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Abstract 

The aim of this study was to examine the effects of three human beta-defensin ( hBD)  peptides, 
including hBD-1, -2 and -3, on in vitro osteoclastogenesis. Human osteoclast progenitor cells were 
isolated from whole blood samples of three healthy volunteers.  The toxicity of chemically-
synthesized hBD-1, -2 and –3 on these osteoclast progenitors was first determined by an MTT 
assay. It was shown that the concentrations of three hBDs up to 12 µM were not toxic to these cells. 
Human osteoclast progenitors were then cultured in the presence or absence of various non-toxic 
concentrations of hBDs for seven days during an in vitro induction of osteoclastogenesis or for 14 
days for a resorption pit assay on dentin slices.  The results showed that hBD-1 significantly 
increased the number of tartrate-resistant acid phosphatase-positive multinucleated cells in a dose-
dependent manner and the formation of resorption pits on dentine slices ( p<0. 05) .  On the other 
hand, hBD-3 significantly inhibited osteoclast formation and the formation of resorption pit 
(p<0.05), whereas hBD-2 had no effect on osteoclastogenesis. In conclusion, these results showed 
differential effects of hBD-1, -2 and -3 on in vitro osteoclastogenesis.  However, it is necessary to 
further determine the role of hBD-1, -2 and -3 in either promotion or inhibition of in vivo osteoclast 
formation and bone resorption in association with periodontal disease in the future. 
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อกัษรย่อและสัญลกัษณ์ 

 AAP  The American Academy of Periodontology 

 CLC-7  chloride channel 7 

 DMSO  dimethyl sulfoxide  

 GCF  gingival crevicular fluid 

           hBD  human beta-defensin 

           HNP  human neutrophil peptide 

 IL-1  interleukin 1  

 INF-γ  interfereron gamma  

M-CSF  macrophage-colony-stimulating factor  

MMP  matrix metalloproteinase 

 MTT  3-(4,5-dimethylthyazol-2-yl)-2,5-diphennyl tetrazolium bromide 

  OPG  osteoprotegerin 

PGE2  prostaglandin E2 

RANK  receptor activator of nuclear factor-kappa B  

           RANKL receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand 

TGF-β  transforming growth factor-beta  

TNF- α  tumor necrosis factor alpha  

TRAcP  tartrate-resistant acid phosphate 
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บทที ่1 

บทน ำ 

1.1 ทีม่ำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

โรคปริทันต์นับเป็นปัญหาทันตสาธารณสุขท่ีส าคัญของประเทศไทยนับจากอดีตจนถึง
ปัจจุบัน  โดยจากผลการส ารวจสภาวะสุขภาพช่องปากระดับประเทศคร้ังท่ี 7 พ.ศ. 2555 พบว่า
ประชากรวยัท างานท่ีมีอายุระหว่าง 35-44 ปีเป็นโรคปริทนัต์อกัเสบท่ีมีการท าลายของกระดูกเบา้ฟัน
ร่วมดว้ยถึงร้อยละ 15.6 และพบความรุนแรงของโรคเพิ่มข้ึนในประชากรท่ีมีอายุมากข้ึน โดยจะพบ
ความรุนแรงเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่าในกลุ่มประชากรท่ีมีอายุระหว่าง 60-74 ปีคือร้อยละ 32.1 (กองทนัต
สาธารณสุข กรมอนามยั กระทรวงสาธารณสุข 2556) จึงนบัวา่โรคปริทนัตเ์ป็นปัญหาสุขภาพท่ีส าคญั
ของประเทศไทย  

โรคปริทนัต์ (periodontal disease) เป็นโรคท่ีมีการอกัเสบและการท าลายของอวยัวะปริทนัต ์
(periodontium) ได้แ ก่  เห งือก  (gingiva) เอ็นยึดป ริทันต์  (periodontal ligament) เค ลือบรากฟัน 
(cementum) และกระดูกเบา้ฟัน (alveolar bone) ซ่ึงมีสาเหตุหลกัมาจากแบคทีเรียในคราบจุลินทรีย ์
ส่งผลให้เกิดการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย (immuno-inflammatory response) 
น าไปสู่การสร้างและหลั่งไซโตไคน์ (cytokines) รวมถึงสารส่ือกลางการอักเสบ (inflammatory 
mediators) หลายชนิด ส่งผลให้อวยัวะปริทันต์ถูกท าลาย ซ่ึงอาการแสดงในผูป่้วยแต่ละคนอาจ
แตกต่างกนัไปโดยสามารถพบไดต้ั้งแต่มีการอกัเสบของเหงือก เกิดการท าลายกระดูกเบา้ฟัน (alveolar 
bone loss) เกิดร่องลึกปริทันต์ (periodontal pocket) และอาจท าให้สูญเสียฟันไปในท่ีสุด ทั้ ง น้ี
เน่ืองจากโรคปริทนัตเ์ป็นโรคท่ีเกิดจากหลายปัจจยั (multifactorial disease) โดยนอกจากเช้ือแบคทีเรีย
ท่ีเป็นเช้ือก่อโรคแลว้ ยงัมีปัจจยัทางพนัธุกรรมและปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้มท่ีส่งผลต่อการตอบสนอง
ทางระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายและส่งผลให้ผูป่้วยแต่ละคนมีความรุนแรงของโรครวมถึงการ
ตอบสนองต่อการรักษาท่ีแตกต่างกนัดว้ย ซ่ึงสรุปเป็นแผนภูมิแสดงกระบวนการเกิดโรคไดด้งัภาพท่ี 
1-1 (Kornman, 2008)  
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ภำพที ่1-1 แผนภูมิแสดงพยาธิก าเนิดของโรคปริทนัตอ์กัเสบ (ดดัแปลงมาจาก Kornman, 2008) 

โ รค ป ริทั น ต์ ส าม ารถ แบ่ ง อ อ ก ต าม ก ารจ าแ น ก ข อ ง  The American Academy of 
Periodontology (AAP) ในปี ค.ศ. 1999 ออกเป็น 8 กลุ่มใหญ่ ไดแ้ก่ (Armitage, 1999) 

1. โรคเหงือก (gingival disease) 

2. โรคปริทนัตอ์กัเสบเร้ือรัง (chronic periodontitis) 

3. โรคปริทนัตอ์กัเสบกา้วร้าว (aggressive periodontitis) 

4. โรคป ริทันต์อัก เสบอัน เป็ น อาการแสดงของโรคทั่วก าย  (periodontitis as a 
manifestation of systemic diseases) 

5. โรคปริทนัตเ์น้ือตาย (necrotizing periodontal disease) 

6. โรคฝีปริทนัต ์(abscesses of the periodontium) 

7. โรคปริทันต์อักเสบท่ีสัมพันธ์กับรอยโรคปลายราก (periodontitis associated with 
endodontic lesions) 

8. ความพิการและสภาวะท่ีเกิดจากการพฒันาหรือเกิดข้ึนภายหลัง (developmental or 
acquired deformities and conditions) 

โดยโรคปริทันต์ท่ีพบได้บ่อยคือ โรคเหงือกอักเสบ (gingivitis) และโรคปริทันต์อักเสบ 
(periodontitis) โดยโรคเหงือกอกัเสบเป็นโรคท่ีมีเพียงการอกัเสบของเหงือกรอบตวัฟัน โดยไม่มีการ
ท าลายอวยัวะปริทนัต ์ในขณะท่ีโรคปริทนัตอ์กัเสบเป็นโรคท่ีมีการท าลายของอวยัวะปริทนัตร่์วมดว้ย 
โรคปริทนัต์อกัเสบท่ีพบมากมีสองแบบ ไดแ้ก่ โรคปริทนัตอ์กัเสบชนิดเร้ือรัง (chronic periodontitis) 
ท่ีมกัพบในผูป่้วยท่ีมีอายุมาก มีการด าเนินของโรคอยา่งชา้ๆ มีระดบัความรุนแรงของโรคสัมพนัธ์กบั
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ปัจจยัเฉพาะท่ี และโรคปริทนัต์อกัเสบชนิดกา้วร้าว (aggressive periodontitis) ท่ีมกัพบในผูป่้วยอายุ
น้อยท่ีมีสุขภาพร่างกายแข็งแรง มีการด าเนินของโรคท่ีรวดเร็ว และมีระดบัความรุนแรงของโรคไม่
สัมพนัธ์กบัปัจจยัเฉพาะท่ี นอกจากนั้นโรคน้ียงัมีลกัษณะเฉพาะคือมกัเกิดการสูญเสียอวยัวะปริทนัต์
ในฟันหน้าและฟันกรามแท้ซ่ีแรกร่วมด้วย (Newman, 2002) โรคปริทันต์อักเสบเป็นโรคท่ีมีการ
อกัเสบและการท าลายของกระดูกเบา้ฟัน โดยมีสาเหตุมาจากแบคทีเรียในคราบจุลินทรียโ์ดยเฉพาะ
กลุ่มแบคทีเรียชนิดท่ียอ้มติดสีแกรมลบ (gram-negative) ท่ีไม่พึ่งออกซิเจน (anaerobe) หรือเจริญได้
โดยไม่พึ่งออกซิเจน (facultative anaerobe) เม่ือแบคทีเรียเหล่าน้ีถูกทิ้งไวน้านโดยไม่มีการก าจดัออก 
จะมีการเพิ่มจ านวนและสร้างปัจจยัความเป็นพิษ (virulence factor) เพิ่มมากข้ึน กระบวนการอกัเสบ
อย่างเร้ือรังน้ีส่งผลให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกนัของร่างกายด้วยการสร้างสารส่ือกลางการ
อกัเสบและไซโตไคน์หลายชนิด ซ่ึงจะส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการท างานของเซลล์สลายกระดูก 
(osteoclasts) โดยตรง หรือส่งผลต่อ pre-osteoclast น าไปสู่การเพิ่มจ านวนของเซลล์สลายกระดูก 
นอกจากน้ี ปัจจยัก่อโรคจากแบคทีเรีย (bacteria component) และ สารส่ือกลางการอกัเสบ ยงัส่งผล
โดยตรงต่อการท าหนา้ท่ีและการสร้างเซลล์สร้างกระดูก โดยท าให้มีการสร้างเซลล์สร้างกระดูกลดลง
และผลสุดทา้ยเกิดเป็นการท าลายกระดูกเบา้ฟันใหเ้ห็นในทางคลินิก 

มีงานวิจยัมากมายท่ีพยายามศึกษาถึงกระบวนการกระตุน้การสร้างและการท างานของเซลล์
สลายกระดูก จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าในการกระตุน้ให้เกิดกระบวนการสร้างและกระตุน้การ
ท างานของเซลล์สลายกระดูก (osteoclastogenesis) ตอ้งอาศยัสารส่ือกลางการอกัเสบ (inflammatory 
mediators) และไซโตไคน์หลายชนิด ซ่ึงส่วนใหญ่มาจากเซลลอ์กัเสบท่ีมีอยูเ่ป็นจ านวนมากในเน้ือเยื่อ
ปริทนัต์บริเวณท่ีเป็นโรค เช่น อินเตอร์ลิวคินวนั (interleukin 1: IL-1) อินเตอร์ลิวคินซิกส์ ( IL-6) ทู
เมอร์เนคโครซิสแฟกเตอร์แอลฟา (tumor necrosis factor-alpha: TNF-α) อินเตอร์เฟียรอนแกมมา 
(interfereron gamma: INF-γ) รีเซบเตอร์แอคทิเวเตอร์ออฟนิวเคลียร์แฟกเตอร์แคปปา บี ( receptor 
activator of nuclear factor-kappa B: RANK) รีเซบเตอร์แอคทิเวเตอร์ออฟนิวเคลียร์แฟกเตอร์แคปปา
บีไลแกนด์ (receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand: RANKL)  และออสติโอโพรทิเจริน 
(osteoprotegerin: OPG) (Cochran, 2008; Schwartz และคณะ, 1997) 

การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัต่อการรุกรานของเช้ือจุลชีพนั้นมีบทบาทส าคญัต่อการเกิด
และการด าเนินโรค ซ่ึงร่างกายจะตอบสนองต่อการติดเช้ือในช่วงแรกดว้ยระบบภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่
ก าเนิด (innate immunity) เป็นด่านแรกของการต่อตา้นเช้ือแบคทีเรียไม่ให้เขา้สู่ร่างกาย ซ่ึงสามารถ
ตอบสนองต่อการรุกรานของเช้ือแบคทีเรียได้อย่างรวดเร็วและไม่จ  าเพาะเจาะจง ประกอบด้วยการ
ไหลเวียนของน ้ าลายและน ้ าเหลืองเหงือก (gingival crevicular fluid; GCF) ร่วมกบัการหลุดลอกของ
เซลลเ์ยือ่บุผวิช่องปากและเซลลเ์ยือ่บุผวิเช่ือมต่อ ท าใหแ้บคทีเรียไม่สามารถเกาะติดและเพิ่มจ านวนได ้
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(Dentino และคณะ, 2013) และยงัมีการท างานของเซลล์ในอวยัวะปริทนัต์ เช่น เซลล์เยื่อบุผิวเหงือก 
เซลล์สร้างเส้นใย รวมถึงการท างานของเซลล์อกัเสบ โดยเซลล์ท่ีมีบทบาทส าคญั คือ นิวโทรฟิลและ
แมกโครแฟจ (macrophage) หากภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่ก าเนิดไม่สามารถก าจดัเช้ือก่อโรคให้หมดไปได้
จะมีการส่งสัญญาณต่อเพื่อไปกระตุ้นการท างานของระบบภูมิคุ้มกันท่ีได้มาภายหลัง (adaptive 
immunity) ซ่ึงมีเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด ที และ บี ลิมโฟไซต์ (T and B lymphocytes) เป็นเซลล์ท่ีมี
บทบาทส าคญั และพบวา่ในเน้ือเยื่อของรอยโรคปริทนัต์อกัเสบชนิดเร้ือรังท่ีมีการลุกลามจะพบเม็ด
เลือดขาวชนิด บี ลิมโฟไซตแ์ละเซลล์พลาสมา (plasma cell) ในสัดส่วนท่ีมากข้ึน (Lindhe และคณะ, 
1980) 

 นอกจากนั้นยงัมีกลไกของร่างกายในการต่อสู้กบัแบคทีเรียท่ีเรียกว่า antimicrobial defense 
systems ซ่ึงระบบน้ีประกอบดว้ยเพปไทด์ (peptide) ซ่ึงเป็นโปรตีนสายสั้นๆในกลุ่มเพปไทด์ตา้นจุล
ชีพ (antimicrobial peptides) (Dale และคณะ, 2005) เพปไทด์ตา้นจุลชีพมีลกัษณะเป็นเพปไทด์สาย
สั้ นๆ ท่ีมีคุณสมบัติท่ีส าคัญคือสามารถตรวจหาและท าลายเช้ือแบคทีเรียได้หลายชนิด (board 
spectrum antimicrobial activity) โดยนอกจากหนา้ท่ีในการป้องกนัการรุกรานและก าจดัเช้ือแบคทีเรีย
ก่อโรคแบบไม่จ  าเพาะแลว้ ยงัมีส่วนช่วยในการรักษาสมดุล (homeostasis) ระหว่างแบคทีเรียประจ า
ถ่ินกบัแบคทีเรียก่อโรค และมีการศึกษาพบวา่แบคทีเรียในช่องปากแต่ละชนิดสามารถกระตุน้ให้เกิด
การแสดงออกของเพปไทด์ตา้นจุลชีพไดใ้นลกัษณะท่ีแตกต่างกนั (Gorr และ Abdolhosseini, 2011) 
เพปไทด์ตา้นจุลชีพท่ีส าคญัประกอบด้วย 2 ครอบครัว ได้แก่ ครอบครัวแคทีลิไซดิน (cathelicidin) 
และครอบครัวดีเฟนซิน (defensin) โดยเพปไทด์ต้านจุลชีพในครอบครัวแคทีลิไซดินท่ีพบการ
แสดงออกในมนุษย ์คือ LL-37 (Zanetti, 2004) ส่วนเพปไทด์ตา้นจุลชีพในครอบครัวดีเฟนซินท่ีมีการ
ตรวจพบการแสดงออกในมนุษย์ ได้แก่ แอลฟา-ดีเฟนซิน (α-defensins) และบีตา-ดีเฟนซิน (β-
defensins)  

