
 

การตอบสนองของเซลล์กระดกูจากกระดกูเบ้าฟันมนุษย์เม่ือกระตุ้นด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์ ต่อ

การแสดงออกของยีนอนิเตอร์ลิวคนิ-6  และผลต่อการทาํงานของเอน็ไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส  

  

บทคัดย่อ 

 

เซลล์กระดกูจากกระดกูขาเบ้าฟันมนษุย์ซึง่ได้มาจากการกรอออกระหวา่งการผา่ฟันคดุ ถกูนํามา

เลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เป็นเซลล์กระดกู เป็นเวลา 7 วนั จากนัน้กระตุ้นด้วยไลโปโพลี

แซคคาไรด์จากเชือ้ E.coli ความเข้มข้น 0.5 และ 5 μg/ml. อีก  7 วนั  แล้วนําสว่นหนึง่มาทดสอบการ

ทํางานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอตฟาเตส อีกสว่นนํามาสกดั RNA   แล้วนําไปตรวจการแสดงออกของยีน

อินเตอร์ลวิคนิ-6 โดยวิธีเรียลไทม์โพลีเมอเรสเชนรีแอคชัน่ โดยใช้เซลล์จากผู้ ป่วย 3 รายทําการทดลอง

แยกกนั และในเซลล์จากผู้ ป่วยแตล่ะรายจะทําซํา้ 2 ครัง้ ผลการทดลองพบวา่ไลโปโพลีแซคคาไรด์ไมมี่ผล

ตอ่การทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตส อยา่งไรก็ตามพบวา่ไลโปโพลีแซคคาไรด์ มีพบทําให้การแสดงออก

ของยีนอินเตอร์ลวิคนิ 6  เพิม่ขึน้แบบแปรผนัตามกบัความเข้มข้นท่ีใช้  สรุปคือเม่ือกระตุ้นเซลล์กระดกูจาก

กระดกูขากรรไกรมนษุย์ด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์ ไมมี่ผลตอ่การทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตส แตมี่ผล

กระตุ้นการแสดงออกของยีนอินเตอร์ลวิคนิ-6  

 

 

 

 

 

 

 



IL-6 mRNA expression and Alkaline phosphatase activity of osteoblastic-like cells derived from 

human alveolar bone in response to Lipopolysaccharide 

  

Abstracts 

 

Osteoblasts were derived from human alveolar bone, which necessary removed  in 

surgical impaction procedure. Cells were culture in osteogenic media  7 days, and then were 

treated  with  0.5 or 5 μg/ml. of E.coli LPS for 7 days. Treated cells were tested the alkaline 

phosphatase activity using colorimetric alkaline phosphatase detection system. Same 

experiments were done and RNA were extracted. IL-6 mRNA expression was evaluated by 

quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction. All condition were done in 3 

different cell lines, and dublicated in the same cell line.  We not found the effect of LPS on 

alkaline phosphatase activity. However, the induction of IL-6 mRNA expression on human 

osteoblasts was obviously showed direct variation in dose dependent. E.coli LPS induced IL-6 

mRNA expression on human alveolar bone derived osteoblasts, but had no effect in alkaline 

phosphatase activity.  
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ทางคณะผู้วิจยัขอขอบคณุมหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ ท่ีให้การสนบัสนนุทนุใน

งานวิจยัครัง้นี ้ ขอขอบพระคณุภาควิชาโอษฐวิทยา   และเจ้าหน้าท่ีประจําภาควิชาโอษฐวทิยา คณะทนัต

แพทยศาสตร์  มหาวทิยาลยัศรีนครินทรวโิรฒ ท่ีเอือ้เฟือ้สถานท่ีและให้ความช่วยเหลือในการทํางานวิจยั  

ขอขอบพระคณุอาจารย์และเจ้าหน้าท่ีประจําภาควิชาศลัยศาสตร์และเวชศาสตร์ช่องปาก คณะทนัต

แพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัศรีนครินทรวโิรฒ ท่ีให้ความช่วยเหลือในการเก็บชิน้กระดกู ขอขอบพระคณุ

บริษัท ไบโอจิโนเมด จํากดั และเจ้าหน้าท่ีประจําบริษัท ท่ีเอือ้เฟือ้เคร่ืองมือในงานวิจยั ให้ความช่วยเหลือ

และให้คําปรึกษา ทําให้งานวิจยัครัง้นีสํ้าเร็จลงได้ด้วยดี 

 

     อินทรา  วงศ์เยาว์ฟ้า 

     นิรดา ธเนศวร 

     จารุมา ศกัด์ดี 

     ช่ืนชีวิต ทองศริิ 

 



สารบญั 

 

                                                                              หน้า 

บทท่ี 1 บทนํา                1 

บทท่ี 2 เอกสารและงานวจิยัท่ีเก่ียวข้อง          3 

บทท่ี 3 วิธีดําเนินการวจิยั            5 

บทท่ี 4 ผลการวิเคราะห์ข้อมลู            8 

บทท่ี 5 สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ        10 

บรรณานกุรม                12       

อภิทานศพัท์                15 

ประวตัยิอ่ผู้วิจยั        16 



บญัชีตาราง 

 

          หน้า 

ตารางท่ี 1   Primer sequences for Real-time Polymerase Chain Reaction      7 

 



บญัชีภาพประกอบ 

 

                    หน้า 

แผนภมูิท่ี 1 สดัสว่นปริมาณอลัคาไลน์ฟอตฟาเทสท่ีเพิ่มขึน้ หลงักระตุ้นด้วย   8 

ไลโปโพลีแซคคาไรด์ท่ีความเข้มข้น 0.5 และ 5 μg/ml เม่ือ 

เทียบกบักลุม่ควบคมุ วดัโดยวิธี Colorimetric alkaline  

phosphatase detection system       

 

แผนภมูิท่ี 2 สดัสว่นของอินเตอร์ลวิคนิ-6 mRNA เม่ือกระตุ้นด้วยไลโปโพลี      9 

แซคคาไรด์ท่ีความเข้มข้น 0.5 และ 5 μg/ml เปรียบเทียบกบั  

GAPDH วดัโดยวิธีเรียลไทม์โพลีเมอเรสเชนรีแอคชัน่                             
  

 



1 
 

บทที่ 1 

 

บทนํา 

 

