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บทคดัย่อ 
โรคปริทนัตเ์ป็นโรคประกอบข้ึนจากหลายเหตุปัจจยั โดยไลโปโพลีแซคคาไลด ์ (แอลพีเอส) เป็นปัจจยั

หลกัอนัหน่ึงของการเกิดและการด าเนินไปของโรค แอลพีเอสจากแบคทีเรียเอสเชอริเชียโคไลถูกน ามาใช ้ ใน
การศึกษาผลของแอลพีเอสมาเป็นระยะเวลาหลายสิบปี เน่ืองจากมีส่วนของโครงสร้างท่ีพบไดใ้นเอนโดทอกซิ
นของแบคทีเรียแกรมลบทุกชนิด อยา่งไรก็ตามการศึกษาในแอลพีเอสท่ีไดจ้ากพอไฟโรโมแนสจินจิวอลิส ซ่ึง
เป็นแบคทีเรียท่ีพบวา่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคปริทนัตใ์หผ้ลการศึกษาท่ีต่างไปจากผลท่ีไดจ้ากเอสเชอริเชีย
โคไลแอลพีเอส นอกเหนือจากปัจจยัทางชีวภาพแลว้ พบวา่ปัจจยัทางกายภาพก็มีผลต่อการปรับเปล่ียน
พฤติกรรมของเซลล ์ เน่ืองจากภายในช่องปากมีการเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิบ่อยคร้ัง อุณหภูมิท่ีสูงกวา่อุณหภูมิ
ร่างกาย อาจส่งผลต่อสภาวะของโรคปริทนัต ์ งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาเปรียบเทียบผลของแอลพีเอสท่ี
ไดจ้ากพอไฟโรโมแนสจินจิวอลิสกบัเอสเชอริเชียโคไล และผลของความร้อนต่อระดบัการแสดงออกของทู
เมอร์เนโครสิสแฟคเตอร์อลัฟ่า (ทีเอ็นเอฟอลัฟ่า) ในไฟโบรบลาสตท่ี์ไดจ้ากเหงือกและเอน็ยดึปริทนัตข์องมนุษย ์
ในแง่ของตวัรับรู้และการถ่ายทอดสัญญาณภายในเซลล ์ ศึกษาโดยเล้ียงเซลลไ์ฟโบรบลาสตท่ี์ไดจ้ากเหงือกและ
เอน็ยดึปริทนัตข์องมนุษยใ์นหอ้งปฏิบติัการ แลว้กระตุน้เซลลด์ว้ยพอไฟโรโมแนสจินจิวอลิสแอลพีเอส เอสเชอ
ริเชียโคไลแอลพีเอส หรือเล้ียงเซลลท่ี์อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ส าหรับการกระตุน้ดว้ยความร้อน การ
เปล่ียนแปลงของทีเอน็เอฟอลัฟ่าในระดบัอาร์เอ็นเอน ารหสั และโปรตีน วเิคราะห์ดว้ยเทคนิคอาร์ที-พีซีอาร์ และ 
อีไลซา ส่วนการส่งถ่ายสัญญาณในเซลล ์ ศึกษาโดย ในระดบัตวัรับรู้ของเซลลใ์ชแ้อนติบอดีตวัยบัย ั้งร่วมกบั
เทคนิคเอสไออาร์เอน็เอท่ีมีความจ าเพาะต่อตวัรับรู้แอลพีเอสของเซลลคื์อ โทลไลครี์เซ็บเตอร์ 2 และ 4 เพื่อหา
ตวัรับรู้ท่ีเซลลแ์ต่ละชนิดใช ้ และต่อชนิดของแอลพีเอสท่ีเซลลรั์บรู้ ส่วนในการส่งถ่ายสัญญาณในเซลล ์ ใชต้วั
ยบัย ั้งท่ีมีความจ าเพาะต่อโมเลกุลท่ีส่งถ่ายสัญญาณ ผลการศึกษาพบวา่ทั้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตท่ี์ไดจ้ากเหงือก
และเอน็ยดึปริทนัตส์ามารถรับรู้แอลพีเอสทั้งสองชนิดไดโ้ดยใชโ้ทลไลครี์เซ็บเตอร์ 2 หรือ 4 เพียงตวัใดตวัหน่ึง 
ซ่ึงส่งผลในการเพิ่มการแสดงออกของทีเอ็นเอฟอลัฟ่า เส้นทางการส่งถ่ายสัญญาณในเซลลพ์บวา่ เซลลไ์ฟโบรบ
ลาสตจ์ากเอน็ยดึปริทนัตเ์ม่ือกระตุน้ดว้ยพอไฟโรโมแนสจินจิวอลิสแอลพีเอสจะผา่นไปทางพีไอทรีเค และ เอเค
ที แต่เม่ือถูกกระตุน้ดว้ยเอสเชอริเชียโคไลแอลพีเอสจะผา่นไปทางเอเคทีและเอิร์ค ส่วนในเซลลไ์ฟโบรบลาสต์
จากเหงือกเม่ือกระตุน้ดว้ยพอไฟโรโมแนสจินจิวอลิสแอลพีเอสจะผา่นไปทางเอิร์ค พ3ี8ไคเนส และเอน็เอฟ
แคปปาบี แต่เม่ือถูกกระตุน้ดว้ยเอสเชอริเชียโคไลแอลพีเอสจะผา่นไปทางเอน็เอฟแคปปาบีเท่านั้น ส าหรับความ
ร้อนนั้นเซลลรั์บรู้ผา่นทางตวัรับรู้ทริบวี-1 โดยส่งถ่ายสัญญาณไปทาง พีเคซี การใชไ้ซโตคาลาซินดี ซ่ึงยบัย ั้งการ
เกิดแอกตินโพลิเมอร์ ท าให้ทราบวา่การจดัเรียงตวัใหม่ของโครงร่างภายในของเซลลอ์าจมีความส าคญัในกลไก
การรับรู้ความร้อนของเซลล ์ โดยสรุปจากขอ้มูลขา้งตน้พบวา่เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากเหงือกและเอ็นยดึปริทนัต์
มีกลไกการตอบสนองต่อพอไฟโรโมแนสจินจิวอลิส และเอส เอสเชอริเชียโคไลแอลพีเอสในการเพิ่มการสร้าง
ทีเอน็เอฟอลัฟ่าต่างกนั ส่วนการตอบสนองของเซลลต่์อความร้อนโดยรับรู้ผา่นทริบวี-1 แสดงใหเ้ห็นวา่ความ
ร้อนน่าจะมีบทบาทในรอยโรคปริทนัต์ 
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Abstract 
Periodontal disease is the multifactor disease. Lipopolysaccharide (LPS) has been shown as a 

