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 บทคัดย่อ 
 การบาดเจ็บจากแรงเชิงกลส่งผลให้เกิดการละลายภายในคลองรากฟัน ซึ่งเป็นปัญหาหนึ่งของการ
สูญเสียฟัน ดังนั้นการศึกษากลไกการเกิดการละลายภายในคลองรากฟันจึงมีผลต่อการพัฒนาแนวทางในการ
รักษาผู้ป่วยทางคลินิก ในงานวิจัยนี้คณะผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์หลักในการศึกษากลไกการเกิดการละลาย
ภายในคลองรากฟัน โดยคณะผู้วิจัยมีสมมุติฐานเบื้องต้นว่าความเครียดจากแรงเชิงกล ส่งผลให้เกิดการ
อักเสบของเซลล์โพรงฟัน ท าให้เซลล์โพรงฟันหลั่งสารที่มีผลต่อการแปรสภาพและการท างานของเซลล์สลาย
กระดูก/สลายฟัน ซึ่งเซลล์ดังกล่าวนี้จะไปท าลายเนื้อฟันและท าให้เกิดลักษณะทางคลินิกของการละลาย
ภายในคลองรากฟัน จากผลการทดลองของคณะผู้วิจัยพบว่าเมื่อเซลล์โพรงฟันได้รับความเครียดจากแรงกด 
เซลล์โพรงฟันจะมีการหลั่งไซโตไคน์ IL-1 และ IL-6 ซึ่งเป็นสารที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ และมีการ
หลั่งสาร S100A7 ซึ่งท าหน้าที่เป็น Danger Associated Molecular Pattern (DAMPs) นอกจากนี้
คณะผู้วิจัยยังพบว่าสาร S100A7 มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนและการท างานของเซลล์สลายกระดูกอย่างมี
นัยส าคัญ ซึ่งองค์ความรู้ทั้งหมดนี้จะมีประโยชน์ต่อการรักษาการละลายภายในคลองรากฟันของผู้ป่วยทาง
คลินิกในอนาคต  
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บทน า 
 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
 การละลายของรากฟัน (dental root resorption) เป็นกระบวนการที่ท าให้เกิดการสูญเสียของ
เนื้อเยื่อแข็งของฟันบริเวณส่วนราก ซึ่งมักเกิดได้ตั้งแต่บริเวณคอฟันที่ต่อกับส่วนรากฟัน (cervico-apical 
junction) จนถึงบริเวณปลายรากฟัน (root apex) (1)  
 การละลายของรากฟันเป็นปัญหาหนึ่งของการสูญเสียฟัน โดยเฉพาะถ้าหากผู้ป่วยไม่ได้รับการวินิจฉัย
และรักษาอย่างถูกต้องภายในเวลาอันเหมาะสม  สาเหตุหลักท่ีท าให้เกิดการละลายของรากฟันที่ผิดปกติได้แก่
การบาด เจ็บที่เกิดจากแรงภายนอก หรือความร้อนแรงดันจากเนื้องอกและฟันคุด แรงจากการจัดฟัน การติด
เชื้อในโพรงประสาทฟัน (dental pulp) หรือในเนื้อเยื่อปริทันต์ (periodontal tissue) และการฟอกสีฟัน 
เป็นต้น  
 การละลายของรากฟันอาจจัดแบ่งประเภทตามบริเวณท่ีเกิดกับความสัมพันธ์กับผิวรากฟันได้เป็น การ
ละลายของรากฟันจากภายนอก และการละลายจากภายในคลองรากฟัน (2)   
 การละลายของรากฟันจากภายนอก (external root resorption) พบได้บ่อยกว่าการละลาย จาก
ภายในคลองรากฟัน และมักมีสาเหตุหลักมาจากแรงเคลื่อนฟันจากการจัดฟัน (orthodontic force) 
รองลงมาได้แก่ แรงจากการบาดเจ็บ (traumatic injury) การติดเชื้อและแรงดันจากเนื้องอกและฟันคุด การ
ละลายของรากฟันจากภาย นอกจะไม่ด าเนินต่อถ้าเอาสาเหตุออก เช่น ลดแรงกระแทกท่ีฟัน หรือลดหรือ
หยุดแรงจากการจัดฟัน เป็นต้น  ซึ่งถ้ารากฟันถูกท าลายเป็นบริเวณไม่ใหญ่มาก ก็จะเกิดกระบวนการ
ซ่อมแซมตนเองตามธรรมชาติภายในเวลา 2-3 อาทิตย์ (3)  ดังนั้นสิ่งส าคัญที่สุดในการรักษาการละลายของ
รากฟันจากภายนอกนั้น คือการก าจัดเอาสาเหตุที่มีผลต่อการละลายของรากฟันนั้นออกไป เช่น การลดแรง
จากการจัดฟัน การก าจัดแรงที่ท าให้เกิดการบาดเจ็บ และการก าจัดการติดเชื้อ เป็นต้น (4)   
 การละลายภายในคลองรากฟัน (internal root resorption) พบได้น้อยกว่าการละลายของรากฟัน 
จากภาย นอกโดยการละลายภายในคลองรากฟันพบว่า 45% นั้นมีสาเหตุหลักมาจาก แรงจากการบาดเจ็บ 
ซึ่งมักจะเป็นแรงต่างๆ ที่ท าให้เกิดการเคลื่อนที่อย่างผิดปกติของฟัน (luxation injury) รวมถึงการได้รับความ
ร้อนจากการกรอฟันด้วยหัวกรอเร็วโดยมีการสเปรย์น้ าไม่เพียงพอ (5, 6)   โดยปัจจุบันยังไม่ทราบกลไกที่แน่
ชัดว่า สาเหตุดังกล่าวข้างต้นส่งผลให้เกิดการละลายภายในคลองรากฟัน ได้อย่างไร  
 อย่างไรก็ตามหลายการศึกษาพบว่าการละลายภายในคลองรากฟัน เป็นผลมาจากการอักเสบเรื้อรัง
ของโพรงประสาทฟัน (chronic pulpal inflammation) ร่วมกับการท าลายของชั้นพรีเดนทีน (predentin) 
และเซลล์สร้างเนื้อฟัน (odontoblast) และมีการกระตุ้นการท างานของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน  
(7, 8)  จากการศึกษาในฟันของลิง พบว่าเนื้อเยื่อแข็งในฟัน (mineralized dentin) ต้องมีการสัมผัส 
(exposed) กับเซลล์โพรงฟัน (dental pulp cell) จึงจะมีกระบวนการละลายของรากฟันเกิดข้ึน (8) 
นอกจากนี้ยังมสีมมุติฐานกล่าวถึงความ สัมพันธ์ของเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟัน (dental pulp tissue) เซลล์
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สร้างเนื้อฟัน กับการท างานของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟันว่าเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟันที่ตายแล้ว จะ
เป็นตัวกระตุ้นท าให้เกิดการอักเสบของเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟันที่ยังมีชีวิตอยู่ ซึ่งการอักเสบนี้จะมีผลต่อการ
แปรสภาพ (differentiation) และการท างานของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน  (6) ดังนั้นอาจเป็นไปได้
ว่า การบาดเจ็บเป็นตัวกระตุ้นท าให้เซลล์โพรงฟัน และเซลล์สร้างเนื้อฟันเกิดการอักเสบและตาย โดยการ
อักเสบและการตายของเซลล์เหล่านี้ มีผลต่อการกระตุ้นการท างานของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์ สลายฟัน ท า
ให้เกิดการละลายภายในคลองรากฟัน 
 จากหลายการศึกษาพบว่ารากฟันที่มีการละลายไม่ว่าจะเกิดจากสาเหตุใดก็ตาม จะพบเซลล์สลาย
กระดูก/เซลล์สลายฟันอยู่บริเวณเนื้อฟันที่มีการละลาย (6, 8, 9) โดยการท างานของเซลล์สลาย กระดูก/
เซลล์สลายฟัน จ าเป็นต้องมีการจับติดแน่นของเซลล์กับผิวของกระดูกหรือผิวฟัน หลังจากเซลล์ยึดเกาะกับผิว
กระดูกหรือผิวฟันแล้ว เซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน จะมีการปรับสภาพความเป็นกรดด่างให้เหมาะกับ
การท างานของเอนไซม์ที่ย่อยสลายสารที่อยู่ระหว่างเซลล์ (extracellular matrix) โดยความเป็นกรดที่
เหมาะสมคือ pH ประมาณ 4.5 จะให้เซลล์สลายกระดูกมีประสิทธิภาพในการละลายเนื้อเยื่อแข็งได้ดี (10)  
 การยับยั้งการแปรสภาพและการท างานของเซลล์สลายกระดูก มีความส าคัญในการหยุดกระบวนการ
ละลาย กระดูกและฟัน  ดังนั้นการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการตอบสนองต่อการอักเสบ ของเซลล์โพรง
ฟันและเซลล์สร้าง เนื้อฟันต่อการแปรสภาพและการท างานของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์ สลายฟัน จึงมี
ความส าคัญในการพัฒนาแนว ทางในการรักษาการละลายของรากฟันของผู้ป่วย 
         ปัจจุบันการรักษาการละลายภายในคลองรากฟัน มุ่งเน้นไปที่การตัดเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟันออก
และท าการรักษาคลองรากฟัน เพ่ือก าจัดแหล่งก าเนิดของการอักเสบ ถึงแม้ว่าการรักษาคลองรากฟัน จะ
ให้ผลประสบความ ส าเร็จในการรักษาสูง แต่การรักษาคลองรากฟันนั้นมีราคาแพง และอาจมี
ภาวะแทรกซ้อนต่าง ๆ ได้เช่น ฟันเกิด ความเปราะและแตกหักได้ง่ายเนื่องจากฟันสูญเสียความมีชีวิต มีการ
ติดเชื้อซ้ าเนื่องจากก าจัดเชื้ออกไม่หมด หรือมี การอุดคลองรากฟันที่ไม่แน่นหนาพอ (11) นอกจากนี้ผู้ป่วยที่
รับการรักษาคลองรากฟันอาจมีอาการปวดเรื้อรังได้ อีกด้วย (12, 13) การพัฒนาแนวทางในการรักษาการ
ละลายภายในคลองรากฟันจึงเป็นสิ่งจ าเป็น เพ่ือช่วยรักษาฟัน ผู้ป่วยให้มีชีวิตอยู่ได้ยาวนาน และสามารถใช้
งานได้อย่างสมบูรณ์และมีประสิทธิภาพ  แนวทางการรักษาการละลาย ภายในคลองรากฟันในอนาคต จึงควร
มุ่งเน้นไปที่การลดการอักเสบ การต้านเชื้อ การยับยั้งการละลายของรากฟัน โดยเซลล์สลายกระดูก/เซลล์
สลายฟัน การกระตุ้นให้เกิดการงอกใหม่ของเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟัน (pulpal regeneration) และการ
กระตุ้นให้เกิดการซ่อมแซม โดยการสร้างเนื้อฟันใหม่ (reparative dentin) ดังนั้นการหา สารที่มีคุณสมบัติ
ต่าง ๆ ดังกล่าว ในการรักษาการละลายของรากฟัน จึงควรได้รับการศึกษาและพัฒนาอย่างจริงจัง เพ่ือ
น ามาใช้เป็นวิถีทางในการบ าบัดโรคทดแทนการรักษาคลองรากฟัน 
 ในการวิจัยนี้ คณะผู้วิจัยมีวัตถุประสงค์ต้องการศึกษากลไกการเกิดการละลายภายในคลองรากฟันที่
เกิดจาก แรงเค้น-แรงเครียด ซึ่งเป็นสาเหตุหลักในการเกิดการละลายของรากฟัน โดยจะท าการศึกษาความ 
สัมพันธ์ของแรงเค้น-แรงเครียดต่อการตอบสนองการอักเสบของเซลล์โพรงฟัน เซลล์สร้างเนื้อฟัน เซลล์ใน
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ระบบภูมิคุ้มกัน และเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน  และศึกษาความสัมพันธ์ของการอักเสบดังกล่าวต่อ 
การแปรสภาพและการท างานของเซลล์สลายกระดูก/ เซลล์สลายฟัน นอกจากนี้คณะผู้วิจัยยังมีวัตถุประสงค์
ในการ น าเอาสมุนไพรไทยชนิดต่าง ๆ มาพัฒนาใช้ในการรักษาการละลายภายในคลองรากฟัน ซึ่งประโยชน์
ในการศึกษานี้ จะสามารถใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาการรักษาการละลายภายในคลองรากฟัน และยังอาจ
สามารถใช้เป็นแนวทาง ในการรักษาการอักเสบต่าง ๆ ที่เกิดกับโพรงประสาทฟันรวมถึงยังสามารถน าไปเป็น
แนวทางในการรักษาการละลาย  ของกระดูกจากการอักเสบได้อีกด้วย 
 
