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บทที่ 2

วิธีการวิจัย

การเตรียมคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
เตรียมคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่ความเขมขนตางๆ โดยคลอรเฮ็กซิดีนที่เตรียมขึ้น

ประกอบดวย
1. สวนออกฤทธิ์ (active component) คือ คลอรเฮ็กซิดีนไดอะซิเตทโมโนไฮเดรท (chlorhexidine

diacetate monohydrate : C22H30Cl2N10.2CH3COOH.H2O assay ≥ 98% HPLC, Fluka
Biochemical, Switzerland)

2. สวนเบส (base) คือ แซนดาแรคเรซิน (sandarac resin: gradedprime, scent-of-earth,
Morocco) ภาพประกอบ 4

3. ตัวทําละลาย (solvent) คือ เอธิลแอลกอฮอลรอยละ  95

ภาพประกอบ 4   แซนดาแรคเรซิน
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เตรียมคลอรเฮ็กซิดีนวานิชโดยใหมีสัดสวนของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรครอยละ 0, 5, 10,
20 และ 40 โดยน้ําหนัก ดังตาราง 1  ผสมแซนดาแรคเรซินที่บดละเอียดดวยโกรงบดยา เขากับ
เอธิลแอลกอฮอลรอยละ 95 และคนดวยแทงแกวจนละลายจะไดวานิชสีเหลืองน้ําตาลใสที่มีความ
หนืดสูงกวาแอลกอฮอลเล็กนอย และใสคลอรเฮ็กซิดีนไดอะซิเตทโมโนไฮเดรทลงในวานิชขางตน
คนจนละลายเปนเนื้อเดียวกัน  นําคลอรเฮ็กซิดีนวานิชที่เตรียมไดเก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง

ตาราง 1    ปริมาณสารที่ใชในการเตรียมคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนตางๆ

รอยละความเขมขน
ของ

คลอรเฮ็กซิดีนวานิช*

คลอรเฮ็กซิดีน
(กรัม)

แซนดาแรค
(กรัม)

แอลกอฮอล
(กรัม)

0 (แซนดาแรควานิช) 0 1 3
5 0.05 1 3
10 0.11 1 3
20 0.25 1 3
40 0.66 1 3

* หมายเหตุ  ความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนวานิช คิดจากน้ําหนักของคลอรเฮ็กซิดีนในน้ําหนักรวม
                  ของคลอรเฮ็กซิดีนและแซนดาแรค (ภาคผนวก)

การศึกษาคุณลักษณะของคลอรเฮ็กซิดีนวานิช แบงเปน 2 ข้ันตอนคือ
ตอนที่ 1 ศึกษาคุณลักษณะของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเองที่ความเขม

ขนตางๆ เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมในการนําไปใช
ตอนที่ 2 เปรียบเทียบคุณลักษณะของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่ เหมาะสมในการ

นําไปใชจากตอนที่ 1 กับ คลอรเฮ็กซิดีนวานิชที่มีจําหนาย
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ตอนที่ 1    การศึกษาคุณลักษณะของคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเอง

1.1 การศึกษาการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีนจากคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรวานิชที่เตรียม
ขึ้นเองในหองปฏิบัติการ

เตรียมชิ้นตัวอยางคลอรเฮ็กซิดีนวานิชเพื่อเก็บตัวอยางคลอรเฮ็กซิดีนที่ปลดปลอยออกมา
โดยนําคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเองที่ความเขมขนรอยละ 0, 5, 10, 20 และ
40 ปริมาณ 200 ไมโครลิตร หยดลงบนแผนแกว (glass slide) ขนาด 22x22 มิลลิเมตร (ภาพ
ประกอบ 5) จนเต็มแผน ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 15 – 20 นาที นําไปชั่งน้ําหนักเลือกชิ้นที่มีน้ํา
หนักใกลเคียงกันความเขมขนละ 6 ชิ้น นําชิ้นตัวอยางแตละแผนใสลงในภาชนะแกวที่มีน้ํากลั่น 30
มิลลิลิตร ซึ่งอยูในตูควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีการเคลื่อนที่แนวนอน (horizontal
incubator shaker) ที่ความเร็ว 54 รอบตอนาที  เปลี่ยนน้ํากลั่นทุก 1 ชั่วโมง และเก็บตัวอยางสาร
ละลายทุก 1 ชั่วโมง ใน 12 ชั่วโมงแรก และทุก 4 ชั่วโมงจนครบ 24 ชั่วโมง รวมเก็บทั้งหมด 15 ชวง
เวลา โดยเก็บชวงเวลาละ 6 ตัวอยาง ตัวอยางสารละลายตัวอยางละ 5 มิลลิลิตรไวในหลอดแกวที่
หุมดวยกระดาษตะกัว่ เพือ่นาํตวัอยางสารละลายทีไ่ดไปวเิคราะหปริมาณคลอรเฮก็ซดีิน

