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สามารถช่วยคงคุณสมบัติความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมในระยะยาวได้ 

ภาควิชา        ทันตกรรมส าหรับเด็ก   ลายมือชื่อนิสิต  
สาขาวิชา       ทันตกรรมส าหรับเด็ก   ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก  
ปีการศึกษา    2555                              .                                                                                                       ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม........................ 



 
 
จ 

# # 5376121532 : MAJOR   PEDIATRIC DENTISTRY  
KEYWORDS :  DECIDUOUS DENTAL PULP CELLS / STEM CELL / BASIC FIBROBLAST 
GROWTH FACTOR / LONG TERM CULTURE / STEMNESS 

PIYARAT KERDPON : EFFECT OF BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR ON 
SELF-RENEWAL PROPERTIES  AND REX-1 EXPRESSION OF HUMAN 
DECIDUOUS PULP CELLS IN LONG TERM CULTURE. ADVISOR : WALEERAT 
SUKARAWAN, Ph.D., CO-ADVISOR : ASSOC.PROF. THANAPHUM 
OSATHANON, Ph.D., 63 pp.  

 
Objective The main purpose of this study was to evaluate the effect of basic 

fibroblast growth factor (bFGF) on cell proliferation and Rex-1 expression of human 
deciduous pulp cells in long term culture. Materials and methods Human deciduous 
pulp cells were cultured and continued passage upon confluence. The study group 
was added bFGF in culture medium. At passage (P) 5 and 10, cell proliferation, colony 
forming unit efficacy and the mRNA expression of pluripotent marker (Rex-1) were 
determined. The data were analyzed by Student t-test for two-group comparison. 
(p<0.05). Results The results showed that colony forming unit  was statistically higher 
in bFGF treated group compared to control in both cells from passage 5 and 10 
(P<0.05). Cell proliferation and Rex-1 mRNA levels were also increased in bFGF treated 
group compared to control in cells from passage 5 and 10. However, statistical 
difference was not observed (P>0.05). Conclusion Cell proliferation, colony forming unit 
capacity, and Rex-1 mRNA expression were decreased in prolong deciduous pulp 
cells culture. However, bFGF supplementation can enhance both cell proliferation and 
Rex-1 mRNA expression in older passage. Therefore, bFGF supplementation might be 
useful in maintaining stemness properties of deciduous pulp cells in long term culture. 

Department :       Pediatric Dentistry 
 
 
  

Student’s Signature :  
 
  

Field of Study :     Pediatric Dentistry  
  
signature..............................................      

Advisor’s Signature :  
  
 

Academic Year :  2012 
 
  
signature..........................................      

Co-advisor’s Signature: ………………….... 



 
 
ฉ 

กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบพระคุณสถาบันและผู้มีส่วนร่วมให้วิทยานิพนธ์นี้เสร็จสมบูรณ์ดังรายนามต่อไปนี้ 

อ.ทพญ.ดร.วลีรัตน์ ศุกรวรรณ  อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก และ ผศ.ทพ.ดร. ธนภูมิ 
โอสถานนท์ อ าจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม ที่ให้ค าปรึกษาและข้อเสนอแนะในการท า
วิทยานิพนธ์  

ศ.ทพ.ดร.ประสิทธิ์ ภวสันต์ ที่ช่วยกรุณาแนะน าและให้ค าปรึกษาที่เป็นประโยชน์ต่อ
งานวิจัย 

คณะกรรมการสอบโครงร่างวิทยานิพนธ์ และสอบป้องกันวิทยานิพนธ์ทุกท่านที่ให้
ค าแนะน า ชี้แนะข้อบกพร่องและแนวทางปรับปรุงแก้ไขวิทยาพนธ์ 

อาจารย์สาขาวิชาทันตกรรมส าหรับเด็ก ภาควิชาทันตกรรมส าหรับเด็ก จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัยทุกท่าน ที่ได้ถ่ายทอดความรู้ ความใฝ่รู้ ตลอดจนจริยธรรมให้แก่ข้าพเจ้า 

เจ้าหน้าที่หน่วยปฏิบัติการวิจัยเนื้อเยื่ออนินทรีย์ คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัยทุกท่านที่ให้ค าแนะน าในการใช้เครื่องมือวิจัยในครั้งนี้เป็นอย่างดี  

คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่เป็นสถานที่ให้ความรู้ อบรม
จริยธรรม และปลูกจิตส านึกที่ดีแก่ข้าพเจ้า 

เพื่อน พี่ น้อง ทันตแพทย์ที่ท างาน และที่คณะทันตแพทยศาสตร์ ที่ให้ความช่วยเหลือ
และเป็นก าลังใจมาโดยตลอด 

อาสาสมัครทุกท่านที่ยินยอมบริจาคฟันน้ านมที่ถอนออกมาร่วมการวิจัยครั้งนี้ 
  

บิดา มารดา และครอบครัว ตลอดจนผู้มีพระคุณทุกท่านที่ไม่ได้กล่าวถึง ประโยชน์ใดที่
เกิดจากวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ ผู้ท าวิทยานิพนธ์ขอมอบแด่ผู้มีพระคุณทุกท่าน  ซึ่งมีส่วนช่วยให้
วิทยานิพนธ์ส าเร็จลงด้วยดี 
 

 



 
 
ช 

สารบัญ 

  หน้า 
บทคัดย่อภาษาไทย………………………………………………………………………… ง 
บทคัดย่อภาษาอังกฤษ................................................................................................ จ 
กิตติกรรมประกาศ...................................................................................................... ฉ 
สารบัญ...................................................................................................................... ช 
สารบัญตาราง............................................................................................................  
สารบัญภาพ...............................................................................................................  
บทท่ี 1 บทน า................................................................. ............................................  
 ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย..........................................................  
 ค าถามการวิจัย..............................................................................................  
 วัตถุประสงค์ของการวิจัย................................................................................  
 สมมติฐานการวิจัย.........................................................................................  
 ค าจ ากัดความในการวิจัยและข้อตกลงเบื้องต้น.................................................  
 ค าส าคัญ............................................................ ...........................................  
 รูปแบบการวิจัย..............................................................................................  
 ข้อจ ากัดของการวิจัย......................................................................................  
 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ..............................................................................  
 ข้อพิจารณาด้านจริยธรรม...............................................................................  
บทท่ี 2  เอกสาร และงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง.......................................................................  

เซลล์ต้นก าเนิด...............................................................................................  
เซลล์ต้นก าเนิดจากฟัน....................................................................................  
เนื้อเยื่อในฟัน........................................ .........................................................  
เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านม............................................................  
เร็กซ์-1................................. ...................................... ....................................  
การเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด................................................ .......................... 

            เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์................................................................... 
 

ฌ 
ฎ 
1 
1 
3 
4 
4 
4 
7 
7 
7 
7 
8 
9 
9 
11 
12 
13 
13 
14 
14 
 



 
 
ซ 

 
บทท่ี 3  ระเบียบวิธีวิจัย...............................................................................................  

ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง..............................................................................  
เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย..................................................................................  
ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย..............................................................................  
การวิเคราะห์ข้อมูล................................................ ......................................... 
งบประมาณ.................................................... ............................................... 

บทท่ี 4  ผลการวิเคราะห์ข้อมูล............................................................... ...................... 
      การศึกษาอัตราการแบ่งตัวของเซลล์โดยการวัดหน่วยการสร้างโคโลนี…………... 
       การศึกษาอัตราการแบ่งตัวของเซลล์โดยการวัดปริมาณเซลล์ด้วยเทคนิคเอ็มทีที .. 
     การศึกษาปริมาณอาร์เอ็นเอน ารหัสของยีนเร็กซ์-1……………………………… 

บทท่ี 5  สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ..................................................  
อภิปรายผลการวิจัย..................................................................... ................... 
สรุปผลการวิจัย..............................................................................................  
ข้อเสนอแนะ..................................................................................................  

รายการอ้างอิง............................................................................................................ 
ภาคผนวก..................................................................................................................  
            ภาคผนวก ก เอกสารพิจารณาจริยธรรม คณะทันตแพทยศาสตร์  
                                จฬุาลงกรณม์หาวิทยาลยั............................................................  

 ภาคผนวก ข  เอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับผู้ปกครองของอาสาสมัครเด็ก......... 
           ภาคผนวก ค  เอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับอาสาสมัครเด็กอายุ 7-12 ปี…...….. 

         ภาคผนวก ง  เอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมการวิจัยส าหรับผู้ปกครองของ   
                             อาสาสมคัรเด็ก............................................................................  

 ภาคผนวก จ  เอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมการวิจัยส าหรับอาสาสมัครเด็ก       
                     อายุ 7-12 ปี...............................................................................  

            ภาคผนวก ฉ เอกสารยกเลิกการยินยอมเข้าร่วมวิจัย..........................................  
            ภาคผนวก ช รายละเอียดการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ........................................ 
ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์............................................................................................ 

หน้า 
16 
16 
17 
19 
22 
24 
26 
26 
28 
29 
32 
32 
35 
35 
36 
45 
46 
 

47 
51 
53 
 

55 
 

57 
58 
63 

  



 
 
ฌ 

สารบัญตาราง 

  หน้า 
ตารางที่ 1    ล าดับเบสของไพร์มเมอร์ที่จ าเพาะต่ออาร์เอ็นเอน ารหัสของยีนเร็กซ์-1และ 

    ยีนกลีเซอราดีไฮด์-3-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส................................................. 
22 

ตารางที่ 2    การบริหารงานวิจัย.............................................................. ..................... 23 
ตารางที่ 3    ค่าเฉลี่ยปริมาณหน่วยการสร้างโคโลนีในกลุ่มควบคุมเปรียบเทียบกับกลุ่มที่        

เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ในการเพาะเลี้ยงเซลล์รุ่นที่ 5 และรุ่น
ท่ี 10………………………………………………………………………….             

26 

ตารางที่ 4   ปริมาณเซลล์ที่วัดด้วยเทคนิคเอ็มทีทีของเซลล์ในกลุ่มควบคุมเปรียบเทียบกับ   
                   กลุ่มท่ีเติมเบสกิไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ในการเพาะเลี้ยงเซลลรุ่์นที่ 5 
                   และรุ่นที่ 10………………………………………………………………….. 

28 

ตารางที่ 5   ค่าเฉลี่ยการแสดงออกของยีนเร็กซ์-1 โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธีอาร์ที-พีซีอาร.์. 30 
ตารางที่ 6    การวิเคราะห์เปรียบเทียบการสร้างโคโลนีระหว่างรุ่นที่ 5 และรุ่นที่ 10 ของ 
                    กลุ่มเซลลท่ี์เติมเบสกิไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ และกลุ่มควบคุมด้วย 
                    สถิติ Independence sample t-test………………………………………. 

58 

ตารางที่ 7    การวิเคราะห์เปรียบเทียบการสร้างโคโลนี ระหว่างกลุ่มเซลล์ที่เติม 
                    เบสกิไฟโบรบลาสต์โโกรทแฟกเตอร์และกลุ่มควบคุมในรุ่นที ่5 และรุ่นที่ 10 
                    ด้วยสถิติ Independence sample t-test ………………………………..... 

59 

ตารางที่ 8    การวิเคราะห์เปรียบเทียบการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนเซลล์ระหว่างรุ่นที่ 5 และ 
                    รุ่นท่ี 10  ของกลุ่มเซลล์ที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์และ 
                    กลุ่มควบคุม ด้วยสถิติ Independence sample t-test……………………. 

60 

 

 

 

 



 
 
ญ 

สารบัญตาราง 

  หน้า 
ตารางที่ 9    การวิเคราะห์เปรียบเทียบ การแบ่งตัวเพิ่มจ านวนเซลล์ ระหว่างกลุ่มเซลล์                         
 ที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ และกลุ่มควบคุม ในรุ่นที่ 5 และ 
                   รุ่นท่ี 10 ด้วยสถิติ Independence sample t-test…………………..………. 

61 

ตารางที่ 10  การวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของอาร์เอ็นเอน ารหัส ของยีนเร็กซ์ -1        
ระหว่างรุ่นที่ 5 และรุ่นที่ 10 ของกลุ่มเซลล์ที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์ 

                 โกรทแฟกเตอร์และกลุ่มควบคุมด้วยสถิติ Independence sample t-test… 

62 

ตารางที่ 11  การวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของอาร์เอ็นเอน ารหัส ของยีนเร็กซ์ -1      
ระหว่างกลุ่มเซลล์ที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ และกลุ่มควบคุม 
ในรุ่นที ่5 และรุ่นที่ 10 ด้วยสถิติ Independence sample t-test…………. 

 

62 

  
  
  
  
  

 

 

 

 

 

 

 



 
 
ฎ 

สารบัญภาพ 

  หน้า 
ภาพที่ 1   การแสดงออกของตัวรับของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์  บนผิวเซลล์ต้น

ก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านม......................................................................    
3 

ภาพที่ 2   กรอบแนวคิดการวิจัย...................................................................................  6 
ภาพที่ 3   แผนภูมิแสดงปริมาณหน่วยการสร้างโคโลนีของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมกลุ่ม

ควบคุมเปรียบเทียบกับกลุ่มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสโกรทแฟกเตอร์.................. 
27 

ภาพที่ 4  ภาพแสดงปริมาณโคโลนีของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมในการเพาะเลี้ยงเซลล์ 
               รุ่นท่ี 5 และรุ่นที่10 เมื่อย้อมด้วยเมทธิลีนบลู ………..…..…………………….. 

27 

ภาพที่ 5  แผนภูมิแสดงปริมาณเซลล์ที่วัดด้วยเทคนิคเอ็มทีทีของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม  
กลุ่มควบคุมเปรียบเทียบกับกลุ่มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์……. 

29 

ภาพที่ 6  ภาพการแสดงออกของยีนเร็กซ์-1 โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธีอาร์ที-พีซีอาร์…….... 30 

ภาพที่ 7  แผนภูมแิสดงระดับการแสดงออกของยีนเร็กซ-์1 โดยการวิเคราะห ์
               ด้วยวิธีอาร์ทีพีซีอาร.์........................................................................................ 

31 

  
 



 
 

บทที่ 1 
บทน า 

 
ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย 
 เซลล์ต้นก าเนิด ( stem cell) เป็นเซลล์ที่มีความสามารถในการแบ่งตัวและสร้างตัวเอง
ขึ้นมาใหม่ (self-renewal) ได้อย่างไม่มีขีดจ ากัด และเซลล์เหล่านี้สามารถถูกเหนี่ยวน าให้แปรสภาพ 
(differentiation) ไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าท่ีเฉพาะได้หลายชนิด เมื่ออยู่ในสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสม 
เซลล์ต้นก าเนิดมีบทบาทส าคัญในการเพิ่มจ านวนและพัฒนาไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าท่ีต่างๆ เพื่อ
รักษาการท างานของอวัยวะในร่างกายให้เป็นปกติ จึงมีการศึกษาและพัฒนาเซลล์ต้นก าเนิดเพื่อ
น าไปใช้ในการรักษาโรคและซ่อมแซมเนื้อเยื่อที่มีความผิดปกติต่างๆ ตลอดจนการสร้างอวัยวะ
ทดแทนขึ้นมาใหม่ เช่น โรคมะเร็งเม็ดเลือด โรคพาร์คินสัน (Parkinson’s disease) โรคอัลไซเมอร์ 
(Alzheimer’s disease) โรคเบาหวาน และโรคที่เกี่ยวข้องกับกระดูกและฟัน เป็นต้น (1) 
 เซลล์ต้นก าเนิดสามารถแบ่งออกได้เป็นสองชนิดใหญ่ๆ ได้แก่ เซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อน 
(embryonic stem cell) และ เซลล์ต้นก าเนิดในผู้ใหญ่  (adult stem cell) เซลล์ต้นก าเนิดจากตัว
อ่อนเป็นเซลล์ที่มีศักยภาพสูงกว่าเซลล์ต้นก าเนิดในผู้ใหญ่ คือมีความสามารถในการแบ่งตัวและ
แปรสภาพไปเป็นเซลล์ได้ทุกชนิดของร่างกาย อย่างไรก็ดี การศึกษาและเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด
จากตัวอ่อน ยังมีปัญหาทางด้านจริยธรรม เนื่องจากเซลล์เหล่านี้ต้องเก็บจากตัวอ่อน ในระยะ 
บลาสโตซิสต์ (blastocyst)  ดังนั้นการศึกษาวิจัยในปัจจุบัน จึงมุ่งเน้นที่เซลล์ต้นก าเนิดในผู้ใหญ่ซึ่ง 
แม้จะมีความสามารถในการแปรสภาพได้น้อยกว่า แต่พบปัญหาทางจริยธรรมน้อยกว่าเช่นกัน  
โดยเซลล์ต้นก าเนิดท่ีพบได้ในผู้ใหญ่ สามารถเก็บได้จากเนื้อเยื่อหลายชนิด ได้แก่ ไขกระดูก 
เนื้อเยื่อไขมัน ผิวหนัง กล้ามเนื้อ สมอง สายสะดือ รวมทั้งเนื้อเยื่อในฟัน ( dental pulp) และ
เนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันต์ (periodontal ligament tissue) ทั้งจาก ฟันแท้ ฟันน้ านม ฟันเกิน 
(supernumerary teeth) และฟันงอกก่อนเกิด (natal teeth) เป็นต้น (2-9)  

