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บทนํา 

 

 

1. ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 

จากการสํารวจสภาวะปริทนัตใ์นทนัตสุขภาพแห่งชาติปี 2550 พบว่าโรคปริทนัต์อกัเสบ 

(periodontal disease) ในกลุ่มผูสู้งอายุเพิ่มสูงข้ึนอย่างมากจึงนบัไดว้่าเป็นโรคท่ีสําคญัและเป็น

ปัญหาในช่องปาก (1) โรคปริทนัตอ์กัเสบเป็นโรคท่ีมีการอกัเสบของอวยัวะปริทนัต ์(periodontium) 

หรือ อวยัวะรอบๆ ฟัน ซ่ึงประกอบดว้ย เหงือก (gingiva) เคลือบรากฟัน (cementum) เอ็นยึดปริ

ทนัต ์(periodontal ligament) และกระดูกเบา้ฟัน (alveolar bone)  

โรคปริทนัตอ์กัเสบจดัเป็นโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือ โดยเม่ือมีเช้ือก่อโรคปริทนัตบุ์กรุกเขา้

มาในอวยัวะปริทนัต ์ ในช่วงแรกจะเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายเฉพาะท่ีเป็น

แบบระบบภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่กาํเนิด (innate immune system) ทาํใหมี้การหลัง่ไซโตไคน์และสาร

อกัเสบเพื่อทาํลายเช้ือก่อโรคและส่งผลใหเ้หงือกมีการอกัเสบ โดยอาการท่ีแสดงออก คือ เหงือก

บวมแดง ซ่ึงถา้ไม่สามารถกาํจดัเช้ือก่อโรคได ้ เช้ือจะบุกรุกเขา้มาในอวยัวะปริทนัตท่ี์ลึกมากข้ึน 

รวมถึงร่างกายจะเพิ่มการหลัง่ไซโตไคน์และสารอกัเสบมากข้ึน ทาํใหป้ฏิกิริยาของการอกัเสบขยาย

วงกวา้งไปยงัเน้ือเยื่อยดึต่อของเหงือก (gingival connective tissue) และกระดูกเบา้ฟัน อาการท่ีพบ

ในระยะท่ีมีการลุกลามน้ีคือมีความลึกของร่องปริทนัต ์ (probing depth, PD) (2) นัน่คือเกิดการ

ทาํลายของเน้ือเยือ่ปริทนัตร์วมถึงการละลายของกระดูกเบา้ฟันซ่ึงจะนาํไปสู่การโยกของฟันและ

สูญเสียฟันไปในท่ีสุด (3) 

เช้ือก่อโรคปริทนัตอ์กัเสบชนิดเร้ือรัง (chronic periodontitis) เป็นแบคทีเรียชนิดแกรมลบ

ซ่ึงไม่ใช้ออกซิเจนในการดาํรงชีวิตโดยเช้ือท่ีเป็นสาเหตุหลัก คือ พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

(Porphyromonas gingivalis)  แทนเนอเรลลา โฟไซเทีย (Tannerella forsythia)  และแอกกริเกติ

แบกเทอร์ แอกติโนมัยซิเทมคอมิแทนส์ (Aggregatibacter actinomycetemcomitans)(4) การกระจาย

และความชุกของเช้ือข้ึนกบัเช้ือชาติหรือ ตาํแหน่งทางภูมิศาสตร์ (geographic location) โดยใน

ประเทศไทยมีการศึกษาพบเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส แทนเนอเรลลา โฟไซเทีย ทีโพนีมา 

เดนทิโคลา (Treponema denticola) และแอกกริเกติแบกเทอร์ แอกติโนมัยซิเทมคอมิแทนส์ ใน

ภาคใตแ้ละภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ โดยการศึกษาในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือพบว่า เม่ือตรวจ
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คราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือก (subgingival plaque) ของผูป่้วยท่ีเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบชนิดเร้ือรังระดบั

ปานกลางถึงรุนแรงพบเช้ือก่อโรคท่ีเด่นเป็นกลุ่มสีแดง (red complex)(5) ซ่ึงกลุ่มสีแดงประกอบไป

ดว้ยเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส   แทนเนอเรลลา  โฟไซเทียและทีโพนีมา เดนทิโคลา ผลการ

สํารวจดงักล่าว ตรงกบัการศึกษาท่ีผ่านมาว่าเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส มีความสัมพนัธ์กบั

ลกัษณะทางคลินิกของโรคปริทนัตอ์กัเสบชนิดเร้ือรังรวมถีงมีการดาํเนินและการลุกลามของโรค(6-

8)และยงัมีการศึกษาท่ีพบวา่เม่ือปริมาณเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสลดลงในตาํแหน่งท่ีเป็นโรค 

ทาํให้ตาํแหน่งเหล่าน้ีมีการหายของโรค (9) และการทดลองในสัตว์ทดลองได้ยืนยนัถึง

ความสัมพนัธ์ของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ต่อการเกิดโรคปริทนัตอ์กัเสบ (10) เช้ือพอร์ไฟ

โรโมแนส จิงจิวาลิส กระตุน้การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายเม่ือมีการลุกลามอวยัวะ

ปริทันต์ทั้ งท่ีเป็นเช้ือท่ีมีชีวิตและไม่มีชีวิต โดยอาศัยปัจจัยก่อโรค (virulence factor) ได้แก่ 

ส่วนประกอบต่างๆ ของเช้ือและเอนไซมท่ี์ถูกสร้างออกมานอกเซลล ์ไดมี้การศึกษาปัจจยัในการก่อ

โรคเหล่าน้ีในหลายรูปแบบ เช่น นํ้ าท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือ (culture supernatants) ตวัเช้ือ (whole cells) ส่วน

สกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ (sonicated cells) และสารท่ีแยกสกดัให้บริสุทธ์ิไดแ้ก่ ไลโปโพลีแซคคาไรด ์

และมีรายงานวา่ทาํให้เกิดการละลายของกระดูกโดยตรง (4) เช่น เม่ือนาํไลโปโพลีแซคคาไรด์ของ

เช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส มาทดสอบกบัเซลล์สร้างกระดูกพบว่า กระตุน้ให้เกิดการละลาย

กระดูก (8) ดงันั้นในการศึกษาน้ีจึงไดเ้ลือกเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส มาทดลองในรูปส่วน

สกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ 

เม่ือเช้ือก่อโรคพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ลุกลามเขา้สู่ร่องเหงือกและอวยัวะปริทนัต์

ก่อใหเ้กิดการทาํลายเซลลแ์ละอวยัวะปริทนัตไ์ดโ้ดยตรง หรือไปกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย

เหน่ียวนาํใหมี้การสร้างและหลัง่ไซโตไคน์ต่างๆออกมา (4, 8, 11) ไซโตไคน์ท่ีถูกหลัง่ออกมา

ในช่วงตน้ของการอกัเสบ เช่น อินเตอร์ลิวคิน-1 (IL-1) สามารถกระตุน้การผลิตสารอกัเสบส่งผลให้

มีการตอบสนองของการอกัเสบมากยิง่ข้ึน(12) เช่น อินเตอร์ลิวคิน-1 เบตา้ (IL-1β) อินเตอร์ลิวคิน-6 

(IL-6) อินเตอร์ลิวคิน-11 (IL-11) อินเตอร์ลิวคิน-17 (IL-17)  และทีเอน็เอฟแอลฟา (TNF-alpha) 

แมว้า่ไซโตไคน์ต่างๆ เหล่าน้ีจะอยูใ่นเน้ือเยื่อเหงือก แต่เม่ือมีความเขม้ขน้มากพอหรือถา้มีการ

ลุกลามของโรคมาก ทาํให้ไซโตไคน์เหล่าน้ีแพร่ผา่นชั้นเน้ือเยือ่เขา้ไปถึงกระดูกโดยตรง ซ่ึงจะ

กระตุน้การสร้างกลุ่มโมเลกุลท่ีทาํใหเ้กิดการละลายตวัของกระดูกได ้ 

การละลายตวัของกระดูกเบา้ฟันท่ีเกิดข้ึนในโรคปริทนัตอ์กัเสบนั้นเป็นผลจากการทาํงาน

ท่ีมากเกินไปของเซลล์สลายกระดูก ทาํให้เกิดความไม่สมดุลระหว่างการสร้างและการละลายตวั

ของกระดูกพบวา่ สมดุลของการละลายของกระดูกเบา้ฟันถูกควบคุมโดยกลุ่มโปรตีนท่ีทาํงานอยา่ง

สัมพนัธ์กนั  ท่ีสําคญัไดแ้ก่ รีเซปเตอร์ แอคทิเวเตอร์ ของนิวเคลียร์ แฟคเตอร์ แคปปา บี ไลแกน
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หรือแรงคแ์อล (receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand, RANKL) และออสทีโอโปรติ

เจรินหรือโอพีจี (osteoprotegerin, OPG) โปรตีนแรงค์แอลท่ีเซลล์สังเคราะห์ข้ึน มีทั้งท่ีอยู่ใน

รูปแบบโมเลกุลท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane-bound molecule) ของเซลล์สร้างกระดูก (osteoblast) 

หรือในรูปแบบโมเลกุลท่ีถูกปล่อยออกมา (soluble form)  แรงคแ์อลทั้งสองรูปแบบสามารถจบักบั

ตวัรับคือ รีเซปเตอร์ แอคทิเวเตอร์ ของนิวเคลียร์ แฟคเตอร์ แคปปา บีหรือ แรงค ์(receptor activator 

of nuclear factor-kappaB, RANK) ซ่ึงอยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์ตั้งตน้ของเซลล์สลายกระดูก 

(pre-osteoclast) แล้วทาํให้เกิดการกระตุน้ให้มีการส่งสัญญาณเขา้ไปในเซลล์ตั้งตน้เหน่ียวนาํให้

เซลล์ตั้งตน้พฒันาไปเป็นเซลล์สลายกระดูกท่ีเจริญเต็มท่ี(13)มีลกัษณะเป็นเซลล์หลายนิวเคลียส 

(multi-nucleated cell) มีการเปล่ียนแปลงโครงสร้างโดยจบักนัแน่น (tight junction) ระหวา่งบริเวณ

ท่ีเป็นกระดูกกบั เบซอล เมมเบรน (basal membrane) ซ่ึงจะหลัง่เอนไซมม์าละลายกระดูก ในภาวะ

ท่ีการสร้างและการละลายของกระดูกมีความสมดุล โอพีจีจะถูกหลัง่ออกมาจากเซลล์สร้างกระดูก

ซ่ึงอยูใ่นรูปโมเลกุลท่ีถูกปล่อยออกมา เป็นตวัขดัขวางการจบัของแรงค์และแรงค์แอล  โดยไปจบั

กบัแรงคแ์อล ส่งผลไปยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลส์ลายกระดูก (2) เม่ือเซลลข์องอวยัวะปริทนัต์

ถูกกระตุน้ใหเ้กิดการอกัเสบ  และเกิดการละลายกระดูกในโรคปริทนัตอ์กัเสบท่ีมีการลุกลามพบวา่ 

มีการเพิ่มสัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี (2)  

เม่ือมีการกระตุน้การละลายของกระดูกมากทาํให้ความสมดุลระหว่างการสร้างและการ

ละลายตัวของกระดูกเปล่ียนแปลงไป ร่างกายจะปรับให้เข้าสู่สมดุลใหม่โดยลดสัดส่วนการ

แสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี นัน่คือปริมาณการแสดงออกของจีนโอพีจีเพิ่มสูงใกลเ้คียง

กบัแรงคแ์อล ทาํให้โอพีจีไปจบักบัแรงคแ์อล เพื่อป้องกนัการจบักนัของแรงค์แอลกบัแรงคเ์ป็นผล

ทาํใหล้ดการสร้างเซลล์สลายกระดูกท่ีเจริญเต็มท่ี การติดตามการเกิดการละลายตวัของกระดูกอาจ

พิจารณาไดจ้ากสัดส่วนของการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี (2)  

ปัจจุบนัมีความสนใจนาํสมุนไพรมาใช้ในการป้องกนัและรักษาโรคเพิ่มข้ึน ข่อยเป็นพืช

สมุนไพรไทยท่ีมีสรรพคุณหลายอยา่งท่ีดีต่อสุขภาพฟันและอนามยัช่องปาก มีรายงานการนาํมาใช้

ในการรักษาโรคปริทนัต ์เช่น ในสมยัโบราณใชก่ิ้งข่อยทุบใหน่ิ้มเพื่อแปรงฟัน ใชน้ํ้ ายางจากตน้ข่อย

ผสมเกลือใส่ฟันหรือถูบริเวณท่ีปวดฟัน เหงือกบวมเพื่อบรรเทาอาการเจ็บปวด มีการศึกษาท่ีพบว่า

สารสกดัจากใบข่อยมีฤทธ์ิในการทาํลายเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส (14)  นอกจากน้ียงัมี

การศึกษาทางคลินิกโดยผสมสารสกดัจากใบข่อยในรูปของยาสีฟัน นํ้ายาบว้นปาก เจลหรือนํ้ ายาฉีด

ลา้งในร่องลึกปริทนัตพ์บวา่ สามารถลดการอกัเสบของเหงือกและลดเช้ือจุลินทรียไ์ดโ้ดยไม่ทาํให้

ระบบนิเวศน์ของเช้ือในช่องปากเสียสมดุลไป และมีความปลอดภยัในการใช ้(15-20) การศึกษาผล

ของข่อยในการตา้นการอกัเสบในระดบัโมเลกุลนั้น ในปัจจุบนัมีเพียงการศึกษาการแสดงออกของ
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จีนไซโคลออกซีจีเนส-2 หรือคอก 2 (cyclooxygenase-2, COX-2) และอินเตอร์ลิวคิน-1เบตา้จาก

เซลลโ์มโนไซต ์(21) และเซลลส์ร้างเส้นใยเหงือก (22) ซ่ึงพบวา่ สารสกดัจากใบข่อยสามารถยบัย ั้ง

การแสดงออกของจีนคอก-2 และอินเตอร์ลิวคิน-1 เบตา้ได ้และพบวา่สารสกดัจากใบข่อยมีผลทาํ

ให้มีแนวโน้มการแสดงออกของจีนโอพีจีในเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกเพิ่มข้ึน ซ่ึงคอก-2 อินเตอร์

ลิวคิน-1เบตา้ และโอพีจีเป็นจีนท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการละลายตวัของกระดูกเบา้ฟัน  ซ่ึงการ

ละลายตวัของกระดูกเบา้ฟันเป็นอาการท่ีสําคญัอยา่งหน่ึงของโรคปริทนัต์อกัเสบ อย่างไรก็ตามยงั

ไม่มีการศึกษาผลของสารสกดัจากใบข่อยต่อการแสดงออกของจีนแรงค์แอลและโอพีจีในเซลล์

สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยเ์ม่ือถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิง

จิวาลิส  ดังนั้นการศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากใบข่อยในประเด็น

ดงักล่าว โดยเลือกใช้เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยม์าศึกษาเพื่อให้เป็นตวัแทนของเซลล์

สร้างกระดูกของมนุษย์ ซ่ึงผลจากการศึกษาน้ีอาจสามารถใช้เป็นแนวทางในการคิดค้นหาวิธี

รักษาการอกัเสบและการสูญเสียกระดูกจากโรคปริทนัตอ์กัเสบวธีิใหม่โดยใชส้มุนไพรไทยต่อไป 

 

2. วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

เพื่อศึกษาผลของสารสกดัจากใบข่อยต่อการแสดงออกของจีนแรงค์แอลและจีนโอพีจีใน

เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ เม่ือถูกกระตุน้ด้วยส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส  

 

3. สมมติฐานการวจัิย  

สารสกดัจากใบข่อยมีผลลดการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและเพิ่มการแสดงออกของจีน

โอพีจีในเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์เม่ือถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์

ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส เม่ือเปรียบเทียบกบัสภาวะท่ีไม่มีสารสกดัจากใบข่อย 

 

4. ขอบเขตของงานวจัิย 

เป็นการศึกษาถึงผลของสารสกดัจากใบข่อยในรูปของการสกดัแบบหยาบ (crude extract)  

ต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์เม่ือถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส  ไม่ไดศึ้กษาถึงกลไกการออกฤทธ์ิของสารสกดัจากใบข่อย รวมถึงใช้ส่วนสกดั

เซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส โดยไม่ไดแ้ยกสกดัส่วนประกอบในเช้ือที่ถูกทาํให้

แตกตวัใหบ้ริสุทธ์ิ 
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5. ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

5.1 ทาํใหท้ราบขอ้มูลพื้นฐานเก่ียวกบัผลของสารสกดัจากใบข่อยต่อการแสดงออกของ

จีนแรงคแ์อลและจีนโอพีจีในเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์เม่ือถูกกระตุน้

ดว้ยส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส    จิงจิวาลิส  

5.2 ความรู้ท่ีไดอ้าจสามารถนาํมาประยกุตใ์ชเ้ป็นแนวทางในการป้องกนัและรักษาโรค

ปริทนัตอ์กัเสบโดยใชส้ารสกดัจากใบข่อย โดยมุ่งไปท่ีการยบัย ั้งการละลายตวัของ

กระดูก กล่าวคือ หากยบัย ั้งการหลัง่หรือผลิตแรงคแ์อลจะยงัผลใหเ้กิดการคงตวั 

(bone stabilization) หรือยบัย ั้งการละลายตวัของกระดูก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่2 

วรรณกรรมและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 

 

1. โรคปริทันต์อกัเสบ 

จากการสํารวจสภาวะปริทันต์ในทันตสุขภาพแห่งชาติปี  2550 โดยใช้ดัชนี  CPI 

(Community Periodontal Index) เป็นเกณฑซ่ึ์งเลือกวดัสภาวะปริทนัตท่ี์เป็นโรคในระดบัสูงสุดของ

แต่ละคน ในกลุ่มอายตุ่างๆ พบวา่ เด็กวยัเรียนมีสภาวะเหงือกปกติ (CPI=0) มากข้ึนจากปี 2544 โดย

สํารวจในกลุ่มอายุ 12 และ 15 ปี  ซ่ึงสภาวะเหงือกปกติในกลุ่มอายุ 12 ปีเปล่ียนจากร้อยละ 9.5 มา

เป็นร้อยละ18 ส่วนกลุ่มอาย ุ15 ปีเปล่ียนจากร้อยละ 3.8 มาเป็นร้อยละ 13.9 แต่ในวยัทาํงาน (35- 44 

ปี) และผูสู้งอาย ุ(60-74 ปี) มีร่องลึกปริทนัต ์> 6 มิลลเมตร (CPI=4) เพิ่มมากข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกบั

ปี 2544 โรคปริทนัตอ์กัเสบรุนแรง (CPI=4) ในวยัทาํงานเพิ่มจากร้อยละ 10.5 เป็นร้อยละ 15.5 และ

ในผูสู้งอายุเพิ่มจากร้อยละ 25.7 เป็นร้อยละ 68.8 จะเห็นไดว้า่โรคปริทนัตอ์กัเสบในกลุ่มผูสู้งอายุ

เพิ่มสูงข้ึนอยา่งมากจึงนบัไดว้า่เป็นโรคท่ีสาํคญัและเป็นปัญหาในช่องปาก(1) 

โรคปริทนัตอ์กัเสบเป็นโรคท่ีมีการอกัเสบของอวยัวะปริทนัต์ (periodontium) หรือ อวยัวะ

รอบๆฟัน ซ่ึงประกอบดว้ยเหงือก (gingiva) เคลือบรากฟัน (cementum) เอน็ยดึปริทนัต ์

(periodontal ligament) และกระดูกเบา้ฟัน (alveolar bone) โรคปริทนัตอ์กัเสบจดัเป็นโรคท่ีเกิดจาก

การติดเช้ือแบคทีเรียซ่ึงอาศยัอยูใ่นคราบจุลินทรียร์อบตวัฟันเป็นเวลานาน เม่ือเช้ือก่อโรคปริทนัต์

อกัเสบบุกรุกเขา้มาในอวยัวะปริทนัต ์ ในช่วงแรกจะเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัของ

ร่างกายเฉพาะท่ีเป็นแบบระบบภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่กาํเนิด (innate immune system) ทาํใหมี้การหลัง่

ไซโตไคน์และสารอกัเสบเพื่อทาํลายเช้ือก่อโรคและส่งผลใหเ้หงือกมีการอกัเสบ อาการท่ีแสดงออก 

คือ เหงือกบวมแดง ซ่ึงถา้ไม่สามารถกาํจดัเช้ือก่อโรคได ้ เช้ือจะบุกรุกเขา้มาในอวยัวะปริทนัตท่ี์ลึก

มากข้ึน รวมถึงร่างกายจะเพิ่มการหลัง่ไซโตไคน์และสารอกัเสบมากข้ึน ทาํใหป้ฏิกิริยาของการ

อกัเสบขยายวงกวา้งไปยงัเน้ือเยือ่ยดึต่อของเหงือก (gingival connective tissue) และกระดูกเบา้ฟัน 

อาการท่ีพบในระยะท่ีมีการลุกลามน้ีคือมีความลึกของร่องปริทนัต ์ (probing depth, PD) (2) นัน่คือ

เกิดการทาํลายของเน้ือเยือ่ปริทนัตร์วมถึงการละลายของกระดูกเบา้ฟันซ่ึงจะนาํไปสู่การโยกของฟัน

และสูญเสียฟันไปในท่ีสุด (3) 



7 
 

เช้ือก่อโรคปริทนัตอ์กัเสบชนิดเร้ือรัง (chronic periodontitis) เป็นแบคทีเรียชนิดแกรมลบ

ซ่ึงไม่ใช้ออกซิเจนในการดาํรงชีวิตโดยเช้ือท่ีเป็นสาเหตุหลัก คือ พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

(Porphyromonas gingivalis)  แทนเนอเรลลา โฟไซเทีย (Tannerella forsythia)  และแอกกริเกติ

แบกเทอร์ แอกติโนมยัซิเทมคอมิแทนส์ (Aggregatibacter actinomycetemcomitans) (4) การกระจาย

และความชุกของเช้ือข้ึนกบัเช้ือชาติหรือ ตาํแหน่งทางภูมิศาสตร์ (geographic location) โดยใน

ประเทศไทยมีการศึกษาพบเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส แทนเนอเรลลา โฟไซเทีย ทีโพนีมา 

เดนทิโคลา (Treponema denticola) และแอกกริเกติแบกเทอร์ แอกติโนมัยซิเทมคอมิแทนส์ ใน

ภาคใตแ้ละภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ โดยการศึกษาในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือพบว่าเม่ือตรวจ

คราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือก (subgingival plaque) ของผูป่้วยท่ีเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบชนิดเร้ือรังระดบั

ปานกลางถึงรุนแรงพบเช้ือก่อโรคท่ีเด่นเป็นกลุ่มสีแดง (red complex) (5) ซ่ึงกลุ่มสีแดงประกอบไป

ดว้ยเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส   แทนเนอเรลลา  โฟไซเทียและทีโพนีมา เดนทิโคลาซ่ึง 

Socransky และคณะไดจ้าํแนกเช้ือแบคทีเรียในคราบจุลินทรียใ์ตเ้หงือก เป็นกลุ่มตามปริมาณของ

เช้ือท่ีตรวจพบและชนิดของเช้ือต่าง ๆ  ท่ีอาศยัอยู่รวมกนัด้วยวิธีการตรวจสารดีเอ็นเอ (DNA–

hybridization) และพบว่าเช้ือในกลุ่มสีแดงมีความสัมพนัธ์กบัลกัษณะทางคลินิกของโรคปริทนัต์

ชนิดเร้ือรัง คือ พบเช้ือในร่องลึกปริทนัตท่ี์ลึกและบริเวณท่ีมีเลือดออกเม่ือใชโ้พรบ (probe) ซ่ึงอาจ

พบเฉพาะเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ชนิดเดียวหรืออาจพบร่วมกบัเช้ือ แทนเนอเรลลา โฟไซ

เทีย และทีโพนีมา เดนทิโคลา (6) 

 

2. เช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

เช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส เป็นเช้ือแบคทีเรียแกรมลบท่ีไม่ใชอ้อกซิเจนในการ

ดาํรงชีวิต มีรูปร่างเป็นแท่ง (rod) กลม (cocci) หรือรี (coccobacilli) มีขนาด 0.3-0.5 x 1.2-5 

ไมครอน เป็นแบคทีเรียท่ีผลิตเม็ดสีพอร์ไฟริน (porphyrin pigment) ซ่ึงมีสีดาํเกิดจากเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส มีการสะสมฮีมีน (hemin) เพื่อนาํธาตุเหล็ก (iron) มาช่วยในการเติบโต ในภาวะท่ี

มีฮีมีนมากจะมีรูปร่างกลม และถา้มีฮีมินจาํกดัจะมีรูปร่างเป็นทรงรี หรือแท่งสั้นๆ   ลกัษณะโคโลนี

บนอาหารเล้ียงเช้ือผสมเลือด (blood agar) เป็นสีดาํ   ในระยะเร่ิมแรกโคโลนีจะมีสีเหลืองถึงเขียว  ใน

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีเลือดหรือฮีมินผสม โคโลนีจะไม่มีสี (23, 24)    

แนวคิดเก่ียวกบัเช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุการเกิดโรคปริทนัตอ์กัเสบมี 2 แนวคิด คือ มี

สาเหตุมาจากเช้ือแบคทีเรียท่ีไม่จาํเพาะเจาะจง (non-specific plaque hypothesis) ท่ีกล่าววา่โรคปริ

ทนัตอ์กัเสบเกิดจากสารพิษซ่ึงสร้างจากเช้ือทุกชนิดท่ีอยูใ่นคราบจุลินทรีย ์ และอีกแนวคิดกล่าววา่

การเกิดโรคปริทนัตอ์กัเสบมีสาเหตุจากเช้ือแบคทีเรียท่ีจาํเพาะ (specific plaque hypothesis) นัน่คือ



8 
 

ตอ้งเป็นเช้ือท่ีก่อโรคเท่านั้นซ่ึงอาจเป็นเช้ือแบคทีเรียตวัใดตวัหน่ึง หรือกลุ่มของเช้ือท่ีจาํเพาะก็ได ้

เม่ือเช้ือท่ีจาํเพาะมีปริมาณมากข้ึนจะทาํใหเ้กิดพยาธิสภาพมากข้ึน ซ่ึงนกัวจิยัเช่ือในแนวคิดท่ีวา่เช้ือ

ท่ีจาํเพาะก่อใหเ้กิดโรคปริทนัตอ์กัเสบ (25) 

หลกัเกณฑใ์นการพิจารณาเช้ือท่ีจาํเพาะต่อการก่อโรคปริทนัตอ์กัเสบพิจารณาจาก(26)  

2.1 ความสัมพนัธ์ต่อตาํแหน่งท่ีเกิดโรค โดยตอ้งมีหลกัฐานท่ีพบเช้ือจาํนวนมากใน

ตาํแหน่งท่ีเป็นโรค 

2.2 การกาํจดัเช้ือในตาํแหน่งท่ีเกิดโรค เม่ือกาํจดัเช้ือแบคทีเรียในตาํแหน่งท่ีเกิดโรคควร

จะทาํใหล้กัษณะทางคลินิกดีข้ึน 

2.3 ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย โดยร่างกายมีการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัท่ี

เฉพาะเจาะจง (cellular or humoral immune response) ต่อเช้ือ 

2.4 การศึกษาในสัตวท์ดลอง โดยเช้ือแบคทีเรียนั้นทาํให้เกิดโรคปริทนัตอ์กัเสบใน

สัตวท์ดลองได ้

2.5 ปัจจยัก่อโรค โดยปัจจยัก่อโรคของเช้ือแบคทีเรียนั้นสามารถทาํลายเน้ือเยื่อได ้

 เช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส มีหลกัฐานแสดงไดต้ามหลกัเกณฑ์ดงักล่าว โดยเม่ือมีเช้ือพอร์

ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส มีผลทาํให้เกิดโรคปริทนัตอ์กัเสบมากข้ึน ในการศึกษาของ Slots ซ่ึงศึกษา

ในผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบชนิดรุนแรง (advanced periodontitis) 196 คนพบเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส 

จิงจิวาลิส อยูใ่นตาํแหน่งท่ีมีการดาํเนินโรคร้อยละ 42-52 และพบในตาํแหน่งท่ีไม่มีการดาํเนินโรค

ร้อยละ 14 (7) และในการศึกษาของ Kamma และคณะพบวา่ในร่องเหงือกท่ีลึกมากกวา่ 6 มิลลิเมตร 

พบเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ไดร้้อยละ 26.7 (27) ในการกาํจดัเช้ือพบวา่เม่ือลดปริมาณเช้ือ

พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ลงในตาํแหน่งของการเป็นโรค ทาํให้ตาํแหน่งเหล่าน้ีมีการหายของ

โรค(9) เม่ือเช้ือรุกรานเขา้มาในร่างกายจะทาํใหร่้างกายสร้างแอนติบอดีต่อเช้ือโดยมีการศึกษาพบวา่

ในผูป่้วยเป็นโรคปริทนัต์อกัเสบท่ีมีเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส จะมีไอจีจีแอนติบอดี (28)  

และการทดลองในสัตวท์ดลองโดย Holt และคณะนาํเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส มากระตุน้ใน

เหงือกลิงพบวา่ทาํให้เกิดโรคปริทนัตอ์กัเสบ (10) ส่วนปัจจยัก่อโรคของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิ

วาลิส ได้แก่ ไลโปโพลีแซคคาไรด์หรือแอลพีเอส (lipopolysaccharide, LPS) โพลีแซคคาไรด์

แคปซูล (polysaccharide capsule) ฟิมเบรีย (fimbriae) ฮีแมกกลูทินิน (hemagglutinins) และ

เอนไซม์ท่ีถูกสร้างออกมานอกเช้ือ ไดแ้ก่ โปรตีเอส (protease) คอลลาจีเนส (collagenase) ฟอส

โฟไลเปส (phospholipase) ทริปซิน(trypsin) ไฟบิโนไลซิน (fibrinolysin) จิงจิเพน (gingipain) 

รวมถึงแขนท่ีใชย้ดึเกาะ (adhesins) (4, 29, 30) 
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เช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส กระตุน้การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายเม่ือ

มีการลุกลามอวยัวะปริทนัต์ทั้งท่ีเป็นเช้ือท่ีมีชีวิตและไม่มีชีวิต โดยอาศยัปัจจยัก่อโรค (virulence 

factor) ไดแ้ก่ ส่วนประกอบต่างๆ ของเช้ือและเอนไซมท่ี์ถูกสร้างออกมานอกเซลล์ ไดมี้การศึกษา

ปัจจยัในการก่อโรคเหล่าน้ีในหลายรูปแบบ เช่น นํ้ าท่ีใช้เล้ียงเช้ือ (culture supernatants) ตวัเช้ือ

(whole cells) เช้ือท่ีถูกทาํใหแ้ตกตวั (sonicated cell) และสารท่ีแยกสกดัให้บริสุทธ์ิไดแ้ก่ ไลโปโพลี

แซคคาไรด ์และมีรายงานวา่ทาํใหเ้กิดการละลายของกระดูกโดยตรง (4) เช่น เม่ือนาํไลโปโพลีแซค

คาไรด์ของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส มาทดสอบกบัเซลล์สร้างกระดูกพบวา่ กระตุน้ให้เกิด

การละลายกระดูก (8) ดงันั้นในการศึกษาน้ีจึงไดเ้ลือกเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส มาทดลองใน

รูปเช้ือท่ีถูกทาํใหแ้ตกตวั 

เม่ือเช้ือก่อโรคพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ลุกลามเขา้สู่ร่องเหงือกและอวยัวะปริทนัต์

ก่อใหเ้กิดการทาํลายเซลลแ์ละอวยัวะปริทนัตไ์ดโ้ดยตรง หรือไปกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย

เหน่ียวนาํใหมี้การสร้างและหลัง่ไซโตไคน์ต่างๆออกมา (4, 8, 11) ไซโตไคน์ท่ีถูกหลัง่ออกมา

ในช่วงตน้ของการอกัเสบ เช่น อินเตอร์ลิวคิน-1 (IL-1) สามารถกระตุน้การผลิตสารอกัเสบส่งผลให้

มีการเพิ่มการตอบสนองของการอกัเสบมากยิง่ข้ึน (12) เช่น อินเตอร์ลิวคิน-1 เบตา้ อินเตอร์ลิวคิน-6 

อินเตอร์ลิวคิน-11 อินเตอร์ลิวคิน-17 และทีเอน็เอฟแอลฟา (TNF-alpha) แมว้า่ไซโตไคน์ต่างๆ

เหล่าน้ีจะอยูใ่นเน้ือเยือ่เหงือกแต่เม่ือมีความเขม้ขน้มากพอหรือถา้มีการลุกลามของโรคมาก ทาํให้

ไซโตไคน์เหล่าน้ีแพร่ผา่นชั้นเน้ือเยือ่เขา้ไปถึงกระดูกโดยตรงซ่ึงจะกระตุน้การสร้างกลุ่มโมเลกุลท่ี

