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บทคดัย่อ 

ทรฟีอยลแ์ฟคเตอร ์(trefoilfactor; TFF) เป็นโมเลกุลทีผ่ลติจากเซลลท์ีส่รา้งมวิซนิ ทรฟีอยลแ์ฟคเตอรท์ี่

พบในน้ําลายส่วนใหญ่จะถูกสรา้งมาจากต่อมน้ําลายหลกั การศกึษาน้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อตรวจวดัระดบั 

TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆ จากอาสาสมคัรสุขภาพช่องปากปกตทิีม่ ี

ฟนัและไม่มฟีนัและจากอาสาสมคัรสุขภาพช่องปากปกตทิีส่บูบุหรีแ่ละไมส่บูบุหรีด่ว้ยวธิ ีELISA และ

ประเมนิรปูแบบโมเลกุล TFF3 ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆ ดว้ยเครือ่งวดัมวลสาร MALDI-

TOF/TOF ขอ้มลูพืน้ฐานทีไ่ดจ้ากโครงการวจิยัจะมปีระโยชน์ต่อการศกึษาในอนาคตเกีย่วกบับทบาท

หน้าที่ของ TFFs ที่ถูกสรา้งมาจากต่อมน้ําลายแต่ละชนิดซึง่อาจมบีทบาทสาํคญัต่อระบบภมูคิุม้กนัของ

ช่องปาก หรอืภาวการณ์เกดิโรคในช่องปากต่อไป 
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Abstract 

 Trefoil factors (TFFs) are molecules produced from mucin producing cells. TFFs found in 

saliva are mainly derived from major salivary glands. The objective of this study is to measure 

concentrations of salivary TFF1, TFF2, and TFF3 from various types of salivary glands, and to 

evaluate the molecular pattern of salivary TFF3 by MALDI-TOF/TOM mass spectometers. The 

results from this study will be helpful for future investigation of the biologic functions of salivary 

TFFs which may play an important role in oral immunity or may involve in oral pathology. 
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บทนํา 

 

 ทรฟีอยลแ์ฟคเตอร ์(Trefoil factors; TFFs) เป็น secretory molecules  สว่นใหญ่ถูกสรา้งโดย mucin-

producing cells โมเลกุลของทรฟีอยลแ์ฟคเตอร ์มสีามชนิดคอื TFF1, TFF2 และ TFF31  รปูแบบโมเลกุลของ TFF1 

และ TFF3 จะมสีองรปูแบบคอื monomer และ dimer แต่ TFF2 มรีปูแบบโมเลกุลเพยีงแบบเดยีวคอื monomer Trefoil 

factors ถูกคน้พบและมกีารตพีมิพเ์ผยแพร่ในวารสารวชิาการครัง้แรกในปี ค.ศ. 19822 หน้าทีท่างชวีภาพของ TFF 

peptides เกีย่วขอ้งกบั mucosal regeneration, tissue repairing, inflammatory process, immune response และ 

tumorigenesis3 มรีายงานบ่งชีว้า่เซลลจ์ากต่อมน้ําลาย ท่อน้ําลาย และเซลลบ์ุผวิช่องปาก สามารถสรา้ง TFFs และหลัง่

ออกมาในน้ําลาย4-6  แต่เป็นทีน่่าสงัเกตว่าการศกึษาบทบาทหน้าทีข่อง TFFs ในช่องปากมน้ีอยมากและผลงานวจิยัที่

ไดร้บัการตพีมิพเ์ผยแพร่ในวารสารวชิาการจนถงึปจัจุปนัมเีพยีง 6 เรื่องเท่านัน้4-9 ผลการศกึษาทีผ่่านมาเกีย่วกบั

บทบาทหน้าทีข่อง TFF ในช่องปากแสดงใหเ้หน็ว่า TFF3 เกีย่วขอ้งกบั oral keratinocytes โดยทาํหน้าทีก่ระตุน้

กระบวนการ cell survival, cell proliferation และ cell migration7, 8  

  ผลงานวจิยัทีเ่ผยแพร่ในวารสารวชิาการเกีย่วกบั TFFs สว่นใหญ่เป็นการศกึษาหน้าทีข่อง TFFs ในระบบ

ทางเดนิอาหารและการศกึษาบทบาทของ TFF ในโรคทางเดนิอาหาร เช่น แผลอกัเสบเรือ้รงัในทางเดนิอาหาร มะเรง็

กระเพาะอาหาร รวมถงึการศกึษาบทบาทของ TFF ในมะเรง็ชนิดต่างๆ เช่น มะเรง็เตา้นม มะเรง็ต่อมลกูหมาก มะเรง็

ปอด ในระบบทางเดนิอาหาร mucous cells สรา้ง TFF peptides และถูกหลัง่ออกมาร่วมกบั mucins ใน mucosal fluid 

ทาํใหเ้กดิลกัษณะของ mucous gel เคลอืบอยู่บนเยื่อเมอืกของทางเดนิอาหารเพื่อป้องกนัอนัตรายทีอ่าจเกดิขึน้กบัเซลล์

