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บทที่ 3

ว ิธ ีดำเน ิน การว ิจ ัย

ก า ร ศ ึก ษ า ค ร ั้ง น ื้เ ป ็น ก า ร ศ ึก ษ า ใ น ห ้อ ง ป ฏ ิบ ัต ิก า ร  เพ ื่อ ศ ึก ษ า ถ ึง ผ ล ข อ ง ส า ร

โ พ ล ีแ ซ ค ค า ไ ร ด ์ท ี่ส ก ัด จ า ก ส ่ว น ว ุ้น ข อ ง ว ่า น ห า ง จ ร ะ เข ้ ต ่อ ก า ร เพ ิ่ม จ ำ น ว น เซ ล ล ์ แ ล ะ ร ะ ด ับ  

อ า ร ์เอ ็น เอ น ำ ร ห ัส ข อ ง ย ีน  D M P  1 ใ น เซ ล ล ์ล ร ้า ง เ ล ์น ใ ย ข อ ง เ น ื้อ เ ย ื่อ ใ น โ พ ร ง ฟ ัน ข อ ง ม น ุษ ย ์

1. กล ุ่มจ ัวอย ่างท ี่ใซในการส ิกษา

เน ื้อ เย ื่อ ใ น โ พ ร ง ฟ ัน ท ี่ใ ช ้ศ ึก ษ า ใ ด ้ม า จ า ก ฟ ัน ก ร า ม ถ า ว ร ซ ี่ท ี, 3  ใ น ข า ก ร ร ไ ก ร บ น

ห ร อ ข า ก ร ร ไ ก ร ล ่า ง  ท ี่ม ีส ภ า พ ป ก ต ิส ม บ ูร ณ ์ ป ล า ย ร า ก เ ป ิด  ใ ม ่ม ีร อ ย โ ร ค ฟ ัน ผ ุแ ล ะ ก า ร อ ัก เส บ

ข อ ง อ ว ัย ว ะ ป ! 'ท ัน ต ์ จ ำ น ว น  2 0  ซี่ จ า ก ผ ู้ป ว ย ท ี่ม า ร ับ ก า ร ร ัก ษ า ท ี่ภ า ค ว ิช า ศ ัล ย ศ า ส ต ร ์ซ ่อ ง ป า ก  

ค ณ ะ ท ัน ต แ พ ท ย ศ า ส ต ร ์ จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ม ห า ว ิท ย า ล ัย  โ ด ย ผ ู้ป ว ย ไ ด ้ท ำ ก า ร ล ง น า ม ย ิน ย อ ม ม อ บ ฟ ัน  

เพ ื่อ ใ ช ้ใ น ก า ร ศ ึก ษ า  ก า ร ศ ึก ษ า ใ น ค ร ั้ง น ื้ไ ด ้ผ ่า น ก า ร เ ห ็น ช อ บ จ า ก ค ณ ะ ก ร ร ม ก า ร พ ิจ า ร ณ า

จ ร ย ธ ร ร ม ก า ร ว ิจ ัย  ค ณ ะ แ พ ท ย ศ า ส ต ร ์ จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ม ห า ว ิท ย า ล ัย  ป ร ะ จ ำ ป ี 2 5 4 7  ต า ม เ อ ก ส า ร  

เล ข ท ี่ ว จ  2 8 8 / 2 5 4 7

2. ว ัสด ุอ ุปกรณ ์และสารท ี่ใช ้ไนการศ ึกษา

จ ำ แ น ก เ ป ็น

2 .1  ก า ร เ พ า ะ เ ล ี้ย ง เช ล ล ์ส ร ้า ง เ ล ์น ใ ย ท ี่แ ย ก จ า ก เ น ื้อ เ ย ื่อ ใ น โ พ ร ง ฟ ัน ข อ ง ม น ุษ ย  ์

อ า ห า ร เล ี้ย ง เซ ล ล ์ช น ิด  ด ี เอ ็ม  อ ี เอ ็ม  (D M E M )

ช ีร ัม  ( fe t a l  b o v i n e  s e r u m  )

ย า ป ฏ ิช ีว น ะ ( a n t ib io t i c - a n t im ic o t i c )

แ อ ล ก ล ูต า ม ีน  ( L - g lu t a m in e )

ท ร พ ช ิน  อ ีด ีท ี เอ  ( T r y p s in - E D T A  s o lu t io n )

จ า น เพ า ะ เ ล ี้ย ง เ ช ล ล ์ข น า ด เล ์น ผ ่า น ศ ูน ย ์ก ล า ง  3 5 ,  6 0  แ ล ะ  1 0 0 ม ิล ส ิเ ม ต ร
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จาน เพาะเล ี้ยงเซลล ์แบบ 24 หลุม