ทาํใหเ้กิดการละลายตวัของกระดูกได ้ดงัภาพท่ี 1 

 

3. กระดูก 

ในภาวะปกติกระดูกจะมีการรักษาสมดุลระหว่างการสร้างและการละลายตวัของกระดูก 

เป็นวฏัจกัรซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัเซลล์ 2 กลุ่ม คือ เซลล์สร้างกระดูกและเซลล์สลายกระดูก  เซลล์สร้าง

กระดูกทาํหนา้ท่ีหลกัในการสร้างกระดูกโดยสังเคราะห์โปรตีนชนิดต่างๆท่ีจาํเพาะต่อกระดูก (bone 

matrix) ซ่ึงหลัง่ออกนอกเซลล์ (extracellular matrix) เพื่อเป็นโครงสร้างของการสะสมแร่ธาตุ 

(mineralization)  นอกจากน้ียงัทาํหนา้ท่ีควบคุมการละลายตวัของกระดูกโดยการกระตุน้ให้เซลล์

สลายกระดูกพฒันาตวัใหส้มบูรณ์และเกิดการสลายกระดูก (osteoclastogenesis) เซลล์สลายกระดูก

ทาํหนา้ท่ีหลัง่สารเพื่อสลายโปรตีนกระดูกโดยขณะท่ีมีการละลายของกระดูกจะมีการสร้างกระดูก

ข้ึนมาทดแทนตลอดเวลา สมดุลน้ีเป็นการทาํงานอยา่งสัมพนัธ์กนัระหวา่งเซลล ์2 กลุ่มดงักล่าว ซ่ึงมี

การควบคุมทางโมเลกุลผา่นการทาํงานของไซโตไคน์ท่ีสําคญัไดแ้ก่ แรงคแ์อล (receptor activator 

of nuclear factor-kappa B ligand, RANKL หรือมีช่ือเรียกอ่ืนเป็น TRANCE, ODF, OPGL)  แรงค ์



10 
 

(receptor activator of nuclear factor-kappa B, RANK หรือมีช่ือเรียกอ่ืนเป็น TRANCE receptor) 

และโอพีจี (osteoprotegerin, OPG หรือมีช่ือเร่ืองอ่ืนเป็น OCIF) ดงัภาพท่ี 2 

กลไกการสร้างเซลล์สลายกระดูก (osteoclastogenesis) จะเก่ียวขอ้งกบัโมเลกุลท่ีเยื่อหุ้ม

เซลล ์ ซ่ึงไดแ้ก่ แรงค ์และแรงค์แอล  โดยแรงคจ์ะแสดงอยู่บนเซลล์ตั้งตน้ของเซลล์สลายกระดูก 

ในขณะท่ีแรงคแ์อลพบว่ามีอยูบ่นเซลล์ของเซลล์สร้างกระดูก ที ลิมโฟไซทท่ี์ถูกกระตุน้ (activated 

T lymphocyte) และบี ลิมโฟไซทท่ี์ถูกกระตุน้ (activated B lymphocyte) นอกจากน้ียงัพบวา่แรงค์

แอล ถูกหลัง่ออกมาในรูปท่ีถูกปลดปล่อยออกมาไดอี้กดว้ย  เม่ือแรงคแ์อลจบักบัตวัรับคือแรงคซ่ึ์ง

อยูบ่นเซลล์ตั้งตน้ของเซลล์สลายกระดูกจะเกิดการกระตุน้ให้มีการส่งสัญญาณเขา้ไปในเซลล์และ

เหน่ียวนาํใหเ้ซลล์เจริญเป็นเซลล์สลายกระดูกท่ีพฒันาสมบูรณ์(13, 31-34) ในการตา้นการสร้าง

เซลล์สลายกระดูกจะมีโอพีจีเป็นโปรตีนตวัรับท่ีมีความสามารถในการแยง่จบักบัแรงคแ์อล ส่งผล

ให้เกิดการลดการเช่ือมจบักนัระหว่างแรงค์แอลและแรงค์ ผลลพัธ์คือการป้องกนัการสร้างเซลล์

สลายกระดูก(35, 36) ดงัภาพท่ี 1 ดงันั้นในปัจจุบนัเป็นท่ียอมรับวา่ความสมดุลระหวา่งแรงค ์แรงค์

แอล และโอพีจีมีผลต่อการควบคุมการสร้างและทาํลายกระดูก  

โอพีจีในมนุษย ์มีการแสดงออกในเน้ือเยื่อหลายชนิดนอกเหนือจากเซลล์สร้างกระดูก 

ไดแ้ก่ หวัใจ ไต ตบั มา้ม และไขกระดูก(37) โดยพบวา่ลาํดบักรดอะมิโนของโอพีจีมีความใกลเ้คียง

กบัตวัรับทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์ ซูเปอร์แฟมิล่ี (TNF-R superfamily) ซ่ึงรวมถึงแรงคด์ว้ย  โอพีจี

ประกอบไปดว้ยโดเมนซีสเทอิน-ริช (cysteine-rich domain) 4 โดเมนทางด้านปลายเอ็น (N-

terminal) ซ่ึงส่วนน้ีเป็นส่วนท่ีมีความใกลเ้คียงกบัตวัรับทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-2 มาก และมี 2 

โดเมนเดท (death domain) ทางด้านปลายซี (C-terminal) แต่ไม่มีส่วนข้ามผ่านแผ่นเยื่อ 

(transmembrane) และไม่มีส่วนหางภายในเซลล์ (cytoplasmic tail) ดงันั้นจึงมีลกัษณะเป็นโปรตีนท่ี

ถูกหลัง่ออกมา (secreted protein) ซ่ึงจะทาํหนา้ท่ีไปขดัขวางการจบักนัของแรงคแ์อลและแรงค ์ทาํ

ใหเ้กิดการยบัย ั้งกระบวนการสร้างเซลลส์ลายกระดูกท่ีพฒันาตวัสมบูรณ์(38) 

กระบวนการสลายกระดูกเบา้ฟันจะเกิดข้ึนเม่ือเซลล์ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายถูกกระตุน้

ดว้ยเช้ือก่อโรคโดยทัว่ไปจะเป็นเช้ือแบคทีเรียแกรมลบท่ีให้เกิดโรคปริทนัต์อกัเสบ ทาํให้เกิดการ

เหน่ียวนาํใหมี้การสร้างและหลัง่ไซโตไคน์ต่างๆออกมา (4, 8, 11) ในเหงือกหรืออวยัวะปริทนัตท่ี์มี

การลุกลาม การติดตามการเกิดการละลายตวัของกระดูกพิจารณาไดจ้ากสัดส่วนของการแสดงออก

ของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี (2) ดงัภาพท่ี 3 
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ภาพท่ี 1 ความสัมพนัธ์ระหวา่งเซลล์เม่ือมีการละลายของกระดูกเบา้ฟัน โดยการละลายของกระดูก

เบา้ฟันเกิดข้ึนเม่ือเกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายในเน้ือเยื่อเหงือก โดยแมค

โคฟาจ (macrophages) ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยแอลพีเอสของเช้ือก่อโรค โดยทัว่ไปจะเป็นเช้ือแบคทีเรีย 

แกรมลบท่ีทาํให้เกิดโรคปริทนัต์อกัเสบ ส่งผลให้มีการหลัง่ไซโตไคน์ทีเอ็นเอฟแอลฟา อินเตอร์

ลิวคิน-1 อินเตอร์ลิวคิน-6 ร่วมกบัปัจจยัแคลซิโทรฟิก (calcitropic factor) เช่น วิตามินดี พรอสตา

แกลดิน กลูโคคอติคอยด์ (glucocorticoid) ซ่ึงทั้งไซโตไคน์และปัจจยัน้ีมีผลต่อการแสดงออกของ

จีนแรงคแ์อลของเซลลส์ร้างกระดูก เม่ือมีการจบักนัระหวา่งแรงคแ์อลและแรงคข์องเซลล์ตั้งตน้ของ

เซลลส์ลายกระดูกทาํใหมี้การส่งสัญญาณเขา้ไปในเซลลแ์ละเหน่ียวนาํให้เกิดการละลายของกระดูก

เม่ือระดบัของแมคโครฟาจ โคโลนี-สติมูเลติง แฟคเตอร์ (macrophage colony-stimulating factor) 

สูงพอ โอพีจีเป็นโปรตีนตวัรับท่ีถูกสร้างจากเซลล์สร้างกระดูก มีความสามารถในการแยง่จบักบั

แรงค์แอล ส่งผลให้เกิดการลดการเช่ือมจบักนัระหวา่งแรงคแ์อลและแรงค ์ส่วนที ลิมโฟไซทท่ี์ถูก

กระตุน้ จะส่งผลต่อกระดูกโดยหลัง่ไซโตไคน์ทีเอ็นเอฟแอลฟา อินเตอร์ลิวคิน-11 อินเตอร์ลิวคิน-

17 มีผลต่อการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลของเซลลส์ร้างกระดูก (จะส่งผลใหใ้หเ้กิดการละลายของ

กระดูกทางออ้ม) ในกรณีแมคโคฟาจท่ีถูกกระตุน้ (มีเอม็เอชซีกลุ่มท่ี 2 จบักบัแอนติเจน (MHC class 

II+antigen)) ไปจบักบัที ลิมโฟไซทท์าํให้ที ลิมโฟไซทมี์การแสดงออกของจีนแรงคแ์อล (จะส่งผล

ใหเ้กิดการละลายของกระดูกโดยตรง)และมีการศึกษาท่ีพบวา่บี ลิมโฟไซทท่ี์ถูกกระตุน้ทาํให้มีการ

แสดงออกของจีนแรงคแ์อลทั้งท่ีอยูใ่นรูปแบบท่ีติดกบัผิวเซลล์หรือในรูปแบบโมเลกุลท่ีถูกปล่อย

ออกมา (39) ในการตา้นการสร้างเซลล์สลายกระดูกจะมีโอพีจีเป็นโปรตีนตวัรับท่ีมีความสามารถ

ในการแย่งจบักบัแรงค์แอล ทาํให้ขดัขวางการเกิดการสลายกระดูก กระบวนการสลายกระดูกเบา้

ฟันจะเกิดข้ึนเม่ือเซลล์ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายถูกกระตุน้ในเหงือกหรืออวยัวะปริทนัต ์(นาํมา

จาก Taubman, 2005) (34) 
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โอพจีี > แรงค์แอล                                                                                                   แรงค์แอล > โอพจีี 

โอพจีี > แรงค์                                                                                                                 แรงค์ > โอพจีี 

 

 

การสร้างกระดูก                                                                                การละลายตวัของกระดูก 

 

ภาพท่ี 2 โมเลกุลท่ีควบคุมสมดุลระหวา่งการสร้างและการละลายตวัของกระดูก 

      

 
 

ภาพท่ี 3 สัดส่วนการสร้างหรือการละลายกระดูก โดยการสร้างหรือการละลายกระดูก จะข้ึนกบั

สัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี ซ่ึงเม่ือมีการสร้างหรือการละลายกระดูกจีนทั้ง

สองมีการแสดงออกท่ีสัมพนัธ์กนั(นาํมาจาก Cochran, 2008) (2) 

 

4. เช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส และการแสดงออกของจีนแรงค์ แรงค์แอล และโอพจีี 

การละลายตวัของกระดูกเบา้ฟันในโรคปริทนัต์อกัเสบนั้นส่วนหน่ึงเป็นผลมาจากการ

กระตุน้เซลล์สลายกระดูก   จากการศึกษาขบวนการควบคุมการทาํงานของเซลล์สลายกระดูกใน

หอ้งปฏิบติัการพบวา่ ทั้งปัจจยัทางร่างกายและเช้ือแบคทีเรียสามารถกระตุน้เซลล์สลายกระดูกให้มี

การทาํลายกระดูกเบา้ฟัน ซ่ึงในกรณีของโรคปริทนัตอ์กัเสบพบวา่จะมีการแสดงออกของการละลาย

ตวัของกระดูกเบา้ฟันมากกวา่การสร้างซ่อมแซมจึงปรากฏให้เห็นรอยวิการของกระดูกเบา้ฟัน    มี

การศึกษาท่ีพบว่าการแสดงออกของแรงค์แอลจะเพิ่มข้ึนสัมพนัธ์กบัปริมาณของเชื้อพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส (40) มีรายงานพบวา่สามารถตรวจพบการแสดงออกของเมซเซนเจอร์ อาร์เอ็นเอ 

(mRNA) และปริมาณโปรตีนของแรงค์แอลในเน้ือเยื่อตลอดจนความเขม้ขน้ของแรงค์แอลใน

นํ้ าเหลืองร่องเหงือกท่ีไดจ้ากผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบในระดบัท่ีมากกวา่ในกลุ่มเน้ือเยื่อปกติ (41, 

42) และเม่ือเปรียบเทียบในเน้ือเยื่อท่ีไดจ้ากผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบพบวา่ตาํแหน่งเฉพาะท่ีมีการ

แสดงออกของแรงค์แอลจะมีอาการทางคลินิกท่ีรุนแรงกวา่ตาํแหน่งท่ีไม่มีการแสดงออกของแรงค์
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แอล (43) ในทางกลบักนัพบวา่เน้ือเยื่อท่ีเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบจะมีระดบัการแสดงออกของเมซ

เซนเจอร์ อาร์เอ็นเอและปริมาณโปรตีนโอพีจีตํ่ากวา่เน้ือเยื่อปกติ (41, 44) นํ้ าเหลืองร่องเหงือกของ

ผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบจะมีความเขม้ขน้ของโอพีจีลดลง ความเขม้ขน้ของแรงคแ์อลเพิ่มข้ึน และ

สัดส่วนความเขม้ขน้ของแรงคแ์อลต่อโอพีจีในนํ้าเหลืองร่องเหงือกของผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบสูง

กว่าคนปกติ (42) นอกจากน้ีการศึกษาผลของโอพีจีในการป้องกนัการละลายตวัของกระดูกใน

สัตวท์ดลองพบว่าหนูท่ีถูกเหน่ียวนาํให้เป็นโรคปริทนัต์อกัเสบ เม่ือได้รับโอพีจีทางระบบ หรือ

ไดรั้บการถ่ายโอนจีนโอพีจี (OPG gene transfer) จะมีการละลายตวัของกระดูกเบา้ฟันลดลง และ

พบว่าโอพีจียงัไปยบัย ั้งกระบวนการสร้างเซลล์สลายกระดูกได้อีกด้วย (45, 46)  ดงันั้นเม่ือ

เปรียบเทียบระหว่างการแสดงออกของจีน รวมถึงปริมาณการสร้างและการหลัง่ของโอพีจีก็จะ

สามารถเป็นตวับอกสภาวะการป้องกนัการละลายตวัของกระดูกได ้ 

 

5. การใช้เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ในห้องปฏิบัติการ 

การเล้ียงเซลล์ (cell culture) เป็นวิธีการหน่ึงในการศึกษาวิจยัในระดบัเซลล์และโมเลกุล

โดยสามารถใชเ้ป็นแบบจาํลองเพื่อศึกษาถึงพื้นฐานและลกัษณะชีวเคมีของเซลล์ ท่ีไดรั้บผลกระทบ

ต่อสารท่ีเป็นสาเหตุของโรคหรือเพื่อใชศึ้กษาประสิทธิภาพของยาหรือสารเคมีใหม่ๆ ในการศึกษา

เบ้ืองตน้สามารถใช้พิจารณาถึงการรอดชีวิตและการเจริญเติบโตของเซลล์เม่ือได้รับสารกระตุน้ 

หรือยา  รวมถึงหาปริมาณยาและวิธีการท่ีเหมาะสมในการรักษาโรคท่ีสนใจ การใช้เซลล์ในการ

ทดสอบยาและสารต่างๆ เป็นขั้นตอนเบ้ืองตน้ท่ีสําคญัตามมาตรฐานขององค์การอาหารและยา 

ก่อนท่ีจะนํามาใช้ในมนุษย์  การใช้เซลล์เป็นแบบจาํลองการศึกษามีข้อได้เปรียบ คือ สามารถ

ควบคุมปัจจยัท่ีใชใ้นการศึกษาและภาวะแวดลอ้มในการทดลองไดม้ากกวา่การทาํในส่ิงมีชีวิต หรือ

การทดลองทางคลินิก และการใช้เซลล์ทดสอบเพียงชนิดเดียวกบัสารทดสอบจะทาํให้เห็นผลท่ี

เกิดข้ึนโดยตรง ซ่ึงมกัใชใ้นการศึกษาเชิงลึก เช่น วิถีโมเลกุล (molecular pathways) (47) ท่ีเก่ียวขอ้ง

ต่อการตอบสนองของเซลลต่์อสารทดสอบ   นอกจากน้ียงัมีค่าใชจ่้ายท่ีนอ้ยกวา่  ทั้งน้ีผลการศึกษาท่ี

ได้จากการทดลองในเซลล์ มีขอ้จาํกดัท่ีสําคญั คือ เป็นผลเพียงด้านหน่ึงท่ีเกิดข้ึนจากเซลล์หรือ

เน้ือเยื่อเพียงชนิดเดียวท่ีถูกเล้ียงในภาวะแวดลอ้มจาํลอง  ในขณะท่ีในส่ิงมีชีวิตมีเน้ือเยื่อชนิดต่างๆ 

ทาํงานร่วมกนั  ดงันั้นการแปลผลการทดสอบท่ีไดจ้ากการเล้ียงเซลล์จึงมีขอ้จาํกดั  โดยเฉพาะการ

ปรับใช้ผลในทางคลินิก โดยเซลล์ท่ีสนใจนาํมาศึกษาในการวิจยัน้ีเป็นเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิ

ของมนุษย ์ 

เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์สามารถเล้ียงใหเ้ป็นเซลลช์ั้นเดียวท่ีเรียงตวัเกาะบนผิว

ภาชนะ มีลกัษณะเหมือนเซลลส์ร้างเส้นใย (fibroblast) เป็นเซลล์เรียวยาว ถา้เซลล์มีจาํนวนมากอาจ
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พบลกัษณะเซลล์เบียดกนัแน่นโคง้เหมือนคล่ืน ซ่ึงโดยทัว่ไปลกัษณะของเซลล์ปฐมภูมิข้ึนอยู่กบั

เซลลต์น้กาํเนิดและการปรับตวัของเซลล์ให้เขา้กบัส่ิงแวดลอ้ม การแยกเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิ 

(cell isolation) ทาํไดโ้ดยการย่อยดว้ยเอนไซม์ให้เซลล์สร้างกระดูกท่ีฝังอยูใ่นเมทริกซ์ออกมาจาก

กระดูก (enzymatic dissociation) โดยเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยน์บัวา่เป็นตวัแทนของ

เซลลส์ร้างกระดูกของมนุษยท่ี์ใชใ้นห้องปฏิบติัการไดส้ะดวกและไดผ้ลการทดลองเป็นท่ีน่าเช่ือถือ 

แต่เซลล์ปฐมภูมิมีขอ้จาํกดัคือเซลล์จะแก่ลงและหยุดแบ่งตวั โดยขอ้จาํกดัดงักล่าวข้ึนอยู่กบัชนิด

ของเซลล์และอายุของผูบ้ริจาค โดยพบว่าเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยส์ามารถแบ่งตวัได้

ประมาณ 50 รุ่น (generation) หรือถา้คิดเป็นจาํนวนพาสเซจ (passage) จะมีค่าเท่ากบัจาํนวนรุ่นเม่ือ

เปล่ียนภาชนะในอตัราส่วน 1:2 (48) 

เซลลส์ร้างกระดูกมีการเจริญเติบโตแบ่งเป็น 3 ระยะ คือ ระยะแบ่งตวั (proliferation) ระยะ

เจริญเติบโตเต็มท่ีซ่ึงผลิตโปรตีนหลัง่ออกนอกเซลล์แลว้เปล่ียนแปลงรูปร่าง (differentiation) และ

ระยะสะสมแร่ธาตุ (mineralization) ซ่ึงเซลล์สร้างกระดูกเจริญเติบโตเต็มท่ีเม่ือแบ่งตวัเพียงพอแลว้ 

(post-proliferation) และเร่ิมเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ ในห้องปฏิบติัการในระยะดังกล่าว

จาํเป็นต้องเพิ่มสารท่ีช่วยในการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์เพื่อจาํลองภาวะในร่างกายตาม

ธรรมชาติ นอกเหนือจากฟีตลั โบวาย ซีรัม หรือเอฟบีเอส (Fetal bovine serum, FBS) โดยเติมแอล-

แอสคอบิก แอซิด (L-ascorbic acid) และเบตา้ กลีเซอโรฟอสเฟต (β-glycerophosphate) หลงัจาก

นั้นในระยะเร่ิมสะสมแร่ธาตุของเซลล์ในห้องปฏิบติัการจาํเป็นตอ้งเพิ่มฮอร์โมนกลูโคคอติคอยด ์

ซ่ึงมกัใชเ้ป็นเด็กซาเมทาโซล (dexamethasone) (49) 

การเปล่ียนแปลงและการพฒันาของเซลล์ในระยะต่างๆ รวมทั้งการสร้างสารเมทริกซ์และ

การสะสมแร่ธาตุมีกลไกควบคุมอย่างเป็นลาํดบั (49, 50)    โดยผ่านการหลัง่สารหรือโมเลกุล

กระตุน้สัญญาณต่างๆ (molecular signaling)  ท่ีมีความจาํเพาะต่อการสร้างกระดูกในระยะนั้นๆ 

ดงันั้นการตรวจหาโมเลกุลจาํเพาะต่อเซลล์สร้างกระดูก หรือการแสดงออกของจีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั

โมเลกุลจาํเพาะเหล่าน้ี จึงสามารถใช้ติดตามการพฒันาของเซลล์ในระยะต่างๆ และเพื่อเป็นการ

พิสูจน์เอกลกัษณ์ของเซลล์ท่ีแยกไดว้า่เป็นเซลล์สร้างกระดูกก่อนนาํมาทดลองในขั้นต่อไป   โดย

พิจารณาไดจ้ากการแสดงออกของจีนท่ีจาํเพาะต่อการเปล่ียนแปลงรูปร่างเช่น การแสดงออกของจีน

รันซ์ 2 (RUNX 2) และจากลกัษณะทางกายภาพ ไดแ้ก่ การสร้างอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (alkaline 

phosphatase) และการสร้างโนดูล (bone nodule assay)    

เม่ือมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์สร้างกระดูก เซลล์จะเพิ่มการแสดงออกของจีน รัน 

รีเลดเทด ทรานสคริปชัน่ แฟคเตอร์ 2 หรือรันซ์ 2 (Runt-related transcription factor 2, RUNX 2 

หรือมีช่ือเรียกอ่ืนเป็น AML3, CBFA1, PEBP2αA) ซ่ึงเป็นทรานสคริปชัน่ แฟคเตอร์ท่ีมีความ
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จาํเป็นอย่างมากในการแสดงออกของจีนท่ีสร้างเมทริกซ์ของกระดูก เช่น จีนออสทีโอแคลซิน 

(OSTEOCALCIN) (51) และจีนโบน ไซอะโลโปรตีน (BONE SIALOPROTEIN) (52) มีการศึกษา

ในหนูท่ีไม่จีนรันซ์ 2 (Runx2-/-) พบว่าไม่มีการสร้างกระดูกตั้งแต่ในช่วงเป็นเอมบริโอ (embryo) 

(53) และการศึกษาในหนูท่ีตดัต่อจีนรันซ์ 2 ออกพบวา่ มีการสร้างกระดูกอ่อนในระยะแรกแต่ไม่มี

การสะสมแร่ธาตุ ความบกพร่องของจีนน้ีในมนุษยแ์บบ heterozygous จะทาํให้เกิดเป็นกลุ่มอาการ 

cleidocranial dysplasia (54, 55) โดยกระดูกของผูป่้วยจะมีการสะสมของแร่ธาตุท่ีลดลง  และ

กระดูกบางช้ินหายไปเน่ืองจากไม่มีการพฒันาเช่นเดียวกบัท่ีพบในหนูทดลอง   มีการศึกษาพบว่า

เม่ือมีฮอร์โมนกลูโคคอติคอยด์จะเพิ่มปริมาณโปรตีนรันซ์ 2 และการทาํงานของ DNA binding 

activity ในเซลลส์ร้างกระดูกจากมนุษยแ์ต่ไม่พบการเพิ่มปริมาณในหนู การแสดงออกของเมซเซน

เจอร์ อาร์เอ็นเอของรันซ์ 2 อยู่ในระดบัคงท่ีในเซลล์สร้างกระดูก  แต่ในระยะหลงัเปล่ียนแปลง

รูปร่างของเซลล์หรือเร่ิมสะสมแร่ธาตุจะมีการแสดงออกเพิ่มข้ึน การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของเซลล์

สร้างกระดูกจึงควรทาํในระยะดงักล่าว (56) 

นอกจาก รันซ์ 2 แล้ว  เซลล์สร้างกระดูกยงัมีการสังเคราะห์ทรานสคริปชั่น แฟคเตอร์ท่ี

จาํเพาะอ่ืน ๆ ท่ีสําคญั ได้แก่  ออสเทริก (OSTERIX, OSX มีช่ือเรียกอ่ืนเป็น SP7) เป็นทราน

สคริปชั่น แฟคเตอร์ท่ีส่งผลให้มีการทาํงานของอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตสโดยศึกษาในเซลล์สร้าง

กลา้มเน้ือของหนู (C2C12) และส่งผลใหมี้การสะสมแร่ธาตุ (calcification) (57) มีการศึกษาในหนูท่ี

ตดัต่อจีนออสเทริกออก แต่ยงัคงมีจีนรันซ์ 2 ส่งผลให้หนูไม่มีการสร้างกระดูกและไม่มีเซลล์สร้าง

กระดูก และศึกษาในกรณีท่ีหนูท่ีถูกตดัต่อจีนรันซ์ 2 ออกพบวา่จะไม่มีการแสดงออกของจีนออสเท

ริก นั่นคือการทาํงานของออสเทริกเป็นวิถีสัญญาณท่ีอยู่ข ั้นตํ่ากว่า (downstream) รันซ์ 2 เพื่อ

เปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลลส์ร้างกระดูก (58)  แต่บางการศึกษาพบวา่แมต้ดัต่อจีนรันซ์ 2 ออก ก็มี

วิถีสัญญาณจาก สแมด ซิกเนลลิง (SMAD signaling) หรือจากโบนมอร์โฟเจลเนทิก โปรตีน 2 ซิก

เนลลิงหรือบีเอ็มพี 2 ซิกเนลลิง (BONE MORPHOGENETC PROTEIN 2 signaling, BMP2 

signaling) ทาํให้กระตุน้การแสดงออกของจีนออสเทริก จึงสรุปไดว้า่กลไกควบคุมออสเทริกผ่าน

ไดท้ั้งทางรันซ์ 2 หรือ ไม่ผา่นรันซ์ 2 (57) อยา่งไรก็ตามการแสดงออกของจีนออสเทริกสามารถใช้

ในการศึกษาการเปล่ียนแปลงรูปร่างเซลล ์และพิสูจน์เอกลกัษณ์ของเซลลส์ร้างกระดูก 

การสร้างอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์เซลล์สร้างกระดูกสังเคราะห์ข้ึนในระยะ

เร่ิมตน้ของการเปล่ียนแปลงรูปร่างและระยะสะสมแร่ธาตุท่ีหลัง่ออกนอกผิวเซลล์ (49) โดยเป็น

ปัจจยัหน่ึงท่ีช่วยกระตุ้นให้เกิดการสะสมผลึกของแคลเซียม ฟอสเฟตในถุงนํ้ าในเซลล์ (shed 

membrane-limited matrix vesticle) และจากนั้นจึงหลัง่ออกนอกเซลล์เป็นออสติออยด์ (osteoid, 

collagenous extracellular matrix) (59) เอนไซม์เป็นส่วนสําคญัในการสร้างเป็นไฮดรอกซีอะพา
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ไทด ์(hydroxyapatite) ในการวดัการทาํงานของเอนไซมน้ี์อลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส ควรทาํการวดัเม่ือ

เซลล์หยุดแบ่งตวัและเร่ิมมีการพฒันาในระยะแรก (early differentiation) โดยใช้สารตั้งต้น  

(substrate) ท่ีทาํปฏิกิริยาเฉพาะต่อเอนไซมด์งักล่าว เช่น nitro-blue tetrazolium and 5-bromo-4-

chloro-3'-indolyphosphate (NBT-BCIP) เพื่อให้เห็นลกัษณะทางกายภาพของเอนไซม์ หลงัจาก

เซลล์สร้างกระดูกเจริญเติบโตเต็มท่ีจะมีการฝังตวัอยู่ในเมทริกซ์ท่ีหลัง่ออกมาและมีการสะสมแร่

ธาตุซ่ึงเกิดเป็นลกัษณะโนดูล (bone nodule) ในระยะน้ีสามารถวดัการสร้างโนดูลได ้โดยการวดัการ

สร้างโนดูลเป็นการวดัผลผลิตและการสะสมของสารประกอบแคลเซียมจากเซลล์สร้างกระดูกท่ี

เจริญเติบโตเตม็ท่ี (49)   

 

6. สมุนไพรข่อย 

ข่อยเป็นพืชในตระกลูโมราซีอี (Moraceae) มีช่ือวทิยาศาสตร์วา่สเตรบลสั แอสเปอร์ 

(Streblus asper lour) หรือสเตรบลสัแลคเตสเซนส์ (Streblus lactescence Blanco) หรือ คาเลียสแลค

เตสเซนส์ (Carius lactescens Blanco) ข่อยเป็นไมต้น้ขนาดกลาง เป็นไมผ้ลดัใบ สูงประมาณ 5-10 

เมตร ลาํตน้ค่อนขา้งคดงอ เป็นปุ่มปม ข้ึนเป็นตน้เด่ียวหรือเป็นกลุ่ม เรือนยอดรูปทรงกลม ก่ิงอ่อนมี

ขนสาก เปลือกตน้สีเทาขาว ขรุขระ เม่ือกรีดลาํตน้และก่ิงจะมีนํ้ายางสีขาวขน้ ใบเป็นใบเด่ียวรูปไข่ 

ปลายมนแหลม ขอบใบหยกั ผวิใบทั้งสองดา้นมีขนสากเช่นเดียวกบัท่ีก่ิงอ่อน ทอ้งใบสีจางกวา่หลงั

ใบ ใบอ่อนสีเขียวอ่อน ใบแก่สีเขียวเขม้ ดอกออกเป็นช่อขนาดเล็ก ดอกเพศผูแ้ละเพศเมียอยูต่่างช่อ

กนั ดอกเพศผูสี้เขียวอ่อน ดอกเพศเมียสีเหลืองอ่อน ผลกลมเล็กมีสีเขียว ผลเม่ือสุกมีสีเหลือง เมล็ด

กลมแขง็สีขาว มี 1 เมล็ด ข่อยพบไดท้ัว่ ๆ ไปตามพื้นท่ีราบ ป่าเบญจพรรณ ป่าเตง็รัง เจริญไดดี้ใน

ดินทุกชนิด ชอบแดดจดั ข่อยมีถ่ินกาํเนิดในอินเดีย จีนตอนใต ้ ตะวนัออกของหมู่เกาะฟิลิปปินส์ 

มาเลเซีย พม่า ไทย (60) 

ข่อยเป็นพืชท่ีนาํมาใช้ประโยชน์ในดา้นสมุนไพร เช่น อินเดียใชน้ํ้ าตม้จากเปลือกข่อยเป็น

ยาแกไ้ข ้โรคบิด ทอ้งร่วง รักษาไซนสั และแกพ้ิษงู ยางจากตน้ข่อยสามารถฆ่าเช้ือได ้รากใชเ้ป็นยา

แกบิ้ดและใช้พอกบริเวณท่ีเกิดฝี ชาวฮินดูใชก่ิ้งข่อยขบสีฟันทาํให้ฟันทนทานและใช้ฆ่าแมลง นํ้ า

ตม้จากเปลือกใชท้าํความสะอาดแผลและรักษาโรคผิวหนงั ยางจากตน้ข่อยใชเ้ป็นยาระงบัประสาท

และแกป้วดบวม เมล็ดใชแ้กท้อ้งร่วง ริดสีดวง และเลือดกาํเดา รากใชแ้กล้มบา้หมู นํ้ าสกดัจากข่อย

ใช้เป็นยาฆ่าเช้ือและช่วยกระตุน้การหดตวัของกลา้มเน้ือ นอกจากน้ียงัมีคุณสมบติัยบัย ั้งการเกิด

มะเร็งอีกดว้ย ในภาคเหนือของไทยใชใ้บข่อยอบไฟให้เหลืองกรอบ ชงนํ้ าต่างใบชา เพื่อใชเ้ป็นยา

ระบายอ่อน ๆ ขบัปัสสาวะ แกไ้ตพิการและเป็นยาบาํรุงหัวใจ เมล็ดรับประทานเป็นยาอายุวฒันะ 

