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บทคัดยอ 

  

วัตถุประสงค: เซลลเอ็นยึดปริทันตสามารถตอบสนองตอเชื้อแบคทีเรียและไซโตไคน ในภาวะที่มี

การอักเสบ โดยหลั่งเอนไซม เมทริกซเมแทโลโปรทีเนส-13 (MMP-13) เพิ่มข้ึน และสรางโปรตีนนิว

เคลียแฟคเตอรแคปปาบี ไลแกนด (RANKL) ซึ่งชวยกระตุนการเกิดเซลลสลายกระดูก 

(osteoclasts) แตการเกิดเซลลสลายกระดูกจําเปนตองมี แมคโครฟาจ-โคโลนี สติมูเลติง แฟค

เตอร (M-CSF) รวมดวย เราจึงศึกษาวา เซลลเอ็นยึดปริทันตสามารถสราง M-CSF และ MMP-13 

ในการตอบสนองตอไซโตไคนที่เกี่ยวกับการอักเสบในรอยโรคปริทันต คือ ทูเมอรเนโครสิส แฟค

เตอร แอลฟา (TNFα) หรือไม 

วิธีการวิจัย: กระตุนเซลลเพาะเลี้ยงเอ็นยึดปริทันตดวย TNFα ในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีซีรัม 

ศึกษาการแสดงออกของ M-CSF, RANKL และ MMP-13 ดวยอารที-พีซีอาร วิเคราะหการสราง

โปรตีนดวยอีไลซาร หรือ เวสเทอรน อนาไลซิส ใชแอนติบอดีตอรีเซบเตอรของทีเอนเอฟ (TNFR) 

ในการยับยั้ง เพื่อศึกษาวาการกระตุนเกิดผานรีเซบเตอรใด ตรวจสอบการเคลื่อนของเซลล 

ผล: TNFα กระตุนการแสดงออกและการสรางโปรตีนของ M-CSF, RANKL และ MMP-13  ผล

ตอ M-CSF และ MMP-13 สามารถถูกยับยั้งบางสวนไดดวย เกลือไพโรลิดีนขไดไธโอคารบาเมท 

แอมโมเนียม (PTDC) และ LY294002 แตไมสามารถยับยั้งดวย NS398  ผลการกระตุนลดลงเมื่อ

ยับยั้ง TNFR1 นอกจากนี้ อาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บจากเซลลที่กระตุนดวย TNFα มีผลในการดึงดูด

การเคลื่อนของเซลล RAW264.7 

สรุป: เซลลเอ็นยึดปริทันตสราง M-CSF, MMP-13 และ RANKL เพิ่มข้ึน ในการตอบสนองตอ 

TNFα การเพิ่มข้ึนของโปรตีนเหลานี้ นาจะเปนกลไกที่เซลลใชในการมีสวนรวมทําลายเนื้อเยื่อปริ
ทันต กลไกการกระตุนสวนหนึ่งเกิดผาน NFkB และ PI3K โดยผานรีเซบเตอรที่เปน TNFR1 
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Abstract 

 

Objectives: Human periodontal ligament (HPDL) cells respond to periopathogenic 

factors and inflammatory cytokines by increasing matrix metalloproteinase-13 (MMP-13) 

and support osteoclastogenesis by expressing receptor activator of nuclear factor 

kappa B ligand (RANKL). As osteoclastogenesis requires the presence of macrophage 

colony-stimulating factor (M-CSF), we examine if HPDL cells secrete M-CSF and MMP-

13 in responding to tumor necrosis factorα (TNFα).  

Methods: Cultured HPDL cells were treated with TNFα in serum-free condition. The 

expression of M-CSF and RANKL was determined by Reverse Transcription-Polymerase 

Chain Reaction (RT-PCR) and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), 

respectively. Inhibitors and anti-TNF receptors (TNFR) neutralizing antibodies were used 

for the inhibitory experiments. Migration assay was performed. 

Results: TNFα up-regulated M-CSF, MMP-13 as well as RANKL in HPDL cells. The 

effect on M-CSF expression could be partially blocked by pyrrolidine-dithiocarbamate 

ammonium salt (PTDC) and LY294002 but not by NS398. Neutralizing antibody to 

TNFR1 could diminish the effect of TNFα. In addition, TNF-treated culture medium 

exhibited chemotactic effect for RAW264.7.  

Conclusion: HPDL cells are capable of secreting M-CSF in addition to expressing 

RANKL in responding to TNFα. The up-regulation of M-CSF is possibly one of the 

mechanism that contributes to periodontal tissue destruction in response to 
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inflammatory cytokines. The up-regulation is partly through NFkB and PI3K and possibly 

involves TNFR1.  