2.2 การสกัดสารโพลีแซคคาไรด์จากส่วนวุ้นของว่านหางจระเข ้ 
แอลกอฮอล ์ความเข ้มข ้นร ้อยละ 95 (Analytical g ra d e )
กระดาษกรองขนาดเล ์นผ ่านศ ูนย ์กลาง 0.2 1 0 .47 ไมโครเมตร 
หลอดสำหรับเครองเหวี่ยงหน ีศ ูนย ์กลางความเร ็วส ูง 
D isp o sab le  sterile  sy ringe filter, po re  s iz e  0.2  ไมโครเมตร

2.3 การว ัดจำนวนเซลล ์ด ้วยสารเอ ็ม ที ที 
สารเอ ็ม ที ที
สารละลายไดเมท ิลซ ัลฟอกไซด์ หรือ ดี เอ็ม เอล โอ (DMSO solution) 
ค ิวเวต (C uvette)

2.4 การว ัดอาร ์ เอ็น เอนำรหัสของยีน DMP 1 
ไทรชอล (Trizol reag en t)
คลอโรฟอร์ม (Chloroform , m olecu lar biology g rad e )
ไอโซโพรพานอล( Isopropano l, m olecu lar biology g ra d e )  
แอลกอฮอล ์ (A bsolute alcohol, m olecu lar biology g ra d e )
หลอดสำหรับเครองเหวี่ยงหน ีศ ูนย ์กลาง ขนาด 200 ไมโครลิตร 
ชุด RT- PCR kit 
อะกาโรส (A garose)
DNA m arker
เอธ ิเด ียมโบรไมด์ (Ethidium brom ide)
น ํ้าปราศจากเอนไซม ์ (R N ase D N ase Free W ater )
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3. ร ะ เบ ีย บ ว ิธ ีก า ? ว ิจ ุ้ย

แผนภาพแสดงข้ันตอนการศึกษา

ตอนท ี่ 1

เช ล ล ์ส ร ้าง เส ้น ใยข อ งเน ี้อ เย ื่อ ใน โพ รงฟ ัน ข อ งม น ุษ ย ์

ทดสอบกับสารโพลีแชคคาไรด์ 
ที่ความเข้มข้น 0,0.25,0.5,1,2 
และ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ▼

ท ด ส อ บ จ ำ น ว น เช ล ล ์ท ี่ม ืย ีว ิต แ ล ะ ค ว า ม เป ็น พ ิษ ต ่อ เช ล ล ์ด ้ว ย ส า ร  เอ ็ม  ที ที 
ได ้ความเข ้มข ้นท ี่เพ ิ่มจำนวนและไม ่เป ็นพ ิษต ่อเซลล ์

ตอน ท ี่ 2

เซ ล ล ์ส ร ้าง เส ้น ใยข อ งเน ื้อ เย ื่อ ใน โพ รงฟ ัน ข อ งม น ุษ ย ์

ทดสอบกับสารโพลีแชคคาไรด์ 
ความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเชลล์ 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง

ส ก ัด อ า ร ์เอ ็น เอ

ว ิเค ร าะ ห ์ก าร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง อ าร ์เอ ็น เอ น ำร ห ัส ข อ ง ย ีน  DMP 1 
ด ้ว ย เท ค น ิค  อ าร ์ ท ี-พ ี ย ี อ าร ์
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ว ิธ ีด ำ เน ิน ก า ร ศ ึก ษ า

3.1 ก าร เต ร ีย ม ส าร โ พ ล ีแ ซ ค ค าไ ร ด ์ท ี่ส ก ัด จ าก ส ่ว น ว ุ้น ข อ ง ว ่าน ห างจ ร ะ เข ้
นำใบว่านหางจระเข ้พ ันธ ุ Aloe b a rb a d e n s is  Mill ท ี่ม ีขนาดสมบูรณ ์ 

