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Abstract  
 In this study, effect of acemannan on dentine sialophosphoprotein expression 

in human dental pulp cell via mitogen activated protein kinase (MAPK) signal pathway 

were investigated. Primary human dental pulp fibroblasts were treated with 

acemannan. The expression of DSPP mRNA was determined by Reverse 

Transcription- Polymerase Chain   Reaction (RT-PCR) technique. The phosphorylation 

of MAPK, with and without specific MAPK inhibitor namely  U0126(ERK inhibitor), 

SP600125(JNK inhibitor) and SB203580 (p38MAPK inhibitor), were determined by 

western blot analysis. Acemannan, at 4 mg/ml, significantly stimulated DSPP mRNA 

expression. Treated with acemannan, the phosphorylation of ERK1/2, JNK and p38 

MAPK were reached maximum level at 45, 15 and 15 minutes of incubation, 

respectively.  At these times of incubation, acemannan stimulated phosphorylation of 

ERK1/2, JNK and p38 MAPK up to 1.64±0.6, 2.75±0.16 and 3.11±0.09 fold compared 
with the untreated group, respectively. Pretreated with specific inhibitors of MAPK 

(U0126, SP600125 and SB203580) resulted in 86, 46 and 51 percentage reduction of 

the phosphorylation levels of ERK1/2, JNK and p38 MAPK, respectively, compared  

with these of acemannan-treated group. In conclusion, with this study, acemannan was 

able to enhance the DSPP mRNA expression  in human dental pulp cells and involved 

with MAPK signaling pathway.  
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บทที่  1 

บทนํา 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

    โรคฟนผุเปนปญหาทางทันตกรรมที่สําคัญ และเปนสาเหตุหลักของการสูญเสียฟน โดย

กระบวนการเกิดฟนผุเกิดจากการสูญเสียแรธาตุจากชั้นเคลือบฟนลุกลามเขาสูเนื้อฟน  และ

เนื้อเยื่อใน ตามลําดับ  แตในกรณีที่ฟนผุลุกลามจนไมสามารถควบคุมไดจะนําไปสูการตายของ

เนื้อเยื่อใน และกอพยาธิสภาพรอบปลายรากฟน  จนเกิดการสูญเสียฟนไดในที่สุด [1] เพื่อปองกัน

การลุกลาม และคงความมีชีวิตของฟน รางกายจะสรางเนื้อฟนซอมเสริม(reparative dentine) 

โดยเซลลสรางเนื้อฟน  หรือโอดอนตโตบลาสตไลทเซลล (odontoblast  like cell) ในบริเวณที่

ไดรับอันตราย  ซึ่งการสรางเนื้อฟนซอมเสริม จะพบโปรตีนที่สําคัญและเปนเครื่องหมายเฉพาะ 

(specific marker) ของเนื้อฟน คือ ดีเอสพีพี  (DSPP : dentine sialophosphoprotein) [2] ซึ่งจะมี

สวนสําคัญตอการพอกแรธาตุกลับคืนสูเนื้อฟน  แตอยางไรก็ตาม  การสรางเนื้อฟนซอมเสริม

บางครั้งอาจลาชา  หรือเกิดไดไมสมบูรณ  ดังนั้นจึงมีแนวคิดในการพัฒนาสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพที่ชวยกระตุนการสรางเนื้อเยื่อแข็งเพื่อปองกันอันตรายกอน ที่จะถึงชั้นเนื้อเยื่อใน     

                วานหางจระเขเปนพืชสมุนไพรพื้นบานที่มีสรรพคุณในการรักษาโรคตาง ๆ  เชนการ

รักษาแผลไฟไหม  น้ํารอนลวก  จากการศึกษาพบสารอะซีแมนแนนซึ่งเปนโพลีแซคคาไรดที่มี

น้ําตาลแมนนอส  และน้ําตาลกลูโคสเปนองคประกอบหลักอยูในสวนวุนของวานหางจระเข   

ในทางทันตรรมไดนําอะซีแมนแนนมาใชปองกันการเกิดการอักเสบของกระดูกเบาฟนภายหลังการ

ถอนฟน [3]  เรงการหายของบาดแผลที่เพดานปากของหนูทดลอง รวมทั้งสารอะซีแมนแนนยังมีผล

เรงการซอมสรางเนื้อฟนในฟนกรามหนูแรท [4] 

จากการศึกษาที่ผานมาพบสารอะซีแมนแนนสามารถกระตุนการสรางอารเอ็นเอนํารหัส

ของดีเอสพีพี และ ดีเอ็มพี -1 (DMP-1 : dentine matrix protein -1) [5] , คอลลาเจนชนิดที่หนึ่งใน

เซลลสรางเสนใย [6]    ถึงแมจะมีการศึกษาถึงคุณสมบัติที่สําคัญของสารอะซีแมนแนนตอการสราง

เนื้อเยื่อซอมสรางของเนื้อฟนและเหงือก แตยังไมมีการศึกษาถึงกระบวนการสงสัญญานสําคัญ

ของสารอะซีแมนแนนที่นําไปสูการกระตุนการแสดงออกของดีเอสพีพีตอการกระตุนการสรางเนื้อ

ฟนมากอน  ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความสนใจในการศึกษาถึงกระบวนการสงสัญญาณของสารอะซีแมน

แนนตอการกระตุนการแสดงออกของดีเอสพีพี ในเซลลเนื้อเยื่อใน  เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการ

นํามาใชอธิบายกลไกการทํางานของสารอะซีแมนแนนตอการสรางเนื้อฟนในระดับชีวโมเลกุล

ตอไป 



2 
 
คําถามของการวิจัย (Research Question) 
                 สารอะซีแมนแนน สามารถกระตุนการแสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัสดีเอสพีพี 

ในเซลลเนื้อเยื่อใน  และเกี่ยวของกับวิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส หรือไม 
วัตถุประสงค(Objective) 

เพื่อศึกษากระบวนการสงสัญญานของสารอะซีแมนแนนที่มีผลตอการกระตุนการ

แสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัสดีเอสพีพีของเซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษย  
สมมติฐาน (Hypothesis) 
              สารอะซีแมนแนน สามารถกระตุนการแสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัสดีเอสพีพีของ

เซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษย และมีความเกี่ยวของกับวิถีไมโทเจนแอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส 
ขอบเขตของการวิจัย 

การวิจัยนี้เปนการวิจัยเชิงทดลองในหองปฏิบัติการ  โดยทําการทดลองในเซลลเนื้อเยื่อใน

ฟนมนุษย  ที่ไมมีโรคปริทันต และไมพบฟนผุ ในผูปวยอายุ 16-25 ป  จํานวน 5 ซี่ เพื่อศึกษาถึง

กระบวนการสงสัญญาณวิถีไมโทเจนแอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส 
คําสําคัญ (Key words)  

สารอะซีแมนแนน (Acemanan) , วานหางจระเข (Aloe vera) , เนื้อเยื่อในของฟนมนุษย 

(human dental pulp cell), ไมโทเจนแอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส (MAPK) , เด็นทีนไซเอโลฟอสโฟ

โปรตีน (DSPP) 
ขอจํากัดของงานวิจัย(Limitation of research) 

เนื่องจากงานวิจัยเปนการศึกษาเชิงทดลองโดยเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อใน  จําเปนตองจาํกดัการ

ใชรุนของเซลลในการทดลองเพื่อลดการเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล และพฤติกรรมการ

แสดงออกของเซลล 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ (Benefit of the study) 

สามารถนําองคความรูในเชิงลึกอธิบายถึงกลไกของสารอะซีแมนแนนตอการสรางเนื้อฟน

ซอมเสริมผานการแสดงออกของอารเอ็นเอนํารหัสดีเอสพีพี 
วิธีดําเนินการวิจัย 

การวิจัยเชิงทดลองในหองปฏิบัติการ 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
แนวคิดและทฤษฎี 
 การศึกษานี้เปนการศึกษากลไกของสารอะซีแมนแนนตอการกระตุนการแสดงออกของ

ระดับอารเอ็นเอนํารหัสของเด็นทีนไซเอโลฟอสโฟโปรตีน ผานวิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตดโปรตีน

ไคเนสในเซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษย   ดังนั้นการทบทวนวรรณกรรมจะเปนเรื่องเกี่ยวของกับ 

เซลลที่เกี่ยวของกับเนื้อเยื่อใน  กลไกที่สําคัญตอการสรางเนื้อเยื่อฟนซอมเสริม  การเปลี่ยนสภาพ

ของเซลลตอการสงสัญญานผานวิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส  และความสําคัญในทาง

การแพทย และทันตแพทยของวานหางจระเข 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

1. เซลลที่เกีย่วของกับเนื้อเยื่อใน  

                เ นื้ อ เ ยื่ อ ใน เป น เ นื้ อ เ ยื่ อ ที่ มี ต น กํ า เ นิ ดมาจาก เอก โตมี เ ซ็ น ไคล มอล เ ซลล

(Ectomesenchymal cell) โดยประกอบดวย  เชน  เสนประสาท  หลอดเลือด  เซลลภูมิคุมกัน  

เซลลสรางเนื้อฟน (Odontoblast) , เนื้อเยื่อยึดตอ (connective tissue)  และ เมทริกซนอกเซลล 

(extracellular matrix)  

               1.1  เซลลสรางเนื้อฟน (Odontoblast) เปนเซลลที่มีตนกําเนิดมาจากเอกโตมีเซ็นไคล

มอลเซลลที่พัฒนาเปนปุมเนื้อกําเนิดฟน (dental papilla) โดยมีบทบาทสําคัญในการสรางเนื้อฟน