เซลล์เนื้อเยื่อในฟันมีหน้าที่รักษาสมดุลและซ่อมแซมเนื้อฟัน  เมื่อฟันได้รับภยันตรายท าให้
เซลล์สร้างเนื้อฟันเดิมที่มีอยู่ถูกท าลายไป จากสาเหตุต่างๆ ได้แก่ การผุของฟัน การบาดเจ็บ 
ตลอดจนกระบวนการบูรณะฟัน จะกระตุ้นให้เซลล์ในเนื้อเยื่อในฟันที่ยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงไปท า
หน้าที่ใดๆ ที่อยู่ในฟันแปรสภาพไปเป็นเซลล์คล้ายเซลล์สร้างเนื้อฟัน (odontoblast-like cells) 
และสร้างเนื้อเยื่อแข็งที่คล้ายเนื้อฟันมาซ่อมแซมบริเวณรอยต่อระหว่างเนื้อเยื่อในฟันและเนื้อฟันได้ 
ซึ่งความสามารถในการแปรสภาพนี้ท าให้เป็นที่ยอมรับกันว่าเซลล์เนื้อเยื่อในฟันมีคุณสมบัติของ
เซลล์ต้นก าเนิดหรือโปรเจนนิเตอร์เซลล์ (progenitor cells) (10-11) 
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 เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันแท้ ( dental pulp stem cells: DPSCs) และเซลล์ต้น
ก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านม (stem cell from human exfoliated tooth: SHED)  จัดเป็นเซลล์
ต้นก าเนิดในกลุ่มเซลล์ต้นก าเนิดเมเซนไคม์ (mesenchymal stem cell)  เซลล์ในกลุ่มนี้ มีการ
แสดงออกของโมเลกุลผิวเซลล์ที่เป็นลักษณะเฉพาะ เช่น ซีดี 105 (CD105) ซีดี73 (CD73) ซีด9ี0 
(CD90)  ซีดี44 (CD44) ซีดี146 (CD146) และ สโตร -1 (STRO-1) เป็นต้น (12-15) นอกจากน้ี 
เมื่อถูกเหนี่ยวน าในสภาวะที่เหมาะสม เซลล์กลุ่มนี้ สามารถแปรสภาพไปเป็นเซลล์ต่างๆ ได้หลาย
ชนิด ได้แก่ เซลล์สร้างกระดูก (osteoblast) เซลล์ไขมัน (adipocyte) เซลล์กระดูกอ่อน  
(chondrocyte) เซลล์ประสาท (neuron) เซลล์กล้ามเนื้อเรียบ (myocyte) และเซลล์คล้ายเซลล์
สร้างเนื้อฟัน (5,16-20) เป็นต้น 

แม้ว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันแท้ และจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านมมีคุณสมบัติที่
แสดงถึงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดเมเซนไคม์เช่นเดียวกัน แต่ผลการศึกษาบ่งชี้ว่าเซลล์ต้นก าเนิด
จากเนื้อเยื่อในฟันน้ านม มีคุณลักษณะใกล้เคียงกับเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทน (pluripotent stem 
cell) มากกว่า กล่าวคือ มีระดับของการแปรสภาพใกล้เคียงกับเซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อนมากกว่า
เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันแท้ เช่น  มีรูปร่างลักษณะกลมมนกว่า (14) มี
อัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวน ( proliferation) สูงกว่า (15) ตลอดจนมีระดับการแสดงออกของ
โปรตีนที่พบในเซลล์ต้นก าเนิดของตัวอ่อน เช่น ออกเทเมอร์ -4 (POU transcription factor 
Octamer-4: Oct-4) ซ็อค-2 (SOX-2) นานอก ( Nanog)  และ เร็กซ์ -1 (reduced expression 
protein-1:REX-1) มากกว่า (13) 

ถึงแม้ว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านมจะถูกน ามาเพาะเลี้ยงกันอย่างแพร่หลาย
เพื่อใช้ในการศึกษาคุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิด ผลการตอบสนองของเนื้อเยื่อในฟันต่อสิ่ง
กระตุ้น รวมถึงงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ (21) แต่ปัญหาประการหนึ่งของความพยายามในการน า
เซลล์ต้นก าเนิดมาใช้งานคือ การเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์  ในการศึกษาวิจัยส่วนใหญ่ใช้
เซลล์รุ่นแรกๆ (early passage) เพื่อคงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดไว้ให้มากที่สุด (22) อย่างไรก็ดี 
ยังไม่มีความชัดเจนว่า เซลล์ต้นก าเนิดสามารถเพาะเลี้ยงได้กี่รุ่น โดยที่คุณสมบัติความเป็นเซลล์
ต้นก าเนิดไม่มีการเปลี่ยนแปลง  
 เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ (basic fibroblast growth factor, bFGF) หรือ          
ไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์-2 (fibroblast growth factor – 2) เป็นโกรทแฟกเตอร์ชนิดหนึ่งที่มีบทบาท
ในกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenesis) (23) นิยมน ามาใช้เป็นส่วนประกอบเสริมใน
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อาหารเลี้ยงเซลล์ เพื่อช่วยด ารงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดและกระตุ้นการแปรสภาพของเซลล์ได้ 
(24-28)  

ผลการศึกษาเบื้องต้น พบว่า เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านม มีการแสดงออกของ
ตัวรับของไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์บนผิวเซลล์ (fibroblast growth factor receptor/FGFR) 
ชนิดที่ 1-3 (รูปท่ี 1) (29) ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ที่เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟัน
น้ านมอาจตอบสนองต่อการกระตุ้นด้วยเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ แต่ยังไม่มีการศึกษาที่
แน่ชัดเกี่ยวกับบทบาทของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ต่อเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟัน
น้ านม  

 
 
ภาพที่ 1 การแสดงออกของตัวรับของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์บนผิวเซลล์ต้น

ก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านม   
  
วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้ คือศึกษาบทบาทของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟก

เตอร์ ที่มีต่อเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านม ในแง่ของการแบ่งตัวเพิ่มจ านวน  และการ
แสดงออกในระดับอาร์เอ็นเอน ารหัส (mRNA) ของโมเลกุลที่พบในเซลล์ต้นก าเนิดของตัวอ่อน 
โดยเฉพาะโปรตีนเร็กซ์-1 โดยท าการศึกษาเปรียบเทียบผลทั้งระยะสั้นและระยะยาว  
   
ค าถามการวิจัย 

เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ มีผลต่ออัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนและการแสดงออก
ของยีนเร็กซ์-1ของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมที่เพาะเลี้ยงในระยะยาวหรือไม่ 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1. เพื่อศึกษาเปรียบเทียบอัตราการแบ่งตัวของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม   เมื่อเพาะเลี้ยง

ระยะยาว ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ และไม่มีเบสิก                 
ไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ 

2. เพื่อศึกษาเปรียบเทียบสัดส่วนการแสดงออกของยีนเร็กซ์-1ของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม
เมื่อเพาะเลี้ยงระยะยาว ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีเบสิกไฟโบรบลาสต์โก รทแฟกเตอร์และ
ไม่มีเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ 

 
สมมติฐานการวิจัย 

1. การเติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ สามารถรักษาอัตราการ
แบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์จนถึงรุ่นที่ 10 เมื่อ
เปรียบเทียบกับการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ได้เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์  

2. การเติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ สามารถรักษาสัดส่วน
การแสดงออกของยีนเร็กซ์-1ในเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์จนถึงรุ่นที่ 
10 เมื่อเปรียบเทียบกับ   การเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ได้เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรท
แฟกเตอร ์

 
ค าจ ากัดความในการวิจัยและข้อตกลงเบื้องต้น 

1. เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม หมายถึง เซลล์ที่เพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านมที่ไม่มีรอยผุ
และไม่มีรอยโรคที่ปลายรากฟัน 

2. คุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิด หมายถึงเซลล์ที่มีความสามารถแบ่งตัวเพิ่มจ านวนได้
อย่างต่อเนื่องไม่จ ากัดและมีการแสดงออกของอาร์เอ็นเอน ารหัสที่ก าหนดการสร้างโปรตีน
เร็กซ์-1 ซึ่งวัดด้วยวิธีการต่อไปนี้ 

2.1 อัตราการแบ่งตัวของเซลล์ หมายถึง ปริมาณเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมที่    
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรด ในช่วงเวลา 1 3 และ  7 
วัน       โดยวัดปริมาณเซลล์ด้วยเทคนิคเอ็มทีที (MTT assay) 

2.2 หน่วยการสร้างโคโลนี (colony forming unit/ CFU)  เป็นหน่วยที่ได้จาก วิธีตรวจ
นับปริมาณเซลล์ ซึ่งเจริญและแบ่งตัวจนเป็นกลุ่ม โดยแต่ละโคโลนีได้มาจากการ
เจริญและการแบ่งตัวของเซลล์หนึ่งเซลล์ โดย 1 โคโลนีจะประกอบด้วยเซลล์อย่าง
น้อย 50 เซลล์ ที่ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 14 วัน 
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2.3 การหาระดับการแสดงออกของยีนเร็กซ์-1 ด้วยเทคนิคอาร์ที -พีซีอาร์ ( reverse 
transcriptase polymerase chain reaction: RT-PCR) 

3. รุ่นของการเพาะเลี้ยง (passage) หมายถึงจ านวนครั้งที่เซลล์ผ่านการเพาะเลี้ยงบนจาน
เลี้ยงเซลล์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 60 มิลลิเมตร และถูกเก็บที่ความหนาแน่นที่ร้อยละ 90 
ก่อนน ามาท าการทดลองในแต่ละครั้งของการเลี้ยง 

4. การเพาะเลี้ยงในระยะยาว (long term culture) หมายถึง การเพาะเลี้ยงเซลล์บนจาน
เลี้ยงเซลล์ตั้งแต่รุ่นที่ 1-10 โดยท าการเปลี่ยนถ่ายเซลล์ในแต่ละรุ่น เมื่อเซลล์มีความ
หนาแน่นท่ีร้อยละ 90 ของจานเพาะเลี้ยง 
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กรอบแนวคิดการวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2 กรอบแนวคิดการวิจัย 
 
 
 
 
 

ฟันน้ านมที่ไม่มีรอยผุ และไม่มีรอยโรคปลายรากฟันที่มีข้อบ่งชี้ในการถอนฟัน 

แยกเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟัน (เซลล์รุ่นที่ 0) 

เซลล์รุ่นที่ 2 

อัตราการเพิ่มจ านวนของเซลล์ 

เพาะเลี้ยงเซลล์ใน 
อาหารเลี้ยงเซลล์ปกติ 

เพาะเลี้ยงเซลล์ใน 
อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มเีบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ 

การสร้างโคโลนีของเซลล์ การแสดงออกของเร็กซ์-1
ในระดับอาร์เอ็นเอน ารหัส 

เซลล์รุ่นที่ 
5,10 
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ค าส าคัญ 
1. เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม (deciduous dental pulp cells) 
2. เซลล์ต้นก าเนิด (stem cell) 
3. เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ (basic fibroblast growth factor) 
4. การเพาะเลี้ยงในระยะยาว (long-term culture) 
5. ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด (stemness) 

 
รูปแบบการวิจัย 
 การวิจัยเชิงทดลองในห้องปฏิบัติการ ( Laboratory experimental research) 
 
ข้อจ ากัดของการวิจัย 
 การศึกษานี้เป็นการศึกษาในห้องปฏิบัติการ โดยก าหนดให้เลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 
ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรดที่ผสมซีรัมจากฟีตัสวัวร้อยละ 10 (Fetal bovine serum; FBS, Gibco, 
USA) แอลกลูตามีนร้อยละ 1 ( L-glutamine, Invitrogen, USA) และยาปฏิชีวนะร้อยละ 1 
ประกอบด้วย เพนนิซิลินจีโซเดียม ( Penicillin G sodium, Invitrogen, USA) สเตรปโตมัยซิน
ซัลเฟต ( Streptomycin sulfate, Invitrogen, USA) และ แอมโฟเทอริซินบี (Amphotericin B, 
Invitrogen, USA) เปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเซลล์ข้างต้น เพิ่มด้วยเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ 
ผลการศึกษานี้ อาจไม่สามารถน าไปสรุปใช้กับเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมที่เลี้ยงในสภาวะอ่ืนๆ     
ซึ่งอาจมีกลไกการท างานและการเจริญเติบโตของเซลล์ที่แตกต่างกันออกไป  
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 เข้าใจบทบาทของ เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ในการคงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด
ของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม เมื่อเพาะเลี้ยงในระยะยาว ซึ่งเป็นพื้นฐานส าหรับการพัฒนาสภาวะ
ที่เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงเพิ่มจ านวนเซลล์ต้นก าเนิด ที่สามารถคงความเป็นเซลล์ต้น
ก าเนิดไว้ให้ได้นานที่สุด 
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ข้อพิจารณาด้านจริยธรรม 
1. รายละเอียดข้อมูลโครงการวิจัย ต้องผ่านการพิจารณาและได้รับค ารับรองด้าน

จริยธรรมของโครงการวิจัยจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย ของคณะ
ทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

2. ผู้ปกครองและอาสาสมัครเด็กต้องได้รับการอธิบายและตอบข้อซักถามถึงรายละเอียด
ของวิธีการวิจัยโดยไม่ปิดบังซ่อนเร้น และยินยอมลงนามในเอกสารใบยินยอมด้วย
ความเต็มใจโดยมีส าเนาใบยินยอมเก็บไว้เป็นหลักฐาน 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
เซลล์ต้นก าเนิด  

เซลล์ต้นก าเนิดเป็นเซลล์ที่มีคุณสมบัติเฉพาะที่แตกต่างจากเซลล์อื่นในร่างกาย กล่าวคือ 
สามารถแบ่งตัวและสร้างตัวเองขึ้นมาใหม่ ได้อย่างไม่มีขีดจ ากัด เซลล์ต้นก าเนิดจะอยู่ในสภาพที่
ไม่เฉพาะเจาะจง (unspecialized) และสามารถถูกเปลี่ยนไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่เฉพาะ เมื่ออยู่ใน
สภาวะเหมาะสม (30-31) การแบ่งตัวของเซลล์ต้นก าเนิด จะได้เซลล์ลูกที่มีลักษณะต่างกัน คือ 
เซลล์ที่มีคุณลักษณะของเซลล์ต้นก าเนิดหนึ่งเซลล์ และเซลล์อีกหนึ่งเซลล์ที่ไม่มีคุณสมบัติของ
เซลล์ต้นก าเนิด ซึ่งถูกก าหนดให้พัฒนาไปเป็นเซลล์อื่นๆที่ท าหน้าที่เฉพาะ (32)   

เซลล์ต้นก าเนิดมีบทบาทส าคัญในการเพิ่มจ านวนและพัฒนาไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าท่ีต่างๆ 
ในร่างกาย ได้แก่ เซลล์เม็ดเลือด เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ เซลล์ผิวหนัง เซลล์สมอง เป็นต้น แต่
เนื่องจากเซลล์ที่พัฒนาไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่เฉพาะแล้ว จะไม่สามารถแบ่งตัวเพิ่มจ านวนได้อีก 
หากเซลล์เหล่านั้นถูกท าลาย จากการบาดเจ็บ หรือโรคต่างๆ จะท าให้เกิดการสูญเสียการท าหน้าที่
ของอวัยวะนั้น หรือเกิดความผิดปกติขึ้นภายในร่างกาย  ดังนั้น ภายในเนื้อเยื่อต่างๆ จึงยังคงมี
เซลล์ต้นก าเนิดอาศัยอยู่ เพื่อช่วยเพิ่มจ านวนเซลล์และซ่อมแซมเนื้อเยื่อ โดยเซลล์ต้นก าเนิดเหล่านี้ 
จะอาศัยอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่เหมาะสม ในการรักษาสภาวะของความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด        
(stem cell niche) (33) 