 

Key words: Tumor necrosis factorα, macrophage colony-stimulating factor, human 

periodontal ligament cells. 
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 บทนํา 

 

 เนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันต เปนเนื้อเยื่อที่มีการจัดเรียงตัวอยางเปนระเบียบ และยึดอยูระหวาง

กระดูกและเคลือบรากฟน (cemetum)  เพื่อทําหนาที่รองรับแรงบดเคี้ยว  เซลลที่ทําหนาที่สราง

เอ็นยึดปริทันตหรือที่ตอไปจะเรียกวาเซลลเอ็นยึดปริทันต (periodontal ligament cells; PDL 

cells) ในภาวะปรกติจะทําหนาที่ในการรักษาสมดุล (homeostasis) และชวยในการปรับเปลี่ยน 

(turnover) เนื้อเยื่อปริทันต   นอกจากนี้ เซลลเหลานี้ ยังมีลักษณะเฉพาะที่ใกลเคียงกับเซลลสราง

กระดูก  (osteoblast)  คือสามารถสรางเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) 

และสรางโปรตีนหลายชนิดที่เกี่ยวของกับการสรางเนื้อเยื่อแข็งเมื่อไดรับการกระตุนที่เหมาะสม

ดวย ซึ่งสอดคลองกับรายงานที่แสดงวา เซลลเอ็นยึดปริทันตเหลานี้ ทําหนาที่สําคัญในการ

ซอมแซมเนื้อเยื่อปริทันตในสวนของกระดูก และเคลือบรากฟน 

ในภาวะที่เกิดโรคปริทันตอักเสบ เซลลของเนื้อเยื่อปริทันตสามารถตอบสนองตอแบคทีเรีย 

โดยสรางไซโตไคน (cytokines) หลายชนิดที่เกี่ยวของกับการอักเสบ เชน อินเตอรลิวคินส-1 

(interleukin-1; IL-1) และทแูมอรเนโครสิสแฟคเตอร-อัลฟา (tumor necrosis factor-α; TNF-α) 

รวมทัง้เอนไซมเมทริกซเมแทโลโปรทเีนส (Matrix metalloproteinase; MMP) ที่สามารถยอยสลาย

เสนใยคอลลาเจนซึง่เปนองคประกอบหลกัของเนื้อเยื่อปริทันต (Saglie et al., 1990; Quintero et 

al., 1995; Kesavalu et al., 2002) จึงเห็นไดวาเซลลเอ็นยึดปริทนัตเองก็มีบทบาททัง้ในดานของ

การทาํลายและการเสริมสรางเนื้อเยื่อปริทนัต    

TNF-α เปนไซโตไคนที่สามารถเหนี่ยวนําการเกิดเซลลทําลายกระดูก (osteoclasts) ได 

(Lam et al., 2002; Nanes, 2003) และจัดเปนไซโตไคนที่มีบทบาทสําคัญ ในรอยโรคที่เกี่ยวของ

กับการทําลายกระดูกและขอตอ เชน โรครูมาตอยส (rheumatoid arthritis) (Romas et al., 2002) 

โดยพบวา TNF-α สามารถเหนี่ยวนําการเกิดเซลลทําลายกระดูกจากเซลลมาโครฟาจ และสโตร

มาเซลลในไขกระดูก (bone marrow macrophage and stromal cell) กลไกการเหนี่ยวนํานี้ สวน

หนึ่งเกิดจากการเหนี่ยวนําการแสดงออกของรีเซพเตอรแอคติเวเตอรออฟนิวเคลียแฟคเตอร-แคป

ปาบีไลแกนส (Receptor activator of nuclear factor-kappa B ligands; RANKL) ในเซลล

กระดูก แตอีกสวนหนึ่งเชื่อวาไมเกี่ยวของกับการแสดงออกของ RANKL และมีรายงานวา เมื่อ
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TNF-α และ RANKL พรอมกัน โมเลกุลทั้งสองนี้ สามารถเสริมฤทธิ์ของกันและ

กันในการกระตุนการเกิดเซลลทําลายกระดูกดวย (Komine et al., 2001) 

นอกจากการกระตุนการแสดงออกของ RANKL ในเซลลกระดูกแลว TNF-α สามารถ

กระตุนการหลัง่มาโครฟาจ-โคโลนีสติมูเลตงิแฟคเตอร (Macrophage-colony stimulating factor; 

M-CSF) จากเซลลกระดูกดวย ซึง่สอดคลองกับบทบาทของ TNF-α ในการเปนปจจัยสาํคัญที่

กระตุนการทําลายกระดูก (Yao et al., 2000) กลไกการทํางานของ TNF-α จะเกดิผาน ทูแมอรเน

โครสิสแฟคเตอร-อัลฟา รีเซบเตอร (TNFR) บนผิวเซลล ซึ่งมี 2 ชนดิ คือ TNFR1 และ TNFR2  

และสัญญาณที่เกิดผาน TNFR นี้ พบวาจะไปกระตุนการทํางานของนิวเคลียแฟคเตอร-แคปปาบี 

(nuclear factor-kappa B; NFkB) หรือกระตุนเอ็นไซม mitogen-activated protein kinase (p38 

MAPK) ภายในเซลล  อยางไรก็ดี โมเลกลุเปาหมายของ TNFR ตัวอ่ืนๆ ยังไมมีรายงานที่ชัดเจน 

(Nanes; 2003) 

เซลลเอ็นยึดปริทันตสามารถสราง RANKL เพิ่มข้ึนในบริเวณที่ตองการการละลายของ

กระดูก ซึ่งอาจเกิดจากแรงกด (Kanzaki et al., 2002) แรงดึงจากการจัดฟน (Oshiro et al., 2002) 

หรือบริเวณทีม่ีการละลายกระดูกเพื่อใหฟนขึ้นตามธรรมชาติ (Kawamoto et al., 2002) รวมทั้ง

เนื้อเยื่อที่เปนโรคปริทันตอักเสบ (Crotti et al., 2003; Liu et al., 2003) เนื่องจาก RANKL เปน

