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 วัตถุประสงค์ เพ่ือทําการศึกษาในห้องปฏิบตัิการถึงผลของเลเซอร์พลงังานต่ําต่อการ เพิ่ม
จํานวนและการทํางานของเซลล์สร้างกระดกูท่ีมาจากกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 
 วิธีดําเนินการวิจัย ศึกษาการเพ่ิมจํานวนของเซลล์สร้างกระดูกเบ้าฟันมนุษย์ด้วย MTT 
assay ท่ีระยะเวลา 1,3 และ 7 วัน ภายหลังฉายเลเซอร์พลังงานต่ําเป็นระยะเวลา 30 วินาที และ             
60 วินาที เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  ศึกษาผลของเลเซอร์พลังงานต่ําต่อการเพิ่มการทํางาน             
ของเซลล์สร้างกระดูกเบ้าฟันมนุษย์ ท่ีระยะเวลา 7,14 และ 21 วนั ภายหลงัฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 
เป็นระยะเวลา 30 วินาที และ 60 วินาที เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมในสภาวะท่ีเหน่ียวนําให้เกิด            
การสร้างเนือ้เย่ือแข็ง ทดสอบความสามารถในการตกตะกอนแคลเซียมในจานเลีย้งด้วยวิธีการ              
ย้อมสีอะลิซารินเรดเอสและตรวจสอบการแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซินและคอลลาเจน ชนิดท่ี 1 
ด้วยวิธีเรียลไทม์พีซีอาร์  
 ผลการวิจัย การทดสอบความมีชีวิตของเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนุษย์ท่ีระยะเวลา 3 วนั          
มีปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตแตกตา่งจากท่ีระยะเวลา 1 และ 7 วนั อย่างมีนยัยะสําคญัทางสถิติ ไมพ่บความ
แตกต่างกนัระหว่างกลุ่มควบคมุ หรือกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 30 วินาที และ 60 วินาที
ในทกุช่วงเวลาท่ีทําการทดสอบ พบการตกตะกอนของแคลเซียมในจานเลีย้งอย่าง ชดัเจนท่ีระยะเวลา 
14 วนั และมีปริมาณเพิ่มมากขึน้ท่ีระยะเวลา 21  วนั แตเ่ม่ือเปรียบเทียบ ภายในแตล่ะช่วงเวลาจะพบ
กว่ากลุ่มควบคุม หรือกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา 30 วินาที และ 60 วินาทีนัน้มีการ               
ติดสีแดงท่ีใกล้เคียงกนั พบการแสดงออกในระดบัเมสเซนเจอร์ อาร์เอ็นเอของยีนออสทีโอแคลซินและ
คอลลาเจนชนิดท่ี 1 เพิ่มสงูขึน้ในกลุม่ท่ีได้รับการฉาย เลเซอร์พลงังานต่ําเป็นระยะเวลา 60 วินาที โดย
ยีนออสทีโอแคลซินจะพบสงูท่ีสดุท่ีระยะเวลา 14 วนั และยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 จะพบการแสดงออก
สงูสดุท่ีระยะเวลา 21 วนั 
 บทสรุป เลเซอร์พลงังานต่ํามีผลช่วยในการกระตุ้นให้เกิดการเพิ่มจํานวนและการทํางาน 
ของเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนษุย์จากการแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซนิและคอลลาเจนชนิดท่ี  1 
ท่ีเพิ่มขึน้ นําไปสูก่ารสร้างเนือ้กระดกูและการหายกระดกูตอ่ไป 
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 Low-level laser therapy (LLLT) is a treatment that yields biostimulation effects to 
various kind of cells with several benefits, such as the reduction of pain and inflammation, 
angiogenesis and tissue healing. 
 Objectives: To investigate the effects of LLLT on cell proliferation and the 
differentiation of primary human osteoblast cells. 
 Materials and methods: Primary human osteoblast cells derived from human 
alveolar bone were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) and 
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS). Cell proliferation was investigated by MTT 
assay at one, three and seven days after applying LLLT at intervals of thirty and sixty 
seconds. Cell differentiation was evaluated by mineralization of calcium deposits, using 
alizarin red S staining and gene expression of Type One collagen (COL1) and osteocalcin 
by real time PCR at seven, fourteen and twenty-one days. The data were analyzed using 
two-way ANOVA  Dunnett’s correction  (P >0.05)  and descriptive statistics.   
 Results: There were no significant differences between the control and the LLLT 
groups in term of cell proliferation (P>0.05) and the mineralization of calcium deposits. The 
COL1 and osteocalcin gene expression was up-regulated in the LLLT group. 
 Conclusions: LLLT helped to increase the expression of COL1 and the osteocalcin 
gene in human primary osteoblast cells, which may  lead to more bone matrix production 
and bone healing. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
 
ภมูิหลัง 
 พยาธิสภาพรอบปลายรากฟันนัน้มีสาเหตมุาจากการตดิเชือ้ภายในคลองรากฟัน, การตดิเชือ้
ภายนอกคลองรากฟัน ,ถุงนํ า้ หรือเป็นปฏิกิริยาต่อสิ่งแปลกปลอม  เช่น  ผลึกคลอเรสเตอรอล 
(cholesterol crystal) จากร่างกาย(1, 2) ซึ่งในกรณีท่ีมีสาเหตุมาจากการติดเชือ้ภายในคลองรากฟัน           
แตใ่นบางกรณีการรักษาคลองรากฟันเพียงอย่างเดียวนัน้อาจไม่เพียงพอในการกําจดัสาเหตตุ้นกําเนิด
ของโรคได้ จําเป็นท่ีจะต้องทําการผ่าตัดปลายรากฟันร่วมกับการอุดย้อนปลายรากฟันร่วมด้วย                
ซึง่ประมาณ 10%(3) ของฟันท่ีมีพยาธิสภาพรอบปลายรากฟันนัน้มีความจําเป็นท่ีจะต้องทําการรักษา
ด้วยวิธีการผ่าตัดปลายรากฟัน เม่ือกําจัดสาเหตุในการเกิดโรคได้ พยาธิสภาพรอยปลายรากฟัน
เหล่านัน้ก็จะเกิดการหายซึ่งเซลล์สําคญัท่ีมีบทบาทในการหายของกระดกูนัน้ได้แก่เซลล์สร้างกระดกู 
(osteoblast) ท่ีมีบทบาทหน้าท่ีในการสร้างกระดูก ดังนัน้ความสําเร็จในการหายของพยาธิสภาพ            
รอบปลายรากฟันหลงัการผา่ตดัจงึขึน้กบัการทํางานของเซลล์สร้างกระดกูด้วย 
 เซลล์สร้างกระดูก เป็นเซลล์ท่ีเจริญมาจากเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal 
stem cells) ท่ีมาจากไขกระดูกรูปร่างมีความหลากหลายขึน้อยู่กับการทํางานของเซลล์ในเวลานัน้ๆ 
โดยรูปร่างของเซลล์สร้างกระดกูท่ีมีการทํางานและเจริญเติบโตเต็มท่ีแล้วจะมีรูปร่างเป็นทรงส่ีเหล่ียม 
มีนิวเคลียสและ กอลจิแอพพาราตสั (golgi apparatus)ขนาดใหญ่ สามารถพบเซลล์สร้างกระดกูอยู่ท่ี
ตําแหน่งผิวหน้าของกระดูก (bone surface) หน้าท่ีของเซลล์สร้างกระดูกคือการผลิตและหลั่งเนือ้
กระดูก (bone matrix)เพ่ือให้เกิดการสะสมแร่ธาตุต่อไปในภายหลัง องค์ประกอบหลักของ bone 
matrix ท่ีถกูสร้างจากเซลล์สร้างกระดกูนัน้ได้แก่คอลลาเจนชนิดท่ี 1 (collagen type 1) เป็นส่วนมาก 
นอกจากนัน้แล้วยังมีการหลั่งโปรตีนท่ีไม่ใช่คอลลาเจน (non-collagenous protein) เช่น ออสทีโอ
แคลซิน (osteocalcin) ซึ่งมีบทบาทเป็นตวัชีว้ดัการหมนุเวียนของกระดูก (bone turnover marker)(4) 
เน่ืองจากเป็นส่วนท่ีจะเหน่ียวนําให้เกิดการตกตะกอนของแคลเซียมต่อไป(5) ดงันัน้จะเห็นได้ว่าเซลล์
สร้างกระดกูนัน้มีบทบาทเป็นอยา่งมากในขบวนการซอ่มสร้างของกระดกูไมว่า่จะเป็นในภาวะปกตหิรือ
ภาวะท่ีเป็นโรคก็ตาม  
 การรักษาด้วยเลเซอร์พลงังานต่ํา (Low-level laser therapy, LLLT) นัน้เป็นรังสีอินฟาเรดท่ีมี
ความยาวคลื่น  600-1,100 นาโนเมตร และมีพลังงานส่งออก  (output power) 1-500 มิลลิวัตต์             
ความหนาแน่นของพลังงานท่ีใช้อยู่ระหว่าง 0.04-50J/cm2 เลเซอร์พลังงานต่ํานัน้สามารถป้องกัน
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กระบวนการขจัดตัว เองของเซล ล์  (cell apoptosis)และส่ ง เส ริมการเพิ่ ม จํานวนของเซล ล์                         
(cell proliferation), การย้ายถ่ินของเซลล์  (cell migration) และ การยึดติด  (adhesion) ในเซลล์
หลากหลายชนิดขึน้อยูก่บัปริมาณของพลงังานท่ีใช้  โดยถ้าใช้พลงังานปริมาณต่ํา  (2J/cm2) จะกระตุ้น
การเพิ่มจํานวนของเซลล์ แตเ่ม่ือใช้พลงังานสงู (16J/cm2) จะมีผลลดการเจริญและการเพิ่มจํานวนของ
เซลล์ดงันัน้ จงึจดัได้วา่ ผลตอ่ เซลล์ ของเลเซอร์พลงังานต่ํานัน้ขึน้อยูก่บัปริมาณของพลงังาน รวมไปถึง
ชนิดของแหล่งกําเนิดแสงนัน้ก็มีผลต่อเซลล์แตกต่างกนัตามไปด้วย และเน่ืองจากใช้พลงังานท่ีต่ํา ทํา
ให้ไม่มีผลเร่ืองความร้อน, เสียง หรือ การสัน่สะเทือนต่อเซลล์(6) จากการทบทวนวรรณกรรมนัน้พบว่า 
ผลของเลเซอร์พลงังานต่ํานัน้มีผลช่วยเพิ่มจํานวนและการทํางานของเซลล์ต่างๆรวมไปถึงเซลล์สร้าง
กระดูก(7-13) แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาทดลองในเซลล์สร้างกระดูกท่ีมาจากกระดูกเบ้าฟันมนุษย์
โดยตรงนัน้ยงัมีอยู่น้อย รวมไปถึงชนิดของเลเซอร์พลงังานต่ํานัน้มีความหลากหลาย โดยเคร่ืองเลเซอร์
พลงังานต่ําท่ีถกูใช้ในการศกึษาทดลองสว่นใหญ่นัน้ไม่มีการนําเข้ามาใช้ในประเทศไทย ดงันัน้ผู้วจิยัจึง
เลือกท่ีจะทําการวิจยัจากเซลล์สร้างกระดกูท่ีมาจากเบ้าฟันของมนษุย์ และเลือกเลเซอร์พลงังานต่ําท่ีมี
การนําเข้ามาใช้ในประเทศไทยเพ่ือให้มีความใกล้เคียงกับความเป็นจริงมากท่ีสดุ เพ่ือให้สามารถนํา
ความรู้และผลท่ีได้จากการศกึษาวิจยัในครัง้นีไ้ปประยกุต์ใช้ในทางคลินิกและพฒันาขัน้ตอนการรักษา
เพ่ือให้ผลการรักษานัน้มีประสทิธิภาพมากยิ่งขึน้ 
 
คาํถามวจิัย 
 เม่ือเซลล์สร้างกระดูกท่ีถูกเพาะเลีย้งมาจากกระดูกเบ้าฟันมนุษย์ได้รับการฉายเลเซอร์
พลงังานต่ําเป็นเวลาท่ีแตกต่างกนั จะมีผลช่วยเพิ่มจํานวนและการทํางานของเซลล์สร้างกระดกูท่ีมา
จากกระดกูเบ้าฟันมนษุย์หรือไม ่ 
 
ความมุ่งหมายของการวจิัย 
 เพ่ือทําการศกึษาในห้องปฏิบตัิการ ถึงผลของเลเซอร์พลงังานต่ําต่อการเพิ่มจํานวนและการ
ทํางานของเซลล์สร้างกระดกูท่ีมาจากกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 
 