 ครอบครัวบีตา-ดีเฟนซินท่ีพบภายในช่องปากไดบ้่อย ไดแ้ก่ human β-defensin-1, -2 และ -3 
(hBD-1, -2 และ -3) (Abiko และคณะ, 2007) ซ่ึงจะมีการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัไปในแต่ละบุคคล 
โดยจะพบการแสดงออกของ  hBD-1 และ hBD-2 ในชั้นเหนือเบซัล (suprabasal) ของเยื่อบุผิวเหงือก
ปกติ (Dale และคณะ, 2001) และยงัตรวจพบในน ้ าเหลืองเหงือกดว้ย (Diamond และคณะ, 2001) ส่วน 
hBD3 จะพบการแสดงออกในเซลล์เยื่อบุผิวชั้นเบซลัของเหงือกปกติและบริเวณท่ีเกิดการอกัเสบ (Lu 
และคณะ, 2005) 

 ในส่วนของความสัมพนัธ์กบัโรคปริทนัต์นั้น พบว่า ไม่มีความแตกต่างกนัของระดับการ
แสดงออกของ  hBD-1 และ -2 ในผูป่้วยโรคเหงือกอกัเสบ แต่จะพบการแสดงออกของระดบั hBD-1 
มากกวา่ hBD-2 ในผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบชนิดเร้ือรัง และ hBD-2 มากกวา่ hBD-1 ในผูป่้วยโรคปริ
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ทนัตอ์กัเสบชนิดกา้วร้าว (Vardar-Sengul และคณะ, 2007) นอกจากน้ียงัพบการแสดงออกของ hBD-1 
และ -2 ในเน้ือเยื่อท่ีเกิดการอักเสบรอบรากฟันเทียม (peri-implantitis) อีกด้วย (Kuula และคณะ, 
2008)  ส าหรับการศึกษาระดับของ hBD-3 นั้ นกลับพบว่า ระดับของ hBD-3 ในเน้ือเยื่อปกติจะมี
ระดบัสูงกวา่เม่ือเทียบกบัเน้ือเยือ่ท่ีเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบ (Bissell และคณะ, 2004)  

 จากการศึกษาท่ีผา่นมา ท าให้ทราบว่าบีตา-ดีเฟนซินในช่องปาก (hBD-1, -2 และ -3) มีความ
เก่ียวขอ้งกบัพยาธิก าเนิดของโรคปริทนัต ์ แต่ในปัจจุบนัยงัไม่มีการศึกษาเก่ียวกบัผลของบีตา-ดีเฟนซิ
นต่อเซลล์สลายกระดูก ทั้งในแง่ของการกระตุน้การสร้างเซลล์สลายกระดูกและการท างานของเซลล์
สลายกระดูก จึงน าไปสู่แนวคิดในการศึกษาผลของ hBD-1, -2 และ -3 ต่อการสร้างและการท าหน้าท่ี
ของเซลล์สลายกระดูก โดยมีสมมติฐานวา่ hBD-1, -2 และ -3 จะสามารถควบคุมการสร้างและการท า
หนา้ท่ีของเซลลส์ลายกระดูกในหลอดทดลองได ้

 

1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 

1.2.1  เพื่อศึกษาความเป็นพิษของบีตา-ดีเฟนซิน-1, -2 และ -3 ต่อเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์
สลายกระดูก 

1.2.2  เพื่อศึกษาผลของบีตา-ดีแฟนซิน-1, -2 และ -3 ต่อการสร้างเซลลส์ลายกระดูก 

1.2.3   เพื่อศึกษาผลของบีตา-ดีเฟนซิน-1, -2 และ -3 ต่อการท าหนา้ท่ีของเซลลส์ลายกระดูก 

 

1.3 สมมติฐำนกำรวจัิย 

บีตา-ดีเฟนซิน-1, -2 และ -3 มีผลต่อกระบวนการสร้างและการท างานท่ีแตกต่างกนัของเซลล์
สลายกระดูกได ้

  

1.4 ขอบเขตกำรวจัิย 

การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาในหอ้งปฏิบติัการถึงผลของฮิวแมนบีตา-ดีเฟนซิน-1, -2 และ -3 ต่อ
การสร้างเซลล์สลายกระดูก โดยเก็บเลือดจากอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพแข็งแรง แลว้ป่ันแยกเซลล์เม็ด



 

6 
 

เลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียร์เซลล์ดว้ยวิธี Ficoll–Hypaque density gradient centrifugation แลว้น ามา
ทดสอบความเป็นพิษของฮิวแมนบีตา-ดีเฟนซิน-1, -2 และ -3 ต่อเซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์สลายกระดูก
ดว้ย MTT assay  จากนั้นกระตุน้โมโนนิวเคลียร์เซลลใ์หก้ลายเป็นเซลลส์ลายกระดูกดว้ย M-CSF และ 
RANKL ร่วมกับฮิวแมนบีตา-ดีเฟนซิน-1, -2 และ -3 ความเข้มข้นระดับท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์เพื่อ
ทดสอบผลของฮิวแมนบีตา-ดีเฟนซินทั้ง 3 ชนิดต่อการสร้างเซลล์สลายกระดูกดว้ยวิธียอ้มสี TRAcP 
และการท างานของเซลลส์ลายกระดูกดว้ยวธีิเล้ียงเซลลบ์นแผน่เน้ือฟัน (dentine slices) 
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บทที ่2 

สรุปสาระส าคญัจากเอกสารที่เกีย่วข้อง 

 โรคปริทนัต์เป็นโรคท่ีมีการอกัเสบของอวยัวะปริทนัต ์ส่งผลให้มีการท าลายอวยัวะปริทนัต ์
อนัประกอบดว้ย เหงือก เอ็นยึดปริทนัต ์เคลือบรากฟัน และกระดูกเบา้ฟัน จนอาจน าไปสู่การสูญเสีย
ฟันได้หากไม่ได้รับการรักษาท่ีเหมาะสม การศึกษาในระยะแรกนั้นเช่ือว่า การเกิดโรคปริทนัต์มี
สาเหตุจากเช้ือแบคทีเรียเพียงอยา่งเดียว แต่การศึกษาและการพฒันาความรู้ท่ีมีอยา่งต่อเน่ืองมาจนถึง
ปัจจุบนัท าให้ทราบว่า พยาธิก าเนิดของโรคปริทนัต์มีผลจากหลายปัจจยัเก่ียวเน่ืองเช่ือมโยงกนั โดย
เร่ิมตน้จากการมีเช้ือแบคทีเรียหลายชนิดในคราบจุลินทรียบ์นผิวฟัน มีการสะสมและแบ่งตวัเพิ่ม
จ านวนลุกลามลงสู่ร่องเหงือก รวมทั้งมีการปรับสภาวะแวดลอ้มภายในร่องเหงือกใหเ้หมาะสมกบัการ
เจริญของกลุ่มเช้ือแบคทีเรียก่อโรค (Socransky และคณะ, 1992) ซ่ึงส่วนใหญ่มกัเป็นเช้ือแบคทีเรีย
กลุ่มแกรมลบ (gram-negative) ชนิดไม่อาศัยออกซิเจนหรืออาศัยออกซิเจนเล็กน้อยในการเจริญ 
(anaerobic, microaerophilic) แบคทีเรียท่ีพบในร่องเหงือกและมีความเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคปริทนัต์
ท่ี ส าคัญ ได้ แ ก่  แ อก ก รี เก ติ แบ ค เต อ ร์  แ อ ค ทิ โน มั ย ซี เต็ ม โค มิ แท น ส์  (Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans) พอร์ไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส (Porphyromonas gingivalis) แทนเนอเรลลา 
ฟอร์ซยัเธีย (Tannerella forsythia) ทรีโพนีมา เดนติโคลา (Treponema denticola) ฟิวโซแบคทีเรียม  นิ
วคลีเอตมั (Fusobacterium nucleatum) ยูแบคทีเรียม โนดาตมั (Eubacterium nodatum) พรีโวเทลลา 
อิน เตอ ร์มี เดี ย  (Prevotella intermedia) และ  พ รีโว เทลลา นิ เกรส เซน  (Prevotella nigrescens) 
(Socransky และคณะ, 1998; Teles และคณะ, 2006) เม่ือแบคทีเรียถูกทิ้งไวน้านๆ โดยไม่มีการก าจดั
ออก จะมีการเพิ่มจ านวนและมีการสร้างปัจจยัความเป็นพิษเพิ่มมากข้ึน น าไปสู่การกระตุน้ระบบ
ภูมิคุ้มกันของร่างกาย ท าให้มีการสร้างสารส่ือกลางการอกัเสบ (proinflammatory mediators) โดย
แบคทีเรียดงักล่าวสามารถท าให้เกิดการท าลายเน้ือเยื่อปริทนัตไ์ดท้ั้งทางตรงและทางออ้ม การท าลาย
เน้ือเยือ่ปริทนัตท์างตรงเกิดจากการหลัง่สารพิษภายใน (endotoxin) หรือเอนไซม ์เพื่อยอ่ยเน้ือเยื่อ   ปริ
ทนัต์และสารต่างๆท่ีอยู่ระหว่างเซลล์ ส่วนการท าลายทางอ้อมเกิดจากการท่ีสารหรือโครงสร้าง
บางอย่างของแบคทีเรีย เช่น ไลโปโพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide; LPS) ไปกระตุ้นระบบ
ภูมิคุ้มกันของร่างกาย ท าให้ เกิดการตอบสนองโดยการหลั่งสารในกลุ่มสารส่ือการอักเสบ 
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(proinflammatory cytokines) ไดแ้ก่ IL-1, TNF-α, พรอสตาแกลนดิน (prostaglandin E2; PGE2) และ
เอนไซม์ไฮโดรไลติก (hydrolytic enzymes) ท าให้เกิดการท าลายอวยัวะปริทนัต์ตามมา นอกจากน้ี 
ความรุนแรงของโรคปริทนัตย์งัข้ึนอยูก่บัปัจจยัทางพนัธุกรรมและปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้มอีกดว้ย ท าให้
อาการแสดงทางคลินิกและการลุกลามของโรค รวมถึงการตอบสนองต่อการรักษาในผูป่้วยแต่ละคนมี
ความแตกต่างกนั จนในท่ีสุดเกิดเป็นลกัษณะทางคลินิกคือมีร่องลึกปริทนัตแ์ละฟันโยก เน่ืองจากเกิด
การท าลายการยดึเกาะของอวยัวะปริทนัตแ์ละกระดูกเบา้ฟัน  

 จะเห็นไดว้า่ลกัษณะทางคลินิกท่ีส าคญัของโรคปริทนัตอ์กัเสบ คือมีการท าลายของอวยัวะ ปริ
ทนัตโ์ดยเฉพาะกระดูกเบา้ฟัน ซ่ึงเซลล์หลกัท่ีท าหนา้ท่ีน้ีคือเซลลส์ลายกระดูก ซ่ึงเป็นเซลลท่ี์พฒันามา
จากเซลล์ตน้ก าเนิดของเม็ดเลือดโดยเฉพาะในสายท่ีจะแปรสภาพไปเป็นโมโนไซตแ์ละแมคโครฟาจ 
(monocyte-macrophage progenitor cell lineage) ท่ีอยู่ในไขกระดูก   โดยลักษณะเฉพาะของเซลล์
สลายกระดูก ไดแ้ก่  

 1.  เป็นเซลลท่ี์มีหลายนิวเคลียส (multinucleated cells)   

 2.  มีกอลไจแอปพาราตสั (golgi apparatus) และไมโทคอนเดรีย (mitochondria) จ  านวนมาก 
ท าให้ เหมาะส าห รับการสร้างพลังงาน ท่ี เก็บไว้ใน รูปอะดีโนซีน ไตรฟอสเฟต (Adenosine 
triphosphate; ATP)  

 3.  พบแวคิวโอล (vacuole) และไลโซโซม (lysosome) เป็นจ านวนมาก   

 นอกจากนั้นเซลล์สลายกระดูกยงัมีลกัษณะพิเศษท่ีส าคญัส าหรับการท าหน้าท่ีของเซลล์น้ี 
ได้แก่ ruffled border ตรงบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ส่วนปลาย (apical membrane) และมีบริเวณท่ีเรียกว่า 
sealing zone หรือ clear zone ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีพบแถบแอกทินท่ีหนาจ านวนมากซ่ึงท าให้เซลล์สลาย
กระดูกยึดเกาะกับผิวกระดูกได้ และยงัช่วยแยกบริเวณท่ีมีการละลายของกระดูกหรือท่ีเรียกว่า 
Howship’s lacuna ออกจากส่ิงแวดล้อมภายนอก ท าให้ร่างกายสามารถจ ากัดบริเวณท่ีมีการท าลาย
กระดูกให้เกิดข้ึนเฉพาะต าแหน่งเท่านั้น โดยในบริเวณท่ีมีการละลายของกระดูกท่ีพบความเป็นกรด
ในระดับสูง จะพบป๊ัมโปรตอน (proton pump) ท่ีช่ือ vacuolar type H+-ATPase อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์
บริเวณ ruffled border ท าหนา้ท่ีสูบโปรตอนเขา้ไปในบริเวณท่ีมีการละลายของกระดูกโดยใชพ้ลงังาน
จาก ATP  ท าให้บริเวณดงักล่าวเกิดการละลายแร่ธาตุออกจากกระดูก นอกจากนั้นยงัพบการหลั่ง
เอนไซม์คาเทปซินเค (cathepsin K) และ แมทริกซ์ เมทลัโลโปรติเนส-9 (matrix metalloproteinase; 
MMP-9) จากไลโซโซมเข้าไปใน Howship’s lacuna เพื่อท าหน้าท่ีย่อยสลายเมทริกซ์สารอินทรีย ์
(organic matrix) ในกระดูก ดงันั้นความสามารถในการสลายกระดูกจะข้ึนอยู่กบัความสามารถของ
เซลลส์ลายกระดูกในการสร้าง  ruffled border ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีการปล่อยกรดเพื่อไปละลายแร่ธาตุใน
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กระดูก อย่างไรก็ตามตอ้งมีการคงสภาวะประจุรวมเป็นศูนยภ์ายใน Howship’s lacuna ดงันั้นเซลล์
สลายกระดูกจึงมีการปล่อยคลอไรด์ไอออน (chloride ion; Cl-) ผ่านทางช่องคลอไรด์ (chloride 
channel 7;CLC-7) เพื่อขนส่งประจุลบเขา้ไปสะเทินประจุบวกของโปรตอน (ภาพท่ี 2-1 ) (สุทธิชัย 
และคณะ, 2557) 

 

 
ภาพที ่2-1  ภาพจ าลองแสดงรูปร่างและโครงสร้างของเซลลส์ลายกระดูก 

(แหล่งท่ีมา Krisanaprakornkit, 2014) 

  