โปรตีนที่มีบทบาทกระตุนเซลลสลายกระดูกใหสรางเอนไซมเพื่อละลายกระดูก การเพิ่มข้ึนของ 

RANKL จึงเปนการกระตุนใหมกีารทาํลายเนื้อเยื่อมากขึ้น นอกจากเหนีย่วนําใหเซลลละลาย

กระดูกทาํงานแลว RANKL ยังมีความสาํคัญในการกระตุนเซลลสลายกระดูกทีย่ังไมโตเต็มที่ (pre-

osteoclasts) ใหกลายเปนเซลลที่เจริญเต็มที่ (mature osteoclasts) โดยทํางานรวมกับ M-CSF 

ซึ่งในเนื้อเยื่อกระดูก เซลลทีจ่ะทําหนาที่ในการสราง RANKL และ M-CSF ในกระบวนการของการ

ปรับเปลี่ยนและควบคุมการสรางและการทําลายกระดกู (Miyamoto and Suda, 2003; Nanes, 

2003)  แตสําหรับเซลลเอน็ยึดปริทนัต ยังไมมีรายงานวา เซลลเอน็ยึดปริทนัตสามารถสราง M-

CSF เชนเดียวกับเซลลสรางกระดูกในวงจรของการทาํลายเนื้อเยื่อปริทันตหรือไม การที่เซลลเอ็น

ยึดปริทันตมีคณุสมบัติคลายเซลลสรางกระดูก โดยเฉพาะอยางยิ่งสามารถสราง RANKL ชวย

กระตุนการทํางานของเซลลสลายกระดูก  จึงเปนสิง่ทีน่าสนใจวา เซลลนี้นาจะมีความสามารถใน

การสราง M-CSF ในกระบวนการของการทําลายเนื้อเยือ่ปริทันตดวย  
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M-CSF เปนโปรตีนที่จาํเปนสําหรับการดฟิเฟอเรนชิเอท (differentiate) ของเซลลตน

กําเนิดเม็ดเลอืดขาวชนิดโมโนไซท (monocyte) ซึ่งทําหนาที่ในการกระตุนการเพิ่มจํานวนและ

การดิฟเฟอเรนชิเอทของเซลลในกลุมของโมโนไซทรวมทั้งเซลลสลายกระดูก  แตในกรณีที่เซลล 

pre-osteoclasts ไดรับการเหนี่ยวนําดวย M-CSF เพียงสัญญาณเดียว จะไมเพียงพอตอการ

พัฒนาไปเปนเซลลสลายกระดูก  ดังนั้น สัญญาณจาก RANKL จึงมคีวามจาํเปน  RANKL เปน

โปรตีนผิวเซลลที่พบไดบนผวิของเซลลหลายชนิด เชน เซลลสโตรมาในไขกระดูก (bone marrow 

stromal cells)  เซลลสรางกระดูก รวมทัง้ในเซลลเอ็นยดึปริทันต  โดย RANKL จะจับกับ RANK 

ซึ่งเปนโปรตีนที่พบพบผิวของ pre-osteoclasts และ osteoclasts   และการจับกันของ RANK-

RANKL เมื่อเกิดในสภาวะที่เซลลไดรับการกระตุนดวย M-CSF ก็จะกระตุนใหเซลลดิฟเฟอเรนชิ

เอทเปนเซลลสลายกระดูก นอกจากนี ้ ในกรณีของเซลลสลายกระดูกที่โตเต็มที่ การกระตุนเซลล

ดวย RANKL ยังเปนการสงสัญญาณกระตุนการทํางานของเซลล (activation) และชวยปองกนั

การตายของเซลลดวย (survival signal) (Lerner 2004) 

นอกจากการทําลายเนื้อเยื่อแข็งแลว TNF-α ยังมีผลตอการยอยสลายเนื้อเยื่อยึดตอ ดวย

การกระตุนการหลั่ง MMP,  MMP ที่มีบทบาทในการยอยเสนใยคอลลาเจนสวนใหญเปน MMP ใน

กลุมคอลลาจิเนส (collagenase) คือ MMP-1 และ MMP-8   (Birkedel-Hensen, 1993; Graves 

and Cochran, 2003) อยางไรก็ตาม มีรายงานเมื่อเร็วๆ นี้วาระดับของ MMP-13 เพิ่มสูงขึ้นในรอย

โรคปริทันตอักเสบ (Kiili et al., 2002; Tervahartiala et al.,  2002)  MMP-13 เปนเอนไซมในกลุม

คอลลาจิเนสอีกชนิดหนึ่งที่ทําหนาที่ในกระบวนการปรับเปลี่ยนของเนื้อเยื่อ (remodeling) มี

บทบาทชัดเจนในโรคขอตออักเสบ (Liacini et al., 2003) แตยังไมมีความชัดเจนเกี่ยวกับ

ความสัมพันธของ MMP-13 กับไซโตไคนที่เกี่ยวกับการอักเสบในเซลลเอ็นยึดปริทันต  

คณะผูวิจัยจงึตั้งสมมติฐานวา เซลลเอน็ยึดปริทันตตอบสนองตอ TNF-α ดวยการหลั่ง 

RANKL, M-CSF และ MMP-13 ซึ่งมีสวนเสริมให osteoclasts ทําลายเนื้อเยื่อปริทันตในภาวะที่

เปนโรค จากสมมติฐานดังกลาว จงึสนใจศึกษาความสมัพันธของไซโตไคนที่เกิดขึ้นในภาวะที่มกีาร

