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Abstract
Nanomaterials are composed of nanoparticles with high stability and corrosion resistance 

properties. The application of nanoparticles has been increasing in industrial and consumer 

products. Therefore, the chance of human exposure via inhalation, ingestion, and skin contact 

increases, and the nanoparticles can enter the blood circulation via vascular endothelial cells and 

induce cytotoxicity. Titanium dioxide nanoparticles (TiO
2
-NPs) have been used in various  

products, including nano-paint, disinfectants, cosmetics, sunscreens, therapeutic drugs, medical 

devices, food products, and insecticides. Therefore, this research aimed to study cytotoxicity and 

the effects of TiO
2
-NPs on human vascular endothelial cells using the HMEC-1 cell line. The 

results showed an average 15.4% cellular uptake of TiO
2
-NPs. At 50 to 1,000 mg/L TiO

2
-NPs 

significantly increased cell viability, induced the production of intracellular ROS levels, and 

elevated the expression of VCAM-1 (p < 0.05). In conclusion, TiO
2
 -NPs induced stimulation  

of vascular adhesion molecules (VCAM-1), which could lead to vascular inflammation and  

atherosclerosis.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 51 ฉบับที่ 2 สิงหาคม 2566 นิพนธ์ต้นฉบับ

อนุภาคนาโนไทเทเนียมไดออกไซด์กระตุ้นการแสดงออก 
ของโปรตีนยึดเกาะในเซลล์บุผนังหลอดเลือด
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บทคััดย่่อ 
วัสดุนาโนเป็นวัสดุที่มีอนุภาคนาโนเป็นส่วนประกอบ มีความเสถียรสูง และทนต่อการกัดกร่อน 

ปจัจบุนัมีการนำ�อนุภาคนาโนมาใช้ประโยชน์ในการผลติสนิคา้อตุสาหกรรมและสนิคา้อปุโภคและบรโิภค

มากขึน้ ทำ�ใหมี้โอกาสสมัผัสและนำ�เขา้สูร่า่งกายมากขึน้ โดยผ่านทางการหายใจ การกนิ และทางผิวหนัง 

หลังจากน้ันอนุภาคนาโนจะเขา้สูร่ะบบไหลเวยีนโลหติผ่านเซลลบ์ผุนังหลอดเลอืดและอาจทำ�ใหเ้กดิพษิ

ต่อเซลล์ได้ อนุภาคนาโนไทเทเนียมไดออกไซด์เป็นอนุภาคนาโนที่มีการนำ�มาใช้ผลิตสินค้าหลายชนิด 

ได้แก่ ผลิตภัณฑ์สีทาบ้าน ผลิตภัณฑ์ป้องกันการติดเช้ือ เครื่องสำ�อาง ครีมกันแดด ยารักษาโรค 

เครือ่งมือแพทย ์ผลติภัณฑอ์าหาร และสารกำ�จดัแมลง ดังน้ันการวจิยัน้ีจงึมีวตัถปุระสงคเ์พือ่ศกึษาความ

เป็นพิษ และผลกระทบโดยตรงของอนุภาคนาโนไทเทเนียมไดออกไซด์ต่อเซลล์บุผนังหลอดเลือด  

โดยใช้เซลลเ์พาะเลีย้งชนิด HMEC-1 วดัปรมิาณการเขา้สูเ่ซลลข์องอนุภาคนาโนไทเทเนียมไดออกไซด์ 

อัตราการมีชีวิตของเซลล์ การสร้างอนุมูลอิสระ และการแสดงออกของโมเลกุลยึดเกาะบนผิวเซลล์  

ผลการศึกษาพบว่าที่ความเข้มข้น 50-1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร อนุภาคนาโนไทเทเนียมไดออกไซด์เข้าสู่

เซลล์ได้เฉลี่ยร้อยละ 15.4 ของปริมาณที่สัมผัส มีผลเพิ่มอัตราการมีชีวิตของเซลล์ เพิ่มระดับสารอนุมูล

อิสระในเซลล์ และกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีน VCAM-1 อย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) สรุปว่า 

อนุภาคนาโนไทเทเนียมไดออกไซด์มีผลกระตุ้นการแสดงออกของโปรตีนยึดเกาะ VCAM-1 ซึ่งอาจ 

นำ�ไปสู่กระบวนการอักเสบของเซลล์บุผนังหลอดเลือด และภาวะหลอดเลือดแดงแข็งได้

คำ�สำ�คัญ: ไทเทเนียมไดออกไซด์ อนุภาคนาโน เซลล์บุผนังหลอดเลือด
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บทนำำ�
ปัจจุบันความก้าวหน้าของศาสตร์ด้านนาโน

เทคโนโลยีไดถู้กนำ�มาประยกุต์ใช้ในการสงัเคราะหส์าร

หรือวัสดุนาโน (nanomaterial) ซึ่งประกอบด้วย 

อะตอมหรือโมเลกุลท่ีมีโครงสร้างขนาดเล็กมากอยู่ใน

ช่วง 1 ถึง 100 นาโนเมตร ซึ่งเรียกว่าอนุภาคนาโน 

(nanoparticle) ทำ�ให้ได้วัสดุใหม่ๆ ที่มีสมบัติพิเศษ

ท้ังทางกายภาพ เคม ีและชีวภาพ เช่น ความเรว็ ความ

แข็งแรง การนำ�ไฟฟ้า การเปน็ฉนวนไฟฟา้ การดดูกลนืแสง 

อัลตราไวโอเลต เพื่อนำ�มาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรม 

การผลิตเครื่องอุปโภคบริโภค วิศวกรรม เกษตรกรรม 

เทคโนโลยีชีวภาพ และทางการแพทย์ รวมทั้งในการ

เพิม่มลูคา่ของผลิตภัณฑ์(1) และเนือ่งจากมกีารนำ�วสัดุ

นาโนดังกล่าวมาใช้ในการผลิตและมีการใช้ผลิตภัณฑ์

ท่ีมีส่วนประกอบของวัสดุนาโนอย่างแพร่หลายใน 

หมู่ผู้บริโภค ทำ�ให้มีความเสี่ยงในการปล่อยออกสู่ 

สิ่งแวดล้อม และมีการสัมผัสกับร่างกายมากขึ้น

 ผลการศึกษาวิจัยที่ผ่านมาเกี่ยวกับอนุภาค

ที่มีขนาดเล็ก (ambient particle matter) ในอากาศ

ท่ัวไปพบวา่มีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 10-50 ไมโครกรมั