วัตถุประสงค์หลัก 
1. ศึกษากลไกการเกิดการละลายภายในคลองรากฟันที่มีสาเหตุมาจากแรงเชิงกล 
 1.1 ศึกษาผลของแรงเครียด-แรงเค้นต่อการตอบสนองการอักเสบของเซลล์โพรงฟัน     
 1.2 ศึกษาผลของการอักเสบของเซลล์โพรงฟันที่ถูกระตุ้นด้วยความเค้น-ความเครียดต่อเซลล์สร้าง

กระดูก 
 1.3 ศึกษาผลของการอักเสบของเซลล์โพรงฟันที่ถูกระตุ้นด้วยความเค้น-ความเครียดต่อการแปร

สภาพ และการท างานของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน 
2. ศึกษาและพัฒนาสมุนไพรไทยเพ่ือน ามาใช้ในการรักษาการละลายภายในคลองรากฟัน  
 
การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง (review literature)  
  การละลายของกระดูกและฟัน (bone and tooth resorption) เป็นกระบวนการส าคัญ ที่เกิดขึ้นใน
ร่างกายทั้งในสภาวะทางสรีระวิทยาปกติ (normal physiologic condition) และในภาวะที่มีพยาธิสภาพ 
(pathologic condition)  ในสภาวะปกติจะพบการหมุนเวียนของกระดูก (bone turnover) โดยการละลาย
และการสร้างกระดูกใหม่ ซึ่งเป็นผลมาจากการท างานของพาราไทรอยด์ฮอร์โมน (parathyroid hormone, 
PTH) ที่ท าหน้าที่ควบคุมระดับแคลเซียมในกระแสโลหิต (14) ส่วนการละลายของฟันที่พบได้ในสภาวะปกติ 
ได้แก่การละลายของฟันน้ านมโดยแรงดันจากฟันแท้ที่อยู่ข้างใต้   
 การละลายของฟันที่เกิดจากภาวะที่มีพยาธิสภาพมักมีสาเหตุมาจากการบาดเจ็บที่เกิดจากแรง
ภายนอก หรือความร้อนแรงดันจากเนื้องอกและฟันคุด แรงจากการจัดฟัน การติดเชื้อในโพรงประสาทฟัน 
(dental pulp) หรือในเนื้อเยื่อปริทันต์ (periodontal tissue) และการฟอกสีฟัน เป็นต้น 
การละลายของรากฟัน (root resorption)  
 การละลายของรากฟัน (dental root resorption)  เป็นกระบวนการที่ท าให้เกิดการสูญเสีย ของ
เนื้อเยื่อแข็งของฟันบริเวณส่วนราก ซึ่งมักเกิดได้ตั้งแต่บริเวณคอฟันที่ต่อกับส่วนรากฟัน (cervico-apical 
junction) จนถึงบริเวณปลายรากฟัน (root apex) (1)  การละลายของรากฟัน อาจจัดแบ่ง ประเภทตาม
บริเวณท่ีเกิดกับความ สัมพันธ์กับผิวรากฟันได้เป็นการละลายของรากฟันจากภายนอกและการละลายจาก
ภายในคลองรากฟัน (2)  
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การละลายของรากฟันจากภายนอก (external root resorption)  
 การละลายของรากฟันจากภายนอกพบได้บ่อยกว่าการละลายจากภายในคลองรากฟัน การละลายของ
รากฟันจากภายนอกมักมีสาเหตุหลักมาจาก แรงเคลื่อนฟันจากการจัดฟัน (orthodontic force) รองลงมา
ได้แก่ แรงจากการบาดเจ็บ (traumatic injury) การติดเชื้อ และแรงดันจากเนื้องอกและฟันคุด (3)  กลไก
การเกิดการละลายของรากฟันจากภายนอกนั้นมีการศึกษากันเป็นจ านวนมาก   โดยนักวิจัยพบว่าการ
บาดเจ็บ การติดเชื้อ และแรงจากภายนอกจะส่งผลท าให้เกิดการอักเสบของเนื้อเยื่อปริทันต์ ที่อยู่รอบๆ ราก
ฟันและมีการดึงดูดเซลล์สลายกระดูก (osteoclast)/เซลล์สลายฟัน (odontoclast) เข้ามาละลายรากฟัน   
 เซลล์เอ็นยึดปริทันต์ (periodontal ligament cell; PDL cell) เป็นองค์ประกอบหลักของเนื้อเยื่อ
เอ็นยึด ปริทันต์ที่อยู่รอบรากฟัน มีบทบาทหน้าที่ส าคัญในการเกิดการละลายกระดูกและฟัน รวมทั้ง การเกิด
ก่อรูปกระดูกใหม่ (bone remodeling) โดยเซลล์เอ็นยึดปริทันต์สามารถท าหน้าที่ได้ทั้งกระตุ้น และยับยั้ง
การแปรสภาพของเซลล์ต้นก าเนิด (progenitor cell) ไปเป็นเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน (15)   จาก
การศึกษาในหนูทดลอง (16) พบว่าเมื่อเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ได้รับแรงเคลื่อนฟัน เซลล์จะหลั่งสารเมทริกซ์
เมททัลโลโปรตีนเนส-9 (metrix mettaloproteinase-9; MMP-9) ซึ่งเป็นโมเลกุลส าคัญที่เก่ียวข้องในการ
เคลื่อนที่ (migration) และการย่อยสลายคอลลาเจนของเซลล์สลายกระดูก (17, 18) ท าให้มีการเพ่ิมจ านวน
ของเซลล์สลายกระดูกในบริเวณเนื้อเยื่อปริทันต์ และรากฟันที่ได้รับแรง นอกจากนี้จากการทดลองใน
ห้องปฎิบัติการ (15) พบว่าเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ สามารถกระตุ้นให้เซลล์เม็ดเลือดขาดชนิดโมโนนิวเคลียร์ 
(peripheral blood mononuclear cell; PBMC) แปรสภาพไปเป็นเซลล์สลายกระดูกได้โดยการเกิดปฎิ
สัมพันธ์ระหว่างเซลล์ (cell-to-cell interaction) ทั้งสองชนิดดังกล่าว ผ่านทางรีเซ็บเตอร์แอคทิเวเตอร์ออฟ
นิวเคลียร์แฟกเทอร์ แคปปาบีไลแกนด์ (receptor activator of nuclear kappa B ligand; RANKL) ที่
แสดงออกบนผิวเซลล์เอ็นยึดปริทันต์กับตัวรับสัญญาณ  (receptor) ของ RANKL ซึ่งก็คือ RANK ที่ถูก
แสดงออกบนเซลล์สลายกระดูก 
 การละลายของรากฟันจากภายนอกจะมีกระบวนการซ่อมแซมเกิดขึ้นได้เองตามธรรมชาติ ซึ่งปกติแล้ว
พบว่าการละลายของรากฟันจากภายนอกนั้นจะไม่ด าเนินต่อถ้าเอาสาเหตุออก เช่น ลดแรงกระแทกที่ฟัน 
หรือลดหรือหยุดแรงจากการจัดฟัน เป็นต้น  ซึ่งถ้ารากฟันถูกท าลายเป็นบริเวณไม่ใหญ่มาก ก็จะเกิด
กระบวนการซ่อมแซมตนเองภายในเวลา 2-3 อาทิตย์ (3) โดยเซลล์เอ็นยึดปริทันต์จะไปกระตุ้นให้เกิด
กระบวนการการสร้างเคลือบรากฟัน (cementogenesis) ท าให้มีการสร้างเนื้อเยื่อคล้ายเคลือบรากฟัน 
(cementum-like tissue) ขึ้นมาทดแทนในส่วนของผิวรากฟันที่มีการละลายบางส่วน (19) 
 นอกจากนี้มีการศึกษาพบว่า (20, 21) ในกระดูกอ่อน (cartilage)  ผนังเส้นเลือด เคลือบรากฟัน 
(cementum) และเอ็นยึดปริทันต์ สามารถหลั่งสารที่เรียกว่า “แอนไท-อินเวชั่นแฟกเตอร์ (anti-invasion 
factor)” ซึ่งเป็นสารที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก มีคุณสมบัติยับยั้งการย่อยสลายโปรตีน (proteolytic activity 
inhibitor)  จากการทดลองในห้องปฎิบัติการ (20) พบว่าแอนไท-อินเวชั่นแฟกเตอร์ ที่สกัดจากกระดูกอ่อน
และผนังเส้นเลือดใหญ่ของมนุษย์มีผลต่อการยึดเกาะและยับยั้งการละลายกระดูกของเซลล์สลายกระดูก และ
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มีบางการศึกษาพบว่าเอ็นยึดปริทันต์ที่มีชีวิต สามารถยับยั้งการรุกรานจากเซลล์กระดูกที่อยู่โดยรอบได้ ใน
ขณะเดียวกันพบว่ามีการรุกรานของเซลล์กระดูกเข้าสู่บริเวณเอ็นยึดปริทันต์ที่ตายแล้ว (22)    ดังนั้นจึงอาจ
เป็นไปได้ว่าแอนไทอินเวชั่นแฟกเตอร์ที่มีการกล่าว ถึงกันนั้นมีหน้าทีส่ าคัญในการช่วยคงสภาพของอวัยวะปริ
ทันต์ที่อยู่รอบๆรากฟัน และป้องกันการรุกรานจากกระดูกที่ล้อมรอบอวัยวะปริทันต์ได้อีกด้วย 
 สิ่งส าคัญท่ีสุดในการรักษาการละลายของรากฟันจากภายนอกนั้น คือการก าจัดเอาสาเหตุที่มีผลต่อ
การละลายของรากฟันนั้นออกไป เช่น การลดแรงจากการจัดฟัน การก าจัดแรงที่ท าให้เกิดการบาดเจ็บ การ
ก าจัดการติดเชื้อ เป็นต้น (4)  ซึ่งโดยส่วนใหญ่แล้วถ้าการละลายของรากฟันนั้นเกิดจากแรงจัดฟัน หรือแรง
จากการบาดเจ็บ เมื่อน าเอาสาเหตุออก การละลายของรากฟันก็จะหยุดลง และกระบวนการซ่อมแซมก็จะ
เกิดข้ึนได้เองตามธรรมชาติ (3) การละลายของรากฟันที่เกิดจากการติดเชื้อบริเวณเอ็นยึดปริทันต์ การรักษาก็
ต้องท าโดยการก าจัดเชื้อและเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อ รวมถึงเนื้อเยื่อแกรนูเลชั่น (granulation tissue) จากนั้นอาจ
ท าการกรอผิวฟันที่มีเชื้อออก และบูรณะ (restoration) ด้วยวัสุดอุดฟัน  (3, 23) ถ้าการละลายของรากฟัน
จากภายนอกนั้นเกิดจากการติดเชื้อที่โพรงประสาทฟันก็จ าเป็นต้องท าการรักษาโพรงประสาทฟัน 
(pulpectomy) และให้การรักษารากฟัน (root canal treatment)  อย่างไรก็ตามการติดเชื้อที่โพรง
ประสาทฟันมักเป็นสาเหตุท าให้เกิดการละลายภายในคลองรากฟันมากกว่าการละลายของรากฟันจาก
ภายนอก (3, 4) 
การละลายภายในคลองรากฟัน (internal root resorption) 
 การละลายภายในคลองรากฟันพบได้น้อยกว่าการละลายของรากฟันจากภายนอก โดยการละลาย
ภายในคลองรากฟันพบว่า 45% นั้นมีสาเหตุหลักมาจากแรงจากการบาดเจ็บ ซึ่งมักจะเป็นแรงต่างๆ ที่ท าให้
เกิดการเคลื่อน ที่อย่างผิดปกติของฟัน (luxation injury) รวมถึงการได้รับความร้อนจากการกรอฟันด้วยหัว
กรอเร็ว (high-speed drill) โดยมีการสเปรย์น้ าไม่เพียงพอ (5, 6)  ส าหรับสาเหตุอื่น ๆ ของการละลาย
ภายในคลองรากฟันนั้นพบว่า 25% เป็นสาเหตุมาจากรอยโรคฟันผุ (carious lesion) และ 14% เป็นสาเหตุ
มาจากรอยโรคฟันผุร่วมกับรอยโรคปริทันต์ (periodontol lesion) (6)   ส่วนสาเหตุที่เหลืออาจมาจากการ
ฟอกสีฟัน รอยแตกของฟัน แรงจากการจัดฟัน การปิดทับเนื้อเยื่อในโพรงฟัน (pulp capping) ด้วย
แคลเซียมไฮดรอกไซด์ หรือสาเหตุที่ยังไม่ทราบแน่ชัดแต่ส่งผลท าให้เกิดความผิดปกติของโพรงประสาทฟัน 
เป็นต้น (24-26) โดยสาเหตุต่าง ๆ เหล่านี้จะส่งผลให้เกิดการอักเสบเรื้อรังของโพรงประสาทฟัน (chronic 
pulpal inflammation) เกิดการท าลายของชั้นพรีเดนทีน (predentin) และเซลล์สร้างเนื้อฟัน 
(odontoblast) และท าให้เกิดการละลายของเนื้อฟันจากภายในคลองรากฟันโดยเซลล์สลายกระดูก/เซลล์ล
สายฟัน (9) 
 ปัจจุบันยังไม่ทราบกลไกที่แน่ชัดว่าเหตุใดสาเหตุต่างๆ ดังกล่าวข้างต้นจึงส่งผลให้เกิดการละลาย
ภายในคลองรากฟันได้  อย่างไรก็ตามมีการศึกษาในฟันของลิงพบว่าเนื้อเยื่อแข็งในฟัน (mineralized 
dentin) ต้องมีการสัมผัส (exposed) กับเซลล์โพรงฟัน (dental pulp cell) จึงจะมีกระบวนการละลายของ
รากฟันเกิดข้ึน (8)  การละลายของรากฟันจะเกิดเป็นแบบชั่วคราว (transient) หรือด าเนินต่อเนื่องไป 
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(progressive) ก็ได้  โดยพบว่าการอักเสบของโพรงประสาทฟันและการถูกท าลายของชั้นพรีเดนทีนและ
เซลล์สร้างเนื้อฟัน เป็นจุดเริ่มต้นของการเกิดการละลายภายในคลองรากฟัน และการอักเสบเรื้อรังของโพรง
ประสาทฟัน ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการติดเชื้อจากแบคทีเรีย จะท าให้เกิดการละลายของรากฟันอย่างต่อเนื่อง
ได้ (2, 8) 
 การละลายภายในคลองรากฟันแบ่งได้เป็น 2 ชนิด ได้แก่ การละลายภายในคลองรากฟันจากการ
อักเสบเรื้อรัง และการละลายภายในคลองรากฟันที่มีการสร้างเนื้อเยื่อแข็งชนิดอ่ืนมาทดแทน (27, 28)  