ทั้งในระยะการสรางฟน  และระยะการสรางเนื้อฟนซอมเสริม  ซึ่งจะมีการเรียงตัวเปนแถวชิดกับ

ชั้นพรีเดนทีน (predentin) โดยจํานวนเซลลจะสัมพันธกับจํานวนของทอเนื้อฟน (dentinal tubule)  

ซึ่งจะพบเซลลจํานวนมากที่บริเวณสวนตัวฟน และลดลงในสวนของรากฟน     เซลลสรางเนื้อฟน

จะสรางเมทริกซนอกเซลล  ไดแก เสนใยคอลลาเจน (collagen fiber) โปรทีโอไกลแคน 

(proteoglycan) และกลุมโปรตีนที่ไมใชคอลลาเจน (NCPs : non-collagenous proteins) ไดแก 

ดีเอสพี (DSP : dentin sialoprotein )  และ ดีพีพี (DPP : dentin phosphoprotein ) ซึ่งเปน

โปรตีนที่มีความจําเพาะตอเนื้อฟน แตมีรายงานการแสดงออกของดีเอสพี และ ดีพีพี ในกระดูก  

ซึ่งพบมีปริมาณที่ต่ํากวาที่พบในเนื้อฟนประมาณ 400 เทาโดยมวล[2]   

   1.2. เซลลสรางเสนใย (fibroblast)  เปนเซลลพบมากที่สุดของเนื้อเยื่อในฟน พบเซลล

สามารถแบงตัวและเปลี่ยนสภาพเปนเซลลอ่ืน เชน โอดอนตโตบลาสตไลทเซลล   คาดวาเซลล

สรางเสนใยทําหนาที่สําคัญในการรักษาสมดุลของเนื้อเยื่อใน และเนื้อฟน  โดยเฉพาะอยางยิ่งเมท-

ริกซนอกเซลล (extracellular matrix) ไดแก  คอลลาเจนชนิดที่หนึ่งและสาม ดังนั้นเมื่อเกิด
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อันตรายตอโพรงฟน เซลลสรางเสนใยจะถูกกระตุนใหเปลี่ยนสภาพเปนโอดอนตโตบลาสตไลท

เซลล   ซี่งเปนเซลลที่ทํางานคลายกับเซลลสรางเนื้อฟนและมีสวนสําคัญตอขบวนการซอมสราง

เนื้อฟน [7]  

                 1.3 เซลลภูมิคุมกัน (Immunocompotence cell)    เปนเซลลที่ทําหนาที่ปองกัน

เนื้อเยื่อใน ไดแก แมกโครแฟจ (macrophage), เซลลใยประสาทนําเขา (dendritric cell), แมสต

เซลล (mast cell) และ พลาสมาเซลล( plasma cell) 

                     1.3.1แมกโครแฟจ (macrophage) เปนโมโนไซตที่อยูในกระแสเลือดและเนื้อเยื่อ  มี

หนาที่กําจัดสิ่งแปลกปลอม  โดยสิ่งแปลกปลอมตาง ๆ ที่แมกโครแฟจกลืนเขาไปจะถูกทําลาย

โดยไลโซโซมมอลเอ็มไซม (lysosomal enzyme)  อีกทั้งชวยในการนําเสนอแอนติเจนตอเม็มโมรีที

เซลล (CD4 T –cell)  

                1.3.2 เซลลใยประสาทนําเขา (Dendritic cell)  เปนเซลลชนิดเดียวกับแลงเกอร

ฮานเซลล (Langerhans cell ) ในผิวหนังชั้นนอกสุด (epidermis) โดยพบใน  lymphoid tissue  

และในเนื้อเยื่อยึดตอ รวมถึงเนื้อเยื่อใน  เซลลใยประสาทนําเขาเปน antigen presenting cell ที่มี

บทบาทสําคัญในภูมิคุมกันแบบ T-cell dependent immunity คลายแมกโครแฟจ  

  1.3.3 แมสตเซลล (mast cell) เปนเซลลที่พบตามทางผานของหลอดเลือดในสวน

ของโพรงเนื้อเยื่อในสวนบน  โดยจะมีจํานวนเพิ่มมากขึ้นเมื่อเนื้อเยื่อในเกิดการอักเสบ 

  1.3.4 พลาสมาเซลล (plasma cell) เปนเซลลที่ทําหนาที่สรางแอนติบอดี โดยจะ

พบมากระหวางมีการอักเสบเรื้อรังของเนื้อเยื่อใน 

             1.4  เมทริกซนอกเซลล (Extracellular matrix)    ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันประกอบไปดวยเซลล   

เสนใย และเมทริกซนอกเซลล   ซึ่งสามารถแบงไดเปน 2 สวนไดแก   

  1.4.1 เสนใย (Fiber)  ประกอบดวย คอลลาเจนชนิดที่หนึ่ง และสาม เปนสวน

ใหญ  โดยมีการเรียงตัวเปนรางแหกระจายทั่วไป    คอลลาเจนชนิดที่หนึ่ง จะเปนโปรตีนหลักที่

ผลิตโดยเซลลสรางเนื้อฟนที่ถูกปลอยออกมาสู extracellular space ที่บริเวณดานที่ติดกับพรีเดน

ทีน   สําหรับ คอลลาเจนชนิดที่หนึ่ง และสาม  จะสังเคราะหจากเซลลสรางเสนใย  และมีจํานวน

มากที่สุดที่พบในโพรงเนื้อเยื่อใน  เมื่ออายุมากข้ึนคอลลาเจนทั้งหมดจะมีจํานวนเพิ่มมากขึ้น  และ

รวมตัวกันเปนมัดเสนใย (fiber bundles) โดยพบมากที่สุดที่บริเวณสวนปลายของเนื้อเยื่อใน 

  1.4.2 สารระหวางเซลล (Ground substance)  มีหนาที่ชวยพยุงเซลล  และเปน

ตัวกลางในการขนสงสารอาหารจากเลือดไปยังเซลล  และจากเซลลกลับเขามาในหลอดเลือด  โดย 

สารระหวางเซลล ประกอบดวย โปรทีโอไกลแคน  ไกลโคอะมิโนไกลแคน   ฟอสโฟโปรตีน และ 
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โปรตีนอารคารบอกซีกลูตามีน (r-carboxy glutamine – containing protein) โดยจะถูก

สังเคราะหและปลอยออกมาจากเซลลสรางเนื้อฟน 

สําหรับกลุมโปรตีนที่ไมใชคอลลาเจนเปนเมทริกซนอกเซลล ที่สําคัญตอการสรางเนื้อฟน  

ซึ่งประกอบดวย โปรทีโอไกลแคน  ไฟโบรแนกติน และ ดีเอสพีพี ซึ่งเปนหนึ่งในกลุมโปรตีนที่ไมใช

คอลลาเจนที่เกี่ยวของกับการพัฒนาการและการสะสมแรธาตุในเนื้อฟน  โดย   ดีเอสพีพี จะถูก

ถายสัญญาณและแปลสัญญาณเปน ดีเอสพี และ ดีพีพี (หรือที่เรียกวา phosphophoryn)  

 
ภาพที่  1 แสดงโครงสรางยีนดีเอสพีพี[8] 

 

ดีพีพี ถูกคนพบโดย Veis และคณะ ซึ่งสกัดไดจาก dentin extracellular matrix   เกิดจาก

การหลั่งของเซลลสรางเนื้อฟนในชวงการสะสมแรธาตุในสวนของ predentin-dentin border 

(mineralization front)  โดยจะพบปริมาณ 50% ของกลุมโปรตีนที่ไมใชคอลลาเจน ดีเอสพี มี

ความสามารถในการจับกับแคลเซียมและ  กระตุนการสรางผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต 

(hydoxyapatite crystallite) เมื่อไดจับรวมกับเสนใยคอลลาเจน ที่ gap region   [8-11] 

ดีเอสพี พบวามีระดับคารโบไฮเดรตสูง และมีสวนของกรดซาลิไซลิก โดยพบวามีปริมาณ 

5-8% ของกลุมโปรตีนที่ไมใชคอลลาเจนของเนื้อฟนซึง่นอยกวาดีพพีี และหลั่งที่ชัน้พรีเดนทนี[12] 

จากการศึกษาถึงความสามารถในการสะสมแรธาตุของเซลลเนื้อเยื่อใน และเครื่องหมายมี

มคีวามเฉพาะเจาะจงตอการเปลี่ยนแปลงของเซลลสรางเนื้อฟน โดยศึกษาถงึการแสดงออกของ ดี

เอสพีพ ี  และ ALP activity ในเซลลเนื้อเยือ่ใน พบวาจะเพิ่มข้ึนตามระยะเวลา  และสูงสุดที่ 21วัน 
[13] ดังนัน้จะเห็นไดวา ดีเอสพีพ ี เปนตัวควบคุมที่สําคัญตอการคืนแรธาตุกลับของเนื้อฟนในเซลล

เนื้อเยื่อใน  โดย ดีเอสพ ีจะมีความสําคญัในการควบคุมการสะสมแรธาตุในเนื้อฟนในระยะเริ่มตน  

ขณะที่ ดพีีพ ีเกี่ยวของกับการคืนกลับของแรธาตุในเนื้อฟนที่สมบูรณ [2, 8, 14]  แตในกรณีที่เกิดความ

ผิดปกติของวถิีอารเอ็นเอนาํรหัสของดีเอสพีพ ี จะทําใหเกิดความผิดปกติของการสรางเนื้อฟน จาก
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การศึกษาในมนุษย และสัตวทดลองพบวาการเกิดความผิดปกติของวิถีอารเอน็เอนํารหัสของดีเอส

