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บทคัดย่อ

วัตถุประสงค์:	เพื่อศึกษาผลของน�้ายาอีดีทีเอชนิดต่างๆ	ต่อความมีชีวิตของเซลล์ต้นก�าเนิดเนื้อเยื่อในบนพื้นผิวเนื้อฟัน	

วิธีการศึกษา:	ใช้รากฟันกรามน้อยล่างซีท่ี่	1	ของมนษุย์ท่ีถกูถอนมาจ�านวน	59	ซี	่ตดัแบ่งคร่ึงรากฟันตามยาวแนวแก้ม-ลิน้ให้ผ่านคลองรากฟัน	แต่ละครึง่ซกี

ของรากฟันน�ามาตัดให้ได้ชิ้นเนื้อฟันที่ครอบคลุมผนังคลองรากฟันมีขนาด	3.5x3.5x1	มิลลิเมตร	ได้จ�านวนทั้งหมด	118	ชิ้น	แบ่งเป็นกลุ่มทดลอง	 

7	กลุ ่มๆ	 ละ	 16	 ชิ้น	 น�าไปแช่ในน�้ายาแต่ละชนิดเป็นเวลา	 1	นาทีดังนี้	 เอ็นโดคลีน	 สเมียร์เคลียร์	 อัลตราเด็นท์	 อีดีทีเอ	 ร้อยละ	 17	 

โซเดียมไฮโปคลอไรต์ร้อยละ	5.25	น�้าเกลือร้อยละ	0.9%	และอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มเป็นกลุ่มควบคุมบวก	ส่วนกลุ่มควบคุมลบ	6	ชิ้น 

จะแช่ในอาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีไม่ใส่เซลล์	หลังแช่ในน�้ายา	ล้างด้วยน�้าเกลือ	1	นาที	น�าชิ้นเนื้อฟันจากกลุ่มทดลองกลุ่มละ	3	ชิ้น	 

ไปตรวจพ้ืนผิวเนื้อฟันด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด	ชิ้นเนื้อฟันที่เหลือของกลุ่มทดลองใส่เซลล์ต้นก�าเนิดเนื้อเยื่อในลงไปเพาะ

เลี้ยงเป็นเวลา	7	วัน	และอีก	10	ชิ้นน�าไปตรวจหาปริมาณของเซลล์ที่มีชีวิตด้วยวิธีเอ็มทีที	รูปร่างและการยึดเกาะของเซลล์ดูด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดจากชิ้นตัวอย่างของกลุ่มทดลองกลุ่มละ	3	ชิ้น

ผลการศึกษา:	พบว่าเซลล์มีชีวิตของกลุ่มอีดีทีเอร้อยละ	17	อัลตราเด็นท์	น�้าเกลือและกลุ่มควบคุมบวกมีค่าสูงกว่ากลุ่มเอ็นโดคลีน	 สเมียร์เคลียร์	 

โซเดียมไฮโปคลอไรต์ร้อยละ	5.25	อย่างมีนัยส�าคัญ	 (p<0.05)	แต่ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญระหว่างกลุ่มอีดีทีเอร้อยละ	17	 

อัลตราเด็นท์	น�้าเกลือและกลุ่มควบคุมบวก	และระหว่างกลุ่มเอ็นโดคลีน	สเมียร์เคลียร์	 และโซเดียมโฮโปคลอไรต์ร้อยละ	5.25	 (p>0.05)	 

ลักษณะผิวเนื้อฟัน	กลุ ่มเอ็นโดคลีนส่วนใหญ่จะเห็นท่อเนื้อฟันขนาดใหญ่และมีสเมียร์พลักปิดท่อเนื้อฟันน้อยมาก	กลุ ่มสเมียร์-เคลียร ์

เห็นท่อเนื้อฟันขนาดใหญ่และมีสเมียร์พลักปิดอยู่ปานกลาง	กลุ่มอัลตราเด็นท์ท่อเน้ือฟันมีขนาดเล็กและมีสเมียร์พลักปิดจ�านวนไม่มาก	กลุ่มอีด ี

ทีเอมีท่อเนื้อฟันขนาดปานกลาง	มีสเมียร์พลักไม่มาก	กลุ่มโซเดียมไฮโปคลอไรต์และกลุ่มน�้าเกลือมีชั้นสเมียร์ปกคลุมปิดท่ัวเน้ือฟัน	ลักษณะ 

และจ�านวนเซลล์	กลุ่มเอ็นโดคลีนพบเซลล์รูปร่างกลมเป็นส่วนใหญ่	 เซลล์รูปกระสวยพบจ�านวนน้อย	กลุ่มสเมียร์เคลียร์พบแต่เซลล์รูปร่างกลม 

ผิวขรุขระ	กลุ่มอัลตราเด็นท์พบเซลล์รูปร่างแบนเป็นส่วนใหญ่	 เซลล์รูปร่างกลมและกระสวยมีเป็นส่วนน้อย	กลุ่มอีดีทีเอ	พบเซลล์รูปร่างแบน 

และกลมจ�านวนใกล้เคียงกัน	กลุ่มโซเดียมไฮโปคลอไรต์พบเซลล์รูปร่างไม่แน่นอนและเศษชิ้นส่วนของเซลล์	กลุ่มควบคุมบวกพบเซลล์รูปร่างแบน

เป็นส่วนใหญ่	เซลล์รูปร่างกลมและกระสวยพบเป็นจ�านวนน้อย
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สรุปผล: สารละลายอีดีทีเอร้อยละ	17	อัลตราเด็นท์	สารละลายน�้าเกลือร้อยละ	0.9	และกลุ่มควบคุมบวกที่เป็นอาหารเลี้ยงเซลล์	มีค่าร้อยละของเซลล์ 

ที่มีชีวิตที่ไม่แตกต่างกัน	และมีค่าสูงกว่ากลุ่มเอ็นโดคลีน	สเมียร์เคลียร์	และสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ร้อยละ	5.25

ค�าส�าคัญ: รูปร่างเซลล์,	ความมีชีวิตของเซลล์,	เซลล์ต้นก�าเนิดเนื้อเยื่อในโพรงประสาทฟัน,	อีดีทีเอ,	สารลดแรงตึงผิว

การอ้างถึง:	ศุภชัย	สุทธิมัณฑนกุล,	พัชร		กุลโกวิท,	จีรภัทร	จันทรัตน์,	หทัยทิพย์	ศรีธนอุดมชัย.	ผลของน�้ายาอีดีทีเอสูตรต่างๆ	ต่อความมีชีวิตของเซลล ์

ต้นก�าเนิดเนื้อเยื่อในโพรงประสาทฟัน.	วารสารเอ็นโดดอนติกส์ไทย	2565;	1:	1-16.

Abstract

Objective: To	study	the	effects	of	different	EDTAs	on	cell	viability	of	dental	pulp	stem	cells	(DPSCs)	on	root	dentine.

Materials and method: Fifty-nine	human	extracted	first	mandibular	premolar	roots	were	sectioned	bucco-lingually.	Each	half	 

of	root	was	cut	vertically	into	a	piece	of	dentine	sample	size	3.5X3.5X1	mm,	which	included	root	canal	wall	on	one	side.	 

A	 total	of	118	 samples	were	 randomly	divided	 into	7	experimental	 groups	of	16	each	 for	 submerging	 in	one	of	 

the	solutions	 for	1	minute:	Endo	Clean,	Smearclear,	Ultradent,	17%	EDTA,	5.25%	sodium	hypochlorite,	0.9%	Saline	

solution	and	DMEM	culture	medium	as	the	Positive	control.	The	negative	control	of	6	samples	were	in	DMEM	without	

cells.	Three	dentine	samples	from	each	experimental	group	were	selected	and	examined	the	dentine	surface	with	SEM.	 

The	remaining	dentine	samples	were	seeded	with	DPSCs	and	cultured.	After	7	days,	another	3	samples	from	each	group	

were	examined	for	cell	morphology	with	SEM.	The	cell	viability	was	determined	by	MTT	assay	from	the	remaining	10	

samples.

Results: Percentage	of	cell	viability	in	the	groups	of	17%	EDTA,	Ultradent,	saline	solution,	and	positive	control	were	significantly	

higher	than	the	Endoclean,	Smearclear	and	5.25%	sodium	hypochlorite	groups	(p<0.05).	There	was	no	significant	difference	

between	the	groups	of	17%	EDTA,	Ultradent,	0.9%	saline	solution	and	positive	control	and	the	Endoclean,	Smearclear	and	

5.25%	sodium	hypochlorite	groups	(p>0.05).	For	dentine	surfaces	with	SEM,	the	Endoclean	group	appeared	to	be	mostly	

clear	and	large	dentinal	tubules,	whereas	the	Smearclear	group	exhibited	large	dentinal	tubules	and	some	smear	plugs.	