การศึกษาวิจัยเกี่ยวกับเซลล์ต้นก าเนิด เป็นศาสตร์ที่อยู่ในความสนใจทางการแพทย์เป็น
อย่างมากในปัจจุบัน ทั้งนี้ โดยมีวัตถุประสงค์ เพื่อจะน าเซลล์ต้นก าเนิดมาพัฒนาไปใช้ในการรักษา
โรค  ตลอดจนทดแทนเนื้อเย่ือ หรืออวัยวะที่มีความผิดปกติต่างๆ เช่น โรคมะเร็งเม็ดเลือด 
(hematopoietic cancers) โรคทางเมตาบอลิก ( metabolic disorders) โรคพาร์คินสัน 
(Parkinson’s disease) โรคเบาหวาน โรคกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด และอาการบาดเจ็บของสมอง
และไขสันหลัง เป็นต้น 
การแบ่งประเภทของเซลล์ต้นก าเนิด (30-31) 
 เซลล์ต้นก าเนิดสามารถแบ่งได้ตามล าดับขั้นของพัฒนาการ (potency) ได้เป็น 3 ชนิด คือ  
 1. เซลล์ต้นก าเนิดโททิโพเทน (totipotent stem cells) เป็นเซลล์ต้นก าเนิดระยะแรกสุดพบ
ได้ในตัวอ่อนของมนุษย์ระยะไซโกต (zygote)  สามารถเปลี่ยนเป็นเซลล์ที่ท าหน้าที่เฉพาะได้      
ทุกชนิดในร่างกาย 
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 2. เซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทน (pluripotent stem cells) เป็นเซลล์ต้นก าเนิดที่เปลี่ยนมา
จากเซลล์ต้นก าเนิดโททิโพเทนพบได้ในตัวอ่อน ทารกในครรภ์ หรือสิ่งมีชีวิตที่ก าลังอยู่ในระยะ
พัฒนาสามารถพัฒนาเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ชนิดต่างๆ ของร่างกายได้ทุกชนิด ยกเว้นเซลล์
เนื้อเยื่อของรก 
 3. เซลล์ต้นก าเนิดมัลติโพเทน (multipotent stem cells) เซลล์ต้นก าเนิดที่อยู่ในเนื้อเยื่อ
เฉพาะอย่าง อวัยวะใดอวัยวะหนึ่งหรือระบบใดระบบหนึ่ง สามารถเจริญไปเป็นเซลล์ในระยะโต
เต็มที่ได้หลายชนิด เช่น เซลล์ต้นก าเนิดของเม็ดเลือด (hematopoietic stem cell) แต่มีข้อจ ากัด
เมื่อเทียบกับเซลล์ต้นก าเนิดโททิโพเทนและเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทน เนื่องจากไม่สามารถพัฒนา 
ไปเป็นเซลล์ทุกชนิดของร่างกายได้ 
 โปรเจนนิเตอร์เซลล์เป็นเซลล์ที่พัฒนาต่อจากเซลล์ต้นก าเนิดข้างต้นมีคุณลักษณะอยู่ใน
ระยะกึ่งกลางระหว่างเซลล์ต้นก าเนิดและเซลล์ที่มีการแปรสภาพแล้ว มีความสามารถเปลี่ยนแปลง
ไปเป็นเซลล์ต่างๆ ได้ เมื่อถูกกระตุ้นด้วยสารที่เหมาะสม พบได้ตามอวัยวะต่างๆ ของร่างกาย เมื่อมี
บาดแผลหรืออันตรายต่อเนื้อเยื่อโปรเจนนิเตอร์เซลล์จะแปรสภาพไปเป็นเซลล์เฉพาะของเนื้อเยื่อ
นั้นๆ เพื่อท าการซ่อมแซม  โดยมีข้อจ ากัดในการแปรสภาพ และไม่สามารถแบ่งตัว เพื่อให้เซลล์ลูก
ที่มีคุณสมบัติเดิมเหมือนเซลล์แม่ได้  อาจมีบางกรณีที่มีการแบ่งตัวได้เซลล์ลูกที่เหมือนกับเซลล์แม่ 
แต่ความสามารถในการแบ่งตัวแบบนี้จะมีขีดจ ากัด (34) 

นอกจากน้ีเซลล์ต้นก าเนิดยังแบ่งตามแหล่งที่มาได้ 2 ชนิด เป็น   
1. เซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อน เป็นเซลล์ซึ่งได้มาจากอินเนอร์เซลล์แมส (inner cell mass) 

ของ บลาสโตซิสต์ จากตัวอ่อน หรือเนื้อเยื่อของทารกในครรภ์ จัดเป็นเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทน   
2. เซลล์ต้นก าเนิดในผู้ใหญ่ เป็นเซลล์ต้นก าเนิดท่ีพบกระจายอยู่ตามเนื้อเยื่อ และอวัยวะ

ต่างๆ ในสิ่งมีชีวิตที่พัฒนาไปเกินกว่าระยะตัวอ่อนแล้ว แต่ยังคงลักษณะความเป็นเซลล์ที่ไม่พัฒนา
ไปเป็นเซลล์จ าเพาะชนิดใดชนิดหน่ึง  เซลล์เหล่านี้มีศักยภาพในการแบ่งตัวไปได้เรื่อยๆ เป็น
เวลานานหรือตลอดชีวิต และพัฒนาไปเป็นเซลล์ที่จ าเพาะทดแทนเซลล์ที่ตายและถูกท าลาย ของ
อวัยวะนั้นๆ ได้  

 ในปัจจุบันมีการน าเซลล์ต้นก าเนิดในผู้ใหญ่มาใช้ประโยชน์กันอย่างแพร่หลาย ได้แก่ เซลล์
ต้นก าเนิดเม็ดเลือดในไขกระดูก และเซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือดจากสายสะดือทารก โดยใช้ในการ
ปลูกถ่ายไขกระดูกเพื่อรักษาโรคเลือด เช่น โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ภาวะซีด โรคที่เกิดจาก
ภูมิคุ้มกันต่อต้านตนเองหรือภาวะภูมิคุ้มกันบกพร่อง เป็นต้น ( 31) นอกจากน้ียังมีเซลล์อื่นๆ ที่
ได้รับความสนใจ ได้แก่ เซลล์ต้นก าเนิดจากฟัน เซลล์ต้นก าเนิดที่ผิวหนัง เซลล์ต้นก าเนิดที่กระจกตา 
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แต่มีข้อจ ากัดหลายประการในการน าเซลล์ต้นก าเนิดมาใช้ในทางคลินิก คือ การเก็บเซลล์ต้น
ก าเนิดจากเนื้อเยื่อผู้ใหญ่ยังท าได้ยากในทางปฏิบัติ เช่น จ านวนเซลล์ต้นก าเนิดท่ีจ ากัด วิธีการเก็บ
ที่ท าได้ยากอาจเกิดอันตรายต่อมนุษย์ผู้ที่บริจาคหากยังมีชีวิตอยู่ คุณภาพของเซลล์ต้นก าเนิดที่
เสื่อมลงตามวัย (3 5) และปัญหาจากปฏิกิริยาภูมิคุ้มกันต่อเซลล์แปลกปลอมของร่างกาย เมื่อจะ
น าไปปลูกถ่าย  

เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันเป็นแหล่งของเซลล์ต้นก าเนิดอีกทางเลือกหนึ่ง ซึ่งได้รับ
ความสนใจในปัจจุบัน โดยเฉพาะเนื้อเยื่อในฟันน้ านม (1) เนื่องจากสามารถเก็บได้ง่าย สะดวก 
และก่อให้เกิดการบาดเจ็บได้น้อยกว่าการเก็บเซลล์ต้นก าเนิดจากแหล่งอื่นๆ  

 
เซลล์ต้นก าเนิดจากฟัน (dental stem cell) 
 มีการศึกษาเซลล์ต้นก าเนิดในผู้ใหญ่หลายชนิดท่ีแยกได้จากฟัน ได้แก่  เซลล์ต้นก าเนิด
จากเนื้อเยื่อในฟันแท้ (16) เซลล์ต้นก าเนิดจากเอ็นยึดปริทันต์ (periodontal ligament stem cells) 
(36) เซลล์ต้นก าเนิดจากปุ่มก าเนิดฟันปลายราก (stem cells from apical papilla) (37) ที่ได้จาก
บริเวณเนื้อเยื่ออ่อน ที่อยู่บริเวณปลายรากของฟันแท้ที่ก าลังมีการเจริญและ เซลล์ต้นก าเนิดจาก
เนื้อเยื่อในฟันน้ านม (7) ซึ่งเป็นเซลล์ต้นก าเนิดในผู้ใหญ่ชนิดเดียวที่ได้จากฟันน้ านม 
 เซลล์ต้นก าเนิดจากฟันทั้ง  4 ชนิด มีคุณสมบัติของเซลล์ต้นก าเนิดมัลติโพเทน เนื่องจากมี
การแสดงออกของโปรตีนที่แสดงถึงเซลล์ต้นก าเนิดเมเซนไคม์ ได้แก่ ซีดี 13 (CD13) ซีด2ี9 (CD29) 
ซีดี44 ซีดี73 ซีดี90 ซีดี105 และสามารถแปรสภาพไปเป็นเซลล์อื่นๆได้หลายชนิด (38)  
 เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันแท้สามารถแปรสภาพไป เป็นเซลล์คล้ายเซลล์สร้างเนื้อฟัน 
เซลล์สร้างกระดูก เซลล์ไขมัน เซลล์ประสาท เซลล์กล้ามเนื้อ เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ และเซลล์
กระดูกอ่อน   นอกจากน้ีเมื่อทดลองปลูกถ่ายเซลล์เนื้อเยื่อในฟัน ร่วมกับไฮดร็อกซีอะพาไทต์ /    
ไตรแคลเซียมฟอสเฟต (hydroxyapatite/tricalcium phosphate) ในสัตว์ทดลองสามารถแปรสภาพ
ไปเป็นเนื้อเย่ือที่มีโครงสร้างคล้ายเนื้อฟันและเนื้อเยื่อในฟัน (dentine pulp-like tissue) (16,39)  
เซลล์ต้นก าเนิดจากเอ็นยึดปริทันต์สามารถแปรสภาพไปเป็นเซลล์สร้างเคลือบรากฟัน  
(cementoblast) (40) เซลล์สร้างกระดูกเซลล์กระดูกอ่อน เซลล์ไขมัน และเซลล์ประสาทได้  
(6,38,41)  เซลล์ต้นก าเนิดจากปุ่มก าเนิดฟันปลายรากมีความสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการสร้าง
ปลายรากต่อได้ในฟันที่เกิดการติดเชื้อ และปลายรากยังไม่ปิด (38) และสามารถแปรสภาพไปเป็น
เซลล์กระดูก เนื้อฟัน เซลล์ไขมัน เซลล์สร้างกระดูกอ่อน และเซลล์ประสาทได้ (42)  
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เนื้อเยื่อในฟัน 
 เนื้อเยื่อในฟันมีต้นก าเนิดจากเซลล์นิวรัลเครส  ( neural crest cell) (43) เป็นเนื้อเยื่อยึด
ต่ออยู่บริเวณแกนกลาง ล้อมรอบด้วยเนื้อฟัน เคลือบฟันและเคลือบรากฟัน ท าหน้าที่สร้างเนื้อฟัน 
เป็นแหล่งของสารอาหารให้กับเนื้อฟัน รับส่งสัญญาณความรู้สึก เพื่อป้องกันอันตรายต่อฟัน และ
สามารถซ่อมแซมเนื้อฟันเดิมที่ถูกท าลายไป ประกอบด้วยส่วนหลัก 2 ส่วน ได้แก่ ส่วนประกอบ
นอกเซลล์ (extracellular compartment) และเซลล์ต่างๆ 

1. ส่วนประกอบนอกเซลล์หรือเมทริกซ์ ( matrix)  ประกอบด้วยเส้นใยคอลลาเจน (collagen 
fibers) และสารเนื้อพื้น (ground substance) เส้นใยคอลลาเจนส่วนใหญ่เป็นชนิดที่ 1 และชนิดที่ 
3  ในปริมาณร้อยละ 56 และ 41 ตามล าดับ (44) มีความหนาแน่นที่บริเวณปลายราก (apical) 
มากที่สุด ท าหน้าที่ค้ าจุนเซลล์  เส้นใยคอลลาเจนจะมีปริมาณมากขึ้นตามอายุของฟันที่มากขึ้น 
สารเนื้อพื้นประกอบด้วย ไกลโคสอะมิโนไกลแคน ( glycosaminoglycans) โปรตีโอไกลแคน 
(proteoglycan) และน้ า ท าหน้าที่เป็นสื่อกลางในการขนส่งสารต่างๆ ระหว่างหลอดเลือดกับเซลล์  

2. ส่วนประกอบที่เป็นเซลล์ต่างๆ ได้แก่ เซลล์สร้างเนื้อฟัน  (odontoblast) เซลล์สร้างเส้นใย  
(fibroblast) เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน (immunocompetent cells) เช่น แมกโครแฟจ
(macrophages) ลิมโฟไซต์ (lymphocytes) เซลล์ใยประสาทน าเข้า ( dendritic cells) เซลล์ที่ยัง
ไม่มีการเปลี่ยนแปลงไปท าหน้าที่ใดๆ (undifferentiated mesenchymal cells) นอกจากน้ีใน
เนื้อเยื่อโพรงฟัน ยังประกอบด้วย หลอดเลือด และเส้นประสาท ซึ่งผ่านเข้ามาทางรูเปิดปลายราก  
(apical foramen) 

เซลล์สร้างเส้นใยเป็นเซลล์ที่มีจ านวนมากที่สุดในเนื้อเย่ือในโพรงฟัน พบมากบริเวณ
ส่วนตัวฟัน ท าหน้าที่สร้างและรักษาสมดุลส่วนของนอกเซลล์หรือเมทริกซ์คือ เส้นใยคอลลาเจน 
และสารเนื้อพื้น  

เซลล์ที่ยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงไปท าหน้าที่ใดๆ เป็นแหล่งของเซลล์ในการซ่อมแซมเนื้อฟัน
โดยเซลล์ที่ยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงไปท าหน้าที่ใดๆ ที่อยู่ในโพรงฟันจะสามารถแปรสภาพไปเป็น
เซลล์คล้ายเซลล์สร้างเนื้อฟัน และสร้างเนื้อเยื่อแข็งที่คล้ายเนื้อฟันมาซ่อมแซมบริเวณรอยต่อ
ระหว่างเนื้อเยื่อในโพรงฟันและเนื้อฟัน หรือสามารถแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเส้นใยได้ ขึ้นอยู่กับ
สิ่งกระตุ้น มักพบบริเวณที่มีเซลล์มาก (cell-rich area) และแกนเนื้อเยื่อใน (pulp core) ซึ่ง
สัมพันธ์กับบริเวณที่มีหลอดเลือดอยู่  เซลล์ที่ยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงไปท าหน้าที่ใดๆ เหล่านี้ จะมี
จ านวนลดลง เมื่อฟันมีอายุมากขึ้น ดังนั้นท าให้ความสามารถในการซ่อมแซมหรือสร้างใหม่ของ
เนื้อเยื่อในฟันลดลงด้วย (45) 
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เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านม 
 เนื้อเยื่อในฟันของฟันน้ านมที่ก าลังจะหลุดเป็นแหล่งของเซลล์ต้นก าเนิดอีกแหล่งหนึ่งที่มี
คุณสมบัติใกล้เคียงกับเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันแท้ โดยการเพาะเลี้ยงเซลล์จากเนื้อเย่ือใน
ฟันน้ านมแต่ละซี่ให้เซลล์จ านวน 12-20 เซลล์ ที่สามารถสร้างโคโลนี  (colony) ได้ (7)  มีอัตราการ
แบ่งตัวเพิ่มจ านวนได้อย่างต่อเนื่อง และสามารถถูกเหนี่ยวน าให้แปรสภาพไปเป็นเซลล์ต่างๆได้
หลายชนิด เช่น เซลล์สร้างกระดูก เซลล์สร้างเนื้อฟัน เซลล์กระดูกอ่อน เซลล์ไขมัน เซลล์กล้ามเนื้อ 
เซลล์ประสาท เซลล์เนื้อเยื่อบุหลอดเลือด  (vascular endothelial cell) (20) และเซลล์ตับ  (46) 
เป็นต้น นอกจากน้ียังมีการแสดงออกของโปรตีนหลายชนิด เช่น ซีดี 13 ซีดี29 ซีด4ี4 ซีดี73 ซีดี90 
ซีดี105 ซีด1ี46 และ ซีดี166 (CD-166) 
 เมื่อปลูกถ่ายเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านมในหนู พบว่าสามารถแปรสภาพไป
เป็น เซลล์กระดูก และ เซลล์ประสาทได้ โดยเซลล์สามารถมีชีวิตอยู่ในเดนเตทไจรัส ( dentate 
gyrus) ในฮิปโปแคมปัส ( hippocampus) ของหนูได้มากกว่า 10 วัน โดยมีการแสดงออกของ
โปรตีน นิวรัลมาร์กเกอร์ (neural marker) เช่น เอ็นเอฟเอ็ม (NFM) (7) 

เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านม มีคุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดที่มีระดับการ
แปรสภาพน้อยกว่า (immature) หรือมีความใกล้เคียงกับเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทน (pluripotent 
stem cell) มากกว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันแท้ เช่น  มีรูปร่างลักษณะกลมมนกว่า  (14) 
มีอัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนสูงกว่า (15) ตลอดจนมีการแสดงออกของโปรตีนที่พบในเซลล์ต้น
ก าเนิดของตัวอ่อนหรือเซลล์ต้นก าเนิดพลูริโพเทน เช่น ออกเทเมอร์ -4 ซ็อค-2 นาน็อก และ เร็กซ์ -1 
มากกว่าเซลล์จากเนื้อเยื่อในฟันแท้ (13) 
 
เร็กซ์-1 
 เร็กซ์-1หรือ ซิงค์ฟิงเกอร์โปรตีน  42 (ZFP42) เป็นอะซิดิกซิงค์ฟิงเกอร์โปรตีน (acidic zinc 
finger protein) ท าหน้าที่เป็น ทรานสคริปชันแฟกเตอร์ (transcription factor) หรือโปรตีนที่ท า
หน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่นๆ  พบครั้งแรกในสายพันธุ์ของเซลล์เอฟ 9เทราโตคาซิโนมา 
(F9 teratocarcinoma cell line)  
 ต่อมาพบการแสดงออกในเซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อน  ที่อินเนอร์เซลล์แมส หลังจากตัวอ่อน
ฝังตัวแล้ว การแสดงออกของเร็กซ์-1 จะลดลง หน้าที่ของยีนเร็กซ์ -1ยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัด แต่สิ่งที่
น่าสังเกตคือ การแสดงออกของยีนนี้จะลดลง เมื่อกระตุ้นเซลล์ให้เซลล์แปรสภาพด้วยเรติโนอิกแอซิด 
(retinoic acid) (47) ดังนั้น ยีนนี้จึงได้ชื่อว่า Rex ซึ่งย่อมาจาก reduced expression 
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 เร็กซ์ -1สามารถพบได้ในเซลล์ผู้ใหญ่ โดยท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการควบคุม การแบ่งตัว
เพิ่มจ านวน และการแปรสภาพของเซลล์ต้นก าเนิดที่ได้จากเลือดของสายสะดือในมนุษย์ (human 
blood-derived MSCs) หากกดการแสดงออกของเร็กซ์-1 ในเซลล์ จะท าให้อัตราการแบ่งตัวเพิ่ม
จ านวนลดลง รวมทั้งลดการเกิดการแปรสภาพไปเป็นเซลล์กระดูก ดังนั้นเร็กซ์ -1จึงมีบทบาท
สนับสนุนการเจริญของเซลล์ต้นก าเนิดชนิดเมเซนไคม์ (48) แม้ว่าการกดการแสดงออกของเร็กซ์-1
มีผลลดความสามารถของเซลล์ในการแปรสภาพ แต่ผลการทดลองในหนูที่ไม่มีการแสดงออกของ
เร็กซ์-1พบว่า ท้ังเพศผู้และเพศเมีย มีพัฒนาการและสามารถสืบพันธุ์ได้ตามปกติ ดังนั้นอาจมียีน
อ่ืนที่ท าหน้าที่ทดแทนเร็กซ์-1ได้ (49) 
  นอกจากน้ีเร็กซ์ -1 ถูกใช้เป็นมาร์กเกอร์ชนิดหนึ่ง ที่บ่งชี้คุณลักษณะของความเป็นเซลล์ต้น
ก าเนิดพลูริโพเทน แสดงออกในเซลล์ต้นก าเนิดท่ียังไม่มีการแปรสภาพ พบได้ในเซลล์ตัวอ่อน  
เซลล์สืบพันธุ์ (germ cell) (50) เนื้องอกของเซลล์สืบพันธุ์ (germ cell neoplasms) (51)  เซลล์
น้ าคร่ า (human amniotic fluid cell) (52) เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันแท้ และฟันน้ านม 
(13) เป็นต้น   
 
การเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิด 
 การศึกษาเซลล์ต้นก าเนิดในผู้ใหญ่ต้องเพิ่มจ านวนเซลล์ในห้องปฏิบัติการ เนื่องจาก 
จ านวนเซลล์ที่ได้จากเนื้อเยื่อไม่เพียงพอต่อการน ามาใช้  จากการศึกษาเซลล์เนื้อเยื่อในโพรงฟัน
ของหนู พบว่าอัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์จะมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ใน
ระยะยาว  โดยอัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์จะลดลงจากรุ่นที่ 1 ถึงรุ่นที่ 7 จากนั้นค่อยๆ
เพิ่มขึ้นจนถึงรุ่นที่ 20 (53)  ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านมจนถึงรุ่นที่ 19 
มีอัตราการแบ่งตัวช้ากว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในโพรงฟันแท้  (14) ซึ่งแตกต่างจากการศึกษา
อ่ืนๆ ที่มักแสดงว่าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านมมีอัตราการแบ่งตัวที่สูงกว่าเซลล์ต้น
ก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันแท้  นอกจากน้ีการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านม
จนถึงรุ่นที่ 19 ไม่พบการแปรสภาพไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าท่ีเฉพาะเจาะจงใดๆ (spontaneous 
differentiation) การเปลี่ยนแปลงนี้ส่วนหนึ่งน่าจะเกิดจากสภาวะที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์นั้น ไม่
เหมาะสมหรือไม่สามารถคงสภาพความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดให้เซลล์ที่เพาะเลี้ยงได้  
 
เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์  
 เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ หรือไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์-2 เป็นโกรทแฟกเตอร์ 
ชนิดหน่ึงที่อยู่ในตระกูลของไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์พบได้ในเซลล์และเนื้อเยื่อต่างๆ ได้แก่ 
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เนื้อเยื่อบุโพรงหลอดเลือดฝอย (endothelial capillary) เซลล์ประสาท เซลล์เรตินา เซลล์กระจกตา 
เลนส์ตา รก และแมกโครแฟจ เป็นต้น (54) มีบทบาทในการสร้างหลอดเลือดใหม่ และซ่อมแซม
เนื้อเยื่อของบาดแผล (55) นอกจากน้ีอาจมีความเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของตัวอ่อน
เนื่องจากพบการแสดงออกของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ที่สมองในตัวอ่อนของไก่ จากนั้น
การแสดงออกจะลดลงเมื่อตัวอ่อนมีการพัฒนามากขึ้น (56)  
 การท างานของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ เกิดผ่านวิถีการส่งสัญญาณ  (signaling 
pathway) เข้าสู่นิวเคลียสของเซลล์ โดยเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์จับกับตัวรับที่ผิวเซลล์ 
ซึ่งมี 4 ชนิด ได้แก่ เอฟจีเอฟอาร์ 1 (FGFR1) เอฟจีเอฟอาร์2 (FGFR2) เอฟจีเอฟอาร์ 3 
(FGFR3)และ เอฟจีเอฟอาร์4 (FGFR4) มีผลเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโต การแปรสภาพของเซลล์ 
และการตอบสนองของเซลล์ต่อสภาวะการเพาะเลี้ยง (57) 
 เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ถูกน ามาใช้ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นก าเนิดหลายชนิด 
ได้แก่ เซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือด  (hematopoietic stem cell) เซลล์ต้นก าเนิดประสาท (neural 
stem cell) และเซลล์ต้นก าเนิดของตัวอ่อน (embryonic stem cell) เพื่อคงความสามารถในการ
แบ่งตัวและสร้างตัวเองขึ้นมาใหม่ ได้อย่างไม่มีขีดจ ากัด  (58) ซึ่งเซลล์ต้นก าเนิดจากตัวอ่อน
สามารถคงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด โดยไม่มีการแปรสภาพไปเป็นเซลล์อื่นๆ ที่ท าหน้าที่
เฉพาะเจาะจง    เมื่อเพาะเลี้ยงในระยะยาวด้วย เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ โดยปราศจาก
โกรทแฟกเตอร์ชนิดอ่ืนๆ (59)  

 ผลของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ต่อเซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันแท้  คือท า
ให้มีการแสดงออกของมาร์กเกอร์ของเซลล์ต้นก าเนิด ได้แก่ ออกเทเมอร์ -4  เร็กซ์ –1 และนาน็อก
เพิ่มมากขึ้น  ในสภาวะที่ถูกเหนี่ยวน าให้แปรสภาพไปเป็นเซลล์ประสาท  นอกจากน้ี  เบสิกไฟโบรบ
ลาสต์โกรทแฟกเตอร์ สามารถกระตุ้นให้เซลล์ต้นก าเนิดจากเนื้อเยื่อในฟันแท้ การแปรสภาพไปเป็น
เซลล์ประสาทได้มากขึ้น แต่ยับยั้งการสะสมแร่ธาตุ  (mineralization) ในสภาวะที่ถูกเหนี่ยวน าให้
เซลล์แปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนื้อเยื่อแข็ง (29)  

 เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมร่วมกับเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ที่ความ
เข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่ามีการแสดงออกของซีดี 31 (CD31) ซึ่งเป็นมาร์กเกอร์ที่
เกี่ยวข้องกับเซลล์เนื้อเยื่อบุโพรง  (endothelial cell marker) (60) และส่งเสริมให้เกิดเส้นใย
คอลลา เจน บริเวณเนื้อเยื่อของบาดแผลมากกว่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ปกติ (61) 
แสดงให้เห็นว่าเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ อาจมีความสามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์เนื้อเยื่อ
ในฟันน้ านมแปรสภาพไปเป็นเซลล์หลอดเลือด และส่งเสริมให้มีการหายของบาดแผลได้  
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บทที่ 3 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 
 

ประชากรเป้าหมาย 
เซลล์เพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อในฟันน้ านมที่ไม่มีรอยผุและรอยโรคปลายรากฟันของ

เด็กปกติ ที่ไม่มีโรคประจ าตัว  
 

ประชากรตัวอย่าง 
กลุ่มศึกษา 

เซลล์จากเนื้อเย่ือในฟันน้ านมที่ไม่มีรอยผุและรอยโรคปลายรากฟัน ของเด็กปกติ
ไม่มีโรคประจ าตัว เพศชายและหญิง อายุระหว่าง 6 -12 ปี ที่มารับการถอนฟันน้ านมตาม
แผนการรักษาทางทันตกรรมได้แก่ การถอนเพื่อการจัดฟันและฟันน้ านมหลุดช้า 
(prolonged retention) ที่คลินิกทันตกรรมส าหรับเด็ก คณะทันตแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรดที่ เติม 
เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์  
กลุ่มควบคุม 

เซลล์จากเนื้อเย่ือในฟันน้ านมที่ไม่มีรอยผุและรอยโรคปลายรากฟัน  ของเด็กปกติ
ไม่มีโรคประจ าตัว เพศชายและหญิง อายุระหว่าง 6 -12 ปี ที่มารับการถอนฟันน้ านมตาม
แผนการรักษาทางทันตกรรมได้แก่ การถอนเพื่อการจัดฟันและฟันน้ านมหลุดช้า 
(prolonged retention)    ที่คลินิกทันตกรรมส าหรับเด็ก คณะทันตแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรด 
หมายเหตุ 

ขั้นตอนกระบวนการขอความยินยอมจากผู้ปกครองของอาสาสมัครเด็ก กระท าที่
ที่คลินิกภาควิชาทันตกรรมส าหรับเด็ก จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยผู้วิจัยเป็นผู้อธิบาย
ให้ข้อมูล ความเสี่ยงและประโยชน์ แก่ผู้ปกครองและอาสาสมัครเด็ก ตลอดจนตอบข้อ
ซักถาม หลังจากนั้นให้เวลาผู้ปกครองและอาสาสมัครเด็กตัดสินใจโดยอิสระ ก่อนลงนาม
ให้ความยินยอมด้วยความเต็มใจ 
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จ านวนตัวอย่าง 
เซลล์ที่น ามาใช้ในการทดลองได้จากเนื้อเยื่อในฟันน้ านมของเด็กปกติ อย่างน้อย 3 ซี่จาก

ตัวอย่างที่ไม่ใช่บุคคลเดียวกัน โดยในแต่ละการทดลองท าซ้ า 3 ครั้ง ในแต่ละกลุ่มการทดลอง คือ 
เซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรดที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ 
(กลุ่มศึกษา) และเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรด (กลุ่มควบคุม) 
 
สถานที่ท าการวิจัย 
 หน่วยปฏิบัติการวิจัยเนื้อเยื่ออนินทรีย์ คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
 
เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 
 วัสดุ 

1. อาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: DMEM, 
Gibco, USA) ชนิดที่มีฟีนอลเรด (Phenol red)  และไม่มีฟีนอลเรด 

2. ซีรัมจากฟีตัสวัว (Fetal bovine serum; FBS, Gibco, USA) 
3. แอลกลูตามีน (L-glutamine, Invitrogen, USA) 
4. เพนนิซิลินจีโซเดียม (Penicillin G sodium, Invitrogen, USA) 
5. สเตรปโตมัยซินซัลเฟต (Streptomycin sulfate, Invitrogen, USA) 
6. แอมโฟเทอริซินบี (Amphotericin B, Invitrogen, USA) 
7. เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ (Basic fibroblast growth factor, Invitrogen, 

USA) 
8. เอนไซม์ทริพซินอีดีทีเอร้อยละ 0.25(0.25% Trypsin-EDTA, Gibco, USA) 
9. เอนไซม์คอลลาจิเนส ชนิดที่ 1 (Type I collagenase, Gibco, USA) 
10. ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เซลายน์ที่ปราศจากเชื้อ (Sterile Phosphate Buffer Saline: 

PBS) 
11. น้ ากลั่น 

12. สารละลายบัฟเฟอร์ฟอร์มาลินร้อยละ 10 (10% buffered formalin, MERCK, 
germany) 

13. เมทธิลินบลู (methyline blue, Sigma, USA) 
14. เอ็มทีที  (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide: MTT, 

Sigma, USA) 
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15. ดีเอ็มเอสโอ (Dimethylsulfoxide: DMSO) 
16. สารละลายไตรซอล (TRIzol, Gibco, USA) 
17. คลอโรฟอร์ม (Chloroform) 
18. ไอโซโพรพานอล (Isopropanol) 
19. อะกาโรส (Agarose) 
20. ไพร์มเมอร์ส าหรับ18เอส (Primers for 18S) 
21. ไพร์มเมอร์ส าหรับยีนเร็กซ์-1(Primers for REX-1) 
22. น้ าปราศจากเอนไซม์นิวคลีเอส (Nuclease free water) เอนไซม์ที่ย่อยกรดนิวคลิอิก 

23. ชุดสังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ 

24. เอนไซม์แทคโพลีเมอเรส (Taq polymerase) เอนไซม์ส าหรับขยายสัญญาณใน 
PCR 

25. ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไทรฟอสเฟต (Deoxyribonucleotidetriphosphate, 
dNTP) 

26. หลอดพลาสติกส าหรับเก็บฟันมีฝาเกลียวขนาด 5 มล. 
27. หลอดเหวี่ยงขนาด 0.5 และ1.5 มิลลิลิตร (microcentrifuge tube) 

28. หลอดพีซีอาร์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร (PCR tube)  
29. ทิปใช้ครั้งเดียวท้ิงส าหรับปิเปตอัตโนมัติขนาด 10 200 1000 ไมโครลิตร

(Disposable pipette tip) 
30. ถุงมือยางใช้ครั้งเดียวทิ้ง (Disposable latex glove)  
31. จานเลี้ยงเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 35, 60และ 100 มิลลิเมตร (35, 60, 100 mm 

culture dish) 
32. จานเลี้ยงเซลล์แบบ 24 หลุม (24-well plate) 

 อุปกรณ ์
1. ตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ (CO2 incubator) 
2. ตู้ปฏิบัติการปลอดเชื้อ (Laminar flow Hood) 
3. เครื่องอ่านค่าบนไมโครเพลท (microplate reader; ELx800; BIO-TEK® ) 

4. เครื่องวิเคราะห์โปรตีนและสารพันธุกรรม นาโนดรอป (NanoDrop™ ) 

5. เครื่องสั่นไฟฟ้า (Vortex; Genie2; Scientific Industries, USA) 
6. เครื่องเหวี่ยง (Centrifuge; Sigma, 101; Western Germany) 
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7. เครื่องเหวี่ยงความเร็วสูง (High speed centrifuge; Sorvall, Super T 21; Dupont 
Company, USA) 

8. เครื่องเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge; Hero lab, Microcen 13; Hero lab 
GmbH, Germany) 

9. เครื่องหมุนความเร็วต่ า (Low speed rotor) 
10. เครื่องเขย่า (Shake ‘n’ stack hybridization oven; Hybaid, HBOVCST220; 

Hybaid Limited, UK) 
11. เครื่องนับจ านวนเซลล์ (Haemocytometer) 
12. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
13. เครื่องน าความร้อนชนิดหลุม (Heating block) 
14. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ (Polymerase chain reaction, PCR: PCR 

system Tpersonal, Biometra) 
15. เครื่องแยกอาร์เอ็นเอด้วยไฟฟ้าชนิดแนวนอน (Horizontal electrophoresis 

apparatus) 
16. เครื่องชั่งไฟฟ้า (analytical balance) 
17. กรรไกรชนิดสแตนเลสตัดเนื้อเยื่อ 
18. ปากคีบสแตนเลสชนิดปลายแหลม 
19. กล้องจุลทรรศน์ (Phase contrast light microscope) 

20. กล้องถ่ายภาพฟูจิฟิล์ม(Fujifilm) 
 
ขั้นตอนการด าเนินการวิจัย 
1. การเก็บฟันตัวอย่างก่อนการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

ภายหลังถอนฟันเก็บฟันตัวอย่าง ใส่ลงในหลอดพลาสติกที่มีฝาเกลียวปิดสนิท 
ภายในบรรจุอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรด โดยเก็บตัวอย่างที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียสและน ามาเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใน 24 ชั่วโมง   

2. การเพาะเลี้ยงเซลล์ (cell culture) 
2.1 ท าความสะอาดฟันด้วย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เซลายน์ที่ปราศจากเชื้อ เพื่อก าจัดเลือด

และสิ่งสกปรกออกจากตัวฟัน จากนั้นดึงเนื้อเยื่อออกจากฟัน น ามาตัดเป็นชิ้น
เล็กๆ ขนาดประมาณ 1x1 มิลลิเมตรน าไปย่อยด้วยเอนไซม์คอลลาจีเนส ชนิดที่ 1 
ที่ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
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ชั่วโมง       โดยวางบนเครื่องหมุนความเร็วต่ า จากนั้นน าไปเหวี่ยงที่ความเร็ว 
2000 รอบต่อนาที      ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และน าส่วน
ตกตะกอนไปเพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงขนาด 35 มิลลิเมตร ในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็ม
อีเอ็มที่มีฟีนอลเรด โดยเลี้ยงในตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์วันเว้นวัน  

2.2 เมื่อเซลล์เติบโตเต็มจานเลี้ยง เซลล์จะถูกเปลี่ยนถ่ายลงจานใหม่ โดยการย่อยด้วย   
เอนไซม์ทริพซิน-อีดีทีเอ ซึ่งจะย่อยเซลล์ให้หลุดออกจากพื้นผิวของจานเลี้ยง นับ
จ านวนเซลล์ด้วยแผ่นสไลด์นับเซลล์ (hemacytometer) จากน้ันน าเซลล์ที่ได้ไป
เพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงชุดใหม่ที่ความหนาแน่นประมาณ 5x104 เซลล์ /ตาราง
เซนติเมตร เมื่อเซลล์มีจ านวนมากขึ้น และมีการเรียงตัวหนาแน่นในจานเพาะเลี้ยง   
จึงท าการหว่านเซลล์ใหม่ทุก 5-7 วัน 

