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บทคัดย่อ
 วัตถุประสงค์: ศึกษาผลของกระบวนการไฮโดรเทอร์

มอลต่อค่าความเป็นพษิและลกัษณะพืน้ผวิของฟิล์มไททา- 

เนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีเคลอืบอยูบ่นพืน้ผวิพอ

ลิอีเทอร์อีเทอร์คีโตน (พีอีอีเค) 

 วัสดุและวิธีการ: เตรียมชิ้นตัวอย่างพีอีอีเค พีอีอีเค 

ทีเ่คลอืบฟิล์มไททาเนยีมไนไตรด์-ไฮดรอกซอีะพาไทต์ และ 

พีอีอีเคที่ เคลือบฟิล ์มไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซี

อะพาไทต์ร่วมกับท�าไฮโดรเทอร์มอล อย่างละ 12 ชิ้น 

ทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (L-929) แบบ

สัมผัสทางอ้อมที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 7 วัน 14 วัน และ 

35 วัน ด้วยวิธีเอ็มทีที และศึกษาลักษณะของเซลล์ด้วย

กล้องจุลทรรศน์แบบเฟสคอนทรัสต์ รวมทั้งศึกษาลักษณะ

Abstract
 Purposes: To study the effect of hydrothermal 
treatment on cytotoxicity of Titanium Nitride -  
Hydroxyapatite (TiN-HA) coated on Poly-
etheretherketone (PEEK) 
 Materials and Methods: Twelve pieces of 
PEEK, TiN-HA coated PEEK and TiN-HA coated 
PEEK with hydrothermal treatment were prepared.  
The toxicity tests on L929 cell were done by indi-
rect contact method at 24 hours, 7 days, 14 days 
and 35 days. MTT assay was performed to evaluate 
cell viability. Cellular morphology was evaluated 
using a phase-contrast microscope. The surface 
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พื้นผิวของชั้นเคลือบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบ

ส่องกราดและกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม

 ผลการศึกษา : พบว่าพีอีอีเค รวมทั้งพีอีอีเคที่มีไท- 

ทาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ทั้งก่อนและหลัง 

ไฮโดรเทอร์มอลไม่เป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ โดย

พบว่าในวัสดุชนิดเดียวกัน ค่าความมีชีวิตรอดของเซลล์มี

แนวโน้มเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการสัมผัสทางอ้อม  

ลักษณะของเซลล์มกีารยดืตวั และอยูร่วมกนัอย่างหนาแน่น  

และจากการศกึษาลกัษณะของชัน้เคลอืบพบว่าความหยาบ

ผิวเกิดจากไฮดรอกซีอะพาไทต์ในชั้นเคลือบ

 สรปุ : การท�าไฮโดรเทอร์มอลในพอีอีเีคท่ีเคลือบไททา- 

เนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ไม่ก่อให้เกิดพิษต่อ

เซลล์ไฟโบรบลาสต์ และความหยาบผิวเกิดจากไฮดรอกซี

อะพาไทต์ในชั้นเคลือบ

ค�าส�าคญั : พอีีอเีค, ไททาเนยีมไนไตรด์-ไฮดรอกซอีะพาไทต์, 

เซลล์ไฟโบรบลาสต์, เอม็ทีที, แมกนตีรอนสปัตเตอรงิ

morphology of coated films was also assessed by 
scanning electron microscopy and atomic force 
microscopy.
 Results: PEEK, and TiN-HA coated PEEK 
did not have cytotoxicity effect on fibroblast cells 
both prior- and after- hydrothermal treatment 
groups. The cell viability in the same material con-
dition was increased when duration increased and 
fibroblasts showed an elongated morphology and 
a good congruence. Additionally, coated hydroxy-
apatite increased material surface roughness. 
 Conclusion: Hydrothermal treatment of  
TiN-HA coated films were not cytotoxic to fibro-
blasts and surface roughness was performed by 
hydroxyapatite in the coated layer. 

Keywords: PEEK, Titanium Nitride-Hydroxyapa-
tite, Fibroblast, MTT, Magnetron sputtering

บทน�า
 พอลอิเีทอร์อเีทอร์คีโตน (polyetheretherketone) หรอื

พีออีเีค (PEEK) (-C6H4 -OC6H4-O-C6H4-CO)n
(1) เป็น

พอลิเมอร์กลุ่มเทอร์โมพลาสติกท่ีมีโครงสร้างแบบกึ่งผลึก 

(semi-crystalline thermoplastic polymer) ประกอบด้วย

สายโซ่หลกัอะโรมาตกิ (aromatic backbone) เชือ่มต่อด้วย

หมู่ฟังก์ชัน (functional group) ชนิดอีเทอร์ (ether) และ 

คโีตน (ketone) ในทางการแพทย์น�าวสัดชุนิดนีม้าประยุกต์ใช้

เพื่อสร้างสิ่งฝัง (implant) ในร่างกายมนุษย์ เช่น ข้อสะโพก

เทียม (hip prostheses) ข้อเข่าเทียม (knee prostheses) 
วัสดุยึดตรึงกระดูกสันหลัง (spinal implant) เป็นต้น(2,3)  

พีอีอีเค สามารถเข้ากันได้ดีกับเนื้อเยื่อ (biocompatibility)  
มีความต้านทานต่อสารเคมี มีคุณสมบัติทางกลที่ดีและ

สามารถท�าให้ปราศจากเช้ือได้โดยไม่สูญเสียคุณสมบัติของ

วัสดุ(4) นอกจากนี้พีอีอีเคยังมีค่าโมดูลัสความยืดหยุ่นใกล้

เคียงกับกระดูกทึบของมนุษย์(5) ท�าให้ลักษณะการกระจาย

แรงระหว่างกระดูกและวัสดุฝังท่ีสร้างจากพีอีอีเคมีความใกล้

เคียงกัน ช่วยให้แรงเครียดสะสมบริเวณผิวรอยต่อมีค่าลด

ลง ส่งผลให้โอกาสการสลายตัวของกระดูกโดยรอบมีค่า 

ลดลง(4,6) แต่ด้วยคุณสมบตัเิฉือ่ยทางชีวภาพของวสัดุ(7) ท�าให้

พอีอีเีคไม่สามารถเหนีย่วน�าการสร้างกระดกูได้ จงึมกีารศกึษา

เพื่อพัฒนาคุณสมบัติทางชีวภาพของพีอีอีเคด้วยวิธีการต่างๆ 

การปรับปรุงคุณสมบัติบริเวณพื้นผิวจัดเป็นแนวทางหนึ่งใน

การปรับปรุงคุณสมบัติของพีอีอีเคโดยไม่ส่งผลต่อคุณสมบัติ

ของวัสดุทั้งชิ้น สามารถท�าได้โดย (1) การปรับปรุงผิววัสดุ

โดยตรง (direct surface modification) เป็นวธีิเปลีย่นแปลง

คุณสมบัติของพื้นผิวโดยไม่มีการพอกพูนของวัสดุชนิดใหม่ 

เช่น การปรับปรุงผิววัสดุด้วยวิธีทางเคมีแบบเปียก (wet 
chemical treatment) การปรับปรุงผิววัสดุด้วยพลาสมา 