เซลล์กระดกู (osteoblasts) เป็นเซลล์ท่ีเจริญมาจาก mesenchymal stem cells  มีหน้าท่ีหลกั

ในการผลติคอลลาเจน Type I  ซึง่เป็นองค์ประกอบหลกัใน bone matrix  นอกจากนีย้งัผลติโปรตีนชนิด

อ่ืน ๆ เช่น Proteoglycans และ Glycoproteins  และยงัมีสว่นช่วยในการตกตะกอนแคลเซียมในกระดกู 

(Calcification)  เซลล์กระดกู (osteoblasts) ยงัมีสว่นสําคญัในการควบคมุกลไกการละลายของกระดกู

ด้วยโดยควบคมุการทํางานของ เซลล์ละลายกระดกู (osteoclasts) 

 ไลโปโพลีแซคคาไรด์ (Lipopolysaccharide)  เป็นสว่นประกอบบนผวิเซลล์ของแบคทีเรียแกรม

ลบ เป็นปัจจยัท่ีสําคญัตอ่การก่อให้เกิดการตดิเชือ้ในโพรงฟันและการละลายของกระดกูปลายราก  เกิด

เป็นรอยโรคปลายรากฟัน (Periapical lesion) โดยมีการศกึษาพบวา่ ไลโปโพลีแซคคาไรด์สามารถ

กระตุ้นการทํางานของเซลล์กระดกู (osteoblasts) ทําให้มนัเหน่ียวนําให้เกิดการละลายกระดกูโดย 

เซลล์ละลายกระดกู (osteoclasts)[1] อีกการศกึษายงัพบอีกวา่ เม่ือกระตุ้นเซลล์กระดกู (osteoblasts) 

ด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์  จะทําให้ความสามารถในการสร้างอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสและการสะสม

ตะกอนแคลเซียมลดลง[2]  

เซลล์ท่ีนํามาเลีย้งเพ่ือใช้ในงานวิจยั (Cell culture) มี 2 ชนิด ได้แก่ Primary cells และ Cell 

line โดยปกตแิล้ว Primary cells จะเป็นโมเดลท่ีมีความน่าเช่ือถือกวา่  การเลีย้งเซลล์กระดกู 

(osteoblasts) เพ่ือใช้ในงานวิจยั มีทัง้การใช้ Primary cells และ Cell line สําหรับ Primary cells สว่น

ใหญ่ท่ีนํามาใช้มกัจะเป็นเซลล์ท่ีนํามาจากกระดกูของหนทูดลอง หรือไมก็่นํามาจากชิน้กระดกูสว่นตา่ง 

ๆ ของร่างกายจากผู้ ป่วยท่ีได้รับการผา่ตดั  สว่นงานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบัขากรรไกรและใบหน้า ชิน้กระดกู

ท่ีนํามาเพ่ือเลีย้งเซลล์นัน้ก็มกัจะมาจากฐานกระดกูขากรรไกร (Basal bone) เน่ืองจากสามารถเก็บ

ชิน้สว่นได้ง่ายกวา่และปริมาณมากกวา่จากการทําศลัยกรรมภายในช่องปาก     ซึง่กระดกูท่ีมีสว่น

เก่ียวข้องกบั Pathophysiology ของโรคตา่ง ๆ ในช่องปาก เช่น การเกิดรอยโรคปลายรากฟัน 

(Periapical lesion) หรือการเกิดโรคปริทนัต์ทําให้มีการละลายของกระดกูเบ้าฟัน (Periodontitis) จะ
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เป็นสว่นกระดกูเบ้าฟัน (Alveolar bone) ไมใ่ช่ฐานกระดกูขากรรไกร (Basal bone)  จากประสบการณ์

การ เซลล์กระดกู (osteoblasts) ทัง้จาก Basal bone และ Alveolar bone พบวา่ทัง้สองมี bone 

characteristic ท่ีแตกตา่งกนั  ในปัจจบุนังานวิจยัท่ีใช้เซลล์กระดกู (osteoblasts) ท่ีได้จาก Alveolar 

bone ของมนษุย์ยงัมีไมม่าก และการศกึษาสว่นใหญ่ท่ีเก่ียวข้องมกัจะใช้เซลล์ท่ีได้จากหนทูดลอง ดงัน้

นทางคณะวิจยัคดิวา่ การศกึษา Characteristics ของเซลล์กระดกู (osteoblasts) ท่ีเลีย้งจากกระดกู

เบ้าฟัน (Alveolar bone) ท่ีตอบสนองตอ่เชือ้หรือไซโตไคม์ (cytokines) ท่ีก่อให้เกิดการละลายของ

กระดกูเบ้าฟัน น่าจะทําให้เราเข้าใจกลไกการตอบสนองของเซลล์นีไ้ด้มากขึน้ และอาจเป็นความรู้

พืน้ฐานเพ่ือใช้พฒันาเซลล์นี ้ ในการเป็นโมเดลทดลองวสัดหุรือยาท่ีใช้ทางทนัตกรรมชนิดใหม ่ ๆ ใน

อนาคต 
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บทที่ 2 

 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 

กระดกูจดัเป็น Dynamic tissue มีการเกิดรีโมเดลลิง่ (remodeling)  คือมีการละลายของ

กระดกูตามด้วยการสร้างกระดกูสลบักนั โดยอาศยัการทํางานของเซลล์สองชนิดตลอดชีวิต ได้แก่ เซลล์

กระดกู (osteoblasts) และ เซลล์ละลายกระดกู (osteoclasts)    เซลล์กระดกู (osteoblasts) เจริญมาก

จากมีเซนไคมลัสเตมเซลล์ (mesenchymal stem cells) หน้าท่ีหลกัคือการสร้างกระดกูและควบคมุการ

เกิดรีโมเดลลิง่ รวมไปถงึการควบคมุการทํางานของเซลล์ละลายกระดกู (osteoclasts) ด้วย     

อลัคาไลน์ฟอตฟาเตส (Alkaline phosphatase)  เป็น bone marker พบได้ในเซลล์กระดกู 

(osteoblasts) พบระดบั mRNA ในเซลล์จะสงูขึน้ในช่วงก่อนการเกิดการสะสมตะกอนแคลเซียม 

(calcification) และระดบั mRNA จะคอ่ย ๆ ลดลงเม่ือเข้าสูร่ะยะการสะสมตะกอนแคลเซียม[3]  

