพิ่มมากข้ึน 

 

          (a) 

           (b)        
ภาพที ่1 ค่า Cell index แสดงการเปล่ียนแปลงของเซลลทุ์กช่วงเวลา โดย xCELLigence system (a) แสดงการติดตาม

การเปล่ียนแปลงของเซลล ์A431 (b) แสดงการติดตามการเปล่ียนแปลงของเซลล ์HFF 
  

(a) (b) 
ภาพที ่2 ค่า IC50ของนาโนซีโอไลต ์เม่ือสมัผสักบัเซลลเ์ป็นเวลา 24 ชัว่โมง (a) แสดงค่า IC50ของนาโนซีโอไลต ์เม่ือ

สมัผสักบัเซลล ์A431 (b) แสดงค่า IC50 ของนาโนซีโอไลต ์เม่ือสมัผสักบัเซลล ์HFF 
 

สรุปและวจิารณ์ผลการศึกษา 
การศึกษาคร้ังน้ีเป็นการทดสอบความเป็นพิษทาง

ผวิหนงัของนาโนซีโอไลต ์ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีเป็นนา
โนซีโอไลต์ท่ีเกิดจากการสังเคราะห์ทางเคมี โดยการ
เลือกใช้เซลล์ผิวหนังเพาะเล้ียงในการทดสอบเพ่ือ

ทดแทนการใชส้ตัวท์ดลอง วิธีการทดสอบความเป็นพิษ
ต่อผิวหนังโดยใช้เซลล์ผิวหนังเพาะเล้ียงนั้ นเร่ิมมีมา
ตั้งแต่อดีต และมีการพฒันาใชเ้ซลลผ์วิหนงัเพาะเล้ียงใน
การทดสอบพิษต่อผิวหนังเพื่อลดขอ้จาํกดัในการแปล
ผลจากสัตวม์าสู่มนุษยแ์ละเพ่ือให้ไดผ้ลในการทดสอบ
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ท่ีดีท่ีสุด พบว่าการใช้เซลล์ผิวหนังเพาะเล้ียงสามารถ
นาํมาใชท้าํนาย และให้ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อ
ผวิหนงัท่ีสอดคลอ้งกบัการทดสอบโดยใชส้ัตวท์ดลอง◌ุ
7 ดงันั้นการใชเ้ซลลผ์ิวหนงัเพาะเล้ียงเพ่ือทดสอบความ
เป็นพิษต่อผิวหนงัจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีมีศกัยภาพ
เพียงพอท่ีจะนํามาใช้ในการทดสอบความเป็นพิษต่อ
ผวิหนงั เพื่อทดแทนการใชส้ตัวท์ดลองได ้

เซลลผ์วิหนงัเพาะเล้ียงท่ีเลือกใชใ้นการศึกษาคร้ัง
น้ีมี 2 ชนิด คือ เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากหนา้ผากมนุษย ์
และเซลลม์ะเร็งอีพิเดอร์มอยดเ์คอราติโนไซตจ์ากมนุษย ์
ซ่ึงเป็นเซลล์ผิวหนังท่ีพบมากท่ีสุดในผิวหนังชั้นหนัง
แทแ้ละชั้นหนงักาํพร้าตามลาํดบั ซ่ึงผิวหนงัในชั้นหนงั
กาํพร้าเป็นชั้นผิวหนังท่ีอยู่นอกสุดซ่ึงเป็นด่านแรกใน
รับสัมผสักับสารเคมีโดยตรง และในการศึกษาคร้ังน้ี
ทดสอบสารท่ีมีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตร อาจ
สามารถซึมผ่านลึกลงไปสู่ผิวหนังในชั้ นแท้ได้ จึง
เลือกใชเ้ซลลท์ั้งสองชนิดในการทดสอบความเป็นพิษ
ต่อผิวหนัง  ซ่ึงเป็นเปรียบเสมือนเป็นตัวแทนของ
ผวิหนงัทั้งในชั้นหนงักาํพร้าและหนงัแท ้เคร่ืองมือท่ีใช้
ในการทดสอบ คือ ระบบเอก็เซลลิเจนซ์ (xCELLigence 
system) ซ่ึงเป็นทางเลือกใหม่ในการวิเคราะห์เซลล ์ซ่ึง
เม่ือนาํมาเปรียบเทียบกบัวิธี Methyl tetrazolium 3-[4, 
5-Dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) assay ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐานท่ีใชว้ดัการ
อยูร่อดของเซลลแ์บบ end point measurement  ส่วน
วิธีการวดัโดยระบบเอ็กเซลลิเจนซ์จะทาํให้เห็นจุดท่ี
เซลลเ์ร่ิมมีการเปล่ียนแปลงไดช้ดัเจนกว่า โดยในการ
ทาํงานระบบจะวดัความตา้นทานท่ีเกิดข้ึน และแปลง
สัญญาณจากความตา้นทานไฟฟ้าท่ีเกิดข้ึนภายในถาด
เล้ียงเซลล์ โดยแรงต้านท่ีเกิดข้ึนแปรผนัตามจาํนวน
เซลล์ท่ีมีชีวิตท่ีเกาะอยู่ ทาํให้สามารถติดตามผลการ
ทดสอบแบบเวลาจริงได้อย่างแม่นยาํและต่อเน่ือง
หลงัจากเซลล์สัมผสัสารไดทุ้กช่วงเวลา ตั้งแต่เร่ิมการ