The	Ultradent	group	presented	tiny	opened	dentinal	tubules	with	some	smear	plugs,	while	the	EDTA	group	had	medium	

opened	dentinal	tubules	and	some	smear	plugs.	Heavy	smear	layer	covering	was	observed	in	the	sodium	hypochlorite	

and	the	saline	groups.	For	the	7	days	of	DPSCs	culturing,	the	Endoclean	group	appeared	round-shaped	cells	and	a	small	

number	of	spindle	cells,	whereas	the	Smearclear	group	exhibited	only	round	cells.	The	Ultradent	group	presented	mostly	

flat	cells	and	small	number	of	round	and	spindle	cells,	while	the	EDTA	group	had	flat	and	round	cells.	The	irregular	shape	

cells	and	cell	fragments	were	found	only	in	the	Sodium	hypochlorite	group.	For	the	positive	control	group,	the	majority	

of	cells	were	flat,	the	round-	and	spindle-shaped	cells	were	rarely	found.

Conclusion:	In	the	condition	of	this	study,	cell	viability	of	17%	EDTA	Ultradent,	0.9%	saline	solution	and	positive	control	group	

was	significantly	higher	than	Endoclear,	SmearClear	and	5.25%	sodium	hypochlorite	groups.
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บทน�า
	 การรกัษาคลองรากฟันแบบรเีจนเนอเรทฟี	(regenerative	

endodontics)	 เป็นหนึ่งในวิธีการรักษาฟันที่เนื้อเยื่อในตาย

และปลายรากยังไม่ปิด	 โดยอาศัยหลักการทางวิศวกรรม

เนื้อเยื่อ	 (tissue	engineering)	ซึ่งองค์ประกอบหลักได้แก่	

เซลล์ต้นก�าเนิด	 (stem	cells)	 โครงค�้ายัน	 (scaffolds)	และ

สารปัจจัยในการเจริญเติบโต	(growth	factors)	[1,	2]	ท�าให้

สร้างเน้ือเยื่อแข็งมาปิดบริเวณปลายรากฟัน	 รวมท้ังเพิ่ม 

ความหนาและความยาวของรากฟันได้	 ลดโอกาสการแตก 

ของรากฟันในอนาคต	 [3,	 4]	อัตราการคงอยู่ของฟันสูงขึ้น 

เมื่อเทียบกับวิธีการเหน่ียวน�าด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ 

และแคลเซียมซิลิเกตซีเมนต์	[5]	

	 เซลล์ต้นก�าเนิดในการรักษารากฟันแบบรีเจนเนอเรทีฟ 

ได้มาจากตุม่ปลายรากฟัน	(stem	cells	from	apical	papilla;	

SCAP)	และจากเนือ้เยือ่ใน	(dental	pulp	stem	cells;	DPSC)	

ซ่ึงสามารถแบ่งตัว	 (self	 renewal)	 คงความเป็นเซลล์ต้น

ก�าเนิด	 เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดต่าง	ๆ	ของร่างกาย	 

โดยอาศัยสารปัจจัยการเจริญเติบโตช่วยกระตุ้น	 [2,	 6-9]	 

และยึดเกาะกับผนังคลองรากฟันได้	 การยึดเกาะของเซลล์ 

ขึ้นกับปริมาณอนินทรีย์สารที่เหลือบนผิวเนื้อฟัน	 การเผย 

ของท่อเนื้อฟัน	พื้นผิวของเน้ือฟันที่ชอบน�้า	 (hydrophilic)	

และการสร้างหลอดเลือด	 (angiogenesis)	 เข้ามาหล่อเลี้ยง 

ให้เซลล์ต้นก�าเนดิมชีีวติอยูไ่ด้	[10,	11]	การเตรยีมคลองรากฟัน

จะไม่ท�าความสะอาดด้วยวิธีการขูดขยายคลองรากฟัน	 เพราะ

ผนังคลองรากฟันจะบางลงและยังอาจก�าจัดเซลล์ต้นก�าเนิด 

ที่ยังเหลือค้างอยู่ในโพรงเนื้อเยื่อในออกไปด้วย	การก�าจัด

เนื้อเยื่อในที่ตายและตกค้างอยู่	 ใช้วิธีล้างด้วยน�้ายาล้างคลอง

รากฟันเพียงอย่างเดียว	 น�้ายาที่นิยมใช้ล้างคลองรากฟัน 

ได้แก่	โซเดียมโฮโปคลอไรต์	(sodium	hypochlorite)	อีดีทีเอ

หรือกรดเอทิลีนไดเอมีนเตตราอะซิตริก	 (EDTA;	ethylene	

diamine	tetraacetetic	acid)	และกรดซิตริก	(citric	acid)	

[2,	12]

	 ผลการศึกษาน�้ายาล้างคลองรากฟันต่อการเจริญและ

ยึดเกาะของเซลล์ต้นก�าเนิด	พบว่าน�้ายาโซเดียมโฮโปคลอไรต์

ซึ่งมีคุณสมบัติในการฆ่าเชื้อแบคทีเรียและละลายเนื้อเยื่อได้ด	ี

มีความเป็นพิษต่อเซลล์ต้นก�าเนิดค่อนข้างมาก	และลดการยึด

เกาะของเซลล์ที่ผนังคลองรากฟัน	นอกจากนี้ยังไม่สามารถ 

ก�าจัดชั้นสเมียร ์ได ้อีกด้วย	 [2,	 12,	 13]	 สารกลุ ่มคีเลต	

(chelating	agent)	ซึ่งน�ามาใช้ก�าจัดชั้นสเมียร์	โดยทั่วไปนิยม

ใช้	 อีดีทีเอ	 เตตราไซคลิน	 (tetracycline)	และ	กรดซิตริก	

(citric	 acid)	 เพราะมีฤทธิ์ในการก�าจัดชั้นสเมียร์ได้ดีและ

สามารถสลายแร่ธาตุ	 (demineralization)	 ที่ผิวนอกของ 

เนือ้ฟันได้	ท�าให้มกีารเผยของท่อเนือ้ฟันและเส้นใยคอลลาเจน	

ซ่ึงใช้เป็นโครงค�้ายันส�าหรับเซลล์ต้นก�าเนิด	 [14,	15]	 ในทาง

ปริทันตวิทยามีการน�าเตตราไซคลินและกรดซิตริกมาใช้เป็น

สารปรับสภาพผิวเคลือบรากฟัน	 เพื่อให้เอ็นยึดปริทันต	์

(periodontal	ligament)	เข้ายดึเกาะ	โดยช่วยก�าจดัแบคทเีรยี	

เอ็นโดทอกซิน	 (endotoxin)	และช้ันสเมียร์ได้	 จึงสามารถ

ยับยั้งเอ็นไซม์คอลลาจิเนส	 (collagenase)	และการท�างาน

ของเซลล์สลายกระดกู	(osteoclast)	ท�าให้มกีารสร้างคอลลาเจน

และกระดูกได้	 (16)	 จึงมีแนวคิดน�าน�้ายาสองชนิดนี้มาใช้ปรับ

สภาพผิวเนื้อฟันในการรักษาคลองรากฟันแบบรีเจนเนอเรทีฟ	

	 อีดีทีเอเป็นสารในกลุ่มกรดโพลีอะมิโนคาร์บอกซิลิก	

(polyamino	 carboxylic	 acid)	 เป็นสารในกลุ ่ม	 คีเลต	 

มีคุณสมบัติในการท�าปฏิกิริยากับโลหะท่ีมีประจุบวกสองหรือ

บวกสาม	 (dicationic	or	 tricationic)	 ได้	 เช่น	แคลเซียม	

(Ca2+)	 เหล็ก	 (Fe3+)	 สังกะสี	 (Zn2+)	 ด้วยคุณสมบัตินี้จึงมี

การน�ามาประยุกต์ใช้ในงานรักษาคลองรากฟัน	 โดยใช้ก�าจัด

ส่วนประกอบอนนิทรย์ีในชัน้สเมยีร์	 ช่วยเสรมิฤทธิใ์นการก�าจดั

เชื้อแบคทีเรียและเชื้อราในคลองรากฟันร่วมกับการใช้โซเดียม

โฮโปคลอไรต์	 สามารถสลายแร่ธาตุของเนื้อฟันได้ประมาณ	

20-50	 ไมโครเมตร	 [12,	16]	กลไกการออกฤทธิ์ของอีดีทีเอ	

จะท�าปฎิกิริยากับประจุของแคลเซียมในเนื้อฟัน	กลายเป็น

สารประกอบของแคลเซียมอีดีทีเอและโปรตรอน	การเพ่ิม 

โปรตรอนเข้ามา	ท�าให้ค่าความเป็นกรดด่างลดลง	การสลาย

แร่ธาตุของเนื้อฟันลดลง	 ประสิทธิผลของอีดีทีเอจึงลดลง 

ตามระยะเวลา	(18,	19)

