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บทคัดยอ 

 

อันตรายตอโพรงฟน จะเหนี่ยวนําใหมีการหลั่งสารที่เกี่ยวกับการอักเสบ และเกิดการ

ละลายตัวของเนื้อฟนจากภายในโพรงฟน (internal resorption) คณะผูวิจัยไดตั้งสมมติฐานวา 

อินเตอรลิวคิน-6 (IL-6) ที่เพิ่มขึ้นในภาวะที่มีการอักเสบของโพรงฟน มีผลตอเซลลโพรงฟน โดย

รบกวนสมดุลของ รีเซบเตอร แอคติเวเตอร ออฟ นิวเคลีย แฟคเตอร แคปปาบี ไลแกนส (RANKL)   

และออสติโอโปรติเจริน (OPG) ซึ่งมีผลกระตุนการเกิดเซลลสลายกระดูก และยอยสลายเนื้อฟน 

การศึกษาดวยอารที พีซีอาร และเวสเทอรนอนาไลซิส พบวาอินเตอรลิวคิน-6 (1 และ 10 นาโน

กรัม/มิลลิลิตร) กระตุนการสราง RANKL ทั้งในระดับอารเอ็นเอและโปรตีน แตไมมีผลตอ OPG 

และมาโครฟาจสติมูเลติงแฟคเตอร (M-CSF)  การกระตุน RANKL เกิดผานสัญญาณของ ฟอสโฟ

อินอซิไทด ไตรไคเนส (PI3K) นอกจากนี้ ยังพบวา IL-6 เพียงลําพังก็สามารถกระตุน RANKL ได

โดยไมจําเปนตองมีการเพิ่มของรีเซบเตอร (sIL-6R หรือ gp80) จากภายนอกเซลล การที่เซลล

โพรงฟนตอบสนองตอ IL-6 โดยการเพิ่ม RANKL นาจะเปนสาเหตุสําคัญประการหนึ่งที่กอใหเกิด

การสลายเนื้อฟนจากภายในโพรงฟน หลังจากฟนไดรับอันตราย 

 

คําสําคัญ: เซลล  โพรงฟน  อินเตอรลิวคิน-6  RANKL  OPG 
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Abstract 

 

 Injuries to dental pulp induce the secretion of inflammatory cytokines, resulting 

the internal resorption of the pulps and root canals.  We hypothesize that the increased 

interleukin-6 (IL-6) following injuries affects pulp cells by interfering the balance of the 

receptor of nuclear factor B ligands (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) system, which 

leads to osteoclastogenesis and resorption of dentin.  Reverse transcription-

polymerization chain reaction (RT-PCR) and Western analysis demonstrate that IL-6 (1 

and 10 ng/ml) stimulates the expression of RANKL at both mRNA and protein levels.  IL-

6 does not exert effect on the expression of OPG and macrophage stimulating factor (M-

CSF).  The stimulation of RANKL occurs via the pathway of phosphoinositide 3 kinase 

(PI3K).  In addition, IL-6 alone can stimulate the expression of IL-6 without additional 

effect of exogenous of soluble IL-6 receptor (sIL-6R or gp80).  The response of pulp 

cells to IL-6 by increasing RANKL could be an important factor for internal resorption 

following injuries.  
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บทนํา 

โพรงประสาทฟน เปนโพรงที่มีลกัษณะปด เนื่องจากถูกลอมรอบดวยเนื้อฟน เนื้อเยื่อ

ภายในโพรงประสาทเปนเนือ้เยื่อที่มีลกัษณะหลวมๆ (loose mesenchymal tissue)  มีหลอดเลือด