 การละลายภายในคลองรากฟันจากการอักเสบเรื้อรัง (internal inflammtory resorption) 
พบได้ทุกในบริเวณของคลองรากฟัน ลักษณะเด่นทางรังสีวิทยาคือจะพบเงาด ารูปไข่ โดยมีขอบเขต
คลอบ 

คลุมคลองรากฟันจนไปถึงชั้นของเนื้อฟัน ถ้าเกิดการละลายบริเวณคอฟันถึงตัวฟัน จะเห็นสีชมพูในตัวฟัน 
(pink spot)  การละลายภายในคลองรากฟันที่เกิดจากการอักเสบเรื้อรังนั้น จะท าให้เกิดการสูญเสียเนื้อฟันที่
อยู่ติดกับคลองราก และมีการขยายขอบเขตกว้างขึ้นเรื่อย ๆ โดยที่ไม่มีการเนื้อเยื้อแข็ง (hard tissue) เจริญ
มาทดแทนเนื้อฟันที่สูญเสียไป  การละลายภายในคลองรากฟันชนิดนี้เกิดจากการอักเสบเรื้อรังของโพรง
ประสาทฟัน โดยอาจมีการติดเชื้อแบคทีเรียร่วมด้วยหรือไม่ก็ได้  แต่ต้องมีการท าลายของชั้นพรีเดนทินและ
เซลล์สร้างเนื้อฟัน และมีการกระตุ้นการท างานของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน จึงจะท าให้รอยโรค
ด าเนินขึ้นได้ (7)  
 มีสมมุติฐานกล่าวถึงความสัมพันธ์ของเซลล์โพรงฟันกับการท างานของเซลล์สลาย กระดูก/เซลล์สลาย
ฟันว่าเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟัน (dental pulp tissue) ที่ตายแล้ว จะเป็นตัวกระตุ้นท าให้เกิดการอักเสบของ
เนื้อเยื่อโพรงประสาทฟันที่ยังมีชีวิตอยู่ (6) จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเซลล์กระดูกเซลล์ 
(osteocyte) และการท างานของเซลล์สลายกระดูก พบว่าการตายของเซลล์กระดูกแบบอะพอพโทซิส 
(apoptosis) ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการท างานของเซลล์สลายกระดูก (29, 30)  เซลล์โพรงฟันและเซลล์
สร้างเนื้อฟันนั้น เปรียบได้กับเซลล์ กระดูก ดังนั้นอาจเป็นไปได้ว่าการบาดเจ็บ และการติดเชื้อเป็นตัวกระตุ้น
ท าให้เซลล์โพรงฟัน และเซลล์สร้างเนื้อฟันเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส เมื่อเซลล์ทั้งสองชนิดดังกล่าว เข้าสู่
กระบวนการตายแบบอะพอพโทซิส เซลล์จะหลั่งสารไซโตไคน์ (cytokine) ที่เหนี่ยวน าให้เซลล์ โพรงฟันและ
เซลล์สร้างเนื้อฟันที่เหลืออยู่เกิดการอักเสบ ส่งผลท าให้เกิดการละลายภายในคลองรากฟัน 

 การละลายภายในคลองรากฟันที่มีการสร้างเนื้อเยื่อแข็งชนิดอ่ืนมาทดแทน (internal 
replacement resorption) 