	 การสลายแร่ธาตขุองเนือ้ฟัน	ช่วยให้สารปัจจยัในการเจรญิ

เติบโตของเซลล์ในช้ันเนื้อฟันถูกปลดปล่อยออกมา	 ได้แก	่ 

บีเอฟจีเอฟ	 (bFGF;	basic	Fibroblast	Growth	Factors),	 

วีอีจีเอฟ	(VEGF;	Vascular	Endothelial	Growth	Factor),	

พีแอลจีเอฟ-เอบี	 (PlGF-AB;	Placenta	Growth	Factor),	 
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พีดีจีเอฟ-เอบี	 (PDGF-AB;	 Platelet-Derived	Growth	

Factor)	และอีจีเอฟ	 (EGF;	Epidermal	Growth	Factor)	

[17]	 ซ่ึงกระตุ ้นเซลล์ต้นก�าเนิดให้เปลี่ยนไปเป็นเซลล์ที่มี

คุณสมบัติคล้ายเซลล์สร้างเน้ือฟัน	 (odontoblast-like	

properties	 cell)	 [2,	 7,	 9]	 อีดีทีเอนอกจากจะจับกับ

แคลเซียมแล้ว	ยังสามารถจับกับแมกนีเซียมซึ่งเป็นปัจจัยร่วม	

(cofactor)	ของเอ็นไซม์เมทริกซ์เมทาลโลโปรติเนส	 (Metrix	

metalloprotenase;	MMP)	ทีย่่อยสลายคอลลาเจนในเนือ้ฟัน	

ท�าให้เน้ือฟันยังคงสภาพของคอลลาเจนและโครงสร้าง 

นอกเซลล์	 (extracellular	matrix)	 ที่สมบูรณ์	 มีปัจจัย 

การเจริญเติบโตมากและมีโครงค�้ายันที่ดี	[18,	19]

	 การศึกษาผลของน�้ายาล้างคลองรากฟันชนิดต่าง	 ๆ	

ต่อการยึดเกาะบนเนื้อฟันของเซลล์ต้นก�าเนิดจากเนื้อเยื่อใน	

พบว่าการล้างคลองรากฟันด้วยอีดีทีเอร้อยละ	17	มีเซลล์ต้น

ก�าเนิดจากเน้ือเยื่อในยึดเกาะบนเนื้อฟันมากที่สุด	 และความ

เป็นพิษต่อเซลล์ต้นก�าเนิดน้อยที่สุด	 [13,	15,	20]	นอกจากนี้

ยังมีการศึกษาที่พบว่าการใช้อีดีทีเอจะท�าให้เซลล์ต้นก�าเนิด

เนื้อเยื่อในที่เกาะอยู่บนเนื้อฟัน	 เปลี่ยนไปเป็นเซลล์สร้างเนื้อ

ฟันและเซลล์สร้างกระดูก	(odontoblasts	and	osteoblasts)	

ได้ดีขึ้น	 [21]	แนวทางการรักษารากฟันแบบรีเจนเนอเรทีฟ 

จึงแนะน�าให้ใช้สารละลายอีดีทีเอร้อยละ	17	 เป็นน�้ายาล้าง

สุดท้ายก่อนการกระตุ้นเลือดให้เข้ามาในคลองรากฟัน	[22]

	 ในปัจจบุนัมกีารผลติน�า้ยาอดีีทเีอส�าเรจ็รปูออกจ�าหน่าย

หลายสูตรและมีความเข้มข้นไม่เท่ากัน	โดยวัตถุประสงค์หลัก

เพื่อใช้ล้างคลองรากฟัน	ก�าจัดชั้นสเมียร์จากผนังคลองรากฟัน	

และเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการล้างและอุดคลองรากฟัน	

จึงอาจมีการเพิ่มสารลดแรงตึงผิว	 (surfactant)	ชนิดต่าง	ๆ	

เข้าไป	ได้แก่	 โซเดียมลอริลอีเทอร์ซัลเฟต	 (1.25%	Sodium	

lauryl	ether	sulfate;	Tergentol)	ซเีทฟลอน	(0.1%	Cetavlon)	

และซทีรไิมด์	(Cetrimide)	และยงัอาจมสีารอืน่	ๆ	ทีไ่ม่เปิดเผย

เพื่ อลดแรงตึงผิว	 ช่วยท�าให้อีดีทีเอจับกับแคลเซียมของ 

เนื้อฟันได้มากขึ้น	 [23,	 24]	แต่บางการศึกษาให้ความเห็น 

ที่ขัดแย้งว่าอีดีทีเอท่ีผสมสารลดแรงตึงผิวจะให้ผลในการจับ

แคลเซียมที่ด้อยกว่าสารอีดีทีเอเพียงอย่างเดียว	 [25-27]	 

ในกระบวนการรักษาคลองรากฟันแบบรีเจนเนอเรทีฟ	 

มีการแนะน�าให้ใช้น�้ายาอีดีทีเอล้างคลองรากฟันเพื่อช่วย 

ส่งเสริมการเจริญเติบโตและการยึดเกาะกับผนังคลองรากฟัน

ของเซลล์ต้นก�าเนิด	แต่เนื่องจากน�้ายาอีดีทีเอท่ีใช้ในการล้าง

คลองรากฟันและจ�าหน่ายอยู ่ทั่วไป	 มีส ่วนประกอบอื่น 

ที่แตกต่างกันตามที่กล่าวแล้ว	 การน�ามาใช้ในงานรักษา 

คลองรากฟันแบบรีเจนเนอเรทีฟ	 จึงอาจมีผลกระทบต่อ 

การเจริญเติบโตและยึดเกาะของเซลล์ได้	 วัตถุประสงค์ของ

การศกึษานีจ้งึต้องการศกึษาผลของน�า้ยาอดีทีเีอ	4	ชนดิ	ได้แก่	

เอ็นโดคลีน	สเมียร์เคลียร์	อัลตราเด็นท์	และอีดีทีเอเข้มข้น

ร้อยละ	17	 ท่ีมีผลต่อความมีชีวิต	รูปร่างและการยึดเกาะกับ

เนื้อฟันของเซลล์ต้นก�าเนิดเนื้อเยื่อใน	 โดยเทียบกับโซเดียม 

ไฮโปคลอไรต์เข้มข้นร้อยละ	5.25	และน�้าเกลือร้อยละ	0.9

วิธีการศึกษา
	 งานวิจัยนี้ได ้ผ ่านการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย 

ในคนฯ	จากคณะกรรมการประจ�าคณะทันตแพทยศาสตร์

และคณะเภสัชศาสตร์	มหาวิทยาลับมหิดล	 เลขท่ี	MU-DT/

PY-IRB2014/DT004

 1. การเตรียมตัวอย่างชิ้นเนื้อฟัน ใช้ฟันกรามน้อย

มนุษย์ที่ถูกถอนเพื่อการจัดฟัน	โดยไม่สามารถระบุเพศ	อาย	ุ

และเช้ือชาต	ิจ�านวน	59	ซ่ี	ท่ีมขีนาดและความยาวใกล้เคยีงกนั	

แช่ฟันในสารละลายน�้าเกลือเข้มข้นร้อยละ	 0.9	 (0.9%	

normal	 saline	 solution)	 ฟันต้องไม่เคยผ่านการแช่ 

ในสารละลายที่มีฤทธิ์ในการฆ่าเชื้อใด	 ๆ	 และไม่เคยผ่าน 

การรักษาคลองรากฟันมาก่อน	ก�าจัดเนื้อเยื่ออ่อนและคราบ 

ที่ติดบริเวณผิวรากฟันด้วยใบมีดและล้างด้วยสารละลาย 

น�้าเกลือ	ฝังรากฟันในแท่งอะคริลิกลึก	3	มิลลิเมตร	ใช้เคร่ือง

ตัดฟัน	 (Microcutting	 instrument	Acutom-50,	Struers,	

Compenhagen,	Denmark)	ตัดฟันในแนวขวาง	 (cross	

sect ion)	 ที่ รอยต ่อของเคลือบฟ ันกับเคลือบรากฟ ัน	

(cemento-enamel	 junction)	จากนั้นตัดรากฟันตามแนว

แกนฟันที่ด้านแก้ม	 (A1)	และด้านลิ้น	 (A2)	ออกในแนวใกล้

กลาง-ไกลกลาง	 (mesio-distal	 direction)	 เหลือแต่ 

ส่วนตรงกลางฟันยาว	 3.5	 มิลลิเมตรและให้ครอบคลุม 

ส่วนของคลองรากฟันทั้งหมด	 (รูปที่	 1ก)	 ผ่าครึ่งรากฟันที่

เหลือตามแนวแก้ม-ลิ้น	 (bucco-lingual	direction)	 ให้ผ่าน

กึ่งกลางคลองรากฟันแยกเป็น	2	ชิ้น	 (B1)	แต่ละชิ้นจะถูกตัด
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ศุภชัย สุทธิมัณฑนกุล, พัชร กุลโกวิท, จีรภัทร จันทรัตน์ และ หทัยทิพย์ ศรีธนอุดมชัย

