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บทคัดยอ  
 
 นมผ้ึงหรือรอยัลเยลล่ี เปนผลิตภัณฑจากการเล้ียงผ้ึงชนิดหนึ่ง ท่ีสามารถผลิตไดเปนจาํนวนมากจาก
อุตสาหกรรมการเล้ียงผ้ึง สามารถนํามาใชประโยชนดานการสงเสริมสุขภาพในรูปแบบตาง ๆ  เม่ือนํานมผ้ึงแยกสวน 
ดวยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟฟชนิด Q-Sepharose และนํานมผ้ึงแยกสวน สวนท่ี 2 ท่ีความเขมขน 0.15 มิลลิกรัมตอ
มิลลิตร มาทดสอบฤทธ์ิตานการอักเสบตอเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนุษยและเซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึดปริทันต
มนุษย ท่ีถูกกระตุนดวย LPS จากเช้ือ Porphyromonas gingivalis ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 4 
และ 24 ช่ัวโมง ในอาหารเล้ียงเซลลท่ีมีซีรัมรอยละ 2.5 ติดตามการแสดงออกของยนี Tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-alpha) และ Interleukin-1-beta (IL-1-beta) โดยเปรียบเทียบระดับการแสดออกกับยนี GRADH ดวยเทคนิค
Real time PCR พบวานมผึ้งแยกสวน สวนท่ี 2 สงเสริมการแสดงออกของยีนของสารส่ือกลางที่เกี่ยวของกบัการ
อักเสบ เชน  TNF-alpha และ IL-1-beta  ในเซลลท้ังสองชนิดนี้ ท่ีระยะเวลา 4 ช่ัวโมง มีระดับการแสดงออก 70.89 
และ 7.26 เทาในเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนุษย และมีระดับกสนแสดงออก 516.7 และ 80.05 เทาในเซลลไฟโบ
รบลาสตเอ็นยึดปริทันตมนุษย ตามลําดับ อยางไรก็ตามที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมงเซลลท้ังสองชนิดจะมีระดับการแสดง
ของยีน TNF-alpha และ IL-1-beta ลดลง 
   



The Examination of Anti-inflammatory Action of Fractionated Royal Jelly Part II  
on Human Gingival Fibroblasts and Periodontal Ligament Fibroblasts 

 
ABSTRACT 

  
Royal jelly (RJ) is a commercially mass product from beekeeping and popularly used as health 

supplement in a various forms. When water soluble RJ was partial purified by using Q-Sepharose column 
chromatography, RJ fraction part 2 was obtained. The concentration of 0.15 mg/ml of RJ part 2 was then 
investigated to anti inflammation activity on human gingival fibroblast and periodontal ligament fibroblast cells 
treated with 1 μg/ml of Porphyromonas gingivalis lipopolysacchride (LPS) in DMEM containing 2.5 % (v/v) 
serum for 4 and 24 hours. Real-time PCR was performed for the relative quantification of gene expression of 
selected proinflammatory cytokine such as Tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) and Interleukin-1-beta (IL-1-
beta) was observed by compared with GAPDH level. The result show that the cell incubation at 4 hour with RJ 
increased level of TNF-alpha and IL-1 beta gene expression by 70.89 and 7.26 fold in human gingival fibroblast 
cell, respectively, and 516.7 and 80.05 fold in human periodontal ligament fibroblast cell, respectively. However, 
these expressions would be come down in the incubation at 24 hour. 

 
 
 



ประกาศคุณูปการ 
 

 การวิจยัคร้ังนี้เปนการวจิัยเพือ่ทดสอบฤทธ์ิตานการอักเสบของนมผ้ึงแยกสวนจากเทคนิคคอลัมนโครมาโต
กราฟฟ สวนที่ 2 ตอการแสดงออกของยนีของเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนุษยและเซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึดปริ
ทันตมนุษย ผูวิจัยขอขอบคุณสาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยรามคําแหง และภาควิชาเคมี 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ท่ียังคงเอ้ือเฟอสถานท่ีและเคร่ืองมือตาง ๆ ในการแยกสวนนมผ้ึง 
และ การทําสารตัวอยางแหงดวยความเย็น  
 ขอขอบคุณ บริษัท ไบโอจีโนเมด จํากดั, คุณทรงศักดิ ์ รักษาสุข และคุณเกลากมล สุนทรชื่น ผูใหความ
อนุเคราะหสถานท่ีและเคร่ืองมือและคําแนะนําในปฏิบัตกิารของเทคนคิ  Real-time PCR 
 รวมท้ังขอขอบคุณ คณะทันตแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวโิรฒ ผูสนับสนุนทุนจาก
ทุนอุดหนนุ งบประมาณเงินรายได ประจําป 2554 ในการดําเนินงานวจิัยคร้ังนี้ใหสําเร็จลําลวงไปไดดวยด ี
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บัญชีตารางและภาพประกอบ 
 