สําหรับหน้าท่ีของ ALP นัน้ในปัจจบุนัยงัไมท่ราบแน่ชดั แตเ่ช่ือกนัวา่มนันา่จะมีสว่นในการขนสง่สารจาก

ในเซลล์ออกสูน่อกเซลล์ และน่าจะมีสว่นในการทําลาย inorganic pyrophosphate (PPi) ซึง่ถือเป็นตวั

ยบัยัง้การตกตะกอนแคลเซียมฟอตเฟสท่ีสําคญั[4]  

ไลโปโพลีแซคคาไรด์สามารถกระตุ้นให้เซลล์ของร่างกายหลัง่ของสารท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบ 

(inflammatory mediators) ตา่ง ๆ เช่น ไซโตไคม์ พรอสตาแกลนดนิอีท ู (Prostaglandin E2) 

และแมทริกเมทลัโลโปรตีเนส (Matrix metalloproteinases) [5-7] ซึง่สารเหลา่นีจ้ะเหน่ียวนําให้เกิดการ

ละลายของกระดกูโดยการทํางานของเซลล์กระดกู (osteoblasts) ร่วมกบัเซลล์ละลายกระดกู 

(osteoclasts)[1]    

อินเตอร์ลวิคนิ-6 (Interleukin-6) เป็น cytokine ท่ีมีหน้าท่ีหลากหลายท่ีเหน่ียวนําให้เกิดการ

อกัเสบ[8]  ผลติได้จากเซลล์หลายชนิด เช่น monocytes, fibroblasts, endothelial cells, 

macrophages, T- and B-cell [9]  ในกระดกูสามารถผลติได้จากเซลล์กระดกู (osteoblasts) [10] และ

พบวา่มนัเป็นตวักระตุ้นท่ีสําคญัในการเกิด Osteoclasts differentiation และการละลายของกระดกู

[11]    
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มีรายงานพบวา่เม่ือมีการเตมิไลโปโพลีแซคคาไรด์ท่ีสกดัได้จาก P.intermedia   ลงใน mouse 

เซลล์กระดกู (osteoblasts) ในห้องปฏิบตักิาร พบวา่ท่ีความเข้มข้มต่ําการผลติอลัคาไลน์ฟอตฟาเตส 

ลดลง 60% การสะสมของแคลเซียมลดลง 80% จากกลุม่ควบคมุ และท่ีความเข้มข้นสงูพบวา่ทําให้เกิด

การยบัยัง้การสร้างอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสและการผลติตะกอนแคลเซียมอยา่งสมบรูณ์          นอกจานีย้งั

พบวา่การกระตุ้นโดยไลโปโพลีแซคคาไรด์  ทําให้เซลล์กระดกู (osteoblasts) จากหนผูลติอินเตอร์

ลวิคนิ-6 ในปริมาณท่ีสงู[2]  ซึง่มีรายงานพบวา่ อินเตอร์ลวิคนิ-6 เหน่ียวนําเซลล์ละลายกระดกู 

(osteoclasts) ให้ละลายกระดกู[12-13] และยงักระตุ้นให้เซลล์กระดกู (osteoblasts) สร้าง MMPs[14-

15]   มีการทดลองในเซลล์กระดกู (osteoblasts) ซึง่ได้จากกระดกูขากรรไกรของหนพูบวา่เม่ือกระตุ้น

ด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์จาก Porphyromonas gingivalis สามารถทําให้การแบง่ตวัของเซลล์กระดกู 

(osteoblasts) ลดลงและไปยบัยัง้การเกิด osteoblasts differentiation    โดยดจูากลดการทํางาน ALP 

[16]    
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บทที่ 3 

 

วธีิดาํเนินการวจิัย 

 

Osteoblasts cell culture 

นําชิน้กระดกูขากรรไกรท่ีได้จากการผา่ฟันคดุ มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM/F12  ท่ีมีสว่นผสม

ของซีรัมร้อยละ 10 (fetal calf serum, FCS) ยาปฏิชีวนะและยาต้านเชือ้รา (100 IU/ml penicillin G, 50 μg/ml 

streptomycin และ amphotericin B 2.5 μg/ml) และ 2 มิลลโิมลาร์ กลตูามีน (L-glutamin) ทําการเพาะเลีย้งในตู้

เลีย้งเซลล์ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส  เม่ือเซลล์ท่ีได้ออกมาแล้ว จะนําสว่นหนึง่ไป

ทดสอบการทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสโดยทําการเลีย้งใน  อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เป็นเซลล์

กระดกู (osteogenic media) ท่ีผสมของ กรดแอสคอบิค 50μg/ml, เบต้ากลีเซอโรฟอตเฟส (β-glycerophosphate) 

5 mM และเดกซาเมธาโซน (Dexamethasone) 250 nM in ETOH (Osteogenic media) เป็นเวลา 7 วนั จากนัน้

ทดสอบด้วย BCIP/NBT (substrate for alkaline phosphatase) เฉพาะ cell line ท่ีให้ผลบวกตอ่อลัคาไลน์ฟอตฟา

เตสเทา่นัน้ท่ีจะนํามาใช้ในการทดลอง  ซึง่เซลล์ท่ีนํามาใช้จะอยูใ่น passage ท่ี 3-5  

 

Effect of E.coli Lipopolysaccharide (LPS) in ALP activity 

ใช้เซลล์กระดกู (osteoblasts) เลีย้งในถาดเลีย้งเซลล์ขนาด 24 หลดุ (24-well-plate) หลมุละ 25,000 เซลล์

ด้วยอาหารเลีย้งดงัท่ีกลา่วข้างต้นเป็นเวลา 3 วนั จากนัน้เปล่ียนเป็นอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสว่นผสมของซีรัมร้อยละ 2.5 

และมีสว่นผสมของอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เป็นเซลล์กระดกู เป็นเวลา 7 วนั  จากนัน้ใช้ไลโปโพลีแซคคา

ไรด์ท่ี 2 ความเข้มข้น ได้แก่ ความเข้มข้นต่ํา (0.5 μg/ml) และความเข้มข้นสงู (5 μg/ml) ผสมในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี

อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เป็นเซลล์กระดกู  ทําการเลีย้งเป็นเวลา 7 วนั โดยเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ 3 