ความสาํคัญของการวจิัย 
 เม่ือเกิดพยาธิสภาพรอบปลายรากฟันไม่ว่าจะมาจากสาเหตุใดก็ตามกระดูกเบ้าฟันท่ี
ล้อมรอบปลายรากฟันซ่ีนัน้ๆจะถกูทําลายโดยเซลล์สลายกระดกูซึง่เป็นผลมาจากกระบวนการอกัเสบ 
กระบวนการรักษาคลองรากฟันรวมไปถึงการผ่าตดัปลายรากฟันและอุดย้อนปลายรากนัน้เป็นการ
รักษาโดยการกําจัดสาเหตุท่ีก่อให้เกิดโรค แต่อย่างไรก็ตาม การหายของพยาธิสภาพนัน้จะเกิดได้
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คอ่นข้างช้าเน่ืองจากต้องอาศยัการสร้างกระดกูขึน้มาทดแทนจากเซลล์สร้างกระดกู ดงันัน้หากมีวิธีการ
รักษาท่ีสามารถเพิ่มจํานวนหรือประสิทธิภาพในการทํางานของเซลล์สร้างกระดกู การหายของพยาธิ
สภาพควรจะใช้เวลาท่ีลดลง ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพและความสําเร็จของการรักษาได้ ซึ่งจากการ
ทบทวนวรรณกรรมก็พบว่ามีการนําเลเซอร์พลงังานต่ําท่ีมีคณุสมบตัิช่วยในการเพิ่มจํานวนของเซลล์
ชนิดต่างๆ รวมไปถึงมีการทดลองของเลเซอร์พลงังานต่ํากับเซลล์สร้างกระดูกท่ีมาจากสตัว์ทดลอง
,human osteoblastic cell-line(9, 11, 12) ท่ี ไ ด้ ม า จ า ก  human osteogenic sarcoma แ ล ะ  human 
osteoblast cells(8, 10, 13) โดยการศึกษาเซลล์สร้างกระดูกมนุษย์นัน้ส่วนมากจะได้มาจากกระดูกหน้า
แข้งซึ่งเป็นกระดูกยาว (long bone) ซึ่งมีแหล่งกําเนิดและการเจริญท่ีแตกต่างจากกระดกูขากรรไกร
และกระดูกเบ้าฟัน ทําให้มีความสามารถในการแบ่งตวั การสะสมแร่ธาตุและการเปล่ียนแปลงของ
เซลล์ท่ีแตกต่างกนั การศกึษาทดลองท่ีทําในเซลล์สร้างกระดกูท่ีมาจากขากรรไกรนัน้ยงัมีการศกึษาท่ี
น้อย และแม้ว่าผลการศึกษาส่วนใหญ่จะพบว่าเลเซอร์พลงังานต่ําสามารถช่วยเพิ่มจํานวนและเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการสร้างเนือ้เย่ือแข็งของเซลล์สร้างกระดูกได้ แต่ชนิดของเลเซอร์พลงังานต่ํานัน้มี
ความหลากหลาย โดยท่ีเคร่ืองหมายการค้าของเลเซอร์พลงังานต่ําท่ีถูกใช้ในการศึกษาทดลองส่วน
ใหญ่นัน้ไม่มีการนําเข้ามาใช้ในประเทศไทย ดงันัน้ผู้วิจยัจึงเลือกท่ีจะทําการวิจยัจากเซลล์สร้างกระดกู
ท่ีมาจากเบ้าฟันของมนุษย์ และเลือกเลเซอร์พลงังานต่ําท่ีมีการนําเข้ามาใช้ในประเทศไทยเพ่ือให้มี
ความใกล้เคียงกบัความเป็นจริงมากท่ีสดุ เพ่ือให้สามารถนําความรู้และผลท่ีได้จากการศกึษาวิจยัใน
ครัง้นีไ้ปประยุกต์ใช้ในทางคลินิกและพฒันาขัน้ตอนการรักษาเพ่ือให้ผลการรักษานัน้มีประสิทธิภาพ
มากยิ่งขึน้ 
 
ขอบเขตของการวจิัย 
 ในการศึกษาวิจัยครัง้นีเ้ป็นการศึกษาวิจัยพืน้ฐาน (basic research) ในห้องปฎิบัติการ
เพาะเลีย้งเซลล์ โดยทําการเพาะเลีย้งเซลล์กระดกูจากกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ เพ่ือมาทําการศกึษาถึงผล
ของการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําตอ่การเพิ่มจํานวนและการทํางานของเซลล์สร้างกระดกูจากกระดกูเบ้า
ฟันมนษุย์ 
 ตวัแปรที่ศึกษา 
 1.  ตวัแปรอิสระ ได้แก่  

1.1  ระยะเวลาท่ีฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 
  1.2  ระยะเวลาท่ีทําการศกึษา 
 2.  ตวัแปรตาม แบง่เป็น 
  2.1  ปริมาณเซลล์สร้างกระดกูท่ีเพิ่มขึน้ 
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  2.2  ปริมาณแคลเซียมท่ีตกตะกอน 
  2.3  การแสดงออกของออสทีโอแคลซนิ 
  2.4  การแสดงออกของคอลลาเจนชนิดท่ี 1  
 
นิยามศัพท์เฉพาะ 
 1.  Human alveolar bone หมายถึง กระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 
 2.  Osteoblast หมายถึง เซลล์สร้างกระดกู 
 3.  Osteoclast หมายถึง เซลล์สลายกระดกู 
 4.  Low-level laser therapy หมายถึง การรักษาด้วยเลเซอร์พลงังานต่ํา 
 5.  Osteocalcin หมายถึง ออสทีโอแคลซนิ 
 6.  Collagen type 1 หมายถึง คอลลาเจนชนิดท่ี 1  
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กรอบแนวคดิวจิัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
สมมตฐิานการวจิัย 
 H0 : 1)  เซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําเป็นระยะเวลา 
ท่ีแตกตา่งกนั มีการเพิ่มจํานวนของเซลล์ไมแ่ตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ 
  2)  เซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําเป็นระยะเวลา 
ท่ีแตกตา่งกนั มีการเพิ่มการทํางานของเซลล์ไมแ่ตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ 
 H1 : 1)  เซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําเป็นระยะเวลา 
ท่ีแตกตา่งกนั มีการเพิ่มจํานวนของเซลล์แตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ 
  2)  เซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําเป็นระยะเวลา 
ท่ีแตกตา่งกนั มีการเพิ่มการทํางานของเซลล์แตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ 

 
 
 
 
 
 

Low level laser therapy 
(LLLT) 

Human osteoblast cells from 
alveolar process of mandible  

1. Cell viability and proliferation (MTT assay) 
2. Cell activities and differentiation 
 2.1 Mineralization assay (Alizarin Red S staining) 
 2.2 Gene expression of type I collagen and osteocalcin as    
       osteogenic marker (Realtime PCR) 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวจิยัที่เก่ียวข้อง 

 
 พยาธิสภาพรอบปลายรากฟันนัน้มีสาเหตมุาจากการติดเชือ้ภายในคลองรากฟัน, การติดเชือ้
ภายนอกคลองรากฟัน,ถงุนํา้ หรือเป็นปฏิกิริยาตอ่สิ่งแปลกปลอม เช่น ผลกึคลอเรสเตอรอลจากร่างกาย(1, 2) 
ซึง่ในกรณีท่ีมีสาเหตมุาจากการติดเชือ้ภายในคลองรากฟัน แต่ในบางกรณีการรักษาคลองรากฟันเพียง
อย่างเดียวนัน้อาจไม่เพียงพอในการกําจดัสาเหตตุ้นกําเนิดของโรคได้ จําเป็นท่ีจะต้องทําการผา่ตดัปลาย
รากฟันร่วมกบัการอดุย้อนปลายรากฟันร่วมด้วย ซึ่งประมาณ 10%(3) ของฟันท่ีมีพยาธิสภาพรอบปลาย
รากฟันนัน้มีความจําเป็นท่ีจะต้องทําการรักษาด้วยวิธีการผา่ตดัปลายรากฟัน เม่ือกําจดัสาเหตใุนการเกิด
โรคได้ พยาธิสภาพรอยปลายรากฟันเหล่านัน้ก็จะเกิดการหายซึง่เซลล์สําคญัท่ีมีบทบาทในการหายของ
กระดกูนัน้ได้แก่เซลล์สร้างกระดกูท่ีมีบทบาทหน้าท่ีในการสร้างกระดกู ดงันัน้ความสําเร็จในการหายของ
พยาธิสภาพรอบปลายรากฟันหลงัการผา่ตดัจงึขึน้กบัการทํางานของเซลล์สร้างกระดกูด้วย 
  
เซลล์สร้างกระดกู (Osteoblast) 
 เม่ือกระดกูเบ้าฟันถกูทําลายไมว่า่จะมีสาเหตมุาจากการตดิเชือ้ในหรือนอกคลองรากฟัน, พยาธิ
สภาพท่ีเป็นถงุนํา้ หรือเกิดความวิการของกระดกู เซลล์ท่ีมีหน้าท่ีในการสร้างกระดกูขึน้มาทดแทนได้แก่ 
เซลล์สร้างกระดกูซึ่งเป็นเซลล์ท่ีเจริญมาจากเซลล์ต้นกําเนิดชนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal stem cells) 
ท่ีมาจากไขกระดกูสณัฐานวิทยาของเซลล์สร้างกระดกูมีความหลากหลายขึน้อยู่กบัการทํางานของเซลล์
ในเวลานัน้ๆ รูปร่างของเซลล์สร้างกระดกูท่ีมีการทํางานและเจริญเติบโตเต็มท่ีแล้วจะมีรูปร่างส่ีเหล่ียม 
เป็นเซลล์นิวเคลียสเดียว (mononucleated cell) มีกอลจิแอพพาราตสัขนาดใหญ่ สามารถพบเซลล์สร้าง
กระดกูเรียงตวัเป็นแถวเดียวอยู่ท่ีตําแหน่งผิวหน้าของกระดกู (bone surface) เช่ือมตอ่ระหว่างเซลล์ด้วย
ไทท์จังชัน (tight junction) การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์สร้างกระดูกถูกควบคุมโดยการถอดรหัสยีน 

(transcription factor) โดยโมเลกลุหลายชนิดท่ีสําคญัได้แก่ Cbfa1 (core-binding factor α-1) โดยหากมี
ความผิดปกติหรือขาดหายไปของ Cbfa1 จะไม่มีการสร้างกระดกู(14) Runx-2 (runt-related transcription 
factor 2 ) เก่ียวข้องกบัการเพิ่มการแสดงออกของยีนสร้างโปรตีนเมตริกของกระดกู ได้แก่ คอลลาเจนชนิด
ท่ี 1 (collagen type 1), ออสทีโอพอนติน (osteopontin), โบนไซอะโลโปรตีน (bone sialoprotein) และ 
ออสทีโอแคลซนิ (osteocalcin)(15) และทําหน้าท่ีเพิ่มจํานวนของเซลล์สร้างกระดกูท่ีโตไมเ่ตม็ท่ี (immature 
osteoblast) จากเซลล์ต้นกําเนิด ซึง่หากมีความผิดปกติของ Runx-2 จะไม่เกิดการสร้างกระดกูเน่ืองจาก
ไม่มีเซลล์สร้างกระดูก นอกจากนัน้ยังมี transcription factor ท่ีเก่ียวข้องกับการควบคุมการแบ่งตัว 
(proliferation) และเจริญเติบโตเต็มท่ี   (maturation) อีกหลายชนิด  เช่น  osterix (Osx), canonical 
wingless (Wnt/ β-catein) และ proto-oncogenes เช่น c-myc, c-jun และc-fos เป็นต้น 
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 กระบวนการเร่ิมสร้างกระดกูจะเกิดจากการท่ีเซลล์สร้างกระดกูหลัง่ส่วนท่ีเป็นเมตริกนอกเซลล์  
(extracellular matrix/ ECM) หรือ ออสทีออยด์ (osteoid) ซึ่งเป็นส่วนท่ียังไม่มีการสะสมแร่ธาต ุ
(nonmineralize organic matrix) ได้แก่ คอลลาเจนชนิดท่ี 1 (collagen type 1) เป็นสว่นประกอบหลกั 
นอกจากนัน้แล้วยังมีการหลั่งโปรตีนท่ีไม่ใช่คอลลาเจน (non-collagenous protein) เช่น  ออสทีโอ
พอนติน (osteopontin), โบนไซอะโลโปรตีน (bone sialoprotein)และออสทีโอแคลซิน (osteocalcin) 
หลังจากนัน้เซลล์สร้างกระดูกจะกระตุ้นให้เกิดกระบวนการสะสมแร่ธาตุ (mineralization) จนเสร็จ           
เกิดเป็นเนือ้เย่ือกระดกูท่ีมีความแข็งแรง 
 เม่ือกระบวนการแบ่งตวัของเซลล์สร้างกระดกูลดลง มีการเจริญและโตเต็มท่ีของเซลล์สร้าง
กระดกู จะมีการแสดงออกของโมเลกลุซึง่มีบทบาทเป็นตวัชีว้ดัการทํางานของเซลล์สร้างกระดกู (bone 
markers) เน่ืองจากเป็นโปรตีนท่ีหลัง่จากเซลล์ท่ีมีความจําเพาะเช่น อลัคาไลน์ฟอาฟาเตส (alkaline 
phosphatase/ALP), บนไซอะโลโปรตีน (bone sialoprotein), ออสทีโอพอนติน (osteopontin) และ 
ออสทีโอแคลซิน (osteocalcin) เป็นต้น(16) ออสทีโอแคลซินนัน้เป็นตวัชีว้ดัการทํางานของเซลล์สร้าง
กระดูกท่ีมีความจําเพาะ คือสามารถพบการแสดงออกได้ในเซลล์สร้างกระดูก, เซลล์สร้างเนือ้ฟัน 
(odontoblast) และเซลล์กระดูกอ่อน (chondrocyte) เท่านัน้(4) จึงนิยมใช้เป็นตวัชีว้ดัการทํางานของ
เซลล์สร้างกระดกู 
 เม่ือสิน้สดุกระบวนการสร้างกระดกูซึง่ใช้เวลาโดยประมาณ 4-6 เดือน เซลล์สร้างกระดกูร้อย
ละ 50-70 จะตายและมีบางสว่นท่ีเหลืออยูบ่ริเวณผิวจะพฒันาเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ปกคลมุกระดกู 
(bone lining cell) ส่วนท่ีอยู่ลึกลงไปจะพัฒนาเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกแข็ง (osteocyte)(17) 