ห่างจากด้านที่เป็นผนังคลองรากฟันไปอีก	 1	 มิลลิเมตร	 

(B2,	 B3)	 (รูปที่	 1ข)	 สุดท้ายตัดฟันตามแนวขวางของฟัน 

ที่ต�าแหน่งห่างจากขอบรอยตัดตรงรอยต่อของเคลือบฟัน 

กับเคลือบรากฟัน	3.5	มิลลิเมตร	ฟันแต่ละซี่จะได้ชิ้นเนื้อฟัน

ขนาด	3.5x3.5x1	มิลลิเมตร	จ�านวน	2	ชิ้น	รวมชิ้นตัวอย่าง

เนื้อฟันทั้งหมด	118	ชิ้น	หงายชิ้นเนื้อฟันให้ส่วนที่เป็นคลอง

รากฟันอยู ่ด้านบน	 ตัดลบมุมขวาล่างเพื่อให้สามารถระบุ 

ด้านที่เป็นผนังคลองรากฟัน	น�าชิ้นเนื้อฟันไปอบไอน�้าฆ่าเช้ือ 

ทีอ่ณุหภมู	ิ250	องศาเซลเซยีส	เป็นเวลา	15	นาท	ีด้วยเครือ่งนึง่

อัดไอน�้า	(autoclave)	

 2. การแช่ชิ้นเนื้อฟันในน�้ายาอีดีทีเอแต่ละชนิด

	 ชิ้นเนื้อฟันจ�านวน	118	ชิ้น	แบ่งออกเป็น	7	กลุ่ม	ๆ	ละ	

16	ชิ้น	และกลุ่มควบคุมลบจ�านวน	6	ชิ้น	กลุ่มที่	1-7	จะน�าไป

แช่ในน�้ายาอีดีทีเอเป็นเวลา	1	นาที	ตามกลุ่มดังนี้

	 กลุ ่มที่	 1	 เอ็นโดคลีน	 (Endo	 Clean;	M	 Dent,	

Bangkok,	Thailand)

	 กลุ่มที่	2	สเมียร์เคลียร์	(Smear	Clear;	SybronEndo,	

United	States)

	 กลุ ่มท่ี	 3	 อัลตราเด็นท์	 (Ultradent;	Ultradent,	

United	States)	

	 กลุ ่มท่ี	 4	 สารละลายอีดี ทีเอเข ้มข ้นร ้อยละ	 17	 

(หน่วยปฏิบัติการวิจัย	คณะทันตแพทยศาสตร์	มหาวิทยาลัย

มหิดล)

	 กลุ ่มที่	 5	 สารละลายโซเดียมโฮโปคลอไรต์เข้มข้น 

ร้อยละ	5.25	(M	Dent,	Bangkok,	Thailand)

	 กลุ ่มท่ี	 6	 สารละลายน�้าเกลือเข้มข้นร้อยละ	 0.9	 

(M	Dent,	Bangkok,	Thailand)

	 กลุม่ที	่7	กลุม่ควบคมุบวก	อาหารเลีย้งเซลล์ดเีอม็อเีอม็	

(DMEM;	High	glucose	Dulbecco’s	modified	Eagle’s	

medium,	Invitrogen	Caribad,	CA)	

	 หลังจากนั้นน�าชิ้นตัวอย่างทุกกลุ่มล้างด้วยสารละลาย

น�้าเกลือร้อยละ	0.9	 เป็นเวลา	1	นาที	 ชิ้นตัวอย่างจ�านวน	 

3	 ช้ินของกลุ่มท่ี	1	 ถึง	7	น�ามาประเมินดูลักษณะผิวเนื้อฟัน

ของผนังคลองรากฟันด ้วยกล้องจุลทรรศน์อิ เล็กตรอน 

ชนิดส่องกราด	 (SEM;	 JSM-6610LV)	 (JEOL	Ltd.,	Tokyo,	

Japan)

รูปที่ 1 (ก)	ภาพหน้าตัดขวางของฟันที่รอยต่อเคลือบฟันและเคลือบรากฟัน	และต�าแหน่งการตัดฟันแนวแกนฟันด้านแก้ม	(A1)	

และด้านลิ้น	(A2)	ห่างกัน	3.5	มิลลิเมตร	(ข)	ภาพหน้าตัดขวางฟันหลังจากตัดด้านแก้มและด้านลิ้นออก	ตัดแบ่งครึ่งให้ผ่านกลาง

คลองรากฟัน	 (B1)	ออกเป็น	2	ชิ้น	แต่ละชิ้นตัดตามแนวแกนฟัน	 (B2,	B3)	 ให้ด้านหนึ่งเป็นผนังคลองรากฟันและมีความหนา	 

1	มิลลิเมตร	จากน้ันตัดตามขวางให้ห่างจากด้านรอยตัดของเคลือบฟันและเคลือบรากฟัน	 3.5	มม.	 ได้ชิ้นเนื้อฟันที่มีขนาด	

3.5x.3.5x1	มิลลิเมตร



Volume 1 (1 ) Jan - Jun 2022

Thai Endodontic Association
Thai Endod J

6

 3. การศึกษาการยึดเกาะบนเนื้อฟัน การเจริญเติบโต

และรูปร่างของเซลล์ต้นก�าเนิดจากเนื้อเยื่อใน

 3.1 การเตรียมเซลล์ต้นก�าเนิดจากเนื้อเยื่อใน

 เซลล์ต้นก�าเนิดที่ได้จากเนื้อเยื่อใน	มีการพิสูจน์ว่าเป็น

เซลล์ต้นก�าเนิดของเนื้อเยื่อใน	 โดยใช้	 stem	cell	markers	

ชนิดซีดี	 34	 (CD34)	และซีดี	 45	 (CD45)	 เป็น	negative	

markers	และใช้เซลล์ซีดี	73	ซีดี	90	ซีดี	105	(CD73,	CD90,	

CD105)	เป็น	positive	markers	โดยมีการทดสอบคุณสมบัติ

การไปเป็นเซลล์สร้างกระดูก	 (osteogenic)	และเซลล์ไขมัน	

(adipogenic)

 เล้ียงเซลล์ต้นก�าเนิดที่ได้มาจากเนื้อเยื่อใน	 ในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม	ที่ผสมกับเอฟบีเอสร้อยละ	10	 (10%	

FBS,	Fetal	Bovine	Serum;	Invitrogen	Caribad,	CA)	และ	

100	U/มิลลิลิตร	 เพนิซิลลิน/สเตรปโตมัยซิน	 (penicillin/

streptomycin;	 Invitrogen	Caribad,	CA)	ภายในตู้บ่มเช้ือ

อุณหภูมิ	37	องศาเซลเซียส	และคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ	5	

โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ทุก	2	วัน 

	 น�าเซลล์ต้นก�าเนดิจากเนือ้เยือ่ในทีเ่พาะเลีย้งในพาสเซจ	

(passage)	ที่	8-10	จ�านวน	3.0	x	104	เซลล์	 ใส่บนตัวอย่าง 

ชิ้นเนื้อฟันกลุ่มที่	1	ถึง	7	ในเพลท	96	หลุม	(96-well	tissue	

culture	plate)	กลุ่มควบคุมลบ	จะไม่ใส่เซลล์บนตัวอย่าง 

ตารางที่ 1	 จ�านวนชิ้นตัวอย่างที่แช่ในน�้ายาอีดีทีเอชนิดต่าง	ๆ	และการศึกษาความมีชีวิต	การยึดเกาะและรูปร่างของเซลล์ใน

แต่ละกลุ่มทดลอง	ที่ระยะเวลาก่อนการศึกษาและที่	7	วัน

         Experimental Groups

       Number of specimens

   MTT assay    SEM

7 d 0 d 7 d

1.	Endo	Clean	/	0.9%	NSS 10 3 3

2.	Smear	Clear	/	0.9%	NSS 10 3 3

3.	Ultradent	/	0.9%	NSS 10 3 3

4.	17%	pure	EDTA	/	0.9%	NSS 10 3 3

5.	5.25%	NaOCl	/	0.9%	NSS 10 3 3

6.	0.9%	NSS	 10 3 3

7.	Positive	control	:	DMEM 10 3 3

Negative	control	:	DMEM	without	cell 6

ชิ้นเนื้อฟัน	ใส่อาหารเพาะเลี้ยงเซลล์ลงในแต่ละหลุม	เกบ็กลุม่

ทดลองท้ังหมดในตู ้บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ	 37	 องศาเซลเซียส	

คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ	5	 เป็นเวลา	7	วัน	 โดยเปล่ียน

อาหารเลี้ยงเซลล์ทุก	2	 วัน	หลังจากนั้นน�าเซลล์ต้นก�าเนิด 

ที่เพาะเลี้ยงบนตัวอย่างชิ้นเนื้อฟันในแต่ละกลุ ่มทดลอง 

ไปศึกษาความมีชีวิตของเซลล์ด ้วยวิธีวิ เคราะห์เอ็มทีที	

(Tetrazolium	salt-based	colorimetric,	MTT	assay)	ศึกษา

การยึดเกาะและรูปร่างของเซลล์ต้นก�าเนิดบนเนื้อฟันด้วย

กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดก�าลังขยาย	 1,000	

และ	 3,000	 เท่า	 จ�านวนช้ินตัวอย่างในแต่ละกลุ ่มแสดง 

ในตารางที่	1	

 3.2 การวิเคราะห์เอ็มทีที (MTT assay)

 เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก�าเนิดบนชิ้นตัวอย่างในแต่ละ

กลุ่มครบ	7	 วัน	น�าเซลล์มาล้างด้วย	สารละลายฟอสเฟส

บัฟเฟอร์ซาไลน์เข้มข้นร้อยละ	0.9	ที่ไม่มีอิออนของแคลเซียม

และแมกนีซียม	 (DPBS)	หลังจากนั้นเติมสารละลายเอ็มทีท	ี

[MTT;	3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,	5-diphenyltetrazolium	

bromide]	 ที่มีความเข ้มข ้น	 1	 มิลลิกรัมต ่อมิลลิลิตร	 

จ�านวน	100	 ไมโครลิตรบ่มที่อุณหภูมิ	 37	องศาเซลเซียส	 

เป ็นเวลา	 2	 ชั่วโมง	 และเติมสารไดเมธิลซัลฟอกไซด ์	

(Dimethylsulfoxide;	DMSO)	100	ไมโครลิตร	 เพื่อละลาย
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ตะกอนสีม่วงของผลึกฟอมาซาน	(fomazan	crystal)	ที่เกิด

จากเซลล์ที่มีชีวิต	 บ่มต่อที่อุณภูมิห้องเป็นเวลา	 30	 นาที	 

จากนัน้น�าสารละลายที่ได้จากกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุมลบ

ไปวัดค ่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง	

(spectro-photometer)	ที่ความยาวคลื่น	540	นาโนเมตร	

โดยใช้สารไดเมธิลซัลฟอกไซด์เป็นสารละลายแบลงค์	blank	

solution)	และใช้กลุม่ที	่7	ทีแ่ช่ในอาหารเลีย้งเซลล์ดีเอม็อเีอม็

เป็นตัวควบคุมบวก	ค�านวณร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตตามสูตร

ร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิต	=
  ค่า	OD	ของกลุ่มทดลอง–ค่า	OD	ของกลุ่มควบคุมลบ  

×	100
	 	 	 	 ค่า	OD	ของกลุ่มควบคุม–ค่า	OD	ของกลุ่มควบคุมลบ	

 3.3 การศึกษาผิวเนื้อฟัน ลักษณะ รูปร่างและการยึด

เกาะของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศอิเล็กตรอนชนิดส่องกราด

 น�าชิ้นเนื้อฟันที่เตรียมไว้ก่อนน�าไปแช่ในน�้ายาอีดีทีเอ 

กลุ่มละ	 3	ชิ้น ไปตรวจดูพื้นผิวเนื้อฟันด้วยกล้องจุลทรรศ 

อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดสูญญากาศต�่า	(SEM;	JSM-6610LV) 

หลังจากแช่ในน�้ายาอีดีทีเอครบ	7	 วัน	น�าชิ้นตัวอย่างจาก 

กลุ่ม	1	ถึง	7	อีกกลุ่มละ	3	ชิ้นไปตรวจดูพื้นผิวเนื้อฟัน	รูปร่าง

และการยึดเกาะบนเนื้อฟ ันของเซลล ์ต ้นก� า เนิดด ้วย

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดอีก	 (ตารางที่	 1)	 

ที่ก�าลังขยาย	1,000	และ	3,000	 เท่า	 เพื่อประเมินดูลักษณะ	

รูปร่างและการยึดเกาะของเซลล์บนผิวเนื้อฟัน

การวิเคราะห์ทางสถิติ 
	 1.	 การประ เมินร ้ อยละความมีชี วิ ตของ เซลล 	์

(percentage	 0f	 cell	 viability)	 ในแต่ละกลุ ่มทดลอง	 

หลังการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา	7	 วัน	ทดสอบการกระจายตัว 

ของข้อมูลด้วยสถิติโคลโมโกรอฟ-สเมียร์นอฟ	(Kolmogorov-

Smirnov	 test)	พบว่าข้อมูลกลุ่มเอ็นโดคลีน	สเมียร์เคลียร์	

และโซเดียมไฮโปคลอไรต์มีการกระจายตัวแบบไม่สม�่าเสมอ	

จึงทดสอบผลการศึกษาด้วยสถิติสถิติครัสคอล-วอลลิส 

(Kruskal-Wallis	 test)	และทดสอบความแตกต่างระหว่าง

กลุ่มด้วยสถิตแิมน-วิทนีย์ย	ู(Mann-Whitney	U	test)	โดยใช้

ระดับนัยส�าคัญที่	0.05

	 2.	การประเมนิลกัษณะพืน้ผวิของเนือ้ฟัน	ลกัษณะรปูร่าง

และการยึดเกาะของเซลล์	ใช้สถิติเชิงพรรณา	

ผลการศึกษา 
	 ค่าร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตของกลุ่มต่าง	ๆ	 เรียงล�าดับ

จากมากไปน้อยดังนี้	กลุ่มอีดีทีเอร้อยละ	138.58	กลุ่มน�้าเกลือ

ร้อยละ	119.53	กลุม่อลัตราเดน็ท์ร้อยละ	106.20	กลุม่ควบคมุ

บวกร้อยละ	100.00	กลุ่มเอ็นโด-คลีนร้อยละ	1.51	ส่วนกลุ่ม 

สเมียร์เคลียร์	กลุ่มโซเดียมไฮโปคลอไรต์และกลุ่มควบคุมลบ

ไม่พบเซลล์ที่มีชีวิตเลย

	 เมือ่ทดสอบด้วยสถิตคิรสัคอล-วอลลสิ	พบความแตกต่าง

ระหว่างกลุ่มทดลอง	 (p<0.001)	จึงทดสอบด้วยสถิติแมน- 

วิทนีย์ยู	พบว่ากลุ่มอีดีทีเอเข้มข้นร้อยละ	17	กลุ่มน�้าเกลือ	

กลุ่มอัลตราเด็นท์และกลุ่มควบคุมบวกมีค่าร้อยละของเซลล ์

ที่มีชีวิตไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญ	 (p>0.05)	 และ 

ท้ัง	4	กลุม่นีม้ค่ีาร้อยละของเซลล์ท่ีมชีีวติสงูกว่ากลุม่เอน็โดคลนี	

กลุ่มสเมียร์เคลียร์และโซเดียมโฮโปคลอไรต์อย่างมีนัยส�าคัญ	

(p<0.05)	ส่วนในกลุ่มเอ็นโดคลีน	กลุ่มสเมียร์เคลียร์	 และ

โซเดยีมโฮโปคลอไรต์	มค่ีาร้อยละของเซลล์ทีม่ชีวีติไม่แตกต่างกนั

อย่างมีนัยส�าคัญ	(p>0.05)	(ตารางที่	2)

	 ภาพผิวเนื้อฟ ันจากกล ้องจุลทรรศน์อิ เล็กตรอน 

ชนิดส่องกราดท่ีก�าลังขยาย	 3,000	 เท่าหลังจากแช่น�้ายา 

โดยการสุ ่มจาก	 3	 ต�าแหน่งของทุกกลุ ่มทดลองพบว่า 

กลุ ่มเอ็นโดคลีนส่วนใหญ่มีท่อเนื้อฟันขนาดใหญ่และพบ 

สเมียร์พลัก	(smear	plug)	ปิดท่อเนื้อฟันน้อยมาก	(รูปที่	2a)	