ตอ่ลกูบาศก์เมตร โดยเฉพาะอนภุาคทีม่ขีนาดเลก็มาก 

(ultrafine particles) น้อยกว่า 100 นาโนเมตร  

ซึ่งต่อมาเรียกว่าอนุภาคนาโน (nanoparticle)(2) ได้

ถูกเฝา้ระวังว่าอาจเปน็อนัตรายตอ่สขุภาพ(3,4) โดยวสัดุ

นาโนท่ีมขีนาดเลก็ดงักลา่วนีส้ามารถเข้าสู่รา่งกายผา่น

ทางการหายใจเอาอนุภาคนาโนท่ีอยู่ ในรูปอนุภาค 

ฝุ่นละอองท่ีแพร่กระจายอยู่ในอากาศท่ีเป็นพิษ (air  

pollution) ผ่านหลอดลมเข้าไปยังถุงลมขนาดเล็ก

ภายในปอดซึง่อาจก่อใหเ้กิดการอกัเสบเรือ้รงัของปอด 

(chronic obstructive pulmonary disease)(5)  

และเข้า สู่กระแสเลือดไปสะสมตามอวัยวะต่างๆ 

ในร่างกาย(6-8) โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเข้าสู่ระบบ 

ไหลเวยีนโลหิตผา่นเซลลบ์ผุนงัหลอดเลอืด (vascular 

endothelial cell) ซึ่งเป็นการสัมผัสโดยตรงและ 

ก่อให้เกิดความเสียหายต่อผนังหลอดเลือดได้(8) 

การศึกษากลไกการก่อพิษของอนุภาคท่ีมี

ขนาดเล็กมาก พบว่าหลังจากอนุภาคนาโนเข้าสู่ถุงลม

ภายในปอด จะทำ�ให้เกิดการอักเสบของปอด (lung 

inflammation) และมกีารปลอ่ยสาร inflammatory 

mediators หลายชนิด(9,10) ได้แก่ อนุมูลอิสระของ

ออกซิเจน (reactive oxygen species, ROS)  

และ ไซโตไคน์ เช่น TNF-α, IL-6, IL1 และ IL-1β 
เข้าสู่กระแสเลือดไปกระตุ้นการสร้างเม็ดเลือดขาวใน

ไขกระดกู และสามารถกระตุน้เซลล์บผุนงัหลอดเลือด

ให้มีการแสดงออกของโปรตีนยึดเกาะบนผิวเซลล์ 

(adhesion molecules) ที่เรียกว่า vascular adhe-

sion molecule-1 (VCAM-1) เพิ่มขึ้น 

ในภาวะที่ร่างกายมีความผิดปกติของผนัง

หลอดเลือดแดงเนื่องจากการสะสมของไขมันชนิด 

แอลดีแอล-คอเลสเตอรอล ใต้ผนังหลอดเลือดทำ�ให้

เริ่มเกิดการเปล่ียนแปลงระหว่างเซลล์เอนโดธีเลียม 

เซลลเ์มด็เลอืดขาว เซลลก์ล้ามเนือ้เรยีบและเกลด็เลอืด

โดยมี growth factor และ ไซโตไคน์ หรือ คีโมไคน์ 

ท่ีเซลล์เหลา่นีส้รา้งขึน้ไปกระตุน้ใหเ้ซลลเ์อนโดธีเลียม 

สร้าง vascular-cell adhesion molecule (VCAM-1) 

ซึ่งเป็นโปรตีนกลุ่ม immunoglobulin superfamily 

(Ig) และเป็น calcium-independent transmem-

brane glycoproteins ซึ่งมีบทบาทในการเกิด  

immune cell transmigration บนผิวของเซลล์ 

เอนโดธีเลียม สามารถยึดเกาะกับอินทิกรินของเซลล์

เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ ลิมโฟไซต์ อีโอซิโนฟิล

และทำ�ให้มีการดึงเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์มา 

รวมตวักันและมกีารสะสมของของเซลลเ์มด็เลอืดขาว

ชนิดโมโนไซต์เข้าสู่ใต้ผนังหลอดเลือดมากยิ่งขึ้น ก่อให้

เกิดกระบวนการท่ีเรียกว่า leukocyte-endothelial 

cell signal transduction มีการทำ�ลายเซลล์เอนโดธีเลียม

ท่ีอยู่ใกล้เคียง และมีการอักเสบเรื้อรัง (chronic  

inflammation) จนมีการก่อตัวของพลัค (plaque) 
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ซึ่งประกอบด้วยไขมัน แอลดีแอล-คอเลสเตอรอล 

แคลเซียม และส่วนประกอบอื่นๆ ภายในหลอดเลือด 

ก่อใหเ้กิดภาวะหลอดเลอืดแข็ง (atherosclerosis)(11) 

และมีการทำ�ลายเซลล์เอนโดธีเลียมที่อยู่ ใกล้เคียง  

โดยแมคโครฟาจ จะสร้าง reactive oxygen species 

(ROS) และ hydrolytic enzymes ต่างๆ เกิดการ

แตกของพลัค และเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตัน(12,13)  

ดงันัน้การเพิม่ข้ึนของ VCAM-1 เนือ่งจากการสมัผสั

กับอนุภาคนาโนในผู้ป่วยที่มีความผิดปกติของผนัง

หลอดเลือดแดงเนื่องจากการสะสมของไขมันชนิด 

แอลดแีอล-คอเลสเตอรอล จะเหนีย่วนำ�ใหเ้มด็เลอืด-

ขาวมารวมตวักนัและจบัทีผ่นงัเซลล์บหุลอดเลอืดเพิม่

มากขึ้น เกิดการกระตุ้นการอักเสบของ atheroscle-

rotic plaques(14, 15) ทำ�ให้เสีย่งตอ่การเกดิภาวะหลอด

เลือดแข็ง (atherosclerosis) โรคหัวใจขาดเลือด 

(ischemic heart disease) และโรคหลอดเลอืดสมอง 

(stroke)(16,17) 