ความกว ้างของใบอย ่างน ้อย 7 เซนติเมตร มาล ้างให ้สะอาดด ้วยน ํ้าประปาเป ็น เวลา 30 นาที 
และน ํ้ากลั่น 30 นาที ปอกส่วนผิวที่เป ็นสีเข ียวออกให้หมดจนเหลือแต่ว ุ้นใส นำมาหั่นให้เป ็น 
ช ิ้นขนาดประมาณ  1x1x1 เซนติเมตร แล้วนำไปทำให ้ละเอ ียดด ้วยเครื่อง h o m ogen izer 
(WHEATON, NJ, USA) จากน ั้นทำตามข ั้นตอนท ี่ได ้เคยม ีรายงานไว้ (M cAnalley, 1998; 
Lee JK  e t al., 2001) กล ่าวค ือ ตกตะกอนด้วยเครื่อง เหวี่ยงหน ีศ ูนย์กลางความเร ็วส ูง 
(ultracentrifuge) (S igm a, USA) ท ี่ระดับความเร็ว 5 000 9 000 10 000 และ 13 000 รอบ 
ต่อนาที เป ็นเวลา 20 นาท ีต ่อระด ับความเร ็ว ตามลำด ับ  นำส่วนของเหลวใสที่ได้ปรับลภาพ 
กรด ด่าง ด้วยกรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) จากนั้นนำไปผ่านขบวนการ 
ตกตะกอนด ้วยเอท ิลแอลกอฮอล ์ความเข ้มข ้นร ้อยละ95 และตกตะกอนด้วยเครื่อง
ultracen trifuge ท ี่ความเร ็ว 8 000 รอบต่อนาที เป ็นเวลา 20 นาที นำส่วนตะกอนที่ได้มา 
ผสมก ับเอท ิลแอลกอฮอล ์ความเข ้มข ้นร ้อยละ 95 หลังจากท ี่แอลกอฮอล์ระเหยออกไปจะ 
เหลือแต่ส ่วนตะกอน นำส่วนผงที่ได้ไปผ่านเครื่องทำให้แห ้งเย ือกแข็ง (Lyophilizer) (Flexi- 
Dry™ MP, New York, USA) เป ็นเวลา 15 ชั่วโมง นำสารลก ัดท ี่ได ้ผ ่านกระดาษกรองเบอร์1 
และทำให้ปราศจากเช ื้อด ้วยกระดาษไนโตรเซลลูโลส ขนาดเล ้นผ ่านศ ูนย ์กลาง 0.22
ไมโครเมตร นำสารโพลืแซคคาไรด์ของว่านหางจระเข้ท ี่ได ้เก ็บรักษาไว้ท ี่อ ุณหภูม ิ -20 องศา 
เซลเซียส เม ื่อต้องการนำสารโพสีแซคคาไรด์มาใช้จะละลายส่วนผงกับนั้ากลั่นและนำไปทำ 
ให ้ปราศจากเช ื้ออ ีกครั้งก ่อนนำไปทดลอบกับเซลล์สร้างเล ้นใยของเน ื้อเย ื่อในโพรงฟ ันของ 
ม น ุษ ย ์

3.2 ก าร เต ร ีย ม เช ล ล ์ส ร ้า ง เส ้น ใย ท ี่เพ าะ เล ี้ย งม าจ าก เน ื้อ เย ื่อ ใน โพ ร งฟ ัน  