พีพ ี จะทําใหเกิดเนื้อฟนกําเนิดไมสมบูรณชนิดที ่ สองและสาม (Dentinogenesis Imperfecta  

type II, III  )และ ภาวะเนื้อฟนเจริญผิดปกติชนิดที ่2 และ 3 (Dentin Dysplasia type II, III)  [15-18]  

ซึ่งจะสงผลตอความผิดปกตขิองการสรางเนื้อฟน 

2.  กลไกที่สําคญัตอการสรางเนื้อฟนซอมเสริม     

                    การซอมเสริมเนื้อฟน เร่ิมตนเมื่อมีการกําจดัเซลลที่ตายโดยแมกโครแฟจ  และทาํการ

สรางคอลลาเจน ที่เปนกระบวนการสําคญัตอการเกิดการซอมสราง เนื่องจากหลอดเลือดจะนําเอา

เซลลที่เกีย่วของกับการอักเสบชนิดตางๆ เขามายงับริเวณที่ไดรับอันตราย  และนาํเซลลสรางเสน

ใยรวมถงึสารอาหารตาง ๆ ที่จาํเปนตอการสังเคราะหคอลลาเจน  แตเนื่องจากเนื้อเยื่อในไมมี 

collateral circulation ทําใหการซอมสรางดีไมเทากับเนื้อเยื่ออ่ืน   ดงันัน้การมีเซลลจํานวนมากใน

ฟนที่ปลายรากเปด จะทําใหเกิดการหายไดดีกวา  โดยเนื้อฟนที่ถกูสรางเมื่อเกิดการตายของเซลล

สรางเนื้อฟน จะเกิดการสรางเนื้อฟนตติยภูมิ (tertiary dentin)    โดย  Goldberg และ Smith [19] 

ไดใหคํานิยามการสรางเนื้อฟนชนิดตาง ๆ ดังนี ้

 2.1 เนื้อฟนปฐมภูมิ (Primary dentine)  เปนการสรางเนื้อฟนในชวงที่ฟนมีการพฒันาการ

สรางสวนตัวฟนและรากฟน   โดยสวนนอกจะมีลักษณะบางและในสวนที่ใกลกับ amelo-dentinal 

junction จะมเีซลลสรางเนื้อฟนอยูในทอเนื้อฟน 

 2.2 เนื้อฟนทตุิยภูม ิ (Secondary dentin)  สรางขึ้นหลงัจากฟนขึ้นในชองปาก  โดยจะมี

การสรางรอบเนื้อเยื่อในอยางชาๆ ตลอดชวีิตของฟนซีน่ั้น การตอบสนองจะทาํใหภายในโพรงฟน

แคบลง(calcification) ซึ่งเปนลักษณะทางสรีรวทิยา (physiological)  มากกวาทางพยาธวิิทยา 

(pathological) 

2.3 เนื้อฟนตติยภูมิ (Tertiary dentin)  จะหลั่งเมื่อมีการตอบสนองตอส่ิงกระตุนภายนอก  

เชน  ฟนผุ  การสึกของฟน  เพื่อเปนการปกปองเนื้อเยื่อในจากภยันตรายภายนอก   โดยการ

ตอบสนองตอส่ิงอันตรายที่ไมรุนแรงมากจะมีการสรางเนื้อฟนจากเซลลสรางเนื้อฟนที่ยังมีชีวิตอยู

เพื่อทําการเนื้อฟนซอมเสริม เรียกวา Reactionary dentine   ในตรงขามเมื่อไดรับอันตรายจากสิ่ง

กระตุนภายนอกในระดับรุนแรง  เมื่อเซลลสรางเนื้อฟนเกิดการตาย  โอดอนตโตบลาสตไลทเซลล

จะทําหนาที่ในการสรางเนื้อฟนซอมเสริมแทน  เรียกการสรางนี้วา Reparative dentine ซึ่งจะทํา

การสรางเหนือตอทอเนื้อฟนที่ติดกับบริเวณที่ไดรับอันตรายเทานั้น 

            Dramon RD. และคณะ รายงานการเตรียมโพรงฟนในการอุดฟน  ไมไดทําใหเกิดอันตราย

ตอเซลลสรางเนื้อฟน หรือทําใหเกิดการสราง reparative dentin  ยกเวนกรณีที่โพรงฟนลึกมาก  

ดังนั้น เนื้อฟนซอมเสริม  นาจะสรางจาก โอดอนตโตบลาสตไลทเซลล โดยเมื่อเกิดการทําลายเซลล
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สรางเนื้อฟนจะทําใหเกิด mitotic activity ของเซลลสรางเสนใย ใน cell rich zone  และเซลลที่

แบงตัวออกมาจะไปแทนที่เซลลสรางเนื้อฟนเดิมที่ถูกทําลาย[20] 

 กระบวนการซอมสรางของเนื้อเยื่อในนอกจากจําเปนตองอาศัยเซลลสรางเนื้อฟน  และ 

เมทริกซนอกเซลลเพื่อใหเกิดการสรางเนื้อฟนซอมเสริมแลวยังตองอาศัย growth factors ในการ

ชวยสงสัญญานเมื่อเกิดอันตรายตอเซลลกอนทําการซอมสรางสวนตาง ๆ  โดย  growth factor  

จะทําหนาที่ในการจับกับตัวรับ (receptor) บนผิวเซลลแลวกระตุนใหเกิดการเพิ่มจํานวน และ

เปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล   growth factor ที่มีบทบาทสําคัญตอการเพิ่มจํานวนและ

เปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล ไดแก บีเอ็มพี (BMPs : Bone morphogenic proteins) ซึ่งเปน 

growth factor ที่อยูในกลุมของทีจีเอฟเบตา (TGF-β : Transforming growth factor β 

superfamily) โดยพบวา บีเอ็มพี -2 เปน cytokine ที่ควบคุม epithelial-mesenchymal 

interaction และการแสดงออกของ primary enamel knot [21]  อีกทั้งยังมีสวนเกี่ยวของกับการเพิ่ม

จํานวนและการเปลี่ยนแปลงของเซลลสรางกระดูก  และฟน   ผานทาง serine /Threonine kinase  

receptor   โดยเกิดฟอสโฟรีเลชั่นผานทาง Smad pathway (canonical BMP pathway) และวิถี

สงสัญญานอื่น ๆ (non-canonical pathway) ได [22] พบวา บีเอ็มพี -2  มีสวนสําคัญตอการพัฒนา

ของฟนโดยสามารถสงสัญญาณควบคุมการแสดงออกของยีนดีเอสพีพี  ระหวางการพัฒนาของ

ฟน  จากการศึกษาพบความสัมพันธของบีเอ็มพี-2  และการแสดงออกของยีนดีเอสพีพี   โดยพบวา 

บีเอ็มพี -2 จะเกิดการหลั่งในชวง bell stage ซึ่งเปนชวงเดียวกับการพัฒนาการสรางเนื้อฟน และ

จะมีจํานวนมากขึ้นเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของเซลลสรางเนื้อฟน รวมถึงกระตุนใหเกิดการ

แสดงออกของ ดีเอสพีพี   [23]   จะเห็นไดวา บีเอ็มพี -2 เปน growth factor ที่สําคัญตอการ

เหนี่ยวนําเซลลสรางเนื้อฟนอีกทั้งมีความสัมพันธตอการแสดงออกของเด็นทีนไซเอโลฟอสโฟ

โปรตีน ในการสรางเนื้อฟนอีกดวย [24]  

นอกจากการแสดงออกของวิถีอารเอ็นเอนํารหัสของดีเอสพีพี ที่เกิดจากการกระตุนของ

บีเอ็มพี จากการสงสัญญานผานวิถีตางๆแลวกระบวนการสรางโปรตีนที่เกิดขึ้นจําเปนตองอาศัย 

transcription factor ในการยึดเกาะกับสายดีเอ็นเอ เพื่อใหเกิดการสังเคราะหอารเอ็นเอนํารหัส 

และโปรตีนตอไป จากการศึกษาพบ NF-Y และ RunX2  [25]มีสวนสําคัญตอ การแสดงออกของ ดี

เอสพีพี  ซึ่งเปนกระบวนการที่สําคัญตอการสะสมแรธาตุในการสรางเนื้อฟน  

 แตอยางไรก็ตามการใช growth factor ในการทําการปดแผลเนื้อเยื่อใน(pulp capping) 

โดยตรงเพื่อใหเกิดการกระตุนการสรางเนื้อฟนยังมีขอจํากัดในดานราคาที่สูง  และมีอายุส้ัน  อีกทั้ง

ในทางทันตกรรมยังไมไดรับการยอมรับตอการนํามาใชในมนุษยทําใหไมสามารถนํามาใชในทาง

คลินิกได 
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3.  การแปรสภาพของเซลลตอการสงสัญญานผานวิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตดโปรตนีไคเนส 

(MAPK)  

                วิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส (Mitogen Activated Protein Kinase Pathway 

: MAPK) เปนวิถีการสงสัญญาณที่ควบคุมการทํางานของเซลลในหลายดาน ไดแก ควบคุมการ

แบงตัวของเซลล การเปลี่ยนสภาพของเซลล (differentiation) การเพิ่มจํานวนเซลล (proliferation) 

และการตายของเซลล (cell death)  การควบคุมการเพิ่มจํานวนของเซลลตองอาศัย external 

growth factor รอบ ๆ เซลล   โดย MAPK เปนหนึ่งของ protein kinase casecades ที่ควบคุมการ

เพิ่มจํานวนของเซลล  [26] เอนไซมกลุมนี้ทํางานโดยกระตุนการทํางานของโปรตีนเปาหมายที่