โดย bone lining cell มีหน้าท่ีควบคุมปลดปล่อยแร่ธาตุสามารถเปลี่ยนแปลงกลบัไปเป็นเซลล์สร้าง
กระดูกท่ีสามารถสร้าง osteoid ได้ ขึน้กับฮอร์โมน เช่น พาราไทรอยด์ฮอร์โมน และการรับแรงทาง
กายภาพเกิดกระบวนการซ่อมสร้าง (bone remodelling) ของกระดูกอยู่ตลอดเวลาเพ่ือคงความ
แข็งแรงของกระดกูและปรับสภาวะสมดลุของแร่ธาตภุายในร่างกาย ขบวนการ bone remodelling นัน้
สามารถเกิดขึน้ได้ตลอดชีวิต แสดงดงัภาพ 1(4) 
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ภาพประกอบ 1 แสดงกระบวนการซอ่มสร้างของกระดกู (bone remodelling)(4) 

 
ในส่วนของเซลล์ osteocyte จะฝังอยู่ในเมตริกของกระดูกมีการย่ืนแขนง (cell process) ใช้ในการ
ติดต่อส่ือสารระหว่างเซลล์ทําหน้าท่ีรับรู้แรงกระทําเชิงกล (mechanical stress and strain sensors) 
ของกระดกูแสดงดงัภาพ 2(5) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 2 แสดงลกัษณะของเซลล์สร้างกระดกูและเซลล์กระดกู(5) 
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การสร้างกระดูกใหม่ในตําแหน่งท่ีกระดูกเก่าถูกสลาย  (bone resoption)เพ่ือให้ เกิด                     
การเจริญเติบโตและการซ่อมแซมของกระดูกนัน้ เซลล์สร้างกระดูกนัน้มีบทบาทเป็นอย่างมาก                  
ในขบวนการซ่อมสร้างของกระดูกไม่ว่าจะเป็นจากสาเหตุจากการเปลี่ยนแปลงของร่างกาย                    
ตามธรรมชาติ หรือเกิดจากโรคก็ตาม โดยสามารถสร้าง รีเซปเตอร์แอคติเวเตอร์ออฟนิวเคลียแฟคเตอร์
แคปปาบีไลแกนด์ (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand/RANKL) และ ออสทีโอโปทีจีริน 
(osteoprotegerin/OPG) มีความสําคญัในกระบวนการพฒันาเปลี่ยนแปลงและกระตุ้นการทํางานของ
เซลล์สลายกระดูก (osteoclast) ผ่าน RANKL dependent pathway/ RANK-RANKL-OPG system(18) 
ดงันัน้จึงมีนักวิจัยให้ความสนใจในการนําเซลล์สร้างกระดูกนีม้าทําการศึกษาเพ่ือค้นหาวิธีการเพิ่ม
จํานวนเซลล์สร้างกระดกูเพ่ือหวงัผลให้เกิดการหายของกระดกู (bone healing) ได้เร็วยิ่งขึน้ ซึง่การใช้
เลเซอร์ก็เป็นอีกทางเลือกหนึ่งท่ีได้รับความนิยมรวมถึงมีการศึกษาทดลองและใช้งานกันอย่าง
แพร่หลายในปัจจบุนั  
 
เลเซอร์ (Laser) 
 เลเซอร์ (Laser) ย่อมาจาก  Light Amplification Stimulated Emission of  Radiation ซึ่ง
หมายถึงการขยายสญัญาณของแสงโดยการกระตุ้นให้เกิดการปล่องรังสีออกมา เลเซอร์คือลําแสงท่ีมี
พลงังานสูง เลเซอร์เป็นคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าท่ีมนุษย์สร้างขึน้ มีความยาวคล่ืนในย่านรังสีอินฟราเรด 
(infrared) และแสงท่ีมองเห็น (visible light) ลักษณะท่ีสําคญัของเลเซอร์ท่ีมีความแตกต่างกับแสง
ปกตคืิอเป็นรังสีท่ีมีคล่ืนเด่ียว (monochromatic) ลําแสงเลเซอร์ท่ีสง่ออกจะไม่กระจายเหมือนแสงปกต ิ 
แต่จะส่องไปในทิศทางเดียวกนัหมด และเป็นคล่ืนแสงอาพนัธ์ คือมีเฟสของคลื่นตรงกนัและความเร็ว
ของคล่ืนเท่ากนั พลงังานของเลเซอร์จะขึน้อยู่กบัความยาวคล่ืนและกําลงัสง่ออก (output power) แสง
เลเซอร์บางชนิดสามารถมองเห็นและบางชนิดไม่สามารถมองเห็นขึน้กับชนิดตัวกลางท่ีใช้ทํา
แหลง่กําเนิดแสง  
 เลเซอร์ท่ีใช้ในทางการแพทย์และทางทนัตกรรมนัน้สามารถแบง่เป็นกลุม่ตามกําลงัสง่ออกได้
เป็น 2 กลุ่มคือ เลเซอร์พลงังานสงู (high power laser) และเลเซอร์พลงังานต่ํา (low level laser) โดย
เลเซอร์พลงังานสงูนัน้สามารถเปล่ียนแปลงหรือทําลายเนือ้เย่ือด้วยผลของความร้อนจากรังสี ในทาง
การแพทย์นิยมใช้แทนมีดในการผ่าตดั เช่นการผา่เนือ้งอก และเรตินาของดวงตาเป็นต้น ความแรงของ
เลเซอร์พลังงานสูงทําให้อุณหภูมิของเนือ้เย่ือเพิ่มสูงขึน้ เนือ้เย่ือเกิดอาการขาดนํา้ (dehydration), 
โปรตีนรวมเป็นก้อน (coagulation of protein), การแยกสลายของเซลล์ (thermolysis) และเกิดการ
ระเหิด (evaporation) นอกจากนัน้ผลของเลเซอร์ยงัขึน้อยู่กับค่าการดดูซึมการหกัเหและการส่งผ่าน
รังสีของเนือ้เย่ือ ความเข้มของลําแสงเลเซอร์ ความเร็วของเลเซอร์ ความเร็วและปริมาณของระบบ
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ไหลเวียนโลหิตของเนือ้เย่ือในบริเวณนัน้ และระดับความตึงของเนือ้เย่ือบริเวณท่ีทําการผ่าตัด 
เค ร่ืองเล เซอ ร์พลังงานสูงดังกล่าวได้แ ก่  เล เซอ ร์ชนิด  Co2, Argon และ  Nd:YAG นอกจาก                
แบ่งชนิดของเลเซอร์ตามระดบัพลงังานแล้วยงัสามารถแบ่งชนิดของเลเซอร์สามารถแบ่งออกได้ตาม
ชนิดตัวกลางของเลเซอร์ เช่น ก๊าซเลเซอร์ (gas), เลเซอร์ของแข็ง (solid state), เลเซอร์ของเหลว 
(liquid) และ เลเซอร์กึ่งตัวนํา (semiconductor) แสดงดังตาราง 1 (19) หรือสามารถแบ่งตามระดับ
ความสามารถในการก่อให้เกิดอนัตราย แสดงดงัตาราง 2(19) 

 
ตาราง 1 แสดงชนิดของเลเซอร์แบง่ตามชนิดตวักลางท่ีใช้ในทางทนัตกรรม (19) 

 

ชนิดของเลเซอร์ ชนิดของ
ตวักลาง 

ความยาวคล่ืน ระบบนําส่ง (delivery 
system) 

อาร์กอน ก๊าซ 488,515 นาโนเมตร เส้นใยนําแสง (optical fiber) 

เคทีพี(KTP) ของแข็ง 532 นาโนเมตร เส้นใยนําแสง (optical fiber) 

ฮีเลียมนีออน (HeNe) ก๊าซ 633 นาโนเมตร เส้นใยนําแสง (optical fiber) 

ไดโอด(diode) สารกึ่งตวันํา 635,670,810,830,980 
นาโนเมตร 

เส้นใยนําแสง (optical fiber) 

Nd:YAG ของแข็ง 1064 นาโนเมตร เส้นใยนําแสง (optical fiber) 

Er,Cr:YSGG ของแข็ง 2780 นาโนเมตร เส้นใยนําแสง (optical fiber) 

Er:YAG ของแข็ง 2940 นาโนเมตร เส้นใยนําแสง (optical fiber), 
ท่อนําคล่ืน (wave guide), 

อาร์ทิคควิเลทอาร์ม 
(articulated-arm) 

คาร์บอนไดออกไซด์
(Co2) 

ก๊าซ 9600,10600 นาโนเมตร เส้นใยนําแสง (optical fiber), 
ท่อนําคล่ืน (wave guide), 

อาร์ทิคควิเลทอาร์ม 
(articulated-arm) 
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ตาราง 2 แสดงชนิดของเลเซอร์แบง่ตามความสามารถในการก่อให้เกิดอนัตราย(19) 

 

ประเภท  ความเส่ียง  ตวัอย่างที่ใช้ในทางทนัตกรรม  

I อยูใ่นระบบปิดทัง้หมด Nd:YAG ท่ีใช้ในห้องปฏิบตักิารทางทนั
ตกรรม 

II เลเซอร์พลงังานต่ําท่ีสามารถมองเห็นได้และ
ถกูป้องกนัด้วยการกะพริบตา (blink reflex) 

เลเซอร์สีแดงท่ีใช้ในการทําการผา่ตดั 

IIIa เลเซอร์ท่ีสามารถมองเห็นได้ท่ีมีพลงังาน
มากกวา่ 1 มิลลวิตัต์ 

ไมมี่ใช้ในทางทนัตกรรม 

IIIb เลเซอร์ท่ีมีพลงังานสงู (อาจมีพลงังานสงูได้ถึง 
0.5 วตัต์) ซึง่อาจมองเห็นหรือมองไมเ่ห็น แต่
การจ้องมองด้วยตาเปลา่สามารถก่อให้เกิด
อนัตรายตอ่ดวงตาได้ 

เลเซอร์พลงังานต่ํา (50 มิลลวิตัต์) 

IV เป็นอนัตรายตอ่ดวงตาและผิวหนงั เลเซอร์ท่ีใช้ในการผา่ตดัภายในช่องปาก
, ฟอกสีฟัน และการเตรียมโพรงฟัน 