ภาพประกอบ 5    ลักษณะคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเอง สีเหลืองใส มีความ
      หนืดเล็กนอย เตรียมลงบนแผนแกว ขนาด 22x22 มิลลิเมตร

วัดปริมาณของคลอรเฮ็กซิดีนที่ปลดปลอยออกมาที่เวลาตาง ๆ โดยใชเครื่องลิควิดโคร มา
โทกราฟคุณภาพสูงชนิด reverse phase (high performance liquid chromatography: HPLC,
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Agilent 1100 and Waters, USA) เนื่องจากปริมาณคลอรเฮ็กซิดีนที่ปลดปลอยออกมามีปริมาณที่
ตํ่าโดยสภาวะที่ใชในการวิเคราะหคือ

1. เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase): 0.05 M sodium acetate (Lab – Scan, Ireland)
และ 0.005 M heptanesulfonic acid (Fluka, Switzerland) รวมกับ acetonitrile
(J.T. Breaker, Switzerland ) ในอัตราสวน 60 : 40  มีคากรด-ดางเทากับ 5

2. เฟสคงที่ (stationary phase): column inertsil ODS 3, ขนาด 5  ไมโครเมตร,
4.6 x 250 มิลลิเมตร (GI Sciences Inc., Japan)

3. อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที
4. ดีเทคเตอร  ที่ความยาวคลื่นแสงอัลตราไวโอเล็ต 260 นาโนเมตร
5. อุณหภูมิหอง

เตรียมกราฟมาตรฐานจากสารละลายคลอรเฮ็กซิดีนมาตรฐานที่ความเขมขนในชวง
0.05 - 30.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (เปนชวงความเขมขนคลอรเฮ็กซิดีนที่ตรวจวัดไดจากการ
ศึกษาของ Lam และคณะ (1993) และเปนชวงความเขมขนที่ไดจากการทํา pilot study) ฉีดตัว
อยางสารละลายความเขมขนละ 50 ไมโครลิตรเขาเครื่อง HPLC เพื่อหาพื้นที่ใตกราฟของคลอรเฮ็ก
ซิดีนที่ทราบความเขมขนจํานวน 5 ความเขมขนในการวัดปริมาณคลอรเฮ็กซิดีนของวานิชแตละ
ชนิด นําคาที่ไดเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางพื้นที่ใตกราฟกับความเขมขนของคลอรเฮ็กซิ
ดีนเพื่อใชในการหาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนจากตัวอยางสารละลายที่ศึกษา เตรียมสาร
ละลายคลอรเฮ็กซิดีนที่ทราบความเขมขนในการเตรียมกราฟมาตรฐานใหมทุกครั้งที่ทําการวัด
ปริมาณคลอรเฮ็กซิดีนที่ปลดปลอยออกมาจากคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรควานิชแตละชนิด

นําตัวอยางสารละลายที่ปลดปลอยจากคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรควานิชที่เก็บไดขางตน
ตัวอยางละ 50 ไมโครลิตร ฉีดเขาเครื่อง HPLC ในสภาวะเดียวกัน เพื่อหาพื้นที่ใตกราฟในแตละ
เวลาของวานิชแตละความเขมขน นําคาเฉลี่ยพื้นที่ใตกราฟที่ไดไปหาปริมาณคลอรเฮ็กซิดีนที่ปลด
ปลอยออกมาจากกราฟมาตรฐานที่เตรียมไวขางตน

1.2  ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตตอเชื้อ S. mutans  ATCC 25175 ในหอง
ปฏิบัติการ
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1.2.1 การหาคาความเขมขนตํ่าสดุทีย่บัยัง้การเจรญิเตบิโตตอเชือ้ (minimal inhibitory
concentration: MIC) และความเขมขนตํ่าสดุทีฆ่าเชือ้ (minimal bactericidal concentration: MBC)