 การแปรสภาพของเซลล์สลายกระดูก จะถูกควบคุมจากเซลลส์ร้างกระดูก (osteoblast) โดยใช้
ปัจจยัส าคญัท่ีสร้างมาจากเซลล์สร้างกระดูกในการควบคุม ซ่ึงได้แก่  แมโครฟาจโคโลนีสตีมูเลติง
แฟ ก เตอ ร์  (macrophage colony-stimulating factor; M-CSF) แล ะ  RANKL โดย  M-CSF จะ เป็ น
ตวักระตุน้ให้เกิดการเจริญและป้องกนัการตายแบบอะพอพโตซิส (apoptosis) ในช่วงแรกของการ
สร้าง จากนั้น RANKL จะเป็นส่ือกลางแรกท่ีเขา้มาท าใหเ้กิดการสร้างเซลลส์ลายกระดูก นอกจากน้ียงั
มีปัจจยัอ่ืนๆท่ีเขา้มาท าให้เกิดการเปล่ียนรูปร่างของเซลล์ เช่น IL-1, prostaglandins เป็นตน้ (ภาพท่ี 2-
2 ) (Roodman, 2006) 
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ภาพที ่2-2  ภาพจ าลองแสดงการสร้างเซลลส์ลายกระดูก (แหล่งท่ีมาจาก Roodman, 2006) 

 ในทางกลบักนั เซลล์สลายกระดูกก็สามารถควบคุมการท าหน้าท่ีของเซลล์สร้างกระดูกได้
เช่นกนั โดยเม่ือเซลล์สลายกระดูกท าให้ปัจจยัต่างๆ ท่ีเก็บอยูใ่นกระดูก เช่น ทรานสฟอร์มมิง โกรท 
แฟกเตอร์ เบตา (transforming growth factor-β; TGF-β) โบน  มอร์โฟ เจเน ติก  โปรตีน  (bone 
morphogenetic protein; BMP) หลุดออกมาจากกระดูก ปัจจยัเหล่าน้ีจะไปกระตุน้การท างานของเซลล์
สร้างกระดูก นอกจากนั้น ยงัพบวา่เซลล์สลายกระดูกสามารถสร้างปัจจยัท่ีไปกระตุน้การท างานของ
เซลล์สร้างกระดูกไดโ้ดยตรง จึงอาจกล่าวไดว้่า ในสภาวะปกติร่างกายจะมีการควบคุมการสร้างและ
การสลายของกระดูกไปพร้อมๆกนั ไม่ให้กระบวนการใดกระบวนการหน่ึงเกิดข้ึนมากเกินไป ถา้เกิด
การเสียสมดุลของการควบคุมน้ี เช่น ท าใหก้ระบวนการสร้างกระดูกมีมากจนเกินไปจะท าใหเ้กิดภาวะ
ออสทีโอเพโทรซิส (osteopetrosis) ในทางตรงกนัขา้มถา้เกิดการสลายกระดูกมากเกินไปจะท าให้เกิด
ภาวะกระดูกพรุน (osteoporosis) ได ้

 จากการศึกษาจะพบว่าเซลล์สร้างกระดูกมีความจ าเป็นต่อการกระตุน้การสร้างเซลล์สลาย
กระดูก โดยพบวา่ เม่ือเพาะเล้ียงเซลลส์ร้างกระดูกร่วมกบัเซลลต์น้ก าเนิดของเซลลส์ลายกระดูก และมี
การกระตุน้ดว้ยปัจจยัต่างๆ เช่น วิตามินดี (vitamin D) ฮอร์โมนพาราไทรอยด์ (parathyroid hormone) 
ฯลฯ จะท าให้เกิดการสร้างเซลล์สลายกระดูก นอกจากน้ียงัพบว่าถ้าเพาะเล้ียงในลกัษณะท่ีเซลล์ทั้ง
สองชนิดมีการสัมผสักนั (cell-to-cell contact) จะท าให้เกิดการสร้างเซลล์สลายกระดูกและเกิดการ
ย่อยสลายแผ่นเน้ือฟันจนเกิดเป็นหลุม (Jimi และคณะ, 1996) ซ่ึงการศึกษาน้ีแสดงให้ เห็นถึง
ความสัมพนัธ์ระหวา่งเซลลส์ร้างกระดูกต่อการสร้างเซลลส์ลายกระดูก 

 จากขา้งตน้ เซลล์สร้างกระดูกสามารถสร้าง M-CSF ซ่ึงจะมีผลต่อการพฒันาและแปรสภาพ
ของเซลล์ตน้ก าเนิดของเซลล์สลายกระดูก จากการศึกษาในหนูทดลองท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุของยีนท่ี
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สร้าง M-CSF จนท าให้โปรตีนท่ีถูกสร้างข้ึนมีขนาดสั้นลงจนไม่สามารถท างานได ้จะท าให้เกิดภาวะ
ออสทีโอเพโทรซิสข้ึนในหนูทดลองดงักล่าว (Yoshida และคณะ, 1990)   และเม่ือมีการให้ M-CSF ท่ี
ปกติเขา้ไปจะช่วยแกไ้ขการสลายกระดูกท่ีบกพร่องได ้นอกจากน้ีเม่ือน าเซลลส์ร้างกระดูกของหนูท่ีมี
การกลายพนัธ์ุของยีน M-CSF จะไม่กระตุน้ให้เกิดการสร้างเซลล์สลายกระดูกเม่ือน าไปเพาะเล้ียง
ร่วมกับเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์สลายกระดูกท่ีปกติ  แต่เม่ือเติม M-CSF ท่ีปกติเพิ่มเข้าไปจึงจะ
สามารถกระตุน้การสร้างเซลล์สลายกระดูกได ้(Suda และคณะ, 1999) แสดงให้เห็นวา่ M-CSF ท่ีถูก
สร้างมาจากเซลล์สร้างกระดูก โดยส่วนใหญ่เป็นปัจจยัหลกัท่ีส าคญัในกระบวนการสร้างเซลล์สลาย
กระดูก 

 ปัจจยัท่ีส าคญัอีกปัจจยัหน่ึงในการกระตุน้การแปรสภาพไปเป็นเซลล์สลายกระดูก ได้แก่ 
RANKL ซ่ึงเป็นไซโตไคน์ (cytokine) ชนิดหน่ึงท่ีถูกสร้างออกมาจากเซลล์สร้างกระดูกในสภาวะ
ปกติ มีทั้งท่ีพบอยูบ่นเยื่อหุ้มเซลล์ และท่ีถูกตดัและหลุดออกมาปะปนอยูใ่นสารละลายภายนอกเซลล ์
ซ่ึงทั้งสองชนิดมีหนา้ท่ีหลกัในการกระตุน้การสร้างเซลล์สลายกระดูก (Boyle และคณะ, 2003) โดยมี
การศึกษาในหนูทดลอง พบว่าหนูท่ีไม่สร้าง RANKL จะเกิดภาวะออสทีโอเพโทรซิสได ้โดยไม่พบ
เซลล์สลายกระดูกอยู่ในกระดูกเลย (Dougall และคณะ, 1999)  นอกจากน้ี RANKL ยงัแสดงออก
เพิ่มข้ึนเม่ือสร้างเซลล์สร้างกระดูกถูกกระตุน้ดว้ยปัจจยัท่ีกระตุน้การละลายของกระดูก เช่น วิตามินดี 
ฮอร์โมนพาราไทรอยด ์เป็นตน้ 

 นอกจากท่ีเซลล์สร้างกระดูกจะสร้างปัจจยัท่ีกระตุน้การสร้างเซลล์สลายกระดูกแลว้  เซลล์
สร้างกระดูกยงัสร้างปัจจยัท่ียงัย ั้งการสร้างเซลล์สลายกระดูกไดอี้ก ซ่ึงไดแ้ก่ OPG  โดยมีการศึกษาใน
หนูทดลอง พบวา่เม่ือเพิ่มระดบัการแสดงออกของ OPG ในหนูทดลอง จะท าให้หนูทดลองเกิดภาวะ
ออสทีโอเพโทรซิส (Sionet และคณะ, 1997) ในทางกลบักนั หนูท่ีไม่สร้าง OPG จะเกิดภาวะกระดูก
พรุนอยา่งรุนแรงอนัเน่ืองมาจากการสร้างและการท างานของเซลล์สลายกระดูกท่ีเพิ่มมากข้ึน (Bucay 
และคณะ, 1998) ส าหรับการศึกษาการวจิยัในมนุษย ์จะพบการกลายพนัธ์ุของยนี OPG ในผูป่้วยท่ีเป็น
โรค Paget’s disease ท าให้ไม่เกิดการสร้าง OPG แต่กลบัพบระดบัของ RANKL ในซีรัมของผูป่้วยราย
นั้นเพิ่มสูงข้ึน (Whyte และคณะ, 2002) แสดงให้เห็นถึงความส าคญัของสมดุลระหว่างระดับของ 
RANKL และ OPG ซ่ึงท างานตรงกนัขา้มกนัในการควบคุมการสร้างเซลลส์ลายกระดูก 

 จากการศึกษาทางคลินิกพบวา่ระดบัของ RANKL และ OPG มีความสัมพนัธ์กบัค่าทางคลินิก
ของโรคปริทนัต์ อนัไดแ้ก่ ร่องลึกปริทนัต์  นอกจากนั้นยงัพบว่าค่า RANKL ต่อ OPG ในผูป่้วยโรค
ปริทันต์อักเสบมีค่ามากกว่ากลุ่มควบคุมท่ีไม่เป็นโรค (Crotti และคณะ, 2003)  ในปี ค.ศ. 2007 
Bostanci และคณะ ท าการวดัระดบัของ RANKL และ OPG ในน ้าเหลืองเหงือกของผูป่้วยโรคปริทนัต์
อกัเสบ พบความสัมพนัธ์ของอตัราส่วนระหว่าง RANKL ต่อ OPG กับความรุนแรงของโรค โดย
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พบวา่ในผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบเร้ือรังและโรคปริทนัตอ์กัเสบกา้วร้าวจะมีสัดส่วนระหวา่ง RANKL 
ต่อ OPG ท่ีสูงกว่า ในผูป่้วยโรคเหงือกอกัเสบและกลุ่มควบคุมท่ีไม่เป็นโรคดงัภาพท่ี 2-3 (Bostanci 
และคณะ, 2007) 

 
ภาพที ่2-3 แผนภูมิแสดงอตัราส่วนระหวา่ง RANKL ต่อ OPG ใน น ้าเหลืองเหงือก ของกลุ่มควบคุมท่ี
ไม่เป็นโรค กลุ่มผูป่้วยโรคเหงือกอกัเสบ ผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบเร้ือรัง ผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบ

กา้วร้าว และผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบเร้ือรังท่ีไดรั้บยากดภูมิคุม้กนั 
(แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Bostanci และคณะ, 2007) 

  

 จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าในการสลายกระดูก โดยเฉพาะกระดูกเบา้ฟันในโรคปริทนัต์
อกัเสบนั้น จ  าเป็นตอ้งอาศยัสารส่ือกลางการอกัเสบและไซโตไคน์หลายชนิดในการกระตุน้ให้เกิด
กระบวนการสร้างเซลล์สลายกระดูก (osteoclastogenesis) คือการเปล่ียนจากโพรจีนิเตอร์เซลล ์
(progenitor cells)  เป็นเซลล์สลายกระดูกท่ีสามารถท างานได ้(active osteoclasts) นอกจากน้ี ยงัมีสาร
ท่ีมีบทบาทส าคญัในกระบวนการกระตุน้และยบัย ั้งการสร้างเซลล์สลายกระดูกอีกหลายชนิด ไดแ้ก่ 
IL-1 , IL-6 , TNF-α, RANK, INF-γ, RANKL แ ล ะ  OPG  (Cochran, 2008; Schwartz, 1997)  ส าร
เหล่าน้ีสร้างข้ึนจากเซลลอ์กัเสบในกระบวนการอกัเสบท่ีเกิดข้ึนในเน้ือเยือ่ปริทนัตท่ี์มีการอกัเสบ ผา่น
ทางการตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย ซ่ึงประกอบดว้ยภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่ก าเนิด (innate 
immune response) และภูมิคุ้มกันท่ีได้มาภายหลัง (adaptive immune response) ระบบภูมิคุ้มกันทั้ ง
สองแบบมีการท างานเก่ียวเน่ืองเช่ือมโยงกัน โดยภูมิคุ้มกันท่ีมีมาแต่ก าเนิดมีความส าคัญใน
กระบวนการเกิดพยาธิสภาพของโรคปริทนัต์ โดยเป็นระบบแรกท่ีตอบสนองต่อการรุกรานของเช้ือ
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แบคทีเรียก่อโรคปริทนัตโ์ดยมีการตอบสนองอยา่งรวดเร็วและไม่จ  าเพาะเจาะจง มีเป้าหมายเพื่อก าจดั
ส่ิงรุกรานแบบไม่จ  าเพาะต่อแอนติเจน (non-antigen specific) รวมทั้งกระตุ้นการท างานของระบบ
ภูมิคุม้กนัท่ีไดม้าภายหลงัน าไปสู่การตอบสนองท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน 

 ภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่ก าเนิดแบ่งออกไดเ้ป็น การป้องกนัทางกายภาพ เช่น ผวิหนงั ความเป็นกรด
ในกระเพาะอาหาร หรือการพดัโบกของซีเลีย (cilia) ในระบบทางเดินหายใจ และการป้องกนัทางเคมี 
ซ่ึงตอบสนองโดยการหลัง่ไซโตไคน์และเพปไทด์ตา้นจุลชีพ (antimicrobial peptides) (Diamond และ
คณะ, 2009) ภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่ก าเนิดมีองคป์ระกอบท่ีเป็นเซลลแ์ละสารน ้า องคป์ระกอบท่ีเป็นเซลล์
ประกอบด้วย เซลล์เม็ดเลือดขาว (leukocytes) ได้แก่   นิวโทรฟิล (Neutrophils) แมกโครแฟจ 
(macrophages) และส่วนท่ีเป็นสารน ้ า ไดแ้ก่ ไซโตไคน์  เคโมไคน์ (chemokines) พรอสตาแกลนดิน 
คอมพลีเมนต ์(complement) และเพปไทดต์า้นจุลชีพ โดยเซลลห์ลกัในระบบภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่ก าเนิด 
คือ นิวโทรฟิล ซ่ึงเป็นเซลล์แรกท่ีเขา้ถึงบริเวณท่ีมีการติดเช้ือ และมีความสามารถในการท าหน้าท่ี
ต่างๆ ได้แก่ การเคล่ือนผ่านเยื่อบุหลอดเลือด (transendothelial migration) เคล่ือนผ่านเยื่อบุผิว 
(transepithelial migration) เคโมแท็กซิส (chemotaxis) เพิ่มความสามารถในการแพร่ผ่านหลอดเลือด 
และส่งเสริมให้มีการเคล่ือนท่ีของเซลล์ในกระบวนการอกัเสบให้เขา้มาในบริเวณท่ีมีการรุกรานของ
เช้ือแบคทีเรีย ท าให้เกิดการอกัเสบ นอกจากน้ีนิวโทรฟิลยงัสามารถท างานร่วมกบัระบบภูมิคุม้กนัใน
ส่วนของสารน ้ า และเช่ือมโยงกบัระบบภูมิคุม้กนัท่ีได้มาในภายหลงั โดยพบตวัรับส าหรับคอมพลี
เมนต ์1, 3, 4, 5 และแอนติบอด้ีชนิดอิมมูโนโกลบูลินจี (IgG antibody)ในแง่ของการเกิดโรคปริทนัต ์
พบว่า นิวโทรฟิลมีบทบาทส าคญัในการคงสภาพสภาวะปริทนัต์ (Page และ Kornman, 1997) โดย
สามารถพบเซลล์ดังกล่าวได้เป็นจ านวนมากท่ีบริเวณเยื่อบุผิวเช่ือมต่อ (junctional epithelium) 
โดยเฉพาะบริเวณท่ีติดกบัไบโอฟิล์ม และยงัสามารถพบเซลล์น้ีไดแ้มใ้นเหงือกท่ีมีสุขภาพดีในทาง
คลินิก โดยพบการสะสมของเซลล์น้ีท่ีบริเวณเยื่อบุผิวเช่ือมต่อโดยเฉพาะบริเวณท่ีติดกับคราบ
จุลินทรีย์ (Page และ Kornman, 1997) การมีนิวโทรฟิลสะสมอยู่ดังกล่าว ส่งผลให้มีการสร้าง
องค์ประกอบเคโมแทคติค (chemotactic factors) ในร่องเหงือกและเน้ือเยื่อบริเวณดงักล่าว บทบาท
อ่ืนๆ ของนิวโทรฟิลในแง่ของการท าลายเช้ือจุลชีพ ไดแ้ก่ อ็อพโซไนเซชัน่ (opsonization) ฟาโกไซ
โตซิส (phagocytosis) และการฆ่าเช้ือภายในฟาโกไซโตโซมด้วยเอ็นไซม์ไฮโดรไลติก (hydrolytic 
enzymes) รวมไปถึงการสร้างและหลัง่เอนไซมค์อลลาจีเนส (collagenases) และโปรตีเนส  