วนั  จากนัน้ทํามาทดสอบการทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสโดยการใช้ Colorimetric alkaline phosphatase 

detection system [17]  โดยแตล่ะ cell line ทําซํา้ 2 ครัง้ 

 

 

 



6 
 

Interleukin-6 mRNA expression  induced by  LPS 

ใช้เซลล์กระดกู (osteoblasts) เลีย้งในถาดเลีย้งเซลล์ขนาด 6 หลดุ (6-well-plate) หลมุละ 150,000 เซลล์

ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ดงัท่ีกลา่วข้างต้นเป็นเวลา 3 วนั จากนัน้เปล่ียนเป็นอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสว่นผสมซีรัมร้อยละ 2.5 

และมีสว่นผสมของอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เป็นเซลล์กระดกู เป็นเวลา 7 วนั  จากนัน้ใช้ไลโปโพลีแซคคา

ไรด์ ท่ี 2 ความเข้มข้น ได้แก่ ความเข้มข้นต่ํา (0.5 μg/ml) และความเข้มข้นสงู (5 μg/ml) ผสมในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี 

อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เป็นเซลล์กระดกู  ทําการเลีย้งเป็นเวลา 7 วนั โดยเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ 3 

วนั   

การสกัดอาร์เอ็นเอ (total RNA extraction)    ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ออกและล้างด้วย PBS แล้วดดูทิง้  

อาร์เอน็เอจากเซลล์เพาะเลีย้งจะถกูเตรียมโดยใช้ไตรซอล (Trizol, Gibco, USA) ตามวิธีการแนะนําโดยบริษัทผู้ผลิต มี

ขัน้ตอนโดยย่อ คือ ใส่ไตรซอล ปริมาณ 1 มิลลิลิตร/หลมุ ทิง้ไว้ 5 นาที  เติมคลอโรฟอร์มปริมาณ 200 ไมโครลิตร 

จากนัน้เขย่าหลอดพลาสติกแรงๆ 15 วินาที แล้วทิง้ไว้ 3 นาที จากนัน้นําไปเหว่ียงด้วยเคร่ืองเหว่ียงหนีศนูย์กลางท่ี

ระดบัความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการดดูของเหลวใสท่ีอยู่ชัน้

บนสดุซึ่งเป็นชัน้ท่ีมีอาร์เอ็นเอปนอยู่   จากนัน้เติมไอโซ โพรพานอล ปริมาณ 500 ไมโครลิตร  นําไปเหว่ียงด้วยเคร่ือง

เหว่ียงหนีศนูย์กลางท่ีระดบัความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส แล้วเทสว่น

ของเหลวใสออกให้เหลือแตต่ะกอนท่ีก้นหลอดพลาสติก จากนัน้ล้างด้วย เอทานอล ความเข้มข้นร้อยละ 75  ปริมาณ 1 

มิลลิลิตร เคาะท่ีข้างหลอดเบาๆ แล้วนําไปเหว่ียงด้วยเคร่ืองเหว่ียงหนีศนูย์กลางท่ีระดบัความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส จากนัน้เทของเหลวใสออกแล้วคว่ําหลอดพลาสติกทิง้ไว้ให้แห้งประมาณ 

10 นาที แล้วละลายตะกอนท่ีอยู่ก้นหลอดซึ่งเป็นอาร์เอ็นเอด้วยนํา้ท่ีปราศจากเอ็นไซม์อาร์เอ็นเอส (RNase-free 

water) ปริมาณ 15 ไมโครลิตร แล้วนําไปอุ่นท่ีอ่างนํา้ (water bath) ท่ีอณุหภมิู 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

อาร์เอน็เอท่ีได้จะเก็บไว้ท่ี อณุหภมิู -20 องศาเซลเซียส 

การสังเคราะห์คอมพรีเมนแทรีดีเอ็นเอสแตนด์ (First strand cDNA synthesis)  ทําโดยใช้ชดุสกดัรี

เวอร์สเอด (RevertAidTM first strand cDNA synthesis kit) (Fermentas, Life sciences, USA) โดยใช้ปริมาณอาร์

เอ็นเอ 1 ไมโครกรัม และ โอลิโก (Oligo (dt) 18) ในปริมาณ 0.5 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร ปรับปริมาณรวมให้ได้ 12 

ไมโครลิตร โดยใช้ดีเพควอเตอร์ (DPEC-water) นําไปอุ่นท่ีอ่างนํา้ท่ีอณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

จากนัน้นําไปวางไว้บนนํา้แข็งเป็นเวลา 5 นาที ขณะนัน้เติมบฟัเฟอร์ท่ีช่วยเพิ่มปฏิกิริยา (5x reaction buffer) ปริมาณ 

4 ไมโครลิตร เติมตวัยบัยัง้เอ็นไซม์ไรโบนิวคลีเอส (ribonuclease inhibitor) ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และ ดีออกซีไรโบนิ

วคลีโอไทด์ ไตรฟอสเฟส (deoxyribonucleotide triphosphate: dNTPs) ปริมาณ 2 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัและ

นําไปป่ัน (mix and quick spin) แล้วนําไปอบท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ทําการเติม

เอ็นไซม์รีเวอร์สทรานส์คริพเทส (RevertAidTM M-MuLV reverse transcriptase) ปริมาณ 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั
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และป่ันอีกครัง้ จากนัน้นําไปอบท่ีอณุหภมิู 42 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง จนกระทัง้ปฏิกิริยาสมบรูณ์ แล้วนําไปเก็บ

ไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียส ก่อนท่ีจะทําไปใช้งาน 

การเพิ่มขยายจํานวนดีเอ็นเอโดยใช้หลักการเรียลไทม์โพลีเมอเรสเชนรีแอคช่ัน (Real-time 

Polymerase Chain reaction: PCR)  ทําการสอบหาปริมาณ cDNA โดยใช้เคร่ือง Light Cycler 480® (Roche®, 

Germany) และใช้นํา้ยาทดสอบสําเร็จรูป (real-time PCR master mix) (LightCycler®  480 SYBR Green I Master)  

คูไ่พรเมอร์ท่ีใช้ (primer pair) สําหรับการทดสอบชนิด ไซเบอร์กรีน เรียลไทม์พีซีอาร์  คือ อินเตอร์ลวิคิน-6  