การละลายภายในคลองรากฟันชนิดนี้มีลักษณะเด่นทางรังสีวิทยาคือ พบเงาด ารูปทรงไม่แน่นอน ร่วมกับ 
เงาขาวจาง ๆ ที่แสดงถึงการอุดตันของคลองรากฟัน การละลายภายในคลองรากฟันที่มีการสร้างเนื้อเยื่อแข็ง
ชนิดอื่นมาทดแทนมักมีสาเหตุมาจากการอักเสบแบบไม่รุนแรง (low-grade inflammation) ของเนื้อเยื่อใน
โพรงฟัน เช่นการเกิดการอักเสบของเนื้อเยื่อในโพรงฟันแบบไม่ผันกลับ (irriversible pulpitis) และการตาย
ของเนื้อเยื่อโพรงประ สาทฟันบางส่วน (partial pulp necrosis)  เป็นต้น ลักษณะพยาธิวิทยาพบว่ามีการ
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อักเสบเรื้อรังของโพรงประสาทฟัน มีการท าลายของชั้นพรีเดนทิน และเซลล์สร้างเนื้อฟันเช่นเดียวกับการ
ละลายภายในคลองรากฟันจากการอักเสบเรื้อรัง นอกจากนี้ยังพบเนื้อเยื่อแข็งคล้ายกระดูกหรือเคลือบราก
ฟันเจริญมาทดแทนเนื้อฟัน (dentin) ที่ละลายไป (8)  ลักษณะการเปลี่ยนแปลงแบบผันกลับได้  (reversible 
change) ที่มีการทดแทนเซลล์หนึ่งด้วยเซลล์อีกชนิดหนึ่งนี้เรียกว่า “เมทาเพลเซีย (metaplasia)”   มีหลาย
สมมุติฐานกล่าวถึงการเกิดเมทาเพลเซียในโพรงประสาทฟันและคลองรากฟันว่า เซลล์คล้ายเซลล์สร้างกระดูก 
(odontoblast-like cell) ที่เจริญมาทดแทนเซลล์สร้างเนื้อฟัน น่าจะแปรสภาพมาจากเซลล์ต้นก าเนิดใน
โพรงประสาทฟัน (dental pulp stem cell) (31, 32)    มีบางสมมุติฐานเชื่อว่าเมตาพลาเซียของเนื้อเยื่อ
แข็งนั้นไม่ได้มีต้นก าเนิดมาจากเซลล์โพรงฟัน แต่มีต้นก าเนิดมาจากเซลล์ที่เคลื่อนที่ออกมาจากเส้นเลือดใน
โพรงประสาทฟัน หรือเซลล์จากเนื้อเยื่อปริทันต์ (33-35)   อย่างไรก็ตามการเกิดเมทาเพลเซียของเนื้อเยื่อ
แข็งนั้น เป็นการตอบสนองต่อการอักเสบเรื้อรังที่เกิดขึ้นในโพรงประสาทฟันและคลองรากฟัน 
 ปัจจุบันการรักษาการละลายภายในคลองรากฟันจะมุ่งเน้นไปที่การเอาเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟันที่เกิด
การอักเสบออก  เนื่องจากการอักเสบเรื้อรังของเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟัน เป็นปัจจัยหลักที่ท าให้รอยโรค มี
การด าเนินอย่างต่อเนื่อง  หลังจากก าจัดเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟันทั้งหมดออกแล้ว ทันตแพทย์จะท าการล้าง
คลองรากฟันด้วยสารเคมีที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อ และอุดคลองรากฟันชั่วคราวด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์เพ่ือก าจัด
เชื้อที่เหลืออยู่ออกให้มากที่สุด  จากนั้นค่อยท าการอุดคลองรากฟันถาวรต่อไป 
บทบาทหน้าที่ของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟันในการละลายเนื้อเยื่อฟัน 
 เซลล์สลายกระดูก (osteoclast) เป็นเซลล์ที่มีขนาดใหญ่ประกอบด้วยหลายนิวเคลียส 
(multinecleated giant cell) บริเวณขอบเซลล์มีลักษณะเป็นคลื่นหรือมีรอยหยักเรียกว่า “รัฟเฟิลบอเดอร์ 
(ruffled border)” และสามารถเคลื่อนที่ได้  เซลล์สลายกระดูกแปรสภาพมาจาก การรวมกัน (fusion) ของ
เซลล์ต้นก าเนิดเม็ดโลหิต (hematopoietic stem cell)  ชนิดเดียวกับเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ หรอื
แมคโครเฟจ ซึ่งเซลล์ต้นก าเนิดดังกล่าวนี้ มาจากม้ามและไขกระดูก (36)  เมื่อเกิดการอักเสบเซลล์ต่างๆ ที่อยู่
ในบริเวณนั้น รวมถึงเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันจะมีการหลั่งคีโมไคน์ (chemokine) และไซโตไคน์ที่กระตุ้นการ
อักเสบ (proinflammatory cytokine) ท าให้เกิดการเคลื่อนที่ของเซลล์สลายกระดูกไปยังบริเวณรอยโรค 
และเกิดการกระตุ้นการท างานของเซลล์สลายกระดูก  นอกจากนี้คีโมไคน์และไซโตไคน์ที่ถูกหลั่งออกมายัง
ส่งผลให้เกิดการดึงดูดเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์สลายกระดูกเข้ามาในบริเวณรอยโรค และแปรสภาพไปเป็น
เซลล์สลายกระดูกอีกด้วย (10, 37, 38)  
 เซลล์สลายฟัน (odontoclast) เป็นเซลล์ที่แปรสภาพมาจากเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดโลหิต ที่อยู่ในกระแส
โลหิต (39)  ซึ่งเซลล์ต้นก าเนิดนี้พบได้ในโพรงประสาทฟันและเอ็ดยึดปริทันต์ โดยเซลล์สลายฟันมีรูปร่าง
ลักษณะและคุณสมบัติคล้ายคลึงกับเซลล์สลายกระดูก เช่นมีการแสดงออกของโปรตีน ที่ท าหน้าที่ในการ
ละลายกระดูกซ่ึงได้แก่ คาเทปซินเค (cathepsin K) ทาเทรต-รีซิสแทนต์เอซิด ฟอสฟาเทส (tartrate-
resistant acid phosphatase; TRAP)  โปรตอนเอทีพีเอส (H+ -ATPase) และ MMP-9 เป็นต้น (39)  
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 แฟกเตอร์ส าคัญที่เกี่ยวข้องกับการแปรสภาพของเซลล์สลายกระดูกได้แก่ แมกโครเฟจโคโลนีสทิมูเลติง
แฟกเตอร์ (M-CSF) และ  RANKL (40) M-CSF เป็นไซโตไคน์ที่ถูกหลั่งออกมาจากเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ 
เซลล์เอ็นโดธีเลียม (endothelial cell) และเม็ดเลือดขาวชนิดแกรนูโลไซต์ (granulocyte) ซึ่งการหลั่ง M-
CSF ของเซลล์เหล่านี้ถูกกระตุ้นโดยไซโตไคน์อินเตอร์ลิวคิน-1 (interlukin-1; IL-1) แพลทเลทดีไรฟวด์โกรท

แฟกเตอร์ (platelet derived growth factor; PDGF) อินเตอร์เฟียรอน-แกมมา (interferon-γ; IFN-γ) 

และ แกรนูโลไซต์แมกโครเฟจโคโลนีสทิมูเลติงแฟกเตอร์ (granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor; GM-CSF) (41)  RANKL ถูกแสดงออกในเซลล์สร้างกระดูก มีเซนไคมอลเซลล์ 
mesenchymal cell) ที่อยู่ในส่วนของกระดูกอ่อน และเซลล์กระดูกอ่อน ที่มีการขยายขนาด 
(hypertrophied chondrocyte) (42) ในฟันและอวัยวะที่เกี่ยวข้องกับฟัน  พบว่ามีการแสดงออกของ 
RANKL ในเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ที่อยู่รอบๆ รากฟันน้ านมที่มีการละลายเซลล์โพรงฟัน เซลล์สร้างเนื้อฟัน เซลล์
สร้างเคลือบรากฟัน (cementoblast) และ เซลล์สร้างเคลือบฟัน (ameloblast) (43-45) การแสดงออกของ 
RANKL ถูกเหนี่ยวน าโดยสารที่เกี่ยวข้องกับการสลายกระดูก เช่น กลูโคคอร์ทิคอยด์ (glucocorticoids) 
วิตามินดี3 อินเตอร์ลิวคิน-1 อินเตอร์ลิวคิน-6 อินเตอร์ลิวคิน-11 อินเตอร์ลิวคิน-17 ทิวเมอร์เน็กโครซิสแฟก

เตอร์แอลฟา (tumornecrosis factor alpha; TNF-α) พรอสทาแกรนดินอี2 (prostaglandin E2; PGE2) 

และ พาราไทรอยด์ฮอร์โมน (42)  
 M-CSF มีบทบาทในการกระตุ้นการแสดงออกของ RANK ในเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดโลหิต โดย RANK จะ
เป็นตัวรับสัญญาณของ RANKL  ในสภาวะที่มีสัญญาณจาก M-CSF และ RANK-RANKL เซลล์ต้นก าเนิดเม็ด
โลหิตจะแปรสภาพไปเป็นเซลล์สลายกระดูก ซึ่งกระบวนการเกิดเซลล์สลายกระดูกนี้เรียกว่า “ออสติโอคลาส
โทเจนนิซิส (osteoclastogenesis) (46)  
 จากหลายการศึกษาพบว่ารากฟันที่มีการละลายไม่ว่าจะเกิดจากสาเหตุใดก็ตาม จะพบเซลล์สลาย
กระดูก/เซลล์สลายฟันอยู่บริเวณเนื้อฟันที่มีการละลาย (6, 8, 9) โดยการท างานของเซลล์สลายกระดูก/ 
เซลล์สลายฟัน จ าเป็นต้องมีการจับติดแน่นของเซลล์กับผิวของกระดูกหรือผิวฟัน โดยปฎิสัมพันธ์นี้เกิดจาก 
การท างานของอินทรีกริน (integrin) ที่อยู่บนผิวของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน หลังจากเซลล์ยึดเกาะ
กับผิวกระดูกหรือผิวฟันแล้ว บริเวณรัฟเฟิลบอเดอร์ของเซลล์สลายกระดูก/ เซลล์สลายฟัน จะมีการ
แลกเปลี่ยนอิออนเพ่ือปรับสภาพความเป็นกรดด่าง ให้เหมาะกับการท างานของเอนไซม์ที่ย่อยสลายสาร
เคลือบเซลล์ (extracellular matrix) โดยความเป็นกรดที่เหมาะสมคือ pH ประมาณ 4.5 จะให้เซลล์สลาย
กระดูกมีประสิทธิภาพในการละลายเนื้อเยื่อแข็งสภาพความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมจะช่วยกระตุ้นการท างาน
ของเอ็นไซม์ต่างๆ ที่ท าหน้าที่ในการย่อยสลายกระดูกและเนื้อเยื่อ เกี่ยวพัน (connective tissue) เช่น คา
เทปซินเคเมทริกเมทัลโลโปรตีนเนส และ TRAP เป็นต้น (10)  
        ปัจจุบันพบว่ามีสารยับยั้งการแปรสภาพและการท างานของเซลล์สลายกระดูกอยู่หลายตัว เช่น 

- ออสติโอโพรทีเจอริน (osteoprotegerin; OPG) หรือออสติโอคลาสโตเจนิซิส อินฮิบิเทอรีแฟก
เตอร์ (osteoclastogenesis inhibitory factor; OCIF) เป็นโปรตีนที่ถูกสร้างและหลั่งออกมา
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จากเซลล์ ซึ่งเซลล์ที่พบการแสดงออกของ OPG เป็นจ านวนมากได้แก่ เซลล์สร้างกระดูก 
นอกจากนี้ยัง สามารถพบการแสดงออกของ OPG ได้ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ เช่น หัวใจ ตับ ไต ม้าม 
และไขกระดูก OPG จะแย่งจับกับ RANK ท าให้ RANKL ไม่สามาถจับกับ RANK ได้ ดังนั้น
กระบวนการแปรสภาพและการ กระตุ้นการท างานของเซลล์สลายกระดูก จะถูกยับยั้งโดยการ
ท างานของ OPG (47) จากการศึกษา ในหนูทดลอง (48)  โดยการฉีดสาร OPG เข้าไปบริเวณ
ร่องฟันที่ได้รับแรงเคลื่อนฟันพบว่าสามารถ หยุดการละลายของกระดูก และฟันได้ 

- แคลซิโทนิน (calcitonin) เป็นโปรตีนถูกสร้างและหลั่งโดยซีเซลล์ (C cell) ในต่อมไทรอยด์ซ่ึง 
เซลล์สลายกระดูกจะมีตัวรับสัญญาณของแคลซิโทนินอยู่บนผิวเซลล์ เมื่อเซลล์สลายกระดูกถูก 
กระตุ้นด้วยแคลซิโทนิน เซลล์จะหลุดออกจากผิวกระดูกท่ีเกาะอยู่ท าให้กระบวนการละลาย
กระดูก ถูกยับยั้ง (49) 

- อินเตอร์เฟียรอนแกรมมา (interferon-γ; IFN-γ) ทีเซลล์ (T cell) จะเป็นเซลล์หลักในการสร้าง 

และหลั่ง IFN-γ  พบว่า IFN-γ สามารถยับยั้งการแปรสภาพจากเซลล์ต้นก าเนิด ไปเป็นเซลล์

สลาย กระดูกได้ (50) 

- อินเตอร์เฟียรอนเบตา (interferon-β ; IFN-β) เซลล์ในส่วนของภูมิคุ้มกันแบบไม่จ าเพาะ 

(innate immunity) บางชนิดเช่น เดนไดรทิกเซลล์ (dendritic cell) จะหลั่ง IFN-β เพ่ือช่วย

ในการก าจัดไวรัส เป็นต้น มีการศึกษาพบว่า IFN-β สามารถยับยั้งวิถีสัญญาณ RANK/RANKL 