2.3 เมื่อเพาะเลี้ยงจนถึงเซลล์ในรุ่นที่ 2 เซลล์จะถูกเปลี่ยนถ่ายลงจานเลี้ยงขนาด 60 
มิลลิเมตร เซลล์จะถูกแบ่งเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มควบคุมเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์
ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรด กลุ่มศึกษาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่มี
ฟีนอลเรด ผสมกับเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร เซลล์ที่ใช้ส าหรับการทดลองเป็นเซลล์รุ่นที่ 5 และ10  

3. การวัดปริมาณเซลล์ด้วยเทคนิคเอ็มทีที  
3.1 เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมถูกหว่านลงในจานเลี้ยงเซลล์แบบหลุม ปริมาณ 

1.25x104 เซลล์ต่อหลุม จ านวน 24 หลุม โดยแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ทั้งในกลุ่ม
ศึกษาและกลุ่มควบคุม ตามระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเซลล์ ได้แก่ 1 3  และ 7 
วัน กลุ่มละ 3 หลุม โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์วันเว้นวัน เมื่อครบตาม
ก าหนดเวลาดังกล่าวเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งสองกลุ่ม เป็นอาหารเลี้ยงเซลล์
ดีเอ็มอีเอ็มชนิดที่ไม่มีฟีนอลเรด และมีเอ็มทีทีที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0.5  มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร  

3.2 น าไปเพาะเลี้ยงในตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบก าหนดเวลาดูด
อาหารเลี้ยงเซลล์ออกแล้วเติมดีเอ็มเอสโอปริมาณ 900 ไมโครลิตรและสารละลาย
ไกลซีนบัฟเฟอร์ปริมาณ 125 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมของจานเลี้ยงเซลล์เพื่อ
ละลายผลึกฟอร์มาซาน ( formazan) ที่เซลล์สร้างขึ้นจากสารละลายเอ็มทีที เขย่า
ให้สีของสารละลายเข้ากัน   
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3.3 น าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องอ่านค่าบนไมโครเพลท ที่ความยาว
คลื่นแสง 570 นาโนเมตร จากนั้นแปลงค่าการดูดกลืนแสงเป็นจ านวนเซลล์
ตามกราฟมาตรฐานที่สร้างขึ้น  จากการวัดความสามารถในการเปลี่ยนเอ็มทีที
เป็นผลึกฟอร์มาซานของเซลล์ที่ทราบจ านวน และปรับเป็นจ านวนเซลล์  

4. การวัดหน่วยการสร้างโคโลนี (colony-forming unit assay) 
เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมถูกหว่านในจานเลี้ยงเซลล์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 60 
มิลลิเมตร ปริมาณ 500 เซลล์ จ านวน 3 กลุ่ม  ทั้งในกลุ่มศึกษาและกลุ่ม
เปรียบเทียบ  เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 14 วัน โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์วันเว้นวัน 
เมื่อครบก าหนด เติมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ฟอร์มาลินร้อยละ 10 เป็นเวลา 10 
นาที ล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เซลายน์ 2 ครั้ง และย้อมสีด้วยเมทธิลีนบลู 
น ามานับจ านวนโคโลนีภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดย 1 โคโลนี ประกอบด้วยเซลล์
มากกว่าหรือเท่ากับ 50 เซลล์  

5. การวิเคราะห์ปริมาณอาร์เอ็นเอน ารหัสของยีนเร็กซ์-1ด้วยวิธีอาร์ที-พีซีอาร์  
 การเตรียมเซลล์ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณอาร์เอ็นเอน ารหัสตั้งต้น 

เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม ถูกหว่านลงในจานเลี้ยงเซลล์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  
100 มิลลิเมตร ปริมาณ 1x106 เซลล์ จานแรกเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์
ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรด และจานที่สองเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์
ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรดร่วมกับเบสิกไฟโบรบลาส ต์โกรทแฟกเตอร์ เป็นเวลา 7 
วัน โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์วันเว้นวัน  

6. การวิเคราะห์ปริมาณอาร์เอ็นเอน ารหัสด้วยวิธีอาร์ที-พีซีอาร์ 
เมื่อครบตามก าหนดเวลา 7 วัน เซลล์ถูกท าละลายด้วยสารละลายไตรซอล เพื่อ
เก็บอาร์เอ็นเอจากเซลล์ตามวิธีการบริษัทแนะน า จากนั้นวัดปริมาณอาร์เอ็นเอที่
สกัดได้ด้วยเครื่องวิเคราะห์โปรตีนและสารพันธุกรรมนาโนดรอป ที่ความยาวคลื่น
แสง 260 นาโนเมตร อาร์เอ็นเอจ านวน 1 ไมโครกรัมจากแต่ละกลุ่มทดลองถูก
น าไปผ่านกระบวนการรีเวอร์สทรานสคริปเตส (reverse transcriptase: RT) เพื่อ
สร้างคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (complementary DNA: cDNA)  แล้วขยาย
สัญญาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้เอนไซม์แทคโพลีเมอเรส      และไพร์มเมอร์ ที่
จ าเพาะต่ออาร์เอ็นเอน ารหัสของยีน เร็กซ์ -1โดยมีล าดับของเบสดังแสดงในตาราง
ท่ี 1 ใช้ยีนกลีเซอราดีไฮด์ -3-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส  (GAPDH) เป็นตัวควบคุม
ภายในของการทดลอง (internal control) ส าหรับการตรวจสอบว่าปริมาณของ
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อาร์เอ็นเอต้ังต้นที่ใช้มีปริมาณเท่ากัน  สัญญาณที่ได้จากพีซีอาร์ถูกวิเคราะห์โดย
การแยกด้วยไฟฟ้าในอะกาโรส และบันทึกภาพด้วยกล้องดิจิตอล น าไปอ่านค่า
ความเข้มด้วยโปรแกรมไซออน อิมเมจ (Scion Image-Release alpha 4.0.3.2)  

 
ตารางท่ี 1  ล าดับเบสของไพร์มเมอร์ที่จ าเพาะต่ออาร์เอ็นเอ น ารหัสของ ยีนเร็กซ์ -1 และ 
 ยีนกลีเ ซอราดีไฮด์ -3-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส (GAPDH) 
Primer Primer sequence Basepair/

Cycle 
Sequence ID 

Rex-1 Forward: 5’ AGAATTCGCTTGAGTATTCTGA3’ 
Reverse: 5’ GGCTTTCAGGTTATTTGACTGA3’ 

344/40 NM_174900.3  

GAPDH Forward: 5’ TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT3’ 
Reverse: 5’ TCACACCCATGACGAACATGG3’ 

396/22 NM_002046.3 

 
การวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการทดลองแสดงข้อมูลแบบสถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistics) ดังนี้ 
1. อัตราการแบ่งตัวของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 1 3 และ 7 วัน แสดงเป็น

ค่าเฉลี่ยของปริมาณเซลล์ + ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ในแต่ละระยะเวลาที่
เพาะเลี้ยง ของแต่ละกลุ่ม 

2.  อัตราการแบ่งตัวของเซลล์วัดจากหน่วยการสร้างโคโลนี เป็นระยะเวลา 14 วัน 
แสดงเป็นค่าเฉลี่ยของจ านวนโคโลนี + ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน  (SD) ของแต่ละ
กลุ่ม 

3. ปริมาณอาร์เอ็นเอน ารหัสของยีน แสดงเป็นสัดส่วนค่าเฉลี่ยความเข้มของยีน  
เร็กซ์-1 ต่อค่าเฉลี่ยความเข้มของ ยีนกลีเซอราดีไฮด์ -3-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส  +
ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของแต่ละกลุ่ม 

4. การเปรียบเทียบอัตราการแบ่งตัวของเซลล์ หน่วยการสร้างโคโลนี และปริมาณอาร์
เอ็นเอน ารหัสของเร็กซ์-1 ระหว่างกลุ่มศึกษา (เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมที่เลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรด ที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์) 
และกลุ่มเปรียบเทียบ (เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็ม
อีเอ็มที่มีฟีนอลเรด) ใช้วิธีทดสอบทีชนิดตัวอย่างอิสระ  (Independence sample 
t-test) หรือวิธีทดสอบของแมน-วิทนี ยู ( Mann-Whitney U test) ที่ระดับความ
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เชื่อมั่นร้อยละ 95  ขึ้นกับการกระจายของข้อมูล โดยทดสอบการกระจายของ
ข้อมูลด้วยวิธีโคลโมโกรอฟ-สเมอร์นอฟ ( One-sample Kolmogorov-Smirnov 
test)  โดยใช้โปรแกรมสถิติเอสพีเอสเอส16.0 (SPSS 16.0) 

ตารางท่ี 2  การบริหารงานวิจัย 
ใช้ระยะเวลาการศึกษาต้ังแต่เริ่มต้นจนเสร็จสิ้น ใช้เวลาประมาณ 15 เดือน 
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งบประมาณ 
 1. งบประมาณส าหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์    
  1.1 อาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่มีฟีนอลเรด                                   3,500 บาท 

 1.2 อาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่ไม่มีฟีนอลเรด                                  850 บาท 
 1.3 ฟีทอลโบวีนซีรัม                                                                       1,300 บาท 
 1.4 ยาปฏิชีวนะและยาต้านเชื้อรา                                                   1,800 บาท 
 1.5 ดีเอ็มเอสโอ                                                                              1,300 บาท 
 1.6 เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์                          10,000 บาท 
 1.7 จานเลี้ยง 
  1.7.1 ขนาด 35 มิลลิเมตร อันละ 9 บาท                                 270 บาท  
  1.7.2 ขนาด 60 มิลลิเมตร อันละ10 บาท                             2,000 บาท  
 1.8 จานเลี้ยงเซลล์แบบหลุม 
   1.8.1 ขนาด     24   หลุม   อันละ 45 บาท                           1,800 บาท 
 1.9 ทิปใช้ครั้งเดียวท้ิงส าหรับปิเปตอัตโนมัติ 
  1.9.1 ขนาด    10 ไมโครลิตร อันละ 0.6 บาท                    600 บาท 
  1.9.2 ขนาด   200    ไมโครลิตรอันละ 0.5 บาท                       500 บาท 
  1.9.3 ขนาด 1000    ไมโครลิตร อันละ 0.6 บาท                      600 บาท         

 2. งบประมาณส าหรับค่าสารเคมีต่างๆ    
  2.1 เอ็มทีที                                                                                    2,800 บาท 
 3. งบประมาณส าหรับการท าอาร์ที-พีซีอาร์   
  3.1 สารละลายไตรซอล                                                                  9,060 บาท 
  3.2 คลอโรฟอร์ม                                                                            2,800 บาท 
  3.3 ไอโซโพรพานอล                                                                       3,300 บาท 
  3.4 ชุดสังเคราะห์ซีดีเอ็นเอ                                                            24,100 บาท 
  3.5 เอนไซม์แทคโพลีเมอเรส                                                            2,500 บาท 
  3.6 ไพร์มเมอร์       
   3.6.1 เร็กซ-์1             1,000 บาท 

   3.6.2 กลีเซอราดีไฮด์-3-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส                1,000 บาท 

  3.7 อะกาโรส                                                                                 2,100 บาท 



 
 

25 

  3.8 หลอดเหวี่ยง 
   3.8.1 ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1.3 บาท                       1,300 บาท 
   3.8.2 ขนาด 0.6 มิลลิลิตร หลอดละ 0.9 บาท                          900 บาท 
   3.8.3 หลอดพีซีอาร์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร  หลอดละ1.5 บาท   1,500 บาท 

4. งบประมาณส าหรับการจัดท าเอกสาร                                  2,000 บาท 
                      รวม           78,880           บาท 
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
ผลการเปรียบเทียบ 
1. การศึกษาอัตราการแบ่งตัวของเซลล์โดยการวัดหน่วยการสร้างโคโลนี  
 ผลการศึกษาอัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม โดยการวัดหน่วย
การสร้างโคโลนี ที่ระยะเวลา 14 วัน พบว่าเซลล์ในกลุ่มควบคุม  ( กลุ่มเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม) รุ่นท่ี 10 มีการสร้างจ านวนโคโลนีที่ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์จากรุ่นที่ 5 โดย
สร้างได้ จ านวน 10.22±5.83 และ 1.33±1.20 โคโลนี ในรุ่นที่ 5 และรุ่นที่ 10 ตามล าดับ แต่ไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยง
เซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์พบว่า เซลล์กลุ่มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์
โกรทแฟกเตอร์ สามารถสร้างจ านวนโคโลนีได้จ านวน 39.56±12.4 และ 10.44±2.80 ในรุ่นที่ 5 
และรุ่นที่ 10 ตามล าดับ  โดยในรุ่นที่ 10 มีการสร้างโคโลนีที่ลดลงกว่ารุ่นที่ 5 อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ  (p < 0.05)  
  เมื่อนับจ านวนโคโลนีของเซลล์ในรุ่นเดียวกัน ใน กลุ่มควบคุมเปรียบเทียบกับกลุ่มที่เติม
เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ พบว่าจ านวนโคโลนีในรุ่นท่ี 5  เท่ากับ 10.22±5.83 และ 
39.56±12.4 ตามล าดับ และเซลล์ในรุ่นที่ 10 มีการสร้างโคโลนีเป็นจ านวน 1.33±1.20 และ 
10.44±2.80 ตามล าดับ โดยเซลล์ ในกลุ่มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ มีการสร้าง
โคโลนีที่มากกว่ากลุ่มควบคุมทั้งในรุ่นที่ 5 และรุ่นที่ 10 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p < 0.05) 
(ตารางที่3 ภาพที่ 3 และ 4) 

 
ตารางท่ี 3 ค่าเฉลี่ย ปริมาณหน่วยการสร้างโคโลนีในกลุ่มควบคุม  เปรียบเทียบกับ กลุ่ม ท่ี
 เติมเบสิกไฟโบรบลาส ต์โกรทแฟกเตอร์  ในกา รเพาะเลี้ยงเซลล์รุ่นที่ 5 และ รุ่นท่ี 
 10 (*: p < 0.05) 
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ภาพท่ี 3   แผนภูมิ แสดงปริมาณหน่วยการสร้างโคโลนีของเซลล์  ในกลุ่มควบคุมเปรียบเทียบ
 กับกลุ่มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาส ต์โกรทแฟกเตอร์   ในการเพาะเลี้ยงเซลล์รุ่นที่ 5 และ
 รุ่นที่ 10 (Ctrl: กลุ่มเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม , bFGF: กลุ่มเซลล์ที่
 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาส ต์โกรทแฟกเตอร์ , P: รุ่น
 ของเซลล์, *: p < 0.05) 
 

 

ภาพท่ี 4  ภาพแสดงปริมาณโคโลนีของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมในการเพาะเลี้ยงเซลล์รุ่นที่ 5 
 และรุ่นที่10 เมื่อย้อมด้วย เมทธิลีนบลู (Ctrl: กลุ่มเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์
 ดีเอ็มอีเอ็ม, bFGF: กลุ่มเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่เติมเบสิกไฟ
 โบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์, P: รุ่นของเซลล์, *: p < 0.05) 
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2. การศึกษาอัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์โดยการวัดปริมาณเซลล์ด้วยเทคนิค
เอ็มทีที 

 ผลการศึกษาอัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์ด้วยเทคนิคเอ็มทีที พบว่าเซลล์ เนื้อเยื่อ
ในฟันน้ านมจากรุ่นที่ 5 และรุ่นที่ 10 ท้ังในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่เติมเบสกิไฟโบรบลาสต์โกรทแฟก
เตอร์ สามารถเพิ่มจ านวนมากขึ้นตามระยะเวลาที่เพาะเลี้ยงจาก 1 ถึง 7 วัน อย่างไรก็ดีเมื่อ
เปรียบเทียบอัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์ระหว่างรุ่นที่ 5 และ 10 ในกลุ่มควบคุมพบว่า มี
แนวโน้มลดลงในทุกช่วงเวลาที่ท าการศึกษาแต่ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p 
< 0.05) 
 เซลล์ ในกลุ่มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอรม์ีอัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของ
เซลล์ที่มีแนวโน้มลดลงเช่นเดียวกัน โดยเซลล์ในรุ่นที่ 10 มีอัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนที่น้อยกว่า
เซลล์ในรุ่นที่ 5 โดยไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในวันที่ 1และวันที่ 3 
อย่างไรก็ดีในวันที่ 7 เซลล์ใน กลุ่มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ รุ่นท่ี 10 มอัีตราการ
แบ่งตัวเพิ่มจ านวนลดลงจากรุ่นที่ 5 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 เมื่อเปรียบเทียบอัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่เติมเบสิกไฟ
โบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ พบว่ากลุ่มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์มแีนวโน้มของอัตรา
การแบ่งตัวเพิ่มจ านวนเพิ่มขึ้นมากกว่ากลุ่มควบคุมทั้งในรุ่นที่ 5 และรุ่นที่ 10 ในทุกช่วงเวลาที่
ศึกษา แต่ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05)   (ตารางที่ 4 และภาพที ่5) 

 
ตารางท่ี 4  ปริมาณเซลล์ที่วัดด้วยเทคนิคเอ็มทีทีของเซลล์ในกลุ่มควบคุม เปรียบเทียบกับ
 กลุ่มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอรใ์นการเพาะเลี้ย งเซลล์รุ่นที ่5 และรุ่นที ่10 
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ภาพท่ี 5 แผนภูมิแสดงปริมาณเซลล์ที่วัดด้วยเทคนิคเอ็มทีที  (MTT assay) ของเซลล์ในกลุ่ม
 ควบคุมเปรียบเทียบกับ กลุ่ม ที่เติมเบสิกไฟโบรบลาส ต์โกรทแฟกเตอร์ในการ
 เพาะเลี้ยง เซลล์รุ่นที ่5 และรุ่นที1่0 โดยแกนต้ังแสดงปริมาณเซลล์และแกนนอนแสดง
 ระยะเวลาที่ เพาะเลี้ยงและรุ่นของเซลล์  (bFGF: กลุ่มเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยง
 เซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาส ต์โกรทแฟกเตอร์ , Ctrl: กลุ่มเซลล์ที่
 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม , d: จ านวนวันที่เลี้ยง , P: รุ่นของเซลล์ , *: p < 
 0.05) 