หลักเพียงเสนเดียวมาหลอเลี้ยง โดยผานทางรูเปดปลายราก (apical foramen) และอาจมหีลอด

เลือดขนาดเลก็ผานทางรูเปดดานขาง (lateral canal) ชวยในการหลอเลี้ยงโพรงฟน 

ฟนผุเปนสาเหตุหลักทีท่าํลายเนื้อเยื่อโพรงฟน เนื่องจากการติดเชื้อและการอักเสบของ

เนื้อเยื่อภายในโพรงประสาทฟน (pulpitis)  เมื่อเกิดการติดเชื้อจากแบคทีเรียทีท่ําใหเกิดฟนผุ เซลล

ในระบบภูมิคุมกันของรางกายจะสรางสารหลั่งเปนการตอบสนอง สารหลั่งนี้สามารถกระตุนเซลล

ชนิดอื่นที่เกีย่วของกับการอกัเสบ (inflammatory cytokines) เหนี่ยวนาํใหเกิดการอักเสบภายใน

โพรงฟน สารหลั่งที่เกีย่วกับการอักเสบมเีปนจํานวนมาก เชน อินเตอรลิวคิน-6  (interleukin-6,IL-

6)  คอลลาจีเนส (collagenase)  อินเตอรลิวคิน-1 เบตา (interleukin-1β) และ พรอสตาแกลนดนิ 

(prostaglandin) 

IL-6 เปนไซโตไคนหลักตัวหนึ่งของกระบวนการอักเสบ โดยทําหนาทีก่ระตุนการ

เปลี่ยนแปลงของ บีเซลล (B-cell) ไปเปนพลาสมาเซลล (plasma cell) ที่ทาํหนาทีห่ลั่งอิมมูโน

โกลบูลิน (immunoglobulin) และกระตุนการสรางเมด็เลือด (hematopoiesis)  นอกจากนัน้ IL-6 

ยังมีความสาํคัญเกี่ยวของกับการเกิดโรคทางระบบภูมิคุมกันหลายโรค เชน โรคขออักเสบรูหมา

ตอยด (rheumatoid arthritis), มัลติเพลิ ไมอีโลมา (multiple myeloma) และโรคกระดูกพรุน 

(osteoporosis) (Hirayama et al., 2002, Giuliani et al., 2004, Roodman, 1999)  เซลลที่

สามารถหลั่ง IL-6 นัน้ นอกจากเซลลอักเสบแลว เซลลของเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนเองก็สามารถ

หลั่ง IL-6 ไดเชนกัน เชน ในภาวะที่มีแล็คโตบาซิลลัส เคไซ (Lactobacillilus casei) 
(Matsushima, 1998) ภาวะที่มกีารอักเสบติดเชื้อในเนือ้เยื่อโพรงประสาทฟน หรือมีรอยโรคปลาย

ราก (periapical lesion) (Barkhordar et al., 1999) 

IL-6 ยังมีบทบาทในการทําลายของเนื้อเยื่อแข็ง เชน กระดูก โดยมีรายงานวา IL-6 

เกี่ยวของในกระบวนการสรางเซลลสลายกระดูก (osteoclast)  เนื่องจาก IL-6 สามารถกระตุนการ

แสดงออกของ รีเซพเตอรแอคติเวเตอร ออฟนวิเคลียแฟคเตอรแคปปาบี ไลแกนส (receptor 

activator of nuclear factor kappa B ligand; RANKL) บนเซลลสรางกระดูก (osteoblast) 

โดยตรง (Nakashima et al., 2000)  RANKL เปนโปรตีนผิวเซลลทีท่ําหนาทีเ่กี่ยวกับการควบคมุ
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การสรางเซลลสลายกระดูก โดยโปรตีนตวันี้จัดอยูในกลุมของทูเมอรเนโครสิส แฟคเตอร (tumor 

necrosis factor; TNF)  และสามารถจับกับ RANK บนผิวเซลลของเซลลตนกาํเนดิเซลลละลาย

กระดูก สงผลใหเกิดเซลลสลายกระดูกเพิ่มข้ึน และกระตุนการทาํลายกระดูก โดยกระบวนการ

ดังกลาวตองอาศัยการสัมผัสกันระหวางเซลลสรางกระดูก/สโตรมาเซลล และเซลลตั้งตนของเซลล

สลายกระดูก (osteoclast progenitors) จงึจะสามารถเหนี่ยวนาํใหเกิดกระบวนการสรางเซลล

สลายกระดูกได (Jimi et al., 1996, Suda, 1999)  