major pathogenic substance. LPS derived from E. coli has been used to study for several decades 
according to its well-conserved structure typical for bacterial endotoxin, however, increasing information 
retrieve from using LPS derived from P. gingivalis, which is recognized as a main pathogenic bacteria 
causing of periodontitis have shown different from that of E. coli. In addition to biological factor, 
physical factor may partially responsible for modulation of cell behavior. Oral cavity is often exposed to 
the change in temperature. Higher temperature above the body temperature may cause some effects on 
periodontal disease. The purpose of the present study was to investigate the effect of LPS; compared 
between that derived from P. gingivalis and E. coli, and the physical environment; heat, on the 
expression of TNF in human gingival and periodontal ligament fibroblasts in aspects of receptors and 
the intracellular signal transduction pathways. In the study, primary cultures of healthy gingival and 
periodontal ligament fibroblasts were treated with P. gingivalis/ E. coli LPS or incubated at 45C for 
thermal stimulation. Changes of TNF at the levels of mRNA and protein were determined by using 
RT-PCR and ELISA. To elucidate the signal transduction pathway of P. gingivalis/ E. coli LPS and heat-
induced TNF, blocking anti-TLRs and TLRs siRNA were used to specify the required receptors. In 
addition, specific inhibitors of the intracellular signaling molecules were used to analyze the regulatory 
pathways. The result demonstrated that both PDL and GF cells could recognize both kinds of LPS by 
using either TLR2 or TLR4, but with the different extend, to induce TNF expression. However, 
signaling pathway in P. gingivalis LPS treated-PDL cells was passed through PI3K and Akt, whereas the 
pathway in E. coli LPS treated-PDL cells was via Akt and ERK. While pathway in P. gingivalis LPS 
treated-GF cells was through ERK, p38 kinase and NF-kB, whereas the pathway in E. coli LPS treated-
GF cells was via NF-kB only. Heat up-regulated TNF was mediated by TRPV1. PKC was required for 
heat-induced TNF expression. In addition, the use of Cytochalasin D, an inhibitor of actin 
polymerization, revealed that the cytoskeleton rearrangement might be an important mechanism for 
cellular sensing of thermal stimuli. In conclusion, all above the results suggest that P. gingivalis LPS 
differs from E. coli LPS in its signaling pathway in PDL and GF cells, and both types of cells responded 
to LPS using the different pathway to up-regulate TNF. Thermal stimulated-TRPV1 activation led to 
the induction of TNF mRNA expression in PDL cells suggesting role of heat in modulating of 
periodontal disease. 
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สารบัญภาพ 
 