                              หนา       
รูปท่ี 4.1 กราฟแทงแสดงระดับการแสดงออกของยีน TNF- alpha (A) และ IL-1-beta (B)   8 

ในเซลลไฟโบร-บลาสตเหงือกมนุษย ท่ีถูกกระตุนดวย P. gingivalis LPS  
ในสภาวะท่ีมีและไมนมผ้ึงความเขมขน 0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
เปนระยะเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 

รูปท่ี 4.2 กราฟแทงแสดงระดับการแสดงออกของยีน TNF alpha (A) และ IL-1-beta (B)   9 
ในเซลลไฟโบร-บลาสตเอ็นยึดปริทันตมนุษย ท่ีถูกกระตุนดวย P. gingivalis LPS  
ในสภาวะท่ีมีและไมนมผ้ึงความเขมขน 0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
เปนระยะเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง  

 



บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 

การอักเสบ (inflammation) เปนการตอบสนองของเซลลเจาบาน (host cells) อยางหนึ่ง เม่ือมีการ
รุกรานของส่ิงแปลกปลอมตาง ๆ เชน แบคทีเรีย ไวรัส หรือส่ิงกอภยนัตราย (injurious agents) ปฏิกิริยาท่ี
สําคัญอันหนึ่ง คือการสรางและคัดหล่ังสารเพ่ือปกปองและกําจัดส่ิงแปลกปลอมเหลานั้น ในบุคคลท่ีมี
สุขภาพดีจะยังคงรักษาสมดุลระหวางการตอบสนองของเซลลเจาบานและความรุนแรงของส่ิงแปลกปลอม 
หากการตอบสนองของเซลลเจาบานดอยลงไปก็จะนําไปสูการเกิดโรคและการทําลายเนื้อเยื่อตอไป โดย 
cytokine เปนสารส่ือกลาง (mediator) ของการอักเสบชนิดหนึ่งในหลาย ๆ ชนิดจําพวก polypeptide ท่ี
ควบคุมการทํางานของเซลลตอการอักเสบ สามารถนํามาใชในการบงช้ีการตอบสนองของเซลลท่ีเกี่ยวของ
ตอการอักเสบได เชน  interleukin-1 (IL 1), Tumor  Necrotic Factor (TNF) เปนตน (1) 

นมผ้ึงหรือท่ีเรียกกนัวารอยัลเจลล่ี (Royal jelly) เปนอีกผลิตภัณฑหนึ่งท่ีไดจากธรรมชาติใน
อุตสาหกรรมการเล้ียงผ้ึง โดยมีองคประกอบทางเคมีมากมาย โดยมี โปรตีนมากท่ีสุดถึงรอยละ 12-17  
น้ําตาลรอยละ 10-12 และลิปดรอยละ 3-4 ตามลําดับ (2,3,4)การศึกษาการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของนมผ้ึง  
พบวานมผ้ึงมีบทบาทหลายรูปแบบ  เชน ฤทธ์ิในการตายทานแบคทีเรีย (5,6) ฤทธ์ิตอการปรับสมดุลของ
รางกาย (7) รวมท้ังมีผลตออัตราการเพ่ิมจํานวนเซลลชนิดตาง ๆ ซ่ึงมีผลตอการกระตุนเซลลลายน U-937 
และ HB4C5 (8) ขณะเดียวกันกจ็ะมีผลตอการยับยั้งการเพ่ิมจํานวนเซลลลายน UM และ THP-1 (8)  และ
เซลลมะเร็ง Ehrlich และ Salcama-180 ได (9,10)  สําหรับการออกฤทธ์ิตานการอักเสบของนมผ้ึงไดมีการ
วิจัยตรวจวิเคราะหการลดการสราง pro-inflammatory cytokines ในเซลล macrophage ท่ีถูกกระตุน (11) 

ดังนั้นการศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบของนมแยกสวนจากเทคนอคคอลัมนโครมาโตกราฟฟ สวนท่ี 
2 ในงานวิจยัคร้ังนี้ มุงขยายผลงานจากการศึกษาเร่ือง “การแยกสวนนมผ้ึงและการทดสอบฤทธ์ิตอการ
เจริญเติบโตของเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนุษย” ของดวงพร ศรีสุภาพ โครงการวิจยังบประมาณเงิน
รายได คณะทันตแพทยศาสตรประจําป 2553 โดยพบวาในนมผ้ึงแยกกสวน สวนท่ี 2 เปนสวนท่ีมีความบริ
สุทธของโปรตีนมากท่ีสุด และสามารถแยกไดในปริมาณมากเพียงพอตอการทําการทดลอง เปนสวนท่ีนา
สนในการศึกษาทดสอบฤทธ์ิท่ีหลากหาลายทางชีวภาพตอไป  