อักเสบในรอยโรคปริทันต คอื TNF-α กับการตอบสนองของเซลลเอน็ยึดปริทันตตอ TNF-α ในแง

ของการสราง RANKL, M-CSF และ MMP-13 ซึ่งเปนวงจรที่กระตุนใหเกิดการทาํลายเนื้อเยื่อปริ

ทันต 

วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้คือ ศึกษาอทิธพิลของ TNF-α ตอเซลลเอ็นยึดปริทนัต โดย 
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1) ตรวจหาการเปลี่ยนแปลงของ MMP-13, RANKL และ M-CSF ในเซลลเอ็นยึดปริทันต

ที่ไดรับการกระตุนดวย TNF-α 

2) ศึกษา signaling pathway ของ TNF-α ที่กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก

ของโปรตีนในขอที่ 1 

 

วิธีดําเนินการวิจัย  

การเพาะเลี้ยงเซลลจากเนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทนัต 
 เซลลเอ็นยึดปริทันตจะถูกเพาะเลี้ยงขึ้นจากเนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันตของผูปวยที่มาถอนฟน

ที่ภาควิชาศัลยศาสตร คณะทันตแพทยศาสตร ที่ไมมีรอยโรคของฟนและเนื้อเยื่อปริทันต ในการ

ทดลองจะเพาะเลี้ยงเซลลจากเนื้อเยื่อของคนไขอยางนอย 3 คนและทาํการทดลองซ้าํสาม เตรียม

เซลลโดยขูดเนื้อเยื่อปริทนัตออกจากผิวรากฟนเฉพาะที่บริเวณตอนกลาง (middle 1/3) ของราก

ฟน นาํไปวางในจานเลี้ยงเซลล (Nunc, Roskilde, Denmark) อาหารเลี้ยงเซลลที่ใชคือ DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ที่เตมิซีรัม (fetal bovine serum; FBS) รอยละ 10, 

กลูตามนี (glutamine), ยาปฏิชีวนะ (antibiotics) และยาตอตานเชือ้รา (antimycotics) อาหาร

เลี้ยงเซลลและสวนประกอบเปนผลิตภัณฑของ Gibco BRL, Carlsbad, CA. 

 เมื่อเซลลบนจานเลีย้งเจริญจนเต็มพื้นที่ของจานเลี้ยงเซลลแลว เซลลจะถูกถายออกไป

เลี้ยงในจานเลีย้งเซลลใหม เร่ิมนับเปนเซลลรุนที่ 1  หลงัจากนั้นเซลลจะถูกหวานใหมในอัตราสวน 

1:3 เซลลที่ใชในการทดลองจะใชเซลลในรุนที ่3-6 

 

การกระตุนเซลลดวย TNF-α 
 เซลลถูกหวานในจานเลี้ยงเซลลที่ความหนาแนน 50,000 เซลล/ตารางเซนติเมตร เลี้ยง

เปนเวลา 16 ชั่วโมง กอนจะเปลีย่นเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีซีรัม กระตุนเซลลดวย TNF-α 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ที่ความเขมขน 0.1,1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เปน

เวลา 24-48 ชั่วโมง เก็บอาหารเลี้ยงเซลล และ cell extract เพื่อนาํไปวิเคราะห เพือ่เลือกความ

เขมขนต่ําสุดทีส่ามารถใหผลในการกระตุน คือ 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 

สําหรับการศึกษาสัญญาณทีส่งผานเขาเซลล เซลลจะถูกยับยั้งดวยสารยับยั้งเปนเวลา 30 

นาทีกอนที่จะไดรับการกระตุนดวย TNF-α ความเขมขน 1 นาโนกรมั/มิลลิลิตร สารยับยัง้ที่ใชคอื 
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1.4 μM LY294002 (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI) ซึง่เปน phosphatidylinositol 3’-

kinase (PI3K) inhibitor และ 50 μM Pyrrolidine-dithiocarbamate ammonium salt (PTDC) 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ซึ่งเปน NFkB inhibitor  เก็บอาหารเลี้ยงเซลล และ cell 

extract หลังการกระตุน 24 ชั่วโมง 

เพื่อศึกษาวา TNF-α กระตุนเซลลโดยผานรีเซบเตอรตัวใด คือ TNFR1 (p55r) และ 

TNFR2 (p75r), inhibitory antibodies ตอ TNFR1 (mouse monoclonal IgG1 against human 

TNFR1) และ TNFR2 (mouse monoclonal IgG2A against human TNFR2) (R&D System, 

Minneapolis, MN) ไดถูกใชในการยับยั้ง โดยใช anti-TNFR1 antibody 6 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

หรือ anti-TNFR2 antibody 2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใสในอาหารเลีย้งเซลล 30 นาทีกอนที่จะ

กระตุนเซลลดวย TNFα 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลาอีก 24 ชั่วโมง 

 

การวิเคราะหระดับ mRNA ดวยวิธี RT-PCR 

 RNA จากเซลลในแตละการทดลอง จะถูกแยกดวย TRI Reagent (Molecular Research 

Center, Cincinnati, OH) และวัดปริมาณ RNA ดวย UV-spectrophotometer ที่ OD 260/280  

จากนั้นนํา RNA จํานวน 1 ไมโครกรัมจากแตละกลุมทดลอง ไปผานกระบวนการ reverse 

transcriptase (RT)  โดยใชเอนไซม AMV (avian myeloblastosis virus) reverse transcriptase  

(Promega, Madison, WI) เพื่อสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (complementary DNA) หรือ 

cDNA ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง ลําดับของกรดอะมิโนของไพรเมอรคือ 