เยื่อบุผวิและบทบาทหน้าทีข่อง TFFs ยงัเกีย่วขอ้งกบักระบวนการซ่อมแซมเน้ือเยื่อบผุวิเมื่อเกดิบาดแผล โดย TFF 

peptides จะทาํงานเสรมิฤทธิก์บั epidermal growth factors10 มกีารตรวจวดัระดบั TFFs ในซรีมัและพบว่าระดบัของ 

TFFs ในซรีมัของผูป้ว่ยโรค chronic inflammatory bowel’s diseases11และมรีายงานว่าเมื่อใหห้นูทดลองทีถู่กกระตุน้

ใหเ้กดิ chronic inflammatory bowel’s diseases ดื่มน้ําทีม่สีว่นผสมของสาร nicotine จากบหุรี ่เป็นเวลา 2 สปัดาห ์มี

การแสดงออกของ TFF3 mRNA เพิม่มากขึน้ในเน้ือเยื่อบรเิวณลาํไสใ้หญ่12 อย่างไรกต็ามยงัไมม่รีายงานทีแ่สดงถงึ

ผลกระทบของการสบูบหุรีก่บัการแสดงออกของ TFF peptides ในน้ําลาย จากการศกึษาของคณะผูว้จิยั (ไดร้บัทุน

พฒันานกัวจิยัรุ่นกลาง จาก สกว. ร่วมกบั สกอ. ปี 2551-2552) เกีย่วกบัการตรวจวดัระดบั TFF peptides ในน้ําลาย

ของผูป้ว่ยโรคปรทินัตอ์กัเสบเรือ้รงัพบว่าระดบั TFF3 ลดลงเมื่อเปรยีบเทยีบกบัน้ําลายของอาสาสมคัรสขุภาพช่องปาก

ปกติ13 แต่ในขณะน้ียงัไม่มขีอ้มลูทีอ่ธบิายเกีย่วกบักลไกหรอืปจัจยัทีค่วบคุมการแสดงออกของ TFF peptides ในเซลล์

จากต่อมน้ําลายและเซลลบ์ุผวิชอ่งปาก  

 เป็นทีท่ราบกนัดวี่าน้ําลายในปาก (whole saliva14) เป็นสารคดัหลัง่ทีส่าํคญัต่อสขุภาพช่องปากและ

องคป์ระกอบสว่นใหญ่ประมาณรอ้ยละ 96 ใน whole saliva ไดม้าจากต่อมน้ําลายหลกั (major salivary glands) ไดแ้ก่ 

parotid glands, sublingual glands และ submandibular glands และต่อมน้ําลายรอง (minor salivary glands) 

องคป์ระกอบบางสว่นใน whole saliva จะไดม้าจากน้ําเหลอืงเงอืก (gingival crevicular fluid) ซึง่มสีว่นประกอบคลา้ย

กบัองคป์ระกอบในซรีัม่ ถา้พจิารณาในดา้นภูมคุิม้กนัช่องปากจะเหน็ไดว้่า whole saliva มอีงคป์ระกอบทีเ่กีย่วขอ้งกบั 

secretory immunity (มาจาก salivary glands) และ systemic immunity (มาจาก gingival crevicular fluid) ในบุคคลที่

มฟีนัองคป์ระกอบดา้นภมูคิุม้กนัช่องปากของ whole saliva จะเกีย่วขอ้งกบั secretory immunity และ systemic 

immunity แต่ในบุคคลทีไ่มม่ฟีนัหลงเหลอือยู่ในช่องปากองคป์ระกอบดา้นภูมคิุม้กนัช่องปากของ whole saliva จะไดม้า

จาก salivary glands เพยีงอย่างเดยีว (ไม่มอีงคป์ระกอบทีม่าจาก gingival crevicular fluid) ดงันัน้ภูมคิุม้กนัช่องปาก

ของบุคคลทีไ่มม่ฟีนัจะเกีย่วขอ้งกบั secretory immunity เป็นสาํคญั ถา้พจิารณาจากคุณลกัษณะของ epithelial cells 

ในต่อมน้ําลายแต่ละชนิด พบว่า epithelial cells มคีวามแตกต่างกนัในการผลติน้ําลาย เช่น epithelial cells ทีเ่ป็น
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องคป์ระกอบของ parotid glands15 จะมลีกัษณะทีเ่รยีกว่า serous cells ทาํหน้าทีผ่ลติน้ําลายทีม่ลีกัษณะใสและ

องคป์ระกอบในน้ําลายม ีmucins อยู่น้อยมาก แต่ epithelial cells ทีเ่ป็นองคป์ระกอบของ subligual glands15 จะมี

ลกัษณะทีเ่รยีกว่า mucous cells ทาํหน้าทีผ่ลติน้ําลายทีม่ลีกัษณะขน้หนืดมากและมอีงคป์ระกอบสว่นใหญ่เป็น mucins 

สาํหรบั epithelial cells ทีเ่ป็นองคป์ระกอบของ submandibular glands15 และ minor salivary glands จะมลีกัษณะที่

เรยีกว่า sero-mucous cells ทาํหน้าทีผ่ลติน้ําลายทีม่ลีกัษณะขน้หนืดปานกลางและมอีงคป์ระกอบบางสว่นเป็น mucins 