 
เลเซอร์พลังงานตํ่า (Low-level laser therapy, LLLT) 
 เลเซอร์พลังงานต่ํา (Low-level laser) นัน้เป็นรังสีอินฟาเรดท่ีมีความยาวคลื่น 600-1,100     
นาโนเมตร และมี  output power 1-500 มิลลิวัตต์  ความหนาแน่นพลังงานท่ีใช้อยู่ ท่ี ระหว่าง           
0.04-50J/cm2และให้พลงังานประมาณ 35 J/cm2ผลการรักษามกัไม่ใช่ผลจากความร้อนของลําแสง 
ทําให้บางครัง้สามารถเรียกเลเซอร์ชนิดนีไ้ด้ว่าเป็นเลเซอร์เย็น (cold laser) หรือ เลเซอร์ชนิดอ่อน      
(soft laser)  เลเซอร์พลงังานต่ํานัน้มกัอยู่ในช่วงท่ีมองเห็นได้ ในกรณีท่ีแหล่งกําเนิดแสงเป็น ฮีเลียม
นีออน  (helium-neon/HeNe) จะให้แสงสีแดงซึ่งจะไม่ ทําให้อุณหภูมิของเนือ้เย่ือเปล่ียนแปลง
แหลง่กําเนิดแสงของเลเซอร์พลงังานต่ําได้แก่ ฮีเลียมนีออน (helium-neon/HeNe), กาเลียมอาร์เซไนด์              
(galium-arsenide/GaAs), กาเลียมอะลูมิเนียมอาร์เซไนด์ (galium-aluminium-arsenide/GaAlAs) 
และ อาร์กอน เป็นต้น 
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 การรักษาด้วยเลเซอร์พลงังานต่ํา (Low-level laser therapy/LLLT) ถกูนํามาใช้ในการรักษา
ทัง้ในทางการแพทย์และในทางทันตกรรมอย่างหลากหลาย เช่น ใช้ในการลดภาวะเนือ้ฟันไวเกิน 
(dentin sensitivity) โดยผลของเลเซอร์จะไปเปล่ียนแปลงการส่งผ่านกระแสประสาท (neuronal 
transmission) ภายในเนือ้เย่ือใน (dental pulp) ใช้เพ่ือลดอาการเจ็บปวดของผู้ ป่วยเม่ือทําการเคล่ือน
ฟันด้วยการรักษาทางทนัตกรรมจดัฟัน ฆ่าเชือ้จลุชีพรักษาอาการปวดเรือ้รังท่ีมีสาเหตมุาจากกล้ามเนือ้
และลดปวด(20) ช่วยให้เกิดการหายของแผล โดยจะพบว่ามีการเกิดเนือ้เย่ือแกรนูเลชัน (granulation 
tissue) เพิ่ มขึ น้  มีการงอกขยายของเย่ือบุ ผิวเร็วขึ น้  (early epithelization) เซลล์ส ร้างเส้นใย 
(fibroblast) เพิ่มจํานวนมากขึน้และสง่เสริมการเกิดเส้นเลือดใหม ่สง่ให้เกิดการหายของแผลได้เร็วมาก
ขึน้ช่วยให้เกิดการหายของเส้นประสาทท่ีมีอาการบาดเจ็บ เป็นต้น แตเ่ลเซอร์พลงังานต่ํานัน้ไม่มีผลใน
การช่วยรักษาอการเหงือกอกัเสบ, โรคปริทนัต์, โพรงอากาศอกัเสบ, กระดกูเบ้าฟันอกัเสบ และ ไม่มีผล
ช่วยลดการก่อตวัของคราบจุลินทรีย์บนผิวฟัน ส่วนการรักษาอาการเจ็บปวดบริเวณใบหน้าช่องปาก
และข้อต่อขากรรไกร (orofacial pain), พยาธิสภาพท่ีข้อต่อขากรรไกร, ผลในการรักษาอาการปวด
ภายหลงัการถอนฟันและผลในการสง่เสริมการงอกใหมข่องกระดกูนัน้ยงัให้ผลท่ีไมแ่น่นอน(21) 
 กลไกท่ีแท้จริงในการทํางานของเลเซอร์พลังงานต่ํานัน้ยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัดแต่จาก
การศกึษาพบวา่ผลของเลเซอร์นัน้มีผลกระตุ้นสามารถช่วยเพ่ิมการทํางานของไมโทคอนเดรีย(9),ช่วยใน
การหายจากการบาดเจ็บของเส้นประสาท, ลดปวด, เพิ่มการสร้างเส้นเลือด, ควบคมุการอกัเสบ , เกิด
การขยายตวัของหลอดเลือด และ ส่งผลให้เกิดการหายของเนือ้เย่ือหรือแผล(8)   และสามารถป้องกัน
กระบวนการขจดัตวัเองของเซลล์ และสง่เสริมการเพิ่มจํานวนของเซลล์, การย้ายถ่ินของเซลล์ และ การ
ยึดติด (adhesion) ได้ในเซลล์หลากหลายชนิด(22) ขึน้อยู่กับปริมาณของพลังงานท่ีใช้ โดยถ้าใช้
พลงังานต่ํา (2J/cm2) จะกระตุ้นการเพิ่มจํานวนของเซลล์แต่เม่ือใช้พลงังานสงู (16J/cm2) จะมีผลลด
การเจริญและการเพิ่มจํานวนของเซลล์ ดงันัน้จึงจดัได้ว่าผลต่อเซลล์ของ เลเซอร์พลงังานต่ํานัน้ขึน้อยู่
กบัปริมาณของพลงังานท่ีใช้รวมไปถึงชนิดของแหล่งกําเนิดแสงนัน้ก็มีผลต่อเซลล์แตกต่างกนัตามไป
ด้วยและเน่ืองจาก LLLT นัน้ใช้พลังงานท่ีต่ํา ทําให้ไม่มีผลเสียเร่ืองความร้อน ,เสียง หรือ การ
สัน่สะเทือนตอ่เซลล์ 
 กลไกท่ีเก่ียวข้องกับการหายของเนือ้เย่ือนัน้เป็นผลมาจากการเพิ่มการหมุนเวียนของเซลล์  
และ เพิ่มการสังเคราะห์คอลลาเจน  และเม่ือใช้ความหนาแน่นพลังงานและช่วงความยาวคล่ืนท่ี
เหมาะสม พลงังานจากเลเซอร์สามารถแทรกซึมเข้าไปภายในเนือ้เย่ือและเซลล์ได้ เกิดผลกระตุ้นการ
ทํางานทางชีวภาพ (biomodulation effects)ต่อเซลล์และเนือ้เย่ือโดยกลไกท่ีแท้จริงนัน้ยงัไม่สามารถ
ระบไุด้อย่างแน่ชดั แตพ่บว่าเก่ียวกบัการท่ีสารสีภายในเซลล์(intracellular chromophores) จะทําการ
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ดดูกลืนพลงังานจากเลเซอร์เอาไว้แล้วเปลี่ยนไปเป็นพลงังานเมแทบอลิซมึ (metabolic energy) ซึง่จะ
ถกูนําไปใช้ในขบวนการหายใจระดบัเซลล์ภายในไมโตคอนเดรียเกิดการสร้างอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต 
(Adenosine triphosphate) หรือ เอทีพี (ATP) ซึง่เป็นสารประกอบท่ีมีพลงังานสงูและเป็นสารท่ีพร้อม
จะแตกตวัเพ่ือปลอ่ยพลงังานออกมาใช้ในกิจกรรมตา่งๆ ท่ีเซลล์ต้องการ , เพิ่มการทํางานของดีเอ็นเอ, 
เพิ่มการสงัเคราะห์อาร์เอ็นเอและโปรตีนท่ีจําเป็นต่อเซลล์ส่งผลให้ท้ายท่ีสดุแล้วมีการเพิ่มจํานวนของ
เซลล์ (cell proliferation)(6, 22) 
 การศึกษาเก่ียวกบัเลเซอร์พลงังานต่ําต่อเซลล์สร้างกระดกูนัน้มีการศึกษาอย่างหลากหลาย 
ตัง้แต่การศึกษาทดลองในเซลล์กระดกูของสตัว์ทดลองภายในห้องปฏิบตัิการ การศกึษาในเซลล์สร้าง
กระดูกมนุษ ย์ ท่ีมาจากเซลล์มะเร็ง  (human osteoblastic cell line SaOS-2) ท่ี ได้มาจากการ
สงัเคราะห์ในห้องปฏิบตัิการ รวมไปถึงเซลล์สร้างกระดกูมนษุย์ แตอ่ย่างไรก็ตาม เซลล์กระดกูท่ีมาจาก
แหลง่กําเนิดและกระบวนการสร้างกระดกูท่ีแตกตา่งกนันัน้จะมีคณุสมบตัิท่ีแตกตา่งกนั โดยการศกึษา
ของ Aghaloo และคณะ ในปี 2010(23) ได้ทําการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างกระดูกขากรรไกรและ
กระดูกหน้าแข้งของหนู พบว่าเซลล์กระดูกท่ีมาจากกระดูกขากรรไกรมีความสามารถในการเปล่ียน
สภาพเซลล์ไปเป็นกระดกู (osteogenic differentaition potential) ได้ดีกว่าเซลล์ท่ีมาจากกระดกูหน้า
แข้ง เน่ืองจากเซลล์กระดูกท่ีมาจากกระดูกขากกรรไกรนัน้พัฒนามาจากเซลล์นิวรัลเครสท์ (neural  
crest cells) และมีการสร้างกระดกูแบบอินทราเมมบรานสั (intramembranous ossification) ในขณะ
ท่ีกระดูกหน้าแข้งนัน้พัฒนามาจากเซลล์มีโซเดิร์ม (mesoderm cells) และสร้างกระดูกแบบเอนโดร
คอนดรอล  (endochondral ossification) สอดคล้องกับการศึกษาของ Reichert และคณะในปี 
2013(24) ท่ีพบว่าเซลล์สร้างกระดกูท่ีได้มาจากกระดูกหน้าแข้งของหนูนัน้มีความสามารถในการเพิ่ม
จํานวนตวั,การสะสมแร่ธาต ุและการแสดงออกของยีน แตกต่างจากเซลล์สร้างกระดกูท่ีมาจากกระดกู
ขากรรไกร โดยเซลล์สร้างกระดกูท่ีมาจากหน้าแข้งของหนูท่ีมีอายุน้อยจะมีความสามารถในการเพ่ิม
จํานวนได้มากกว่า ในขณะท่ีเซลล์สร้างกระดูกท่ีมาจากกระดูกขากรรไกรของหนูท่ีมีอายุน้อยจะมี
ความสามารถในการสะสมแร่ธาตุและการทํางานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline 
phoshatase) มากกว่า ซึง่เหตผุลดงักล่าวมานีอ้าจสามารถนํามาอธิบายถึงความแตกต่างกนัระหว่าง
การหายของกระดกูท่ีแตกต่างกันระหว่างกระดกูขากรรไกรและกระดกูยาว (long bone) เช่น กระดกู
หน้าแข้ง เป็นต้นดงันัน้การศกึษาวิจยัท่ีใช้เซลล์กระดกูตา่งชนิดกนัก็อาจได้ผลการศกึษาวิจยัท่ีแตกตา่ง
กนัตามไปด้วย 
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 ปริมาณพลงังานของเลเซอร์นัน้มีผลโดยตรงต่อการกระตุ้นหรือยับยัง้การเพิ่มจํานวนของ
เซลล์โดยจากการศกึษาของ Bolton และคณะในปี 1995(25) พบว่าเม่ือทําการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําท่ี
ความยาวคล่ืน 860 นาโนเมตรไปยังเซลล์ไฟโบรบลาสต์ท่ีมาจากมนุษย์ (human fibroblast) ด้วย
ความหนาแน่นพลงังานท่ีต่างกัน คือ 16 J/cm2และ 2 J/cm2พบว่าท่ีความหนาแน่นพลงังาน2 J/cm2

นัน้มีผลช่วยเพิ่มจํานวนเซลล์ไฟโบรบลาสต์ ในขณะท่ีความหนาแน่นพลงังาน16 J/cm2นัน้มีผลลด
จํานวนของเซลล์ดังกล่าว รายงานการทบทวนวรรณกรรมของ AlGhamdi และคณะในปี 2011(6)                  

ได้สรุปไว้วา่ระดบัความหนาแน่นพลงังานท่ีเหมาะสมกบัการเอือ้ให้เกิดการเพิ่มจํานวนของเซลล์นัน้คือ 
0.5 - 4.0 J/cm2โดยใช้ช่วงความยาวคล่ืนอยูร่ะหวา่ง 600 - 700 นาโนเมตร  
 Khadra และคณะในปี 2005(13)ได้ทําการศกึษาทดลองผลของเลเซอร์พลงังานต่ําตอ่การยดึติด 
การเพิ่มจํานวนและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์สร้างกระดูกบนแผ่นไทเทเนียม (titanium disc)               
โดยเซลล์สร้างกระดกูในการทดลองนีไ้ด้มาจากกระดกูขากรรไกรท่ีปราศจากพยาธิสภาพใดๆใช้เลเซอร์
ท่ีความยาวคล่ืน 830 นาโนเมตร, พลังงานส่งออก (output energy) จากตัวเคร่ือง 84 มิลลิวัตต์              
ฉายด้วยความยาวคลื่นต่อเน่ือง (continuous wave) ท่ีความหนาแน่นพลังงาน 1.5 J/cm2 และ                  
3 J/cm2  โดยผลการศกึษาทดลองพบกว่าเซลล์ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํามีแนวโน้มท่ีเพิ่มการ
ยดึตดิกบัแผน่ไทเทเนียม มีการเพิ่มจํานวน การเปล่ียนแปลงของเซลล์ และสร้าง transforming growth 
factor beta 1(TGF-β1) ท่ีมากขึน้กว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเม่ือทําการฉายเลเซอร์
ด้วยความหนาแน่นพลังงาน  3J/cm2 ในขณะท่ีความหนาแน่นพลังงาน  1.5 J/cm2 นัน้ให้ผลท่ี                     
ไมแ่ตกตา่งกนักบักลุม่ควบคมุท่ีไมไ่ด้ฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 
 Stein และคณะในปี 2008(12) ได้ทําการศึกษาผลของเลเซอร์พลงังานต่ําต่อการเจริญเติบโต
และการเปล่ียนสภาพของเซลล์สร้างกระดกูมนษุย์ท่ีได้มาจาก human osteogenic sarcoma cell line 
โดยใช้เลเซอร์ท่ีความยาวคล่ืน 670 นาโนเมตร, พลงังานส่งออกจากตวัเคร่ือง 400    มิลลิวตัต์ ฉาย
ด้วยความยาวคล่ืนต่อเน่ืองเป็นเวลา 30 วินาที และ 1 นาที ท่ีความหนาแน่นพลงังาน 1 J/cm2และ 
2J/cm2พบว่าท่ีระดบัความหนาแน่นพลงังาน 1 J/cm2นัน้ เซลล์สร้างกระดกูท่ีได้รับการฉายเลเซอร์จะมี
การเพิ่มจํานวนเมื่อตรวจวดัด้วย metabolic XTT assay , พบการทํางานเพิ่มขึน้ของอลัคาไลน์ฟอตฟา
เตส (alkaline phosphatase), การแสดงออกของออสทีโอพอนทิน (osteopontin) และ เอ็มอาร์เอ็นเอ
ของคอลลาเจน ชนิดท่ี 1 (collagen type 1 mRNA) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีไมไ่ด้รับการฉาย
เลเซอร์ สว่นกลุม่ 2 J/cm2นัน้พบว่าความมีชีวิตของเซลล์สร้างกระดกูมีปริมาณลดลงในช่วง 48 ชัว่โมง
แรก รวมถึงมีการทํางานของอลัคาไลน์ฟอตฟาเตสท่ีน้อยกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุและกลุม่ 
1 J/cm2และท่ี 72 ชัว่โมงจะพบว่าผลการทดลองของทัง้ 3 กลุม่มีความแตกตา่งกนัอย่างไม่มีนยัสําคญั
ทางสถิติ ซึง่ผลจากการศกึษาวิจยันีพ้บวา่เลเซอร์พลงังานต่ํานัน้มีผล กระตุ้นการทํางานทางชีวภาพตอ่
เซลล์สร้างกระดกูมนษุย์ในระยะ 72 ชัว่โมงแรกหลงัการได้รับพลงังาน  
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 การศกึษาของ Oliverira และคณะในปี 2016(8)  ทําการศกึษาวิจยัผลของเลเซอร์พลงังานต่ํา 
3 ชนิดท่ีมีแหล่งกําเนิดแสงแตกตา่งกนั ตอ่การเพิ่มจํานวนและการเปล่ียนสภาพของเซลล์สร้างกระดกู
มนุษย์ โดยไม่ได้ระบุว่ามาจากกระดูกส่วนใด ทําการเพาะเลีย้งและทดสอบเซลล์สร้างกระดูกฉาย
เลเซอร์พลงังานต่ําชนิดเลเซอร์สีแดงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร, รังสีอินฟราเรด ท่ีความยาวคล่ืน 
780 นาโนเมตร และกลุ่มสุดท้ายเป็น แสง LED ท่ีความยาวคล่ืน 637 ± 15 นาโนเมตร โดยทุกกลุ่ม             
จะใช้พลงังานส่งออกจากตวัเคร่ือง 40 มิลลิวตัต์ ฉายด้วยความยาวคลื่นต่อเน่ืองเป็นเวลา 10 และ               
50 วินาที ท่ีความหนาแน่นพลงังาน 10 และ 50 J/cm2 ผลของการศึกษานัน้พบว่า เลเซอร์พลงังานต่ํา
ชนิดเลเซอร์สีแดงนัน้มีการเพิ่มขึน้ของจํานวนเซลล์ และมีการแสดงออกของยีน COL1A1 ซึ่งมีหน้าท่ี
ผลติคอลลาเจนชนิดท่ี 1 เพิ่มมากขึน้ ในขณะท่ี LED นัน้ให้ผลท่ีต่ํากวา่อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ 
 แม้ว่าจะมีหลายการศึกษาวิจัยท่ีบ่งชีว้่าเลเซอร์พลังงานต่ํามีผลช่วยเพิ่มจํานวนของเซลล์ 
ส่งผลให้เกิดการหายของแผลท่ีเร็วขึน้ แต่อย่างไรก็ตามยงัไม่มีแนวทางในการรักษาท่ีชดัเจนถึงระดบั
ความหนาแน่นพลงังานและคา่ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมกบัเซลล์สร้างกระดกูท่ีมาจากกระดกูเบ้าฟัน
มนุษย์โดยตรงดังนัน้การนําเซลล์สร้างกระดูกท่ีมาจากกระดูกเบ้าฟันมนุษย์โดยตรงนัน้อาจให้ผล
การศึกษาท่ีมีความชดัเจนสําหรับแนวทางการใช้เลเซอร์พลงังานต่ําในทางทนัตกรรมเพ่ือหวงัผลช่วย
เพิ่มการเจริญและการเปล่ียนสภาพของเซลล์สร้างกระดกูในทางคลนิิกตอ่ไป  
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บทที่ 3 
วธีิดาํเนินการวจิัย 