จําเพาะภายในเซลล โดยการเติมหมูฟอสเฟตเขาไปยังโปรตีนเปาหมาย ณ ตําแหนงกรดอะมิโน 

Serine หรือ Threonine ที่จําเพาะ  MAPK จึงจัดเปนกลุมเอนไซมที่เรียกวา Serine/Threonine 

kinase การสงสัญญาณในวิถี MAPK มีความจําเปนตอการมีชีวิตอยูรอดของเซลล การสงทอดของ

สัญญาณโมเลกุลในวิถีนี้เกิดขึ้นไดหลายรูปแบบ จากผิวเซลลดานนอกผานเขาสูภายในเซลลโดย

การสงทอดสัญญาณโมเลกุลในลักษณะที่มีความสลับซับซอนมากนอยแตกตางกัน และในที่สุด

สัญญาณโมเลกุลแตละชนิดจะกระตุนตอโปรตีนไคเนส ซึ่งทําหนาที่เปนสัญญาณโมเลกุลตัวหลัก

ในการควบคุมการตอบสนองของเซลลใหเปนไปตามบทบาทของสัญญาณโมเลกุลที่มากระตุน  

                วถิไีมโทเจน–แอคทิเวเตด โปรตีนไคเนส เปนเหตุการณที่เกิดขึ้นเพือ่นําไปสูการแบง

เซลล ซึ่งแบงเปน 3 สายปฏกิริยาหลัก อันไดแก JNKs, ERKs, และ p38  [26-28] (รูปที่ 1)  

1. Extracellular signal-regulated kinases (ERKs) 

  ทําหนาที่ตอบสนองตอปจจัยของการเจริญเติบโต การแบงเซลล การเปลี่ยนแปลงรูปราง

เซลลตามหนาที่เฉพาะ  โดยพบวา ERK1/2เปนสวนประกอบหลักที่พบในการควบคุมกลไกพื้นฐาน

และการแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวนของเซลลซึ่งจะควบคุมการกระตุนการเติมหมูฟอสเฟตภายในเซลล 

โปรตีนทั้งสองชนิดมีการสงสัญญาณแตกตางกันคือ ERK2 มีบทบาทในการควบคุมพื้นฐานและ

การสงสัญญาณตอโปรตีนในการแบงเซลล และ ERK1 มีผลตอสัญญาณทั้งหมดที่สงออกมาของ

เซลลและตอตานการกระตุนของ ERK2 

2.  C-Jun N-terminal kinases (JNKs) เปนเอนไซมทีถู่กกระตุนโดยความเครียด 

3. p38 isoforms (p38) มี 4 กลุมคือ p38α, p38β, p38δ และ p38γ โดย p38  จะ

เกี่ยวของกับการติดเชื้อ การแบงเซลล  การแปรสภาพของเซลล และการตายของเซลล 
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วิถีการสงสัญญาณของไมโทเจน-แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนสประกอบดวยการกระตุน 3 ลําดับ  ดังนี ้

สัญญาณจากภายนอกกระตุน MAPKKK เติมหมูฟอสเฟตให MAPKK บริเวณ serine 

และ threonine   MAPKK จะทาํการกระตุน MAPK โดยเติมหมูฟอสเฟตให MAPK และทําการสง

สัญญาณตอไป 

 

 

Activator                 Growth factors                Stress, Cytokines,            Stress, 

Cytokines, 

      Growth factor                      Growth factors 

 

 

MAPKKK  Raf                           MEKK1-4,MLKs                 MEKK1-4,MLKs 

      ASK , TAK1                         ASK , TAK1 

 

 

MAPKK          MEK1/2(MKK1/2)            MKK3/6, MKK4                         MKK 4/7 

 

MAPK          ERK1/2                              p38                                     JNK/SPAK 

        

 

 

Cell response                             Cell  Proliferation  & Differentiation        
 
 

ภาพที ่2  แสดงวิถกีารสงสญัญาณของไมโทเจน-แอคทิเวเตดโปรตนีไคเนส[26] 

 

             จากศึกษาหาความเกี่ยวของของ การสงสัญญาณของ MAPK  กับการกระตุนทรอมบนิ  

(thrombin)  ในเซลลเนื้อเยือ่ใน  โดยทดลองวิธีอารทพีีซอีาร (RT-PCR)  และวัดการเพิ่มจํานวน 

ของเซลล ดวยวิธี 3(H)-thymidine incorporation assay  และ western blot analysis และดูระดับ

การเกิดฟอสโฟรีเลชั่น  และวัด ALP activity  พบวา ทรอมบินสามารถกระตุนผาน MAPK ในเซลล

เนื้อเยื่อในได [29]  จากศึกษา p38 MAPK ตอความเกี่ยวของในการแสดงออกถึงการสรางเนื้อเยื่อ
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แข็งในเซลลเนื้อเยื่อใน  พบวากระบวนการตอบสนองของเซลลในการซอมสรางเนื้อฟนสามารถ

เกิดผานทาง p38 MAPK ได [30]  อีกทั้งการตอบสนองตอการหลั่งของ Hepatocyte growth factor 

ในเซลลเนื้อเยื่อในตอการแสดงออกของยีนดีเอสพีพี ที่มีสวนสําคัญตอการสรางเนื้อฟน สามารถ

เกิดผานวิถีสัญญาน ERK/MAPK ได[31] และการเกิด Mechanical stress (MS) เชน แรงจากการ

จัดฟน  หรือแรงจากการบดเคี้ยวสามารถสงผลตอการเปลี่ยนแปลงของเซลลสรางเนื้อฟน โดยฮีม 

ออกซิจิเนสวัน (Heme oxygenase-1 : HO-1) เปนสารสื่อกลาง (mediators) สําคัญที่พบวาทําให

เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล  ซึ่งการศึกษาถึงวิถีการสงสัญญานที่เกี่ยวของกับการกระตุนใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงของเซลล  โดยการดูการแสดงออกของ HO-1 ในเซลลเนื้อเยื่อใน พบวา การเกิด 

MS สามารถเพิ่มการแสดงออกของ HO-1,โอพีเอ็น (OPN : Osteopontin), บีเอสพี (BSP : Bone 

sialoprotein ), ดีเอสพีพี  และ ดีเอ็มพี-1 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลลผาน ERK ,p-38, 

NF-kB และ P13K [32] 

4. ความสาํคัญในทางการแพทยและทนัตแพทยของวานหางจระเข 
                    วานหางจระเข (Aloe vera)  เปนพืชสมนุไพรที่ใชในการรักษาทางการแพทยอยาง

กวางขวาง  โดยวานหางจระเขเปนพืชเมอืงรอนชื้น ที่มกีวา 300 สายพันธุ     มีรายงานการศึกษา

พบวา วานหางจระเขมีสวนในการกระตุนภูมิคุมกนั  ปองกนัการเกดิการอักเสบ  ปองกนัแสงอุล

ตราไวโอเลต  และมีฤทธิ์ตานตอเชื้อปรสิต  รวมทัง้ชวยในเรื่องการหายของบาดแผล [33]  วานหาง

จระเขจะประกอบไปดวย 2 สวนสําคัญ  ไดแก  สวนวุน  ซีง่ไดจากสวน  Pericyclic cell ของ

เปลือกวานหางจระเข  และสวนเยื่อเมือกซึ่งไดจากผนังของสวน Mucilaginous cell ในสวนของ 

Inner central zone ของใบวานหางจระเขโดยสวนวุนของวานหางจระเขประกอบไปดวย

สาระสําคัญหลายชนิด เชน ไกลโคโปรตีน   โพลีแซกคาไรด และโพลีเปปไทด เปนตน [34-35]  Yagi, 

A.และคณะ  ทําการศึกษาคุณลักษณะของไกลโคโปรตีนในวานหางจระเข โดยทาํการวัดการเพิม่

จํานวนของ human normal dermal and baby hamster kidney cells โดยพบวา ไกลโคโปรตีน

ในวานหางจระเข สามารถเพิ่มการเจริญเติบโตของเซลลได [36]

                     วานหางจระเขมีการศึกษาและนํามาใชในการรักษาการอักเสบของบาดแผลโดย 

เฉพาะแผลที่เกิดจากไฟไหม  น้ํารอนลวก  และแมลงสัตวกัดตอย  การรักษาทางผิวหนังโดยการใช

วานหางจระเขนั้นเกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวนของเซลลสรางเสนใย  การสังเคราะหคอลลาเจน  

เพื่อใหเกิดขบวนการหายของบาดแผลอีกทั้ง       วานหางจระเขมีผลตอการตานการเกิดการ

อักเสบ โดยพบวาสาร cinnamic acid ester มีฤทธิ์ตอการตานการอักเสบ  และยับยั้ง 

arachidonic acid  pathway  ผานทาง cyclooxygenase [37] จากการศึกษาพบวา วานหางจระเข

สามารถกระตุนและเพิ่มจํานวนของ  rat neuron-like cell [38] สวนวุนของวานหางจระเข สามารถ
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กระตุนการเพิ่มจํานวนของเซลลสรางเสนใย  กระตุนการสรางของเซลลเอ็นยึดปริทันต และเซลล

สรางเสนใยที่เพาะเลี้ยงจากเซลลเนื้อเยื่อใน [39]   มีผลในการกระตุนการเพิ่มจํานวนของเซลลสราง

กระดูกที่แยกจากไขกระดูกหนูแรทและเซลลไลนสรางกระดูก MC3T_E1[40]มีผลตอการเพิ่มจํานวน

เซลลเนื้อเยื่อในฟนหนูโดยพบวามีการสรางคอลลาเจนเพี่มข้ึน [41] อีกทั้งสารสําคัญอนัไดแก สารอะ