นอกจาก RANKL ยังมีโมเลกุลทีเ่กี่ยวของกับการสรางและสลายกระดูกรวมถงึการเกิด 

bone remodeling ดวย คอืออสติโอโปรติเจริน (osteoprotegerin; OPG) โดย OPG นั้นเปนรีเซบ

เตอร (decoy receptor) ตัวหนึ่งที่จัดอยูในกลุมของ TNF receptor superfamily เปนสารที่หลัง่

ออกมาแลวสามารถจับกับ RANKL ไดอยางเหนียวแนน (high affinity) โดยมนัจะจับกับ RANKL 

แลวทําให RANKL ไมสามารถไปจับกับ RANK ได เปนผลใหเกิดการยับยั้งการเจรญิและพัฒนา

ของเซลลสลายกระดูก (Simonet et al., 1997, Yasuda et al., 1998)  

การละลายของกระดูก นอกจากจะอาศัยการทํางานของ RANK/RANKL และ OPG แลว 

ยังตองอาศัยโมเลกุลอีกชนิดหนึ่งซึ่งมีความสําคัญดวยเชนกันคือ มาโครฟาจ สติมูเลติง แฟคเตอร 

(macrophage colony stimulating factor; M-CSF)  M-CSF เปน soluble factor ที่สรางโดย

เซลลสรางกระดูก/สโตรมอลเซลล ซึ่งจําเปนตอการพัฒนาของเซลลสลายกระดูก โดย M-CSF 

จําเปนตอการแบงตัวเพิ่มจํานวน (proliferation) ของเซลลตั้งตนของเซลลสลายกระดูก 

differentiation และการคงอยู (survival) ของเซลลสลายกระดูก (Kodama et al., 1991, Suda et 

al., 1999)  

สําหรับเนื้อเยือ่โพรงฟน ในทางคลนิิกพบวา การอักเสบเรื้อรังของเนื้อเยื่อโพรงฟน จะ

กอใหเกิดการละลายตัวของผิวดานในของโพรงฟน (Barclay, 1993) นอกจากนี้ ยังมีรายงานถึง

การเพิม่ข้ึนของ IL-6 ในเนือ้เยื่อโพรงฟนในภาวะที่มกีารอักเสบ จึงมคีวามเปนไปไดที่การเพิ่มข้ึน

ของ IL-6 จะนาํไปสูการกระตุนโมเลกุลที่เกี่ยวกับการสลายเนื้อฟนในทํานองเดยีวกบัการสลายของ

กระดูก  

 คณะผูวิจัยไดตั้งสมมติฐานวา IL-6 ที่เกดิในภาวะที่มกีารอักเสบของโพรงฟน จะมีผลตอ

โมเลกุลกลุมทีเ่กี่ยวกับการสลายกระดูก และเนื้อเยื่อแข็งของฟน จงึตองการศึกษาผลของ IL-6 ตอ

เนื้อเยื่อโพรงฟน ในการแสดงออกของ RANKL, OPG และ M-CSF 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

การเพาะเลีย้งเซลลจากเนื้อเยื่อโพรงฟน 
 เซลลโพรงฟนจะถูกเพาะเลี้ยงขึ้นจากเนื้อเยื่อโพรงฟนของผูปวยที่มาถอนฟนที่ภาควิชา

ศัลยศาสตร คณะทันตแพทยศาสตร เปนฟนที่ไมมีรอยโรคของฟนและเนื้อเยื่อปริทันตแตถอน

เนื่องจากเปนฟนคุดหรือเพื่อจัดฟน ในการทดลองจะเพาะเลี้ยงเซลลจากเนื้อเยื่อของคนไขอยาง