ในกระบวนการ osteoclastogenesis ได้ (51) 
การยับยั้งการแปรสภาพและการท างานของเซลล์สลายกระดูก มีความส าคัญในการหยุด

กระบวนการ ละลายกระดูกและฟัน ดังนั้นการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการตอบสนองต่อการอักเสบของ
เซลล์โพรงฟัน และ เซลล์สร้างเนื้อฟันต่อการแปรสภาพ และการท างานของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลาย
ฟัน จึงมีความส าคัญในการ พัฒนาแนวทางในการรักษาการละลายของรากฟันของผู้ป่วย 
 งานวิจัยนี้คณะผู้วิจัยมีวัตถุประสงค์ต้องการศึกษากลไลการเกิดการละลายภายในคลองรากฟันที่เกิด
จากแรงเค้น-แรงเครียด ซึ่งเป็นสาเหตุหลักในการเกิดการละลายของรากฟัน โดยจะท าการศึกษาความ 
สัมพันธ์ของแรงเค้น-แรงเครียดต่อการตอบสนองการอักเสบของเซลล์โพรงฟัน เซลล์สร้างเนื้อฟัน เซลล์ใน
ระบบภูมิคุ้มกันและเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน  และศึกษาความสัมพันธ์ของการอักเสบดังกล่าวต่อ 
การแปรสภาพและการท างานของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน ซึ่งประโยชน์ในการศึกษานี้ จะสามารถ
ใช้ เป็นแนวทางในการพัฒนาการรักษาการละลายภายในคลองรากฟัน และยังอาจสามารถใช้เป็นแนว ทางใน
การรักษาการอักเสบต่าง ๆ ที่เกิดกับโพรงประสาทฟัน รวมถึงยังสามารถน าไปเป็นแนวทางในการรักษาการ 
ละลายของกระดูกจากการอักเสบได้อีกด้วย 
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วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
1. การเพาะเลี้ยงเซลล์ 
 จริยธรรมการทดลองในมนุษย์ ตัวอย่างเซลล์ที่ใช้ในโครงการนี้ได้ผ่านการพิจารณาจริยธรรมเรียบร้อย
แล้ว  
 การเลี้ยงเซลล์โพรงฟัน 

ล้างฟันที่ถอนมาด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลายน์ที่ปราศจากเชื้อหลายๆครั้ง  เพื่อก าจัดเลือดและสิ่ง
สกปรกออกจากตัวฟัน  จากนั้นแบ่งฟันออกเป็นสองส่วนและดึงเนื้อเยื่อในออกจากโพรงฟันน ามาตัดเป็นชิ้น
เล็กๆ ขนาดประมาณ 1x1 มิลลิเมตร น าไปยอ่ยด้วยเอนไซม์คอลลาจิเนสชนิดที่ 1 ที่ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดยวางบนเครื่องหมุนความเร็วต่ า จากนั้นน าไป
เหวี่ยงที่ความเร็ว 2000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และน าส่วนตกตะกอนไป
เพาะเลี้ยงในจานเลี้ยง ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ชนิดดีเอ็มอีเอ็ม (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; 
DMEM, Gibco, USA) ที่มซีีรัมจากฟีตัสวัว (feta bovine serum) ร้อยละ 10 ยาปฏิชีวนะและยาต้านจุลชีพ
ร้อยละ 1 และแอลกลูตามีนร้อยละ 1 (L-glutamine 200mM, Invitrogen, USA) และเพาะเลี้ยงในตู้
เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5  อาหารเลี้ยงเซลล์
จะถูกเปลี่ยนวันเว้นวัน จนกระท่ังเซลล์คลานออกจากชิ้นเนื้อ และเมื่อเซลล์เจริญเติบโตเต็มจานเลี้ยง ก็จะถูก
ถ่ายลงจานใหม่และนับเป็นเซลล์รุ่นที่ 1 เซลล์ที่ใช้ส าหรับการทดลองเป็นเซลล์รุ่นที่ 3-9 
  การเพาะเลี้ยงเซลล์สลายกระดูก 
  เซลล์ท าลายกระดูกจะได้จากเซลล์เม็ดเลือดขาวโมโนซัยท์ที่แยกจากกระแสเลือด โดยการเจาะเลือด
มาปั่นแยกในสารไฟคอล (Ficoll) ที่ความเร็ว 4000xg เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 
จากนั้นจึงดูดเซลล์จากชั้นเม็ดเลือดขาวใต้ต่อชั้นใสตอนบน และน ามาแยกให้ได้ CD14+ เซลล์โดยใช้ระบบ
การแยกเซลล์ด้วยเม็ดแม่เหล็ก น าเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยต์ไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี RANKL 
และ M-CSF เพ่ือกระตุ้นการเกิดเซลล์สลายกระดูก  
 
2. การกระตุ้นเซลล์ด้วยแรงเครียด-แรงเค้น 
 เซลล์จะถูกหว่านลงในจานเลี้ยงเป็นเวลา 1 คืน จากนั้นจึงกดทับด้วยน้ าหนักขนาด 1-2.5 กรัม/
ตาราง เซนติเมตร เป็นเวลา  1-4 ชั่วโมง  
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3. การตรวจวัดการตอบสนองของเซลล์  
เมื่อครบก าหนดเวลา RNA จะถูกสกัดจากเซลล์เพ่ือน าไปตรวจสอบการแสดงออกของยีนของไซโต

ไคนต์่างๆ โดยวิธีรีเวอส์ทรานส์ คริบชันโพลีเมอเรสเชนรีแอคชัน (RT-PCR- reverse transcription poly-
merase chain reaction) 

การสกัด RNA 
เซลล์ถูกล้างด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์จ านวน 3 ครั้ง และเติมสารไทรซอล (TRIzol reagent) ปริมาตร 

1 มิลลิ ลิตรลงและท าการผสมด้วยการดูดขึ้นลงในปิเปตต์ จากนั้นจึงถ่ายสารละลายที่ได้ลงในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มิลลิ ลิตรจากนั้นเติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้วท าการผสมให้เข้ากันด้วยและตั้ง
ทิ้งไว้ในน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นจึงน าไปปั่นที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนั้นน าส่วนใสด้าน บนถ่ายลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตรอันใหม่ท าการตกตะกอนอาร์
เอ็นเอด้วยการเติมไอโซโพรพานอลที่เย็นจัดปริมาตร 1 เท่าของ สารละลาย และผสมให้เข้ากันตั้งไว้ในน้ าแข็ง
เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น า 
RNA pellet ที่ได้มาล้างด้วย แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 
8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซล เซียส ค่อยๆน าส่วนสารละลายทิ้งไปและปล่อยให้ 
pellet แห้ง ที่อุณหภูมิห้อง น า RNA pellet ที่ได้มาละลายด้วยน้ า DEPC (diethylpyro-carbonate) 
treated water และท าการวัดปริมาณอาร์เอ็นเอ ด้วยเครื่องวัดค่าการดูด กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260-280 
นาโนเมตร 
 การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมแบบวัดปริมาณ (Quantitative Polymerase Chain Reaction; 
qPCR) 
 RNA ที่สกัดได้ จะน าไปผ่านกระบวนการรีเวอร์ส ทรานสคริปชั่น เพ่ือสร้างคอมพลีเมน ทารีดีเอ็นเอ 
(complementary DNA) โดยน าอาร์เอ็นเอที่ได้มาผสมกับ 50 µM oligo (dT)20 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
และ 10 mM dNTP mixtures (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั้นจึงบ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และน ามาแช่บนน้ าแข็ง จากนั้นจึงน า reaction mix มาเติม 5 
x first buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 0.1 M DTT ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 40 units/µl recombinant 
RNase inhibitor ปริมาตร 1 ไมโครลิตรและ 200 units/µl superscript III reverse transcriptase 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และหยุดปฏิกิริยาโดย บ่มที่
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นลดอุณหภูมิลงมาที่ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นตรวจดูการ
เพ่ิมปริมาณของสารพันธุกรรมแบบวัดปริมาณ จะท าในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมแบบวัดปริมาณ 
(Lightcycler 480) โดยใช้ SYBR green เป็นตัวตรวจจับปริมาณสารพันธุกรรมที่เพ่ิมข้ึน  
 
4. ผลต่อเซลล์สลายกระดูก  

เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยต์จะถูกเหนี่ยวน าให้เป็นเซลล์สลายกระดูกในภาวะที่มี 
recombinant human S100A7 ในความเข้มข้น 0, 10, 100 และ 1000 ng/ml เป็นเวลา 14 วัน จากนั้น
ศึกษาการแปรสภาพของเซลล์สลายกระดูกจะท าการย้อมด้วยสี TRAP (Tartrate Resistant Acid 
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Phosphatase) จากนั้นนับจ านวนนิวเคลียสต่อเซลล์ และนับจ านวนเซลล์ที่ติดสี TRAP ส าหรับการศึกษา
การท างานของเซลล์สลายกระดูก ท าโดยเทคนิค resorption pit assay ซี่งเซลล์จะถูกเลี้ยงบนแผ่นงาช้างใน
จานเพาะเซลล์ขนาด 96 หลุม เป็นเวลา 14 วัน จากนั้นน าแผ่นงาช้างมาย้อมด้วย Toluidine blue และนับ
จ านวนหลุม (pit) ที่ติดสี และค านวณพ้ืนที่บริเวณท่ีติดสีดังกล่าว  

 
5. การวิเคราะห์ข้อมูลเชิงสถิติ 
 ค่าการแสดงออกของยีนที่แสดงผลด้วยโปรแกรมภายหลังการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Q-PCR จากการ
ทดลอง 3 ครั้ง ถูกน ามาหาค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยใช้สถิติ unpaired T-test โดย มีค่าความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ p < 0.05 
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ผลการวิจัย 

ปีท่ี 1 
วัตถุประสงค์ที ่1. ศึกษากลไกการเกิดการละลายภายในคลองรากฟันที่มีสาเหตุมาจากแรงเชิงกล 
ข้อ 1.1 ศึกษาผลของแรงเครียด-แรงเค้นต่อการตอบสนองการอักเสบของเซลล์โพรงฟัน     
 1) ทดสอบผลของความเค้น-ความเครียดต่อการเกิดการอักเสบของเซลล์โพรงฟัน โดย
เปรียบเทียบแรงเชิงกลจากการใช้เหรียญและแรงเชิงกลจากเครื่องสร้างแรงกด (compressive 
strength)   
  เนื่องจากการใช้แรงกดจากเหรียญเป็นการจ าลองแรงกดที่ไม่สามารถค านวณหาแรงที่เกิดขึ้น
จริงได้ เพราะมีข้อจ ากัดในการทดลองหลายประการ ดังนั้นผู้วิจัยจึงน าเครื่องสร้างแรงกดที่ สามารถ
ทราบค่าแรงกดเกิดขึ้นจริงได้มาทดสอบเบื้องต้น โดยเปรียบเทียบกับแรงกดที่ใช้เหรียญ  จาก
ผลงานวิจัยของ Govitvattana และคณะ(52) พบว่าเมื่อให้แรงกดด้วยเหรียญจ านวน 2.5 กรัม เป็น
เวลา 2 ชั่วโมง ส่งผลให้มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นของยีน Interleukin-6 (IL-6) ในเซลล์โพรงฟัน  ดังนั้น
ผู้วิจัยจึงท าการทดสอบเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน IL-6 ในเซลล์โพรงฟันที่เกิดจากแรงกดจาก
น้ าหนักเหรียญ 2.5 กรัม และแรงกดขนาดต่างๆ จากเครื่องให้แรงกด โดยท าการทดสอบเบื้องต้น
จ านวนในเซลล์โพรงฟัน   จากผลการทดสอบพบว่าการให้แรงด้วยเครื่องให้แรงกดสามารถเหนี่ยวน า
เซลล์โพรงฟันให้มีการแสดงออกของยีน IL-6 ได้ดีกว่าการให้แรงกดด้วยเหรียญ  (รูปที่ 1) 
 