จากการศกึษาของคณะผูว้จิยัพบว่า whole saliva ของอาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกต ิมปีรมิาณของ TFF3 มากทีส่ดุ 

TFF1 มปีรมิาณรองลงมา และ TFF2 มปีรมิาณน้อยทีส่ดุ16 เป็นทีน่่าสนใจว่ายงัไม่มผีลการศกึษาเกีย่วกบัการตรวจวดั

ระดบั TFF peptides จากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆมาก่อน และยงัไม่มผีลการศกึษาเกีย่วกบัความสมัพนัธร์ะหว่างสาร 

cotinine จากบุหรี ่และระดบัการแสดงออกของ TFF peptides ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายแต่ละชนิด จากประเดน็ทีไ่ด้

กล่าวมาแลว้ทาํใหค้ณะผูว้จิยัเกดิคาํถามว่าระดบั TFF peptides และโครงสรา้งโมเลกุลของ TFF ทีถู่กสรา้งมาจากต่อม

น้ําลายแต่ละชนิดมคีวามแตกต่างกนัหรอืไม่ การแสดงออกของ TFF peptides ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆ จะ

มคีวามแตกต่างกนัระหว่างบุคคลทีส่ภาพในช่องปากแตกต่างกนัหรอืไม่ เช่น บุคคลทีม่ฟีนัและไม่มฟีนัในช่องปาก หรอื

ระหว่างบุคคลทีส่บูบหุรีแ่ละไม่สบูบุหรี ่ผลทีไ่ดจ้ากโครงการวจิยัจะนํามาซึง่ขอ้มลูใหม่เกีย่วกบัระดบั TFF peptides จาก

ต่อมน้ําลายแต่ละชนิดและขอ้มลูทีไ่ดร้บัจะมปีระโยชน์ต่อการศกึษาในเชงิลกึเกีย่วกบับทบาทหน้าทีข่อง TFFs ต่อ

ระบบภูมคิุม้กนัของช่องปาก ตลอดจนผลกระทบของการสบูบหุรีก่บัการผลติ TFF peptides จากต่อมน้ําลาย 

 จากคุณลกัษณะของ epithelial cells ในต่อมน้ําลายแต่ละชนิดมคีวามแตกต่างกนัในการผลติน้ําลายดงันัน้

คณะผูว้จิยัจงึตัง้สมมุติฐานว่า epithelial cells ในต่อมน้ําลายแต่ละชนิดมกีารสรา้ง TFF peptides ทีแ่ตกต่างกนั และ

epithelial cells ในต่อมน้ําลายแต่ละชนิดอาจมผีลต่อการกาํหนดรปูแบบโมเลกุลของ TFFs (monomer และ dimer) ที่

แตกต่างกนั นอกจากน้ีคณะผูว้จิยัตัง้สมมุติฐานว่าสภาพในช่องปากทีม่ฟีนัซึง่เกี่ยวขอ้งกบั secretory immunity และ 

systemic immunity และช่องปากทีไ่ม่มฟีนัซึง่เกี่ยวขอ้งกบั secretory immunity มผีลต่อการสรา้ง TFF peptides ที่

แตกต่างกนัและการกาํหนดโครงสรา้งโมเลกุลของ TFFs (monomer และ dimer) ทีแ่ตกต่างกนั คณะผูว้จิยัยงัมี

สมมุติฐานเพิม่เตมิว่าสภาพในช่องปากที่สมัผสักบัสารเคมจีากการสบูบุหรี่มกีารสรา้ง TFF peptides ทีแ่ตกต่างจาก

สภาพในช่องปากทีไ่ม่สมัผสักบัสารสารเคมจีากการสบูบุหรี่ ดงันัน้การศกึษาครัง้น้ีมวีตัถุประสงคป์ระกอบด้วย 

1. เปรยีบเทยีบระดบั TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆจากอาสาสมคัรสขุภาพช่องปาก

ปกตทิีม่ฟีนัและกลุ่มอาสาสมคัรทีไ่มม่ฟีนั 

 2. เปรยีบเทยีบระดบั TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆจากอาสาสมคัรสขุภาพช่องปาก

ปกตทิีส่บูบหุรีแ่ละไม่สบูบุหรี ่

 3. เปรยีบเทยีบความสมัพนัธร์ะหว่างระดบั TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆจาก

อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีม่ฟีนัและไมม่ฟีนัในช่องปาก 

 4. เปรยีบเทยีบความสมัพนัธร์ะหว่างระดบั TFF1, TFF2 และ TFF3 กบั cotinine ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายชนิด

ต่างๆจากอาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีส่บูบหุรีแ่ละไม่สบูบหุรี ่

 5. ประเมนิรปูแบบโมเลกุล TFF3 ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆ ดว้ยเครื่องวดัมวลสาร MALDI-TOF/TOF 
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วิธีการดาํเนินการวิจยั 

 

การกาํหนดพืน้ท่ี 

 - คลนิิกวนิิจฉยัโรคช่องปาก และ หอ้งปฏบิตักิารกลาง หน่วยวจิยั ชัน้ 6                        

 - อาคารเฉลมิพระเกยีรต ิคณะทนัตแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