 
3. การศึกษาปริมาณอาร์เอ็นเอน ารหัสของยีนเร็กซ์-1 

เมื่อเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนเร็กซ์ -1 ภายหลังการเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 
7 วัน พบว่าเซลล์ ในกลุ่มควบคุมและเซลล์กลุ่มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ มีการ
แสดงออกของยีนเร็กซ์-1 ลดลงในรุ่นที่ 10 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ในรุ่นที่ 5 แต่ไม่พบนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05)  ทั้งสองกลุ่ม 

  เมื่อเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนเร็กซ์ -1 ระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่เติม
เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์พบว่า กลุ่มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์มี การ
แสดงออกของยีนเร็กซ์-1 มากกว่ากลุ่มควบคุมท้ังในรุ่นท่ี 5 และรุ่นที่ 10 แต่ไม่พบความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  ทั้งสองรุ่นของการเพาะเลี้ยง (ตารางที่ 5 ภาพที่ 6 และ 7) 
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ภาพท่ี 6  ภาพการแสดงออกของยีนเร็กซ์ -1 โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธีอาร์ที -พีซีอาร์  (Ctrl: 
 กลุ่มเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม , bFGF: กลุ่มเซลล์ที่เลี้ยงใน
 อาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่ เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร,์ P: รุ่นของ
 เซลล์ ) 

 
 

ตารางท่ี 5   ค่าเฉลี่ยการแสดงออกของยีนเร็กซ์ -1โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธีอาร์ที -พีซีอาร์  
 (Control: กลุ่มเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม , bFGF: กลุ่มเซลล์ที่
 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่ เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร ์ , P: รุ่น
 ของเซลล์ ) 
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ภาพท่ี 7  แผนภูมิ แสดงระดับการแสดงออกของยีนเร็กซ-์1โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธีอาร์ที-พีซีอาร์  
 (RT-PCR) เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ เป็นเวลา 7 วัน โดยแกนต้ังแสดงค่าเฉลี่ยความเข้มของ
 ยีนเร็กซ์ -1ต่อค่าเฉลี่ยความเข้มของยีนกลีเซอราลดีไฮด์ -3-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส 
 (GAPDH) และแกนนอนแสดงรุ่นของเซลล์ (Ctrl: กลุ่มเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ย ง
 เซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม , bFGF: กลุ่มเซลล์ที่เลี้ยงใน อาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่เติมเบสิก 
 ไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์, P: รุ่นของเซลล์, *: p < 0.05) 
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บทที่ 5 
อภิปรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 
อภิปรายผลการวิจัย 

ในการศึกษาครั้งนี้ มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาอัตราการแบ่งตัว และ ความสามารถในการ
แสดงออกของยีนเร็กซ์-1 ของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมในรุ่นที่ 5 และ 10   เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์  เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่ไม่ได้เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ เพื่อน าไปสู่การตอบ
ค าถามของงานวิจัยในการศึกษาครั้งนี้ว่าเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ มีผลต่ออัตราการ
แบ่งตัวเพิ่มจ านวนและการแสดงออกของเร็กซ์-1ของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมที่เพาะเลี้ยงในระยะ
ยาวหรือไม่ 

เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมเป็นแหล่งของเซลล์ต้นก าเนิดอีกแหล่งหนึ่ง ที่สามารถเก็บได้
สะดวก และมีแนวโน้มที่อาจถูกพัฒนาเพื่อน าไปใช้ในการรักษาได้ในอนาคต (7) ข้อจ ากัดหนึ่งของ
การใช้เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมคือเนื้อเยื่อมีปริมาณน้อย ภายหลังจากการเก็บเนื้อเยื่อแล้วต้อง
ผ่านกระบวนการเพาะเลี้ยงเพิ่มจ านวน เพื่อให้ได้ปริมาณเซลล์ที่เพียงพอต่อการน าไปศึกษาและใช้
งาน โดยอาจจ าเป็นต้องเพาะเลี้ยงเป็นเวลานานและเซลล์จะมีจ านวนรุ่นที่มากขึ้น ซึ่งการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ในระยะยาวอาจส่งผลต่อคุณสมบัติการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์เนื้อเยื่อในฟัน
น้ านมได้ (62) ดังนั้นเป้าหมายที่ส าคัญในการเพิ่มจ านวนเซลล์คือให้ได้ปริมาณเซลล์ที่เพียงพอต่อ
การน าไปใช้ แต่ยังคงคุณสมบัติของความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดไว้ให้ได้มากที่สุด  

 เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์เป็นโกรทแฟกเตอร์ ที่มีบทบาทในกระบวนการสร้าง
หลอดเลือดใหม่ (63) และท าหน้าที่ส าคัญในการกระตุ้นเซลล์เนื้อเยื่อในฟันต่อการตอบสนองเมื่อมี
อันตรายเกิดขึ้น (64) สามารถพบได้ในเดนทีนแมทริกซ์ (dentine matrix) (65)  นอกจากน้ียัง
สามารถผลิตได้จากไฟโบรบลาสต์และเซลล์หลอดเลือด  (65) เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์
ถูกหลั่งออกมาในกระบวนการอักเสบ การซ่อมแซมโครงสร้างของเนื้อฟันและเนื้อเยื่อใน (dentine-
pulp complex) โดยสามารถกระตุ้นเซลล์เนื้อเยื่อในฟันแท้ให้เกิดการเคลื่อนตัวของเซลล์มายัง
บริเวณที่ถูกท าลาย และมีการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนมากขึ้น (66) นอกจากน้ีเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรท
แฟกเตอร์ ยังนิยมน ามาใช้เป็นส่วนประกอบเสริมในอาหารเลี้ยงเซลล์เพื่อช่วยด ารงความเป็นเซลล์
ต้นก าเนิดและส่งเสริมการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์ (24) 

 ผลการศึกษาอัตราการแบ่งตัวพบว่าเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมในรุ่นที่ 10 มีแนวโน้มของ
อัตราการแบ่งตัวลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับรุ่นที่ 5 ทั้งในกลุ่มที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
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ไม่ได้เติมและเตมิเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของ
ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด   เมื่อถูกเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลานานมากขึ้น อย่างไรก็ตามเบสิก      
ไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ น่าจะส่งผลในการเพิ่มการแบ่งตัวของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม 
เนื่องจากเซลล์มีอัตราการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนสูงขึ้น เมื่อได้รับเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ทั้ง
ในเซลล์จากรุ่นที่ 5 และรุ่นที่ 10 ถึงแม้ว่าจะไม่พบนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษา
ที่ผ่านมา (29,67) ที่แสดงให้เห็นว่าเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์มีผลในการเพิ่มการแบ่งตัว
ของเซลล์ต้นก าเนิดหลายชนิด  
 เป็นที่น่าสังเกตว่าผลของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ในการเพิ่มการแบ่งตัวของ
เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมเห็นได้อย่างเด่นชัด เมื่อท าการวัดด้วยวิธีนับหน่วยการสร้างโคโลนี ทั้งนี้
อาจเป็นผลจากความหนาแน่นของเซลล์ (cell density) บนจานเพาะเลี้ยง ซึ่งการวัดผลด้วยวิธีการ
นับหน่วยการสร้างโคโลนี  มีปริมาณเซลล์เริ่มต้นที่ถูกหว่านลงในจานเลี้ยง ความหนาแน่นเท่ากับ 
25 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร (500 เซลล์ต่อจานเลี้ยงขนาด 60 มิลลิเมตร) ซึ่งน้อยกว่า ปริมาณ
เซลล์เริ่มต้นที่ถูกหว่านลงในจานเลี้ยงด้วยวิธีการวัดผลด้วยเทคนิคเอ็มทีที ที่มีความหนาแน่น
เท่ากับ 6,544 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร (12,500 เซลล์ต่อ1หลุมในจานเลี้ยงแบบ 24 หลุม) 
  ซึ่งผลการศึกษาในครั้งนี้ใกล้เคียงกับผลการศึกษาของ Tsutsumi และคณะ(68) ท่ีศึกษา
เซลล์ต้นก าเนิดจากไขกระดูก พบว่าการตอบสนองของเซลล์ต่อเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ 
ขึ้นกับความหนาแน่นของเซลล์ (cell density dependent) โดยเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์
มีผลต่อเซลล์ที่มีความหนาแน่นต่ ามากกว่าเซลล์ที่มีความหนาแน่นสูง โดยมีการศึกษาที่แสดงว่า
ความหนาแน่นของเซลล์เป็นกลไกหนึ่งที่เซลล์ใช้รับรู้ต่อสิ่งแวดล้อมภายนอกเซลล์ รวมถึงควบคุม
การตอบสนองต่อโกรทแฟกเตอร์ต่างๆ  (69) เมื่อเซลล์แบ่งตัวและมีความหนาแน่นเพิ่มขึ้น การจับ
กันระหว่างตัวรับ  และโกรทแฟกเตอร์จะลดลง ซึ่งกลไกที่ควบคุมยังไม่ทราบแน่ชัดแต่น่าจะเป็นผล
มาจากความชอบจับกัน (binding affinity) ระหว่างตัวรับและโกรทแฟกเตอร์ที่น้อยลง  ในขณะที่
จ านวนของตัวรับไม่การเปลี่ยนแปลง  และมิได้มาจากปริมาณโกรทแฟกเตอร์ที่ไม่เพียงพอ  (70) 
ส่วนการศึกษาในเซลล์เคราติโนไซด ์ (keratinocyte) ของ Nakamizo และคณะ(71 )พบว่าเบสิกไฟ
โบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์กระตุ้นการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนได้ดี โดยเฉพาะในการเลี้ยงเซลล์ที่มีความ
หนาแน่นต่ าเช่นเดียวกัน แต่พบว่าระดับการแสดงออกของ ตัวรับของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟก
เตอร์ จะเพิ่มขึ้นเมื่อมีการเลี้ยงที่ความหนาแน่นที่ต่ ากว่า  นอกจากน้ีอาจเป็นผลจากไซโตไคน์  
(cytokine) ที่หลั่งออกมาจากเซลล์ที่อยู่ใกล้เคียง ส่งผลให้เกิดการยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล์
ที่อยู่ติดกันได ้(contact inhibition) (72) 
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 เร็กซ์-1เป็นยีนตัวหนึ่ง นิยมใช้เป็นมาร์กเกอร์ที่บ่งชี้คุณลักษณะของความเป็นเซลล์ต้น
ก าเนิดพลูริโพเทน ถึงแม้ว่าหน้าที่ของยีนเร็กซ์ -1ยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัด แต่เชื่อกันว่าการแสดงออก
ของยีนเร็กซ์-1 แสดงถึงความสามารถในการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของเซลล์และป้องกันไม่ให้เซลล์มี
การแปรสภาพไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าท่ีเฉพาะเจาะจง   เนื่องจากเร็กซ์-1 ยับย้ังวิถีการส่งสัญญาณพี 
38 ไมโทเจน-แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส (p38 MAPK signaling) ผ่านการกดเอ็มเคเค3 (MKK3) 
โดยเมื่อยับยั้งยีนเร็กซ์ -1พบว่าเซลล์มีการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนลดลง   และ มีการเพิ่มขึ้นของ
กระบวนการฟอสโฟรีเล ชัน (Phosphorylation) ของพี 38 ไมโทเจน-แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส 
และมีการแสดงออกของยีนเอ็มเคเค3 ที่เพิ่มขึ้นด้วย ซึ่งเอ็มเคเค3เป็นยีนที่ควบคุมการแสดงออก
ของพี 38 ไมโทเจน-แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส ซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวข้องในการแปรสภาพไปเป็นเซลล์ที่มี
หน้าที่เฉพาะเจาะจง (48) เซลล์ที่มีการแสดงออกของยีนเร็กซ์ -1 อย่างเด่นชัด ได้แก่ เซลล์ต้น
ก าเนิดจากสายสะดือ (umbilical cord blood MSC) และเซลล์ต้นก าเนิดจากไขมัน (adipose 
MSC) (48) เป็นต้น ซึ่งเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมสามารถตรวจพบการแสดงออกของยีนเร็กซ์-1 ได้
เช่นกัน โดยพบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม เซลล์รุ่นที่ 
10 มีแนวโน้มการแสดงออกของยีนเร็กซ์-1 ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับรุ่นที่ 5 และการเติมเบสิกไฟ
โบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์สามารถช่วยเพิ่มการแสดงออกของยีนเร็กซ์ -1 ได้
แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ทั้งรุ่นที่ 5 และรุ่นที่ 10  
แสดงถึงข้อจ ากัดของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ที่ไม่สามารถส่งเสริมให้เซลล์เนื้อเยื่อใน
ฟันน้ านมคงการแสดงออกของยีนเร็กซ์-1ได้ในระยะยาว และอาจบ่งชี้ว่าการคงสภาพความเป็น
เซลล์ต้นก าเนิดน้ันอาจต้องอาศัยโกรทแฟกเตอร์ชนิดอ่ืนๆ ร่วมด้วย ซึ่งควรมีการทดลองเพิ่มเติม
ต่อไป 

 ผลจากการศึกษาในครั้งนี้ชี้ให้เห็นว่าเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านม สามารถเจริญเติบโตเพิ่ม
จ านวนได้ในห้องปฏิบัติการ โดยจ านวนรุ่นของการเพาะเลี้ยงที่มากขึ้นมีผลต่อการแบ่งตัวเพิ่ม
จ านวนและอาจกระทบต่อการคงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดที่ยังไม่แปรสภาพของเซลล์ การ
เพาะเลี้ยงเซลล์ในระยะยาว เพื่อให้ได้ปริมาณเซลล์ที่เพียงพอต่อการใช้ จึงควรค านึงถึงคุณสมบัติ
ของความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดที่อาจเปลี่ยนแปลงไปด้วย ผลการทดลองทั้งในส่วนของการเพิ่ม
จ านวนเซลล์ และการแสดงออกของยีนส์เร็กซ์-1  สอดคล้องไปในทิศทางเดียวกันว่า                  
เบสิกไฟโบรลาสต์โกรทแฟกเตอร์ มีแนวโน้มช่วยเพิ่มการแบ่งตัว และคงสภาพความเป็นเซลล์ต้น
ก าเนิดของเซลล์จากเนื้อเยื่อในฟันน้ านมได้ ถึงแม้ว่าจะไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญใน
หลายการทดลอง ซึ่งอาจเป็นผลมาจาก  การตอบสนองของเซลล์ต่อเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ 
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ซึ่งถูกควบคุมด้วยปัจจัยหลายประการ เช่น ความเข้มข้นของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ 
ความหนาแน่นของเซลล์ และตัวรับที่ผิวเซลล์ (70) ที่แตกต่างกันไปตามชนิดของเซลล์ นอกจากน้ี
เซลล์ที่ใช้ในการทดลองยังเป็นเซลล์จากมนุษย์ที่มาจากต่างแหล่งกัน ท าให้ควบคุมตัวแปรที่เป็นผล
มาจากพันธุกรรมได้ยาก      อย่างไรก็ดีการใช้เซลล์ที่มีจ านวนรุ่นน้อยๆ ในการศึกษาทดลองและ
น าไปใช้ยังคงเป็นสิ่งที่ต้องค านึงถึงเป็นหลัก เนื่องจากการน าเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ไป
ใช้ยังต้องอาศัยการศึกษาทดลองอีกมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งผลของการคงความ เป็นพลูริโพเทนซี  
ของเซลล์ซึ่งถือเป็นคุณสมบัติที่ส าคัญยิ่งของเซลล์ต้นก าเนิด และอาจน าไปสู่การใช้ประโยชน์ใน
เชิงวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เช่น การสร้างเนื้อฟันและเนื้อเยื่อใน โดยอาศัยการเพาะเลี้ยงเซลล์ในระยะ
ยาว โดยที่เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมนั้นยังคงสภาพความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดอยู่  

 
สรุปผลการวิจัย 

เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมมีแนวโน้มแบ่งตัวเพิ่มจ านวนและมีการแสดงออกของยีนเร็กซ์ -1 
ลดลง เมื่อจ านวนรุ่นของการเพาะเลี้ยงเพิ่มมากขึ้น และเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมที่ถูกเพาะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ มี แนวโน้มของการสร้าง
หน่วยโคโลนี อัตราการแบ่งตัวของเซลล์และการแสดงออกของยีนเร็กซ์ -1สูงกว่าเซลล์เนื้อเยื่อในฟัน
น้ านมที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่ไม่ได้เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์  ดังนั้น
เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ จึงอาจมีบทบาท ช่วยในการคงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของ
เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมได้ 

 
ข้อเสนอแนะ 

1. ศึกษาเพิ่มเติมโดยการเปรียบเทียบความเข้มข้นต่างๆของเบสิกไฟโบรบลาสต์ที่มีความ
เหมาะสมในการคงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดให้ได้นานที่สุด  

2. ศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับผลของเบสิกไฟโบรบลาสต์ต่อการคงความเป็นพลูริโพเทนซีของ
เซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมในแง่ของการแปรสภาพไปเป็นเซลล์ที่ท าหน้าท่ีเฉพาะเจาะจง 
เมื่อเพาะเลี้ยงในระยะยาว 
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ภาคผนวก ก 
เอกสารพิจารณาจริยธรรม คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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ภาคผนวก ข 
เอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับผู้ปกครองของอาสาสมัครเด็ก 

(Patient/Participant Information Sheet) 
 

1. โครงการเรื่อง    ผลของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ต่อคุณสมบัติการเพิ่มจ านวนและ
 การแสดงออกของยีนเร็กซ์-1 ของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมของมนุษย์ที่เพาะเลี้ยงระยะยาว 
 
2. ชื่อผู้วิจัยหลัก  ทันตแพทย์หญิง ปิยะรัตน์   เกิดผล 
  สถาบันที่สังกัด  คณะทันตแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
 แหล่งทุนวิจัย คาดว่าจะเป็นบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
 
3. วัตถุประสงค์ของโครงการ   
  เพื่อศึกษาเปรียบเทียบอัตราการแบ่งตัวและสัดส่วนการแสดงออกของเร็กซ์ -1 ของเซลล์
 เนื้อเยื่อในฟันน้ านม      เมื่อเพาะเลี้ยงระยะยาว ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีเบสิกไฟโบรบลาสต์   
 โกรทแฟกเตอร์ และไม่มีเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ เพื่อเป็นพื้นฐานส าหรับการ
 พัฒนาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงเพิ่มจ านวนเซลล์ต้นก าเนิด ที่สามารถคง
 ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดไว้ให้ได้นานที่สุด 
 
4. สถานที่ด าเนินการวิจัย หน่วยปฏิบัติการวิจัยเนื้อเยื่ออนินทรีย์ คณะทันตแพทยศาสตร์ 
 จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 
5. วิธีการที่เก่ียวข้องกับการวิจัย  
  การศึกษานี้มี 2 กลุ่มการศึกษา กลุ่มละ 3 คน ผู้วิจัยจะขอฟันน้ านมจากบุตรหลานของ
 ท่านคนละ 1 ซี่ น าฟันไปแยกเนื้อเยื่อ ท าการเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณเซลล์ เพื่อใช้ในการทดลอง 
 
6. เหตุผลที่เชิญเข้าร่วมเป็นอาสาสมัครในโครงการ 
   เนื่องจากการศึกษานี้จะใช้ฟันน้ านมที่ไม่มีรอยผุ และไม่มีรอยโรคที่ปลายรากฟันซึ่ง
 จ าเป็นต้องถอน ด้วยเหตุผลทางการรักษามาทดลอง โดยฟันที่ได้ต้องมาจากอาสาสมัครที่มี
 สุขภาพแข็งแรง ไม่มีโรคประจ าตัว  
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7. ความรับผิดชอบของอาสาสมัคร  ระยะเวลาที่อาสาสมัครจะอยู่ในโครงการ  
  อาสาสมัครจะได้รับการถอนฟันตามแผนการรักษาปกติ โดยอาสาสมัครจะได้รับทราบ
 ข้อมูลของงานวิจัยเพื่อตัดสินใจว่าจะบริจาคฟันซี่ที่ถอนไปนั้นเพื่อน าไปใช้ในงานวิจัยหรือไม่ 
 ดังนั้นอาสาสมัครจึงไม่ต้องมีความรับผิดชอบใดๆ และไม่มีระยะเวลาที่อาสาสมัครเข้าร่วมใน
 โครงการ เนื่องจากอาสาสมัครจะต้องได้รับการถอนฟันตามแผนการรักษาตามปกติอยู่แล้ว  
 
8. ประโยชน์ของการวิจัยที่อาสาสมัครและ/หรือผู้อื่นที่อาจได้รับ (ในกรณีที่การวิจัยนี้ไม่ได้
 ประโยชน์แต่ประการใดทั้งสิ้นแก่อาสาสมัคร ก็สมควรที่จะต้องแจ้งให้อาสาสมัครรับทราบ
 ด้วยเช่นกัน) 
  การวิจัยนี้อาจไม่เกิดผลประโยชน์โดยตรงต่ออาสาสมัคร แต่ผลที่ได้จะสะท้อนให้เห็นถึง
 บทบาทของ เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ในการคงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์
 เนื้อเยื่อในฟันน้ านมเมื่อเพาะเลี้ยงในระยะยาว ซึ่งเป็นพื้นฐานส าหรับการพัฒนาสภาวะที่
 เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงเพิ่มจ านวนเซลล์ต้นก าเนิด ที่สามารถคงความเป็นเซลล์ต้น
 ก าเนิดไว้ให้ได้นานที่สุด 
 
9. ความเสี่ยงหรือความไม่สะดวกที่อาจจะเกิดขึ้นแก่อาสาสมัครและในบางกรณีแก่ทารกใน
 ครรภ์หรือทารกที่ด่ืมนมมารดา 
  การแยกเนื้อเยื่อ น าไปเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณเซลล์และท าการทดลอง จะไม่มีผลกระทบ
 ต่อบุตรหลานของท่าน และไม่มีความเสี่ยงเพิ่มขึ้น 
 
10.  ค่าใช้จ่ายที่อาสาสมัครจะต้องจ่าย หรืออาจจะต้องจ่าย  ส าหรับการเข้าร่วมในการวิจัย 
 การเข้าร่วมในการวิจัยครั้งนี้ไม่มีค่าใช้จ่ายใดๆทั้งสิ้น 
 
11.  การชดเชยใดๆ  และการรักษาที่จะจัดให้แก่อาสาสมัครในกรณีที่ได้รับอันตรายซึ่งเกี่ยวข้อง
 กับการวิจัย 
  การวิจัยนี้ใช้เนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยงจากฟันน้ านมของอาสาสมัครที่ถอนตามแผนการรักษา  
 โดยที่อาสาสมัครจะไม่ได้รับอันตรายใดๆ ที่เกี่ยวข้องกับการวิจัยนี้     
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12. การจ่ายค่าเดินทาง ค่าเสียเวลา ซึ่งต้องก าหนดไว้เป็นรายครั้ง แก่อาสาสมัครที่เข้าร่วมในการ
 วิจัย (ทั้งนี้ต้องไม่มีข้อแม้หรือเงื่อนไขใดๆ ทั้งสิ้นในการจ่ายเงิน) 
 ไม่มีการจ่ายค่าเดินทาง หรือค่าเสียเวลา  
 
13.  เหตุการณ์ที่อาจจะเกิดขึ้น หรือเหตุผลซึ่งผู้วิจัยจะต้องยกเลิกการเข้าร่วมในโครงการวิจัยของ
 อาสาสมัคร 
  ในกรณีที่ผู้ปกครองหรือบุตรหลานของท่านปฏิเสธไม่ให้ชิ้นส่วนของฟันต้ังแต่ยังไม่เริ่มท า 
 หรือหลังจากท าไปแล้ว ผู้วิจัยจะหยุดท าการวิจัยทันที 
 
14.  การก ากับดูแลและควบคุมการด าเนินโครงการ 
  ผู้ก ากับดูแลการวิจัย ผู้ตรวจสอบ คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรม และคณะกรรมการที่
 เกี่ยวข้องสามารถเข้าไปตรวจสอบการด าเนินโครงการ  รวมทั้งตรวจสอบบันทึกข้อมูลของ
 อาสาสมัคร  เพื่อเป็นการยืนยันถึงขั้นตอนในการวิจัยทางคลินิกและข้อมูลอื่นๆ โดยไม่ล่วง
 ละเมิดเอกสิทธิ์ในการปิดบังข้อมูลของอาสาสมัคร ตามกรอบที่กฎหมายและกฎระเบียบได้
 อนุญาตไว้ นอกจากน้ีโดยการลงนามให้ความยินยอม อาสาสมัครหรือผู้แทนตาม
 กฎหมายจะมีสิทธิตรวจสอบและมีสิทธิที่จะได้รับข้อมูลด้วยเช่นกัน 
 
15.  จริยธรรมการวิจัย 
 การด าเนินการโครงการวิจัยนี้ ผู้วิจัยค านึงถึงหลักจริยธรรมการวิจัย ดังนี้  
 1. หลักความเคารพในบุคคล (Respect for person) โดยการให้ข้อมูลจนอาสาสมัคร 
  เข้าใจเป็นอย่างดีและตัดสินใจอย่างอิสระ ในการให้ความยินยอมเข้าร่วมในการวิจัย  
  รวมทั้งการเก็บรักษาความลับของอาสาสมัคร 
 2. หลักการให้ประโยชน์ไม่ก่อให้เกิดอันตราย (Beneficence/Non-Maleficence) โดยระบุ
  ในข้อ 8 และ 9 ว่าจะมีประโยชน์หรือความเสี่ยงกับอาสาสมัครหรือไม่  
 3. หลักความยุติธรรม (Justice) คือ มีเกณฑ์คัดเข้าและคัดออกชัดเจน มีการกระจาย 
   ความเสี่ยงและผลประโยชน์อย่างเท่าเทียมกัน โดยวิธีสุ่มเข้ากลุ่มศึกษา 
 
16. ข้อมูลที่อาจน าไปสู่การเปิดเผยตัวของอาสาสมัครจะได้รับการปกปิด ยกเว้นว่าได้รับค า
 ยินยอมไว้โดยกฎระเบียบและกฎหมายที่เกี่ยวข้องเท่านั้น จึงจะเปิดเผยข้อมูลแก่สาธารณชน
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 ได้   ในกรณีที่ผลการวิจัยได้รับการตีพิมพ์ ชื่อและที่อยู่ของอาสาสมัคร จะต้องได้รับการปกปิด
 อยู่เสมอ และอาสาสมัครหรือผู้แทนตามกฎหมายจะได้รับแจ้งโดยทันท่วงที  ในกรณีที่มีข้อมูล
 ใหม่ ซึ่งอาจใช้ประกอบการตัดสินใจของอาสาสมัคร ว่าจะยังคงเข้าร่วมในโครงการวิจัยต่อไป
 ได้หรือไม่ 
 
17. หากท่านมีข้อสงสัยต้องการสอบถามเกี่ยวกับสิทธิของท่านหรือผู้วิจัยไม่ปฏิบัติตามที่เขียนไว้
 เอกสารข้อมูล ค าอธิบายส าหรับผู้เข้าร่วมในการวิจัย ท่านสามารถติดต่อหรือร้องเรียนได้ที่
 ฝ่ายวิจัย คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ตึกสมเด็จย่า 93 ชั้น 10  
 หรือที่หมายเลขโทรศัพท์ 0-2218-8816  ในเวลาราชการ   
 
18.   หากท่านต้องการยกเลิกการเข้าร่วมเป็นอาสาสมัครในโครงการนี้ ให้ท่านกรอกและส่งเอกสาร    
 ขอยกเลิกมาที่ ผู้วิจัย  ทันตแพทย์หญิง ปิยะรัตน์  เกิดผล 
 บ้านเลขที่ 70 ถ.พระราม 1  รองเมือง ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 
 
19.  อาสาสมัครสามารถติดต่อผู้วิจัยได้ตลอด 24 ชั่วโมง ที่: 
 ผู้วิจัย  ทันตแพทย์หญิง ปิยะรัตน์  เกิดผล  เบอร์โทรศัพท์  081-944-7775 
 อาจารย์ที่ปรึกษา  อาจารย์ ทันตแพทย์หญิง ดร.วลีรัตน์ ศุกรวรรณ  
 เบอร์โทรศัพท์ 02-218-8906    
 ภาควิชาทันตกรรมส าหรับเด็ก คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

 
    

   ........................................................................... 
                             ( ทันตแพทย์หญิง ปิยะรัตน์  เกิดผล ) 

   ผู้วิจัยหลัก 
   วันที.่............./...................................../................ 
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ภาคผนวก ค 
เอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับอาสาสมัครเด็กอายุ 7-12 ปี 

(Patient/Participant Information Sheet) 
 

1. โครงการเรื่อง    ผลของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ต่อคุณสมบัติการเพิ่มจ านวน
 และการแสดงออกของยีนเร็กซ์-1ของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมของมนุษย์ที่เพาะเลี้ยง
 ระยะยาว  
2. ชื่อผู้วิจัยหลัก  ทันตแพทย์หญิง ปิยะรัตน์   เกิดผล 
     สถาบันที่สังกัด  คณะทันตแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
3. วัตถุประสงค์ของโครงการ  ซึ่งเป็นโครงการที่ศึกษาเกี่ยวกับสารชนิดหนึ่ง ชื่อว่า                   
 เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ ต่อคุณสมบัติของการแบ่งตัวและและสัดส่วนการ
 แสดงออกของยีนชนิดหนึ่งคือเร็กซ์-1 ของเซลล์เนื้อเยื่อในโพรงฟันน้ านม โดยเนื้อเยื่อใน
 ฟันน้ านมที่ได้จะถูกน าไปเพาะเลี้ยงขยายจ านวนเซลล์และทดลองในห้องทดลอง   
4. สถานที่ด าเนินการวิจัย หน่วยปฏิบัติการวิจัยเนื้อเยื่ออนินทรีย์ คณะทันตแพทยศาสตร์ 
 จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
5.  วิธีการที่เกี่ยวข้องกับการวิจัย  
 การศึกษาใช้อาสาสมัคร 3 คน ผู้วิจัยจะขอฟันน้ านมจากอาสาสมัครคนละ 1 ซี่ น าฟันไป
 แยกเนื้อเยื่อ ท าการเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณเซลล์ เพื่อใช้ในการทดลอง 
6. เหตุผลที่เชิญเข้าร่วมเป็นอาสาสมัครในโครงการ 
  เนื่องจากอาสาสมัครมีสุขภาพแข็งแรง ไม่มีโรคประจ าตัว และมีฟันน้ านมที่ต้องถอนตาม
 แผนการรักษาอยู่แล้ว ผู้วิจัยจึงขอเชิญให้เข้าร่วมโครงการวิจัยน้ี   
7. ความรับผิดชอบของอาสาสมัคร  ระยะเวลาที่อาสาสมัครจะอยู่ในโครงการ 
        อาสาสมคัรจะได้รับการถอนฟนัตามแผนการรกัษาปกติ และไมม่รีะยะเวลาท่ีต้องเขา้รว่ม
 ในโครงการเนื่องจากต้องได้รับการถอนฟันตามแผนการรักษาตามปกติอยู่แล้ว  
8. ประโยชน์ของการวิจัยที่อาสาสมัครและ/หรือผู้อื่นที่อาจได้รับ  
 การวิจัยนี้อาจไม่เกิดผลประโยชน์โดยตรงต่ออาสาสมัคร  แต่ผลที่ได้จะเป็นความรู้ที่จะ
 สามารถน าไปใช้ได้ในอนาคต 
9. ความเสี่ยงหรือความไม่สะดวกที่อาจจะเกิดขึ้นแก่อาสาสมัคร  
 การทดลองนี้จะไม่มีผลกระทบต่อตัวอาสาสมัครและไม่มีอันตรายใดๆ 
10. การเข้าร่วมในการวิจัยครั้งนี้ไม่มีค่าใช้จ่ายใดๆทั้งสิ้น 
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11. กรณีที่ผู้ปกครองหรือตัวอาสาสมัครเอง ปฏิเสธไม่ให้ชิ้นส่วนของฟันต้ังแต่ยังไม่เริ่มท า หรือ  
 หลังจากท าไปแล้ว ผู้วิจัยจะหยุดการวิจัยทันที 
12. ผู้วิจัยจะเก็บข้อมูลเฉพาะเกี่ยวกับอาสาสมัครเป็นความลับ  และจะเปิดเผยได้เฉพาะในรูป
 ที่เป็นสรุปผลการวิจัย 
13. หากท่านมีข้อสงสัย หรือผู้วิจัยไม่ปฏิบัติตามที่เขียนไว้ในเอกสารข้อมูล  ค าอธิบายส าหรับ
 ผู้เข้าร่วมในการวิจัย ท่านสามารถติดต่อหรือร้องเรียนได้ที่ ฝ่ายวิจัย คณะทันต
 แพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ตึกสมเด็จย่า 93 ชั้น 10 หรือที่หมายเลขโทรศัพท์ 
 0-2218-8816  ในเวลาราชการ  
14. ท่านสามารถยกเลิกการเข้าร่วมเป็นอาสาสมัครในโครงการนี้เมื่อใดก็ได้ โดยให้คุณพ่อ 
 คุณแม่ หรือผู้ปกครองของอาสาสมัครและส่งเอกสารขอยกเลิกมาที่ 
 ผู้วิจัย  ทันตแพทย์หญิง ปิยะรัตน์  เกิดผล 
 บ้านเลขที่ 70 ถ.พระราม 1  รองเมือง ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 
15. อาสาสมัครสามารถติดต่อผู้วิจัยได้ตลอด 24 ชั่วโมง ที่: 
  ผู้วิจัย  ทันตแพทย์หญิง ปิยะรัตน์  เกิดผล  เบอร์โทรศัพท์  081-944-7775 
   อาจารย์ที่ปรึกษา อ.ทพญ.ดร.วลีรัตน์  ศุกรวรรณ เบอร์โทรศัพท์ 02-218-8906  
   ภาควิชาทันตกรรมส าหรับเด็ก คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
             
     
    ........................................................................... 
                            ( ทันตแพทย์หญิง ปิยะรัตน์  เกิดผล ) 

   ผู้วิจัยหลัก 
             วันที.่............./...................................../................  
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ภาคผนวก ง 
เอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมการวิจัยส าหรับผู้ปกครองของอาสาสมัครเด็ก 