ไทเทเนียมไดออกไซด์ (TiO
2
) จัดเป็น

อนุภาคนาโน(18) ซึ่งประกอบด้วยออกไซด์ของโลหะ

ไทเทเนียม มีลักษณะเป็นผงสีขาว มีสมบัติการกระจาย 

และดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต (scattering and 

absorbing)(19-21) มีโครงสร้างทั้งหมด 3 แบบ  

ไดแ้ก่ อะนาเทส (anatase) รไูทล์ (rutile) และบรูค๊ไคต ์

(brookite)(22) ซึ่งผลิตภัณฑ์ไทเทเนียมไดออกไซด์

บางชนดิท่ีมจีำ�หนา่ยมขีนาดโมเลกุลเลก็มากถึง 10-30 

นาโนเมตร เช่น small-sized TiO
2
 particle/ 

Degussa P25(23-25) ซึง่เคยตรวจพบได้ในบรรยากาศ

ของภาคตะวันออกเฉียงใต้ของกรุงปักก่ิง(26) และ

ไทเทเนยีมไดออกไซดช์นดิทีม่กีารนำ�ไปใช้มากทีส่ดุคอื

รูไทล์และอะนาเทส เนื่องจากมีความเสถียรและทน

ต่อการกัดกร่อน โดยมีการใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ 

เช่น สีนาโนทาบ้าน สารเคลือบผลิตภัณฑ์ ยาสีฟัน 

ส่วนผสมในเครื่องสำ�อาง ครีมบำ�รุงผิว ครีมกันแดด 

ยารักษาโรค และวัสดุเครื่องมือการแพทย์ อนุภาค

นาโนไทเทเนยีมไดออกไซด ์(TiO
2
-NPs) สามารถเข้า

สู่รา่งกายไดห้ลายทาง แตส่่วนใหญ่จะผา่น 2 ทางหลัก 

ได้แก่ ทางเดินหายใจ และทางผิวหนัง แล้วจึงแพร่

เข้าสูก่ระแสเลอืด(27-29) ไปสะสมในอวัยวะตา่งๆ ของ

ร่างกาย โดยพบว่าส่วนใหญ่จะไปสะสมมากท่ีตับ(30) 

แต่การก่อให้เกิดพิษของ TiO
2
-NPs มักเกิดจากการ

ได้รับเข้าสู่ร่างกายผ่านทางเดินหายใจ โดยพบว่า 

หนูทดลองที่ได้รับ TiO
2
-NPs ผ่านทางเดินหายใจ 

ทำ�ให้เกิด fibroproliferative change ในปอด  

และมีการเพิ่มข้ึนของเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิลใน 

bronchoalveolar lavage (BAL) รวมท้ังมีการ 

กระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจในปอดให้หลั่ง proinflam-

matory cytokines เช่น IL-8, IL-1β และ TNF-α 
เข้าสู่กระแสโลหิตซึ่งบ่งช้ีว่ามีการอักเสบด้วย(31,32) 

นอกจากนี้ยังพบว่ามีผลทำ�ให้เกิดการขยายตัวของ

หลอดเลือดขนาดเล็กท่ีหัวใจ (coronary arteriolar 

endothelium) และมีการสร้างอนุมูลอิสระของ

ออกซิเจน (reactive oxygen species; ROS) เพิ่มขึ้น

ในผนังของหลอดเลือดขนาดเล็ก (coronary  

microvascular wall) ท่ีหัวใจด้วย(33,34) ยังไม่มี

รายงานผลกระทบท่ีเกิดข้ึนต่ออวัยวะต่างๆ จากการ

เกิดพิษของ TiO
2
-NPs โดยตรงแต่มักเป็นลักษณะ

พิษแบบเรื้อรังและอาจส่งผลในระยะยาว(27)

อยา่งไรกต็ามการศกึษาผลกระทบของอนภุาค

ขนาดเล็กมาก และ TiO
2
-NPs ต่อเซลล์บุผนังหลอด

เลือดโดยตรงยังมีข้อมูลน้อย ตลอดจนการตรวจวัด

ปรมิาณวัสดนุาโนยงัมคีวามซบัซอ้น ตอ้งอาศยัเครือ่งมอื

ราคาแพงอีกท้ังความรู้เก่ียวกับความปลอดภัยและ

อนัตรายของ TiO
2
-NPs และผลิตภณัฑ์นาโนตอ่สขุภาพ

ยังมีน้อย ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ

ศกึษาความเปน็พษิและผลกระทบโดยตรงของอนภุาค

นาโนไทเทเนียมไดออกไซด์ (TiO
2-
NPs) ต่อเซลล์ 

บุผนังหลอดเลือดซึ่งอาจเป็นปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิด

โรคหลอดเลอืดอกัเสบและแข็งตวั (atherosclerosis) 
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โดยการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ TiO
2
-NPs ในเซลล์ 

HMEC-1 (cellular uptake) ด้วยเครื่องวิเคราะห์

ปริมาณธาตุ(35) การทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ (cell 

viability)(36,37) การทดสอบการสร้างอนมูุลอสิระ(38, 39) 

และการทดสอบการแสดงออกของโปรตีนยึดเกาะ 

vascular adhesion molecules-1 (VCAM-1)(40)

วััสดุุและวิิธีีการ
1. เครื่องมือวิเคราะห์ ได้แก่ 1) เครื่อง

วิเคราะห์ inductively coupled plasma-mass 

spectrometry (ICP-MS) ยี่ห้อ Perkin Elmer  

รุ่น Nexion-300Q 2) เครื่อง microplate reader 

ยี่ห้อ Thermo รุ่น varioskan flash 3) เครื่อง  

fluorescence spectrophotometer ยี่ห้อ Dynex  

รุ่น opsys MR 

2.	 สารเคมี ได้แก่ 1) อาหารเลี้ยงเซลล์ 

DMEM-F12 และ bovine serum ยี่ห้อ GibcoTM 

2) supplements (insulin, human EGF,  

transferrin, selenium และ hydrocortisone,  

3) 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein, diacetate 

(DCFH
2
-DA), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide, titanium (IV) 

oxide powder (mixture of rutile and anatase) 

ขนาด < 100 nm ยีห่อ้ Sigma-Aldrich 4) enhanced 

chemiluminescence (ECL) ยี่ห้อ Merck 5)  

antibodies: monoclonal β-actin antibody  
(rabbit mAb, cat. no.4970S), monoclonal 

VCAM-1 antibody (rabbit mAb,  cat.  no.136625), 

conjugated-HRP anti-globulin (goat anti rabbit 

IgG secondary antibody-HRP,  cat.  no.7074S) 

เป็นของยี่ห้อ Cell Signaling Technology 

3.	 การเตรียมสารทดสอบ TiO
2
 suspen-

sion (stock solution 10 กรัมต่อลิตร)

