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บทน า 
 
ความส าคัญและทีม่าของปัญหาที่ท าการวจัิย 

  โรคปริทนัต์อกัเสบ (periodontal disease/periodontitis) เป็นปัญหาทางทนัต
สาธารณสุขท่ีมีผลกระทบกบัคุณภาพชีวติมากท่ีสุดปัญหาหน่ึง ทั้งในระดบัประเทศ และในระดบั
โลก (Holt et al., 1999; Williams, 1990)   โรคน้ีมีจุดเร่ิมตน้จากเช้ือแบคทีเรียกรัมลบท่ีไม่
ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญเติบโต   โดยเฉพาะเช้ือ Porphyromonas gingivalis ซ่ึงเป็นหน่ึงใน
เช้ือท่ีเป็นสาเหตุหลกัของการเกิดโรค   ลกัษณะท่ีปรากฏของโรค จะเกิดจากการท่ีแบคทีเรียหรือ
สารหลัง่ของแบคทีเรีย โดยเฉพาะ lipopolysaccharides (LPS) กระตุน้ตอบสนองของเซลล์ทั้งใน
ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย และเซลล์ของเน้ือเยื่อ  และก่อให้เกิดการอกัเสบท่ีเร้ือรัง (chronic 
inflammation) ซ่ึงน าไปสู่การท าลายของเน้ือเยื่อเก่ียวพนั และกระดูกเบา้ฟัน และเกิดการสูญเสีย
ฟันในท่ีสุด    
   เซลลท่ี์มีบทบาทในกระบวนการอกัเสบของเน้ือเยือ่ปริทนัต ์ นอกจากเซลลเ์มด็
เลือดขาวแลว้ เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเน้ือเยือ่เหงือก และเอน็ยดึปริทนัต ์ ก็มีส่วนร่วมใน
กระบวนการอกัเสบน้ีดว้ย   เซลลเ์หล่าน้ี สามารถตอบสนองต่อแบคทีเรีย และสารหลัง่จาก
แบคทีเรีย โดยการเพิ่มการหลัง่ pro-inflammatory cytokine และไซโตไคน์ตวัหน่ึงท่ีมีบทบาท
อยา่งมากในรอยโรคปริทนัต ์คือ tumor necrosis factor- (TNF-)  
   บทบาทของ TNF-α ในการด าเนินไปของโรคปริทนัต ์จะเร่ิมตั้งแต่อิทธิพลของ 
TNF-α ในการกระตุน้เซลลเ์มด็เลือดขาวใหเ้พิ่มการสร้างโมเลกุลยดึจบั (adhesion molecules) 
กบั endothelial cells เพื่อเพิ่มอตัราการเคล่ือนเขา้มาสู่บริเวณท่ีมีการอกัเสบ   การกระตุน้เซลลไ์ฟ
โบรบลาสทใ์หเ้พิ่มการสร้างเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยสลาย extracellular matrix โดยเฉพาะ
กลุ่ม matrix metalloproteinases (MMPs)   รวมทั้งการเพิ่มระดบัการสร้าง prostaglandins และ 
RANKL ในเซลลไ์ฟโบรบลาสท ์ และ macrophages ซ่ึงมีผลในการกระตุน้การท าลายของเซลล์
สลายกระดูก นอกจากน้ี ยงัสามารถกระตุน้การเกิด apoptosis ของไฟโบรบลาสตท์ าให้
กระบวนการซ่อมแซมเกิดข้ึนไดช้า้ (Graves and Cochran, 2003)  
   แมจ้ะมีรายงานว่า เซลล์ไฟโบรบลาสท์ของเน้ือเยื่อเหงือกและเอ็นยึดปริทนัต ์
สามารถตอบสนองต่อ LPS โดยการเพิ่มการสร้าง TNF-α ได ้(Takemura et al., 1998; Wang and 
Ohura, 2002; Yamaji et al., 1995)   แต่กลไกการรับรู้ของเซลล์ท่ีมีต่อ LPS และกลไกการ
ถ่ายทอดสัญญาณภายในเซลลน์ั้น ยงัไม่ชดัเจน   แมจ้ะมีการศึกษาในเซลล์จากเน้ือเยื่อเหงือกบา้ง 
แต่ก็ยงัไม่มากนกั (Irwin et al., 1994)   ในขณะท่ี การศึกษากระบวนการน้ีในเซลล์จากเน้ือเยื่อ
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เอ็นยึดปริทนัต์นั้น มีน้อยมาก ท าให้ยงัไม่มีความชัดเจนว่าเซลล์เหล่าน้ี ตอบสนองต่อ LPS 
อยา่งไร  
   นอกจากน้ี การศึกษาส่วนใหญ่ท่ีผา่นมา จะเลือกใช ้LPS ท่ีไดจ้ากเช้ือ E. coli ซ่ึง
เป็นแบคทีเรียท่ีมี well-conserved lipid A และจดัเป็น typıcal bacterial endotoxin   โดยพบวา่ 
เซลลเ์มด็เลือดขาว และ ไฟโบรบลาสตจ์ากเหงือกสามารถตอบสนองต่อ LPS ผา่นทาง receptor 
ในกลุ่ม Toll-lıke receptors (TLRs) คือ TLR-4 และส่งสญัญาณผา่นไปทาง nuclear factor kappa-
B (NF-kB) (Hirschfeld et al., 2001; Martin et al., 2001; Wang et al., 2000; Wang and Ohura, 
2002)   อยา่งไรก็ตาม LPS จากเช้ือ P. gingivalis  นั้น จะมีโครงสร้างท่ีต่างไปจากของ E. coli  
(Darveau et al., 2004; Hashimoto et al., 2004; Werts et al., 2001) และแมจ้ะมีรายงานวา่ LPS 
จาก P.gingivalis สามารถเหน่ียวน าการแสดงออกของ TNF-α ไดเ้ช่นเดียวกบั E. coli ก็ตาม 
(Hirschfeld et al., 2001; Zhang et al., 2008) แต่การเพิ่มข้ึนของ TNF-α นั้น จะพบในปริมาณ
และคุณภาพท่ีต่างกนั   จึงเป็นไปไดท่ี้กลไกการรับรู้และส่งถ่ายสัญญาณภายในเซลลมี์ความ
แตกต่างกนั ระหวา่ง LPS ของเช้ือ P. gingivalis และ E. coli  
   นอกเหนือจากการติดเช้ือซ่ึงก่อใหเ้กิดโรคปริทนัตแ์ลว้ ยงัพบวา่ มีปัจจยัอ่ืนๆ ท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคปริทนัต ์ ไดแ้ก่ ผลของความร้อนท่ีเกิดข้ึนในช่องปาก อนัเน่ืองจาก
พฤติกรรมต่างๆ เช่น การสูบบุหร่ี การด่ืมชา กาแฟ ทั้งน้ี ช่องปากเป็นอวยัวะหน่ึงของร่างกายท่ีมี
การเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิค่อนขา้งสูง จึงเป็นประเด็นท่ีน่าสนใจวา่ การเปล่ียนแปลงของ
อุณหภูมิน้ี สามารถชกัน าใหเ้กิดโรคปริทนัตอ์กัเสบไดห้รือไม่  
   โดยทัว่ไปแลว้ เม่ือเซลลเ์ผชิญกบัความร้อนจะมีการปรับตวัให้ด ารงอยูใ่น
สภาวะนั้น โดยเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยนีต่างๆ ภายในเซลล ์ กลุ่มของยนีท่ีมีการศึกษา
มากท่ีสุดในเร่ืองของความร้อน คือ heat shock proteins ซ่ึงเช่ือวา่มีบทบาทส าคญัในการปกป้อง
เซลลไ์ม่ใหถู้กท าลายเม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีอุณหภูมิสูง (Craig et al., 1993) นอกจากนั้นแลว้ ความ
ร้อนยงัท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยนีอีกหลายชนิด เช่น การเพิ่มการแสดงออก
ของ basis fibroblast growth factor (b-FGF) (Erdos et al., 1995), MMP-1 (Li et al., 2007) และ 
การลดการแสดงออกของ c-fos (Wennborg et al., 1995) 
   ในการศึกษาคร้ังน้ี คณะผูว้จิยัสนใจท่ีจะศึกษาถึงผลของความร้อนต่อการ
แสดงออกของ TNF-α ซ่ึงเป็น cytokine ท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการเกิดโรคปริทนัตอ์กัเสบ   โดย
ผลของการศึกษาเบ้ืองตน้ ในไฟโบรบลาสตจ์ากเน้ือเยือ่เอน็ยดึปริทนัตพ์บวา่ เม่ือเพาะเล้ียงเซลล์
ท่ีอุณหภูมิ 45 และ 50 องศาเซลเซียส จะพบการเพิ่มข้ึนของ TNF-α ทั้งในระดบั mRNA และ ใน
ระดบัโปรตีน แต่ก็ยงัไม่ชดัเจนวา่ กลไกท่ีเกิดข้ึนเป็นอยา่งไร  
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   Transient receptor potential vanilloid-1 (TRPV1) เป็น receptor ท่ีพบมากใน
เซลลข์องระบบประสาท และท าหนา้ท่ีเป็น nociceptor ในการรับความร้อนเม่ืออุณหภูมิมากกวา่ 
43 องศาเซลเซียส (Caterina et al., 1997) จากการศึกษาเบ้ืองตน้ของคณะผูว้ิจยั สามารถตรวจพบ 
TRPV1 ในไฟโบรบลาสตจ์ากเอน็ยดึปริทนัตเ์ช่นกนั และเม่ือท าการทดลองเบ้ืองตน้โดยการใส่
สารยบัย ั้งการท างานของ TRPV1 (capsazepine) พบวา่ความร้อนไม่สามารถเพิ่มการแสดงออก
ของ TNF-α ได ้ จึงอาจเป็นไปไดว้า่ TRPV1 ท่ีอยูใ่นไฟโบรบลาสตจ์ากเอน็ยดึปริทนัตมี์บทบาท
ในการท าใหเ้กิดโรคปริทนัตอ์กัเสบ โดยการรับสัญญาณความร้อนและชกัน าใหเ้กิดการ
เปล่ียนแปลงการแสดงออกของ TNF-α 
   โดยสรุป วตัถุประสงคใ์นงานวจิยัน้ี จึงตอ้งการศึกษาถึงการตอบสนองของ
เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเหงือก และไฟโบรบลาสตจ์ากเอ็นยดึปริทนัตข์องมนุษยต่์อ LPS จาก P. 
gingivalis เปรียบเทียบกบั E. coli  วา่มีกลไกการรับรู้และส่งถ่ายสัญญาณภายในเซลลเ์พื่อควบคุม
การแสดงออกของ TNF-α ท่ีเหมือนหรือแตกต่างกนัอยา่งไร   นอกจากน้ี ยงัศึกษากลไกท่ี
เก่ียวขอ้งในการถ่ายทอดสัญญาณความร้อนซ่ึงน าไปสู่การเพิ่มการแสดงออกของ TNF-α รวมทั้ง
บทบาทของ TRPV1 ต่อการควบคุมการแสดงออกของ TNF-α ดว้ย  ประโยชน์ท่ีไดจ้าก
การศึกษาน้ีจะเพิ่มความเขา้ใจในกลไกการควบคุมการแสดงออกของ TNF-   ซ่ึงจะเป็น
ประโยชน์ ในการน าไปประยกุตเ์พื่อพฒันายาใหม่ๆ เพื่อใชค้วบคุมระดบัการแสดงออกของ 
TNF-α ซ่ึงเป็น pro-inflammatory cytokine ท่ีส าคญัน้ี ให้อยูใ่นระดบัท่ีไม่มากเกินไป น่าจะเป็น
กลไกหน่ึงท่ีควบคุมการลุกลามของโรคปริทนัตไ์ด้ 
 
วตัถุประสงค์การวจัิย 

1. ศึกษาผลของ LPS จาก P. gingivalis และ E. coli และโดยความร้อนท่ีมีต่อการ
แสดงออกของ TNF- ในเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเหงือก (GF) และไฟโบรบลาสตจ์ากเอน็ยดึ
ปริทนัต ์(PDL) ของมนุษย ์

2. ศึกษากลไกระดบัอณู (molecular) ในการควบคุมการแสดงออกของ TNF- โดย LPS 
จาก P. gingivalis และ E. coli และโดยความร้อนเปรียบเทียบระหวา่งเซลล ์GF และเซลล ์PDL 
 
ขอบเขตการวจัิย 

  เป็นโครงการวจิยัพื้นฐาน ท่ีท าในหอ้งปฏิบติัการ โดยใชเ้ซลล ์ GF และเซลล ์
PDL ท่ีเตรียมข้ึนจากฟันกรามใหญ่ซ่ีท่ี 3 ท่ีไดรั้บการวนิิจฉยัใหถ้อนหรือผา่ออกและฟันกรามเล็ก
ท่ีตอ้งถูกถอนดว้ยเหตุท่ีตอ้งจดัฟันโดยฟันดงักล่าวตอ้งไม่มีพยาธิสภาพ การทดลองและวเิคราะห์
ผลในแต่ละส่วนจะท าอยา่งนอ้ย 3 คร้ัง ผลการทดลองท่ีไดจ้ะเพิ่มความเขา้ใจในกลไกในการรับรู้
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และการถ่ายทอดสัญญาณภายในเซลล ์ เม่ือไดรั้บ LPS จาก P. gingivalis และระดบัอุณหภูมิท่ีสูง
มากกวา่ปกติต่อการสร้าง TNF- ซ่ึงจะน าไปสู่เป้าหมายท่ีชดัเจนและมีความจ าเพาะเพื่อป้องกนั
หรือควบคุมระดบัของ inflammation ใหอ้ยูใ่นระดบัท่ีไม่มากเกินไป ท่ีจะลุกลามไปเป็นโรคปริ
ทนัตไ์ด ้ 

 
สมมุติฐานและกรอบแนวความคิดของการวิจัย  

P. gingivalis เป็นแบคทีเรียท่ีมีบทบาทและเป็นสาเหตุหลกัของการเกิดโรคปริ
ทนัต ์ โดย LPS ซ่ึงพบเป็นองคป์ระกอบของผนงัเซลล ์ จดัเป็นสารเหน่ียวน าการอกัเสบท่ีมี
ประสิทธิภาพสูง ในการศึกษาคร้ังน้ี คณะผูว้ิจยัตอ้งการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของ receptor ท่ี
เซลลใ์ชแ้ละโมเลกุลหลกัท่ีรับถ่ายทอดสัญญาณภายในเซลลท่ี์น าไปสู่การแสดงออกของ TNF- 
ระหวา่ง LPS ท่ีไดจ้าก P. gingivalis กบั E. coli ในเซลล ์ GF และเซลล ์ PDL ทั้งน้ีเน่ืองจาก
การศึกษาในเซลล ์PDL มีไม่มากนกั และอาจแตกต่างไปจากเซลล ์GF   

นอกจากน้ีจะศึกษาถึงผลของความร้อนต่อการแสดงออกของ TNF-α และ

กลไกท่ีเก่ียวขอ้งในการถ่ายทอดสัญญาณดงักล่าว จากการศึกษาเบ้ืองตน้ท่ีพบวา่ ความร้อน

