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ประพัฒน ประเดิมดุษฎีพร.  (2555).  ผลของเอชเอ็มจีบี1 และไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส   
 จินจิวาลิสตอการหล่ังทูเมอร เนคโครซิส แฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-อินเตอรลิวคิน-1  
 เบตา และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1ในเซลล ไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตมนุษย. 
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 เหลาศรีสิน. 
 
 เอชเอ็มจีบี1 เปนโปรตีนที่พบในนิวเคลียส เมื่อถูกหลั่งออกมาภายนอกเซลลจะสามารถ 
ทําหนาท่ีเสมือนไซโตไคนได ถูกพบในรอยโรคหลายชนิด เชน รูมาตอยด และพบในนํ้าเหลืองเหงือก 
และเน้ือเย่ือปริทันตของผูปวยโรคปริทันตอักเสบ และยังพบการแสดงออกของยีน และการหล่ัง เอชเอ็มจีบี1 
หลังกระตุนเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส  
จินจิวาลิส เอชเอ็มจีบี1 จึงอาจมีสวนเก่ียวของกับการเกิดพยาธิสภาพของโรคปริทันตอักเสบ  
 วัตถุประสงค เพ่ือศึกษาบทบาทของเอชเอ็มจีบี1ตอการแสดงออกของยีนและการหล่ัง ทูเมอร 
เนคโครซิส แฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1 เบตา และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 ในเซลล ไฟโบรบลาสต 
เหงือกและเอ็นยึดปริทันต เม่ือกระตุนเซลลท้ัง 2 ชนิดดวยเอชเอ็มจีบี1 รวมกับไลโปโพลีแซคคาไรค ของ 
พอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส เปรียบเทียบกับกระตุนดวยสารตัวใดตัวหน่ึงเพียงอยางเดียว  
 วิธีดําเนินการวิจัย เพาะเล้ียงเซลลท้ัง 2 ชนิดจากเน้ือเย่ือของฟนท่ีไมแสดงรอยโรคของการอักเสบ 
จากผูปวย 2 ราย กระตุนเซลลท้ัง 2 ชนิดดวยเอชเอ็มจีบี1 รวมกับไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส  
จินจิวาลิส เอชเอ็มจีบี1 ไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส และสภาวะไมไดกระตุน 
ตรวจสอบการแสดงออกของเมสเซนเจอรอารเอ็นเอ ดวยวิธีเรียลไทม พีซีอารท่ี 4 ช่ัวโมง และนําอาหาร 
เล้ียงเช้ือท่ีผานการกระตุนเซลล 48 ช่ัวโมง มาตรวจสอบหาปริมาณทูเมอรเนคโครซิส แฟกเตอร แอลฟา 
 อินเตอรลิวคิน-1 เบตา และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1ดวยเทคนิคอีไลซา และวิเคราะห ความแตกตาง 
 ทางสถิติของความเขมขนทูเมอรเนคโครซิส แฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน1 เบตา และเมทิกเมทัลโล 
โปรตีเนส-1 ดวยการวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียวและเปรียบเทียบรายคูดวยสถิติแบบที และ 
วิเคราะหการแสดงออกของเมสเซนเจอรอารเอ็นเอดวยสถิติพรรณา 
 ผลการวิจัย เซลลท้ัง 2 ชนิดมีการหล่ังทูเมอรเนคโครซิส แฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1 
 เบตา และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 ในกลุมท่ีไดรับการกระตุนดวยสารท้ัง 2 ชนิดรวมกัน มากกวา 
กลุมอ่ืนๆ อยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) และเซลลท้ัง 2 ชนิดเม่ือไดรับการกระตุน ดวยไลโปโพลีแซคคาไรค 
ของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสจะมีการหล่ังโปรตีนท้ัง 3 ชนิดออกมามากกวากลุมควบคุม และกลุมเอชเอ็มจีบี1 
อยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) สวนการแสดงออกของยีนทูเมอรเนคโครซิส แฟกเตอร แอลฟา และอินเตอรลิวคิน-1 
เบตาพบวาเซลลท้ัง 2 ชนิด มีการแสดงออกท่ีไมสัมพันธกับการหล่ังโปรตีน อยางไรก็ตาม พบการแสดงออก 
ท่ีเพ่ิมข้ึนของยีนเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 ในเซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึดปริทันตเม่ือไดรับการกระตุน 
ดวยเอชเอ็มจีบี1 ไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส และกระตุนรวม กันดวยสารท้ัง 
2 ชนิด 



 

 

 สรุปผลการทดลอง เซลลท้ัง 2 ชนิดมีการหล่ังทูเมอรเนคโครซิส แฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน1-
เบตา และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 เม่ือไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส 
จินจิวาลิสและมีการหล่ังโปรตีนท้ัง 3 ชนิดออกมามากข้ึนอยางมีนัยสําคัญเม่ือไดรับการกระตุน รวมกัน 
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 HMGB1 was first characterized as a nuclear protein, extracellularly act as a cytokine. 
HMGB1 has been found in  Rheumatoid Arthritis, gingival crevicular fluid and periodontium of 
periodontitis patients. The gene expression and secretion of HMGB1 also has been exhibited 
in gingival and periodontal ligament (PDL) fibroblasts by activated with lipopolysaccharide of 
Porphyromaonas gingivalis. 
 Objectives: To study effect of HMGB1 on tumor necrosis factor alpha (TNF-α) Interleukin -1 
beta (IL-1β) and Metrix metalloprotienase-1 (MMP-1) gene expression and protein secretion 
by activated Human gingival and periodontal ligament fibroblasts with  combination of  HMGB1 
and LPS of P. gingivalis compare with HMGB1, P.gingivalis LPS and control 
 Materials and Methods: Human gingival and periodontal fibroblasts were derived from 
explants obtained from 2 healthy individuals with non-inflamed periodontal supporting tissue. 
Cells were co-cultured with combination of HMGB1 and  P. gingivalis LPS, HMGB1 and 
P.gingivalis LPS alone, and no any stimulant as control. After 48 hours, TNF-α, IL-1β and 
MMP-1 level in supernatants was measured by ELISA. TNF-α, IL-1β and MMP-1 mRNA 
expression was investigated by Realtime PCR after 4 hours activation. TNF-α, IL-1β and 
MMP-1 levels were compared by using One-way analysis of variance (One-way ANOVA) and 
T test and mRNA expressions were analyzed descriptively. 
 Results: Both cells secreted  TNF-α, IL-1β and MMP-1 in combine group more 
than control, HMGB1 and LPS group and we found TNF-α, IL-1β and MMP-1 level in LPS 
group more than control and HMGB1 group.(P<0.01)  ฺ TNF-α, IL-1β secretion on both cells 
weren’t correlated with mRNA expression. However, clearly mRNA expression of MMP-1 was 
exhibited in only PDL fibroblasts after HMGB1, LPS and combine activations than control. 
 Conclusion: The Combination of HMGB1 and LPS of P. gingivalis could activate 
human gingival and PDL fibroblasts to release more TNFα, IL1β and MMP-1 after 48 hours 
of stimulation 
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 ปริญญานิพนธฉบับน้ีสําเร็จสมบูรณดวยความชวยเหลือและคําแนะนําอยางดีย่ิงจากคณาจารย 
หลายทาน ผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ทันตแพทย ดร.ณรงคศักด์ิ เหลาศรีสิน ประธาน 
ควบคุมปริญญานิพนธ ที่กรุณาใหคําปรึกษา แนะนําแนวทาง ขอมูลขอคิดเห็นตางๆ ที่เปนประโยชน 
ตอการทําวิจัยในคร้ังน้ีดวยดีตลอดมา  
 ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ทันตแพทยหญิง ดร.นิรดา ธเนศวร รอศาสตราจารย 
 ทันตแพทยหญิง ดร.นีรชาสารชวนะกิจ ท่ีกรุณารวมเปนกรรมการสอบปากเปลาปริญญานิพนธ ตลอดจน 
ใหคําแนะนําและขอเสนอแนะตางๆของการวิจัยรวมทงใหความกรุณาในการตรวจแกไขปริญญษนิพนธ 
ใหมีความสมบูรณย่ิงข้ึน 
 ขอกราบขอบพระคุณ อาจารย ดร.ดวงพร ศรีสุภาพ ท่ีกรุณาเอ้ือเฟอวัสดุอุปกรณตางๆ ใน 
การทําวิจัย และไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส ตลอดจนใหคําแนะนําในการทดลอง 

ตางๆ 
 ขอกราบขอบพระคุณทันตแพทยหญิง ดร.ปรมาภรณ จ๋ิวพัฒนกุลในคําแนะนําทางสถิติ 
 ขอกราบขอบพระคุณอาจารย ทันตแพทยหญิงอรุณวรรณ หลําอุบล อาจารยทันตแพทยหญิง 
รุงทิวา ปนปา ในคําแนะนําในการทดลองตางๆ 
 ขอขอบคุณเจาหนาท่ีหองปฎิบัติการ ภาควิชาโอษฐวิทยา คณะทันตแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย 
ศรีนครินทรวิโรฒท่ีใหการชวยเหลือและใหคําแนะนําอยางดี 
 ทายทีสุดผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา ผูเปนท่ีรักย่ิง ท่ีใหการสนับสนุน และตอย 
ใหกําลังใจจนสําเร็จการศึกษา 
 
        
 
 
              ประพัฒน  ประเดิมดุษฎีพร 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 
ภูมิหลัง 

 เอชเอ็มจีบี1 (High mobility group box 1, HMGB1) เปนโปรตีนที่อยูในนิวเคลียส มี 
ขนาดเล็กนํ้าหนักโมเลกุล 25 KDa ลักษณะโครงสรางของเอชเอ็มจีบี1 แบงเปน 3 สวน ประกอบดวย 
สวนจับของดีเอ็นเอ (DNA binding domain) 2 สวน มีรูปรางคลายตัวแอล เรียกวา เอชเอ็มจีบอกซ 
(HMGBoxes) และสวนปลายดานคารบอกซี (C-Terminal) ซึ่งมีสวนปลายที่เปนกรด (Acidic tail) 
ประกอบดวยกรดอะมิโนแอสปาติก (Aspartic acid) และกรดอะมิโนกลูตามิก (Glutamic acid) เรียงตัว 
ซ้ํากันของกรดอะมิโน 35 – 40 หนวย แตเดิมเอชเอ็มจีบี1 ถูกคนพบ เปนสวนประกอบหนึ่งของ 
นิวเคลียส(1) มีบทบาทตอการแสดงออกของดีเอ็นเอ เชน กระบวนการทรานสคริปช่ัน (Transcription) 
ว(ีดี)เจ  รีคอมบิเนชั่น (V(D)J recombination) สามารถจับกับดีเอ็นเอ ทําใหโครงสรางของดีเอ็นเอ 
มีเสถียรภาพ 
 การศึกษาตอมาพบวาเอชเอ็มจีบี1มีบทบาทภายนอกเซลลดวย(2,3) โดยถูกหล่ังออกจากเซลล 
ในรางกายหลายไดชนิดเม่ือไดรับการกระตุน เชน แมกโครฟาจ (Macrophage) โมโนไซต (Monocyte) 
เซลลบุผนังหลอดเลือด (Endothelial cell) เซลลเดนไดรติก (Dendritic cell) และเซลลกลามเน้ือเรียบ 
(Smooth muscle cell) นอกจากนี้เซลลภายในชองปาก เชน เซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึด 
ปริทันตก็สามารถหลั่งเอชเอ็มจีบี1ไดเชนกัน(4,5)  

บทบาทของเอชเอ็มจีบี1 เม่ือถูกขับออกนอกเซลลจะทําหนาที่เปนไซโตไคน ซึ่งเกี่ยวของกับ 
กระบวนการอักเสบโดยจะหล่ังออกมาไดชากวาไซโตไคนชนิดอ่ืน เชน ตรวจพบการหล่ัง เอชเอ็มจีบี1 
ภายหลังกระตุนเซลลโมโนไซตดวยไลโปโพลีแซคคาไรค 6 – 8 ช่ัวโมง(2) และพบปริมาณเอชเอ็มจีบี1 
ในเซรั่มหนูมากขึ้น ภายหลังกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรค 16 ถึง 36 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังพบ 
การหลั่งทูมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟาเม่ือกระตุนเซลลโมโนไซตดวยเอชเอ็มจีบี1(6) 