 ในส่วนของเยื่อบุผิวเหงือก นอกจากจะท าหน้าท่ีหลกัแบบเชิงกลในการป้องกนัการรุกราน
ของจุลชีพแลว้ เยื่อบุผิวเหงือกยงัสามารถ ผลิตเพปไทดต์า้นจุลชีพท่ีมีฤทธ์ิต่อตา้นเช้ือจุลชีพได ้(Dale, 
2002) เพปไทด์ตา้นจุลชีพเป็นโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัท่ีมีมาตั้งแต่ดั้งเดิม โดยจะมีล าดบั
เบสและรูปร่างแตกต่างกันในแต่ละชนิดและประเภทของส่ิงมีชีวิตดงัภาพท่ี 2-4 แต่อย่างไรก็ตาม 
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สามารถพบลกัษณะโครงสร้างพื้นฐานท่ีเหมือนกนัคือ ประกอบดว้ยกรดอะมิโนมีประจุรวมสุทธิของ
เพปไทด์เป็นบวกเน่ืองจากมีส่วนประกอบท่ีเป็นกรดอะมิโนไลซีนและอาร์จินิน ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็น
เบสในสัดส่วนท่ีมากกวา่กรดอะมิโนท่ีมีคุณสมบติัเป็นกรด มีส่วนประกอบท่ีเป็นกรดอะมิโนชนิดไม่
ชอบน ้ า (hydrophobic amino acids) อยูด่า้นหน่ึงของโมเลกุล และส่วนท่ีชอบน ้า (hydrophilic domain) 
อยูอี่กดา้นหน่ึง เรียกลกัษณะดงักล่าววา่ แอมฟิพาธิค (amphipathic) คุณสมบติัน้ีท าใหเ้พปไทด์ตา้นจุล
ชีพสามารถเคล่ือนผา่นตวักลางท่ีมีสถานะเป็นของเหลว เพื่อเขา้ไปสอดแทรกและท าปฏิกิริยากบัเยื่อ
หุม้เซลลข์องจุลชีพไดด้งัภาพท่ี 2-5 (Weinberg และคณะ, 1998) 

 
ภาพที ่2-4 ภาพจ าลองแสดงลกัษณะโครงสร้างทุติยภูมิของเพปไทดต์า้นจุลชีพแบบต่าง ๆ 

(แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Jenssen และคณะ, 2006) 

 
ภาพที ่2-5 ภาพจ าลองแสดงลกัษณะของเพปไทดต์า้นจุลชีพท่ีเป็นแอมฟิพาธิค 

ท าใหเ้คล่ือนตวัผา่นเขา้ไปสอดแทรกในชั้นเยื่อหุม้เซลลข์องจุลชีพได ้
(แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Diamond และคณะ, 2009) 
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  เพปไทด์ตา้นจุลชีพท่ีพบในมนุษยน์ั้นมีหลายชนิด เช่น แกรนูไลซิน (granulysin) ฮีสตาติน 
(histatin) แลคโตเฟอริซิน (lactoferricin) แคทีลิไซดินและดีเฟนซิน เพปไทด์ตา้นจุลชีพมีคุณสมบติั
ตา้นทานต่อทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ เช้ือรา และไวรัส (Zaiou และคณะ, 2003) โดยมี
การศึกษาท่ีพบว่าแบคทีเรียในช่องปากแต่ละชนิดสามารถกระตุน้ให้เกิดการแสดงออกของเพปไทด์
ตา้นจุลชีพไดใ้นลกัษณะท่ีแตกต่างกนั (Gorr และ Abdolhosseini, 2011) ซ่ึงเพปไทด์ตา้นจุลชีพท่ีถูก
สร้างข้ึนแต่ละชนิดจะมีรูปร่างลกัษณะการท างานแตกต่างกนั โดยความแตกต่างดงักล่าวมีความส าคญั
ในการต่อตา้นการรุกรานของเช้ือแบคทีเรียและยงัเป็นการรักษาสมดุลระหวา่งเช้ือประจ าถ่ินกบัเช้ือก่อ
โรคอีกดว้ย (Weinberg และคณะ, 1998) 

 ซ่ึงเพปไทด์ตา้นจุลชีพท่ีพบในช่องปากของ มนุษยท่ี์ถูกสร้างมาจากเยือ่บุผวิช่องปาก เมด็เลือด
ขาว และต่อมน ้ าลายมีจ านวนไม่น้อยกว่า 45 ชนิด (Gorr และ Abdolhosseini, 2011) โดยพบว่ามี
ครอบครัวหลกัๆของครอบครัวเพปไทด์ตา้นจุลชีพอยู่ 2 ครอบครัวท่ีสร้างมาจากเซลล์เยื่อบุผิวช่อง
ปากและมีผูศึ้กษาวิจยัเป็นจ านวนมาก ไดแ้ก่ ดีเฟนซิน (defensin) และแคทีลิไซดิน (cathelicidin) ใน
ครอบครัวของดีเฟนซินยงัแบ่งเพปไทดอ์อกไดอี้ก 2 กลุ่มคือ แอลฟา-ดีเฟนซิน (α-defensin) และบีตา-
ดีเฟนซิน (β-defensin) ในขณะท่ีครอบครัวของแคทีลิไซดินพบวา่มีเพปไทดต์า้นจุลชีพเพียงชนิดเดียว
ท่ีพบในมนุษยซ่ึ์งไดแ้ก่ LL-37 

 ดีเฟนซินเป็นเพปไทด์ตา้นจุลชีพท่ีประกอบด้วยกรดอะมิโนอาร์จินีนและไลซีนหลายๆตวั
ภายในโมเลกุล  นอกจากนั้นยงัประกอบดว้ยกรดอะมิโนซิสเทอีนจ านวน 6 ตวัภายในโมเลกุล ท าให้
เกิดพนัธะไดซัลไฟด์ (disulfide bond) 3 พนัธะข้ึนภายในโมเลกุลได้ เพื่อท าให้โครงสร้างมีความ
เสถียร และยงัมีลกัษณะโครงสร้างแบบแอมฟิพาติก ท าให้ดีเฟนซินสามารถสอดแทรกผ่านเยื่อหุ้ม
เซลล์ ท าให้มีฤทธ์ิในการท าลายจุลชีพไดก้ารคน้พบดีเฟนซินคร้ังแรกในเซลล์ของมนุษยถู์กน าเสนอ
ในปี ค.ศ. 1985 โดยสกดัไดจ้ากเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล (Selsted และคณะ, 1985) และต่อมาก็ได้
มีการศึกษาและวิจยัเก่ียวกบัดีเฟนซินเพิ่มเติม ท าให้ทราบว่าดีเฟนซินจะพบไดใ้นเน้ือเยื่อทัว่ร่างกาย
โดยเฉพาะในเซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์เยื่อบุผิวต่างๆ ส่วนการสร้างและการแสดงออกจะแตกต่าง
กนัไปข้ึนอยู่กบัชนิดของดีเฟนซิน ชนิดของเซลล์ และชนิดของส่ิงกระตุน้ (Menendez และ Finlay, 
2007) ในการท่ีพบดีเฟนซินในเน้ือเยื่อต่างๆ ของร่างกาย เช่น ไต ปอด และทางเดินอาหาร หรือ
แมก้ระทัง่ภายในช่องปาก เช่น เหงือก ล้ิน ต่อมน ้ าลายและเยื่อบุผิวช่องปาก เป็นตน้ ท าให้ทราบว่า
ดีเฟนซินมีบทบาทส าคญัในการป้องกนัและต่อตา้นการลุกล ้ าของแบคทีเรียเขา้สู่เซลล์ของร่างกาย 
(Diamond และคณะ, 2001) ซ่ึงนบัวา่เป็นกลไกท่ีส าคญัอยา่งหน่ึงของระบบภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่ก าเนิด 

 ครอบครัวดีเฟนซินสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น  2  ครอบครัว ไดแ้ก่ ครอบครัวแอลฟา-ดีเฟนซิน 
ซ่ึงมีสมาชิกทั้ งหมด 6 ตัว โดยท่ีสมาชิก 4 ตัวแรก ซ่ึงได้แก่ human neutrophil peptide (HNP) 1-4 
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(HNP 1-4) จะถูกสร้างและเก็บอยูภ่ายในนิวโทรฟิล (Ganz, 2003) โดยเช่ือกนัวา่ HNP 1-3มีบทบาทใน
การป้องกันการเกิดฟันผุ (Tao และคณะ, 2005) ส่วน HNP-4 ยงัไม่มีรายงานการศึกษาท่ีชัดเจน 
ในขณะท่ีสมาชิกอีก 2 ตวั ซ่ึงได้แก่ human defensin-5 และ -6 (HD-5,HD-6) จะถูกสร้างและเก็บอยู่
ภายในเซลลพ์าเนท (paneth cell) ซ่ึงเป็นเซลลพ์ิเศษท่ีอยูแ่ละมีบทบาทภายในล าไส้เล็ก (Ganz, 2003) 

  

   
ภาพที่ 2-6 ภาพจ าลองแสดงลกัษณะโครงสร้างของ hBD-1 (A), hBD-2 (B) และ hBD-3 (C) 

(แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Schibli และคณะ, 2002) 

  

 ครอบครัวดีเฟนซินอีกครอบครัวหน่ึง ไดแ้ก่ ครอบครัวบีตา-ดีเฟนซิน ซ่ึงพบวา่มีสมาชิกอยู ่6 
ตวั ไดแ้ก่ human β-defensin-1 ถึง -4 (hBD-1 ถึง -4) ซ่ึงพบการแสดงออกในเซลล์เยื่อบุผิวท่ีปกคลุม
เน้ือเยื่อและอวยัวะต่างๆ โดยเฉพาะผิวหนังและเยื่อเมือกบุทางเดินอาหารและล าไส้ ทางเดินหายใจ 
และทางเดินปัสสาวะ (Ganz, 2003) ในขณะท่ีพบ hBD-5 และ -6 จะแสดงออกเฉพาะท่ีบางอวยัวะ เช่น 
เอพิดิไดมิส (epididymis) (Yamaguchi และคณะ, 2002) อยา่งไรก็ตาม ส าหรับเน้ือเยื่อภายในช่องปาก 
จะพบการแสดงออกเฉพาะ hBD-1, -2 และ -3 เท่านั้น ดงัภาพท่ี 2-6 (Abiko และคณะ, 2007) โดยพบ
การแสดงออกของ  hBD-1 และ hBD-2 ในชั้นเหนือเบซลั (suprabasal) ของเยื่อบุผิวเหงือกปกติ (Dale 
และคณะ, 2001) และยงัตรวจพบในน ้ าเหลืองเหงือกดว้ย (Diamond และคณะ, 2001)  ซ่ึง hBD-1 จะ
พบการแสดงออกในเซลล์เยื่อบุเหงือกในระดบัคงท่ีซ่ึงไม่สัมพนัธ์กบัการอกัเสบของเน้ือเยื่อ แต่จะ
แตกต่างกนัไปในแต่ละบุคคล (Krisanaprakornkit และคณะ, 1998) นอกจากน้ียงัตรวจพบปริมาณต ่าๆ 
ในน ้ าลาย (Mathews และคณะ, 1999) และในน ้ าเหลืองเหงือกในปริมาณท่ีแตกต่างกนัในแต่ละบุคคล 
(Diamond และคณะ, 2001) ส่วน hBD-2 นั้นจะพบว่าการควบคุมการแสดงออกจะเก่ียวขอ้งกบัการ
กระตุน้จากทั้งกระบวนการอกัเสบโดยจุลินทรียแ์ละจากกระบวนการแปรสภาพของเซลล์เยื่อบุผิว ซ่ึง
จะพบสูงสุดในบริเวณเหงือกรอบตวัฟัน ซ่ึงอยูติ่ดกบับริเวณท่ีมีการสะสมคราบจุลินทรียแ์ละบริเวณท่ี
เซลล์เยื่อบุผิวเหงือกได้แปรสภาพไปแล้ว (Dale และคณะ, 2001) ส าหรับ hBD-3 นั้นถูกคน้พบเป็น
คร้ังแรกในเซลลคี์ราติโนไซต ์(keratinocyte cells) (Harder และคณะ, 2001) โดยในช่องปากจะพบการ
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แสดงออกในเซลล์เยื่อบุผิวชั้ นเบซัลของเหงือกปกติ และเหงือกท่ีอักเสบ (Lu และคณะ, 2005)  
การศึกษาส่วนใหญ่มกัจะแสดงให้เห็นถึงประโยชน์ของดีเฟนซิน เช่น การใชบี้ตา-ดีเฟนซินเฉพาะท่ี
ในการรักษาการติดเช้ือไวรัสบางชนิดหรือการติดเช้ือแบคทีเรีย   รวมไปถึงการติดเช้ือรา (Diamond 
และคณะ, 2001; Menendez และ Finlay, 2007; Mathews และคณะ, 1999)    แต่มี เพียงส่วนน้อย
เท่านั้นท่ีกล่าวถึงผลกระทบท่ีไม่พึงประสงค์ของบีตา-ดีเฟนซิน เช่น เม่ือเกิดการอกัเสบร่างกายจะ
สร้างบีตา-ดีเฟนซินมากข้ึน ท าให้มีผลกระตุ้นให้เกิดภาวะภูมิต้านทานต่อตัวเอง (autoimmune 
disease) (Abiko และคณะ, 2007) 