ในการวิเคราะห์ cDNA เตรียมโดยใช้นํา้กลัน่ปราศจากเชือ้ 3 ไมโครลิตร ฟอร์เวิร์ด ไพร์เมอร์ (forward 

primer) และรีเวิร์ส ไพร์เมอร์ (reverse primer) อย่างละ 1 ไมโครลิตร นํา้ยาทดสอบสําเร็จรูป (Master mixed) 10 

ไมโครลติร และตวัอยา่งสกดั cDNA 5 ไมโครลติร  ตรวจสอบผลติภณัฑ์เรียลไทม์พีซีอาร์    โดยให้เกิดปฏิกิริยา 40 รอบ 

ท่ีอณุหภมิู 95oC 20 วินาที 65oC 20 วินาทีและ 72oC 20 วินาที วิเคราะห์สญัญาณแสงท่ีวดัได้ด้วยโปรแกรมของบริษัท 

(Light Cycler 480 SW1.5) และคํานวณปริมาณสารด้วยวิธี รีเลทีฟ ควอนทิฟิเคชั่น (Relative Quantification) 

โดยใช้คา่ GAPDH เป็นสารควบคมุ  ลําดบัเบสของคูไ่พรเมอร์แสดงดงัตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 Primer sequences for Real-time Polymerase Chain Reaction 

Primer Primer sequences References 

GAPDH 

(383bp) 

Forward primer: 5´-ATCCCATCACCATCTTCCAG-3´ 

Reverse primer: 5´-CCATCACGCCACAGTTTCC-3´ 

[18] 

Interleukin-6      

(190 bp) 

Forward primer: ATGTAGCCGCCCCACACAGA 

Reverse primer: GCATCCATCTTTTTCAGCCATC 

[19] 
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บทที่ 4 

 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

Osteoblasts cell culture 

 เซลล์ท่ีถกูนํามาใช้ในการศกึษาจะต้องถกูทดสอบการทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสเบือ้งต้น
ด้วย BCIP/NBT (substrate for alkaline phosphatase) เฉพาะ cell line ท่ีได้ผลบวกเท่านัน้ถงึจะ
นํามาใช้ในการทดลอง  ซึง่ในการศกึษาครัง้นีไ้ด้เซลล์ท่ีเป็นผลบวกตอ่ BCIP/NBT จากชิน้กระดกูของ
ผู้ ป่วย 3 รายจากการผา่ฟันคดุในตําแหนง่ฟันกรามลา่ง ได้แก่ human osteoblast (HOB)1, HOB2 และ 
HOB3 

 

Effect of E.coli Lipopolysaccharide (LPS) in ALP activity 

 พบวา่ไลโปโพลีแซคคาไรด์ของเชือ้ E.coli ท่ีความเข้มข้น 0.5 และ 5 μg/ml ให้ผลแตกตา่งกนั
ทัง้ 3 cell line ตอ่ระดบัอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ   ดงัแสดงในแผนภมูิท่ี 1 

                       
แผนภมิูท่ี 1 สดัสว่นปริมาณอลัคาไลน์ฟอตฟาเทสท่ีเพิ่มขึน้ หลงักระตุ้นด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์ท่ีความ

เข้มข้น 0.5 และ 5 μg/ml เม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ วดัโดยวิธี Colorimetric alkaline phosphatase 
detection system [17] (HOB : human osteoblast) 
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Interleukin-6 mRNA expression  induced by  LPS 

 ไลโปโพลีแซคคาไรด์ของเชือ้ E. coli ท่ีความเข้มข้น 0.5 และ 5 μg/ml มีผลตอ่การเพิ่มขึน้ของ 
อินเตอร์ลวิคนิ-6 mRNA โดยการวดัด้วยวิธีเรียลไทม์โพลีเมอเรสเชนรีแอคชัน่ โดยปริมาร mRNA ท่ีพบจะ
แปลผนัตรงกบัความเข้มข้นของ E.coli ไลโปโพลีแซคคาไรด์ ท่ีใช้ ซึง่ทัง้ 3 cell line ให้ผลไปในทิศทาง
เดียวกนั ดงัแสดงในแผนภมูิท่ี 2 

 

                              

          

                              
แผนภมิูท่ี 2 สดัสว่นของ อินเตอร์ลวิคิน-6 mRNA เม่ือกระตุ้นด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์ท่ีความเข้มข้น 0.5 

และ 5 μg/ml เปรียบเทียบกบั GAPDH วดัโดยวิธีเรียลไทม์โพลีเมอเรสเชนรีแอคชัน่  
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บทที่ 5 

 

สรุป อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

  

ในการทดลองได้ทําการเลีย้งเซลล์กระดกู (osteoblasts) ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิ
เหน่ียวนําให้เป็นเซลล์กระดกูเป็นเวลา 7 วนัก่อนกระตุ้นด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์ของเชือ้ E.coli และ
ในขณะท่ีกระตุ้นด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์ของเชือ้ E.coli อีก 7 วนั ซึง่การศกึษานีไ้มพ่บความสมัพนัธ์
ของการกระตุ้นด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์ของเชือ้ E.coli ตอ่การทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตส โดยใน
แตล่ะ cell line มีรูปแบบการตอบสนองตอ่ไลโปโพลีแซคคาไรด์ตอ่การทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตส
ท่ีแตกตา่งไมเ่ป็นไปในทิศทางเดียวกนั   อยา่งไรก็ตามการพบการทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสเป็น
การยืนยนัวา่เซลล์ท่ีเก็บมาใช้ในการศกึษานีเ้ป็นเซลล์กระดกู (osteoblasts)   