คา MIC และ MBC ของแตละหองปฏิบัติการอาจมีความแตกตางกัน เนื่องจากสภาวะแวด
ลอมที่ใช ชนิดของเชื้อแบคทีเรียและอื่น ๆ ที่แตกตางกัน ดังนั้นจึงตองหา MIC และ MBC  ของหอง
ปฏิบัติการนี้โดยวิธี two fold broth microdilution ดังนี้

เตรียมเชื้อ S. mutans ATCC 25175 ใน brain heart infusion broth (Merck, Germany)
นําไปเลี้ยงในตูบมเชื้อ (incubator) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ใหไดความหนา
แนนของเชื้อเทียบเทากับความขุน 0.5 MacFarland หรือคาการดูดกลืนแสง (OD) เทากับ 0.3  ที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ซึ่งมีความหนาแนนของเชื้อประมาณ 1.5x108 เซลลตอมิลลิลิตร

เตรียม brain heart infusion broth  ลงในถาดหลุมเลี้ยงเชื้อชนิด  96 หลุม จํานวน 3 แถว
แถวละ 12 หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําสารละลายคลอรเฮ็กซิดีนที่มีความเขมขนเริ่มตน 24
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในเอธานอล (จากเกลือคลอรเฮ็กซิดีนไดอะซิเตทโมโนไฮเดรท)  เติมลงใน
หลุมแรกของแตละแถว ทํา two - fold dilution ไปยังหลุมตอๆ ไปใหไดความเขมขนสุดทายอยูใน
ชวง 12 - 0.18 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เติมเชื้อ S. mutans ที่เตรียมไวลงในสารละลายแตละหลุม
หลุมละ 100 ไมโครลิตร ทําใหมีความเขมขนสุดทายของคลอรเฮ็กซิดีนอยูในชวง 6 - 0.09
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (เนื่องจากการศึกษาของ Balanyk และ Sandham (1985) คา MIC และ
MBC ของคลอรเฮ็กซิดีนตอ S. mutans JC2 มีคา 0.39 - 1.56 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ
1.56 - 3.12 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ กลุมควบคุมประกอบดวยหลุมที่มี  1) brain  heart
infusion broth และ เอธิลแอลกอฮอล  ทํา two - fold dilution ไปยังหลุมตอ ๆ ไปใหมีความเขมขน
สุดทายของเอธิลแอลกอฮอลเทากับที่ผสมอยูในสารละลายคลอรเฮ็กซิดีนขางตน จํานวน 3 แถว
แลวเติมเชื้อ S. mutans เพื่อดูผลของเอธิลแอลกอฮอลตอการเจริญเติบโตของ S. mutans          
2) brain heart infusion broth ที่เติมเชื้อ S. mutans เพื่อเปนกลุมควบคุมบวก (positive control)
3) brain heart infusion broth ที่ไมเติมเชื้อ S. mutans เพื่อเปนกลุมควบคุมลบ (negative
control) นําไปเลี้ยงที่สภาวะเดิม นาน 24 ชั่วโมง ประเมินการเจริญเติบโตของ S. mutans จาก
ความขุนในแตละหลุม หลุมที่มีความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนต่ําสุดที่ไมมีการเจริญเติบโตของเชื้อ
(ไมขุน) คือความเขมขนที่เปน MIC

นําสารละลายในหลุมที่ไมมีการเจริญเติบโตของเชื้อทุกหลุมไปเลี้ยงบนวุนเลี้ยงเชื้อชนิด
ผสมเลือด (blood agar; Merck, Germany)   และบมใน candle jar ในตูบมเชื้อที่สภาวะเดิม นาน
24 ชั่วโมง ประเมินผลการเจริญเติบโตของเชื้อโดยความเขมขนต่ําสุดที่ไมมีการเจริญเติบโตของเชื้อ
คือ ความเขมขนที่เปน MBC ดังภาพประกอบ 6
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นําคาความเขมขนสูงสุดของคลอรเฮ็กซิดีนที่ปลดปลอยออกมาของคลอรเฮ็กซิดีนวานิชแต
ละความเขมขนจากการศึกษาที่ 1 เปรียบเทียบกับคา MIC และ MBC ที่หาได เพื่อประเมินผลของ
คลอรเฮ็กซิดีนสูงสุดที่ปลดปลอยออกมาวามีผลตอ S. mutans อยางไร
คลอรเฮ็กซิดีน และ
อาหารเลี้ยงเชื้อ
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-  ไมมีการเจริญเติบโตของเชื้อ                  +  มีการเจริญ