 ในแง่ของโรคปริทนัต์นั้น มีการศึกษาท่ีดูการแสดงออกของ hBD-1 และ -2 ในผูป่้วยโรค
เหงือกอกัเสบ โรคปริทนัต์อกัเสบเร้ือรัง และโรคปริทนัต์อกัเสบกา้วร้าว พบวา่ ระดบัการแสดงออก
ของ hBD-1 และ -2 ในผูป่้วยโรคเหงือกอกัเสบจะไม่แตกต่างกนั  ส่วนโรคปริทนัตอ์กัเสบชนิดเร้ือรัง
จะมีระดับการแสดงออกของ hBD-1 มากกว่า hBD-2 และในโรคปริทนัต์อกัเสบชนิดก้าวร้าวจะมี
ระดบัการแสดงออกของ hBD-2 มากกว่า hBD-1 (Vardar-Sengul และคณะ, 2007) ซ่ึงสอดคล้องกบั
อีกการศึกษาท่ีดูการแสดงออกของ hBD-1,-2 และ -3 ในเน้ือเยื่อเหงือกปกติเปรียบเทียบกบัเน้ือเยื่อ
เหงือกของของผูป่้วยโรคเหงือกอกัเสบและโรคปริทนัต์อกัเสบ พบว่า ระดบัการแสดงออกของบีตา-
ดีเฟนซินทั้ง 3 ชนิดจะไม่แตกต่างกันในเน้ือเยื่อปกติ แต่ทั้งในเน้ือเยื่อเหงือกของผูป่้วยโรคเหงือก
อกัเสบและโรคปริทนัต์อกัเสบจะพบวา่ hBD-2 มีระดบัท่ีสูงข้ึน ดงัภาพท่ี 2-7 (Dommisch และคณะ, 
2005) นอกจากน้ียงัมีการศึกษาท่ีพบว่า ในเน้ือเยื่อและน ้ าเหลืองเหงือกจากบริเวณท่ีเกิดการอกัเสบ
รอบรากฟันเทียม (peri-implantitis) จะมีการแสดงออกของ hBD-1 และ -2 ท่ีสูงข้ึนดว้ย (Kuula และ
คณะ, 2008; Ertugrul และคณะ, 2014) จากภาพท่ี 2-8 

 

ภาพที่  2-7 แผนภูมิแสดงการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน hBD-1, -2 และ -3 ใน
เน้ือเยื่อเหงือกปกติ (A) เน้ือเยื่อเหงือกของผูป่้วยโรคเหงือกอกัเสบ (B) และ เน้ือเยื่อเหงือกของ

ผูป่้วยโรคปริทนัต์อกัเสบ (C) (แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Dommisch และคณะ, 2005) 
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ภาพที ่ 2-8 แผนภูมิแสดงการเปรียบเทียบการแสดงออกของระดบั hBD-1 (A) และ hBD-2 (B) ใน

น ้าเหลืองเหงือกของคนปกติและผูป่้วยท่ีมีการอกัเสบรอบรากฟันเทียม 
(แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Ertugrul และคณะ, 2014) 

  

 ส าหรับการศึกษาระดับของ hBD-3 นั้นกลับพบว่า ระดับของ hBD-3 ในเน้ือเยื่อปกติจะมี
ระดบัสูงกว่าเม่ือเทียบกบัเน้ือเยื่อท่ีเป็นโรคปริทนัต์อกัเสบ (Bissell และคณะ, 2004) นอกจากนั้นยงั
พบว่า ระดบัของ hBD-3 ในน ้ าเหลืองเหงือกของผูป่้วยโรคปริทนัต์อกัเสบจะมีระดบัต ่ากวา่ของกลุ่ม
ควบคุมท่ีไม่เป็นโรค (Brancatisano และคณะ, 2011) และเม่ือศึกษาความสัมพนัธ์ของบีตา-ดีเฟนซิน
กบัเช้ือแบคทีเรียใตเ้หงือกและเช้ือก่อโรคปริทนัตใ์นผูป่้วยโรคปริทนัตอ์กัเสบเร้ือรังเปรียบเทียบกบั
คนปกติ ท่ีพบว่า การแสดงออกของยีน hBD-1, -2 และ -3 ในเน้ือเยื่อเหงือกของผูป่้วยโรคปริทนัต์
อกัเสบเร้ือรังจะนอ้ยลง ในขณะท่ีมีเช้ือแบคทีเรียใตเ้หงือกและเช้ือก่อโรคปริทนัตเ์พิ่มข้ึน (Wang และ
คณะ, 2015) 

 ทั้งน้ีจากการศึกษาท่ีผา่นมาในมนุษยเ์ก่ียวกบับทบาทของเพปไทด์ตา้นจุลชีพต่อการสร้างและ
การท าหนา้ท่ีของเซลล์สลายกระดูกนั้นเคยมีการศึกษาท่ีท าในเพปไทด์ตา้นจุลชีพครอบครัวแคทีลิไซ
ดิน (LL-37) เท่านั้น (Supanchart และคณะ, 2012) ซ่ึงพบว่า LL-37 มีคุณสมบติัในการยงัย ั้งการสร้าง
เซลล์สลายกระดูก (ภาพ 2-9A) และการท างานของเซลล์สลายกระดูก (ภาพ 2-9C)  นอกจากน้ีเม่ือ
ความเขม้ขน้ของ LL-37 เพิ่มข้ึน ก็จะมีผลท าให้การสร้างและการท างานของเซลล์สลายกระดูกลดลง
เช่นกนั (ภาพ 2-9B และ 2-9D) ดงัภาพท่ี 2-9 

 



 

19 
 

 

ภาพที ่2-9 ผลการศึกษาการยบัย ั้งการสร้างเซลลส์ลายกระดูกดว้ย LL-37 โดยวธีิยอ้มสี TRAcP (A 
และ B) และการท างานของเซลล์สลายกระดูกดว้ยวธีิเล้ียงเซลลบ์นแผน่เน้ือฟัน (C และ D)   

(แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Supanchart และคณะ, 2012)  

  

 อยา่งไรก็ตามยงัไม่เคยมีการศึกษาเก่ียวกบับทบาทของ hBDs ต่อพยาธิก าเนิดของโรคปริทนัต ์
รวมถึงยงัไม่มีการศึกษาเก่ียวกบับทบาทของ hBDs ต่อเซลล์สลายกระดูก ซ่ึงเป็นเซลล์ท่ีมีบทบาท
ส าคญัในการเกิดโรคปริทนัต์ จึงน าไปสู่แนวคิดในการศึกษาผลของ hBD-1, -2 และ -3 ต่อการสร้าง
และการท าหน้าท่ีของเซลล์สลายกระดูก โดยมีค าถามงานวิจยัว่า hBDs แต่ละชนิดมีบทบาทในการ
ควบคุมทั้งการสร้างและการท าหนา้ท่ีของเซลลส์ลายกระดูกในหอ้งทดลองอยา่งไร 
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บทที ่3 

วธีิการวจิยั 

การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาในห้องปฏิบติัการ โดยท าการแยกเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโน
นิวเคลียร์เซลล์จากเลือดครบส่วน (whole blood) ท่ีได้จากอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพร่างกายแข็งแรงดี
จ านวน 3 ราย ซ่ึงผ่านการยินยอมให้ความร่วมมือในการท าวิจยัและไดรั้บอนุมติัจากคณะกรรมการ
พิทกัษ์สิทธ์ิและสวสัดิภาพของผูถู้กวิจยัของคณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่เรียบร้อย
แลว้ น าไปทดสอบความเป็นพิษของ hBD-1, -2 และ -3 ท่ีมีต่อเซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์สลายกระดูกดว้ย
วิธี MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide ) ตามวิธีการของ Supanchart และคณะ (2012) โดย
ใช ้hBD-1, -2 และ -3 ท่ีไดม้าจากการสังเคราะห์ (Peptide Institute, Inc., Osaka, Japan)  

เลือกระดบัความเขม้ขน้ท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลลเ์พื่อศึกษาผลของ hBD-1, -2 และ -3 ต่อการสร้าง
เซลล์สลายกระดูก โดยกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียร์เซลล์ให้กลายเป็นเซลล์ต้น
ก าเนิดเซลล์สลายกระดูกร่วมกบั hBD-1, -2 หรือ -3 โดยใช้ M-CSF และ RANKL เป็นตวัควบคุมเชิง
บวก ส่วนตวัควบคุมเชิงลบคือ เซลล์ท่ีใส่เฉพาะ M-CSF แลว้นบัจ านวนเซลลส์ลายกระดูกท่ียอ้มติดสี 
TRAcP ซ่ึงสังเกตได้จากมีนิวเคลียสตั้งแต่ 3 นิวเคลียสข้ึนไปเพื่อดูผลของ hBDs ต่อการกระตุน้การ
สร้างเซลลส์ลายกระดูก  

ส่วนการทดสอบผลของ hBD-1, -2 และ -3 ต่อการท างานของเซลล์สลายกระดูก ท าการ
กระตุน้โมโนนิวเคลียร์เซลล์ให้กลายเป็นเซลล์สลายกระดูกดว้ย M-CSF และ RANKL ร่วมกบัการใช ้
hBD-1, -2 และ -3 บนแผ่นเน้ือฟันเพื่อค านวณบริเวณท่ีเกิดเป็นหลุม และติดสี ซ่ึงเป็นผลจากการ
ท างานของเซลลส์ลายกระดูก โดยสรุปเป็นแผนผงังานวจิยัไดด้งัภาพท่ี 3-1 



 

21 
 

 

ภาพที ่3-1 แสดงแผนผงังานวจิยั (แหล่งท่ีมา จดัท าข้ึนเอง) 

3.1   การแยกเซลล์เม็ดเลอืดขาวชนิดโมโนนิวเคลยีร์เซลล์ออกจากเลอืดครบส่วน 

3.1.1 เก็บเลือดจากหลอดเลือดด าโดยใชส้ารกนัเลือดแข็งชนิด heparin จากอาสาสมคัรท่ีมีอาย ุ
18-25 ปี จ  านวน 3 คน (ท าการทดสอบแบบ triplication) โดยจะตอ้งผา่นการยินยอมให้ความร่วมมือ
ในการท าวิจัยและได้รับอนุมัติจากคณะกรรมการพิทักษ์สิทธ์ิฯ ของคณะทันตแพทยศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ โดยมีหลกัเกณฑใ์นการคดัเลือกอาสาสมคัร ดงัน้ี  

1) มีสุขภาพแขง็แรง ไม่มีโรคประจ าตวั  

2) ไม่มีประวติัเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบชนิดเร้ือรังและกา้วร้าว  

หลกัเกณฑใ์นการไม่คดัเลือกอาสาสมคัร ดงัน้ี 

1) ผูป่้วยท่ีเป็นโรคเก่ียวกบัการอกัเสบและการท าลายของกระดูก เช่น โรคขอ้เส่ือม 
โรคขอ้อกัเสบ โรคขอ้รูห์มาตอยด ์และโรคกระดูกพรุน   

2) ผูป่้วยท่ีได้รับยากดภูมิคุม้กนั ยาตา้นการแข็งตวัของเลือด ยาในกลุ่มบิสฟอสโฟ
เนต รวมทั้งผูท่ี้ไดรั้บยาปฏิชีวนะและยาตา้นการอกัเสบมาก่อนการเก็บตวัอยา่งเลือดเป็นเวลา 3 เดือน 
และผูท่ี้จ  าเป็นตอ้งไดรั้บการป้องกนัการติดเช้ือในกระแสเลือดก่อนการเก็บตวัอยา่ง 
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3) ผูป่้วยท่ีเป็นโรคทางระบบและมีภาวะท่ีเป็นปัจจยัเส่ียงของโรคปริทนัต์อกัเสบ 
ไดแ้ก่ โรคเบาหวานท่ีไม่ไดรั้บการควบคุมและการสูบบุหร่ี  

4) ผูป่้วยท่ีเป็นสตรีมีครรภแ์ละผูใ้หน้มบุตร  

3.1.2 จากนั้ นท าการแยกเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียร์เซลล์โดยใช้วิธี Ficoll–
Hypaque density gradient centrifugation ซ่ึงมีขั้นตอน คือ น าเลือดครบส่วนมาเจือจางดว้ยสารละลาย
ปลอดเช้ือ phosphate buffered saline (PBS) ท่ีอัตราส่วน 1:1 แล้วน าไปใส่ในหลอดทดลองท่ีมี
สารละลาย Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden) ปริมาณ 3 ml อยู่ก่อน
แลว้ จากนั้นน าไปป่ันดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความแรง 300 g เป็นเวลา 30 นาที จะท าใหเ้กิดการแยกชั้น
ของเซลล์ จากนั้นท าการเก็บเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียร์เซลล์ท่ีจะอยูใ่นชั้น buffy coat ท า
การป่ันลา้งเซลลด์ว้ย PBS สองรอบ ดงัภาพท่ี 3-2 

 
ภาพที ่3-2   ภาพจ าลองแสดงขั้นตอนการแยกเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียร์เซลล์ 

 (แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Supanchart และคณะ, 2012) 

3.1.3 นับจ านวนเซลล์ท่ีไดแ้ละปรับความเขม้ขน้ให้เป็น 3x106 cells/ml ในอาหารเล้ียงเซลล์
ช นิ ด  α-MEM (Lonza Walkersville, Inc., Walkersville, MD, USA) ท่ี มี  10% fetal calf serum 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1% penicillin/streptomycin (Invitrogen) และ 2 mM L-glutamine 
(Lonza Walkersville, Inc.) เพื่อใชท้  าการทดลองต่อไป ดงัภาพท่ี 3-3 
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ภาพที ่3-3  ภาพจ าลองแสดงการนบัจ านวนเซลลแ์ละปรับความเขม้ขน้ในอาหารเล้ียงเซลล ์

(แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Supanchart และคณะ, 2012) 

3.2   ทดสอบความเป็นพษิของ hBD-1, -2 และ -3 ต่อเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์สลายกระดูก 

3.2.1 ทดสอบโดยเล้ียงเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียร์เซลล์ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.1.3 
ใน 96-well culture plate (Nunc A/S, Roskide, Denmark) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5% CO2, 
humidified เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

3.2.2 จากนั้ นเปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลล์ท่ี มี  hBD-1, -2 หรือ -3 (Peptide Institute, Inc., 
Osaka, Japan) ท่ีระดับความเข้มข้นต่างๆ กัน 5, 10, 20, 30, 40, 50 µg/ml (1, 2, 5, 7, 10 และ 12 ไม
โครโมลาร์) และกลุ่มควบคุมซ่ึงไม่ใส่ hBDs เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3.2.3 เ ติ ม ส า ร  MTT [3-(4,5-dimethylthyazol-2-yl)-2,5-diphennyltetrazolium bromide] 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ท่ีมีความเขม้ขน้ 5 mg/ml เป็นเวลา 4 ชัว่โมง เพื่อทดสอบความ
ชีวติของเซลล ์โดยเซลลท่ี์มีชีวติเท่านั้นจะมีเอนไซมท่ี์สามารถเปล่ียนสารท่ีเติมลงไปใหก้ลายเป็นผลึก
สีม่วงท่ีไม่ละลายน ้าได ้ดงัภาพท่ี 3-4 

3.2.4 ดูด supernatant ทิ้ง จากนั้ นละลายผลึกด้วย dimethyl sulfoxide (DMSO) (Amresco, 
Solon, Ohio) ปริมาณ 200 µl  

3.2.5 น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD 540 nm โดยความมีชีวติของเซลลค์  านวณไดจ้าก  

 % survival =  O.D.กลุ่มทดสอบ     X100 

   O.D.กลุ่มควบคุม 
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ภาพที ่3-4 การทดสอบความเป็นพิษดว้ยวธีิ MTT 

(แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Supanchart และคณะ, 2012) 
 

3.3   ทดสอบผลของ hBD-1, -2 และ -3 ต่อการกระตุ้นการสร้างเซลล์สลายกระดูก 

3.3.1 กระตุ้นโมโนนิวเคลียร์เซลล์ให้กลายเป็นเซลล์สลายกระดูกด้วย  M-CSF (R&D 
systems, Inc., Minneapolis, MN, USA) และ RANKL (R&D system, Inc.) ร่วมกับการใส่  hBDs ท่ี
ความเขม้ขน้ 0.2, 1 หรือ 5 µM ใน 96-well culture plate ท่ีมีอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 3.1.3 
ตามวธีิการของ Supanchart และคณะ (2012) 