สามารถเพิ่มการแสดงออกของ TNF-α และการตอบสนองน้ีจะถูกยบัย ั้งเม่ือใส่สารตา้นการ

ท างานของ TRPV1 (Capsazepine) จึงมีสมมติฐานวา่ TRPV1 น่าจะมีบทบาทส าคญัในการส่งถ่าย

สัญญาณความร้อนและเหน่ียวน าใหเ้กิดการแสดงออกของ TNF-α โดยความร้อนน่าจะส่งผา่น

สัญญาณโดยท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของผวิเซลล ์ ซ่ึงน าไปสู่การเปิดของ TRPV1 

channel ion จากนั้นจะมีการไหลของแคลเซียมจากภายนอกเขา้สู่ภายในเซลล ์ ซ่ึงแคลเซียมท่ี

เพิ่มข้ึนภายในเซลลน้ี์น่าจะท าหนา้ท่ีเป็น secondary messenger ในการถ่ายทอดสัญญาณใหมี้การ

เพิ่มการแสดงออกของ TNF-α ทั้งน้ีเน่ืองจากความร้อนมกัจะกระตุน้การแสดงออกของ HSP 

ดงันั้นการศึกษาน้ีจะรวมถึงบทบาทของ HSP ในการเพิ่มการแสดงออกของ TNF-α  

ซ่ึงผลท่ีไดจ้ากการศึกษาน้ี จะเป็นขอ้มูลท่ีจะน าไปสู่แนวทางในการควบคุม

ระดบัการแสดงออกของ TNF-α ซ่ึงเป็น primary pro-inflammatory cytokine ใหอ้ยูใ่นระดบัท่ี

ไม่มากเกินไป ซ่ึงน่าจะควบคุมการอกัเสบไม่ใหลุ้กลามไปเป็นโรคปริทนัต ์ 
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ทบทวนวรรณกรรม  

โรคปริทนัต์เป็นโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียร่วมกับผลของกลไกการ
ตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายต่อแบคทีเรียและสารหลัง่จากแบคทีเรียนั้นๆ ส่งผลให้
เกิดการอกัเสบท่ีเร้ือรัง (chronic inflammation) น าไปสู่การท าลายของเน้ือเยื่อเก่ียวพนั และ
กระดูกเบา้ฟัน ท าให้เกิดการสูญเสียฟันในท่ีสุด   ในส่วนของเช้ือท่ีเป็นสาเหตุของโรคปริทนัต ์
พบวา่เช้ือ Porphyromonas gingivalis ซ่ึงเป็น gram negative แบคทีเรียท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจนใน
การเจริญเติบโตนั้ น   เ ป็นเ ช้ือหลัก ท่ี เ ป็นสาเหตุของการเกิดโรคปริทันต์  โดยท่ี 
lipopolysaccharides (LPS) ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบท่ีพบท่ีผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย gram negative 
น่าจะเป็นสาเหตุเบ้ืองต้นท่ีส าคญัในการเหน่ียวน ากระบวนการอกัเสบ (inflammation) ซ่ึง
สามารถพฒันาต่อไปเป็นโรคปริทนัต ์(Holt et al., 1999; Williams, 1990) 

โดยปกติแลว้การตอบสนองต่อส่ิงแปลกปลอมด้วยระบบภูมิคุม้กนัและกลไก
การตอบสนองของร่างกายโดยเกิดการอกัเสบนั้น เป็นส่วนหน่ึงของกลไกการป้องกนัตวัของ
ร่างกาย (defense mechanism) กระบวนการอกัเสบเกิดจากการตอบสนองของเซลล์ต่อสาร
เหน่ียวน า   โดยเซลล์ท่ีมีบทบาทในกระบวนการอกัเสบ ได้แก่ เซลล์จากระบบภูมิคุม้กนั เช่น 
monocyte, macrophage, lymphocyte และ granulocyte ตลอดจน epithelial cell, endothelial cell, 
osteoblast, osteoclast และ ไฟโบรบลาสต์   การตอบสนองต่อแบคทีเรียหรือสารหลัง่จาก
แบคทีเรียน้ี จะกระตุน้การหลัง่ primary pro-inflammatory cytokines โดยเฉพาะ interleukin-1 
(IL-1), IL-6 และ tumor necrosis factor- (TNF-)   จากนั้น ไซโตไคน์เหล่าน้ี จะเหน่ียวน า
เซลล์ของเน้ือเยื่อและเซลล์เม็ดเลือดขาวให้หลัง่ inflammatory cytokines ตวัอ่ืนๆ เป็นล าดบัต่อๆ 
ไป เช่น platelet-activating factor, histamine, bradykinin และ prostaglandins เป็นตน้ ซ่ึงจะท า
ให้เกิดอาการปวด บวม แดง ร้อนข้ึน รวมทั้งกระตุน้การหลัง่ chemokines จากเซลล์ของระบบ
ภูมิคุม้กนัท าให้การตอบสนองต่อการอกัเสบลุกลามมากข้ึน แต่ในขณะเดียวกนั cytokines ใน
ส่วนท่ีเป็น anti-inflammatory cytokines เช่น IL-4, IL-10, IL-11 และ TGF- ก็ถูกหลัง่ออกมา
ดว้ยเพื่อควบคุมไม่ให้เกิดการท าลายท่ีมากเกินไป (Morita et al., 2001, Takashiba, 2003 #10) 
อยา่งไรก็ตามการอกัเสบท่ีมากเกินไปและเร้ือรังเป็นระยะเวลานาน จึงน าไปสู่การเกิดพยาธิสภาพ 
ท าใหสู้ญเสียเน้ือเยือ่เก่ียวพนัและกระดูกตามมา (Graves and Cochran, 2003)  

TNF-α ถูกคน้พบตั้งแต่ปี 1975 หลงัจากพบวา่หนูท่ีติดเช้ือ Bacillus Calmette-

Guerin (BCG) นั้น จะหลัง่สารชนิดหน่ึงออกมาในซีรัมซ่ึงสารชนิดน้ีมีฤทธ์ิท าใหเ้กิดการตายของ

เน้ืองอกได ้Carswell E.A. จึงตั้งช่ือสารชนิดน้ีวา่ tumor necrosis factor (Carswell et al., 1975) 

หลงัจากนั้นไดมี้การศึกษาถึง TNF-α อยา่งแพร่หลายทั้งใน in  vitro และ in vivo และพบวา่ 
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TNF-α นั้นมีความเก่ียวขอ้งกบัพยาธิสภาพต่างๆมากมาย ไม่วา่จะเป็น การติดเช้ือ การเกิดมะเร็ง 

และ การอกัเสบ   
เซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย อนัไดแ้ก่ macrophages และ T 

lymphocytes เป็นเซลลห์ลกัท่ีส าคญัซ่ึงจะสร้าง TNF-α เม่ือมีส่ิงเร้ามากระตุน้ นอกจากน้ียงั
พบวา่ เซลลอ่ื์นๆ เช่น endothelial cells, smooth muscle cells, osteoclasts และ fibroblasts ยงั
สามารถสร้าง TNF-α ไดอี้กดว้ย โดย TNF-α ท่ีถูกสร้างข้ึนมานั้น จะอยูใ่นรูป membranes-
associated TNF-α ซ่ึงจะอยูบ่ริเวณผวิเซลล ์จากนั้น extracellular domain ของมนั จะถูกตดัโดย 
TNF- converting enzyme (TACE; ADAM-17) เกิดเป็น TNF-α ชนิดท่ีละลายได ้ (soluble 
form) ซ่ึง TNF-α ทั้งสองชนิดน้ีสามารถท างานได ้ โดยการจบักบั receptor ซ่ึงมีอยู ่ 2 ตวั คือ 
TNFR1 และ TNFR2 โดย receptor ทั้งสองน้ีมีความแตกต่างกนัท่ี intracellular domain จึงท าให้
เกิดการถ่ายทอดสัญญาณท่ีแตกต่างกนัดว้ย (Bradley, 2008) จากการทดลองในหนูท่ีไม่มีการ
แสดงออกของ TNFR1 และ TNFR2 พบวา่ การถ่ายทอดสัญญาณท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบนั้น 
จะถูกกระตุน้ผา่น TNFR1 ในขณะท่ีการกระตุน้ผา่น TNFR2 จะยบัย ั้งการอกัเสบ และเก่ียวขอ้ง
กบัการสร้างหลอดเลือดใหม่ (Goukassian et al., 2007; Peschon et al., 1998) 

มีการศึกษามากมายท่ีแสดงใหเ้ห็นถึงความสัมพนัธ์ของ TNF-α กบัการเกิดโรค

ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ โดยพบวา่ผูป่้วยท่ีเป็นขอ้อกัเสบชนิด rheumatoid arthritis จะมีระดบั

ของ TNF-α ในซีร่ัมท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงความเขม้ขน้ของ TNF-α น้ีจะแปรผนัตามความรุนแรงของโรค 

(Robak et al., 1998) นอกจากน้ียงัพบระดบัของ TNF-α ท่ีสูงข้ึนบริเวณรอยโรคของผูป่้วยท่ีเป็น

เร้ือนกวาง (psoriasis) (Ettehadi et al., 1994) ในส่วนของโรคปริทนัตอ์กัเสบนั้นมีรายงานการ

ตรวจพบระดบัของ TNF-α ท่ีเพิ่มข้ึนใน periapical exudates ของฟันท่ีเป็น acute periodontitis 

(Pezelj-Ribaric et al., 2007) และ ใน gingival crevicular fluid ของผูป่้วยท่ีเป็น chronic 

periodontitis และ aggressive periodontitis (Kurtis et al., 2005)  
ในรอยโรคปริทนัต ์TNF-α จะมีอิทธิพลต่อเซลล์ชนิดต่างๆ แตกต่างกนัไป เช่น 

ในเซลล์เม็ดเลือดขาว จะกระตุน้การสร้างโมเลกุลท่ีใช้ในการยึดจบั (adhesion molecules) กบั 
endothelial cells   ส่วนในเซลล์ไฟโบรบลาสท์ TNF-α จะกระตุ้นการหลั่ง chemotactic 
chemokines เพื่อดึงดูดให้เม็ดเลือดขาวให้เคล่ือนจากกระแสเลือดเขา้มาสู่บริเวณท่ีมีการอกัเสบ
เพื่อช่วยในการก าจดั (phagocytosis) แบคทีเรีย   นอกจากน้ี หากมีปริมาณ TNF-α จ  านวนมาก ก็
จะกระตุน้การสร้าง cyclooxygenases และท าให้ระดบัของ prostaglandins ในเน้ือเยื่อเพิ่มข้ึนดว้ย   
และทั้ง prostaglandins และ TNF-α สามารถร่วมกนักระตุน้การสร้างและการท างานของเซลล์
สลายกระดูก เป็นผลใหเ้กิดอตัราการละลายตวัของกระดูกเพิ่มสูงข้ึน   นอกจากน้ี TNF-α ยงัมีผล
ในการเหน่ียวน าการสร้างและหลัง่เอนไซม ์ โดยเฉพาะกลุ่ม MMPs รวมทั้งการกระตุน้ให้เกิด 
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apoptosis ในเซลล์ไฟโบรบลาสตซ่ึ์งมีบทบาทอยา่งมากในขั้นตอนการซ่อมแซมเน้ือเยื่อ ท าให้มี
จ  านวนเซลล์ท่ีลดลงและจ ากดัท าให้กระบวนการซ่อมแซมเกิดข้ึนไดช้า้ (Graves and Cochran, 
2003)  

การศึกษาโดยใชส้ารยบัย ั้งการท างานของ TNF-α โดยพบวา่ เม่ือท าการทดลอง

โดยฉีด soluble TNFR และ IL-1R เขา้ไปในบริเวณ interdental papilla ของลิงท่ีเป็นโรคปริทนัต ์

เพื่อยบัย ั้งการท างานของ TNF-α และ IL-1 สามารถลดการรุกรานของโรคปริทนัตไ์ด ้ โดยลด

การเคล่ือนท่ีของ inflammatory cells เขา้สู่กระดูกท่ีอยูล่อ้มรอบฟัน (Graves et al., 1998) ลดการ

สูญเสียการยดึเกาะของเน้ือเยื่อเก่ียวพนั ลดการสร้างเซลลท์  าลายกระดูก และ ลดการละลายตวั

ของกระดูกไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั (Delima et al., 2001)  
นอกจากน้ียงัมีการศึกษาเพื่อยนืยนับทบาทของ TNF-α ในการเกิดโรคปริทนัต ์

โดยการกระตุน้ดว้ยเช้ือ P. gingivalis พบวา่หนูท่ีไม่มีการแสดงออกของ TNFR (TNFR-/-) จะลด
การเกิด apoptosis ของ fibroblasts และลดการสร้างเซลลท์ าลายกระดูกไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั 
(Graves et al., 2001) 

ระดบัของ TNF-α ท่ีเพิ่มสูงข้ึนจากรอยโรคปริทนัตน์ั้น ยงัสามารถส่งเสริม
ความรุนแรงของโรคทางระบบหลายโรค เช่น myocardial infarction , atherosclerosis, coronary 
heart disease เป็นตน้ (Bascones et al., 2005)   ดงันั้น รอยโรคปริทนัต ์จึงไม่เป็นเพียงปัญหาใน
ช่องปากเท่านั้น แต่ยงัส่งผลถึงรอยโรคในระบบดว้ย 

แม้ว่าเซลล์ของระบบภูมิคุ้มกันจะเป็นเซลล์ ท่ีมีบทบาทโดยตรงในการ
ตอบสนองต่อสารกระตุน้แต่หลกัฐานจากงานวจิยั พบวา่ ไฟโบรบลาสตซ่ึ์งเป็นเซลล์ของเน้ือเยื่อ
เก่ียวพนัก็มีบทบาทเก่ียวขอ้งดว้ยเช่นกนั   ซ่ึงโดยปกติ ไฟโบรบลาสตจ์ะท าหน้าท่ีในการสร้าง
และท าลาย extracellular matrix   และความสามารถในการตอบสนองต่อ cytokine และ growth 
factor นั้น จะสัมพนัธ์กบัสมดุลของการสร้างและการท าลายของ extracellular matrix (Okada 
and Murakami, 1998; Takashiba et al., 2003) ในส่วนของเน้ือเยื่อปริทนัต ์เซลล์ไฟโบรบลาสต์
จากเหงือกและเอ็นยึดปริทนัตส์ามารถตอบสนองต่อ LPS โดยการหลัง่ inflammatory cytokınes 
ไดห้ลายตวั รวมทั้ง TNF-α ดว้ย (Takemura et al., 1998; Wang and Ohura, 2002; Yamaji et al., 
1995)  

Lipopolysaccharide หรือ LPS นั้น เป็นองคป์ระกอบท่ีพบท่ีผนงัเซลลช์ั้นนอก
ของแบคทีเรีย gram negative สามารถเหน่ียวน ากระบวนการอกัเสบ (inflammation) โดยกระตุน้
เซลลท่ี์เก่ียวขอ้งในกระบวนการอกัเสบใหห้ลัง่ inflammatory cytokines และชกัน าใหมี้การหลัง่
ของ cytokines อ่ืนๆ ให้สร้างข้ึนอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงถา้การหลัง่ของ cytokines ต่างๆ มีมาก
จนเกินไป ก็จะน าไปสู่การอกัเสบท่ีเร้ือรัง หรือการอกัเสบในวงกวา้งของทั้งร่างกาย (systemic 
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inflammation) ซ่ึงเป็นส่วนหน่ึงของภาวะติดเช้ือหรือพิษของแบคทีเรียในกระแสเลือด (sepsis) 
ซ่ึงเป็นสาเหตุของการเสียชีวติได ้