(plasma surface treatment) การปรับปรุงผิววัสดุด้วย

เลเซอร์ (laser surface treatment) และการปรบัปรงุผวิวสัดุ

ด้วยรงัสอีลัตราไวโอเลต็หรอืโอโซน (ultraviolet/ozone sur-
face treatment) (2) การเคลือบผิววัสดุ (deposition tech-
niques) ด้วยวัสดุชีวกัมมันต์ (bioactive materials) ท�าได้

หลายวิธีเช่นเดียวกัน ประกอบด้วย การพ่นเคลือบด้วยเปลว

พลาสมา (plasma spray)  การพ่นเคลอืบด้วยเปลวพลาสมา
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แบบสุญญากาศ (vacuum plasma spray) การเคลือบ

ด้วยวิธีอาร์เอฟแมกนีตรอนสปัตเตอริง (radio-frequency 
(RF) magnetron sputtering) การเคลือบแบบไอออน 

เพลตติงด้วยลวดอาร์ค (arc ion plating) การเคลอืบด้วยล�า

อิเล็คตรอน (electron beam deposition) และการเคลือบ

ด้วยวิธีทางเคมี (chemical deposition)(8) เป็นต้น   

 วัสดุชีวกัมมันต์ท่ีนิยมน�ามาเคลือบผิวเพื่อประยุกต์ใช้

ทางการแพทย์และทันตกรรม คือ ไฮดรอกซีอะพาไทต์ (hy-
droxyapatite) เนื่องจากมีส่วนประกอบทางเคมีคล้ายคลึง

กับกระดูกของสิง่มชีวีติ และมคุีณสมบัตกิระตุน้การเจรญิของ

กระดกูได้ดี(9) แต่มีความแข็งแรงต�า่ เปราะ และมักพบการหลดุ 

ออก (debond) ของชั้นไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่เคลือบผิว

วัสดุเมื่อได้รับแรงมากระท�าเป็นระยะเวลานานภายใต้สภาวะ

แวดล้อมของร่างกาย  เนื่องจากชั้นฟิล์มไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

ที่เคลือบมีค่าการยึดเกาะระหว่างผิวต�่า (interfacial adhe-
sion)(10) นอกจากนี้ยังมีวัสดุชีวกัมมันต์อื่นที่น�ามาใช้อย่าง

กว้างขวาง ได้แก่ ไททาเนยีม  เนือ่งจากมีความต้านทานต่อการ

กัดกร่อน มีคุณสมบัติทางกลและคุณสมบัติทางชีวภาพที่ดี(6)  

อย่างไรกต็ามไททาเนยีมมข้ีอด้อยส�าคญัทีส่่งผลต่อการน�าไป

ใช้งาน ได้แก่ ความแข็ง (hardness) และความต้านทานต่อ

การสกึ (wear resistance) ต�า่(11)  ด้วยเหตนุีจ้งึมกีารพฒันา

ไททาเนียมไนไตรด์ (TiN) ส�าหรับใช้เคลือบผิววัสดุทางการ

แพทย์ เนื่องจากไททาเนียมไนไตรด์มีความแข็งสูง สามารถ

ต้านทานต่อการสึกและการกัดกร่อนได้ดี รวมทั้งมีคุณสมบัติ

ทางชีวภาพทีดี่อกีด้วย(12,13) อย่างไรกต็ามชัน้ออกไซด์ของไท

ทาเนียมไนไตรด์ซึ่งมีบทบาทส�าคัญต่อคุณสมบัติทางชีวภาพ

นั้นเกิดช้า(14) ผู้วิจัยจึงสร้างฟิล์มเชิงประกอบไททาเนียมไน

ไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ เพื่อน�าข้อดีของวัสดุชีวกัมมันต์

ทั้งสองมาใช้และชดเชยข้อด้อยซึ่งกันและกัน 

 การพ่นเคลอืบด้วยพลาสมาเป็นวธิหีนึง่ท่ีได้รับความนยิม

ในวัสดุทางการแพทย์ จากการศกึษาทีผ่่านมาพบว่าชัน้เคลอืบ 

(coating layer) มีค่าแรงยึดเกาะกับพีอีอีเคต�่า เนื่องจาก

อุณหภูมิจากกระบวนการเคลือบสูงกว่าอุณหภูมิหลอมเหลว 

(melting temperature) ของพีอีอีเคซึ่งมีค่าประมาณ 340 

องศาเซลเซียส ท�าให้พีออีเีคเกิดการระเหย (evaporation) จงึ
ขดัขวางการยึดเกาะระหว่างชัน้เคลอืบและพอีอีเีค(15) ในขณะที่

การเคลอืบด้วยวธิอีาร์เอฟแมกนตีรอนสปัตเตอริง (RF-mag-
netron sputtering technique) ช่วยเพิม่แรงยดึเกาะระหว่าง

ช้ันเคลือบและพีอีอีเคได้ นอกจากนี้ยังให้ฟิล์มท่ีมีคุณภาพดี  

มีอัตราการพอกพูน (deposition rate) สูง และเมื่อน�าไปให้

ความร้อนแบบซินเตอร์ (sintering) พบว่าช่วยเพิ่มการเกิด

ผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ (crystalline HA) อีกด้วย(4,12)  

อย่างไรก็ตามไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ได้จากวิธีสปัตเตอริงมัก

อยู่ในรูปอสัณฐาน (amorphous deposited HA film) ซึ่ง

มีเสถียรภาพและการออกฤทธ์ิทางชีวภาพน้อยกว่าไฮดรอก    

ซีอะพาไทต์ที่อยู่ในรูปผลึก(16)  โดยไฮดรอกซีอะพาไทต์รูปอ

สัณฐานสามารถเปลี่ยนเป็นผลึกได้เมื่อได้รับอุณหภูมิสูงกว่า 

600 องศาเซลเซียส(17) ซึ่งส่งผลต่อคุณสมบัติของพีอีอีเค 

Yang และคณะพบว่าการท�าไฮโดรเทอร์มอลที่อุณหภูมิ 100 

150 และ 200 องศาเซลเซียส  สามารถเหนี่ยวน�าให้เกิดผลึก

ไฮดรอกซอีะพาไทต์ ลดการเจอืปนของสารประกอบแคลเซียม

ฟอสเฟตในรูปต่างๆ (phase impurity) ที่ส่งผลลบต่อการ

ตอบสนองทางชีวภาพ และลดการเกิดต�าหนิ (defects) ได้

อีกด้วย โดยอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียสท�าให้เกิดผลึกมาก

ทีส่ดุ มกีารเจอืปนของสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตอืน่นอก

เหนอืจากไฮดรอกซอีะพาไทต์น้อยทีส่ดุ(18) แต่อณุหภมูนิีม้ค่ีา

สูงกว่าอุณหภูมิเปล่ียนสถานะคล้ายแก้ว (glass transition 
temperature) ของพีอีอีเค ซึ่งมีค่าประมาณ 143 องซาเซล- 