กลุ ่มสเมียร์เคลียร์มีลักษณะท่อเนื้อฟันท่ีใหญ่ใกล้เคียงกับ 

กลุ ่มเอ็นโดคลีนพบสเมียร ์พลักปิดท่อเนื้อฟันปานกลาง	 

(รูปที่	 2b)	 กลุ ่มอัลตราเด็นท์มีท่อเนื้อฟันขนาดเล็กกว่า	 

2	กลุ่มแรกพบสเมียร์พลักปิดท่อเนื้อฟันจ�านวนไม่มากเท่า

กลุม่เอน็โดคลนี	(รปูท่ี	2c)	กลุม่อดีทีีเอร้อยละ	17	มท่ีอเนือ้ฟัน

ขนาดปานกลาง	 มีสเมียร์พลักเหลืออยู ่ไม่มาก	 (รูปที่	 2d)	 

กลุ ่มโซเดียมไฮโปคลอไรต์พบชั้นสเมียร์ปกคลุมที่เนื้อฟัน 

อยู่มากที่สุด	 (รูปที่	 2e)	และกลุ่มน�้าเกลือเห็นทุกท่อเนื้อฟัน 

มีสเมียร์พลักปิดอยู่หมด	(รูปที่	2f)
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รูปที่ 2	 ภาพตัวแทนจากกล้องจุลทรรศอิเล็กตรอนชนิดส่องกราดแสดงลักษณะของท่อเนื้อฟันท่ีมีช้ันสเมียร์ปกคลุมอยู่ 

หลงัจากแช่ใน	(a)	กลุม่เอน็โดคลนี	ส่วนใหญ่มท่ีอเน้ือฟันขนาดใหญ่และพบสเมยีร์พลกัปิดท่อเนือ้ฟันน้อยมาก	(b)	กลุม่สเมยีร์เคลยีร์	

มลีกัษณะท่อเน้ือฟันทีใ่หญ่ใกล้เคียงกบักลุม่เอน็โดคลนี	พบสเมยีร์พลกัปิดท่อเนือ้ฟันปานกลาง	 (c)	กลุม่อลัตราเดน็ท์	มท่ีอเนือ้ฟัน

ขนาดเลก็กว่า	2	กลุ่มแรก	พบสเมยีร์พลกัปิดท่อเน้ือฟันจ�านวนไม่มากเท่ากลุม่เอน็โดคลนี	 (d)	กลุม่อดีทีีเอร้อยละ	17	มท่ีอเนือ้ฟัน

ขนาดปานกลาง	มสีเมยีร์พลกัเหลอือยูไ่ม่มาก	(e)	กลุม่โซเดยีมไฮโปคลอไรต์	พบชัน้สเมยีร์ปกคลมุทีเ่นือ้ฟันอยูม่ากทีส่ดุ	(f)	กลุม่น�า้เกลอื	

ทุกท่อเนื้อฟันมีสเมียร์พลักปิดอยู่

ตารางที่ 2	 ค่าร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตและเปรียบเทียบความต่างระหว่างกลุ่มทดลอง

Groups Cells viability (%)

Endo	Clean	/	0.9%	NSS 															1.51a

Smear	Clear	/	0.9%	NSS 															0.00a

Ultradent	/	0.9%	NSS 												106.20b

17%	EDTA	/	0.9%	NSS 												138.58b

5.25%	NaOCl	/	0.9%	NSS 															0.00a

0.9%	NSS 												119.53b

Positive	control	:	DMEM 												100.00b

Negative	control	:	DMEM	without	cell 															0.00a

ตัวอักษรยกระดับที่เหมือนกันแสดงว่าข้อมูลไม่แตกต่างอย่างมีนัยทางสถิติ	(p>0.05)

ตัวอักษรยกระดับที่ต่างกันแสดงว่าข้อมูลมีความแตกต่างอย่างมีนัยทางสถิติ	(p<0.05)
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รูปที่ 3	 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนชนดิส่องกราดของกลุม่เอน็โดคลนี	(a)	ก�าลงัขยาย	1,000	เท่า	พบเซลล์รปูร่างกลม

จ�านวนมากและเซลล์รูปกระสวยจ�านวนน้อยประมาณ	8	เซลล์	บนผนงัเนือ้ฟัน	กระจายตวัเป็นช้ันเดยีว	(b)	ก�าลงัขยาย	3,000	เท่า	

เซลล์รูปกระสวย	มีการยื่นของไซโตพลาซึมตามแนวยาวไปเกาะกับเซลล์ข้างเคียงและมีการยื่นลงไปเกาะในท่อเนื้อฟันด้วย

รูปที่ 4	 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนชนิดส่องกราดของกลุม่สเมยีร์เคลยีร์	(a)	ก�าลงัขยาย	1,000	เท่า	พบเซลล์รปูร่างกลม

กระจายอยู่บนเนื้อฟัน	(b)	ก�าลังขยาย	3,000	เท่า	เซลล์รูปร่างกลมมีผิวขรุขระ	มีการยื่นไซโต-พลาซึมบางส่วนไปในท่อเนื้อฟัน

	 ลักษณะและจ�านวนเซลล ์จากกล ้องจุลทรรศน ์

อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดหลังจากเลี้ยงเป็นเวลา	7	วัน

	 กลุม่ที	่1	กลุม่เอน็โดคลนี ก�าลงัขยาย	1,000	เท่า	(รปูที	่3a)	

พบเซลล์ทีม่รีปูร่างกลม	(rounded	shape)	จ�านวนมาก	ส่วนเซลล์

รูปกระสวย	(spindle	shape)	พบจ�านวนน้อย	รวมประมาณ	

8	 เซลล์บนผนังเน้ือฟัน	กระจายตัวเป็นชั้นเดียว	 ก�าลังขยาย	

3,000	 เท่า	 (รูปที่	 3b)	พบเซลล์รูปกระสวย	มีการยื่นของ 

ไซโตพลาซึมตามแนวยาวไปเกาะกับเซลล์ข ้างเคียงและ 

มีการยื่นลงไปเกาะในท่อเนื้อฟันด้วย

	 กลุ ่มที่	 2	 สเมียร์เคลียร์ ก�าลังขยาย	 1,000	 เท่า	 

(รูปที่ 	 4a)	 พบเซลล์รูปร ่างกลมกระจายอยู ่บนเนื้อฟ ัน	 

ก�าลังขยาย	3,000	 เท่า	 (รูปที่	 4b)	พบว่าเซลล์รูปร่างกลม 

มีผิวขรุขระ	มีการยื่นไซโตพลาซึมบางส่วนไปในท่อเนื้อฟัน

 กลุ ่มที่ 	 3	 อัลตราเด็นท์ ก�าลังขยาย	 1,000	 เท่า	 

(รูปที่	 5a)	 เซลล์ส่วนใหญ่ที่พบมีรูปร่างแบน	 (flattened	

shape)	 เซลล์ส่วนน้อยมีรูปร่างกลมและรูปกระสวยบนผนัง

เนื้อฟัน	 เซลล์มีความหนาแน่นมาก	 ซ้อนทับกันมากกว่า	 

1	ชั้น	 ไม่สามารถนับจ�านวนเซลล์ได้	ก�าลังขยาย	3,000	 เท่า	

(รูปท่ี	 5b)	 พบเซลล ์รูปกระสวย	 ซ ้อนทับอยู ่ กับเซลล ์ 

รูปร่างแบน	ซึ่งมีการยื่นไซโตพลาซึมไปด้านข้างและออกไป

ตามแนวยาวของเซลล์	 ไปยึดเกาะกับเซลล์ข้างเคียงอย่าง 

หนาแน่น
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รูปที่ 5 	 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนชนิดส่องกราดของกลุม่อลัตราเดน็ท์	(a)	ก�าลงัขยาย	1,000	เท่า	พบว่าเซลล์ส่วนใหญ่

จะมีรูปร่างแบน	(flattened	shape)	และเซลล์ส่วนน้อยมีรูปร่างกลมและรูปกระสวยบนผนังเนื้อฟัน	เซลล์มีความหนาแน่นมาก

ซ้อนทับกันมากกว่า	1	ชั้นไม่สามารถนับจ�านวนเซลล์ได้	 (b)	ก�าลังขยาย	3,000	 เท่า	พบเซลล์รูปกระสวยซ้อนทับอยู่กับเซลล์ 

รูปร่างแบน	มีการยื่นไซโตพลาซึมไปด้านข้างและออกไปตามแนวยาวของเซลล์ไปยึดเกาะกับเซลล์ข้างเคียงอย่างหนาแน่น

รูปที่ 6	 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดของกลุ่มอีดีทีเอเข้มข้นร้อยละ	17	 (a)	ก�าลังขยาย	1,000	 เท่า	 

พบเซลล์รูปร่างแบนและรูปร่างกลมจ�านวนใกล้เคียงกัน	อยู่บนผนังเนื้อฟัน	ซ้อนกันมากกว่า	1	ชั้น	ไม่สามารถนับจ�านวนเซลล์ได้	