โครงสร้างโมเลกุลของ LPS ประกอบดว้ย glucosamine-based phospholipid 
(lipid A) ซ่ึงเป็นส่วนท่ีคลา้ยกนัมาก (highly conserved) ของ LPS จากเช้ือแต่ละชนิด โดยส่วน 
lipid A จะต่ออยูก่บัส่วน polysaccharide ซ่ึงเป็นส่วนท่ีมีความแตกต่างกนัระหวา่ง LPS จากเช้ือ
แต่ละชนิด  

การศึกษากลไกการตอบสนองของเซลลต่์อ LPS นั้น ส่วนใหญ่จะใช ้ LPS ท่ี
เตรียมข้ึนจากแบคทีเรียกลุ่ม Enterobacteriaceae คือ E. coli เน่ืองจากมี well-conserved lipid A 
ซ่ึงจดัเป็น typıcal bacterial endotoxin และพบวา่ การตอบสนองของเซลลต่์อ prototype LPS น้ี 
จะเกิดผา่น TLR4 (Hirschfeld et al., 2000) ซ่ึงเป็นตวัรับบนผวิเซลล ์   

อยา่งไรก็ตาม LPS จาก P. gingivalis ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุหลกัของใน
โรคปริทนัตน์ั้น (Holt et al., 1999) มีส่วนของ lipid A ท่ีมีโครงสร้างแตกต่างจาก lipid A ของ E. 
coli โดยพบสาย fatty acid ท่ีแตกแขนงในรูปแบบท่ีจ าเพาะ มีความยาวของสาย carbon ท่ี
มากกวา่ และไม่มีหมู่ phosphate ท่ีต าแหน่งท่ี 4 ของ non-reducing glucosamine รวมทั้งมีความ
แตกต่างในส่วนปลีกยอ่ยอีกหลายต าแหน่ง ซ่ึงส่งผลต่อคุณสมบติัทางเคมีและการตอบสนองทาง
ชีวภาพของเซลลด์ว้ย (Aida et al., 1995; Darveau et al., 2004; Hashimoto et al., 2004; Kumada 
et al., 1995) โดยมีรายงานท่ีแสดงใหเ้ห็นวา่ LPS จากเช้ือ P. gingivalis มีประสิทธิภาพในการ
เหน่ียวน าให้เกิดการอกัเสบท่ีต ่ากวา่ LPS จาก E. coli  (Martin et al., 2001; Ogawa and Uchida, 
1996)  ซ่ึงประสิทธิภาพของ LPS ท่ีแตกต่างกนัในการเหน่ียวน าการตอบสนองของเซลลน์ั้น   
อาจเน่ืองมาจากสายพนัธ์ุ (strain) ท่ีแตกต่างกนัของแบคทีเรียชนิดนั้นๆ   วธีิการสกดัและเตรียม   
ตลอดจนรูปแบบของการทดสอบในแต่ละงานวจิยั  

ในเบ้ืองตน้มีรายงานวา่ CD14 เป็น receptor ต่อ LPS ท่ีจบักบั LPS binding 
protein (LPB) โดยพบบนผวิเซลล ์ monocyte, macrophage และ neutrophil อยา่งไรก็ตาม 
เน่ืองจาก CD14 เป็น glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored protein ซ่ึงไม่มีส่วนของ 
transmembrane จึงไม่มีส่วนท่ีจะถ่ายทอดสัญญาณเขา้สู่ภายในเซลล ์ (Wright et al., 1990) 
นอกจากน้ีการใช ้  LPS-receptor antagonist ท่ีความเขม้ขน้ต ่าๆ ก็สามารถยบัย ั้งการกระตุน้ท่ีเกิด
จาก LPS ได ้ทั้งๆท่ี ปริมาณของ antagonist นอ้ยเกินกวา่ท่ีจะสามารถแยง่จบักบั CD14 ไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ และยงัมี LPS ท่ีจบักบั CD14 ในสัดส่วนท่ีมากอยูก่็ตาม ท าใหเ้ช่ือวา่น่าจะมี
โมเลกุลอ่ืนร่วมเป็น receptor (co-receptor) ดว้ย (Kitchens and Munford, 1995) 

Toll receptor family จดัอยูใ่นกลุ่ม type I trans-membrane receptor ซ่ึงมี 
intracellular part คลา้ยกบัส่วน intracellular part ของ IL-1 receptor   Toll-like receptor (TLR) 
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family ในมนุษยจ์นถึงปัจจุบนัพบมีสมาชิก 9 ตวั ส่วนใหญ่พบแสดงออกในเซลลเ์ม็ดเลือดขาว   
ผลการคน้พบในช่วงแรกพบวา่ โมเลกุลในกลุ่มน้ีเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมพฒันาการในแนวหนา้
หลงัของร่างกาย (dorso-ventral polarization) ของ Drosophila melanogaster ต่อมาพบวา่ Toll 
และ Toll-homologues receptors ท่ีพบใน Drosophila, หนู และมนุษยมี์บทบาทในการต่อตา้นจุล
ชีพ (microbes) ท่ีท าใหเ้กิดการติดเช้ือ (Aderem and Ulevitch, 2000; Lemaitre et al., 1996)  

รูปแบบในการรับรู้ต่อจุลชีพนั้ น การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าเซลล์ของระบบ
ภูมิคุม้กันใช้ receptor ท่ีจ  าเพาะต่อจุลชีพแต่ละกลุ่ม เช่น TLR-4 ใช้ในการรับรู้ LPS ของ
แบคทีเรีย gram negative  ส่วน TLR-2 ใชรั้บรู้ peptidoglycans และ lipopeptides ของแบคทีเรีย 
gram positive และ TLR อ่ืนๆ ใชรั้บรู้องค์ประกอบจ าเพาะท่ีพบในจุลชีพอ่ืนๆ เช่น TLR-5 ใช้
รับรู้ bacterial flagellin (Ozinsky et al., 2000; Tabeta et al., 2000; Underhill and Ozinsky, 2002; 
Wang and Ohura, 2002) 

นอกจากเซลลเ์มด็เลือดขาวแลว้ เซลลอ่ื์นๆ ก็ใช ้ TLR ในการรับรู้ต่อแบคทีเรีย
เช่นกนั   เช่น epithelial cells รับรู้ต่อ LPS ของแบคทีเรีย gram negative เช่น P. intermedia และ 
H. pylori ผา่นทาง TLR-2 (Smith et al., 2003)   การศึกษาในเซลล ์macrophage จากหนู พบวา่
เซลลน้ี์ รับรู้ LPS จาก P. gingivalis ผา่นทั้งทาง TLR-2 และ TLR-4 และพบวา่ผา่นไปทาง TLR-
2 มากกวา่ TLR-4 ดว้ย และมีรายงานวา่กระตุน้การหลัง่ cytokine ทั้งท่ีเหมือนและแตกต่างกนั 
เม่ือเปรียบเทียบกบัการกระตุน้ดว้ย LPS ของ E. coli (Hirschfeld et al., 2001; Zhang et al., 2008) 
นอกจากน้ียงัมีผลการศึกษาในลกัษณะคลา้ยกนัน้ีในเซลลก์ลุ่มอ่ืนดว้ย เช่น human gingival 
fibroblast และ เซลลบุ์ผนงัหลอดเลือด (endothelial cells) (Cunningham et al., 1999; Kent et al., 
1998) และการใช ้anti-TLR-2 antibody ใน human macrophage พบวา่ยบัย ั้งการสร้าง TNF- ท่ี
เหน่ียวน าโดย LPS จาก P. gingivalis ได ้(Martin et al., 2001)    ในเน้ือเยือ่เหงือกของผูป่้วยโรค
ปริทนัต ์ จะพบการแสดงออกของ TLR-2 ท่ีสูงข้ึนในสัดส่วนท่ีมากกวา่ TLR-4 (Mori et al., 
2003)  และพบวา่ ความแตกต่างบางประการของโครงสร้าง LPS ท าใหก้ารรับรู้ของเซลลผ์า่น
ทาง TLR-2 มากกวา่ TLR-4 (Coats et al., 2003; Hirschfeld et al., 2001; Werts et al., 2001) 
ดงันั้น TLR-2 และ TLR-4 จึงมีบทบาทในการรับรู้ LPS แตกต่างกนัไปตามชนิดของเซลล ์ และ
ชนิดของแบคทีเรียท่ีใชเ้ตรียม LPS 

อยา่งไรก็ตาม นกัวิจยัเช่ือวา่การใช ้TLR-2 ในการตอบสนองต่อ LPS พบเฉพาะ
การศึกษาในหอ้งปฏิบติัการเท่านั้น   การศึกษา in vivo ในหนู 2 สายพนัธ์ุคือ C3H/HeJ และ 
C57BL10/ScCr ซ่ึงมีความผดิปกติของยนี TLR-4 ท่ีต าแหน่งต่างๆ พบวา่ตอบสนองต่อ LPS ต ่า
กวา่ปกติมาก (Poltorak et al., 1998) และการศึกษาในหนูท่ีถูกขดัขวางการแสดงออกของยนี 
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TLR-2 เปรียบเทียบกบั TLR-4 ก็ใหผ้ลในลกัษณะเดียวกบัการศึกษาขา้งตน้ และการไม่มี TLR-2 
ไม่มีผลต่อระดบัการตอบสนองต่อ LPS (Takeuchi et al., 1999)  

ในระหวา่งท่ีมีการศึกษาเพื่อพฒันา LPS antagonist นั้น พบวา่ โครงสร้างของ 
TLR-4 มีความแตกต่างระหวา่ง species อนัเน่ืองมาจากความแตกต่างในล าดบั amino acid ใน
ส่วนท่ีจดจ าต่อ lipid A (lipid A recognition component) ท าใหเ้กิดการตอบสนองของยาท่ี
แตกต่างกนัระหวา่ง specıes (Lien et al., 2000; Poltorak et al., 2000) ดงันั้นผลการศึกษาใน in 
vivo ท่ีไดจ้ากการทดลองในหนูอาจยงัไม่สามารถน าไปสู่ขอ้สรุปท่ีวา่ TLR-2 เป็นเพียง receptor 
ท่ีเซลลใ์ชรั้บรู้เม่ือศึกษาวิจยัในหอ้งปฏิบติัการ และไม่ท าหนา้ท่ีเป็น in vivo receptor ต่อ LPS  

การศึกษาเก่ียวกบัการถ่ายทอดสัญญาณภายในเซลลพ์บวา่ เซลลรั์บรู้ต่อ LPS 
ของแบคทีเรียส่วนใหญ่รวมทั้ง E. coli ผา่นทาง TLR-4 และสัญญาณท่ีผา่นเขา้สู่เซลล ์ ผา่นไป
ทาง nuclear factor kappa-B (NF-kB) และบางรายงานพบวา่ผา่นไปทาง p38 mitogen-activated 
protein kinase (p38MAPK) ดว้ย (Hirschfeld et al., 2001; Martin et al., 2001) อยา่งไรก็ตามมี
รายงานท่ีพบวา่ LPS เหน่ียวน าเซลล ์mıcroglıa ใหห้ลัง่ TNF- ผา่นทาง JNK (c-Jun N-terminal 
kinase) และ p38MAPK โดยไม่ผา่น NF-kB (Uesugi et al., 2006) และพบวา่ใน human 
monocytic cell line (THP-1) นั้น LPS ของ P. gingivalis  เหน่ียวน าการหลัง่ TNF- ผา่นทาง 
TLR-2 และ JNK (Zhang et al., 2008) ดงันั้นกลไกและเส้นทางการถ่ายทอดสัญญาณท่ีมี
ความจ าเพาะต่อการกระตุน้โดย LPS ของ P. gingivalis  ในไฟโบรบลาสตจ์ากเหงือกและเอน็ยดึ
ปริทนัต ์โดยเพิ่มระดบัการสร้าง TNF- อาจแตกต่างกนัและแตกต่างไปจากท่ีมีรายงานในเซลล์
ชนิดอ่ืนๆ  

นอกจากการติดเช้ือแบคทีเรียแลว้ ยงัมีปัจจยัอ่ืนๆท่ีมีความสัมพนัธ์กบัการเกิด

โรคปริทนัต ์ เช่น การสูบบุหร่ี และ ความเครียด (Pihlstrom et al., 2005) ในการศึกษาคร้ังน้ี 

คณะผูว้จิยัใหค้วามสนใจท่ีผลของความร้อน ซ่ึงเป็นปัจจยัทางกายภาพชนิดหน่ึงท่ีมกัเกิดข้ึนใน

ช่องปากอนัเน่ืองจากพฤติกรรมต่างๆ เช่น การสูบบุหร่ี การด่ืมชา กาแฟ ต่อการการเปล่ียนแปลง

ของ TNF- 

โดยทัว่ไปแลว้ เม่ือเซลลถู์กกระตุน้ดว้ยความร้อน เซลลจ์ะมีการปรับตวัใหด้ ารง

อยูใ่นสภาวะนั้นไดโ้ดยเหน่ียวน าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยนีต่างๆในร่างกาย 

กลุ่มของยนีท่ีมกัจะมีการแสดงออกเพิ่มข้ึนเม่ือถูกกระตุน้ดว้ยความร้อน คือ heat shock proteins 

(HSP) ซ่ึงการสังเคราะห์ HSP นั้นจ าเป็นตอ้งอาศยั heat shock factor (HSF) ในการท าหนา้ท่ีเป็น 

transcription factor (Morimoto, 1998)  HSF ท่ีถูกคน้พบในมนุษยน์ั้นมี 3 ตวัดว้ยกนั คือ HSF1, 

HSF2 และ HSF4 โดย HSF-1 จะเก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองของเซลลต่์อความร้อน ในขณะท่ี 

HSF ตวัอ่ืนๆจะท าหนา้ท่ีเก่ียวกบั developmental process (Pirkkala et al., 2001) 
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ในสภาวะท่ีไม่มีส่ิงกระตุน้นั้น HSF-1 จะจบัอยูก่บั HSP ในรูป inactive 

complex แต่เม่ือมีความร้อนมากระตุน้ จะท าใหเ้กิด denatured protein ซ่ึงจะไปกระตุน้ใหเ้กิดการ

แยกตวัของ HSF-1 ออกจาก HSP โดย HSF-1 ท่ีเป็นอิสระน้ีจะเขา้สู่นิวเคลียสไปจบักบัส่วนของ 

heat shock element (HSE) ซ่ึงอยูบ่น promoter ของ HSPs ท าใหมี้การสังเคราะห์ HSP ท่ีเพิ่มข้ึน 

โดย HSP ท่ีเพิ่มข้ึนน้ีจะท าหนา้ท่ีเป็น chaperon protein คือ ช่วยท าใหโ้ปรตีนท่ีถูกสร้างข้ึนมา