บาํรุงธาตุ เจริญอาหาร แกท้อ้งอืดทอ้งเฟ้อและขบัลม เปลือกตน้ข่อยแกพ้ิษในกระดูกและเส้นเอ็น 
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โรคผิวหนงัและริดสีดวงทวาร เน้ือตน้ข่อยแกริ้ดสีดวงจมูก รากตน้ข่อยช่วยรักษาบาดแผลให้แห้ง 

นอกจากน้ีนํ้ ายางต้นข่อยผสมเกลือใส่ฟันหรือถูบริเวณท่ีปวดฟันหรือเหงือกบวมจะแก้อาการ

เจบ็ปวดน้ีได ้(61-63) 

สารเคมีสาํคญัท่ีพบในข่อยจะแตกต่างกนัไปตามวธีิสกดั ในใบข่อยท่ีทาํการสกดัดว้ยไดแอ

ทธิลอีเทอร์และโครมาโตกราฟี สารเคมีท่ีพบ (20) ไดแ้ก่  

6.1 แอสเปอร์โรไซด ์(asperoside) สูตรโมเลกุล C31 H48 O9 มีช่ือทางเคมีวา่ 3-

digitocigennin-2, 3-di-O-methy-D-glycopyranoside 

6.2 สแตรปโบลไซด ์(strebloside) สูตรโมเลกุล C31H46O10มีช่ือทางเคมีวา่ 3-

strophanhidin-2, 3-di-O-methy-D-fucopyranoside 

6.3 คาลาโลไซด ์สูตรโมเลกุล C31H48O10 

6.4 อินโดรไซด ์สูตรโมเลกุล C31H48O10 

6.5 ลกัคโ์นไซด ์สูตรโมเลกุล C31H48O10 

นอกจากน้ียงัมีสารท่ียงัวเิคราะห์ไม่ไดอี้กหลายชนิด ซ่ึงมีสูตรโมเลกุลเป็น C31H48O10, C31H46O10

ส่วนในการสกดัก่ิงข่อยมีส่วนประกอบท่ีสาํคญัคือแอสเปอร์โรไซด ์ สแตรปโบลไซด ์ แมนโซนิน 

(mansonin) (64) ดงัภาพท่ี 4 

 
ภาพท่ี 4 โครงสร้างของส่วนประกอบในสารสกดัจากก่ิงข่อย (นาํมาจาก Rastogi, 2006) (64) 

 

มีการศึกษาถึงความสามารถของสารสกดัจากใบข่อยซ่ึงสกดัในเอธานอลร้อยละ 50 พบว่า

สามารถยบัย ั้งการเจริญและทาํลายเช้ือในกลุ่มสเตรปโตคอคคัสสปีชีส์ (Streptococcus species) 

Asperoside Strebloside 

Mansonin 
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ไดแ้ก่ เช้ือสเตรปโตคอคคัส มิวแทนส์ (Streptococcus mutans) และเชื้อสเตรปโตคอคคัส ซาริวา

เรียส (Streptococcus salivarius) ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีมีบทบาทสําคญัต่อการเกิดโรคฟันผุ นอกจากน้ียงั

สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือในคลองรากฟันทั้งชนิดท่ีใช้และไม่ใช้ออกซิเจนในการดาํรงชีวิต 

รวมถึงเช้ือก่อโรคปริทนัตอ์กัเสบในช่องปาก ไดแ้ก่ เช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส และแอคกริเก

ติแบคเตอร์ แอคทิโนมัยซิเทมโคมิแทนส์ พบวา่ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ี

สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแอกกริเกติแบกเทอร์ แอกติโนมัยซิเทมคอมิแทนส์ (minimal 

inhibitory concentration, MIC) มีค่าเท่ากบั 7.81 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และความเขม้ขน้ของสาร

สกัดข่อยท่ีน้อยท่ีสุดท่ีสามารถทาํลายเช้ือแอกกริเกติแบกเทอร์ แอกติโนมัยซิเทมคอมิแทนส์ 

(minimum bactericidal concentration, MBC) มีค่าเท่ากบั 15.62 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยไม่มีฤทธ์ิ

ก่อการกลายพนัธ์ุหรือเป็นพิษ (14, 16, 20, 65-68) เม่ือเปรียบเทียบข่อยกบัพืชอ่ืน ๆ ท่ีมีรายงานการ

ใชเ้พื่อลดแบคทีเรียในช่องปาก เช่น ใบฝร่ัง ใบชาจีน พบว่าข่อยสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ

เช้ือสเตรปโตคอคคัส มิวแทนส์ อยา่งมีนยัสําคญัและสามารถลดการเจริญของเช้ือน้ีไดม้ากกวา่พืช

ชนิดอ่ืน (69) จากการศึกษายงัพบวา่สารสกดัจากใบข่อยในนํ้ าเกลือมีเลกตินเป็นองค์ประกอบ ซ่ึง

เลกตินทาํใหเ้ช้ือจุลินทรียเ์กาะกลุ่มกนัเอง ดงันั้นจึงทาํให้เช้ือไม่สามารถเกาะท่ีผิวฟัน และหลุดออก

ขณะแปรงฟันได้ โดยวิธีน้ีสามารถลดเช้ือจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุท่ีทาํให้เกิดโรคฟันผุและโรคปริ

ทนัตไ์ด ้และยงัพบวา่ข่อยมีคุณสมบติัในการลดการยึดเกาะของเช้ือแคนดิดา อัลบิแคนส์ (Candida 

albicans) ต่อเซลลเ์ยือ่บุผวิกระพุง้แกม้และฐานฟันเทียมชนิดอะคริลิก (denture acrylic)ได ้(70, 71)  

มีการศึกษาโดยนาํสารสกดัจากใบข่อยมาทาํเป็นผลิตภณัฑ์ คือ นํ้ ายาบว้นปากและเจล ซ่ึง

สารสกดัจากใบข่อยในรูปนํ้ายาบว้นปากช่วยลดการอกัเสบของโรคเหงือกอกัเสบแต่ไม่มีผลลดการ

เพิ่มของแผน่คราบจุลินทรีย ์(17) ส่วนในรูปเจลผสมสารสกดัจากใบข่อยนาํมาใชร่้วมกบัการรักษา

โรคปริทนัต์อกัเสบโดยผ่านการทดสอบความปลอดภยัในการใช้ทางคลินิกในกลุ่มอาสาสมคัร

สุขภาพดีจาํนวน 40 คน โดยไดท้าํการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาของเจลผสมสารสกดัจากใบข่อยกบั

ผวิหนงั (skin irritation test) พบวา่ค่าความแดงของผิวหนงับริเวณท่ีทดสอบเปรียบเทียบกบัผิวหนงั

ปกติพบความแตกต่างอย่างไม่มีนัยสําคญัทางสถิติ และไม่พบความผิดปกติหรืออาการไม่พึง

ประสงคใ์ด ๆ เกิดข้ึนกบัอาสาสมคัร นอกจากน้ีเม่ือทดสอบความปลอดภยัทางคลินิกโดยการใส่เจล

ผสมสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ร้อยละ 24 ลงในร่องเหงือกของอาสาสมคัรท่ีไม่เป็นโรคปริ

ทนัตอ์กัเสบและมีสุขภาพแข็งแรงภายในช่วงเวลา 6 สัปดาห์ ผลการศึกษายืนยนัว่า ไม่พบอาการ

ขา้งเคียงหรืออาการไม่พึงประสงค์ใด ๆ ในผูป่้วย (20) และปลอดภยัเม่ือใชใ้นผูป่้วยโรคปริทนัต์

อกัเสบเร้ือรังโดยไม่มีอาการขา้งเคียงใด ๆ ซ่ึงเจลผสมสารสกดัจากใบข่อยสามารถลดเช้ือพอร์ไฟโร
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โมแนส จิงจิวาลิส ไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญัท่ีสัปดาห์ท่ี 6 และ 12 เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีขดูหินนํ้ าลาย

และเกลารากฟันเพียงอยา่งเดียว (19)  

การศึกษาผลของข่อยในการต้านการอักเสบในระดับโมเลกุลนั้ น ในปัจจุบันมีเพียง

การศึกษาการแสดงออกของจีนไซโคลออกซีจีเนส-2 หรือคอก 2 (cyclooxygenase-2, COX-2) และ

อินเตอร์ลิวคิน-1เบตา้จากเซลลโ์มโนไซต ์(21) และเซลลส์ร้างเส้นใยเหงือก (22) ซ่ึงพบวา่ สารสกดั

จากใบข่อยสามารถยบัย ั้งการแสดงออกของจีนคอก-2 และอินเตอร์ลิวคิน-1 เบตา้ได ้และพบวา่ข่อย

มีผลทาํให้มีการแสดงออกของจีนโอพีจีในเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมีแนวโน้มเพิ่มข้ึน ซ่ึงคอก-2 

อินเตอร์ลิวคิน-1เบตา้ และโอพีจีเป็นจีนท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการละลายตวัของกระดูกเบา้ฟัน  ซ่ึง

เป็นอาการท่ีสาํคญัอยา่งหน่ึงของโรคปริทนัตอ์กัเสบ  

 

7. การรักษาโรคปริทันต์อกัเสบ 

ปัจจุบนัเป็นท่ียอมรับกนัโดยทัว่ไปว่าพยาธิกาํเนิดของโรคปริทนัตอ์กัเสบข้ึนอยู่กบัความ

สมดุลของปัจจยัต่างๆ ทั้งปัจจยัทางดา้นเช้ือก่อโรคและปัจจยัทางระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย การ

รักษาโรคปริทนัตอ์กัเสบมีจุดประสงค ์คือ การหยดุย ั้งพยาธิสภาพของโรค การป้องกนัการกลบัเป็น

ซํ้ า การคงสภาพของอวยัวะปริทนัต ์การซ่อมแซม และการสร้างอวยัวะปริทนัตใ์หม่หรือการเจริญ

ทดแทนอวยัวะปริทนัตท่ี์ถูกทาํลาย โดยการกาํจดัสาเหตุ คือ กาํจดัเช้ือจุลินทรียแ์ละปัจจยัท่ีส่งเสริม

ความรุนแรงของเช้ือจุลินทรีย ์การควบคุมไม่ให้เกิดแผ่นคราบจุลินทรียใ์หม่โดยการขูดหินนํ้ าลาย

และเกลารากฟัน และ/หรือร่วมกบัการใช้ยายบัย ั้งจุลินทรียรู์ปแบบต่างๆ ทั้งทางระบบและแบบ

เฉพาะท่ีและการปรับระดบัความสมดุลของระบบภูมิคุม้กนัโดยส่งเสริม ควบคุม หรือปรับเปล่ียน

การตอบสนองภูมิคุม้กนัของร่างกาย ไดแ้ก่ การยบัย ั้งการสร้างเอนไซมแ์มทริกซ์เมทลัโลโปรติเนส 

(matrix metalloproteinase) ซ่ึงมีบทบาทสําคญัในการทาํให้เกิดการทาํลายเน้ือเยื่อปริทนัต ์ (72, 73) 

การยบัย ั้งการสร้างสารการอกัเสบ เช่น โพรสตาแกรนดิน (prostaglandin) ซ่ึงเป็นสารอกัเสบสําคญั

ท่ีส่งผลให้เกิดการบวมแดงและกระตุน้การละลายตวัของกระดูก โดยการใช้ยายบัย ั้งการอกัเสบท่ี

ไม่ใช่สเตียรอยด ์(NSAID) (74)  

ในปัจจุบนัไดมี้การศึกษามากมายเพื่อหาแนวทางการรักษาดว้ยวธีิใหม่ๆ ซ่ึงการรักษาท่ีมีผล

ไปยบัย ั้งการทาํงานของไซโตไคน์เป็นอีกวิธีหน่ึงท่ีไดรั้บความสนใจ โดยหลกัการพื้นฐานของการ

รักษาดว้ยวิธีน้ี ไดแ้ก่ การทาํให้ไซโตไคน์หมดฤทธ์ิ (neutralization of cytokine) การขดัขวางตวัรับ

ไซโตไคน์ (blockage of cytokine receptor) และการกระตุน้วิถีสัญญาณท่ีมีผลยบัย ั้งการอกัเสบ 

(activation of anti-inflammatory pathway) ซ่ึงการรักษาดว้ยวิธีน้ี ไดแ้ก่ การใช้ตวัรับล่องลอย 

(soluble receptor) ของไซโตไคน์อกัเสบมาทาํหนา้ท่ีเป็นสารตา้น (antagonist) การทาํงานของไซโต
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ไคน์ การใช้แอนติบอด้ีต้านไซโตไคน์ (anti-cytokine antibody) และการรักษาด้วยจีน (gene 

therapy) โดยการถ่ายโอนจีนจากภายนอก (exogenous gene) เข้าไปในเซลล์เพื่อให้เซลล์มีการ

แสดงออกของจีนท่ีตอ้งการ (75) นอกจากน้ีการรักษาเพื่อยบัย ั้งการละลายตวัของกระดูกเบา้ฟันเป็น

อีกวิธีหน่ึงท่ีมีการศึกษา โดยในปัจจุบนัการคน้พบโอพีจี แรงคแ์อล และแรงคไ์ดเ้ป็นการเปิดประตู

การศึกษาวิจยัในดา้นกระบวนการสร้างและกระตุน้เซลล์สลายกระดูก และวิธีการรักษาท่ีมีผลใน

การยบัย ั้งการละลายตวัของกระดูกเบา้ฟันท่ีเกิดจากการทาํงานของวถีิสัญญาณน้ี ไดแ้ก่ การใชโ้อพีจี

รีคอมบิแนท (recombinant OPG) การใชแ้อนติบอด้ีตา้นแรงคแ์อล การไปควบคุมท่ีระดบัตวัรับหรือ

การส่งสัญญาณของแรงค์และแรงค์แอล เป็นตน้ (37) ซ่ึงสารสกดัจากใบข่อยมีผลทาํให้มีการ

แสดงออกของจีนโอพีจีในเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกมีแนวโน้มเพิ่มข้ึน ดงันั้นสารสกดัจากใบข่อย

อาจมีผลเพิ่มการแสดงออกของจีนโอพีจีในเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์อยา่งไรก็ตามยงัไม่

มีการศึกษาผลของสารสกดัจากใบข่อยต่อการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีในเซลล์สร้าง

กระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์เม่ือถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวา

ลิส   

 

8. การตรวจหาการแสดงออกของจีนโดยวธีิ เรียล ไทม์ โพลเีมอเรส เชน รีแอคช่ัน (Real 

Time Polymerase Chain Reaction) (76-79) 

โพลีเมอเรส เชน รีแอคชัน่หรือพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction, PCR) อาศยัหลกัการ

ของดีเอ็นเอ เรพพลิเคชัน (DNA replication) ในการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของ ดีเอ็นเอแม่แบบ 

(template DNA)  โดยมีการทาํปฏิกิริยาอยา่งต่อเน่ืองกนัเป็นลูกโซ่ ทาํให้ไดดี้เอ็นเอสายใหม่เพิ่มข้ึน

เป็นลา้นเท่าในหลอดทดลอง ในการเร่งปฏิกิริยาใหส้ายดีเอน็เอยาวออกไปจะใชเ้อนไซมดี์เอ็นเอ โพ

ลีเมอเรส (DNA polymerase) ซ่ึงจะใชเ้ป็นแทค  โพลีเมอเรส (Taq polymerase) ท่ีสามารถทนความ

ร้อนได้สูงโดยไม่เสียคุณสมบติัของเอนไซม์ ซ่ึงสกดัมาจากแบคทีเรีย (Thermus aquaticus) ท่ี

เจริญเติบโตไดใ้นบ่อนํ้ าพุร้อน ในการต่อสายดีเอ็นเอจะเลือกจบัเอานิวคลีโอไทด์ (deoxynucleotide 

triphosphate,dNTPs) ตวัใดตวัหน่ึงใน 4 ชนิด คือ ดีเอทีพี ดีจีทีพี ดีซีทีพี ดีทีทีพี (dATP, dGTP, 

dCTP,dTTP) เขา้มาต่อเป็นเบสคู่สมกบัดีเอ็นเอสายแม่แบบ ส่วนประกอบต่างๆ ในการเพิ่มปริมาณ

ดีเอน็เอมีดงัน้ี คือ ดีเอน็เอแม่แบบ, เอนไซมดี์เอ็นเอ โพลีเมอเรส, นิวคลีโอไทด์ทั้ง 4 ชนิด, โอลิโกนิ

วคลีโอไทด์ ไพรเมอร์ (Oligonucleotide primer) อย่างน้อย 1 คู่ และบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสม ซ่ึงตอ้ง

อาศยัปฏิกิริยาท่ีต่อเน่ืองหลายๆ รอบซ่ึงแต่ละรอบจะประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนไดแ้ก่ 

1) ดีเนเจอเรชนั (Denaturation) เป็นขั้นตอนการทาํให้ดีเอ็นเอสายคู่แยกจากกนัเป็นสายเด่ียว 

โดยอาศยัความร้อนท่ีอุณหภูมิประมาณ 90 – 95 องศาเซลเซียส 
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2) ไพรเมอร์ อะนีลลิง (Primer annealing) เป็นขั้นตอนท่ีมีการลดอุณหภูมิลงมาท่ีประมาณ  

45-60 องศาเซลเซียส เพื่อให้ไพรเมอร์ 2 สาย เขา้ไปจบัคู่สมบนดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ีเป็น

แม่แบบ  

3) โปรดกั เอก็เทนชนั (Product extension) เป็นขั้นตอนการขยายสายดีเอ็นเอโดยการต่อลาํดบั

นิวคลีโอไทดเ์ขา้ท่ีปลายสามไพรม-์ไฮดรอกซี(3’-OH) ของไพรเมอร์ แลว้มีการขยายสายดี

เอ็นเอสายใหม่จากทิศทาง 5’ ไป 3’ โดยอาศยัเอนไซม์ดีเอ็นเอ โพลีเมอเรส ท่ีอุณหภูมิ

ประมาณ 70-75 องศาเซลเซียส 

ถา้พิจารณาสายดีเอน็เอท่ีเพิ่มข้ึน โดยเร่ิมจากสายดีเอน็เอแม่แบบ 1 คู่ เม่ือส้ินสุดรอบท่ี 1 จะ

ไดส้ายดีเอน็เอเป็น 2 คู่ เม่ือทาํเช่นน้ีหลายๆ รอบของพีซีอาร์ ดีเอ็นเอก็จะเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่าของทุกๆ 

รอบลกัษณะทวีคูณเป็น 2n เม่ือ n เป็นจาํนวนรอบของปฏิกิริยา ดงันั้นถา้ปฏิกิริยาดาํเนินไปได ้20 

รอบ จะไดดี้เอน็เอ 220 ชุด หรือมีปริมาณของดีเอน็เอประมาณ 1 ลา้นเท่า ดงัภาพท่ี 5 

                                 
ภาพท่ี 5 หลกัการของโพลีเมอเรส เชนรีแอคชนั หรือ พีซีอาร์ (80) 
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ในการตรวจหาการแสดงออกของจีน สามารถประยุกตห์ลกัการพีซีอาร์ เป็นขยายสัญญาณ

ของจีนท่ีแสดงออกจากเอ็ม-อาร์เอ็นเอโดยใช้ซีดีเอ็นเอ (cDNA) เป็นแม่แบบของกระบวนการพีซี

อาร์ การสังเคราะห์ซีดีเอน็เอ ไดจ้ากกระบวนการ รีเวอร์สทรานสคริปชัน่โพลีเมอเรส เชน รีแอคชัน่  

(Reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) โดยหลกัการ คือ ทาํการสกดัอาร์เอ็น

เอให้มีความบริสุทธ์ิ จากนั้นเขา้สู่ขั้นตอนการสังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ (cDNA)โดยกระบวนการรีเวอร์

สทรานสคริปชัน่ อาศยัเอน์ไซม์รีเวอรซ์ทรานสคริปเทส (enzyme reverse transcriptase, RT) 

เอนไซมน้ี์สามารถสร้างสายดีเอ็นเอไดท้ั้งจากแม่พิมพท่ี์เป็นดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ โดยทัว่ไปรีเวอร์

สทรานสคริปชั่นท่ีใช้ในงานซีดีเอ็นเอเป็นเอนไซม์ท่ีไดม้าจากไวรัส(retroviruses)สองตวั คือ  เอ

เวียน ไมอีโลบลาสโตซิส (Avian myeloblastosis, AMV) และโมโลนี มิวรีน ลิวคีเมีย ไวรัส 

(Moloney murine leukemia virus, MMLV) ซ่ึงมีประสิทธ์ิภาพในการสร้างซีดีเอ็นเอไม่แตกต่างกนั 

จากนั้นเลือกไพรเมอร์ท่ีจะใชมี้ 3 แบบ คือ ไพรเมอร์ท่ีมีความจาํเพาะ (gene specific primer, GSP) 

ซ่ึงจาํเพาะในการสร้างซีดีเอ็นเอท่ีสุด โดยตอ้งรู้ลาํดบัเบสของอาร์เอ็นเอแม่แบบเพื่อออกแบบให้

จาํเพาะ ไพรเมอร์โอลิโก ดีที (Oligo dT primer) มีความจาํเพาะต่ออาร์เอ็นเอแม่แบบท่ีมีโพลี เอ 

(poly A) ส่วนไพรเมอร์แรนดอม เฮกซาเมอร์ (Random hexamers) ไม่มีความจาํเพาะจึงสามารถเขา้

จบักบัอาร์เอ็นเอแม่แบบทั้งหมดไดแ้ก่ อาร์อาร์เอ็นเอ (rRNA), เอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA)และทีอาร์

เอ็นเอ (tRNA) จากนั้นเขา้สู่ขั้นตอนการทาํพีซีอาร์ โดยอาศยัแม่แบบจากซีดีเอ็นเอเพื่อสร้างสายดี

เอ็นเอข้ึนมาใหม่มีลักษณะรูปแบบการทาํเหมือนพีซีอาร์แบบดั้ งเดิม (conventional PCR) และ

สุดทา้ยจะไดส้ายดีเอน็เอท่ีเพิ่มจาํนวนมากมายจากสายอาร์เอน็เอตั้งตน้  

พีซีอาร์แบบดั้งเดิมมีขอ้จาํกดัคือไม่สามารถบอกปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมตน้ได้ (quantitative 

analysis) (81) แมว้า่จะมีการพฒันารูปแบบการวิเคราะห์เชิงปริมาณแบบต่างๆ (82) แต่วิเคราะห์ได้

เพียงวา่มีดีเอ็นเอแม่แบบอยู่ในส่ิงส่งตรวจหรือไม่ จึงเป็นการหาปริมาณในลกัษณะเซมิ-ควอนติเต

ทีฟ (semi- quantitative) โดยจะตรวจผลผลิตพีซีอาร์หลงัจากปฏิกิริยาการเพิ่มขยายส้ินสุด แต่ส่วน

ใหญ่วิธีการจะค่อนขา้งยุ่งยากไม่เหมาะสําหรับการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างจาํนวนมาก เน่ืองจากมี

โอกาสท่ีจะเกิดความผดิพลาดในการทาํ เกิดความไม่แม่นยาํถูกตอ้ง และยงัใชเ้วลานาน โดยการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอใช้เวลา 2 -3 ชั่วโมง จากนั้นนาํมาตรวจวิเคราะห์ผลด้วยการใช้กระแสไฟฟ้า

เหน่ียวนาํให้เคล่ือนตวัผา่นแผน่วุน้ (agarose gel electrophoresis) โดยแผน่วุน้จะถูกนาํมายอ้มดว้ย

สารละลายเอธิเดียมโบรไมด ์(Ethidium bromide, EtBr) ซ่ึงจะแทรกตวัเขา้ไปอยูร่ะหวา่งสายคู่ของดี

เอ็นเอ เม่ือถูกกระตุน้ (excite) ดว้ยแสงอุลตราไวโอเลตหรือยวูี (Ultraviolet, UV) สามารถเรืองแสง 

(emit) เป็นแถบให้มองเห็นหรือถ่ายภาพไดซ่ึ้งใช้เวลานาน 1-2 ชัว่โมง ซ่ึงพีซีอาร์แบบดั้งเดิม

สามารถแยกความแตกต่างของตวัอย่างท่ีแตกต่างกนั 10 เท่าข้ึนไป (83) จากลกัษณะการตรวจ
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วเิคราะห์ดงักล่าวยงัก่อใหเ้กิดการฟุ้งกระจายของผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) ซ่ึงส่งผลให้เกิดการ

ปนเป้ือนของผลผลิตพีซีอาร์คร้ังก่อน (carry over contamination) นาํไปสู่การเกิดผลบวกเท็จ (false 

positive) (84)  

จากขอ้จาํกดัพีซีอาร์แบบดั้งเดิมดงักล่าวจึงพฒันาเทคนิคเป็น เรียล ไทม ์พีซีอาร์ (real time 

PCR หรือ kinetics PCR หรือ Quantitative real time PCR) ข้ึน (85) โดยพฒันาเทคโนโลยีในการ

ตรวจหาผลผลิตพีซีอาร์ในสารละลายโดยการใชส้ารเรืองแสง (fluorescence reporters) ต่างๆ และ

การพฒันาเคร่ืองปรับเปล่ียนอุณหภูมิอตัโนมติั (thermocycler) ซ่ึงแต่เดิมเป็นแค่เคร่ืองควบคุม

อุณหภูมิข้ึนลงตามระยะเวลาท่ีกาํหนด มาเป็นเคร่ืองปรับเปล่ียนอุณหภูมิอตัโนมติัแบบเรียล ไทม ์

(real time thermocycler) โดยเพิ่มส่วนท่ีเป็นแหล่งกาํเนิดแสงเพื่อไปก่อให้เกิดการเรืองแสงของ

ผลผลิตพีซีอาร์และส่วนตรวจวดัการเรืองแสงท่ีเกิดจากผลผลิตพีซีอาร์ในหลอดปฏิกิริยา ดงันั้นการ

ทาํเรียล ไทม ์พีซีอาร์ จึงเป็นการเพิ่มขยายปริมาณดีเอ็นเอ โดยท่ีเราสามารถตรวจวดัปริมาณผลผลิต

พีซีอาร์ท่ีเกิดข้ึนจริง ณ เวลานั้นๆ ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีให้ความรวดเร็ว แม่นยาํ และใชเ้วลานอ้ย และยงั

สามารถแยกความแตกต่างของตวัอย่างท่ีแตกต่างกนั 2 เท่าข้ึนไป (83) กรรมวิธีในการตรวจวดั

ปริมาณดีเอน็เอท่ีเพิ่มข้ึนท่ีระยะเวลาต่างๆนั้นทาํไดห้ลายวธีิ ไดแ้ก่ 

 

8.1 การตรวจวดัปริมาณดีเอน็เอโดยใชสี้ไซเบอร์กรีน 1 (SYBR Green I Dye) (86, 87) 

สีไซเบอร์กรีน 1 เป็นสารเรืองแสง (Fluorochrome) ประเภทหน่ึงท่ีสามารถเขา้จบักบัร่อง

ขนาดเล็ก (minor groove) ของดีเอน็เอสายคู่เท่านั้น โดยขั้นตอนของการคลายเกลียวของสายดีเอ็นเอ

สายคู่ใหเ้ป็นสายเด่ียวนั้นสีไซเบอร์กรีน 1 จะไม่สามารถจบักบัดีเอ็นเอสายเด่ียวนั้นได ้เม่ือเร่ิมมีการ

สังเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่ สีไซเบอร์กรีน 1 จะแทรกตวัเขา้ไปในดีเอน็เอสายคู่ เม่ือสีไซเบอร์กรีน 1 

เกาะกบัดีเอ็นเอสายคู่และถูกกระตุน้ดว้ยแสงยวูี จะมีการคายพลงังาน (emission) ออกมาในรูปของ

แสงในช่วงคล่ืนยาวข้ึน และเม่ือรอบของปฏิกิริยากลบัมาถึงช่วงการคลายเกลียวอีกคร้ัง สีไซเบอร์

กรีน 1 จะหลุดออกจากสายดีเอ็นเอทาํให้การเรืองแสงลดลงอีกคร้ัง (ดงัภาพท่ี 6) การวดัการเรือง

แสงสามารถตรวจจบัไดด้ว้ยตวัรับสัญญาณแสง (optical filter) ท่ีติดตั้งอยู่กบัเคร่ืองปรับเปล่ียน

อุณหภูมิอตัโนมติัแบบเรียล ไทมโ์ดยจะทาํเม่ือส้ินสุดการเพิ่มปริมาณในแต่ละรอบ ซ่ึงการเรืองแสง

ท่ีเพิ่มข้ึนน้ีบ่งบอกปริมาณดีเอ็นเอท่ีเพิ่มข้ึน แมว้า่การจบัของสีไซเบอร์กรีน 1 กบัดีเอ็นเอสายคู่เป็น

แบบไม่จาํเพาะ เราสามารถแยกสัญญาณการเรืองแสง(fluorescence signal) ท่ีเกิดจากไพเมอร์ได

เมอร์ และ/หรือ ผลผลิตท่ีไม่เฉพาะอ่ืน ๆ (primer-dimer, non-specific products) ออกจากผลผลิตท่ี

เฉพาะ (specific amplified product) ไดด้ว้ยการเปรียบเทียบค่า Tm โดยค่า Tm เป็นคุณสมบติัเฉพาะ

ของดีเอน็เอสายคู่แต่ละสายแปรผนัโดยตรงกบัร้อยละปริมาณของเบส  G และ C  และความยาวของ
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ดีเอ็นเอสายคู่ การหาค่า Tm จากเคร่ืองปรับเปล่ียนอุณหภูมิอตัโนมติัแบบเรียล ไทม์ สามารถ

วิเคราะห์ไดจ้าก Melting curve (88)  โดยสัญญาณการเรืองแสงท่ีลดลงเม่ือเพิ่มอุณหภูมิให้สูงข้ึน

อยา่งต่อเน่ือง พวกไพเมอร์ไดเมอร์ และ/หรือ ผลผลิตท่ีไม่เฉพาะ จะมีค่า Tm แตกต่างจากผลผลิตท่ี

เฉพาะ เช่น Tm ของพวก ไพเมอร์ไดเมอร์ จะมีค่าตํ่า เน่ืองจากมีขนาดสั้น (15-30 bp) ต่างจาก

ผลผลิตของสายดีเอน็เอ (amplified DNA) ซ่ึงจะมีขนาดยาวกวา่ (>100 bp) และมีค่า Tm ท่ีสูงกวา่    \ 

 

             
 

                                         
 

ภาพท่ี 6 การตรวจวดัผลผลิตพีซีอาร์ดว้ยสีไซเบอร์กรีน 1  ในช่วงของการดีเนเจอเรชนั เพื่อสลายดี

เอน็เอสายคู่ใหเ้ป็นสายเด่ียวสีไซเบอร์กรีน 1 ยงัไม่สามารถเขา้ไปจบักบัสายดีเอน็เอสายเด่ียวได ้เม่ือ 

ไพร์เมอร์เขา้จบัและสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ สีไซเบอร์กรีน 1 จะเร่ิมสอดแทรกเขา้สู่สายคู่ของดีเอน็เอ

และจะมีการเรืองแสง (emission) เม่ือถูกกระตุน้ (excite) ดว้ยแสง ในช่วง DNA elongation จะมี สี

ไซเบอร์กรีน 1 เขา้แทรกในดีเอ็นเอสายเป็นจาํนวนมาก เราสามารถตรวจจบัการเรืองแสงอยา่ง

ต่อเน่ืองแบบเรียลไทมไ์ด ้ และเม่ือรอบพีซีอาร์เวยีนกลบัมาสู่ช่วงของการดีเนเจอเรชนั สีไซเบอร์

กรีน 1 จะหลุดออกจากสายดีเอน็เอ การเรืองแสงจะลดลง (89, 90) 

 

8.2 การตรวจวดัปริมาณดีเอน็เอโดยใชโ้พรบติดฉลากสารเรืองแสง (fluorochome probe) 

เป็นวธีิท่ีมีความจาํเพาะสูงอาศยัเทคโนโลยขีอง Fluorescence Resonance Energy Transfer 

(FRET) (91) โดยวธีิน้ีเป็นการถ่ายทอดพลงังานจากสี (dye) ท่ีมีพลงังานสูงไปสู่โมเลกุลสีใกลเ้คียง

ท่ีมีพลงังานตํ่ากวา่ จึงนาํโพรบซ่ึงมีความจาํเพาะ (specific Probe) กบัดีเอน็เอแม่แบบมาติดฉลาก

สารเรืองแสง โดยนาํสารเรืองแสง 2 ประเภทติดฉลากเขา้กบัสายของโพรบ เม่ือสารเรืองแสงทั้ง 2 

อยูใ่กลก้นัในระยะ 2-5 เบสแพร์ (basepair) จะสามารถถ่ายเทพลงังานจาก donor มาสู่ acceptor โดย
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ไม่สูญเสียพลงังานออกมาสู่ระบบภายนอกในรูปของพลงังานแสงหรือความร้อน เม่ือถูกกระตุน้