3.3.2 แบ่งการทดลองเป็น 5 กลุ่ม ดงัน้ี 

1) กลุ่มท่ี 1 ใส่ M-CSF 15 ng/mL เพียงอยา่งเดียว เพื่อใชเ้ป็น negative control  

2) กลุ่มท่ี 2 ใส่ M-CSF 15 ng/mL และ RANKL 30 ng/mL เพื่อเป็น positive control 

3) กลุ่มท่ี 3 ใส่ M-CSF 15 ng/mL, RANKL 30 ng/mL และ hBD-1  0.2, 1, 5 µM 

4) กลุ่มท่ี 4 ใส่ M-CSF 15 ng/mL, RANKL 30 ng/mL และ hBD-2  0.2, 1, 5 µM 

5) กลุ่มท่ี 5 ใส่ M-CSF 15 ng/mL, RANKL 30 ng/mL และ hBD-3  0.2, 1, 5 µM 

โดยเล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 7 วนั และเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุ์ก 2-3 วนั 

3.3.3 จากนั้นท าการตรึงสภาพเซลล์ด้วยสารละลาย 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) 
ในสารละลาย PBS ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยสารละลาย PBS อีก 
5 นาที จ  านวน 2 รอบ 

3.3.4 ย ้อมเซลล์ด้วย 1.5 mM Fast Red Violet LB salt (Sigma-Aldrich) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
แลว้ลา้งออก ซ่ึงสีท่ีเกิดข้ึนเป็นผลมาจากปฏิกิริยาการตดัสารตั้งตน้ Napthol AS-MX phosphate ดว้ย
เอนไซม์ TRAcP ของเซลล์ จากนั้นนบัจ านวนเซลล์สลายกระดูกซ่ึงเป็นเซลล์ท่ีติดสีและมีนิวเคลียส
ตั้ งแ ต่  3 นิวเคลียส ข้ึนไป ดังภาพ ท่ี  3-5 โดยส่องนับ เซลล์จากกล้อง Inverted phase contrast 
microscope ซ่ึงจะนบัจากการสุ่มถ่ายภาพ 3 ต าแหน่งจากเลนส์ 10x แลว้น ามาค านวณหาค่าเฉล่ีย   



 

25 
 

 
ภาพที ่3-5 เซลลส์ลายกระดูกท่ียอ้มติดสี TRAcP ซ่ึงสังเกตไดจ้ากมีนิวเคลียสตั้งแต่ 3 นิวเคลียสข้ึนไป 

(แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Supanchart และคณะ, 2012) 

3.4   ทดสอบผลของ hBD-1, -2 และ -3 ต่อการท างานของเซลล์สลายกระดูก 

3.4.1 กระตุน้โมโนนิวเคลียร์เซลล์ให้กลายเป็นเซลล์สลายกระดูกดว้ย M-CSF และ RANKL 
ร่วมกบัการใส่ hBDs ท่ีความเขม้ขน้ 5 µM ใน 96-well culture plate บนแผน่เน้ือฟัน ท่ีไดม้าจากงาชา้ง
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 mm ซ่ึงมีอาหารเล้ียงเซลล์ ท่ี เตรียมไว้ในข้อ 3.1.3 ตามวิธีการของ 
Supanchart และคณะ (2012) 

3.4.2 แบ่งการทดลองเป็น 5 กลุ่ม ดงัน้ี 

1) กลุ่มท่ี 1 ใส่ M-CSF 15 ng/mL เพียงอยา่งเดียว เพื่อใชเ้ป็น negative control  

2) กลุ่มท่ี 2 ใส่ M-CSF 15 ng/mL และ RANKL 30 ng/mL เพื่อเป็น positive control 

3) กลุ่มท่ี 3 ใส่ M-CSF 15 ng/mL, RANKL 30 ng/mL และ hBD-1 5 µM 

4) กลุ่มท่ี 4 ใส่ M-CSF 15 ng/mL, RANKL 30 ng/mL และ hBD-2 5 µM 

5) กลุ่มท่ี 5 ใส่ M-CSF 15 ng/mL, RANKL 30 ng/mL และ hBD-3 5 µM 

โดยเล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 14 วนั และเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุ์ก 2-3 วนั 

3.4.3 เก็บแผ่นเน้ือฟันมาเช็ดล้างด้วยน ้ าพร้อมกับถูออกด้วยน้ิวมือเพื่อน าเซลล์ท่ีเกาะอยู่
ออกไป  

3.4.4 ยอ้มแผ่นเน้ือฟันด้วยสี Indian ink โดยใส่สีทิ้งไวส้ักครู่ จนเร่ิมจะแห้งแล้วเช็ดหมึก
ส่วนเกินออกดว้ยผา้ชุบน ้าหมาดๆ  
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3.4.5 ค านวณบริเวณท่ีเกิดเป็นหลุม (resorption pit) และติดสี ดงัภาพท่ี 3-6 ซ่ึงเกิดจากการ
ท างานของเซลลส์ลายกระดูกดว้ย โปรแกรม Image J โดยเปรียบเทียบร้อยละของพื้นท่ีท่ีติดสีเทียบกบั
พื้นท่ีทั้งหมดของแผน่เน้ือฟัน 

 
ภาพที ่3-6 หลุม (resorption pits) บนแผน่เน้ือฟัน ซ่ึงเกิดจากการท างานของเซลลส์ลายกระดูก 

(แหล่งท่ีมาดดัแปลงจาก Supanchart และคณะ, 2012) 

3.5   วเิคราะห์ผล 

วิเคราะห์ผลการทดสอบความเป็นพิษของ hBDs แต่ละชนิดต่อเซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์สลาย
กระดูกโดยดูปริมาณการอยู่รอดของเซลล์เป็นร้อยละเทียบกบัเซลล์ท่ีไม่ไดรั้บการกระตุน้ ดว้ยสถิติ
แบบ parametric Student’ t-test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (**P<0.01) ดว้ยโปรแกรมสถิติ ส าเร็จรูป SPSS  

วิเคราะห์เปรียบเทียบทั้งจ  านวนเซลล์สลายกระดูกท่ีถูกกระตุน้ให้สร้างข้ึนจากการยอ้มสี 
TRAcP และพื้นท่ี ท่ี เกิดหลุมระหว่างกลุ่ม hBDs ทั้ งสามชนิดด้วยสถิตินอนพาราเมตริก (non-
parametric statistical analyses) คือ Kruskal-Wallis H test  และ Mann-Whitney U test ท่ีระดับความ
เช่ือมัน่ (**P<0.05) โดยใชโ้ปรแกรมสถิติส าเร็จรูป SPSS 
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บทที ่4 

ผลการศึกษา 

4.1  ผลการศึกษาความเป็นพิษของ hBD -1, -2 และ -3 ต่อเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์สลายกระดูกด้วย
วธีิ MTT  

ผลการทดสอบความเป็นพิษของ hBD -1, -2 และ -3 ท่ีจะน ามากระตุน้เซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์
สลายกระดูกดว้ยวธีิการ MTT นั้น ไดใ้ชค้วามเขม้ขน้ของ hBDs ทั้งสามชนิด ท่ีความเขม้ขน้ 0, 1, 2, 5, 
7, 10 และ 12 ไมโครโมลาร์ ซ่ึงผลการทดสอบ พบว่า ความเขม้ขน้ของ hBD-1, -2 และ -3 ท่ีความ
เขม้ขน้ 0, 1, 2, 5, 7, 10 และ 12 ไมโครโมลาร์นั้น ไม่ท าให้ความมีชีวิตของเซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์สลาย
กระดูกมีความแตกต่างกบักลุ่มควบคุม แสดงวา่ทุกความเขม้ขน้ท่ีใชท้ดสอบ ไม่มีผลเป็นพิษต่อความ
มีชีวิตของเซลล์  ดังแผนภูมิ A, B และ C ในภาพท่ี 4-1 จึงกล่าวได้ว่า hBD-1, -2 และ -3 ทุกความ
เขม้ขน้ท่ีน ามาทดสอบนั้นไม่มีผลต่อความมีชีวิตของเซลล์ และไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้รับการกระตุน้ด้วย hBDs ทดสอบด้วยสถิติ แบบ 
parametric Student’ t-test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (**P<0.01)  
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ภาพที ่4-1 แสดงผลการทดสอบความเป็นพิษของ hBD-1 (A), hBD-2 (B) และ  hBD-3 (C) ต่อเซลล์
ตน้ก าเนิดเซลลส์ลายกระดูกดว้ยวธีิการ MTT โดยใชค้วามเขม้ขน้ตั้งแต่ 0 ถึง 12 ไมโครโมลาร์ 

(แหล่งท่ีมา จดัท าข้ึนเอง) 

 

A 

B 

C 
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4.2  ผลการศึกษา hBD-1, -2 และ -3 ต่อการสร้างเซลล์สลายกระดูก ด้วยวธีิการย้อมสี TRAcP 

จากผลการศึกษาดว้ยวิธีการ MTT ท่ีไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์เม่ือใช้ hBD-1, -2 และ -3 ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ถึง 12 ไมโครโมลาร์ ทางผูท้  าการวิจยัไดเ้ลือกใช้  hBD-1, -2 และ -3 ความเขม้ขน้ 
0.2, 1 และ 5 ไมโครโมลาร์ในการศึกษาผลของ hBD แต่ละชนิด ต่อการสร้างเซลล์สลายกระดูก โดย
จะพบว่า เม่ือกระตุน้โมโนนิวเคลียร์เซลล์ด้วย  M-CSF และ RANKL เพื่อให้กลายเป็นเซลล์สลาย
กระดูก แลว้ใส่ hBD-1 นั้นจะพบการสร้างเซลล์สลายกระดูกจ านวนมาก (ภาพท่ี 4-2A, 4-2B และ 4-
2C) เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมเชิงบวกท่ีไม่ไดรั้บ hBD ในช่วงการกระตุน้การสร้างเซลล์สลายกระดูก 
(ภาพ 4-2J) ในทางตรงขา้มเม่ือใส่ hBD-3 จะพบมีการสร้างเซลลส์ลายกระดูกนอ้ยลง (ภาพท่ี 4-2G, 4-
2H และ 4-2I) เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (ภาพ 4-2J)  ส่วน hBD-2 จะพบการสร้างเซลล์สลายกระดูก
ใกลเ้คียงกบักลุ่มควบคุม (ภาพท่ี 4-2D, 4-2E และ 4-2F) ดงัแสดงในภาพท่ี 4-2  
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ภาพที ่4-2 แสดงการยอ้มสี TRAcP บนเซลลส์ลายกระดูกท่ีไดใ้ส่ hBD-1 (A, B และ C), hBD-2 (D, E 
และ F) และ hBD-3 (G, H และ I) ในช่วงท่ีกระตุน้การสร้าง  กลุ่มควบคุมเชิงบวกท่ีไม่ไดใ้ส่ hBD (J) 
และกลุ่มควบคุมเชิงลบท่ีไม่ไดก้ระตุน้การสร้างเซลลส์ลายกระดูก (K) (แหล่งท่ีมา จดัท าข้ึนเอง) 
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เม่ือเปรียบเทียบทางสถิติ  Kruskal-Wallis ท่ี P< 0.05 พบว่า เม่ือความเขม้ขน้ของ hBD-1, -2 
และ -3 เพิ่มข้ึนจะมีผลต่อกระบวนการสร้างเซลลส์ลายกระดูกดว้ย กล่าวคือ  เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ  
hBD-1 จาก 0.2 เป็น 1 และ 5 ไมโครโมลาร์ตามล าดบั จะท าให้มีการสร้างเซลล์สลายกระดูกเพิ่มข้ึน
ดว้ยอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ในทางตรงขา้ม เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ hBD-
3 ข้ึนกลบัท าให้มีการสร้างเซลล์สลายกระดูกลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม  
ส่วนความเข้มข้นของ hBD-2 ท่ีกระตุ้นเซลล์เพิ่มข้ึนนั้ นจะมีผลต่อการสร้างเซลล์สลายกระดูกท่ี
ใกลเ้คียงกบักลุ่มควบคุม   ดงัภาพท่ี 4-3 

 
ภาพที ่4-3 แสดงแผนภาพเปรียบเทียบจ านวนเซลลส์ลายกระดูกท่ียอ้มติดสี TRAcP ท่ีใส่ hBD-1,-2 
หรือ -3 ในช่วงกระตุน้การสร้างเซลลส์ลายกระดูก ท่ีความเขม้ขน้ 0.2, 1 และ 5 ไมโครโมลาร์ 

(แหล่งท่ีมา จดัท าข้ึนเอง) 

 จากผลการศึกษาผลของ hBD-1, -2 และ -3 ต่อการสร้างเซลล์สลายกระดูกนั้น อาจกล่าวไดว้า่ 
hBD-1 มีฤทธ์ิในการกระตุน้การสร้างเซลล์สลายกระดูก ในขณะท่ี hBD-3 มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ
สร้างเซลลส์ลายกระดูก ส่วน hBD-2 ไม่มีผลต่อการสร้างเซลล์สลายกระดูก อยา่งไรก็ตามการทดลอง
น้ีสามารถแสดงเพียงการกระตุน้เซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์สลายกระดูกให้กลายเป็นเซลล์สลายกระดูก แต่
ไม่ไดแ้สดงความสามารถของเซลลส์ลายกระดูกในการท าลายกระดูก จึงมีการทดลองต่อถึงการท างาน
ของเซลลส์ลายกระดูก 
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4.3 ผลการศึกษา hBD-1, -2 และ -3 ต่อการท างานของเซลล์สลายกระดูก  

การศึกษาผลของ  hBD-1, -2 และ -3 ต่อการท างานของเซลล์สลายกระดูก จะเลือกใช้ความ
เขม้ขน้ 5 ไมโครโมลาร์ในการศึกษาเพื่อให้เห็นผลท่ีชัดเจนข้ึน โดยลกัษณะท่ีแสดงการท างานของ
เซลล์สลายกระดูกนั้น คือ จะพบหลุม (resorption pits) บนแผ่นเน้ือฟัน โดยผลการศึกษา พบวา่ แผ่น
เน้ือฟันท่ีใส่ hBD-1 จะเกิดหลุมจ านวนมาก (ภาพ 4-4A) เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (ภาพ 4-4D) ส่วน
แผน่เน้ือฟันท่ีใส่ hBD-2 จะพบหลุมจ านวนใกลเ้คียงกบักลุ่มควบคุม (ภาพ 4-4B) ส่วน hBD-3 จะพบ
หลุมจ านวนน้อยมาก (ภาพ 4-4C) เม่ือเทียบกับกลุ่มควบคุมเชิงบวกท่ีไม่ได้รับ hBD ในช่วงการ
กระตุน้การสร้างเซลลส์ลายกระดูก ดงัภาพท่ี 4-4  