 เอชเอ็มจีบี1 ยังมีบทบาทตอการเกิดโรคตางๆ ท่ีเก่ียวของกับการอักเสบ ไมวาจะเปนการอักเสบ 
แบบเฉียบพลันหรือเร้ือรัง เชน โรคไขขออักเสบ (Arthritis)(7,8) โดยพบ เอชเอ็มจีบี1 ในบริเวณรอยโรค เชน 
พบ เอชเอ็มจีบี1 ในบริเวณเย่ือหุมขอตออักเสบ (Synovial tissue) และของเหลวภายในขอตอ (Synovial 
fluid) ของผูปวยโรคไขขออักเสบ หรือพบเอชเอ็มจีบี1 ในกระแสเลือดของผูปวยที่มีภาวะติดเชื้อใน 
กระแสเลือด (Sepsis) 
 เน่ืองจากโรคปริทันตอักเสบเปนโรคติดเช้ือท่ีมีการอักเสบท่ีสําคัญของโรคในชองปาก จึงเปน 
ท่ีไดรับความสนใจวาเอชเอ็มจีบี 1 นาจะมีความเก่ียวของกับเซลลในชองปาก และขบวนการอักเสบของ 
โรคปริทันตอักเสบดวย จากการวิจัยของกนิษฐและคณะในป 2006(3) สามารถตรวจพบ เอชเอ็มจีบี1 
ในไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันต (Gingival and Periodontal ligament fibroblasts) ใน 
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สภาวะปกติ และพบการแสดงออกของเอชเอ็มจีบี1 ในระดับแมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอ เม่ือกระตุนเซลล 
ไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตดวยไลโปโพลีแซคคาไรดของอีโคไล (E.coli) และจากการศึกษาของ 
รุงทิวาและคณะในป 2008(4) พบการแสดงออกของเอชเอ็มจีบี1 ทั้งในระดับแมสเซ็นเจอรอารเอ็นเอ 
และระดับโปรตีน เม่ือกระตุนไฟโบรบลาสตเหงือกดวยไลโปโพลีแซคคาไรดของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส 
 (P gingivalis Lipopolysaccharide) ซ่ึงจัดวา เปนเช้ือกอโรคท่ีสําคัญของโรคปริทันตอักเสบอีกดวย 
 นอกจากการศึกษาดังกลาวยังพบวา มีการศึกษาท่ีแสดงถึงบทบาทของเอชเอ็มจีบี1 กับโรค 
ในชองปากอยูบาง เชน พบเอชเอ็มจีบี1 ในนํ้าเหลืองเหงือกของผูปวยโรคปริทันตอักเสบและพบ เอชเอ็มจีบี1 
ในไซโตพลาสซึมของเซลลเย่ือบุผิวเหงือกของผูปวยโรคปริทันตอักเสบ(9) และพบการหล่ังเอชเอ็มจีบี1 
เม่ือกระตุนเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของแอกริเกตริแบคเตอร แอคติโนมัยซิเต็มโคมิแทนส  
(Aggregatibactor Actinomycetemcomitans)(10) พอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส(5) 

 สืบเน่ืองจากประเด็นเอชเอ็มจีบี1เม่ือถูกหล่ังออกมาภายนอกเซลลและทํางานรวมกับไลโปโพลี 
แซคคาไรคของเช้ือแบคทีเรียจะทําหนาท่ีเปนเสมือนไซโตไคน ทําใหมีประเด็นท่ีเปนเร่ืองนาสนใจวา เม่ือ 
เอชเอ็มจีบี1 ทํางานรวมกับไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสแลวจะไปมีผล กระตุน 
เซลลในชองปากใหเกิดผลอ่ืนๆ เกิดขึ้นบางหรือไม เชน กระตุนการหลั่งของอินเตอรลิวคิน-1 เบตา 
ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟาไดหรือไม หรือแมแตไปกระตุนเซลลในชองปากใหหลั่ง เอนไซม 
เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนสออกมาทําลายเน้ือเย่ือดวยหรือไม คณะผูวิจัยจึงสนใจศึกษาผลการตอบสนอง 
ในระดับยีนและโปรตีนของทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1 เบตา และเมทริกซ 
เมทัลโลโปรตีเนส-1 ในเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตเม่ือไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรค 
ของพอรไฟโรโมแนสจินจิวาลิสรวมกับเอชเอ็มจีบี1 เปรยีบเทียบกับสภาวะปกต ิหรือกระตุนดวยสาร 
เพียงตัวใดตัวหน่ึง โดยโปรตีนท้ัง 3 ชนิด มีสวนเก่ียวของตอการเกิดพยาธิสภาพของโรคปริทันตอักเสบ  
การศึกษาการทํางานรวมกันของเอชอ็มจีบี1 และไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสนา 
จะชวยอธบิายกลไกการเกดิโรคปริทันตอักเสบรวมถึงพัฒนาวิธีการรักษาโรคปริทนัตอักเสบตอไป 
 

ความมุงหมายของการวิจัย 

 การวิจัยน้ี มีความมุงหมายเพ่ือศึกษาถึงการแสดงออกของทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา   
อินเตอรลิวคิน-1 เบตา และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1ในเซลลไฟโบรบลาสต เหงือก และเอ็นยึดปริทันต 
ในระดับเมสเซนเจอร อารเอ็นเอและระดับโปรตีนเม่ือถูกกระตุนดวยเอชเอ็มจีบี1 รวมกับไลโปโพลีแซคคาไรค 
ของพอรไฟโรโมแนสจินจิวาลิสเปรียบเทียบกับกระตุนดวยสารเพียงตัวใดตัวหน่ึงหรือไมไดกระตุนสาร
ใดๆ 
 

ความสําคัญของการวิจัย 

 โรคปริทันตอักเสบเปนโรคติดเช้ือ กอใหเกิดพยาธิสภาพตออวัยวะปริทันตทําใหเกิดการอักเสบ 
แบบเร้ือรัง อันเปนผลมาจากการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของรางกายมีการทําลายเหงือกเอ็นยึด 
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ปริทันตและกระดูกเบาฟนนําไปสูการสูญเสียฟนในท่ีสุดปจจัยท่ีสําคัญท่ีทําใหเกิดโรคปริทันตคือแบคทีเรีย
กอโรคและความสมดุลระหวางระบบภูมิคุมกันของรางกายกับแบคทีเรีย กอโรคโดยเม่ือมีการรุกรานของ 
แบคทีเรียทําใหเกิดการตอบสนองของรางกายตอแบคทีเรียในรูปแบบการหล่ังไซโตไคนและสารส่ืออักเสบ 
ตางๆ รวมถึงเอนไซมที่ยอยสลายองคประกอบของเนือ้เยื่อเกี่ยวพันของเหงือก กอใหเกิดการอักเสบ 
และทําลายอวัยวะปริทันตตามมาได 
 เอชเอ็มจีบี1 จัดเปนนิวเคลียสโปรตีน ซ่ึงจะพบอยูในนิวเคลียสในสภาวะปกติมีบทบาทตอการ 
แสดงออกของดีเอ็นเอ การศึกษาระยะตอมาพบวา เอชเอ็มจีบี1ไมไดจํากัดหรือมีบทบาทเฉพาะในเซลล 
พบวา เอชเอ็มจีบี1 สามารถทําหนาท่ีเปนไซโตไคน เม่ือถูกหล่ังออกมาภายนอกเซลล โดยพบการแสดงออก 
ของทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอรแอลฟาในระดับยีนและโปรตีนเม่ือกระตุนเซลลโมโนไซตดวยเอชเอ็มจีบี1(6) 

สวนงานวิจัยภายในชองปาก พบการแสดงออกของเอชเอ็มจีบี1 ในเซลลไฟโบรบลาสตเหงือก และเอ็นยึด 
ปริทันตเม่ือถูกกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของเช้ือกอโรคปริทันต(5,10) นอกจากน้ียังพบเอชเอ็มจีบี1 
ในไซโตพลาสซึมของเซลลเย่ือบุผิวเหงือกและในนํ้าเหลืองเหงือกของผูปวยโรคปริทันตอักเสบ(9)  
 จากผลการวิจัยดังกลาวเอชเอ็มจีบี1อาจมีบทบาทเก่ียวกับการเกิดพยาธิสภาพของโรคปริทันต 
ทําใหคณะผูวิจัยสนใจท่ีจะทําการศึกษาเพ่ิมเติมของบทบาทของเอ็มจีบี-1 ท่ีมีผลตอเซลลไฟรโบรบาสต 
ของเหงือกและเอ็นยึดปริทันตดวยการแสดงออกของทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1 
เบตา และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 
 

ขอบเขตของการวิจัย 
 การวิจัยคร้ังน้ีเปนการศึกษาในหองปฏิบัติการเล้ียงเซลลเพ่ือศึกษาการแสดงออกของไซโตไคน 
อินเตอรลิวคิน-1เบตา และทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟาและเอ็นไซมเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 
ของเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตในระดับยีนและโปรตีนในสภาวะปกติและเม่ือถูกกระตุน 
ดวยเอชเอ็มจีบี1 ไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส และกระตุนรวมกันดวยสาร ท้ัง 
2 ชนิด 
 

นิยามคําศัพทเฉพาะ 
 1. HMGB 1 : เอชเอ็มจีบี1 
 2. Periodontitis : โรคปริทันตอักเสบ 
 3. Human gingival fibroblast  : เซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนุษย 
 4. Human periodontal ligament fibroblast  : เซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึดปริทันตมนุษย 

  5. Interleukin-1- β : อินเตอรลิวคิน-1 เบตา 

 6. Tumor necrosis factor α : ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา 
 7. Matrix metalloproteinase–1 : เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 
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กรอบแนวคิดในการทําวิจัย 
 สาเหตุหลักของโรคปริทันตอักเสบ คือ แบคทีเรีย กอโรคและการตอบสนองของระบบภูมิคุมกัน 
ของแบคทีเรียกอโรคและปจจัยท่ีมีความรุนแรงของแบคทีเรียในรูปแบบการหล่ังไซโตไคนและสารส่ืออักเสบ 
เชน อินเตอรลิวคิน-1เบตา ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร โพรสตาแกลนดิน (Prostaglandin) จากเซลล 
ของระบบภูมิคุมกันของรางกาย เชน โมโนไซต แมกโครฟาจ เปนตน นอกจากน้ี เซลลไฟโบรบลาสตเอง 
ก็ยังเปนเซลลท่ีสามารถหล่ังไซโตไคนในขบวนการของการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันไดเชนกัน 
 สืบเน่ืองจากพบวา เอชเอ็มจีบี1 มีคุณสมบัติท่ีทําหนาท่ีไดหลายชนิดงานวิจัยบางสวน พบวา 
เอชเอ็มจีบี1 สามารถทําหนาท่ีเปนไซโตไคนท่ีถูกหล่ังออกมาภายหลังไซโตไคนชนิดอ่ืน(5) และพบวา 
เอชเอ็มจีบี1 สามารถทํางานรวมกับตัวกระตุนอ่ืนๆ ในการกระตุนใหเซลลมีการหล่ังไซโตไคนออกมามากข้ึน 
การวิจัยกอนหนาน้ีพบเอชเอ็มจีบี1 มีสวนเก่ียวของกับการเกิดโรคท่ีเก่ียวของกับการอักเสบหลายชนิด 
เชน โรคไขขออักเสบ สภาวะติดเช้ือในกระแสเลือดสวนงานวิจัยเอชเอ็มจีบี1 ท่ีเก่ียวของกับโรคปริทันต 
อักเสบพบวามีบาง เชน สามารถตรวจพบเอชเอ็มจีบี1 ในนํ้าเหลืองเหงือกของผูปวย โรคปริทันต อักเสบ(9) 
และพบการหล่ังเอชเอ็มจีบี1 ออกภายนอกเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกเม่ือถูกกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรค 
ของเช้ือแบคทีเรีย กอโรคปริทันต เชน พอรไฟโรโมแนสจิงจิวาลิส แอกริเกตริแบคเตอร แอคติโนมัยซิเต็มโคมิแทนส 
 จากงานวิจัยท่ีผานมาขางตนทําใหผูวิจัยจึงคิดวาเอชเอ็มจีบี1อาจจะมีสวนเก่ียวของตอการเกิด 
พยาธิสภาพของโรคปริทันตอักเสบ โดยเอชเอ็มจีบี1 อาจทํางานรวมกับไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส 
จินจิวาลิสไปกระตุนเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันต ใหมีการหล่ังไซโตไคน และเมทริกซ 
เมทัลโลโปรตีเนส-1ในปริมาณท่ีสูงข้ึน หรือเปนลักษณะท่ีเสริมการกระตุนของตัวกระตุนอ่ืนก็ยังเปนได 
ซ่ึงผลท่ีคาดหวังจากการวิจัยน้ี นาจะอธิบายกลไกพยาธิกําเนิดและการดําเนินไปของโรคปริทันตอักเสบ 
ไดดีย่ิงข้ึนเพ่ือเปนขอพิจารณาสําหรับเลือกแนวทางในการรักษาโรคปริทันตตอไป 
 