การศกึษานีใ้ห้ผลขดัแย้งกบัการศกึษาของ Katono และคณะ[20] พบวา่เม่ือกระตุ้นเซลล์
กระดกู (osteoblasts) จากมนษุย์ด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์ความเข้มข้น 100ng/ml เป็นเวลา 12 วนัแล้ว
มีผลลดการทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตส  อีกการศกึษาหนึง่ก็พบวา่ก็พบวา่ ไลโปโพลีแซคคาไรด์มี
ผลลดการทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสเช่นกนั โดยมีความสมัพนัธ์แบบผกผนักบัความเข้มข้นของ 
ไลโปโพลีแซคคาไรด์ท่ีใช้กระตุ้น[2]  แตพ่บข้อแตกตา่งของสภาวะท่ีใช้ในการทดลองท่ีให้ผลขดัแย้งคือ 
การศกึษานีใ้ช้ อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เป็นเซลล์กระดกูท่ีมีสว่นผสมของเดกซาเมธาโซน 
(Dexamethasone) ในขณะท่ีการศกึษาท่ีกลา่วอ้างทัง้สองการศกึษานัน้ ไมไ่ด้มีการเตมิเดกซาเมธาโซน 
(Dexamethasone) ลงไป เดกซาเมธาโซน (Dexamethasone) เป็นกลุม่ของ Glucocorticoid มี
ความสามารถในการกระตุ้นให้เซลล์ออ่นพฒันาไปเป็นเซลล์กระดกู (osteoblasts) ได้ [21]  เม่ือกระตุ้น
เซลล์เอ็นยดึปริทนัต์ด้วยกรดแอสคอบคิหรือเบต้ากลีเซอโรฟอตเฟสเพียงอยา่งเดียว ไมส่ามารถกระตุ้น
การทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสได้  ในขณะท่ีถ้ากระตุ้นด้วยเดกซาเมธาโซน (Dexamethasone)  
อยา่งเดียว หรือกระตุ้นร่วมกบักรดแอสคอบคิหรือเบต้ากลีเซอโรฟอตเฟส   หรือกระตุ้นร่วมกบัสารทัง้
สองตวั จะเพ่ิมการทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสอยา่งมีนยัสําคญัเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีไมไ่ด้ถกู
กระตุ้น [22]   เหตผุลท่ีการศกึษานีใ้ห้ผลขดัแย้งกบัการศกึษาท่ีผา่นมา อาจเน่ืองมาจากสภาวะท่ีมีเดก
ซาเมธาโซน (Dexamethasone)  มีผลกระตุ้นการทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสมากกวา่ผลการ
ยบัยัง้ของไลโปโพลีแซคคาไรด์ตอ่อลัคาไลน์ฟอตฟาเตส 
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อินเตอร์ลวิคนิ-6 เป็นไซโตไคม์ท่ีสร้างจากเซลล์กระดกู (osteoblasts) ซึง่จะมีสว่นสําคญัใน
กระบวนการเกิด osteoclastogenesis ในการศกึษานีเ้ม่ือกระตุ้นเซลล์กระดกู (osteoblasts) ด้วยไลโป
โพลีแซคคาไรด์ของเชือ้ E.coli  พบวา่มีผลตอ่การเพิ่มขึน้ของ mRNA ของอินเตอร์ลวิคนิ-6  โดยพบวา่ยิง่
ความเข้มข้นมากขึน้ จะพบการแสดงออกของยีนส์ตวันีม้ากขึน้ โดยเซลล์ทัง้หมดท่ีนํามาใช้ให้ผลการ
ทดลองสอดคล้องกนั   Pelt และคณะ [2] กระตุ้นเซลล์กระดกู (osteoblasts) ท่ีได้จากหนดู้วยไลโปโพลี
แซคคาไรด์ท่ีสกดัจาก Prevotella intermedia  ในสภาวะท่ีมีซีรัมร้อยละ 2   ไลโปโพลีแซคคาไรด์ความ

เข้มข้น 1 และ 5 μg/ml เม่ือกระตุ้นเป็นเวลา 11 วนั จะพบการหลัง่ของอินเตอร์ลวิคนิ-6 สงูกวา่กลุม่

ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิและเม่ือกระตุ้นด้วยความเข้มข้น 5 และ 25 μg/ml ท่ีเวลา 1 วนัหลงั
กระตุ้นจะมีการหลัง่อินเตอร์ลวิคนิ-6 ในปริมาณท่ีสงูท่ีสดุ  

มีรายงานพบวา่ ไลโปโพลีแซคคาไรด์สามารถกระตุ้นการหลัง่อินเตอร์ลวิคนิ-6 จากเซลล์ MG-
63 (human osteoblastic cell line) ได้ ขึน้กบัเวลาท่ีใช้ในการกระตุ้น โดยพบวา่ท่ีเวลา 48 ชัว่โมงจะมี
การหลัง่ อินเตอร์ลวิคนิ-6 ออกจากเซลล์ MG-63 สงูกวา่ท่ี 6 และ 12  ชัว่โมงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ
และทกุชว่งเวลาก็มีการหลัง่ของ อินเตอร์ลวิคนิ-6 ในกลุม่ท่ีกระตุ้นด้วย ไลโปโพลีแซคคาไรด์ สงูกวา่กลุม่
ควบคมุ และยงัพบอีกวา่การกระตุ้นเซลล์กระดกูด้วย ไลโปโพลีแซคคาไรด์ ให้สร้าง อินเตอร์ลวิคนิ-6 นัน้
เก่ียวข้องกบั Adenosine receptors [23]  

 การศกึษานีแ้สดงให้เห็นถึงผลของการกระตุ้นเซลล์กระดกู (osteoblasts) ท่ีได้จากกระดกู
ขากรรไกรมนษุย์ด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์ของเชือ้ E.coli ตอ่การเพิม่การแสดงของยีนอินเตอร์ลวิคนิ-6 
โดยแปรผนัตามความเข้มข้มของไลโปโพลีแซคคาไรด์ท่ีใช้  แตไ่มพ่บผลของไลโปโพลีแซคคาไรด์ตอ่การ
ทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตส ซึง่นา่จะมีการศกึษาตอ่ไปในอนาคตถึงคณุสมบตัด้ิานอ่ืนๆของเซลล์นี ้
เม่ือถกูกระตุ้นด้วย ไลโปโพลีแซคคาไรด์  
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β-glycerophosphate     เบต้ากลีเซอโรฟอตเฟส  

Basal bone      กระดกูขากรรไกร 

Calcification      ตะกอนแคลเซียม 

Cytokine      ไซโตไคม์ 

Dexamethasone     เดกซาเมธาโซน  

inflammatory mediators      สารท่ีเก่ียวข้องกบัการอกัเสบ 

Interleukin-6      อินเตอร์ลวิคิน-6 

Lipopolysaccharide, LPS      ไลโปโพลีแซคคาไรด์ 

Matrix metalloproteinases     แมทริกเมทลัโลโปรตีเนส  

Osteoblasts       เซลล์กระดกู 

Osteoclasts      เซลล์ละลายกระดกู 

Osteogenic media     อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เป็นเซลล์กระดกู 

