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Background: Gold nanoparticles (AuNPs) have been commonly used in many 
cosmetic products. Commercial advertisements for AuNPs tend to promote that 
AuNPs aid in anti-aging, recovery of cell structure, anti-oxidant and up-regulated 
collagen expression. However, effects by AuNPs have been not scientifically proven.  
 

Results: In this study, it is demonstrated that AuNPs exhibit a toxic effect on 
NIH-3T3 fibroblast and this effect is time and dose dependent. In addition, AuNPs 
also show the ability to inhibit cell proliferation, down-regulate major collagen types 
in human skin (Col1a1, Col1a2 and Col3a1) and stimulate ROS generation. It is also 
found that NIH-3T3 fibroblasts response to ROS by generating NADH/NADPH which 
plays an important role in antioxidant mechanism.  
 

Conclusion: From the experiments, the effects of AuNPs on cytotoxicity, cell 
proliferation, ROS generation and expression of collagen gene depend on the 
amount of AuNPs as well as the time of exposure. Hence, these factors should be 
thoroughly considered in order to evaluate safety of AuNPs in regard to their 
formulations in commonly used products. 
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บทท่ี  1 

บทน ำ 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 
 คอลลาเจน (Collagen)  เป็นโปรตนีทีพ่บมากทีสุ่ดในร่างกาย ประมาณ 30% ของ
โปรตนีทัง้หมด โดยพบมากในเนื้อเยื่อเกีย่วพนั (Connective Tissue) เชน่ ผวิหนงั กระดูก 
กระดูกออ่น เสน้เอน็ นอกจากนี้ยงัพบคอลลาเจนแทรกยงัผา่นในทุกอวยัวะ Parenchymal อกี
ดว้ย(1-2) เนื่องจากคอลลาเจนมลีกัษณะโครงสรา้งโมเลกุลเป็นเสน้ใยกระจายตวัอยู่ในสาร
องคป์ระกอบนอกเซลล ์(Extracellular Matrix ; ECM) คอลลาเจนจงึท าหน้าทีเ่ป็นโครงสรา้งของ
เนื้อเยือ่ชว่ยเพิม่ความแขง็แรง (Strength)  ความสมบูรณ์ (Integrity) ใหแ้ก่อวยัวะ เมื่อเนื้อเยื่อ
ไดร้บับาดเจบ็ คอลลาเจนยงัมบีทบาทการในฟ้ืนฟูบาดแผล (Wound Healing) และคนื
โครงสรา้ง (Restore structure) ท าใหเ้นื้อเยือ่สามารถกลบัมาท างานไดด้งัเดมิ(3) 

 

 โดยทัว่ไปแลว้โครงสรา้งของคอลลาเจนจะเป็นสายโพลเีปปไทด ์(Polypeptide) สามสาย
พนักนัเป็นเกลยีว โดยเรยีกสายโพลเีปปไทดว์า่ alpha-chain (α-chain) และเรยีกการพนั
ลกัษณะนี้วา่ “Triple helical structure” ซึ่งในสาย α-chains จะมลี าดบักรดอะมโิน Gly-X-Y ซ ้า
กนัไปเรื่อยๆจนเป็นสายยาว (Repeat sequence)(4) 

 

 

 

 

 
รูปที ่1:  แสดงโครงสร้างพื้นฐานของสายคอลลาเจนที่พันกันในรูปแบบ (Triple-helical 
 structure)(1) 
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 นอกจากนี้คอลลาเจนยงัมลีกัษณะทีจ่ าเพาะคอื เป็นโปรตนีทีป่ระกอบไปดว้ยกรดอะมโิน
ชนิด Proline, Alanine และ Lysine ในปรมิาณสูงเพื่อใชใ้นการปรบัเปลี่ยนของโครงสร้างของ
คอลลาเจนในขัน้ Post-translational เพื่อให้ท าเกดิความหลากหลายโครงสร้างและน าไปใชใ้น
งานทีต่่างกนัไป(5) ปจัจุบนัคอลลาเจนในมนุษย์ถูกค้นพบมากกว่า 20 ชนิด โดยจะจ าแนกตาม
ชนิดของยนีทีถู่กถอดรหสั ต าแหน่งทีพ่บ และลกัษณะโครงสรา้งเสน้ใยของคอลลาเจน ดงัแสดง
ใน ตารางที ่1 
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ตารางที ่1: แสดงชนิดของคอลลาเจนและต าแหน่งทีพ่บ(6) 
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 นาโนเทคโนโลย ี(Nanotechnology) คอื เทคโนโลยทีี่เกี่ยวขอ้งกบักระบวนการศกึษา 
การจดัการ การสร้างการวเิคราะห์ และประยุกต์ใชว้สัดุที่มขีนาดเลก็มากๆในระดบันาโนเมตร 
(ประมาณ 1-100 นาโนเมตร) รวมถงึการออกแบบหรอืการประดษิฐ์เครื่องมอืเพื่อใชส้ร้าง หรอื
วเิคราะหว์สัดุในระดบัทีเ่ลก็มากๆ เชน่ วสัดุนาโน (ท่อนาโน เสน้ใยนาโน และอนุภาคนาโน) ซึ่ง
มโีครงสร้างของวสัดุ ที่มคีุณสมบตัพิเิศษ ทัง้ทางด้านฟิสกิส์ เคม ีหรอืชวีภาพ ต่างไปจากสาร 
เดมิทีม่ขีนาดใหญ่(7-9)  และในปจัจุบนัจงึมกีารน านาโนเทคโนโลยมีาประยุกต์ใชใ้นหลากหลาย
สาขา เชน่ ดา้นอุตสาหกรรมเทคโนโลยคีอมพวิเตอร ์เทคโนโลยชีวีภาพและทางการแพทย ์ เป็น
ตน้ 
 
 อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร (Gold nanoparticles, AuNPs) เป็นอนุภาคของโลหะใน
ระดบันาโนที่มีความเสถียรสูงชนิดหนึ่ง (10)  และมีคุณสมบัติทางกายภาพที่เฉพาะตัว เช่น 
Surface topography, Surface chemistry, Surface energy มคีวามสามารถในการน าไฟฟ้าได้
ด ีสามารถเร่งปฏิกิริยาเคมี น าไปประยุกต์ใชง้านได้ง่ายและหลากหลาย สามารถเตรียมให้
ห้องปฏบิตักิารได้ และปลอดภยักบัสิง่มีชวีติ (11) ปจัจุบนัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรได้ถูก
น ามาใชอ้ย่างกวา้งขวางในอุตสาหกรรมความงาม ในหลายโรงงานทัว่โลกนิยมน าอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรมาเป็นส่วนผสมของเครื่องส าอางชนิดต้านริ้วรอย (12) โดยมีบทความและ
โฆษณากล่าวอา้งถงึสรรพคุณของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรดงันี้ (13-17) 

- สามารถซมึลกึเขา้ในเซลลไ์ดเ้นื่องจากอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรมขีนาดเลก็ 
- สามารถขนส่งสารออกฤทธิเ์ขา้สู่เซลลผ์วิได ้
- เพิม่การดูดซมึของคอลลาเจน, สารอาหาร และ สารออกฤทธิต์า่งๆ 
- เพิม่การเมตาบอสสิมของผวิหนงั 
- ชว่ยในการฟ้ืนฟูของเนื้อเยือ่ผวิ 
- ท าใหเ้สน้ใยโครงผวิแขง็แรงขึน้ 
- เพิม่ความกระชบัและยดืหยุ่นของผวิหนงั 
- ชว่ยลดและชะลอการเกดิริว้รอยเหีย่วย่น  
- มคีุณสมบตัเิป็นสารตา้นอนุมูลอสิระ 
- ชว่ยในระบบการหมนุเวยีนของเลอืด 
- ลดการสรา้งเมลานิน  

 
 
 
 
 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%A2%E0%B8%B5
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 ปจัจุบนัมีงานวจิยัมากมายที่ศกึษาเกี่ยวกบัคุณสมบตัิของอนุภาคทองค าระดบันาโน
เมตร เช่น น าอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรไปช่วยในการสานเส้นใยคอลลาเจน ซึ่งจะท าให้
คอลลาเจนมีความแขง็แรงมากขึน้โดยที่ไม่ท าให้คุณสมบตัขิองคอลลาเจนเปลี่ยนแปลงไป (18) 
และยงัมงีานวจิยัเกีย่วกบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการแสดงออกคอลลาเจน เช่น เมื่อ
น าอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรรูปแท่งบ่มกบัเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องหวัใจแล้วจะท าให้มกีาร
แสดงออกของยนีคอลลาเจนชนิด type I ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ลดลง(19) หรอืเมื่อฉีดอนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรใหห้นูทดลองพบวา่ มกีารแสดงออกของยนีคอลลาเจนชนิด type I และ 
type III ในตบัเพิม่ขึน้(20)  ซึ่งจากผลการทดลองยงัไม่สอดคล้องกนัว่าอนุภาคทองค าระดบันาโน
เมตรสามารถเพิม่การแสดงออกของยนีคอลลาเจนจรงิหรอืไม่ และยงัไม่ทราบว่าปจัจยัใดของ
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีจ่ะส่งผลต่อการแสดงออกของคอลลาเจน ดงันัน้การศกึษานี้จงึ
ท าการศกึษาผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่มตี่อเซลล์ไฟโบร์บลาสต์ โดยจะดูการ
เปลีย่นแปลงรูปร่างของเซลล์ ความเป็นพษิต่อเซลล์ การแบ่งตวัของเซลล์ การเกดิอนุมูลอสิระ
ภายในเซลล ์และการแสดงออกของยนีคอลลาเจน 
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ค ำถำมของงำนวิจยั (Research Question) 
 อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรจะมผีลต่อการอยู่รอดของเซลล์ การแบ่งเซลล์ การเกดิ
อนุมูลอสิระภายในเซลล ์และการแสดงออกของยนีคอลลาเจนในเซลลไ์ฟโบรบลาสตห์รอืไม่ โดย
ผลดงักล่าวจะขึน้อยู่กบัระยะเวลาและปรมิาณของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่เซลล์ไพโบร 
บลาสตห์รอืไม่ 
 
วตัถปุระสงคข์องงำนวิจยั (Objectives) 
1.    เพื่อท าการศกึษาความเป็นพิษของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อเซลล์ไฟโบร
 บลาสต ์ 
2.    เพื่อท าการศกึษาผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการแบ่งตวัของเซลล์ไฟโบร 
 บลาสต ์ 
3.    เพื่อท าการศกึษาผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการเกดิอนุมูลอสิระของเซลล์
 ไฟโบรบลาสต ์ 
4.    เพื่อท าการศกึษาผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการแสดงออกของยนีคอลลา
 เจนในเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์
 
ค ำส ำคญั (Keywords) 
 Gold nanoparticles 
 Fibroblast  
 Cell viability 
 Cell proliferation 
 Reactive oxygen species (ROS) 
 Collagen expression 
 
รปูแบบงำนวิจยั (Research Design) 
 การวจิยัเชงิทดลอง (Experimental Research) 
 
ผลและประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รบัจำกงำนวิจยั (Expected Benefits and Application) 
 เพื่อน ามาซึ่งความรูเ้กีย่วกบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการเปลีย่นแปลงและการ
แสดงออกของยีนคอลลาเจนของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ โดยน าความรู้ที่ได้มาเผยแพร่ให้แก่
ประชาชนทัว่ไปไดท้ราบถงึความปลอดภยัและผลทีจ่ะไดร้บัเมื่อน าไปใชใ้นการอุปโภคบรโิภค 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=ros%20&source=web&cd=1&ved=0CDoQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FReactive_oxygen_species&ei=78JvT-_2AcitrAehmLSgDg&usg=AFQjCNElV4vOobefnFoGBTkfcwKdx8zjvQ
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บทท่ี  2 

เอกสำรและงำนวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
 

คอลลำเจน (Collagen) 
 คอลลาเจน (Collagen)  เป็นโปรตนีที่พบได้มากที่สุดในร่างกาย (30% ของโปรตีน
ทัง้หมด) ซึ่งเป็นโครงสรา้งหลกัของเนื้อเยื่อเกีย่วพนั (Connective Tissue) เชน่ ผวิหนัง กระดูก 
เสน้เอน็ทีย่กึระหวา่งกลา้มเนื้อและกระดูก นอกจากนี้ยงัพบคอลลาเจนแทรกยงัผา่นในทุกอวยัวะ 
Parenchymal อกีด้วย เนื่องจากคอลลาเจนมลีกัษณะโครงสร้างโมเลกุลเป็นเส้นใย (Firllar 
structure) กระจายตวัอยู่ในสารทีช่ว่ยก่อตวัเซลล ์(Extracellular matrix)  และท าหน้าทีช่่วยเพิม่
ความแขง็แรง (Strength) , ความสมบูรณ์ (Integrity) , เป็นโครงสร้างของเนื้อเยื่อ(Structure) 
เมื่อเนื้อเยื่อได้รบับาดเจบ็ คอลลาเจนยงัมหีน้าที่ในการซ่อมแซมบาดแผล (Wound healing) , 
ฟ้ืนฟูโครงสรา้ง (Restore structure ) ท าใหเ้นื้อเยื่อสามารถกลบัมาท างานไดด้งัเดมิ(2-3)  
 
 โครงสรา้งของคอลลาเจนจะเป็นสายโพลเีปปไทด์สามสายพนักนัเป็นเกลยีว โดยเรยีก
การพนัลกัษณะนี้วา่ “Triple helical structure” ปจัจุบนันี้ได้มคีอลลาเจนยนีมากกว่า 20 ชนิดที่
ถูกค้นพบ ซึ่งคอลลาเจนแต่ละชนิดจะถูกจ าแนกตาม ความซับซ้อน (complexity), ความ
หลากหลายของโครงสร้าง (diversity), การตดัแต่งสารพนัธุกรรม (splice variant), การตกแต่ง
โปรตนี (presence of addictional), การท างาน (Function) และ การถอดรหสัของยนีที่จ าเพาะ 
(encodng form specific genes)(2-3)  
 
 ในผวิหนงัหรอืเซลลไ์ฟรโปรบลาสตข์องมนุษยพ์บคอลลาเจนชนิด Type I และ Type III 
collagen มากที่สุด โดยในผวิหนังที่อ่อนเยาวน์ัน้จะประกอบไปด้วย Type I และ Type III 
collagen 80 และ 15% ตามล าดบั(21-22) ปจัจุบนัทราบดกีนัแล้วว่าคอลลาเจนมบีทบาทที่ส าคญั
ในกระบวนการชรา โดยมกีารวจิยัทัง้  in vivo และ in vitro พบว่าในคนที่มอีายุมากขึน้จะมี
ปรมิาณของ Type I collagen และ Type III ที่ลดลง(23-24) ซึ่งผวิหนังที่มคีวามชราจะพบคอลลา
เจนที่มลีกัษณะเส้นใยที่หนา (thickened fibril), มกีารรวมกลุ่มกนัคล้ายเส้นเชอืก (rope-like 
bundles) และการจดัเรยีงตวัของเสน้ใยไม่เป็นระเบยีบ เมื่อเทยีบกบัผวิหนงัทีดู่อ่อนเยาว์(23)  
 