ภาพประกอบ 6    การหาคา MIC และ MBC ของคลอรเฮ็กซิดีนต

1.2.2 ผลของคลอรเฮ็กซิดีนวานิชที่เตรียมขึ้นและค
ออกมาตอ S. mutans  ATCC 25175 ในหองปฏิบัติการ

ความเขมขนสุดทาย                    12            6           3         1.5         0.75      0.375      0.187      µg/ml
ของคลอรเฮ็กซิดีน

ความเขมขนสุดทาย                     6            3           1.5         0.75      0.375      0.187      0.09      µg/ml
ของคลอรเฮ็กซิดีน

อานความขุนเพื่อ
หาคา MIC

++

เพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ เพื่อหาคา MBC

ความเขมขนสุดทาย                     6            3           1.5         0.75     
ของคลอรเฮ็กซิดีน

 MBC
   MIC
เติบโตของเ

อเชื้อ S. mu

ลอรเฮ็กซิด

+

 0.375          
  เติม S. mutans
ชื้อ

tans ATCC 25175

ีนที่ถูกปลดปลอย

                        µg/ml
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เนือ่งจากแซนดาแรคในแอลกอฮอลละลายน้าํไดไมดี การทดลองนีจ้งึใชวธิ ีagar diffusion test
เตรียมเชื้อ S. mutans ATCC 25175 ใน brain heart infusion broth โดยบมที่อุณหภูมิ

37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง ไดความหนาแนนของเชื้อเมื่อวัดความขุนดวยเครื่องสเปคโตร
โฟโตมิเตอร (spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เทากับ 1.2 นําเชื้อ
S. mutans 1 มิลลิลิตร เติมลงใน brain heart infusion broth agar  20 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ
50 องศาเซลเซียส และเทลงบนจานเลี้ยงเชื้อที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 เซนติเมตร ซึ่งมีวง
โลหะ (cylinder cup) ที่มีเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตรวางอยู เมื่อวุนเลี้ยงเชื้อแข็งนําวงโลหะ
ออกจะทําใหเกิดหลุม เติมสารที่จะทดสอบลงในหลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร (ภาพประกอบ 7)
โดยแตละกลุมทําการทดลองในจานเลี้ยงเชื้อจานเดียวกันดังนี้

กลุมที่ 1) สารละลายคลอรเฮ็กซิดีนความเขมขน  1, 3, 5, 10, 15 และ 20 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร (จากเกลือคลอรเฮ็กซิดีนไดอะซิเตทโมโนไฮเดรท) หลุมควบคุมคือ เอธิลแอลกอฮอลรอย
ละ 95 เพื่อเตรียมกราฟมาตรฐานที่แสดงความสัมพันธระหวางเสนผานศูนยกลางของบริเวณที่เชื้อ
ไมเจริญเติบโตซึ่งมีลักษณะใส (inhibition zone หรือ clear zone) กับความเขมขนของคลอรเฮ็กซิ
ดีน กลุมที่ 2) สารละลายคลอรเฮ็กซิดีน ความเขมขนสูงสุดที่ถูกปลดปลอยจากคลอรเฮ็กซิดีนวานิ
ชความเขมขนรอยละ 0, 5, 10, 20 และ 40 ตัวอยางละ 1 หลุม เพื่อศึกษาผลของคลอรเฮ็กซิดีนสูง
สุดที่ถูกปลดปลอยจากคลอรเฮ็กซิดีนวานิชในการยับยั้งการเจริญเติบโตตอเชื้อ กลุมที่ 3) คลอรเฮ็ก
ซิดีนในแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 0, 5, 10, 20 และ 40 ที่เตรียมขึ้นเอง หลุมควบคุมคือ
เอธิลแอลกอฮอลรอยละ 95  ตัวอยางละ 1 หลุม เพื่อศึกษาผลของคลอรเฮ็กซิดีนวานิชในการยับยั้ง
การเจริญเติบโตตอเชื้อ  นําจานเลี้ยงเชื้อทั้งหมดบมใน candle jar ที่สภาวะเดิม นาน 24 ชั่วโมง

ประเมินผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อโดยวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณที่เชื้อไม
เจริญเติบโตซึ่งมีสีใส (inhibition zone หรือ clear zone) โดยตัวอยางที่มีระยะเสนผานศูนยกลาง
มากกวาเปนตัวอยางที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตตอเชื้อ S. mutans ไดมากกวา ทําการ
ทดลอง 3 คร้ังเพื่อหาคาเฉลี่ย และประเมินความสามารถของวานิชแตละความเขมขนที่มีตอการ
เจริญเติบโตของ S. mutans