(Consent Form) 
 

การวิจัยเรื่อง ผลของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ต่อคุณสมบัติการเพิ่มจ านวนและ  
การแสดงออกของยีนเร็กซ์-1 ของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมของมนุษย์ที่เพาะเลี้ยงระยะยาว 
ข้าพเจ้า(นาย, นาง, นางสาว)……………………….................................... ............................... 
มีความสัมพันธ์เป็น.............................ของ(เด็กชาย ,เด็กหญิง)................................................... 
อยู่บ้านเลขที่..........................ถนน........................................ต าบล/แขวง........................... ...... 
อ าเภอ/เขต........................................................จังหวัด............................................................
รหัสไปรษณีย์............... 
 ก่อนที่จะลงนามในใบยินยอมให้ท าการวิจัยนี้    ข้าพเจ้าได้รับเอกสารข้อมูลค าอธิบาย
ส าหรับอาสาสมัครที่เข้าร่วมในการวิจัยแล้ว 1 ฉบับ รวมทั้งได้รับการอธิบายจากผู้วิจัยถึง
วัตถุประสงค์ของการวิจัย   วิธีการท าวิจัย   อันตรายหรืออาการที่อาจเกิดขึ้นจากการท าวิจัยหรือ
จากยาที่ใช้  รวมทั้งประโยชน์ที่จะเกิดขึ้นจากการวิจัยอย่างละเอียด   และมีความเข้าใจดีแล้ว    
 ผู้วิจัยรับรองว่าจะตอบค าถามต่าง ๆ  ที่ข้าพเจ้าสงสัยด้วยความเต็มใจไม่ปิดบังซ่อนเร้นจน
ข้าพเจ้าพอใจ 
 บุตรหลานของข้าพเจ้าเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้โดยสมัครใจ  ข้าพเจ้าและบุตรหลานของ
ข้าพเจ้ามีสิทธิที่จะบอกเลิกการเข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้เมื่อใดก็ได้และการบอกเลิกการเข้าร่วม
การวิจัยนี้จะไม่มีผลต่อการรักษาโรคที่บุตรหลานของข้าพเจ้าจะพึงได้รับต่อไป  
 ผู้วิจัยรับรองว่าจะเก็บข้อมูลเฉพาะเกี่ยวกับตัวบุตรหลานของข้าพเจ้าเป็นความลับ   และ
จะเปิดเผยได้เฉพาะในรูปที่เป็นสรุปผลการวิจัย การเปิดเผยข้อมูลเกี่ยวกับตัวข้าพเจ้าต่อหน่วยงาน
ต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกระท าได้เฉพาะกรณีจ าเป็น   ด้วยเหตุผลทางวิชาการเท่านั้น และผู้วิจัยรับรอง
ว่าหากเกิดอันตรายใด ๆ  จากการวิจัยดังกล่าว  บุตรหลานของข้าพเจ้าจะได้รับการรักษาพยาบาล
โดยไม่คิดมูลค่า 

ข้าพเจ้าได้อ่านเอกสารและข้อความข้างต้นแล้ว  มีความเข้าใจดีทุกประการ  ข้าพเจ้า
ยินยอมให้บุตรหลานของข้าพเจ้าเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้ และได้ลงนามในใบยินยอมนี้ด้วยความ
เต็มใจ  

ข้าพเจ้าได้รับส าเนาเอกสารใบยินยอมที่ข้าพเจ้าลงนามและลงวันที่ และเอกสารยกเลิก
การเข้าร่วมวิจัย อย่างละ 1 ฉบับ เป็นที่เรียบร้อยแล้ว 
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ลงนาม...............................................................................  ผู้ยินยอม  

                               (.................................................................................................)  
            วันที.่......................เดือน................................พ.ศ............................. 

 
 

  ลงนาม................................................. ................................  พยาน  
       (................................................................................................)  
  วันที.่..................................เดือน................................พ.ศ................ 

 
 ลงนาม............................................................................ ผู้วิจัยหลัก   

       (....................ทันตแพทย์หญิง..ปิยะรัตน์  เกิดผล.......................)  
  วันที.่..............................เดือน................................พ.ศ...................  

  
 ข้าพเจ้าไม่สามารถอ่านหนังสือได้  แต่ผู้วิจัยได้อ่านข้อความในใบยินยอมนี้ให้แก่ข้าพเจ้า
ฟังจนเข้าใจดีแล้ว  ข้าพเจ้าจึงลงนาม หรือประทับลายนิ้วหัวแม่มือขวาของข้าพเจ้าในใบยินยอมนี้
ด้วยความเต็มใจ 
   

  ลงนาม.............................................................................ผู้ยินยอม  
  (............................................................................................)  

               วันท่ี................................เดือน................................พ.ศ................ 
    

  ลงนาม................................................................................พยาน  
      (.......................................................................................... .) 

       วันที.่...........................เดือน................................พ.ศ...................  
  

  ลงนาม.........................................................................ผู้วิจัยหลัก  
  (...................ทันตแพทย์หญิง..ปิยะรัตน์  เกิดผล.....................)  

  วันที.่.........................เดือน..................................พ.ศ..................  
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ภาคผนวก จ 
เอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมการวิจัยส าหรับอาสาสมัครเด็กอายุ 7-12 ปี  

(Assent Form) 
 
ข้าพเจ้าชื่อ (เด็กหญิง, เด็กชาย)................................................................................................ 
อยู่บ้านเลขที่...................ถนน.......................................ต าบล/แขวง.......................................  
อ าเภอ/เขต.........................................จังหวัด......................................รหัสไปรษณีย์.............. . 

 ข้าพเจ้าได้รับเชิญให้เข้าร่วมโครงการ วิจัยเรื่อง “ ผลของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรท
แฟกเตอร์ต่อคุณสมบัติการเพิ่มจ านวนและการแสดงออกของยีนเร็กซ์ -1 ของเซลล์เนื้อเยื่อในฟัน
น้ านมของมนุษย์ที่เพาะเลี้ยงระยะยาว”  

ซึ่งเป็นโครงการที่ศึกษาเกี่ยวกับสารชนิดหนึ่ง ชื่อว่า เบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ 
ต่อคุณสมบัติของเซลล์ของเนื้อเยื่อในโพรงฟันน้ านม โดยเนื้อเยื่อในฟันน้ านมที่ได้จะถูกน าไป
เพาะเลี้ยงขยายจ านวนเซลล์และทดลองในห้องทดลอง  เนื่องจากข้าพเจ้ามีฟันน้ านมที่ต้องถอน
ตามแผนการรักษาอยู่แล้ว ผู้วิจัยจึงขอเชิญให้ข้าพเจ้า เข้าร่วมโครงการวิจัยน้ี  สิ่งที่ผู้วิจัยจะท ากับ
ข้าพเจ้าคือ ใส่ยาชา และถอนฟันตามปกติ และเก็บฟันน้ านมไปทดลอง โครงการนี้ไม่มีผลกระทบ
ต่อข้าพเจ้า และไม่ท าให้เกิดความเสี่ยงหรืออันตรายเพิ่มขึ้น 

ผู้วิจัยได้ให้ข้าพเจ้าอ่านข้อมูลนี้อย่างละเอียดหรืออ่านข้อมูลนี้ให้ข้าพเจ้าฟัง พร้อมกับได้
ให้โอกาสข้าพเจ้าได้ทบทวนข้อมูลเหล่านี้กับคุณพ่อคุณแม่หรือผู้ปกครองและซักถามจนได้ข้อมูล
ครบถ้วนแล้ว  

ข้าพเจ้ามีสิทธิ์ที่จะเข้าร่วมโครงการ หรือจะปฏิเสธไม่เข้าร่วมโครงการวิจัยนี้ก็ได้ โดยไม่มี
ใครบังคับ แม้ว่าผู้ปกครองหรือพ่อแม่จะให้เข้าร่วมโครงการนี้ก็ตาม และหาก ข้าพเจ้าเข้าร่วม
โครงการนี้แล้วข้าพเจ้าก็มีสิทธิ์ที่จะบอกเลิกการเข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้เมื่อใดก็ได้  ซึ่งการบอก
เลิกการเข้าร่วมวิจัยนี้จะไม่มีผลต่อการศึกษาหรือการรักษาพยาบาลที่ ข้าพเจ้าจะได้รับต่อไป   
ผู้วิจัยรับรองว่าจะเก็บข้อมูลเฉพาะเกี่ยวกับตัวข้าพเจ้าเป็นความลับ   และจะเปิดเผยได้เฉพาะใน
รูปท่ีเป็นสรุปผลการวิจัย  

หากเกิดอันตรายใด ๆ หรือผลข้างเคียงที่ไม่พึงประสงค์จากการวิจัยขึ้นกับข้าพเจ้า 
ข้าพเจ้าจะได้รับการรักษาพยาบาลโดยไม่คิดค่าการรักษาพยาบาลใด ๆ  

ข้าพเจ้าได้อ่านหรือฟังจนเข้าใจดีแล้ว และ ข้าพเจ้าเต็มใจเข้าร่วมโครงการนี้         
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(หมายเหตุ เอกสารชิ้นนี้จะไม่มีผลใดๆ หากบิดา มารดา หรือผู้ปกครองของเด็กไม่ลงนาม
ยินยอมในเอกสารยินยอมให้เด็กเข้าร่วมโครงการวิจัย ต่างหากอีก 1 ฉบับ) 

  ลงนาม......................................................................  ผู้ยินยอม  
    (..........................................................................................)  

วันที.่................เดือน................................พ.ศ............................. 
 

ลงนาม.............................................................................  พยาน  
       (..............................................................................................)  

   วันที.่...........................เดือน................................พ.ศ................ 
 

  ลงนาม........................................................................ ผู้วิจัยหลัก   
       (.......................ทันตแพทย์หญิง..ปิยะรัตน์  เกิดผล.................)  

   วันที.่......................เดือน................................พ.ศ....................  
ข้าพเจ้าไม่สามารถอ่านหนังสือและเขียนได้  แต่ผู้วิจัยได้อ่านข้อความในใบยินยอมนี้ให้แก่ข้าพเจ้า
ฟังจนเข้าใจดีแล้ว  ข้าพเจ้าจึงลงนาม หรือประทับลายนิ้วหัวแม่มือขวาของข้าพเจ้าในใบยินยอมนี้
ด้วยความเต็มใจ 

 
 ลงนาม..........................................................................ผู้ยินยอม  

   (..............................................................................................)  
  วันที.่........................เดือน.............................พ.ศ................... 

  
  ลงนาม.............................................................................พยาน  

 (........................................................................................... .) 
  วันที.่......................เดือน................................พ.ศ.....................  

  
  ลงนาม......................................................................ผู้วิจัยหลัก  

  (........................ทันตแพทย์หญิง..ปิยะรัตน์  เกิดผล................)  
  วันที.่..................เดือน..................................พ.ศ......................  
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ภาคผนวก ฉ 
เอกสารยกเลิกการเข้าร่วมวิจัย  (Withdrawal  Form) 

 
การวิจัยผลของเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ต่อคุณสมบัติการเพิ่มจ านวนและการแสดงออก

ของยีนเร็กซ์-1 ของเซลล์เนื้อเยื่อในฟันน้ านมของมนุษย์ที่เพาะเลี้ยงระยะยาว 
ข้าพเจ้า(นาย, นาง, นางสาว, เด็กชาย, เด็กหญิง).......................................................................  
อยู่บ้านเลขที่.....................ถนน......................................ต าบล/แขวง........................................  
อ าเภอ/เขต...............................................จังหวัด...................................รหัสไปรษณีย์..............  
ขอยกเลิกการเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้  โดยมีเหตุผลในการยกเลิกการเข้าร่วมวิจัยคือ  
  ย้ายภูมิล าเนา 
  ไม่สะดวกในการเดินทาง 
  เหตุผลอื่น       
............................................................................................................... .............................. 
   
  ลงนาม...........................................................................................ผู้ยกเลิก  
  (...........................................................................................................)  
   วันที.่...............เดือน...................................พ.ศ. ................ 
  ลงนาม...........................................................................................พยาน  
  (...........................................................................................................)  
   วันที.่...............เดือน...................................พ.ศ. ................ 
  ลงนาม...........................................................................................ผู้วิจัยหลัก  
  (..........................ทันตแพทย์หญิง..ปิยะรัตน์  เกิดผล..............................)  
   วันที.่...............เดือน..............................พ.ศ. ................ ....  

 
ที่อยู่ส าหรับส่งเอกสาร     ชื่อ ....น.ส. ปิยะรัตน์  เกิดผล ....บ้านเลขที่.. 70......ถนน... พระราม 1..  
ต าบล/แขวง....รองเมือง….อ าเภอ/เขต...ปทุมวัน.... จังหวัด... กรุงเทพฯ... รหัสไปรษณีย์...10330.. 
หมายเหตุ - ส าเนาเอกสารยกเลิกการเข้าร่วมวิจัย1 ชุด แล้วมอบให้อาสาสมัครแต่ละคน 
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ภาคผนวก ช 
รายละเอียดการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 
ตารางท่ี 6  การวิเคราะห์เปรียบเทียบการสร้างโคโลนีระหว่างรุ่นที่ 5 และรุ่นที่ 10 ของกลุ่มเซลล์ที่
 เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ และกลุ่มควบคุม ด้วยสถิติ Independence 
 sample t-test 
 

Group Statistics 

 
Pgroup N Mean Std. Deviation 

Std. Error 
Mean 

CFUcontrol Passage5 3 10.2000 5.85064 3.37787 

passage10 3 1.3333 1.20509 .69576 

CFUbFGF Passage5 3 39.3333 12.22020 7.05534 

passage10 3 10.0000 2.64575 1.52753 
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ตารางท่ี 7   การวิเคราะห์เปรียบเทียบการสร้างโคโลนีระหว่างกลุ่มเซลล์ที่เติมเบสิก ไฟโบรบลาสต์
 โก รทแฟกเตอร์ และกลุ่มควบคุม ในรุ่นที ่ 5 และรุ่นที่ 10 ด้วยสถิติ  
 Independence sample t-test 
 

Group Statistics 

 
CtrlvsbFGFGroups N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

cfuP5 control 3 10.2000 5.85064 3.37787 

bFGF 3 39.3333 12.22020 7.05534 

cfuP10 control 3 1.3333 1.20509 .69576 

bFGF 3 10.0000 2.64575 1.52753 
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ตารางท่ี 8  การวิเคราะห์เปรียบเทียบ การแบ่งตัวเพิ่มจ านวนเซลล์ระหว่างรุ่นที่ 5 และรุ่นที่ 10 
 ของกลุ่มเซลล์ที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ และกลุ่มควบคุม ด้วยสถิติ 
 Independence sample t-test 
 

Group Statistics 

 

Pgroup N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

MTT1daycontrol Passage5 3 1.8161E4 3453.99831 1994.16685 

passage10 3 1.3821E4 744.88679 430.06059 

MTT3dayscontrol Passage5 3 2.7398E4 10601.46859 6120.76075 

passage10 3 1.6670E4 573.00465 330.82439 

MTT7dayscontrol Passage5 3 6.2683E4 24781.08111 14307.36385 

passage10 3 2.3575E4 8141.36944 4700.42184 

MTT1daybFGF Passage5 3 1.9106E4 1568.13020 905.36039 

passage10 3 1.5314E4 2231.72362 1288.48623 

MTT3daysbFGF Passage5 3 2.9377E4 9520.24438 5496.51565 

passage10 3 1.6670E4 573.00465 330.82439 

MTT7daysbFGF Passage5 3 6.4279E4 12934.01573 7467.45747 

passage10 3 2.5507E4 7196.76434 4155.05383 
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ตารางท่ี 9  การวิเคราะห์เปรียบเทียบ การแบ่งตัวเพิ่มจ านวนเซลล์ ระหว่างกลุ่มเซลล์                         
 ที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ และกลุ่มควบคุม ในรุ่นที ่ 5 และรุ่นที่ 10 
 ด้วยสถิติ Independence sample t-test 
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ตารางท่ี 10  การวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของอาร์เอ็นเอน ารหัสของยีนเร็กซ์-1ระหว่าง
 รุ่นที่ 5 และรุ่นที่ 10 ของกลุ่มเซลล์ที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ และกลุ่ม 
 ทดลองด้วยสถิติ Independence sample t-test 
 

 
 
 
ตารางท่ี 11 การวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของอาร์เอ็นเอน ารหัส ของยีนเร็กซ์ -1 ระหว่าง
   กลุ่มเซลล์ที่เติมเบสิกไฟโบรบลาสต์โกรทแฟกเตอร์ และกลุ่มควบคุม ในรุ่นที ่5 และ 
        รุ่นท่ี 10 ด้วยสถิติ Independence sample t-test 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาวปิยะรัตน์ เกิดผล  เกิดเมื่อวันที่  10 ตุลาคม พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดราชบุรี  ส าเร็จ
การศึกษาระดับปริญญาทันตแพทยศาสตรบัณฑิต  จากคณะทันตแพทยศาสตร์  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย เมื่อเดือนมีนาคม  พ.ศ. 2549 ได้เข้ารับราชการต าแหน่งทันตแพทย์ ที่โรงพยาบาล
เฉลิมพระเกียรติ  จังหวัดบุรีรัมย์  ต้ังแต่ปีพ .ศ. 2549-2551 จากนั้น เข้ารับราชการต าแหน่ง         
ทันตแพทย์ที่โรงพยาบาลห้วยพลู จังหวัดนครปฐม ต้ังแต่ปีพ.ศ. 2551-2555 

ปัจจุบันศึกษาต่อในหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาทันตกรรมส าหรับเด็ก
คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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