 ปจัจุบนัจงึมสีนิคา้มากกวา่ 1,000 ในทอ้งตลาดทีบ่รรจุคอลลาเจนและสารทีช่ว่ยเพิม่
คอลลานเจนในในสนิคา้ เชน่ โลชัน่ส าหรบัทางมอืและผวิ, สารบ ารุงส าหรบัเลบ็, เจลส าหรบัเพิม่
ความกระชบั และ สารทีใ่ชฉ้ีดเพื่อป้องกนัการเกดิริว้รอยเป็นตน้(3)  
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นำโนเทคโนโลยี (Nanotechnology) 
 นาโนเทคโนโลย ี(Nanotechnology) คอื เทคโนโลยทีี่เกี่ยวขอ้งกบักระบวนการศกึษา 
การจดัการ การสรา้ง การวเิคราะห ์และประยุกตใ์ชว้สัดุทีม่ขีนาดเลก็มากๆ ในระดบันาโนเมตร 
(ประมาณ 1-100 นาโนเมตร) ซึ่งเทยีบเท่ากบัระดบัอะตอมหรอืโมเลกุล ซึ่งจะมคีุณสมบตัพิเิศษ
ทัง้ทางดา้นฟิสกิส ์เคม ีหรอืชวีภาพที่เฉพาะตวัและแตกต่างจากสารเดมิที่มขีนาดใหญ่ รวมถงึ
การออกแบบหรอืการประดษิฐเ์ครื่องมอืเพื่อใชส้ร้างหรอืวิเคราะห์วสัดุในระดบัที่เลก็มากๆ เช่น 
ท่อนาโน เสน้ใยนาโน แท่งนาโน แผ่นฟิล์มนาโน และอนุภาคนาโน และปจัจุบนัมกีารน านาโน
เทคโนโลยมีาประยุกต์ใชใ้นหลากหลายสาขา เช่น ด้านอุตสาหกรรม เทคโนโลยคีอมพวิเตอร ์
เทคโนโลยีชวีภาพ เป็นต้น รวมทัง้ด้านทางการแพทย์ (Nanomedicine) ซึ่งน าวสัดุนาโนมา
ประยุกตใ์ชใ้นงานดงัต่อไปนี้(25-28)    

- อนุภาคระดบันาโนเมตรเพื่อการวนิิจฉยัและตรวจคดักรองทางการแพทย์ 
- หุ่นยนตเ์ลก็ระดบันาโนเมตรเพือ่ชว่ยตรวจหาพยาธสิภาพ (nanorobotics) 
- พฒันาอนุภาคระดบันาโนเมตรเพือ่ท าหน้าทีเ่ป็นตวัรบัสญัญาณของเซลล ์ 
- ใชข้นส่งยาเขา้สู่ร่างกาย  
- พฒันาอุปกรณ์ส าหรบัการขนส่งยาเขา้สู่ร่างกาย  
- ยนีบ าบดั (Gene therapy) 
- วศิวกรรมเนื้อเยื่อและการพฒันาโครงสรา้งสงัเคราะหโ์ดยเทคนิคทางนาโนชวีวทิยา 
- หาล าดบัเบสของสารชวีโมเลกุลโดยผา่นวสัดุทีม่ชีอ่งเลก็ระดบันาโนเมตร  
- แยกและสกดัชวีโมเลกุลและเซลล ์ 
- ใชเ้ป็นส่วนผสมของสนิคา้ประเภท อาหาร เครือ่งส าอาง สารกนัแดด และยาปฏชิวีนะ  

 
 จากประโยชน์ข้างต้นจะเห็นว่าวสัดุนาโนสามารถน าไปประยุกต์ใช้งานได้อย่าง
กวา้งขวาง ปจัจุบนับรษิทัทางการแพทยต์่างๆจงึน าวสัดุนาโนมาผลติพฒันา และบางส่วนได้ถูก
จดัจ าหน่ายออกสู่ทอ้งตลาด ดงัแสดงใน ตารางที ่2 
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ตารางที่ 2:  ตารางแสดงถงึชวีนาโนเทคโนโลยี (Nanobiotechnology) และวสัดุทางนาโน
(Nanomaterial) ทีถู่กน ามาผลติ พฒันา โดยบรษิทัทางการแพทยต์่างๆ(29)  
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 วสัดุนาโนชนิดหนึ่งทีน่ิยมน ามาใชอ้ย่างแพรห่ลาย คอื อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร
(Gold nanoparticles, AuNPs) เป็นอนุภาคของโลหะหนกัทีม่ขีนาด อยู่ในชว่ง 1-100 นาโน
เมตร มคีุณสมบตัทิางการภาพทีเ่ฉพาะตวั เชน่ Surface topography, Surface chemistry, 
Surface energy มคีวามสามารถในการน าไฟฟ้าไดด้ ีสามารถเร่งปฏกิริยิาเคม ีน าไปประยุกตใ์ช้
งานไดง้่ายและหลากหลาย สามารถเตรยีมใหห้อ้งปฏบิตักิารได ้และปลอดภยัต่อสิง่มชีวีติ(11) 
 
 ปจัจุบนัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรถูกน ามาใชอ้ย่างกวา้งขวางในอุตสาหกรรมความ
งาม ในหลายโรงงานทัว่โลกนิยมน าอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรมาเป็นส่วนผสมของ
เครื่องส าอางชนิดตา้นริว้รอย(12) ซึ่งปจัจุบนัยงัไม่มงีานวจิยัทางวชิาการที่มาสนับสนุนสรรพคุณ
ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเมื่อน าไปใชเ้ป็นเครื่องส าอางว่ามคีุณสมบตัใินการต้านริ้ว
รอยดงักล่าวอา้งและมคีวามปลอดภยัเพยีงพอเมื่อน าไปใชเ้ป็นเครื่องส าอางหรอืไม่ 
 
 ปจัจุบนัมรีายงานทีศ่กึษาความเป็นพษิของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อรา่งกาย
ดงันี้  
 
 ในปี ค.ศ. 2005 Shukla และคณะไดศ้กึษาความเป็นพษิ (Cytotoxicity) และการกระตุ้น
ใหเ้กดิการตอบสนองระบบภูมคิุม้กนั (Immunogenicity) ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อ
เมด็เลอืดขาวชนิด Macrophages ซึ่งเป็นเซลล์เมด็เลอืดขาวที่มีความส าคญัในระบบภูมคิุ้มกนั 
โดยจะท าหน้าทีจ่บักนิสิง่แปลกปลอม หลัง่ไซโตไคน์ทีช่ว่ยกระตุน้การท างานของระบบภูมคิุม้กนั 
และท าหน้าทีเ่ป็น Antigen-presenting cells ในระบบภูมคิุม้กนัอกีดว้ย จากผลการทดลองพบวา่
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรไม่ท าให้เกดิความเป็นพษิต่อเซลล์ ช่วยลดการสร้าง Reactive 
oxygen และ nitrite species ไม่ท าให้เมด็เลอืดขาวหลัง่ Proinflammatory cytokines ( TNF-α 
, IL1-β) ผลการศกึษาจากกลอ้ง Atomic Force microscopy (AFM) พบวา่อนุภาคทองค าระดบั
นาโนเมตรสามารถผ่านเข้าสู่เซลล์โดยผ่านกลไก Pinocytosis และจากการศกึษาด้วยกล้อง  
Confocal-laser-scanning microscopy(CFLSM) และ Transmission electron microscopy 
(TEM) พบว่าอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร มกีารจบักลุ่มรวมกนัใน Lysosomal bodies  
บรเิวณ Perinuclear fashion ซึ่งทางผูจ้ดัท าไดส้รุปวา่ อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรไม่มคีวาม
เ ป็ น พิ ษ ต่ อ เ ซ ล ล์  (Noncytotoxicity) ไ ม่ ก ร ะ ตุ้ น ก า ร ท า ง า น ข อ ง ร ะ บ บ ภู มิ คุ้ ม กั น 
(Nonimmunogenic) ปลอดภยักบัสิง่มชีวีติ (biocompatible properties) และยนืยนัว่าอนุภาค
ทองค า ระดับนาโนเมตรสามารถน า ไปประยุกต์ใช้งานทางด้าน  Nanoimmunology, 
Nanomedicine และ Nanobiotechnology ได้(30) 
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 ในปี ค.ศ 2006 Pernodet และคณะ ไดศ้กึษาความเป็นพษิต่อเซลล์ของอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตร ที่ใช ้Citrate เป็นตวัรดีวิซ์ที่ความเขม้ขน้และเวลาต่างๆกนั โดยได้ท าการ
ทดสอบ อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร ขนาด 13 ±1.4 นาโนเมตร ที่ความเขม้ขน้ 0 – 0.8 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติรกบัเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากผวิหนงัมนุษยเ์นื่องจากผวิหนงัเป็นด่านแรกของ
ร่างกายที่เจอกบัสิง่แวดล้อมภายนอก จากนัน้จงึน ามาศกึษาด้วยกล้อง  AFM, CFLSM และ 
TEM  พบวา่เสน้ใย actin เป็นสิง่แรกทีไ่ดร้บัผลกระทบจากอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร โดย
มปีรมิาณของเสน้ใย actin ลดลงซึ่งจะมผีลต่อความมชีวีติรอดของเซลล์ ซึ่งมผีลต่อการแผ่ของ
เซลล์ (Spread), การยดึเกาะของเซลล์ (Adhesion), การเจรญิเตบิโตของเซลล์ (Growth) และ
เชน่เดยีวกบัสารองคป์ระกอบนอกเซลล ์(Extracellular matrix; ECM ) พบวา่มกีารเปลีย่นแปลง
และสร้างโปรตนีลดลง ซึ่งผูว้จิยัสรุปว่าอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรท าให้คุณสมบตัภิายใน
ของเซลลถู์กท าลายไป และสามารถท าใหเ้กดิปญัหาต่อสุขภาพตามมาต่อไปได้(31) 
 

 ในปี ค.ศ. 2008 Li และคณะ ไดศ้กึษาความเป็นพษิต่อเซลลข์องอนุภาคทองค าระดบันา
โนเมตร ที่ใช ้Citrate เป็นตวัรดีวิซ์ ซึ่งอนุภาคระดบันาโนเมตรที่ใชท้ดสอบมขีนาด 20 นาโน
เมตร และความเขม้ขน้ 0.1, 0.5, and 1 นาโนโมลล่า โดยทดสอบกบัเซลล์ไฟโบรบลาสต์จาก
ปอดมนุษย์ (MRC-5 human fetal lung fibroblast cell line) เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง 
และจงึน ามาศกึษารูปร่างของเซลลด์ว้ย TEM พบวา่ไม่มคีวามแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคุมและ
กลุ่มทีไ่ดร้บัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร พบวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรจะจบักลุ่มกนั
อยู่ใน Vesicle ที ่Cytosal ทีใ่กล้กบันิวเคลยีสของเซลล์ และจากการทดสอบ Cell proliferation 
และ Cell death โดยวธิี Trypan blue exclusion assay พบว่าจะเซลล์จะถูกยบัยัง้การ
เจริญเติบโตและมจี านวนลดลงที่ความเข้มเข้น 1 nm  และที่ความเขม้ข้นนี้ยงัท าให้เกิด 
Reactive oxygen species; ROS มากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส าคญั และการทดสอบโดย 
PCR array พบว่าที่ความเขม้ขน้ 1 นาโนโมลล่าDNA ถูกท าลายและ ยนีที่ท าหน้าที่ซ่อมแซม 
DNA ถูกลดการท างานลง ซึ่งทางคณะผูว้จิยัไดส้รุปวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรมผีลยับ้ยัง้
การเจรญิเตบิโตของเซลลโ์ดยลดการแสดงออกยนีที่ควบคุมการเกดิ Cell cycle นอกจากนี้ยงัมี
ผลต่อ Oxidative stress ของเซลล ์และยนีทีเ่กีย่วขอ้งอกีดว้ย(32)  
 
 ปี ค.ศ. 2009 Qu และคณะ ไดศ้กึษาความเป็นพษิต่อเซลล์ของอนุภาคทองค าระดบันา
โนเมตร ที่ใช ้Citrate เป็นตวัรดีวิซ์ ซึ่งอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร มขีนาด 20 นาโนเมตร
และความเขม้ขน้ 10, 50, 100, 200 และ 300 ไมโครโมลล่ากบัเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากผวิหนัง
มนุษย์ (human dermal fibroblasts–fetal; HDF-f) เมื่อทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ด้วยวธิ ี
MTT assay พบวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร ทีค่วามเขม้สูงสุด 300 นาโนเมตร ไม่ได้เป็น
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สาเหตุท าใหเ้ซลลต์าย แต่มผีลกระทบกบัรูปร่างของเซลล์ HDF-f เมื่อความเขม้ขน้ของอนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรสูงขึน้(33)  
 

 ปี ค.ศ 2010  Larese และคณะ ไดศ้กึษาการดูดซมึของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร
เขา้สู่ผวิหนังมนุษย์โดยเลอืกใชผ้วิหนัง 2 ประเภทคอื ผวิหนังปกต ิ(Intact human skin) และ 
ผวิหนงัทีไ่ดร้บับาดเจบ็ (Damaged human skin) โดยใชว้ธิ ีFranz diffusion methods ซึ่งจะทา  
0.5 และ 1.5 มิลลลิิตร ของสารละสายที่มอีนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรความเขม้ข้น 100 
มลิลิกรวัต่อลิตร ลงบนชิ้นเนื้อที่มาจากบริเวณหน้าท้อง เมื่อผ่านไป 24 ชัว่โมงจึงน ามาวดั
ปริมาณการดูดซึมอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร พบว่ามีปริมาณอนุภาคบริเวณที่ได้รับ
สารละลาย 0.5 มลิลลิติร ปรมิาณ 60.8 ± 25.3 นาโนกรมัต่อตารางเซนตเิมตร และ 55.2 ± 27.3 
นาโนกรมัต่อตารางเซนตเิมตร และไดร้บัสารละลาย  1.5 มลิลลิติร ปรมิาณ 214.0 ± 43.7 นาโน
กรมัต่อตารางเซนตเิมตร และ 187.7 ± 50.2 นาโนกรมัต่อตารางเซนตเิมตรของผวิหนังและ
ผวิหนังที่ได้รบับาดเจ็บตามล าดับ โดยใช้เครื่อง Inductively Coupled Plasma-Mass 
Spectrometry ในการตรวจวเิคราะหป์รมิาณอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่อยู่ในผวิ และจาก
การทดลองด้วยเครื่อง TEM พบอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเขา้ไปอยู่ในชัน้ผวิ Epidermis 
และ Dermis โดยสรุปการทดลองวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรสามารถผ่านผวิหนังมนุษย์
ไดโ้ดยการทดลองวธิ ีin vitro diffusion cell system(34) 

 

 ปจัจุบันมีรายงานที่ศกึษาความสมัพันธ์ของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรกบัยีน
คอลลาเจนดงันี้ 
 