ใหม่อยูใ่นรูปร่างท่ีถูกตอ้ง และ ช่วยซ่อมแซม denatured protein ท่ีถูกท าลายจากความร้อน 

(Morimoto, 1998) นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่ HSP สามารถท าหนา้ท่ีเป็น pro-inflammatory 

cytokine ไดอี้กดว้ย โดยพบวา่ recombinant human HSP70 (rhHSP70) สามารถเหน่ียวน าใหมี้

การสร้าง TNF- และ IL-6 เพิ่มข้ึนใน monocytes (Asea et al., 2000) และ ใน mast cells 

(Mortaz et al., 2006) ดงันั้นอาจเป็นไปไดว้า่การเพิ่มข้ึนของ TNF- ในไฟโบรบลาสตจ์ากเอน็

ยดึปริทนัตท่ี์คณะผูว้จิยัพบในการศึกษาเบ้ืองตน้นั้นน่าจะเก่ียวขอ้งกบัการเพิ่มข้ึนของ HSP 

หลงัจากถูกกระตุน้ดว้ยความร้อน 

โปรตีนอีกกลุ่มหน่ึงท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัความร้อน คือ โปรตีนท่ีอยูใ่นกลุ่ม

ของ transient receptor potential (TRP) channel family ซ่ึงประกอบไปดว้ยโปรตีนถึง 30 ชนิด 

โดยกลุ่มของโปรตีนท่ีท าหนา้ท่ีรับความร้อน (Thermo-TRPs) นั้น มีสมาชิกอยู ่ 9 ตวัดว้ยกนั 

ประกอบดว้ย TRPV1-4, TRPM2, TRPM4, TRPM5, TRPM8 และ TRPA1  ซ่ึงโปรตีนแต่และ

ตวันั้นจะถูกกระตุน้ท่ีอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั (Huang et al., 2006) โดยโปรตีนท่ีมีการศึกษาอยา่ง

แพร่หลายในปัจจุบนั วา่เป็นตวัการส าคญัในกระบวนการรับรู้ความเจบ็ปวดอนัเน่ืองมาจากความ

ร้อนและการอกัเสบ คือ TRPV1 หรือ แต่เดิมรู้จกักนัในช่ือ vanilloid receptor1 (VR1) เน่ืองจาก

ถูกกระตุน้ดว้ย capsaicin ซ่ึงเป็นสารจ าพวก vanilloid ท่ีอยูใ่นพริก (Szallasi and Blumberg, 

1999) แต่ต่อมาไดเ้ปล่ียนช่ือใหม่เป็น TRPV1 เน่ืองจากพบวา่โปรตีนตวัน้ีมีโครงสร้างคลา้ยคลึง

กบัโปรตีนในกลุ่ม TRP ion channel และถูกกระตุน้เม่ืออุณหภูมิมากกวา่ 43 องศาเซลเซียส 

(Caterina et al., 1997) นอกจากนั้นแลว้ TRPV1 ยงัถูกกระตุน้ไดด้ว้ยสารอ่ืนๆอีก เช่น โปรตอน 

(Jordt et al., 2000) และ bradykinin (Cesare and McNaughton, 1996) เป็นตน้ บทบาทของ 

TRPV1 ในการท าหนา้ท่ีเป็น nociceptor ไดมี้การศึกษาในสัตวท์ดลอง โดยพบวา่หนูท่ีไม่มี 

TRPV1 (TRPV1-/-) จะมีการตอบสนองต่อความเจบ็ปวดท่ีเกิดจากความร้อนลดลง (Caterina et 

al., 2000)  

โครงสร้างของ TRPV1 เป็น homo- หรือ heterotetramers ซ่ึงประกอบดว้ย 4 

subunits (Kedei et al., 2001) โดยแต่ละ subunit จะประกอบดว้ย putative six-transmembrane-

spanning protein  ซ่ึง tetramer น้ี จะประกอบข้ึนเป็น cation-permeable pores โดยมีส่วนของ C-
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terminal และ N-terminal ยืน่ลงมาในไซโตพลาสซึม เม่ือท าการศึกษาความเฉพาะเจาะจงของ 

TRPV1 ต่อการเขา้ออกของไอออน พบวา่ TRPV1 จดัเป็น non-selective ion channel โดยจะยอม

ใหแ้คลเซียมจะซึมผา่นเขา้เซลลไ์ดง่้ายกวา่ไอออนชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงแคลเซียมน้ีมีบทบาทในการท า

ใหเ้กิด desensitization ของ sensory neuron (Caterina et al., 1997) แต่ใน human epidermal 

keratinocytes นั้น พบวา่การซึมผา่นของแคลเซียมเขา้สู่เซลลจ์  าเป็นต่อการเพิ่มการแสดงออกของ 

MMP-1 เม่ือถูกกระตุน้ดว้ยความร้อน (Li et al., 2007) จึงอาจเป็นไปไดว้า่ ใน non-neuronal cells 

นั้น แคลเซียมท่ีซึมผา่นเขา้สู่เซลลน่์าจะท าหนา้ท่ีเป็น secondary messenger ในการถ่ายทอด

สัญญาณของ TRPV1 ซ่ึงน าไปสู่การเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีนเป้าหมาย 

 การท างานของ TRPV1 นั้น ถูกควบคุมดว้ยกลไกท่ีค่อนขา้งซบัซอ้น ในสภาวะ

ปกตินั้น จะพบ TRPV1 ไดท้ั้งในไซโตพลาสซึมและผวิเซลล ์ โดยจะอยูใ่นรูปท่ีไม่สามารถ

ท างานได ้กล่าวคือ TRPV1 ท่ีอยูใ่นไซโตซอลจะท างานก็ต่อเม่ือมีส่ิงกระตุน้ ซ่ึงจะท าใหเ้กิดการ

เคล่ือนยา้ย TRPV1 ไปอยูบ่ริเวณผวิเซลล ์ (Morenilla-Palao et al., 2004) ส่วน TRPV1 ท่ีอยูบ่น

ผวิเซลล ์ จะจบัอยูก่บั phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) ท าใหไ้ม่สามารถท างานได ้

ดงันั้น phospholipase C (PLC) ซ่ึงสามารถ cleave PIP2 ได ้ จึงสามารถปลดปล่อย TRPV1 ออก

จากการควบคุมของ PIP2  ได ้(Chuang et al., 2001) นอกจากน้ี ยงัพบวา่ TRPV1 ถูกควบคุมดว้ย

กระบวนการ phosphorylation การเติมหมู่ฟอสเฟตโดย protein kinase A (PKA) หรือ protein 

kinase C (PKC) จะเพิ่มความไวของ TRPV1 ต่อส่ิงกระตุน้ ในขณะท่ีการดึงหมู่ฟอสเฟตออกโดย 

phosphatase เช่น calcineurin จะลดความไวของ TRPV1 (Mandadi et al., 2006; Mohapatra and 

Nau, 2005)  

เน่ืองจากความร้อนเป็นลกัษณะทางกายภาพ ซ่ึงแตกต่างกบัส่ิงกระตุน้อ่ืนๆ ท่ี

เป็นสารเคมี เช่น capsaicin ซ่ึงสามารถจบักบั receptor ไดอ้ยา่งเฉพาะเจาะจง จึงเป็นท่ีน่าสนใจวา่ 

TRPV1 นั้นรับรู้ความร้อนไดอ้ยา่งไร มีรายงานวา่ C-terminal domain ของ TRPV1 น่าจะเป็น

ต าแหน่งท่ีรับรู้ความร้อน เน่ืองจากเม่ือท า sequential deletion ในต าแหน่ง distal half C-terminal 

จะท าให ้ temperature threshold ลดลง (Kedei et al., 2001) อยา่งไรก็ตามกลไกดงักล่าวยงัไม่

ทราบแน่ชดั David E. Clapham ไดอ้ธิบายวา่ น่าจะมีความไปไดอ้ยู ่ 3 กรณีดว้ยกนัในการรับรู้

ความร้อนน้ีคือ 1) ความร้อนอาจท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงการจดัเรียงตวั (rearrangement) ของ

ชั้นไขมนับนผวิเซลล ์ ท าใหมี้การเปล่ียนแปลง membrane tension 2) ความร้อนอาจท าใหมี้การ

เปล่ียนรูปร่าง (denature) ของโปรตีน ท าใหเ้กิดการเปิดของ channel 3) ความร้อนกระตุน้ 

secondary messenger ท าใหเ้กิดการเปิดของ channel (Clapham, 2003)  



 13 

โดยส่วนใหญ่แลว้ เราจะพบ TRPV1 ในเซลลข์องระบบประสาท เช่น neuron 

ใน trigeminal ganglia และ dorsal root ganglia (Helliwell et al., 1998) ซ่ึงสอดคลอ้งกบับทบาท

ของมนัในการท าหนา้ท่ีเป็น nociceptor ต่อมาไดมี้การคน้พบ TRPV1 ในเซลลอ่ื์นท่ีไม่ใช่เซลล์

ประสาท เช่น epidermal keratinocytes (Southall et al., 2003) และ gastric epithelial cells (Kato 

et al., 2003) จากการศึกษาเบ้ืองตน้ของคณะผูว้ิจยัในไฟโบรบลาสตจ์ากเอน็ยึดปริทนัตส์ามารถ

ตรวจพบการแสดงออกของ TRPV1 เช่นกนั เน่ืองจากช่องปากเป็นอวยัวะท่ีมีการเปล่ียนแปลง

ของอุณหภูมิค่อนขา้งสูง ดงันั้นอาจเป็นไปไดว้า่ TRPV1 ท่ีอยูไ่ฟโบรบลาสตจ์ากเอน็ยดึปริทนัต ์

น่าจะท าหนา้ท่ีในการรับสัญญาณความร้อน และ มีการถ่ายทอดสัญญาณซ่ึงเหน่ียวน าใหมี้การ

เพิ่มการแสดงออกของ TNF-  ดงันั้นคนท่ีเผชิญกบัการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในช่องปากบ่อยๆ 

น่าจะมีความเส่ียงต่อการเป็นโรคปริทนัตท่ี์เพิ่มข้ึน ความรู้ท่ีไดรั้บจากการศึกษาคร้ังน้ีจะท าให้

เขา้ใจกลไกการเกิดโรคท่ีเพิ่มข้ึน และ น าไปสู่การพฒันายาเพื่อใชใ้นการรักษาโรคปริทนัต ์
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วธิีการด าเนินการวจิัย 
 

1. การเพาะเล้ียงไฟโบรบลาสตจ์ากเน้ือเยือ่ปริทนัต ์
ไฟโบรบลาสตจ์ากเหงือก (GF) และเอน็ยดึปริทนัต ์(PDL) เตรียมจากเน้ือเยื่อปริ

ทนัตจ์ากฟันของผูป่้วยท่ีอยูใ่นแผนการรักษาท่ีมีขอ้บ่งช้ีวา่จะตอ้งถูกถอน โดยฟันนั้นจะตอ้งไม่มี
ผุทะลุถึงโพรงประสาทฟันและไม่มีรอยโรคท่ีปลายรากฟัน วิธีการเตรียมเซลล์โดยยอ่มีดงัน้ี น า
ฟันท่ีไดม้าลา้งดว้ย phosphate buffer saline ท่ีปราศจากเช้ือหลายๆ คร้ัง ส าหรับการเตรียมไฟโบ
รบลาสตจ์ากเอน็ยดึปริทนัตท์  าโดยใชมี้ดขดูเน้ือเยือ่ปริทนัตจ์ากส่วนกลาง (middle third) ของราก
ฟัน ส่วนไฟโบรบลาสตจ์ากเหงือกจะตดัจากช้ินเหงือกท่ีอยูร่อบๆ คอฟัน น ามาหัน่เป็นช้ินเล็กๆ 
แลว้วางบนจานเล้ียงเซลล์ (tissue culture dish; Nunc) อาหารเล้ียงเซลล์ท่ีใช้คือ Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM) ท่ีมี 10% fetal bovine serum (FBS) กลูตามีน (L-Glutamine) 
2 mM เพนนิซิลลิน (penicillin) 100 unit/ml สเตร็ปโตมยัซินซลัเฟต (streptomycin sulfate) 100 
g/ml  และแอมโฟเทอริซินบี (amphotericin B) 0.25 g/ml เซลล์จะถูกเล้ียงในตูอ้บท่ีมี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในอากาศ 5 % อาหารเล้ียง
เซลล์จะถูกเปล่ียนทุกวนัจนเซลล์เคล่ือนออกจากช้ินเน้ือมาอยู่บนจานเล้ียง จากนั้นอาหารเล้ียง
เซลลจ์ะถูกเปล่ียนสัปดาห์ละ 2 คร้ัง การขยายจ านวนเซลล์จะท าโดยการถ่ายเซลล์ (subculture) ท่ี
เจริญเตม็จานเล้ียงลงสู่จานเล้ียงเซลล์ใหม่ในอตัราส่วน 1:3 โดยใชเ้อนไซม ์trypsin-EDTA เซลล์
จะถูกถ่ายสัปดาห์ละ 1 คร้ัง เซลล์ท่ีใชใ้นการทดลองจะใชเ้ซลล์ในรุ่นท่ี 3-6 ในแต่ละการทดลอง
จะท าการทดลองซ ้ าอยา่งนอ้ย 3 คร้ัง และใชเ้ซลลท่ี์เตรียมจากผูป่้วย 3 คน  

 
2. กระตุน้เซลลด์ว้ย LPS และ ความร้อน 

เซลลถู์กหวา่นในจานเล้ียงเซลลแ์บบ 24 หลุม ท่ีความหนาแน่น 50,000 เซลลต่์อ
หลุม เล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนจะเปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไม่มีซีรัม เซลลใ์นกลุ่ม
ทดลองจะถูกกระตุน้ดว้ย LPS ของ P. gingivalis (InvivoGen, CA, USA) หรือ E. coli (Sigma, 
MO, USA) ท่ีความเขม้ขน้ และระยะเวลาต่างๆ กนั เพื่อตรวจวดัระดบัการแสดงออกพื้นฐานของ 
TNF-, TLR-2 และ TLR-4 ในเซลลจ์ากกลุ่มควบคุม และการเปล่ียนแปลงของระดบัการ
แสดงออกของ TNF-, TLR-2 และ TLR-4 ของเซลลใ์นกลุ่มทดลอง โดยวเิคราะห์ทั้งในระดบั 
mRNA ดว้ย เทคนิค RT-PCR และระดบัโปรตีนดว้ยเทคนิค ELISA  เทียบกบักลุ่มควบคุมท่ี
ไม่ไดรั้บการกระตุน้ 

ส าหรับการกระตุน้ดว้ยความร้อนนั้น เซลลจ์ะถูกน าไปเล้ียงในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 
45 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10, 20, 30, 60, 120, 240 นาที จากนั้นอาหารเล้ียงเซลลจ์ะถูก
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น าไปวเิคราะห์ระดบั TNF- ดว้ยเทคนิค ELISA และตวัเซลลจ์ะถูกน าไปสกดั RNA เพื่อ
วเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF-, HSP-70 และ HSP-47  

 
3. การวเิคราะห์ระดบั mRNA ดว้ยเทคนิค reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) 