เซียส จึงส่งผลต่อคุณสมบัติทางกลของพีอีอีเคได้ ดังน้ัน

ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยจึงพิจารณาใช้การให้ความร้อนด้วย 

กระบวนการไฮโดรเทอร์มอลที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

โดยคาดหวังให้เกิดผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์มากขึ้น และลด

การเจือปนของสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตในรูปต่างๆ 

ที่ไม่ใช่ไฮดรอกซีอะพาไทต์ การท�าไฮโดรเทอร์มอลยังช่วย

เร่งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไททาเนียมไนไตรด์ ซ่ึง

ส่งผลดีต่อการชักน�าเนื้อเยื่อกระดูก (osteoconductive)(13) 
รวมทั้งอาจส่งผลต่อความหยาบผิวซ่ึงเป็นปัจจัยส�าคัญที่ส่ง

ผลต่อการตอบสนองของเซลล์(19) นอกจากนี้ Huang และ

คณะพบว่าช้ันเคลือบไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่มีรูพรุนและผ่าน

การให้ความร้อนมีการตอบสนองของเซลล์ออสติโอบลาสต์ดี

กว่าช้ันเคลือบไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีไม่มีรูพรุน(20) ซ่ึงขนาด

ของรูพรุนที่เหมะสมควรอยู่ระหว่าง 50-150 ไมโครเมตร(21) 

ถึง 300 ไมโครเมตร(22) เช่นเดียวกับ Hing และคณะ พบว่า

รูพรุนขนาด 100 ไมโครเมตรช่วยให้เนื้อเยื่อกระดูกสามารถ

แทรกตัวผ่านรูพรุนและเจริญต่อไปได้(23)

 จากการทบทวนวรรณกรรมท่ีผ่านมา พบว่ายังไม่มีการ
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ศึกษาเกี่ยวกับการประเมินคุณสมบัติทางชีวภาพของฟิล์ม 

ไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์จากการสปัตเตอริง 

ร่วมกับการท�าไฮโดรเทอร์มอล การศึกษาคุณสมบัติทาง

ชีวภาพของช้ันเคลือบดังกล่าวเลือกใช้การทดสอบความ

เป็นพิษด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล ์ (cell culture test) ใน

ห้องปฏิบัติการ (in vitro)(24) โดยใช้เซลล์ไฟโบรบลาสต์  

(fibroblast) หรอืเซลล์ออสติโอบลาสต์ (osteoblast)(25) การ

ศกึษานีผู้้วิจัยต้องการศกึษาความเป็นพษิของฟิล์มไททาเทียม

ไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่เคลือบบนพื้นผิวพีอีอีเคก่อน

และหลังการท�าไฮโดรเทอร์มอล มีสมมติฐานว่า ค่าความเป็น

พิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของฟิล์มไททาเนียมไนไตรด์-ไฮ

ดรอกซีอะพาไทต์ก่อนและหลังการท�าไฮโดรเทอร์มอลมีค่า

ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

(p<0.05) และกระบวนการไฮโดรเทอร์มอลไม่เปลี่ยนแปลง

ค่าความหยาบผิวของชั้นเคลือบ

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ
 การเตรียมชิ้นพีอีอีเคและเคลือบผิวด้วยวิธีแมกนีตรอน

สปัตเตอริง (Magnetron sputtering method) 
 เตรยีมวสัดุพอีอีเีครูปวงกลม ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 6 

มิลลิเมตร หนา 2 มิลลิเมตร จ�านวน 36 ชิ้น  แบ่งเป็น 2 กลุ่ม 

คือ 1) พีอีอีเคที่ไม่ปรับสภาพพื้นผิวจ�านวน 12 ชิ้น และ 2)  

พีออีเีคเข้ากระบวนการเคลือบผวิไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอก

ซีอะพาไทต์จ�านวน 24 ชิ้น ขัดเรียบผิวหน้าตัดด้วยเครื่องขัด

กระดาษทราย (Grinding/Polishing Machine, MoPao 
160E, MEGA Advance, China) ร่วมกับน�้าปราศจาก 

ออิอนและกระดาษทรายความละเอยีด 400 600 800 และ 1200 

กรติ ตามล�าดบั ท�าความสะอาดชิน้งานทดลองโดยแช่ในเอธา

นอลและอะซีโตนร่วมกับเครื่องอัลตราโซนิก (Transsonic  
T700, Elma, Singen, Germany) นานครั้งละ 10 นาที 

ตามล�าดับ ปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้องและเก็บในภาชนะ

แห้งที่ปิดสนิท (25±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

น�าเข้ากระบวนการเคลือบผิวไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอก

ซีอะพาไทต์ตามการศึกษาของ Nupangtha และ Boon-
yawan(26)  โดยเตรียมเครื่องเคลือบในสุญญากาศระบบอาร์

เอฟ แมกนตีรอน สปัตเตอรงิ (RF magnetron sputtering) 
ใช้แผ่นโลหะไททาเนียมบริสุทธ์ิ (ร้อยละ 99.99) เส้นผ่าน

ศนูย์กลาง 75 มลิลเิมตร หนา 3.5 มลิลเิมตร ท�าหน้าท่ีเป็นคาโธด  

(รูปที่ 1A) ร่วมกับแผ่นไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ท�าหน้าที่เป็น

สารเคลือบเป้าร่วม (co-axis target) (รูปที่ 1B) จากนั้นวาง

พีอีอีเคลงในห้องเคลือบโดยก�าหนดระยะห่างระหว่างเป้าสาร

เคลือบ (คาโธด) กับวัสดุรองรับ (พีอีอีเค) (รูปที่ 1C) ที่ 10 

เซนติเมตร ใช้ก๊าซผสมระหว่างไนโตรเจนและอาร์กอนเป็น

ก๊าซไวปฏิกิริยาและก๊าซสปัตเตอริงตามล�าดับ คงอัตราการ

จ่ายก๊าซอาร์กอนให้มีค่าคงที่ 55 sccm และปรับสัดส่วนของ

ก๊าซไนโตรเจนที่ 1 sccm  จากนั้นปรับความดันภายในห้อง

เคลอืบให้อยู่ระหว่าง 3×10-3 ถงึ 7×10-3 ทอร์  และปรบัก�าลงั

อาร์เอฟ (RF) รอบละ 200 วัตต์  เริ่มกระบวนการสปัตเตอ- 

รูปที่ 1 ไดอะแกรมของเครื่องเคลือบสุญญากาศติดตั้งระบบเครื่องวิเคาะห์ส่วนประกอบทางเคมี(26)

          A: แผ่นไททาเนียมบริสุทธิ์ (คาโธด), B: แผ่นไฮดรอกซีอะพาไทต์ (สารเคลือบเป้าร่วม), C: พีอีอีเค (วัสดุรองรับ)

Figure 1   A schematic diagram of sputtering system with the optical spectroscopy (OES) system(26); 