 ปี ค.ศ. 2008 Sisco และคณะ ไดส้รา้งโมเดลของเซลลไ์ฟรโบรบลาสตจ์ากหวัใจหนูทีถู่ก
ปรบัปรุงโครงสร้างโดย Collagen type I เพื่อให้เกดิการ Remodeling ไปเป็น Myofibroblast 
โดยโมเดลการทดสอบนี้จะน ามาทดสอบดว้ยอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรรูปร่างแท่ง (อนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรรูปแท่ง) ( ยาว 392 ± 93 นาโนเมตร, กวา้ง 22 ± 3 นาโนเมตร) เพื่อดู
ความเปลี่ยนแปลงที่เกดิขึ้น จากผลการทดลองพบว่าของ อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรรูป
แท่ง ไม่ท าใหเ้กดิการตายของเซลล์ และไม่มคีวามแตกต่างในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ใส่ อนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรรูปแท่ง สารทีเ่ป็นองคป์ระกอบนอกเซลล์ (Extracellular matrix; ECM ) 
และ Matrix metalloproteinase 2 (MMP2) ซึ่งเป็นเอน็ไซม์ที่ส าคญัในการหดตวัของกล้ามเนื้อ
หวัในและการ Remodeling เมื่อน ามาเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีโดยวธิ ีReal-time PCR 
พบวา่ β-actin, α-smooth muscle actin, และ Collagen type I มกีารแสดงออกในกลุ่มที่ได้รบั 
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรรูปแท่ง ลดลง โดยทางผูว้จิยัไดส้รุปวา่อนุภาคทองค าระดบันาโน
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เมตรรูปแท่งสามารถน าไปประยุกต์เป็น Therapeutic agent ในการรกัษาโรค Cardiac fibrosis 
และ Wound healing ต่อไปได ้(19) 
 

 ปี ค.ศ. 2009 Cho และคณะ ไดศ้กึษาการแสดงออกของยนี และกลไกทางอณูชวีวิทิยา
ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีม่ขีนาดแตกต่างกนั โดยคณะผูว้จิยัได้ท าการได้ท าการฉีด
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรขนาด 4 และ 100 นาโนเมตรในหนู BALB/c mice (4.26 
มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัของน ้าหนักตวั) หลงัจากฉีดไปแลว้ 30 นาทจีงึท าการตดัตบัของหนูออกมา
เพื่อหาพยาธสิภาพและน ามาดูการเปลีย่นแปลงการแสดงออกของยนีโดยใช ้Microarray พบว่า 
ทีข่นาดของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรขนาด 4 nm มกีารแสดงออกของยนีคอลลาเจนชนิด 
Col1a2 ลดลง 1.03 เท่า และมกีารแสดงออกของ Col3a1 เพิม่ขึน้ 1.69 เท่า เมื่อเทยีบกบักลุ่ม
ควบคุม ในขณะที่ขนาดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรขนาด 100 นาโนเมตร มีการ
แสดงออกของ Col1a2 และ Col3a1 เพิ่มขึ้นจากกลุ่มควบคุม 2.08 และ 3.34 ตามล าดบั 
นอกจากนี้พบวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรขนาด 4 และ 100 นาโนเมตร มผีลต่อชวีวทิยา
ต่อเนื้อเยื่อตบัหนูและการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยนีในกลุ่ม Apoptosis, Cell cycle, 
Inflammation และ Metabolic Process ไปในทางเดยีวกนั(35) 

 
 ปี ค.ศ. 2009 Mironava และคณะ ได้ศกึษาการปจัจยัที่มผีลต่อการน าอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรเขา้เซลล์ เช่น ระยะเวลาที่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร, ขนาดของ
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร และความเขม้ขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร โดยในการ
ทดลองได้เลอืกอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร ขนาด 13 นาโนเมตร ที่ความเขม้ขน้ 0-189 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และ 45 นาโนเมตร ที่ความเขม้ขน้ 0–26 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร มาท าการ
ทดสอบกบัเซลลไ์ฟรโบรบลาสตจ์ากผวิหนงัมนุษยโ์ดยเลอืกเกบ็ขอ้มูลเป็นเวลา 6 วนั การศกึษา
กลไกการน าเข้าอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรของเซลล์ศึกษาโดยใช้เครื่อง Scanning 
Electron Microscropy; SEM จากผลการทดลองพบวา่ทีอ่นุภาคทองค าระดบันาโนเมตร ขนาด 
13 นาโนเมตรมกีารน าอนุภาคเขา้สู่เซลลโ์ดยวธิ ีPhagocytosis และทีอ่นุภาคทองค าระดบันาโน
เมตรขนาด 45 นาโนเมตร มกีารน าอนุภาคเขา้สูเ้ซลล์โดยวธิ ีClatherin-mediated endocytosis  
นอกจากนี้แล้วยงัพบความเสยีหายของ Cytoskeleton filament หลงัจากได้รบัอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรและจะถูกสร้างขึ้นมาใหม่หลงัจากน าอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรออกไป 
เช่นเดยีวกนักบั  Extracellularmatrix (ECM) proteins, Collagen และ Fibronectin ที่มจี านวน
ลดลงในเซลล์ แต่ในทางตรงกนัข้าม Actin หรือ Beta-tubulin protein นัน้ไม่พบความ
เปลีย่นแปลง  ทางผูจ้ดัท ายงัพบวา่ในเซลลท์ีไ่ด้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรนัน้มอีตัราการ
เจรญิเตบิโตของเซลลท์ีล่ดลง ซึ่งทางผูจ้ดัท าไดต้ัง้ขอ้สนันิษฐานวา่เกดิจากจ านวน Vacuoles ใน
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เซลลท์ีเ่พิม่ขึน้ และจากทดลองสุดท้ายพบว่าการท างานของเซลล์สามารถกลบัมาได้อย่างเดมิ
เมื่อ อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรถูกก าจดัออกไป(36) 

 

 ปี ค.ศ. 2009 Balasubramanian และคณะ ไดศ้กึษาการกระจายตวัของอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรขนาด 20 นาโนเมตร ทีถู่กฉีดเขา้หลอดเลอืดด าของหนูไปยงัอวยัวะต่างๆ และ 
สารคดัหลัง่ของร่างกาย โดยเกบ็ตวัอย่างเนื้อเยื่อมากกวา่ 25 อวยัวะ, อุจจาระ และ ปสัสาวะ มา
วเิคราหก์ารกระจายตวัดว้ย ICP-MS analysis หลงัจากนัน้น าตบัและมา้มมาสกดัเพื่อศกึษาการ
เปลีย่นแปลงการแสดงของยนี  จากผลการทดลองพบว่าหลงัจากฉีดอนุภาคทองค าระดบันาโน
เมตรเขา้สู่หลอดเลอืด พบการกระจายตวัของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ตบั  (49.4 ± 
50.4–72.2 ± 40.5 นาโนกรมัต่อกรมั) และม้าม (8.4 ± 5.0–9.5 ± 6.4 นาโนกรมัต่อกรมั) อย่าง
รวดเร็วและพบการรวมกลุ่มอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ตบัและม้ามตลอดระยะเวลาที่
ทดลอง (2 เดอืน) หนึ่งเดอืนหลงัจากฉีดอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร พบวา่มปีรมิาณอนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรในปสัสาวะและอุจจาระลดลงแต่พบการรวมกลุ่มกนัของอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรทีไ่ต ( 5.5 ± 2.5 นาโนกรมัต่อกรมั)  และถุงอณัฑะ(มากถงึ 0.6 ±0.1 นาโนกรมั
ต่อกรมั)  มากขึน้อย่างมนียัส าคญั ในอวยัวะอื่นๆเชน่ปอดพบการรวมกลุ่มของอนุภาคหลงัจาก
ฉีดไปแลว้หนึ่งวนัและลดลงอย่างรวดเรว็ภายในหนึ่งสปัดาห ์แต่ไม่พบการกระจายตวัอนุภาคไป
ยงัสมอง จากการศกึษาการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยนีหลงัจากได้รบั  อนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรไปแล้ว 2 เดือนพบว่า ยีนคอลลาเจนชนิด Col1a1 และ Col1a2 มีการ
แสดงออกในเซลลต์บัลดลงจากกลุ่มควบคุม 2.5±0.1 และ 2.2±0.0 เท่าตามล าดบั และ Col1a1 
มกีารแสดงออกในเซลลต์บัและมา้มลดลงจากกลุ่มควบคุมไป 1.7±0.1 เท่าเชน่กนั(20) 
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บทท่ี  3 

วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

 
กำรสงัเครำะหอ์นุภำคทองค ำระดบันำโนเมตร 
 ก่อนท าการสงัเคราะหใ์หท้ าความสะอาดเครื่องแกว้, เทอร์โมมเิตอร์ และ magnetic bar 
ดว้ย ดว้ย aqua regia (HCl : HNO3  = 3:1) หลงัจากนัน้น าไปล้างด้วยน ้ากลัน่ และน าไปท าให้
แหง้ก่อนน าไปใชง้าน  
 
 ข ัน้ตอนการสงัเคราะหอ์นุภาคระดบันาโนเมตร เริม่จากปิเปตสารละลาย 1% hydrogen 
tetracholoaurate (III) trihydrate (HAuCl4.H2O) ปรมิาณ1มลิลลิติร กบัน ้า MilliQ ปรมิาณ34 
มลิลลิติรใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 150 มลิลลิติร และปิเปต 0.0202 มลิลโิมล trisodium citrate 
dehydrate (Na3C6H5O7.2H2O) 12 มลิลลิติร กบัน ้า MilliQ ปรมิาณ 3 มลิลลิติร ลงในขวดรูป
ชมพู่ขนาด 50 มลิลลิติร อกีขวดหนึ่ง ต้มสารละลายทัง้คู่บน hot plate stirrer โดยใช ้magnetic 
bar ช่วยกวนตลอดเวลา เมื่อถงึอุณหภูม ิ75 องศาเซลเซียส น าขวดที่มสีารละลาย trisodium 
citrate dihydrate  เทใส่ขวดที่ม ีhydrogen tetracholoaurate (III) trihydrate อย่างรวดเรว็ จน
เมื่ออุณหภูม ิ85 – 95 องศาเซลเซียสสขีองสารละลายจะเปลี่ยนจากสเีหลอืงอ่อนเป็นสนี ้าเงนิ
เขม้ (deep blue) จนกระทัง่สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสแีดง (wine red) ต้มต่ออกีประมาณ 2 
ชัว่โมงและทิง้ไวใ้หเ้ยน็ เกบ็อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีส่งัเคราะหไ์ดใ้นภาชนะป้องกนัแสง
ทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 
 
 

HAuCl4·3H2O + Sodium Citrate Dihydrate                         AuNPs 
 
 
 
 
 
รูปที ่2: แผนภาพแสดงการสงัเคราะห์อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรจากสารละลาย HAuCl4  
 และ Sodium citrate Dihydrate ดว้ยปฏกิริยิา Reduction ในอุณหภูมทิีเ่หมาะสม 
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กำรตรวจสอบคณุสมบติัของอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรท่ีสงัเครำะหไ์ด้  
 น าอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีไ่ดไ้ปตรวจสอบคุณสมบตัติามหวัขอ้ต่างๆดงันี้         
 1. Transmission electron microscope (TEM) ที ่100 กโิลโวลท์  
  1.1 เพื่อหาขนาดอนุภาค 
  1.2 ตรวจสอบรูปร่าง 
  1.3 ดูการกระจายตวัของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 
 2. UV-vis spectroscopy ที ่520 นาโนเมตร เพื่อตรวจสอบคุณสมบตักิารดูดกลนื
  แสง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3: แสดงเครื่อง UV/Vis Spectrophotometer  
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กำรเพำะเลี้ยงเซลลไ์ฟโบรบลำสต์ NIH-3T3  
 การเพาะเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 จะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชือ้ Dulbecco's 
Modified Eagle Medium (DMEM) ที่เตมิ NaHCO3 (3.7 กรมั), 10% fetal bovine serum และ 
1% antibiotic โดยเพาะเลีย้งในตูบ้่มทีม่อีุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส และ 5% CO2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที ่4:  แสดงอุปกรณ์และเครื่องทีใ่ชใ้นการเพาะเลีย้งเซลล ์

(a) ขวดเพาะเลีย้งเซลล ์
(b) อาหารเลีย้งเซลล:์ Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
(c) ตูป้ลอดเชือ้ส าหรบัเพาะเลีย้งเซลล์ 
(d) ตูบ้่มเชือ้ส าหรบัเพาะเลีย้งเซลล์ 
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กำรศึกษำรปูร่ำงลกัษณะของเซลล ์
 การศกึษารูปร่างลกัษณะของเซลล์นัน้จะศกึษาโดยการน าเซลล์ไปส่องดูด้วยกล้อง
จุลทรรศน์แบบใชแ้สงเพื่อเปรยีบเทยีบรูปร่างลกัษณะของเซลล์ปกต ิ(เซลล์ในกลุ่มควบคุม) กบั
เซลลท์ีไ่ดร้บัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร ซึ่งโดยปกตแิลว้เซลลไ์ฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 จะมี
รูปร่างเป็นทรงกระสวยยึดเกาะกบัพื้นผวิของขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ เมื่อมีความผดิปกตเิกิดขึ้น 
เซลล์จะมรีูปร่างเปลี่ยนแปลงไป เช่น มรีูปร่างลบีแบน หรอืเปลี่ยนเป็นทรงกลม และเมื่อเซลล์
เกดิการตายเซลลจ์ะหลุดจากพืน้ผวิของขวดเพาะเลีย้งเซลลแ์ละลอยอยู่ในอาหารเลีย้งเซลล์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่5: แสดงกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สงทีใ่ชใ่นการถ่ายภาพเซลล์ 
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กำรศึกษำควำมเป็นพิษต่อเซลล ์
 ศกึษาโดยใช ้PrestoBlue™ Reagent (Molecular Probes, Invitrogen) ซึ่งเป็นสารที่ใช้
วดัความสามารถในการมชีวีติและการเจรญิเตบิโตของเซลล์ ซึ่ง PrestoBlue™ Reagent เป็น
น ้ายาที่มีหลกัการดดัแปลงมาจากสารที่มีชื่อว่า Resazurin solution ซึ่งเป็นสารที่ใชใ้นการ
ตรวจวดัเอนไซม ์mitochondrial dehydrogenase ทีพ่บเฉพาะในเซลล์ที่มชีวีติ ในขณะที่เซลล์ที่
ตายแลว้ไม่สามารถทีจ่ะสรา้งเอนไซมน์ี้ออกมาได้ 
 
 หลกัการของ PrestoBlue™ Reagent คอื PrestoBlue™ Reagent เป็นสารที่มสีนี ้าเงนิ
เป็นสารตัง้ต้นของปฎิกริิยาและสามารถถูกรดีกัชัน่ด้วย Mitochondrial dehydrogenase ท าให้
ได้ผลติภณัฑ์ที่มสีชีมพู และน าไปวดัค่า excitation และ emission แสงฟลูออเรสเซนต์ที่ 560 
และ 590 ตามล าดบัด้วยเครื่อง Microplate reader จงึน าไปค านวนหาเพื่อหาค่าร้อยละการมี
ชวีติของเซลล ์(% Cell viability) 
 
 % Cell viability = Fluorescence treatment ×  100 
                             Fluorescence control 
 