 
ภาพที ่4-4 แสดงการเกิดหลุม resorption pits บนแผน่เน้ือฟันท่ีเล้ียงเซลลส์ลายกระดูกท่ีใส่ hBD-1 
(A), hBD-2 (B) และ hBD-3 (C) ในช่วงท่ีกระตุน้การสร้าง  กลุ่มควบคุมเชิงบวกท่ีไม่ไดใ้ส่ hBD (D) 
และกลุ่มควบคุมเชิงลบท่ีไม่ไดก้ระตุน้การสร้างเซลลส์ลายกระดูก (E) (แหล่งท่ีมา จดัท าข้ึนเอง) 
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เม่ือเปรียบเทียบทางสถิติ  Kruskal-Wallis ท่ี P< 0.05 จะพบว่า มีการเกิดหลุมจ านวนมาก
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ บนแผน่เน้ือฟันท่ีใส่ hBD-1 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ส่วนแผน่เน้ือฟันท่ีใส่ 
hBD-2 จะพบหลุมจ านวนใกลเ้คียงกบักลุ่มควบคุม และแผ่นเน้ือฟันท่ีใส่ hBD-3 จะพบหลุมจ านวน
นอ้ยมากอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมเชิงบวกท่ีไม่ไดรั้บ hBD ในช่วงการกระตุน้
การสร้างเซลลส์ลายกระดูก  ดงัภาพท่ี 4-5  

 
ภาพที ่4-5 แสดงแผนภาพเปรียบเทียบจ านวนการเกิดหลุม resorption area บนแผน่เน้ือฟันท่ีใส่ 

hBD-1,-2 หรือ -3 ในช่วงกระตุน้การสร้างเซลลส์ลายกระดูก (แหล่งท่ีมา จดัท าข้ึนเอง) 

 

การศึกษาน้ีไดแ้สดงให้เห็นถึงบทบาทของ hBD-1, -2 และ -3 ท่ีแตกต่างกนัในการสร้างและ
การท างานของเซลล์สลายกระดูก โดย hBD-1 มีผลในการกระตุน้ทั้งการสร้างและการท างานของ
เซลลส์ลายกระดูก ในในขณะท่ี hBD-3 กลบัมีผลในการยบัย ั้งการสร้างและการท างานของเซลล์สลาย
กระดูก ส่วน hBD-2 ไม่มีผลต่อทั้งการสร้างและการท างานของเซลล์สลายกระดูก (ดงัแสดงในภาพท่ี 
4-2 และ 4-4 ตามล าดบั) 
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บทที ่5 

อภปิรายผลการศึกษา 

การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาในห้องปฏิบติัการถึงผลของ hBD-1, -2 และ -3 ต่อการสร้างและการ
ท างานของเซลล์สลายกระดูก จากการทบทวนวรรณกรรมการศึกษาเก่ียวกบัการแสดงออกของ hBDs 
ในเน้ือเยื่อปริทนัตมี์ค่อนขา้งนอ้ยและมีความหลากหลาย โดยบางการศึกษาจะพบวา่ในเน้ือเยื่อปริทนัต์
ของผูป่้วยโรคปริทนัต์อกัเสบชนิดเร้ือรัง พบการแสดงออกของ hBD-2 และ hBD-3 ท่ีสูงกวา่ hBD-1 
(Dommisch และคณะ, 2005) ในขณะท่ีอีกการศึกษากลบัพบการแสดงออกของ hBD-1 ท่ีสูงกวา่ hBD-
2 และในทางตรงขา้ม ผูป่้วยโรคปริทนัต์อกัเสบชนิดกา้วร้าวกลบัพบการแสดงออกของ hBD-2 ท่ีสูง
กว่า hBD-1 (Vardar-Sengul และคณะ, 2007) นอกจากน้ียงัพบการเหน่ียวน าให้เซลล์เยื่อบุผิวเหงือก
จากผูป่้วยท่ีเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบ ให้มีการแสดงออกของ hBDs ในลกัษณะท่ีแตกต่างกนัเม่ือไดรั้บ
การกระตุน้ดว้ยจุลินทรียก่์อโรคปริทนัต์ท่ีต่างชนิดกนั (Vankeerberghen และคณะ, 2005) ซ่ึงมีความ
คลา้ยคลึงกบัพยาธิก าเนิดของโรคปริทนัตท่ี์มีหลายปัจจยัและมีเช้ือแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนัมาเก่ียวขอ้ง 
(Kornman, 2008)  

ผูว้ืจยัเร่ิมท าการศึกษาโดยเก็บเลือดจากอาสาสมคัรท่ีมีสุขภาพแข็งแรง แล้วป่ันแยกเฉพาะ
ส่วนของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียร์เซลล์ออกมา จากนั้นน ามาทดสอบความเป็นพิษของ 
hBD-1, -2 และ -3 ต่อเซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์สลายกระดูก เพื่อเลือกระดบัความเขม้ขน้ท่ีไม่เป็นพิษต่อ
เซลล์ด้วยวิธี MTT ผลการทดสอบพบว่าระดบัความเขม้ขน้ของ hBD-1, -2 และ -3 ในช่วง 0-12 ไม
โครโมลาร์นั้นไม่เป็นพิษต่อเซลลต์น้ก าเนิดเซลลส์ลายกระดูก ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาอ่ืนท่ีใชค้วาม
เขม้ขน้อยู่ในช่วง 0-20 ไมโครโมลาร์  เช่น ในเซลล์สร้างกระดูก เซลล์ตน้ก าเนิดมีเซนไคม์ในมนุษย ์
(human mesenchymal stem cells) เซลล์คีราติโนไซต์ (keratinocytes) ฮีลาเซลล์ (HeLa cells) เซลล์
สร้างเส้นใยเหงือก หรือเซลล์เดนดริติก (dendritic cells) (Warnke และคณะ, 2013; Chotjumlong และ
คณะ, 2010; Harvey และคณะ, 2013) 

การศึกษาน้ี ผูว้ิจยัใช้เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียร์เซลล์จากเลือดครบส่วนของ
อาสาสมคัรจ านวน 3 ราย มากระตุน้ให้กลายเป็นเซลล์สลายกระดูก โดยแยกเซลล์ท่ีตอ้งการจากชั้น 
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buffy coat ซ่ึงชั้นดงักล่าวจะประกอบดว้ยเกล็ดเลือดและเซลล์เม็ดเลือดขาวหลายชนิด ในการศึกษาน้ี
จะใชเ้ฉพาะส่วนของเมด็เลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียร์เซลล์มาทดสอบต่อ  อยา่งไรก็ตามเซลลอ่ื์นท่ีติด
มาด้วยจะไม่มีผลต่อผลการทดสอบ เน่ืองจากเซลล์อ่ืนจะไม่ได้รับอาหารและการกระตุ้นให้
เจริญเติบโต รวมถึงมีอายุท่ีค่อนขา้งสั้น และในการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ทุก 2-3 วนั เซลล์ชนิดอ่ืน
จะตายและหลุดลอกออกไปจากถาดเล้ียงเซลล ์เหลือเฉพาะโมโนนิวเคลียร์เซลล์เพื่อใชใ้นการทดสอบ
ต่อไป  และผลการศึกษาจากอาสาสมคัรทั้ง 3 รายนั้นไม่พบความแตกต่างระหวา่งบุคคล โดยจากผล
การศึกษาทั้งในส่วนของการกระตุน้ให้เกิดการสร้างเซลลส์ลายกระดูกและการกระตุน้การท างานของ
เซลลส์ลายกระดูก ใหผ้ลไปในทิศทางเดียวกนั  

ผูว้ิจยัท าการทดสอบการสร้างเซลล์สลายกระดูก โดยเร่ิมจากกระตุน้โมโนนิวเคลียร์เซลล์ให้
เกิดการสร้างเซลล์สลายกระดูกด้วย M-CSF และ RANKL ร่วมกับ hBD-1, -2 หรือ -3 โดยความ
เขม้ขน้ท่ีเลือกใชคื้อ 0.2, 1 และ 5 ไมโครโมลาร์ลงไปในช่วงการกระตุน้การสร้างเซลล์สลายกระดูก 
จากนั้นน าไปยอ้มสี TRAcP เพื่อดูการสร้างเซลลส์ลายกระดูก ผลการศึกษาพบวา่ เม่ือกระตุน้การสร้าง
เซลล์สลายกระดูกร่วมกบั hBD-1 จะมีจ านวนของเซลล์สลายกระดูกมากข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั และเม่ือ
เพิ่มความเขม้ขน้ของ hBD-1 ข้ึน จะพบวา่มีการสร้างเซลลส์ลายกระดูกเพิ่มข้ึนดว้ย ในทางตรงกนัขา้ม 
เม่ือกระตุน้การสร้างเซลลส์ลายกระดูกร่วมกบั hBD-3 กลบัพบวา่มีการสร้างเซลลส์ลายกระดูกจ านวน
นอ้ย และน้อยลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ hBD-3 ข้ึน และเม่ือกระตุน้การสร้างเซลล์
สลายกระดูกร่วมกบั hBD-2 นั้นกลับพบว่ามีการสร้างเซลล์สลายกระดูกใกล้เคียงกบักลุ่มควบคุม 
จากนั้นท าการทดสอบการท างานของเซลล์สลายกระดูก โดยกระตุ้นให้เกิดการสร้างเซลล์สลาย
กระดูกบนแผน่เน้ือฟันร่วมกบั hBD-1, -2 หรือ -3 ความเขม้ขน้ 5 ไมโครโมลาร์นาน 14 วนั แลว้น ามา
ยอ้มหมึกด า เพื่อดูลกัษณะของหลุม (resorption pits) ท่ีเกิดข้ึนบนแผ่นเน้ือฟัน ซ่ึงเกิดจากการท างาน
ของเซลล์สลายกระดูก ผลการทดสอบพบว่า เม่ือเล้ียงเซลล์สลายกระดูกร่วมกบั hBD-1 จะพบการ
สร้างหลุมจ านวนมากอยา่งมีนยัส าคญั ในทางตรงกนัขา้มเม่ือเล้ียงร่วมกบัใส่ hBD-3 จะพบการสร้าง
หลุมจ านวนนอ้ยอยา่งมีนยัส าคญั และเม่ือเล้ียงเซลลส์ลายกระดูกร่วมกบั hBD-2 จะพบการสร้างหลุม
ใกลเ้คียงกบักลุ่มควบคุม 

จะเห็นไดว้า่ เม่ือใส่ hBDs ต่างชนิดกนั ในช่วงการกระตุน้การสร้างเซลล์สลายกระดูกนั้น จะ
กระตุน้ให้เกิดการสร้างและการท างานของเซลล์สลายกระดูกท่ีแตกต่างกนั โดยเม่ือใส่ hBD-1 จะเกิด
การกระตุน้การสร้างและการท างานของเซลลส์ลายกระดูก ในขณะท่ี hBD-3 จะเกิดการยบัย ั้งการสร้าง
และการท างานของเซลล์กระดูก ส่วน hBD-2 ไม่มีผลต่อการสร้างและการท างานของเซลล์สลาย
กระดูก ซ่ึงสาเหตุท่ีเกิดการตอบสนองท่ีต่างกันนั้ น อาจมาจากลักษณะโครงสร้าง ซ่ึงถึงแม้จะมี
โครงสร้างเป็นแบบ antiparallel beta sheet เหมือนกนั แต่มีประจุบวกรวมสุทธิ (net positive charge) 
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บนผิวโมเลกุลต่างกนั โดยประจุบวกรวมสุทธิบนโมเลกุลของ hBD-3 จะมากกวา่ hBD-2 และ hBD-1 
ตามล าดบั นอกจากน้ียงัพบลกัษณะโครงสร้างของ hBD-2 และ hBD-3 ท่ีแตกต่างจาก hBD-1 โดยบน 
hBD-2 และ hBD-3 นั้ นพบว่ามีลักษณะของ hair pin อยู่บนโมเลกุล (Schibli และคณะ, 2002) ซ่ึง
ลกัษณะโครงสร้างท่ีแตกต่างกนัแมเ้พียงเล็กนอ้ยนั้น อาจส่งผลให้เกิดการตอบสนองท่ีแตกต่างกนัไป
ด้วย ดังเช่นในครอบครัวของ IL-1 ซ่ึงเป็นโมเลกุลหลักในการตอบสนองต่อการอักเสบ โดยใน
ครอบครัวของ IL-1 ประกอบดว้ย IL-1α และ IL-1β ซ่ึงจะจบักบั IL-1R (IL-1 receptor) น าไปสู่การ
ตอบสนองของเซลล์ต่อไป รวมถึงยงัมี IL-1RA (IL-1 receptor antagonist) ซ่ึงเป็นตวัรับหลอกในการ
กระตุน้ IL-1R นั้น แมจ้ะมีลกัษณะโครงสร้างโมเลกุลท่ีคล้ายกบั IL-1α และ IL-1β แต่เม่ือ IL-1RA 
ไปจบักบั IL-1R จะไม่ท าใหเ้กิดการตอบสนองข้ึน (Boch และคณะ, 2001)  

จากผลการศึกษาท่ีพบว่า hBD-1 สามารถกระตุน้การสร้างและการท าหน้าท่ีของเซลล์สลาย
กระดูกและเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ hBD-1 จะพบการสร้างเซลลส์ลายกระดูกเพิ่มมากข้ึนดว้ย ซ่ึงหาก
พิจารณาถึงระดับของ hBD-1 ในเน้ือเยื่อเหงือกของผูป่้วยโรคปริทันต์อกัเสบชนิดเร้ือรังจะมีการ
แสดงออกของ hBD-1 ท่ีสูงกวา่ในเน้ือเยื่อปริทนัตท่ี์ไม่เป็นโรค (Vardar-Sengul และคณะ, 2007) และ
พบวา่ ในเน้ือเยื่อและน ้ าเหลืองเหงือกจากบริเวณท่ีเกิดการอกัเสบรอบรากฟันเทียมจะมีการแสดงออก
ของ hBD-1 ท่ีสูงกวา่บริเวณท่ีไม่เป็นโรคดว้ย (Kuula และคณะ, 2008; Ertugrul และคณะ, 2014) และ
เม่ือพิจารณาระดบัของ hBD-1 ในแง่ของผลกระทบทางระบบ จะพบว่า ระดบัของ hBD-1 ในซีรัมจะ
เพิ่มสูงข้ึนในผูป่้วยโรคตบัแข็ง (cirrhosis) (Kaltsa และคณะ, 2016) และมีการแสดงออกท่ีมากข้ึนใน
ผู้ป่วย SLE (Systemic Lupus Erythematosus) (Vordenbaumen และ Schneider, 2011) ยิ่งไปกว่านั้ น 
การแสดงออกของ hBD-1 ในเซลล์เยื่อบุผิวเหงือก จะเพิ่มข้ึนเม่ือกระตุน้เซลล์ดว้ยจุลินทรียก่์อโรคปริ
ทนัต์บางชนิด (Vankeerberghen และคณะ, 2005) นั่นอาจบ่งช้ีว่า hBD-1 น่าจะมีกลไกหรือบทบาท
บางอยา่งท่ีเก่ียวขอ้งกบัการกระตุน้การสร้างเซลล์สลายกระดูก ส่งผลให้เกิดการท าลายอวยัวะปริทนัต์
ตามมา 