ซีแมนแนนซึ่งพบวาเปนสารสําคัญตอระบบภูมิคุมกัน ตานการอักเสบและมีสวนเกี่ยวของกับการ

หายของบาดแผล[35]โดยพบวา สารอะซีแมนแนนสามารถกระตุนการเกิดการเปลี่ยนสภาพของ

เซลลเสนใยประสาทนําเขาที่ยังไมสมบูรณ (immature dendritic cells) ซึ่งเปนสวนสําคัญของการ

ตอบสนองของภูมิคุมกันเริ่มตน [42]  กระตุนเซลลสรางเสนใย ใหเกิดการเพิ่มจํานวน  กระตุนเค

อราติโนไซตโกรทแฟคเตอร-1 (KGF-1 : keratinocyte growth factor-1) , วาสคูลาเอ็นโดทีเรียวโก

รทแฟคเตอร ( VEGF : vascular endothelial growth factor) และ คอลลาเจนชนิดที่ 1 ซึ่งมีผลตอ

การหายของบาดแผล [6]  กระตุนการสังเคราะหบีเอ็มพี-2 ในโพรงเนื้อเยื่อใน เซลลสรางเสนใย และ 

เอ็นยึดปริทันต [4, 43]  และกระตุนการแสดงออกของยีนดีเอสพีพี  และ ดีเอ็มพี-1 ในระดับอารเอ็นเอ

นํารหัสของเซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษย [4-5]อีกทั้งการศึกษาในสัตวทดลองโดยดูการตอบสนอง

ของเนื้อเยื่อใน ของฟนกรามหนูแรทพบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเกิดการสรางเนื้อฟนซอมเสริม 

และลดการเกิดการอักเสบไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับแคลเซียมไฮดรอกไซด  ซึ่งแสดง

ใหเห็นวา อะซีแมนแนนมีความสามารถในการเขากันไดกับเนื้อเยื่อใน  ซึ่งใหผลทีม่คีวามสอดคลอง

กับการศึกษากอนหนานี้จากการใชอะซีแมนแนนในการรักษาการอักเสบของเบากระดูกฟน [3]  

                วานหางจระเขมีความสําคัญในการรักษาทางทันตกรรม คุณสมบัติของวานหางจระเข

ในการรักษาพบวาสามารถรักษาการหายของบาดแผล  เพิ่มการสรางคอลลาเจนไฟเบอร  กระตุน

การสรางเนื้อเยื่อแข็ง    ดังนั้นจะเห็นไดวาวานหางจระเขเปนสมุนไพรที่หาไดงาย  และพบมากให

ประเทศไทย  สามารถนํามาพัฒนาใหเปนยาที่มีคุณภาพในการชวยกระตุนการสรางเนือ้ฟน  อีกทัง้

สามารถนํามาประยุกตเพื่อใหเกิดประโยชนตอการรักษาในอนาคต  และเปนการเพิ่มมูลคาของ

สมุนไพรไทยใหเกิดประโยชนอยางสูงสุด  
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
ตัวอยาง 

การวิจัยครั้งนี้ใชเซลลเนื้อเยื่อในที่ไดจากฟนกรามคุดซี่ 8  ที่ไมผุ  ปราศจากการอักเสบ 

และโรคทางปริทันตของอาสาสมัครอายุ 16-25 ป จํานวน 5 ชี่ 
ตัวแปรในการทดลอง  

ตัวแปรตน คือ สารอะซีแมนแนนในสวนวุนของวานหางจระเข   

แปรตาม คือ  DSPP , MAPK, ERK , JNK, p38  
วิธีการดําเนินการ 

1. การเตรียมสารสกัดสวนวุนและสารอะซีแมนแนนจากวานหางจระเข 
นําใบวานหางจระเขที่มขีนาดความกวางของใบบริเวณโคนตนอยางนอย 7 เซนติเมตร มา

ลางใหสะอาด    และทําการลอกผิวสีเขียวสวนนอกใหเหลือแตสวนวุนใส   นํามาลางดวยน้ํากลั่น

เพื่อทําการกําจัดสวนยางที่ติดมากับสวนวุน  จากนั้นทําการหั่นสวนวุนใสเปนชิ้นเล็ก ๆ   แลวทําให

ละเอียดโดยเครื่อง homogenizer   แลวทําการกรองผานผาขาวบาง  นํามากรองดวยกระดาษ

กรอง Whatman no.1  และทําใหปราศจากเชื้อดวยการผานกระดาษกรองไนโตรเซลลูโลส  ขนาด

เสนผานศูนยกลาง 0.22 ไมโครเมตร  สารอะซีแมนแนนไดจากการตกตะกอนของสารสกัดสวนวุน

วานหางจระเข ดวยการปนดวยเครื่อง centrifuge 10,000 รอบ/นาที  30 นาที  นําไปเก็บที่ -20 

องศาเซลเซียส สารอะซีแมนแนนจะถูกเตรียมโดยการละลายในน้ํากลั่น  และทําใหปราศจากเชื้อ

โดยการ autoclave  สารอะซีแมนแนนจะทําการพิสูจนเอกลักษณ  โดยวิธี HPLC และ 13C-NMR  

spectroscopy อยางที่เคยมีการศึกษามากอนหนานี้[5] 
2. การเพาะเลี้ยงเซลลเนื้อเยือ่ในจากฟน 

                       นําฟนซี่ 8 ทีไ่มผุ ปราศจากการอักเสบ และโรคปริทันตของผูปวยทีม่ารับการผาฟน

กรามคุด จากสาเหตุจากการจัดฟนหรือผาฟนคุด ณ คลินิกทันตกรรมบริการพเิศษ คณะทนัต

 แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยไดรับการยินยอมจากผูปวย   ฟนและเหงือก

ที่ติดมากับฟนจะถูกลางดวยฟอสเฟตบฟัเฟอรเซลายน (phosphate buffer saline) ที่ปราศจาก

เชื้อ  ทําการตดัสวนตัวฟนในแนวนอนระดับ CEJ  จากนัน้นาํสวนของเนื้อเยื่อในฟนตัดออกมาทํา

การตัดเปนชิน้เล็ก ๆ ขนาด 1×1×1 มิลลิเมตร  และนาํเนื้อเยื่อที่ไดไปเล้ียงแยกบนจานเพาะเลี้ยง 

(ขนาด 35 มิลลิเมตร) ทีม่ีอาหารเลี้ยงเซลลชนิด ดีเอ็มอีเอ็ม (DMEM: Dulbecco Modified 

Eagle’s Medium) ซึ่งประกอบไปดวยสารอาหารตาง ๆ คือ ซีรัม ( fetal bovine serum )  ความ

เขมขนรอยละ 10, แอล-กลูตามีน( L-glutamine) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร  เพนนซิิลิน-จี 
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(penicillin –G) ความเขมขน 100 ยูนิต/มิลลิลิตร  สเตรปโตมัยซิน ซัลเฟต (streptomycin sulfate) 

ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  และแอมโฟเทอริซิน บี(amphothericin B) ความเขมขน 

20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนัน้เนื้อเยื่อจะถูกเลีย้งในตูอบคารบอนไดออกไซดที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส  และมีปริมาณคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เมื่อเซลลเริ่มเจริญออกจากชิ้นเนื้อจนเต็ม

จานเพาะเลี้ยงแลว  ก็จะถกูนําไปหวาน(subculture) ในจานเพาะเลี้ยงใหม  และนับเซลลที่หวาน

เปนเซลลรุนที ่ 1  เซลลจะถกูหวานใหมสัปดาหละ 1 คร้ัง และเซลลที่ใชในการทดลองจะเปนเซลล

รุนที่ 3-6[5]  เซลลที่เหลือจะตองถูกทําลายหลังเสร็จส้ินการทดลอง 
3. การสกัดอารเอ็นเอ และ ปฏกิิริยาอารทีพีซีอาร (Total RNA preparation and 

reverse transcription – polymerase chain reaction : RT-PCR) 
ทําการทดลองโดยใชเซลลเนือ้เยื่อใน ในรุนที่ 3-6 เลี้ยงเซลลดวย DMEM ที่ม ี 10 % FBS 

และ 1% antibiotic  เมื่อเซลลเจริญเติบโต ไดรอยละ 80 ของพืน้ที ่ จะทําการหวานเซลลลงในจาน

เพาะเลี้ยงขนาด 10 เซนติเมตร ความหนาแนน 2×106 เซลลตอเพลท ทําการเพาะเลี้ยง เซลลเปน

เวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใหเซลลเกาะจานเลี้ยงเชื้อ  และเจริญเติบโต  หลังจากนัน้ทาํการลางดวย

ฟอสเฟตบฟัเฟอรที่ปราศจากเชื้อ  และทําการเติมอะซีแมนแนนที่ความเขมขน 0 ,0.5 ,1 ,2 ,4 และ 

8 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ทําการเพาะเลี้ยง เปนเวลา 24 ชั่งโมงเมื่อครบระยะเวลาทีก่ําหนด ทําการ

แยกสายอารเอ็นเอ (RNA)  โดยการสกัด RNA จากเซลล ดวย Total RNA mini kit (Geneaid, 

Theera Trading. Co.,Ltd,Thailand)  นํา RNA มาใชเปนสารพันธกุรรมตนแบบในปฏิกิริยา  

reverse transcription   เพือ่สังเคราะห cDNA และอาศัยความจาํเพาะของ  primer ในลําดับเบส