เตรียม stock solution TiO
2
 เข้มข้น 10 

กรัมต่อลิตร (ร้อยละ 1 โดยน้ำ�หนัก ในน้ำ�) โดยชั่งสาร 

TiO
2
 (ที่มีขนาด อนุภาค <100 นาโนเมตร) ปริมาณ 

10 มิลลิกรัม ลงในน้ำ�กลั่น 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน

ด้วยเครื่องเขย่าสาร (vortex mixer) อย่างแรง แล้ว

ดูดปริมาตรน้อยๆ ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ให้ได้ความ

เข้มข้นทีต่อ้งการ (โดยใช้สูตรคำ�นวณ M
1
V

1
= M

2
V

2
) 

และผสม TiO
2
 suspension กับอาหารเลี้ยงเซลล์ให้

เป็นเนื้อเดียวกันก่อนนำ�ไปทดสอบกับเซลล์ต่อไป

4.	 การเพาะเล้ียงเซลล์บุผนังหลอดเลือด 

(HMEC-1) 

เพาะเลีย้งเซลลบ์ผุนงัหลอดเลอืด (HMEC-

1/ATCC, USA) ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด  

Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient 

Mixture F-12 (DMEM-F12) ที่เติม fetal bovine 

serum (เข้มข้นร้อยละ 5) และ supplements  

ซึ่งประกอบด้วย อินซูลิน (5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร), 

ทรานสเฟอร์ริน (5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร), growth 

factor (EGF) (10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร),  

ไฮโดรคอร์ติโซน (36 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) และ 

โซเดียม ซีลีเนียม (5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) และ 

นำ�เซลล์ไปบม่เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 

ในสภาวะท่ีมคีารบ์อนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 โดยเปลีย่น

อาหารเลี้ยงเซลล์ทุกวันเว้นวัน จนมีความหนาแน่นของ 

เซลล์ประมาณ 1×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (70-80% 

confluence) จากนั้นจึงนำ�ไปทำ�การทดสอบต่อไป

5. การวัดปริมาณอนุภาคนาโนไทเทเนียม 

ไดออกไซด ์(TiO
2
-NPs) ในเซลล ์HMEC-1 (intra-

cellular TiO
2
-NPs) 

นำ�เซลล์ HMEC-1 ท่ีเจริญใน 6-wells 

plate ซึ่งแบ่งเป็น 6 กลุ่ม มีความหนาแน่นประมาณ 

1×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (70-80% confluence)  

ไปทดสอบกับ TiO
2
-NPs ที่ความเข้มข้น 0, 1, 2, 5, 

10 และ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลำ�ดับ ในอาหาร 

DMEM-F12 ที่ไมผ่สมซรีมั และ supplements เปน็
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เวลานาน 24 ชั่วโมง เมื่อครบกำ�หนดล้างเซลล์ด้วย

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เซไลน์ (PBS) 3-4 ครั้ง 

และแยกเซลล์ออกจาก 6-wells plate ด้วยสาร 

ละลายทริปซินเข้มข้นร้อยละ 0.25 (trypsinization) 

แล้วนำ�ไปปั่นล้างเซลล์ด้วย PBS อีก 3-4 ครั้ง  

ท่ีความเร็วรอบ 1,100 รอบต่อนาที นาน 10 นาที  

หลังจากนัน้นำ�เซลล์ไปยอ่ยดว้ยสารละลายกรดไนตรกิ 

เข้มข้นร้อยละ 65 ที่ผสมกับสารละลายไฮโดรเจนเปอร์-

ออกไซด์เข้มข้นร้อยละ 30 (อัตราส่วน 6:1) โดย 

ใช้เครื่องไมโครเวฟ (microwave digestion) และ

เจือจางเซลล์ท่ีย่อยแล้วด้วยน้ำ�กลั่นจนครบปริมาตร 

10 มิลลิลิตร จากนั้นนำ�ตัวอย่างเซลล์ที่ย่อยแล้วไป

วิเคราะห์หาปริมาณ TiO
2
-NPs(41) โดยใช้เครื่อง 

inductively coupled plasma- mass spectro-

metry (ICP-MS) รุ่น Nexion-300Q ของบริษัท 

Perkin Elmer เลือก isotope Ti
49
 mode โดยเทียบ

กับสารมาตรฐานไทเทเนียมเข้มข้นระหว่าง 0-2,000 

ไมโครกรัมต่อลิตร และคำ�นวณร้อยละของปริมาณ 

TiO
2
-NPs ที่เข้าสู่เซลล์ (cellular uptake) เทียบ 

กับปริมาณของ TiO
2
-NPs ท่ีเติมลงไปตามสมการ

ดังนี้

	   

	
% Cellular uptake 	= 

	ปริมาณอนุภาคนาโนไทเทเนียมไดออกไซด์ในเซลล์ที่วัดได้ 
× 100

 				    ปริมาณอนุภาคนาโนไทเทเนียมไดออกไซด์ที่เติมลงไป

6. การทดสอบอัตราการมีชีวิตของเซลล์ 

(cell viability) ด้วยวิธี MTT assay

 นำ�เซลล์ HMEC-1 ที่เจริญใน 96-wells 

plate ซึ่งแบ่งเป็น 6 กลุ่ม มีความหนาแน่นประมาณ 

1×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (70-80% confluence)  

ไปทดสอบกับ TiO
2
-NPs ทีค่วามเข้มข้น 0, 50, 100, 

200, 500 และ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหาร

เล้ียงเซลล์ DMEM-F12 ( ไม่ผสมซีรัม และ  

supplements) เป็นเวลานาน 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

ตามลำ�ดับ เมื่อครบเวลาที่กำ�หนดนำ�เซลล์ ไปเติม 

MTT reagent (0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 3-(4,5- 

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazo-

lium bromide) และนำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา-

เซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเติม DMSO 

(เข้มข้นร้อยละ 100) 0.15 มิลลิลิตร นำ�ไปเขย่าเบาๆ 

20 นาที ในที่มืด จากนั้นนำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 

(OD) ด้วยเครื่อง microplate reader (spectropho-

tometer) ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร แล้วนำ�

ค่าการดูดกลืนแสงไปคำ�นวณอัตราร้อยละการมีชีวิต

ของเซลล์ (cell viability) เทียบกับกลุ่มควบคุม  

(ไม่ผสม TiO
2
-NPs) ตามสมการดังนี้

  