 Fluorescence treatment   = ค่าการดูดกลนืแสงของหลุมทีไ่ดร้บัสาร  
 Fluorescence control      = ค่าการดูดกลนืแสงของหลุมทีไ่ดร้บัอาหารเลีย้งเซลล์ 
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รูปที ่6: แสดงเครื่อง Microplate reader ทีใ่ชใ้นการวดัค่าดูดกลนืแสงฟลูออเรนเซน้ต ์
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กำรศึกษำผลต่อกำรแบ่งตวัของเซลล ์
  ศกึษาโดยวธิีการ CFSE assay เป็นการศกึษาเพื่อติดตามการแบ่งตวัของเซลล ์
หลกัการ CFSE assay คอื เมื่อย้อมเซลล์ด้วยส ีCFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl 
ester) (Molecular Probes, Invitrogen, USA) ซึ่งเป็นสารที่ไม่มสี ีและ non-fluorescent เมื่อ 
CFSE ผ่านเขา้สู่เซลล์ หมู่ acetate จะถูกตดัด้วยเอนไซม์ Esterases ที่อยู่ภายในเซลล์ ได ้
Fluorescent carboxyfluorescein succinimidyl ester และหลงัจากนัน้ ที่หมู่ Succinimidyl 
ester ของสารจะจบักบั Intracellular amines เพื่อท าใหส้ ีFluorescent คงอยู่ในเซลล์ได้ดยีิง่ข ึน้ 
เมื่อเวลาผ่านไปเซลล์ที่มีการแบ่งตวัความเขม้ของส ีCFSE ภายในเซลล์กจ็ะลดลง ในขณะที่
เซลลท์ีต่ายหรอืไม่มกีารแบ่งตวันัน้จะมคีวามเข้มของส ีCFSE ในเซลล์เท่าเดมิ โดยจะตรวจวดั
ปรมิาณของสดีว้ยเครื่อง Flow cytometer  โดยขัน้แรกน าเซลลท์ีจ่ะน าไปใชใ้นการทดลองมาลา้ง
ดว้ย PBS 2 ครัง้ หลงัจากนัน้น าไปผสมกบั CFSE solution 3 ไมโครลติร เขย่าในที่มดื 4 นาท ี
หลงัจากนัน้ให้หยุดปฏกิริยิาด้วย FBS 100 ไมโครลติร ล้างด้วย PBS สองครัง้ จงึละลายกลบั
ดว้ย Working DMEM และใชเ้ซลลท์ีย่อ้มเสรจ็แลว้ไปใชท้ าการทดลองต่อไป โดยการวดัปรมิาณ
ความเขม้ของ CFSE ทีอ่ยู่ในเซลลโ์ดยใชเ้ครื่อง Flow cytometer จงึน าไปค านวนหาเพื่อหาค่า
รอ้ยละของการตดิส ีCFSE ภายในเซลลต์่อไป (% CFSE intensity) 
 
 % CFSE intensity  = Intensity treatment ×  100 
      Intensity control 
 
 Intensity treatment   = ค่าการดูดกลนืแสงของหลุมทีไ่ดร้บัสาร 
 Intensity control      = ค่าการดดูกลนืแสงของหลุมทีไ่ดร้บัอาหารเลีย้งเซลล์ 
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รูปที ่7: แสดงเครื่อง Flow cytometer ทีใ่ชใ้นการวดัหาความเขม้ของส ีCFSE ทีอ่ยู่ในเซลล ์ 
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กำรศึกษำเพ่ือดผูลต่อกำรเกิดของสำรอนุมูลอิสระของเซลล ์
 ศกึษาโดยวธิกีาร Reactive oxygen species (ROS) assay เป็นวธิตีรวจวดัปรมิาณ
ของ ROS ที่เกดิขึน้ โดยมหีลกัการคอื ย้อมเซลล์ด้วยสาร 2’, 7’-dichlofluorescein-diacetate 
(H2DCFDA)(Molecular Probes, Invitrogen, USA) ซึ่งเป็นสารที่ไม่มสี ีและ non-fluorescent 
เมื่อ H2DCFDA ผา่นเขา้สู่เซลลห์มู่ acetate จะถูกตดัดว้ยเอนไซม ์esterases ที่อยู่ภายในเซลล์
ได้สารประกอบ non-fluorescent 2’,7’-dichlorufluorescein (H2DCF) และจะถูกเปลี่ยน 2’,7’-
dichlofluorescein (DCF) ตามปรมิาณที่เกดิขึน้ภายในเซลล์ซึ่งจะน าไปวดัปรมิาณการเกดิที ่
520 นาโนเมตร ดว้ยเครื่อง Microplate reader ในการทดลองนัน้จะยอ้มเซลล์ด้วยส ีH2DCFDA 
(0.1 ไมโครโมล) 100 ไมโครลติร incubate 30 นาท ีลา้งดว้ย PBS 2 รอบ และใส่อนุภาคทองค า
ระดบันาโนที่ความเข้มข้นต่างๆลงไปเพื่อกระตุ้นการสร้างสารอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น โดยวดั
ปรมิาณสฟีลูออเรสซีนที่เกดิขึน้ด้วยเครื่อง Microplate reader ที่ 520 นาโนเมตร ทุก 10 นาท ี
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จงึน าไปค านวนหาเพื่อหาค่าร้อยละของการเกิดของอนุมูลอสิระของเซลล์
ต่อไป (% ROS Generation) 
 

 % ROS Generation = Fluorescence treatment ×  100 
             Fluorescence control 
 
 Fluorescence treatment   = ค่าการดูดกลนืแสงของหลุมทีไ่ดร้บัสาร  
 Fluorescence control      = ค่าการดูดกลนืแสงของหลุมทีไ่ด้รบัอาหารเลีย้งเซลล ์
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กำรศึกษำผลอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรแสดงออกของยีนคอลลำเจนด้วย 
วิธี Real time RT-PCR  
 
หลกักำรของreal time PCR SYBR  
แบ่งออกเป็น 4 ข ัน้ตอนดงัต่อไปนี้  
 

1. ขัน้ตอนการสกดั RNA 

 ดูดมเีดยีและสารทีใ่ชท้ดสอบออกจากเซลล ์เตมิสารละลาย TRIZOL 1 มลิลลิติร แลว้ดูด
ขึน้ลงหลายๆครัง้จนสารละลายเนื้อเดยีวกนั ตัง้ทิ้งไวท้ี่อุณหภูมิห้อง 5 นาท ีเตมิสารละลาย 
Chloroform 0.2 มลิลลิติร น าไปป ัน่ตกที ่12000 g  2-8 องศาเซลเซียส 15 นาท ีแยกส่วนใสไป
ไวใ้นหลอดใหม่แลว้เตมิสารละลาย Isopropyl alcohol 0.5 มลิลลิติร ตัง้ทิ้งไวท้ี่อุณหภูมหิ้อง 10 
นาท ีแลว้จงึน าไปป ัน่ตกที ่12000 g 2-8 องศาเซลเซยีส 10 นาท ีดูดสารละลายส่วนบนทิ้ง แล้ว
ลา้งตะกอน RNA ทีไ่ดด้ว้ยสารละลาย 75% ethanol 1 มลิลลิติร น าไป เขย่าและป ัน่ตกที่ 7500 
g 2-8 องศาเซลเซยีส 5 นาท ีจากนัน้ดูดสารละลายส่วนบนทิง้ และตัง้ตะกอน RNA ทิง้ไวใ้หแ้หง้ 
แล้วจงึละลายกลบัตะกอน RNA ด้วย DEPC water 15 ไมโครลติร และไปต้มที่ 55-60 องศา
เซลเซียส 10 นาที และสารละลาย RNA ที่ได้ไปวัดความเข้มข้นด้วย Nanodrop 
spectrophotometer ที ่260 และ 280 นาโนเมตร ซึ่งค่าความเขม้ขน้ของ RNA ที่ได้ควรมคี่าอยู่
ในชว่ง 1.8-2.0 จากนัน้จงึน าไปเกบ็ที ่-20 องศาเซลเซยีส 
 

2. การก าจดั DNA ปนเป้ือน 

 น า RNA ที่มีความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรมัต่อไมโครลติร มา 1 ไมโครลิตร เตมิ 10X 
Reaction buffer (with MgCl2)  1 ไมโครลติร, DEPC water 7 ไมโครลติร, DNaseI 10
ไมโครกรมัต่อไมโครลติร 1 ไมโครลติร น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 1 ชัว่โมง เตมิ 25 
mM EDTA 1 ไมโครลติร น าไปบ่มที่ 65 องศาเซลเซียส 10 นาท ีเมื่อผ่านการท าลาย DNase 
แลว้จงึน า RNA ทีไ่ดไ้ปใชใ้นการสงัเคราะห์ cDNA 
 
 
 
 
 
 



 
 

25 

3. ขัน้ตอนการสงัเคราะห ์cDNA 

 การสงัเคราะห ์cDNA ไดใ้ชช้ดุน ้ายา ImProm-II™Reverse Transcription System 
(Promega,USA) ซึ่งแบ่งออกเป็นสองขัน้ตอนคอื  
ข ัน้แรก ใส่ RNA 1 ไมโครลติร , DEPC water 3 ไมโครลติร และ oligo(d)T 1 ไมโครลติร ไป
รวมกนัและน าไป incubate ที ่70 องศาเซลเซยีส 5 นาทแีละหลงัจากนัน้น าไปแช่ในน ้าแขง็เป็น
เวลา 5 นาท ีจงึน าไปป ัน่ตกดว้ย Microcentrifuge เป็นเวลา 10 นาท ี 
ข ัน้ตอนที่สอง ใส่ ImProm-II™ 5X Reaction Buffer 4.0ไมโครลติร, MgCl2 4.0 ไมโครลติร, 
PCR Nucleotide Mix 1.0ไมโครลติร, Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 0.5
ไมโครลติร, ImProm-II™ ReverseTranscriptase1.0ไมโครลติร, Nuclease-Free Water 4.5
ไมโครลติร รวมกบัสารละลายในขัน้แรกและน าไปบ่มที่ 25 องศาเซลเซียส 5 นาท ี42องศา
เซลเซยีส 60 นาท ีและ 70 องศาเซลเซยีส 15 นาท ี 
 

4. ขัน้ตอนการท า Real-time RT-PCR 

 ส าหรบัข ัน้ตอนการท า Real time RT_PCR ได้ใช้ชุดน ้ายา EXPRESS SYBR® 
GreenER™ qPCR SuperMixes and Two-Step qRT-PCR Kits (Invitrogen, USA) โดยน า 
cDNA ทีส่งัเคราะหไ์ด้ 1 ไมโครลติร ผสมกบัEXPRESS SYBR GreenER™ qPCR SuperMix 
Universal 10 ไมโครลติร, 10 µM Forward Primer 0.4 ไมโครลติร, 10 µM Reverse Primer 
0.4 ไมโครลติร, ROX Reference Dye (25 µM) 0.4 ไมโครลติร  และปรบัระดบัด้วย Ultrapure 
water จนมปีรมิาตร 20 ไมโครลติร  
 
 หลงัจากนัน้จงึน าไป amplify ตามสภาวะต่อไปนี้ โดยใช ้Fast cycling program ของ
เครื่อง StepOne Plus™ (Applied Biosystems, USA) เริม่จาก Pre-denature ที่ 95 องศา
เซลเซยีส 20 วนิาท ีหลงัจากนัน้ท า 40 cycles ที ่95 องศาเซลเซยีส 1 วนิาท ี60 องศาเซลเซยีส 
20 วนิาท ีและตรวจวดัการเรอืงแสงของ SYBR ขณะทีอุ่ณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส 
 
 โดยหลกัการท างาน ของ SYBR คอื SYBR จะเป็นสฟูีออเรสเซนตซ์ึ่งสามารถเขา้ไปจบั
กบั Minor-groove ของ Double-stranded DNA ได้ เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสงอลัตร้าไวโอเลต็จะ
ท าให้เกดิการเรอืงแสงขึน้ เมื่อถึงช่วง Denature ดเีอน็เอจะหลุดออกเป็นเป็นสายเดี่ยวท าให ้
SYBR หลุดออกจงึท าให้การเปล่งแสงลดลง ดงันัน้เมอืงมกีารเพิม่ของจ านวนสายดเีอน็เอใน
ปฏกิริยิา PCR จงึจะท าให้ SYBR มกีารเปล่งแสงเพิม่ขึน้และสามารถน ามาค านวณหาจ านวน
ของ PCR product ได้ ซึ่งในการทดลองนี้เราได้ค านวนเปรยีบเทยีบปรมิาณ PCR product ที่
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เกดิขึน้ของกลุ่มทดลองทีใ่ส่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรและกลุ่มซึ่งไม่ใส่อนุภาคทองค าระดบั
นาโนเมตรโดยใชว้ธิ ีRelative quantitative (RQ)  
 
 ซึ่งการค านวนหาคา่ RQ จะค านวนจากค่า Cycle threshold (Ct) ซึ่งเป็นค่าของจ านวน
รอบของ PCR ทีส่ามารถเริม่จบัสญัญาณฟลูเรสเซนตข์อง SYBR ได ้โดยสามารถค านวนเพือ่
หาค่า RQ ไดต้ามสมการดงัต่อไปนี้  
∆ Ct calibrator =  Ct (Negative control) – Ct (Endogenous controlของ Negative  
   control)     
∆ Ct sample = Ct(Sample) – Ct (Endogenous control ของ Sample)      
∆∆ Ct  =  ∆ Ct sample - ∆ Ct calibrator 
RQ  =  2-∆∆ Ct   
ซึ่งในทีน่ี้เครื่อง StepOne Plus™ ทีใ่ชใ้นการทดลองจะค านวณค่า RQ ออกมาใหเ้รยีบรอ้ยแลว้  
  
 การหาวา่การแสดงออกของยนีเมื่อเทยีบกบักลุม่ Negative control วา่มกีารแสดงออก
มากขึน้หรอืน้อยลงเป็นกีเ่ท่านัน้ สามารถค านวนไดจ้าก สมการดงัต่อไปนี้ 
Fold change  = Log10(RQ) 
 
 การออกแบบไพร์เมอร์ที่ใช้ในการทดลองในครัง้นี้ ใช้ฐานข้อมูล mRNA ของ Mus 
musculus จากhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov โดยมขีอ้มูลดงัตารางที ่3  
 
ตารางที ่3 : แสดงไพรเ์มอรท์ีใ่ชใ้นการท า Real-time PCR 

 

Gene primer sequences Gene databases  

GAPDH- FWD 
GAPDH- REV 

5' TCC AGG AGC GAG ACC CCA CT 3' 
5' ACC CGT TTG GCT CCA CCC TT 3' 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_008084.2 

Col1a1- FWD 
Col1a1- REV 

5' CCC TGG TCC TCG AGG TCG CA3' 
5'TTC TTG CGG CTG CCT TCG GG 3' 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007742.3 

Col1a2- FWD 
Col1a2- RED 

5' CTC ATA CAG CCG CGC CCA GG  3' 
5' GGT GAT GTT CTG TGA AGC ACG GTT G 3' 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007743.2 

Col3a1- FWD 
Col3a1- REV 

5' CCT GCA GGA CCC ACT GGC AGT T 3' 
5' GGT TGC CAG GAG AAC CAC TGT TGC 3' 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_009930.2 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_008084.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007742.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007743.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_009930.2
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รูปที ่8:  แสดงเครื่อง StepOnePlus™ ทีใ่ชใ้นการท า Real-time PCR 
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ล ำดบัขัน้ตอนกำรวิจยั 
1. ส าหรบัการทดลองเพื่อดูผลความเป็นพษิต่อเซลล์ 

 เลีย้งเซลลจ์ านวน 104 เซลล ์ในอาหารปรมิาตร 45 ไมโครลติรต่อหนึ่งหลุม ในจาน
เพาะเลีย้งเซลลข์นาด 96 หลุม (96-well plate) จากนัน้บ่มในตูบ้่มทีม่อีุณหภูม ิ37 องศา
เซลเซยีส และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 

2. ส าหรบัการทดลองเพื่อดูผลตอ่การเกดิของสารอนุมูลอสิระของเซลล์ 

 เลีย้งเซลลจ์ านวน 5x 104 เซลล ์ในอาหารปรมิาตร 100 ไมโครลติรตอ่หนึ่งหลุม ในจาน
เพาะเลีย้งเซลลข์นาด 96 หลุม (96-well plate) จากนัน้บ่มในตูบ้่มทีม่อีุณหภูม ิ37 องศา
เซลเซยีส และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 