RNA จะถูกสกดัจากเซลลโ์ดยใช ้ TRIzol (Gibco, MD, USA) ตามวธีิการท่ี
แนะน าของบริษทัผูผ้ลิตจากนั้นวดัปริมาณ RNA ท่ีสกดัไดด้ว้ย Spectrophotometer ท่ีความยาว
คล่ืนแสง 260 nm RNA จ านวน 1 g จากแต่ละตวัอยา่งจะถูกน าไปผา่นกระบวนการ reverse 
transcription (RT) โดยใชเ้อนไซม ์ Avian myeloblastosis virus (AMV; Promega, WI, USA) 
และ oligo dT primer (Promega, WI, USA) ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 30 
นาที เพื่อใหไ้ด ้complementary DNA (cDNA)  

จากนั้นน า cDNA ท่ีไดไ้ปเพิ่มจ านวนดว้ยกระบวนการ PCR ซ่ึงประกอบดว้ย
ขั้นตอนในแต่ละรอบดงัน้ี initial denaturation, denaturation, annealing และ extension โดยการ
ใชส้าย primer ท่ีจ  าเพาะต่อ nucleotide sequence ของ TNF-, TLR-2, TLR-4, HSP47 และ 
HSP70 และใชส้าย primer ท่ีจ  าเพาะต่อ GAPDH (glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase) 
ควบคู่กนัไป เพื่อใชเ้ป็นตวัควบคุมภายใน (internal control) ของการทดลอง ส าหรับ nucleotide 
sequence ของแต่ละยนีท่ีศึกษา สามารถตรวจสอบไดจ้าก GenBank ผา่นทาง website ของ 
National Institute of Health (NIH) เม่ือส้ินสุดกระบวนการ PCR แลว้ วเิคราะห์สายพนัธุกรรมท่ี
ไดโ้ดยการแยกดว้ยกระแสไฟฟ้าใน 2% agarose gel และอ่านค่าดว้ยเคร่ือง gel documentation 
system (Bio-Rad, USA) 

 
4. การวเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของ TNF- ดว้ยเทคนิค Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) 

ปริมาณ TNF- ท่ีหลัง่จากเซลลท่ี์ไดรั้บและไม่ไดรั้บการกระตุน้ดว้ย LPS และ 
ความร้อน จะถูกวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค ELISA ดงัขั้นตอนโดยยอ่ดงัน้ีคือ เซลลจ์ะถูกเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไม่มี Phenol red (Phenol red-free DME medium) ตลอดการทดลอง เพื่อก าจดั
การรบกวนของสีในขั้นตอนการวดัการดูดกลืนแสงของเทคนิคน้ี ภายหลงัจากเซลลถู์กกระตุน้
ดว้ย LPS น าอาหารเล้ียงเซลลใ์นแต่ละหลุมมาวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค ELISA ตามขั้นตอนท่ีระบุไว้
โดยบริษทั โดยอาศยัหลกัการท่ีวา่ ในหลุมของ ELISA plate จะถูกเคลือบผวิไวด้ว้ยแอนติบอดี 
(antibody) ท่ีมีความจ าเพาะกบั TNF- จากนั้น อาหารเล้ียงเซลลท่ี์เก็บหลงัจากเซลลไ์ดรั้บการ
กระตุน้ จะถูกน ามาเติม พร้อมๆ กบั antibody ตวัท่ี 2 ท่ีมีความจ าเพาะกบั TNF- เช่นเดียวกนั 
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แต่คนละต าแหน่ง (epitope) กบั antibody ตวัแรก และปลายอีกดา้นหน่ึงต่ออยูก่บั biotin ซ่ึงจะต่อ
กบัตวัแสดงสัญญาณต่อไป   ดงันั้น TNF- ท่ีมีอยูใ่นอาหารเล้ียงเซลลจ์ะจบักบั antibody ทั้ง
สองตวัและถูกดึงมาติดท่ีกน้หลุม จากนั้น  antibody ตวัท่ี 2 และโปรตีนส่วนเกินจะถูกลา้งออก 
แลว้เติม horseradish peroxidase-conjugated streptavidin ซ่ึงจะไปจบักบั biotin จากนั้นเติมสาร
ตั้งตน้ (substrate) ของ peroxidase ก็จะท าใหเ้กิดเป็นสารละลายสีข้ึน  แลว้น าสารละลายท่ีมีสีน้ี
ไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดน้ าไปเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานก็จะ
ค านวณกลบัมาเป็นปริมาณโปรตีนต่อไป จากนั้นปริมาณโปรตีนท่ีค านวณไดจ้ะถูกเปรียบเทียบ
เป็นปริมาณโปรตีนต่อ จ านวนเซลลท่ี์วเิคราะห์ไดจ้ากเทคนิค MTT แลว้จึงน าเสนอเป็นกราฟ
ต่อไป 

 
5. การวเิคราะห์บทบาทของ TLR-2 และ TLR-4  เม่ือเซลลถู์กกระตุน้ดว้ย LPS 

เซลลถู์กหวา่นในจานเล้ียงเซลลแ์บบ 24 หลุม ท่ีความหนาแน่น 50,000 เซลลต่์อ
หลุม เล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนจะเปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไม่มีซีรัม จากนั้นเติม
แอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อ TLR-2 หรือ TLR-4 เป็นเวลา 30 นาทีก่อนท่ีจะกระตุน้ดว้ย LPS ท่ีความ
เขม้ขน้และเวลาท่ีไดผ้า่นการทดลองแลว้พบวา่สามารถกระตุน้การแสดงออกของ TNF- ได ้
แลว้วเิคราะห์การแสดงออกของ TNF- ดว้ยเทคนิค RT-PCR  

 
6.  การวเิคราะห์ความจ าเป็นของการสังเคราะห์โปรตีน TLR-2 หรือ TLR-4 ใหม่ เพื่อใชใ้นการ
รับรู้เม่ือเซลลถู์กกระตุน้ดว้ย LPS โดยใชเ้ทคนิค small interfering RNA (siRNA) 

 RNA interference (RNAi) เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการยบัย ั้งการแสดงออกของยนี 
เพื่อใชใ้นการศึกษาการท างานของโปรตีน โดยเป็น posttranscriptional regulation of gene 
expression หรือ posttranscriptional gene silencing ในการศึกษาน้ีใช ้ siRNA ของ TLR-2 หรือ 
TLR-4 ซ่ึงเป็น RNA สายคู ่ มีความยาวประมาณ 21-25 คู่เบส ถูกออกแบบและสังเคราะห์โดย
บริษทั Invitrogen เพื่อท าหนา้ท่ีจ าเพาะในการตดั mRNA TLR-2 หรือ TLR-4 ท่ีมีอยูใ่นเซลล ์
mRNA ท่ีถูกยอ่ยจะถูกท าลาย เป็นผลใหไ้ม่มี mRNA ผา่นเขา้สู่กระบวนการแปลรหสัไปเป็น
โปรตีน ท าใหไ้ม่มีการสร้างโปรตีนของ TLR-2 หรือ TLR-4 เกิดข้ึน ท าการศึกษาโดยหวา่นเซลล์
ในจานเล้ียงเซลลแ์บบ 24 หลุม ท่ีความหนาแน่น 50,000 เซลลต่์อหลุม เล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ก่อนจะเปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไม่มีซีรัม จากนั้นน า siRNA ต่อ TLR-2 หรือ TLR-4 เขา้
เซลลด์ว้ยวธีิการ transfection ดว้ย lipofectamine เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนท่ีจะกระตุน้ดว้ย LPS 
ท่ีความเขม้ขน้และเวลาท่ีไดผ้า่นการทดลองแลว้พบวา่สามารถกระตุน้การแสดงออกของ TNF-
 ได ้แลว้วเิคราะห์การแสดงออกของ TNF- ดว้ยเทคนิค RT-PCR  
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7. การวเิคราะห์ signaling molecules ท่ี LPS ส่งถ่ายสัญญาณเพื่อการควบคุมการแสดงออกของ 
TNF- ดว้ยตวัยบัย ั้งการท างานของ signaling molecules ชนิดต่างๆ 

เซลลถู์กหวา่นในจานเล้ียงเซลล ์ และกระตุน้ดว้ย LPS โดยวธีิการดงัท่ีกล่าวไว้
ขา้งตน้ ในสภาวะท่ีมีและไม่มีตวัยบัย ั้งการท างานของ MAPK pathway (ERK; extracellular 
signal-regulated kinase, JNK; c-Jun N-terminal kinase และ P38 kinase) ตวัยบัย ั้งการท างานของ 
PI3K, Akt และ NF-kB โดยจะมีกลุ่มควบคุมบวกคือกลุ่มท่ีไดรั้บเฉพาะ LPS และ กลุ่มควบคุม
ลบคือกลุ่มท่ีเติมเฉพาะตวัยบัย ั้งการท างานของตวัยบัย ั้งการท างานต่างๆ ขา้งตน้ และกลุ่มท่ีไม่ได้
รับการเติมสารใดๆ แลว้วิเคราะห์การแสดงออกของ TNF- ดว้ยเทคนิค RT-PCR  

 
8. การวเิคราะห์กลไกท่ีเก่ียวขอ้งในการท่ีความร้อนถ่ายทอดสัญญาณเพื่อควบคุมการแสดงออก
ของ TNF- โดยใชส้ารยบัย ั้งชนิดต่างๆ 

เซลลถู์กหวา่นในจานเล้ียงเซลล ์ และกระตุน้ดว้ยความร้อน โดยวธีิการดงัท่ี
กล่าวไวข้า้งตน้ ในสภาวะท่ีมีและไม่มีสารยบัย ั้งชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ capsazepine เพื่อศึกษาบทบาท
ของ TRPV1 สาร EGTA เพื่อท าให้อาหารเล้ียงเซลลป์ราศจากแคลเซียม และใชใ้นการศึกษา
บทบาทของแคลเซียม  สารยบัย ั้ง myosin light chain kinase และ cytochalasin-B เพื่อศึกษาผล
ของความร้อนต่อการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของผวิเซลล ์และ cyclohexamide เพื่อศึกษาบทบาท
ของ HSPs ซ่ึงถูกสร้างข้ึนเม่ือเซลลถู์กกระตุน้ดว้ยความร้อน โดยจะวเิคราะห์ผลของสารต่างๆ 
ดงักล่าวต่อระดบัการแสดงออกของ TNF-  โดยวเิคราะห์ระดบั TNF-  ดว้ยเทคนิค RT-PCR 
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ผลการวจิัย 
 

1. ผลของ LPS จาก P. gingivalis และ E. coli ท่ีมีต่อการแสดงออกของ TNF- ในเซลล ์
ไฟโบรบลาสตจ์ากเหงือก (GF) และไฟโบรบลาสตจ์ากเอ็นยดึปริทนัตข์องมนุษย ์(PDL) 
 เม่ือกระตุน้เซลล ์PDL และ GF ดว้ย P. gingivalis และ E. coli LPS ท่ีความเขม้ขน้ 10 ug/ml 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบการเพิ่มข้ึนของระดบัการแสดงออกของ mRNA และโปรตีนของ TNF 
ไดใ้นเซลลท์ั้งสองชนิดโดยเซลลแ์ต่ละชนิดสามารถตอบสนองต่อ LPS ทั้งสองชนิดดว้ยเช่นกนั   
ดงัแสดงในรูปท่ี 1  
 
 

 
 
 
รูปที่ 1 แสดงการเพิ่มข้ึนของระดบัการแสดงออกของ TNF ใน PDL ใน A. ระดบั mRNA และ 
B. จ  านวนเท่า (fold) ของระดบัโปรตีน และ ระดบัการแสดงออกของ TNF ใน GF    C. ระดบั 
mRNA และ B. จ  านวนเท่า (fold) ของระดบัโปรตีนเม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ย Pg และ E. coli 
LPS วเิคราะห์โดยเทคนิค RT-PCR และ ELISA 
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2. บทบาทของ TLR-2 และ TLR-4  เม่ือกระตุน้เซลล ์PDL และ GF ดว้ย LPS จาก P. gingivalis 
และ E. coli 

 
   

 
 

รูปที ่ 2 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF โดยแสดงเทียบกบัระดบัการ
แสดงออกของ GAPDH ซ่ึงเป็น internal control ในเซลล ์PDL (A) และ GF (B) เม่ือไดรั้บการ
กระตุน้ดว้ย Pg และ E. coli LPS ท่ีความเขม้ขน้ 10 ug/ml ในสภาวะท่ีมี specific blocking 
antibodies ต่อ TLR2 และ TLR4 (TLR2 และ TLR4 Blockers)  
 
  ในรูปน้ีแสดงการใช ้antibodies ท่ีมีความจ าเพาะต่อโปรตีน TLR2 หรือ 4 ท่ีความเขม้ขน้ 
20 ug/ml (ความเขม้ขน้ท่ีบริษทัผูผ้ลิต; Invivogen แนะน าคือ 10 ug/ml) ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้สูง
ท่ีสุดท่ีทดสอบแลว้วา่ไม่เป็นพิษต่อเซลลด์ว้ยเทคนิค MTT (ไม่ไดแ้สดงผล) เขา้ไปจบักบั TLR2 
หรือ 4 ซ่ึงอยูบ่นผวิเซลล ์ ท าใหข้ดัขวางการจบัของ LPS ต่อ TLR2 หรือ 4 (ท าหนา้ท่ีเป็น 
blocker) เพื่อศึกษาความส าคญั และความจ าเพาะของ TLR2 หรือ TLR4 ในการรับรู้เพื่อ
ตอบสนองต่อการกระตุน้เซลล ์PDL และเซลล ์GF ดว้ย Pg LPS หรือ E. coli LPS 
  รูปท่ี 2A ผลการทดลองพบวา่เม่ือเซลล ์PDLไดรั้บการกระตุน้ดว้ย Pg LPS (รูป 2A. แถว
บน) การแสดงออกของ TNF เพิ่มข้ึน (TNF, lane 2) แต่เม่ือไดรั้บ blockers ต่อ TLR2 