	        
% Cell viability 	=

	 (ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มทดสอบ) 
×
 
100

			   (ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม)

7.	 การวิเคราะห์การสร้างอนุมูลอิสระใน

เซลล์ (intracellular ROS)(42)

นำ�เซลล์ HMEC-1 ท่ีเลี้ยงใน 96-wells 

plate ซึ่งแบ่งเป็น 6 กลุ่ม มีความหนาแน่นประมาณ 

1×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (70-80% confluence)  

ไปทดสอบกับ TiO
2
-NPs ทีค่วามเข้มข้น 0, 50, 100, 

200, 500, และ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลำ�ดับ

ในอาหารเลีย้งเซลล ์DMEM-F12 ท่ีไมผ่สมซรีมั และ 

supplements เปน็เวลานาน 24 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลา

ที่กำ�หนด ล้างเซลล์ด้วย PBS 3-4 ครั้ง แล้วนำ�ไปบ่ม
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ด้วย 10 ไมโครโมลาร์ 2′,7′-dichlorodihydrofluo-

rescein diacetate (DCFH
2
-DA) ใน DPBS  

buffer ที่ 37 องศาเซลเซียส ในที่มืดเป็นเวลา 30 

นาที จากนั้นนำ�ไปวัดค่าการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์ 

ดว้ยเครือ่ง fluorescence microplate reader ทีค่วาม 

ยาวคลืน่ 492/535 นาโนเมตร และนำ�คา่การเรอืงแสง

ฟลูออเรสเซนส์ (OD) ไปเปรียบเทียบกับการสร้าง 

ROS ในเซลล์กลุ่มควบคุม (ไม่ผสม TiO
2
-NPs)

8. การวิเคราะห์การแสดงออกของ Adhe-

sion molecules protein (VCAM-1)

นำ�เซลล์ HMEC-1 ที่เลี้ยงใน 6-wells 

plate ซึ่งแบ่งเป็น 5 กลุ่ม มีความหนาแน่นประมาณ 

1×107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (70-80% confluence)  

ไปทดสอบกับ TiO
2
-NPs ทีค่วามเข้มข้น 0, 50, 100, 

200 และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลำ�ดับ ในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ DMEM-F12 ที่ไม่ผสม supplements 

และนำ�ไปบม่เพาะเลีย้ง ที ่37 องศาเซลเซยีสเปน็เวลา

นาน 8 ชั่วโมง) เมื่อครบเวลา นำ�เซลล์ไปสกัดโปรตีน

ด้วย lysis buffer ที่ผสม protease inhibitors และ

นำ�สารสกัดไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Brad-

ford assay(43) จากนั้นนำ�โปรตีนที่สกัดได้จากเซลล์

ไปแยกดว้ยกระแสไฟฟา้วิธ ีsodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) และเคลื่อนย้ายแถบโปรตีนจากแผ่นเจลไป

ลงบนแผ่น polyvinylidene difluoride (PVDF) 

membrane เพื่อวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค Western 

blot โดยการนำ�แผน่ฟลิม์ (PVDF) ทีม่ีโปรตนีไปยอ้ม 

(incubate) ด้วย monoclonal VCAM-1 antibody 

(rabbit mAb) และ monoclonal β-actin antibody 
(rabbit mAb) เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง ในตู้เย็นที่ 

4 องศาเซลเซียส ล้างด้วย TBST buffer 3-4 ครั้ง 

บม่ดว้ย conjugated-HRP anti-globulin (goat anti 

rabbit IgG secondary antibody) นาน 1 ชั่วโมง 

ล้างด้วย TBST buffer 3-4 ครั้ง แล้วเติม enhanced 

chemiluminescence (ECL) บนแผ่นฟิล์ม และนำ�

ฟิล์มเอกซเรย์ไปประกบบนแผ่นฟิล์มโปรตีนในห้องมืด 

ก็จะไดแ้ถบสตีำ�แหนง่ของโปรตนี VCAM-1 protein 

และ β-actin protein บนฟิล์มเอกซเรย์ซึ่งสามารถ

มองเห็นการเพิ่มข้ึนด้วยตาเปล่า หรือนำ�ไปวัดความ

เข้มของแถบสีด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ ImageJ  

(a Java-based image processing program)

9. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ข้อมูลที่ได้นำ�ไปวิเคราะห์หา Mean ± SD 

และวิเคราะห์ความแตกตา่งของข้อมลูทางสถิต ิโดยใช้ 

one-way analysis of variance และ Turkey’s 

method ใน GraphPad Prism® ในการวิเคราะห์

ความแตกต่างของข้อมูลที่มากกว่า 2 กลุ่ม และ

ระหว่างกลุ่ม ที่ระดับ p < 0.05

ผลการวิิจััย 
1. ผลการวัดปริมาณอนุภาคนาโนไทเทเนียม- 

ไดออกไซด์ (TiO
2
-NPs) ในเซลล์ HMEC-1  

(cellular uptake)

จากการนำ�เซลล์บุผนังหลอดเลือด (HMEC-

1) ที่เพาะเล้ียงใน 6-wells plate ไปทดสอบกับ 

TiO
2
-NPs ในอาหารเลีย้งเซลล ์DMEM-F12 ทีผ่สม 

TiO
2
-NPs เข้มข้น 0, 1, 2, 5, 10 และ 20 มิลลิกรัม

ต่อลิตร เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง แล้วนำ�ไปวิเคราะห์

หาปรมิาณ Ti ทีอ่ยู่ในเซลล์ดว้ยเครือ่งวิเคราะหป์รมิาณ

โลหะ ICP-MS โดยใช้ isotope Ti
49
 mode ผลการ

ทดสอบพบว่าความเข้มค่าสัญญาณ (intensity) ของ 

Ti มีแนวโน้มสูงขึ้นเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ TiO
2
-

NPs ตั้งแต่ 1-20 มิลลิกรัมต่อลิตร และเพิ่มขึ้นอย่าง

มีนัยสำ�คัญที่ระดับความเข้มข้น 10 และ 20 มิลลิกรัม

ต่อลิตร (p < 0.05) (Fig. 1A) แสดงว่า TiO
2
-NPs 

สามารถผ่านเข้าไปในเซลล์บุผนังหลอดเลือดได้ และ

มีอัตราการเข้าสู่เซลล์เฉลี่ยร้อยละ 15.4 ของปริมาณ 

TiO
2
-NPs ที่เติมลงไป (Fig. 1B) แต่อัตราร้อยละ



จักรภพ ใจเย็น และคณะ8634

การเข้าสู่เซลล์ของ TiO
2
-NPs ระหว่างกลุ่มทดสอบ

ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสำ�คัญ (p > 0.05) 