ข อ งม น ุษ ย ์

เน้ือเย่ือในโพรงฟันที'ใข้คืกษาได้จากฟันกรามถาวรช่ีท่ี 3 ในขากร รไกรบน 
หรือขากรรไกรล่าง ที่มีลภาพปกติลมบูรณ์ ปลายรากเปิด ไม่มีรอยโรคฟันผุและการอักเสบ 
ของอวัยวะปริทันต์ ผู้ป่วยที่ร่วมในงานวิลัยเป็นผู้ป่วยที่มารับการรักษาที่ภาควิชา
ศัลยศาสตร์ช่องปาก คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย วิธีการเตรืยมเซลล์ 
สร้างเล้นใยที่เพาะเลี้ยงมาจากเนื้อเยื่อในโพรงฟันทำตามวิธีการของ พสุธาและคณะ (พสุธา
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ธ ัญ ญ ะก ิจไพ ศาล และคณ ะ, 2545) โดยเก ็บฟ ันต ัวอย ่างในภาชนะท ี่ปลอดเช ื้อท ีมฝาเกล ียว 
ปิด ภายในบรรจ ุอาหารเล ี้ยงเซลล ์ชน ิด ดี เอ็ม อี เอ็ม (DMEM, D u lb e c c o ’s  M odified 
E ag le 's  M edium ) อาหารเล ี้ยงเซลล ์น ี้ประกอบด ้วยยาต ้านจ ุลช ีพในอ ัตราส ่วน 1:100
น ำฟ ัน ต ัวอย ่างท ี่ได ้มาล ้างด ้วยส ารละลายฟ อสเฟ ตบ ัฟ เฟ อร ์ชาลายด ์ (p h o sp h a te  buffer 
saline) ท ี่ปราศจากเช ื้อ  จากน ั้นผ ่าส ่วนของฟ ันตามยาวด ้วยส ิ่วท ี่สะอาดและปราศจากเช ื้อ  
หยิบส ่วนของเน ี้อเย ื่อในโพรงฟ ันออกมาด ้วยค ีมจ ับสำล ี (cotton plier) ท ี่ละอาด ตัดแบ่งชื้น 
เน ื้อให ้ม ีขนาดประมาณ  1x1x1 ม ิลล ิเมตร วางเร ิยงใน จาน เพาะเล ี้ยงเซลล ์ขน าดเล ้น ผ ่าน  
ศ ูนย ์กลาง 35 ม ิลล ิเมตร (Nunc™ , D enm ark) ห ่างก ันประมาณ  4-5 ม ิลล ิเมตร เต ิมอาหาร 
เล ียงเซลล์ชน ิด ดี เอ็ม อี เอ็ม ท ี่ประกอบด้วย ชีรัม (fetal bovine serum ) ความเข ้มข ้นร้อย 
ละ 10 แอลกล ูตาม ีน  (L- g lu tam ine) ความเข ้มข ้น 2 ม ิลล ิโมลาร ์ เพนนิซิลลิน จี 
(penicillin-G) ความเข ้มข ้น 100 ย ูน ิต/ม ิลล ิล ิตร ลเตรปโตบัยชินซัลเฟต (strep tom ycin  
sulfate) ความเข ้มข ้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ แอมโฟเทอริชิน บี (am photeric in  
B) ความเข ้มข ้น 20 ไมโครกรัม/มิลลิล ิตร จากบริษ ัท G ibco  (USA) จากน ั้นนำเน ื้อเย ื่อไป 
เล ียงในตู้บ ่มคาร์บอนไดออกไซด์ (carb ond io x id e  incubator) ท ีอ ุณหภูม ิ 37 องศา 
เซลเซียส และมี'ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ร ้อยละ 5 เม ื่อ เซลล ์คลานออกจากช ิ้น เน ื้อ และ 
เจร ิญ เต ิบโตจน เต ็มจาน เพ าะเล ี้ยงแล ้ว นำเซลล ์ท ี่ได ้ออกจากจานเพาะเล ี้ยงช ิ้น เน ื้อ  โดยใช้ 
เอนไซม์ทริพชิน อ ีด ีท ี เอ ความเข ้มข ้นร ้อยละ 0 .25 (0.25%  tripsin EDTA) แล ้วทำการ 
เพ าะเล ี้ยงเซลล ์ใน จาน เพาะเล ี้ยงให ม ่ขน าดเล ้น ผ ่าน ศ ูน ย ์กลาง 60 ม ิลล ิเมตร (Nunc™, 
D enm ark) และน ับเซลล ์ท ี่ทำการเพาะเช ื้อต ่อช ่วง (subcu ltu re) เป็นเซลล์รุ่นที่ 1 เซลล์จะถูก 
เพาะเช ื้อต ่อช ่วงใหม ่ส ัปดาห ์ละ 1 ครั้ง เซลล์ท ี่ใช ้ในการทดลองจะเป ็นเซลล์ร ุ่นท ี่ 3-4
อาหารเล ี้ยงเซลล ์จะถ ูกเปล ี่ยนใหม ่ท ุก 2-3 วัน

3.3 ก าร ท ด ส อ บ เช ล ล ์ด ้ว ย ส าร โ พ ล ีแ ซ ค ค าไ ร ด ์ท ี่ส ก ัด จ าก ส ่ว น ว ุ้น ข อ ง  
ว ่า น ห า ง จ ร ะ เข ้
เซลล์ที่เพาะเลี้ยงจะถูกแบ่งไปเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงแบบ 24 หลุม

(NUNC™, Denmark) จำนวน 70 000 เซลล์ต่อหลุม โดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ ดี เอ็ม อี เอ็ม 
ที่มีความเข้มข้นของชีรัมร้อยละ 10 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ 
เป็น ดี เอ็มอี เอ็ม ชนิดปราศจากชีรัม 2 คร้ัง ระยะเวลาห่างกันครั้งละ 3 ช่ัวโมง เพ่ือล้างซีรัม 
ออก แล้วจึงเปลี่ยนให้เป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ปราศจากซีรัมที่ผสมกับสารโพลีแซคคาไรด์ที่ 
สกัดจากส่วนวุ้นของว่านหางจระเข้ที่ความเข้มข้น 0 0.25 0.5 1 2 และ 4 มิลลิกรัมต่อ
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มิลลิล ิตร ในการสืกษาครั้งนี้ได้ทำการสืกษาโดยใข้ความเข้มข้นของสารโพลีแซคคาไรด์ที่
แ ต ก ต ่า งกันจำนวน 6 ความเข้มข้นในจานเพาะเลี้ยงแบบ 24 หลุม ทดสอบที,ความเข้มข้นละ 
4 หลุม ทำซํ้า 3 คร้ัง โดยเชลล์สร้างเล้นใยของเนื้อเยื่อในโพรงฟันของมนุษย์ ท่ีใข้ศึกษา'ใน 
แต่ละครั้ง มาจากตัวอย่างฟันต่างกันจากนั้นนำเซลลํใปเพาะเลี้ยงในตู้บ่ม
คาร์บอนไดออกไซด์เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วนำมาวัดอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ด้วย 
วิธีก ารย้อมเซลล์ด้วยสารเอ็ม ที ที