 20 

(TNF, lane 3) พบการแสดงออกของ TNF ลดลงสู่ระดบัเดียวกบักลุ่มท่ีไม่ถูกกระตุน้ และ
เม่ือไดรั้บ blockers ต่อ TLR4 (TNF, lane 4) พบการลดลงของ TNF อยา่งชดัเจน  
  ในขณะเดียวกนัเม่ือกระตุน้เซลล ์ PDL ดว้ย E. coli LPS (รูป 2A. แถวล่าง) พบการ
เพิ่มข้ึนของระดบั TNF mRNA (TNF, lane 2) แต่เม่ือไดรั้บ E. coli LPS ร่วมกบั blockers ต่อ 
TLR2 (TNF, lane 4) พบการลดลงเล็กนอ้ยของ TNF และมีการลดลงสู่ระดบัเดียวกบัเซลลท่ี์
ไม่ไดรั้บการกระตุน้ เม่ือไดรั้บ TLR4 blocker (TNF, lane 6) ทั้งน้ีระดบัการแสดงออกของ 
TNF ในสภาวะท่ีใส่ blockers ต่อ TLR2 (TNF, lane 3) หรือ TLR4 (TNF, lane 5) แต่เพียง
อยา่งเดียวโดยไม่มี LPS พบวา่ไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุม แสดงให้เห็นวา่ blockers ไม่มี
ผลต่อการแสดงออกปกติของ TNF ในเซลล ์PDL 
  ขอ้มูลในส่วนน้ีแสดงให้เห็นวา่เซลล ์PDL นั้นรับรู้ Pg LPS และ E. coli LPS ไดท้ั้งทาง 
TLR2 และ 4 ซ่ึงส่งผลต่อการเพิ่มการแสดงออกในระดบั mRNA ของ TNF  
  รูปท่ี 2B ในส่วนของเซลล ์ GF ไดรั้บการกระตุน้ดว้ย Pg LPS (รูป 2B. แถวบน) การ
แสดงออกของ TNF เพิ่มข้ึน (TNF, lane 2) แต่เม่ือไดรั้บ blockers ต่อ TLR2 (TNF, lane 
3) หรือ TLR4 (TNF, lane 4) ร่วมดว้ย พบการแสดงออกของ TNF ลดลงเช่นกนั 
  และเม่ือกระตุน้เซลล ์GF ดว้ย E. coli LPS (รูป 2B. แถวล่าง) พบการเพิ่มข้ึนของระดบั 
TNF mRNA (TNF, lane 2) แต่เม่ือไดรั้บ E. coli LPS ร่วมกบั blockers ต่อ TLR2 (TNF, 
lane 4) พบการแสดงออกของ TNF ลดลงอยา่งชดัเจนและต ่ากวา่ระดบั baseline expression 
ในขณะท่ีเม่ือไดรั้บ E. coli LPS ร่วมกบั blockers ต่อ TLR4 (TNF, lane 6) ก็สามารถลดการ
แสดงออกของ TNF ในระดบั mRNA ลดลงสู่ระดบั baseline คือเท่ากบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บ
การกระตุน้ ทั้งน้ีระดบัการแสดงออกของ TNF ในสภาวะท่ีใส่ blockers ต่อ TLR2 
(TNF, lane 3) หรือ TLR4 (TNF, lane 5) แต่เพียงอยา่งเดียวโดยไม่มี LPS พบวา่ไม่มีความ
แตกต่างจากกลุ่มควบคุม แสดงใหเ้ห็นวา่ blockers ไม่มีผลต่อการแสดงออกปกติของ TNF ใน
เซลล ์GF เช่นเดียวกบัท่ีไม่มีผลต่อเซลล ์PDL 
  ขอ้มูลในส่วนน้ีแสดงให้เห็นวา่เซลล ์GF นั้นก็รับรู้ Pg LPS และ E. coli LPS ไดท้ั้งทาง 
TLR2 และ 4 เช่นเดียวกบัในเซลล ์PDL แลว้เพิ่มการแสดงออกของ TNF 
  อยา่งไรก็ตามจากระดบัของ TNF ท่ีลดลงมากนอ้ยต่างกนัดงัแสดงในรูปท่ี 2 นั้นยงัไม่
สามารถสรุปไดช้ดัเจนวา่ในการรับรู้ LPS แต่ละชนิดนั้น เซลลใ์ช ้TLR2 หรือ TLR4 ในการรับรู้
มากกวา่กนั ทั้งน้ีเน่ืองจากไม่ไดศึ้กษาปริมาณการแสดงออกของ TLR ทั้งสองชนิดในรูปของ
โปรตีนเฉพาะท่ีอยูบ่นผวิเซลล ์ และไม่ไดพ้ิสูจน์ประสิทธิภาพในการ block ของ antibody ทั้ง
สองในเซลลช์นิดน้ีวา่ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนัสามารยบัย ั้งจ  านวนโมเลกุลของ TLR ท่ีเท่ากนั
หรือไม่   
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รูปที ่3 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF TLR2 และ TLR4 ในเซลล ์A. PDL 
และ B. GF เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ย Pg และ E. coli LPS ท่ีความเขม้ขน้ 10 ug/ml ในสภาวะท่ีมี 
siRNA ต่อ TLR2 และ TLR4 (siTLR2, siTLR4) 
  
  ในการศึกษาน้ีใช ้siRNA ของ TLR-2 หรือ TLR-4 ซ่ึงเป็น RNA สายคู่ ขนาดสั้น ความ
ยาวประมาณ 21-25 คู่เบส ถูกออกแบบใหมี้เบสคู่สมกบัช่วงเบสท่ีมีความจ าเพาะของ TLR-2 
หรือ TLR-4 mRNA ดงันั้นถา้มี TLR-2 หรือ TLR-4 mRNA แสดงออกอยูใ่นเซลล ์mRNA จะถูก
จบัและถูกยอ่ยท าลายไป จึงไม่มีหรือลดจ านวน mRNA ของ TLR-2 หรือ TLR-4 ท่ีจะถูกแปลง
รหสัไปเป็นโปรตีน ท าใหไ้ม่มีการสร้างโปรตีนของ TLR-2 หรือ TLR-4 ข้ึน หรือมีการสร้างท่ี
ลดลงแต่ไม่ทั้งหมด ทั้งน้ีข้ึนกบัประสิทธิภาพในการยบัย ั้งและความเป็นพิษ (toxicity) ของ
สารเคมีท่ีใชใ้นกระบวนการดว้ย ผลการศึกษาในส่วนน้ีวเิคราะห์จากระดบัการแสดงออกของ 
TNF- โดยเทคนิค RT-PCR 
  รูปท่ี 3A แสดงใหเ้ห็นวา่เม่ือเซลล ์ PDL ไดรั้บการกระตุน้ดว้ย Pg หรือ E. coli LPS 
สามารถเพิ่มระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF ไดอ้ยา่งชดัเจน นอกจากน้ี การกระตุน้
ดว้ย LPS ทั้งสองชนิดยงัมีผลเพิ่มการแสดงออกของ TLR2 ในขณะท่ีการกระตุน้ดว้ย LPS ทั้ง
สองชนิดไม่มีผลเปล่ียนแปลงระดบัการแสดงออกของ TLR4 (lane 1-3) จากนั้นเม่ือเซลลไ์ดรั้บ
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การกระตุน้ดว้ย Pg หรือ E. coli LPS ในสภาวะท่ีมี siRNA ต่อ TLR2 และ TLR4 พบวา่ระดบัการ
แสดงออกของ mRNA ของ TNF ลดลง (lane 5-6 และ lane 8-9 ตามล าดบั) เม่ือเทียบกบักลุ่มท่ี
ไดรั้บเพียง Pg LPS (lane 2) หรือ E. coli LPS (lane 3) เท่านั้น ทั้งน้ีประสิทธิภาพของ siRNA ต่อ 
TLR2 และ TLR4 ในเซลล ์ PDL แสดงจากความสามารถในการลดระดบั mRNA ของ TLR2 
(lane 4-6) และ TLR4 (lane 7-9) ไดอ้ยา่งชดัเจน แมว้า่ไม่สามารถลดระดบั mRNA ไดท้ั้งหมดก็
ตาม ผลการศึกษาน้ีร่วมกบัผลการศึกษาโดยใช ้TLR2 และ TLR4 blocking antibodies (รูปท่ี2 A) 
แสดงใหเ้ห็นวา่ทั้ง  Pg และ E. coli LPS เพิ่มการแสดงออกของ TNF ผา่นทาง TLR2 และ 
TLR4 
  รูปท่ี 3B แสดงใหเ้ห็นวา่ในขณะท่ีเซลล ์GF ไดรั้บการกระตุน้ดว้ย Pg LPS แลว้ส่งผลให้
มีการเพิ่มข้ึนของระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF นั้น (TNF, lane 2) ส่งผา่นไป
ทั้งทาง TLR2 และ TLR4 เน่ืองจากเม่ือไดรั้บ siRNA ต่อ TLR2 หรือ TLR4 ส่งผลต่อการลดลง
ของการแสดงออกของ TNF อยา่งชดัเจน (TNF, lane 4 และ 6) รวมทั้งมีผลลด baseline 
expression ของ TNF เม่ือไดรั้บแต่เพียง siRNA ต่อ TLR2 (TNF, lane 3) หรือ TLR4 
(TNF, lane 5) นอกจากน้ีประสิทธิภาพในการลดระดบั mRNA ของ TLR2 (panel 2) และ 
TLR4 (panel 3) ลดลงอยา่งชดัเจนเม่ือใช ้ siRNA ของทั้ง TLR2 และ TLR4 ซ่ึงท าอยูใ่นการ
ทดลองเดียวกนั ยนืยนัผลท่ีไดจ้ากการใช ้siRNA ต่อ TLR2 และ TLR4 ในเซลล ์GF ผลการศึกษา
ในส่วนน้ีร่วมกบัผลการศึกษาโดยใช ้ TLR2 และ TLR4 blocking antibodies (รูปท่ี2 B) ให้
ขอ้สรุปวา่ การกระตุน้ดว้ย Pg LPS ในเซลล ์ GF น าไปสู่การเพิ่มข้ึนของ TNF โดยผา่นทาง 
TLR2 และ TLR4  
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รูปที ่4 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF, TLR2 และ TLR4 ใน A. PDL และ 
B.  GF เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ย Pg และ E. coli LPS ท่ีความเขม้ขน้ 10 ug/ml เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง  
 ผลการศึกษายนืยนัการเพิ่มการแสดงออกของ TNF ในเซลลท์ั้ง 2 ชนิดเม่ือไดรั้บ Pg หรือ 
E. coli LPS อยา่งชดัเจน และเป็นท่ีน่าสนใจวา่ระดบัการแสดงออกของ TLR2 ก็เพิ่มข้ึนดว้ยใน
เซลลท์ั้ง 2 ชนิด ในขณะท่ีการแสดงออกของ TLR4 ไม่เปล่ียนแปลงเม่ือไดรั้บ Pg หรือ E. coli 
LPS ในเซลล ์PDL แต่พบเพิ่มการแสดงออกเฉพาะในเซลล ์GF เม่ือไดรั้บ Pg หรือ E. coli LPS   
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3. การส่งถ่ายสัญญาณภายในเซลล ์PDL และ GF เพื่อเพิ่มการแสดงออกของ TNF-  เม่ือไดรั้บ 
Pg หรือ E. coli LPS  

signaling molecules ชนิดต่างๆ ท่ีอยูใ่นเส้นทางหลกัของการถ่ายทอดสัญญาณภายใน
เซลลแ์ละท่ีเคยมีรายงานในเซลลช์นิดต่างๆ วา่เก่ียวขอ้งกบัการส่งถ่ายสัญญาณภายในเซลลเ์ม่ือ
กระตุน้ดว้ย LPS ถูกเลือกมาใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี โดยประกอบดว้ยตวัยบัย ั้งการท างาน 
(inhibitors) ของ MAPK pathway (ERK, JNK และ p38 kinase), PI3K, Akt และ NF-kB  

 

 
 

รูปที ่ 5 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF และ GAPDH ในเซลล ์ PDL เม่ือ
ไดรั้บตวัยบัย ั้งการท างาน (inhibitors) ของ PI3K, Akt, ERK, JNK, p38 kinase, และ NF-kB เป็น
เวลา 1 ชัว่โมงก่อนท่ีจะกระตุน้เซลลด์ว้ย Pg หรือ E. coli LPS ท่ีความเขม้ขน้ 10 ug/ml ต่ออีก
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 

ผลการทดลองพบวา่ตวัยบัย ั้งการท างานของ PI3K และ Akt สามารถลดระดบัการ
แสดงออกของ TNF  เม่ือเซลล ์PDL ไดรั้บ Pg LPS ในขณะท่ีมีเพียงตวัยบัย ั้งการท างาน Akt 
และ ERK เท่านั้นท่ีลดระดบัการแสดงออกของ TNF  เม่ือเซลล ์PDL ไดรั้บ E. coli LPS 
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รูปที ่6 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF และ GAPDH ในเซลล ์GF เม่ือไดรั้บ
ตวัยบัย ั้งการท างาน (inhibitors) ของ PI3K, Akt, ERK, JNK, p38 kinase, และ NF-kB เป็นเวลา 1 
ชัว่โมงก่อนท่ีจะกระตุน้เซลลด์ว้ย Pg หรือ E. coli LPS ท่ีความเขม้ขน้ 10 ug/ml ต่ออีกเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง  

 
ผลการทดลองพบวา่ตวัยบัย ั้งการท างานของ ERK, p38 kinase และ NF-kB สามารถลด

ระดบัการแสดงออกของ TNF  เม่ือเซลล ์ GF ไดรั้บ Pg LPS ในขณะท่ีมีเพียงตวัยบัย ั้งการ
ท างานของ NF-kB เท่านั้นท่ีลดระดบัการแสดงออกของ TNF  เม่ือเซลล ์GF ไดรั้บ E. coli LPS 
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4. ผลของความร้อนต่อการแสดงออกของ TNF- ในเซลล ์GF และเซลล ์PDL 
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รูปที่ 7 แสดงผลของความร้อนต่อการมีชีวิตของเซลล ์ PDL โดยน าเซลลไ์ปเล้ียงในตูอ้บท่ี
อุณหภูมิ 45 C เป็นเวลา 60 นาที และ 120 นาที จากนั้นท าการทดสอบความมีชีวิตของเซลลด์ว้ย
วธีิ MTT assay 
 

 ขอ้มูลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่ การกระตุน้เซลลด์ว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45 C เป็น
เวลา 60 นาที ไม่มีผลต่อจ านวนเซลลท่ี์มีชีวติ ในขณะท่ี การกระตุน้เซลลด์ว้ยความร้อนเป็นเวลา 
2 ชัว่โมง มีผลลดจ านวนเซลลท่ี์ม่ีชีวติ เหลือเพียง 72 % จากผลดงักล่าว คณะผูว้จิยัจึงวางแผนท่ี
จะทดสอบผลของความร้อนต่อการแสดงออกของ TNF ในช่วงระยะเวลานอ้ยกวา่ 1 ชัว่โมง 
ซ่ึงเป็นระยะเวลาท่ีไม่เป็นอนัตรายต่อเซลล ์ 
 
 

                                    
 

รูปที ่ 8 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF, IL-1 และ HSP70 ในเซลล ์PDL  
เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C เป็นระยะเวลาต่างๆ ดงัแสดงในภาพ 
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 ขอ้มูลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่เม่ือเซลล ์ PDL ไดรั้บความร้อน เซลลจ์ะมีการตอบสนองโดย
เพิ่มการแสดงออกของ TNF mRNA ซ่ึงการแสดงออกน้ีจะค่อยๆ เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาท่ีเซลล์
ไดรั้บความร้อน ในขณะท่ีระดบัการแสดงออกของ IL-1  mRNA นั้นแทบไม่มีการ
เปล่ียนแปลง แสดงใหเ้ห็นวา่การตอบสนองของเซลลต่์อความร้อนนั้นค่อนขา้งจ าเพาะเจาะจงต่อ 
TNF นอกจากน้ียงัพบวา่ระดบัการแสดงออกของ HSP70 mRNA นั้นสอดคลอ้งกบัการ
แสดงออกของ TNF mRNAคือ ค่อยๆ เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาท่ีเซลลไ์ดรั้บความร้อน ซ่ึงการ
เพิ่มข้ึนของ HSP70 mRNA เป็นการยนืยนัให้เห็นวา่ในสภาวะท่ีท าการทดลองนั้นเซลลไ์ดรั้บ
ความร้อนจริง  
 