นอย 3 คนและทําการทดลองซ้ําสามครั้ง เตรียมเซลลโดยผาฟนออกและดึงเนื้อเยื่อโพรงฟนออก 

ตัดเปนชิ้นเล็กๆ นําไปวางในจานเลี้ยงเซลล (Nunc, Roskilde, Denmark) อาหารเลี้ยงเซลลที่ใช

คือ DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ที่เติมซีรัม (fetal bovine serum; FBS) รอย

ละ 10, กลูตามีน (glutamine) 2 มิลลิโมลาร, เพนนิซิลินจี (penicillin G) 100 IU/ml และแอมโฟ

เทอราซินบี (amphotericin B) 0.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร อาหารเลี้ยงเซลลและสวนประกอบเปน

ผลิตภัณฑของ Gibco BRL, USA 

 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 IL-6 
 เซลลถูกหวานในจานเลี้ยงเซลลที่ความหนาแนน 50,000 เซลล/ตารางเซนติเมตร เลี้ยง

เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนจะเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัมรอยละ 0.5 กระตุนเซลลดวย IL-6 

ที่ความเขมขน 0.1, 1, 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อหาระดับความเขมขนที่

เหมาะสมในการศึกษาขัน้ตอไป  

 ในการทดสอบกลไกที่เกี่ยวของกับการกระตุนเซลลโดย IL-6  เซลลจะไดรับ IL-6 รวมกับ 

sIL-6R 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร หรือไดรับสารยับยัง้เปนเวลา 30 นาท ี กอนไดรับการกระตุนดวย 

IL-6  สารยับยั้งที่ใชในการศึกษาคือ สารยับยัง้ตอ phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K 

inhibitor; LY 294002) 1.4 ไมโครโมลาร (Cayman) หรือสารยับยั้งตอ Akt (Akt inhibitor II) 5 ไม

โครโมลาร (Calbiochem EMD Biosciences, La Jolla, CA) เปนเวลา 24 ชัว่โมง  
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การวิเคราะหระดับ mRNA ดวยวิธี RT-PCR 

 อารเอ็นเอ (RNA) จากเซลลในแตละการทดลอง จะถูกแยกดวย Tri reagent (Molecular 

Research Center, Cincinnati, OH) และวัดปริมาณอารเอ็นเอดวย UV-spectrophotometer ที่ 

OD 260/280 จากนั้นนําอารเอ็นเอจํานวน 1 ไมโครกรัมจากแตละกลุมทดลอง ไปผานกระบวนการ

รีเวอรสทรานสคริปเทส (reverse transcriptase; RT) โดยใชเอนไซมเอเอ็มวี (avian 

myeloblastosis virus; AMV) (Promega) เพื่อสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ 

(complementary DNA) หรือ cDNA ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง 

นํา cDNA ไปขยายสัญญาณดวยเทคนคิ PCR (polymerase chain reaction) โดยใช

เอนไซม Taq polymerase และใช primer ที่จาํเพาะตอ M-CSF, RANKL, OPG และ GAPDH 

ลําดับของนวิคลีโอไทดของไพรเมอร (primer) ที่ใชคือ 

RANKL             forward             5’ CCAGCATCAAAATCCCAAGT3’ 

 reverse  5’ CCCCTTCAGATGATCCTTC 3’ 

OPG  forward           5’ TGCAGTACGTCAAGCAGGAG 3’ 

  reverse  5’ TGACCTCTGTGAAAACAGC 3’ 

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

Reverse 5’ TCT CAG GCT GCA CAC CTT 3’ 

GAPDH forward  5’ TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT 3’ 

   reverse  5’TCACACCCATGACGAACATGG 3’ 