3.3.1 ก าร ว ิเค ร าะ ห ์ก าร เพ ิ่ม จ ำน ว น เซ ล ล ์แ ล ะ ค ว าม เป ็น พ ิษ ข อ ง ส าร
ท ด ส อ บ ด ้ว ย ส าร  เอ ็ม  ที ที
วิธีนี้วิเคราะห์นี้ตัดแปลงมาจากวิธีของ Freshney (Freshney,

2000) เป็นการวัดจำนวนเซลล์ที่ยังมีชีวิตด้วยสารเอ็มที ที อาศัยหลักการตรวจวัดระดับของ 
เอนไซม์ดีไฮโดรจิเนสท่ีพบอยู่ในไมโตรคอนเดรีย (mitochondria dehydrogenase) ซ่ึงเป็น 
เอนไซม์ท่ีใข้ในขบวนการหายใจ โดยเอนไซม์นี้จะเปล่ียนเกลือเตตระโซเลียม (tétrazolium 
salt) ในสารเอ็ม ที ที เป็นผลึกฟอร์มาแชน ซ่ึงมีสีม่วง เมื่อนำไปละลายด้วยสารละลายที่ 
เหมาะลม จะสามารทนำไปวัดหาปริมาณเซลล์!ด้ โดยหากมีเซลล์จำนวนมาก สารละลาย 
ผลึกฟอร์มาแซนจะมีความเข้มของสีม่วงมฺากขึ้น และทำใหได้ค่าการดูดกลืนแสงมากขึ้น
วิธีการวิเคราะห์นี้ลามารถนำไปใช้วัดในแง่การเพิ่มจำนวนเชลล์และการตรวจสอบวัดความ 
เป็นพิษกับสารท่ีใข้ทดลอง

การว ิเคราะห ์!นการทดลองครั้งน ี้ม ีว ิธ ีการทำด ังน ี้ เซลล์ท ี่ทำการ
ทดลองในลภาวะท ี่ม ีสารโพลืแซคคาไรด ์ท ี่สก ัดจากส ่วนวุ้นของว่านหางจระเข ้ท ี่ความเข ้มข ้น 
ต ่างๆกัน เป ็นเวลา 24ชัว่โมง ในจานเพาะเล ี้ยงแบบ 24 หลุม ถ ูกล ้างด ้วยสารละลาย 
ฟอสเฟ ตบ ัฟ เฟ อร ์ซาลายด ์ (P h o sp h a te  buffer saline, PBS) 2 ครั้ง จากน ั้นอาห ารเล ี้ยง 
เซลล์จะถูก เปล ี่ยนเป ็นชนิด ดี เอ็ม อี เอ็ม ที่ปราศจากทีเนอล เรด (DMEM w ithout phenol 
red) ท ี่มลี ารละลายเอ ็ม  ที ที ท ี่ความเข ้มข ้น 0.5 มิลล ิกรัมต ่อม ิลล ิล ิตรผสมอยู่ แล ้วน ำเข ้าต ู้ 
บ่มเพาะเล ี้ยงเซลล์ที่อ ุณ หภ ูม ิ 37 องศาเซลเซ ียสเป ็น เวลา 25 นาที จากน ั้น ด ูดสารละลาย 
เอ็ม ที ที ออกและใสส่ารละลายไดเมธิลซ ัล ฟอกไซด์ เพ ื่อละ'ลายผลึกส ีม ่วงของ เอ็ม ที ที
ฟอร์มาซาน (M ÎT form azan) ได ้เป ็นสารละลายส ีม ่วง ใชป ิเปตด ูดสารละลายท ี่ได ้ลงใน
คิวเวตแล ้วนำไปอ่านค่าด ูดกล ืนแสงด ้วยเคร ื่องสเปคโตรโฟโตม ิเตอร์ ( sp e c tro p h o to m e te r  
m odel U ltrasp ec  3000, E ngland)) ท ี่ความยาวคล ื่นแลง 570 นาโนเมตร จากน ั้นนำค ่าท ี่
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ร้อยละของจำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิต = ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มทดสอบ X  100
ค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม

ทดสอบผลของสารโพลีแชคคาไรด์ท ี่สก ัดจากส่วนวุ้นของว่านหางจระเข้ 
อีกครั้ง โดยท ำการการเพาะเล ี้ยงเชลล ์ในจานเพาะเล ี้ยงขนาดเล ์น ผ ่าน ศ ูน ย ์กลาง 100
ม ิลล ิเมตร (NuncTM, D enm ark) จนเชลล ์ม ีความหนาแน ่นร ้อยละ 80  จากน ั้น ทำการ 
ทดสอบกับสารโพลีแซคคาไรด์ความเข้มข้นที่ไม ่เป ็นพ ิษต่อเซลล์เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง ความ 
เข ้มข ้นด ังกล ่าวได ้มาจากผลการทดสอบด้วยสารเอ ็ม ที ที ทำการสก ัดอาร ์เอ ็น เอเพ ื่อ
ว ิเคราะห ์ระด ับอาร์เอ ็นเอนำรห ัสของยีน DMP1 ด ้ว ย เท ค น ิค อ า ร ์ท ี- พ ีช ีอ า ร ์โ ด ย ท ำ ก าร  
ทดลองชํ้า 6 ครั้ง จากต ัวอย ่างฟ ันท ี่ต ่างก ัน

3.3.2 ก ระบ วน ก ารส ก ัด 'อ าร ์เอ ็น เอ  แ ล ะ ว ิเค ร าะ ห ์ร ะ ด ับ อ าร ์เอ ็น เอ
น ำรห ัสของย ึน  DMP1 ด ้ว ย เท ค น ิค อ าร ์ท ี -  พีซ็เอ าร ์

3.3.2.1 ก าร ส ก ัด อ าร ์เอ ็น เอ
เซลล์สร้างเล ์นใยของเน ื้อเย ื่อในโพรงฟ ันของมนุษย์ท ี่ผ ่านการ 

ทดสอบจะถ ูกสก ัดอาร์เอ ็นเอด ้วย ไทรซอล (TRIzol) (G ibco, USA) และคลอโรฟอร์ม 
(chloroform ) จากน ั้นตกตะกอนด้วยเคร ื่องเหว ี่ยงหน ีศ ูนย ์กลาง (ultracentrifuge) (Sigm a, 
USA) ท ี่ระดับความเร็ว 14 000 รอบต่อนาที เป ็นเวลา 30 นาที เพ ื่อแยกส่วนอาร์เอ ็นเอ 
ออกมาจากองค ์ประกอบอื่นของเซลล ์ โดยส่วนของอาร์เอ ็นเอจะเป ็นส่วนของเหลวใสที่อยู่ 
ช ั้นบนสุดประมาณ 4/5 ของส่วนของเหลวใสทั้งหมด จากน ั้นทำการตกตะกอนอาร์เอ ็นเอ 
ด้วยการเติมไอโซโพรพานอล (Isopropanol) และผ ่านเคร ื่องเครื่องเหวี่ยงหน ีศ ูนย ์กลาง ท่ี 
ระดับความเร็ว 14 000 รอบต่อนาท ีเป ็นเวลา 30 นาที เพ ื่อให ้อาร์เอ ็นเอตกตะกอนอยู่ 
รวมกัน เม ื่อได้ตะกอนของอาร์เอ ็นเอ จะทำการดูดไอโซโพรพานอลออกไปและเติม
แอลกอฮอล ์ความเข ้มข ้นร้อยละ 80 เพ ื่อล ้างทำให ้อาร์เอ ็นเอท ี่ได ้ม ีความบริส ุทธ ิ้ ผ ่านเครื่อง 
เครื่องเหวี่ยงหนีศ ูนย์กลาง ท ี่ระดับความเร็ว 13 000 รอบต่อนาท ีเป ็นเวลา 15 นาที ดูดส่วน 
แอลกอฮอล์ออกให้หมด จนเหลือแต ่ตะกอนของอาร์เอ ็นเอ นำอาร์เอ ็นเอท ี่แยกได ้ผ ่านกล่อง 
ความร้อน (heat box) ท ี่อ ุณหภูม ิ 70 องศาเซลเซ ียสจนกว่าส ่วนแอลกอฮอล ์ท ี่ตกค ้างอยู่ 
ระเหยหมดไป อาร ์เอ ็น เอท ี่ได ้จะถ ูกละลายด ้วย R N ase Free W ater จากน ั้นทำการว ัด



ความร้อน (heat box) ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสจนกว่าส่วนแอลกอฮอล์ที่ตกค้างอยู่ 
ระเหยหมดไป อาร์เอ็นเอที่ได้จะถูกละลายด้วย RNase Free Water จากนั้นทำการวัด 
ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่นแสง 260 นาโน 
เมตร และเข้าสู่กระบวนการ อาร ท์ ี- พ ี ซี อาร์ ต่อไป