 
รูปที่ 1 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของ IL-6 ในเซลล์โพรงฟันที่ได้รับแรง
กดนาน 2 ชั่วโมง (n =3)   N = ไม่มีแรงกด;  C 2.5 g = ให้แรงกดด้วยเหรียญน้ าหนัก 2.5 
กรัม;  M 1 g, 2 g และ 4 g = ให้แรงกดด้วยเครื่องสร้างแรงกด โดยมีขนาดของแรง 1, 2 และ 4 กรัม 
ตามล าดับ จ านวนตัวอย่างคือ n = 3, fold change = relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับ
กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด (* P  0.05 เมื่อเทียบกับ N) 
 
 นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ตรวจสอบการแสดงออกของยีน OCT4 (รูปที่ 2) Rex-1 (รูปที่ 3) และ IL-1β 
(รูปที่ 4) เพ่ือเปรียบเทียบแรงจากการกดด้วยเหรียญ และแรงจากการใช้เครื่องสร้างแรงกด พบว่าไม่มี
ความแตกต่างของ OCT4  แต่เครื่องสร้างแรงกดสามารถเหนี่ยวน าการแสดงออกของ Rex-1 และ IL-
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1β ได้มากกว่าการใช้เหรียญกด และการตอบสนองของยีนทั้งสองดังกล่าวเพ่ิมขึ้นเมื่อให้แรงกดด้วย
เครื่องเพ่ิมขึ้น (dose-dependent)  
 Rex-1 เป็น stem cell marker ซึ่งถูกควบคุมโดย IL-6 จากผลการทดลอง (รูปที่ 1 และ รูปที่ 3) 
พบว่าการแสดงออกของ Rex-1 นั้น สองคล้องกับการแสดงออกของ IL-6  
 

 
 รูปที่ 2 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของ OCT4 ในเซลล์โพรงฟันที่
ได้รับแรงกดนาน 2 ชั่วโมง (n =3)    N = ไม่มีแรงกด;  C 2.5 g = ให้แรงกดด้วยเหรียญน้ าหนัก 2.5 
กรัม;  M 1 g, 2 g และ 4 g = ให้แรงกดด้วยเครื่องสร้างแรงกด โดยมีขนาดของแรง 1, 2 และ 4 กรัม 
ตามล าดับ จ านวนตัวอย่างคือ n = 3, fold change = relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับ
กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด 
 

 
รูปที่ 3 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของ Rex-1 ในเซลล์โพรงฟันที่ได้รับ
แรงกดนาน 2 ชั่วโมง (n =3)   N = ไม่มีแรงกด;  C 2.5 g = ให้แรงกดด้วยเหรียญน้ าหนัก 2.5 กรัม;  
M 1 g, 2 g และ 4 g = ให้แรงกดด้วยเครื่องสร้างแรงกด โดยมีขนาดของแรง 1, 2 และ 4 กรัม 
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ตามล าดับ จ านวนตัวอย่างคือ n = 3, fold change = relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับ
กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด (* P  0.05 เมื่อเทียบกับ N) 
 

 
รูปที่ 4 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของ IL-1β  ในเซลล์โพรงฟันที่ได้รับ
แรงกดนาน 2 ชั่วโมง (n =3)   N = ไม่มีแรงกด;  C 2.5 g = ให้แรงกดด้วยเหรียญน้ าหนัก 2.5 กรัม;  
M 1 g, 2 g และ 4 g = ให้แรงกดด้วยเครื่องสร้างแรงกด โดยมีขนาดของแรง 1, 2 และ 4 กรัม 
ตามล าดับ จ านวนตัวอย่างคือ n = 3, fold change = relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับ
กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด (* P  0.05 เมื่อเทียบกับ N) 
  
 2) ทดสอบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการละลายของกระดูกหรือคลองรากฟัน  
  การแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นของ IL-1β (รูปที่ 4) แสดงถึงแรงกดที่เพ่ิมขึ้นส่งผลให้เกิดการอักเสบ
ของเซลล์โพรงฟัน ซึ่งผลการทดลองเบื้องต้นของผู้วิจัยนี้สอดคล้องกับการศึกษากลไกการละลายภายใน
คลองรากฟัน (53, 54) กล่าวคือการละลายภายในคลองรากฟันเป็นผลมาจากการอักเสบเรื้อรังของ
โพรงประสาทฟัน (chronic pulpal inflammation) โดยการอักเสบเรื้องรังที่เกิดขึ้นนั้นมีสาเหตุหนึ่ง
มาจากการตายของเซลล์โพรงฟันแบบ necrosis  
 การตายของเซลล์แบบ necrosis มีผลต่อการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันในร่างกาย โดย 
necrotic cell จะถูกระบบภูมิคุ้มกันรับรู้และจดจ าผ่านทางตัวรับสัญญาณที่อยู่ในเซลล์ ( intracellular 
receptor) ที่เรียกว่า DAMP (Danger associated molecular pattern) การตอบสนองของ 
DAMP ส่งผลให้เกิดการอักเสบและการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันโดยก าเนิด  (innate immunity) และ
ภูมิคุ้มกันแบบจ าเพาะ (adaptive immunity) (55)  ปัจจุบันการศึกษาเกี่ยวกับ DAMP ยังมีไม่มากนัก 
อย่างไรก็ตามพบว่าการตอบสนองของ DAMP เกิดได้จากสัญญาณผ่านทาง TLRs (Toll-like 
receptors) เช่น TLR-4 ที่ถูกกระตุ้นด้วย LPS นอกจากนี้ยังพบว่าวิถีสัญญาณ DAMP สามารถถูก
กระตุ้นได้โดย hyaluronan และ S100 proteins (56, 57) 
 S100 proteins เป็นกลุ่มของ calcium-binding protein ประกอบด้วย S100A1 – A16, 
S100B, S100P และ CALB3 หน้าที่หลักของ S100 ได้แก่ protein phosphorylation, enzyme 
activity, calcium homeostasis, ควบคุมการท างานของ cytoskeletal components และ 
ควบคุมการท างานของ transcriptional factors (58)  การศึกษาการท างานของ S100 protein ที่มี
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ผลต่อการละลายของกระดูกยังมีไม่มากนัก อย่างไรก็ตามมีการศึกษาพบว่า S100A4, S100A7 และ 
S100A8 สามารถกระตุ้นการท างานของ osteoclast ได้ทั้งทางตรงและทางอ้อม (59-61) ดังนั้นผู้วิจัย
จึงท าการทดลองโดยให้แรงกดแก่เซลล์โพรงฟันในขนาดๆ ต่างกันเพ่ือตรวจดูการแสดงออกของยีน  
S100A4, S100A7 (รูปที่ 5) และ S100A8/A9 (S100A8 สามารถ form เป็น heterodimer กับ 
S100A9 ได้) (รูปที่ 6 และ 7) จากผลการทดลองพบว่าการให้แรงกดขนาด 2.5 กรั มด้วยเหรียญ ไม่
สามารถเหนี่ยวน าการแสดงออกของยีนทั้ง 4 ชนิดได้  การให้แรงกดด้วยเครื่องทุกขนาดไม่มีผลต่อการ
แสดงออกของยีน S100A4 (อยู่ระหว่างการยืนยันผลการทดลอง จึงไม่ได้แสดงผลในรายงาน) แต่การมี
ผลต่อการแสดงออกของยีน S100A7, S100A8 และ S100A9 โดยการให้แรงกดขนาด 1 กรัมด้วย
เครื่อง สามารถเหนี่ยวน าการแสดงออกของยีน  S100A7 และ S100A8 ได้มากที่สุด ส่วนการให้แรง
กดขนาด 4 กรัมด้วยเครื่องสามารถเหนี่ยวน าการแสดงออกของยีน  S100A9 ได้มากที่สุด 
 
 

 
 
 
รูปที่ 5 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของ S100A7 ในเซลล์โพรงฟันที่ได้รับ
แรงกดนาน 2 ชั่วโมง (n =3)   N = ไม่มีแรงกด;  C 2.5 g = ให้แรงกดด้วยเหรียญน้ าหนัก 2.5 กรัม;  
M 1 g, 2 g และ 4 g = ให้แรงกดด้วยเครื่องสร้างแรงกด โดยมีขนาดของแรง 1, 2 และ 4 กรัม 
ตามล าดับ จ านวนตัวอย่างคือ n = 3, fold change = relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับ
กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด (* P  0.05 เมื่อเทียบกับ N) 
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รูปที่ 6 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของ S100A8 ในเซลล์โพรงฟันที่ได้รับ
แรงกดนาน 2 ชั่วโมง (n =3)   N = ไม่มีแรงกด;  C 2.5 g = ให้แรงกดด้วยเหรียญน้ าหนัก 2.5 กรัม;  
M 1 g, 2 g และ 4 g = ให้แรงกดด้วยเครื่องสร้างแรงกด โดยมีขนาดของแรง 1, 2 และ 4 กรัม 
ตามล าดับ จ านวนตัวอย่างคือ n = 3, fold change = relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับ
กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด (* P  0.05 เมื่อเทียบกับ N) 
 

 

 
 
รูปที่ 7 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของ S100A9 ในเซลล์โพรงฟันที่ได้รับ
แรงกดนาน 2 ชั่วโมง (n =3)   N = ไม่มีแรงกด;  C 2.5 g = ให้แรงกดด้วยเหรียญน้ าหนัก 2.5 กรัม;  
M 1 g, 2 g และ 4 g = ให้แรงกดด้วยเครื่องสร้างแรงกด โดยมีขนาดของแรง 1, 2 และ 4 กรัม 
ตามล าดับ จ านวนตัวอย่างคือ n = 3, fold change = relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับ
กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด (* P  0.05 เมื่อเทียบกับ N) 
 