ของยีน ทีก่ําหนดการสงัเคราะหยีนดีเอสพีพ ีโดยใชไพรเมอร 2 กลุมดังตารางที่ 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=4&ved=0CDQQFjAD&url=http%3A%2F%2Ftheetrad.com%2Findex.php%3Foption%3Dcom_content%26task%3Dview%26id%3D40%26Itemid%3D61&ei=Jcl1TfKyKsSt8AaQ1uCjCQ&usg=AFQjCNGzRVXtdPUDdwg1dM3HEjkiPLQAIw
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 ทาํการเพิ่มจาํนวนชิ้นสวนของ cDNA ที่สนใจดวยปฏิกิริยา PCR  วิเคราะหผลของ

ปฏิกิริยาดวย 1.5 % agarose gel electrophoresis 

 

 Sequence (5'->3') Size (bp) 

DSPP CATTTGGGCAGTAGCATGGGCCA 

TGTGTCCCCATTCCAGCCCTCAAT 

316 bp 

GAPDH ATCACCATCTTCCAGGAG 

GADPH  :  Glyceraldehyde-3-phosohate dehydrogenase 

ATCGACTGTGGTCATGAG 

318 bp 

DSPP     :  Dentinsialophosphoprotein  

ตารางที่  1  แสดงลําดับเบสของยีนดีเอสพีพีโปรตนีและGADPH 
4. การวิเคราะหโดยวธิีเวสเทินบอต (Western blot analysis) 
               เล้ียงเซลลเนื้อเยื่อใน  รุนที่ 3-6 ใน DMEM ที่มี 10 % FBS และ 1% antibiotic  เมื่อ

เซลลเจริญเติบโต 80% ทําการหวานเซลลลงในจานเพาะเลี้ยงขนาด 10 เซนติเมตร ความหนาแนน 

2×106เซลลตอเพลท ทําการเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลา 16 ชั่วโมง  หลังจากนั้นทําการลางดวย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร  และใสสารยับยั้ง (MAPK inhibitor)   โดยทําการใสยับยั้งเปนเวลา 1 ชั่วโมง  

หลังจากนั้นทําการเติมอะซีแมนแนนที่ความเขมขนที่เหมาะสม  ทําการเพาะเลี้ยงในระยะเวลา

ตางๆกัน [44] ลางเซลลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร และแยกโปรตีนโดยใช radioimmunoprecipitation 

(RIPA) buffer  ที่มี phosphatase inhibitors (1 mM sodium vanadate, 50 mM NaF)  ทําการ

วัดความเขมขนของโปรตีนจะทําการวัดโดยใช  Bicinchonic acid assay (BCA 

kit,PIERCE.USA)  และทําการตมโปรตีนเปนเวลา 5 นาทีกอนทํา gel electrophoresis  โดยใช 

12% polyacrylamide gel  ทําการ transferred สู nitrocellulose แลวนํามา  incubated ใน 5% 

skim milk เปนเวลา 1 ชั่วโมง  หลังจากนั้นนํามาใส primary antibody ที่ 4  องศาเซลเซียส  เปน

เวลา  1 คืน  (Primary antibodies สําหรับ MAPK : phosphorylated p38 MAPK , non-

phosphorylated p38 MAPK(1:500 dilution) (Cell signaling Technology, Cell signaling, 

MA, USA), phospho-JNK (1 : 1,000) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).  

, total JNK (1 : 1,000)( Cell signaling Technology, Cell signaling, MA, USA),  phospho-

ERK1/2 (1 : 1,000) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), total ERK1/2 (1 : 

1,000) (Cell signaling Technology, Cell signaling, MA, USA). ทําการลางและใส secondary 
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antibody   เปนเวลา 1 ชั่วโมง  จากนั้นนํามาแผนเมมเบรนมายอมดวย chemiluminescent 

reagent  และนํามาทําการวิเคราะห band 

 

 
 

ภาพที่ 3 แสดงการสรุปข้ันตอนการทํางาน 

การวิเคราะหขอมูล 

การวิจยัคร้ังนีจ้ะทําการทดลองสามซ้ํา  โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป StatsDirect 

version 2.7.8   และ Graph pad Prism 5  ทําการกําหนดคานยัสําคัญทางสถิติที่ p=0.05 

วิเคราะหดวยสถิติ One way ANOVA และทําการวิเคราะหถึงความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของแต

ละกลุมดวยสถิติ Bonferroni's Multiple Comparison Test   
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
ผลการวิเคราะห 

1. ผลของสารอะซีแมนเนนตอการแสดงออกของอารเอ็นเอนํารหสัของดีเอสพพีีของ
เซลลเนื้อเยือ่ในของฟนมนุษย 

 
            1         2        3         4         5         6     

 
ภาพที่  4 การแสดงออกของยีนดีเอสพีพีเมื่อถูกกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนในเนื้อเยื่อในของฟน

มนุษย  โดยวิธีรีเวิรสทรานสคริปเทส ( คอลัมน 1-6 แสดงถึงกลุมควบคุม  และกลุมที่ใสสารอะซี

แมนแนน ในความเขมขนที่ 0.5,1,2,4 และ 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ) จากผูปวยจํานวน 

3 ราย 
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ภาพที่ 5 แผนภูมิแทงแสดงความสัมพันธของการแสดงออกของยีนดีเอสพีพีที่ถูกกระตุน

โดยสารอะซีแมนแนน เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม   

* แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม ที่ p<0.05 
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จากผลการทดลองพบวาการสารอะซีแมนแนนที่ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

สามารถกระตุนการแสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัสของดีเอสพีพีไดอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p<0.05) 

 
2. ระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นในวิถไีมโทเจน–แอคทิเวเตด โปรตีนไคเนส 

 

   
 

ภาพที่  6 ผลของสารอะซแีมนแนนตอระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 (คอลัมน1-5 

แสดงระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 และแอคติน ที่  5, 15, 30, 45 และ 60 นาท)ี

จากผูปวยจํานวน 3 ราย 

 

เมื่อทําการใสสารอะซีแมนแนนเพื่อสังเกตระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นในชวงเวลา  

5, 15, 30, 45 และ 60นาที พบวาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 จะเริ่มเหน็ที่เวลา 5 นาท ี 

และจะคอย ๆ เพิ่มจนถงึเวลา 60 นาที  โดยจะพบวาที่เวลา 45และ 60 นาท ี การเกิดฟอสโฟรี

เลชั่นของ ERK1/2  มากที่สุด 
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ภาพที ่ 7 ผลของสารอะซแีมนแนนตอระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK (คอลัมน1-5 

แสดงระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p-JNK, JNK และแอคตินที ่  5, 15, 30, 45 และ 60 

นาท)ีจากผูปวยจํานวน 3 ราย 

 

เมื่อทําการใสสารอะซีแมนแนนเพื่อสังเกตระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นในชวงเวลา  5, 

15, 30, 45 และ 60นาที พบวาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK  สามารถเหน็ไดตั้งแตในชวง 5 นาที  

และจะพบการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นมากที่สุดที่ 15 นาท ี  และจะลดลงในชวง 30 ถึง 60 นาที 

ตามลําดับ 
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ภาพที ่8  ผลของสารอะซีแมนแนนตอระยะเวลาการเกดิฟอสโฟรีเลชัน่ของp38MAPK (คอลัมน1-

5 แสดงระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p-p38MAPK, p38 MAPK และแอคตินที่  5, 15, 30, 

45 และ 60 นาท)ี จากผูปวยจํานวน 3 ราย 

 

เมื่อทําการใสสารอะซีแมนแนนเพื่อสังเกตระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นในชวงเวลา  

5, 15, 30, 45 และ 60นาที พบวาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38  MAPK สามารถเหน็ไดตั้งแต

ในชวง 5 นาท ี  และพบจะเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38 MAPK มากทีสุ่ดในชวง 15 นาที และลดลง

ในชวง 30 ถงึ 60 นาที ตามลําดับ  
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3. สารอะซีแมนแนนกับการยับยั้งการเกดิปฏิกิรยิาฟอสโฟรีเลชั่นของวิถีไมโทเจน–
แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส 

 
 

 

 

   1                         2                        3                    4         

10μM 

4mg/ml 

ภาพที ่  9   แสดงการยับยั้งการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 เมื่อใสตัวยั้บยัง้เฉพาะ

ปริมาณ 10 ไมโครโมลาร  (U0126) และทําการใสสารอะซีแมนแนนความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร โดยวิธีเวสเทนิบอต (คอลัมน 1-4 แสดงถึงกลุมควบคุม  กลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมน

แนน  กลุมที่ใสตัวยับยัง้ที่ตามดวยสารอะซีแมนแนน  และกลุมที่ใสเฉพาะตัวยับยัง้เทานัน้  

ตามลําดับ)จากผูปวยจาํนวน 3 ราย 
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# # 

ภาพที่  10 แผนภูมิแทงแสดงความสมัพันธการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK 1/2 

*แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม  ที ่p<0.05 

#แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมทีท่ดสอบดวยสารอะซี

แมนแนน  ที ่p<0.05 

 

 จากรูปที่ 9 แสดงใหเห็นการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 เมื่อทําการกระตุนดวยสารอะ

ซีแมนแนน พบวาสารอะซีแมนแนนกระตุนการเกิดฟอสโฟรีเลชั่น ERK1/2 ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อ

เทียบกับกลุมควบคุม (p<0.05)  และเมื่อทําการเติมสารยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ 

ERK1/2 (U0126) กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน  พบวา U0126  สามารถยับยั้งการ

เติมกลุมฟอสเฟตที่เกิดจากสารอะซีแมนแนนไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยลดลงปริมาณรอย

ละ 86 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับกลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมนแนน  แสดงใหเห็นวาสารอะซีแมน