ปฏิกิริยา PCR ทําในปริมาตร 25 ไมโครลิตร  denature 1 นาที 94 องศาเซลเซียส 

annealing 1 นาท ี60 องศาเซลเซียส และ chain elongation 1.45 นาท ี72 องศาเซลเซียส โดยใช 

DNA thermal cycle (Tpersonal, Whatman Biometra, Goettingen, Germany) เมื่อส้ินสุด

กระบวนการ PCR แลว PCR products ที่ไดจะถูกวิเคราะหโดยการแยกดวยกระแสไฟฟาในแผน

เจลอกาโรส (agarose gel) ที่มีความเขมขนของอกาโรสรอยละ 2 ที่มีสวนผสมของเอทิเดยีมโบร

ไมด (ethidium bromide)  และถายภาพดวยฟลมโพลารอยดบนเครือ่งกําเนิดแสงอัลตราไวโอเล็ต 

(ultraviolet)  
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การวิเคราะหดวย ELISA 

 เมื่อครบกําหนด 48 ชั่วโมง อาหารเลี้ยงเซลลจะถูกนํามาวิเคราะหหาความเขมขนของ M-

CSF ดวยชุด ELISA (Quantikine® R&D System Inc., MN) ตามคําแนะนาํของบริษัท โดย

หยอดอาหารเลี้ยงเซลลที่ตองการวิเคราะหลงใน microplate ที่เคลือบดวยแอนติบอดีตอ M-CSF 

(mouse monoclonal antibody against human M-CSF) เปนเวลา 2 ชั่วโมง ลาง และยอมตอ

ดวย polyclonal antibody against M-CSF conjugated to horseradish peroxidase เปนเวลา

อีก 2 ชั่วโมง จากนั้นใส substrate เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาเปนเวลา 30 นาทีกอนที่จะยับยั้งปฏิกิริยา 

และนําสารละลายที่ไดไปอานคาดูดกลนืแสง 

 

การวิเคราะหดวย Western blot analysis  

 เซลลจะถูกละลายดวยไรปาบัฟเฟอร (radioimmunoprecipitation; RIPA; 150 mM 

NaCl, 1% NP-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM Tris pH 8.0) วัดปริมาณโปรตีน

ดวยชุดวัดโปรตีน BCATM (Pierce, Rockford, IL) แลวนําไปแยกดวยไฟฟาใน acrylamide gel 

(polyacrylamide gel electrophoresis) และเคลื่อนยายโปรตีนลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส 

(Nitrocellulose) ดวยไฟฟา   

นําแผนไนโตรเซลลูโลสที่ได ไปยอมดวยแอนติบอดีตอ RANKL, OPG หรือ β-actin 

(Chemicon International, Temecula, CA) ตอดวยแอนติบอดีทุติยภูมิที่ตอกับเอนไซมเปอรออก

ซิเดส (peroxidase-labeled secondary antibody) (Sigma, St. Louis, MO) และขยายสัญญาณ

โดยเคลือบแผนไนโตรเซลลูโลสที่ยอมดวยแอนติบอดีแลว ดวยชุดขยายสัญญาณแบบเคมี 

(chemiluminescence detection system) (Pierce, Rockford, IL) จากนั้นจึงตรวจจับสัญญาณ

ดวยแผนฟลมเอกซเรย (Pierce, Rockford, IL) วิเคราะหความเขมของแถบสีดําดวย ไซออน 

(Scion Image analysis software) 

 

การวิเคราะหทางสถิติ 

 คาความเขมเปนคา mean ± SD วิเคราะหดวย one-way analysis of variance และใช 

LSD’s test สําหรับ post-hoc analysis คา p < 0.05 แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
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ผล 

 ผลจากการศึกษาพบวา IL-6 สามารถกระตุนการแสดงออกของ RANKL ตามลําดับความ

เขมขนของ IL-6 เมื่อกระตุนเซลลโพรงฟนดวย IL-6 ที่ความเขมขน 0, 0.1, 1 และ 10 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งเห็นการกระตุนไดชัดที่ 1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร แตไมพบ