สมมติฐานการวิจัย 

 เซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตมนุษยมีการแสดงออกของอินเตอรลิวคิน-1 เบตา 
ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอรแอลฟา และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 เม่ือกระตุนเซลลไฟโบรบลาสตเหงือก 
และเอ็นยึดปริทันตดวยเอชเอ็มจีบี1 และไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส มากกวา 
กระตุนดวยสารเพียงตัวใดตัวหน่ึงเพียงอยางเดียว  
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
 ในการวิจัยครั้งน้ี ผูวิจัยศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ และไดนําเสนอตามหัวขอตอไปนี้ 
  1. เอชเอ็มจีบี1 
  2. การหลั่งเอชเอ็มจีบี1และบทบาทไซโตไคนของเอชเอ็มจีบี1 
  3. ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา  
  4. อินเตอรลิวคิน-1 เบตา 
  5. เมริกเมทัลโลโปรตีเนส-1 
 

เอชเอ็มจีบี1 
 โครงสรางของเอชเอ็มจบีี1 
  เอชเอ็มจีบี1 (High mobility group box 1; HMGB1) เปนโปรตีนที่อยูในนิวเคลียส ถูก
คนพบครั้งแรกเมื่อประมาณ 39 ป มีขนาดหนวยอะมิโน 215 ยูนิต เปนสมาชิกในกลุมเอชเอ็มจีโปรตีน 
(High- mobility group protein family) ซึ่งประกอบดวย เอชเอ็มจีบี (HMGB) เอชเอ็มจีเอ็น (HMGN) 
และ เอชเอ็มจีเอ (HMGA) แตละกลุมสมาชิกตางกันที่สวนลําดับที่ทําหนาที่ (Functional sequence motif) 
สวนลําดับที่ทาํหนาที่ของเอชเอ็มจีเอ เรียกวา เอทีฮุค (AT-hook) สวนลําดับหนาที่ของเอชเอ็มจีเอ็น
เรียกวา สวนจับของนิวคลิโอโซม (Nucleosomal binding protein) สวนลําดับหนาที่ของเอชเอ็มจีบี 
เรียกวา เอชเอ็มจีบ็อกซ (HMG boxes)  
  โครงสรางของเอชเอ็มจีบี (HMGBs) ประกอบดวย 3 สวน (Domain) ไดแก เอชเอ็มจีบอกซ 
(HMG boxes) ซึ่งเปนสวนจับของดีเอ็นเอ (DNA binding domains) มีลักษณะเปนรูปตวัแอล ซึ่ง
เอชเอ็มจีบีบ็อกซ แบงเปน เอชเอ็มจีบอกซเอ (HMG box A) และ เอชเอ็มจีบอกซบี (HMG box B) 
แตละสวนของเอชเอ็มจีบอกซมีขนาดหนวยอะมิโนประมาณ 75 ยูนิต และสวนปลายดานซี (C-terminal) 
ที่มีฤทธิ์เปนกรด (Acidic tail) มีขนาดหนวยอะมิโนประมาณ 30 ยูนิต 
  ยีนเอชเอ็มจีบี1 ในมนุษยอยูบนโครโมโซม 13q12 เอชเอ็มจีบี1 สามารถจับกับดีเอ็นเอ 
(DNA binding domains) และมีบทบาทตอการแสดงออกของดีเอ็นเอ ทําหนาที่คงสภาพนิวคลิโอโซม 
(Nucleosomes) และควบคุมแสดงออกของยีน (Gene transcription) 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 1 แสดงโครงสรางของเอชเอ็มจีบี1(11) 
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การหลั่งและบทบาทไซโตไคนของเอชเอ็มจีบี1 
 เซลลสามารถหลั่งเอชเอ็มจีบี1 ได 2 วิธี คือ แอกทีฟซิคริชั่นซึ่งเปนการหลั่งเม่ือเซลลไดรับ
การกระตุนเชนเม่ือไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรค เอชเอ็มจีบี1 ถูกขบัออกจากนิวเคลียส
ดวยขบวนการอะซิติวเลชั่น (Acetylation) และถูกบรรจุขับออกนอกเซลลดวยกระบวนการเอ็กโซไซโตซิส 
(exocytosis) ในสภาวะปกติตรวจไมพบปริมาณเอชเอ็มจีบี1 ในพลาสมา แตเม่ือมีการอักเสบจะพบ
ปริมาณเอชเอ็มจีบี1ไดถึง 83.7 นาโนกรัมตอมิลลลิติร(5) เอชเอ็มจีบี1 ถูกหลั่งในอีกรปูแบบหนึ่งเรียกวา 
แพสซีฟซิคริชัน่ ซึ่งเกิดขึ้นเม่ือเกิดการตายของเซลลแบบเนคโครซิสและอะพอพโตซสิ(10) เซลลที่สามารถ
หลั่งเอชเอ็มจีบี1 ไดแก โมโนไซต แมกโครฟาจ เด็นไดรติกเซลล (Dendritic cell) นิวโทรฟล (Neutrophil) 
เซลลบุผิว (Epithelial cell) เซลลเยื่อบุหลอดเลือด (Endothelial cell) เซลลกลามเน้ือเรียบ (Smooth 
muscle cell)(9,12-14) นอกจากนี้เซลลภายในชองปากที่สามารถหลั่งเอชเอ็มจีบี1ได ไดแก ไฟโบรบลาสต
เหงือกและเอ็นยึดปริทันต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 2 แผนผังแสดงการหลั่งเอชเอ็มจีบี1 ดวยวิธีแอกทีฟซิคริชั่นและแพสซีฟซิคริชั่น(11) 

 

 

 เปนที่นาสงสัยในบทบาทของเอชเอ็มจีบี1 ที่ถูกหลั่งออกมานอกเซลล โดยพบการหลั่งไซโตไคน 
ภายหลังกระตุนเซลลดวยเอชเอ็มจีบี1 หรือพบการทํางานของเอชเอ็มจีบี1 ในลกัษณะการเสริมฤทธิ ์
สารกระตุนอ่ืนใหมีการหลั่งไซโตไคนออกมามากขึ้น Andersson และคณะในป 2000(6)  ไดทําการทดลอง
กระตุนโมโนไซตดวยเอชเอ็มจีบี1 ดวยความเขมขนถึง 1000 นาโนกรัมตอมิลลิลติร พบการหลั่งทูเมอร- 
เนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา เม่ือกระตุนโมโนไซตดวยเอชเอ็มจีบี1 ความเขมขนตั้งแต 10 นาโนกรัม
ตอมิลลิลติรเปนตนไป โดยมีการแสดงออกเปนสัดสวนโดยตรงกบัความเขมขนของเอชเอ็มจีบี1 ที่ใช
กระตุน นอกจากนี้ยังพบไซโตไคนชนิดอ่ืนอีกไดแก อินเตอรลิวคิน-1แอลฟา อินเตอรลวิคิน-1 เบตา 
อินเตอรลิวคิน-6, อินเตอรลิวคิน-8 การศกึษาในสตัวทดลองโดย Wang และคณะในป 1999(2) ได
คนพบบทบาทไซโตไคนของเอชเอ็มจีบ1ี โดยพบปริมาณเอชเอ็มจีบ1ี เพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญหลงัจาก
กระตุนโมโนไซตดวยไลโปโพลีแซคคาไรคเปนเวลา 8 ชั่วโมง และจากการทดลองในสัตวทดลอง ได



 7 

มีการฉีดแอนติเอชเอ็มจีบ1ี (Anti-HMGB1) พบวา สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของหนูทดลองได 
เอชเอ็มจีบี1 ยังสามารถทํางานเสมือนโปรตีนชวยจับ(Binding Protein) โดยสามารจับกับไลปด เอ 
ของไลโปโพลีแซคคาไรคของแบคทีเรียตางๆ เชน ซาโมเนลลา(Salmonella) และ อีโคไล (E. Coli)(15) 

ทําใหเกิดการหลั่งทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟาเพิ่มมากขึ้น นอกจากนี้ยังมีหลักฐานที่ทําใหเชื่อ 
ไดวา เอชเอ็มจีบี1 นาจะเกี่ยวของกับการเกิดพยาธิสภาพของโรคที่มีลักษณะการอักเสบ โดยพบ
เอชเอ็มจีบี1 มากขึ้นในรอยโรคไขขออักเสบ (Arthritis)(7,8) ภาวะการติดเชื้อในกระแสเลือด (Sepsis)(16) 

ภาวะความเสยีหายของปอด (Acute lung injury)(17) งานวิจัยที่ผานมาทําใหทราบวา เอชเอ็มจีบี1 
สงสัญญาณผานตัวรบัสัญญาณ คือ ตัวรับสัญญาณแอดวานซไกลเคชั่น (Receptor for advanced 
glycation end product: RAGE) และตัวรบัสัญญาณโทล-ไลค 2, 4 (Toll-like receptor 2,4)(13,18) 
และเกิดการสงสัญญาณผานไมโตเจนแอกติเวทเต็ท โปรตนี ไคเนส (mitogen-activated protein (MAP) 
kinase) พลาสมิโนเจน แอกติเวชั่น (Plasminogen activation) กวาโนซีน ไตรฟอสฟาเทส (Guanosine 
triphosphatases) Cdc42 และ นิวเคลียแฟกเตอร แคปปา บี (Nuclear factor KB ;NF-kB)(19,20) ทําให
เกิดการเปลี่ยนแปลงตางๆ ดังตาราง 1 
 
ตาราง 1 บทบาทของเอชเอ็มจีบี1ตอเซลลและเน้ือเยือ่ตางๆ(16) 

 

Cells HMGB1 Effects 
   

macrophages/monocytes 
 

1. Increase TNF mRNA and protein 
release; increase iL-1〈, ®, IL-RA, IL-

6, IL-8, MIP-1〈 and ® release 
1. Release after LPS stimulation 

Inflammation 

   

Endothelial cells 
 

Induces expression of adhesion 
molecules (ICAM-1, VCAM-1) and 
RAGE; induces cytokine release 
(TNF and IL-8) and expression of 
MCP-1, tPA, and PAI-1 

Increase neutrophil 
   adhesion, 
inflammation, 
   regulation of 
fibrinolysis 

   

Neutrophils Increase TNF,IL-1® and IL-8 gene 
expression 

  Inflammation 

   

Epithelial cells 
 

Increase enterocyte permeability  Increase bacterial 
   translocation 
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ตาราง 1(ตอ) 
 

Cells HMGB1 Effects 
   

Dendritic cells 
 

1. Increase TNF, IL-1®, IL-6, IL-8, 
and IL-12 release 
2. Increase CD-40, CD54, CD58, 
CD80 and CD83 expression 

Dendritic cell maturation 

   

Smooth muscle cells Cause cell migration and     
    cytoskeleton reorganization 

Chemotaxis 

   

Tissue Effects  
   

Brain 
 

Induces fever, anorexia, taste 
aversion, and weight loss; induces 
brain cytokine expression (TNF, IL-1 
and IL-6) 

 

   

Lung 
 

Cause acute lung injury, increased 

pulmonary levels of TNF, IL-1® and 
MIP-2, lung edema and neutrophil 
accumulation. 