 

~ 1 ~ 
 



บทท่ี 2 

 
เอกสารงานวิจัยท่ีเกีย่วของ 

 
Cytokine เปนสารส่ือกลาง (Mediator) การอักเสบในการอักเสบชนิดหนึ่งท่ีคัดหล่ังมาจาก

เซลล เปน polypeptide ควบคุมการทํางานของเซลลที่กอการอักเสบ และนําไปสูการเริ่มกระตุนและการ
ดําเนินของโรค โดยเฉพาะโรคที่เกิดข้ึนในชองปากสวนใหญมักเกี่ยวของกับการอักเสบ สารส่ือกลาง
การอักเสบนี้จะสงผลตอการตายของเซลลและเนื้อเยื่อ การทําลายอวัยวะตาง ๆ สําหรับ cytokine ท่ีมี
ความสําคัญตอการอักเสบและการเกิดโรคในชองปาก ไดแก tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha), 
Interlukin1-bata (IL-1-beta), Interlukin-6 (IL-6) เปนตน ซ่ึงไดมีการนํามาใชเปนเคร่ืองหมายติดตาม 
(biomarkers) ในการวินิจฉัยโรคอยางมีประสิทธิภาพได (1) โดยเซลลไฟโบรบลาสตก็เปนกลุมเซลล
ชนิดหนึ่งท่ีสามารถกอใหเกิดการอักเสบได 

 
สําหรับนมผ้ึงซ่ึงเปนอาหารสําหรับผ้ึงนางพญา ท่ีมีบทบาทหนาท่ีสําคัญตอการเจริญเติบโต

ของตัวหนอนท่ีจะเจริญเปนตัวเต็มวัยตอไป มีองคประกอบทางเคมีดวยสารตาง ๆ มากมายหลายชนิด 
ในองคประกอบทางเคมีเหลานี้จะมีโปรตีนเปนสารอาหารหลักอยูประมาณรอยละ 12-17 (2,3,4) 
สามารถจัดจําแนกชนิดของโปรตีนตามลําดับกรดอะมิโนท่ีปลายสายดานหมูอะมิโนได 5 ชนิด คือ  
MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4 และ MRJP 5 และจากการวิเคราะหดวยกระแสไฟฟาบนอะคริลา
ไมดเจลซึ่งเปนตัวกลาง (SDS-PAGE) พบวาโปรตีนกลุมนี้มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 49-87 กิโลดาล
ตัน โดย MRJP4 จะไมสามารถพบไดเม่ือทําการวิเคราะหในระดับโปรตีน (12) MRJP 1 จะเปนโปรตีน
ท่ีพบมากที่สุดรอยละ 31 และพบ MRJP3, MRJP2 และ MRJP5 รองลงมารอยละ 26, 16 และ 9 
ตามลําดับ  

 
การออกฤทธ์ิของนมผ้ึงมีบทบาทหลายรูปแบบ (13) โดยมีงานวิจยัท่ีเกี่ยวของ  เชน ฤทธ์ิในการ

ตายทานแบคทีเรีย (5,6) ฤทธ์ิตอการปรับสมดุลของรางกาย (7) ฤทธ์ิตอระบบภูมิคุมกันของรางกาย โดยมี
ผลตอการเพิ่มจํานวนทีเซลล (T-cell) (14) และในสัตวทดลองจะกระตุนการผลิตแอนติบอดีและการเพ่ิม
จํานวนของเซลลท่ีเกี่ยวของกับการสรางภมิูคุมกัน (15)  รวมท้ังมีผลตออัตราการเพ่ิมจํานวนเซลลชนิดตาง 
ๆ ซ่ึงมีผลตอการกระตุนเซลลลายน U-937 (10) เซลลไฟโบรบลาตของหนูไดโดยการใชโปรตีนขนาด
น้ําหนกัโมเลกลุ 57 กิโลดาลตัน (16) และเซลล MC3T3-E1 ซ่ึงเปนเซลลคลายเซลลสรางกระดูกของหนู 
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การศึกษาการออกฤทธ์ิตานการอักเสบนั้น ในป 2004 จากการกระตุนเซลล macrophage ในหนู