 
การเพาะเลีย้งเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนุษย์ 
 นําเซลล์สร้างกระดกูจากกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ cell passage ท่ี 3-8 ท่ีได้รับความอนเุคราะห์
มาจากการศึกษาวิจยัของ ผศ.ทพญ.อินทรา วงศ์เยาว์ฟ้า ซึ่งได้รับความเห็นชอบจากคณะกรรมการ
พิจารณาจริยธรรมในงานวิจยัคณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ เลขท่ี 21/2558 
มาทําการเพาะเลีย้งต่อในสารอาหารเลีย้งเซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็ม  (Dulbecco's Modified Eagle 
Medium : DMEM , Gibco®, Carlsbad, CA, USA) ท่ีมีส่วนผสมของซีรัม จากลูกอ่อนวัวร้อยละ 10 
(10% fetalBovine serum: FBS, Gibco®) กลตูามีน (L-glutamine, Invitrogen, NY) ยาปฎิชีวนะและ
ยาต้านเชือ้รา (100 IU/ml. penicillin G, 50μg/ml. streptomycin และ amphotericin B 2.5 μg/ml) 
ทําการเพาะเลีย้งเซลล์ในตู้อบท่ีมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5            
รอจนเซลล์สร้างกระดูกมีการเพิ่มจํานวนเจริญเต็มพืน้ท่ีของจานเลีย้งเซลล์ (confluence) จึงทําการ
ถ่ายเซลล์ลงสู่จานเลีย้งเซลล์ใหม่ (Subculture) ในอัตราส่วน 1:2 (หว่านเซลล์ 1 ใน 2 ของเซลล์
ทัง้หมดจากจานเลีย้งเซลล์เดิมสู่จานเลีย้งเซลล์ใหม่ 1 จาน) โดยใช้ทริปซิน-อีดีทีเอ (trypsin-EDTA, 
Gibco®) จากนัน้ เลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด  ดีเอ็มอีเอ็ม  (Dulbecco's Modified Eagle 
Medium: DMEM, Gibco®) ท่ีมีส่วนผสมของซีรัมจากลูกอ่อนวัวร้อยละ 10 (10% fetal calf serum: 
FCS, Gibco®) จนได้เซลล์ปริมาณมากพอท่ีจะนํามาใช้ในการวิจยั 
 การทดลองนัน้ประกอบด้วย 3 การทดลองด้วยกนั ได้แก่ 
  1.  MTT assay เพ่ือทดสอบความมีชีวิตและการเพิ่มจํานวนของเซลล์สร้างกระดูก              
ท่ีมาจากกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 
  2.  Mineralization assay เพ่ือทดสอบการทํางานและการเปลี่ยนสภาพของเซลล์สร้าง
กระดกูท่ีมาจากกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 
  3.  Real time PCR  เพ่ือทดสอบการทํางานและการเปล่ียนสภาพของเซลล์สร้างกระดกู
ท่ีมาจากกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 
 
การทดสอบความมีชีวติของเซลล์สร้างกระดกู 
 ทําการนําเซลล์สร้างกระดูกมาเพาะเลีย้งในถาดแบบ 96 หลุมแต่ละหลุมมีความหนาแน่น
2x103 cells/well พร้อมอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด ดีเอ็มอีเอ็มผสม 10%  ซีรัมอ่อนจากลูกวัว นําไป
เพาะเลีย้งในตู้อบเป็นเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากนัน้นําถาดเลีย้งเซลล์ออกมาจากตู้อบ ทําการล้างด้วย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ปราศจากเชือ้ 2 ครัง้ แบง่เซลล์ออกเป็น 3 กลุม่การทดลอง ได้แก่  
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  1.  กลุม่ควบคมุ  ไมไ่ด้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 
  2.  กลุ่มทดลองท่ี 1 ได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา (Helbo, Bredent, Germany) 
ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร พลงังานส่งออกจากตวัเคร่ือง 100 มิลลิวตัต์ ฉายด้วยความยาวคล่ืน
ตอ่เน่ือง 30 วินาที 

  3.  กลุ่มทดลองท่ี  2 ได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา(Helbo, Bredent, Germany)  
ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร พลงังานส่งออกจากตวัเคร่ือง 100 มิลลิวตัต์ ฉายด้วย ความยาวคล่ืน
ตอ่เน่ือง 60 วินาที  
 โดยขณะท่ีทําการการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําจะป้องกนัการรบกวนระหว่างแตล่ะหลมุท่ีทําการ
ทดลองด้วยการใส่เซลล์ลงในถาดหลุม 1 หลุม และเว้นว่างอีก 2 หลุม ดังแสดงในภาพประกอบ 3              
โดยเคร่ืองหมาย X แสดงถึงหลมุท่ีทําการเพาะเซลล์ 
 
  
  
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 3 แสดงวิธีการเพาะเซลล์ลงบนถาดชนิด 96 หลมุ 

  
 หลังจากฉายเลเซอร์พลังงานต่ําแล้วทําการดูดฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ปราศจากเชือ้ออกแล้ว
เปล่ียนเป็นอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด ดีเอ็มอีเอ็มผสม 10%  ซีรัมอ่อนจากลกูววั นํากลบัเข้าไปเพาะเลีย้งในตู้อบ
ท่ีมีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ 3 วนั 
 ทําการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์สร้างกระดกูท่ีเวลา 1,3 และ 7 วนัหลงัจากได้รับการฉาย
เลเซอร์พลังงานต่ําด้วย MTT assay (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Brominde) 
เซลล์จะถูกล้างด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ปราศจากเชือ้ แล้วหยดสารละลาย MTT ความเข้มข้น           
0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นําไปเพาะเลีย้งในตู้ อบท่ีมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีปริมาณ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนัน้ถาดหลุมออกจากตู้ อบ หยดสาร               
ดีเอ็มเอสโอ (DMSO) แล้วแปรผลด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) ท่ีความยาว

กลุม่ควบคมุ 

ฉาย 30 

ฉาย 60 

X X X 

X X X 

X X X 
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คล่ืน 570 นาโนเมตร โดยแต่ละกลุ่มจะถูกนํามาทดลองแบบเดียวกันซํา้ 3 ครัง้ (triplicate) ในทุก
ขัน้ตอนของการวิจยั 
การทดสอบความสามารถในการตกตะกอนแคลเซียมในจานเลีย้ง 
 นําเซลล์สร้างกระดูกมาเพาะเลีย้งในถาดแบบ 12 หลุมแต่ละหลุมมีความหนาแน่น 4x104 
cells/wellพร้อมอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด ดีเอ็มอีเอ็มผสม 10% ซีรัมอ่อนจากลูกววั นําไปเพาะเลีย้งใน
ตู้ อบเป็นเวลา  48 ชั่วโมง  หลังจากนัน้ นําถาดเลี ย้งเซลล์ออกมาจากตู้ อบ  ทําการล้างด้วย                    
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ปราศจากเชือ้ 2 ครัง้ แบง่เซลล์ออกเป็น 3 กลุม่การทดลอง ได้แก่  
  1.  กลุม่ควบคมุ  ไมไ่ด้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 
  2.  กลุ่มทดลองท่ี 1 ได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา (Helbo, Bredent, Germany) 
ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร พลงังานส่งออกจากตวัเคร่ือง 100 มิลลิวตัต์ ฉายด้วยความยาวคล่ืน
ตอ่เน่ือง 30 วินาที 

  3.  กลุ่มทดลองท่ี  2 ได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา(Helbo, Bredent, Germany)  
ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร พลงังานส่งออกจากตวัเคร่ือง 100 มิลลิวตัต์ ฉายด้วยความยาวคล่ืน
ตอ่เน่ือง 60 วินาที  
 หลงัจากฉายเลเซอร์พลงังานต่ําแล้วทําการดูดฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ปราศจากเชือ้ออก
เปล่ียนเป็นอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เซลล์เกิดการเปล่ียนสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง 
(Osteogenic media) ซึ่ งมี ส่ วนผสมของกรดแอสคอบิ ค  (Ascorbic acid, Gibco®, USA) 50 μg/ml.,                  
เบ ต้ ากลี เซอโรฟอสเฟส  (β-glycerophosphate, Gibco®, USA) 1.08 mg./ml. และเดกซาเมธาโซน 
(Dexamethasone, Gibco®, USA) 0.1 μg/ml) นํากลับเข้าไปเพาะเลีย้งในตู้ อบท่ี มีอุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียส ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ทําการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําทุกๆ 7 วนัและทําการ
เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทุก 3 วนั โดยขณะท่ีทําการการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําจะป้องกนัการรบกวน
ระหว่างแต่ละหลุมท่ีทําการทดลองด้วยการใส่เซลล์ลงในถาดหลุม 1 หลุม และเว้นว่าง อีก 1 หลุม             
ดงัแสดงในภาพประกอบ 4 โดยเคร่ืองหมาย X แสดงถึงหลมุท่ีทําการเพาะเซลล์ 
 

 
 

ภาพประกอบ 4 แสดงวิธีการเพาะเซลล์ลงบนถาดชนิด 6 หลมุ 
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 ทําการทดสอบความสามารถในการตกตะกอนแคลเซียมในจานเลีย้งท่ี 7, 14 และ 21 วัน 
ด้วยวิธีการย้อมสีอะลิซารินเรดเอส (Alizarin Red S, Sigma, USA) โดยดดูอาหารเลีย้งเซลล์เดิมออก 
ล้างด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ปราศจากเชือ้ เติม 4% ฟอร์มาลีน ทิง้ไว้ 5 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง         
ล้างออกด้วยนํา้กลัน่ เติมสีอะลิซารินเรด ความเข้มข้น 2% ทิง้ไว้ 10 นาทีท่ีอณุหภมูิห้อง ล้างออกด้วย
นํา้กลัน่ 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที โดยแต่ละกลุ่มจะถูกนํามาทดลองแบบเดียวกันซํา้ 3 ครัง้ (triplicate)           
ในทกุขัน้ตอนของการวิจยั 
 
การทดสอบตัวบ่งชีจ้าํเพาะของเซลล์สร้างกระดูกด้วยออสทโีอแคลซิน (Osteocalcin), 
ยีนคอลลาเจนชนิดที่ 1 (Collagen type I) 
 นําเซลล์สร้างกระดูกมาเพาะเลีย้งในถาดแบบ 6 หลุมแต่ละหลุมมีความหนาแน่น 2x104 

cells/well พร้อมอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด ดีเอ็มอีเอ็มผสม 10%  ซีรัมอ่อนจากลูกวัว นําไปเพาะเลีย้ง         
ในตู้ อบเป็นเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนัน้ นําถาดเลีย้งเซลล์ออกมาจากตู้ อบ  ทําการล้างด้วย              
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ปราศจากเชือ้ 2 ครัง้ แบง่เซลล์ออกเป็น 3 กลุม่การทดลอง ได้แก่ 
  1.  กลุม่ควบคมุ  ไมไ่ด้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 
  2.  กลุ่มทดลองท่ี 1 ได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา (Helbo, Bredent, Germany) 
ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร พลงังานส่งออกจากตวัเคร่ือง 100 มิลลิวตัต์ ฉายด้วยความยาวคล่ืน
ตอ่เน่ือง 30 วินาที 