M-CSF    forward 5’ CTA AGC TGG ACG CAC AGA CCA 3’ 

    reverse 5’ TCT CAG GCT GCA CAC CTT 3’ 

RANKL    forward 5’ CCA GCA TCA AAA TCC CAA GT 3’ 

   reverse 5’ CCC CTT CAG ATG ATC CTT C 3’ 

 MMP-13   forward 5’ GGC GAC TTC TAC CCA TTT GA 3’ 

    reverse 5’ ATA CGG TTG GGA AGT TCT GGC 3’ 

GAPDH   forward 5’ TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT 3’ 

     reverse 5’ TCA CAC CCA TGA CGA ACA TGG 3’ 
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นํา cDNA ไปขยายสัญญาณดวยเทคนคิ PCR (polymerase chain reaction) โดยใช

เอนไซม Taq polymerase และใช primer ที่จําเพาะตอ M-CSF, MMP-13, RANKL และ 

GAPDH เมื่อส้ินสุดกระบวนการ PCR แลว PCR products ที่ไดจะถูกวิเคราะหโดยการแยกดวย

กระแสไฟฟาใน agarose gel ที่มีความเขมขนของ agarose รอยละ 2 และมีสวนผสมของ 

ethidium bromide วิเคราะหความเขมของ PCR product ดวย Scion Image analysis software 

(Scion Corporation, Frederick, Maryland) 

 

การวิเคราะหดวย ELISA

 เมื่อครบกําหนด 24 ชั่วโมง อาหารเลีย้งเซลลจะถูกนํามาวิเคราะหหาความเขมขนของ M-

CSF หรือ MMP-13 ดวยชดุ ELISA (Quantikine® R&D System Inc., MN) ตามคําแนะนําของ

บริษัท โดยหยอดอาหารเลี้ยงเซลลที่ตองการวิเคราะหลงใน microplate ที่เคลือบดวย mouse 

monoclonal antibody against human M-CSF หรือ MMP-13 เปนเวลา 2 ชั่วโมง ลาง และยอม

ตอดวย polyclonal antibody against M-CSF หรือ MMP-13 conjugated to horseradish 

peroxidase เปนเวลาอีก 2 ชั่วโมง จากนั้นใส substrate เพื่อใหเกดิปฏิกิริยาเปนเวลา 30 นาที

กอนทีจ่ะยับยัง้ปฏิกิริยา และนําสารละลายที่ไดไปอานคาดูดกลืนแสง  

 

การวิเคราะหดวย Western blot analysis  

 เซลลจะถูกละลายดวย RIPA buffer (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% deoxycholate, 

0.1% SDS, 50 mM Tris pH 8.0) วัดปริมาณโปรตีนดวยชุดวัดโปรตีน BCATM (Pierce, Rockford, 

IL) แลวนําไปแยกดวยไฟฟาใน acrylamide gel (polyacrylamide gel electrophoresis) และ

เคลื่อนยายโปรตีนลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (Nitrocellulose membrane)  (Immobilon-P, 

Millipore Corporation, Bedford, MA) ดวยไฟฟา  

นําแผนไนโตรเซลลูโลสที่ได ไปยอมดวยแอนติบอดีตอ RANKL หรือ เบตาแอคติน (beta-

actin) หรือ MMP-13 (แอนติบอดีทั้ง 3 ชนิดไดจาก Chemicon International, Temecula, CA) 

ตอดวยแอนติบอดีทุติยภูมิที่ตอกับไบโอติน (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) และตอดวย

peroxidase-conjugated streptavidin (Zymed, South San Francisco, CA) และขยาย

สัญญาณโดยเคลือบแผนไนโตรเซลลูโลสที่ยอมดวยแอนติบอดีแลว ดวยชุดขยายสัญญาณแบบ
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(Chemiluminescence detection system) (Pierce, Rockford, IL) จากนั้นจึงตรวจจับ

สัญญาณดวยแผนฟลม (CL-X posture film) (Pierce, Rockford, IL) 

 

การดึงดูดการเคลื่อนของเซลล (Chemotaxis assay) 

 เซลลถูกเลี้ยงในภาวะที่มี และไมมีการกระตุนจาก TNF-α เปนเวลา 24 ชั่วโมง เปลี่ยน

อาหารเลี้ยงเซลลเปนอาหารปราศจากซีรัมที่ไมมี TNF-α และเลี้ยงตอเปนเวลาอีก 24 ชั่วโมง 

จากนั้น เก็บอาหารเลี้ยงเซลล (เรียก conditioned medium) เพื่อนําไปทดสอบอิทธิพลของสารที่

เซลลสรางและหลั่งออกมาสูอาหารเลี้ยงเซลล โดยทดสอบความสามารถในการดึงดูดการเคลื่อน

ของเซลล (chemotactic effect) 

 การทดสอบ chemotactic effect ของ conditioned medium ไดทดสอบกับ RAW264.7 

ซึ่งเปน precursor cell line ของ osteoclasts โดยใช 48-well chemotaxis chamber (Neuro 

probe, Gaithersburg, MD)  เซลล RAW264.7 (56,000 เซลล/56 ไมโครลิตร) ถูกหวานบนแผน 

polycarbonate membrane (pore size 12 ไมครอน) ที่กั้นระหวาง chamber บนและลาง เซลลที่