                                                                                                                       หน้า 

 
รูปที ่1 แสดงการเพิ่มข้ึนของระดบัการแสดงออกของ TNF ใน PDL 
ใน A. ระดบั mRNA และ B. จ  านวนเท่า (fold) ของระดบัโปรตีน  
และระดบัการแสดงออกของ TNF ใน GF C. ระดบั mRNA และ  
B. จ  านวนเท่า (fold) ของระดบัโปรตีนเม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ย Pg  
และ E. coli LPS วเิคราะห์โดยเทคนิค RT-PCR และ ELISA    18 
 
รูปที ่2 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF โดยแสดง 
เทียบกบัระดบัการแสดงออกของ GAPDH ซ่ึงเป็น internal control  
ในเซลล ์PDL (A) และ GF (B) เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ย Pg และ E. coli LPS  
ท่ีความเขม้ขน้ 10 ug/ml ในสภาวะท่ีมี specific blocking antibodies ต่อ  
TLR2 และ TLR4 (TLR2 และ TLR4 Blockers)      19 
 

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)       21 
 

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      23 
 

รูปที ่5 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF และ GAPDH  
ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บตวัยบัย ั้งการท างาน (inhibitors) ของ PI3K, Akt,  
ERK, JNK, p38 kinase, และ NF-kB เป็นเวลา 1 ชัว่โมงก่อนท่ีจะกระตุน้ 
เซลลด์ว้ย Pg หรือ E. coli LPS ท่ีความเขม้ขน้ 10 ug/ml ต่ออีกเป็นเวลา  
24 ชัว่โมง         24 
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รูปที ่6 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF และ GAPDH  
ในเซลล ์GF เม่ือไดรั้บตวัยบัย ั้งการท างาน (inhibitors) ของ PI3K, Akt,  
ERK, JNK, p38 kinase, และ NF-kB เป็นเวลา 1 ชัว่โมงก่อนท่ีจะ 
กระตุน้เซลลด์ว้ย Pg หรือ E. coli LPS ท่ีความเขม้ขน้ 10 ug/ml  
ต่ออีกเป็นเวลา 24 ชัว่โมง        25 
รูปที ่7 แสดงผลของความร้อนต่อการมีชีวติของเซลล ์PDL  
โดยน าเซลลไ์ปเล้ียงในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 45 C เป็นเวลา 60 นาที  
และ 120 นาที จากนั้นท าการทดสอบความมีชีวิตของเซลลด์ว้ยวธีิ  
MTT assay         26 
 

รูปที ่8 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF, IL-1  
และ HSP70 ในเซลล ์PDL ของมนุษย ์เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ย 
ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C เป็นระยะเวลาต่างๆ      26 
 

รูปที ่9 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF  
ในเซลล ์PDL เซลล ์GF และเซลลส์ร้างกระดูก (osteoblasts)  
ของมนุษย ์เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C  
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง        27 
 

รูปที ่10 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF  
ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C  
ในสภาวะท่ีมี cyclohexamide (CHX) 1 ug/ml เป็นเวลา 1 ชัว่โมง    28 
 

รูปที่ 11 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF  
ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C  
ในสภาวะท่ีมี capsazepine (CPZ) 10 uM หรือ Ruthenium Red (RR)  
10 uM เป็นเวลา 1 ชัว่โมง        28 
 



 vi 

    หน้า 
 

รูปที ่12  แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF  
ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C  
ในสภาวะท่ีมี EGTA 1 uM หรือ ในสภาวะท่ีไม่มีแคลเซียมใน 
อาหารเล้ียงเซลล ์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง      29 
 
รูปที ่13 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF  
ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C  
ในสภาวะท่ีมี staurosporine 0.1 uM และ 0.5 uM  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง   29 
 

รูปที่14 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF  
ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C  
ในสภาวะท่ีมี U-73122 (2 uM) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง     30 
 

รูปที่15 แสดงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ TNF  
ในเซลล ์PDL เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ 45C  
ในสภาวะท่ีมี cytochalasin D (100 nM) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง    30 
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ค าย่อทีใ่ช้ในการวจิัย 
 
Akt  protein kinase B 
EGTA  ethylene glycol tetraacetic acid 
ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay  
ERK  extracellular signal-regulated kinase 
GF  human gingival fibroblast 
HSP  heat shock proteins  
JNK  c-Jun N-terminal kinase  
LPS  lipopolysaccharides  
NF-kB  nuclear factor kappa-B 
PDL  human periodontal ligament fibroblast 
Pg  Porphyromonas gingivalis 
PI3K  phosphatidylinositol-3 kinase 
PKC  protein kinase C 
PLC  phospholipase C 
p38MAPK p38 mitogen-activated protein kinase 
RT-PCR  reverse transcription-polymerase chain reaction 
siRNA  small interfering RNA 
TLR  toll-lıke receptor  
TNF-  tumor necrosis factor-  
TRPV1  transient receptor potential vanilloid-1  