ดวย Lipopolysaccharide (LPS) และ Interferon-gamma (IFN-gamma) และนําเซลล macrophage ท่ีถูก
กระตุนมาเล้ียงในสภาวะท่ีมีนมผ้ึงในสวนละลายนํ้า จะพบวา มีผลตอการยับยั้งการสราง pro-inflammatory 
cytokine อันไดแก และ TNF-alpha, IL-1 และ IL-6 โดยปริมาณท่ีใชไมเปนพษิตอเซลล (11)  และในป
ตอมามีศึกษาถึงผลของโปรตีนหลักของนมผ้ึงชนิด MRJP 1 ซ่ึงเปนโปรตีนที่มีปริมาณมากท่ีสุด ตอการ
กระตุนการสรางสารส่ือกลาง cytokine ของเซลลเยื่อบุท่ีผิวหนังมนุษย (human keratinocyte cell)  จากการ
ตรวจวดัระดับปริมาณการแสดงออกของยนี TNF-alpha, IL-1-beta, Transforming growth factor-beta 
(TGF-bata) รวมทั้ง MMP-9 พบวา โปรตีน MJRP1 ท่ีความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีผลกระตุน
การแสดงออกของยีน TNF-alpha เปนสองเทาของเซลลปรกติ อยางมีนัยสําคัญ  รวมถึงมีผลตอการกระตุน
การแสดงออกของยีน IL-1-beta, TGF-bata และ MMP 9 แตผลท่ีไดไมแตกตางกบัเซลลควบคุมอยางมี
นัยสําคัญ (19) 

 
ในปจจุบันการทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบของนมผ้ึงโดยใชนมผ้ึงแยกสวนยังมีอยูนอย 

ดังนั้นในงานวิจัยคร้ังนี้จึงมุงท่ีจะขยายผลจากการแยกสวนนมผ้ึงในสวนท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงตอการตาน
การอักเสบของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดจากเหงือกมนุษยและเอ็นยึดปริทันตมนุษย ซ่ึงเปนเซลลท่ีมี
ความสําคัญทางดานทันตแพทย อันจะเปนประโยชนตอการพัฒนางานวิจัยทางดานตอไป 
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บทท่ี 3 
 

วิธีดําเนนิการวิจัย 
 
3.1 การเตรียมนมผึง้ 
  นมผ้ึงชนิดผง ท่ีผลิตจากผ้ึงพันธุ (Apis mellifera) เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
นํามาละลายใน 1% Phosphate Buffer Saline ท่ีความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เก็บไวท่ี 4 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 1 คืน นํามาปนตกตะกอนสวนท่ีเหลือ ท่ีแรงเหวี่ยง 15,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที 
และนําสารละลายสวนใสมาแยกสวนดวยคอลัมน Q-sepharose  เก็บนมผ้ึงท่ีแยกสวนไดจากคอลัมนในสวน
ท่ี 2 ทําการทดลองตอไป 
 
3.2 การทดสอบความเปนพษิของนมผึ้งแยกสวน สวนท่ี 2 ตอเซลล 
  ถายเซลลลงในจานเล้ียงเซลลแบบ 96 หลุม ท่ีความหนาแนน 10,000 เซลลตอหลุมตอ 100 
ไมโครลิตร เล้ียงเซลลเปนเวลา 1 วัน นํามาทดสอบการมีชีวิตของเซลลดวยการเปล่ียนอาหารเล้ียงในสภาวะ
ท่ีมีนมผ้ึงท่ีแยกสวนไดในแตละสวนท่ีความเขมขนตาง ๆ และไมมีนมผ้ึง และเล้ียงเซลลตอเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง จากนัน้จึงทดสอบหาการมีชีวิตของเซลลดวยวิธีเอ็มทีที (MTT assay) ซ่ึงเปนการวดัการทํางานของ
เอ็นไซมดีไฮโดรจีเนสในไมโตคอนเดรีย โดยดูดอาหารเล้ียงเซลลเดิมท้ิงและเติม 110 ไมโครลิตรของ
สารละลายผสมระหวาง 100 ไมรโครลิตรของสารละลายเอ็มทีทีกับ 10 ไมโครลิตรของอาหารเล้ียงท่ีไมมี
ซีรัม) ลงในหลุม นําเขาตูอบ เล้ียงเซลลตอเปนระยะเวลา 30 นาที จากนั้นดูดสารละลายออกและเติม
สารละายดีเอ็มเอสโอ 100 ไมโครลิตร เขยาเบา ๆ เปนเวลา 20 นาที นาํไปอานคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 550 นาโนเมตร นําผลการทดลองมาสรางกราฟและคํานวณหาความเขมขนท่ีเปนพิษตอเซลล จากนั้น
จึงเลือกความเขมขนท่ีไมเปนพิษทําการทดลองตอไป 
  