(b)	ก�าลังขยาย	3,000	เท่า	มีการเกาะกันของเซลล์รูปร่างแบนและรูปร่างกลม	มีการยื่นไซโตพลาซึมมาเกาะกันอย่างหนาแน่น

 กลุม่ที	่4	อดีทีเีอเข้มข้นร้อยละ	17 ก�าลงัขยาย	1,000	เท่า	

(รูปที่	 6a)	 พบเซลล์รูปร่างแบนและรูปร่างกลมมีจ�านวน 

ใกล้เคียงกัน	อยู่บนผนังเนื้อฟันซ้อนตัวกันมากกว่า	 1	 ช้ัน	 

ไม่สามารถนบัจ�านวนเซลล์ได้	ก�าลงัขยาย	3,000	เท่า	(รปูท่ี	6b)	

พบลักษณะการเกาะกันของเซลล์รูปร่างแบนและรูปร่างกลม	

มีการยื่นไซโตพลาซึมมาเกาะกันอย่างหนาแน่น

	 กลุ่มที่	 5	 โซเดียมโฮโปคลอไรต์เข้มข้นร้อยละ	5.25 

ก�าลังขยาย	1,000	เท่า	(รูปที่	7a)	พบเซลล์มีรูปร่างไม่แน่นอน	

(irregular	shape)	จ�านวน	1	เซลล์	และพบเศษเยื่อหุ้มเซลล์

กระจายบนผนังเนื้อฟัน	ก�าลังขยาย	3,000	 เท่า	 (รูปท่ี	7b)	 

พบว่าเซลล์ที่มีรูปร่างไม่แน่นอน	มีลักษณะผิวเยื่อหุ้มเซลล์

ขรุขระและมีการฉีกขาด	 มีการรั่วของสารในเซลล์ออกมา

ภายนอก	ซึ่งแสดงว่าเป็นเซลล์ที่ไม่มีชีวิต

 กลุ่มท่ี	6	กลุ่มน�้าเกลือเข้มข้นร้อยละ	0.9 ก�าลังขยาย	

1,000	เท่า	(รูปที่	8a)	พบเซลล์รูปร่างแบนเป็นส่วนใหญ่	เซลล์

รูปร่างกลมและรูปกระสวยพบได้เป็นจ�านวนน้อย	อยู่บนผนัง

เนื้อฟันซ้อนตัวกันมากกว่า	1	ชั้น	มีความหนาแน่นปานกลาง	

ไม่สามารถนบัจ�านวนเซลล์ได้	ก�าลงัขยาย	3,000	เท่า	(รปูที	่8b)	

พบเซลล์รปูร่างแบนยืน่ส่วนของไซโตพลาซมึออกไปรอบ	ๆ	เซลล์	

และยื่นไปเกาะกับเซลล์รูปร่างกลมด้วย
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รูปที่ 7	 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดของกลุ่มโซเดียมโฮโปคลอไรต์	(a)	ก�าลังขยาย	1,000	เท่า	พบเซลล์

รูปร่างไม่แน่นอน	(irregular	shape)	จ�านวน	1	เซลล์และพบเศษเยื่อหุ้มเซลล์กระจายบนผนังเนื้อฟัน	(b)	ก�าลังขยาย	3,000	เท่า	

พบเซลล์รูปร่างไม่แน่นอน	ลักษณะผิวเยื่อหุ้มเซลล์ขรุขระและมีการฉีกขาด	มีการรั่วของสารในเซลล์ออกมาภายนอก	แสดงว่า

เป็นเซลล์ที่ไม่มีชีวิต

รูปที่ 8	 กลุ่มน�้าเกลือ	ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด	 (a)	ก�าลังขยาย	1,000	 เท่า	พบเซลล์รูปร่างแบน 

เป็นส่วนใหญ่	 เซลล์รูปกลมและรูปกระสวยพบเป็นจ�านวนน้อย	อยู่บนผนังเนื้อฟันซ้อนตัวกันมากกว่า	1	 ช้ัน	มีความหนาแน่น 

ปานกลาง	ไม่สามารถนับจ�านวนเซลล์ได้	 (b)	ก�าลังขยาย	3,000	 เท่า	พบเซลล์รูปร่างแบนยื่นไซโตพลาซึมออกไปรอบ	ๆ	 เซลล์	

และยื่นไปเกาะกับเซลล์รูปร่างกลมด้วย

	 กลุ่มที่	 7	กลุ่มควบคุมบวก ก�าลังขยาย	1,000	 เท่า	 

(รูปที่	 9a)	พบเซลล์รูปกระสวยและรูปกลมกระจายท่ัวผนัง

เนื้อฟัน	ซ้อนตัวกันมากกว่า	1	ชั้น	มีความหนาแน่นมากที่สุด	

ไม่สามารถนับจ�านวนเซลล์ได้	 และก�าลังขยาย	3,000	 เท่า	 

(รปูท่ี	9b)	พบเซลล์รปูกระสวยและรปูกลมมกีารยืน่ไซโตพลาซมึ

ออกมาเกาะกับเซลล์ข้างเคียงอย่างหนาแน่น
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รูปที่ 9	 ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดของกลุ่มควบคุมบวก	 (a)	 ก�าลังขยาย	1,000	 เท่า	พบเซลล ์

รูปกระสวยและรปูกลมกระจายทัว่ผนงัเนือ้ฟัน	ซ้อนตัวกนัมากกว่า	1	ชัน้	มคีวามหนาแน่นมากทีส่ดุ	ไม่สามารถนบัจ�านวนเซลล์ได้	

(b)	ก�าลังขยาย	3,000	เท่า	พบเซลล์รูปกระสวยและรูปกลมมีการยื่นไซโตพลาซึมออกมาเกาะกับเซลล์ข้างเคียงอย่างหนาแน่น

บทวิจารณ์
	 จากผลการศึกษาพบกลุ่มทดลองที่มีค่าร้อยละของ

เซลล์ที่มีชีวิตสูงกว่ากลุ่มควบคุมบวก	3	กลุ่ม	ได้แก่กลุ่มอีดีทีเอ

เข ้มช้นร ้อยละ	 17	 กลุ ่มน�้าเกลือและกลุ ่มอัลตราเด็นท	์ 

กลุ่มอีดีทีเอเข้มช้นร้อยละ	17	มีค่าร้อยละของเซลล์ท่ีมีชีวิต 

สูงที่สุด	 เน่ืองจากเป็นน�้ายาอีดีทีเอบริสุทธิ์ที่ไม่มีการเติม 

สารอืน่เพิม่เตมิ	จงึไม่มสีารทีเ่ป็นพษิต่อเซลล์	และตัวอดีทีีเอเอง

ยังช ่วยส่งเสริมการเจริญของเซลล์ต ้นก�าเนิดเนื้อเยื่อใน	 

ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาของ	Ring	และคณะ	 [13]	 และ	

Sutimuntanakul	และคณะ	 [20]	กลุ่มน�้าเกลือมีค่าร้อยละ

ของเซลล์ที่มีชีวิตสูงเป็นอันดับสอง	แสดงให้เห็นว่าน�้าเกลือ

เป็นสารที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เช่นเดียวกัน	 เน่ืองจากน�้าเกลือ

เป็นสารละลายที่เป็นไอโซทอนิก	 (isotonic solution)	และ 

มีแรงดันออสโมติก	 (osmotic	pressure)	 ใกล้เคียงกับเซลล	์

จึงไม่ท�าให้เซลล์ขยายหรือหดตัว	 ไม่มีอันตรายต่อเซลล์	 [28]	

กลุ่มอัลตราเด็นท์	 เป็นสารอีดีทีเอที่เติมสารลดแรงตึงผิว 

ชนิดลอริลอีเทอร์ซัลเฟตลงไป	สารลอริลอีเทอร์ซัลเฟตมีความ

เป็นพิษต่อเซลล์เนื้อเยื่อจากเหงือกและเซลล์ไฟโบรบลาส 

เมื่อมีความเข้มข้นร้อยละ	0.006	และ	0.009	ขึ้นไป	[29,	30]	

ความเข้มข้นที่เติมลงใน	 อัลตราเด็นท์อาจน้อยกว่าความ 

เข้มข้นที่มีพิษต่อเซลล์	 จึงไม่ปรากฎความเป็นพิษต่อเซลล์ 

ต้นก�าเนิดเนื้อเยื่อในและยังช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต 