2. ผลการทดสอบความเป็นพิษของ TiO
2
-NPs  

ต่อเซลล์ HMEC-1 (cytotoxicity) 

เมือ่นำ�เซลลบ์ผุนงัหลอดเลอืด (HMEC-1) 

ที่เพาะเลี้ยงใน 96-wells plate ไปทดสอบกับ TiO
2
-

NPs ที่ความเข้มข้น 0, 50, 100, 200, 500 และ 

1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 24, 48 และ 72 

ช่ัวโมง ตามลำ�ดับ แล้วนำ�ไปวัดอัตราการมีชีวิตของ

เซลล์ด้วยวิธี MTT reagent (3-(4,5-dimethylthi-

azol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) 

พบว่าเมือ่ทดสอบเซลลกั์บ TiO
2
-NPs ท่ีความเข้มข้น 

500 และ 1,000 มลิลิกรมัตอ่ลิตร เปน็เวลา 24 ชัว่โมง 

อัตราการมีชีวิตของเซลล์เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยสำ�คัญ  

(p < 0.05) เทียบกับเซลล์กลุ่มควบคุม (Fig. 2A) 

เมื่อทดสอบเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่ระดับความเข้มข้น

ของ TiO
2
-NPs เท่ากับ 200, 500 และ 1,000 

Fig. 1 	Intracellular TiO
2
-NPs (mean ± SD) in HMEC-1 cells after exposure to vehicle, 1, 2, 5, 10 and 

20 mg/L TiO
2
-NPs for 24 hr. (n = 3). (A) Intracellular TiO

2
-NPs, (B) Percentage of TiO

2
-NPs  

treatment, *p < 0.05 compared to the control group,ns p > 0.05 compared to between treatment 
group.

(1A)

 

(1B)
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มิลลิกรัมต่อลิตร อัตราการมีชีวิตของเซลล์เพิ่มข้ึน

อย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) เทียบกับเซลล์กลุ่ม

ควบคุม (Fig. 2B) และเมื่อทดสอบเป็นเวลา 72 

ชั่วโมง ทุกระดับความเข้มข้นของ TiO
2
-NPs ตั้งแต่ 

50 ถึง 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร อัตราการมีชีวิตของ

เซลล์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) เทียบกับ

เซลล์กลุ่มควบคุม (Fig. 2C) และแปรผันตรงตาม

ความเข้มข้น (dose dependent) ของ TiO
2
-NPs  

ท่ีเพิ่มข้ึนในการทดสอบท้ังท่ีเวลา 24, 48 และ 72 

ชั่วโมง 

(2A)

(2B)

(2C)

Fig. 2	Viability of HMEC-1 cells after exposure to vehicle, 50, 100, 200, 500 and 1,000 mg/L TiO
2
-NPs 

(n = 3). (A) 24 hr., (B) 48 hr., and (C) 72 hr., * p < 0.05 compared to the control group.
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3. การทดสอบการสรา้งสารอนุมูลอสิระภายในเซลล ์

HMEC-1 (intracellular ROS) 

เมื่อนำ�เซลล์ HMEC-1 ที่เพาะเลี้ยงใน 

96-wells plate ไปทดสอบกับ TiO
2
-NPs ที่ระดับ

ความเข้มข้น 0, 50, 100, 200, 500 และ 1,000 

มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วเติมสาร 

DCFH
2
-DA ใน dextrose phosphate buffer saline 

(DPBS) เป็นเวลา 30 นาที เพื่อตรวจจับการสร้าง 

ROS หลังจากนั้นนำ�ไปวัดปริมาณสารอนุมูลอิสระ 

(ROS) ในเซลล์ ด้วยเครื่อง fluorescence micro-

plate reader พบว่ามีแนวโน้มของอัตราการสร้างสาร

อนุมูลอิสระเพิ่มข้ึนซึ่งแปรผันตรงตามความเข้มข้น 

และเพิม่ข้ึนอยา่งมนียัสำ�คญั (p < 0.05) ท่ีความเข้มข้น

ของ TiO
2
-NPs เท่ากับ 500 และ 1,000 มิลลิกรัม

ต่อลิตร เมื่อเทียบกับเซลล์กลุ่มควบคุม (Fig. 3)  

ซึ่งแสดงว่า TiO
2
-NPs สามารถกระตุ้นเซลล์บุผนัง

หลอดเลือดให้สร้าง ROS ได้ 

Fig. 3	 Intracellular reactive oxygen species (ROS) generation in HMEC-1 cells after exposure to the 
vehicle, 50, 100, 200, 500 and 1,000 mg/L for 24 hr. (N = 3), *p < 0.05 compared to the  
control group.

4. ผลการวิเคราะหก์ารแสดงออก vascular adhesion 

molecules protein ในเซลล์ HMEC-1

เมื่อนำ�เซลล์ HMEC-1 ท่ีเพาะเลี้ยงใน 

6-wells plate ไปทดสอบกับ TiO
2
-NPs ที่ระดับ

ความเข้มข้น 0, 50, 100, 200 และ 500 มิลลิกรัม

ต่อลิตร เป็นระยะเวลา 8 ช่ัวโมงเพื่อตรวจสอบการ

แสดงออกของ vascular adhesion molecules 

(VCAM-1) ในเซลล์ HMEC-1 ด้วยวิธี Western 

blotting พบว่า TiO
2
-NPs สามารถกระตุ้นการ

แสดงออกของโปรตีน VCAM-1 เทียบกับโปรตีน 

β-actin ให้เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) ที่

ความเข้มข้น 200 และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร และ

แปรผันโดยตรงกับความเข้มข้นของ TiO
2
-NPs  

(Fig. 4A, 4B) แสดงว่า TiO
2
-NPs สามารถกระตุ้น

เซลล์บุผนังหลอดเลือดให้มีการแสดงออกของโปรตีน 

VCAM-1 เพิ่มขึ้นได้
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วิิจารณ์์
ผลการวิเคราะห์ปริมาณของอนุภาคนาโน