 - หอ้งปฏบิตักิารวจิยัโปรตโีอมกิส ์สถาบนัจโีนม ศนูยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีวีภาพแห่งชาต ิ

 

การคดัเลือกกลุ่มตวัอยา่งท่ีศึกษา 

 การศกึษาน้ีเป็นการศกึษาในอาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีม่ฟีนั อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีไ่ม่มี

ฟนัและอาสาสมคัรทีส่บูบุหรี ่ซึง่มารบัการรกัษาทีค่ณะทนัตแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น โดยมขีอ้กาํหนดดงัน้ี  

(1) อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีม่ฟีนั  

 Inclusion criteria 

1. อาสาสมคัรมอีายุ 20 ปี ขึน้ไป 

2. อาสาสมคัรมสีขุภาพแขง็แรง ไม่มโีรคทางระบบ หรอือยู่ในระหว่างตัง้ครรภ ์ระยะใหน้มบุตร 

รบัประทานยาคุมกาํเนิด ยาปฎชิวีนะ หรอืยาใดๆทีม่ผีลต่อการทาํงานของน้ําลาย ในชว่ง 3 เดอืนทีผ่่าน

มา  

3. อาสาสมคัรเป็นผูท้ีส่บูบุหรี ่หรอืไม่สบูบุหรี ่ 

4. ภายในช่องปากตอ้งมฟีนัทัง้ปากอย่างน้อย 10 ซี ่

5. ภายในช่องปากมอีวยัวะปรทินัตใ์นสภาพปกต ิ 

      Exclusion criteria 

1. อาสาสมคัรมโีรคทางระบบ หรอือยู่ในระหว่างตัง้ครรภ ์ระยะใหน้มบตุร  

2. อาสาสมคัรรบัประทานยาคุมกาํเนิด ยาปฎชิวีนะ หรอืยาใดๆทีม่ผีลต่อการทาํงานของน้ําลายในช่วง 3 

เดอืนทีผ่่านมา  

3. ภายในช่องปากตอ้งมฟีนัทัง้ปากน้อยกว่า 10 ซี ่

4. ภายในช่องปากมอีวยัวะปรทินัตใ์นสภาพผดิปกต ิเช่น มเีหงอืกอกัเสบระดบัปานกลางหรอืรุนแรง มี

ร่องลกึปรทินัตม์ากกว่า 4 mm มกีารสญูเสยีการยดึเกาะของอวยัวะปรทินัต ์ 

(2) อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีไ่ม่มฟีนั  

 Inclusion criteria 

1. อาสาสมคัรมอีายุ 51 ปี ขึน้ไป  

2. อาสาสมคัรมสีขุภาพแขง็แรง ไม่มโีรคทางระบบ หรอือยู่ในระหว่างตัง้ครรภ ์ระยะใหน้มบุตร 

รบัประทานยาคุมกาํเนิด ยาปฎชิวีนะ หรอืยาใดๆทีม่ผีลต่อการทาํงานของน้ําลาย ในชว่ง 3 เดอืนทีผ่่าน

มา และไม่สบูบุหรี ่ 

3. ภายในช่องปากตอ้งไมม่ฟีนัและไม่ไดใ้สฟ่นัปลอมมาอย่างน้อย 1 เดอืน 

4. ภายในช่องปากมเีน้ือเยื่อช่องปากปกต ิ 

       Exclusion criteria 

1. อาสาสมคัรมโีรคทางระบบหรอือยู่ในระหว่างตัง้ครรภ ์ระยะใหน้มบุตร  

2. อาสาสมคัรรบัประทานยาคุมกาํเนิด ยาปฎชิวีนะ หรอืยาใดๆทีม่ผีลต่อการทาํงานของน้ําลายในช่วง 3 

เดอืนทีผ่่านมา และสบูบหุรี ่

3. ภายในช่องปากตอ้งมฟีนัหลงเหลอือยู่ เน้ือเยื่อช่องปากไม่ปกต ิ 
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 การแบ่งกลุ่มอาสาสมคัร 

 1 อาสาสมคัรทีเ่ขา้ร่วมในโครงการวจิยัจะถูกแบ่งออกเป็นกลุ่มๆ ละ 50 คน ดงัน้ี 

  1. อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีม่ฟีนั มอีายุระหว่าง 20-35 ปี 

  2. อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีม่ฟีนั มอีายุระหว่าง 36-50 ปี 

  3. อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีม่ฟีนั มอีายุมากกว่าหรอืเทา่กบั 51 ปี 

  4. อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีไ่มม่ฟีนั มอีายมุากกว่าหรอืเท่ากบั 51 ปี 

  5. อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีส่บูบุหรี ่มอีายมุากกว่าหรอืเท่ากบั 20 ปี 