3.3 .2 .2  ก ร ะ บ ว น ก าร ร ีเว ิเส ท ร าน ส ค ร ีป ช ั่น
อาร์เอ็นเอที่ได้ในแต่ละกลุ่มการทดลองจะถูกนำไปผ่าน 

กระบวน การ รีเวอร์สทรานสคริปชัน หรอ อาร์ ที ด้วยผลิตภัณฑ์ชุด Superscript™ II 
RNase H' Reverse Transcriptase เพื่อลังเคราะห์คอมพลีเมนทารี ดีเอ็นเอ ที่อุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 นาที

3.3 .2 .3  ก ร ะ บ ว น ก าร โ พ ล ีเม อ เร ส เช น ร ีแ อ ค ซ ั่น
คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอที่ได้จะถูกนำไปเพิ่มจำนวนให้ 

มากขึ้นด้วยขบวนการ โพลีเมอเรสเชนรีแอคช่ัน หรอ พี ซี อาร์ โดยใช้เครื่องขยายปริมาณ 
สารพันธุกรรมในหลอดทดลอง GeneAmpR PCR System (Foster city, USA) 
ประกอบด้วยข้ันตอนในแต่ละรอบได้แก่ ขั้นตอนการเริ่มแยกสายคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ
(initial denature) ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเข้าสู่ขบวนการ 
แยกสายคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (denature) ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
นาที ตามด้วยขั้นตอน'ไซ้ลาย,ไพร์มเมอร์ (primer) ที่จำเพาะวับยีนที่ต้องการศึกษาบน 
ตำแหน่งของสายดีเอ็นเอ (annealing) ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ 
ยืดสาย1ไพร์มเมอร์ (extension) จากตำแหน่ง 3’ สู่ตำแหน่ง 5’ เพื่อสร้างสายดีเอ็นเอ ท่ี 
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ขบวนการทั้งหมดจะทำเป็นจำนวน 30 รอบ 
โดยการใช้สายไพร์มเมอร์ ที่จำเพาะต่อลำดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide sequence) ของ 
ยืนDMP1 และใช้สายไพร์มเมอร์ที่จำเพาะต่อยีน GAPDPI (Glyceraldehyde 3 phosphate 
dehydrogenase) ควบคู่วันไป เพื่อใช้เป็นตัวควบคุมภายในของการทดลอง สำหรับลำดับ 
นิวคลีโอไทด์ของยืน DMP1 และยืน GAPDH สามารถตรวจสอบได้จาก Genbank ผ่านทาง 
เว็บไซด์ของ National Institute of Plealth (NIH) โดยลำดับของนิวคลีโอไทด์ของไพร์มเมอร์ 
ท่ีใช้ในการศึกษาคร้ังน้ีแสดงในตารางที,1

เม่ือส้ินสุดกระบวนการพี ซี อาร์แล้วสายพันธุกรรมที่ได้จะ 
ถูกวิเคราะห์โดยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้าในอะกาโรลเจล (agarose gel) ที่มีความเข้มข้น
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ของอะกาโรสเจลร้อยละ 1.5 ทำการวิเคราะห์ความเข้มของแถบสายพันธุกรรมโดยใช้
Imaging Densitometer/Gel Doc (BioRAD, USA) program Molecular Analysis ™ 
Window solfware for BioRAD Image Analysis System Version1.4 โดยการ 
เปรียบเทียบความเข้มของแถบยีน DMP1 ในแต่ละความเข้มข้น กับแถบของยีน GAPDH 
ซึ่งเป็นแถบของยีนที่ใช้เป็นตัวควบคุมภายใน

ต า ร า ง ท่ี 1 แสดงล ำด ับ ของนิวคลีโอไทดํใพร์มเมอร์ของยีน GAPDH และ DMP1 
ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้

GAPDH forward 5' TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT 3’

reverse 5’ TCACACCCATGACGAACATGG 3’

DMP 1 forward 5’GATGACACCATACAAGCCAGT 3'

reverse 5’CTCACTCACCACCTCTTCCT 3’