ไทเทเนียมไดออกไซด์ (TiO
2
-NPs) ในเซลล์ชนิด 

HMEC-1 แสดงถึงความสามารถในการนำ� TiO
2
-

NPs เข้าสูเ่ซลล ์โดยพบวา่ TiO
2
-NPs เริม่เข้าสูเ่ซลล์

ได้ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีแนวโน้ม

สูงขึ้นอย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) แบบ dose  

dependent เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ TiO
2
-NPs ที่ 

10 และ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร และสัดส่วนการเข้าสู่

เซลล์ของ TiO
2
-NPs มีอัตราเฉลี่ยร้อยละ 15.4 ของ

ปริมาณ TiO
2
-NPs ที่เติมลงไป ซึ่งสอดคล้องกับผล

การทดลองของ Sukwong และคณะ(44) ปี พ.ศ. 2560 

ที่ทดสอบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดที-ลิมโฟไซต์ และ

เซลลแ์มคโครฟาจ ซึง่พบวา่ TiO
2
-NPs สามารถผา่น

เข้าสู่เซลล์แมคโครฟาจได้ที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัม

ต่อลิตร และวัดปริมาณ TiO
2
-NPs ที่เข้าสู่เซลล์ได้

ประมาณ 40.3 ไมโครกรมัตอ่ลติร ซึง่คดิเปน็อตัราการ

เขา้สู่เซลลป์ระมาณรอ้ยละ 0.8 สว่นเซลลท์-ีลมิโฟไซต ์

วัดปริมาณ TiO
2
-NPs ที่เข้าสู่เซลล์ได้ประมาณ 0.2 

ไมโครกรัมต่อลิตร ซึ่งคิดเป็นอัตราการเข้าสู่เซลล์

ประมาณรอ้ยละ 0.004 ความแตกตา่งของสดัสว่นการ

เข้าสู่เซลล์ของ TiO
2
-NPs อาจเนื่องจากใช้เซลล์ต่าง

ชนิดกันในการทดสอบ แสดงว่า TiO
2
-NPs สามารถ

ผ่านเข้าสู่เซลล์บุผนังหลอดเลือดได้จริง ซึ่งอาจมี 

ผลกระทบต่อเซลล์ได้

 จากผลการทดสอบความเปน็พษิของ TiO
2
-

NPs ตอ่เซลล ์ชนดิ HMEC-1 โดยวัดอตัราการมชีวิีต

ของเซลล์ ด้วยวิธี MTT assay พบว่าอัตราการมีชีวิต

Fig. 4	Vascular adhesion molecules (VCAM-1) expression in HMEC-1 cells after exposure to the  
vehicle, 50, 100, 200 and 500 mg/L TiO

2
-NPs (N = 3). (4A) VCAM-1 and β-actin expression 

with Western blot, (4B) VCAM-1/ β-actin ratio expressed in a fold change, *p < 0.05 compared 
to control group. 

(4B)

(4A)
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ของเซลล์ไม่มีการลดลง แต่กลับมีแนวโน้มเพิ่มข้ึน

อย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) ซึ่งอาจเนื่องจากความ

เข้มข้นของ TiO
2
-NPs ที่เซลล์สัมผัสมีความเป็นพิษ

ท่ีทำ�ให้เซลล์สามารถสร้างกลไกลดความเป็นพิษได้ 

บางส่วนทำ�ให้การตายน้อยกว่าเซลล์ท่ีมีการแบ่งตัว 

(cell proliferation) เช่นเดยีวกบั Peng และคณะ(45) 

ปี พ.ศ. 2553 ที่ทดสอบกับ human aortic endo-

thelial cell (HAEC)) และจากการศึกษาของ  

Bermudez และคณะ(31) ในปี พ.ศ. 2547 ที่พบว่า 

TiO
2
-NPs ทำ�ให้มีการเพิ่มของเซลล์ ในปอดหนู  

(fibroproliferative change) แต ่Montiel-Dávalos 

และคณะ(46) ในปี พ.ศ. 2555 ได้ทดสอบกับ human 

umbilical vein endothelial cell (HUVEC)  

พบว่า TiO
2
-NPs ทำ�ให้การมีชีวิตของเซลล์มีปริมาณ

ลดลง และการศึกษาของ Sukwong และคณะ(44) 

ในปี พ.ศ. 2560 ได้ทดสอบ TiO
2
-NPs กับเซลล์ 

แมคโครฟาจ และ ที-ลิมโฟไซต์ พบว่าเซลล์มีจำ�นวน

ลดลงอย่างมีนัยสำ�คัญ ที่ความเข้มข้น 250 และ 500 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า

ชนิดของเซลล์ท่ีนำ�มาทดสอบมีผลต่อการมีชีวิตของ

เซลล์ อย่างไรก็ตามการท่ีพบว่า TiO
2
-NPs มีผล 

ต่อการเพิ่มจำ�นวนของเซลล์โดยเฉพาะเซลล์เยื่อ 

บุผนังหลอดเลือดอาจส่งผลต่อความหนาของผนัง

หลอดเลือดทำ�ให้เกิดการอุดตันโดยเฉพาะบริเวณที่มี 

atherosclerotic plaque หรอืเกดิความไมเ่สถยีรของ

เซลล์บผุนงัหลอดเลอืดเกิดการหลดุลอกแลว้ไหลเวยีน

ไปเกิดการอดุตนัเส้นเลอืดขนาดเลก็ท่ีหวัใจหรอืสมอง

ได้ เสี่ยงต่อกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือดไปหล่อเล้ียง 

เกดิภาวะทีเ่รยีกวา่ heart attacks และ strokes(47-49) 

การศึกษานี้พบว่า TiO
2
-NPs สามารถ

กระตุน้การสรา้งสารอนมูุลอสิระภายในเซลล ์HMEC-1 

(intracellular ROS) ไดซ้ึง่อาจมกีลไกจากสมบตัขิอง

อนุภาคนาโน ที่มีส่วนประกอบของโลหะทรานซิชัน  

ซึ่งจากการศึกษาความเป็นพิษของ TiO
2
 โดยใช้  

human epidermal cell พบว่ามีการสร้าง ROS ได้

โดยอาศัยกลไกท่ีผู้วิจัยได้เสนอแนะคือ เนื่องจาก

สมบัติพื้นผิวของอนุภาคนาโน ที่มีส่วนประกอบของ

โลหะทรานซิชัน สามารถให้หรือรับอิเล็กตรอนได้อาจ

ทำ�ให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของลิปิด หรือ อาจไป

เก่ียวข้องกับ redox-cycling organic chemical เช่น 

ควิโนน หรือโมเลกุลของ O
2
 ในเซลล์เป็นตัวรับ

อิเล็กตรอนแล้วเกิด O
2
_(50,51) และมีแนวโน้ม 

เพิ่มข้ึนแปรผันตามความเข้มข้น อย่างมีนัยสำ�คัญ  

(p < 0.05) ที่ระดับความเข้มข้น 500 และ 1,000 

มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ  

Sukwong และคณะ(44) ปี พ.ศ. 2560 ที่ได้ทดสอบ 

TiO
2
-NPs กับเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดที-ลิมโฟไซต์ 