 2. รปูแบบการดาํเนินการวจิยั 

อธบิายใหอ้าสาสมคัรทุกคนทราบถงึรายละเอยีดของงานวจิยั พรอ้มทัง้ใหอ้าสาสมคัรลงชื่อ 

 แสดงความยนิยอมก่อนเขา้ร่วมในงานวจิยั 

 การเกบ็ตวัอย่างน้ําลาย   

การเกบ็ตวัอย่างน้ําลายจะทาํในช่วงเชา้ ระหว่างเวลา 9.00-12.00น อาสาสมคัรจะถูกแนะนําใหง้ด

รบัประทานอาหาร งดดืม่น้ํา เป็นเวลาอย่างน้อย 1 ชัว่โมง อาสาสมคัรนัง่พกับนยนิูตทาํฟนัเป็นเวลา 5-10 นาท ี

จากนัน้บว้นปากดว้ยน้ําสะอาดก่อนจะทาํการเกบ็น้ําลาย 

(1) การเกบ็น้ําลายจากต่อมน้ําลายพาโรตดิ (parotid glands) 

 นําเครื่องมอืทีด่ดัแปลงมาจาก Lasley cups สาํหรบัการเกบ็น้ําลายจาก parotid glands อุปกรณ์ดงักล่าวไป

วางทีต่ําแหน่งรเูปิดของต่อมน้ําลายพาโรตดิ (Stensen’s ducts) ทัง้ดา้นขวาและดา้นซา้ย ผูท้าํการเกบ็น้ําลายจะ

เริม่จบัเวลาตัง้แต่ตดิตัง้อุปกรณ์เสรจ็ เป็นเวลา 10 นาท ีเพื่อเป็นการตรวจวดัอตัราการไหลของน้ําลาย (saliva 

flow rate) จากนัน้จงึนําน้ําลายทีไ่ดใ้สใ่นหลอดพลาสตกิ ขนาด 15 ml ทีป่ลอดเชือ้ ซึง่เกบ็ไวใ้นภาชนะทีม่ฝีาปิด

และบรรจุน้ําแขง็เพื่อรกัษาอุณหภูมทิีเ่หมาะสม  

(2) การเกบ็น้ําลายจาก submandibular/sublingual glands 

 ในระหว่างทีเ่กบ็น้ําลายจากต่อมพาโรตดิ ผูเ้กบ็น้ําลายจะใช ้plastic syringe ขนาด 5 ml ดดูน้ําลายบรเิวณ 

floor of mouth ซึง่สรา้งมาจาก submandibular/sublingual glands เป็นเวลา 10 นาท ีและใชก้อ้นสาํลซีบัน้ําลาย

ทีห่ลงเหลอือยูใ่นบรเิวณดงักล่าวเพื่อนํามาชัง่วดั สาํหรบัการคาํนวณหาอตัราการไหลของน้ําลาย จากนัน้จงึนํา

น้ําลายทีไ่ดจ้าก syringe ใสใ่นหลอดพลาสตกิ ขนาด 15 ml ทีป่ลอดเชือ้ ซึง่เกบ็ไวใ้นภาชนะทีม่ฝีาปิดและบรรจุ

น้ําแขง็เพื่อรกัษาอุณหภมูทิีเ่หมาะสม  

(3) การเกบ็น้ําลายจาก minor salivary glands 

เมื่อเกบ็น้ําลายจาก parotid, subman/sublingual glands แลว้ ผูเ้กบ็น้ําลายแนะนําใหอ้าสาสมคัรใชม้อืดา้นซา้ย

ดงึรมิฝีปากล่างออกเลก็น้อยเป็นเวลา 5 นาท ีจากนัน้ใชแ้ผ่นเมมเบรน ขนาด 5x5 mm จาํนวน 2 แผ่น วางที่

ตําแหน่งดา้นซา้ยและขวาของรมิฝีปากล่างเพื่อดดูซบัน้ําลายจาก minor salivary glands จากนัน้จงึนําแผ่นเมม

เบรนทีม่น้ํีาลายใสใ่นหลอดพลาสตกิ ขนาด 1.5 ml ทีบ่รรจุน้ํากลัน่ปรมิาตร 0.5 ml ซึง่เกบ็ไวใ้นภาชนะทีม่ฝีาปิด

และบรรจุน้ําแขง็เพื่อรกัษาอุณหภูมทิีเ่หมาะสม  

 (4) ตวัอย่างน้ําลายทีเ่กบ็ไดท้ัง้หมดจากอาสาสมคัรจะถูกนําไปเขย่าดว้ยอุปกรณ์ vortex เป็นเวลา3 นาทก่ีอนจะ

นําไปป ัน่เหวีย่ง (Centrifuge) ที ่2,300g เป็นเวลา 10 นาท ีควบคุมอุณหภมูทิี ่40C  จากนัน้จงึเกบ็สว่นทีเ่ป็นน้ํา

ใสออกมาแยกเกบ็ไวใ้นตูแ้ช่เยน็ทีอุ่ณหภูม ิ–800c  
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การตรวจหาระดบั TFF peptides ด้วยวิธี ELISA   

ตวัอย่างน้ําลายจะถูกนํามาวดัระดบั total protein ดว้ยวธิ ีLowry assay ก่อนจะดาํเนินการตรวจวดัระดบั TFF 
peptides ดว้ยวธิ ีELISA13,14 ชนิด modified sandwich ซึง่มขี ัน้ตอนดงัน้ี 