แนนสามารถเกิดปฏิกิริยาผานทาง ERK1/2 ได 
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1                    2                     3                       4      
 

 10μM 

4 mg/ml 

 
ภาพที ่11 แสดงการยับยั้งการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK เมื่อใสตัวยั้บยั้งเฉพาะปริมาณ 

10 ไมโครโมลาร  (SP600125) และทําการใสสารอะซีแมนแนนความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร โดยวิธีเวสเทนิบอต(คอลัมน 1-4 แสดงถึงกลุมควบคุม  กลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมน

แนน  กลุมที่ใสตัวยับยัง้ที่ตามดวยสารอะซีแมนแนน  และกลุมที่ใสเฉพาะตัวยับยัง้เทานัน้  

ตามลําดับ)จากผูปวยจาํนวน 3 ราย 
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ภาพที่ 12 แผนภูมิแทงแสดงความสมัพันธการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK 

* แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม  ที ่p<0.05 

#แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมทีท่ดสอบดวยสารอะซี

แมนแนน  ที ่p<0.05 

 

จากรูปที่ 11  แสดงใหเห็นการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK เมื่อทําการกระตุนดวยสารอะซี

แมนแนนพบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเกิดฟอสโฟรีเลชั่น JNK ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับ

กลุมควบคุม (p<0.05)  และเมื่อทําการเติมสารยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK 

(SP600125) กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน  พบวา SP600125 

ที่มีการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนจะมีการลดลงของปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่นได 46 เปอรเซ็นต

เมื่อเทียบกับกลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมนแนน  โดยจะพบการแสดงออกของโปรตีนที่ลดลง  
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1                    2                     3                    4         

4 mg/ml 

10μM 

 
ภาพที่ 13  แสดงการยับยั้งการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p-38 MAPK เมื่อใสตัวยั้บยั้งเฉพาะ

ปริมาณ 10 ไมโครโมลาร  (SB203580) และทําการใสสารอะซีแมนแนนความเขมขน 4 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร โดยวิธีเวสเทินบอต (คอลัมน 1-4 แสดงถึงกลุมควบคุม กลุมที่ทดสอบดวยสารอะซี

แมนแนน    กลุมที่ใสตัวยับยั้งที่ตามดวยสารอะซีแมนแนน  และกลุมที่ใสเฉพาะตัวยับยั้งเทานั้น  

ตามลําดับ) จากผูปวยจํานวน 3 ราย 
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ภาพที่  14 แผนภูมิแทงแสดงความสมัพันธการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38 MAPK 

*  แสดงถึงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติเมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคมุ  ที่ p<0.05 

#แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมทีท่ดสอบดวยสารอะซี

แมนแนน  ที ่p<0.05 

 

จากรูปที่ 13 แสดงใหเห็นการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38 MAPKเมื่อทําการกระตุนดวย

สารอะซีแมนแนนพบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเกิดฟอสโฟรีเลชั่น p38 MAPK ไดอยางมี

นัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม  และเมื่อทําการเติมสารยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ 

p38 MAPK (SB203580) กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน  พบวา SB203580 

ที่มีการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนจะมีการลดลงของปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่น 51 เปอรเซ็นตเมื่อ

เทียบกับกลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมนแนน  โดยจะพบการแสดงออกของโปรตีนที่ลดลง  
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บทที่  5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

อภิปรายผลการวิจัย 
วานหางจระเขเปนพืชสมุนไพรที่ใชกันอยางกวางขวางในทางการแพทย โดยมี

หลักฐานทางวิทยาศาสตรที่พบวาสารจากวานหางจระเขมีความปลอดภัย  และมีประสิทธิภาพใน

การรักษาโรคหลายชนิด [45] การศีกษาที่ผานมาพบคุณสมบัติของสวนวุนวานหางจระเขที่สามารถ

กระตุนการสังเคราะหคอลลาเจน และสามารถทําใหเกิดการหายของบาดแผลได [41] สารอะซีแมน

แนนเปนสารที่สกัดไดจากสวนวุนวานหางจระเข  และมีสวนประกอบหลักของคารโบโฮเดรต  โดย

พบวาสารอะซีแมนแนนมีสวนชวยกระตุนใหเซลลเกิดการเพิ่มจํานวน และเปลี่ยนสภาพ  รวมถึง

สามารถทําการพอกแรธาตุใหเซลลสามารถกลับมาทํางานไดปกติอีกครั้ง ในการศึกษาครั้งนี้  

คณะผูวิจัยไดทําการศึกษาถึงกลไกของสารอะซีแมนแนนตอการกระตุนการแสดงออกของอารเอ็น

เอนํารหัสของดีเอสพีพี ซึ่งเปนยีนที่สําคัญตอการสรางเนื้อฟนซอมเสริมผานวิถีไมโทเจน-แอคติเวท

เตด โปรตีนไคเนส ในเซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษย  โดยทําการวิเคราะหดวยวิธีอารทีพีซีอาร  

และเวสเทินบอต 

จากการศึกษาของผูวิจัยพบวาความเขมขนของสารอะซีแมนแนน 4 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร สามารถกระตุนการแสดงออกของอารเอ็นเอนํารหัสของดีเอสพีพีไดอยางมีนัยสําคัญ  ซึ่ง

สอดคลองกับการศึกษาของพีชณิการ และนวภรณ [4-5] ที่พบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเหนีย่วนาํ

การแสดงออกของดีเอสพีพี  ซึ่งแมวาความเขมขนที่ใชมีความแตกตางกัน  อาจเนื่องจากเซลลได

จากผูปวยที่แตกตางกัน 

ในการศึกษาครั้งนี้  ผูวิจัยเลือกใชเซลลเนื้อเยื่อใน  เนื่องจากพบวาเซลลตนกําเนิด

เนื้อเยื่อใน และเซลลสรางเสนใยสามารถเปลี่ยนสภาพเปนเซลลที่คลายเซลลสรางเนื้อฟน  และ

สรางเนื้อฟนซอมเสริมเพื่อทดแทนเนื้อฟนที่ถูกทําลายไป  โดยเซลลเนื้อเยื่อในจะคงสภาพการเปน

เซลลสรางเนื้อฟนเมื่อเพาะเลี้ยงถึงรุนที่ 6  

จากการศึกษาในครั้งนี้พบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเพิ่มสัญญาณการเพิ่ม

กลุมฟอสเฟตของ ERK1/2 JNK และ p38 MAPK ซึ่งสามารถยืนยันโดยการใชสารยับยั้งเฉพาะ

ไดแก U0126  SP600125 และ SB 203580 ตามลําดับ ซึ่งทําใหระดับการแสดงออกของอารเอ็น

เอนํารหัสของดีเอสพีพีลดลงสูระดับใกลเคียงกับกลุมควบคุมที่ไมไดใสอะซีแมนแนน  และเมื่อทํา

การใสสารยับยั้งรวมกับสารอะซีแมนแนนพบวา ERK1/2 สามารถลดการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นได

อยางมีนัยสําคัญ  เนื่องจาก ERK1/2 เปนสวนประกอบหลักที่พบในการควบคุมกลไกพื้นฐานและ
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การแบงเซลลของเซลลซึ่งจะควบคุมการกระตุนการเติมหมูฟอสเฟตภายในเซลล ทําใหเซลล

สามารถเกิดการเพิ่มจํานวน  และทํางานไดอยางตอเนื่อง[46] ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาถึงวิถีการ

สงสัญญาณของ mineral trioxide aggregate (MTA) ตอการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลสราง

เนื้อฟนผานวิถีวิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตด โปรตีนไคเนส ที่พบวาสามารถเกิดการสรางเนื้อฟนซอม

เสริมผานทาง ERK1/2 ไดอยางมีนัยสําคัญเชนกัน[47] สําหรับ JNK และ p38 MAPK พบวา

สามารถลดการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นได 46 และ 51 เปอรเซ็นต  ซึ่งพบวาไมมีนัยสําคัญทางสถิติ  อาจ

เนื่องดวยวาวิถี JNK และ p38 MAPK เกี่ยวของกับการตอบสนองจากความเครียดของเซลล และ

การตายของเซลล  มากกวาการเกิดการแบงตัว  และการแปรสภาพของเซลล[48]  แตจากการศึกษา 

BMP-2 ตอการกระตุนการแปรสภาพของเซลลสรางเนื้อฟนผาน p38a MAPK  พบวาสามารถเกิด

ผาน p38a MAPK ได  เมื่อเซลลเนื้อเยื่อในไดรับการกระตุนการแปรสภาพเซลลดวย BMP-2  และ

จะพบวาเกิดการแสดงออกการนํารหัสอารเอ็นเอของยีน ดีเอสพีพี , ดีเอ็มพี-1 และโอพีเอ็น เชนกัน
[49] อีกทั้งจากการศึกษาเพื่อดูผลของ p38MAPK ตอการเกิด alkaline phosphatase ในเซลล

เนื้อเยื่อในมนุษยพบวาเมื่อใสตัวยับยั้งเฉพาะ (SB203580) ลงไปในเซลลเนื้อเยื่อใน จะพบวาเกิด

การลดลงของปฏิกิริยา ALPase  ผาน p38MAPK [30] จากการวิจัยครั้งนี้อาจเปนไปไดวาเซลล

เนื้อเยื่อในเกิดปฏิกริยาฟอสโฟรีเลชั่น JNK และ p38 MAPK เพียงบางสวน  แตอาจมีปฏิกิริยาการ

สงสัญญาณไปในวิถีอ่ืนรวมดวย(crosstalk) 

 