สัมผสัสารไปจนครบเวลาทดสอบ ซ่ึงวิธี MTT assay  
จะวัดการอยู่รอดของเซลล์ท่ีจุดส้ินสุดการทดสอบ
เท่านั้น นอกจากน้ียงัสามารถลดปัญหาเร่ืองสีของสาร
ทดสอบรบกวนในการวดัการมีชีวิตรอดของเซลลแ์บบ
วิธี MTT assay ไดอี้กดว้ย  โดยก่อนการทดสอบความ
เป็นพิษของสาร ได้มีการทดสอบรูปแบบการแบ่งตวั
ของเซลล์ทั้งสองเพ่ือกาํหนดจาํนวนเซลล์ท่ีเหมาะสม 
และเพื่อใหไ้ดค่้า CI ท่ีเหมาะสม  

ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีจะเป็นขอ้มูลสําคญั
ของวตัถุดิบ ซ่ึงจากการศึกษาทาํใหท้ราบถึงค่า IC50 ของ
นาโนซีโอไลตเ์ท่ากบั 0.08% (w/v) จากการทดสอบ
เซลลท์ั้งสองชนิด แต่เซลลท์ั้งสองมีลกัษณะการตาย
แตกต่างกนั ดงัแสดงในรูปท่ี 1 เน่ืองจากว่าเซลล ์HFF 
เม่ือรับสัมผสักบัสารทดสอบท่ีความเขม้ขน้ 0.2%(w/v) 
จะสังเกตเห็นการตายอยา่งรวดเร็ว  ส่วนใน A431 เม่ือ
รับสมัผสักบัสารทดสอบท่ีความเขม้ขน้สูงข้ึนจะเป็นไป
อย่างชา้ๆ  ไม่เห็นความแตกต่างอย่างชดัเจนเช่นเซลล ์
HFF เน่ืองจากว่า A431 เป็นเซลล์ท่ีอยู่ในชั้นผิวหนัง
กาํพร้า ซ่ึงเป็นชั้นผิวหนังท่ีอยู่นอกสุดและสัมผสักับ
ส่ิงแวดลอ้มโดยตรง ดงันั้นเซลล ์A431 จึงทนต่อการรับ
สัมผสัของสารไดม้ากกว่าเซลล ์HFF ซ่ึงเป็นเซลลท่ี์อยู่
ในผิวหนงัชั้นหนงัแทซ่ึ้งอยู่ลึกลงมาใตผ้ิวหนงัชั้นหนงั
กาํพร้า แต่เม่ือนาํมาคาํนวณหา IC50 โดยโปรแกรม 
RTCA software ซ่ึงโปรแกรมจะนาํค่า CI  ท่ีสูงท่ีสุดใน
กราฟแต่ละเส้นมาคาํนวณ ทาํให้ค่า IC50 ท่ีไดใ้กลเ้คียง
กนั คือ เท่ากบั 0.08 %(w/v)  นอกจากน้ีผลการทดสอบ
จากเซลลท์ั้งสองชนิดให้ผลเหมือนกนั คือ เม่ือนาโนซี
โอไลตมี์ความเขม้ขน้เพิ่มมากข้ึนก็จะส่งผลเกิดพิษต่อ
เซลล์ผิวหนังเพาะเล้ียงเพิ่มมากข้ึนทาํให้ทราบถึงช่วง
ความเขม้ขน้ท่ีปลอดภยัท่ีไม่ก่อให้เกิดพิษทางผิวหนัง
และเป็นขอ้พิจารณาในการเลือกความเขม้ขน้ของนาโน
ซีโอไลต ์เพื่อท่ีจะนาํไปใชใ้นการพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์
พร้อมใช้ในรูปแบบอนุภาคนาโนต่อไปในอนาคต  
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นอกจากน้ีการเลือกใชเ้ซลล์ผิวหนังท่ีอาจเป็นตวัแทน
ชั้นความลึกของผิวหนังท่ีแตกต่างกนัเช่นในการศึกษา
คร้ังน้ี จะช่วยให้เห็นภาพการตอบสนองท่ีใกล้เคียง
ผวิหนงัจริงของมนุษยไ์ดม้ากข้ึน 

การศึกษาความเป็นพิษในรูปแบบเวลาจริง (real 
time) นบัเป็นวิธีการท่ีถูกพฒันาข้ึนเพื่อการศึกษาการ
เปล่ียนแปลงของเซลล์ในระหว่างท่ีมีการสัมผสัสาร
ทดสอบ ทั้งการเปล่ียนแปลงของการแบ่งตวัเพื่อเพิ่ม
จาํนวนเซลล์ (cell proliferation) เม่ือวิธีการน้ีถูก
นาํมาใชใ้นการศึกษาความเป็นพิษก็สามารถช่วยใหก้าร
สังเกตความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารทดสอบมีความ
ถูกตอ้งแม่นยาํมากข้ึน 
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