การเปลี่ยนแปลงของ OPG และ M-CSF ดังแสดงไวในรูปที่ 1 คณะผูวิจัยไดตรวจสอบการ

ตอบสนองของเซลลในระดับโปรตีน พบวา IL-6 กระตุนการสราง RANKL เพิ่มข้ึนตามความเขมขน

ของ IL-6 แตไมพบการเปลี่ยนแปลงของ OPG และ M-CSF แสดงใหเห็นวา เซลลมีการสราง 

RANKL เพิ่มข้ึนในทํานองเดียวกับการแสดงออกในระดับอารเอ็นเอ ดังแสดงในรูปที่ 2 

 ในการทดลองขั้นตอไป คณะผูวิจัยไดเลือกใช IL-6 ความเขมขน 10 นาโนกรัม/มลิลิลิตร 

เนื่องจากเปนความเขมขนทีเ่ห็นผลชัดเจนในการกระตุน RANKL และเลือกศึกษากลไกที่เกีย่วของ

กับการกระตุนการสราง RANKL เพิ่มข้ึน 

เนื่องจากมีรายงานวา เมื่อ IL-6 จับกับ sIL-6R (หรือ gp80) แลวจะไปกระตุนการเติม

ฟอสเฟตในตาํแหนงของไทโรซีน (phosphoryrate tyrosine) ของรีเซบเตอรตัวหนึง่ คอื gp 130 ทํา

ใหเกิดสัญญาณเขาไปกระตุนการทํางานของยีน โดยผานทางสแตท 3 (signal transducer and 

activator of transcription; STAT3) (Simpson et al.,1997) คณะผูวิจัยจงึไดทดลองกระตุนเซลล

ดวย IL-6 รวมกับ sIL-6R เนือ่งจากตองการตรวจสอบวา ถา sIL-6R จับกับ IL-6 แลว  sIL-6R จะ

ชวยเสริมฤทธิข์อง IL-6 หรือใหผลตางไปจากการกระตุนดวย IL-6 เพียงลาํพงัหรือไม ผลการ

ทดสอบพบวา sIL-6R ที่ความเขมขน 0.1-10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร โดยลําพัง ไมมีผลตอการ

เปลี่ยนแปลงทั้งในระดับอารเอ็นเอและโปรตีนของ M-CSF, RANKL หรือ OPG (ไมไดแสดงผลไว)  

และการใช sIL-6R รวมกับ IL-6 ก็ไมมีผลในการชวยเสริมการกระตุน RANKL แตอยางใด 

(เปรียบเทียบแถวที ่2 และ 4) (รูปที่ 3) 

 ในการตรวจสอบกลไกการกระตุน คณะผูวิจัยไดใชสารยับยั้ง คือ PI3K inhibitor และ Akt 

inhibitor ใสในอาหารเบี้ยงเซลล 30 นาที กอนการกระตุนเซลลดวย IL-6 (10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 

ผลปรากฏวา PI3K inhibitor สามารถยับยั้งการกระตุน RANKL ของ IL-6 ได แต Akt inhibitor 

ยับยั้งไมได (รูปที่ 4) 
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สรุปและวิจารณ 

  จากผลการทดลองขางตน แสดงวา IL-6 สามารถเพิ่มการแสดงออกของ RANKL ได โดย

ไมมีผลตอการแสดงออกของ OPG และ M-CSF ในเซลลเพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อโพรงฟนของมนุษย

ซึ่งสอดคลองกับรายงานที่แสดงถึงการเพิ่มข้ึนของ RANKL โดยอิทธิพลของ inflammatory 

cytokines ในเซลลกระดูก หรือเซลลเอ็นยึดปริทันตมาแลว (Fukushima et al., 2005) การเพิ่มข้ึน