              A: Pure titanium disk (Cathode), B: HA co-axis target, C: PEEK (substrate)
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ริงนาน 2 ชั่วโมง  จากนั้นปล่อยให้ฟิล์มที่ได้เย็นตัวลงในห้อง

เคลือบภายใต้ก๊าซไนโตรเจน 24 ชั่วโมง แล้วเก็บตัวอย่างที่

เตรียมได้ในตู้ควบคุมความชื้น (desiccator cabinet) เพื่อ

น�ามาวิเคราะห์ต่อไป

 กระบวนการไฮโดรเทอร์มอล (Hydrothermal treat-
ment)
 แบ่งพีอีอีเคที่มีฟิล์มไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซี

อะพาไทต์ออกเป็น 2 กลุม่ ประกอบด้วย กลุม่ท่ีท�าไฮโดรเทอร์

มอลและไม่ท�าไฮโดรเทอร์มอล กลุ่มละ 12 ชิ้น  น�ากลุ่มที่ท�า

ไฮโดรเทอร์มอลวางลงที่ก้นของภาชนะ (teflon container)  
ซึ่งบรรจุน�้าปราศจากไอออน (deionized water) แล้วน�า

เข้าตู้อบลมร้อน (hot air oven) ก�าหนดอุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นปล่อยให้เย็นตัวลงที่

อุณหภูมิห้อง 24 ชั่วโมง แล้วเก็บในตู้ควบคุมความช้ืนเพื่อ

น�ามาวิเคราะห์ต่อไป การท�าไฮโดรเทอร์มอลในการศึกษานี้มี

วัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มการเกิดผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์ ซ่ึงมี

การออกฤทธิ์ทางชีวภาพดีกว่ารูปอสัณฐาน(16)    

 

 การเตรียมเซลล์ไฟโบรบลาสต์

 ใช้เซลล์สร้างเส้นใย (L929, Murine fibroblast 
cell line) ของหนูเป็นเซลล์ท่ีใช้ทดสอบความเป็นพิษของ

ผลติภณัฑ์  (American Type Culture Collection (ATCC, 
Rockville, MD, USA)) ตามคู่มือของระบบมาตรฐาน 

10993 Part 5 Cytotoxic test (ISO 10993-5:2009)(27) 

เลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็มสมบูรณ์ (Dul-
becco’s Modified Eagle Medium, DMEM) (Gibco® 
BRL, New York, USA) ร่วมกับซีรั่มของลูกวัวร้อยละ 10 

(10% Fetal bovine serum, Gibco® BRL)  เพนนซิลิลนิ/

สเตรปโตมัยซินซัลเฟต และแอมโฟเทอริซินบี ร้อยละ 1 (1% 
Penicillin / Streptomycin sulfate and Amphotericin B; 
Gibco® BRL)  เซลล์ถกูเลีย้งในตูเ้พาะเลีย้งเซลล์ทีอ่ณุหภมูิ 

37 องศาเซลเซียส และ มีระดับคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 

ระดับความชื้นสัมพัทธ์ ร้อยละ 95 เปลี่ยนอาหารทุก 1-2 วัน 

หรือเมื่อมีการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเซลล์จนได้เซลล์เต็ม

จานเลี้ยงเซลล์  ท�าการแบ่งเซลล์เพื่อใช้ในการทดลอง

 การเตรียมตัวอย่างและสารที่ใช้ในการทดสอบ

 ตวัอย่างทีใ่ช้ในการทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ไฟโบร 

บลาสต์ด้วยวิธีสัมผัสแบบอ้อม แบ่งชิ้นทดสอบออกเป็น 6 

กลุ่ม ดังแสดงในตารางที่ 1 ท�าการปลอดเชื้อชิ้นทดสอบด้วย

การอบก๊าซ (ethylene oxide sterilization) จากนั้นเตรียม

สารสกัดจากชิ้นทดสอบ (material extracts) โดยการแช่ชิ้น

ทดสอบลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดดีเอ็มดีเอ็มสมบูรณ์ แล้ว

น�าไปไว้ ในตู้เพราะเลี้ยงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   

อัตราส่วนของขนาดช้ินทดสอบต่อปริมาตรอาหารเลี้ยงเซลล์

คือ 3 ตารางเซนติเมตรต่อมิลลิลิตร(28) โดยมีระยะเวลาการ

แช่ชิ้นตัวอย่างแตกต่างกัน เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 7 วัน 14 วัน 

และ 35 วัน

ตารางที่ 1 แสดงการแบ่งกลุ่มทดสอบความเป็นพิษ

Table 1 Sample test groups 

Group Material extracts
Control Blank (DMEM)
Negative control Plastic coverslips (Thermanox®; Nunc, 

Rochester, NY)
Positive control ZDEC polyurethane (Goodfellow, 

Huntington, England)
Experimental 

group 1 (n=12)

PEEK (Suzhou Industrial Park Jinlaida 

trading Co.,Ltd.,China)
Experimental 

group 2 (n=12)

As-deposited PEEK

Experimental 

group 3 (n=12)

Hydrothermally treated PEEK; HT

PEEK: Bared PEEK,As-deposited PEEK: TiN-HA coated films 

on PEEK, Hydrothermally treated PEEK: Hydrothermally treated 

TiN-HA coated films on PEEK 

 การทดสอบวัดความเป็นพิษต่อเซลล์ (Cell cytotox-
icity assay)
 ทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ไลน์ชนดิ L929  โดยเพาะ

เลี้ยงเซลล์ให้มีปริมาณมากพอ  ย่อยเซลล์  และนับเซลล์ให้

มีความหนาแน่น 2.5 × 104 เซลล์ต่อหลุม ในถาดหลุม 96 

หลุม เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ศึกษา

รูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบเฟสคอนทรัสต์ 

(phase contrast microscopy) เมือ่ครบเวลาน�าอาหารเลีย้ง

เซลล์เก่าออก  แล้วแทนที่ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ได้จากการ
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แช่ชิ้นทดสอบในระยะเวลาที่แตกต่างกันคือ 24 ชั่วโมง 7 วัน 

14 วัน และ 35 วัน  ในปริมาณ 100 ไมโครลิตรต่อหลุม โดย

มีหลุมควบคุม (blank) เป็นอาหารดีเอ็มอีเอ็มสมบูรณ์ หลุม

ควบคุมลบ (negative control) เป็นอาหารที่แช่แผ่นกระจก

ปิดสไลด์ (Thermanox® Plastic coverslips; Nunc, 
Rochester, NY) และหลุมควบคุมแบบบวก (positive 
control) เป็นอาหารทีแ่ช่แผ่นแซดดอีซี ีพอลยีรีูเทน (ZDEC 
polyurethane; Goodfellow, Huntington, England)  
โดยท�าการทดลองจ�านวน 3 หลุมต่อกลุ่มชิ้นทดสอบ น�ามา

เล้ียงในตู้เพาะเลีย้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  หลงัจากนัน้น�าอาหาร

เลี้ยงเซลล์ออก เติมสารละลายเอ็มทีที (3-(4,5-dimeth-
ylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, a 
tetrazole, MTT) (Sigma, St. Louis, MO, USA) ความ