 

   

Intestine Cause intestinal barrier of 
dysfunction and bacterial 
translocation 

 

   

Joints Induces arthritis and inflammation  
   

Heart Arrhythmia  
   

Others Bactericidal activity  
   

 
 เปนทีท่ราบดวีา ไลโปโพลแีซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลสิเปนปจจัยความรุนแรง
ของแบคทีเรียที่กระตุนใหเกิดพยาธิสภาพของโรคปริทันตได โดยเปนสวนประกอบของผนังเซลลสวนนอก
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ของแบคทีเรีย ประกอบดวยไลปด เอ (Lipid A) คอร โพลีแซคคาไรค (Core Polysaccharide) และ
โอแอนติเจน (O Antigen) ในทางทันตแพทยศาสตรพบวาไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส 
จินจิวาลิสสามารถกระตุนเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตใหเกิดการหลั่งไซโตไคนหลายชนิด
รวมถึงไซโตไคนที่ผูวิจัยตองการศึกษาคือ ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลวิคิน-1 เบตา 
ไซโตไคนที่ถูกหลั่งออกมานี้จะไปกระตุนเซลลตางๆ ใหเกิดการหลั่งไซโตไคนออกมาเพิ่มขึ้น และทํา
ใหเซลลเกิดการตอบสนองโดยมีการหลั่งเอนไซมตางๆออกมา เชน ไลโซไซม คอลลาจิเนส ทําให
เกิดการอักเสบและนําไปสูการเกิดพยาธสิภาพของโรคปริทันตอักเสบไดดังแสดงใน ภาพประกอบ 3 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 3 แผนผังแสดงการตอบสนองของรางกายตอเชื้อแบคทีเรียโดยมีการหลั่งไซโตไคน ทําให 
       เกิดกระบวนการอักเสบ ทําลายเนื้อเยื่อเกี่ยวพันและกระดูก(21) 
 
 

ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา  
 ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา (Tumor necrosis factor alpha; TNFα) มียีนอยูบน
โครโมโซมมนุษยที่ 6p21.3 มีขนาดโมเลกุลกรดอะมิโน 233 ยูนิต ในป 1969  Granger และคณะ(22) 
ไดคนพบลิมโพท็อกซิน (lymphotoxin) ซึ่งถูกหลั่งจากลมิโพไซด (Lymphocyte) ทาํหนาที่เปนไซโตไคน 
ป 1975 Carswell และคณะ(23) พบไซโตไคนอีกชนดิหนึ่งซึ่งถูกหลั่งโดยแมคโครฟาจสามารถทําให
เกิดการตายของเซลลมะเร็งแบบเนคโครซสิเรียกวา ทเูมอรเนคโครซิสแฟกเตอร พบวาทั้งลิมโพท็อกซิน
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และทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร มีโครงสรางและหนาที่คลายกันจึงมีการเปลี่ยนชื่อทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร
และลิมโพทอกซินเปน ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา และทูเมอรเนคโคร ซิสแฟกเตอร เบตา 
(Tumor necrosis factor- β;TNF- β) การศึกษาตอมาไดมีการคนพบไซโตไคนอีกมากที่มีความคลายคลึง
กับทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร จึงมีการจัดหมวดหมูขึ้นเรียกวา ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร ซูปเปอรแฟมิลี่ 
(Tumor necrosis factor superfamily) โดยในป 2008 ไดมีการประชุมนานาชาติเกี่ยวกับทีเอ็นเอฟ 
(International TNF Conference)(24) โดยทูเมอรเนคโครซสิแฟกเตอรอยูในซูปเปอรแฟมิลี่ที่ 2 มีบทบาท
และทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตอเซลลมากมาย ทั้งในดานการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลหรือ
เกี่ยวกับระบบภูมิคุมกันของรางกาย โดยหนูทดลองที่ไดรับการตัดตอพันธุกรรมเอายีนทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร
ออก จะไดรับการติดเชื้อจากโปรโตซัวชนิด Leishmania ไดงาย(25) นอกจากนี้ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร
แอลฟา ยังมีบทบาทตอการควบคุมการนอนหลับ(26) พัฒนาการของตัวออน(27) ควบคุมการแปรสภาพ
ของเซลล (Differentiation) มีสวนในการสรางอวัยวะ (Organogenesis) และการเจริญใหม (Organogenesis 
and regeneration) มีการสงสัญญาณรวมในกระบวนการโฮมิโอสะแตซิส (Homeostasis) และการตอบสนอง
ตอระบบภูมิคุมกัน (Immune response) เกี่ยวของกับกลไกการอักเสบและอะพอพโตซิส (Mechanisms 
of inflammation and apoptosis) 

 ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอรแอลฟามีบทบาทตอการเกิดพยาธิสภาพของโรคปริทันตอักเสบ 
โดยพบปริมาณทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอรเพ่ิมขึ้นในรอยโรคปริทันตอักเสบ(28) และตรวจพบทูเมอร
เนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟาความเขมขนสูงในน้ําเหลืองเหงือกของผูปวยโรคปริทันตอักเสบ(29) Roberts 
และคณะในป 1997(30) พบปริมาณของทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอรเอ็มอารเอ็นเอ (Tumor necrosis 
factor alpha mRNA) ในผูปวยโรคปรทินัตอักเสบมากกวากลุมที่ปราศจากโรคปริทันตอักเสบอยางมี
นัยสําคัญ นอกจากนี้ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟากระตุนใหเซลลที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบ 
ไดแก ลิมโพไซค แมกโครฟาจ หลั่งไซโตไคนชนิดอ่ืนออกมาอีก เชน อินเตอรลิวคิน-6 อินเตอรลิวคิน-11 
อินเตอรลิวคิน-8 พลอสตาแกลนดิน นอกจากนี้ ยังกระตุนใหเกิดการสรางแอดฮีชั่นโมเลกุล (Adhesion 
molecules) เชน ICAM-1(31) มากขึ้นและกระตุนใหเพ่ิมการสรางเอนไซมในการยอยเหงือก เชน เมท
ริกซเมทัลโลโปรตีเนสชนิดตางๆ ไดแก เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1(32) คอลลาจิเนส2 (Collagenase 
2)(33) และคอลลาจิเนส3 (Collagenase 3) (MMP-13)(34,35) นอกจากนี้ ทเูมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา
ยังมีสวนในการควบคุมตอการละลายของกระดูก โดยกระตุนใหเกิดการสรางไซโตไคนที่เกี่ยวของตอ
การเปลี่ยนแปลงเซลลออสทิโอคลาส (Osteoclast) ไดแก เอ็ม-ซีเอสเอฟ (M-CSF) และ รีเซบเตอร
แอกติเวเตอรออฟ นิวเคลียร แฟกเตอร แคปปา บี (Receptor activator of nuclear factor kappa-B)(36,37) 
ทําใหออสทิโอคลาสพรีเคอเซอรเซลล (Osteoclast precursor) เจริญเปนเซลลสลายกระดูก (Adult 
osteoclast) 
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อินเตอรลิวคิน-1 เบตา 
 อินเตอรลิวคิน-1เบตา (Interleukin-1 β; IL-1 β) เปนไซโตไคนอยูในกลุมอินเตอรลิวคิน-1
แฟมิลี (Interleukin family) ซึ่งประกอบดวย อินเตอรลิวคิน-1 แอลฟา (Interleukin-1 α; IL-1 α) 
อินเตอรลิวคิน-1เบตา (Interleukin-1 β; IL-1 β) อินเตอรลิวคิน-1รีเซปเตอรแอนทาโกนิส (Interleukin-1 
receptor antagonist; IL-1ra) ยีนอินเตอรลวิคิน-1 เบตา ในมนุษยอยูบนโครโมโซม 2q14 เปนไซโตไคน
ที่มีบทบาทหลากหลาย ทาํหนาที่รวมกบัทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอรแอลฟา อินเตอรลวิคิน-1 เบตา
ถูกหลั่งออกมาในรูปโปรโปรตีน (Proprotein) และจะถูกเปลี่ยนเปนรูปแบบทีส่ามารถทํางานไดดวย
เอ็นไซมแคสเปส-1 (Caspase 1; CASP1/ICE) เม่ือเซลลไดรับสิ่งแปลกปลอม ไดแก ไลโปโพลีแซคาไรค 
จะทําใหเกิดการสงสัญญาณผานทางตัวรับสัญญาณโทล-ไลค 4 (TLR 4)(38) ทําใหเซลลเกิดการตอบสนอง
โดยเพิ่มการหลั่งอินเตอรลวิคิน-1(39) ทําใหเพ่ิมการสรางแอดฮีชั่นโมเลกุล ไดแก เอ็นโดธีเลียล ลวิโคไซค 
แอดฮีชั่น โมเลกุล (Endothelial leukocyte adhesion molecule) อินเตอรเซลลูลาร แอดฮีชั่นโมเลกุล 
(Intercellular adhesion molecule) และวาสคูลาแอดฮีชั่นโมเลกุล (Vascular adhesion molecule)(40) 
ทําใหเซลลที่เกี่ยวของตอการอักเสบ สามารถเขาสูบรเิวณที่มีพยาธสิภาพไดดีขึ้น นอกจากนี้ ยงัมีผล
ใหเซลลที่เกี่ยวของเกิดการตอบสนอง ทําใหเกิดการอักเสบของเนื้อเยื่อและการทําลายกระดูกเบาฟน
โดยเพิ่มการหลั่งโพรสตาแกลนดินอี2(41) (Prostaglandin E2; PGE2) และเม่ือใชหนวยรับสัญญาณ
ชนิดไมติดกับเซลล (Soluble receptor) พบวา สามารถลดการทําลายกระดูกเบาฟนได 60% ลดการสราง
ออสซิโอคลาสได67%(39) นอกจากนี้พบวา รอยโรคปริทันตจะพบปริมาณอินเตอรลิวคิน 1 เบตาเพิ่มขึ้น(42) 

อินเตอรลิวคิน-1 เบตา สามารถกระตุนใหเซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยดึปริทันต มีการแสดงออกของ
เอนไซมคอลลาจิเนส(43-45) และลดการผลิตคอลลาเจน(46) นอกจากนี้อินเตอรลวิคิน-1 เบตา และทูเมอร-
เนคโครซิสแฟกเตอรแอลฟา ยังมีสวนเกี่ยวของตอการละลายของกระดูก โดยมีผลตอการแสดงออก
ของรีเซบเตอรแอกติเวเตอรออฟ นิวเคลยีร แฟกเตอร แคปปา บี ซึ่งอยูบนผิวของเซลลออสทิโอบลาสต 
ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของพรีออสทิโอคลาสเปนออสทิโอคลาสดังภาพประกอบ 4 
 



 12 

 
ภาพประกอบ 4 แสดงบทบาทของไซโตไคนตอการเปลี่ยนแปลงของพรีออสทิโอคลาสไปสูเซลลสลายกระดูก(47) 

 
 

เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 (Matrix metalloproteinase-I) 
 เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 เปนเอนไซมในรางกาย ชนิดคอลลาจิเนส (Collagenases) 
ยีนเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 ในมนุษยอยูบนโครโมโซม 11q22.3 เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 มี
บทบาทตอการเคลื่อนยายของเซลลสภาวะปกติและเม่ือมีพยาธิสภาพ(45) จะมีการหลั่งเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส 
มากขึ้น  เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะตอสับสเตรทไดแกคอลลาเจนชนิดที่ 1, 3 ซึ่งเปนสวนประกอบ
หลักของโปรตีนเมทริกนอกเซลล (Extracellular Matrix : ECM)  