  3.  กลุ่มทดลองท่ี  2 ได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา(Helbo, Bredent, Germany) 
ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร พลงังานส่งออกจากตวัเคร่ือง 100 มิลลิวตัต์ ฉายด้วยความยาวคล่ืน
ตอ่เน่ือง  60 วินาที  
 โดยขณะท่ีทําการการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําจะป้องกันการรบกวนระหว่างแต่ละหลุมท่ีทํา
การทดลองด้วยการใส่เซลล์ลงในถาดหลมุ 1 หลมุ และเว้นว่างอีก 1 หลมุ ดงัแสดงในภาพประกอบ 4 
โดยเคร่ืองหมาย X แสดงถึงหลุมท่ีทําการเพาะเซลล์หลงัจากฉายเลเซอร์พลงังานต่ําแล้วทําการดูด
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ปราศจากเชือ้ออกเปล่ียนเป็นอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เซลล์เกิด
การเปล่ียนสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง (Osteogenic media) ซึ่งมีส่วนผสมของกรดแอสคอบิค
(Ascorbic acid, Gibco®, USA) 50 μg/ml.,เบต้ากลีเซอโรฟอสเฟส(β-glycerophosphate, Gibco®, 
USA) 1.08 mg./ml. และเดกซาเมธาโซน (Dexamethasone, Gibco®, USA) 0.1 μg/ml) นํากลบัเข้า
ไปเพาะเลีย้งในตู้อบท่ีมีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ทําการฉาย
เลเซอร์พลงังานต่ําทกุๆ 7 วนัและทําการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ 3 วนั 
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 ท่ีเวลา 7,14 และ 21 วัน ทําการตรวจสอบการแสดงออกของออสทีโอแคลซิน (26) และ                
ยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1(8) ด้วยวิธีเรียลไทม์พีซีอาร์ทําการเพิ่มขยายจํานวนดีเอ็นเอด้วยนํา้ยาสําเร็จรูป 
(real-time PCR master mix, LightCycle® 480 SYBR Green I Master, Roach Diagnostics 
Corporation, IN, USA) ตามคําแนะนําโดยผู้ ผลิต โดยไพรเมอร์ท่ีใช้ในการศึกษานี  ้ได้แก่ ออสทีโอ
แคลซนิ และคอลลาเจนชนิดท่ี 1 แสดงดงัตาราง 3 โดยแตล่ะกลุม่จะถกูนํามาทดลองแบบเดียวกนัซํา้ 3 
ครัง้ (triplicate) ในทกุขัน้ตอนของการวิจยั 
 
ตาราง 3 แสดงการเตรียมไพรเมอร์ของออสทีโอแคลซนิ, คอลลาเจนชนิดท่ี 1 
 

ไพรเมอร์ ลาํดบัเบส แหล่งที่มา 

GAPDH Forward; 5'-TGGCAAAGTGGAGATTGTTGC-3' 
Reverse; 5'-GCAAAGAAGTGGCAGGAAGA-3' 

(8) 

Osteocalcin  Forward; 5'-AGCGAGGTAGTGAAGAGAC-3' 
Reverse; 5'-GAAAGCCGATGTGGTCAG-3' 

(26) 

COL1A1 Forward; 5’-CAGGTCTCGGTCATGGTACCT-3' 
reverse; 5'-GTCGAGGGCCAAGACGAA -3' 

(8) 

 
การวเิคราะห์ข้อมูล 
 ผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์สร้างกระดูก แสดงผลข้อมูลเป็นค่าการดูดกลืนแสง 
(OD) ท่ีวดัได้จากเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ นําข้อมลูท่ีได้มาทําการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยซอฟต์แวร์ 
SPSS statistics Ver.22 (IBM corp.) ด้วยสถิติชนิด two-way ANOVA  และ Dunnett’s correction 
โดยมีคา่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตท่ีิ P<0.05  
 ผลการทดสอบความสามารถในการตกตะกอนของแคลเซียมในจานเลีย้งและการทดสอบ         
ตัวบ่งชีจํ้าเพาะของเซลล์สร้างกระดูกด้วยออสทีโอแคลซิน, ยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 นําเสนอด้วย
ภาพประกอบและสถิตเิชิงพรรณนา 
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บทที่ 4 
ผลการวจิัย 

 
 การวิจยัครัง้นีเ้ป็นการวิจยัในห้องปฏิบตัิการแบ่งออกเป็น 3 ส่วนด้วยกนั ได้แก่ การศกึษาถึง
ผลของเลเซอร์พลงังานต่ําต่อความมีชีวิตของเซลล์สร้างกระดูกเบ้าฟันมนุษย์ด้วย MTT assay และ        
ผลของเลเซอร์พลงังานต่ําต่อการทํางานของเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนุษย์ด้วยการย้อมสีอะลิซาริน
เรดเอส และตรวจสอบการแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซินและยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ด้วยวิธี
เรียลไทม์พีซีอาร์ 
 
ผลของเลเซอร์พลังงานตํ่าต่อความมีชีวติของเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนุษย์ 
 ทําการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนุษย์ท่ีระยะเวลา 1 ,3 และ 7 วนั 
ด้วย MTT assay ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัได้จะมีค่าแปรผนัตรงกับปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่ สามารถ
นํามาคํานวณร้อยละความมีชีวิตของเซลล์โดยใช้สตูรแสดงดงัภาพประกอบท่ี 5 ค่าเฉล่ียการดดูกลืน
แสงของเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนษูย์ ท่ีระยะเวลา 1, 3 และ 7 วนัแสดงดงัภาพประกอบ 6   
 ท่ีระยะเวลา 1 วนั กลุม่ควบคมุมีคา่การดดูกลืนแสงเฉล่ีย 0.310.10 ร้อยละความมีชีวิตของ
เซลล์เท่ากบัร้อยละ 100.00  กลุม่ LLLT 30 วินาที 0.400.09 ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์เท่ากบัร้อย
ละ132.84 และกลุม่ LLLT 60 วินาที 0.380.10 ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์เท่ากบัร้อยละ 127.37  
 ท่ีระยะเวลา 3 วนั กลุม่ควบคมุมีคา่การดดูกลืนแสงเฉล่ีย 0.770.06 ร้อยละความมีชีวิตของ
เซลล์เท่ากบัร้อยละ 100.00  กลุม่ LLLT 30 วินาที 0.880.04 ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์เท่ากบัร้อย
ละ 114.40 และกลุม่ LLLT 60 วินาที 0.670.17 ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์เท่ากบัร้อยละ 86.54 
 ท่ีระยะเวลา 7 วนั กลุม่ควบคมุมีคา่การดดูกลืนแสงเฉล่ีย 0.460.07 ร้อยละความมีชีวิตของ
เซลล์เท่ากบัร้อยละ 100.00  กลุม่ LLLT 30 วินาที 0.560.31 ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์เท่ากบัร้อย
ละ124.00 และกลุม่ LLLT 60 วินาที 0.610.17 ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์เท่ากบัร้อยละ 135.29   
 พบว่าท่ีระยะเวลา 3 วนัภายหลงัได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําจะมีปริมาณของเซลล์ท่ีมี
ชีวิตอยู่มากท่ีสดุ กลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําเป็นเวลา 30 วินาทีมีปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่
มากกวา่ กลุม่ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําเป็นเวลา 60 วินาทีและกลุม่ควบคมุตามลําดบั 
 ภายหลังทําการวิเคราะห์ทางสถิติชนิด  two-way ANOVA  และ Dunnett’s correction 
กําหนดคา่ความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติท่ี P<0.05 พบว่า ท่ีระยะเวลา 3 วนัมีปริมาณเซลล์
ท่ีมีชีวิตแตกตา่งจากท่ีระยะเวลา 1 และ 7 วนั อย่างมีนยัยะสําคญัทางสถิติ ในขณะท่ีปริมาณเซลล์ท่ีมี
ชีวิตท่ีระยะเวลา 1 และ 7 วนั นัน้พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสําคญัทางสถิติ และไม่พบ
ความแตกต่างกนัระหว่างกลุ่มควบคมุ หรือกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 30 วินาที และ 60 
วินาทีในทกุช่วงเวลาท่ีทําการทดสอบ 
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ภาพประกอบ 5 แสดงวิธีการคดิคา่ร้อยละความมีชีวิตของเซลล์ 
 

 
 

ภาพประกอบ 6 แผนภมูิแท่งแสดงคา่เฉลี่ยการดดูกลืนแสงของเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนษุย์  
 ท่ีระยะเวลา 1, 3 และ 7 วนั เปรียบเทียบระหวา่งกลุม่ควบคมุ กลุม่ท่ีรับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 
 เป็นระยะเวลา 30 วินาที และ 60 วินาทีตามลําดบั ( * แสดงคา่นยัสําคญัทางสถิตท่ีิ P<0.05 ) 
 
ผลการทดสอบความสามารถในการตกตะกอนแคลเซียมในจานเลีย้งในอาหารเลีย้ง
เซลล์ที่มีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เซลล์เกดิการเปล่ียนสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เยื่อแข็ง 
 นําเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนษุย์มาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เซลล์เกิด
การเปล่ียนสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง นํากลบัเข้าไปเพาะเลีย้งในตู้อบท่ีมีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ทําการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําทกุๆ 7 วนัและทําการเปล่ียนอาหารเลีย้ง
เซลล์ทกุ 3 วนั  หลังจากนัน้ทํามาตรวจสอบการตกตะกอนของแคลเซียมด้วยการย้อมสีอะลิซารินเรดเอส               
ท่ี ระยะเวลา 7, 14 และ 21 วัน โดยตะกอนแคลเซียมจะย้อมติดสีแดง แสดงดังภาพประกอบ 7                             
เม่ือเปรียบเทียบจะพบว่า ท่ีระยะเวลา 21 วนัจะมีการติดสีแดงเข้มชดัเจนท่ีสดุ ตะกอนแคลเซียมมีลกัษณะ
เป็นกลุม่ก้อนขนาดใหญ่กระจายอยูโ่ดยทัว่ถาดหลมุ รองลงมาคือระยะเวลา 14 วนั ท่ีพบตะกอนแคลเซียม
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เป็นจุดขนาดเล็กกระจายโดยทัว่ถาดหลมุ และท่ีระยะเวลา 7 วนัมีการติดสีแดงน้อยท่ีสดุ พบตะกอน
แคลเซียมท่ีย้อมติดสีแดงเพียงเล็กน้อย และเม่ือเปรียบเทียบภายในแต่ละช่วงเวลาจะพบกว่ากลุ่ม
ควบคุม หรือกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา 30 วินาที และ 60 วินาทีนัน้มีการติดสีแดงท่ี
ใกล้เคียงกนั 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 7 แสดงผลการทดสอบการตกตะกอนแคลเซียมในจานเลีย้งโดยการย้อมสี             
 อะลซิารินเรดเอส เปรียบเทียบระหวา่ง 3 ช่วงเวลา คือ (a) 7 วนั (b)14 วนั (c)21 วนั   
 แตล่ะช่วงเวลาประกอบด้วย 3 กลุม่การทดลอง คือ (i) กลุม่ควบคมุ (ii) กลุม่ท่ีได้รับ 
 การฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 30 วินาที (iii) กลุม่ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 60 วินาที 
 
 
 
 

(a) 7 day 

(b) 14 day 

(c) 21 day 

(i) control (ii) 30 second (iii) 60 second 
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ผลการแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซินและยีนคอลลาเจนชนิดที่  1 ด้วยวิธี
เรียลไทม์พีซีอาร์ในอาหารเลีย้งเซลล์ที่ มีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เซลล์เกิดการเปล่ียน
สภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เยื่อแข็ง 
 การแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซนิและยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ในเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟัน
มนุษย์เปรียบเทียบกับยีนควบคุมจีเอพีดีเอชด้วยวิธีเรียลไทม์พีซีอาร์ ณ  เวลา 7, 14 และ 21 วัน 
เปรียบเทียบระหว่าง 3 กลุ่มการทดลอง คือ กลุ่มควบคุม กลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา               
30 วินาที และ กลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา60 วินาทีพบกว่ามีการแสดงออกของยีน            
ออสทีโอแคลซนิและยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ในทกุช่วงเวลาท่ีทําการศกึษาวิจยั 
 ภายหลงัการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา พบการแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซินท่ีแตกต่างกนั
ตามช่วงเวลาและระยะเวลาท่ีทําการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา แสดงดงัภาพประกอบท่ี 8  โดยท่ี 7 วนั            
จะพบการแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซนิในกลุม่ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 30 วินาทีเพิ่มขึน้ 
4.46 เท่าสูงกว่ากลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 60 วินาทีท่ีมีการเพิ่มขึน้ 3.11 เท่า ท่ี 14 วนั 
พบการแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซินในกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 60 วินาทีเพิ่มขึน้ 
18.24 เท่าสูงกว่ากลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา30 วินาทีท่ีมีการเพิ่มขึน้ 1.01 เท่า ท่ี 21 วนั 
พบการแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซินในกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 60 วินาทีเพิ่มขึน้ 
6.74 เท่าสงูกวา่กลุม่ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา30 วินาทีท่ีมีการเพิ่มขึน้ 1.04 เท่า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 8 แสดงสดัสว่นการแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซนิท่ีระยะเวลา 7, 14 และ 21 วนั  
 เปรียบเทียบระหวา่ง 3 กลุม่การทดลอง คือ กลุม่ควบคมุ กลุม่ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา  
 30 วินาที และ กลุม่ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา60 วินาทีเปรียบเทียบกบัยีนจีเอพีดีเอช  
 และปรับให้กลุม่ควบคมุมีคา่เท่ากบั 1  
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 การแสดงออกของยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 แตกต่างกันตามช่วงเวลาและระยะเวลาท่ี                  
ทําการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา แสดงดังภาพประกอบท่ี 9  โดยท่ี 7 วันจะพบการแสดงออกของยีน               
ออสทีโอแคลซินในกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 30 วินาทีลดลง 0.96 เท่ามากกว่ากลุ่มท่ี
ได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 60 วินาทีท่ีมีการลดลง 0.33 เท่า ท่ี 14 วนั พบการแสดงออกของยีน             
ออสทีโอแคลซินในกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 30 วินาทีลดลง 0.77 เท่า มากกว่ากลุ่มท่ี
ได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 60 วินาทีท่ีมีการลดลง 0.62 เท่า ท่ี 21 วนั พบการแสดงออกของยีน
ออสทีโอแคลซินในกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 60 วินาทีเพิ่มขึน้ 4.84 เท่าสูงกว่ากลุ่มท่ี
ได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 30 วินาทีท่ีมีการเพิ่มขึน้ 2.01 เท่า 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 9 แสดงสดัสว่นการแสดงออกของยีนคอลลาเจนชนิดท่ี1 ท่ีระยะเวลา 7, 14 และ 21 วนั  
 เปรียบเทียบระหวา่ง 3 กลุม่การทดลอง คือ กลุม่ควบคมุ กลุม่ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา  
 30 วินาที และ กลุม่ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา60 วินาทีเปรียบเทียบกบัยีนจีเอพีดีเอช  
 และปรับให้กลุม่ควบคมุมีคา่เท่ากบั 1  
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บทที่ 5 
อภปิรายผล และ บทสรุปผล 