3. ส าหรบัการทดลองเพื่อดูผลตอ่การแบ่งตวัของเซลล ์ผลต่อการแสดงออกของยนีคอลลา

เจน และการศกึษารูปร่างลกัษณะของเซลล ์

 เลีย้งเซลลจ์ านวน 5X 105 เซลล ์ในอาหารปรมิาตร 500 ไมโครลติรต่อหนึ่งหลุม ในจาน
เพาะเลีย้งเซลลข์นาด 24 หลุม (24-well plate) จากนัน้บ่มในตูบ้่มทีม่อีุณหภูม ิ37 องศา
เซลเซยีส และ 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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แบ่งชดุการทดลองเป็น 4 กลุ่ม  
1.  กลุ่มควบคุมผลลบ คอืกลุ่มเซลลท์ีไ่ดร้บัอาหารเลีย้งเซลลต์ามปกต ิ 
2.  กลุ่มควบคุมผลบวก คอืกลุ่มเซลลท์ีไ่ดร้บัสาร DMSO เพื่อท าใหเ้ซลลเ์กดิความ 
 ผดิปกตสิ าหรบัการทดลองเพื่อดูความเป็นพษิต่อเซลลแ์ละการแบ่งตวัของเซลล์ 
 และ Calcium oxalate ความเขม้ขน้ 1 กรมัต่อลติร ส าหรบัการทดลองเพื่อดูการเกดิ
 อนุมูลอสิระของเซลล ์
3. กลุ่มควมคุมสารทีใ่ชใ้นการสงัเคราะหอ์นุภาคทองค าระดบันาโนเมตร  
4. กลุ่มเซลล์ที่ได้ร ับอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่ความเข้มข้น 3.125, 6.25, 
 12.5, 25, 50 และ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร  
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รูปที ่9: แสดงเซลลใ์นจานเพาะเลีย้งเซลลข์นาด 96 หลุม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่10: แสดงเซลลใ์นจานเพาะเลีย้งเซลลข์นาด 24 หลุม 
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 บ่มเลี้ยงเซลล์กับอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลานาน 24 และ48 ชัว่โมง 
จากนัน้ท าการศกึษาการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม โดยศกึษาการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใชแ้สง ศกึษาความเป็นพษิต่อเซลล์
ด้วย PrestoBlue™ Reagent ศกึษาต่อการเกดิของสารอนุมูลอสิระของเซลล์ด้วย DCFH-DA  
ศกึษาส ารบัการทดลองเพื่อดูผลต่อการแบ่งตวัของเซลล์ด้วย CFSE  และ ผลต่อการแสดงออก
ของยนีคอลลาเจนดว้ย Real-time PCR โดยขึน้ตอนทีแ่สดงในขึน้ตอนขา้งต้น ดงัแสดงใน รูปที ่
10 
 

 
 
รูปที1่1 : แสดงขัน้ตอนการศกึษาผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรตอ่การเปลีย่นแปลงของ
 เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์NIH-3T3 
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กำรวิเครำะหข้์อมูล  
วเิคราะห์ข้อมูลเป็นค่า Mean±SD โดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนเมื่อมีการวดัซ ้า : 
Repeated Measured ANOVA เพื่อเปรยีบเทยีบระหว่างกลุ่มที่ทดลองกบักลุ่มควบคุม โดยใช้
โปรแกรม GraphPad Prism5 เวอรช์ ัน่ 5.0.1 โดยความแตกต่างจะมนีัยส าคญัทางสถติเิมื่อมคี่า 
p-value  0.05 
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บทท่ี  4 

ผลกำรวิเครำะหข้์อมูล 
 

1. กำรสงัเครำะหอ์นุภำคทองค ำระดบันำโนเมตร 

 อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ถูกสงัเคราะห์นัน้จะถูกน าไปตรวจสอบคุณสมบตัเิช่น 
ขนาด รูปร่าง การกระจายตวั และคุณสมบตักิารดูดกลนืแสงดว้ยเครื่อง Transmission Electron 
Microscopy (TEM) และ UV-Vis Spectrophotometer พบว่าอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรมี
รูปร่างเป็นทรงกลม อยู่กระจายตวักนั โดยมขีนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางเฉลีย่อยู่ที ่15-20 นาโนเมตร 
และมคี่าการดูดกลนืแสงอยู่ที่ 520.5 นาโนเมตรซึ่งค่านี้มคีวามสมัพนัธ์กบัสีแดงของอนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรที่เราสามารถมองเหน็ได้ด้วยตาเปล่า ซึ่งถ้าอนุภาคทองค าระดบันาโน
เมตรมกีารเปลีย่นแปลงคุณสมบตั ิเชน่ เกดิการรวมกลุ่มกนัของอนุภาคจะท าใหส้ขีองสารละลาย
เปลี่ยนไป คอืเปลี่ยนจากสแีดงไปเป็นสมี่วง ซึ่งกจ็ะสมัพนัธ์กบัค่าการดูดกลนืแสงที่ลดลงด้วย
เชน่กนั ดงัแสดงในรูปที ่12 
 
 นอกจากนี้การสงัเคราะหอ์นุภาคทองค าระดบันาโนเมตรแต่ละครัง้ตอ้งมกีารน าไป
ตรวจสอบคุณสมบตักิอ่นน ามาใชเ้สมอ ซึ่งผลทีไ่ดพ้บวา่คุณสมบตัขิองอนุภาคทองค าระดบันาโน
เมตรทีท่ าการสงัเคราะหใ์นแต่ละครัง้มคี่าเหมอืน หรอืใกลเ้คยีงกนัทุกครัง้ ซึ่งแสดงถงึวา่อนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรทีส่งัเคราะหข์ึน้มาใชใ้นแต่ละการทดลองนัน้มคีุณสมบตัทิีไ่ม่แตกตา่งกนั 
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รูปที ่12: แสดงคุณสมบตัขิองอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีส่งัเคราะหไ์ด ้
  (a) อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเมือ่มองดว้ยตาเปล่า 
  (b) ผลจากการทดสอบอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทางกลอ้งจุลทรรศน์
   อเิลก็ตรอน 
  (c) ผลของการวดัค่าการดดูกลนืแสงของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่
   ความยาวคลื่น 520.5 นาโนเมตร 
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2. ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรเปล่ียนแปลงรปูร่ำง 
 ลกัษณะของเซลล ์  

ในการศกึษาไดถ้่ายภาพการเปลีย่นแปลงรูปร่างลกัษณะของเซลลห์ลงัจากไดร้บัอนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตร (treated cells) ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Light microscope) 
เปรยีบเทยีบกบัเซลล์ที่ไม่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร (Negative control group) ที่
เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ซึ่งจะมคี่ารอ้ยละการอยู่รอดของเซลลเ์ท่ากบั 100  
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2.1  ผลจำกอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อรปูร่ำงของเซลลท่ี์ 24 ชัว่โมง 
 การศกึษาเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์ NIH-3T3 ทีไ่ดร้บัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีค่วาม
เขม้ขน้ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติรเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
พบวา่ทีอ่นุภาคทองค าระดบันาโนเมตรความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรมรีูปร่างของ
เซลลเ์ป็นรูปกระสวย แต่กม็ลีกัษณะทีไ่มส่มบูรณ์คอื มขีนาดเลก็ และลบีแบน เมื่อเทยีบกบักลุ่ม
ควบคุม ส่วนส าหรบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีค่วามเขม้ขน้อืน่ๆนัน้ ไม่มคีวาม
เปลีย่นแปลงใดๆ เกดิขึน้ 
 

 
 
รูปที ่13: แสดงรูปร่างลกัษณะของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 หลงัจากได้รบัอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรทีค่วามเขม้ขน้ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 

Negative control Positive control Stabilizer control 

AuNPs 100 ug/mL AuNPs 50 ug/mL AuNPs 25 ug/mL 

AuNPs 12.5 
ug/mL 

AuNPs 6.25 
ug/mL 

AuNPs 3.125 
ug/mL 
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 2.2 ผลจำกอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อรปูร่ำงของเซลลท่ี์ 48 ชัว่โมง 
 การศกึษาเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์NIH-3T3 ทีไ่ดร้บัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ความ
เขม้ขน้ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
พบว่าที่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรมรีูปร่างของ
เซลลเ์ป็นรูปกระสวย แต่กม็ลีกัษณะทีไ่ม่สมบูรณ์คอื มขีนาดเลก็ และลบีแบน เมื่อเทยีบกบักลุ่ม
ควบคุมส่วนส าหรับอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่ความเข้มข้นอื่นๆนั ้นไม่มีความ
เปลีย่นแปลงเกดิขึน้ 
 

 
 
รูปที ่14: แสดงรูปร่างลกัษณะของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 หลงัจากได้รบัอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรทีค่วามเขม้ขน้ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 

Negative control Positive control Stabilizer control 

AuNPs 100 ug/mL AuNPs 50 ug/mL AuNPs 25 ug/mL 

AuNPs 12.5 
ug/mL 

AuNPs 6.25 
ug/mL 

AuNPs 3.125 
ug/mL 
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3. ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรมีชีวิตของเซลล ์ 
 ในการศกึษาไดท้ดสอบความเป็นพษิของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อเซลล์ด้วย
น ้ ายา PrestoBlue™ แล้วน ามาค านวณหาร้อยละความอยู่รอดของเซลล์ โดยจะน ามา
เปรยีบเทยีบกบัเซลล์ที่ไม่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร (Negative control group) ที่
เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ซึ่งเซลล์ที่ไม่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรจะมรี้อยละการอยู่
รอดของเซลลเ์ท่ากบั 100 
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 3.1 ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรมีชีวิตของเซลลท่ี์ 24 
  ชัว่โมง 
 ผลการศกึษาความเป็นพษิต่อเซลล์เมื่อบ่มเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ด้วยอนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมพบว่าที่ความ
เขม้ขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรมคี่าร้อยละของการมี
ชวีติของเซลลล์ดลงจาก 100.0 ± 0 เป็น 30.16 ± 7.81 อย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ(p< 0.05) แต่
ในทางตรงขา้มทีค่วามเขม้ขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที ่3.125 และ 6.25 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติร พบว่ามคี่าร้อยละความอยู่รอดของเซลล์เพิม่ขึน้เป็น 125.5 ±24.9 และ 122.0 ± 
19.46 อย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ(p< 0.05) ตามล าดบั ซึ่งสอดคลอ้งกบักบัผลจากการศกึษาการ
เปลีย่นแปลงของรูปร่างลกัษณะของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ
ใชแ้สง ที่พบว่าเมื่อบ่มเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่
ความเขม้ขน้สูงขึน้จะท าใหจ้ านวนเซลลม์ชีวีติมแีนวโน้มลดลง  
 

 
 

รูปที่ 15: แสดงร้อยละความอยู่รอดของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 หลงัจากได้รบัอนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรที ่24 ชัว่โมง ใชค้วามเขม้ขน้ที่ทดสอบ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ
100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
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3.2 ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรมีชีวิตของเซลล์ท่ี 48
ชัว่โมง 

 ผลการศกึษาการความเป็นพิษต่อเซลล์เมื่อบ่มเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ด้วย
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 48 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมพบว่าที่
ความเขม้ขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 50 และ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรมคี่าร้อย
ละความอยู่รอดของเซลล์ลดลงจาก 100.0 ± 0 เป็น 48.15 ± 32.91 และ 10.75 ± 2.6 อย่างมี
นัยส าคญัทางสถติ ิ(p< 0.05) ตามล าดบั แต่ในทางตรงขา้มที่ความเขม้ขน้ของอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรที ่3.125, 6.25, 12.5 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร พบวา่มคี่ารอ้ยละความอยู่รอดของ
เซลลเ์พิม่ขึน้เป็น 151.0±28.76, 143.39 ±20.22 และ 139.76 ± 21.8 อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ
(p< 0.05) ตามล าดบั ซึ่งสอดคลอ้งกบักบัผลจากการศกึษาการเปลี่ยนแปลงของรูปร่างลกัษณะ
ของเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์NIH-3T3 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง ที่พบว่าเมื่อบ่มเลี้ยงเซลล์
ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ความเขม้ขน้สูงขึน้จะท าให้จ านวน
เซลลม์ชีวีติมแีนวโน้มลดลง 
 

 
รูปที1่6: แสดงรอ้ยละความอยู่รอดของเซลลไ์พรบลาสต์ NIH-3T3 หลงัจากได้รบัอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรที่ 48 ชัว่โมง ใชค้วามเขม้ขน้ที่ทดสอบ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ100 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
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4. ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรแบ่งตวัของเซลล ์ 

 ในการศกึษาไดท้ดสอบผลต่อการแบ่งตวัของเซลล์เมื่อได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโน
เมตร ดว้ยวธิ ีCFSE แลว้น ามาค านวณหารอ้ยละการตดิสขีอง CFSE ภายในเซลล ์โดยจะน ามา
เปรยีบเทยีบกบัเซลล์ที่ไม่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร (Negative control group) ที่
เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ซึ่งเซลลก์ลุ่มทีไ่ม่ไดร้บัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรจะมรี้อยละการ
ตดิส ีCFSE ภายในเซลลเ์ท่ากบั 100 
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 4.1 ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรแบ่งตวัของเซลลท่ี์ 
  24 ชัว่โมง 
 ผลการศกึษาการแบ่งตวัของเซลล์เมื่อบ่มเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ด้วยอนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมพบว่าที่ความ
เขม้ขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 25, 50 และ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรมคี่าร้อยละ
ของการตดิส ีCFSE ภายในเซลลม์ากกวา่กลุ่มควบคุมซึ่งมคี่าการตดิส ีCFSE รอ้ยละ 100.0 ± 0 
เป็น 132.41 ± 15.71, 140.45±18.53 และ 165.03 ± 16.43อย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ(p< 0.05) 
ตามล าดับ และที่ความเข้มข้นอื่นๆ ไม่พบนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับกับผลจาก
การศกึษาการเปลี่ยนแปลงของรูปร่างลกัษณะของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใชแ้สง ทีพ่บวา่เมื่อบ่มเลีย้ง NIH-3T3 fibroblast อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร
ทีค่วามเขม้ขน้สูงขึน้จะท าใหม้กีารแบ่งตวัของเซลลล์ดลง 
 

 
รูปที ่17: แสดงผลการศกึษาการแบ่งตวัของเซลลโ์ดยดูจากรอ้ยละการตดิส ีCFSE ภายในเซลล์
ไฟโบรบลาสต ์NIH-3T3 หลงัจากทีไ่ด้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ 24 ชัว่โมง ใชค้วาม
เขม้ขน้ทีท่ดสอบ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 



 
 

43 

4.2 ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรแบ่งตวัของเซลล์ท่ี 
 48 ชัว่โมง 

 ผลการศกึษาการแบ่งตวัของเซลล์เมื่อบ่มเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ด้วยอนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 48 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมพบว่าที่ความ
เขม้ขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 50 และ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรมคี่าร้อยละของ
การตดิส ีCFSE ภายในเซลล์มากกว่ากลุ่มควบคุมซึ่งมคี่าการตดิส ีCFSE ร้อยละ 100.0 ± 0 
เป็น 329.1 ± 265.85 และ 526.91 ± 283.12 อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p< 0.05) ตามล าดบั 
และที่ความเข้มขน้อื่นๆ ไม่พบนัยส าคญัทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกบักบัผลจากการศกึษาการ
เปลีย่นแปลงของรูปร่างลกัษณะของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ
ใชแ้สง ที่พบว่าเมื่อบ่มเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3  อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่
ความเขม้ขน้สูงขึน้จะท าใหม้กีารแบ่งตวัของเซลลล์ดลง 
 