 3) ทดสอบการแสดงออกของยีน S100 เมื่อให้แรงกด (compressive strength) ด้วยเครื่องกด
 แก่เซลล์โพรงฟัน ในเวลาที่ต่างกัน  
  ในการทดลองนี้ผู้วิจัยได้ทดสอบการแสดงออกของยีน  S100A7, S100A8 และ S100A9 ใน
เซลล์โพรงฟันได้รับแรงกดจากเครื่องสร้างแรงกดขนาด 1 กรัม เป็นเวลา 2, 4, 6 และ 16 ชั่วโมง โดย
เทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้รับแรงกด จากผลการทดลองพบว่าเซลล์โพรงฟันมีการแสดงออกของยีน ทั้ง 3 
ชนิดดังกล่าวอย่างมีนัยส าคัญ เมื่อได้รับแรงกดนาน 2 ชั่วโมง  (รูปที่ 8, รูปที่ 9 และ รูปที่ 10) 
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รูปที่ 8 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของยีนชนิด S100A7 ในเซลล์โพรงฟัน
ที่ได้รับแรงกดด้วยเครื่องสร้างแรงกดขนาด 1 กรัม เป็นเวลานาน 2, 4, 6 และ 16 ชั่วโมง โดยมีกลุ่ม
ควบคุมคือเซลล์ที่ไม่ได้รับแรงกด (0h)  โดยมีจ านวนตัวอย่างคือ n = 3, fold change = relative 
mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด (* P  0.05 เมื่อเทียบกับเวลาที่ 0 
ชั่วโมง) 
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รูปที่ 9 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของยีนชนิด S100A8 ในเซลล์โพรงฟัน
ที่ได้รับแรงกดด้วยเครื่องสร้างแรงกดขนาด 1 กรัม เป็นเวลานาน 2, 4, 6 และ 16 ชั่วโมง โดยมีกลุ่ม
ควบคุมคือเซลล์ที่ไม่ได้รับแรงกด (0h)  โดยมีจ านวนตัวอย่างคือ n = 3, fold change = relative 
mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด (* P  0.05 เมื่อเทียบกับเวลาที่ 0 
ชั่วโมง) 
   

 
รูปที่ 10 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของยีนชนิด S100A9 ในเซลล์โพรง
ฟันที่ได้รับแรงกดด้วยเครื่องสร้างแรงกดขนาด 1 กรัม เป็นเวลานาน 2, 4, 6 และ 16 ชั่วโมง โดยมี
กลุ่มควบคุมคือเซลล์ที่ไม่ได้รับแรงกด (0h)  โดยมีจ านวนตัวอย่างคือ n = 3 , fold change = 
relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด (* P  0.05 เมื่อเทียบกับ
เวลาที่ 0 ชั่วโมง) 
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 4) ทดสอบการแสดงออกของยีน S100 เมื่อให้แรงกดด้วยเหรียญที่มีน้ าหนักต่าง ๆ เป็นเวลา 2 
ชั่วโมงแก่เซลล์โพรงฟัน  
  จากผลการทดลองพบว่าเครื่องสร้างแรงกดไม่สามารถให้แรงกดที่คงที่ ท าให้ผลการทดลองมี
ความคลาดเคลื่อนจากความเป็นจริง ดังนั้นจึงต้องเปลี่ยนจากเครื่องสร้างแรงกด มาใช้การกดด้วย
เหรียญ ดังงานวิจัยของ Govitvattana และคณะ(52) จากผลการทดสอบหลายครั้งที่ผ่านมาพบว่าการ
ให้แรงกดเป็นเวลา 2 ชั่วโมง สามารถเหนี่ยวน าการแสดงออกของยีน S100 ได้ดีที่สุด ดังนั้นผู้วิจัยจึงท า
การทดสอบโดยให้แรงกดปริมาณ 0, 1 และ 2 กรัม เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง จากผลการทดลองพบว่า
การให้แรงกดด้วยเหรียญปริมาณ 2 กรัม สามารถเหนี่ยวน าการแสดงออกของยีน S100A7 (รูปที่ 11), 
S100A8 (รูปที่ 12)  และ S100A8 (รูปที่ 13) ได้ดีที่สุด 
 

 
รูปที่ 11 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของยีนชนิด S100A7 ในเซลล์โพรง
ฟันที่ได้รับแรงกดด้วยเหรียญปริมาณ 0 , 1 และ 2 กรัม เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง โดยมีจ านวนตัวอย่าง
คือ n = 3, fold change = relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรง
กด 
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รูปที่ 12 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของยีนชนิด S100A8 ในเซลล์โพรง
ฟันที่ได้รับแรงกดด้วยเหรียญปริมาณ 0, 1 และ 2 กรัม เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง โดยมีจ านวนตัวอย่าง
คือ n = 3, fold change = relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรง
กด 
 

 
 
รูปที่ 13 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของยีนชนิด S100A9 ในเซลล์โพรง
ฟันที่ได้รับแรงกดด้วยเหรียญปริมาณ 0, 1 และ 2 กรัม เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง โดยมีจ านวนตัวอย่าง
คือ n = 3, fold change = relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรง
กด 
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5) ทดสอบการหลั่งโปรตีนชนิด S100A7 จากเซลล์โพรงฟันที่ได้รับแรงกดจากเหรียญปริมาณ 0 
และ 0.6 ไมโครกรัมเป็นเวลานาน 2, 6 และ 16 ชั่วโมง  
  จากการสืบค้นข้อมูล ผู้วิจัยพบว่ายังไม่มีการศึกษาผลที่แน่ชัดของ S100A7 ต่อเซลล์สลาย
กระดูก ต่างจาก S100A8 และ S100A9 ซึ่งมีหลักฐานการศึกษามาบ้างแล้วว่ากระตุ้นการเกิดและการ
ท างานเซลล์สลายกระดูก นอกจากนี้  S100A7 มีลักษณะเป็น homodimer สามารถท าการศึกษาได้
ง่าย ในขณะที่ S100A8 และ S100A9 ซึ่งมีรูปแบบทั้ง homodimer และ heterodimer ท าให้มีความ
ซับซ้อนมากในการศึกษา  ดังนั้นการทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือวัดการหลั่งโปรตีน S100A7 โดย
การให้แรงกดด้วยเหรียญปริมาณ 0, 1 และ 2 กรัมแก่เซลล์โพรงฟัน จากผลการทดลอง (รูปที่ 14) 
พบว่าการให้แรงกดเป็นเวลาที่นานขึ้นจะส่งผลให้เซลล์มีการหลั่งโปรตีน S100A7 ในปริมาณที่มากขึ้น
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 14 แสดงปริมาณโปรตีน S100A7 ด้วยวิธี ELISA ที่หลั่งจากเซลล์โพรงฟันที่ได้รับแรงกดขนาด 0, 
1 และ 2 กรัม เป็นเวลานาน 6 และ 16  ชั่วโมง โดยมีจ านวนตัวอย่างคือ n = 3 (* P  0.05 เมื่อ
เทียบกับแรงกดที่ 0 กรัม) 
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6) การทดสอบการแสดงออกของยีนต่าง ๆ ที่ถูกกระตุ้นด้วยแรงเชิงกล 
  การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือหาตัวรับสัญญาณ (receptor) และวิถีสัญญาณ (signaling 
pathway) ที่เกี่ยวข้องกับแรงเชิงกล และการแสดงออกของ S100A7 จากการทบทวนวรรณกรรมที่
เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นด้วยแรงเชิงกลในเซลล์ต่าง ๆ พบว่า แรงเชิงกลจะมีผลต่อตัวรับสัญญาณและ
วิถีสัญญาณชนิด G-protein coupling receptor (GPCR) (62-64), Epidermal growth factor 
receptor (EGFR) (65)  และ Purinergic receptor type 6 (P2Y6R) (66) ดังนั้นผู้วิจัยจึงท าการ
ยืนยันผลดังกล่าวในเซลล์โพรงฟัน โดยให้แรงกดด้วยเหรียญปริมาณ 0 และ 0.6 กรัม เป็นเวลานาน 2, 
6 และ 16 ชั่วโมง จากผลการทดลองพบว่าเมื่อเซลล์ได้รับแรงกดจะมีการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นของยีน 
P2Y6 (รูปที่ 15) แต่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน EGFR และ GPR30 (รูปที่ 16 และ 17 
ตามล าดับ) 
  

 
รูปที่ 15 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของยีนชนิด P2Y6 ในเซลล์โพรงฟัน 
เมื่อเซลล์ได้รับแรงกดด้วยเหรียญปริมาณ 0, 1 และ 2 กรัม เป็นเวลานาน 2, 6 และ 16  ชั่วโมง โดยมี
จ านวนตัวอย่างคือ n = 3, fold change =  relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด  
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รูปที่ 16 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของยีนชนิด EGFR ในเซลล์โพรงฟัน 
เมื่อเซลล์ได้รับแรงกดด้วยเหรียญปริมาณ  0, 1 และ 2 กรัม เป็นเวลานาน 2, 6 และ 16  ชั่วโมง โดย
มีจ านวนตัวอย่างคือ n = 3 , fold change =  relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด 
 
 

 
รูปที่ 17 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของยีนชนิด GPR30 ในเซลล์โพรงฟัน 
เมื่อเซลล์ได้รับแรงกดด้วยเหรียญปริมาณ 0, 1 และ 2 กรัม เป็นเวลานาน 2, 6 และ 16  ชั่วโมง โดยมี
จ านวนตัวอย่างคือ n = 3, fold change = relative mRNA ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับกลุ่มควบคุม
ที่ไม่ได้รับแรงกด 
 
ข้อ 1.2 ศึกษาผลของการอักเสบของเซลล์โพรงฟันที่ถูกระตุ้นด้วยความเค้น-ความเครียดต่อเซลล์สร้าง
กระดูก 
 จากผลการทดสอบของผู้วิจัยพบว่า S100A7 มีผลต่อเซลล์สลายกระดูกโดยตรง ดังนั้นผู้วิจัยจึง
มุ่งเน้นศึกษาผลของการอักเสบของเซลล์โพรงฟันต่อเซลล์สลายกระดูก ซึ่งเป็นเซลล์หลักในการท าลายกระดูก
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และเนื้อฟัน แทนการศึกษาผลต่อเซลล์สร้างกระดูก โดยผู้วิจัยได้ขยายขอบเขตการศึกษาเซลล์สลายกระดูก 
เพ่ือให้ทราบถึงกลไกท่ีแน่ชัดและเป็นประโยชน์ต่อการรักษาการละลายของรากฟันในอนาคต 
 
ปีท่ี 2 
ข้อ 1.3 ศึกษาผลของการอักเสบของเซลล์โพรงฟันที่ถูกระตุ้นด้วยความเค้น-ความเครียดต่อการแปร
สภาพ และการท างานของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน 
 ดังที่กล่าวมาแล้วข้างต้นว่าปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาผลที่แน่ชัดของ S100A7 ต่อเซลล์สลาย
กระดูก ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือท าการทดสอบผลของ S100A7 ต่อการแปรสภาพของเซลล์สลาย
กระดูก ในการทดลองนี้ผู้วิจัยได้แยกเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยท์จากเลือดของอาสาสมัคร และเหนี่ยวน าให้
เป็นเซลล์สลายกระดูก และเติม human recombinant S100A7 ในความเข้มข้น 0, 10, 100 และ 1000 
ng/ml ในระหว่างเลี้ยงเซลล์ จากการทดลองพบว่า S100A7 ในทุกความเข้มข้น เหนี่ยวน าให้เกิดเซลล์สลาย
กระดูกในจ านวนที่มากข้ึนเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่มี S100A7 (รูปที่ 18 และ 19) นอกจากนี้ยังพบว่าเซลล์
สลายกระดูกที่ได้รับ S100A7 มีขนาดใหญ่ตามปริมาณ S100A7 ที่เพ่ิมขึ้นด้วย (รูปที่ 19) ซึ่งหมายถึง
ความสามารถที่เพ่ิมข้ึนในการท างานของเซลล์สลายกระดูก 