เข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 50 ไมโครลิตร 

และเติมอาหารชนิดดีเอ็มอีเอ็มที่ไม่มีองค์ประกอบของฟีนอล 

เรด (phenol red) (DMEM, Gibco® BRL) ปริมาณ 

150 ไมโครลิตร ในทุกหลุมน�าไปไว้ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์เป็น

เวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน�าอาหารที่มีสารละลายเอ็มทีที

ออก  และเติมไดเมธลิซลัโฟไซด์หรือดเีอม็เอสโอ (Dimethyl 
sulfoxide, DMSO) (Sigma, St. Louis, MO, USA) ต่อ

เอธานอล (ethanol) (Sigma, St. Louis, MO, USA) ใน
อัตราส่วน 1:1 ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ปล่อยไว้เป็นเวลา 15 

นาท ีแล้วน�ามาอ่านค่าระดบัความทบึแสง (Optical density, 
OD) ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดการ

ดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลต (microplate reader) เพื่อ

ประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์ของฟิล์มไททาเนียมไนไตรด์- 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ด้วยร้อยละความมชีวีติของเซลล์ (% cell 
viability) โดยร้อยละความมชีวีติของเซลล์มค่ีาเท่ากับค่าการ

ดดูกลนืแสงของหลมุทีใ่ส่อาหารเลีย้งเซลล์ทีไ่ด้จากการแช่ชิน้

ตวัอย่างต่อค่าการดดูกลนืแสงของหลมุควบคมุ คณูด้วย 100  

สารที่มีพิษต่อเซลล์จะมีค่าร้อยละความมีชีวิตน้อยกว่า 70(27)  

การวิเคราะห์ลักษณะของชั้นเคลือบ

 ตรวจสอบลกัษณะชัน้เคลอืบทีเ่กดิขึน้ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

อิเล็คตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Micro-
scope, SEM) (JSM-IT300LV; JEOL) ด้วยศกัย์เร่งอเิลค็

ตรอนปรับเปลี่ยน 20 kV  เพื่อวิเคราะห์พื้นผิวของชั้นเคลือบ  

ร่วมกับการใช้กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Atomic force 
microscope; AFM) วิเคราะห์ความหยาบพื้นผิว  

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

 ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของค่าร้อยละความมีชีวิต

รอดของเซลล์ในแต่ละกลุ่มทดสอบน�ามาวิเคราะห์ด้วยสถิติ

ทดสอบความแปรปรวนแบบสองทาง (two-way ANOVA) 
เพื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละกลุ่ม ที่ระดับความเชื่อมั่น 

p<0.05 โดยใช้โปรแกรมเอสพีเอสเอส เวอร์ชั่น 24 (SPSS 
version 24)

ผลการศึกษา
 การทดสอบวัดความเป็นพิษต่อเซลล์

 ค่าร้อยละความมีชีวิตของเซลล์ไฟโบรบลาสต์แสดงดัง

ตารางที่ 2 และแผนภูมิที่ 1 โดยเมื่อพิจารณาตามช่วงเวลา  

พบว่าในกลุ่ม 24 ชั่วโมง สารสกัดจากพีอีอีเคและพีอีอีเค

ที่มีฟิล์มไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ก่อนท�าไฮ

โดรเทอร์มอลมีค่าความมีชีวิตของเซลล์ร้อยละ 84.320 และ 

76.550 ตามล�าดับ แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (blank) อย่าง

มนียัส�าคญั (p<0.05) ในขณะทีค่่าร้อยละความมชีวีติรอดของ

กลุ่มพีอีอีเคที่มีฟิล์มไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์

หลังท�าไฮโดรเทอร์มอลมีค่าร้อยละ 85.575 ไม่แตกต่างจาก

กลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส�าคัญ และในกลุ่ม 35 วัน พบว่ากลุ่ม

พอีอีเีคทีเ่คลือบไททาเนยีมไนไตรด์-ไฮดรอกซอีะพาไทต์ก่อน

และหลงัไฮโดรเทอร์มอลมค่ีาร้อยละความมชีีวติรอดของเซลล์

ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส�าคัญ นอกจากนี้ยัง

พบว่าในกลุ่มทดลองทั้ง 3 กลุ่ม เมื่อเปรียบเทียบในช่วงเวลา

เดียวกันไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญของค่าร้อยละ

ความมีชีวิตรอดของเซลล์ ดังแสดงในแผนภูมิ 1A และเม่ือ

พิจารณาชนิดของสารสกัดจากวัสดุ พบว่าเม่ือระยะเวลาเพ่ิม

ขึ้น ค่าความมีชีวิตรอดของเซลล์ในกลุ่มทดลองพีอีอีเคที่มี

ฟิล์มไททาเนยีมไนไตรด์-ไฮดรอกซอีะพาไทต์ก่อนและหลงัท�า

ไฮโดรเทอร์มอลมแีนวโน้มเพิม่สงูขึน้ตามล�าดบั (แผนภมู ิ1B)  

แต่อย่างไรกต็ามพบว่าสารสกดัจากกลุม่ทดลองทัง้สามไม่ก่อ

ให้เกดิความเป็นพษิต่อเซลล์ โดยพจิารณาจากค่าร้อยละความ

มีชีวิตรอดของเซลล์มากกว่าร้อยละ 70 เมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุ่มควบคุม ดังแสดงในแผนภูมิที่ 1B
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แผนภูมิที่ 1  แสดงค่าเฉล่ียและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของร้อยละความมีชีวิตรอดของเซลล์จากการทดสอบความเป็นพิษ โดยแบ่งตาม (A) 

ระยะเวลาที่สัมผัสวัสดุ และ (B) ชนิดของสารสกัด  Control: กลุ่มควบคุม (Blank), PEEK: พีอีอีเคที่ยังไม่ได้ปรับสภาพพื้นผิว, 

As-deposited: พีอีอีเคที่เคลือบด้วยฟิล์มไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ และ HT: พีอีอีเคที่เคลือบด้วยฟิล์มไททา

เนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ร่วมกับท�าไฮโดรเทอร์มอล

Diagram 1 Mean and standard deviation of optical density (OD) from cytotoxicity assay according to A) Time exposure to mate-

rials, B) Types of material extracts. Control: Blank, PEEK: PEEK disks, As-deposited : TiN-HA coated film on PEEK 

HT : Hydrothermally treated TiN-HA coated film on PEEK

 เมือ่พจิารณาลกัษณะรูปร่างและการกระจายตวัของเซลล์

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบเฟสคอนทรัสต์ที่ก�าลังขยาย 40 

เท่า  กลุ่มควบคุมแบบบวกเกิดการตายของเซลล์จ�านวนมาก  

พบเซลล์หลากหลายรูปร่างเกิดการหดตัว เรียงตัวกระจาย

กันอยู่อย่างหลวมๆ (รูปที่ 2c) ในขณะที่สารสกัดจากกลุ่มอื่น

พบเซลล์ที่มีชีวิตรอดมากกว่า โดยเซลล์มีลักษณะยืดตัวออก 

รูปร่างค่อนข้างเรียว  และอยู่รวมกันหนาแน่นกว่าเมื่อเปรียบ

เทยีบกบักลุม่ควบคมุแบบบวก (รปูที.่ 2a, 2b, 2d, 2e และ 2f)
(รูปที่ 2)