 

                                                
 

รูปที ่ 9 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์ PDL เซลล ์ GF และเซลล์
สร้างกระดูก (osteoblasts) ของมนุษย ์ เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง 
 
 การศึกษาถึงผลของความร้อนในเซลลท่ี์เป็นองคป์ระกอบหลกัของเน้ือเยือ่ปริทนัต ์ พบวา่ 
ความร้อนสามารถเพิ่มการแสดงออกของ TNF mRNA ไดท้ั้งในเซลล ์ PDL เซลล ์ GF และ
เซลลส์ร้างกระดูก (osteoblasts) ของมนุษย ์ 
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5. กลไกท่ีเก่ียวขอ้งในการท่ีความร้อนถ่ายทอดสัญญาณเพื่อควบคุมการแสดงออกของ TNF- 
โดยใชส้ารยบัย ั้งชนิดต่างๆ 
 

                                        

TNF

GAPDH

control - + CHX     (1h)

45C

 
 
รูปที ่10 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้
ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C ในสภาวะท่ีมี cyclohexamide (CHX) 1 ug/ml เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  
 
 ขอ้มูลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่ cyclohexamide ซ่ึงเป็นสารท่ียบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีน
ภายในเซลล ์ ไม่สามารถยบัย ั้งการเพิ่มข้ึนของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์ PDL หลงัจากการ
กระตุน้ดว้ยความร้อนได ้ผลการทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ การเพิ่มการแสดงออกของ TNF นั้น 
ไม่ไดเ้กิดจากการเพิ่มการสร้างโปรตีนในระหวา่งท่ีเซลลไ์ดรั้บความร้อน 
 
 

control - + CPZ       (1 h)

45C

TNF

GAPDH

control - + RR      (1 h)

45C

TNF

GAPDH

 
 
รูปที่ 11 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้
ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C ในสภาวะท่ีมี capsazepine (CPZ) 10 uM หรือ Ruthenium Red 
(RR) 10 uM เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
 
 ขอ้มูลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่ทั้ง Capsazepine และ Ruthenium Red ซ่ึงเป็นสารท่ียบัย ั้งการ
ท างานของ TRPV1 (TRPV1 antagonist) สามารถยบัย ั้งการเพิ่มข้ึนของ mRNA ของ TNF ใน
เซลล ์PDL หลงัจากการกระตุน้ดว้ยความร้อนได ้ผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่ TRPV1 น่าจะ
เป็น receptor ท่ีส าคญัในการรับความร้อนและส่งผา่นสัญญาณไปเพิ่มการสังเคราะห์ TNF  
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N             H             N             H    (1 h)         

TNF
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N             H             N             H      (1 h)          
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รูปที ่12  แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้
ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C ในสภาวะท่ีมี EGTA 1 uM หรือ ในสภาวะท่ีไม่มีแคลเซียมใน
อาหารเล้ียงเซลล ์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
 

 ขอ้มูลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่ EGTA ซ่ึงเป็น calcium chelator ไม่สามารถยบัย ั้งการเพิ่มข้ึน
ของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์PDL หลงัจากการกระตุน้ดว้ยความร้อนได ้แต่การเล้ียงเซลล์
ในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ปราศจากแคลเซียมสามารถยบัย ั้งการเพิ่มข้ึนของ mRNA ของ TNF ซ่ึง
อาจเป็นไปไดว้า่การเติม EGTA ท่ีความเขม้ขน้ 1 mM ไม่มีเพียงพอในการจบักบัแคลเซียมท่ีอยู่
ในอาหารเล้ียงเซลล ์ แคลเซียมท่ีหลงเหลืออยูใ่นอาหารเล้ียงเซลลจึ์งยงัท าหนา้ท่ีส่งสญัญาณไป
เพิ่มการสังเคราะห์ TNF ได ้ ดงันั้นการเล้ียงเซลลใ์นอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ปราศจากแคลเซียมจึง
เห็นผลไดดี้กวา่ กล่าวโดยสรุป ผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่ แคลเซียมน่าจะเป็น secondary 
messenger ท่ีส าคญัในการส่งผา่นสัญญาณไปเพิ่มการสังเคราะห์ TNF  
 
 

                             

H + staurosporine (uM)

N               H 0.1         0.5 (1 h)

TNF

GAPDH

  
รูปที ่13 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้
ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C ในสภาวะท่ีมี staurosporine 0.1 uM และ 0.5 uM  เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง 
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 ขอ้มูลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่ทั้ง staurosporine ซ่ึงเป็นสารท่ียบัย ั้งการท างานของ Protein 
Kinase C (PKC) สามารถยบัย ั้งการเพิ่มข้ึนของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์PDL หลงัจากการ
กระตุน้ดว้ยความร้อนได ้ ผลการทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ PKC น่าจะเป็นเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งใน
การส่งผา่นสัญญาณไปเพิ่มการสังเคราะห์ TNF 
 
 

                              
 

รูปที่14 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้
ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C ในสภาวะท่ีมี U-73122 (2 uM) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
 
  ขอ้มูลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่ U-73122 ซ่ึงเป็นสารท่ียบัย ั้งการท างานของ Phospholipase C 
(PLC) ไม่สามารถยบัย ั้งการเพิ่มข้ึนของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์PDL หลงัจากการกระตุน้
ดว้ยความร้อนได ้ ผลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่การเพิ่มข้ึนของ TNF ไม่ไดเ้กิดจากการท างาน
ของเอนไซม ์PLC 
  

                    
 

รูปที่15 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้
ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C ในสภาวะท่ีมี cytochalasin D (100 nM) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
 
 ขอ้มูลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่ cytochalasin D ซ่ึงเป็นสารท่ียบัย ั้ง actin polymerization  
สามารถยบัย ั้งการเพิ่มข้ึนของ mRNA ของ TNF ในเซลล ์PDL หลงัจากการกระตุน้ดว้ยความ
ร้อนได ้ผลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่การท างานของ actin เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ TNF โดย
อาจเป็นไปไดว้า่ ความร้อนน าไปสู่การ rearrangement ของ cytoskeleton ซ่ึงท าใหเ้กิดการเปิด
ของ TRPV1 channel 
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วจิารณ์ผลการทดลอง 
 

  งานวจิยัน้ีตอ้งการศึกษาเปรียบเทียบผลของ LPS จาก P. gingivalis และ E. coli 
ท่ีมีต่อการแสดงออกของ TNF- ซ่ึงเป็น pro-inflammatory cytokine ท่ีส าคญั ท่ีเม่ือหลัง่ออก
มาแลว้จะน าไปสู่การกระตุน้หรือเหน่ียวน าใหมี้การหลัง่ inflammatory cytokines อ่ืนๆ ตามมา
เป็นล าดบั น าไปสู่การอกัเสบของเน้ือเยือ่ในท่ีสุด การศึกษาส่วนใหญ่ท่ีผา่นมาในระดบั
หอ้งปฏิบติัการ จะเลือกใช ้ LPS ท่ีไดจ้ากเช้ือ E. coli เพราะเป็นแบคทีเรียท่ีมี well-conserved 
lipid A และจดัเป็น typıcal bacterial endotoxin เพื่อประโยชน์ในการอา้งอิงและเทียบเคียงผล
การศึกษา อยา่งไรก็ตาม  เช้ือ E. coli ไม่ใช่เป็นเช้ือโรคท่ีควรพบในช่องปาก อีกทั้งไม่ไดเ้ป็นเช้ือ
โรคท่ีจดัเป็นสาเหตุหลกัของการเกิดโรคปริทนัต ์ ในขณะท่ี P. gingivalis เป็นสาเหตุหลกั 

  ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่การกระตุน้ดว้ย LPS จาก P. gingivalis และ E. 
coli ในเซลลแ์ต่ละชนิดท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี (เซลล ์ PDL และ GF) ใชก้ลไกท่ีแตกต่างกนั ดงันั้น 
LPS จากแบคทีเรียต่างชนิดกนัก็อาจใชก้ลไกท่ีแตกต่างกนัออกไปในการกระตุน้ให้มีการสร้าง 
cytokine ชนิดเดียวกนัได ้
  มีรายงานแสดงใหเ้ห็นวา่ LPS จากเช้ือ P. gingivalis มีประสิทธิภาพในการ
เหน่ียวน าให้เกิดการอกัเสบท่ีต ่ากวา่ LPS จาก E. coli (Martin et al., 2001; Ogawa and Uchida, 
1996)  ซ่ึงประสิทธิภาพของ LPS ท่ีแตกต่างกนัในการเหน่ียวน าการตอบสนองของเซลลน์ั้น   
อาจเน่ืองมาจากสายพนัธ์ุ (strain) ท่ีแตกต่างกนัของแบคทีเรียชนิดนั้นๆ วธีิการสกดัและเตรียม   
ตลอดจนรูปแบบของการทดสอบในแต่ละงานวจิยั นอกเหนือจากนั้นในการศึกษาน้ีพบวา่
เน่ืองจากเซลลท่ี์ใชเ้ป็น primary culture ท าใหมี้ความแตกต่างระหวา่งเซลลท่ี์ไดม้าแต่ละ line 
(จากแต่ละคน) อนัเน่ืองมาจากความแตกต่างระหวา่งบุคคลในระดบัปกติท่ีพบได ้ ก็เป็นอีกปัจจยั
ท่ีมีผลต่อความแตกต่างของระดบัการแสดงออกท่ีเพิ่มข้ึนของ TNF- เม่ือไดรั้บ LPS แต่ละชนิด
ดว้ย เม่ือเทียบระหวา่งกลุ่มควบคุมกบักลุ่มท่ีไดรั้บ LPS (รูปท่ี 1-6) ซ่ึงมีรายงานท่ีแสดงใหเ้ห็นวา่
ความแตกต่างระหวา่งบุคคลน้ีมีผลต่อโอกาสในการเกิดโรคปริทนัตใ์นแต่ละบุคคล (Scheres et 
al., 2010) ดงันั้นการวจิยัน้ีในแต่ละการทดสอบจะเนน้ท่ีการท าซ ้ าในส่วนของจ านวน line ท่ี
ไดม้าของเซลลต์วัอยา่งจนมัน่ใจกบัผลท่ีเกิดข้ึน ดว้ยเหตุน้ีการศึกษาคร้ังน้ีจึงไม่น าเสนอเชิง
เปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวา่ง LPS ทั้งสองชนิด 

   นอกจากน้ีในงานวจิยัน้ีตอ้งการเปรียบเทียบระหวา่งเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์าก
เหงือกและไฟโบรบลาสตจ์ากเอน็ยดึปริทนัต ์ ซ่ึงจดัเป็นเซลลเ์น้ือเยือ่ปริทนัตเ์หมือนกนั แต่มี
รายงานวจิยัหลายช้ินท่ีแสดงใหเ้ห็นวา่เซลลท์ั้งสองชนิดน้ีมีพฤติกรรมและการตอบสนองต่อ
ปัจจยัต่างๆ ในรูปแบบท่ีแตกต่างกนั จากการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่ เม่ือ เซลล ์PDL และ GF ไดรั้บ
การกระตุน้จาก LPS ชนิดเดียวกนั (P. gingivalis หรือ E. coli LPS) พบวา่เซลล ์PDL และ GF ใช้

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Scheres%20N%22%5BAuthor%5D


 32 

กลไกการถ่ายทอดสัญญาณภายในเซลลท่ี์แตกต่างกนั แมว้า่จะสามารถเลือกกระตุน้ผา่น receptor 
TLR-2 หรือ TLR-4 เพียงตวัใดตวัหน่ึงไดก้็ตาม 

  จากการศึกษาบทบาทของ TLR-2 และ TLR-4 เม่ือกระตุน้เซลล ์PDL และ GF 
ดว้ย LPS จาก P. gingivalis และ E. coli ผลขา้งตน้สรุปไดว้า่การตอบสนองของเซลลท์ั้ง 2 ชนิด
นั้นอาศยั เพียง TLR2 และ TLR4 ชนิดใดชนิดหน่ึงก็ได ้นอกจากน้ีพบวา่ Pg และ E. coli LPS มี
ผลเพิ่มการแสดงออกของ TLR2 ในเซลลท์ั้ง 2 ชนิด แต่มีผลเพิ่มการแสดงออกของ TLR4 เฉพาะ
ในเซลล ์ GF เท่านั้น อยา่งไรก็ตามการศึกษาคร้ังน้ีไม่ไดว้เิคราะห์สัดส่วนการใช ้ receptor 
ดงักล่าวของเซลลแ์ต่ละชนิด นอกจากน้ีผลการศึกษาจากการใช ้siRNA ยงับ่งช้ีวา่ในกระบวนการ
ตอบสนอง Pg หรือ E. coli LPS ของเซลล ์ PDL และ GF วา่จ าเป็นตอ้งอาศยัการสังเคราะห์
โปรตีน TLR2 และ TLR4 ใหม่ เพราะเม่ือยบัย ั้งการสร้างโปรตีนของ receptor ตวัใดตวัหน่ึงแลว้ 
มีผลลดการแสดงออกของ TNF จากภาวะท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ย LPS อยา่งเดียว แต่ไม่
สามารถลดลงสู่ระดบั baseline ได ้แสดงวา่เซลลส์ามารถเลือกใช ้TLR2 หรือ TLR4 ไดเ้ม่ือไม่มี
ตวัใดตวัหน่ึง 

  การศึกษาเก่ียวกบัเส้นทางหลกัของการถ่ายทอดสัญญาณภายในเซลลพ์บวา่ 
เซลลรั์บรู้ต่อ LPS ของแบคทีเรียส่วนใหญ่รวมทั้ง E. coli ผา่นทาง TLR-4 และสัญญาณท่ีผา่นเขา้
สู่เซลล ์ผา่นไปทาง NF-kB และบางรายงานพบวา่ผา่นไปทาง p38 kinase ดว้ย (Hirschfeld et al., 
2001; Martin et al., 2001) อยา่งไรก็ตามมีรายงานท่ีพบวา่ LPS เหน่ียวน าเซลล ์mıcroglıa ใหห้ลัง่ 
TNF- ผา่นทาง JNK และ p38 kinase โดยไม่ผา่น NF-kB (Uesugi et al., 2006) และพบวา่ใน 
human monocytic cell line (THP-1) นั้น LPS ของ P. gingivalis  เหน่ียวน าการหลัง่ TNF- ผา่น
ทาง TLR-2 และ JNK (Zhang et al., 2008)  

 ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่เม่ือเปรียบเทียบในเซลลช์นิดเดียวกนั เม่ือเซลล ์ PDL 
ไดรั้บ Pg LPS จะส่งสัญญาณผา่นไปทาง PI3K และ Akt ในขณะท่ีเม่ือไดรั้บ E. coli LPS จะส่ง
สัญญาณผา่นไปทาง Akt และ ERK ในการกระตุน้การสร้าง TNF-  เป็นท่ีน่าสนใจวา่ โดยปกติ
แลว้ intracellular domain ของ TLR2 จะส่งสัญญาณผา่นไปทาง PI3K และ Akt นอกจากน้ียงั
แยกผา่นไปทาง MyD88 แลว้แยกไปทาง MAPK หรือ NF-kB อีกสองเส้นทางหลกั ในขณะท่ี 
TLR4 จะผา่นไปทาง ไปทาง MyD88 แลว้แยกไปทาง MAPK หรือ NF-kB เช่นกนั หรือผา่นไป
กบั IRAK2 แลว้ไปทาง NF-kB ดงันั้น การลดการแสดงออกของ TNF-  ไดอ้ยา่งชดัเจนดว้ยตวั
ยบัย ั้งการท างานของ PI3K และ Akt น่าจะแสดงใหเ้ห็นวา่ เซลล ์PDL ใช ้TLR2 เป็นหลกัในการ
รับรู้ LPS ทั้งสองชนิด 

 ส่วนในเซลล ์ GF นั้นเม่ือไดรั้บ Pg LPS จะส่งสัญญาณผา่นไปทาง ERK, p38 
kinase และ NF-kB ในขณะท่ีเม่ือไดรั้บ E. coli LPS จะผา่นไปทาง NF-kB เท่านั้น จากขอ้มูลใน
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ขณะน้ียงัไม่เพียงพอท่ีจะบอกไดว้า่เซลล ์ GF รับรู้ LPS แต่ชนิดส่วนใหญ่แลว้ผา่นไปทาง TLR2 
หรือ TLR4 เพราะเส้นทางท่ีผา่น MAPK หรือ NF-kB เป็นเส้นทางร่วมของ receptor ทั้งสองน้ี จะ
เห็นไดว้า่มีความแตกต่างของเส้นทางการถ่ายทอดสัญญาณท่ีมีความจ าเพาะต่อการกระตุน้โดย 
LPS ทั้งสองชนิด และแสดงใหเ้ห็นวา่การเพิ่มการสร้าง TNF- ในเซลล ์ PDL และ เซลล ์ GF 
เกิดจากเส้นทางการส่งถ่ายสญัญาณท่ีแตกต่างกนั  

 อีกประเด็นหน่ึงท่ีพบคือเม่ือท าการวเิคราะห์ผลการแสดงออกของ TNF ใน
ระดบัโปรตีนดว้ยเทคนิค ELISA พบวา่มีระดบัการแสดงออกท่ีต ่ามาก และความแตกต่างท่ีได้
ระหวา่งกลุ่มมีนอ้ย แมว้า่การแสดงออกในระดบั mRNA จะเห็นชดัเจนก็ตาม ท าใหไ้ม่ได้
แสดงผลในการทดลองช่วงหลงัๆ ทั้งน้ีมีรายงานวา่ เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเอน็ยดึปริทนัต ์ ท่ีได้
จากคนท่ีไม่เป็นโรคปริทนัต ์ จะตอบสนองต่อการไดรั้บ Pg LPS แลว้เพิ่มระดบัการแสดงออก
ของ TNF ไม่ชดัเจนเท่ากบัเซลลท่ี์ไดจ้ากคนท่ีเป็นโรคปริทนัต ์ (Scheres N et al, 2011) 
นอกจากน้ีในภาวะปกติเซลล ์  PDL และ GF มิใช่เซลลห์ลกัท่ีท าหนา้ท่ีตอบสนองใน
กระบวนการอกัเสบ  
   ความร้อนจดัเป็นปัจจยัทางกายภาพชนิดหน่ึงท่ีมกัเกิดข้ึนในช่องปากอนั
เน่ืองจากพฤติกรรมต่างๆ เช่น การรับประทานอาหารและเคร่ืองด่ืมท่ีมีอุณหภูมิสูง ในการศึกษา
คร้ังน้ีผูว้ิจยัตั้งสมมติฐานวา่ความร้อนท่ีเกิดข้ึนในช่องปากเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบหรือไม่ โดย
ท าการศึกษาถึงบทบาทของความร้อนต่อการแสดงออกของไซโตไคน์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ
ในเซลลจ์ากเอน็ยดึปริทนัตท่ี์อุณหภูมิ 45 C ซ่ึงเป็นอุณหภูมิท่ีรับรู้ความร้อนในระดบัท่ี
ก่อใหเ้กิดความเจบ็ปวด (Julius and Basbaum 2001), และพบวา่การกระตุน้เซลลไ์ฟโบรบลาสต์
จากเอน็ยดึปริทนัตด์ว้ยความร้อนส่งผลเพิ่มการแสดงออกของ TNF ในระดบั mRNA ไดอ้ยา่ง
ชดัเจน โดยผลดงักล่าวมิไดพ้บในเซลลโ์บรบลาสตจ์ากเอน็ยดึปริทนัตเ์ท่านั้น แต่ยงัพบในเซลล์
ไฟโบรบลาสตจ์ากเหงือก และเซลลส์ร้างกระดูกอีกดว้ย จึงอาจกล่าวไดว้า่การตอบสนองเซลล์
ในช่องปากตอบสนองต่อความร้อนคลา้ยๆ กนัโดยเพิ่มการสังเคราะห์ TNF ในระดบั mRNA 
อยา่งไรก็ตาม เม่ือท าการศึกษาถึงผลของความร้อนต่อการแสดงออกของ TNF ในระดบั
โปรตีนโดยวธีิ ELISA assay (ไม่ไดแ้สดงผล) พบวา่ เซลลเ์หล่าน้ีมีการแสดงออกของโปรตีน 
TNF นอ้ยมาก และระดบัการแสดงออกของโปรตีน TNF มิไดเ้พิ่มข้ึนภายหลงัการกระตุน้
เซลลด์ว้ยความร้อน ซ่ึงขดัแยง้กบัผลท่ีพบในระดบั mRNA ขอ้มูลเหล่าน้ีอาจตีความไดว้า่ เซลล์
ไฟโบรบลาสตจ์ากเอน็ยดึปริทนัต ์ เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเหงือก และเซลลส์ร้างกระดูกเซลล ์
มิใช่เซลลห์ลกัท่ีท าหนา้ท่ีสังเคราะห์ TNF ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Keller และ 
คณะ ซ่ึงท าการตรวจหาระดบัของ TNF ภายหลงัการกระตุน้เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเน้ือเยื่อ
ในฟัน (dental pulp fibroblasts) และ เซลลส์ร้างกระดูก ดว้ย lipoteichoic acid (LTA) และพบ
การเพิ่มข้ึนของ TNF อยา่งมากในระดบั mRNA แต่ไม่สามารถตรวจพบ TNF ในระดบั
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โปรตีนได ้ในขณะท่ี LTA สามารถกระตุน้ dendritic cells ใหมี้การหลัง่โปรตีน TNF เพิ่มข้ึน
อยา่งมีนยัส าคญั (Keller, Carrouel et al. 2010) ซ่ึงการท่ีไม่สามารถตรวจพบโปรตีน TNF ใน
เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากช่องปาก รวมถึงเซลลส์ร้างกระดูกไดน้ั้น อาจเกิดจากกระบวนการ post-
transcriptional modification ท่ีขดัขวางการสร้างโปรตีน TNF ในเซลลเ์หล่าน้ี 
   การศึกษาเพิ่มเติมถึงกลไกการตอบสนองของเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเอน็ยดึปริ
ทนัตใ์นการเพิ่มการสังเคราะห์ TNF ในระดบั mRNA ภายหลงัจากการถูกกระตุน้ดว้ยความ
ร้อน พบวา่การตอบสนองดงักล่าวเกิดข้ึนผา่นการท างานของ TRPV1 ซ่ึงเป็น ion channel 
receptor ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการรับรู้ความเจบ็ปวดและจะถูกกระตุน้เม่ืออุณหภูมิสูงเกิน 43 
C (Caterina, Schumacher et al. 1997; Tominaga, Caterina et al. 1998) จากการศึกษาก่อนหนา้
น้ี คณะผูว้ิจยัพบวา่ TRPV1 มิไดพ้บในเซลลป์ระสาทเท่านั้น แต่ยงัพบในเซลลไ์ฟโบรบลาสต์
จากเน้ือเยือ่ปริทนัตด์ว้ย ในการศึกษาคร้ังน้ีผูว้จิยัไดศึ้กษาถึงบทบาทของ TRPV1 ต่อการ
แสดงออกของ TNF โดยใชส้ารยบัย ั้งการท างานของ TRPV1 2 ชนิดคือ  Capsazepine และ 
Ruthenium red และพบวา่สารทั้งสองสามารถยบัย ั้งผลของความร้อนในการเหน่ียวน าการ
แสดงออกของ TNF ในระดบั mRNA ได ้ อยา่งไรก็ตามสารดงักล่าวไม่สามารถยบัย ั้งการ
เพิ่มข้ึนของ HSP70 ภายหลงัการถูกกระตุน้ดว้ยความร้อนได ้จึงอาจเป็นไปไดว้า่ การเพิ่มข้ึนของ 
HSP70 เกิดข้ึนผา่นกลไกอ่ืนท่ีมิไดเ้ก่ียวขอ้งกบั TRPV1   
   นอกจากน้ี การศึกษาคร้ังน้ียงัแสดงใหเ้ห็นวา่ การส่งถ่ายสัญญาณของ TRPV1 
ไปควบคุมการเพิ่มข้ึนของ TNF นั้นจ าเป็นตอ้งอาศยัแคลเซียมไอออน ผลการทดลองดงักล่าว
สอดคลอ้งกบัการท างานของ TRPV1 ซ่ึงเป็น non-selective cation channel receptor ท่ียอมให้
แคลเซียมไออนผา่นเขา้เซลลไ์ดม้ากกวา่ประจุบวกชนิดอ่ืน (Caterina, Schumacher et al. 1997) 
จึงอาจเป็นไปไดว้า่ความร้อนท าใหเ้กิดการเปิดของ TRPV1 channel และมีการไหลของแคลเซียม
เขา้สู่เซลล ์ โดยแคลเซียมน่าจะท าหนา้ท่ีเป็น secondary messenger ในการถ่ายทอดสัญญาณไป
เพิ่มการสังเคราะห์ TNF และจากการท าการทดลองโดยใช ้ staurosporine ซ่ึงเป็นสารยบัย ั้งการ
ท างานของเอนไซม ์ PKC พบวา่ การเพิ่มข้ึนของ TNF จ  าเป็นตอ้งอาศยั PKC เช่นกนั การ
คน้พบดงักล่าวสอดคลอ้งกบัการศึกษาท่ีพบวา่การท างานของ TRPV1 ถูกควบคุมดว้ยเอนไซม์
หลายชนิด โดย PKC สามารถควบคุมการท างานของ TRPV1 ไดโ้ดยการเติมหมู่ phosphate ท่ี
ต าแหน่ง S502 และ S800 ส่งผลให ้ TRPV1 ท างานไดดี้ข้ึน (Mandadi, Tominaga et al. 2006) 
โดยการท างานของ PKC น่าจะถูกกระตุน้ผา่นแคลเซียมไออนท่ีไหลเขา้เซลลภ์ายหลงัจากท่ีเซลล์
ไดรั้บความร้อน  
 ในปัจจุบนั กลไกในการรับรู้ความร้อนในระดบัเซลลน์ั้นยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่
ชดั มีรายงานวา่ C-terminal domain ของ TRPV1 น่าจะเป็นต าแหน่งท่ีรับรู้ความร้อนเน่ืองจาก
เม่ือท า sequential deletion ในต าแหน่ง distal half C-terminal จะท าให ้ temperature threshold 
ลดลง (Kedei, Szabo et al. 2001) นอกจากน้ียงัมีการศึกษาท่ีแสดงใหเ้ห็นถึงความสัมพนัธ์
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ระหวา่งความร้อนและการท างานของ cytoskeleton โดยพบวา่ในสภาวะท่ีมีความร้อนนั้น จะเกิด
การเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล ์และเกิด polymerization ของ actin (Han, Ha et al. 2000) และมี
ส่วนเก่ียงขอ้งการเพิ่มการผา่นเขา้ออกของสารผา่นเยื่อหุม้เซลลอี์กดว้ย (Moseley, Gapen et al. 
1994) ในการศึกษาคร้ังน้ี ความสัมพนัธ์ระหวา่งความร้อนและ cytoskeleton ไดถู้กยนืยนัโดยท า
การเล้ียงเซลลใ์นสภาวะท่ีมี Cytochalasin D ซ่ึงเป็นสารท่ีท าหนา้ท่ียบัย ั้งการ polymerization ของ 
actin พบวา่ ในสภาวะดงักล่าว ความร้อนไม่สามารถเหน่ียวน าการเพิ่มข้ึนของ TNF mRNA 
ได ้ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่ ความร้อนท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเยือ่หุม้เซลลโ์ดยอาศยัการ
ท างานของ actin และส่งผลต่อการตอบสนองของเซลลต่์อความร้อน  
 กล่าวโดยสรุป การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นวา่ความร้อนสามารถเพิ่มการ
แสดงออกของ TNF ในระดบั mRNA ไดโ้ดยอาศยัการท างานของ TRPV1 นอกจากน้ียงัพบวา่ 
แคลเซียม PKC และ actin เก่ียวขอ้งในการส่งถ่ายสัญญาณในการควบคุมการแสดงออกของ 
TNF ในสภาวะท่ีมีความร้อน 
 
 

สรุป 

เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเหงือกและเอน็ยดึปริทนัตมี์กลไกการตอบสนองต่อ LPS 
จาก P. gingivalis และ E. coli ในการเพิ่มการแสดงออกของ TNF ต่างกนั ดงันั้นเพื่อใหเ้กิดความ
เขา้ใจท่ีชดัเจนถึงบทบาทของ LPS ในการเกิดและการด าเนินไปของโรคปริทนัต ์ ควรมีการศึกษา
ใหม้ากข้ึนโดยเนน้ไปท่ี LPS จาก P. gingivalis ซ่ึงการศึกษาในล าดบัต่อไป เป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะ
เปรียบเทียบการตอบสนองของเซลล์ท่ีไดจ้ากคนปกติกบัผูท่ี้เป็นโรคปริทนัต ์ เม่ือไดรั้บ P. 
gingivalis LPS ทั้งน้ีโดยมีขอ้สังเกตจากการท่ีการเปล่ียนแปลงในระดบัโปรตีนของ TNF ท่ี
ปรากฏในการศึกษาคร้ังน้ีไม่ชดัเจน ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากเซลลท่ี์ใชท้ดสอบเป็นเซลล์ท่ีไดจ้ากคน
ปกติ การส่วนการตอบสนองของเซลลต่์อความร้อนในการเพิ่มการแสดงออกของ TNF โดยรับรู้
ผา่น TRPV1 แสดงใหเ้ห็นวา่ความร้อนน่าจะมีบทบาทในกลไกการเกิด inflammation ในรอยโรค
ปริทนัต ์ และเป็นท่ีน่าสนใจวา่การแสดงออกของ pro-inflammatory cytokines อ่ืน เช่น 
interleukin-1 และ interleukin-6 สามารถถูกควบคุมไดด้ว้ยปัจจยัของอุณหภูมิหรือไม่ เป็นส่ิงท่ี
น่าสนใจท่ีจะศึกษาต่อไป  
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