ของ RANKL โดยไมมีการเปลี่ยนแปลงระดับของ OPG และ M-CSF ก็เพียงพอในการกระตุน

การดิฟเฟอเรนชิเอทของเซลลทําลายกระดูกและเนื้อเยื่ออนินทรีย ดังนั้น IL-6 ที่เพิ่มข้ึนในภาวะที่

เกิดการอักเสบภายในโพรงฟน จึงนาจะมีสวนรวมในการละลายเนื้อฟนจากภายในโพรงฟน 

(internal resorption) 

 การศึกษานี้ พบวา กลไกในการกระตุน เกดิผาน PI3K แตไมผาน Akt ทั้งนี้ มีความเปนไป

ไดที่กลไกอาจจะเกิดจากการกระตุนผานไซโครออกซิจิเนส-2 (cyclooxygenase-2; COX-2) ซึ่งมี

รายงานวา IL-6 สามารถกระตุนการแสดงออกของ COX-2 เปนผลใหมีการสรางพรอสตาแกลนดนิ 

(prostaglandin-2; PGE-2) เพิ่มข้ึน PGE-2 เปนไซโตไคนที่เกี่ยวกับการอักเสบซึ่งมีสวนชวยใหเกิด

การเพิม่เซลลสลายกระดูก (osteoclastogenesis) โดยเพิ่มการสราง RANKL และลดการสราง 

OPG ในเซลลกระดูก (Liu et al., 2005; 2006)  

 การตอบสนองของเซลลตอ IL-6 มีรายงานวาเกิดผาน IL-6R หรือ gp80 และตองการ

โมเลกุลอีกตัวหนึ่งคือ gp130  การสงสัญญาณของ IL-6 เขาสูเซลล จะเริ่มจากการจับกันระหวาง 

IL-6 และ IL-6R หรือ gp80 ซึ่งไมสามารถสงสัญญาณเขาสูเซลลได จากนั้น complex ของ IL-6-

GP80 จึงจะเคลื่อนไปจับกับ gp 130 เพื่อสงสัญญาณเขาสูเซลลตอไป (Rose-John and 

Heinrich, 1994) โดยพบวา IL6R หรือ gp80 นั้น จะปรากฏในสองรูปแบบ คือ membrane-type 

และ soluble-type (Lust et al., 1992; Horiuchi et al., 1994) และมีรายงานวา การจับกัน

ระหวาง IL6-gp130 นั้น ตองการ gp-80 ในรูปของ soluble type หรือที่เรียกวา sIL-6R เพื่อชวย

ในการจับ IL-6 กับ gp130 โดยพบวาการแสดงออกของ membrane-type gp80 ไมเพียงพอตอ

การเกิด tri-molecular complex ของ IL-6-gp80-gp130 เชนรายงานของ Palmqvist และคณะ 

(2002) พบวา IL-6 ไมสามารถเหนี่ยวนําการสลายกระดูกถาไมมี sIL-6R และรายงานของ 

Tamura และคณะ (1993) ที่พบวา sIL-6R ชวยเพิ่มการเกิดเซลลสลายกระดูก แตก็มีรายงาน

โตแยงวา soluble IL-6R นั้น ไมมีความจําเปน  (Lowik et al., 1989; Ishimi et al., 1990)  
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 คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบการแสดงออกของ gp80 ในเซลลโพรงฟน และพบวา เซลล

โพรงฟนมีการแสดงออกของ gp80 เมื่อตรวจสอบดวยวิธี RT-PCR  อยางไรก็ดี การตรวจสอบดวย

วิธีนี้ ไมสามารถบอกไดวา  gp80 ที่ เซลลโพรงฟนสรางขึ้นนั้น  อยูในลักษณะใด  ระหวาง 

membrane-type และ soluble-type.  แตผลการทดลองที่แสดงวาเซลลโพรงฟนสามารถ

ตอบสนองตอ IL-6 ได แสดงวา กลไกพื้นฐานที่แสดงโพรงฟนสรางขึ้น คือ gp80 และ gp130 

เพียงพอที่จําทําใหเกิดการตอบสนองโดยไมตองการ external soluble gp80 ซึ่งขอสมมติฐานนี้ 