ดว้ยแสงพลงังานสูง สารเรืองแสงตวัแรกท่ีเรียกวา่ Quencher dry จะดูดซบัพลงังานเอาไว ้ และ

ถ่ายทอดพลงังานใหส้ารเรืองแสงตวัท่ีสองท่ีเรียกวา่ Reporter dye เม่ือ reporter molecule ไดรั้บ

พลงังานจาก Quencher dye จะปลดปล่อยพลงังานออกมาสู่ระบบภายนอกในรูปของแสง ซ่ึงเรา

สามารถตรวจวดัได ้ ดงัภาพท่ี 7  

 

 

             

ภาพท่ี 7 Fluorescent Resonance Energy Transfer (FRET) Fluorochrome ตวัแรกเราจะเรียกวา่ 

Quencher fluorochrome (donor) จะดูดซบัพลงังานเอาไว ้ และถ่ายทอดพลงังานให ้ Reporter 

fluorochrome (acceptor) โดยไม่สูญเสียพลงังานออกมาสู่ระบบภายนอก เม่ือ reporter molecule 

ไดรั้บพลงังานจาก Quencher จะปลดปล่อยพลงังานออกมาสู่ระบบภายนอกในรูปของแสง ซ่ึงเรา

สามารถตรวจวดัได ้(90)  

การติดฉลากสารเรืองแสงเขา้กบัโพรบ เพื่อใหเ้คร่ืองปรับเปล่ียนอุณหภูมิอตัโนมติัแบบ

เรียล ไทมส์ามารถตรวจจบัสัญญาณเรืองแสง (fluorescence signal) อนัเกิดจากปฏิกิริยา FRET 

สามารถกระทาํไดใ้นหลายลกัษณะ ดงัน้ี 
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8.2.1 ตรวจสอบดว้ยโพรบติดฉลากแบบไฮบริดไดเซชัน่ (Hybridization) (92) 

วิธีน้ีใช้โพรบ (Oligonucleotide Probe) สายสั้น 2 สาย สายแรกติดฉลากท่ีปลาย 3' ดว้ย 

Fluorescine ทาํหนา้ท่ีเป็น Quencher และสายท่ีสองติดฉลากท่ีปลาย 5' ดว้ย Red 640 หรือ Red 705 

ทาํหน้าท่ีเป็น Reporter dye โดยท่ีปลาย 3’ ของโพรบสายท่ีสองจะถูกปิดด้วยหมู่ฟอสเฟต 

(Phosphate Group) เพื่อไม่ใหส้ามารถทาํหนา้ท่ีเป็นไพรเมอร์ได ้เม่ือถึงขั้นตอนการอะนีลลิงในกระ

บวนการพีซีอาร์ โพรบทั้ง 2 สายจะเขา้จบัคู่แบบหวัชนหาง (head-to-tail arrangement) เม่ือโพรบทั้ง

สองวางตวัใกล้กัน โพรบตวัแรกจะถ่ายเทพลังงานให้กับโพรบตวัท่ีสอง ทาํให้โพรบตวัท่ีสอง

สามารถปล่อยแสงฟลูออเรสเซนส์สีแดงออกมาท่ีความยาวคล่ืนสูงข้ึน ซ่ึงสามารถวดัปริมาณการ

เรืองแสงท่ีเปล่งออกมาได ้โดยปริมาณแสงดงักล่าวจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัปริมาณดีเอ็นเอท่ีถูก

สร้างข้ึนในแต่ละรอบของปฏิกิริยา สัญญาณท่ีเกิดจากโพรบท่ีไปจบัคู่กบัเป้าหมายท่ีถูกตอ้งเท่านั้นท่ี

จะทาํให้เกิดการเรืองแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีตรวจวดั ทาํให้มีความจาํเพาะมาก ดงัแสดงในภาพท่ี 8 

โพรบติดฉลากแบบไฮบริดไดเซชัน่สามารถนาํมาตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์เพื่อบ่งช้ี single point 

mutation หรือ single nucleotide polymorphism (SNP) ไดเ้ป็นอยา่งดี โดยเม่ือเพิ่มความร้อนข้ึน

อยา่งต่อเน่ือง โพรบท่ีจบักบัดีเอ็นเอแม่แบบซ่ึงมีเบสบางตาํแหน่งไม่คู่สม (mismatch) จะหลุดตวั

ออกมาก่อนในช่วงอุณหภูมิท่ีตํ่ากว่า ในขณะท่ีโพรบซ่ึงจบักับดีเอ็นเอแม่แบบท่ีมีเบสคู่สมกัน

ทั้งหมด (perfect match) โพรบดงักล่าวจะหลุดตวัออกจากดีเอน็เอแม่แบบในช่วงอุณหภูมิท่ีสูงกวา่  
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ภาพท่ี 8 การใชโ้พรบติดฉลากแบบไฮบริดไดเซชัน่ เพื่อตรวจวดัผลผลิตพีซีอาร์ในช่วงดีเนเจอเรชนั

จะไม่เกิด FRET ข้ึน เม่ือปฏิกิริยาดาํเนินถึงช่วงอะนีลลิง (annealing) จะเกิด FRET ข้ึน สามารถ

ตรวจวดัสัญญาณการเรืองแสงได ้(90)  

 

8.2.2 ตรวจสอบดว้ยโพรบติดฉลากแบบไฮโดรไลสิสหรือแทคแมน (Hydrolysis 

probe, Tagman probe) (93) 

เป็นวธีิท่ีใชโ้พรบเส้นเดียว โดยปลาย 5’ ของโพรบจะติดฉลาก Reporter dye ท่ีมีแสงฟลูออ

เรสเซนส์และภายในสายโพรบห่างจาก Reporter dye ไม่เกิน 5 เบสแพร์จะติดฉลากดว้ย Quencher 

dye ซ่ึง Quencher dye น้ี ทาํให้ Reporter dye ไม่สามารถเรืองแสงได ้เม่ือเกิดการไฮบริดไดเซชัน่

และ Reporter dye ถูกกระตุน้ดว้ยแสง จะถ่ายเทพลงังานผา่นไปให้ Quencher dye (FRET) และเม่ือ

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมเรสเขา้สู่ช่วงสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ให้ยาวข้ึน (elongation) เอนไซมแ์ทค  โพลี

เมอเรส จะทาํการสร้างสายดีเอ็นเอมาจนถึงบริเวณท่ี โพรบแทคแมนเกาะอยู่ โดยปลาย 5’ ของ

เอนไซมแ์ทค  โพลีเมอเรส ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็น exonuclease ก็จะย่อยโพรบ ทาํให้ Reporter dye 

หลุดออกจาก Quencher dye และคายพลงังานออกมาในรูปแสงได้เม่ือถูกการกระตุน้ด้วยแสง

พลงังานสูง เอนไซม์แทค  โพลีเมอเรสจะย่อยเฉพาะโพรบท่ีสามารถเขา้จบัคู่แบบคู่สมกบัดีเอ็นเอ

แม่แบบเท่านั้น ดงันั้นวิธีน้ีจึงมีความจาํเพาะสูงมาก อย่างไรก็ตามอุณหภูมิในปฏิกิริยาตอ้งมีความ

เหมาะสมเพื่อยืนยนัการจบัระหว่างโพรบกบัดีเอ็นเอแม่แบบ โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสําหรับโพ

รบแทคแมน ในช่วงอะนีลลิงและโพลีเมอเรส คือ 70 องศาเซนเซียสและ 60-62 องศาเซนเซียส 

ตามลาํดบั กรณีหลงันั้นเพื่อยืนยนัการจบัระหว่างโพรบกบัดีเอ็นเอแม่แบบระหวา่งขั้นเอ็กเทนชนั 

ดงัแสดงในภาพท่ี 8 
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ภาพท่ี 8 โพรบติดฉลากแบบไฮโดรไลสิสหรือแทคแมน เป็นโพรบติดฉลาก fluorochrome 2 ชนิด 

คือ Reporter dye และ Quencher dye เม่ือสายโพรบถูกยอ่ย (hydrolyse) ดว้ยเอนไซมแ์ทค ดีเอ็นเอ  

โพลีเมอเรส (Taq DNA polymerase) Reporter dye จะถูกปลดปล่อยใหเ้ป็นอิสระและสามารถถูก

กระตุน้ใหค้ายพลงังานออกมาในรูปของแสง fluorescence ได ้ 

8.2.3 ตรวจสอบดว้ยโพรบติดฉลากแบบโมเลกุลบีคอน (Molecular Beacons) 

(94) 

โมเลกุลบีคอนเป็นโพรบท่ีมีลกัษณะโคง้งอคลา้ยก๊ิบหนีบผม (hair pin loop) ประกอบดว้ย

ส่วนกา้น (stem) และส่วนวง (loop structure) ส่วนของวงมีเบสคู่สมกบัดีเอ็นเอแม่แบบ ส่วนของ

กา้นจะยึดติดกนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจนประมาณ 5-7 นิวคลีโอไทด์ และมีคู่เบส G และ C มาก ปลาย

ส่วน 5’ จะมี reporter dye ท่ีมีแสงฟลูออเรสเซนส์ และ 3’ มี Quencher dye ติดอยู ่การสร้างพนัธะ

ไฮโดรเจนระหวา่งเบสเป็นผลใหป้ลาย 3’ และ5’ เขา้ใกลก้นัมาก ดงันั้น reporter dye จึงเกิดการ

ถ่ายทอดพลงังานให้กบั Quencher dye (FRET) จึงไม่เกิดการเรืองแสง เม่ือโมเลกุลบีคอนส่วนวง

จบัคู่แบบคู่สมกบัดีเอน็เอแม่แบบ ส่วนกา้นจะถูกสลายไปทาํให้ส่วนของ reporter dye แยกออกจาก

ส่วนของ Quencher dye จึงเกิดการเรืองแสงข้ึนไดเ้ม่ือถูกกระตุน้ดว้ยแสงพลงังานสูงดงัแสดงใน

ภาพท่ี 9 หากดีเอ็นเอแม่แบบไม่มีคู่เบสท่ีสามารถจบัโมเลกุลบีคอนได ้ก็จะไม่เกิดการไฮบริดได

เซชัน่ข้ึน เน่ืองจากคุณสมบติัทางจลศาสตร์ของโมเลกุลบีคอนทาํให้ชอบอยู่ในรูปโคง้งอมากกว่า 

ดงันั้นปัญหาของโมเลกุลบีคอนคือการออกแบบโพรบท่ีเหมาะสมโดยเฉพาะบริเวณกา้นจะตอ้งมี

ความแข็งแรงเพื่อให้มัน่ใจว่าทั้ง reporter dye และ Quencher dye อยู่ในตาํแหน่งท่ีใกลก้นัและ

สามารถถ่ายทอดพลงังานให้แก่กนัได้ การจบัคู่ของโมเลกุลบีคอนและดีเอ็นเอแม่แบบสามารถ
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เกิดข้ึนใหม่ในทุกรอบของอะนีลลิงและปริมาณการเรืองแสงท่ีเกิดข้ึนเป็นการบ่งบอกถึงปริมาณดี

เอน็เอท่ีเพิ่มข้ึนในแต่ละรอบของปฏิกิริยานัน่เอง 

 

                                                     
 

ภาพท่ี 9 โมเลกุลบีคอน เม่ือโมเลกุลบีคอนยงัไม่เกาะกบัดีเอ็นเอเป้าหมาย ปลาย 5’ และ 3’ ท่ีติด

ฉลากดว้ย reporter และ quencher dye จะอยูชิ่ดกนัจน quencher dye สามารถดูดพลงังานจาก 

reporter dye แต่เม่ือเกิดการไฮโดรไลเซชัน่ข้ึน reporter และ quencher dye จะอยูห่่างกนัทาํให ้

reporter dye สามารถเรืองแสงได ้ 

หลงัจากการทาํ เรียล ไทม ์ โพลีเมอเรส เชน รีแอคชัน่ เสร็จส้ินขอ้มูลจะถูกนาํไป

ประมวลผลดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ของเคร่ือง และแสดงผลออกมา โดยทัว่ไปจะมีการแสดง

กราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งอุณหภูมิและและเวลาท่ีใชใ้นแต่ละรอบ (cycle) รวมถึงกราฟแสดง

ระดบัความเขม้แสงท่ีเปล่ียนแปลงในแต่ละรอบพีซีอาร์แบบเรียล ไทม ์การคาํนวณหาปริมาณตั้งตน้

ของดีเอน็เอเป้าหมายจากตวัอยา่ง สามารถทาํไดโ้ดยใชดี้เอ็นเอมาตรฐานท่ีทราบปริมาณ มาเพิ่ม

ปริมาณสารพนัธุกรรมควบคู่กบัดีเอน็เอเป้าหมาย นาํขอ้มูลท่ีไดจ้ากกลุ่มของดีเอน็เอมาตรฐานไป

สร้างเป็นกราฟมาตรฐาน (calibration curve) เพื่อคาํนวณหาปริมาณของดีเอน็เอเป้าหมายตั้งตน้ ซ่ึง

วธีิน้ีเป็นการวดัผลเชิงปริมาณแบบ absolute quantification ซ่ึงความน่าเช่ือถือจะข้ึนกบั

ประสิทธิภาพในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีถูกตอ้ง (identical amplification efficiency) ของดีเอน็เอ

เป้าหมายและดีเอ็นเอมาตรฐาน ส่วนการวดัผลเชิงปริมาณแบบ relative quantification จะวดัการ
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เปล่ียนแปลงการแสดงออกของดีเอน็เอเป้าหมายเปรียบเทียบกบั housekeeping gene (reference, 

control gene)โดยไม่ตอ้งมีกราฟมาตรฐาน ในปัจจุบนัการตรวจหาปริมาณตั้งตน้ของดีเอ็นเอ

เป้าหมาย ดว้ยวธีิพีซีอาร์แบบเรียล ไทม ์ เป็นเทคโนโลยท่ีีมี Dynamic range และความไว 

(sensitivity) สูง โดยสามารถตรวจวดัดีเอน็เอเป้าหมายปริมาณไม่ก่ีโมเลกุลไปจนถึงระดบัลา้น

โมเลกุลไดโ้ดยไม่ตอ้งเพิ่มความเขม้ขน้ (concentration) หรือเจือจางดีเอ็นเอตั้งตน้ ทาํใหมี้ความ

สะดวกและประหยดัเวลาในการทาํการวเิคราะห์ (95) 

9. วธีิเอม็ทีท ี(MTT assay) 

วธีิเอม็ทีที (3-(4,5-dimethylthaiazol-2-yl)-2,3-diphenyl tetrazolium bromide) มีหลกัการคือเป็น

การวดัจาํนวนเซลลท่ี์ยงัมีชีวติ (96, 97) โดยวดัจากการทาํงานของเอนไซมท่ี์ใชใ้นการหายใจระดบั

เซลลใ์นไมโทคอนเดรีย (mitochondrial succinic  dehydrogenase activity) ซ่ึงเซลลท่ี์มีชีวติจะมีการ

ทาํงานของวฏัจกัรเครบส์ (Krebs cycle) ในไมโทคอนเดรียโดยผา่นการเมทาโบลิซึม(metabolic 

pathway) เพื่อสังเคราะห์อะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (adenosine triphosphate,ATP) จากคาร์โบไฮเดรส 

โปรตีนและไขมนั โดยการเปล่ียนจากซกัซิเนต1 (succinate) ไปเป็นฟูมาเรต1 (fumarate) ดว้ยเอนไซม์

ซกัซินิก1 ดีไฮโดรจีเนส (succinic dehydrogenase,SDH) และฟลาวนิ นิวคลีโอไทด์ (flavin adenine 

dinucleotide, FAD) เป็นตวัท่ีทาํใหป้ฏิกิริยารีดกัชัน่ (reduction) น้ีสมบูรณ์โดยเม่ือรับโปรตอนและ

อิเลคตรอนจะอยูใ่นรูป FADH2 ซ่ึง FADH2 สามารถเปล่ียนเกลือเตทตราโซเลียม (tetrazolium salt) 

ไปเป็นฟอร์มาซาน (formazan)  ท่ีมีสีนํ้าเงินหรือสีม่วง และตกตะกอนในไมโทคอนเดรีย ซ่ึงการ

ทดสอบน้ีตอ้งการซกัซิเนต1เป็นตวัตั้งตน้ เม่ือปฏิกิริยาสมบูรณ์มีผลทาํใหมี้การเปล่ียนจากสีเหลือง

ของเอม็ทีทีไปเป็นสีนํ้าเงินหรือสีม่วงของฟอร์มาซาน และระดบัของการเปล่ียนสีเป็นสัดส่วน

โดยตรงกบัการทาํปฏิกิริยารีดกัชัน่ของเอนไซมข์องเกลือเตทตราโซเลียม ซ่ึงตะกอนหรือผลึกของ

ฟอร์มาซานสามารถละลายในไดเมททิล ซลัฟอกไซดห์รือดีเอม็เอสโอ (dimethyl sulfoxide, 

DMSO)  หลงัจากนั้นจึงทาํการวดัหาปริมาณฟอร์มาซานท่ีเกิดข้ึนโดยการวดัค่าดูดกลืนแสงหรือโอ

ดี (optical density, OD)  ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร ค่าท่ีอ่านไดจ้ะบอกการทาํงานของ

เอนไซมท่ี์ใชใ้นการหายใจระดบัเซลลใ์นไมโทคอนเดรียและเซลลท่ี์มีชีวติ 

10. การวดัปริมาณโปรตีนโดย Lowry-Folin Method(98)  

การวดัปริมาณโปรตีนโดย Lowry-Folin Method เป็นการวดัปริมาณโปรตีนท่ีใชอ้ยา่ง

แพร่หลาย มีหลกัการ คือ โปรตีนประกอบดว้ย กรดอะมิโนต่อกนัดว้ยพนัธะเปปไทด ์ดงันั้นการวดั

จาํนวนของพนัธะเปปไทด์ จึงสะทอ้นปริมาณของโปรตีนโดยตรง  โดยโปรตีนจะละลายใน

สารละลายอลัคาไล (alkali) ซ่ึงมีคอปเปอร์ ไอออน (Copper ion) และเกิดเป็น อโรมาทิก อะมิโน 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9F%E0%B8%B9%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
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แอซิด (aromatic amino acids) และปฏิกิริยาท่ี 2 เกิดข้ึนเม่ือเติมสารละลายโฟลิน (folin) จะไดฟ้อส

โฟโมลิบเดทฟอสโฟทงัสติก แอซิด (phosphomolybdatephosphotungstic acid) ซ่ึงสีท่ีเกิดข้ึนเป็นสี

นํ้าเงิน วดัท่ีความยาวคล่ืน 750 nm และนาํค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีนท่ีตอ้งการรู้ ไป

เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน โดยแกนนอนของกราฟ คือ ความเขม้ขน้ของสารละลายโปรตีน

มาตรฐาน โดยใช ้ โบวาย ซีรัม อลับูมิน (Bovine serum albumin) บริสุทธ์ิ และแกนตั้งคือ ค่าการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายโปรตีน 
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บทที ่3 

วธีิการดําเนินการวจิัย 

 

 

1. การออกแบบการวจัิย 

งานวจิยัน้ีเป็นงานวิจยัเชิงทดลอง (experimental research) เป็นการศึกษาในห้องปฏิบติัการ 

โดยแบ่งการศึกษาเป็น 2 กลุ่มดงัน้ี  

1.1 กลุ่มทดลอง  

1.1.1 ศึกษาผลการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีในเซลลส์ร้างกระดูก

ปฐมภูมิของมนุษยท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส  

1.1.2 ศึกษาผลการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีในเซลลส์ร้างกระดูก

ปฐมภูมิของมนุษย ์เม่ือใส่สารสกดัจากใบข่อย 

1.1.3 ศึกษาผลการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีในเซลลส์ร้างกระดูก

ปฐมภูมิของมนุษยท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยส่วนผสมของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของ

เช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส  และสารสกดัจากใบข่อย 

1.2 กลุ่มควบคุม    

1.2.1 ศึกษาผลการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีในเซลลส์ร้างกระดูก

ปฐมภูมิของมนุษย ์

ตวัแปรตน้คือข่อย ส่วนตวัแปรตาม คือปริมาณการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและจีนโอพี 

จีในเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์ 

2. กลุ่มตัวอย่าง 

เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยท่ี์ใช้ในการศึกษาน้ีนาํมาจากอาสาสมคัร 4 คน โดย

อาสาสมคัรเป็นผูท่ี้เขา้รับการรักษาดว้ยการทาํศลัยกรรมกระดูกขากรรไกรร่วมกบัการจดัฟัน โดยนาํ

กระดูกพรุน (cancellous bone) มาจากกระดูกขากรรไกรล่างในบริเวณท่ีเป็นตาํแหน่งผ่าตดั 

(osteomy)  มีขนาดประมาณ 1x1x1 เซนติเมตร 

ขอ้พิจารณาในการคดัเลือกอาสาสมคัร (inclusion  criteria) 

1. สุขภาพแขง็แรง (ASA class I)  
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2. อายรุะหวา่ง 18-40 ปี ท่ีทาํศลัยกรรมกระดูกขากรรไกรร่วมกบัการจดัฟัน 

3. ยนิยอมเขา้ร่วมโครงการ 

ขอ้พิจารณาในการคดัออกของอาสาสมคัร (exclusion  criteria) 

1. มีโรคทางระบบ มีความวกิารบนใบหนา้และขากรรไกรท่ีเกิดจากโรคทางพนัธุกรรม

เช่น ปากแหวง่เพดานโหว ่

2. มีพยาธิสภาพของกระดูกขากรรไกรบนหรือล่าง เช่น การติดเช้ือ 

3. ไดรั้บยาปฏิชีวนะภายใน 1 เดือน เช่น ยาเตตราซยัคลิน (tetracycline) 

 

3. เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในการวจัิย 

3.1 สารเคมี 

3.1.1 อาหารเล้ียงเซลลดี์เอม็อีเอม็ (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 

DMEM) (Gibco, NY, USA.) 

3.1.2 ยาปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ 10,000 ยนิูตของเพนนิซิลลิน (penicillin) /สเตรปโตไม

ซิน และซิปโปรฟอกซาซิน (ciprofloxacin) (Sigma chemical  Co., MO, 

USA) 

3.1.3 แอล กลูตามีน (L-glutamine) (Gibco, NY, U.S.A.) 

3.1.4 ฟีตลั โบวาย ซีรัม หรือเอฟบีเอส (Fetal bovine serum, FBS) (Sigma 

chemical  Co., MO, USA) 

3.1.5 ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ หรือพีบีเอส (phosphate buffer saline, PBS) 

3.1.6 ทริปซินและเอดตา้ (Trypsin with ethylene diamine tetraacetic acid; 

EDTA) (Biochrom AG, Berlin, Germany) 

3.1.7 อาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ผสมเลือด (Blood agar base) (Becton, Dickinson 

and company, Le Pont de Claix, France) 

3.1.8 อาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลวไทโอไกลโคเลต (Thioglycollate medium 

without indicator) (Hispanlab, S.A., Madrid, Spain) 

3.1.9 ฮีมิน (Hemin), วติตามิน เค(vitamin K), โซเดียม ไฮโดรเจน คาร์บอเนต 

(NaHCO3) 

3.1.10 สารสกดัจากใบข่อย 

3.1.11 เมทิลไทอาโซลเตตตราโซเลียมโบรไมด ์หรือเอม็ทีที (methyl thiazol 

tetrazolium bromide, MTT) (Gibco, NY, .SA) 



34 
 

3.1.12 ไดเมททิลซลัฟอกไซด ์หรือดีเอม็เอสโอ (Dimethyl sulphoxide, DMSO) 

3.1.13 ไตรซอล (Trizol) (Gibco, NY, USA) 

3.1.14 คลอโรฟอร์ม (Chloroform) (Sigma chemical  Co., MO, USA) 

3.1.15  ไอโซโพรพิล แอลกอฮอล ์(Isopropyl alcohol) (Sigma chemical  Co., MO, 

USA) 

3.1.16  ไดเอททิลไพโรคาร์บอเนต หรือเดฟซี (Diethylpyrocarbonate, DEPC) 

(Sigma chemical  Co., MO, USA) 

3.1.17 เจลอะกาโรส (Agar rose gel)  (Bio-rad, Spain) 

3.1.18 ชุดทาํ RT รุ่น Improm-II TM Reverse transcription system  (promega 

corporation, Madison, USA) 

3.1.19 ชุดทาํ PCR รุ่น Go Taq® Green Master Mix(promega corporation, 

Madison, USA) และ Taqman®(life technologies, USA) 

3.1.20 โอลิโกนิวคลีโอไทด ์ไพรเมอร์ (Oligonucleotide primers)ท่ีใชไ้ดแ้ก่ 

อินเตอร์ลิวคิน 1 เบตา้ (IL-1β) รันซ์ 2 (RUNX2) จีนจีเอพีดีเอส (GAPDH) 

3.1.21 ลีวามิโซน (levamisol) (Sigma chemical  Co., MO, USA) 

3.1.22 โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 

3.1.23 ทริส โปรแตสเซียมคลอไรด ์(Tris KCl) 

3.1.24 แมกนีเซียมไดคลอไรด ์(MgCl2) 

3.1.25 ทวนี 20 (Tween 20) 

3.1.26 NBT/BCIP (Sigma chemical  Co., MO, USA) 

 

3.2 วสัดุอุปกรณ์ 

3.2.1 หลอดทดลอง (test tube) ขนาด 1.5 (eppendorf), 15, 20, 50 มิลลิลิตรและ

พีซีอาร์ทิวบ ์(PCR Tube) 

3.2.2 กระดาษกรอง 0.45 ไมโครเมตร 

3.2.3 จานเพาะเช้ือ (petridishes)  

3.2.4 ขวดทดลองขนาด 1,000 มิลลิลิตร 

3.2.5 ผา้กรอง 

3.2.6 ฟลาสค ์(Flask) ขนาด 25,75 ตารางเซนติเมตร 

3.2.7 ถาดหลุม (well plate) ขนาด 6, 24, 96 หลุมในหน่ึงเพลท 
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3.2.8 ไมโครปิเปต (micro pipette) ขนาด 1,000 100 และ1-10 ไมโครลิตร 

3.2.9 ตูบ้่ม (incubator) (Sheldon Manufactory Inc., Oregon, Australia) 

3.2.10 เคร่ืองทาํใหแ้ตกสลายดว้ยคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (Ultrasonic disintegrator) 

(MSE Ltd., London, UK) 

3.2.11 กลอ้งจุลทรรศน์ (light microscope) (Nikon, NY, USA) 

3.2.12 โรตา้ อีแวบโพเรเตอร์ (Rotar evapolator) (Tokyo.Rikakikai Co.,Ltd, 

Tokyo, Japan) 

3.2.13 เคร่ืองอบแหง้ดว้ยความเยน็ (lyophilizer) (Martin Christ 

Gefriertrockhungsanlagen GmbH, OS terode am Harz, Germany) 

3.2.14 ถงัทาํความเยน็ดว้ยไนโตรเจนเหลว (Liquid Nitrogen Freezer) 

3.2.15 กลอ้งจุลทรรศน์แบบอินเวอร์เทด (Inverted Microscope) (Carl Zeiss 

Microscopy, Oberkochen, Germany) 

3.2.16 หมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) (Sturdy industrial Co., Ltd, Taibei, 

Taiwan ) 

3.2.17 เคร่ืองป่ันเหวีย่งความเร็วสูง (MPW. Med. Instrument, Warsow, Poland) 

3.2.18 ฮีโมไซโตมิเตอร์ (hemocytometer)  

3.2.19 เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) (Thermo fisher 

Scientific  Microplate Instrumentation, Vantaa, Finland) 

3.2.20 เคร่ืองยวู ีสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (UV spectrophotometer) (Beckman 

Coulter, Inc., California, U.S.A.) 

3.2.21 เคร่ืองชัง่สารไฟฟ้า (balance) (Ohaus Corporation, N.Y., U.S.A.) 

3.2.22 เคร่ืองเขยา่ (vortex) (Daigger & company, Illinois, USA) 

3.2.23 เคร่ืองเขยา่สาร (shaker) (Daigger & company, Illinois, USA) 

3.2.24 ตูก้รองอากาศบริสุทธ์ิแบบBiohazard Class II (Lamina flow hood) (AES 

Environmental Pty.Ltd, Austeria) 

 

 

 

4.  วธีิการวจัิย 

4.1 ขั้นตอนการเตรียมการ 
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4.1.1 การเตรียมเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

ในการเล้ียงเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ในการศึกษาน้ีใช้อาหารเล้ียงเซลล์

มาตรฐาน ท่ีมีส่วนผสมดงัต่อไปน้ี คือ อาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มซ่ึงผสมยาปฏิชีวนะ (เพนนิซิล

ลิน/สเตรปโตไมซินร้อยละ 4) และแอล-กลูตามีนร้อยละ 1และฟีตลั โบวาย ซีรัม หรือเอฟบีเอสร้อย

ละ 15 (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ก) สําหรับอาหารเล้ียงเซลล์สูตรแยกเซลล์สร้างกระดูก ผสมโดย

มีอาหารเล้ียงเซลลดี์เอม็อีเอม็ และยาปฏิชีวนะ (เพนนิซิลลิน/สเตรปโตไมซินร้อยละ 4 และซิปโปร 

ฟอกซาซินร้อยละ2) และแอล-กลูตามีนร้อยละ 1และฟีตลั โบวาย ซีรัม หรือเอฟบีเอสร้อยละ 15  

ส่วนสูตรอ่ืนๆ จะไดแ้จงรายละเอียดตามแต่ละขั้นตอน 

นาํกระดูกพรุนท่ีไดจ้ากอาสาสมคัรแช่ในอาหารเล้ียงเซลล์สูตรแยกเซลล์สร้างกระดูก และ

เร่ิมขั้นตอนการแยกเซลลภ์ายใน 24 ชัว่โมง ในหอ้งปฏิบติัการ 

กระบวนการเตรียมเซลลส์ร้างกระดูกทาํดงัต่อไปน้ี 

1. ลา้งกระดูกพรุนในหลอดทดลองด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์หรือพีบีเอส 

(phosphate buffer saline, PBS) ท่ีมีส่วนผสมของยาปฏิชีวนะ(เพนนิซิลลิน/

สเตรปโตไมซินร้อยละ 4 และซิปโปรฟอกซาซินร้อยละ2) 3 คร้ัง  

2. เติมอาหารเล้ียงเซลล์สูตรย่อยกระดูก 1 มิลลิลิตร ซ่ึงมีส่วนผสม คือ อาหาร

เล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม คอลาจีเนส (collagenase) 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

และดิสเปส 2 (dispase II) 4  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นาํใส่ในตูบ้่มท่ี 37 องศา

เซลเซียสซ่ึงมีคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 นาน 30 นาที  

3. เม่ือครบ 30 นาทีแลว้ดูดส่วนนํ้าใส (supernatant) แรกทิ้ง  

4. ใส่อาหารเล้ียงเซลลสู์ตรยอ่ยกระดูก 1 มิลลิลิตรอีกคร้ัง นาํเขา้ตูบ้่มอีก 30 นาที  

5. เม่ือครบ 30 นาทีดูดนํ้ าใสส่วนท่ี 2 ใส่อีกหลอดทดลองหน่ึงซ่ึงมีขนาด 1.5 

มิลลิลิตร แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 250 g อุณหภูมิ  15 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 

10 นาที จะพบเซลลต์กตะกอนท่ีกน้หลอดทดลอง 

6. ดูดสารละลายในหลอดทดลองส่วนบนออก แลว้เติมอาหารเล้ียงเซลล์สูตร

แยกเซลลส์ร้างกระดูก 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการดูดข้ึน-ลง 

7. นาํเซลล์ทั้งหมดในหลอดทดลองไปหวา่นใส่ในถาดหลุมขนาด 24 หลุม (24 

well plate)   

8. ส่วนช้ินกระดูกพรุนท่ีเหลือในหลอดทดลองในข้อ 5 จะถูกนํามาย่อยต่อ

เพื่อใหไ้ดเ้ซลลส์ร้างกระดูกเพิ่มข้ึนโดยใส่อาหารเล้ียงเซลล์สูตรยอ่ยกระดูก 1 

มิลลิลิตร ทาํซํ้ าตามกระบวนการในขอ้ 4-7 อีก  5 คร้ัง 
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9. เม่ือหว่านเซลล์จากหลอดทดลองในแต่ละคร้ังใส่ในถาดหลุมจนกระทัง่ครบ

ทั้ง  6 หลุม แลว้นาํถาดหลุมใส่ในตูบ้่ม เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์สูตรแยกเซลล์

สร้างกระดูกทุกๆ 2 วนั เป็นเวลา 8 วนั จากนั้นเปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลล์

มาตรฐานทุก 3 วนั  

ติดตามการเจริญเติบโตของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบอินเวอร์เทด (Inverted 

Microscope)  เม่ือเซลล์สร้างกระดูกในถาดหลุมมีปริมาณร้อยละ 90 ทาํการแยกเซลล์ออกจาก

ภาชนะเดิมโดยใช้เอนไซน์ทริปซิน (trypsinization) (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ข)  การคาํนวณ