ถูกหวานลงบน membrane สามารถเคลื่อนขาม membrane จากดานบนไปดานลาง ซึ่งหลอไว

ดวย conditioned medium ใน chamber ลาง รอใหเซลลเคลื่อนเปนเวลา 20 ชั่วโมง กอนที่จะตรงึ

ดวย 4% paraformadehyde เปนเวลา 30 นาที และยอมดวย hematoxylin 10 นาที ตรึง 

membrane บนสไลดแกว และนําไปนับเซลลดวยกลองจุลทรรศน 

 

การวิเคราะหทางสถิติ

 วิเคราะหขอมูลเปนคาเฉลี่ย ± S.D. ดวย ANOVA และใช Sheff’s test for post-hoc 

analysis คา p <0.05 เปนคาที่มีนัยสําคัญ  
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ผล 

 

ผลตอ M-CSF และ RANKL

 TNF-α ที่ 0.1, 1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร มีผลในการกระตุนการสราง M-CSF และ 

RANKL ทั้งในระดับ mRNA และโปรตีน การวิเคราะหดวย RT-PCR พบวาเซลลเอ็นยึดปริทันตมี

การแสดงออกของ M-CSF mRNA เพิ่มข้ึนตามลําดับความเขมขนของ TNF-α  เมื่อไดรับการ

กระตุนเปนเวลา 24 ชั่วโมง (รูปที่ 1A) ผลจากการวิเคราะหดวย ELISA พบวาเซลลสราง M-CSF 

เพิ่มข้ึน เห็นไดชัดที่ความเขมขน 1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร (p< 0.05) (รูปที่ 1B) ในทํานอง

เดียวกัน เซลลมีการแสดงออกของ RANKL mRNA (รูป 2A) และสรางโปรตีนเพิ่มข้ึนตามลําดับ

จากการวิเคราะหดวย Western blot (รูป 2B) คณะผูวิจัยไดเลือกใชความเขมขนที่ 1 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร สําหรับการทดลองในขั้นตอไป 

 เพื่อตรวจสอบวาการกระตุน M-CSF และ RANKL เกิดผาน cyclooxygenase-2 (COX-

2) หรือไม เซลลถูกยับยั้งดวย NS398 ซึ่งเปนสารยับยั้งการทํางานของ COX-2 เปนเวลา 30 นาที 

กอนที่จะกระตุนดวย TNF-α  ปรากฏวา NS398 สามารถยับยั้งการแสดงออกของ RANKL ได แต

ไมสามารถยับยั้งการแสดงออกของ M-CSF ความเขมของ PCR product เทียบตอ GAPDH ที่

เทากันไดแสดงไวในกราฟ (รูปที่ 3) 

 การกระตุน RANKL โดยผาน COX-2 ในเซลลเอ็นยึดปริทันต ไดเคยมีรายงานไวแลว 

(Fukushima et al, 2005; Kanzaki et al., 2002) คณะผูวิจัยจึงศึกษากลไกของการกระตุน M-

CSF โดยใชสารยับยั้งอื่น พบวา LY294002 และ PTDC สามารถลดการแสดงออกและการสราง

โปรตีน M-CSF ดังแสดงไวในรูปที่ 4 และเพื่อตรวจสอบวา TNF-α กระตุนเซลลโดยผานรีเซบเตอร

ตัวไหน คณะผูวิจัยไดใช neutralizing antibody ตอ TNFR1 และ TNFR2  พบวา neutralizing 

antibody ตอ TNFR1 ใหผลยับยั้งไดบางสวน (รูปที่ 5) 

 เนื่องจากมีรายงานวา M-CSF เหนี่ยวนําการเคลื่อนของเซลล macrophage คณะผูวิจัย

จึงตั้งสมมติฐานวา conditioned medium ที่เก็บจากเซลลเอ็นยึดปริทันตที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

ซึ่งมี M-CSF รวมอยูดวยนั้น นาจะมีผลดึงดูดการเคลื่อนของเซลล โดยทดสอบกับ RAW264.7 ผล

ในรูปที่ 6 แสดงใหเห็นวา conditioned medium จากเซลลที่ถูกกระตุนดวย TNF-α สามารถเพิ่ม

การเคลื่อนของ RAW264.7 ไดเปน 5 เทา เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 
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ผลตอ MMP-13 

 TNF-α สามารถกระตุนการแสดงออกของ MMP-13 mRNA และโปรตีน เมื่อวิเคราะหดวย 

RT-PCR และ ELISA ตามลําดับ ความเขมขนที่ใหผลชัดเจน คือที่ 1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร

(รูปที่ 7) จากการใชสารยับยั้งสัญญาณที่สงผานเซลล พบวาการกระตุน MMP-13 ในเซลลเอ็นยึด

ปริทันต เปนไปในทํานองเดียวกับการกระตุน M-CSF คือ LY294002 และ PTDC ใหผลยับยั้ง 

MMP-13 ไดบางสวน แตไมสามารถยับยั้งไดทั้งหมด ทั้งในระดับ mRNA และโปรตีน (รูปที่ 8) 

นอกจากนี้ neutralizing antibody ตอ TNFR1 สามารถยับยั้งการกระตุนไดบางสวนเชนกัน แตไม

พบการยับยั้งจาก neutralizing antibody ตอ TNFR2 (รูปที่ 9) 

 

สรุปและวิเคราะหผลการทดลอง 

 TNF-α เปนไซโตไคนที่มีบทบาทในรอยโรคปริทันตอักเสบ และสามารถกระตุนการสราง 

RANKL ทั้งในเซลลกระดูกและเซลลเอ็นยึดปริทันต ซึ่งนําไปสูการทําลายกระดูก งานวิจัยนี้แสดง