1 2
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ภาพประกอบ 7   1) การเตรียมวุนเลี้ยงเชื้อในจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 10
                          เซนติเมตร ซึ่งมีวงโลหะที่มีเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตรวางอยู  2) เมื่อวุนแข็ง
                          นําวงโลหะออกจะทําใหเกิดหลุม  เติมสารที่จะทดสอบลงในแตละหลุม

1.3  ศึกษาความเปนพิษของคลอรเฮ็กซิดีนในแซนาแรควานิชตอเซลลไฟโบรบลาสต
Balb/c 3T3 ในหองปฏิบัติการ

 ประเมินความเปนพิษของคลอรเฮ็กซิดีนและคลอรเฮ็กซิดีนวานิชตอเซลลไฟโบรบลาสต
Balb/c 3T3 ซึ่งไดจากหนู (ภาพประกอบ 8) เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล Dulbecco ‘s  modified
eagle medium (DMEM: Gibco, USA) ปรับความเปนกรด – ดาง ดวย 10 N HCI  มี คาลฟ ซีรัม
(calf serum) รอยละ 10, แอล-กลูตามีน (L–glutamine) 2 มิลลิโมลารตอลิตร, เพนนิซิลิน
(pennicillin) 125  ยูนิตตอมิลลิลิตร, สเต็ปโตมายซิน (steptomycin) 125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
และ เจนตามายซิน (gentamycin) 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

ภาพประกอบ  8    ลักษณะเซลลไฟโบรบลาสต Balb/c 3T3

1.3.1  การหาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนทีท่าํใหเซลลไฟโบรบลาสต Balb/c 3T3   มี
ชวีติรอยละ 50
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โดยวธิ ีMTT colorimetric assay ซึง่ดดัแปลงมาจากการศกึษาของ  Wataha และคณะ (1992)
ดังตอไปนี้

เลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสต ในถาดเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม ที่ความหนาแนน 3 X 104  เซลล
ตอตารางเซนติเมตร (เฉลี่ยประมาณ 1 X 104 เซลลตอหลุม) ในอาหารเลี้ยงเซลลหลุมละ 200
ไมโครลิตร ในตูบมเซลลทีม่กีาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 (CO2 incubator, Science Tech Co.,
UK) ความชื้นสัมพัทธรอยละ 90 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เตรียมสารละลาย
คลอรเฮ็กซิดีนในอาหารเลี้ยงเซลลจากสารละลายคลอรเฮ็กซิดีนในแอลกอฮอลเร่ิมตนที่ 50
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จนไดความเขมขนสุดทายของคลอรเฮ็กซิดีน 0.1, 1, 2, 4, 5, 8, 10, 12, 15
และ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (เปนชวงความเขมขนที่ไดจากการศึกษากอนการทดลอง) แทนที่
อาหารเลี้ยงเซลลขางตนดวยสารละลายคลอรเฮ็กซิดีนความเขมขนตางๆที่เตรียมไว (10 ความเขม
ขน) ความเขมขนละ 6 หลุม หลุมควบคุมคือหลุมที่มีอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีสารละลาย     คลอร
เฮ็กซิดีน จํานวน 6 หลุม และอาหารเลี้ยงเซลลที่เติมเอทิลแอลกอฮอลรอยละ 95  จนมีความเขมขน
สุดทายรอยละ 0.95 นําไปเลี้ยงในตูบมเซลลที่สภาวะขางตนนาน  24  ชั่วโมง  นําอาหารเลี้ยง
เซลลที่มีคลอรเฮ็กซิดีนออกแทนที่ดวยสารละลาย  MTT (3 – (4,5 dimethylthiazol – 2-yl) –
2, 5 diphenyl tetrazolium bromide: Sigma, Germany) หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําเขาตูบม
เซลลที่สภาวะเดิมนาน 45 นาที เซลลที่มีชีวิตจะติดสีน้ําเงิน เนื่องจากเซลลที่มีชีวิตจะสามารถผลิต
พลังงานจากการทํางานของไมโตคอนเดรีย (mitochondria) เมื่อไมโตคอนเดรียทํางาน จะมี
เอนไซมที่จะเปลี่ยนสีเหลืองของ Tetrazolium ไปเปนสีน้ําเงินของ Formazan blue หลังจากนั้นนํา
สารละลาย MTT ออก แทนที่ดวยสารละลาย DMSO (dimethyl sulfoxide: Merck, Germany)
หลุมละ 100 ไมโครลิตร นําไปเขยาบนเครื่องเขยากอนวัดความเขมสีจากคาการดูดกลืนแสง (OD)
ที่อานไดจากเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ดังภาพประกอบ 9