จาํนวนเซลลท์าํโดยนาํเซลลท่ี์แขวนลอยในอาหารเล้ียงเซลลม์านบัจาํนวนเซลล์บนฮีโมไซโทมิเตอร์ 

(ดูรายละเอียดในภาคผนวก ค) ก่อนนาํเซลลเ์ล้ียงในภาชนะใหม่โดยให้มีเซลล์จาํนวน 50,000 เซลล์

ต่อตารางเซนติเมตร ใชเ้ซลลใ์นพาสเซจท่ี 3-7 เท่านั้น ในการทดลองขั้นต่อไปเพื่อควบคุมให้เซลล์มี

การเจริญเติบโตและพฒันาท่ีอยูใ่นช่วงเดียวกนัตลอดการทดลอง 

 

4.1.2 การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

แมว้่าอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีใช้ในการศึกษาน้ี จะมีความจาํเพาะต่อการเจริญเติบโตของเซลล์

สร้างกระดูก  แต่เน่ืองจากเป็นการแยกเซลล์จากเน้ือเยื่อมนุษยเ์ป็นคร้ังแรกในห้องปฏิบติัการ  จึง

ควรทาํการพิสูจน์เอกลกัษณ์เพื่อยืนยนัชนิดของเซลล์ท่ีแยกได้  และเป็นการแสดงว่าเซลล์สร้าง

กระดูกท่ีแยกไดส้ามารถมีพฒันาการปกติในสภาวะจาํลองท่ีเพาะเล้ียง การพิสูจน์วา่เป็นเซลล์สร้าง

กระดูกทาํโดยการกระตุน้พฒันาการในระยะต่างๆ ของการ differentiation ไดแ้ก่  

1. การแสดงออกของจีนรันซ์ 2 (RUNX2)  

เซลล์สร้างกระดูกมีการแสดงออกของจีนจาํเพาะต่อการสร้างกระดูก ไดแ้ก่ จีนรันซ์ 2 ซ่ึง

เป็นระยะเร่ิมตน้ของการพฒันา (early differentiation) ในการตรวจหาการแสดงออกของจีนรันซ์ 2

ทาํโดยเล้ียงเซลล์ความหนาแน่น 5x105 เซลล์ในถาดหลุมขนาด 6 หลุมเป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้น

เติมสารท่ีกระตุ้นให้เซลล์พฒันา ได้แก่ แอล-แอสคอบิก แอซิด 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และเบตา้ กลีเซอโรฟอสเฟต 10 มิลลิโมล่าร์ แลว้เพาะเล้ียงต่อเป็นเวลา 6 วนั (49) บ่มในตูบ้่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เปล่ียนอาหารทุกๆ 3 วนั จากนั้น

ทดสอบโดยแยกอาร์เอน็เอจากเซลลโ์ดยวธีิฟีนอล-คลอโรฟอร์ม (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ง) แลว้

นาํอาร์เอ็นเอท่ีไดไ้ปผา่นกระบวนการรีเวอร์สทรานสคริปชัน่โดยวิธี เอนไซม ์รีเวอรซ์ทรานสคริป

เทส จาก เอ็มเอ็มแอลวี (Moloney Murine Leukemia Virus; MMLV) และใชไ้พร์เมอร์ เฮกซาเมอร์ 

(hexamer)  เพื่อให้ไดซี้ดีเอ็นเอ (ดูรายละเอียดในภาคผนวก จ) จากนั้นจึงนาํซีดีเอ็นเอไปหาการ

แสดงออกของจีนรันซ์ 2 โดยวิธีพีซีอาร์ (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ฉ) และมีจีนจีเอพีดีเอส 
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(GAPDH) เป็นตวัควบคุมภายใน  โดยใชอุ้ณหภูมิ annealing 62 องศาเซลเซียส 30 รอบ (cycle)(99) 

ลาํดบัเบสของไพรเมอร์แสดงดงัตารางท่ี 1  และรายละเอียดของกระบวนการท่ีใช้ในการหาการ

แสดงออกของจีนดงัตารางท่ี 2 

2. การสร้างอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase)  

เซลล์สร้างกระดูกมีการสร้างอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส แสดงถึงระยะเร่ิมตน้ของการพฒันา 

(early differentiation) ในการตรวจหาอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตสทาํโดยเล้ียงเซลล์ความหนาแน่น 

1.2x105 เซลล์ในถาดหลุมขนาด 24 หลุมเป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเติมสารกระตุน้ไดแ้ก่ 

แอล-แอสคอบิก แอซิด 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เบตา้ กลีเซอโรฟอสเฟต 10 มิลลิโมล่าร์แลว้

เพาะเล้ียงเซลล์ต่อเป็นเวลา 7 วนั(49) ทดสอบโดยใช้สารตั้งตน้ nitro-blue tetrazolium and 5-

bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate (NBT-BCIP) ซ่ึงทาํปฏิกิริยากับเอ็นไซม์ อลัคาไลน์ ฟอสฟา

เตส ไดเ้ป็นสารสีม่วงภายในเซลล ์  

วธีิการทดสอบ 

1)  เตรียมอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส บฟัเฟอร์ (Alkaline phosphatase buffer, 

NTMT buffer) 20 มิลลิลิตร โดยใหมี้ส่วนประกอบของสารต่างๆ ดงัน้ี 

   5M NaCl                        400 ไมโครลิตร 

   Tris KCl pH 9.5                 1 มิลลิลิตร 

   2M MgCl2                     500 ไมโครลิตร 

   Tween 20                      100 ไมโครลิตร 

   dH2O                               18  มิลลิลิตร 

2)  ทาํการ fix เซลล์ในถาดหลุมซ่ึงเพาะเล้ียงเป็นเวลา 8 วนัแล้ว โดยใช้

สารละลายเมทานอล ต่อ อะซิโตนในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

3)  ดูดสาร fix เซลล์ออก เติมสารละลาย NTMT buffer ในกลุ่มทดลองเป็น

เวลา 10 นาที สําหรับกลุ่มควบคุมลบเติมสารละลาย levamisol เขม้ขน้ 

0.0048 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีละลายใน NTMT buffer เป็นเวลา 10 นาที   

4)  ดูดสารละลาย buffer ออก เติมสารละลาย NBT/BCIP  บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 

เป็น 20 นาที จนเห็นเซลลติ์ดเป็นสีม่วง 

5)  ดูดสารละลาย NBT/BCIP ออก เติมนํ้าเพื่อหยดุปฏิกิริยาก่อนนาํไปถ่ายภาพ 

 

4.1.3 การเตรียมส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 
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นาํเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส สายพนัธ์ุ W50 เล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ผสม

เลือด (blood agar) ในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน (anaerobic jar) โดยลกัษณะโคโลนีมีสีดาํมนัและ

เหมือนกนัทั้งจานเพาะเล้ียง ทาํการเตรียมส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

ตามขั้นตอนดงัน้ี 

1. นาํเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือมา 1 โคโลนี ใส่ในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ

ชนิดเหลวไทโอไกลโคเลต (Thioglycollate medium without indicator) ซ่ึง

เติมฮีมินและวติามิน เค  

2. นาํหลอดทดลองไปบ่มในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 3 วนั จากนั้นนาํเช้ือร้อยละ 2 ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด

เหลวหลอดใหม่เล้ียงต่ออีก 3 วนัใหขุ้่นในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน 

3. หลงัจาก 3 วนัเก็บเช้ือดว้ยการป่ันเหวีย่งในพีบีเอสท่ี 10,000 g อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

4. นาํสารละลายส่วนบนทิ้ง เติมพีบีเอสเขา้ไปใหม่ใหมี้ค่าดูดกลืนแสงหรือโอดี 

(OD) ใกลเ้คียง 1  

5. นาํสารละลายไปยอ้มแกรมและดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เพื่อสังเกตลกัษณะเช้ือ

ก่อนทาํใหเ้ช้ือแตก แลว้แบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ 10 มิลลิลิตร 

6. ทาํใหเ้ช้ือแตกดว้ยคล่ืนเสียงความถ่ีสูงท่ีตั้งแอมพิจูล (Amplitude) เป็น 20 

ไมครอน นาน 2 นาที พกั 1 นาทีในแต่ละรอบ โดยขณะทาํใหท้าํบนนํ้าแขง็ 

เม่ือครบ 15 นาที นาํสารละลายของเช้ือในหลอดไปยอ้มสีแกรมเพื่อดูปริมาณ

การแตกของเซลล ์ โดยเซลลข์องเช้ือท่ีนาํไปใชต้อ้งมีปริมาณการแตกของ

เซลลป์ระมาณร้อยละ 80  

7. นาํเช้ือท่ีมีปริมาณการแตกประมาณร้อยละ 80 ไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 g 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  

8. นาํเฉพาะส่วนนํ้าใสมากรองผา่นกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร  

9. หาความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยวธีิของ Lowry (98)  

10. นาํสารละลายของเช้ือท่ีถูกทาํใหแ้ตกตวัเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียสจนกวา่จะ

นาํมาทดสอบ 
 

4.1.4 การทดสอบคุณภาพของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิ

วาลิส  
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นาํส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ไปทดสอบกบัเซลลโ์มโนไซด ์

(THP-1) เพื่อดูการแสดงออกของจีนอินเตอร์ลิวคิน-1เบตา้ โดยแบ่งกลุ่มการทดลองเป็น 2 กลุ่ม  มี

ขั้นตอนดงัน้ี 

ก. กลุ่มทดลอง: เซลล์โมโนไซด์ท่ีเติมส่วนสกัดเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส 

ข. กลุ่มควบคุม: เซลลโ์มโนไซด ์

นาํเซลลน์าํเซลลโ์มโนไซดจ์าํนวน 1x106 เซลลต่์อมิลลิลิตรใส่ในถาดหลุมท่ีมีจาํนวน6 หลุม 

จาํนวน 2 มิลลิลิตรและบ่มในตูบ้่ม 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 นาน 16 ชัว่โมง 

เม่ือครบเวลาดงักล่าวกลุ่มทดลองเติมส่วนสกัดเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

เขม้ขน้ 0.36 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรและบ่มในตู ้37 องศาเซลเซียสคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 

ต่ออีก 2 ชัว่โมง จากนั้นเก็บเซลล์ทั้งสองกลุ่มทดลองเพื่อแยกอาร์เอ็นเอจากเซลล์โดยวิธีฟีนอล-

คลอโรฟอร์ม (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ง) แลว้นาํอาร์เอ็นเอท่ีไดไ้ปผ่านกระบวนการรีเวอร์สท

รานสคริปชั่นโดยวิธี เอน์ไซม์ รีเวอรซ์ทรานสคริปเทส จาก เอ็มเอ็มแอลวี (Moloney Murine 

Leukemia Virus; MMLV) และใช้ไพร์เมอร์ เฮกซาเมอร์ (hexamer)  เพื่อให้ได้ซีดีเอ็นเอ (ดู

รายละเอียดในภาคผนวก จ) จากนั้นจึงนาํซีดีเอ็นเอไปหาการแสดงออกของจีนอินเตอร์ลิวคิน-1

เบตา้ โดยวิธีพีซีอาร์ (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ฉ) และมีจีนจีเอพีดีเอส (GAPDH) เป็นตวัควบคุม

ภายใน (ภาพท่ี 10) โดยใชอุ้ณหภูมิ annealing 56 องศาเซลเซียส 34 รอบ (22) ลาํดบัเบสของไพร

เมอร์แสดงดงัตารางท่ี 1  และรายละเอียดของกระบวนการท่ีใชใ้นการหาการแสดงออกของจีนดงั

ตารางท่ี 2  
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ตารางท่ี 1 แสดงโอลิโกนิวคลิโอไทด ์ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นกระบวนการพีซีอาร์  

 

Target mRNA Primer (5’-3’) Product 

size (bp) 

Annealing/ 

cycle 

Genbank 

accession 

number 

IL-1β (22) F:GACCTTCCAGGAGAATGACC 

R:GGCTTATCATCTTTCAACACG 

332 56 oC/33 NM 000576.2 

GAPDH (22) F:GTCATCATCTCTGCCCCCTCT 

R:CAGCCCCAGCGTCAAAGGTG 

544 59 oC/34 NM 002046.3 

RUNX2/ 

CBFA1 (99) 

F:CCCCACGACAACCGCACCAT 

R:CACTCCGGCCCACAAATC 

270 64oC /30 NM 004348.3 

 

ตารางท่ี 2 รายละเอียดของกระบวนการท่ีใชใ้นการหาการแสดงออกของจีน 

 

Process IL-1β GAPDH RUNX2 

Initial PCR 

activation 

3-step cycling: 

  Denaturation 

  Annealing 

  Extension 

Number of 

cycles 

Final extension 

 

94oC 3m 

 

 

94oC 35s 

56oC 35s 

72oC 45s 

34 

 

72oC 10m 

94oC 3m 

 

 

95oC 20s 

59oC 30s 

68oC 30s 

34 

 

68oC 10m 

94oC 3m 

 

 

95oC 30s 

62oC 30s 

68oC 30s 

30 

 

72oC 10m 
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                                               incubate 2 h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 10 แผนผงัแสดงการทดสอบคุณภาพของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิ

วาลิส  

 

4.1.5 การเตรียมสารสกดัจากใบข่อย 

เตรียมสารสกดัจากใบข่อยโดย 

1. ลา้งใบข่อยท่ีเก็บใหม่ใหส้ะอาด และตากใหแ้หง้ในร่มท่ีอุณหภูมิห้อง 

2. เม่ือแหง้สนิทนาํใบข่อยบดใหล้ะเอียด  

3. แช่ใบข่อยบดในเอธานอลท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 50 ในอตัราส่วนข่อยต่อ

สารละลายเอธานอล 1 กิโลกรัมต่อ 5 ลิตร เป็นเวลา 10 วนั กวนส่วนผสมน้ี 3 

คร้ังต่อวนั 

กลุ่มทดลอง กลุ่มควบคุม 

THP-1 + sonicated 

P. gingivalis 

THP-1 

การแสดงออกของจีน IL-1β 

reverse transcription system  

PCR 

extract RNA with phenol-chloroform 
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4. เม่ือครบ 10  วนั กรองส่วนผสมดงักล่าว เพื่อนาํส่วนกากและส่วนไม่ละลาย

ออกดว้ยผา้กรอง 2 ชั้น จาํนวน 2 รอบ 

5. นาํสารละลายท่ีไดม้าป่ันเหวี่ยงท่ี 3,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 นาทีเพื่อกาํจดัตะกอน  

6. หลงัจากนั้นระเหยเอทานอลดว้ยเคร่ืองกลัน่ระเหยสาร (rotar evaporator) ท่ี

อุณหภูมิ 55-62 องศาเซลเซียส  

7. ระเหิดแหง้โดยเคร่ืองไลโอฟิไลเซอร์ (lyophilizer) ซ่ึงจะไดส้ารสกดัสีเขียว

เขม้เกือบดาํเป็นผง  

8. นาํสารสกดัจากใบข่อยไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

เม่ือตอ้งการใชส้ารละลายจากสารสกดัใบข่อยนาํมาเตรียมตามขั้นตอนดงัน้ี 

1. ละลายสารสกดัข่อยในนํ้ากลัน่ใหเ้ขม้ขน้ 300 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรคนใหเ้ขา้

กนัเป็นเวลา 1 ชัว่โมง  

2. นาํสารละลายท่ีไดผ้า่นเคร่ืองเสียงความถ่ีสูงเป็นเวลา 15 นาทีเพื่อใหก้าร

ละลายสมบูรณ์ข้ึน  

3. จากนั้นนาํไปป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 20 นาที  

4. นาํสารละลายท่ีไดก้รองแบบหยาบในกระดาษกรองเบอร์ 1 แลว้ผา่นเคร่ือง

กรองขนาด 0.2 ไมครอนเพื่อใหป้ลอดเช้ือ  

5. เก็บสารละลายน้ีในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

แผนผงัการเตรียมเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์สารสกดัจากใบข่อย และส่วนสกดัเซลล์แตก

ของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส แสดงดงัภาพท่ี 11 
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ภาพท่ี 11 แผนผงัแสดงการเตรียมการทดลองเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์สารสกดัจากใบ

ข่อย และส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส  

 

 

เก็บกระดูกจาก

อาสาสมคัร 

osteoblast 

Passage 3rd-7th 

ทดสอบเอกลกัษณ์     

osteoblast 

-การแสดงออก

ของจีน RUNX2 

-การสร้าง 

alkaline 

phosphatase 

YES นาํไปทดลอง 

NO ทิ้ง 

การเตรียมสารสกดัจากใบข่อย sonicated    

 P gingivalis 
 

ทดสอบคุณภาพ 

sonicated             

P. gingivalis โดยดู

การแสดงออกของ

จีน IL-1β ใน 

THP-1 cell หลงั

ถูกกระตุน้ดว้ย 

sonicated             

P. gingivalis 
 

หาปริมาณโปรตีน

ดว้ยวธีิ Lowry 

YES นาํไปทดลอง 

NO ทิ้ง 
ละลายในนํ้ากลัน่ใหไ้ดค้วาม

เขม้ขน้ 300 mg/ml 

ข่อยบด 1 Kg แช่ใน

เอธานอลเขม้ขน้ร้อยละ 50 

5 ลิตรเป็นเวลา 10 วนั 

กรองดว้ยผา้ 2 ชั้น 2 คร้ัง 

ป่ันเหวีย่ง 3,000 rpm 4oC, 3 นาที 

ระเหยเอธานอลดว้ย rotor 

evaporator ท่ี 55-62oC 

lyophilizer 
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4.2 การทดลอง 

4.2.1 การทดสอบความเป็นพิษของสารต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์ 

สารท่ีตอ้งการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยแ์บ่งเป็น 3 กลุ่ม

คือ 

4.2.1.1 การทดสอบความเป็นพิษของเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์

เม่ือสัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส  

โดยแบ่งกลุ่มเป็น 

ก. กลุ่มทดลอง: เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดั

เซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ซ่ึงมีความเขม้ขน้ 15, 30, 60, 

90, 120, 150, 180 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

ข. กลุ่มควบคุม: 

- เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

- อาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไม่มีเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์ 

- เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ซ่ึงถูกทาํให้ตายด้วยไตรตัน เอ็กซ์ 

(Triton X) ร้อยละ 10 เป็นเวลา 30 นาที 

ทดสอบความเป็นพิษของส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ต่อเซลล์สร้าง

กระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์โดยนาํเซลล์ความหนาแน่น 2x104 เซลล์ต่อหลุมในถาดหลุมท่ีมี 96 หลุม 

ซ่ึงอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีใชเ้ป็นแบบท่ีมีเอฟบีเอสร้อยละ 0.1 บ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

มีคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นทาํการกระตุน้เซลล์ในกลุ่มทดลองเป็น

เวลา 2, 12, 24, 48 ชัว่โมง ดว้ยส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ในความ

เขม้ขน้ต่างๆ กลุ่มควบคุมท่ีมีเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยถู์กทาํให้ตายดว้ยไตรตนั เอ็กซ์ 

(Triton X) ร้อยละ 10 เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบตามเวลาในทุกกลุ่มการทดลองลา้งดว้ยพีบีเอส 2 

คร้ัง และเติมสารละลายเอ็มทีทีเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ช) และ

บ่มต่ออีก 4 ชัว่โมงท่ี 37 องศาเซลเซียส จากนั้นดูดเอ็มทีทีออกและเติมดีเอ็มเอสโอ แลว้เขยา่ 30 

นาทีดว้ยเคร่ืองเขยา่สาร เพื่อละลายสีของผลึกฟอร์มาซาน (formazan) แลว้จึงวดัสีของฟอร์มาซานท่ี

เกิดข้ึนจากการทาํงานของเอนไซมท่ี์ใชใ้นการหายใจระดบัเซลลโ์ดยใชเ้คร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์

ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร และคาํนวณหาค่าความเขม้ขน้ท่ีทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 

20 และ 50 (ภาพท่ี 12) 
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         incubate 2, 12, 24, 48 h 

 

 

                                                                                              incubate 4 h    

                                                                                           

 

 

                                                                             เขยา่สาร 30 นาที    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 12 แผนผงัแสดงการทดสอบความเป็นพิษของส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส 

จิงจิวาลิส ต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

กลุ่มทดลอง กลุ่มควบคุม 

เติม  MTT 

   medium osteoblast + triton X 

ซ่ึงบ่ม 30 นาที 

osteoblast 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   DMSO 
 
 
 
 
  

วดัสีท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 

คาํนวณหาค่าความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ P. gingivalis 

ท่ีทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 20 และ 50 

 

sonicated P. gingivalis ความเขม้ขน้   

15, 30, 60, 90, 120, 150 180µg/ml 
 

osteoblast 

ลา้งดว้ย PBS 2 รอบ 
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4.2.1.2 การทดสอบความเป็นพิษของเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์

เม่ือสัมผสัสารสกดัจากใบข่อย 

โดยแบ่งกลุ่มเป็น 

ก. กลุ่มทดลอง: เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยสารสกดั

จากใบข่อยความเขม้ขน้ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

ข. กลุ่มควบคุม: 

- เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

- อาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไม่มีเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

- เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยซ่ึ์งถูกทาํให้ตายดว้ยไตรตนั เอ็กซ์ร้อยละ 

10 เป็นเวลา 30 นาที 

ทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัจากใบข่อยต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยโ์ดยนาํเซลล์

ความหนาแน่น 2x104 เซลล์ต่อหลุมในถาดหลุมท่ีมี 96 หลุม ซ่ึงอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีใชเ้ป็นแบบท่ีมี

เอฟบีเอสร้อยละ 0.1 บ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  มีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นทาํการกระตุน้เซลล์ในกลุ่มทดลองเป็นเวลา 2, 12, 24, 48 ชัว่โมง ดว้ยสาร

สกดัจากใบข่อยในความเขม้ขน้ต่างๆ และกลุ่มควบคุมท่ีมีเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยซ่ึ์ง

ถูกทาํใหต้ายดว้ยไตรตนั เอก็ซ์ (Triton X) ร้อยละ 10 เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบตามเวลาในทุกกลุ่ม

การทดลองลา้งดว้ยพีบีเอส 2 คร้ัง และเติมสารละลายเอ็มทีทีเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ดู

รายละเอียดในภาคผนวก ช) และบ่มต่ออีก 4 ชัว่โมงท่ี 37 องศาเซลเซียส จากนั้นดูดเอ็มทีทีออกและ

เติมดีเอม็เอสโอ แลว้เขยา่ 30 นาทีดว้ยเคร่ืองเขยา่สาร เพื่อละลายสีของผลึกฟอร์มาซาน (formazan) 

แลว้จึงวดัสีของฟอร์มาซานท่ีเกิดข้ึนจากการทาํงานของเอนไซมท่ี์ใชใ้นการหายใจระดบัเซลล์โดย

ใชเ้คร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร และคาํนวณหาค่าความเขม้ขน้ท่ีทาํ

ใหเ้ซลลต์ายร้อยละ 20 และ 50  (ภาพท่ี 13) 
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                       incubate 2, 12, 24, 48 h 

 

 

 

                                                                                                    

                                                                                                       

                                                                                                 incubate 4 h                                                                                            

                                                                               

 

                                                                                เขยา่สาร 30 นาที    

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 13 แผนผงัแสดงการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัจากใบข่อยต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐม

ภูมิของมนุษย ์

เติม  MTT 

 medium osteoblast+ triton X 

ซ่ึงบ่ม 30 นาที 

osteoblast 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DMSO   
 
 
 
 
  วดัสีท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 

คาํนวณหาค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีทาํให ้

เซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 20 และ 50 

 

กลุ่มทดลอง กลุ่มควบคุม 

สารสกดัจากใบข่อยความ

เขม้ขน้ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 

0.6, 0.8, 1, 1.2 mg/ml 

osteoblast 

ลา้งดว้ย PBS 2 รอบ 
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4.2.1.3 การทดสอบความเป็นพิษของเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์

เม่ือสัมผสัส่วนผสมของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส และสารสกดัจากใบข่อย   

โดยแบ่งกลุ่มเป็น 

ก. กลุ่มทดลอง: เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยส่วนผสม

ของส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีความเขม้ขน้ท่ี

เป็นพิษน้อยกว่าร้อยละ 20 ผสมกบัสารสกดัจากใบข่อย 3 ความเขม้ขน้ท่ีเป็น

พิษนอ้ยกวา่ร้อยละ 50  

ข. กลุ่มควบคุม: 

- เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

- อาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไม่มีเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

- เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยซ่ึ์งถูกทาํให้ตายดว้ยไตรตนั เอ็กซ์ร้อยละ 

10 เป็นเวลา 30 นาที 

ทดสอบโดยนาํเซลลส์ร้างกระดูกความหนาแน่น 2x104 เซลล์ต่อหลุมในถาดหลุมท่ีมี 96 หลุม ซ่ึง

อาหารเล้ียงเซลล์ท่ีใชเ้ป็นแบบท่ีมีเอฟบีเอสร้อยละ 0.1 บ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  มี

คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นทาํการกระตุน้เซลล์ในกลุ่มทดลองเป็น

เวลา 2, 12, 24, 48 ชัว่โมง ดว้ยส่วนผสมของสารทั้ง 2 ชนิด และกลุ่มควบคุมท่ีมีเซลล์สร้างกระดูก

ปฐมภูมิของมนุษยซ่ึ์งถูกทาํให้ตายดว้ยไตรตนั เอ็กซ์ (Triton X) ร้อยละ 10 เป็นเวลา 30 นาที เม่ือ

ครบตามเวลาในทุกกลุ่มการทดลองลา้งดว้ยพีบีเอส 2 คร้ัง และเติมสารละลายเอ็มทีทีเขม้ขน้ 1 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ช) และบ่มต่ออีก 4 ชัว่โมงท่ี 37 องศาเซลเซียส 

จากนั้นดูดเอ็มทีทีออกและเติมดีเอ็มเอสโอ แลว้เขยา่ 30 นาทีดว้ยเคร่ืองเขย่าสาร เพื่อละลายสีของ

ผลึกฟอร์มาซาน (formazan) แลว้จึงวดัสีของฟอร์มาซานท่ีเกิดข้ึนจากการทาํงานของเอนไซม์ท่ีใช้

ในการหายใจระดบัเซลล์โดยใชเ้คร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร และ

คาํนวณหาร้อยละการตายของเซลล ์ (ภาพท่ี 14) 
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                  incubate 2, 12, 24, 48 h 

 

 

 

                                                                                                    

                                                                                                    incubate 4 h                                                                                              

                                                                               

 

                                                                                 เขยา่สาร 30 นาที    

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 14 แผนผงัแสดงการทดสอบความเป็นพิษของสารทดสอบทั้ง 2 ชนิดต่อเซลล์สร้างกระดูก

ปฐมภูมิของมนุษย ์

 

เติม  MTT 

 medium osteoblast+ triton X 

ซ่ึงบ่ม 30 นาที 

osteoblast 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DMSO 
 
 
 
 
  วดัสีท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 

คาํนวณร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูก 

 

กลุ่มทดลอง กลุ่มควบคุม 

sonicated P. gingivalis ความเขม้ขน้ท่ี

เป็นพิษต่อเซลลส์ร้างกระดูกนอ้ยกวา่

ร้อยละ 20  + ข่อย 3 ความเขม้ขน้ท่ีเป็น

พิษต่อเซลลส์ร้างกระดูกนอ้ยกวา่ร้อยละ 

50 

osteoblast 

ลา้งดว้ย PBS 2 รอบ 
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4.2.2 การศึกษาการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีของเซลล์สร้างกระดูก

ปฐมภูมิของมนุษยซ่ึ์งถูกกระตุน้ด้วยส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ใน

เวลาท่ีแตกต่างกนั 

ทาํการศึกษาโดยแบ่งกลุ่มทดลองเป็น 2 กลุ่มดงัน้ี 

ก. กลุ่มทดลอง: เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดั

เซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส  ในเวลา 2, 12, 24 และ48 

ชัว่โมง  

ข. กลุ่มควบคุม: เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยซ่ึ์งเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์

เป็นเวลา 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมง 

เร่ิมตน้นาํเซลลจ์าํนวน 5x105 เซลล์ต่อหลุมใส่ในถาดหลุมท่ีมีจาํนวน 6 หลุมเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

จากนั้นเติมสารท่ีกระตุน้ให้เซลล์เปล่ียนแปลงรูปร่าง(differentiation) โดยเติมแอล-แอสคอบิก แอ

ซิด 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเบตา้ กลีเซอรอล 10 มิลลิโมล่าร์ทุกวนั บ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ซ่ึงมีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เปล่ียนอาหารเล้ียงวนัเวน้วนั เป็นเวลา 6 วนั (49) 

จากนั้นทาํการกระตุน้เซลล์ในกลุ่มทดลองเป็นเวลา 2, 12, 24, 48 ชัว่โมง ดว้ยส่วนสกดัเซลล์แตก

ของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส โดยเลือกความเขม้ขน้ท่ีเป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิ

ของมนุษยน์อ้ยกวา่ร้อยละ 20 จากนั้นขดูเซลล์ใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตรเก็บท่ี -20 องศา

เซลเซียสก่อนนาํเซลล์ไปแยกอาร์เอ็นเอ (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ง) แลว้นาํอาร์เอ็นเอท่ีไดไ้ป

ผา่นกระบวนการรีเวอร์สทรานสคริปชัน่ (ดูรายละเอียดในภาคผนวก จ) เพื่อใหไ้ดซี้ดีเอ็นเอ จากนั้น

จึงนาํซีดีเอน็เอไปหาการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและจีนโอพีจีโดยวิธีเรียลไทมพ์ีซีอาร์ โดยมีจีน 

18 เอสเป็นกลุ่มควบคุมภายใน ซ่ึงใชชุ้ดของTaqman® (life technologies, USA) (ภาพท่ี 15)   
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ภาพท่ี 15 แผนผงัแสดงวธีิการทดลองการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและจีนโอพีจีของเซลลส์ร้าง

กระดูกปฐมภูมิของมนุษยซ่ึ์งถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

ในเวลาท่ีต่างกนั 

 

 

osteoblast+ sonicated 

P.gingivalis  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

osteoblast  

กลุ่มทดลอง กลุ่มควบคุม 

การแสดงออกของ 

จีน RANKL  

จีน OPG 
 

extracted RNA with phenol-chloroform 

reverse transcription system with Improm-II TM  

real-time PCR  
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4.2.3 การศึกษาผลของส่วนผสมของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส และสารสกดัจากใบข่อย ต่อการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีในเซลล์

สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

ทาํการศึกษาโดยแบ่งกลุ่มดงัน้ี 

ก. กลุ่มทดลอง:  

- เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยท่ี์สัมผสัส่วนผสมของส่วนสกดัเซลล์

แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส และสารสกดัจากใบข่อย   

- เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลล์แตก

ของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส  

- เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยสารสกดัจากใบข่อย 

ข. กลุ่มควบคุม:  

- เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

เร่ิมตน้นาํเซลล์จาํนวน 5x105 เซลล์ต่อหลุมใส่ในถาดหลุมท่ีมีจาํนวน6 หลุมเป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

จากนั้นเติมสารท่ีกระตุน้ให้เซลล์เปล่ียนแปลงรูปร่าง(differentiation) โดยเติมแอล-แอสคอบิก แอ

ซิด 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเบตา้ กลีเซอรอล 10 มิลลิโมล่าร์ทุกวนั บ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ซ่ึงมีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เปล่ียนอาหารเล้ียงวนัเวน้วนั เป็นเวลา 6 วนั 

จากนั้นกระตุน้เซลล์ดว้ยสารทดสอบทั้ง 2 ชนิด โดยใชค้วามเขม้ขน้ของสารท่ีเหมาะสม (จากผล

ของการทดสอบขอ้ 4.2.1.3) และให้เซลล์สัมผสักบัสารตามเวลาท่ีเหมาะสม (ซ่ึงทราบจากผลการ

ทดสอบขอ้ 4.2.2) จากนั้นขดูเซลล์ใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตรเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส

ก่อนนาํเซลล์ไปแยกอาร์เอ็น แล้วนาํอาร์เอ็นเอท่ีได้ไปผ่านกระบวนการรีเวอร์สทรานสคริปชั่น

เพื่อให้ไดซี้ดีเอ็นเอ จากนั้นจึงนาํซีดีเอ็นเอไปหาการแสดงออกของจีนแรงค์แอลและโอพีจีโดยวิธี

เรียลไทมพ์ีซีอาร์โดยมีจีน 18 เอสเป็นกลุ่มควบคุมภายใน ซ่ึงใชชุ้ดของTaqman® (life technologies, 

USA)  (ภาพท่ี 16) 
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ภาพท่ี 16 แผนผงัแสดงวิธีการทดลองการแสดงออกของจีนแรงค์แอลและโอพีจีเม่ือเซลล์สร้าง

กระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ถูกกระตุ้นด้วยส่วนผสมของส่วนสกัดเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส และสารสกดัจากใบข่อย  

 

 

 

osteoblast + sonicated  

P.gingivalis + สารสกดัจากใบ

ข่อย 

osteoblast + sonicated 

P.gingivalis 

osteoblast 

กลุ่มทดลอง กลุ่มควบคุม 

การแสดงออกของ 

จีน RANKL 

จีน OPG 
 

reverse transcription system with Improm-II TM 
 

real-time PCR  

extract RNA with phenol-chloroform 

osteoblast+

สารสกดัจาก

ใบข่อย 
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5. วเิคราะห์ข้อมูล 

วิเคราะห์เปรียบเทียบผลร้อยละท่ีทาํให้เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ตาย และ

วิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและจีนโอพีจีระหว่างกลุ่ม โดยใชโ้ปรแกรม 

Graphpad pism version 5.01 กาํหนดค่าระดบันยัสําคญั (α) เท่ากบั 0.05 ใชส้ถิติ Kruskal-Wallis  

เน่ืองจากขอ้มูลมีการแจกแจงไม่ปกติ 
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บทที ่4 

ผลการวจิัย 

 

1. ข้ันเตรียมการ 

1.1. ขอ้มูลพื้นฐานของอาสาสมคัรท่ีไดรั้บการเก็บตวัอยา่งกระดูก 

ตวัอยา่งกระดูกไดจ้ากอาสาสมคัรจาํนวน 4 คน ซ่ึงเป็นผูท่ี้เขา้รับการรักษาดว้ยการ

ทาํศลัยกรรมกระดูกขากรรไกรร่วมกบัการจดัฟัน โดยนาํกระดูกพรุนมาจากกระดูกขากรรไกรล่าง

ในบริเวณท่ีเป็นตาํแหน่งผา่ตดั ขอ้มูลพื้นฐานของอาสาสมคัรท่ีไดรั้บการเก็บตวัอยา่งกระดูกแสดง

ดงัตารางท่ี 3  

ตารางท่ี 3  ขอ้มูลพื้นฐานของอาสาสมคัร 

 

คนท่ี เพศ อาย ุ

1 

2 

3 

4 

ชาย 

ชาย 

ชาย 

หญิง 

22 

24 

29 

22 

 

1.2. การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

1.2.1. การแสดงออกของจีนรันซ์ 2 (RUNX2) 

ผลการทดสอบการแสดงออกของจีนรันซ์ 2 ซ่ึงเป็นจีนท่ีมีการแสดงออกอยา่งจาํเพาะใน

เซลลส์ร้างกระดูก  พบวา่ในกลุ่มทดลองซ่ึงเป็นเซลลส์ร้างกระดูกท่ีแยกจากอาสาสมคัรมีการ

แสดงออกของรันซ์ 2 เช่นเดียวกบักลุ่มควบคุมบวกซ่ึงเป็นเซลล ์hFOB1.19 (ATCC CRL-11372TM) 

แต่เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมลบท่ีเป็นเน้ือเยื่อเหงือกไม่มีการแสดงออก ส่วนการแสดงออก
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ของจีนจีเอพีดีเอส (GAPDH) ซ่ึงใชเ้ป็นตวัควบคุมภายใน (internal control) มีการแสดงออกทั้งสาม

กลุ่มแมว้า่ในเซลลส์ร้างกระดูกมีระดบัการแสดงออกนอ้ยกวา่ (ภาพท่ี 17) 

                                                                       

                               
 

 ภาพท่ี 17 การแสดงออกของจีนรันซ์ 2 โดยเลน  1:ladder, เลน 2:กลุ่มควบคุมบวกซ่ึงเป็นเซลล์

สร้างกระดูก hFOB1.19 (ATCC CRL-11372TM), เลน 3:กลุ่มทดลอง, เลน 4:กลุ่มควบคุมลบท่ีเป็น

เน้ือเยือ่เหงือก, เลน 5: การแสดงออกของจีนจีเอพีดีเอส (GAPDH)ของกลุ่มควบคุมบวก, เลน 6:การ

แสดงออกของจีนจีเอพีดีเอส (GAPDH)ของกลุ่มทดลอง, เลน 7:การแสดงออกของจีนจีเอพีดีเอส 

(GAPDH)ของกลุ่มควบคุมลบ 

1.2.2. การสร้างอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (Alkaline phosphatase) 

ผลการทดสอบการสร้างอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตสของเซลลท่ี์แยกจากอาสาสมคัร พบสารติดสี

ม่วงในไซโตพลาสซึมของเซลล ์ (ภาพท่ี 18A) แต่เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมลบ (ภาพท่ี 18B) 

ซ่ึงเป็นเซลลท่ี์แยกจากอาสาสมคัรซ่ึงบ่มในสารละลาย levamisol  ก่อนเติมสารตั้งตน้ จะไม่พบการ

ติด 

 

          
 

ภาพท่ี 18 การทดสอบการสร้างอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตสของเซลล์สร้างกระดูก เซลล์ท่ีแยกจาก

อาสาสมคัรในกลุ่มทดสอบ (A) พบมีการติดสีม่วง ในขณะท่ีเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มควบคุม (B) 

ไม่พบการติดสี โดยในภาพขนาดใหญ่เป็นกาํลงัขยาย 100 เท่า และภาพเล็กเป็นกาํลงัขยาย 400 เท่า 
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1.3. การหาปริมาณโปรตีนและตรวจสอบคุณภาพทางชีววทิยาของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ

พอร์ไฟโรโมแนส   จิงจิวาลิส  

1.3.1. การหาปริมาณโปรตีนส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส  

ในการหาปริมาณโปรตีนของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือดว้ยวธีิ Lowry ไดท้าํการทดสอบ

ซํ้ า 4 คร้ัง โดยแต่ละคร้ังไดก้ราฟมาตรฐานและสมการเพื่อคาํนวณค่าปริมาณโปรตีน  

  จากกราฟมาตรฐานคร้ังท่ี 1 ใหส้มการเป็น Y=0.553X+0.021 และมีค่าสัมประสิทธิกาํหนด 

(R2) เป็น 0.987  และวดัค่าดูดกลืนแสงหรือโอดีของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ ท่ี 750 นาโนเมตร 

มีค่าเป็น 0.239 จึงคาํนวณค่าปริมาณโปรตีนของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือได ้ 0.39 มิลลิกรัมต่อ

มิลลลิตร 

              จากกราฟมาตรฐานคร้ังท่ี 2 ไดส้มการเป็น Y=0.406X+0.002 และมีค่าสัมประสิทธิกาํหนด 

(R2) เป็น 0.998  และวดัค่าโอดีของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ ท่ี 750 นาโนเมตร มีค่าเป็น 0.224 จึง

คาํนวณค่าปริมาณโปรตีนของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือได ้0.55 มิลลิกรัมต่อมิลลลิตร 

จากกราฟมาตรฐานคร้ังท่ี 3 ใหส้มการเป็น Y=0.823X+0.022 และมีค่าสัมประสิทธิกาํหนด 

(R2) เป็น 0.996  และวดัค่าโอดีของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ ท่ี 750 นาโนเมตร มีค่าเป็น 0.233 จึง

คาํนวณค่าปริมาณโปรตีนของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือได ้0.26 มิลลิกรัมต่อมิลลลิตร 

จากกราฟมาตรฐานคร้ังท่ี 4 ไดส้มการเป็น Y=0.681X+0.022 และมีค่าสัมประสิทธิกาํหนด 

(R2) เป็น 0.991  และวดัค่าโอดีของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ ท่ี 750 นาโนเมตร มีค่าเป็น 0.241 จึง

คาํนวณค่าปริมาณโปรตีนของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือได ้0.32 มิลลิกรัมต่อมิลลลิตร 

หาค่าเฉล่ียจากค่าปริมาณโปรตีนทั้ง 4 คร้ังไดค้่าปริมาณโปรตีนเฉล่ียเป็น 380 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร  

 

1.3.2. การทดสอบคุณภาพทางชีววิทยาของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ พอร์ไฟโรโมแนส 

จิงจิวาลิส  

ผลการตรวจสอบการแสดงออกของจีนอินเตอร์ลิวคิน-1เบตา้ เม่ือเซลลโ์มโนไซด ์ ชนิด 

THP-1ถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีความเขม้ขน้ 0.36 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 2 ชัว่โมง พบวา่ในกลุ่มทดลองมีการแสดงออกของจีนอินเตอร์

ลิวคิน-1เบตา้ ส่วนกลุ่มควบคุมเป็นเซลลโ์มโนไซดท่ี์ไม่ถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ 

ไม่พบการแสดงออกของจีน 
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ภาพท่ี 23 การแสดงออกของจีนอินเตอร์ลิวคิน-1 เบตา้ในเซลลโ์มโนไซดโ์ดยเลน  1:ladder, เลน 2:

กลุ่มทดลองเป็นเซลลท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส, เลน 

3:กลุ่มควบคุมเป็นเซลลท่ี์ไม่ถูกกระตุน้, เลน 4: การแสดงออกของจีนจีเอพีดีเอส (GAPDH)ของ

กลุ่มทดลอง, เลน 5:การแสดงออกของจีนจีเอพีดีเอส (GAPDH) ของกลุ่มควบคุม  
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2. ขั้นการทดลอง  

2.1. ความเป็นพิษของสารต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

2.1.1. ความเป็นพิษของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ต่อเซลล์

สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยน์าํมาจากอาสาสมคัรเพศชาย 3 คน และเพศหญิง 1 คน 

เม่ือสัมผสักบัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส พบวา่มีร้อยละการตายของ

เซลลแ์ตกต่างกนัในแต่ละคน โดยเซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 1 เม่ือสัมผสักบัส่วนสกดั

เซลลแ์ตกของเช้ือดว้ยความเขม้ขน้ 30 – 180 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบร้อยละการตายของเซลล์

สร้างกระดูกเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนในช่วงเวลา 12, 24  และ 48 ชัว่โมง ยกเวน้

ช่วงเวลา 2 ชัว่โมงแมค้วามเขม้ขน้จะเพิ่มข้ึนถึง 180 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรร้อยละการตายก็

ใกลเ้คียงกบัความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ีท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 60 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตรในแต่ละช่วงเวลา คือ 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมงพบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้าง

กระดูกจะเพิ่มข้ึนเม่ือสัมผสัสารนานข้ึน (ภาพท่ี24)    
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ภาพท่ี 24 ความเป็นพิษของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีความเขม้ขน้ 

30 – 180 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 1 ณ 

เวลาต่างๆ เส้นก่ึงกลางของ box plot แสดงค่ามธัยฐาน ขอบล่างและขอบบนของ box คือ ค่าสูงสุด

และตํ่าสุดของขอ้มูล 

 

 เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 2 เม่ือสัมผสักบัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือดว้ย

ความเขม้ขน้ 15 – 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกเพิ่มข้ึนเม่ือ

ความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนในช่วงเวลา 12, 24  และ 48 ชัว่โมง ยกเวน้ช่วงเวลา 2 ชัว่โมงแมค้วาม

เขม้ขน้จะเพิ่มข้ึนถึง 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรร้อยละการตายก็ใกลเ้คียงกบัความเขม้ขน้ 15 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ีท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในแต่ละ
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ช่วงเวลา คือ 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมงพบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกจะเพิ่มข้ึนเม่ือ

สัมผสัสารนานข้ึน (ภาพท่ี 25)    

 
ภาพท่ี 25 ความเป็นพิษของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีความเขม้ขน้ 

15 – 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 2 ณ 

เวลาต่างๆ เส้นก่ึงกลางของ box plot แสดงค่ามธัยฐาน ขอบล่างและขอบบนของ box คือ ค่าสูงสุด

และตํ่าสุดของขอ้มูล 

 

เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 3 เม่ือสัมผสักบัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือดว้ย

ความเขม้ขน้ 15 – 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่ท่ี 2 ชัว่โมง ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือมีผล

ต่อการตายของเซลลส์ร้างกระดูกนอ้ยกวา่ร้อยละ 16 แต่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูก

เพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนในช่วงเวลา 12, 24  และ 48 ชัว่โมง โดยความเขม้ขน้ 120 

และ 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง จะมีร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกสูงสุด

ถึง 71 และ 93 ตามลาํดบั นอกจากน้ีท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 90 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในแต่ละ
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ช่วงเวลา คือ 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมงพบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกจะเพิ่มข้ึนเม่ือ

สัมผสัสารนานข้ึน (ภาพท่ี 26)   

 
ภาพท่ี 26 ความเป็นพิษของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีความเขม้ขน้ 

15 – 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 3 ณ 

เวลาต่างๆ เส้นก่ึงกลางของ box plot แสดงค่ามธัยฐาน ขอบล่างและขอบบนของ box คือ ค่าสูงสุด

และตํ่าสุดของขอ้มูล 
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เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 4 เม่ือสัมผสักบัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือดว้ย

ความเขม้ขน้ 15 – 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกเพิ่มข้ึนเม่ือ

ความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนในช่วงเวลา 12, 24  และ 48 ชัว่โมง ยกเวน้ช่วงเวลา 2 ชัว่โมงแมค้วาม

เขม้ขน้จะเพิ่มข้ึนถึง 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรร้อยละการตายก็ใกลเ้คียงกบัความเขม้ขน้ 15 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 27)   

ความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือซ่ึงทาํให้เซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 20 และ 

50 แสดงดงัตารางท่ี 4 

 

ภาพท่ี 27 ความเป็นพิษของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีความเขม้ขน้ 

15 – 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 4 ณ 

เวลาต่างๆ เส้นก่ึงกลางของ box plot แสดงค่ามธัยฐาน ขอบล่างและขอบบนของ box คือ ค่าสูงสุด

และตํ่าสุดของขอ้มูล 
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ตารางท่ี 4 ค่าความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีทาํใหเ้ซลล์

สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยต์ายร้อยละ 20 และ 50 ในแต่ละช่วงเวลา 
 

ชัว่โมง คนท่ี P. gingivalis (µg/ml) 

IC 20  IC50 

2  

 

 

1 

2 

3 

4 

ND 

134.02 

ND 

ND 

ND 

> 180 

ND 

ND 

12 

 

1 

2 

3 

4 

50.18 

64.96 

>180 

70.10 

>180 

120.66 

>180 

>180 

24 1 

2 

3 

4 

99.36 

33.10 

>180 

54.77 

174.49 

85.01 

>180 

115.28 

48  1 

2 

3 

4 

28.05 

<15 

98.13 

30.06 

102.97 

76.05 

150.20 

142.72 

ND =  not determine  

IC 20 = ความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือซ่ึงทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 20  

IC 50 = ความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือซ่ึงทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 50 
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จากขอ้มูลรวมของอาสาสมคัรทั้ง 4 คน เม่ือเซลลส์ร้างกระดูกสัมผสักบัส่วนสกดัเซลลแ์ตก

ของเช้ือดว้ยความเขม้ขน้ 15 – 180 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบร้อยละการตายของเซลลส์ร้าง

กระดูกเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนในช่วงเวลา 12, 24  และ 48 ชัว่โมง ยกเวน้ช่วงเวลา 

2 ชัว่โมงแมค้วามเขม้ขน้จะเพิ่มข้ึนถึง 180 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรร้อยละการตายก็ใกลเ้คียงกบั

ความเขม้ขน้ 15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ีท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

ในแต่ละช่วงเวลา คือ 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมงพบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกจะ

เพิ่มข้ึนเม่ือสัมผสัสารนานข้ึน (ภาพท่ี 28)    

ความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือซ่ึงทาํให้เซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 20 และ 

50 แสดงดงัตารางท่ี 5 

 
 

ภาพท่ี 28 ความเป็นพิษของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีความเขม้ขน้ 

150 – 180 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์ของอาสาสมคัรรวมทั้ง 

4 คน ณ เวลาต่างๆ เส้นก่ึงกลางของ box plot แสดงค่ามธัยฐาน ขอบล่างและขอบบนของ box คือ 

ค่าสูงสุดและตํ่าสุดของขอ้มูล 
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ตารางท่ี 5 ค่าความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีทาํใหเ้ซลล์

สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยต์ายร้อยละ 20 และ 50 ในแต่ละช่วงเวลา โดยใชข้อ้มูลรวมของ

อาสาสมคัรทั้ง 4 คน 
 

ชัว่โมง P. gingivalis (µg/ml) 

IC 20  IC50 

2  

12 

24 

48  

ND 

89.91 

78.98 

40.64 

ND 

>180 

159.63 

112.24 

ND =  not determine  

IC 20 = ความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือซ่ึงทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 20  

IC 50 = ความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือซ่ึงทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 50 

 

2.1.2. ความเป็นพิษของสารสกดัจากใบข่อยต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยน์าํมาจากอาสาสมคัรเพศชาย 3 คน และเพศหญิง 1 คน 

เม่ือสัมผสักบัสารสกดัจากใบข่อยพบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกแตกต่างกนัในแต่ละ

คน โดยเซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 1 เม่ือนาํมาทดสอบกบัสารสกดัจากใบข่อยความ

เขม้ขน้ 0.1-1.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนร้อยละการตายของ

เซลลส์ร้างกระดูกจะเพิ่มข้ึนในทุกช่วงเวลาคือ 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมง นอกจากน้ีท่ีความเขม้ขน้

ของสารสกดัจากใบข่อยตั้งแต่ 0.4  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในแต่ละช่วงเวลา คือ 2, 12, 24  และ 48 

ชัว่โมงมีร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกจะเพิ่มข้ึนเม่ือสัมผสัสารนานข้ึน (ภาพท่ี 29)  
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ภาพท่ี 29 ความเป็นพิษของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1 – 1.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อ

เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 1  ณ เวลาต่างๆ เส้นก่ึงกลางของ box plot 

แสดงค่ามธัยฐาน ขอบล่างและขอบบนของ box คือ ค่าสูงสุดและตํ่าสุดของขอ้มูล  

SAE = สารสกดัจากใบข่อย (Streblus asper leaf extract)  

 

เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 2 เม่ือนาํมาทดสอบกบัสารสกดัจากใบข่อยความ

เขม้ขน้ 0.1-0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์

จะเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนท่ี 12 ชัว่โมง แต่ท่ีเวลา 2 ชัว่โมงแมค้วามเขม้ขน้ของสาร

สกดัจากใบข่อยจะเพิ่มข้ึนถึง 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ร้อยละการตายก็ใกลเ้คียงกบัความเขม้ขน้ 

0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  และท่ีเวลา 24  และ 48 ชัว่โมงตอ้งมีความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อย

ตั้งแต่ 0.4  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรจึงทาํให้เซลลต์ายเพิ่มข้ึน นอกจากน้ีเม่ือพิจารณาท่ีความเขม้ขน้ของ

สารตั้งแต่ 0.4  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในแต่ละช่วงเวลา คือ 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมงพบวา่ร้อยละ

การตายของเซลลส์ร้างกระดูกจะเพิ่มข้ึนเม่ือสัมผสัสารนานข้ึน (ภาพท่ี 30)  
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ภาพท่ี 30 ความเป็นพิษของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1 – 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อ

เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 2  ณ เวลาต่างๆ เส้นก่ึงกลางของ box plot 

แสดงค่ามธัยฐาน ขอบล่างและขอบบนของ box คือ ค่าสูงสุดและตํ่าสุดของขอ้มูล  

SAE = สารสกดัจากใบข่อย (Streblus asper leaf extract)  

 

 

เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 3 เม่ือนาํมาทดสอบกบัสารสกดัจากใบข่อยความ

เขม้ขน้ 0.1-0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์

จะเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนในช่วงเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง แต่ท่ีเวลา 2 และ 48 

ชัว่โมงแมค้วามเขม้ขน้จะเพิ่มข้ึนถึง 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ร้อยละการตายก็ใกลเ้คียงกบัความ

เขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 31) 
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ภาพท่ี 31 ความเป็นพิษของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1 – 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อ

เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 3  ณ เวลาต่างๆ เส้นก่ึงกลางของ box plot 

แสดงค่ามธัยฐาน ขอบล่างและขอบบนของ box คือ ค่าสูงสุดและตํ่าสุดของขอ้มูล  

SAE = สารสกดัจากใบข่อย (Streblus asper leaf extract)  

 

เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 4 เม่ือนาํมาทดสอบกบัสารสกดัจากใบข่อยความ

เขม้ขน้ 0.1-0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์

จะเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนท่ีเวลา 24 ชัว่โมง แต่ท่ีเวลา 2 และ 12 ชัว่โมงแมค้วาม

เขม้ขน้จะเพิ่มข้ึนถึง 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ร้อยละการตายก็ใกลเ้คียงกบัความเขม้ขน้ 0.1 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  และท่ีเวลา 48 ชัว่โมงพบวา่ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อย 0.3 และ 0.4  

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรทาํใหเ้ซลลต์ายลดลงกวา่ความเขม้ขน้อ่ืน จะเห็นวา่การตายของเซลลส์ร้าง

กระดูกท่ี 2 ชัว่โมงตายนอ้ยกวา่ร้อยละ 9 นอกจากน้ีท่ีความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อย 0.8  

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในแต่ละช่วงเวลา คือ 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมงพบวา่ร้อยละการตายของเซลล์

สร้างกระดูกจะเพิ่มข้ึนเม่ือสัมผสัสารนานข้ึน (ภาพท่ี 32) 
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ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 20 และ 50 

ตารางท่ี 6 

     

ภาพท่ี 32 ความเป็นพิษของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1 – 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อ

เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 4  ณ เวลาต่างๆ เส้นก่ึงกลางของ box plot 

แสดงค่ามธัยฐาน ขอบล่างและขอบบนของ box คือ ค่าสูงสุดและตํ่าสุดของขอ้มูล  

SAE = สารสกดัจากใบข่อย (Streblus asper leaf extract) 
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ตารางท่ี 6 ค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยต์าย

ร้อยละ 20 และ 50 ในแต่ละช่วงเวลา 
 

ชัว่โมง คนท่ี Streblus asper leaf extract (mg/ml) 

IC 20 IC50 

2 1 

2 

3 

4 

<0.1 

ND 

>1.2 

>1.2 

0.94 

ND 

>1.2 

>1.2 

12 

 

1 

2 

3 

4 

<0.1 

0.32 

0.54 

<0.1 

0.70 

>1.2 

>1.2 

>1.2 

24  1 

2 

3 

4 

<0.1 

0.41 

0.44 

0.60 

0.58 

1.19 

0.79 

1.03 

48  1 

2 

3 

4 

<0.1 

0.42 

<0.1 

<0.1 

0.43 

0.62 

1.19 

0.25 

ND =  not determine  

IC 20 = ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยซ่ึงทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 20  

IC 50 = ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยซ่ึงทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 50 
 

 

จากขอ้มูลรวมของอาสาสมคัรทั้ง 4 คน เม่ือทดสอบกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 

0.1-1.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนร้อยละการตายของเซลลส์ร้าง

กระดูกจะเพิ่มข้ึนทุกช่วงเวลา 2, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง นอกจากน้ีท่ีความเขม้ขน้ของสารสกดัจาก

ใบข่อยตั้งแต่ 0.6  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในแต่ละช่วงเวลา คือ 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมงพบวา่ร้อยละ

การตายของเซลลส์ร้างกระดูกจะเพิ่มข้ึนเม่ือสัมผสัสารนานข้ึน (ภาพท่ี 33) 

ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกตายร้อยละ 20 และ 50 แสดง

ดงัตารางท่ี 7) 
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ภาพท่ี 33 แสดงความเป็นพิษของสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1 – 1.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์ของอาสาสมคัรรวมทั้ง 4 คน ณ เวลาต่างๆ เส้นก่ึงกลางของ 

box plot แสดงค่ามธัยฐาน ขอบล่างและขอบบนของ box คือ ค่าสูงสุดและตํ่าสุดของขอ้มูล  

SAE = สารสกดัจากใบข่อย (Streblus asper leaf extract) 
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ตารางท่ี 7 ค่าความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยต์าย

ร้อยละ 20 และ 50 ในแต่ละช่วงเวลาโดยใชข้อ้มูลรวมของอาสาสมคัรทั้ง 4 คน 
 

ชัว่โมง   Streblus asper leaf extract (mg/ml) 

 IC 20 IC50 

2  

12 

24  

48  

 

 

 

0.39 

0.22 

0.31 

0.14 

1.12 

0.92 

0.74 

0.53 

ND =  not determine       

IC 20 = ความเขม้ขน้ของสารท่ีทดสอบซ่ึงทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยต์ายร้อยละ 20  

IC 50 = ความเขม้ขน้ของสารท่ีทดสอบซ่ึงทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยต์ายร้อยละ 50 
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2.1.3. ความเป็นพิษของส่วนผสมของส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวา

ลิส และสารสกดัจากใบข่อยต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์

ในการทดสอบน้ีไดพ้ิจารณาเลือกความเขม้ขน้ของสารท่ีทดสอบซ่ึงทาํให้เซลล์สร้างกระดูก

ปฐมภูมิของมนุษยต์ายในช่วงร้อยละ 20 - 50 เม่ือสัมผสัสารนาน 48 ชัว่โมง ซ่ึงในอาสาสมคัรแต่ละ

คนใหผ้ลท่ีแตกต่างกนัโดยพิจารณาเซลล์สร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 1 เม่ือนาํส่วนสกดัเซลล์

แตกของเช้ือความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมาผสมกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 

0.1, 0.2 และ 0.3  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั มาทาํการทดสอบซ่ึงผลการศึกษาพบวา่เม่ือเซลล์

สร้างกระดูกสัมผสัสารทั้ง 2 ชนิดร้อยละการตายลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัการใส่สารท่ีทดสอบชนิด

เดียวในทุกช่วงเวลา (ภาพท่ี 34 )และเม่ือเซลล์สร้างกระดูกสัมผสัสารทั้ง  2  ชนิดนาน 2 และ 24 

ชัว่โมง พบว่าร้อยละการตายของเซลล์ลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยเพิ่มข้ึนจาก 

0.1 - 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ท่ี 12 และ 48 ชัว่โมงพบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบ

ข่อยเพิ่มข้ึน ร้อยละการตายของเซลลมี์ค่าใกลเ้คียงกนั 
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ภาพท่ี 34 ความเป็นพิษของส่วนผสมของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Pg30) และสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ต่างๆต่อเซลลส์ร้างกระดูก

ปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 1  ณ เวลาต่างๆ  

SAE0.1, 0.2, 0.3  = สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

PgSAE0.1, PgSAE0.2, PgSAE0.3 = ส่วนผสมของสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวา

ลิส ขนาด 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรซ่ึงใส่ร่วมกบัสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 

0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั 
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เซลล์สร้างกระดูกของอาสาสมคัรคนท่ี 2 เม่ือนาํส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือความเขม้ขน้ 30 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมาผสมกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3  มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตรตามลาํดบั มาทาํการทดสอบซ่ึงผลการศึกษาพบว่าร้อยละการตายของเซลล์สร้างกระดูก

เม่ือสัมผสัสารทั้ง 2 ชนิดลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัการใส่สารท่ีทดสอบชนิดเดียวในช่วงเวลา 2, 12 

และ 24 ชัว่โมง โดยท่ีเวลา 12 ชัว่โมงมีร้อยละการตายของเซลล์นอ้ยกวา่ 5  (ภาพท่ี 35 ) และเม่ือ

เซลล์สร้างกระดูกสัมผสัสารทั้ง  2  ชนิดนาน 48 ชัว่โมง พบวา่ร้อยละการตายของเซลล์ลดลงเม่ือ

ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยเพิ่มข้ึนจาก 0.1 - 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
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ภาพท่ี 35 ความเป็นพิษของส่วนผสมของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Pg30) และสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ต่างๆต่อเซลลส์ร้างกระดูก

ปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 2  ณ เวลาต่างๆ  

SAE0.1, 0.2, 0.3  = สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

PgSAE0.1, PgSAE0.2, PgSAE0.3 = ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ขนาด 

30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรซ่ึงใส่ร่วมกบัสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั 
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เซลล์สร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 3 เม่ือนาํส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือความเขม้ขน้ 30 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมาผสมกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3  มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตรตามลาํดบั มาทาํการทดสอบซ่ึงผลการศึกษาพบว่าร้อยละการตายของเซลล์สร้างกระดูก

เม่ือสัมผสัสารทั้ง 2 ชนิดเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัการใส่สารท่ีทดสอบชนิดเดียวในช่วงเวลา 2, 12 

และ 24  ชัว่โมง แต่ท่ี 48 ชัว่โมงพบว่าร้อยละการตายของเซลล์เม่ือสัมผสัสารทั้ง 2 ชนิดมีค่า

ใกลเ้คียงกบัการใส่สารสกดัจากใบข่อยชนิดเดียว แต่เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีสัมผสัส่วนสกดั

เซลล์แตกของเช้ือเพียงชนิดเดียวพบว่ามีร้อยละการตายมากกวา่ และเม่ือเซลล์สร้างกระดูกสัมผสั

สารทั้ง  2  ชนิดนาน 2, 12 และ 24  ชัว่โมง พบวา่ร้อยละการตายของเซลล์เพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้

ของสารสกดัจากใบข่อยเพิ่มข้ึนจาก 0.1 - 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 36) 

 
ภาพท่ี 36 ความเป็นพิษของส่วนผสมของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Pg 30)  และสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ต่างๆต่อเซลลส์ร้าง

กระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 3  ณ เวลาต่างๆ  
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SAE0.1, 0.2, 0.3  = สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

PgSAE0.1, PgSAE0.2, PgSAE0.3 = ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ขนาด 

30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรซ่ึงใส่ร่วมกบัสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั 

 

เซลล์สร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 4 เม่ือนาํส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือความเขม้ขน้ 30 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมาผสมกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3  มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตรตามลาํดบั มาทาํการทดสอบซ่ึงผลการศึกษาพบว่าร้อยละการตายของเซลล์สร้างกระดูก

เม่ือสัมผสัสารทั้ง 2 ชนิดลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัการใส่สารท่ีทดสอบชนิดเดียวในช่วงเวลา 12 

ชัว่โมง แต่ท่ีเวลา 2, 24 และ48 ชัว่โมง มีร้อยละการตายของเซลล์ใกลเ้คียงกบัเม่ือใส่สารท่ีทดสอบ

ชนิดเดียว และท่ีเวลา 48 ชัว่โมงพบวา่เม่ือเซลลส์ัมผสัสารทั้ง 2 ชนิดร้อยละการตายของเซลล์ลดลง

เม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยเพิ่มข้ึนจาก 0.1 - 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่เม่ือเซลล์

สัมผสัสารนาน 2, 12 และ 24 ชัว่โมง ร้อยละการตายของเซลล์เพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดั

จากใบข่อยเพิ่มข้ึนจาก 0.1 - 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงทั้ง 3 ช่วงเวลาน้ีส่วนผสมของส่วนสกดั

เซลลแ์ตกของเช้ือและสารสกดัจากใบข่อยไม่มีผลต่อการตายของเซลล ์(ภาพท่ี 37)  

 



81 
 

 

 
ภาพท่ี 37 ความเป็นพิษของส่วนผสมของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Pg 30)  และสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ต่างๆต่อเซลลส์ร้าง

กระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรคนท่ี 4  ณ เวลาต่างๆ  

SAE0.1, 0.2, 0.3  = สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

PgSAE0.1, PgSAE0.2, PgSAE0.3 = ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ขนาด 

30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรซ่ึงใส่ร่วมกบัสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั 
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จากขอ้มูลรวมของอาสาสมคัรทั้ง 4 คน เม่ือนาํส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือความเขม้ขน้ 30 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมาผสมกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3  มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตรตามลาํดบั มาทาํการทดสอบซ่ึงผลการศึกษาพบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูก

เม่ือสัมผสัสารทั้ง 2 ชนิดลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัการใส่สารท่ีทดสอบชนิดเดียวในช่วงเวลา 2, 12 

และ 24 ชัว่โมง ส่วนท่ี 48 ชัว่โมงร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกเม่ือสัมผสัสารทั้ง 2 ชนิดมีค่า

ใกลเ้คียงเม่ือเปรียบเทียบกบัการใส่สารท่ีทดสอบชนิดเดียว อยา่งไรก็ตามเม่ือทาํการทดสอบทาง

สถิติ พบวา่ท่ีเวลา 2 ชัว่โมง ส่วนผสมของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือและสารสกดัจากใบข่อยท่ี

ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าร้อยละการตายของเซลลล์ดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัสาร

สกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้0.1 และ 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  

และเม่ือเซลลส์ัมผสัสาร 2 ชนิดโดยท่ีสารสกดัจากใบข่อยมีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร พบวา่ร้อยละการตายลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 0.3 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  ท่ีเวลา 12 และ 24 ชัว่โมง พบวา่ส่วนผสม

ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือและสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มี

ค่าร้อยละการตายของเซลลล์ดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้0.1, 0.2 และ 