ใหเห็นวา นอกจากการสราง RANKL แลว เซลลเอ็นยึดปริทันตยังตอบสนองตอ TNF-α ดวยการ

หลั่ง M-CSF ซึ่งเปนโมเลกุลที่ชวยใหเซลลออนของเซลลสลายกระดูก พัฒนาเปนเซลลสลาย

กระดูกที่เจริญเต็มที่ 

 ผลการศึกษาในครั้งนี้ พบวากลไกการกระตุน M-CSF เกิดผาน TNFR1 ซึ่งสอดคลองกับ

รายงานที่แสดงใหเห็นวา TNFR1 เปนรีเซบเตอรหลักสําหรับ TNF-α (Abu-Amer et al., 2000; 

Nanes, 2003)  Chen และ Goeddel (Chen and Goeddel, 2002) ไดแสดงหลักฐานวา TNFR1 

จะสงสัญญาณผานโมเลกุลกลุมที่เปน kinase และไปกระตุน NFkB และ cJun  สําหรับเซลลเอ็น

ยึดปริทันต คณะผูวิจัยพบวา การกระตุนบางสวนเกิดผาน PI3K และ NFkB เนื่องจากสามารถ

ยับยั้งไดดวย LY294002 และ PTDC   อยางไรก็ตาม กลไกการกระตุน M-CSF แตกตางจากการ

กระตุน RANKL ซึ่งการกระตุน RANKL เกิดจากการทํางานของ COX-2  แตในการศึกษาครั้งนี้

พบวา COX-2 ไมไดเกี่ยวกับการกระตุน M-CSF โดย TNF-α 

 M-CSF เปน growth factor ที่มีอิทธิพลตอ macrophage อยางมาก นอกจากกระตุน

อัตราการแบงตัว กระตุนการดิฟเฟอเรนชิเอทของเซลลออนในกลุม monocyte-macrophage 

lineage แลว ยังชวยสงเสริมการแพรและเคลื่อนของเซลล (Fuller et al., 1993; Webb et al., 
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1996; Pixley et al., 2004) M-CSF สามารถถูกกระตุนดวยไซโตไคนที่เกี่ยวกับการอักเสบหลาย

ชนิด  TNF-α และอินเตอรลิวคินสามารถกระตุนการหลั่ง M-CSF ไดสูงมากในเซลลออนจากไข

กระดูก (Besse et al., 2000) และในเซลล granulosa ของมนุษย (Kawano et al., 2004) 

นอกจากนี้ Tanabe และคณะ ยังไดรายงานวา IL-1 กระตุนการหลั่ง M-CSF ในเซลลไลนกระดูก 

ROS 17-2.8. งานวิจัยนี้เราพบวา TNF-α กระตุนการหลั่ง M-CSF ในเซลลเอ็นยึดปริทันต 

 การเพิ่มการสราง M-CSF ในเซลลเอ็นยึดปริทันต มีความเปนไปไดที่จะมีผลชวยใหเซลล

สลายกระดูกดิฟเฟอเรนชิเอท เนื่องจากมีรายงานวา M-CSF ชวยกระตุนการดิฟเฟอเรนชิเอทของ 

เซลลสลายกระดูก  การทดลองในหนู osteopetrotic (op/op) ซึ่งยีนที่สราง M-CSF ไมทํางาน 

พบวาหนูมีจํานวนเซลลสลายกระดูกลดลงอยางมาก ทําใหเกิดภาวะกระดูกหนา (osteopetrosis) 

(Yoshida et al., 1990; Wiktor-Jedrzejczac et al., 1982) Suda และคณะ และ Tanaka และ

คณะ พบวา M-CSF จําเปนสําหรับการดิฟเฟอเรนชิเอทของเซลลออนที่จะเจริญเปนเซลลสลาย

กระดูก (Suda et al., 1999; Tanaka et al., 1993) M-CSF ยังมีบทบาทในการชวยการมีชีวิตของ 

เซลลสลายกระดูก เนื่องจากมีคุณสมบัติในการตาน apoptosis ที่เกิดผาน mTOR/S6 kinase ใน

เซลลสลายกระดูก (Wiktor-Jedrzejczac et al., 1982) 

 M-CSF ยังมีบทบาทชวยการเคลื่อนของเซลล ทําหนาที่เปน chemoattractant สําหรับ 

macrophage (Webb et al., 1996) Fuller และคณะ ไดแสดงใหเห็นวา M-CSF ชวยการเคลื่อน

ของเซลลสลายกระดูกจากกระดูกหนู (Fuller et al., 1993) ในการศึกษานี้ เราพบวา โมเลกุลที่หลั่ง

จากเซลลเอ็นยึดปริทันตที่ไดรับการกระตุนดวย TNF-α สามารถเหนี่ยวนําการเคลื่อนของเซลล 

RAW264.7 ใหเคลื่อนผาน membrane ที่ใชทดสอบ migration assay จึงเปนไปไดที่ M-CSF ที่

เซลลสรางและปลอยสูอาหารเลี้ยงเซลลนั้น เปนปจจัยหนึ่งที่ชวยดึงดูดเซลล แมวาในการทดลองนี้

ยังไมมีหลักฐานที่จะยืนยันขอสมมติฐานนี้โดยตรง แตก็เปนไปไดที่จะคิดวา M-CSF ที่เซลลเอ็นยึด