 ลักษณะพื้นผิวของชั้นเคลือบ

 จากการวิเคราะห์พื้นผิวชั้นเคลือบไททาเนียมไนไตรด์- 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ก่อนและหลังการท�าไฮโดรเทอร์มอลด้วย 

กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด (SEM) พบว่า

พ้ืนผิวของช้ันเคลือบมีลักษณะขรุขระ พบรอยแตก (mi-
crocracks) บางบริเวณ และไม่พบรูพรุนบริเวณช้ันเคลือบ 

ดังแสดงในรูปที่ 3 และเม่ือวิเคราะห์ความหยาบผิวด้วย

กล้องจลุทรรศน์แรงอะตอม (AFM) พบว่าก่อนท�าไฮโดรเทอร์ 

ทอลพื้นผิวค่อนข้างเรียบ เกิดลักษณะกลุ่มก้อนคล้ายเกาะ 

(island-like morphology) ทีม่คีวามสงูประมาณ 700 นาโน

เมตร ดงัแสดงในรปูที ่4A ในขณะทีห่ลงัท�าไฮโดรเทอร์มอลมี

ลักษณะขรุขระกว่า พบกลุ่มก้อนที่มีความสูง 1 ไมครอน ดัง

แสดงในรปูที ่4B และเมือ่พจิารณาค่าความหยาบพืน้ผิวเฉลีย่ 

(Ra) พบว่าชั้นเคลือบมีความหยาบผิวเพิ่มขึ้นจาก 171 นาโน

เมตร เป็น 256 นาโนเมตรเมื่อผ่านการท�าไฮโดรเทอร์มอล   

บทวิจารณ์
 ความเข้ากันได้ดีกับเนื้อเยื่อ (biocompatibility) เป็น

คุณสมบัติส�าคัญของวัสดุทางการแพทย์ท่ีน�ามาใช้ ในร่างกาย

สิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะวัสดุปลูกฝังที่สัมผัสกับเนื้อเยื่อโดยตรง  

จงึจ�าเป็นต้องทดสอบความเข้ากนัได้ทางชวีภาพของสารสกดั

หรอืชิน้วสัด ุ(solid specimens) ซึง่อาจมกีารละลายของสาร 

(elutable substance) การสลายตัว หรือการสึกกร่อนของ

วัสดุ (degradation or corrosion products) ที่อาจส่งผล

ต่อเนื้อเย่ือโดยรอบได้(29) การศึกษานี้ใช้การเพาะเลี้ยงเซลล์ 

(cell culture) เพื่อทดสอบความเป็นพิษในการศึกษาความ

เข้ากนัได้ทางชวีภาพ  เนือ่งจาก (1) ได้ผลการประเมนิรวดเร็ว  

(2) เป็นวิธีที่มาตรฐาน (3) ได้ข้อมูลเชิงปริมาณและสามารถ
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รูปที่ 2 ลักษณะของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ดูความเปลี่ยนต่างเฟส ก�าลังขยาย 40 เท่า ตามชนิดสารสกัด  (a) กลุ่มควบคุม, (b) กลุ่ม

ควบคุมแบบลบ, (c) กลุ่มควบคุมแบบบวก, (d) พีอีอีเค, (e) พีอีอีเคที่มีฟิล์มไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ก่อนไฮโดร- 

เทอร์มอล และ (f) พีอีอีเคที่มีฟิล์มไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์หลังไฮโดรเทอร์มอล

Figure 2  Cell morphology under phase contrast microscope (40x) after stimulation by material extracts. (a) control, (b) negative 

control, (c) positive control, (d) PEEK, (e) TiN-HA coated film on PEEK or as-deposited and (f) hydrothermally treated 

TiN-HA coated film on PEEK.

รูปที่ 3    (a) ลักษณะพื้นผิวของฟิล์มไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด  (b) หลังท�า

ไฮโดรเทอร์มอลที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง           

Figure 3  (a) SEM images of the surface of TiN-HA coatings. (b) represent the hydrothermally treated sample at 100°C for 12 

hours.
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(a) (b)

รูปที่ 4  (a) ลกัษณะพืน้ผวิของฟิล์มไททาเนยีมไนไตรด์-ไฮดรอกซอีะพาไทต์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แรงอะตอม  (b) หลงัท�าไฮโดรเทอร์มอล

ที่อุณหภูมิ 100 องซาเซลเซียส 12 ชั่วโมง

Figure 4 (a) AFM images of TiN-HA coating., (b) represent the hydrothermally treated sample at 100°C for 12 hours.

เปรียบเทียบได้ และ (4) มีความไว (sensitivity) สูงและช่วย

คัดกรองวัสดุที่มีพิษก่อนน�าไปทดลองในขั้นต่อไป(30)  

 จากผลการศกึษาความเป็นพษิของพอีีอเีคและชัน้เคลือบ

ไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ก่อนและหลังไฮโดร

เทอร์มอลต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนู  พบว่าสารสกัดจาก

วสัดดุงักล่าวไม่ก่อให้เกดิความเป็นพษิต่อเซลล์  เนือ่งจากค่า

ความมีชีวิตรอดของเซลล์มากกว่าร้อยละ 70 เม่ือเปรยีบเทยีบ

กับกลุ่มควบคุม โดยไฮโดรเทอร์มอล คือ กระบวนการที่วัสดุ

ได้รับอุณหภูมิสูงขึ้นร่วมกับไอน�้าอิ่มตัว (saturated steam)  
ท�าให้เกดิพลงังานและสามารถเปลีย่นไฮดรอกซีอะพาไทต์รปูอ

สณัฐานเป็นรปูผลกึได้(18) นอกจากนีย้งัส่งเสริมให้ไททาเนยีม 

และไททาเนยีมไนไตรด์ในชัน้เคลอืบเกิดปฏกิริยิาออกซเิดชัน่ 

(oxidation) เกดิเป็นชัน้ออกไซด์ซ่ึงมบีทบาทส�าคัญต่อความ

เข้ากันได้ดีกบัเนือ้เยือ่ และกระบวนการเกดิการยดึตดิของราก

เทียมกับกระดูก(31)  อีกทั้งยังช่วยก�าจัดไฮโดรคาร์บอนที่ปน

เปื้อนในขั้นตอนต่างๆ (hydrocarbon contamination) ซึ่ง

ส่งผลเสยีต่อการตอบสนองของเซลล์อกีด้วย(13) ดังนัน้ไฮโดร- 

เทอร์มอลจึงจัดเป็นกระบวนการที่ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษ

ต่อเซลล์ 

 โดยพบว่าในกลุ่มพีอีอีเคที่เคลือบไททาเนียมไนไตรด์- 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ทั้งก่อนและหลังท�าไฮโดรเทอร์มอล ค่า