0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรอยา่งมนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ส่วนท่ีเวลา 48 ชัว่โมงร้อยละการตาย

ของเซลลส์ร้างกระดูกเม่ือสัมผสัสารทั้ง 2 ชนิดมีค่าแตกต่างอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (P>0.05)  

เม่ือเปรียบเทียบกบัการใส่สารท่ีทดสอบชนิดเดียว ดงัภาพท่ี 38 และตารางท่ี 8 
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ภาพท่ี 38 ความเป็นพิษของส่วนผสมของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Pg 30)  และสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ต่างๆต่อเซลลส์ร้าง

กระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรรวมทั้ง 4 คน  ณ เวลาต่างๆ  

SAE0.1, 0.2, 0.3  = สารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

PgSAE0.1, PgSAE0.2, PgSAE0.3 = ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ขนาด 

30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรซ่ึงใส่ร่วมกบัสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั 
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ตารางท่ี8  แสดงการวเิคราะห์โดยใช ้Dunn’s multiple comparison test เพื่อเปรียบเทียบความเป็น

พิษของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส สารสกดัจากใบข่อย ส่วนผสมของ

ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ต่างๆต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิ

ของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรรวมทั้ง 4 คน  ท่ี 2 ชัว่โมง 

 

 listing difference in rank sum p-value<0.05 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs SAE0.2 

Pg30 vs SAE0.3 

Pg30 vs PgSAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.2 

Pg30 vs PgSAE0.3 

SAE0.1 vs SAE0.2 

SAE0.1 vs SAE0.3 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.2 

SAE0.1 vs PgSAE0.3 

SAE0.2 vs SAE0.3 

SAE0.2 vs PgSAE0.1 

SAE0.2 vs PgSAE0.2 

SAE0.2 vs PgSAE0.3 

SAE0.3 vs PgSAE0.1 

SAE0.3 vs PgSAE0.2 

SAE0.3 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.2 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.2 vs PgSAE0.3 

-23.01 

-21.84 

-29.78 

33.92 

20.31 

27.04 

1.172 

-6.769 

56.93 

43.31 

50.05 

-7.941 

55.76 

42.14 

48.88 

63.70 

50.08 

56.82 

-13.62 

-6.882 

6.735 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

* 

ns 

ns 

ns 

* 

ns 

ns 

* 

* 

* 

ns 

ns 

ns 
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ตารางท่ี 9  แสดงการวเิคราะห์โดยใช ้Dunn’s multiple comparison test เพื่อเปรียบเทียบความเป็น

พิษของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส สารสกดัจากใบข่อย ส่วนผสมของ

ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ต่างๆต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิ

ของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรรวมทั้ง 4 คน  ท่ี 12 ชัว่โมง 

 

 

 

 

listing difference in rank sum p-value<0.05 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs SAE0.2 

Pg30 vs SAE0.3 

Pg30 vs PgSAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.2 

Pg30 vs PgSAE0.3 

SAE0.1 vs SAE0.2 

SAE0.1 vs SAE0.3 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.2 

SAE0.1 vs PgSAE0.3 

SAE0.2 vs SAE0.3 

SAE0.2 vs PgSAE0.1 

SAE0.2 vs PgSAE0.2 

SAE0.2 vs PgSAE0.3 

SAE0.3 vs PgSAE0.1 

SAE0.3 vs PgSAE0.2 

SAE0.3 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.2 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.2 vs PgSAE0.3 

-32.08 

-46.95 

-44.96 

27.60 

-9.981 

-7.564 

-14.87 

-12.88 

59.68 

22.10 

24.52 

1.995 

74.56 

36.97 

39.39 

72.56 

34.98 

37.39 

-37.58 

-35.17 

2.417 

ns 

* 

* 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

* 

ns 

ns 

ns 

* 

ns 

ns 

* 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 
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ตารางท่ี 10  แสดงการวเิคราะห์โดยใช ้Dunn’s multiple comparison test เพื่อเปรียบเทียบความเป็น

พิษของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส สารสกดัจากใบข่อย ส่วนผสมของ

ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ต่างๆต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิ

ของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรรวมทั้ง 4 คน  ท่ี 24 ชัว่โมง 

 

 

 

 

listing difference in rank sum p-value<0.05 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs SAE0.2 

Pg30 vs SAE0.3 

Pg30 vs PgSAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.2 

Pg30 vs PgSAE0.3 

SAE0.1 vs SAE0.2 

SAE0.1 vs SAE0.3 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.2 

SAE0.1 vs PgSAE0.3 

SAE0.2 vs SAE0.3 

SAE0.2 vs PgSAE0.1 

SAE0.2 vs PgSAE0.2 

SAE0.2 vs PgSAE0.3 

SAE0.3 vs PgSAE0.1 

SAE0.3 vs PgSAE0.2 

SAE0.3 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.2 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.2 vs PgSAE0.3 

-44.07 

-37.92 

-42.66 

14.08 

-2.756 

-5.423 

6.146 

1.406 

58.15 

41.31 

38.65 

-4.740 

52.00 

35.17 

32.50 

56.74 

39.91 

37.24 

-16.83 

-19.50 

-2.667 

* 

* 

* 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

* 

ns 

ns 

ns 

* 

ns 

ns 

* 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 
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ตารางท่ี 11  แสดงการวเิคราะห์โดยใช ้Dunn’s multiple comparison test เพื่อเปรียบเทียบความเป็น

พิษของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส สารสกดัจากใบข่อย ส่วนผสมของ

ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ต่างๆต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิ

ของมนุษยจ์ากอาสาสมคัรรวมทั้ง 4 คน  ท่ี 48 ชัว่โมง 

 

 

 

 

listing difference in rank sum p-value<0.05 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs SAE0.2 

Pg30 vs SAE0.3 

Pg30 vs PgSAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.2 

Pg30 vs PgSAE0.3 

SAE0.1 vs SAE0.2 

SAE0.1 vs SAE0.3 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.2 

SAE0.1 vs PgSAE0.3 

SAE0.2 vs SAE0.3 

SAE0.2 vs PgSAE0.1 

SAE0.2 vs PgSAE0.2 

SAE0.2 vs PgSAE0.3 

SAE0.3 vs PgSAE0.1 

SAE0.3 vs PgSAE0.2 

SAE0.3 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.2 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.2 vs PgSAE0.3 

-31.51 

-27.79 

-4.508 

-28.46 

-15.79 

7.295 

3.720 

27.00 

3.053 

15.72 

38.80 

23.28 

-0.667 

12.00 

35.08 

-23.95 

-11.28 

11.80 

12.67 

35.75 

23.08 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns  

ns 

ns 
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2.2. การแสดงออกของจีนแรงค์แอลและ โอพจีี 

ทาํการศึกษานาํร่องโดยเลือกความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิง

จิวาลิส 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาทดสอบกบัเซลลส์ร้างกระดูกเพื่อดูการแสดงออกของจีน

แรงคแ์อลและโอพีจีท่ีเวลา 2, 12, 24 และ 48 ชัว่โมงโดยทาํการทดลองกบัเซลลส์ร้างกระดูกของ

อาสาสมคัรคนท่ี 2 เพื่อเลือกช่วงเวลาท่ีมีการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีซ่ึงเพิ่มข้ึนชดัเจน

ไปทาํการศึกษาต่อไป  

ผลการศึกษาพบวา่เซลลส์ร้างกระดูกของอาสาสมคัรคนท่ี 2 หลงัจากกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลล์

แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรมีการแสดงออก

ของจีนแรงคแ์อลเพิ่มข้ึนอยา่งชดัเจน ณ เวลา 24 และ 48 ชัว่โมงเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้าง

กระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้ (control) โดยคิดเป็น 4.52 และ 8.18 เท่าตามลาํดบั (ภาพท่ี 39A) แต่การ

แสดงออกของจีนโอพีจีจะเพิ่มข้ึนทุกช่วงเวลาเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้ก

กระตุน้ โดยคิดเป็น 1.84, 3.06, 3.29 และ 2.51 เท่าตามลาํดบัจากเวลานอ้ยไปมาก (ภาพท่ี 39B)  

และเม่ือพิจารณาสัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี พบวา่สัดส่วนการแสดงออก

เพิ่มข้ึนเม่ือเซลลส์ร้างกระดูกถูกกระตุน้ดว้ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือนาน 24 และ 48  ชัว่โมง โดย

เปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้ โดยคิดเป็น 1.37 และ 3.26 เท่าตามลาํดบั (ภาพ

ท่ี 39C)   
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ภาพท่ี 39 การแสดงออกของจีนแรงคแ์อล (A) และโอพีจี (B) และสัดส่วนการแสดงออกของจีน

แรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี (C) ภายหลงัจากเซลลส์ร้างกระดูก (control) ของอาสาสมคัรคนท่ี 2 สัมผสั

กบัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส (Pg) ณ เวลาต่างๆ 

 

จากผลการศึกษาดงักล่าวจึงเลือกช่วงเวลา 24 และ 48 ชัว่โมงไปทาํการศึกษาผลของส่วนสกดั

เซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเม่ือผสมกบั

สารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ต่อการแสดงออกของจีน

แรงคแ์อลและโอพีจีเพื่อจะเลือกความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีเหมาะสมไปศึกษาต่อใน

เซลลส์ร้างกระดูกของอาสาสมคัรคนอ่ืนๆต่อไป  
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การแสดงออกของจีนแรงคแ์อลท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมงของเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้ก

กระตุน้ (control) เซลลท่ี์สัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และเซลลท่ี์สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิดพบวา่มีความแตกต่างอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (P>0.05) 

เม่ือคิดเป็นจาํนวนเท่าโดยเปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้พบวา่ท่ีเวลา 24 

ชัว่โมง เม่ือเซลลส์ัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิดท่ีมีสารสกดัจากใบ

ข่อยเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลเป็น 1.64, 

0.85, 1.26  และ 1.09 เท่าตามลาํดบั และท่ีเวลา 48 ชัว่โมงพบวา่มีการแสดงออกของจีนแรงคแ์อล

เป็น 11.19, 14.90, 7.58 และ 36.55 เท่าตามลาํดบั (ภาพท่ี 40A)  

 การแสดงออกของจีนโอพีจีท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมงของเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้ 

(control) เซลลท่ี์สัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ

เซลลท่ี์สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิดพบวา่มีความแตกต่างอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (P>0.05) เม่ือ

คิดเป็นจาํนวนเท่าโดยเปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้พบวา่ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง 

เม่ือเซลลส์ัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิดท่ีมีสารสกดัจากใบข่อย

เขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีการแสดงออกของจีนโอพีจีเป็น 1.31, 1.41, 0.84

และ 0.44 เท่าตามลาํดบั และท่ีเวลา 48 ชัว่โมงพบวา่มีการแสดงออกของจีนโอพีจีเป็น2.61, 4.41, 

1.64 และ 14.07 เท่าตามลาํดบั (ภาพท่ี 40B) 

สัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจีท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมงของเซลลส์ร้าง

กระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้ (control) เซลลท่ี์สัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือความเขม้ขน้ 30 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเซลลท่ี์สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิดพบวา่มีความแตกต่างอยา่งไม่มี

นยัสาํคญัทางสถิติ (P>0.05) เม่ือคิดเป็นจาํนวนเท่าโดยเปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้ก

กระตุน้พบวา่ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือเซลลส์ัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 

ชนิดท่ีมีสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีการแสดงออกของ

สัดส่วนเป็น1.26, 0.59, 1.57 และ 2.36 เท่าตามลาํดบั และท่ีเวลา 48 ชัว่โมงพบวา่มีการแสดงออก

ของจีนโอพีจีเป็น4.29, 3.38, 4.63 และ 2.59 เท่าตามลาํดบั (ภาพท่ี 40C) 

จากขอ้มูลสัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี เม่ือเซลลส์ัมผสักบัสารทดสอบ

ทั้ง 2 ชนิดท่ีมีสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1   มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรท่ีเวลา 24 ชัว่โมงพบวา่มีการ

แสดงออกสัดส่วนนอ้ยท่ีสุดคือ 0.59 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้ จึง

เลือกศึกษาท่ีช่วงเวลา 24 ชัว่โมง และทดสอบในสารทดสอบ 2 ชนิดโดยใชค้วามเขม้ขน้ของส่วน

สกดัเซลลแ์ตกของเช้ือความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรผสมกบัสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 

0.1   มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรเพื่อศึกษากบัเซลลส์ร้างกระดูกของอาสาสมคัรทั้ง 4 คนต่อไป 



91 
 

 

ตารางท่ี12  แสดงการวเิคราะห์โดยใช ้Dunn’s multiple comparison test เพื่อเปรียบเทียบการ

แสดงออกของจีนแรงคแ์อลของเซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 2 ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง 

 

time listing difference in rank sum p-value<0.05 

24 

 

control vs Pg30  

control vs PgSAE0.1 

control vs PgSAE0.2 

control vs PgSAE0.3 

Pg30 vs PgSAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.2 

Pg30 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.2 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.2 vs PgSAE0.3 

-3.000 

1.000 

-2.000 

-0.500 

4.000 

1.000 

2.500 

-3.000 

-1.500 

1.500 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

48 control vs Pg30  

control vs PgSAE0.1 

control vs PgSAE0.2 

control vs PgSAE0.3 

Pg30 vs PgSAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.2 

Pg30 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.2 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.2 vs PgSAE0.3 

-2.000 

-3.000 

-1.000 

-4.000 

-1.000 

1.000 

-2.000 

2.000 

-1.000 

-3.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 
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ตารางท่ี12  แสดงการวเิคราะห์โดยใช ้Dunn’s multiple comparison test เพื่อเปรียบเทียบการ

แสดงออกของจีนโอพีจีของเซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 2 ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง 

 

time listing difference in rank sum p-value<0.05 

24 

 

control vs Pg30  

control vs PgSAE0.1 

control vs PgSAE0.2 

control vs PgSAE0.3 

Pg30 vs PgSAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.2 

Pg30 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.2 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.2 vs PgSAE0.3 

-2.000 

-1.500 

0.500 

3.000 

0.500 

2.500 

5.000 

2.000 

4.500 

2.500 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

48 control vs Pg30  

control vs PgSAE0.1 

control vs PgSAE0.2 

control vs PgSAE0.3 

Pg30 vs PgSAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.2 

Pg30 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.2 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.2 vs PgSAE0.3 

-2.000 

-3.000 

-1.000 

-4.000 

-1.000 

1.000 

-2.000 

2.000 

-1.000 

-3.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 
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ตารางท่ี13  แสดงการวเิคราะห์โดยใช ้Dunn’s multiple comparison test เพื่อเปรียบเทียบสัดส่วน

การแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจีของเซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 2 ท่ี 24 และ 

48 ชัว่โมง 

 

time listing difference in rank sum p-value<0.05 

24 

 

control vs Pg30  

control vs PgSAE0.1 

control vs PgSAE0.2 

control vs PgSAE0.3 

Pg30 vs PgSAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.2 

Pg30 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.2 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.2 vs PgSAE0.3 

-1.500 

1.500 

-3.500 

-5.500 

3.000 

-2.000 

-4.000 

-5.000 

-7.000 

-2.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

48 control vs Pg30  

control vs PgSAE0.1 

control vs PgSAE0.2 

control vs PgSAE0.3 

Pg30 vs PgSAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.2 

Pg30 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.2 

PgSAE0.1 vs PgSAE0.3 

PgSAE0.2 vs PgSAE0.3 

-3.000 

-2.000 

-4.000 

-1.000 

1.000 

-1.000 

2.000 

-2.000 

1.000 

3.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 
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ภาพท่ี 40 การแสดงออกของจีนแรงคแ์อล (A) และโอพีจี (B) และสัดส่วนการแสดงออกของจีน

แรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี (C) ภายหลงัจากเซลลส์ร้างกระดูก (control) ของอาสาสมคัรคนท่ี 2 สัมผสั

ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส (Pg)ความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรซ่ึงผสมกบัสารสกดัจากใบข่อย (SAE) เขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ตามลาํดบั ณ เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 
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การแสดงออกของจีนแรงคแ์อลจากเซลลส์ร้างกระดูกในอาสาสมคัรแต่ละคนทั้ง 4 คน ท่ีเวลา 

24 ชัว่โมงเม่ือเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้ (control) เซลลท่ี์สัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของ

เช้ือความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เซลลท่ี์สัมผสัสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร และเซลลท่ี์สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิดพบวา่มีความแตกต่างอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทาง

สถิติ (P>0.05) เม่ือคิดเป็นจาํนวนเท่าโดยเปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้พบวา่ 

เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 1 เม่ือเซลลส์ัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ สัมผสัสาร

สกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิด มีการแสดงออกของ

จีนแรงคแ์อลเป็น 50.21, 1.65 และ 88.00 เท่าตามลาํดบั เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 2 มี

การแสดงออกของจีนแรงคแ์อลเป็น 1.42, 0.88 และ 5.41 เท่าตามลาํดบั เซลลส์ร้างกระดูกจาก

อาสาสมคัรคนท่ี 3 มีการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลเป็น 0.38, 0.09 และ 6.49 เท่าตามลาํดบั เซลล์

สร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 4 มีการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลเป็น 1.78, 1.43 และ 38.74 เท่า

ตามลาํดบั (ภาพท่ี 41, 42, 43, 44)  

การแสดงออกของจีนโอพีจีจากเซลลส์ร้างกระดูกในอาสาสมคัรแต่ละคนทั้ง 4 คน ท่ีเวลา 24 

ชัว่โมงเม่ือเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้ (control) เซลลท่ี์สัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ

ความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เซลลท่ี์สัมผสัสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร และเซลลท่ี์สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิดพบวา่มีความแตกต่างอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ 

(P>0.05) เม่ือคิดเป็นจาํนวนเท่าโดยเปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้พบวา่ เซลล์

สร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 1 เม่ือเซลลส์ัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ สัมผสัสารสกดัจาก

ใบข่อยเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิด มีการแสดงออกของจีนโอพีจี

เป็น 0.49, 1.91 และ 0.37 เท่าตามลาํดบั เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 2 มีการแสดงออก

ของจีนโอพีจีเป็น 1.34, 0.63 และ 10.10 เท่าตามลาํดบั เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 3 มี

การแสดงออกของจีนโอพีจีเป็น 0.06, 0.13 และ 0.36 เท่าตามลาํดบั เซลลส์ร้างกระดูกจาก

อาสาสมคัรคนท่ี 4 มีการแสดงออกของจีนโอพีจีเป็น 0.35, 0.97 และ 0.87 เท่าตามลาํดบั (ภาพท่ี 41, 

42, 43, 44)  

สัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจีจากเซลลส์ร้างกระดูกในอาสาสมคัรแต่ละ

คนทั้ง 4 คน ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงเม่ือเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้ (control) เซลลท่ี์สัมผสัส่วน

สกดัเซลลแ์ตกของเช้ือความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เซลลท่ี์สัมผสัสารสกดัจากใบข่อย

เขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และเซลลท่ี์สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิดพบวา่มีความแตกต่าง

อยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (P>0.05) ยกเวน้ในอาสาสมคัรคนท่ี 3 พบวา่สัดส่วนการแสดงออกของ
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จีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจีเม่ือเซลลส์ัมผสัสารสกดัจากใบขอ่ยเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

แตกต่างอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) กบัเซลลท่ี์สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิด เม่ือคิดเป็น

จาํนวนเท่าโดยเปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้างกระดูกท่ีไม่ไดถู้กกระตุน้พบวา่ เซลลส์ร้างกระดูกจาก

อาสาสมคัรคนท่ี 1 เม่ือเซลลส์ัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ สัมผสัสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 

0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิด มีสัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อล

ต่อจีนโอพีจีเป็น 101.64, 0.87 และ 237.38 เท่าตามลาํดบั เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 2 มี

สัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจีเป็น 1.06, 1.41 และ 0.54 เท่าตามลาํดบั เซลล์

สร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 3 มีสัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจีเป็น 6.71, 

0.70 และ 18.11 เท่าตามลาํดบั เซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรคนท่ี 4 มีสัดส่วนการแสดงออก

ของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจีเป็น 5.05, 1.48 และ 44.71 เท่าตามลาํดบั (ภาพท่ี 41, 42, 43, 44)  

 

 

ตารางท่ี 14  แสดงการวเิคราะห์โดยใช ้Dunn’s multiple comparison test เพื่อเปรียบเทียบการ

แสดงออกของจีนแรงคแ์อลของเซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรแต่ละคน ท่ี 24 ชัว่โมง 

 

time listing difference in rank sum p-value<0.05 

1 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

-4.000 

-3.000 

-5.000 

1.000 

-1.000 

-2.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

2 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

-0.500 

0.500 

-4.000 

1.000 

-3.500 

-4.500 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 
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3 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

1.667 

6.000 

-0.333 

4.333 

-2.000 

6.333 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

4 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

-1.500 

-1.500 

-5.000 

0.000 

-3.500 

-3.500 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

 

 

ตารางท่ี15  แสดงการวเิคราะห์โดยใช ้Dunn’s multiple comparison test เพื่อเปรียบเทียบการ

แสดงออกของจีนโอพีจีของเซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรแต่ละคน ท่ี 24 ชัว่โมง 

 

time listing difference in rank sum p-value<0.05 

1 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

2.000 

-2.500 

2.500 

-4.500 

0.500 

5.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

2 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

0.000 

1.500 

-3.500 

1.500 

-3.500 

-5.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 
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3 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

4.667 

5.667 

3.667 

1.000 

-1.000 

-2.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

4 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

4.000 

0.500 

1.500 

-3.500 

-2.500 

1.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

 

 

ตารางท่ี16  แสดงการวเิคราะห์โดยใช ้Dunn’s multiple comparison test เพื่อเปรียบเทียบสัดส่วน

การแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจีของเซลลส์ร้างกระดูกจากอาสาสมคัรแต่ละคน ท่ี 24 

ชัว่โมง 

 

time listing difference in rank sum p-value<0.05 

1 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

-2.000 

2.000 

-4.000 

4.000 

-2.000 

-6.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 
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2 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

1.000 

-3.000 

2.000 

-4.000 

1.000 

5.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

3 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

-3.000 

3.000 

-6.000 

6.000 

-3.000 

-9.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

4 control vs Pg30  

control vs SAE0.1 

control vs PgSAE0.1 

Pg30 vs SAE0.1 

Pg30 vs PgSAE0.1 

SAE0.1 vs PgSAE0.1 

-4.000 

-2.000 

-6.000 

2.000 

-2.000 

-4.000 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 

ns 
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ภาพท่ี 41 การแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีเม่ือเซลลส์ร้างกระดูก (control) ของอาสาสมคัร

คนท่ี 1 สัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร (Pg30) และสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1   มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  (SAE0.1) ณ เวลา 

24 ชัว่โมง 

PgSAE0.1= ส่วนผสมของส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ขนาด 30 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ภาพท่ี 42 การแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีเม่ือเซลลส์ร้างกระดูก (control) ของอาสาสมคัร

คนท่ี 2 สัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร (Pg30) และสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1   มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  (SAE0.1) ณ เวลา 

24 ชัว่โมง 

PgSAE0.1= ส่วนผสมของส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ขนาด 30 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ภาพท่ี 43 การแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีเม่ือเซลลส์ร้างกระดูก (control) ของอาสาสมคัร

คนท่ี 3 สัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร (Pg30) และสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1   มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  (SAE0.1) ณ เวลา 

24 ชัว่โมง 

PgSAE0.1= ส่วนผสมของส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ขนาด 30 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ภาพท่ี 44 การแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจีเม่ือเซลลส์ร้างกระดูก (control) ของอาสาสมคัร

คนท่ี 4 สัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิสความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร (Pg30) และสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1   มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  (SAE0.1) ณ เวลา 

24 ชัว่โมง 

PgSAE0.1= ส่วนผสมของส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ขนาด 30 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและสารสกดัจากใบข่อยท่ีความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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บทที ่5 

อภิปรายผล 

 

ตวัอยา่งกระดูกซ่ึงใชใ้นการศึกษาน้ีไดจ้ากอาสาสมคัรจาํนวน 4 คน เป็นชาย 3 คนและหญิง 1 

คน เป็นการเลือกตวัอยา่งแบบ convenience sampling อายุของอาสาสมคัรอยูใ่นช่วง 22-29 ปี ซ่ึง

เป็นอายุท่ีใกลเ้คียงกนั และกระดูกพรุนนาํมาจากตาํแหน่งเดียวกนัคือกระดูกขากรรไกรล่างของ

อาสาสมคัรทั้ง 4 คน แมว้่าเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ะสามารถนาํมาใช้ทดลองใน

ห้องปฏิบติัการไดส้ะดวกและไดผ้ลการทดลองเป็นท่ีน่าเช่ือถือ แต่เซลล์ปฐมภูมิมีขอ้จาํกดัในการ

แบ่งตวัและความคงตวัของลกัษณะพนัธุกรรม โดยขอ้จาํกดัดงักล่าวข้ึนอยู่กบัชนิดของเซลล์และ

อายุของผูบ้ริจาคโดยพบวา่เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยส์ามารถแบ่งตวัไดป้ระมาณ 50 รุ่น 

(generation) หรือถา้คิดเป็นจาํนวนพาสเซจ (passage) จะมีค่าเท่ากบัจาํนวนรุ่นเม่ือเปล่ียนภาชนะใน

อตัราส่วน 1:2(48) ซ่ึงในการศึกษาน้ีใชเ้ซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยพ์าสเซจท่ี 3-7 เท่านั้น

เพื่อใหเ้ซลลมี์ความคลา้ยกนัและแบ่งตวัอยา่งปกติ 

การเปล่ียนแปลงและการพฒันาของเซลล์ในระยะต่างๆ รวมทั้งการสร้างสารเมทริกซ์และการ

สะสมแร่ธาตุมีกลไกควบคุมอย่างเป็นลาํดบั โดยผ่านการหลัง่สารหรือโมเลกุลกระตุน้สัญญาณ

ต่างๆ (molecular signaling)  ท่ีมีความจาํเพาะต่อการสร้างกระดูกในระยะนั้นๆ (49, 50)    ดงันั้น

การตรวจหาโมเลกุลจาํเพาะต่อเซลล์สร้างกระดูก หรือการแสดงออกของจีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัโมเลกุล

จาํเพาะเหล่าน้ี เช่น การแสดงออกของจีนรันซ์ 2 (RUNX 2) และลกัษณะทางกายภาพ ไดแ้ก่ การ

สร้างอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase) จึงสามารถใชเ้พื่อพิสูจน์เอกลกัษณ์ของเซลล์ท่ี

แยกไดว้า่เป็นเซลลส์ร้างกระดูก 

การแสดงออกของเมซเซนเจอร์ อาร์เอน็เอของรันซ์ 2 อยูใ่นระดบัคงท่ีในเซลล์สร้างกระดูก  

แต่ในระยะหลงัเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์หรือเร่ิมสะสมแร่ธาตุจะมีการแสดงออกเพิ่มข้ึน(56) 

ซ่ึงในการทดสอบเป็นระยะเร่ิมต้นของการพฒันา (early differentiation)โดยการทดสอบใน

ห้องปฏิบติัการในระยะดงักล่าวจาํเป็นตอ้งเพิ่มสารท่ีช่วยในการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์เพื่อ

จาํลองภาวะในร่างกายตามธรรมชาติ ซ่ึงไดแ้ก่แอล-แอสคอบิก แอซิด (L-ascorbic acid) และเบตา้ 

กลีเซอโรฟอสเฟต (β-glycerophosphate) (49) ในการศึกษาน้ีไดเ้ติมสารดงักล่าวลงในอาหารเล้ียง

เซลล์   ภายหลงัการเติมสารตรวจพบการแสดงออกของจีนรันซ์ 2 ในเซลล์ท่ีแยกจากอาสาสมคัร

และกลุ่มควบคุมบวกซ่ึงเป็นเซลล์สร้างกระดูก hFOB1.19 (ATCC CRL-11372TM) ทั้งน้ีไม่พบการ
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แสดงออกของจีนน้ีในกลุ่มควบคุมลบท่ีเป็นเน้ือเยื่อเหงือก ส่วนการแสดงออกของจีนจีเอพีดีเอส 

(GAPDH) ซ่ึงใชเ้ป็นตวัควบคุมภายใน (internal control) มีการแสดงออกทั้งสามกลุ่ม 

การสร้างอลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์เซลล์สร้างกระดูกสังเคราะห์ข้ึนในระยะ

เร่ิมตน้ของการเปล่ียนแปลงรูปร่างและระยะสะสมแร่ธาตุท่ีหลัง่ออกนอกผิวเซลล์(49) โดยเป็น

ปัจจยัหน่ึงท่ีช่วยกระตุน้ให้เกิดการสะสมผลึกของแคลเซียม ฟอสเฟตเป็น vesicle ในเซลล์ จากนั้น

จึงหลั่งออกนอกเซลล์เป็นออสติออยด์ (59) การทดสอบในห้องปฏิบัติการในระยะดังกล่าว

จาํเป็นต้องเพิ่มสารท่ีช่วยในการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์เพื่อจาํลองภาวะในร่างกายตาม

ธรรมชาติไดแ้ก่ แอล-แอสคอบิก แอซิด 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เบตา้ กลีเซอโรฟอสเฟต 10 

มิลลิโมล่าร์เป็นเวลา 7 วนั การวดัการทาํงานของเอนไซม์อลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส ใช้สารตั้งตน้  

(substrate) ท่ีทาํปฏิกิริยาเฉพาะต่อเอนไซมด์งักล่าว NBT-BCIP (49)  ซ่ึงสารตั้งตน้ NBT/BCIP  ซ่ึง

หลงัทาํปฏิกิริยากบัเอ็นไซม์ อลัคาไลน์ ฟอสฟาเตสได้เป็นสารสีม่วงภายในไซโตพลาสซึมของ

เซลล ์ส่วนในกลุ่มควบคุมลบท่ีเป็นเซลล์สร้างกระดูกท่ีบ่มในสารละลาย levamisol ก่อนเติมสารตั้ง

ตน้ไม่พบสารสีม่วงเน่ืองจาก levamisol  จะไปยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส

(100)  

จากผลการทดลองด้านการแสดงออกของจีนและเอ็นไซม์ท่ีจาํเพาะต่อเซลล์สร้างกระดูก

ดงักล่าวขา้งตน้เป็นการยืนยนัว่า เซลล์ปฐมภูมิท่ีแยกได้จากอาสาสมคัรในการศึกษาน้ีเป็นเซลล์

สร้างกระดูกท่ีมีการพฒันาการเลียนแบบสภาวะในส่ิงมีชีวิต (in vivo)  เม่ือไดรั้บสารกระตุน้การ

สร้างกระดูก   

การหาปริมาณโปรตีนดว้ยวธีิ Lowry เป็นวธีิท่ีใชก้นัอยา่งแพร่หลาย (96, 101) ในการศึกษาน้ีจึง

ไดใ้ชว้ธีิการดงักล่าวในการหาปริมาณโปรตีนของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิง

จิวาลิส และตรวจสอบคุณภาพของส่วนสกดัเซลลแ์ตกโดยนาํไปทดสอบกบัเซลลโ์มโนไซด ์THP-1

เน่ืองจากมีการศึกษามากมายท่ีเช่ือวา่ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

สามารถกระตุน้ใหเ้ซลลโ์มโนไซด ์THP-1 มีการแสดงออกของจีนอินเตอร์ลิวคิน-1เบตา้ได ้ 

จากผลของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ การทดสอบคุณภาพทางชีววทิยาพบวา่ส่วนสกดัเซลล์

แตกของเช้ือมีคุณภาพดีเหมาะท่ีจะนาํไปใชใ้นการทดลองต่อไป 

 นอกจากการตรวจสอบคุณภาพของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส

แลว้ผูว้จิยัยงัไดต้รวจสอบคุณภาพของสารสกดัจากใบข่อยโดยทาํการทดสอบประสิทธิภาพของสาร

สกดัจากใบข่อยในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแอกกริเกติแบกเทอร์ แอกติโนมยัซิเทมคอมิแทนส์

เพื่อเปรียบเทียบกบัการศึกษาก่อนหนา้น้ี ผลการทดสอบพบวา่ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อย

ท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแอกกริเกติแบกเทอร์ แอกติโนมยัซิเทมคอมิแทนส์ มีค่า
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เป็น 1.18  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถ

ทาํลายเช้ือ มีค่า 18.75 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรซ่ึงใหผ้ลใกลเ้คียงกบัการศึกษาท่ีผา่นมาซ่ึงความเขม้ขน้

ท่ียบัย ั้งเช้ือมีค่า 7.81 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและความเขม้ขน้ท่ีทาํลายเช้ือมีค่าเป็น 15.62 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร(20) นัน่คือสารสกดัจากใบข่อยท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยวธีิเดียวกนัแต่คนละคร้ังมีคุณสมบติั