ของเซลล์ได้

	 ส�าหรับกลุ่มเอ็นโดคลีน	สเมียร์เคลียร์	 และโซเดียม 

ไฮโปคลอไรต์	 มีค่าร้อยละความมีชีวิตของเซลล์น้อยกว่า 

กลุ่มควบคุมบวก	 โดยในเอ็นโดคลีนมีสารเซทิลไตรเมทธิล

แอมโมเนียมโบรไมด์	 (cetyl	 trimethyl	 ammonium	

bromide)	ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุบวก	 (cationic	

surfactant)	 [31]	 ส่วนในสเมียร์-เคลียร์มีสารเซทริไมด	์

(cetrimide)	 เป็นสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุลบ	 (anionic	

surfactant)	 มีฤทธิ์ต้านเชื้อราและช่วยยืดอายุการใช้งาน	 

แม้ว่าเซทิลไตรเมทธิลแอมโมเนียมโบรไมด์และเซทริ ไมด  ์

ยังไม่พบข้อมูลที่ เพียงพอในการอธิบายถึงความเป็นพิษ 

ต่อเซลล์	 และข้อมูลส่วนประกอบของแต่ละบริษัทไม่ได้ระบุ

ความเข้มข้นของสารทีใ่ช้ไว้	แต่ผลการศกึษากพ็บว่าน�า้ยาอดีทีเีอ

ท่ีมีส่วนประกอบของสารเหล่านี้	 มีผลท�าให้ความมีชีวิตของ

เซลล์ต้นก�าเนิดเนื้อเยื่อในลดลง

	 จากผลการศึกษานี้แสดงให ้เห็นว ่าน�้ายาอีดีที เอ 

เป ็นสารที่ ไม ่มีความเป ็นพิษต ่อเซลล ์	 แต ่น�้ายาอีดีทีเอ 

ที่มีขายในท้องตลาดที่มีส ่วนผสมของสารลดแรงตึงผิว 

และสารอื่นด้วย	 จะมีความเป็นพิษต่อเซลล์ได้	 ทั้งนี้ขึ้นกับ

ปริมาณและชนิดของสารท่ีเพิ่มเติมเข้าไป	 โดยมีวัตถุประสงค์

เพื่อให้มีประสิทธิภาพในการล้างคลองรากฟันในงานรักษา

คลองรากฟันปรกต	ิ ส่วนการรกัษาคลองรากฟันรเีจนเนอเรทฟี 

ท่ีต้องใช้น�้ายาอีดีทีเอล้างคลองรากฟัน	 จึงควรใช้น�้ายาอีดีทีเอ

ที่ไม่มีสารอื่นเจือปนอยู ่	 จะช่วยให้การรักษาได้ผลดีและ

ประสบความส�าเร็จได้มากกว่า
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	 ค ่ า ร ้ อ ยละของ เซลล ์ ที่ มี ชี วิ ต ในกลุ ่ ม โซ เดี ยม 

ไฮโปคลอไรต์มีน้อยกว่ากลุ่มควบคุมบวก	 เนื่องจากโซเดียม 

ไฮโปคลอไรต์สามารถละลายเนื้อเยื่อได้ดี	 ลดค่าความเป็น 

กรดด่าง	 (pH)	 ของผิวเน้ือฟัน	 และยังมีคลอรีนส่วนเกิน 

จากปฏิกิริยาการแตกตัวตกค้างที่ผิวเนื้อฟัน	 [32]	 ท�าให้ 

มีความเป็นพิษต่อเซลล์และไม่ส ่งเสริมการเจริญเติบโต 

ของเซลล์	สอดคล้องกับผลการศึกษาของ	Ring	และคณะ	[13]	

และ	Sutimuntanakul	และคณะ	[20]

	 ภาพของเซลล ์ต ้นก� า เนิด เนื้ อ เยื่ อ ในจากกล ้อง 

จุลทรรศน ์อิ เล็กตรอนชนิดส ่องกราดของกลุ ่มอีดี ที เอ 

เข้มข้นร้อยละ	 17	น�้าเกลือ	อัลตราเด็นท์และกลุ่มควบคุม 

บวก	มีลักษณะแบนเป็นส่วนใหญ่	มีการยื่นของไซโต-พลาซึม 

และมีการแผ่ไฟโลโปเดีย	(filopodia)	ของเซลล์ออกไปรอบ	ๆ	

เซลล์	 และมีบางส่วนยื่นเข้าไปเกาะในท่อเนื้อฟัน	แสดงถึง

ลักษณะของเซลล์ที่แข็งแรงและมีการเจริญเติบโตยึดเกาะ 

บนชิ้นตัวอย่างได้ดี	 แสดงว่าน�้ายาอีดีทีเอร้อยละ	 17	และ

อัลตราเด็นท์	 ไม่ได้มีความเป็นพิษต่อเซลล์	 [33]	 ในกลุ ่ม 

น�้าเกลือและกลุ่มควบคุมบวก	แม้ว่าจะยังมีสเมียร์พลักอุด 

ในท่อเนื้อฟันและมีชั้นสเมียร์ที่เกิดในขั้นตอนการตัดฟันบน

ชิ้นตัวอย่าง	แต่มีการศึกษาที่พบว่าชั้นสเมียร์บนเนื้อฟันนั้น 

ไม่ได ้มีผลต่อการยึดเกาะของเซลล์เมื่อเทียบกับเนื้อฟัน 

ที่ไม่มีชั้นสเมียร์	 [34]	 เซลล์ในทั้งสองกลุ่มนี้จึงมีการยึดเกาะ 

ที่ไม่ต่างจากกลุ่มของอีดีทีเอเข้มข้นร้อยละ	17	และอัลตรา- 

เด็นท์	 แสดงให้เห็นว่าการก�าจัดชั้นสเมียร์ไม่ได้เป็นปัจจัย 

ท่ีจ�าเป็นต่อความมีชีวิต	 ส่วนกลุ ่มเอ็นโดคลีนและ	 สเมียร์

เคลียร์มีการแผ่ไฟโลโปเดียของเซลล์ออกไปไม่มาก	 เซลล์ม ี

รูปร ่างกลมและกระสวย	 แสดงถึงลักษณะของเซลล ์ ท่ี 

ไม่แข็งแรง	 การเจริญเติบโตไม่ดี	 ซึ่งเป็นผลจากน�้ายาทั้ง	 

2	ชนิดน้ี	กลุ่มโซเดียมไฮโปคลอไรต์พบเซลล์ที่เยื่อหุ้มเซลล ์

ถูกท�าลาย	แสดงถึงความเป็นพิษต่อเซลล์มากที่สุด	

	 การกระจายตัวของข้อมูลจากการศึกษาน้ีพบว่า 

ไม ่ปกติ 	 อาจเกิดในขั้นตอนการเติมอาหารเลี้ยงเซลล  ์

ในช่วง	 4	ชั่วโมงแรกที่เซลล์ก�าลังเริ่มยึดเกาะกับชิ้นเนื้อฟัน	 

ซึ่งต้องดูจากกล้องจุลทรรศน์	 แต่แสงจากกล้องจุลทรรศน์ 

ไม่สามารถส่องผ่านชิ้นเนื้อฟัน	 จึงเป็นอาจท�าให้การตรวจ 

การยึดเกาะของเซลล์ผิดพลาดได้	 จากการศึกษาน�าร่อง	 

(pilot	 study)	 ท่ีเลี้ยงเซลล์บนช้ินเนื้อฟันโดยใช ้เซลล  ์

จ�านวน	 10,000	 15,000	 30,000	 และ	 50,000	 เซลล์	 

ที่เวลา	1,	2,	4	และ	24	ชั่วโมง	พบว่าเมื่อเลี้ยงเซลล์จ�านวน	

30,000	เซลล์ที่เวลา	4	ชั่วโมงก่อนการเติมอาหาร	มีการหลุด

ของเซลล์จากชิ้นฟันน้อยที่สุด	ซึ่งเป็นการยึดเกาะของเซลล์ 

บนเนื้อฟันดีท่ีสุดและมีปริมาณเซลล์ท่ีเหมาะสม	 สามารถ

ตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ได้ดี	 จึงเลือกใช้เซลล์จ�านวน	

30,000	เซลล์	ที่เวลา	4	ชั่วโมงในการศึกษานี้

บทสรุป
	 ร้อยละของเซลล์มีชีวิตของกลุ่มน�้ายาอีดีทีเอร้อยละ	

17	 อัลตราเด็นท์	 และน�้าเกลือร้อยละ	 0.9	 มีค ่าสูงกว่า 

กลุ ่มเอ็นโดคลีน	 สเมียร์เคลียร์และโซเดียมไฮโปคลอไรต์ 

ร้อยละ	5.25	โดยกลุ่มเอ็นโดคลีน	สเมียร์เคลียร์	และอีดีทีเอ	

สามารถก�าจัดชั้นสเมียร์ได้ดีกว่ากลุ่มอัลตราเด็นท์	 โซเดียม 

ไฮโปคลอไรต์	และน�้าเกลือ	การก�าจัดช้ันสเมียร์ไม่ใช่ปัจจัย

จ�าเป็นที่ช่วยให้ความมีชีวิตชองเซลล์เพิ่มขึ้น
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