สอดคลองกับผลการทดลองที่แสดงวา การเติม exogenous gp80 หรือ soluble receptor นั้น ไม

มีผลเปลี่ยนแปลงการตอบสนองของเซลลตอ IL-6  

 

สรุป  

 IL-6 สามารถเพิ่มการแสดงออกของ RANKL ได โดยไมมีผลตอการแสดงออกของ OPG 

และ M-CSF ในเซลลเพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อโพรงฟนของมนษุย โดยกลไกการกระตุนเกิดผาน PI3K 

นอกจากนี้ การเพิ่ม soluble receptor gp80 ไมมีผลตอการเพิ่ม RANKL การที่เซลลโพรงฟน

ตอบสนองตอ IL-6 ไดโดยลําพัง แสดงวาในภาวะอักเสบซึ่งมีสารหลั่ง IL-6 ในโพรงฟนเพิ่มข้ึนนั้น  

IL-6 นาจะเปนปจจัยหนึ่งที่มีบทบาททําใหเกิดการทําลายเนื้อฟนจากภายในโพรงฟน รวมทั้งใน

คลองรากฟน โดยกระตุนใหเกิดการเสียสมดุลของระบบ RANK/RANKL/OPG 
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รูปที่ 1 เซลลโพรงฟนถูกกระตุนดวย IL-6 ที่ความเขมขน 0, 0.1, 1 และ 10 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง สกัดอารเอ็นเอและวิเคราะหดวย RT-PCR โดยใชไพรเมอร

ที่จําเพาะตอ RANKL, OPG, M-CSF โดยใชการแสดงออกของ GAPDH เปนตัวควบคุม

ภายใน (A)  กราฟในรูป B แสดงความเขมที่อานไดของ RANKL และ OPG หารตอ 

GAPDH จากรูป A   * แสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 
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รูปที่ 2 เซลลโพรงฟนถกูกระตุนดวย IL-6 ที่ความเขมขน 0, 0.1, 1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง  วเิคราะหการเปลีย่นแปลงของ RANKL และ OPG ดวย Western blot 

analyses โดยใช Actin เปนตัวควบคุมภายใน (A) กราฟในรูป B และ C แสดงความเขมที่อานได

ของ RANKL และ OPG หารตอ Actin * แสดงถึงความแตกตางอยางมีนยัสําคญั (p < 0.05) 

กราฟในรูป D แสดงปริมาณของ M-CSF ในอาหารเลี้ยงเซลลเมื่อวิเคราะหดวย ELISA 
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รูปที่ 3 ภาพจากการวิเคราะหดวย Western blot analyses แสดงใหเห็นผลการกระตุนเซลลโพรง

ฟนดวย IL-6 (10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) โดยลําพงั หรือรวมกับ sIL-6R (10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง (A)  กราฟในรูป B แสดงความเขมของแถบโปรตีน RANKL เทยีบตอ Actin ที่

เทากัน  - ไมไดใสสารที่ตองการทดสอบ + ใสสารที่ตองการทดสอบ 
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รูปที่ 4 ภาพจากการวิเคราะหดวย Western blot analyses แสดงใหเห็นผลการกระตุนเซลลโพรง

ฟนดวย IL-6 (10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) โดยลําพงั หรือรวมกับ PI3K inhibitor (PI3Ki, 1.4 ไมโครโม

ลาร) หรือ Akt inhibitor (Akti 5 ไมโครโมลาร) เปนเวลา 24 ชั่วโมง (A)  กราฟในรูป B แสดงความ

เขมของแถบโปรตีน RANKL เทียบตอ Actin ที่เทากนั  - ไมไดกระตุนดวย IL-6, + กระตุนดวย IL-6 

* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสาํคํญ 
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