ใกลเ้คียงกนั 

การทดสอบความเป็นพิษของสารต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยใ์นการวจิยัน้ีใชว้ธีิ

เอม็ทีที (MTT assay) ในการวดัจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวติทางออ้มโดยการวดัค่าดูดกลืนแสงหรือโอดี 

(optical density, OD)  ซ่ึงเป็นวธีิท่ีสะดวก รวดเร็ว เป็นท่ียอมรับถึงความแม่นยาํ และมีการใชอ้ยา่ง

แพร่หลาย (96, 101) ซ่ึงหลกัการเป็นการวดัจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวติจากการทาํงานของเอนไซมท่ี์ใชใ้น

การหายใจระดบัเซลลใ์นไมโทคอนเดรีย (mitochondrial succinic  dehydrogenase activity) ในเซลล์

ท่ีมีชีวติเอนไซมจ์ะไปเปล่ียนสีของเอม็ทีทีซ่ึงเป็นเกลือเตทตราโซเลียม (tetrazolium salt) จากสี

เหลืองไปเป็นฟอร์มาซาน (formazan) ท่ีมีสีนํ้าเงินหรือสีม่วง และตกตะกอนในไมโทคอนเดรีย ซ่ึง

ตะกอนหรือผลึกของฟอร์มาซาน สามารถละลายในดีเอ็มเอสโอ (DMSO) ระดบัของการเปล่ียนสี

เป็นสัดส่วนโดยตรงกบัการทาํปฏิกิริยารีดกัชัน่ของเอนไซม ์ (enzymatic reduction) ของเกลือเตท

ตราโซเลียม หลงัจากนั้นจึงทาํการวดัหาปริมาณฟอร์มาซานท่ีเกิดข้ึนโดยวดัค่าโอดี ท่ีความยาวคล่ืน 

540 นาโนเมตร ซ่ึงในการศึกษาน้ีใชเ้อม็ทีทีเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยไดท้ดลองหวา่น

เซลลป์ริมาณต่างๆ ในถาดหลุมท่ีมี 96 หลุม พบวา่ปริมาณเซลลม์ากข้ึนค่าโอดีของเซลลส์ร้าง

กระดูกปฐมภูมิของมนุษยก์็มากข้ึน แสดงวา่ค่าโอดีของเซลลส์ามารถใชใ้นการประมาณปริมาณ

เซลลไ์ด ้ 

เช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส มีการนาํมาศึกษาในหลายรูปแบบเน่ืองจากมีปัจจยัก่อโรค

ไดแ้ก่ ส่วนประกอบต่างๆ ของเช้ือและเอนไซมท่ี์ถูกสร้างออกมานอกเซลล ์ โดยรูปแบบท่ีนาํมา

ศึกษา เช่น นํ้าท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือ ตวัเช้ือ เช้ือท่ีถูกทาํใหแ้ตกตวั ซ่ึงเช้ือท่ีทาํใหแ้ตกตวัจะมีส่วนประกอบ

ต่างๆ ของเช้ือและเอนไซมท่ี์ถูกสร้างในเซลล ์ ซ่ึงในการศึกษาน้ีพบวา่ความเขม้ขน้ของเช้ือท่ีแตกตวั

ทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยต์ายร้อยละ 5   คือ 38.66, 4.84 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เม่ือเซลลส์ัมผสัเช้ือนาน  24, 48 ชัว่โมง แต่การศึกษาของ Reddi และคณะ ใชค้วามเขม้ขน้ของเช้ือ 5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (102) ความแตกต่างน้ีอาจเน่ืองจากสายพนัธ์ของเช้ือ วธีิการเตรียมเช้ือ 

เซลลท่ี์นาํมาทดลอง และวธีิการวดัผล โดยการศึกษาของ Reddi และคณะ ใชเ้ช้ือพอร์ไฟโรโมแนส 

จิงจิวาลิส สายพนัธ์ุ K1A และ E8 และศึกษานํ้าท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือ ซ่ึงเซลลท่ี์นาํมาศึกษาเป็นเซลลส์ร้าง

กระดูกท่ีนาํมาจากหนู (osteogenic murine boone marrow stromal cell line) โดยวธีิการวดัเซลลต์าย

ใชก้ารวดัปริมาณแลคเตท ดีไฮโดรจีเนส (lactate dehydrogenase, LDH) ส่วนการศึกษาน้ีใชเ้ช้ือสาย
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พนัธ์ุ W50 โดยนาํเช้ือมาทาํใหแ้ตกตวัและนาํมาทดสอบกบัเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยซ่ึ์ง

วดัผลโดยวธีิเอม็ทีที  

เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยเ์ม่ือสัมผสักบัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส พบวา่มีผลทาํใหเ้ซลลต์ายไดแ้ตกต่างกนัในแต่ละราย โดยเม่ือเซลลส์ร้างกระดูก

สัมผสักบัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส  ดว้ยความเขม้ขน้ 15 – 180 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ะเพิ่มข้ึน

เม่ือความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนในช่วงเวลา 12, 24  และ 48 ชัว่โมง ยกเวน้ช่วงเวลา 2 ชัว่โมงไม่พบ

ความสัมพนัธ์ดงักล่าวท่ีชดัเจนแมค้วามเขม้ขน้จะเพิ่มข้ึนถึง 180 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แนวโนม้

ดงักล่าวพบไดท้ั้งในขอ้มูลของอาสาสมคัรแต่ละคนและในขอ้มูลรวมของอาสาสมคัรทั้ง 4 คน 

นอกจากน้ียงัพบวา่เม่ือเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยส์ัมผสัสารท่ีทดสอบในความเขม้ขน้

เดียวกนัในแต่ละช่วงเวลา คือ 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมง  จะพบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้าง

กระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ะเพิ่มข้ึนเม่ือสัมผสัสารนานข้ึนซ่ึงความสัมพนัธ์ดงักล่าวจะเห็นได้

ชดัเจนเม่ือความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือมากกวา่ 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ใน

อาสาสมคัรคนท่ี  1, 2 และในขอ้มูลรวมของอาสาสมคัรทุกคน) นัน่คือสารท่ีทดสอบมีความเขม้ขน้

ไม่มากพอใหเ้ห็นความเป็นพิษท่ีชดัเจน อาจเป็นไปไดว้า่ถา้เพิ่มความเขม้ขน้ของเช้ือใหม้ากข้ึนอีก

จึงจะมีรูปแบบความเป็นพิษเช่นเดียวกบัเวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมงหรือเวลาท่ีสัมผสัสารไม่นาน

พอท่ีส่วนประกอบของเช้ือท่ีแตกตวัเขา้ไปทาํปฏิกิริยาต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์ ซ่ึงมี

การศึกษาในเซลลส์ร้างเส้นใยเหงือกซ่ึงวดัผลโดยวธีิเอม็ทีที พบวา่เม่ือเซลลส์ัมผสัเช้ือนาน 4 

ชัว่โมงจะเห็นความสัมพนัธ์ดงักล่าวท่ีชดัเจนและสามารถหาร้อยละการตายของเซลลไ์ดโ้ดยใช้

ความเขม้ขน้ของเช้ือท่ีศึกษาสูงท่ีสุด 75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร(22) นัน่คือถา้ปรับเวลาในการให้

เซลลส์ร้างกระดูกสัมผสักบัสารท่ีทดสอบในช่วงเวลามากกวา่ 2 ถึง 12 ชัว่โมง และใชค้วามเขม้ขน้

เดิมศึกษาอาจจะพบความสัมพนัธ์ดงักล่าวท่ีชดัเจน 

กลไกในการท่ีเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส หรือหรือไลโปโพลีแซคคาไรด์ของเช้ือทาํให้

เกิดการตายของเซลล์ อาจเกิดจากเม่ือเซลล์สร้างกระดูกสัมผสักบัเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส 

หรือไลโปโพลีแซคคาไรดข์องเช้ือเหน่ียวนาํใหมี้การแสดงออกของตวัรับโทล ไลค ์1, 4, 5, 6 และ 9 

(toll-like receptors, TRLs) (103, 104, 105) ซ่ึงตวัรับโทล ไลค ์เป็นตวักลางเช่ือมระหวา่งเช้ือกบัการ

ตอบสนองภายในเซลล ์เม่ือเช้ือจบักบัตวัรับโทล ไลคท่ี์เยื่อหุ้มเซลล์จะเกิดการส่งสัณญานเขา้ไปใน

เซลล์ผา่นโมเลกุลต่างๆ เช่น เอ็มวายดี 88 (MyD88), ไอแรค (IRAK), ทราฟ6 (TRAF6) และไคเนส 

(kinase) เป็นลาํดบั ทาํใหก้ระตุน้ทรานสคริพชัน่แฟคเตอร์ในเซลล์(105)ทาํให้เซลล์สร้างไซโตไคน์

เพิ่มข้ึน เช่น อินเตอร์ลิวคิน-1 ทีเอ็นเอฟ-อลัฟา ซ่ึงเป็นสารอกัเสบท่ีส่งผลต่อการละลายตวัของ
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กระดูก(106, 107)ซ่ึงปริมาณไซโตไคน์ท่ีผลิตออกมาส่งผลกลบัมาท่ีเซลล์สร้างกระดูก (Autocrine) 

ทาํให้เซลล์ตายไดผ้า่นกลไก apoptosis โดยมีการศึกษาพบว่าทีเอ็นเอฟ-อลัฟาทาํให้เกิด apoptosis 

(108, 109)  

 

 
 

 

ภาพท่ี 45 กลไกโมเลกุลของปัจจยัท่ีเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส หรือหรือไลโปโพลีแซคคา

ไรดข์องเช้ือทาํใหเ้กิดการตายของเซลล ์
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ในการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัจากใบข่อยต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์

พบวา่เม่ือเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยส์ัมผสักบัสารสกดัจากใบข่อยร้อยละการตายของ

เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ะเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของสารมากข้ึนในช่วงเวลา 12, 24  

และ 48 ชัว่โมงโดยแนวโนม้ดงักล่าวพบไดท้ั้งในขอ้มูลของอาสาสมคัรแต่ละคน (ภาพท่ี 29-32) 

และในขอ้มูลรวมของอาสาสมคัรทั้ง 4 คน (ภาพท่ี 33) ยกเวน้ช่วงเวลา 2 ชัว่โมงไม่พบ

ความสัมพนัธ์ดงักล่าวท่ีชดัเจน แต่พบวา่ในอาสาสมคัรรคนท่ี 1 เม่ือความเขม้ขน้เพิ่มข้ึนเป็น 1-1.2 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรจะเห็นแนวโนม้วา่ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีเพิ่มมากข้ึนจะมี

รูปแบบความเป็นพิษเช่นเดียวกบัเวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมง และการศึกษาในเซลลส์ร้างเส้นใย

เหงือกซ่ึงวดัผลดว้ยวธีิเอม็ทีทีเหมือนกนัก็พบความสัมพนัธ์ดงักล่าวท่ีชดัเจนโดยศึกษาความเขม้ขน้

ของสารสกดัจากใบข่อย 1 - 6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร(22)ดงันั้นถา้เพิ่มความเขม้ขน้ของสารท่ีทดสอบ

ก็จะเห็นความสัมพนัธ์ท่ีชดัเจนข้ึนท่ีเวลา 2 ชัว่โมง หรืออาจตอ้งเพิ่มเวลาในการสัมผสัสารทดสอบ 

ซ่ึงมีการศึกษาในเซลลโ์มโนไซตท่ี์วดัผลโดยวธีิเอม็ทีที พบวา่เม่ือเซลลส์ัมผสัสารท่ีทดสอบนาน 4 

และ  8 ชัว่โมงจะเห็นความสัมพนัธ์ดงักล่าวท่ีชดัเจนและสามารถหาร้อยละการตายไดโ้ดยใชค้วาม

เขม้ขน้ของสารท่ีทดสอบสูงท่ีสุด  6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร(21) นัน่คือถา้ปรับเวลาใหเ้ซลลส์ร้าง

กระดูกสัมผสักบัสารท่ีทดสอบในช่วงเวลามากกวา่ 2 ถึง 12 ชัว่โมง และใชค้วามเขม้ขน้เดิมศึกษา

อาจจะพบความสัมพนัธ์ดงักล่าวท่ีชดัเจน 

 นอกจากน้ียงัพบวา่เม่ือเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยส์ัมผสัสารท่ีทดสอบในความ

เขม้ขน้เดียวกนัในแต่ละช่วงเวลา คือ 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมง  จะพบวา่ร้อยละการตายของเซลล์

สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ะเพิ่มข้ึนเม่ือสัมผสัสารนานข้ึน ซ่ึงความสัมพนัธ์ดงักล่าวจะเห็นได้

ชดัเจนเม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยมากกวา่ 0.6  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรโดยโดย

แนวโนม้ดงักล่าวพบไดท้ั้งในขอ้มูลของอาสาสมคัรแต่ละคน (ภาพท่ี 29-32) และในขอ้มูลรวมของ

อาสาสมคัรทั้ง 4 คน (ภาพท่ี 33)  

 ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยต์ายร้อย

ละ 20 และ 50 แสดงดงัตารางท่ี 5 พบวา่เม่ือเซลลส์ัมผสัสารนานข้ึน ความเขม้ขน้ของสารสกดัจาก

ใบข่อยท่ีทาํใหเ้ซลลต์ายร้อยละ 20 และ 50 จะลดลง ซ่ึงจะใหผ้ลคลา้ยกนักบัการศึกษาในเซลลโ์ม

โนไซต ์คือ ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีทาํใหเ้ซลลต์ายร้อยละ 50 จะลดลงเม่ือสัมผสัสาร

นานข้ึนจาก 4 ชัว่โมงเป็น 8 ชัว่โมง(21) 

 เม่ือพิจารณาขอ้มูลรวมของอาสาสมคัรทั้ง 4 คน พบวา่ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อย

ซ่ึงทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยต์ายร้อยละ 50 เม่ือสัมผสัสารนาน 2 ชัว่โมง คือ 0.39 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่การศึกษาในเซลลส์ร้างเส้นใยเหงือกใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบ
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ข่อยท่ีสูงกวา่ คือ 7.03 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรจึงทาํใหเ้ซลลส์ร้างเส้นใยเหงือกตายร้อยละ 50  (22) 

แสดงวา่เซลลส์ร้างเส้นใยเหงือกมีความทนต่อสารสกดัจากใบข่อยมากกวา่เซลลส์ร้างกระดูกปฐม

ภูมิของมนุษย ์

ในการทดสอบความเป็นพิษของส่วนผสมของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโร

โมแนส จิงจิวาลิส และสารสกดัจากใบข่อยต่อเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย ์ ไดพ้ิจารณา

เลือกความเขม้ขน้ของสารท่ีทดสอบซ่ึงทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยต์ายในช่วงร้อยละ 

20 - 50 เม่ือสัมผสัสารนาน 48 ชัว่โมง จากตารางท่ี 4 และ 5 จะเห็นวา่ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ

พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรทาํให้เซลลส์ร้างกระดูกปฐม

ภูมิของมนุษยต์ายนอ้ยกวา่ร้อยละ 20 ส่วนสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.14 - 0.53  มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตรทาํใหเ้ซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยต์ายร้อยละ 20-50 โดยพิจารณาจากขอ้มูลรวม

ของอาสาสมคัรทั้ง 4 คน จึงเลือกความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ 30 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรนาํมาผสมกบัสารสกดัจากใบข่อยความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ตามลาํดบั พบวา่ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยเ์ม่ือสัมผสัสารทั้ง 2 ชนิด

ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัการใส่สารทดสอบเพียงชนิดเดียวในทุกช่วงเวลาโดยสังเกตค่ามธัยฐาน

ของแต่ละขอ้มูล อยา่งไรก็ตามเม่ือทาํการทดสอบทางสถิติพบวา่ความเป็นพิษต่เซลลข์องสารท่ี

ทดสอบเพียงชนิดเดียวเม่ือเปรียบเทียบกบัการใส่สารท่ีทดสอบ 2 ชนิดร่วมกนัมีความแตกต่างอยา่ง

ไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (P > 0.05) ในแต่ละเวลา และยงัพบวา่เซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์

เม่ือสัมผสัสารทั้ง  2  ชนิดนาน 2, 12 และ 24 ชัว่โมง มีร้อยละการตายของเซลลใ์กลเ้คียงกนัแม้

ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยมากข้ึน แต่ท่ี 48 ชัว่โมงกลบัพบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของสาร

สกดัจากใบข่อยเพิ่มข้ึนร้อยละการตายของเซลลล์ดลงอาจเป็นไปไดว้า่ส่วนประกอบในสารสกดั

จากใบข่อยท่ีไดจ้ากการสกดัแบบหยาบมีหลายชนิด ซ่ึงสารต่างๆเหล่าน้ีอาจไปจบัส่วนสกดัเซลล์

แตกของเช้ือหรือไปจบักบัตวัรับโทล-ไลค ์ (tolk-like receptor) บนเซลลส์ร้างกระดูก ทาํใหต้วัรับ

ของเซลลไ์ม่สามารถจบักบัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือไดห้รือจบัไดน้อ้ยลง หรือไปมีผลขดัขวาง

วถีิสัณญานหรือทรานสคริพชัน่แฟคเตอร์ในเซลลท์าํใหเ้ซลลส์ร้างไซโตไคน์ไดน้อ้ยลง หรืออาจไป

เสริมฤทธ์ิวถีิสัณญานอ่ืนซ่ึงส่งผลใหมี้การยบัย ั้งการสร้างไซโตไคน์ ทาํใหป้ริมาณไซโตไคน์ท่ีผลิต

มีปริมาณไม่มากพอจะกลบัมาทาํใหเ้ซลลต์ายได ้ อยา่งไรก็ตามขอ้สันนิษฐานดงักล่าวตอ้งการ

การศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 

นอกจากน้ียงัพบวา่เม่ือเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยส์ัมผสัสารทั้ง  2 ชนิดท่ีความ

เขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยเดียวกนัในแต่ละช่วงเวลา คือ 2, 12, 24  และ 48 ชัว่โมง  จะพบวา่
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ร้อยละการตายของเซลลส์ร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยจ์ะเพิ่มข้ึนเม่ือสัมผสัสารนานข้ึนโดยเห็น

ชดัเจนท่ีเวลา 48 ชัว่โมง (ภาพท่ี 38) 

              

จากผลการศึกษานาํร่องในเซลลส์ร้างกระดูกของอาสาสมคัรคนท่ี 2 เพื่อดูการแสดงออกของจีน

แรงคแ์อลและโอพีจี โดยเลือกความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิ

วาลิส 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่หลงัจากกระตุน้เซลลด์ว้ยส่วนสกดัเซลล์

แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร การแสดงออก

ของจีนแรงคแ์อลจะเพิ่มข้ึนเม่ือเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง (ภาพท่ี 39A)สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ 

Reddi และคณะท่ีศึกษาการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลท่ี 6, 24 และ 48 ชัว่โมง พบวา่จีนแรงคแ์อล

จะเพิ่มข้ึนชดัเจนเม่ือกระตุน้ดว้ยเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส ท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง(102) แต่

การแสดงออกของจีนโอพีจีจากเซลลส์ร้างกระดูกในอาสาสมคัรคนท่ี 2 จะเพิ่มข้ึนทุกช่วงเวลา คือ 

2, 12, 24 และ 48 ชัว่โมง (ภาพท่ี 39B) ใหผ้ลแตกต่างจากการศึกษาของ Reddi และคณะ หลงัจาก

เซลลส์ร้างกระดูกท่ีนาํมาจากหนูกระตุน้ดว้ยเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส จะมีการแสดงออก

ของจีนโอพีจีนอ้ยลงท่ีเวลา 6 และ 24 ชัว่โมง แต่ท่ีเวลา 48 ชัว่โมงการแสดงออกไม่แตกต่างจาก

กลุ่มควบคุมซ่ึงความแตกต่างน้ีน่าจะมาจากแหล่งท่ีมาของเซลลส์ร้างกระดูก  

จากผลการศึกษาดงักล่าวจึงเลือกช่วงเวลา 24 และ 48 ชัว่โมงไปทาํการศึกษาการแสดงออกของ

จีนแรงคแ์อลและโอพีจีของส่วนผสมระหวา่งส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวา

ลิสความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3  

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั เพื่อจะเลือกความเขม้ขน้ของสารสกดัจากใบข่อยท่ีเหมาะสมต่อไป 

จากขอ้มูลสัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี เม่ือเซลลส์ัมผสักบัสารทดสอบทั้ง 2 

ชนิดท่ีมีสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1   มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรท่ีเวลา 24 ชัว่โมงพบวา่มีสัดส่วนการ

แสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อโอพีจีนอ้ยท่ีสุดคือ 0.59 เท่า โดยมีการแสดงออกของจีนแรงคแ์อล

เป็น 0.85 เท่า และการแสดงออกของจีนโอพีจีเป็น 1.41 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้างกระดูกท่ี

ไม่ไดถู้กกระตุน้ จึงเลือกศึกษาท่ีช่วงเวลา 24 ชัว่โมง และทดสอบในสารทดสอบ 2 ชนิดโดยใช้

ความเขม้ขน้ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรผสมกบัสาร

สกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1   มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรเพื่อศึกษากบัเซลลส์ร้างกระดูกของอาสาสมคัรทั้ง 

4 คนต่อไป 

เม่ือเซลลส์ร้างกระดูกของอาสาสมคัรทั้ง 4 คนไดรั้บการกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ

พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส เป็นเวลา 24 ชัว่โมงพบวา่มีการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลเพิ่มข้ึนเม่ือ

เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีเป็นเซลลส์ร้างกระดูกซ่ึงนาํมาจากเซลลส์ร้างกระดูกของอาสาสมคัร 



112 
 

3 คน คือ คนท่ี 1, 2 และ 4 (ภาพท่ี 41, 42, 44 ) ส่วนคนท่ี 3 มีการแสดงออกลดลงเม่ือเปรียบเทียบ

กบักลุ่มควบคุม (ภาพท่ี 43) ซ่ึงแนวโนม้การแสดงออกของจีนแรงคแ์อลท่ีเพิ่มข้ึนสอดคลอ้งกบั

หลายการศึกษาก่อนหนา้น้ี (40, 102) ส่วนการแสดงออกของจีนโอพีจีแสดงออกลดลงเม่ือสัมผสั

ส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือในอาสาสมคัร 3 คนคือ คนท่ี 1, 3 และ 4 (ภาพท่ี 41, 43, 44 )  ส่วนคนท่ี 

2 มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (ภาพท่ี 42) ซ่ึงแนวโนม้การแสดงออก

ของจีนโอพีจีลดลงเม่ือสัมผสัส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Reddi และ

คณะ(102) 

 

เม่ือเซลล์สร้างกระดูกของอาสาสมคัรทั้ง 4 คนสัมผสัสารสกดัจากใบข่อยเป็นเวลา 24 ชัว่โมง

พบการแสดงออกของจีนแรงค์แอลและจีนโอพีจีมีค่าใกล้เคียงกบักลุ่มควบคุมท่ีเป็นเซลล์สร้าง

กระดูกซ่ึงไม่ถูกกระตุน้ รวมถึงสัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจีก็ใหผ้ลใกลเ้คียง

กบักลุ่มควบคุมท่ีเป็นเซลล์สร้างกระดูกเช่นกนั (ภาพท่ี 41, 42, 43, 44) นัน่คือสารสกดัจากใบข่อย

ไม่ไดมี้ผลต่อการแสดงออกของจีนทั้งสอง 

เม่ือเซลล์สร้างกระดูกของอาสาสมคัรทั้ง 4 คนสัมผสัสารทดสอบ 2 ชนิดโดยใชค้วามเขม้ขน้

ของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือ   30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรผสมกบัสารสกดัจากใบข่อยเขม้ขน้ 0.1   

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่าการแสดงออกของจีนแรงค์แอลเพิ่มข้ึนเม่ือ

เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมในอาสาสมคัรทั้ง 3 คน คือคนท่ี 1, 3 และ 4 (ภาพท่ี 41, 43, 44) ส่วนคน

ท่ี 2 มีการแสดงออกใกลเ้คียงกบักลุ่มควบคุม (ภาพท่ี 42) ส่วนการแสดงออกของจีนโอพีจีพบว่า

ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมในอาสาสมคัร 2 คน คือคนท่ี 1 และ 3 ในคนท่ี 4 มีการ

แสดงออกของจีนเท่าเดิม และในคนท่ี 2 มีการแสดงออกเพิ่มข้ึน เม่ือพิจารณาสัดส่วนการแสดงออก

ของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี พบวา่มีค่าสัดส่วนเพิ่มสูงกวา่กลุ่มควบคุมท่ีเป็นเซลล์สร้างกระดูกซ่ึง

ไม่ถูกกระตุน้และเพิ่มสูงกวา่กลุ่มเซลล์สร้างกระดูกท่ีถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือใน

อาสาสมคัร 3 คน คือ คนท่ี 1, 3 และ4 ส่วนคนท่ี 2 มีค่าสัดส่วนลดลง จะเห็นว่ารูปแบบการ

แสดงออกของจีนแรงคแ์อล จีนโอพีจี และสัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงค์แอลต่อจีนโอพีจี ใน

อาสาสมคัร 3 คน มีรูปแบบเหมือนกนัแต่อีก  1 คนจะแตกต่างท่ีเป็นเช่นน้ีอาจเน่ืองมาจากการ

ตอบสนองต่อส่ิงกระตุน้ในแต่ละคนไม่เหมือนกนั 

รูปแบบการแสดงออกของสัดส่วนของจีนแรงค์แอลต่อจีนโอพีจีมีค่าสูงข้ึนเม่ือเซลล์สร้าง

กระดูกสัมผสัส่วนผสมของส่วนสกดัเซลลแ์ตกของเช้ือและสารสกดัจากใบข่อยโดยเปรียบเทียบกบั

กลุ่มเซลล์สร้างกระดูกและกลุ่มเซลล์สร้างกระดูกท่ีถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลล์แตกของเช้ือใน

อาสาสมคัร 3 คนโดยมีการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลเพิ่มข้ึนและลดการแสดงออกของจีนโอพีจี 
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ในขณะท่ีเซลล์สร้างกระดูกสัมผสัสารสกดัจากใบข่อยทาํให้สัดส่วนการแสดงออกของจีนทั้งสอง

แตกต่างอย่างไม่มีนยัสําคญัทางสถิติจากกลุ่มควบคุมท่ีเป็นเซลล์สร้างกระดูกแสดงให้เห็นว่าสาร

สกดัจากใบข่อยเพียงชนิดเดียวไม่ทาํให้เกิดการปล่ียนแปลงสัดส่วนการแสดงออกของจีนอย่าง

ชดัเจน แต่เม่ือเซลล์สร้างกระดูกสัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิดกลบัพบการแสดงออกของสัดส่วนท่ี

สูงข้ึนดงักล่าว น่าจะเป็นไปไดว้า่ส่วนผสมของสารทดสอบทั้ง 2 ชนิดอาจเกิดปฏิกิริยาต่อกนัแลว้ทาํ

ใหส้ารประกอบเหล่านั้นมีผลต่อกลไกใดกลไกหน่ึงดงัน้ี 

- ไปจบักบัตวัรับท่ีกระตุน้การแสดงออกของจีนแรงคแ์อลใหสู้งข้ึน 

- ไปจบักบัตวัรับท่ีมีผลยบัย ั้งการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลโดยอาจไปทาํให้ไม่สามารถจบั

กบัตวักระตุน้ไดห้รือจบัไดล้ดลง 

- มีผลขดัขวางการทาํงานของตวักระตุน้ท่ีมีผลยบัย ั้งการแสดงออกของจีนแรงคแ์อล 

- ไปจบักบัตวัรับท่ีมีผลยบัย ั้งการแสดงออกของจีนโอพีจี 

- มีผลขดัขวางตวัรับท่ีกระตุน้การแสดงออกของจีนโอพีจี โดยอาจไปทาํใหไ้ม่สามารถจบักนั

ไดห้รือจบัไดล้ดลง 

- มีผลต่อวถีิสัญญาณท่ีทาํให้มีการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจี โดยการแสดงออก

ของจีนโอพีจีพบว่ามีตวักระตุน้ต่างๆ เช่น อินเตอร์ลิวคิน-1โกรทแฟคเตอร์ท่ีไดจ้ากเกล็ด

เลือด และบีเอ็มพี-4 (bone morphogenic protein-4, BMP-4) จะไปกระตุน้เซลล์ผา่นทางวิถี

แมพไคเนส โดยเฉพาะพี 38 แมพไคเนส (p38 MAPK) และโปรตีนไคเนสเอ (protein 

kinase A, PKA) ให้มีการแสดงออกของจีนโอพีจี(110-112) ส่วนการแสดงออกของจีน

แรงค์แอลพบมีตวักระตุน้ต่างๆ เช่น อินเตอร์ลิวคิน-1 ทีเอ็นเอฟ(113)จะไปกระตุน้เซลล์

ผา่นทางวิถีพี 38 แมพไคเนส (p38 MAPK)(114) และยงัพบวา่การแสดงออกของจีนแรงค์

แอลและโอพีจียงัสามารถถูกควบคุมผา่นวิถีสัญญาณวินท/์เบตา้ คาทินิน ในวิถีเดียวกนักบั

การควบคุมกระบวนการสร้างกระดูกของเซลล์สร้างกระดูก โดยพบว่าวินท์ 3เอ จะไป

กระตุน้เซลล์ผ่านวิถีสัญญาณเบตา้ คาทินิน เพื่อไปกระตุน้ทรานสคริพชั่นแฟคเตอร์ คือ 

แอลอีเอฟ1/ทีซีเอฟ (lymphoid enhancer factor 1/T cell factor, Lef1/Tcf) ส่งผลให้เกิดการ

แสดงออกของจีนแรงคแ์อลและโอพีจี นอกจากน้ียงัพบวา่บีเอ็มพี-2 สามารถเหน่ียวนาํให้มี

การแสดงออกของจีนจีนแรงคแ์อลและโอพีจีผา่นวิถีสัญญาณเบตา้ คาทินินไดเ้ช่นเดียวกนั

(115-118)  

เป็นท่ีทราบกันอย่างแพร่หลายว่าการสร้างหรือการละลายกระดูก จะข้ึนกับสัดส่วนการ

แสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อจีนโอพีจี (2) ซ่ึงสัดส่วนการแสดงออกของจีนดงักล่าวจะเพิ่มข้ึนเม่ือ

เซลลส์ร้างกระดูกสัมผสัสารทดสอบทั้ง 2 ชนิด แต่ก็ยงัไม่สามารถสรุปไดว้า่สารสกดัจากใบข่อยมี
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ผลละลายกระดูก เน่ืองจากการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลของเซลล์สร้างกระดูกจะส่งผลให้ให้เกิด

การละลายของกระดูกทางออ้ม แต่ถา้แมคโคฟาจท่ีถูกกระตุน้ ไปจบักบัที ลิมโฟไซทท์าํให้ที ลิมโฟ

ไซท์มีการแสดงออกของจีนแรงค์แอล จะส่งผลให้ให้เกิดการละลายของกระดูกโดยตรง (34) จึง

ตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติม ทั้งน้ีการศึกษาน้ีทดลองในเซลล ์ซ่ึงเป็นผลเพียงดา้นหน่ึงท่ีเกิดข้ึนจากเซลล์

เพียงชนิดเดียวท่ีถูกเล้ียงในภาวะแวดลอ้มจาํลอง  ในขณะท่ีในส่ิงมีชีวิตมีเน้ือเยื่อชนิดต่างๆ ทาํงาน

ร่วมกนั  ดงันั้นการแปลผลการทดสอบท่ีไดจ้ากการเล้ียงเซลล์จึงมีขอ้จาํกดั  โดยเฉพาะการปรับใช้

ผลในทางคลินิก  
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บทที ่6 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 

1. สรุปผลการวจัิย 

เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษยเ์ม่ือถูกกระตุน้ดว้ยส่วนผสมระหว่างส่วนสกดัเซลล์

แตกของเช้ือพอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส และสารสกดัจากใบข่อย พบว่ามีการแสดงออกของจีน

แรงคแ์อลเพิ่มข้ึน การแสดงออกของจีนโอพีจีลดลง และสัดส่วนการแสดงออกของจีนแรงคแ์อลต่อ

จีนโอพีจีสูงข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มเซลล์สร้างกระดูกท่ีไม่ถูกกระตุน้  กลุ่มเซลล์สร้างกระดูกท่ี

ถูกกระตุน้ดว้ยสารสกดัจากใบข่อย และกลุ่มเซลล์สร้างกระดูกท่ีถูกกระตุน้ดว้ยส่วนสกดัเซลล์แตก

ของเช้ือเพียงชนิดเดียว  

2. ข้อเสนอแนะ 

ควรมีการศึกษาในอนาคตเพื่อยนืยนัผลการละลายตวัของกระดูกโดยตรง เช่น ศึกษาเพิ่มเติมใน

เซลลส์ลายกระดูก หรือศึกษาในสัตวท์ดลอง 
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