3.3 การทดสอบการลดการอักเสบภายใตสภาวะที่มีและไมมีนมผึง้แยกสวน สวนท่ี 2 

 3.3.1 การเล้ียงเซลลและการกระตุน 
 ถายเซลลลงในจานเล้ียงเซลลแบบ 24 หลุม ท่ีความหนาแนน 250,000 เซลลตอหลุม เล้ียง

เซลลเปนเวลา 1 วัน นํากระตุนใหเกิดการอักเสบดวย LPS ท่ีไดจากการสกัดเช้ือแบคทีเรีย Porphyromonas 
gingivalis ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในสภาวะท่ีมีนมผ้ึงแยกสวน สวนท่ี 2 ความเขมขน 0.15 
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 3.3.2 การสกัด RNA และ การสราง cDNA 
 นําเซลลท่ีถูกกระตุนในสภาวะตาง ๆ มาสกดั RNA ท้ังหมด (total RNA) ดวยชุดสกดัตาม

คําแนะนําของบริษัทและสราง cDNA โดยนํา mRNA ท่ีไดมาเปนแมพมิพและใชไพรเมอร Oligo dT เปนจุด
เร่ิมเกาะบน mRNA และสรางสาย DNA สายใหมข้ีนดวยเอนไซม reverse transcriptase ในชุดสรางสาย 
cDNA ตามคําแนะนําของบริษัท 

 3.3.3 การเพิ่มปริมาณ cDNA ณ ตําแหนงของยีนท่ีสนใจและตรวจวดัปริมาณดวยเทคนิค  
real time PCR  

 เม่ือนํา  cDNA ปริมาณ 10 ไมโครกรัมตอปฏิกิริยา เพิม่ปริมาณสารพันธุกรรม ณ ตําแหนง
ของยีนท่ีสนใจอันไดแก TNF-alpha, IL-1beta และ GAPDH  ดวยไพรเมอรจําเพาะของแตละชนดิ 
เปรียบเทียบคาปริมาณการสรางยีนท่ีแสดงออกเหลานี้ในเซลลท่ีถูกกระตุนและอยูในสภาวะท่ีมีและไมนม
ผ้ึงแยกสวน สวนท่ี 2 ดวยเทคนิค real time PCR  และติดตามผลจากการติดสี SYBR-Green ผลการเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมของแตละยีนจะควบคุมโดยยีนท่ีมีการแสดงออกปรกติ (housekeeping gene) เชน 
beta-actin หรือ GAPDH หรือ 28S RNA เปนตน 
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บทท่ี 4 
 

ผลการวิเคราะหขอมลู 
 
4.1 การทดสอบความเปนพษิของนมผึ้งแยกสวน สวนท่ี 2 ตอเซลล 
 นําสารละลายนมผ้ึงสวนท่ีละลายนํ้า แยกสวนดวยเทคนคิคอลัมนโครมาโตกราฟฟโดยใชคอลัมน
ชนิด Q-sepharose และชะลางสารละลายนมผ้ึงท่ีความเขมขน 0-0.3 M NaCl เก็บนมผ้ึงแยกสวนท่ีอยูบน
คอลัมน สวนท่ี 2 ทดสอบความเปนพษิตอเซลลไฟโบรบลาสตท่ีไดจากเหงือกมนุษยและเอ็นยึดปริทันต
มนุษย   
 จากงานวิจัยกอนหนานี้เร่ือง “การแยกสวนนมผ้ึงและการทดสอบฤทธ์ิตอการเจริญเติบโตของเซลล

ไฟโบรบลาสตเหงือกมนษุย” ของดวงพร ศรีสุภาพ โครงการวิจัยงบประมาณเงินรายได คณะทันต

แพทยศาสตรประจําป 2553 ไดทําการทดสอบความเปนพิษของนมผ้ึงแยกสวนในแตละสวน พบวานมผ้ึง

แยกสวน สวนท่ี 2 ท่ีมีความเขมขนของโปรตีน คือ 1.2, 0.6, 0.3, 0.15 และ 0.075 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน

อาหารเล้ียง DMEM ท่ีมี 2.5 % serum เปนเวลา 1 วนัและทดสอบหาการมีชีวิตของเซลลดวย MTT assay 

พบวาเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนุษยสามารถมีชีวิตอยูรอดไดมากกวารอยละ 90 ในงานวิจยัคร้ังนี้จึงขอ

อางอิงดังท่ีกลาวมา และเม่ือนํานมผ้ึงแยกสวนสวนท่ี 2 นี้ทดสอบความเปนพษิตอเซลลไฟโบรบลาสตเอ็น

ยึดปริทันตมนุษย ท่ีมีความเขมขนของโปรตีนเทากันกบัท่ีทดสอบขางตนพบวาเซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึด

ปริทันตมนุษยมีอัตราการรอดชีวิตมากกวารอยละ 90 เชนเดียวกนั  

ผลการทดลองดังกลาวจึงสรุปไดวา นมผ้ึงแยกสวน สวนท่ี 2 ไมมีความเปนพษิตอเซลลไฟโบรบ

ลาสตท่ีพบในชองปากท้ังสองชนิด ท้ังนี้เซลลท้ังสองยังคงมีชีวิตอยูรอดไดมากกวารอยละ 50 จึงไมสามารถ

คํานวณคาความเขมขนท่ีทําใหเซลลตายไปรอยละ 50 ของจํานวนเซลลท้ังหมดได 
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4.2 การทดสอบการลดการอักเสบภายใตสภาวะที่มีและไมมีนมผึง้แยกสวน สวนท่ี 2 
4.2.1 การเล้ียงเซลลและการกระตุน 

 จากการศึกษาเร่ือง เร่ือง “การแยกสวนนมผ้ึงและการทดสอบฤทธ์ิตอการเจริญเติบโตของเซลลไฟ

โบรบลาสตเหงือกมนุษย” ของดวงพร ศรีสุภาพ โครงการวิจัยงบประมาณเงินรายได คณะทันตแพทยศาสตร

ประจําป 2553 พบวาความเขมขนของนมผ้ึงแยกสวน สวนท่ี 2 ท่ีความเขมขนของโปรตีน 0.15 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร มีฤทธ์ิในการกระตุนการเจริญเติบโตของเซลลไฟโบรบลาสตไดมากท่ีสุด คิดเปนรอยละ 51.0 นั้น 

ในการวิจัยคร้ังนี้จึงขอใช นมผ้ึงแยกสวน สวนท่ี 2 ท่ีความเขมขนของโปรตีน 0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ทํา

การทดสอบฤทธ์ิลดการอักเสบของเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนษุยและเซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึดปริทันต

มนุษยตอไป   

 โดยนําเซลลไฟโบรบลาสตท่ีพบในชองปากท้ังสองชนิดนี้มากระตุนใหเกิดการอักเสบดวย 

Lipopolysaccharide หรือเรียกช่ือยอวา LPS  ของเช้ือ Porphyromonas gingivalis ซ่ึงเปนเช้ือท่ีกอใหเกิดโรค
ปริทันตชนิดหนึ่งในความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปรียบเทียบกับเซลลท่ีถูกกระตุนดวย LPS ใน

สภาวะท่ีมีนมผ้ึงแยกสวน สวนท่ี 2 ท่ีความเขมขนของโปรตีน 0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรดวยอาหารเล้ียง 

DMEM ท่ีมี 2.5 % serum เปนเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง โดยมีซลลไฟโบรบลาสตท้ังสองชนิดท่ีเพาะเล้ียงใน

อาหารเล้ียงดังกลาว เปนสภาวะปกติท่ีไมมีการกระตุนใด ๆ เปนการการทดลองควบคุม 

4.2.2 การสกัด RNA, การสราง cDNA และตรวจวัดการแสดงออกของยดีวยเทคนิค  real time PCR 

 นําเซลลท้ังท่ีไดรับการกระตุนและไมไดรับการกระตุนมาสกัด RNA โดยละลาย RNA ในนํ้ากล่ัน
ท่ีปราศจากเอ็นไซม RNase 20 ไมโครลิตรจะได RNA มีท่ีความเขมขนในชวง 0.25-0.55 ไมโครกรัมตอ
ไมโครลิตร จากน้ันนาํสารละลาย RNA ปริมาณ 3 ไมโครกรัมมาสราง cDNA และทําการทดสอบวิธีการ
สกัดและการสราง cDNA ดวยเทคนิค PCR ตรวจสอบการแสดงออกของยีน GAPDH ซ่ึงเปนยีนจาํเปนของ
เซลลท่ีมีการแสดงออกปรกติ (housekeeping gene) พบวาตัวอยางท้ังหมดมีการแสดงออกของยนี GAPDH 
แสดงใหเห็นวาการทดลองมีศักยภาพในการสกัดและสราง cDNA ไดด ี
 
4.2.3 การเพิ่มปริมาณ cDNA ณ ตําแหนงของยีนท่ีสนใจและตรวจวัดปริมาณดวยเทคนิค  real time PCR  

 นํา cDNA ท่ีไดในแตละตัวอยางทําการตรวจวัดระดับการแสดงของยีน TNF-alpha และ IL-1beta 
โดยเปรียบเทียบเปนสัดสวนกับระดับการแสดงของยีน GAPDH  ดวยเทคนิค Real time PCR ไดผลดังรูป 
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รูปท่ี 4.1    กราฟแทงแสดงระดับการแสดงออกของยีน TNF- alpha (A) และ IL-1-beta (B) ในเซลลไฟโบร-