GAPDH; Glyceraldehyde -3-phosphate dehydrogenase 
DMP1; Dentin matrix protein 1

4. กา?เก็บรวบรวมข้อมล

ก า ร เพ ิ่ม จ ำ น ว น เช ล ล ์ ภายหลังการทดสอบด้วยสารโพลีแซคคาไรด์ที่สกัด
จากส่วนวุ้นของว่านหางจระเข้โดยใช้ความเข้มข้นของสารโพลีแซคคาไรด์ 0 0.25 0.5 1 2 
และ 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในจานเพาะเลี้ยงแบบ 24 หลุม ทดสอบความเข้มข้นแต่ละ 
ระดับครั้งละ 4 หลุม ทำซํ้า 3 คร้ัง โดยเซลล์สร้างเลันใยของเน้ือเย่ือในโพรงฟันของมนุษย์ท่ี 
ใช้ศึกษาในแต่ละครั้งมาจากตัวอย่างฟันต่างกัน ดังน้ันตัวอย่างท่ีได้ในขันตอนนีมีจำนวน
เท่ากับ 12 ตัวอย่าง ทำการตรวจวัดโดยใช้สารละลาย เอ็ม ที ที จากนันนำไปอ่านค่า
ดูดกลืนแสงด้วยเครองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่นแสง 570 นาโนเมตร จากนัน
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จะแปลงค่าการดูดกลืนแสงเป็นจำนวนเซลล์ ตามกราฟมาตรฐานและปรับเป็นจำนวนร้อย 
ละของเซลล์

ก าร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง ร ะ ด ับ อ าร ์เอ ็น เอ น ่าร ห ัส ข อ ง ย ีน  DMP1 ทำด้วย
เทคนิค อาร์ท ี- พ ีซีอาร์ แล้วทำการวิเคราะห์โดยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้าในอะกาโรสเจล
โดยทำการทดสอบเชลล์กับสารโพลีแซคคาไรด์ระดับความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อเชลล์ ซ่ึง 
ความเข้มข้นดังกล่าวได้มาจากผลการทดสอบด้วยสารเอ็ม ที ที ทดสอบการแสดงออกของ 
ระดับอาร์เอ็นเอนำรหัสของยีน DMP1 โดยแต่ละครั้งใช้เซลล์สร้างเล้นใยของเน้ือเย่ือในโพรง 
ฟันจากตัวอย่างฟันที่ต่างกัน ดังน้ันตัวอย่างท่ีได้ในข้ันตอนน้ืมีจำนวน เท่ากับ 6 ตัวอย่าง 
จากนั้นทำการวิเคราะห์ความเข้มของแถบแสงโดยใช้ Imaging Densitometer /Gel Doc 
(BioRAD.USA) program Molecular Analysis ™ Window solfware for BioRAD Image 
Analysis System Version 1.4

5. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ผลที่ได้จากการทำเอ็ม ที ที ของกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองในแต่ละกลุ่ม 
ตัวอย่าง ที่ความเข้มข้น 0 0.25 0.5 1 2 และ 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ถูกวิเคราะห์ข้อมูลทาง 
สถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) Version 11 
หาค่าเฉลี่ย และความเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยใช้สถิติการทดสอบ วิเคราะห์ความแปรปรวน 
แบบแจกแจงทางเดียว (one-way AN OVA) และแบบทดสอบความแตกต่างระหว่างกลุ่ม 
แทมเฮน ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 การวัดผลกำหนดให้ค่าเฉลี่ยของปริมาณเซลล์ใน 
กลุ่มควบคุมเป็น 100

ผล'จากการทำเอ็ม ที ที ของทุกกลุ่มตัวอย่างถูกนำมาหาค่าเฉลี่ย และความ 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะห์ความแตกต่างของจำนวนเซลล์ในกลุ่มที่ทดสอบด้วยสาร 
โพลีแซคคาไรด์ที่สกัดจากส่วนวุ้นของว่านหางจระเข้กับกลุ่มควบคุม โดยใช้สถิติการทดสอบ 
ชนิดไม่ใช่พาราเมตริก (non-parametric) วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบแจกแจงทางเดียว 
(Kruskal-Wallis One Way Analysis Of Variance) ทีระดับความเชือมันร้อยละ 95 ใน 
การวัดผลกำหนดให้ค่าเฉลี่ยของปริมาณเซลล์ในกลุ่มควบคุมเป็น 100
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ผลท่ีได้จากการทำ อ าร ์ท ี- พ ีชี อาร์ถูกนำไปวิเคราะห์'ข้อมูลทางสถิติโดยใช้ 
โปรแกรม SPSS หาค่าเฉลี่ย และความเบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะห์ความแตกต่างของ 
การแสดงออกของยีน DMP1 ใช้สถิติทดสอบค่าเฉลี่ยประชากรเดียวแบบที (One - Sample 
T test) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง 
โดยกลุ่มทดลองทำการทดสอบด้วยสารโพลีแซคคาไรด์ที่สกัดจากส่วนวุ้นของว่านหางจระเข้ 
ที่ระดับความเข้มข้น 0 0.25 0.5 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นระดับความเข้มข้นท่ี 
ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ โดยกำหนดให้การแสดงออกของยีนในกลุ่มควบคุมมีค่าการแสดงออก 
เท่ากับ 1
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