 โครงสรางของเมทริกซเมทลัโลโปรตเีนสประกอบดวย 2 สวนหลักๆ ประกอบดวยสวนโปรโดเมน 
(Pro-domain) เปนสวนควบคุมการทํางานของเอนไซมโดยมกรดอะมิโนซีสเตอีนจับกับสังกะส ีทําให
เอนไซมไมทํางาน เรียกตําแหนงน้ีวา ซิสเตอีนสวิทซ (Cysteine switch) โครงสรางอีกสวนของเมทริกซ-
เมทัลโลโปรตีเนสคือแคตตาไลติก โดเมน (Catalytic Domain) ซึ่งเปนสวนที่เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส 
แตละชนิดมีความแตกตางกัน ทําใหเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนสแตละชนิดมีความจําเพาะตอสับเสตรท
ตางกัน ไดมีการแบงเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนสเปน 4 กลุมยอยไดแก คอลลาจิเนส (Collagenases : 
MMPs-1, 8, 13) เจลลาติเนส (Gelatinase : MMPs-2, 9) สโตรมีไลซิน (Stromelysin: MMPs-3, 10, 
11, 19) และเมมเบรนบาวนไทป(Membrane bound-types MMP : MMPs-14, 15, 16, 17, 24, 25)(45) 
 เซลลที่สามารถหลั่งเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1ไดแก ไฟโบรบลาสต เคราติโนไซต เซลล
เยื่อบุผิว ออสทิโอบลาสต คอนโดไซต โมโนไซตหรือแมกโครฟาจ(48,49) ซึ่งจะถูกหลั่งออกมาในรูปแบบ
ที่ยังไมสามารถทํางานไดเรียกวา ไซโมเจน (Zymogen) และจะทํางานเมื่อไดรับการกระตุน ทําใหมี
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การตัดพันธะระหวางกรดอะมิโนซีสเตอีนกับสังกะสี ทาํใหเมทริกซเมทัลโลโปรตเีนสสามารถทาํงาน
ไดจากการศึกษาที่ผานมาพบวาไซโตไคน ฮอรโมน และชีวเคมีสารในรางกายที่สามารถกระตุน หรือ
ยับยั้งการสรางเมทริกซเมทลัโลโปรตเีนสดังที่ไดสรุปใน ตาราง 2 
 
ตาราง 2 แสดงสารที่มีคุณสมบัติกระตุนและยับยั้งการสรางเมทริกซเมทัลโลโปรตเีนส(50) 
 

Induction 
growth factor other 

Repression 

   

IL-1 α,β TGA Glucocorticoids 
TNFα Okadaic acid Progesterone 
TGFα Bacterial LPS TGFβ 

EGF PGE2 Retinoids 
PDGF Con A cAMP 
bFGF cAMP IFN-γ 
NGF PTH  
TGF β   
   

 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
การเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปรทิันต ในการวิจัยครั้งนี้ ไดเตรยีมเซลลไฟโบรบลาสต
เหงือกและเอ็นยึดปริทันตจากฟนผูปวย 2 ราย ที่ไดรับการถอนฟนจากการผาฟนคุดหรือจัดฟน โดย
ฟนซี่นั้นและเนื้อเยื่อโดยรอบไมพบพยาธิสภาพใด  ๆนําฟนมาลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรเซลายน (Phosphate 
Buffer Saline; PBS) หลายๆ ครั้ง จนปราศจากเลือดและสิ่งเจือปน ใชมีดผาตัดเบอร 11 ตัดชิน้เหงือก
ที่ติดกับฟนออกเปนชิ้นเล็กๆ เพ่ือใหไดเน้ือเยื่อเหงือก และใชมีดผาตัดเบอร 11 ขูดเนื้อเยื่อที่ตดิอยู
บริเวณผวิรากฟนสวนกลาง เพ่ือใหไดเน้ือเยื่อเอ็นยึดปริทันต แยกเนื้อเยื่อเหงือกและเอ็นยึดปรทิันต
ที่ไดมาเพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลลขนาด 60 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเลี้ยงเซลล (Dulbecco Modified 
Eagle’s Medium:DMEM) ที่เติม10% Fetal calf serum, 2 mM L-Glutamine,100 units/ml Penicillin, 

100 μg/ml Streptomysin) เลี้ยงในตูเลี้ยงเซลลและมีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 รอจน
เซลลเจริญออกจากชิ้นเนื้อมาอยูบนจานเลีย้ง ทําการขยายจํานวนเซลลโดยการถาย (Subculture) เซลล
ที่เจริญเต็มจานเลี้ยงลงสูจานเลี้ยงเซลลใหม ในอัตราสวน 1 : 3 (หวานเซลล 1 ใน 3 ของเซลลทั้งหมด
ตอจานเลี้ยงเซลลใหม 1 จาน) โดยใชเอ็นไซม Trypsin-EDTA เซลลทีใ่ชในการทดลองครั้งนี้จะเปนเซลล
รุนที่ 3 – 8   
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
 การเตรียมสารที่ใชกระตุนเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปรทิันตและไพรเมอร เพ่ือ
ใชในขั้นตอนโพลีเมอเรสเชนรีแอ็กชั่น 
 การเตรียมเอชเอ็มจีบ1ี 
  เตรียมรีคอมบิแนนทเอชเอ็มจีบี1จากบริษัท SIGMA-ALDRISH®, St. Louis, MO, 
USA นํามาเตรียมความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลติรละลายในน้ําปราศจากเชื้อ (Sterile dH2O) 
และเก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใชในการทดลอง 
 การเตรียมไลโปโพลแีซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาวสิ 
  เตรียมไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาวิส จากบริษัท Invivogen 
California, USA นํามาเตรยีมความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลติรละลายในน้ําปราศจากเชื้อ และ
เก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใชในการทดลอง 
 
 



 15 

 การเตรยีมไพรเมอรสําหรบัตรวจสอบการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอ ทเูมอร
เนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1 เบตา เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส -1 และแกปดีเอช 
(glyceroldehyde 3-phosphate dehydrogenase)  
  ทําการสังเคราะหไพรเมอรสําหรับยีนทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา, อินเตอรลิวคิน-1 
เบตา, เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 และแกปดีเอช จากบริษัท SIGMA-ALDRISH® มีลําดับเบส ดังนี้ 
   ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา(51) 
   Forward 5’ GAG CAC TGA AAG CAT GAT 3’ 
   Reverse 5’ ATC AGG AAG GAG AAG AGG 3’ ขนาด 208 bp 
   แกปดีเอช(52) 

   Forward 5’ ATC CCA TCA CCA TCT TCC AG 3’ 
   Reverse 5’ CCA TCA CGC CAC AGT TTC C 3’ ขนาด 383 bp 
   อินเตอรลิวคิน-1เบตา(53) 
   Forward 5’ ACA GAT GAA GTG CTC CTT CCA 3’ 
   Reverse 5’ GTC GGA GAT TCG TAG CTG GAT 3‘ ขนาด 73 bp 
   เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1(54) 
   Forward 5’ CAC AGC TTT CCT CCA CTG CTG CTG C 3’ 
   Reverse 5’ GGC ATG GTC CAC ATC TGC TCT TGG C 3’ ขนาด 396 bp 

  

การจัดกระทําและรวบรวมขอมูล 
 การกระตุนเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตดวยเอชเอ็มจีบี1 และไลโปโพลีแซคคาไรค
ของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส  
 การวิจัยน้ี ทําการทดลองนํารองเพ่ือหาความเขมขนเม่ือทราบความเขมขนของไลโปโพลีแซคคาไรค
ของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสและเอชเอ็มจีบี1 ที่เหมาะสมตอการกระตุน (รายละเอียดในภาคผนวก) 
ทําการถายเซลลไฟโบรบลาสตของเหงือกและเอ็นยึดปรทิันตทีเ่ลี้ยงลงในจานเลี้ยงแบบ 6 หลุม ใหมี
ความหนาแนน 200,000 เซลล/หลุม ในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีเซรั่มของวัวรอยละ 10 ปลอยใหเซลล
มายึดที่จานเลี้ยงเปนเวลา 1 คืน เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเปนชนิดที่มีซรีัมจากฟตัสของวัว 1 เปอรเซนต 
เปนเวลา 1 – 2 ชั่วโมง ทําการกระตุนเซลลทั้ง 2 ชนิดดวย 4 สภาวะ คือ 1) น้ําปราศจากเชื้อ 2) ไลโป-
โพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร 3) เอชเอ็ม
จีบี1 ความเขมขน 100 นาโนกรัมตอมิลลลิิตร 4) เอชเอ็มจีบี1ความเขมขน 100 นาโนกรัมตอมิลลลิิตร
และไลโปโพลแีซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร 
โดยทําการสกัดเมสเซ็นเจอรอารเอ็นเอ ภายหลังกระตุนเซลลทั้ง 2 ชนิดแลว 4 ชั่วโมง ดวยชดุสกัด
สําเร็จรูป (Purelink mini RNA kit) โดยมีขั้นตอนดังแสดงใน ภาพประกอบ 5 
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ภาพประกอบ 5 แสดงขั้นตอนการสกัดเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอดวยชดุสกัดสําเร็จรูป 
 
 
 และทําการสังเคราะหดีเอ็นเอตนแบบดวยชุดสกัดสําเร็จรูป (RevertAid TM first strand 
cDNA synthesis kit: Fermentas, Life sciences, california, USA) โดยมีขั้นตอนโดยยอดังแสดงใน
ภาพประกอบ 6 
 
 

Lysate cell with lysis buffer 600 μl

Add 70% Ethanol 600 μl, vortex and mix

Transfer 1200 μl of the sample to spin cartridge 
 centrifuge 12000 g  15 sec  at room temperature

Discard the flow-through 
 reinsert the spin cartridge in to the same collection tube

Add 500 μl wash buffer II, centrifuge 12000 g  15 sec  
 discard the flow through  repeat 2 times

Centrifuge 12,000g 1-2 min 
 insert the spin cartridge into the recovery tube

Add 11 μl RNAse free water into center of cartridge 
 incubate at room temperature 1 min

Centrifuge 12,000 g, 2 min at room temperature 
to elute the RNA from membrane to recovery tube
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ภาพประกอบ 6 แสดงขั้นตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอตนแบบจากเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอดวยชุดสกัดสําเร็จรูป 
 
 
 วิเคราะหการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอทั้ง 3 ดวยเทคนคิเรยีลไทม รีเวอรสทรานส
คริพเทส โพลีเมอเรสเชนรีแอคชั่น แตละตัวอยางดีเอ็นเอตนแบบทําซ้ํา 3 ครั้ง การวิเคราะหการแสดงออก
ของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอดวยเทคนิค เรียลไทม รีเวอรสทรานสครพิเทส โพลีเมอเรสเชนรีแอคชั่น 
มีองคประกอบดังนี้ ดีเอ็นเอตนแบบ 2 ไมโครลิตร, สารละลายสําเร็จรูป (LightCycler 480 system; 
Roche Diagnostics, Indianapolis, USA) 10 ไมโครลิตร ไพรเมอร สายละ 0.5 ไมโครลิตร น้ําปราศจากเชื้อ 
7 ไมโครลติร ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้น เม่ือทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิหมุนเวยีนอยู ณ อุณหภูมิ 3 ระดับ 
โดยใชอุณหภูมิ Denaturation 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วินาที อุณหภูมิ Annealing 58 องศาเซลเซียส 

    buffer 4 μl, 
    RNAse inhibitor 1μl, 
    dNTPs 2 μl,  
    RevertAidsTM 1 μl 

+ Oligo(d)t 1μl 

denature 65 C 5 min, place on ice

Incubate  60 min at 4 C 
 stop reaction by incubating 5 min 70 C

cDNA
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15 วินาที อุณหภูมิ Extension 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 25 วินาที วิเคราะหผลดวยโปรแกรมสาํเรจ็รปู 
(Light Cycler®480) 
 การตรวจหาปริมาณทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1เบตา เมทริกซ
เมทัลโลโปรตเีนส-1 ดวยวธิอีีไลซา (ELISA) โดยใชชุดทดสอบอีไลซาสําเร็จรูป 
 วิเคราะหการหลั่งโปรตีนทัง้ 3 ชนิดจากอาหารเลี้ยงเซลล หลังกระตุนเซลลทั้ง 2 ชนิดแลว 
48 ชั่วโมง ดวยเทคนิคอีไลซา ผูปวย แตละรายทําซ้ํา 2 ครั้ง และแตละตวัอยางทําซ้ํา 3 ครั้ง ดวยชุด
ทดสอบอีไลซาสําเร็จรูป (ELISA DuoSet, R&D systems, Minneapolis, USA) โดยจะตองทําการเตรียม
พ้ืนผิวหลุมทดลองดวยการเคลือบแอนติบอด้ีตามขั้นตอนดัง ภาพประกอบ 7 และวัดปริมาณสารที่ตองการ
ทดสอบขั้นตอนการทดลองดังภาพประกอบ 8 
 

 
 

ภาพประกอบ 7 แสดงการเตรียมพ้ืนผิวหลุมทดลองดวยการเคลือบแอนติบอด้ี 

 

 

 