 
 

รูปที ่18: แสดงผลการศกึษาการแบ่งตวัของเซลลโ์ดยดูจากรอ้ยละการตดิส ีCFSE ภายในเซลล ์
ไฟโบรบลาสต ์NIH-3T3 หลงัจากทีไ่ด้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ 48 ชัว่โมง ใชค้วาม
เขม้ขน้ทีท่ดสอบ 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
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5. ผลกำรศึกษำผลของอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรเกิดอนุมูลอิสระของ

 เซลล ์

 ในการศกึษาผลต่อการเกิดอนุมูลอิสระของเซลล์เมื่อได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโน
เมตรต่อ ด้วยวธิ ีDCFH-DH แล้วน ามาค านวณหาร้อยละการการเกดิอนุมูลอสิระภายในเซลล ์
โดยจะน ามาเปรยีบเทยีบกบัเซลล์ที่ไม่ได้รบัอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร (Negative control 
group) ทีเ่วลา 1 ชัว่โมงซึ่งเซลลก์ลุ่มทีไ่ม่ไดร้บัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรจะมคี่ารอ้ยละการ
เกดิอนุมูสระภายในเซลลเ์ท่ากบั 100 
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 5.1 ผลกำรศึกษำผลของอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรเกิดอนุมูล
  อิสระของเซลลท่ี์ 1 ชัว่โมง 
 ผลการศกึษาการเกดิอนุมูลอสิระของเซลล์เมื่อบ่มเซลล์ไฟโปรบลาสต์ NIH-3T3 ด้วย
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 1 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทียบกบักลุ่มควบคุมพบว่าที่
ความเขม้ขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรมคี่ารอ้ยละการเกดิ
อนุมูลอสิระของเซลล์มากกว่ากลุ่มควบคุมซึ่งมกีารเกดิอนุมูลอสิระ ร้อยละ 100.6 ± 3.31 เป็น 
133.5 ± 25.88 อย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ(p< 0.05) ตามล าดบั และที่ความเขม้ขน้อื่นๆ ไม่พบ
นยัส าคญัทางสถติ ิซึ่งสอดคลอ้งกบักบัผลจากการศกึษาการเปลีย่นแปลงของรูปร่างลกัษณะของ
เซลลเ์ซลลไ์ฟโปรบลาสต ์NIH-3T3 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง ทีพ่บวา่เมื่อบ่มเลีย้งเซลล์
ไฟโปรบลาสต ์NIH-3T3 อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีค่วามเขม้ขน้สูงขึน้จะท าให้เกดิอนุมูล
อสิระของเซลลเ์พิม่มากขึน้ 
 

 
 

รูปที ่19: แสดงผลการศกึษาการเกดิอนุมูลอสิระของเซลลไ์ฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 หลงัจากที่
ไดร้บัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที ่1 ชัว่โมง ใชค้วามเขม้ขน้ทีท่ดสอบ 3.125, 6.25, 12.5, 
25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
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6. ผลศึกษำผลอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรแสดงออกของยีนคอลลำเจน

 ด้วยวิธี Real time RT- PCR  

 ในการศกึษาไดท้ดสอบเพื่อดูการแสดงออกของยนีคอลลาเจน ชนิด Collagen 1 alpha 
1 (Col1a1), Collagen 1 alpha 2 (Col1a2) และ Collagen 3 alpha 1 (Col3a1) โดยใชย้นี 
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GADPH) ซึ่งเป็นกลุ่มควบคุมภายใน ด้วยวธิ ี
Real time RT-PCR โดยจะน าเซลลก์ลุ่มทีไ่ดร้บัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรมาเปรยีบเทยีบ
กบัเซลล์กลุ่มที่ไม่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร (Negative control group) ที่เวลา 24 
และ 48 ชัว่โมง ซี่งเซลล์กลุ่มที่ไม่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรจะมีค่า  Relative 
quantitative (RQ) เท่ากบั 1  
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 6.1 ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรแสดงออกของยีน
  คอลลำเจน ชนิด  Col1a1 ท่ี 24 ชัว่โมง  
 ผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col1a1 เมื่อบ่มเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ด้วย
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมพบว่าที่
ความเข้มขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรทุกตวัมคี่า Relative quantitative (RQ) เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุมซึ่งมี
การแสดงออกเท่ากับ 1±0 เป็น 1.199±0.55, 1.18±0.42, 1.133±0.26, 1.129±0.29, 
0.941±0.26 และ 0.46 ± 0.17 หรอืเปลี่ยนแปลงคดิเป็น 0.08, 0.07, 0.05, 0.05, -0.03 และ -
0.33 เท่าเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมตามล าดบั  พบว่าเมื่อบ่มอนุภาคทองค าระดบันาโน
เมตรกบัเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์NIH-3T3 ทีค่วามเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรที่ 24 ชัว่โมง
ท าใหม้กีารแสดงออกของยนี Col1a1 ลดลง   
 

 
 

รูปที่ 20: แสดงผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col1a1 ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3  
หลงัจากที่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ 24 ชัว่โมง ใชค้วามเขม้ขน้ที่ทดสอบ 3.125, 
6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
 
 
 
 



 
 

48 

 6.2 ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรแสดงออกของยีน
  คอลลำเจน ชนิด Col1a1 ท่ี 48 ชัว่โมง  
 ผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col1a1 เมื่อบ่มเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ด้วย
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 48 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมพบว่าที่
ความเข้มขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรทุกตวัมคี่า Relative quantitative (RQ) ต ่ากว่ากลุ่มควบคุมซึ่งมกีาร
แสดงออกเท่ากบั 1±0 เป็น 0.035±0.02, 0.134±0.06, 0.073±0.04, 0.028±0.01, 0.025±0.02 
และ 0.017±0  หรอืเปลี่ยนแปลงคดิเป็น -1.45, -0.87, -1.14, -1.55, -1.59 และ -1.78 เท่าของ
กลุ่มควบคุมตามล าดบั พบว่าอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเมื่อบ่มกบัเซลล์ไฟโบรบลาสต ์
NIH-3T3 เป็นเวลา 48 ชัว่โมงท าใหม้กีารแสดงออกของยนี Col1a1 ลดลง 
 

 
 

รูปที่ 21: แสดงผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col1a1 ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 
หลงัจากที่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ 48 ชัว่โมง ใชค้วามเขม้ขน้ที่ทดสอบ 3.125, 
6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
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ตารางที ่4: สรุปการแสดงออกของยนี Col1a1 ในเซลล ์NIH-3T3 fibroblast ทีไ่ดร้บัอนุภาค
ทองค าระดบันาเมตรทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆกนั ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง 
 Expression at 24 hrs Expression at 48 hrs 

Groups Gene RQ* SD* Log10*** RQ* SD* Log10*** 

Positive 
Control 

Col1a1 
0.511 0.29 -0.29 0.829 0.12 -0.08 

AuNPs 100 
ug/mL 

0.468 0.17 -0.33 0.017 0 -1.78 

AuNPs 50 
ug/mL 

0.941 0.26 -0.03 0.026 0.02 -1.59 

AuNPs 25 
ug/mL 

1.129 0.29 0.05 0.028 0.01 -1.55 

AuNPs 12.5 
ug/mL 

1.133 0.26 0.05 0.073 0.04 -1.14 

AuNPs 6.25 
ug/mL  

1.180 0.42 0.07 0.134 0.06 -0.87 

AuNPs 
3.125 ug/mL 

1.199 0.55 0.08 0.035 0.02 -1.45 

* RQ = Relative quantitative; ** SD =Standard deviation; *** log10 = log10RQ = Fold change 
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 6.3 ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรแสดงออกของ  
  ยีนคอลลำเจนชนิด Col1a2 ท่ี 24 ชัว่โมง  
 ผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col1a2 เมื่อบ่มเซลลไ์ฟโบรบลาสต์ NIH-3T3  ด้วย
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมพบว่าที่
ความเข้มขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรทุกตวัมคี่า Relative quantitative (RQ) ต ่ากว่ากลุ่มควบคุมซึ่งมกีาร
แสดงออกเท่ากบั 1±0 เป็น 0.725±0.25, 0.635±0.15, 0.659±0.22, 0.630±0.19, 0.562±0.17 
และ 0.372±0.09  หรอืเปลี่ยนแปลงคดิเป็น -0.14, -0.2, -0.18, -0.2, -0.25 และ -0.43 เท่าเมื่อ
เทยีบกบักลุ่มควบคุมตามล าดบั พบวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเมื่อบ่มกบัเซลล์ไฟโบรบ
ลาสต ์NIH-3T3 เป็นเวลา 24 ชัว่โมงท าใหม้กีารแสดงออกของยนี Col1a2 ลดลง 
 

 
 

รูปที่ 22: แสดงผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col1a2 ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 
หลงัจากที่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ 24 ชัว่โมง ใชค้วามเขม้ขน้ที่ทดสอบ 3.125, 
6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
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 6.4 ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรแสดงออกของยีน
  คอลลำเจนชนิด Col1a2 ท่ี 48 ชัว่โมง  
 ผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col1a2 เมื่อบ่มเซลลไ์ฟโบรบลาสต์ NIH-3T3  ด้วย
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 48 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมพบว่าที่
ความเข้มขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรทุกตวัมคี่า Relative quantitative (RQ) ต ่ากว่ากลุ่มควบคุมซึ่งมกีาร
แสดงออกเท่ากบั 1±0 เป็น 0.375±0.09, 0.328±0.09, 0.297±0.06, 0.216±0.06, 0.174±0.06
และ 0.149±0.14  หรอืเปลี่ยนแปลงคดิเป็น -0.43, -0.48, -0.53, -0.67, -0.76 และ -0.83 เท่า
เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุมตามล าดบั พบวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเมื่อบ่มกบัเซลล์ไฟโบ
รบลาสต ์NIH-3T3 เป็นเวลา 48 ชัว่โมงท าใหม้กีารแสดงออกของยนี Col1a2 ลดลง 
 

 
 

รูปที่ 23: แสดงผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col1a2 ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3  
หลงัจากที่ได้รบัอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่ 48 ชัว่โมง ใชค้วามเขม้ขน้ที่ทดสอบ 3.125, 
6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
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ตารางที ่5: สรุปการแสดงออกของยนี Col1a2 ในเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์NIH-3T3 ทีไ่ดร้บัอนุภาค
ทองค าระดบันาเมตรทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆกนั ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง 
 Expression at 24 hrs Expression at 48 hrs 

Groups Gene RQ* SD* Log10*** RQ* SD* Log10*** 

Positive 
Control 

Col1a2 
0.488 0.33 -0.31 0.631 0.38 -0.20 

AuNPs 100 
ug/mL 

0.372 0.09 -0.43 0.149 0.14 -0.83 

AuNPs 50 
ug/mL 

0.562 0.17 -0.25 0.174 0.06 -0.76 

AuNPs 25 
ug/mL 

0.630 0.19 -0.20 0.216 0.06 -0.67 

AuNPs 12.5 
ug/mL 

0.659 0.22 -0.18 0.297 0.10 -0.53 

AuNPs 6.25 
ug/mL  

0.635 0.15 -0.20 0.328 0.09 -0.48 

AuNPs 
3.125 ug/mL 

0.725 0.25 -0.14 0.375 0.09 -0.43 

* RQ = Relative quantitative; ** SD =Standard deviation; *** log10 = log10RQ = Fold change 
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 6.5 ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรแสดงออกของยีน
  คอลลำเจนชนิด Col3a1 ท่ี 24 ชัว่โมง  
 ผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col3a1 เมื่อบ่มเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ด้วย
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมพบว่าที่
ความเข้มขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรทุกตวัมคี่า Relative quantitative (RQ) ต ่ากว่ากลุ่มควบคุมซึ่งมกีาร
แสดงออกเท่ากบั 1±0 เป็น 1.063±1.45, 0.809±0.83, 0.683±0.58, 0.494±0.42, 0.156±0.2
และ 0.15±0.15  หรอืเปลี่ยนแปลงคดิเป็น 0.03, -0.09, -0.17, -0.31, -0.81 และ -0.82 เท่าเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมตามล าดบั  พบว่าเมื่อบ่มอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรกบัเซลล์
ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ที่ความเขม้ขน้ 12.5, 25, 50 และ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรที่ 24 
ชัว่โมงท าใหม้กีารแสดงออกของยนี Col3a1 ลดลง  
  

 
 

รูปที่ 24: แสดงผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col3a1 ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 
หลงัจากที่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ 24 ชัว่โมง ใชค้วามเขม้ขน้ที่ทดสอบ 3.125, 
6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
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 6.6 ผลกำรศึกษำอนุภำคทองค ำระดบันำโนเมตรต่อกำรแสดงออกของยีน
  คอลลำเจน ชนิด Col3a1 ท่ี 48 ชัว่โมง  
 ผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col3a1 เมื่อบ่มเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ด้วย
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 48 ชัว่โมง เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมพบว่าที่
ความเข้มขน้ของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรทุกตวัมคี่า Relative quantitative (RQ) ต ่ากว่ากลุ่มควบคุมซึ่งมกีาร
แสดงออกเท่ากบั 1±0 เป็น 0.053±0.08, 0.035±0.43, 0.175±0.21, 0.041±0.05, 0.023±0.03 
และ 0.021±0.03  หรอืเปลี่ยนแปลงคดิเป็น -1.28, -0.46, -0.76, -1.39, -1.63 และ -1.69 เท่า
เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมตามล าดบั  เท่าเมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุมตามล าดบั พบว่า
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเมื่อบ่มกบัเซลล์ NIH-3T3 fibroblastเป็นเวลา 48 ชัว่โมงท าให้มี
การแสดงออกของยนี Col3a1 ลดลง 
 

 
 

รูปที่ 25: แสดงผลการศกึษาการแสดงออกของยนี Col3a1 ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 
หลงัจากที่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ 48 ชัว่โมง ใชค้วามเขม้ขน้ที่ทดสอบ 3.125, 
6.25, 12.5, 25, 50 และ100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั 
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ตารางที ่6: สรุปการแสดงออกของยนี Col3a1 ในเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์NIH-3T3 ทีไ่ดร้บัอนุภาค
ทองค าระดบันาเมตรทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆกนั ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

 Expression at 24 hrs Expression at 48 hrs 

Groups Genes RQ* SD* Log10*** RQ* SD* Log10*** 

Positive 
Control 

Col3a1 
0.301 0.33 -0.52 0.867 0.53 -0.06 

AuNPs 100 
ug/mL 

0.150 0.15 -0.82 0.021 0.03 -1.69 

AuNPs 50 
ug/mL 

0.156 0.20 -0.81 0.023 0.03 -1.63 

AuNPs 25 
ug/mL 

0.494 0.42 -0.31 0.041 0.05 -1.39 

AuNPs 12.5 
ug/mL 

0.683 0.58 -0.17 0.175 0.21 -0.76 

AuNPs 6.25 
ug/mL  

0.809 0.83 -0.09 0.350 0.43 -0.46 

AuNPs 
3.125 ug/mL  

1.063 1.45 0.03 0.053 0.08 -1.28 

* RQ = Relative quantitative; ** SD =Standard deviation; *** log10 = log10RQ = Fold change 
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บทท่ี  5 
อภิปรำยผล สรปุผลกำรวิจยั ข้อจ ำกดัในงำนวิจยั 