1 การเตรยีมตวัอย่างน้ําลาย ใน assay buffer, pH 8.0, containing 0.1 mol/L phosphate, 0.1% BSA, 0.1% 

Tween20 ในอตัราสว่นทีพ่อเหมาะสาํหรบัการตรวจหา TFF1, TFF2 และ TFF3  

2 การเตรยีม purified TFF1, TFF2 และ TFF3 ใน assay buffer ใหม้ลีาํดบัความเขม้ขน้ทีเ่รยีงตามลาํดบัจาก

ความเขม้ขน้มากไปสูค่วามเขม้ขน้น้อย (serial dilution) เพื่อใชใ้นการสรา้งกราฟมาตรฐานสาํหรบัคาํนวณ

ความเขม้ขน้ของ TFF1, TFF2 และ TFF3 จากตวัอย่างน้ําลาย   

3 การเตรยีม capture antibodies (rabit polyclonal antibodies) ทีจ่าํเพาะต่อ TFF1, TFF2 และ TFF3 มาทาํ

ใหเ้จอืจางใน coating buffer, pH 9.6, (15 mmol/L sodium carbonate, 35 mmol/L sodium bicarbonate) 

โดยเตรยีมความเขม้ขน้ anti-human TFF1, TFF2 และ TFF3 rabit polyclonal antibodies 0.20 µg/100 µL 

(100 µL /well) จากนัน้เกบ็เพลทไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งประมาณ 3 ชัว่โมง แลว้ลา้งเพลทดว้ย washing buffer 

4 นําตวัอย่างน้ําลาย ทีเ่จอืจางแลว้ ปรมิาณ 100 ไมโครลติร/หลุม มาใสล่งในไมโครเพลท 96 หลุม กาํหนดให้

ใชส้ามหลุมต่อหน่ึงตวัอย่าง (triplicate) ในการน้ีนํา purified TFF1, TFF2 และ TFF3 ใน assay buffer ทีม่ี

ลาํดบัความเขม้ขน้ทีเ่รยีงตามลาํดบัจากความเขม้ขน้มากไปสูค่วามเขม้ขน้น้อย ปรมิาณ 100 ไมโครลติร/

หลุม มาใสล่งในไมโครเพลท 96 หลุม กาํหนดใหใ้ชส้ามหลุมต่อหน่ึงตวัอย่าง (triplicate) จากนัน้เกบ็เพลทไว้

ทีอุ่ณหภูมหิอ้งประมาณ 12 ชัว่โมง แลว้จงึลา้งเพลทดว้ย washing buffer 

5 การเตรยีม detecting antibodies ทีจ่าํเพาะต่อ TFF1, TFF2 และ TFF3 มาทาํใหเ้จอืจางใน 0.1% bovine-

albumin in phosphate buffer โดย dilution factor ทีใ่ชส้าํหรบั biotinylated rabit anti-human TFF1, TFF2 

และ TFF3 (100 µL /well) จากนัน้เกบ็เพลทไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้งประมาณ 1 ชัว่โมง แลว้ลา้งเพลทดว้ย 

washing buffer 

6 การเตมิ horseradish peroxidase-avidin มาใสล่งในเพลทเพื่อการทาํปฏกิริยิาและการเกดิสจีะทาํโดยเตมิ 

TMB Microwell Substrate System (Kirkegaard and Perry Laboratories)  

7 นําตวัอย่างน้ําลาย และ purified TFF1, TFF2 และ TFF3 ใน sample diluent ทีม่ลีาํดบัความเขม้ขน้ทีเ่รยีง

ตามลาํดบั ไปวดัค่าการดดูกลนืแสง (optical density) ดว้ยเครื่อง ELISA plate reader ทีค่วามยาวคลื่น 450 

นาโนเมตร 

8 นําค่าการดดูกลนืแสงกบัค่าความเขม้ขน้ของ purified TFFแต่ละชนิดไปสรา้งกราฟมาตรฐาน ทาํการแปลง

ขอ้มลูแลว้เลอืกกราฟเสน้ตรงทีม่ค่ีาสมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจใกล ้1 ทีส่ดุ เพื่อแสดงว่าสมการทีไ่ดม้คีวาม

เหมาะสมทีจ่ะนําไปคาํนวณหาความเขม้ขน้ของ TFF1, TFF2 และ TFF3 

การตรวจหาระดบั cotinine ในน้ําลายด้วยชุดตรวจ ELISA สาํเรจ็รปู 

ตวัอย่างน้ําลายจะถูกนํามาวดัระดบั cotinine ดว้ยวธิ ีELISA (DRG International, Inc.) มขีัน้ตอนดงัน้ี 

1. เจอืจางตวัอย่างน้ําลายใน sample diluent ในอตัราสว่นทีพ่อเหมาะสาํหรบัการตรวจวดั cotinine จากชุดตรวจ

สาํเรจ็รปู  

2. หยดตวัอย่างน้ําลายทีเ่จอืจางแลว้ ปรมิาณ 100 ไมโครลติร/หลุม ลงในไมโครเพลท 96 หลุม  โดยหยดสอง