ปริทันตสรางในการตอบสนองตอ TNF-α มีสวนชวยใหเซลลออนของเซลลสลายกระดูกเคลื่อนเขา

มาอยูในชองรอบรากฟน (periodontal space)  

เซลลเอ็นยึดปริทันตมีบทบาททัง้ในแงของการเสริมสรางและการทาํลาย ในสภาวะปรกติ

แลว เซลลเหลานี้จะทาํหนาที่รักษาสมดลุของเนื้อเยื่อ นอกจากการหลั่ง RANKL แลว เซลลยัง

สามารถหลั่งออสติโอโปรติเจริน (osteoprotegerin; OPG) ซึ่งทําหนาที่ตรงขามกับ RANKL, OPG 

เปน soluble protein ที่ทําหนาที่เหมือน decoy receptor โดย OPG สามารถแยงจับกับ RANKL 
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ทําให RANKL ไมสามารถจับกับ RANK บนผิวเซลลของเซลลสลายกระดูก และยับยัง้การเกิด

เซลลสลายกระดูกได เราพบวาเนื้อเยื่อปริทันตที่ไดทนัทีจากฟนที่เพิง่ถอน ก็มีการแสดงออกของ 

M-CSF เชนเดียวกับเซลลเพาะเลีย้ง (ไมไดแสดงขอมูล) แสดงใหเหน็วา ในภาวะปรกติ M-CSF 

นาจะมีบทบาทในการรักษาสมดุลระหวางการเสริมสรางและการยอยสลาย การที่เซลลเอ็นยึดปริ

ทันตหลั่ง M-CSF ในการตอบสนองตอ TNF-α เปนการบงชี้วา ในภาวะที่มีการอักเสบ เซลลมี

บทบาทหลัง่ factor ที่ชวยการทําลายหรือปรับเปลี่ยน (remodeling) กระดูกเบาฟน 

ผลการทดลองไดสนับสนุนวา COX-2 เปน signaling molecules ทีเ่กี่ยวกับการเพิ่มข้ึน

ของ RANKL โดย TNF-α ซึ่งสอดคลองกับรายงานจํานวนมากทีแ่สดงวา COX-2/PGE2 เปน

สัญญาณที่เกีย่วกับการเปลีย่นแปลงของ RANKL ในเซลลหลายชนิด รวมทั้งเซลลเอ็นยึดปริทนัต 

(Chikazu et al., 2001, Han et al., 2005, Wei et al., 2005) การที่เซลลเอน็ยึดปริทันตสรางทัง้ 

RANKL และ M-CSF เปนการแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาเซลลมีบทบาทรวมในกระบวนการ

ทําลายเนื้อเยือ่ปริทันต 

ในการศึกษาครั้งนี้ คณะผูวิจยัยังพบวาเซลลเอ็นยึดปริทนัตตอบสนองตอ TNF-α โดยการ

สราง MMP-13 เพิ่มข้ึนดวย ผลการทดลองนี้สอดคลองกับรายงานของ Nishikawa และคณะ 

(Nishikawa et al., 2002) และ Noguchi และคณะ (Noguchi et al., 2005) ที่แสดงวา IL-1 หรือ 

TNF-α กระตุนการสราง MMP-13 ซึ่งมีบทบาทในการยอยสลายคอลลาเจน เราพบวาสัญญาณที่

เหนีย่วนําการสราง MMP-13 โดย TNF-α สวนหนึ่งเกิดผาน PI3K และ NFkB โดยทัว่ไปแลว เปนที่

ยอมรับวา สัญญาณที่ควบคุม MMP-13 จะคอนขางซบัซอน และเกีย่วพนักับ signaling pathway 

หลายทาง (Liacini et al., 2003; Lechuga et al., 2004) ซึ่งรวมถงึ NFkB, PI3K และ p38 MAPK 

นอกจาก PI3K และ NFkB แลว คณะผูวิจัยไดทดสอบกับสารยับยัง้ตัวอื่น และพบวา การใสสาร

ยับยั้ง p38 MAPK มีผลทําใหการแสดงออกของ MMP-13 mRNA เพิ่มข้ึน (ไมไดแสดงผลไว) ซึง่

สอดคลองกับรายงานของ Rossa และคณะ (Rossa et al., 2005) ที่ทําการทดลองในเซลลเอ็นยดึ

ปริทันตของหนู และพบวาในภาวะปรกติ p38 MAPK เปนสัญญาณที่ยับยัง้ (negative regulate) 

MMP-13 ซึ่งแสดงใหเห็นวาเซลลมีสัญญาณที่ควบคุมสมดุลอยูภายในเซลล 
โดยสรุป งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา TNF-α กระตุน M-CSF, RANKL และ MMP-13 ใน

เซลลเอ็นยึดปริทันต ทั้งในระดับ mRNA และการสรางโปรตีน การเพิม่ข้ึนของ M-CSF นาจะมีสวน

ชวยดึงดูดและการดิฟเฟอเรนชิเอทของ เซลลตนกําเนิดของเซลลสลายกระดูก (osteoclast 
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precursor)  การที่เซลลสราง M-CSF และ RANKL รวมทัง้ MMP-13 ในการตอบสนองตอ TNF-α 

เปนการแสดงใหเหน็วา เซลลเอ็นยึดปริทันตมีบทบาทในกระบวนการทําลายเนื้อเยื่อปริทันตใน

ภาวะปริทนัตอักเสบ 
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