และแนวกำรทำงศึกษำต่อในอนำคต 
 

อภิปรำยผลกำรวิจยั 
 ปจัจุบนัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรได้ถูกน ามาใช้เป็นส่วนผสมของเครื่องส าอาง
อย่างแพร่หลาย มกีารโฆษณาและกล่าวอา้งถงึคุณสมบตัขิองอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรว่า
สามารถช่วยในการต้านริ้วรอยโดยการฟ้ืนฟูเนื้อเยื่อผวิ ต้านอนุมูลอิสระ และ เพิ่มการสร้าง
คอลลาเจน และยงัไม่มบีทความวจิยัใดสนบัสนุนขอ้ความดงักล่าวอา้ง จงึเป็นทีม่าของงานวจิยันี้
เพื่อทดสอบสมมุตฐิานคุณสมบตัดิงักล่าวของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรวา่เป็นจรงิดงักล่าว
อา้งหรอืไม่  
 
 จากผลการศกึษาผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที ่24 และ 48 ชัว่โมงโดยกล้อง
จุลทรรศน์แบบใชแ้สงพบวา่ทีอ่นุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตรมีผลท าให้เซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 มีลักษณะที่ไม่สมบูรณ์เมื่อเทียบกบักลุ่ม
ควบคุมคือ เซลล์มขีนาดที่เลก็ มกีารหดตวัของเซลล์ และกระจายตวัน้อยลง ซึ่งการทดลองนี้
ให้ผลสอดคล้องกบัการศกึษาของ Pernodet et al. (2006)(31) ซึ่งได้ท าการทดสอบเพื่อดูความ
เป็นพิษของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของผวิหนังมนุษย์  พบว่า 
Actin stressed fibers  ในเซลล์ที่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรหายไป และส่งผลให้
เกดิผลกระทบอื่นๆ ตามมา เชน่ ท าใหเ้ซลลข์าดกระจายตวั มคีุณสมบตัใินการยดึเกาะ และ การ
เจรญิเตบิโตลดลง  นอกจากนี้แล้วยงัมกีารศกึษาวจิยัของ Mironava et al. (2009)(36) ที่ศกึษา
ความเป็นพษิต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของผวิหนังมนุษย์ที่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร
ขนาด 13 และ 45 nm ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด Confocal พบว่า Cytoskeleton filament ของ
เซลลถ์ูกท าลายไป และเมื่อศกึษาด้วยวธิ ีWestern blot พบว่ามรีะดบัของ Extracellular matrix 
protein , Collagen และ Fibronectin ลดลง ในขณะทีร่ะดบัโปรตนีของ Actin และ Beta-tubulin 
ไม่มกีารเปลีย่นแปลง นอกจากนี้ยงัพบวา่อนุภาคทองค ารวมกลุ่มกนัอยู่ใน Vacuoles ขนาดใหญ่ 
ซึ่งเชื่อว่าจ านวนของ Vacuoles ที่พบในเซลล์อาจจะเป็นสาเหตุหลกัของการที่ Cytoskeleton 
ถูกท าลาย จนท าใหเ้ซลลม์กีารหดตวัของพืน้ทีเ่ซลลแ์ละการเคลื่อนทีข่องเซลลล์ดลง  
 
 จากงานวจิยัขา้งต้นพบว่าการศกึษาความเปลี่ยนแปลงของรูปร่างและขนาดของเซลล์
ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ยงัไม่สามารถสรุปไดว้า่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรมคีุณสมบตัดิงัที่ถูก
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กล่าวอ้างเพื่อในไปใช้ในเครื่องส าอางหรอืไม่ ทางผูว้จิยัจึงต้องท าการทดสอบสมมุติฐานด้วย
วธิกีารอื่นและไดผ้ลการทดสอบดงัต่อไปนี้ 
 การศกึษาเพื่อหาความเป็นพิษของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อเซลล์ไฟโบรบ
ลาสต ์NIH-3T3 ดว้ยน ้ายา PrestoBlue™ โดยน ้ายานี้จะมหีลกัการท างานเช่นเดยีวกบัวธิ ีMTT 
assay ซึ่งเป็นวธิมีาตรฐานในการใชศ้กึษาความสามารถในการมชีวีติรอดของเซลล์ ทัง้ MTT 
และ PrestoBlue™ จะตรวจวดั enzyme activity ของ mitochondrial dehydrogenase ได้แก่ 
NADH และ NADPH ที่พบเฉพาะในเซลล์ที่มีชวีติ ในขณะที่เซลล์ที่ไม่มีชวีติจะไม่สามารถ
สงัเคราะหเ์อนไซมเ์หล่านี้ได ้(Marquis et al., 2009)(37) จากนัน้จงึน ามาค านวณหาร้อยละความ
อยู่รอดของเซลลต์่อไป 
 
 ผลการศกึษาเพื่อหาความเป็นพษิของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการมชีวีติของ 
เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์NIH-3T3 ที ่24 ชัว่โมงพบวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ความเขม้ขม้ 
100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรท าให้ร้อยละการอยู่รอดของเซลล์ลดลงอย่างมนีัยส าคญั ในขณะที่
อนุภาคทองค าระดบันาโนทีค่วามเขม้ขน้ 3.125 และ 6.25 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรท าให้เซลล์มี
รอ้ยละการอยู่รอดของเซลลเ์พิม่มากขึน้ และเมื่อเพิม่เวลาบ่มเซลลเ์ป็น 48 ชัว่โมง พบวา่อนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรเพยีง 50 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร กม็ผีลท าใหร้อ้ยละการอยู่รอดของเซลล์
ลดลง และเช่นเดียวกนัในขณะที่ความเขม้ข้นต ่ากว่า 12.5 ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตรกลบัท าให้
เซลลม์รีอ้ยละการอยู่รอดของเซลล์เพิม่มากขึน้อย่างมนีัยส าคญั ผลการทดลองแสดงให้เหน็ว่า
ความอยู่รอดของเซลล์ เซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ขึน้กบัระยะเวลาที่ได้รบัอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตร และ ปรมิาณของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีไ่ดร้บั  
 
 ก่อนหน้านี้การศกึษาของ Sabella et al. (2011)(38) ซึ่งท าการทดสอบความอยู่รอดของ
เซลล์ HeLa ซึ่งเป็นเซลล์มะเรง็ปากมดลูก และเซลล์ U937 ซึ่งเป็นเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว
พบวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรมผีลท าใหร้อ้ยละการอยู่รอดของเซลล์ลดลงโดยขึน้อยู่กบั
ระยะเวลาและปรมิาณของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ได้รบั เช่นเดยีวกบัการศกึษาของ 
Kamnerdsin et al. (2009)(39) เมื่อทดสอบ HeLa ที่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ความ
เขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรด้วยวธิ ีMTT พบว่าร้อยการอยู่รอดของเซลล์ลดลงหลงับ่ม
กบัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเป็นเวลา 3 วนั อย่างไรกด็ีในการศกึษาของ Qu et al. 
(2009)(33) พบวา่เมื่อทดสอบหาร้อยละการอยู่รอดของเซลล์ด้วยวธิ ีMTT พบว่าอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรที่ความเขม้ขน้ 300 ไมโครโมลล่า ไม่ได้เป็นสาเหตุท าให้เซลล์ HDF-f ซึ่งเป็น
เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องผวิหนงัมนุษย์ตาย แต่มผีลกระทบต่อรูปร่างของเซลล์เมื่อความเขม้ขน้
เพิม่มากขึน้ เชน่เดยีวกบัการศกึษาของ Yang et al. (2010)(40) พบว่าเมื่อทดสอบด้วยวธิ ีMTT 
ในเซลล ์HDF-f เช่นกนั พบว่าร้อยละการมชีวีติรอดของเซลล์ไม่มคีวามแตกต่างกนัในระหว่าง
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กลุ่มทีไ่ดร้บัอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรกบักลุ่มควบคุม และจากผลการทดลองในครัง้นี้ ไม่มี
งานวจิยัใดก่อนหน้าทีพ่บความสมัพนัธผ์กผนัของปรมิาณอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีไ่ดร้บั
ต่อความอยู่รอดของเซลล ์(dose-dependent inverse relationship) มาก่อน ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่า
ความเป็นพษิต่อเซลล ์และ/หรอื การแบ่งตวัของเซลลข์องอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรขึน้อยู่
กบัชนิดของเซลลเ์ป็นส าคญั 
 
 ในการศกึษาเพื่อดูผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการแบ่งตวัเซลล์ไฟโบรบ
ลาสต ์NIH-3T3 โดยใชว้ธิยีอ้มสเีซลล์ด้วยส ีCFSE เพื่อตดิตามการแบ่งตวัของเซลล์ เมื่อเซลล์
เกิดการแบ่งตวั สี CFSE ที่ติดอยู่กบัเซลล์ก็จะถูกจางลงตามจ านวนของเซลล์ที่ถูกแบ่งตวั
ออกไป ซึ่งเซลลท์ีต่ดิสมีากหมายถงึการทีเ่ซลลม์กีารแบ่งตวัน้อยลง เชน่เดยีวกนัหากเซลลม์กีาร
ตดิสทีีจ่างกห็มายถงึวา่เซลลม์กีารแบ่งตวัมากนัน้เอง (Lyons et al.,1994)(41) และหลงัจากนัน้จงึ
น ามาค านวนเพื่อหาค่ารอ้ยการความเขม้ของส ีCFSE ทีพ่บในเซลลต์่อไป  
 ผลการศกึษาเพื่อดูผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีม่ผีลต่อการแบ่งเซลลไ์ฟโบร 
บลาสต์ NIH-3T3 พบว่าที่ 24 ชัว่โมง ที่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ความเขม้ขน้ 25, 50 
และ 100 ไมโครกรมัต่อไมโครลติร และที ่48 ชัว่โมงที่ความเขม้ขน้ของอนุภาคทองค าระดบันา
โนเมตร 50 และ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร มคี่าร้อยละการตดิสขีอง CFSE มากกว่ากลุ่ม
ควบคุม ซึ่งหมายความว่าที่ความเขม้ขน้ 50 และ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร อนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรท าใหเ้ซลลม์กีารแบ่งตวัน้อยลง แต่ความเขม้ขน้อื่นๆ การแบ่งตวัของเซลล์ไม่มี
การเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกบักลุ่มควบคุม แสดงให้เห็นว่าระยะเวลาและปรมิาณของอนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรที่ได้รับมีผลต่อการแบ่งตัวของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 ซึ่ง
สอดคล้องกบัการศกึษาของ Li et al. (2008)(32) พบว่าอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร สา
มาถยับ้ยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลลไ์ฟโปรบลาสตจ์ากปอดของตวัอ่อนมนุษย ์โดยพบวา่อนุภาค
ทองค าระดบันาโนเมตรจะมผีลเปลีย่นแปลงวงจรเซลลแ์ละการซ่อมแซม DNA ที่เสยีหาย และมี
งานศกึษาของ Bhattacharya et al. (2004)(42) พบว่าอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรสามารถ
ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลล์ HUVEC โดยมกีลไกที่ไปยบัยัง้ VEGF165 ซึ่งเป็น Heparin 
binding growth factor ท าใหเ้กดิการเจรญิเตบิโตของเซลลล์ดลง 
 
 แต่ทัง้นี้มงีานวจิยัรายงานของ Pagliacci et al. (1993)(43) และ Sims et al. (2009)(44) 

กล่าวว่าการถูกรดีวิซ์สขีอง MTT ด้วย Mitochodrial dehydrogenase นัน้นอกจากขึน้อยู่กบั
ปรมิาณของเซลลท์ีเ่พิม่ขึน้แลว้ อาจจะยงัขึน้อยู่กบัจ านวนของไมโตคอนเดรยีในเซลล์ หรอื การ
ท างานของไมโตคอนเดรยีทีส่รา้ง Mitochodrial dehydrogenase ทีเ่พิม่ขึน้  
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 จากการทดลองเพื่อหาความเป็นพษิและผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการ
แบ่งเซลล์พบว่า ที่ความเขม้ขน้ 3.125, 6.25, 12.5 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรมรี้อยละของการมี
ชวีติของเซลล์เพิม่มากขึน้ แต่มกีารเพิม่จ านวนของเซลล์เท่าเดมิ อาจจะบ่ งบอกได้ว่าอนุภาค
ทองค าระดับนาโนเมตรมีผลต่อการท างานของไมโตคอนเดรียที่สร้าง  Mitochodrial 
dehydrogenase ทีเ่พิม่ขึน้ ไดแ้ก่ NADH และ NADPH ซึ่งเอนไซมท์ัง้สองตวัมผีลต่อการท างาน
เกี่ยวข้องกบัเซลล์ คอืช่วยในการต้านสารอนุมูลอสิระของเซลล์ และปริมาณของ NADH ยงั
ขึน้อยู่กบัปรมิาณของ ROS (Reactive oxygen species) ที่ถูกสร้างขึน้จากไมโตคอนเดรยีอกี
ดว้ย(45-47) 

 

 บทความทบทวนวรรณกรรมของ Unfried et al. (2007)(48) กล่าวว่า ผลที่อาจจะเกดิขึน้
ในเซลล์ที่ได้รบัอนุภาคทองระดบันาโนเมตร เช่น การเจรญิเตบิโตของเซลล์ กลไกการอกัเสบ 
และ การตายของเซลลน์ัน้ เกดิขึน้จาก ROS ทีถู่กสรา้งขึน้ และ สญัญาณของเซลล์ที่ถูกกระตุ้น
เป็นล าดบั ซึ่งสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Pan et al. (2009)(49) พบว่าอนุภาคทองค าระดบันาโน
เมตรที่ท าให้เกดิ Oxidative stress นัน้เป็นสาเหตุหลกัที่ท าให้เซลล์ตาย และอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรยงัท าใหเ้กดิความเสยีหายขึน้ในไมโตคอนเดรยีอกีดว้ย  
 
 จากการศกึษาผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการเกดิอนุมูลอสิระภายในเซลล์
ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3 หลงัจากบ่มเซลล์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง พบว่าที่ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรมัต่อมลิลิลติร เซลล์มกีารสร้าง ROS เพิม่สูงขึน้เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม ในขณะที่
ความเข้มข้นอื่นไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคญั แสดงว่าปริมาณของ
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ได้รบัมผีลต่อการเกดิ ROS และมผีลท าให้เกดิการตายของ
เซลล ์ 
 
 งานวจิยันี้แสดงใหเ้หน็วา่ในเซลลท์ีถู่กกระตุน้ใหส้รา้ง ROS จากอนุภาคทองค าระดบันา
โนเมตรจะท าใหก้ารสรา้งเอนไซม ์NADH และ NADPH เพิม่ขึน้เพื่อเป็นกลไกตอบสนองการเกดิ
อนุมูลอสิระทีเ่กดิขึน้และหากมกีารสร้าง ROS มากเกนิกวา่ทีก่ลไกการตา้นอนุมูลอสิระของเซลล์
ท างานกอ็าจจะเป็นสาเหตุท าให้เซลล์เกดิความเสยีหายได้ (Unfried et al.,2007)(48)  ซึ่งกลไก
ดงักล่าว แสดงในรูปที ่26 
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รูปที ่26: แสดงผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่มผีลต่อระดบัของ NADH และ NADPH 
ภายในเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์NIH-3T3 
 