 
 หลายการศกึษาได้กลา่วถึงผลของเลเซอร์พลงังานต่ําท่ีมีผลกระตุ้นการทํางานทางชีวภาพตอ่
เซลล์ สามารถช่วยเพิ่มการทํางานของไมโทคอนเดรีย (9), ช่วยในการหายจากการบาดเจ็บของ
เส้นประสาท, ลดปวด, เพิ่มการสร้างเส้นเลือด, ลดการอกัเสบ, เกิดการขยายตวัของหลอดเลือด และ 
ส่งผลให้เกิดการหายของเนือ้เย่ือหรือแผล(6) สําหรับเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนุษย์เองก็มีการศึกษา
อย่างแพร่หลายแต่ผลของการศึกษานัน้ยงัมีความขดัแย้งกันอยู่ และเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนุษย์            
ท่ีเป็นเซลล์ปฐมภมูินัน้ยงัมีการศกึษาท่ีน้อย ทําให้ผู้วิจยัมีความสนใจท่ีจะทําการศกึษาเพิ่มเติมซึง่เป็น
การศกึษาในห้องปฏิบตัิการถึงผลของเลเซอร์พลงังานต่ําท่ีมีต่อเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ซึง่เป็น
เซลล์ปฐมภมูิในแง่ของการเพิ่มจํานวนและเพิ่มการทํางานของเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนษุย์  

จากการศึกษาครัง้นีพ้บว่าความมีชีวิตของเซลล์สร้างกระดูกเบ้าฟันมนุษย์ท่ีได้รับการฉาย
เลเซอร์พลงังานต่ําเป็นระยะเวลา 30 วินาที สูงกว่าเซลล์สร้างกระดูกเบ้าฟันท่ีได้รับการฉายเลเซอร์
พลงังานต่ําเป็นระยะเวลา 60 วินาที และกลุม่ควบคมุท่ีระยะเวลา 1 และ 3 วนั แตอ่ย่างไรก็ตามพบว่า
ไมมี่ความแตกตา่งอย่างมีนยัยะสําคญัทางสถิต ิและพบการแสดงออกของยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 และ
ออสทีโอแคลซินในระดบัเมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอเพิ่มมากขึน้เม่ือได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําเป็น
ระยะเวลา 60 วินาทีเม่ือเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีฤทธ์ิเหน่ียวนําให้เซลล์เกิดการเปล่ียนสภาพ
เป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง ในขณะท่ีไม่พบความแตกต่างของการเหน่ียวนําให้เกิดการตกตะกอน
แคลเซียมในจานเลีย้งระหว่างกลุ่มควบคมุและกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําท่ีเวลา 30 และ 
60 วินาทีเม่ือกระตุ้นให้มีการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง  

ผลการศึกษาในครัง้นีเ้ป็นไปในแนวทางเดียวกับการศึกษาก่อนหน้าของ Stein และคณะ(12)             

ท่ีพบว่าเลเซอร์พลงังานต่ํานัน้มีผลกระตุ้นการทํางานทางชีวภาพต่อเซลล์สร้างกระดกูมนุษย์ในระยะ 
72 ชั่วโมงแรกหลังการได้รับพลังงาน แต่ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยยะสําคัญทางสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  เช่นเดียวกับการศึกษาของ Coombe และคณะในปี 2001(7) ท่ีไม่พบ 
ความแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคมุและกลุ่มท่ีฉายเลเซอร์พลงังานต่ําท่ีระดบัพลงังานต่างๆกนั ในการ
กระตุ้นให้เกิดการเพิ่มจํานวนและการทํางานของเซลล์สร้างกระดกูมนษุย์ สอดคล้องกบัผลการศึกษา
ของ Bouvet-Gerbettaz และคณะ(27)  ท่ีไม่พบความแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคมุและกลุ่มท่ีได้รับการ
ฉายเลเซอร์พลงังานต่ําในการกระตุ้นให้เกิดการเพิ่มจํานวนและเปลี่ยนแปลงรูปร่างจากเซลล์ต้นกําเนิด
ไปเป็นเซลล์สร้างกระดกูแตอ่ยา่งใด  ในขณะเดียวกนัผลท่ีได้จากการศกึษาในครัง้นีก็้มีความขดัแย้งกบั
บางการศึกษา(8, 11, 28)  ท่ีพบว่าเลเซอร์พลงังานต่ําชนิดเลเซอร์สีแดงมีผลกระตุ้นการทํางานทางชีวภาพ
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ต่อเซลล์สร้างกระดูกกระตุ้นให้เซลล์มีการเพิ่มจํานวนมากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยยะสําคญัทาง
สถิติ ผลท่ีขดัแย้งกนันีอ้าจมีสาเหตมุาจากระดบัพลงังาน, ความยาวคล่ืน, ความถ่ีในการฉายเลเซอร์
ของแต่ละการศกึษา อ่ืนๆ ซึง่ประสิทธิภาพของเลเซอร์นัน้ขึน้อยู่กบั 3 ปัจจยั คือ ความยาวคล่ืน, ความ
หนาแน่นพลงังาน และ ความถ่ีในการฉายเลเซอร์ โดยเลเซอร์ท่ีมีความยาวคล่ืนสงู (830 นาโนเมตร) 
จะให้ผลในการกระตุ้ นการทํางานของไมโทคอนเดรียได้มากกว่าเลเซอร์ท่ีมีความความคลื่นต่ํา        
(685 นาโนเมตร)(29) สว่นความหนาแน่นพลงังานท่ีสงูมากกวา่ 2 วตัต์ จะสง่ผลเสียตอ่เซลล์สร้างกระดกู
ได้เน่ืองจากพลังงานท่ีสูงเกินไปจะทําให้เกิดสารอนุมูลอิสร (free radicals) ไปรบกวนภาวะสมดุล 
(homeostasis) ภายในเซลล์ (11, 30)  และจะไม่พบการเพิ่มจํานวนของเซลล์สร้างกระดกูเม่ือทําการฉาย
เลเซอร์เพียงครัง้เดียว เม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุหรือกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์มากกว่า 1 ครัง้
(31)  ซึง่สามารถนํามาอธิบายผลการทดลอง MTT assay ในการศกึษาครัง้นีท่ี้พบว่ากลุม่ทดลองท่ีได้รับ
การฉายเลเซอร์พลงังานต่ํามีการเพิ่มจํานวนของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคมุเน่ืองจากได้รับการ
ฉายเลเซอร์เพียง 1 ครัง้ก่อนจะทําการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์สร้างกระดูกเบ้าฟันมนุษย์                    
ท่ีระยะเวลา 1,3 และ 7 วนัภายหลงัการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา    

ปริมาณความมีชีวิตของเซลล์ท่ีลดลงท่ีระยะเวลา 7 วนั เม่ือทําการทดสอบด้วย MTT assay 
อาจจะเป็นผลมาจากทําการเพาะเซลล์เร่ิมต้นด้วยความหนาแน่น 2x103 cells/well(8) หลงัจากนัน้รอให้
เซลล์เกิดการยดึเกาะเป็นเวลา 2 วนั ก่อนเร่ิมทําการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา จํานวนเซลล์ท่ีเพิ่มขึน้ตาม
ระยะเวลาจนมากเกินความจขุองถาดเลีย้งเซลล์แบบ 96 หลมุจนทําให้เซลล์บางสว่นไม่มีพืน้ท่ียดึเกาะ
และตายไป รวมถึงระยะเวลาท่ีทําการศึกษาได้แก่ 1,3 และ 7 วัน ซึ่งระยะเวลาโดยรวมนานกว่า
การศกึษาสว่นใหญ่ท่ีทําการศกึษาความมีชีวิตของเซลล์ด้วย MTT assay ท่ีระยะเวลา 1 , 2 และ 3 วนั
เท่านัน้(8, 10-12, 28, 32)  
 การตกตะกอนของแคลเซียมด้วยการย้อมสีอะลิซารินเรดเอส นัน้เร่ิมพบการย้อมติดสีแดง
ของตะกอนของแคลเซียมอย่างชัดเจนท่ีระยะเวลา 14 วนั สอดคล้องกับการศึกษาของ Dortbudak 
และคณะ(33) ท่ีรายงานว่าจะพบการเพิ่มขึน้ของการสร้างเนือ้กระดกูอย่างชดัเจนระหว่างวนัท่ี 12 และ 
16 วนั หลงัฉายเลเซอร์ ซึ่งการศึกษาในครัง้นีก็้ได้ผลการศึกษาท่ีสอดคล้อง คือพบการตกตะกอนของ
แคลเซียมอย่างชัดเจนท่ีระยะเวลา 14 วัน และพบการตกตะกอนเพิ่มมากขึน้ท่ีระยะเวลา 21 วัน            
แตไ่ม่พบความแตกต่างระหว่างกลุม่ควบคมุและกลุม่ท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําเป็นระยะเวลา            
30 วินาที และ 60 วินาทีแต่อย่างใด ซึ่งการวดัปริมาณของแคลเซียมท่ีตกตะกอนอย่างละเอียดเพ่ือ
ศึกษาผลของเลเซอร์พลังงานต่ําต่อการกระตุ้ นให้เกิดการสร้างเนือ้เย่ือแข็งนัน้อาจจําเป็นต้องมี
การศกึษาเพิ่มเตมิในอนาคต 
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 การแสดงออกในระดบัเมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอของยีนออสทีโอแคลซนิและคอลลาเจนชนิดท่ี 1 
จดัวา่เป็นตวัชีว้ดัการทํางานของเซลล์สร้างกระดกูท่ีมีความจําเพาะ การแสดงออกของยีนท่ีเพิ่มขึน้เป็น
ตวับ่งชีว้่าเซลล์สร้างกระดกูมีการทํางานเพิ่มขึน้ โดยในการศึกษาครัง้นีพ้บว่าในกลุ่มท่ีได้รับการฉาย
เลเซอร์พลงังานต่ําเป็นระยะเวลา 60 วินาที จะมีการแสดงออกในระดบัเมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอของยีน
ออสทีโอแคลซินและคอลลาเจนชนิดท่ี 1 เพิ่มสงูขึน้ โดยยีนออสทีโอแคลซินจะพบสงูท่ีสดุท่ีระยะเวลา 
14 วนั และยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 จะพบการแสดงออกสงูสดุท่ีระยะเวลา 21 วนั สําหรับกลุ่มท่ีฉาย
เลเซอร์พลงังานต่ําเป็นระยะเวลา 30 วินาที พบว่ามีการการแสดงออกในระดบัเมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอ
ของยีนออสทีโอแคลซินเพิ่มขึน้ท่ีระยะเวลา 7 วนั สว่นท่ีระยะเวลา 14 และ 21 วนัมีการแสดงออกของ
ยีนออสตีโอแคลซินไม่ต่างจากกลุ่มควบคมุ  การแสดงออกท่ีเพิ่มสงูขึน้สําหรับยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1  
ท่ีระยะเวลา 7 และ 14 วนัไม่แตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ ในขณะท่ีระยะเวลา 21 วนัมีการแสดงออกเพิ่ม
สงูขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ แต่น้อยกว่ากลุ่มท่ีฉายเป็นระยะเวลา 60 วินาที สอดคล้องกับ
การศึกษาของ Oliverira และคณะ (8)  และ  Stein และคณะ (12) ท่ีพบการแสดงออกของในระดับ             
เมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอของยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 เพิ่มสูงขึน้เม่ือได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ํา
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  สําหรับการแสดงออกของในระดับเมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอของ                
ออสทีโอแคลซินสําหรับกลุ่ม ท่ีได้ รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ําเป็นระยะเวลา 30 วินาทีนัน้               
สอดคล้องกับการศึกษาของ Bouvet-Gerbettaz และคณะ(27)   ท่ีพบว่ามีการแสดงออกของในระดับ                     
เมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอของออสทีโอแคลซินไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมท่ีระยะเวลา 14 วัน                 
แต่ผลสําหรับกลุ่มท่ีได้รับการฉายเลเซอร์พลังงานต่ําเป็นระยะเวลา 60 วินาทีนัน้มีความขัดแย้ง            
คือพบการแสดงออกของในระดบัเมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอของออสทีโอแคลซินสงูขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบั
กลุม่ควบคมุท่ีระยะเวลา 14 วนั ซึง่อาจมีสาเหตมุาจากความถ่ีในการฉายเลเซอร์, ความยาวคล่ืน และ
ปริมาณพลงังานของเลเซอร์ท่ีแตกตา่งกนั  
 กลไกของเลเซอร์ในการกระตุ้นการทํางานทางชีวภาพต่อเซลล์นัน้ยงัไม่ทราบแน่ชดั แต่จาก
การศกึษาท่ีผ่านมาพบว่าเลเซอร์สามารถส่งผลให้เกิดการเพิ่มขนาดและจํานวนของไมโทคอนเดรีย(34) 
ทําให้อตัราส่วนระหว่างเอดีพีต่อเอทีพี (ADP:ATP) เปล่ียนแปลง, มีการเพิ่มขึน้ของอตัราส่วนระหว่าง   
ดีเอ็นเอตอ่อาร์เอ็นเอ (DNA:RNA), เกิดการกระตุ้นนิวคลีโอไทด์ (nucleotide activation) ภายในเซลล์, 
เกิดการจดัรูปแบบใหม่ของเส้นใยโครมาติน (chromatin rearrangement)(35, 36) ทําให้ไมโทคอนเดรียมี
การสงัเคราะห์โปรตีนและเอทีพีเพิ่มขึน้ ซึ่งการเปล่ียนแปลงระดบัเซลล์ท่ีเกิดขึน้ส่งผลให้เกิดการเพิ่ม
จํานวนหรือเพิ่มการทํางานของเซลล์ได้(9) แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาของ Yamada และคณะ(37) 
พบว่าไม่ใช่เซลล์ทุกชนิดจะมีการตอบสนองต่อเลเซอร์เหมือนกัน แต่ขึน้อยู่กับระยะของเซลล์ในเวลา
นัน้ๆ โดยเลเซอร์จะมีผลกระตุ้นทํางานทางชีวภาพต่อเซลล์ท่ีอยู่ในระยะเติบโต (growing phase)               
ได้มากกว่า สอดคล้องกบัการศกึษาท่ีพบว่าเลเซอร์พลงังานต่ําสามารถกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
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จาก non-differentiated mesenchymal cells ไปเป็นเซลล์สร้างกระดูกได้อย่างรวดเร็ว ในขณะท่ีจะ 
ไม่มีผลกระตุ้นในเซลล์ท่ีอยู่ในสภาวะปกติ หรืออาจกล่าวได้คือ หากทําการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําไป
ยงับริเวณท่ีมีอาการบาดเจ็บหรืออักเสบ เช่นกระดูกหัก จะมีการหลัง่โกรตแฟ็คเตอร์, การสร้างเนือ้
กระดกูและเส้นเลือดใหม่เพิ่มมากขึน้สง่ผลให้เกิดการหายของเนือ้เย่ือท่ีเร็วขึน้(38) ในขณะท่ีหากทําการ
ฉายเลเซอร์ไปยงับริเวณของเนือ้เย่ือท่ีปกติจะไม่พบการเปล่ียนแปลงนัน่เอง ซึ่งในกรณีท่ีทําการผ่าตดั
ปลายรากฟันนัน้  เนือ้เย่ือกระดกูในบริเวณท่ีมีพยาธิสภาพจะมีการอกัเสบอยู่ก่อนแล้ว แต่เซลล์ท่ีใช้          
ในการศึกษาวิจยัในครัง้นีอ้ยู่ในสภาวะท่ีปกติไม่มีการกระตุ้นด้วยสารอกัเสบใดๆ ดงันัน้ผลการศึกษา 
ในห้องปฏิบตัิการอาจไมส่ามารถจําลองลกัษณะและการตอบสนองของเซลล์สร้างกระดกูในทางคลนิิก
ได้อยา่งแมน่ยําและจําเป็นต้องได้รับการศกึษาเพิ่มเตมิตอ่ไปในอนาคต  