หลุมต่อหน่ึงตวัอย่าง (duplicate) โดยไมโครเพลทจากชุดตรวจสาํเรจ็รปู จะถูก เคลอืบทีผ่วิดา้นในดว้ยโมโน

โคลนอลแอนตบิอดทีีจ่าํเพาะต่อ cotinine  
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3. นํา 50 ไมโครลติรของสารละลายโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีต่ดิฉลากดว้ยเอนไซม ์horseradish peroxidase 

(HRP)และมคีวามจาํเพาะต่อ cotinine มาใสล่งในเพลทซึง่ไดใ้สต่วัอย่างน้ําลายทีเ่จอืจางแลว้ จากนัน้เกบ็

เพลทไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งประมาณ 3 ชัว่โมง จากนัน้ลา้งเพลทดว้ย wash buffer 

 4. นํา 100 ไมโครลติรของ substrate solution มาใสล่งในเพลทจากนัน้เกบ็เพลทไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้งประมาณ 10 

นาทเีพื่อการทาํปฏกิริยิาและการเกดิส ีจากนัน้หยุดปฏกิริยิาดว้ยการเตมิ 100 ไมโครลติรของ stop 

solution ลงในแต่ละหลุม 

 5. นําไมโครเพลท 96 หลุมไปวดัความเขม้ขน้ของสารละลาย (optical density) ดว้ยเครื่อง ELISA plate reader 

ทีค่วามยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 

 

4การตรวจรปูแบบ TFF3 (monomer and dimer) ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆ ด้วย MALDI-TOF/TOF 

1. ผสมตวัอย่างใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex แลว้นําตวัอย่างน้ําลายปรมิาตร 200 ไมโครลติรกรองผ่าน 4 Microcon 

Centrifugal Filter Device YM-10 (Milipore)  

2. เกบ็ตวัอย่างโปรตนีขนาดเลก็กว่า 10 กโิลดาลตนั วดัความเขม้ขน้ของโปรตนีดว้ยวธิขีอง Lowry โดยใช ้

Bovine serum albumin เป็นโปรตนีมาตรฐาน 

3. ละลายตวัอย่างโปรตนีปรมิาณ 0.1 ไมโครกรมักบั 4 0.1% Trifluoroacetic acid (TFA) solution แลว้ผสม

กบัสารละลาย Sinapinic acid อตัราสว่น 1:1  

4. หยดตวัอย่างบน MALDI plate แลว้รอทีอุ่ณหภูมหิอ้งจนตวัอย่างแหง้ 

5. วเิคราะหม์วลของเปปไทดใ์นตวัอย่างดว้ยเครื่อง4 Ultraflex III MALDI TOF/TOF (Bruker daltonik) 

 

การวิเคราะหผ์ลทางสถิติ    

 (1) การเปรยีบเทยีบระดบั TFF peptides จากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆ ระหว่างกลุ่มอาสมคัร โดยใช ้Kruskal-

Wallis analysis of variance การหาความสมัพนัธร์ะหว่างระดบั TFF peptides ชนิดต่างๆในน้ําลาย โดยใช ้

Spearman correlation Coefficients กาํหนดให ้P-value < 0.05 

(2) การหาความสมัพนัธร์ะหว่างระดบั TFF peptides ชนิดต่างๆกบัระดบั cotinine ในน้ําลาย โดยใช ้Spearman 

 correlation Coefficients กาํหนดให ้P-value < 0.05 

(3) การเปรยีบเทยีบ4โมเลกุล TFF3 (monomer and dimer) ในน้ําลาย4จากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆ  ระหว่างกลุ่ม

 อาสาสมคัรโดยใช ้Kruskal-Wallis analysis of variance กาํหนดให ้P-value < 0.05 
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ผลการวิจยั 

 

ข้อมูลกลุ่มตวัอยา่ง 

1. อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีม่ฟีนั มอีายุระหว่าง 20-35 ปี 

 จาํนวน 37 คน 

 เพศชาย =  16 คน 

 เพศหญงิ = 21 คน 

2. อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีม่ฟีนั มอีายุระหว่าง 36-50 ปี 

 จาํนวน 13 คน 

 เพศชาย = 3  คน 

 เพศหญงิ = 10 คน 

3. อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีม่ฟีนั มอีายุมากกว่าหรอืเทา่กบั 51 ปี 

 จาํนวน 11 คน 

 เพศชาย =  5 คน 

 เพศหญงิ = 6 คน 

4. อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีไ่มม่ฟีนั มอีายมุากกว่าหรอืเท่ากบั 51 ปี 

 จาํนวน 8 คน 

 เพศชาย =  4 คน 

 เพศหญงิ = 4 คน 

5. อาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีส่บูบุหรี ่มอีายมุากกว่าหรอืเท่ากบั 20 ปี 

 จาํนวน 12 คน 

 เพศชาย = 11  คน 

 เพศหญงิ = 1 คน 

 