ผลการศึกษาน้ียงัแสดงให้เห็นถึงบทบาทท่ีน่าสนใจของ hBD-3 ท่ีมีผลยบัย ั้งทั้งการสร้างและ
การท างานของเซลล์สลายกระดูก ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าน้ีเก่ียวกับผลของ hBD-3 
ร่วมกบั LL-37 ในการยบัย ั้งการสร้างและหลัง่ไซโตไคน์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ เช่น IL-6, IL-8 ใน 
co-culture model ของเซลล์เยื่อบุผิวเหงือกและเซลล์สร้างเส้นใยเหงือก (Bedran และคณะ, 2014) 
นอกจากน้ี ยงัมีการศึกษาท่ีพบวา่ hBD-3 จะมีการแสดงออกในเน้ือเยือ่เหงือกท่ีเป็นโรคปริทนัตอ์กัเสบ
ในระดบัท่ีต ่ากว่าเน้ือเยื่อเหงือกท่ีไม่เป็นโรค (Bissell และคณะ, 2004; Brancatisano และคณะ, 2011) 
และเม่ือท าการรักษาทางปริทนัตแ์ลว้จะพบวา่ระดบัของ hBD-3 จะมีระดบัสูงข้ึนใกลเ้คียงกบัเน้ือเยื่อท่ี
ไม่เป็นโรคอีกด้วย (Ebrahem, 2013) จึงอาจกล่าวได้ว่า hBD-3 เป็นโมเลกุลท่ีมีความส าคญัในการ
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ป้องกนัหรือการคงสภาพของอวยัวะปริทนัต ์ซ่ึงสาเหตุหรือกลไกท่ีแน่ชดันั้นยงัไม่ทราบในปัจจุบนั ซ่ึง
จากการศึกษาของ Supanchart และคณะ ท่ีพบว่า LL-37 มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการสร้างและการ
ท างานของเซลลส์ลายกระดูก เช่นเดียวกบั hBD-3 โดย LL-37 จะไปยบัย ั้งการท างานของเอนไซมแ์คล
ซินิวริน ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ท าหนา้ท่ีเป็นเอนไซมฟ์อสฟาเตสเพื่อดึงเอากลุ่มฟอสเฟตออกจาก NFATc1 
(nuclear factor of activated T-cells 1) ซ่ึงเป็นทรานสคริปชนั แฟกเตอร์หลกัท่ีกระตุน้การสร้างเซลล์
สลายกระดูก  เคล่ือนเขา้สู่นิวเคลียสได ้เม่ือเกิดการยบัย ั้งดงักล่าวท าให้ NFATc1 ไม่สามารถเขา้ไปใน
นิวเคลียสเพื่อกระตุน้การแสดงออกของยนีต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างเซลลส์ลายกระดูก ท าใหเ้ซลล์
ต้นก าเนิดไม่เกิดการแปรสภาพไปเป็นเซลล์สลายกระดูกได้ (Supanchart และคณะ, 2012) จึงอาจ
เป็นไปได้ว่า กลไกท่ีเกิดข้ึนในการศึกษาน้ีอาจคล้ายคลึงกับกลไกท่ีเกิดข้ึนในการศึกษาดังกล่าว 
เน่ืองจาก LL-37 และ hBD-3 เป็นเพปไทด์ต้านจุลชีพท่ีพบในช่องปากเหมือนกัน และมีรูปแบบ
การศึกษาท่ีคลา้ยกนั 

ท่ีน่าสนใจคือ จากการศึกษาของ Chotjumlong และคณะ ท่ีกลบัพบวา่ hBD-3 น่าจะมีบทบาท
ส าคญัในการด าเนินโรคของโรคปริทันต์อักเสบ เน่ืองจาก hBD-3 มีคุณสมบติัในการกระตุ้นการ
แสดงออกของ cyclooxygenase-2 (COX-2) และ prostaglandin E2 (PGE2) จากเซลล์สร้างเส้นใยเหงือก
ในห้องปฏิบติัการ (Chotjumlong และคณะ, 2010) และอีกการศึกษาท่ีพบวา่ระดบัของ hBD-3 นั้นเพิ่ม
มากข้ึนในผูป่้วยท่ีมีการอกัเสบท่ีเยื่อบุขอ้ (synovial membrane) (Paulsen และคณะ, 2002) แสดงให้
เห็นว่า hBD-3 น่าจะเป็นอีกโมเลกุลท่ีส าคญัในกระบวนการอกัเสบทั้งในช่องปากและบริเวณอ่ืนใน
ร่างกาย ดังนั้ นหากมีการศึกษาเชิงลึกถึงกลไกของ hBD-1, 2 และ 3 ท่ี มีบทบาทต่างๆ กันใน
กระบวนการสร้างและการท างานของเซลล์สลายกระดูก น่าจะท าให้เขา้ใจในพยาธิก าเนิดของโรคปริ
ทนัตอ์กัเสบไดดี้ยิง่ข้ึน   

อยา่งไรก็ตามการศึกษาน้ีเป็นการศึกษาในห้องปฏิบติัการ ท าใหไ้ม่สามารถน ามาผลการศึกษา
ท่ีไดไ้ปใชอ้ธิบายการท างานของ hBDs ในเน้ือเยื่อปริทนัต์ไดโ้ดยสมบูรณ์ แต่น่าจะมีประโยชน์อยา่ง
มาก หากมีการศึกษาในอนาคตท่ีจะสามารถต่อยอดเพื่อพฒันาตวัยบัย ั้งหรือควบคุมการท างานของ
เซลลส์ลายกระดูก เพื่อลดการท าลายกระดูกในเน้ือเยือ่ปริทนัตต่์อไป 
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บทที ่6 

สรุปผลการศึกษา 

งานวิจยัน้ีเป็นการศึกษาในห้องปฏิบติัการถึงผลของ hBD-1, -2 และ -3 ต่อการสร้างและการ
ท างานของเซลล์สลายกระดูก โดยใส่ hBD-1, -2 หรือ -3 ความเข้มข้นท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์ลงไป
ในช่วงการกระตุน้ให้เกิดการสร้างเซลล์สลายกระดูกในห้องปฏิบติัการ เพื่อศึกษาการสร้างและการ
ท างานของเซลล์สลายกระดูก   ผลการศึกษาพบวา่ hBD-1 มีผลในการกระตุน้การสร้างและการท างาน
ของเซลล์สลายกระดูก ในทางตรงกนัขา้ม hBD-3 มีผลในการยบัย ั้งการสร้างและการท างานของเซลล์
สลายกระดูก ส่วน hBD-2 ไม่มีผลต่อการสร้างและการท างานของเซลลส์ลายกระดูก  

ผลของการศึกษาน้ีท าให้ทราบว่า hBD-1, -2 และ -3 ซ่ึงเป็นเพปไทด์ตา้นจุลชีพท่ีพบภายใน
ช่องปาก น่าจะมีบทบาทท่ีส าคญัต่อการเกิดโรคปริทนัต์อกัเสบ โดยเฉพาะ hBD-1 ซ่ึงพบวา่มีฤทธ์ิใน
การกระตุน้การสร้างเซลล์สลายกระดูก อาจน าไปสู่การท าลายของอวยัวะปริทนัต์ท่ีรุนแรงข้ึน ในทาง
ตรงกันข้าม hBD-3 ท่ีพบว่ามีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการสร้างเซลล์สลายกระดูก อาจมีส่วนในการช่วย
ป้องกนัการท าลายของอวยัวะปริทนัตไ์ด ้ดงันั้นการศึกษาเก่ียวกบัเพปไทดต์า้นจุลชีพ hBD-1, -2 และ -
3 ในอนาคตน่าจะมีส่วนช่วยให้เขา้ใจถึงบทบาทของเพปไทดต์า้นจุลชีพ hBD-1, -2 และ -3 ท่ีเก่ียวขอ้ง
กบักระบวนการเกิดโรคปริทนัต์ และอาจน าไปสู่การพฒันาตวัยบัย ั้ง hBD-1 หรือตวักระตุน้ hBD-3 
เพื่อช่วยป้องกนัการเกิดหรือการลุกลามของโรคปริทนัตไ์ด ้
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ภาคผนวก ก 

เอกสารค าแนะน าหรือแจ้งข้อมูลแก่ผู้ถูกวจัิยหรือผู้อนุญาต 
(Patient  or  Subject  Information Sheet) 

เรียน   อาสาสมคัรทุกท่าน 
การศึกษาเร่ือง ผลของฮิวแมนบีตา-ดีเฟนซิน-1, -2 และ -3 ต่อการสร้างเซลล์สลายกระดูก น้ี

เป็นการศึกษาในห้องปฏิบติัการเพื่อศึกษาผลของฮิวแมนบีตา-ดีเฟนซิน-1, -2 และ -3 ต่อการสร้างและ
การท างานของเซลล์สลายกระดูก โดยมีวตัถุประสงคเ์พื่อ 1)  ศึกษาความเป็นพิษของบีตา-ดีเฟนซิน-1, 
-2 และ -3 ต่อเซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์สลายกระดูก  2)  ศึกษาผลของบีตา-ดีเฟนซิน-1, -2 และ -3 ต่อการ
สร้างเซลลส์ลายกระดูก  3)  ศึกษาผลของบีตา-ดีเฟนซิน-1, -2 และ -3 ต่อการท าหนา้ท่ีของเซลล์สลาย
กระดูก 

อาสาสมคัรทุกท่านจะไดรั้บการเจาะเลือด 10 มิลลิลิตรโดยผูเ้ช่ียวชาญ เพื่อน ามาใชใ้นการศึกษา
ต่อไป โดยอาสาสมคัรจะตอ้งมีสุขภาพแข็งแรง ไม่มีโรคประจ าตวัเก่ียวกบัการอกัเสบและการท าลาย
ของกระดูก ไม่มีประวติัเป็นโรคปริทนัต์อกัเสบชนิดเร้ือรังและก้าวร้าว ท่านจะได้รับค่าตอบแทน
อาสาสมคัรคนละ 200 บาท  

ข้อมูลส่วนตัวของท่านจะถูกปกปิดเป็นความลับโดยไม่มีการเปิดเผยช่ือแต่อย่างใด ท่าน
สามารถบอกเลิกการเขา้ร่วมในโครงการน้ีไดทุ้กเม่ือถา้ท่านมีความประสงค์ โดยท่ีไม่เกิดผลกระทบ
ใดๆ ต่อการรักษาท่ีท่านพึงไดรั้บจากคณะทนัตแพทยศาสตร์ รวมทั้งการรักษาท่ียงัคงต่อเน่ืองอยู ่ 

หากท่านมีข้อสงสัย หรือต้องการติดต่อผูท้  าวิจยั สามารถติดต่อได้ท่ี ศ. ทพ. ดร. สุทธิชัย 
กฤษณะประกรกิจ ภาควิชาชีววิทยาช่องปากและวิทยาการวินิจฉัยโรคช่องปาก คณะทันต-
แพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ในเวลาราชการ โทร 053 944451 นอกเวลาราชการ โทร 081 671 
3704  

 
                   (ศ. ทพ. ดร. สุทธิชยั กฤษณะประกรกิจ) 
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ภาคผนวก ข 

เอกสารรับรองโครงการศึกษาวจิยั 
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ภาคผนวก ค 

ตารางการค านวณทางสถติเิปรียบเทียบความมีชีวติของเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์
สลายกระดูก การสร้างเซลล์สลายกระดูก และการท างานของเซลล์สลายกระดูก 

การเปรียบเทยีบความมีชีวติของเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์สลายกระดูก 

เปรียบเทียบความมีชีวิตของเซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์สลายกระดูกต่อ  hBD-1 ของตวัอย่าง A, B 
และ C ดงัตารางและแผนภูมิ 

Conc. 
(µg/ml) 

Viability 
Mean SD SE 

A B C 

0 100 100 100 100 0 0 
5 94 101 97 98 4 1 

10 98 95 104 99 5 2 
20 110 100 87 99 12 4 
30 110 108 107 108 1 0 
40 108 122 82 104 20 7 
50 87 91 100 93 7 2 
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เปรียบเทียบความมีชีวิตของเซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์สลายกระดูกต่อ  hBD-2 ของตวัอย่าง A, B 
และ C ดงัตารางและแผนภูมิ 

Conc. 
(µg/ml) 

Viability 
Mean SD SE 

A B C 

0 100 100 100 100 0 0 
5 94 125 98 106 17 6 

10 97 98 82 92 9 3 
20 91 107 91 96 9 3 
30 106 103 91 100 8 3 
40 100 124 77 100 24 8 
50 108 121 92 107 14 5 

 

เปรียบเทียบความมีชีวิตของเซลล์ตน้ก าเนิดเซลล์สลายกระดูกต่อ  hBD-3 ของตวัอย่าง A, B 
และ C ดงัตารางและแผนภูมิ 

Conc. 
(µg/ml) 

Viability 
Mean SD SE 

A B C 

0 100 100 100 100 0 0 
5 94 96 96 95 1 0 

10 117 96 108 107 11 4 
20 115 90 87 97 16 5 
30 122 82 112 105 21 7 
40 126 80 88 98 25 8 
50 127 101 93 107 18 6 
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การเปรียบเทยีบการสร้างเซลล์สลายกระดูก 

เปรียบเทียบการสร้างเซลลส์ลายกระดูกต่อ  hBD-1 ของตวัอยา่ง A, B และ C ดงัตาราง 

Sample M-CSF M-CSF+RANKL 
M-CSF + RANKL + hBD-1 

0.2 µM hBD-1 1 µM hBD-1 5 µM hBD-1 
A 0 8 5 12 23 
B 0 7 12 23 25 
C 0 8 5 12 23 

Mean 0 8 7 16 24 
SD 0 0 4 7 1 
SE 0 0 2 4 1 

 

เปรียบเทียบการสร้างเซลลส์ลายกระดูกต่อ  hBD-2 ของตวัอยา่ง A, B และ C ดงัตาราง 

Sample M-CSF M-CSF+RANKL 
M-CSF + RANKL + hBD-2 

0.2 µM hBD-2 1 µM hBD-2 5 µM hBD-2 
A 0 8 3 6 4 
B 0 7 7 6 2 
C 0 8 3 6 4 

Mean 0 8 4 6 3 
SD 0 0 2 0 1 
SE 0 0 1 0 1 
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เปรียบเทียบการสร้างเซลลส์ลายกระดูกต่อ  hBD-3 ของตวัอยา่ง A, B และ C ดงัตาราง 

Sample M-CSF M-CSF+RANKL 
M-CSF + RANKL + hBD-3 

0.2 µM hBD-3 1 µM hBD-3 5 µM hBD-3 
A 0 8 7 5 0 
B 0 7 8 3 0 
C 0 8 7 5 0 

Mean 0 8 7 4 0 
SD 0 0 1 1 0 
SE 0 0 0 1 0 
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การเปรียบเทยีบการท างานของเซลล์สลายกระดูก 

           เปรียบเทียบการท างานของเซลลส์ลายกระดูกดว้ยการนบัจ านวนหลุมท่ีเกิดข้ึน เม่ือใส่  
hBD-1, -2 และ -3 ของตวัอยา่ง A, B และ C ดงัตาราง 

 

Sample 
Percent Resorption Area 

M-CSF M+R M+R+hBD-1 M+R+hBD-2 M+R+hBD-3 
A 0.16 1.16 5.95 0.85 0.04 
B 0.07 3.75 7.84 5.87 0.17 
C 0.00 2.67 7.18 0.47 0.09 

Mean 0.07 2.53 6.99 2.39 0.1 
SD 0.08 1.3 0.96 3.01 0.07 
SE 0.04 0.75 0.55 1.74 0.04 
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ประวตัผู้ิเขยีน 

ช่ือ-สกุล   นายธนภทัร  ศรีโพนทอง 

วนั เดือน ปีเกดิ  13 กรกฎาคม 2530 

ประวตัิการศึกษา  ปีการศึกษา 2553 ทนัตแพทยศาสตรบณัฑิต มหาวทิยาลยัขอนแก่น 

ประวตัิการท างาน พ.ศ. 2553 – ปัจจุบนั ท ำงำนต ำแหน่งทนัตแพทยท์ัว่ไป คลินิกผูป่้วยนอก 
โรงพยำบำลทนัตกรรม คณะทนัตแพทยศำสตร์ มหำวทิยำลยัขอนแก่น 
จงัหวดัขอนแก่น 
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