ในการศึกษาครัง้นีใ้ช้เลเซอร์พลังงานต่ําชนิดไดโอดเลเซอร์ (Helbo, Bredent, Germany) 
ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร พลงังานส่งออกจากตวัเคร่ืองโดยเฉล่ีย 100 มิลลิวตัต์ ความหนาแน่น
พลงังาน 8 จลูตอ่ตารางเซนติเมตร พลงังานโดยรวมทัง้หมด 6 จลู เม่ือฉายด้วยความยาวคล่ืนตอ่เน่ือง 
(continuous wave) เป็นระยะเวลา 60 วินาที (39) และเม่ือฉายเป็นระยะเวลา  30 วินาที พลังงาน
โดยรวมทัง้หมดคือ 3 จลู วตัถปุระสงค์หลกัของไดโอดเลเซอร์ชนิดนีคื้อการใช้เป็นโฟโตไดนามิคเทอราปี
ร่วมกบัสารไวตอ่แสง (photosensitizer) เพ่ือกําจดัเชือ้แบคทีเรียหรือเซลล์เป้าหมาย โดยมีหลกัการคือ
ให้สารไวตอ่แสงซึง่เป็นสารเคมีท่ีไมมี่ความเป็นพิษตอ่เนือ้เย่ือถกูดดูซมึเข้าสูเ่นือ้เย่ือเป้าหมายท่ีจําเพาะ
ด้วยความเข้มข้นต่ํา จากนัน้ฉายเลเซอร์พลงังานต่ําในช่วงคล่ืนท่ีสารไวตอ่แสงสามารถดดูซบัพลงังาน
ในช่วงนัน้จากเลเซอร์ได้ทําให้เกิด ปฏิกิริยาการแลกเปล่ียนอิเลก็ตรอนระหวา่งสารไวตอ่แสงกบัโมเลกลุ
ของสารอินทรีย์ในเซลล์จลุชีพทําให้เกิดสารอนมุลูอิสระ จากนัน้สารอนมุลูอิสระท่ีเกิดขึน้จะทําปฏิกิริยา
กบัโมเลกลุออกซิเจนท่ีอยู่ภายในเกิดเป็น reactive oxygen species ซึง่มีผลทําลายเซลล์เป้าหมาย(40) 
แต่เน่ืองจากช่วงระดบัพลงังานและความยาวคล่ืนของเลเซอร์อยู่ในช่วงของเลเซอร์พลงังานต่ํา ทําให้
ผู้วิจยัมีความสนใจท่ีจะนําเคร่ืองเลเซอร์ชนิดนีม้าทําการศกึษาวิจยัเพิ่มเติมถึงประโยชน์ นอกเหนือจาก
การนํามาใช้เพ่ือกําจัดเชือ้จุลชีพในทางทันตกรรมด้วยวิธีโฟโตไดนามิค แนวคิดนีถู้กสนับสนุนด้วย
การศึกษาของ Usumez และคณะ(39) ท่ีนําเลเซอร์พลังงานต่ําชนิดนี  ้(Helbo, Bredent, Germany)            
มาใช้ในการรักษาเย่ือเมือกอกัเสบ (mucositis) ในหนูโดยไม่ได้ใช้สารไวต่อแสงร่วมด้วยเปรียบเทียบ
กบัเลเซอร์ท่ีความยาวคล่ืนต่างๆกนัและกลุ่มควบคมุท่ีไม่ได้รับการฉายเลเซอร์  พบว่าการฉายเลเซอร์
พลงังานต่ําท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร เป็นระยะเวลา 60 วินาทีทุกวนัเป็นเวลา 4 วนัสามารถ
กระตุ้นการหลั่งของโกรตแฟ็คเตอร์ท่ีเก่ียวข้องกับการหายของแผลเพิ่มมากขึน้เม่ือเปรียบเทียบกับ            
กลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้รับการฉายเลเซอร์ เป็นต้น สอดคล้องกับหลายการศึกษา (13, 32)(8) ท่ีพบว่า                
เลเซอร์พลังงานต่ํามีผลเพิ่มการแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซิน, ยีนคอลลาเจนชนิดท่ี 1 และ           
ทรานสฟอร์มมิงโกรตแฟ็คเตอร์เบต้า  1 (TGF-β1) เอือ้ให้เกิดการหายของกระดกู  
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 เลเซอร์พลงังานต่ําเป็นอีกหนึ่งเคร่ืองมือท่ีสามารถนํามาใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์และ
ในทางทนัตกรรมได้เน่ืองจากเป็นขัน้ตอนท่ีง่าย ไม่ซบัซ้อน และไม่ทําให้ได้รับบาดเจ็บ (noninvasive) 
จากขบวนการรักษา ซึง่อาจสามารถนํามาประยกุต์ใช้ประโยชน์ในทางคลินิก เช่นการผ่าตดัปลายราก
ฟัน การฉายเลเซอร์พลงังานต่ําไปยงับริเวณกระดกูท่ีทําการผ่าตดัอาจช่วยกระตุ้นให้เกิดการหายของ
กระดกูรวมไปถึงเนือ้เย่ืออ่อนในบริเวณนัน้ได้ดียิ่งขึน้ ความถ่ีในการฉายเลเซอร์นัน้เป็นอีกปัจจยัหนึง่ท่ีมี
ผลต่อการตอบสนองของเซลล์ แต่อย่างไรก็ตามในแง่ของการผ่าตัดปลายรากฟันการฉายเลเซอร์
โดยตรงไปยงัเซลล์กระดกูนัน้สามารถทําได้เพียงหนึง่ครัง้คือครัง้ท่ีทําการผา่ตดัเท่านัน้ แตห่ากพิจารณา
ในแง่ของเนือ้เย่ืออ่อนในบริเวณท่ีทําหตัถการการฉายเลเซอร์พลงังานต่ําไปยงับริเวณดงักล่าวสามารถ
ทําได้หลายครัง้และสามารถกระตุ้นให้เกิดการหายของเนือ้เย่ืออ่อนได้ดีมากยิ่งขึน้ นอกจากนัน้อาจจะ
ต้องมีการศกึษาเพิ่มเติมถึงการนําเลเซอร์พลงังานต่ําไปใช้ในการรักษาคลองรากฟัน เช่น การนํามาใช้
ร่วมกบัการรักษากรณีมีการละลายของรากฟันเป็นต้น   
 แต่อย่างไรก็ตามในปัจจบุนัผลการศกึษาของเลเซอร์พลงังานต่ําต่อการเพิ่มจํานวนของเซลล์
สร้างกระดกูนัน้ยงัไม่สามารถสรุปได้แน่ชดัเน่ืองจากแหล่งกําเนิดแสงเลเซอร์, ความยาวคล่ืน, ปริมาณ
พลงังานส่งออก, ระยะเวลา,ขัน้ตอนในการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา, ชนิดของอาหารเลีย้งเซลล์ รวมถึง
ชนิดของเซลล์สร้างกระดกูมนษุย์ในแต่ละศึกษานัน้ยงัมีความหลากหลายและแตกต่างกนัไม่สามารถ
นํามาเปรียบเทียบกนัได้อย่างชดัเจน รวมไปถึงยงัมีข้อจํากดัในเร่ืองของเลเซอร์บางย่ีห้อท่ีไม่มีการจดั
จําหน่ายให้ใช้ในประเทศไทย ทําให้ยงัไม่สามารถได้ข้อสรุปหรือกระบวนการท่ีเป็นมาตรฐานสําหรับ
การศึกษาวิจัยหรือนําไปประยุกต์ใช้ในทางคลินิกเพ่ือส่งเสริมให้เกิดการเพิ่มจํานวนของเซลล์สร้าง
กระดกูและการสร้างกระดกูทดแทนในตําแหน่งท่ีมีพยาธิสภาพหรือการวิการของกระดกู สง่เสริมให้เกิด
การหายและเพิ่มอตัราความสําเร็จในการรักษาตอ่ไป 
 
บทสรุป  
 ภายใต้สภาวะของการวิจยัในครัง้นีพ้บว่า เลเซอร์พลงังานต่ําความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร 
พลังงานส่งออกจากตัวเคร่ืองโดยเฉล่ีย 100 มิลลิวัตต์ ความหนาแน่นพลังงาน 8 จูลต่อตาราง
เซนติเมตร มีผลช่วยในการกระตุ้นให้เกิดการเพิ่มจํานวนและการทํางานของเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟัน
มนุษย์จากการแสดงออกของยีนออสทีโอแคลซินและคอลลาเจนชนิดท่ี  1 ท่ีเพิ่มขึน้ นําไปสู่การสร้าง
เนือ้กระดกูและการหายกระดกูตอ่ไป 
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การวิเคราะห์ข้อมลูการทดสอบความมีชีวติของเซลล์สร้างกระดกูเบ้าฟันมนษุย์ 

เม่ือได้รับการฉายเลเซอร์พลงังานต่ํา 
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ตารางสถิตเิชิงพรรณนา 
 

Descriptive Statistics 
Dependent Variable:   OD   

Time Group Mean Std. Deviation N 

1day 

control .31233 .102632 3 
30S .40200 .091935 3 
60S .38767 .106959 3 
Total .36733 .096677 9 

3day 

control .77467 .061720 3 
30S .88033 .043317 3 
60S .67500 .178065 3 
Total .77667 .131361 9 

7day 

control .46300 .074478 3 
30S .56500 .319700 3 
60S .61333 .175420 3 
Total .54711 .197609 9 

Total 

control .51667 .216035 9 
30S .61578 .269230 9 
60S .55867 .188788 9 
Total .56370 .222133 27 
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ตารางการวิเคราะห์หลายกลุม่ด้วยสถิตทิเูวย์อะโนวา 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable:   OD   

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean 
Square 

F Sig. Partial Eta 
Squared 

Corrected 
Model 

.870a 8 .109 4.745 .003 .678 

Intercept 8.580 1 8.580 374.208 .000 .954 
Time .758 2 .379 16.524 .000 .647 
Group .045 2 .022 .971 .398 .097 
Time * 
Group 

.068 4 .017 .741 .576 .141 

Error .413 18 .023    
Total 9.862 27     
Corrected 
Total 

1.283 26     

a. R Squared = .678 (Adjusted R Squared = .535) 
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ตารางการเทียบพหคุณู 
Post Hoc (Dunnett’s correction) : time 
 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   OD   
Dunnett t (2-sided)a   

(I) Time (J) 
Time 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. Error Sig. 95% Confidence Interval 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

1day 7day -.17978* .071379 .039 -.35098 -.00857 
3day 7day .22956* .071379 .009 .05835 .40076 

 
Based on observed means. 
The error term is Mean Square(Error) = .023. 
*. The mean difference is significant at the 
a. Dunnett t-tests treat one group as a control, and compare all other groups against it. 
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ตารางการเทียบพหคุณู 
Post Hoc (Dunnett’s correction) : group 
 

Multiple Comparisons 
Dependent Variable:   OD   
Dunnett t (2-sided)a   

(I) 
Group 

(J) 
Group 

Mean Difference 
(I-J) 

Std. Error Sig. 95% Confidence Interval 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

control 60S -.04200 .071379 .783 -.21321 .12921 
30S 60S .05711 .071379 .645 -.11410 .22832 

 
Based on observed means. 
The error term is Mean Square(Error) = .023. 
a. Dunnett t-tests treat one group as a control, and compare all other groups against it. 
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