การตรวจหาระดบั TFF peptides ด้วยวิธี ELISA   

ตวัอย่างน้ําลายจะถูกนํามาวดัระดบั total protein ดว้ยวธิ ีLowry assay ก่อนจะดาํเนินการตรวจวดัระดบั TFF 
peptides ดว้ยวธิ ีELISA วึง่อยู่ในระหว่างการปรบัหา optimal conditions ของ capture antibodies ทีจ่าํเพาะต่อ 
TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําลาย 
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บทวิจารณ์ 

 

 จากคุณลกัษณะของ epithelial cells ในต่อมน้ําลายแต่ละชนิด พบว่า epithelial cells มคีวามแตกต่างกนัใน

การผลติน้ําลาย เช่น epithelial cells ทีเ่ป็นองคป์ระกอบของ parotid glands15 จะมลีกัษณะทีเ่รยีกว่า serous cells ทาํ

หน้าทีผ่ลติน้ําลายทีม่ลีกัษณะใสและองคป์ระกอบในน้ําลายม ีmucins อยู่น้อยมาก แต่ epithelial cells ทีเ่ป็น

องคป์ระกอบของ subligual glands15 จะมลีกัษณะทีเ่รยีกว่า mucous cells ทาํหน้าทีผ่ลติน้ําลายทีม่ลีกัษณะขน้หนืด

มากและมอีงคป์ระกอบสว่นใหญ่เป็น mucins สาํหรบั epithelial cells ทีเ่ป็นองคป์ระกอบของ submandibular glands15 

และ minor salivary glands จะมลีกัษณะทีเ่รยีกว่า sero-mucous cells ทาํหน้าทีผ่ลติน้ําลายทีม่ลีกัษณะขน้หนืดปาน

กลางและมอีงคป์ระกอบบางสว่นเป็น mucins จากการศกึษาของคณะผูว้จิยัพบว่า whole saliva ของอาสาสมคัรสขุภาพ

ช่องปากปกต ิมปีรมิาณของ TFF3 มากทีส่ดุ TFF1 มปีรมิาณรองลงมา และ TFF2 มปีรมิาณน้อยทีส่ดุ16 เป็นทีน่่าสนใจ

ว่ายงัไม่มผีลการศกึษาเกีย่วกบัการตรวจวดัระดบั TFF peptides จากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆมาก่อน และยงัไม่มผีล

การศกึษาเกีย่วกบัความสมัพนัธร์ะหว่างสาร cotinine จากบุหรี ่และระดบัการแสดงออกของ TFF peptides ในน้ําลาย

จากต่อมน้ําลายแต่ละชนิด จากประเดน็ทีไ่ดก้ล่าวมาแลว้ทาํใหค้ณะผูว้จิยัเกดิคาํถามวา่ระดบั TFF peptides และ

โครงสรา้งโมเลกุลของ TFF ทีถ่กูสรา้งมาจากต่อมน้ําลายแต่ละชนิดมคีวามแตกต่างกนัหรอืไม่ การแสดงออกของ TFF 

peptides ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆ จะมคีวามแตกต่างกนัระหว่างบุคคลทีส่ภาพในชอ่งปากแตกต่างกนั

หรอืไม่ เช่น บุคคลทีม่ฟีนัและไม่มฟีนัในช่องปาก หรอืระหว่างบุคคลทีส่บูบุหรีแ่ละไม่สบูบหุรี ่ผลทีไ่ดจ้ากโครงการวจิยั

จะนํามาซึง่ขอ้มลูใหม่เกีย่วกบัระดบั TFF peptides จากต่อมน้ําลายแต่ละชนิดและขอ้มลูทีไ่ดร้บัจะมปีระโยชน์ต่อ

การศกึษาในเชงิลกึเกีย่วกบับทบาทหน้าทีข่อง TFFs ต่อระบบภูมคิุม้กนัของช่องปาก ตลอดจนผลกระทบของการสบู

บุหรีก่บัการผลติ TFF peptides จากต่อมน้ําลาย 
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บทสรปุ 

 

 งานวจิยัน้ีเป็นการศกึษาชนิดตดัขวางเพื่อตรวจวดัระดบั TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําลายจากต่อมน้ําลาย

ชนิดต่างๆ จากอาสาสมคัรสขุภาพช่องปากปกตทิีม่ฟีนัและไม่มฟีนัและจากอาสาสมคัรสขุภาพชอ่งปากปกตทิีส่บูบหุรี่

และไม่สบูบหุรีด่ว้ยวธิ ีELISA และประเมนิรปูแบบโมเลกุล TFF3 ในน้ําลายจากต่อมน้ําลายชนิดต่างๆ ดว้ยเครื่องวดั

มวลสาร MALDI-TOF/TOF ในปีงบประมาณ 2555 งานวจิยัโดยสว่นใหญ่จะมุ่งไปทีก่ารเกบ็รวบรวมตวัอย่างน้ําลายจาก

อาสาสมคัรกลุ่มต่างและการเกบ็ขอ้มลูทางคลนิิกทีเ่กีย่วขอ้งกบัสขุภาพช่องปาก คณะผูว้จิยัคาดวา่การเกบ็รวบรวม

ตวัอย่างและการทดสอบดว้ย ELISA จะแลว้เสรจ็ในปีงบประมาณที ่2556  
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