100 μl capture 
antibody(dilute 1:179 

in PBS)   

+
Incubate overnight at room temperature 
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ภาพประกอบ 8 แผนผังแสดงขั้นตอนการทดลองหาปริมาณทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอร 
      ลิวคิน1 เบตา เมทริกซเมทัลโลโปรตเีนส-1ดวยเทคนิคอีไลซา 
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 การตรวจหาปริมาณเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 ทาํการเจือจางอาหารเลี้ยงเซลลที่ผาน
การกระตุนเซลลกบัอาหารเลี้ยงเซลลในอัตราสวน 30 : 70 สวนการตรวจปริมาณอินเตอรลิวคิน-1 เบตา 
ทําการเจือจางอาหารเลี้ยงเซลลที่ผานการกระตุนเซลลในอัตราสวน 50 : 50 สวนการตรวจหาปริมาณ
ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา ไมทําการเจือจาง นําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดมาแปรผลเปน
ความเขมขนดวยการเปรียบเทียบกับคาการดูดกลืนแสงจากหลุมทดสอบมาตราฐานโดยใชโปรแกรม
สําเร็จรูป (Microsoft Excel for Mac 2011) 
 

สถิติที่ใชในการวิเคราะหขอมูล 
 เปรียบเทยีบผลการแสดงออกของเมสเซนเจอรอารเอ็นเอทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา, 
อินเตอรลิวคิน-1 เบตา และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 ดวยสถิติพรรณา เปรียบเทียบความแตกตาง
ของการหลั่งทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา, อินเตอรลิวคิน-1 เบตา และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 
ระหวางกลุมและภายในกลุมดวยสถิติการวิเคราะหการแปรปรวนแบบทางเดียว (One-way ANOVA) 
และสถิติ Bonferroni ที่นัยสําคัญทางสถิติ p<0.05 ดวยโปรแกรมสําเรจ็รปูเอสพีเอสเอส 20.0 (SPSS 20.0; 
SPSS Inc., Chicago, IL, USA)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4  
ผลการทดลอง 

 
 ผลของเอชเอ็มจีบี1 และ/หรือไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสตอการแสดงออก
ของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอและการหลั่งทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา 
 จากการตรวจสอบการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอ ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร 
แอลฟา ดวยเทคนิค เรียลไทม รีเวอรสทรานสคริพเทส โพลีเมอเรสเชนรีแอคชั่น พบวา เซลลทั้ง 2 ชนิด
เม่ือไดรับการกระตุนดวยเอชเอ็มจีบ1ี ไลโปโพลแีซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลสิและกระตุน  
รวมกัน พบวา ไมปรากฎความแตกตางอยางชัดเจนดังแสดงใน ภาพประกอบ 9 

 
ภาพประกอบ 9 แสดงสัดสวนการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอทูเมอรเนคโครซิสแฟเตอร แอลฟา 
      ของเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตเหงือกเม่ือไดรับกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรค 
      ของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสรวมกับเอชเอ็มจีบี1 หรือกระตุนดวยสารเพียงอยางใดอยางหนึ่ง 
      หรือไมกระตุนเลย 
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 เม่ือตรวจสอบการหลั่งทเูมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา พบวา เซลลไฟโบรบลาสตเหงือก
และเอ็นยึดปริทันตมีการหลั่งทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา ออกมามากขึ้นเม่ือไดรับการกระตุน
ดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสเพียงอยางเดียว หรือเม่ือกระตุนดวยเอชเอ็มจีบี1 
รวมกับไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส แตกตางจากกลุมควบคุมลบและกลุมที่
ไดรับการกระตุนดวยเอชเอ็มจีบี1อยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) และพบการหลั่งทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร 
แอลฟาในกลุมที่ไดรับการกระตุนดวยสารทั้ง 2 ชนิด มากกวากลุมที่ไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรค
ของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสเพียงอยางเดียว อยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) ดังแสดงในภาพประกอบ 10 
และตาราง 3 
 
 

 
 
 
 

ภาพประกอบ 10 แผนภูมิแสดงการหลั่งทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา ของเซลลไฟโบรบลาสต 
      เหงือกและเอ็นยึดปรทิันตในกลุมควบคุมลบ เม่ือไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของ 
      พอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส เอชเอ็มจีบี1 และกระตุนรวมกันทั้ง 2 ชนิด  

* * * *

* * * *

 
ภาพประกอบ 10 แผนภูมิแสดงการหลั่งทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา ของเซลลไฟโบรบลาสต 
      เหงือกและเอ็นยึดปรทิันตในกลุมควบคุมลบ เม่ือไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของ 
      พอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส เอชเอ็มจีบี1 และกระตุนรวมกันทั้ง 2 ชนิด  

* * * *

* * * *
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 ผลของเอชเอ็มจีบี1 และ/หรือไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสตอการแสดงออก
ของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอและการหลั่งอินเตอรลิวคิน-1 เบตา เซลลทั้ง 2 ชนิด เม่ือไดรับการกระตุน 
มีการตอบสนองโดยมีการแสดงออกของเมสเซ็นเจอรอารเอ็นเอลดลง เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมลบ 
ดังแสดงในภาพประกอบ 11 

 
ภาพประกอบ 11 แสดงสัดสวนการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเออินเตอรลิวคิน-1 เบตาของเซลล 
      ไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตเม่ือไดรับกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส  
      จินจิวาลิสรวมกับเอชเอ็มจีบี1 หรือกระตุนดวยสารเพียงอยางใดอยางหนึ่งหรือไมกระตุนเลย 
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 เม่ือตรวจสอบการหลั่งอินเตอรลิวคิน-1 เบตา พบวา เซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึด
ปริทันตมีการหลั่งอินเตอรลวิคนิ-1 เบตา ออกมามากขึน้ เม่ือไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรค
ของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสเพยีงอยางเดียว หรือเม่ือไดรับการกระตุนดวยเอชเอ็มจีบี1 รวมกับ 
ไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลสิ แตกตางจากกลุมควบคมุลบและกลุมที่ไดรับ
การกระตุนดวยเอชเอ็มจีบี1อยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) และพบการหลั่งอินเตอรลวิคิน-1 เบตา ใน
กลุมที่ไดรับการกระตุนดวยสารทั้ง 2 ชนิด มากกวากลุมที่ไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรค
ของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสเพียงอยางเดียว อยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) ดังแสดงในภาพประกอบ 12 
และตาราง 3 
 

  
 
 

* ** *

* * * *

ภาพประกอบ 12 แผนภูมิแสดงการหลั่งอินเตอรลิวคิน-1 เบตา เม่ือเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็น  
      ยึดปริทันตในกลุมควบคุมลบ เม่ือไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส  

      จินจิวาลิส เอชเอ็มจีบี1 และกร 
  ั
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 ผลของเอชเอ็มจีบี1 และ/หรือไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสตอการแสดงออก
ของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอและการหลั่งเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 
 เซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึดปริทันตมีการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอ เม่ือไดรับ
การกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนสจินจิวาลิส เปน 1.44 เทา เม่ือไดรับการกระตุน
ดวยเอชเอ็มจีบี1 จะมีการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอ เปน 1.85 เทา และเม่ือไดรับการกระตุน
ดวยสารทั้ง 2 ชนิดรวมกัน จะมีการแสดงออกของเมสเซ็นเจอรอารเอ็นเอ 1.85 เทา สวนเซลลไฟโบรบลาสต
เหงือก พบวา มีการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอไมปรากฎความแตกตางที่ชัดเจนดังแสดง
ใน ภาพประกอบ 13 

 
ภาพประกอบ 13 แสดงสัดสวนการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 
      ของเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตเม่ือไดรับกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของ 
      พอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสรวมกับเอชเอ็มจีบี1 หรือกระตุนดวยสารเพียงอยางใดอยางหนึ่งหรือ  
      ไมกระตุนเลย  
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 จากการตรวจสอบการหลั่งเมทริกเมทัลโลโปรตีเนส-1พบวา เซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและ
เอ็นยึดปริทันตมีการหลั่งเมทริกซเมทลัโลโปรตีเนส-1ออกมามากขึ้นเม่ือไดรับการกระตุนดวยไลโปโพล-ี
แซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส และกลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเอชเอ็มจีบี1 รวมกับไลโป-
โพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส แตกตางจากกลุมควบคุมลบและกลุมที่ไดรับการกระตุน
ดวยเอชเอ็มจีบี1อยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) และพบการหลั่งเมทรกิซเมทัลโลโปรตีเนส-1 ในกลุมที่
ไดรับการกระตุนดวยสารทั้ง 2 ชนิด มากกวากลุมที่ไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของ
พอรไฟโรโมแนส  
 

 
 
 

* * * *

* * * *

 ภาพประกอบ 14 แผนภูมิแสดงการหลั่งเมทริกซ เมทัลโลโปรตีเนส-1 เม่ือเซลลไฟโบรบลาสตเหงือก 
      และเอ็นยึดปริทันตในกลุมควบคุมลบ เม่ือไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟ- 
      โรโมแนส จินจิวาลิส เอชเอ็มจีบี1 และกระตุนรวมกัน 



 27 

ตาราง 3 แสดงผลการหลั่งทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1 เบตา เมทริกซเมทัล  
     โลโปรตีเนส-1 ในเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตในสภาวะปกติและเม่ือไดรับการกระตุน 
     ดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส เอชเอ็มจีบี1 และกระตุนพรอมกันทั้ง 2 ชนิด 
 

 
 Control  กลุมควบคุมลบ 
 LPS  กลุมที่ไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส 
 HMGB1  กลุมที่ไดรับการกระตุนดวยเอชเอ็มจีบี1 
 LPS+HMGB1  กลุมทีไ่ดรับการกระตุนดวยไลโปโพลแีซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส 
รวมกับเอชเอ็มจีบี1 
 
 กลาวโดยสรุปไดวา การกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส เซลล 
ทั้ง 2 ชนิดการตอบสนองโดยมีการหลั่งทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลวิคิน-1 เบตา 
และเมทริกซเมทัลโลโปรตเีนส-1 ในรูปแบบเดียวกันคอื มีการหลั่งโปรตีนทั้ง 3 ชนิด ออกมาแตกตาง
จากกลุมควบคุมลบอยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) และเม่ือไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของ

 Gingival Fibroblast Periodontal ligament Fibroblast 
   

TNF- α level (pg/ml) 
    Control 
    LPS 
    HMGB1 
    LPS + HMGB1 

 
            13.87 + 3.55      
          297.89 +16.29 

                 17.53 +  3.26     
          380.36 +  9.29 

 
             7.42 + 1.14 
          318.02 + 9.7 

             9.34 + 1.56 
          390.37 + 10.77  

   

IL1- β  level (pg/ml) 
    Control 
    LPS 
    HMGB1 
    LPS + HMGB1 

 
            5.18 + 0.63 
         160.16 + 6.23 

            6.99 + 1.09 
         206.90 + 5.38  

 
             6.09 + 0.92 
          177.47 + 6.53 

             7.53 + 1.36 
          225.20 + 6.47  

   

MMP1 level (ng/ml) 
    Control 
    LPS 
    HMGB1 
    LPS + HMGB1 

 
            1.88 + 0.12 
            5.18 + 0.26 

            2.47 + 0.15 
            7.12 + 0.33  

 
             1.80 + 0.14 
             4.94 + 0.18 

             1.29 + 0.90 
             6.92 + 0.32 
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พอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสและเอชเอ็มจีบี1 รวมกัน เซลลทั้ง 2 ชนิด มีการหลั่งโปรตีนทั้ง 3 ชนิด
ออกมาแตกตางจากกลุมควบคุมลบ กลุมเอชเอ็มจีบ1ี และกลุมทีไ่ดรับการกระตุนดวยไลโปโพลแีซคคาไรค
ของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสเพียงอยางเดียว อยางมีนัยสําคัญ (p<0.01) แตเม่ือเซลลทั้ง 2 ชนิด
ไดรับการกระตุนดวยเอชเอ็มจีบี1เพียงอยางเดียว จะมีการหลั่งไซโตไคนและเมทรกิเมทลัโลโปรตีเนส-1 
ออกมา ไมแตกตางจากกลุมควบคุมลบอยางมีนัยสําคัญ ขณะที่ผลการแสดงออกในระดับเมสเซ็นเจอร
อารเอ็นเอ ไมพบความแตกตางอยางชัดเจน เม่ือกระตุนดวยเอชเอ็มจีบี1 หรือ ไลโปโพลีแซคคาไรค
ของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส และเม่ือกระตุนดวยสารทั้ง 2 ชนิดรวมกัน 
 