ภาพที่ 15 แสดงสรุปปฏิกิริยาการสงสัญญาณวิถีไมโทเจน-แอคติเวเตดโปรตีนไคเนสในสารอะซี

แมนแนนตอการสรางเนื้อเยือ่ฟนซอมเสริม 
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สรุปผลการวจิัย 

งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นถึงผลของสารอะซีแมนแนนตอการกระตุนการแสดงออกของระดับ

อารเอ็นเอนํารหัสของเด็นทีนไซเอโลฟอสโฟโปรตีนและกลไกการกระตุนของสารอะซีแมนแนนผาน

วิถีไมโทเจน-แอคติเวทเตดโปรตีนไคเนส ในเซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษยโดยสารอะซีแมนแนนที่ 

ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  สามารถกระตุนการแสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัส

ของเด็นทีนไซเอโลฟอสโฟโปรตีน ในเนื้อเยื่อในฟนของมนุษยไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 

0.05)  เมื่อทําการหาระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นที่เหมาะสมตอการทํางานของวิถีไมโทเจน-

แอคติเวทเตดโปรตีนไคเนส ไดแก ERK1/2, JNK และp38 MAPK พบวาในเวลา 45 

นาทีสามารถเห็นการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 ไดชัดเจนที่สุด และในชวงเวลา 15 นาทีจะ

พบวา JNK และ p38 MAPK สามารถเกิดฟอสโฟรีเลชั่นไดมากที่สุด  และจะลดลงตามลําดับ  เมื่อ

นําผลความเขมขน  และระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นเพื่อนํามาใชในการศึกษาการกลไกของวถิี

ไมโทเจน-แอคติเวทเตด โปรตีนไคเนส  ตอสารอะซีแมนแนนที่กระตุนการแสดงออกของระดับอาร

เอ็นเอนํารหัสของเด็นทีนไซเอโลฟอสโฟโปรตีน พบวา  สารอะซีแมนแนนสามารถเกิดฟอสโฟ

รีเลชั่น ERK1/2 ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (p<0.05)  และเมื่อทําการเติมสาร

ยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 (U0126) กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแน

นพบวา U0126 ที่มีการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนจะมีการลดลงของปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่นได 

86 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับกลุมที่ใสสารอะซีแมนแนน สําหรับผลการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK 

พบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเกิดฟอสโฟรีเลชั่น JNK ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม

ควบคุม  (p<0.05)  และเมื่อทําการเติมสารยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ  JNK 

(SP600125) กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน   พบวา SP600125   

ที่มีการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนจะมีการลดลงของปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่นได 46 เปอรเซ็นต

เมื่อเทียบกับกลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมนแนน  และการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38MAPK 

พบวาสามารถเกิดฟอสโฟรีเลชั่น p38MAPK ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 

(p<0.05) และเมื่อทําการเติมสารยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38MAPK (SB203580) 

กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน  พบวา SB203580 ที่มีการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน

จะมีการลดลงของปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่น 51 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับกลุมที่ใสสารอะซีแมนแนน 

 จากการศึกษาสามารถสรุปไดวาสารอะซีแมนแนนกระตุนการแสดงออกของยีนดีเอสพีพี

และมีความเกี่ยวของกับการสงสัญญานผานวิถีไมโทเจน-แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส 
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ขอเสนอแนะ 

จากการศึกษาวิจัยครั้งนี้เปนการศึกษาถึงวถิีไมโทเจน–แอคทิเวเตด โปรตีนไคเนส

แตจากปฏิกิริยาการตอบสนองของเซลลอาจเกิดไดจากหลายวถิีที่สงสัญญาณที่เชื่อมโยงไดเชนกนั 

อาทิเชน Smad pathway  ซึ่งจากการวิจัยที่ผานมาพบวาการสรางเนื้อฟนซอมเสริมสามารถเกิด

การกระตุนและสงสัญญาณผานทางวถิีนี้ไดเชนกนั  อีกทั้งการศึกษาวจิัยครั้งนีพ้บวาสารอะซีแมน

แนนสามารถกระตุนการแสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัสของเดน็ทนีไซเอโลฟอสโฟโปรตีน ใน

เนื้อเยื่อในฟนของมนุษย  และมีความเกี่ยวของกับการสงสัญญาณผานวถิีไมไทเจนแอคติเวเตด

โปรตีนไคเนส ดังนัน้จึงอาจเปนไปไดที่การแสดงออกของระดับอารเอน็เอนาํรหัสของเด็นทีนไซเอโล

ฟอสโฟโปรตีน จะสามารถถูกกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนผานวถิไีมไทเจนแอคติเวเตดโปรตีน

ไคเนสได  จึงอาจตองทําการยืนยันดวยการทาํการทดลองการแสดงออกของยีนดีเอสพีพีดวยการ

ทําอารทีพซีีอารเพื่อดูการแสดงออกในระดบัอารเอ็นเอของยีนดีเอสพพีีตอการสงสญัญาณวิถีไมไท

เจนแอคติเวเตดโปรตีนไคเนส 

 

 
 

ภาพที่ 16 แสดงแนวคิดวิจยัเพิ่มเติมของปฏิกิริยาการสงสัญญาณวถิไีมโทเจน-แอคติเวเตดโปรตีน

ไคเนสในสารอะซีแมนนตอการสรางเนื้อเยื่อฟนซอมเสริม 
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ภาคผนวก ก. แสดงผลการวิเคราะหทางสถิติของสารอะซีแมนแนนตอเกิดปฏิกิริยาของ ERK1/2 
 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  

control acemannan 

acemannan.U01

26 U0126 

N 3 3 3 3 

Mean 12.517780 20.578600 2.899367 1.486167 Normal Parametersa,,b

Std. Deviation 1.1950010 1.0400828 1.4637957 .5708392 

Absolute .222 .291 .362 .352 

Positive .189 .291 .362 .352 

Most Extreme Differences 

Negative -.222 -.211 -.261 -.252 

Kolmogorov-Smirnov Z .385 .505 .627 .610 

Asymp. Sig. (2-tailed) .998 .961 .827 .851 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

 

Bonferroni's Multiple Comparison 
Test Mean Diff. t 

Significant 
P < 0.05 Summary 95% CI of diff 

control vs acemannan -8.061 8.849 Yes *** -11.23 to -4.892 

control vs acemannan+U0126 9.618 10.56 Yes *** 6.449 to 12.79 

control vs U0126 11.03 12.11 Yes *** 7.863 to 14.20 

acemannan vs acemannan+U0126 17.68 19.41 Yes *** 14.51 to 20.85 

acemannan vs U0126 19.09 20.96 Yes *** 15.92 to 22.26 

acemannan+U0126 vs U0126 1.413 1.551 No ns -1.756 to 4.582 
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ภาคผนวก ข. แสดงผลการวิเคราะหทางสถิติของสารอะซีแมนแนนตอเกิดปฏิกิริยาของ JNKs 

 

  

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  

control 

acemanna

n 

acemannan.

SP600125 SP600125 

N 3 3 3 3 

Mean .303200 .836395 .453260 .261195 Normal Parametersa,,b

Std. Deviation .1443406 .2826498 .1188357 .0460568 

Absolute .338 .350 .359 .356 

Positive .338 .350 .359 .356 

Most Extreme Differences 

Negative -.242 -.251 -.258 -.256 

Kolmogorov-Smirnov Z .586 .606 .621 .617 

Asymp. Sig. (2-tailed) .882 .856 .835 .842 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

 

Bonferroni's Multiple Comparison 
Test Mean Diff. t 

Significant 
P < 0.05 Summary 95% CI of diff 

control vs acemannan -0.5332 3.819 Yes * 

-1.019 to -

0.04744 

control vs acemannan+SP600125 -0.1501 1.075 No ns -0.6358 to 0.3357 

control vs SP600125 0.04200 0.3008 No ns -0.4437 to 0.5277 

acemannan vs 

acemannan+SP600125 0.3831 2.744 No ns -0.1026 to 0.8688 

acemannan vs SP600125 0.5752 4.119 Yes * 0.08944 to 1.061 

acemannan+SP600125 vs 

SP600125 0.1921 1.376 No ns -0.2937 to 0.6778 
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ภาคผนวก ค. แสดงผลการวิเคราะหทางสถิติของสารอะซีแมนแนนตอเกิดปฏิกิริยาของ 

p38MAPK 
 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  

control acemannan 

acemannan.

SB203580 SB203580 

N 3 3 3 3 

Mean .028967 .090284 .045431 .021746 Normal Parametersa,,b

Std. Deviation .0114895 .0287765 .0222435 .0157748 

Absolute .382 .309 .253 .337 

Positive .280 .309 .253 .337 

Most Extreme Differences 

Negative -.382 -.222 -.196 -.240 

Kolmogorov-Smirnov Z .662 .535 .438 .583 

Asymp. Sig. (2-tailed) .773 .937 .991 .886 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

 

Bonferroni's Multiple Comparison 
Test Mean Diff. t 

Significant 
P < 0.05 Summary 95% CI of diff 

control vs acemannan -0.06129 3.638 Yes * -0.1199 to -0.002676 

control vs acemannan+SB20538 -0.01647 0.9776 No ns -0.07508 to 0.04214 

control vs SB20538 0.007229 0.4291 No ns -0.05138 to 0.06584 

acemannan vs 

acemannan+SB20538 0.04482 2.660 No ns -0.01380 to 0.1034 

acemannan vs SB20538 0.06852 4.067 Yes * 0.009905 to 0.1271 

acemannan+SB20538 vs 

SB20538 0.02370 1.407 No ns -0.03491 to 0.08231 
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