Prostaglandin E2       พรอสตาแกลนดินอีท ู   

Real-time Polymerase Chain reaction: PCR   เรียลไทม์โพลีเมอเรสเชนรีแอคชัน่ 

Remodeling      รีโมเดลลิง่ 

RNA        อาร์เอน็เอ 

Serum       ซีรัม 
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บทสรปุผูบ้ริหาร 
ช่ือโครงการ 
  
 การตอบสนองของเซลลก์ระดกูจากกระดกูเบา้ฟนัมนุษยเ์มือ่กระตุน้ดว้ยไลโปโพลแีซคคา
ไรด ์ต่อการแสดงออกของยนีอนิเตอรล์วิคนิ-6  และผลต่อการทาํงานของเอน็ไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟา
เตส 
 IL-6 mRNA expression and Alkaline phosphatase activity of osteoblastic-like cells 
derived from human alveolar bone in response to Lipopolysaccharide 
 
วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 

 
เพือ่ศกึษาถงึผลของไลโปโพลแีซคคาไรดต่์อเซลลก์ระดกูทีไ่ดจ้ากกระดกูเบา้ฟนัต่อการ

สรา้งอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสและการเสดงออกของยนีอนิเตอรล์วิคนิ-6  
 

ท่ีมาของการวิจยั  
 
เซลลก์ระดกู (osteoblasts) เป็นเซลลท์ีเ่จรญิมาจาก mesenchymal stem cells  มหีน้าที่

หลกัในการผลติคอลลาเจน Type I  ซึง่เป็นองคป์ระกอบหลกัใน bone matrix  นอกจากน้ียงัผลติ
โปรตนีชนิดอื่น ๆ เชน่ Proteoglycans และ Glycoproteins  และยงัมสีว่นชว่ยในการตกตะกอน
แคลเซยีมในกระดกู (Calcification)  เซลลก์ระดกู (osteoblasts) ยงัมสีว่นสาํคญัในการควบคุม
กลไกการละลายของกระดกูดว้ยโดยควบคุมการทาํงานของ เซลลล์ะลายกระดกู (osteoclasts) 
 ไลโปโพลแีซคคาไรด ์ (Lipopolysaccharide)   เป็นสว่นประกอบบนผวิเซลลข์องแบคทเีรยี
แกรมลบ เป็นปจัจยัทีส่าํคญัต่อการก่อใหเ้กดิการตดิเชือ้ในโพรงฟนัและการละลายของกระดกูปลาย
ราก  เกดิเป็นรอยโรคปลายรากฟนั (Periapical lesion) โดยมกีารศกึษาพบวา่ ไลโปโพลแีซคคา
ไรดส์ามารถกระตุน้การทาํงานของเซลลก์ระดกู (osteoblasts) ทาํใหม้นัเหน่ียวนําใหเ้กดิการละลาย
กระดกูโดย เซลลล์ะลายกระดกู (osteoclasts)[1] อกีการศกึษายงัพบอกีวา่ เมือ่กระตุน้เซลลก์ระดกู 
(osteoblasts) ดว้ยไลโปโพลแีซคคาไรด ์  จะทาํใหค้วามสามารถในการสรา้งอลัคาไลน์ฟอตฟาเตส
และการสะสมตะกอนแคลเซยีมลดลง[2]  

เซลลท์ีนํ่ามาเลีย้งเพือ่ใชใ้นงานวจิยั (Cell culture) ม ี2 ชนิด ไดแ้ก่ Primary cells และ Cell 
line โดยปกตแิลว้ Primary cells จะเป็นโมเดลทีม่คีวามน่าเชื่อถอืกวา่  การเลีย้งเซลลก์ระดกู 
(osteoblasts) เพือ่ใชใ้นงานวจิยั มทีัง้การใช ้ Primary cells และ Cell line สาํหรบั Primary cells 



สว่นใหญ่ทีนํ่ามาใชม้กัจะเป็นเซลลท์ีนํ่ามาจากกระดกูของหนูทดลอง หรอืไมก่นํ็ามาจากชิน้กระดกู
สว่นต่าง ๆ ของรา่งกายจากผูป้ว่ยทีไ่ดร้บัการผา่ตดั  สว่นงานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้งกบัขากรรไกรและ
ใบหน้า ชิน้กระดกูทีนํ่ามาเพือ่เลีย้งเซลลน์ัน้กม็กัจะมาจากฐานกระดกูขากรรไกร (Basal bone) 
เน่ืองจากสามารถเกบ็ชิน้สว่นไดง้า่ยกวา่ และปรมิาณมากกวา่จากการทาํศลัยกรรมภายในชอ่งปาก     
ซึง่กระดกูทีม่สีว่นเกีย่วขอ้งกบั Pathophysiology ของโรคต่าง ๆ ในชอ่งปาก เชน่ การเกดิรอยโรค
ปลายรากฟนั (Periapical lesion) หรอืการเกดิโรคปรทินัตท์าํใหม้กีารละลายของกระดกูเบา้ฟนั 
(Periodontitis) จะเป็นสว่นกระดกูเบา้ฟนั (Alveolar bone) ไมใ่ชฐ่านกระดกูขากรรไกร (Basal 
bone)  จากประสบการณ์การ เซลลก์ระดกู (osteoblasts) ทัง้จาก Basal bone และ Alveolar bone 
พบวา่ทัง้สองม ี bone characteristic ทีแ่ตกต่างกนั  ในปจัจุบนังานวจิยัทีใ่ชเ้ซลลก์ระดกู 
(osteoblasts) ทีไ่ดจ้าก Alveolar bone ของมนุษยย์งัมไีมม่าก และการศกึษาสว่นใหญ่ทีเ่กีย่วขอ้ง
มกัจะใชเ้ซลลท์ีไ่ดจ้ากหนูทดลอง ดงัน้นทางคณะวจิยัคดิวา่ การศกึษา Characteristics ของเซลล์
กระดกู (osteoblasts) ทีเ่ลีย้งจากกระดกูเบา้ฟนั (Alveolar bone) ทีต่อบสนองต่อเชือ้หรอืไซโตไคม ์
(cytokines) ทีก่่อใหเ้กดิการละลายของกระดกูเบา้ฟนั น่าจะทาํใหเ้ราเขา้ใจกลไกการตอบสนองของ
เซลลน้ี์ไดม้ากขึน้ และอาจเป็นความรูพ้ืน้ฐานเพือ่ใชพ้ฒันาเซลลน้ี์ ในการเป็นโมเดลทดลองวสัดุหรอื
ยาทีใ่ชท้างทนัตกรรมชนิดใหม ่ๆ ในอนาคต 
 