บลาสตเหงือกมนุษย ท่ีถูกกระตุนดวย P. gingivalis LPS ในสภาวะท่ีมีและไมนมผ้ึงความเขมขน 0.15 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนระยะเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง
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รูปท่ี 4.2  กราฟแทงแสดงระดับการแสดงออกของยีน TNF alpha (A) และ IL-1-beta (B) ในเซลลไฟโบร-

บลาสตเอ็นยึดปริทันตมนุษย ท่ีถูกกระตุนดวย P. gingivalis LPS ในสภาวะท่ีมีและไมนมผ้ึงความเขมขน 

0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เปนระยะเวลา 4 และ 24 ช่ัวโมง 
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จากกราฟดังรูปท่ี 4.1 และ 4.2  แสดงใหเหน็วาเซลลท้ังสองถูกกระตุนดวย P. gingivalis LPS มีการ

แสดงออกของยีน TNF-alpha และ IL-1-beta ภายใน 4 ช่ัวโมง โดยในเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนุษยจะมี

สัดสวนการแสดงออกของยนีอยูท่ี 5.77 และ1.41 เทาตามลําดับ ขณะท่ีในเซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึดปริ

ทันตจะมีสัดสวนการแสดงออกของยีนอยูท่ี 19.79 และ 2.81 ตามลําดับ 

เม่ือเซลลท่ีถูกกระตุนนี้อยูในสภาวะท่ีมีนมผ้ึงดวยนั้น พบวาเซลลท้ังสองชนิดจะเพิ่มระดับการ

แสดงออกของยีน TNF-alpha และ IL-1-beta ภายใน 4 ช่ัวโมง เซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนุษยจะมี

สัดสวนการแสดงออกของยนีเพิ่มข้ึนเปน 70.89 และ 7.26 เทา โดยท่ีเซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึดปริทันตก็มี

สัดสวนการแสดงออกของยนีเพิ่มข้ึนเปน 516.67 และ 80.05 เทา ตามลําดับดวยเชนกัน 

และท่ีระยะเวลา 24 ช่ัวโมง จากผลการทดลองสังเกตเห็นวาการแสดงออกของยีนสองชนิดนี้ จะ

ปรับระดับการแสดงออกของยีนลดลง และพบวาเซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึดปริทันตจะมีการตอบสนองตอ

ส่ิงกระตุนไดมากกวาเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมษุย 
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บทท่ี 5 

 
สรุป อภิปรายและขอเสนอแนะ 

 
 ผลิตภัณฑจากนมผ้ึงซ่ึงเปนอาหารเล้ียงตัวออนและอาหารสําหรับผ้ึงนางพญาน้ันนยิมนํามาใช
เปนเปนประโยชนในดานการสงเสริมสุขภาพกันมานาน ท้ังการเปนอาหารเสริมหรือเปนองคประกอบ
เพิ่มเติมในเคร่ืองสําอางหรือเคร่ืองดื่ม โดยมักใชในรูปนมผ้ึงธรรมชาติท่ียังไมมีการสกัดสารใด ๆ ออกมา ซ่ึง
ในการวิจัยนี้ไดนํานมผ้ึงท่ีแยกสวนจากเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟฟ ตามท่ีในรายงานวิจยัฉบับเร่ือง 
“การแยกสวนนมผ้ึงและการทดสอบฤทธ์ิตอการเจริญเติบโตของเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนษุย” ของดวง
พร ศรีสุภาพ โครงการวิจัยงบประมาณเงินรายได คณะทันตแพทยศาสตรประจําป 2553 โดยใชนมผ้ึงแยก
สวน ในสวนท่ี 2 สวนท่ีมีโปรตีนน้ําหนกัโมเลกุล 55 กโิลดาลตัน ท่ีความเขมขน 0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ซ่ึงเปนความเขมขนท่ีใหผลการกระตุนการเพ่ิมจํานวนเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนุษยมากท่ีสุด โดยเปน
ความเขมขนท่ีไมเปนพษิตอเซลลมาทําการทดลองในคร้ังนี้ 
 