 
รูปที่ 18 แสดงจ านวนเซลล์สลายกระดูกที่มีนิวเคลียสจ านวนต่าง ๆ กัน ในภาวะที่มี S100A7 ในความ
เข้มข้นขนาดต่าง ๆ น าเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยท์จากอาสาสมัครมาแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก โดย
ใส่ human recombinant S100A ในปริมาณ 0, 10, 100 และ 1000 ng/ml เมื่อครบ 14 วัน น าเซลล์ที่
ได้มาย้อม TRAP และนับปริมาณนิวเคลียสในเซลล์ที่ติดสี TRAP จ านวนตัวอย่างคือ n = 3 
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  S100A7 0 ng/ml     S100A7 10 ng/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 

S100A7 100 ng/ml     S100A7 1000 ng/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 19 แสดงเซลล์สลายกระดูกที่มีนิวเคลียสจ านวนต่าง ๆ กัน ในภาวะที่มี S100A7 ในความเข้มข้น
ขนาดต่าง ๆ น าเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยท์จากอาสาสมัครมาแปรสภาพเป็นเซลล์สลายกระดูก โดยใส่ 
human recombinant S100A ในปริมาณ 0, 10, 100 และ 1000 ng/ml เมื่อครบ 14 วัน น าเซลล์ที่
ได้มาย้อม TRAP  ลูกศรชี้เซลล์ที่ติดสี TRAP  
 
วัตถุประสงค์ที่ 2 ศึกษาและพัฒนาสมุนไพรไทยเพื่อน ามาใช้ในการรักษาการละลายภายใน 
คลองรากฟัน 

การรักษาแผนไทยโดยใช้สมุนไพรในการรักษาเป็นที่นิยมเป็นเวลานาน เนื่องจากมีราคาถูกไม่ค่อยมี
ผลข้าง เคียงและสามารถให้ประสิทธิผลในการรักษาโรคได้ดี สมุนไพรไทยหลายชนิดมีสรรพคุณในการต้าน
เชื้อ ต้านการอัก เสบ  เช่น ใบบัวบก เหงือกปลาหมอ ขิง ผักชีฝรั่ง ไพล การบูร และว่านกาบหอย เป็นต้น  
นอกจากนี้สมุนไพรไทย บางชนิดสามารถช่วยในการหายของแผลได้ดี เช่น ใบบัวบก เหงือกปลาหมอ ไพล 
และเสลดพังพอน เป็นต้น 
 ใบบัวบก (Centella asiatica) เป็นสมุนไพรที่ใช้ในการรักษาแก้อาการฟกช้ าและร้อนในมาเป็น
เวลานาน ปัจจุบันมีการศึกษาสรรพคุณในการรักษาโรคของใบบัวบกกันมากข้ึน สารออกฤทธิ์ (active 
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ingredient) ในใบบัว บกท่ีส าคัญทางการแพทย์คือ กลุ่มอนุพันธ์ของเพนทาไซคลิก ไตรเทอร์พีน 
(pentacyclic triterpene derivatives)  ได้แก่ มาเดแคสโซไซด์ (madecassoside) กรดมาเดแคสซิก 
(madecassic acid) เอเซียทิโคไซด์ (asiaticoside) และ กรดเอเซียทิก (asiatic acid) (67)  เอเชียทิโคไซด์
เป็นสารที่มีการศึกษากันมากที่สุดในปัจจุบัน พบว่าสารชนิดนี้มีความสามารถในการช่วยในกระบวนการหาย
ของแผล (wound healing) โดยช่วยเพิ่มโกรทแฟกเตอร์ที่ผลิตจากหลอดเลือด (vascular endothelial 
growth factor) (68) ช่วยในการสร้างหลอดเลือดใหม่เพ่ิม ปริมาณของไฮดรอกซีโพรลีน (hydroxyproline) 
กระตุ้นการเจริญของเยื่อบุผิว เพิ่มการสร้างคอลลาเจน (69, 70) เป็นต้น จากการศึกษาในเซลล์เอ็นยึดปริ
ทันต์ของมนุษย์พบว่าเอเชียทิโคไซด์สามารถเหนี่ยวน าเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ให้สร้างคอลลาเจน และช่วย
ส่งเสริมการแปรสภาพของเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ไปเป็นเซลล์กระดูกได้ (71) 
 จากหลักฐานการศึกษาดังกล่าวข้างต้น ผู้วิจัยได้ท าการทดสอบผลของสารเอเชียทิโคไซด์ขนาด 50 
ug (72) ต่อการแสดงออกของยีน S100A7 ในเซลล์โพรงฟันที่เกิดการอักเสบจากการได้รับแรงกด จากผลการ
ทดลองจากเซลล์โพรงฟันที่ได้จากผู้ป่วย 2 ราย พบว่าเอเชียติโคไซด์ไม่มีผลต่อการแสดงออกของยีน S100A7 
(รูปที่ 20) ในเซลล์โพรงฟันที่มีการอักเสบจากการได้รับแรงกดขนาด 2 กรัม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Force         -     -            -    -            +    +           +   + 
Asiaticoside            -     -            +   +            -     -           +   + 
 
รูปที่ 20 แสดงค่า Relative mRNA expression โดยวิธี qPCR ของยีน S100A7 ในเซลล์โพรงฟันที่
แยกได้จากผู้ป่วย 2 ราย โดยเซลล์ได้รับแรงกดด้วยเหรียญปริมาณ 2 กรัม เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง 
(Force) พร้อมกับได้รับสารเอเชียติโคไซด์ในปริมาณ 50 μg/ml fold change = relative mRNA 
ของแต่ละเวลาโดยเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับแรงกด  
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สรุปผลและวิจารณ์ 
 

 งานวิจัยนี้ คณะผู้วิจัยมีวัตถุประสงค์หลักในการศึกษากลไกการเกิดการละลายภายในคลองราก
ฟัน เพ่ือน าองค์ความรู้ไปพัฒนาต่อยอดในการรักษาผู้ป่วยในคลินิก มีนักวิจัยท าการศึกษากลไกการ
ละลายในคลองรากฟัน และตั้งสมมุติฐานว่าแรงเชิงกลส่งผลให้เกิดการอักเสบเรื้อรังของเซลล์โพรงฟัน
และท าให้เกิดการตายของเซลล์โพรงฟันแบบ apoptosis ซึ่งการตายนี้จะส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการ
ท างานของเซลล์สลายกระดูก/เซลล์สลายฟัน (29, 30) และท าให้เกิดการละลายภายในคลองรากฟัน (9) 
อย่างไรจนถึงปัจจุบันยังไม่มีการรายงานผลที่แน่ชัดถึงกลไกการเกิดการละลายภายในคลองรากฟัน ดังนั้น
คณะผู้วิจัยจึงท าการศึกษากลไกดังกล่าวโดยการกระตุ้นการอักเสบของเซลล์โพรงฟันมนุษย์โดยให้แรงเชิงกล
แก่เซลล์โพรงฟันในห้องทดลอง จากผลการทดลองพบว่าเมื่อเซลล์โพรงฟันได้รับความเครียดจากแรง
เชิงกล ท าให้เกิดการหลั่งโปรตีน S100A7, S100A8 และ S100A9 ซึ่งเป็น endogenous danger 
associated molecular patterns (DAMPs)  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานการศึกษาที่ผ่าน
มาว่าการบาดเจ็บแบบปลอดเชื้อ (sterile injury) มีผลต่อการกระตุ้นการหลั่ง DAMPs (73) และจาก
องค์ความรู้ในปัจจุบันพบว่ากระตุ้นการท างานของ DAMPs นี้เป็นผลโดยตรงมาจากกระบวนการตาย
แบบ necrosis (55) อย่างไรก็ตามคณะผู้วิจัยยังต้องท าการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันกลไกนี้ ในเซลล์
โพรงฟัน 
  
 ส าหรับกลไกของความเครียดจากแรงเชิงกลที่ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการหลั่ง S100 ดังกล่าวยัง
ไม่ทราบแน่ชัด จากการศึกษาที่ผ่านมามีรายงานว่าความเครียดจากแรงเชิงกลจะมีผลต่อตัวรับสัญญาณ
และวิถีสัญญาณชนิด G-protein coupling receptor (GPCR) (62-64), Epidermal growth factor 
receptor (EGFR) (65)  และ Purinergic receptor type 6 (P2Y6R) (66) และจากผลการทดลอง
ของคณะผู้วิจัยพบว่าในเซลล์โพรงฟันที่ได้รับความเครียดจากแรงเชิงกล จะมีการแสดงออกยีนที่เพ่ิมขึ้น
ของตัวรับสัญญาณชนิด P2Y6R แต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของยีน GPCR และ EGFR อย่างไรก็ตาม
ผู้วิจัยยังต้องท าการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือหาความสัมพันธ์ของความเครียดจากแรงเชิงกลต่อตัวรับสัญญาณ
ดังกล่าวและโปรตีน S100  
 จากหลักฐานการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเซลล์มะเร็งที่ถูกยับยั้งการแสดงออกของ S100A7 มี
ความสามารถในการละลายกระดูกลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (61) อย่างไรก็ตามยังไม่มีการศึกษาใดแสดง
ถึงผลโดยตรงของโปรตีน S100A7 ต่อการแปรสภาพและการท างานของเซลล์สลายกระดูก ดังนั้นผล
การทดลองจากงานวิจัยนี้ จึงเป็นผลงานวิจัยแรกที่พบว่าเซลล์โพรงฟันสามารถหลั่ง  S100A7 ได้เมื่อถูก
กระตุ้นด้วยแรงเชิงกล นอกจากนี้คณะผู้วิจัยยังพบว่า S100A7 ยังมีผลโดยตรงในการเพ่ิมการแปร
สภาพของเซลล์สลายกระดูก และเพ่ิมการท างานของเซลล์สลายกระดูกด้วย ซึ่งองค์ความรู้นี้น่าจะมี
ประโยชน์ในการรักษาการละลายภายในคลองรากฟันทางคลินิกในอนาคต 
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แผนการศึกษาต่อในอนาคต 
 1. ทดสอบหาความสัมพันธ์ของ S100 ต่อวิถีสัญญาณท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการการสร้างและการ
ท างานของเซลล์สลายกระดูก  
 2. ย้อมโปรตีน S100A7 จากตัวอย่างเนื้อเยื่อโพรงฟันที่ได้รับแรงกระแทก หรือแรงจากการจัดฟัน  
 3. ทดสอบหาความสัมพันธ์ของวิถีสัญญาณ PY26 ต่อการเหนี่ยวน าการแสดงออกของ S100A7 
 
อุปสรรคในการด าเนินงาน และแนวทางการแก้ไข 
 เครื่องสร้างแรงกดไม่สามารถให้แรงที่คงที่ได้ในทุก ๆ การทดลอง คณะผู้วิจัยจึงต้องใช้เหรียญเพื่อให้
น้ าหนักแก่เซลล์แทนการใช้แรงกดจากเครื่อง ดังนั้นผลการวิจัยจึงล่าช้ากว่าก าหนด 3 เดือน 
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