การดาํเนินงานและผลงานท่ีได้รบัจากการวิจยั  

 
นําเซลลก์ระดกูจากกระดกูเบา้ฟนัมนุษยซ์ึง่ไดม้าจากการกรอออกระหวา่งการผา่ฟนัคุด ถูก

นํามาเลีย้งในอาหารเลีย้งอาหารท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนาํใหเ้ป็นเซลลก์ระดูก (มสีว่นผสมของกรดแอสคอบคิ, 
เบตา้กลีเซอโรฟอตเฟส และเดกซาเมธาโซน)  เป็นเวลา 7 วนั จากนัน้กระตุน้ดว้ยไลโปโพลแีซคคา
ไรดจ์ากเชือ้ E.coli ความเขม้ขน้ 0.5 และ 5 μg/ml. อกี  7 วนัแลว้นําสว่นหน่ึงมาทดสอบการ
ทาํงานของเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอตฟาเตส อกีสว่นนํามาสกดั RNA แลว้นําไปตรวจการแสดงออก
ของยนีอนิเตอรล์วิคนิ-6 โดยวธิเีรยีลไทมโ์พลเีมอเรสเชนรแีอคชัน่ โดยใชเ้ซลลจ์ากผูป้ว่ย 3 รายทาํ
การทดลองแยกกนั และในเซลลจ์ากผูป้ว่ยแต่ละรายจะทาํซํ้า 2 ครัง้ ผลการทดลองพบวา่ไลโปโพลี
แซคคาไรดไ์มม่ผีลต่อการทาํงานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตส  
 

พบวา่ไลโปโพลแีซคคาไรดจ์ากเชือ้ E.coli ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 และ 5 μg/ml ใหผ้ลแตกต่าง
กนัทัง้ 3 cell line ต่อระดบัอลัคาไลน์ฟอตฟาเตส เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม  ดงัแสดงในแผนภมูทิี ่1 

 



                       
แผนภมูทิี ่ 1 สดัสว่นปรมิาณอลัคาไลน์ฟอตฟาเทสทีเ่พิม่ขึน้หลงักระตุน้ดว้ย LPS ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 
และ 5 μg/ml เมือ่เทยีบกบักลุม่ควบคุม วดัโดยวธิ ี Colorimetric alkaline phosphatase detection 
system [19] (HOB : human osteoblast) 
 
อยา่งไรกต็ามพบวา่ ไลโปโพลแีซคคาไรดม์พีบทาํใหก้ารแสดงออกของยนีอนิเตอรล์วิคนิ 6  

เพิม่ขึน้แบบแปรผนัตามกบัความเขม้ขน้ทีใ่ช ้ แสดงดงัแผนภมูทิี ่2 
 

   
 

                                         
 

แผนภมูทิี ่ 2 สดัสว่นของ IL-6 mRNA เมือ่กระตุน้ดว้ย LPS ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 และ 5 μg/ml 
เปรยีบเทยีบกบั GAPDH วดัโดยวธิ ี Real-time Polymerase chain reaction (HOB : human 
osteoblast) 
 

สรปุคอืเมือ่กระตุน้เซลลก์ระดกูจากกระดกูเบา้ฟนัมนุษยด์ว้ยไลโปโพลแีซคคาไรด ์ไมม่ผีล
ต่อการทาํงานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตส แต่มผีลกระตุน้การแสดงออกของยนีอนิเตอรล์วิคนิ-6 

 



การนําผลงานวิจยัไปประยกุตใ์ช้ 
 การวจิยัน้ีพบวา่สามารถเลีย้งเซลลก์ระดกูทีไ่ดจ้ากกระดกูเบา้ฟนัมนุษยไ์ด ้ พบวา่เซลลน้ี์มี
การตอบสนองต่อกระบวนการกระตุน้การอกัเสบได ้ ซึง่น่าจะเป็นโมเดลทีด่ใีนศกึษาการดาํเนิน 
phatophysiology ของการเกดิโรคในกระดกูขากรรไกรไดเ้ป็นอยา่งดใีนอนาคต 

 

ผลงานวิจยั/ผลผลิต ส่ิงประดิษฐ ์นวตักรรม หรืออ่ืน ๆ ท่ีได้จากการทาํวิจยั  
และมี Impact ต่อสงัคม, ประเทศชาติได้รบัประโยชน์อะไร 
 การศกึษาต่อไปในอนาคตถงึการตอบสนองของเซลลน้ี์ในแงอ่ื่นๆ อาจใชเ้ป็นโมเดลใน
การศกึษาถงึการตอบสนองของยาทีใ่ชร้กัษารอยโรคในกระดกูเบา้ฟนั หรอืใชท้ดสอบวสัดุทางทนั
ตกรรมตวัใหม ่ๆ ทีเ่ราอาจจะผลติขึน้มาเองเพือ่ใชใ้นกระดกูขาเบา้ฟนั  

 

ปัญหาและอปุสรรคท่ีเกิดขึน้จากการทาํวิจยั 
 ผูว้จิยัเลอืกใชว้ธิกีารทาํเรยีลไทมโ์พลเีมอเรสเชนรแีอคชัน่ ซึง่เป็นวธิทีีไ่ดร้บัความน่าเชื่อถอื
ในปจัจุบนั  การทาํการทดลองน้ีจาํเป็นจะตอ้งไปใชเ้ครือ่งในการอา่นผลทีม่คีวามจาํเพาะ จงึ
จาํเป็นตอ้งไปใชเ้ครือ่งทีบ่รษิทัผูแ้ทนจาํหน่าย ทาํใหก้ารดาํเนินการตดิขดับา้ง 

 

ความคิดเหน็และข้อเสนอแนะ 
 - 

งานวิจยัท่ีคาดว่าจะดาํเนินการต่อไป 
 จะนําเซลลก์ระดกูน้ีมาตรวจการแสดงออกของยนีอื่นๆ ทีม่คีวามสาํคญัต่อกระบวนการ
อกัเสบและการเกดิโรคในกระดกูเบา้ฟนั เชน่ RANKL, OPG, IL-8  และ MMP-1 เป็นตน้ 
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