5.1     การทดสอบการลดการอักเสบภายใตสภาวะท่ีมีและไมมีนมผึ้งแยกสวน สวนท่ี 2 
 การอักเสบเปนปฏิกิริยาการตอบสนองของเซลลท่ีมีความซับซอน โดยมีสาเหตุตาง ๆ มากมายท้ัง
การติดเช้ือและการไดรับส่ิงแปลกปลอมที่ไมใชการติดเช้ือ  สารส่ือกลางในการอักเสบมีหลายชนิดดวยกัน
โดย TNF-Alpha และ IL-1 Bata เปนสารส่ือกลางกลุม Proinflammatory Cytokine ท่ีนิยมใชในการศึกษา
การอักเสบของเซลล โดยเฉพาะโรคในชองปากท่ีเกีย่วของกับการอักเสบ ดังเชน โรคเหงือกอักเสบและโรค
ปริทันต (20, 21, 23) จากการทดลองไดทําการตรวจวกัปริมาณการแสดงอออกของยีน TNF-Alpha และ IL-1 
Beta ดวยเทคนิค Real time polymerase chain reaction ของเซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนุษยและเซลลไฟ
โบรบลาสตเอ็นยึดปริทันต ท่ีถูกกระตุนดวย P. gingivalis LPS ในสภาวะท่ีมีและไมมีนมผ้ึงแยกสวน สวนท่ี 
2 ผลการศึกษาพบวาในสภาวะที่มีนมผ้ึง เซลลท้ังสองมีการกระตุนการแสดงออกของยีนท้ังสองเพ่ิมข้ึน
ภายใน 4 ช่ัวโมงและมีการแสดงออกของยนีท้ังสองลดลงภายใน 24 ช่ัวโมง ซ่ึงมีความแตกตางกับการศึกษา
ของ Kohno และคณะ ในป 2004 ไดรายงานวานมผ้ึงในสวนท่ีละลายน้ันสามารถยับยั้งการสราง pro-
inflammatory cytokine ท้ังสองชนิด TNF-alpha และ IL-1 ของเซลล macrophage ในหนูดวย 
Lipopolysaccharide (LPS) และ Interferon-gamma (IFN-gamma) ภายใน 48 ช่ัวโมงดวยเทคนิค ELISA  
ความสามารถในการยับยั้งนีข้ึ้นอยูกับความเขมขนท่ีใช โดยนมผ้ึงท่ีความเขมขน 5 มิลลิลิตรกรัมตอมิลลิลตร
สามารถยับยั้งการสราง TNF-alpha ไดเกอืบสมบูรณ (11)  และในรายงานเดียวกันนี้ไดทําการแยกวิเคราะห
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 อยางไรก็ตามการศึกษาคร้ังนี้มีความสอดคลองกับการศึกษาของ Majtan และคณะในป 2010 ได
รายงานวา นมผ้ึงแยกสวนดวย HiTrap DEAE Sepharose FF column คอลัมนโครมาโตกราฟฟ ในสวนท่ีมี
โปรตีนหลักชนิดท่ี 1 (MRJP1) ท่ีความเขมขน 5 และ 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรภายใน 6 ช่ัวโมง มีผล
สงเสริมใหเกดิการสราง TNF-alpha และ IL-1 -beta ในเซลล keratinocytes มนุษยท้ังในระดับ mRNA และ
โปรตีน โดยนมผ้ึงในสวนท่ีมีโปรตีนหลีกชนิดท่ี 1 (MRJP1)ท่ีความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
สามารถกระตุนการแสดงออกของยีน TNF-alpha ไดอยางมีนัยสําคัญ ถึง 2 เทา  (19)  
 
 สําหรับสารส่ือกลาง TNF-Alpha นั้น ไมไดเปนสารส่ือกลางการตอบสนองในการอักเสบเพียง
อยางเดยีว แตยังเปนสารส่ือกลางในกระบวนการอ่ืน ๆ ดวยเชน (1) การเพิ่มจํานวนหรือการเจริญเติบโตของ
เซลล (Proliferation) ผานทาง NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) หรือ
วิถีของ MAPK (Mitogen activated protein kinase) cascades  (2) การตายของเซลล เปนตน (23) และสาร
ส่ือกลาง IL-1 Beta ซ่ึงมีฤทธ์ิคลายคลึงกันกมี็ความเกีย่วของกับวิถีอ่ืนๆ เชนเดยีวกันกบั TNF-Alpha (24,25) 
ดังนั้นการแสดงออกยนีท้ังสองชนิดนี้ไมไดเปนตัวบงช้ีเกี่ยวกับการบวนการอักเสบเพียงอยางเดียว 
  
 จากการศึกษาคร้ังจึงไมสามารถสรุปไดวา นมผ้ึงแยกสวน สวนท่ี 2 มีฤทธ์ิตานการอักเสบของ
เซลลไฟโบรบลาสตเหงือกมนุษยและเซลลไฟโบรบลาสตเอ็นยึดปริทันต หากแตสงเสริมการแสดงออกของ
ยีน TNF- alpha และ IL-1 beta เพิ่มมากข้ึนซ่ึงอาจเปนผลกระทบจากกระบวนการอ่ืน ๆ รวมกันภายในเซลล 
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