 

 
 



บทที่ 5  
อภิปรายผลและบทสรุป 

 
อภิปรายผล 
 เอชเอ็มจีบ1ี เปนโปรตีนที่พบในนวิเคลยีสและสามารถหลั่งออกมาภายนอกเซลล มีการศกึษาวา
เอชเอ็มจีบี1 จะทําหนาที่เสมือนเปนไซโตไคนได(2) โดยไปมีสวนรวมในพยาธิสภาพของการเกิดการอักเสบ 
หรือการทําลายเนื้อเยื่อของรางกายได เชน พบมีการหลั่งสารทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา ภายหลัง
ทําการกระตุนเซลลโมโนไซตของมนุษยดวยเอชเอ็มจีบี1(6) เปนตน อยางไรก็ดี การศึกษาในระยะหลัง
ยังพบอีกวา ปริมาณสารไซโตไคนทีห่ลั่งออกมาภายหลงักระตุนเซลลตางๆ ดวยเอชเอ็มจีบ1ี ดูเหมือน
จะมีปริมาณที่นอยมาก(55) อีกทั้งยังตรวจพบวามีเอชเอ็มจีบี1 หลงเหลืออยูในรอยโรคที่แมวาจะไดรับ
การรักษาใหดีขึ้น เชน พบปริมาณเอชเอ็มจีบี1 ในพลาสมาในผูปวยโรคปอดอักเสบที่ไดรับการรักษา
แลวถึง 176 นาโนกรัมตอมิลลิลติร(56) และไมสามารถตรวจหาปริมาณเอชเอ็มจีบี1 ในพลาสมาไดใน
ภาวะปกต ิ จึงทําใหเห็นวาบทบาทของของเอชเอ็มจีบ1ี ในการเปนไซโตไคนยังไมเดนชัดนัก การศกึษา
ในระยะตอมาพบวา เอชเอ็มจีบี1 จะทําหนาที่เสมือนเปนไซโตไคนได เม่ือมีการทํางานรวมกับสาร
อ่ืนๆ เชน ไลโปโพลีแซคคาไรค อินเตอรลิวคิน-1 เบตา ดีเอ็นเอสายเดี่ยว(57) ซึ่งสามารถสรุปได ดัง
ภาพประกอบ 15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 15 แผนผังแสดงบทบาทหนาที่ของเอชเอ็มจีบี1เม่ือถูกหลั่งออกมาภายนอกเซลลและ 
      การทํางานที่ตองรวมกับไลโปโพลแีซคคาไรค(57) 
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 นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบวาเอชเอ็มจีบี1 ยังสามารถทําหนาที่เสมือนโปรตีนชวยจับกบั 
ไลโปโพลีแซคคาไรคของแบคทีเรียชนิดตางๆ และทาํใหเกิดการสงสัญญาณตอไปยังเซลลผานทาง
ตัวรบัโทล-ไลค 2, 4 ตัวรบัสัญญาณแอดวานซไกลเคชัน่(58) กระตุนใหเซลลเกิดการหลั่งไซโตไคนขึ้น 
นอกจากนี้ยังพบวา เอชเอ็มจีบี1 สามารถทําหนาที่แยงจับกับไลโปโพลีแซคคาไรค บายดิ้ง โปรตีน
ในการสงสัญญาณใหกับเซลล ซึ่งในการวิจัยน้ีไดทดลองกระตุนเซลลโดยมีเอชเอ็มจีบี1 และไลโปโพลี- 
แซคคาไรคก็จริง จึงอาจถือวา มีการปนเปอนของบายดิ้งโปรตีนซึ่งเปนสวนประกอบของโบวาย เซรั่ม 
อยางไรก็ตามการวิจัยน้ี ไมไดทําการตรวจสอบการแยงจับกับไลโปโพลีแซคคาไรคระหวางโปรตีน ทั้ง 
2 ชนิด เพียงแตไดทดลองนํารองความเขมขนของไลโปโพลีแซคคาไรคและเอชเอ็มจีบี1 ที่เหมาะสม
ตอการกระตุนเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปรทิันตเทานั้น ซึ่งผลการวิจัยครั้งนี้พบวา เซลล
ไฟโบรบลาสตในชองปาก มีการตอบสนองตอไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส 
ในความเขมขนที่คอนขางสูง เม่ือเทียบกับการกระตุนเซลลชนิดอ่ืนๆ ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจากความเขมขน
ที่ไมแนนอนของไลโปโพลีแซคคาไรค บายดิ้ง โปรตีนทีป่นเปอนอยูในโบวายเซรั่ม อยางไรก็ตาม พบวา
การกระตุนเซลลไฟโบรบลาสตดวยไลโปโพลีแซคคาไรคความเขมขนทีสู่งจะสามารถยับย้ังผลในดานลบ
ของไลโปโพลแีซคคาไรค บายด้ิงโปรตีนได(59) 