เล้ียงไฟโบรบลาสตในอาหารเลี้ยงเซลล
200 ไมโครลิตร/หลุม  ในถาดเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม

บมเซลลนาน 24 ชม.

่ ้ ้ ่
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ภาพประกอบ 9   การทดสอบความเปนพษิของคลอรเฮก็ซดีินโดยวธิ ีMTT colorimetric  assay
                          เพื่อหาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนที่ทําใหเซลลมีชีวิตรอยละ 50
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นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปหารอยละการมีชีวิตรอดของเซลลของคลอรเฮ็กซิดีนแตละ
ความเขมขน ทําการทดลอง 3 คร้ัง โดยกลุมควบคุมคือกลุมที่มีแอลกอฮอล คิดเปนการมีชีวิตของ
เซลลรอยละ100 และเขียนกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนกับรอยละ
การมีชีวิตรอดของเซลล คํานวณหาคาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนที่ทําใหเซลลรอดชีวิตรอยละ
50 จากสมการ Y = 100*(1-Xn)/(( Xn)+(an)) เมื่อ Y คือ รอยละการมีชีวิตรอดของเซลล,  X คือ
ความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีน,  n คือ ความชันของกราฟที่ไดจากการทําสมการถดถอย และ a คือ
คาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนที่ทําใหเซลลมีชีวิตรอดรอยละ 50 ดวยโปรแกรม sigma plot
2000 (SPSS, Inc., USA) นําคาความเขมขนสูงสุดของคลอรเฮ็กซิดีนที่ปลดปลอยออกมาในแตละ
ชนิดจากการทดลองที่ 1.1 เปรียบเทียบกับคาความเขมขนของคลอรเฮ็กซิดีนที่ทําใหเซลลมีชีวิต
รอดรอยละ 50 เพื่อประเมินผลของคลอรเฮ็กซิดีนที่ปลดปลอยออกมาวามีความเปนพิษอยางไร

1.3.2  ความเปนพษิของคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรควานชิตอเซลลไฟโบรบลาสต Balb/c
3T3

เตรียมคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรควานิชที่ความเขมขนรอยละ 0, 5, 10, 20 และ 40 ตัว
อยางละ 5 ไมโครลิตรลงบนแผนกระดาษกรอง (filter membrane ชนดิ hydrophilic polysulfone: PALL
Gelman Sciences, SUPOR - 200, 0.2 µm, Michigan) ที่เตรียมใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง   5
มิลลิเมตร ความเขมขนละ 3 ตัวอยาง กลุมควบคุมคือชิ้นตัวอยางที่ไมมีสารทดสอบใดๆ และชิ้นตัว
อยางที่มีเอทิลแอลกอฮอลรอยละ 95  ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 ชั่วโมง ภายในตูกรองอากาศ
ปราศจากเชื้อ (laminar air flow hood) หลังจากนั้นนําชิ้นตัวอยางวางลงในถาดหลุมเลี้ยงเซลล
ชนิด 24 หลุม โดยมีขดลวด สเตนเลสกดชิ้นตัวอยางใหอยูในแตละหลุม ใสอาหารเลี้ยงเซลลที่มี
เซลลหนาแนน 5X104 เซลลตอตารางเซนติเมตรหลุมละ 1 มิลลิลิตร (ประมาณ 1 X 105 เซลลตอ
หลุม) นําเขาตูบมเซลล ที่สภาวะกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5  ความชื้นสัมพัทธรอยละ 90
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 24 ชั่วโมง นําอาหารเลี้ยงเซลลออกแทนที่ดวยสารละลาย MTT
หลุมละ 300 ไมโครลิตร นําเขาตูบมเซลลที่สภาวะเดิมนาน 45 นาที หลังจากนั้นนําสารละลาย
MTT  ขดลวด และชิ้นตัวอยางออก แทนที่ดวยสารละลาย DMSO หลุมละ 300 ไมโครลิตร นําไป
เขยาบนเครื่องเขยา นําตัวอยางสารละลายที่ไดใสในถาดหลุมเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุม กอนวัด
ความเขมสีจากคาการดูดกลืนแสงโดยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร
ดังภาพประกอบ 10  ทําการทดลอง 3 คร้ัง เพื่อหาคาเฉลี่ย ตัวอยางที่มีคาการดูดกลืนแสงสูง คือ
ตัวอยางที่มีการรอดชีวิตของเซลลที่มากกวา หรือมีความเปนพิษนอยกวา นําคาการดูดกลืนแสงที่
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ไดไปหารอยละการมีชีวิตรอดของเซลลของคลอรเฮ็กซิดีนแตละชนิด โดยกลุมที่ไมมีสารทดสอบคิด
เปนการมีชีวิตของเซลลรอยละ 100