ความมีชีวิตรอดของเซลล์ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญใน

ทกุช่วงเวลา อย่างไรกต็ามค่าความมชีวีติรอดของเซลล์มแีนว

โน้มเพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลาเพิ่มขึ้น เห็นได้จากสารสกัดจากชั้น

เคลือบไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ทั้งก่อนและ

หลังไฮโดรเทอร์มอลในกลุ่ม 35 วัน มีค่าร้อยละความมีชีวิต

ของเซลล์เพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่มช่วงเวลาอื่น (แผนภูมิที่ 

1A) อาจเนือ่งมาจากความแตกต่างของระยะเวลาทีว่สัดแุช่อยู่

ในอาหารเลีย้งเซลล์ ท�าให้ไฮดรอกซอีะพาไทต์ละลายออกจาก

ชัน้เคลอืบเข้าสูอ่าหารเลีย้งเซลล์  เนือ่งจากชัน้เคลอืบประกอบ

ไปด้วยไฮดรอกซอีะพาไทต์ทัง้ในรปูอสณัฐานและรปูผลกึ  ซึง่

โดยปกติไฮดรอกซีอะพาไทต์ในรูปอสัณฐานสามารถละลาย

ได้รวดเร็วกว่าในรูปผลึก(32) เกิดเป็นแคลเซียมฟอสเฟต  

(calcium phosphate) ซึง่จดัเป็นสารประกอบอนนิทรีย์หลกั

ของเนื้อเยื่อแข็ง (hard tissue) และมีคุณสมบัติชีวกัมมันต์ 

(bioactive property) สามารถเหนี่ยวน�าให้เกิดการสร้าง

กระดูกและจับกับโปรตีนในกระดูก (bone morphogenetic 
proteins; BMP) ชักน�าให้เกิดการสร้างกระดูกได้ (oste-
oinductive)(33) นอกจากนี้ยังเกิดเป็นแคลเซียมไอออนและ

ฟอสฟอรัสไอออนถูกน�ามาใช้ ในกระบวนการเมตาบอลิซึม

ได้อีกด้วย(34) Weng และคณะพบว่าคุณสมบัติชีวกัมมันต์

ของไฮดรอกซีอะพาไทต์ขึ้นกับการละลายของแคลเซียมและ

ฟอสฟอรัสไอออน(35) Porter และคณะเช่ือว่าเมื่อความเข้ม

ข้นของแคลเซียมและฟอสฟอรสับรเิวณพืน้ผวิของวสัดหุรอืใน 

เมทรกิซ์ภายนอกเซลล์ (extracellular matrix; ECM) เพิม่

มากขึน้จะช่วยกระตุน้ให้เกดิการสร้างอะพาไทท์ชวีภาพ (bio-
logical apatite) ซึง่เป็นส่วนประกอบของกระดกู  และเหนีย่ว

น�าให้เกดิการสร้างกระดกูทีพ่ืน้ผวิของวสัดุ(36)  สอดคล้องกบั
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การศึกษาของ Sun และคณะที่กล่าวว่าการละลายของไฮ- 

ดรอกซีอะพาไทต์บางส่วนจากชั้นเคลือบจ�าเป็นส�าหรับการ 

กระตุ้นการเจริญของกระดูกในระยะแรก (early stage of 
bone healing) และท�าให้วัสดุฝังเกิดการยึดติด (fixation) 
กับกระดูกโดยรอบได้ดีกว่า(37) ในขณะที่ไฮดรอกซีอะพาไทต์

ในรูปผลึกเป็นปัจจัยส�าคัญต่อการชักน�าให้เกิดการสร้าง

กระดูก (osteoconduction) ในกระบวนการหายของแผล

บริเวณรอยต่อระหว่างรากเทียมและกระดูก (osseous im-
plant healing period)(38) นอกจากนีเ้มือ่พจิารณาวสัดแุต่ละ

กลุ่ม พบว่าค่าความมีชีวิตรอดของเซลล์เปรียบเทียบระหว่าง

ก่อนและหลังไฮโดรเทอร์มอลมีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัย

ส�าคัญในทุกช่วงเวลา เป็นเพราะฟิล์มไททาเนียมไนไตรด์- 

ไฮดรอกซีอะพาไทท์ของทั้งสองกรณีต่างประกอบด้วยไฮดร

อกซีอะพาไทต์ในรูปอสัณฐาน ซึ่งสามารถละลายได้บางส่วน  

ค่าความมีชีวิตรอดของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จึงไม่แตกต่างกัน

ในช่วงระยะเวลา 24 ชั่วโมงที่ทดสอบความเป็นพิษ   

 เม่ือพิจารณารูปร่างและการกระจายตัวของเซลล์จาก

กล้องจุลทรรศน์เพื่อดูความเปลี่ยนต่างเฟสพบรูปร่างเซลล์

แบบหลายเหลีย่ม (polygonal shape) อยูก่นัอย่างหนาแน่นใน

กลุ่มควบคุม (blank) และกลุม่ควบคมุแบบลบ ท้ังนีเ้นือ่งจาก

ในกลุ ่มควบคุมเป็นการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยง

เซลล์ปกติและในกลุ่มควบคุมแบบลบเป็นการน�าสารดีเอ็ม 

อีเอม็สมบรูณ์ทีแ่ช่แผ่นกระจกปิดสไลด์ ซึง่เป็นวสัดทุีไ่ม่ก่อให้

เกิดพษิต่อเซลล์ ท�าให้เซลล์เกาะหลมุเพาะเลีย้งได้ด ีมกีารยดื

ตัว อยู่กันอย่างหนาแน่น ในขณะที่เซลล์ในกลุ่มควบคุมแบบ

บวก เซลล์มีการหดตัว มีรูปร่างแตกต่างจากเซลล์ไฟโบรบ

ลาสต์ทั่วไป กระจายตัวกันอย่างหลวมๆ เนื่องจากแผ่นแซด 

ดอีซีี พอลิยรูเีทน เป็นวสัดท่ีุก่อให้เกดิพษิต่อเซลล์  สารสกดัที่

ได้จึงท�าให้เซลล์ไม่สามารถเกาะพืน้ถาดเพาะเล้ียงเซลล์ได้และ

ท�าให้ค่าร้อยละความมชีวีติของเซลล์ต�า่มาก  และเมือ่พิจารณา

ในกลุ่มพีอีอีเคและช้ันเคลือบไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซี

อะพาไทต์ก่อนและหลังไฮโดรเทอร์มอลพบว่าคล้ายคลึงกับ

กลุม่ควบคุมและกลุม่ควบคมุแบบลบ  สอดคล้องกบัค่าความ

มีชีวิตรอดของเซลล์ดังกล่าวข้างต้น

 นอกจากส่วนประกอบทางเคมขีองวสัดฝัุงท่ีส่งผลต่อการ

เกาะและการแบ่งตวัของเซลล์ในระยะแรกเริม่ดงักล่าวไปแล้ว

ข้างต้น ความหยาบผิว (surface roughness) ก็มีบทบาท

ส�าคัญเช่นกนั(4)  ซึง่ภาพจากกล้องจลุทรรศน์อเิลค็ตรอนชนดิ

ส่องกราดพบว่าช้ันเคลือบท้ังก่อนและหลังไฮโดรเทอร์มอลมี

ความขรขุระ  และพบมีรอยแตกในบางบริเวณ  ซึง่รอยแตกดัง

กล่าวอาจเกิดขึ้นได้จากสองสาเหตุ คือ จากขั้นตอนการปลด

ปล่อยความเค้น (stress) ภายในช้ันเคลอืบระหว่างการเย็นตวั

สู่อุณหภูมิห้อง(39) หรืออาจเกิดขณะได้รับความร้อนจากการ

ท�าไฮโดรเทอร์มอล  ท�าให้เกดิการเปลีย่นแปลงโครงสร้างผลกึ

และความเค้นสะสมของชั้นเคลือบ  และส่งผลต่อลักษณะพื้น

ผิวของชั้นเคลือบ(40) ซึ่ง Porter และคณะ พบว่าการมีต�าหนิ 

(defects) จะส่งผลให้วัสดุมีอัตราการละลายตัวเพิ่มขึ้น(36)   

ดังนั้นจึงสอดคล้องกับสาเหตุของผลการศึกษาที่พบว่าเมื่อ

ระยะเวลาเพิ่มขึ้น  ค่าความมีชีวิตรอดของเซลล์เพิ่มขึ้นด้วย   

  Paital และคณะ(41) พบว่าเมื่อความหยาบผิวของวัสดุ

ฝังเพิ่มขึ้นจะส่งผลให้การเกาะ การแบ่งตัวเพิ่มจ�านวน และ

การเปลีย่นสภาพของเซลล์เกดิได้ดกีว่าพืน้ผวิเรยีบ เนือ่งจาก

พื้นผิวหยาบจะช่วยเพิ่มพื้นที่สัมผัสระหว่างชั้นเคลือบและ

ของเหลวในร่างกาย (coating and body fluid interface)(37)   
ซึ่งเซลล์ออสติโอบลาสต์ (osteoblast) และเซลล์มีเซนไคม์ 

(mesenchymal cell) สามารถเกาะกบัพืน้ผวิทีม่คีวามหยาบ

ระดบัไมครอน (micron-scaled roughness) นีไ้ด้โดยตรง(42)   

โดยอาศยัการเกาะของโปรตนีซรีัม่ (serum protein) บรเิวณ

พืน้ผวิวสัดฝัุง เช่น ไวโทรเนคตนิ (vitronectin) ไฟโบรเนคตนิ 

(fibronectin) และลามินิน (laminin) ร่วมกับการท�างาน

ของอินทีกรินรีเซบเตอร์ (integrin receptor)(43) จากการ

วิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมพบว่าชั้นเคลือบ 

ไททาเนียมไนไตรด์ไฮดรอกซีอะพาไทต์หลังไฮโดรเทอร์มอล 

มคีวามหยาบผิวมากกว่าก่อนไฮโดรเทอร์มอล อาจเนือ่งมาจาก

การเพิ่มจ�านวนของผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต์และการจัดเรียง

ตวัใหม่ของโครงสร้างผลกึ(44) ดงันัน้จงึคาดว่าชัน้เคลอืบไททา

เนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีผ่านการท�าไฮโดรเทอร์- 

มอลส่งผลดต่ีอการเกาะของเซลล์มากกว่า อย่างไรกต็าม Shi 
และคณะไม่พบการเปลี่ยนแปลงของพื้นผิวไททาเนียมไนไต

รด์ในระดับไมโคร (micro-scaled) เมื่อท�าไฮโดรเทอร์มอล

ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส(13) ดังนั้นความหยาบผิวที่

เปลี่ยนแปลงไปอาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของไฮดรอกซี

อะพาไทต์ นอกจากนี ้Albrektson และคณะพบว่าความหยาบ

ผิวท่ีเหมาะสมท่ีสุดของวัสดุฝังต่อการเกาะของเซลล์และการ

สร้างกระดูกคือ 1-2 ไมครอน(45) ผลการศึกษาพบว่าความ

หยาบผิวที่ได้มีค่าต�่ากว่า แต่ผู้วิจัยคาดว่าหากมีการศึกษาถึง
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เงื่อนไขของการท�าไฮโดรเทอร์มอลที่เหมาะสม ความหยาบ

ผิวที่ได้สามารถเข้าใกล้ช่วงระยะ 1-2 ไมครอนนี้ได้ และอาจ

จะส่งผลดีต่อการตอบสนองของเซลล์

 Karageogiou และคณะพบว่าการมีความพรุนสูงและ 

รพูรนุขนาดใหญ่ช่วยเพิม่การเจริญของเนือ้เยือ่กระดกูและการ

ยึดติดของวัสดุฝังกับกระดูก (osseointegration)(46) ดังนั้น

การไม่พบรูพรุนในชั้นเคลือบไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซี

อะพาไทต์อาจส่งผลลบต่อการตอบสนองของเซลล์ด้วยเช่นกนั  

ดังนั้นจากการศึกษานี้จึงยอมรับสมมติฐานว่าช้ันเคลือบ 

ไททาเนียมไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทต์ทั้งก่อนและหลัง

ไฮโดรเทอร์มอลไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์จาก

การทดสอบด้วยวิธีเอ็มทีที การท�าไฮโดรเทอร์มอลไม่ส่ง

ผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงความหยาบผิว เนื่องจากหลังท�า 

ไฮโดรเทอร์มอลพบว่าความหยาบผิวของชั้นเคลือบเกิดจาก 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ อย่างไรก็ตามชั้นเคลือบไททาเนียม 

ไนไตรด์-ไฮดรอกซีอะพาไทท์และสภาวะการท�าไฮโดรเทอร์

มอลต้องมีการศึกษาเพื่อสร้างชั้นเคลือบท่ีเหมาะสมต่อไป 

นอกจากนี้การน�าวัสดุทางการแพทย์มาใช้จริงจ�าเป็นต้องผ่าน

การทดสอบในสิ่งมีชีวิต เนื่องจากกลไกการตอบสนองต่อ

สารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตภายในร่างกายสิ่งมีชีวิตนั้น

เป็นสิ่งที่ซับซ้อน(47,48) 

บทสรุป
 การศึกษาความเป็นพษิของชัน้เคลอืบไททาเนยีมไนไตรด์- 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ภายหลังการท�าไฮโดรเทอร์มอลด้วยวิธี

เอ็มทีที พบว่าชั้นเคลือบไม่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์ไฟโบร- 

บลาสต์ และในกลุม่ 35 วนัพบการแบ่งตวัเพิม่จ�านวนของเซลล์

ในกลุ่มทดลองสูงกว่ากลุ่มควบคุม นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์

ลักษณะพ้ืนผิวช้ันเคลอืบพบว่าความหยาบผวิเกิดจากไฮดรอก 

ซีอะพาไทต์ในชั้นเคลือบ  
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