 ในทางทันตแพทยศาสตร ไดมีการวิจัยเกี่ยวกับบทบาทและความสําคัญของเอชเอ็มจีบี1 
อยูบาง โดยเฉพาะอยางยิ่งที่เกี่ยวของกับโรคปริทันตอักเสบ การวจัิยสวนใหญมุงที่จะศึกษากบัเซลล
ไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันต เน่ืองจากเซลลทั้ง 2 ชนิดนี้เปนเซลลที่พบมากที่สุดในอวัยวะ
ปริทันต ซึ่งมีหนาที่หลักในการสรางเสนใยคอลลาเจน อันเปนองคประกอบหลกัของอวัยวะปริทันต 
นอกจากนี้เซลลไฟโบรบลาสตเหลานี้ก็สามารถหลั่งไซโตไคนหรือเอ็นไซมตางๆ ที่เกี่ยวของในระบบ
ภูมิคุมกันไดดวย(60-62) ซึ่งเซลลสามารถตอบสนองตอเชื้อกอโรค เชน พอรไฟโรโมแนส จินจิวาลสิ โดย
มีการหลั่ง ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1 เบตา อินเตอรลิวคนิ-6 อินเตอรลวิคิน-8 
และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1ได(63,64) ซึ่งสนับสนุนวาเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันต
จะเปนเซลลทีส่ําคัญในขบวนการเกิดพยาธิสภาพของโรคปริทันตเชนเดียวกับเซลลชนิดอ่ืนๆ(65) 
 จากการวิจัยที่ผานมาพบวา เซลลไฟโบรบลาสตจะมีการหลั่งเอชเอ็มจีบี1 เม่ือไดรับการกระตุน
ดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของเชื้อ พอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส หรือเม่ือเกิดมีการตายของเซลลในเน้ือเยื่อ 
ไมวาจะในรูปแบบเนคโครซิส หรือแบบอะพอพโตซิสก็ตาม(5,10) จึงเปนที่นาสงสยัวา เอชเอ็มจีบี1 ที่
ถูกหลั่งออกมานั้น จะมีผลอยางไรตอเซลลที่อยูในบริเวณรอยโรคนั้นๆ อีก และทําใหเกิดพยาธิสภาพ
ของโรคปริทันตใหรุนแรงขึ้นดวยหรือไม ดังน้ันในงานวิจัยน้ี คณะผูวิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาผลของการใช
เอชเอ็มจีบี1 รวมกับไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส ซึ่งเปนปจจัยกอโรคที่มี
ความรุนแรงที่ทําใหเกิดโรคปริทันตอักเสบเรื้อรัง ในการกระตุนเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึด
ปริทันตใหเกิดการหลั่งทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลวิคิน-1 เบตา และเอ็นไซมเมทริกซ
เมทัลโลโปรตีเนส-1 โดยเปรียบเทียบกับสภาวะที่ใชการกระตุนดวยสารอยางใดอยางหนึ่งเพียงอยางเดียว 
ในการวิจัยครัง้นี้ ไดทําการวัดปริมาณทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1 เบตา 
และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 ภายหลังการกระตุนเซลลที่เวลาผานไป 48 ชั่วโมง โดยมีผลการวิจัย
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นํารองที่แสดงการตรวจวัดปริมาณที่เวลาดังกลาวที่ไดผลดีกวา เม่ือเปรียบเทียบกับการวัดภายหลัง
การกระตุนเซลลทีเ่วลาผานไปเพียง 24 ชัว่โมง 
 ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟาและอินเตอรลิวคิน-1 เบตา มีสวนสําคัญตอการการเกิด
พยาธิสภาพของโรคปริทันตอักเสบ โดยพบปริมาณไซโตไคนทั้ง 2 ชนิด เพ่ิมขึ้นในรอยโรคปริทันต(28) 
น้ําเหลืองเหงือก(29) ซึ่งในการทดลองนี้พบปริมาณไซโตไคนทั้ง 2 ชนิดเม่ือกระตุนเซลลไฟโบรบลาสต
เหงือกและเอ็นยึดปริทนัตดวยไลโปโพลแีซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสรวมกบัเอชเอ็มจีบี1 
มากกวากระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสเพียงอยางเดียว อยางมี
นัยสําคัญ (p<0.01) ขณะที่ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในเซลลที่ไดรับการกระตุน
ดวยเอชเอ็มจีบี1 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมลบ ซึ่งสอดคลองกับสมมุติฐานการวิจัยขางตน และ
สอดคลองกับการวิจัยของ Qin และคณะในป 2009 ทําศึกษาในเซลลแมกโครฟาจของหนู พบทั้งการแสดงออก
ของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอ และการหลั่ง อินเตอรลิวคิน 6 ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา และ
พบการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเออินเตอรลิวคิน-1 เบตา เม่ือกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรค
ของอีโคไลและเอชเอ็มจีบี1 แตกตางจากกระตุนดวยสารเพียงชนิดเดียว(58) ไซโตไคนที่ถูกหลั่งเพ่ิมขึ้น
นั้น ก็จะมีผลตอเซลลในรางกาย มีบทบาทสาํคัญตอระบบภูมิคุมกันแบบอินเนท ทําใหเซลลมีการตอบสนอง
โดยมีการหลั่งไซโตไคนและสารสื่ออักเสบตางๆ ออกมา ทําใหเกิดกระบวนการอักเสบ อยางไรก็ตาม
นอกจากไซโตไคนทั้ง 2 ชนิดที่ไดทําการศึกษาแลว ยังมีไซโตไคนหรือเอนไซมตัวอ่ืนที่นาสนใจศึกษา
และมีบทบาทตอการเกิดพยาธิสภาพของโรคปริทันตที่ควรไดรับการศึกษาเพิ่มเติม เชน อินเตอรลิวคิน-6 
รีเซบเตอร แอกตเิวเตอรออฟ นวิเคลยีร แฟกเตอร แคปปา บี (Receptor activator of nuclear factor 
kappa-B) โอพีจี (OPG) หรือตัวรับโทล-ไลค 1, 2, 4  
 เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 เปนเอ็มไซมที่มีศักยภาพสงูในการทําลายเนื้อเยื่อ และเกี่ยวของ
กับการเกิดพยาธิสภาพของโรคปริทันตอักเสบ โดยสามารถพบมีการสรางและหลั่งออกจากเซลลบาง
อยูแลวในสภาวะปกติ(66,67) ซึ่งสอดคลองกบัผลการวิจัยครัง้นี้ โดยพบมีการหลั่งเมทริกซเมทลัโลโปรตีเนส-1 
เพียงเล็กนอยในกลุมควบคุมลบที่ไมไดกระตุนเซลลดวยสารใดๆ เลย รวมถึงการที่พบมีการหลั่งเมทริกซ
เมทัลโลโปรตีเนส-1 สูงขึ้นเพียงเล็กนอย ในกลุมที่กระตุนดวยเอชเอ็มจีบี1 เพียงอยางเดียวดวย ในขณะ
ที่พบมีการหลัง่ของเมทรกิซเมทลัโลโปรตเีนส-1 ที่สูงมากขึ้น เม่ือกระตุนเซลลไฟโบรบลาสตทั้ง 2 ชนิด
ดวยไลโปโพลแีซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิสเพียงอยางเดียว และยิง่สูงมากขึ้นกวาอีก
อยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p<0.01) เม่ือกระตุนดวยทัง้ 2 อยางรวมกัน  
 ซึ่งผลการวิจัยน้ี นาจะเปนการสนับสนุนถึงการที่มีการตรวจพบ ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร 
แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1 เบตา และเอ็นไซม เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 นี้ไดในรอยโรคปริทันต
อักเสบในปริมาณที่สูงกวาทีพ่บในเนื้อเยื่อปริทันตทีป่กติ(28.29,67) และยังเปนการสนับสนุนผลการวิจัย
ที่ผานมาที่แมจะศึกษากบัเซลลของรางกายชนิดอ่ืนๆ ก็ทําใหเชื่อไดมากขึ้นวา เอชเอ็มจีบี1 จะสามารถ
ทําหนาที่เสมือนไซโตไคนไดดี แมกับเซลลในชองปาก ก็จะตองมีกลไกการทํางานที่ตองรวมกบัสาร
โมเลกุลอ่ืน 
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 ในการวิจัยน้ี นอกจากจะทําการวัดปริมาณทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1 
เบตา และเอ็นไซมเมทริกซเมทัลโลโปรตเีนส-1 ดวยเทคนิคอีไลซาแลว ยังทําการวิเคราะหการแสดงออก
ในระดับยีนที่สรางทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา อินเตอรลิวคิน-1 เบตา เอ็นไซมเมทริกซ
เมทัลโลโปรตีเนส-1 ของเซลลทั้ง 2 ชนิดนี้ โดยวิธีเรียลไทม รีเวอรสทรานสคริพเทส โพลีเมอเรสเชนรีแอคชั่น
อีกดวย ซึ่งในการวิเคราะหผลการแสดงออกของเมสเซนเจอร อารเอ็นเอนี้ ทําภายหลังการกระตุน
เซลลที่เวลาผานไป 4 ชั่วโมง เน่ืองจากมีการวิจัยกอนหนานี้ มีการศึกษาในเซลลโมโนไซต พบวา มี
การเพิ่มขึ้นของการแสดงออกของแมสเซนเจอรอารเอ็นเอในเซลลโมโนไซตในระดับที่สูง ภายหลังการกระตุน
ดวยเอชเอ็มจีบี1 ที่เวลาผานไปแลวเปนเวลา 4 ชั่วโมง(7) อยางไรกต็าม ผลการแสดงออกของแมสเซนเจอร 
อารเอ็นเอ ในเซลลทั้ง 2 ชนิด ไมไดมีทิศทางที่เปนไปในทิศทางดียวกันและไมสอดคลองกับการหลั่ง
โปรตีน ทั้ง 3 ชนิดเทาใดนัก ซึ่งอาจเกิดจากเทคนคิเรยีลไทม รเีวอรสทรานสครพิเทส โพลีเมอเรสเชน-
รีแอคชัน่ และกระบวนการเก็บเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอ ซึ่งเปนเทคนคิที่มีความไวสูง แตอยางไรก็ตาม
ไดมีการทดลองนํารองทําการศึกษาการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร 
แอลฟา ที่ 4 ชั่วโมง พบวา เซลลมีการตอบสนองตอสิ่งกระตุนสอดคลองกับการหลั่งโปรตีน อน่ึงอาจ
เกิดจากเซลลไฟโบรบลาสตมีการตอบสนองที่แตกตางกันโดยพบวาเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็น
ยึดปริทันตมีการเพิ่มการแสดงออกของแมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอ อินเตอรลวิคิน-6 อินเตอรลิวคิน-1
เบตา ที่ 6 ชั่วโมง ภายหลังการกระตุนดวยแบคทีเรยีพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส(64) 
 จากผลการแสดงออกที่ไมเปนทิศทางเดียวกันของเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันต
ของมนุษยในครั้งนี้ อาจมีสาเหตุมาจากการที่เซลลไฟโบรบลาสทั้งสองชนิดมีที่อยูในเนื้อเยื่อ มีหนาที่ 
และมีคุณลกัษณะธรรมชาตขิองเซลลที่แตกตางกัน เชน เซลลทั้งสองนี ้มีการแสดงออกของออสติโอแคลซิน 
หรือโบนไซอะโลโปรตีน รวมถึงอัลคาไลนฟอสฟาเตสแตกตางกัน(68) โดยเซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึด
ปริทันต มีการแสดงออกของอัลคาไลนฟอสฟาเตสในปริมาณที่สูง(69) ทําใหสามารถผลิตสารคลายโปรตีน
เมทริกซของกระดูก และสามารถสรางเน้ือเยื่อแข็ง (mineralized nodules) ไดดีกวา ในขณะที่เซลล
ไฟโบรบลาสตเหงือกมีการแสดง ออกของตวัรับซีดี 14 ที่สูงกวา จึงอาจทาํใหเซลลทัง้สองนี้มีการแสดงออก
เพ่ือตอบสนองการกระตุนดวยเอชเอ็มจีบ1ี ไดแตกตางกัน อน่ึงในการวิจัยน้ี ใชเซลลที่ไดจากการเพาะเลีย้ง
เซลลไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดปริทันตผูปวยรายเดียวกัน เม่ือเปรียบเทียบ จะพบวาเซลล
ไฟโบรบลาสตเอ็นยึดปริทันตจะมีการแสดงออกของแมสเซ็นเจอรอารเอ็นเอที่ผลิตเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-1 
ไดมากกวาเซลลไฟโบรบลาสตเหงือก ทั้งในสภาวะปกต ิและเม่ือไดรับการกระตุนดวยสารกระตุนทั้ง 
2 ชนิด ไมวาจะเปนการกระตุนรวมหรือกระตุนเพียงอยางเดียว  
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 การทดลองนํารองหาความเขมขนของไลโปโพลีแซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส
และเอชเอ็มจีบี1 ที่เหมาะสมตอการกระตุนเซลลไฟโบรบลาสต 
 ถายเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกลงในจานเลี้ยงแบบ 6 หลุม ใหมีความหนาแนน 200,000 เซลล/หลุม 
ในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัมจากฟตัสของวัวรอยละ 10 ปลอยใหเซลลมายึดที่จานเลี้ยงเปนเวลา 1 คืน 
เปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลลเปนอาหารเลีย้งเซลลที่มีซีรัมจากฟตัสของววั 1 เปอรเซนต (1% FCS DMEM) 
เปนเวลา 1 – 2 ชั่วโมง กระตุนเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกไฟโบรบลาสตเหงือกและเอ็นยึดดวยไลโปโพลี
แซคคาไรคของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส (InvivoGen, USA) ความเขมขน 1, 5, 10, 20 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร ทดสอบความเขมขนของเอชเอ็มจีบี1ที่เหมาะสม เม่ือกระตุนรวมกับไลโปโพลีแซคคาไรค
ของพอรไฟโรโมแนส จินจิวาลิส โดยใชเอชเอ็มจีบ1ีความเขมขน 100, 200, 300 นาโนกรัมตอมิลลิลติร  
 ทําการสกัดเมสเซ็นเจอร อารเอ็นเอหลังจากกระตุนเซลลเปนเวลา 4 ชั่วโมง ดวยไตรซอล 
(Trizol, Gibco, USA) ตามวิธีการแนะนําโดยบริษัทผูผลิตดังน้ี ใสไตรซอลปริมาณ 1 มิลลิลติร/หลุม 
ทิ้งไว 5 นาที เติมคลอโรฟอรมปริมาณ 200 ไมโครลิตร จากนั้นเขยาหลอดพลาสติกแรงๆ 15 วินาที 
แลวทิ้งไว 3 นาที จากนั้นนําไปเหวีย่งดวยเคร่ืองเหวีย่งหนีศูนยกลางที่ระดับความเรว็ 10,000 รอบตอนาท ี
เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการดูดของเหลวใสที่อยูชั้นบนสุดซึ่งเปนชั้นที่มีน้ํา
อารเอ็นเอปนอยู จากนั้นเติมไอโซโพรพานอลปริมาณ 500 ไมโครลิตร นําไปเหวี่ยงดวยเครื่องเหวี่ยง
หนีศูนยกลางที่ระดับตวามเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลว
เทสวนของเหลวใสออกใหเหลือแตตะกอนที่กนหลอดพลาสติกจากนั้นลางดวยเอทานอล ความเขมขน
รอยละ 75 ปริมาณ 1 มิลลิลติร เคาะเบาๆ แลวนําไปเหวี่ยงดวยเครื่องเหวี่ยงหนีศูนยกลางที่ระดับ
ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทของเหลวใสออกแลวคว่ํา
หลอดพลาสตกิทิ้งไวใหแหงประมาณ 10 นาที และละลายตะกอนที่อยูกนหลอดซึ่งเปนอารเอ็นเอดวยนํ้า
ที่ปราศจากเชื้อ (RNAse-free water) ปริมาณ 15 ไมโครลิตร แลวนําไปอุนที่อางน้ํา (Water bath) ที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที อารเอ็นเอที่ไดจะเก็บไวที่อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส 
 ทําการสังเคราะหดีเอ็นเอตนแบบทําโดยใชชุดสังเคราะหดีเอ็นเอ สังเคราะหดีเอ็นเอสําเร็จรูป 
โดยใชปริมาณอารเอ็นเอ 1 ไมโครกรัม และโอลิโก (Oligo(dt) 18) ในปรมิาณ 0.5 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร
ปรับปริมาณรวมใหได 12 ไมโครลิตร โดยมีวิธีดังแสดงในรูปที่ 6 ทําวิเคราะหการแสดงออกของแมสเซ็นเจอร 
อารเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชเอนไซมแทคดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (Taq DNA Polymerase) ใช
ปริมาณรวมพีซีอาร 25 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวย ดีเอ็นตนแบบ ดีออกซีไรโบนิวคลิโอไทด ไตรฟอสเฟต
ทั้ง 4 ชนิดคือ ดีเอทีพี (dATP) ดีจีทีพี (dGTP) ดีซีทีพี (dCTP) และดีทีทพีี (dTTP) อยางละ 2.5 มิลลิโมลาร 
(2.5 mM of each dNTPs) ซึ่งใชสรางดีเอ็นเอสายใหม นอกจากนี้ยังมีสวนประกอบอื่นๆ ไดแก สารละลาย
บัฟเฟอร (10x Buffer) แมกนีเซียมคลอไรดความเขมขน 2 - 4 มิลลิโมลาร (2-4 mM MgCl2) เอ็นไซม- 
แทคดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (0.6 U of Taq DNA polymerase) โอลิโกนิวคลิโอไทดไพรเมอร ซึ่งไดแก 
แกปดีเอชไพรเมอร ทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอรไพรเมอร 
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เหงือก เม่ือไดรับการกระตุนดวยไลโปโพลแีซคคาไรค
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10 และ 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร A) ภาพแสดง 
การตรวจหาผลิตภัณฑพีซีอารของยีนทูเมอรเนคโคร 
ซิสแฟกเตอร แอลฟา ดวยการยอมอะกาโรสเจ 
ลดวยลางเอ็ทธิเดียมโบรไมด B) ภาพแสดงการ 
ตรวจหาผลติภัณฑพีซีอารของยีนแกปดีเอช ดวย 
การยอมอะกาโรสเจลดวยลางเอ็ทธิเดียมโบรไมด 
C) แสดงสัดสวนการแสดงออกของเมสเซ็นเจอร 
อารเอ็นเอทูเมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา 
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ดวยไลโปโพลแีซคคาไรคของพอรไฟโร 
โมแนส จินจิวาลิส และเอชเอ็มจีบี1 A) ภาพ 
แสดงการตรวจหาผลิตภัณฑพีซีอารของยีนทู 
เมอรเนคโครซิสแฟกเตอร แอลฟา ดวยการ 
ยอมอะกาโรสเจลดวยลางเอ็ทธิเดียมโบรไมด 
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ของยีนแกปดีเอช ดวยการยอมอะกาโรสเจ 
ลดวยลางเอ็ทธิเดียมโบรไมด C) แสดง 
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 พ.ศ. 2555            วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาปริทนัตวทิยา 
          จาก มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 
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