และแมคโครฟาจ ที่ความเข้มข้นของ TiO
2
-NPs 

ระหว่าง 5-500 ไมโครกรมัตอ่มลิลิลติร และการศกึษา

ของ Han และคณะ(52) ในปี พ.ศ. 2556 ซึ่งทดสอบ 

TiO
2
-NPs กับเซลล์บุผนังหลอดเลือด (vascular 

endothelial cell) ท่ีแยกไดจ้าก porcine pulmonary 

arteries ที่ระดับความเข้มข้น 10 และ 50 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร จะเห็นได้ว่า TiO
2
 สามารถเพิ่มภาวะ 

oxidative stress ในเซลล์ได้ซึ่งถือเป็นกลไกสำ�คัญ 

ท่ีส่งผลต่อปัญหาสุขภาพท่ีเกิดจากอนุภาคนาโน 

โดยเฉพาะเซลล์บผุนงัหลอดเลือด ทำ�ให้สารตา้นอนมุลู

อิสระ (antioxidant) ลดลง ส่งผลให้เกิดความ 

เสียหายต่อระบบทางเดินหายใจ ระบบหัวใจ และ

หลอดเลือด(53-55)

 สิ่งที่น่าสนใจอย่างยิ่งจากผลการศึกษาครั้งนี้ 

พบว่า TiO
2
-NPs สามารถกระตุ้นเพิ่มการแสดงออก

ของโปรตีนยึดเกาะ (VCAM-1) ในเซลล์ HMEC-1 

ได้ โดยอาจจะผ่านการสร้าง ROS ภายในเซลล์

ก่อน(56) ซึ่งจากการศึกษาของ Deem และคณะ ในปี 

พ.ศ. 2547(57) ได้รายงานว่า ROS สามารถกระตุ้น 

VCAM-1 ระหว่างการเคลื่อนไหวของลิมโฟไซต์  

บนผิวของเซลล์บุผนังหลอดเลือด โดยการกระตุ้น 
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matrix metalloproteinase (MPP) ดังนั้นการเพิ่ม

ขึ้นของ VCAM-1 จากการกระตุ้นของอนุภาคนาโน

ไทเทเนียมไดออกไซด์ ในเซลล์ HMEC-1 น่าจะเกิด

จาก ROS ที่เกิดขึ้น(58,59) อย่างไรก็ตามจะต้องมีการ

ศึกษาเพิ่มเติมโดยการยับยั้งการสร้าง ROS ด้วยเช่น 

N-acetyl cysteine (NAC) ซึง่มสีมบตัเิปน็ oxidant 

scavenger และการเพิ่มขึ้นของ VCAM-1 แปรผัน

ตรงกับความเข้มข้นของ TiO
2
-NPs ท่ีเพิ่มขึ้นซึ่ง 

เปน็ไปในทางเดยีวกนักับการศกึษาของ Han และคณะ(52) 

ปี พ.ศ. 2556 ซึ่งได้ทดสอบ TiO
2
 กับเซลล์บุผนัง

หลอดเลือด ที่ได้จาก porcine pulmonary arteries 

พบว่ามีการเพิ่มขึ้นของ inflammatory molecules 

เช่น vascular cell adhesion molecules-1 

(VCAM-1) และ monocyte chemoattractant 

protein-1 (MCP-1) การแสดงออกของ VCAM-1 

ท่ีเพ่ิมข้ึนบนผิวเซลล์บุผนังหลอดเลือดนั้นอาจเป็น

ปัจจัยหนึ่งท่ีสามารถเหนี่ยวนำ�การเกาะยึดของเซลล์

เม็ดเลือดขาวในกระแสโลหิตให้มารวมตัวกันมากข้ึน

โดยเฉพาะบริเวณที่มี atherosclerotic plaque ซึ่งจะ

เป็นการส่งเสริมทำ�ให้เกิดการอักเสบของหลอดเลือด

มากยิ่งขึ้น และเสี่ยงต่อการเพิ่มโอกาสในการเกิดการ

แขง็ของหลอดเลอืด (progressive atherosclerosis) 

สรุุป
การศึกษานี้สรุปว่าอนุภาคนาโนไทเทเนียม 

ไดออกไซด์สามารถผ่านเข้าสู่เซลล์บุผนังหลอดเลือด 

(HMEC-1) ได้ มีอัตราการเข้าสู่เซลล์ร้อยละ 15.4 

สามารถกระตุน้อัตราการมชีวีิตของเซลล์เพิ่มขึ้น และ

กระตุ้นเซลล์ให้สร้างสารอนุมูลอิสระของออกซิเจน 

(ROS) ซึ่งมีผลต่อการอักเสบของผนังหลอดเลือดได้ 

และท่ีสำ�คัญยังสามารถเหนี่ยวนำ�เซลล์บุผนังหลอด

เลือดให้แสดงออกหรือสร้าง vascular adhesion 

molecules protein (VCAM-1) ซึ่งเป็นโปรตีนบน

ผิวของเซลล์บุผนังหลอดเลือดเพิ่มข้ึน ซึ่งสามารถ

เหนี่ยวนำ�ให้มีการเกาะยึดของเม็ดเลือดขาว และเพิ่ม

การอักเสบของผนังหลอดเลือด ด้วยปัจจัยดังกล่าว 

จะเห็นว่าอนุภาคนาโนไทเทเนียมไดออกไซด์อาจ 

สามารถกระตุน้ใหเ้ซลล์เยือ่บผุนงัหลอดเลือดเกิดการ

อักเสบและทำ�งานผิดปกติ ซึ่งเป็นปัจจัยเริ่มต้นนำ�ไป

สู่ภาวะเสี่ยงการเกิดหลอดเลือดอักเสบและแข็งได้
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