 ภาพประกอบ 10   การดําเนินการทดลองความเปนพิษของคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรควานิชโดย
                            วิธี MTT colorimetric assay

วางชิ้นตัวอยาง และ ขดลวดลงใน
ถาดเลี้ยงเซลลชนิด 24 หลุม

 ใสเซลลที่อยูในอาหารเลี้ยงเซลล 1 มิลลิลิตร/หลุม
ในถาดเลี้ยงเซลลขางตน

บมเซลลนาน 24 ชั่วโมง

ประเมินความเปนพิษดวยวิธี MTT assay

แทนที่อาหารเลี้ยงเซลลดวย
สารละลาย MTT

บมเซลลนาน 45 นาที

แทนที่สารละลาย MTT ดวย
สารละลาย DMSO

อานคาการดูดกลืนแสงดวยสเปคโตรโฟโตมิเตอร
ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ดวยถาดเลี้ยง

เซลลชนิด 96 หลุม

นําชิ้นตัวอยาง และลวดออก
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ตอนที่ 2. การศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชที่เตรียม
ขึ้นเองกับคลอรเฮ็กซิดีนวานิชที่มีจําหนาย

เพื่อเปรียบเทียบคุณสมบัติของคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเอง ที่ ความ
เขมขนตางๆ กับคลอรเฮ็กซิดีนวานิชที่มีจําหนายซึ่งปจจุบันมี 3 ชนิด คือ Chlorzoin(Imperical
industries, Maccelesfield, England), EC 40 (Certichem, Nijmegen, Netherlands) และ
Cervitec  (Vivadent, Schaan, Liechtenstein) เนื่องจากผลการศึกษาในตอนที่ 1 ทําใหทราบวา
คลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเองที่ความเขมขนรอยละ 20 และ 40 ใหผลการ
ศึกษาที่ดี เหมาะในการนําไปใช ในการศึกษาตอนที่ 2 จึงเลือกที่จะศึกษาเปรียบเทียบคลอรเฮ็กซิ
ดีนในแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเอง กับ EC 40  เนื่องจาก EC 40  มีความเขมขนของคลอร
เฮ็กซิดีนที่สูง (รอยละ 40) ใกลเคียงกับคลอรเฮ็กซิดีนในแซนดาแรควานิชที่เตรียมขึ้นเองที่ความ
เขมขนรอยละ 20 และ 40 มีสวนผสมของเบสเหมือนกัน คือ แซนดาแรค และมีตัวทําละลายคือ
เอธานอล โดย EC 40 ไดรับการสนับสนุนจากบริษัท Explore; Certichem, Nijmegen,
Netherland

วิธีดําเนินการศึกษามีดังนี้
2.1  การศึกษาการปลดปลอยคลอรเฮ็กซิดีน จากคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรคความเขมขน
รอยละ 20, 40 และ EC 40 การศึกษาเชนเดียวกับการศึกษาที่ 1.1.2

2.2  ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตตอ S. mutans  ATCC 25175 ของคลอร
เฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิชความเขมขนรอยละ 20, 40 และ EC 40 และคลอรเฮ็กซิดีน
ความเขมขนสูงสุดที่ถูกปลดปลอยออกมา การศึกษาเชนเดียวกับการศึกษาที่ 1.2.2

2.3  ความเปนพิษตอเซลลไฟโบรบลาสต Balb/c 3T3 ของคลอรเฮ็กซิดีนแซนดาแรควานิช
ความเขมขนรอยละ 20, 40 และ EC 40 การศึกษาเชนเดียวกับการศึกษาที่ 1.3.2
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