 นอกจากนี้ทางผูว้จิยัยงัไดศ้กึษาผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการแสดงออก
ของยนีคอลลาเจน 3 ชนิดคอื Collagen1alpha 1 (Col1a1), Collagen1alpha 2 (Col1a2) และ 
Collagen3alpha1 (Col3a1) ซึ่งเป็นชนิดของคอลลาเจนทีพ่บมากที่สุดในผวิหนงั Van der Rest 
et al. (1991)(50) พบว่าที่ 24 และ 48 ชัว่โมงมกีารแสดงออกของคอลลาเจนทุกชนิดลดลงจาก
กลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส าคญั ยกเว้นการแสดงออกของ Col1a1 เมื่อบ่มด้วยอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร เป็นเวลา 24 ชัว่โมงเท่านัน้ที่มกีาร
แสดงออกลดลงซึ่งอาจจะเกิดจากการที่ Col1a1 เป็นโปรตนีชนิดหลกัที่สร้างในเซลล์ไฟโบรบ
ลาสต ์และเป็นโปรตนีทีม่มีากทีสุ่ด(51) ดงันัน้เซลลอ์าจจะมกีลไกอื่นที่เขา้มาควบคุมเพื่อให้เซลล์
สามารถสรา้งคอลลาเจนชนิด Col1a1 ได้เหมอืนเดมิ และนอกจากนี้ยงัมงีานวจิยัอื่นที่กล่าวว่า
การแสดงออกของ Col1a1 หลงัจากได้รบัสารกระตุ้นเช่น UV หรอื ROS จะลดลงขึน้อยู่กบั
ระยะเวลาที่ได้รับสาร (52-53) จึงท าให้ที่ 24 ชัว่โมงอาจจะยงัไม่เห็นความเปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกของยนี Col1a1 
 
 จากผลการทดลองเพื่อดูการแสดงออกของยนีคอลลาเจนหลงัจากได้รบัอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตรในงานนี้ มีผลการทดลองสอดคล้องกบังานของ Balasubramanian et al. 
(2010)(20) ที่ได้ศกึษาผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการแสดงออกของยีนด้วย 
Microarray พบว่าเมื่อฉีดอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรเขา้สู่เส้นเลือดของหนู ท าให้มกีาร
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แสดงออกของยนีคอลลาเจน ชนิด Col1a1 และ Col1a2 ที่ตบัและม้ามลดลง เช่นเดียวกบั
การศกึษาของ Cho et al. (2009)(35) ซึ่งได้ศกึษาผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการ
แสดงออกของยนีด้วย Microarray เช่นเดยีวกนั พบว่าเมื่อฉีดอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร
เขา้สู่เสน้เลอืดของหนู ท าใหม้กีารแสดงออกของคอลลาเจน ชนิด Col1a2 ทีต่บัลดลง แต่ในขณะ
ที ่Col3a1 มกีารแสดงออกเพิม่มากขึน้เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยผลจากงานวจิยันี้สามารถ
สรุปไดว้า่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรท าใหเ้ซลลไ์ฟโบรบลาสต ์NIH-3T3มกีารแสดงออกของ
ยนีคอลลาเจนลดลง ขึน้อยู่กบัเวลาและปรมิาณของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีไ่ดร้บั  
 
 จากผลการศกึษาเพื่อดูผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการแสดงออกของ 
คออลาเจนพบวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรมผีลท าให้เซลล์ไฟโบรบลาสต์ NIH-3T3มกีาร
แสดงออกของยนีคอลลาเจนลดลง อาจเกดิจากกลไกดงัต่อไปนี้  
 

1. อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรมตี่อการเพิม่ของระดบัอนุมูลอสิระภายในเซลลท์ าให้
มกีารแสดงออกของยนี Collagen ลดลงโดยตรง  
 โดยมงีานศกึษาของ Siwik et al. (2001)(54) พบวา่สารอนูมูลอสิระมผีลลดระดบั 
mRNA ของ Procollagen a1(I), a2(I) และ a1(III) โดยจะมผีลท าให้มกีารสร้างของ
คอลลาเจนลดลง  เชน่เดยีวกบัการศกึษาของ Tanaka et al. (1992)(55) ที่พบว่าสาร
อนุมูลอสิระมผีลท าใหม้กีารแสดงออกของยนีคอลลาเจนลดลงเชน่กนั  
 

2. อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรมตี่อการเพิม่ของระดบัอนุมูลอสิระภายในเซลล์ซึ่ง
ท าใหเ้กดิความเสยีหายต่อ DNA จงึไปยับ้ยัง้การถอดรหสัของยนีภายในเซลล์ 
 จากงานศกึษาของ Chompoosor et al. (2010)(56) พบว่าอนุภาคทองค าระดบั
นาโนเมตรมีผลต่อการเกิดของสารอนุมูลอิสระซึ่งท าให้เกิดความเสียต่อ DNA 
ภายในเซลลแ์ต่ทัง้นี้การเกดิของสารอนุมูลอสิระไม่มผีลต่อการท าของไมโตคอนเด
รยีภายในเซลล ์ซึ่งการเกดิความเสยีหายของ DNA ภายในเซลล์นัน้อาจจะมผีลท า
ให้เซลล์มีการถอดรหสัยีนภายในเซลล์ลดลงและท าให้มีการแสดงออกของยีน
คอลลาเจน ลดลงตามล าดบั  
 

3. อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรผ่านเข้าสู่เซลล์และมีผลไปยับ้ยัง้ transcription 
factor ทีอ่ยู่ภายในเซลล ์ 
 Yang et al. (2008)(40) ได้ตัง้สมมุตฐิานไวว้่า เนื่องจากอนุภาคทองค าระดบันา
โนเมตรมีขนาดเล็ก จึงท าให้สามารถผ่านเข้าสู่นิวเคลียส ซึ่งอาจจะผลต่อ
กระบวนการ ถอดรหสั และแปลรหสั ภายในเซลลเ์นื่องจากอนุภาคทองค าระดบันา
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โนเมตรสามารถเกดิปฏกิริยิากบั transcription factor ภายในเซลล์ได้ แสดงดงัใน 
รูปที ่26 

 

 
 
รูปที ่27: กลไกความเป็นไปไดข้องอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่มผีลต่อการแสดงออกของ
ยนีคอลลาเจนภายในเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์NIH-3T3  
 
 จากผลงานวจิยัในครัง้นี้พบวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีค่วามเขม้ขน้มากกวา่ 50 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร มคีวามเป็นพษิและมผีลท าใหม้กีารแบ่งตวัของเซลลล์ดลง โดยท าใหเ้กดิ
อนุมูลอสิระขึน้ภายในเซลล ์ นอกจากนี้แลว้ยงัมผีลท าใหก้ารแสดงออกของยนีคอลลาเจนชนิด 
Col1a1 Col1a2 และ Col3a1 ซึ่งพบมากในผวิหนงัลดลง  
 
 ความรูท้ีไ่ดจ้ากการทดลองพบว่า ผลของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อความเป็น
พษิของเซลล์ การแบ่งตวัของเซลล์ การเกิดอนุมูลอิสระของเซลล์ และการแสดงออกของยีน
คอลลาเจนขึน้อยู่กบัระยะเวลาและปรมิาณทีไ่ดร้บัสาร โดยควรพจิารณาถงึปจัจยัดงักล่าวเมื่อน า
อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรไปประยุกตใ์ชใ้นสนิคา้อุปโภคในชวีติประจ าวนั  
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สรปุผลงำนวิจยั 
1. งานวจิยัคน้พบวา่ความเป็นพษิของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรขึน้อยูก่บัปรมิาณ

และระยะเวลาทีเ่ซลลไ์ดร้บั 
2. งานวจิยัพบวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่ความเขม้ขน้สูงมฤีทธิย์บัยัง้การแบ่งตวั

ของเซลล ์
3. อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรทีค่วามเขม้ขน้สงูท าใหเ้ซลลม์กีารสรา้งสารอนุมูลอสิระ

เพิม่ขึน้ 
4. เซลลม์สีรา้งเอนไซม ์NADH/NADPH ซึ่งเป็นสารตา้นอนุมูลอสิระเพื่อตอบสนองการเกดิ

อนุมูลอสิระจากอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 
5. งานวจิยัคน้พบวา่อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรท าใหม้กีารแสดงออกของยนีคอลลา

เจนชนิด Col1a1 Col1a2 และ Col3a1 ซึ่งพบมากในผวิหนงัลดลง 
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ข้อจ ำกดัของงำนวิจยั  
1. เซลล ์NIH-3T3 fibroblast ทีใ่ชใ้นการทดลองไม่ไดเ้ป็นเซลลท์ีม่าจากมนุษย ์ 
2. การศกึษานี้เป็นเพียงการศกึษาการตอบสนองของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรใน

ระยะสัน้ ซึ่งในการทดลองครัง้ต่อไปควรจะเพิม่ระยะเวลาในการทดสอบเพื่อดูผลในระยะ
ยาว 

3. การศกึษาครัง้นี้ไม่ไดว้ดัปรมิาณโปรตนีคอลลาเจนในเซลล์ที่ได้รบัอนุภาคทองค าระดบั
นาโนเมตร 

4. การศกึษาครัง้นี้ไม่ไดดู้ผลของ Post-translation modification เช่นอนุภาคทองค าระดบั
นาโนเมตรมผีลต่อการชว่ย Cross-linking ของคอลลาเจนในเซลลห์รอืไม่ 

5. อนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรที่จ าหน่ายอยู่ในท้องตลาดมีขนาด ตวั stabilizer ที่
หลากหลาย และมกีารปรบัปรุงพืน้ทีผ่วิของอนุภาคทองค าดว้ยสารอื่นๆ ดงันัน้จงึอาจจะ
ท าใหผ้ลการทดสอบทีอ่อกมามคีวามแตกต่างกนั  
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แนวกำรทำงศึกษำต่อในอนำคต 
1. ศกึษาฤทธิข์องอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อคอลลาเจน 

1.1 ศกึษาผลของอนุภาคทองค าต่อการแสดงออกของคอลลาเจนในเซลลเ์กีย่วพนั
ชนิดอื่น เชน่ เซลลก์ระดูก เซลลผ์วิหนงั  

1.2 ศกึษาผลของอนุภาคทองค าต่อกลไก Post-translational ของคอลลาเจน เชน่
ผลของอนุภาคทองค าตอ่การสานร่างแหของคอลลาเจน (Collagen Cross-
linking) 

 
2. ศกึษาฤทธิอ์นุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการเกดิอนุมูลอสิระ  

2.1 ศกึษาปจัจยัภายในของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อการเกดิอนุมูลอสิระ 
 เชน่  ขนาดของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร ชนดิของสารทีใ่ชใ้นการ
 ปรบัปรุงพืน้ทีผ่วิของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตร 
2.2 ศกึษาปจัจยัภายนอกของอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรตอ่การเกดิอนุมูลอสิระ
 ภายในเซลล ์เชน่ ปรมิาณทีไ่ดร้บั ระยะเวลาทีไ่ดร้บั เนื้อเยื่อทีไ่ดร้บั  
 

3. ศกึษา NADH และ NADPH วา่มบีทบาทส าคญัอย่างไรในเซลลท์ีไ่ดร้บัอนุภาคทองค า
ระดบันาโนเมตร  

 
4. ศกึษาฤทธิข์องอนุภาคทองค าระดบันาโนเมตรต่อเซลลเ์มือ่ไดร้บัอนุภาคทองค าระยะนา

โนเมตรเป็นระยะเวลานาน 
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อปุกรณ์และสารเคมีท่ีใช้ในงานวิจยั 

1. Biohazard Laminar Flow (Greentechplus) 
2. Microcentrifuge (Labnet, Liolab) 
3. Vortex mixer (Liolab) 
4. Filter Tip (Neptune)  
5. Microtube (Axygen) 
6. Centrifugetube (Corning) 
7. 24-well plate (Corning) 
8. 96-well plate (Corning) 
9. 96-well reaction plate (Microamp) 
10. Centrifuge tube 15ml (Corning) 
11. Centrifuge tube 50 ml (Corning) 
12. Spectrophotometer ( Biorad: model smart spec™ 3000) 
13. CO2 incubator (ThermoForma) 
14. Real-time PCR machine (Applied Biosystems: StepOnePlus™)  
15. Autoclave (Selecta: model presoclave 75) 
16. pH meter (Becthai) 
17. PrestoBlue™ Cell viability Reagent (MolecularProbes: Invitrogen, USA) 
18. H2DCFDA (H2-DCF, DCF) (MolecularProbes: Invitrogen, USA) 
19. CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit (MolecularProbes: Invitrogen, USA) 
20. DNase I, RNase-free (Fermentas, USA) 
21. ImProm-II™Reverse Transcription System (Promega, USA) 
22. EXPRESS SYBR® GreenER™ qPCR SuperMixes and Two-Step qRT-PCR Kits 

(Invitrogen, USA)  
23. Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Sigma, USA) 
24. Fetal Bovine Serum (Hyclone, USA) 
25. Pen-Strep (Hyclone) 
26. Hydrogen tetrachroaurate (Sigma, USA) 
27. Sodium citrate (Merck, Germany) 
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การเตรียมสารเคมี  
1. Stocking 1% Hydrogen tetrachroaurate 

HAuCl3.3H2O  1 กรมั 
DI water  100 มลิลลิติร 

2. Stocking 0.0202 nM Sodium citrate 
C6H5Na3O7.2H2O 257 มลิลกิรมั 
DI water  50 มลิลลิติร 

3. Phosphate buffer saline 
KCl   0.2 กรมั 
KH2PO4  0.2 กรมั 
NaCl   8.0 กรมั 
Na2HPO4  1.15 กรมั 
เตมิน ้ำ DI water จนถงึ 1,000 มลิลลิติร และปรบั pH ใหอ้ยู่ระหวำ่ง 7.0 - 7.4 

4. Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM) Medium 
1. ละลำยผง DMEM ดว้ยน ้ำ  900  มลิลลิติร  
2. เตมิ Na2HCO3   3.7 กรมั 
3. ปรบั pH ดว้ย HCl 
4. ปรบัระดบัของน ้ำใหไ้ด ้ 1,000 มลิลลิติร 
5. กรองและเตมิ Fetal Bovine Serum และ Pen-Strep ดว้ยอตัรำส่วน 10:1 
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ประวติัผูเ้ขียนวิทยานิพนธ ์
  
 นางสาวชลุปีราง แดนลาดแกว้ เกดิเมื่อวนัที ่4 ธนัวาคม พ.ศ. 2529  โดยมภูีมลิ าเนาที่
จงัหวดัล าปาง เป็นบุตรคนแรกของ นายทรงศกัดิ ์และ นางจนัทรเ์พญ็ แดนลาดแกว้ 
 
ประวตักิารศกึษา 
ปี พ.ศ. 2545 ส าเรจ็การศกึษาระดบัมธัยมปลายที ่โรงเรยีนอรุโณทยั ล าปาง 
ปี พ.ศ. 2548 ส าเรจ็การศกึษาระดบัมธัยมปลายที ่โรงเรยีนบญุวาทยว์ทิยาลยั ล าปาง 
ปี พ.ศ. 2552 ส าเรจ็การศกึษาระดบัปรญิญาตร ีวทิยาศาสตรบ์ณัฑติ (เทคนคิการแพทย)์ 
  จากคณะสหเวชศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
ปจัจุบนั  ก าลงัศกึษาอยู่ในระดบับณัฑติศกึษา  
  สาขาวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์แขนงอณูชวีวทิยาและพนัธุศาสตร ์ 
  คณะแพทยศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
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