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บทคดัย่อ 
 

เซลลเ์อน็ยดึปริทนัตม์นุษยมี์บทบาทสาํคญัในการรักษาสมดุลของเน้ือเยือ่เอน็ยดึปริทนัตภ์ายใต้
สภาวะท่ีไดรั้บแรงจากการบดเค้ียว หรือแรงจากการจดัฟัน อยา่งไรกต็ามกลไกการควบคุมดงักล่าวยงัไม่มี
ความชดัเจน สมดุลของเน้ือเยือ่เกิดจากสมดุลระหวา่งการสร้างและการทาํลายเมทริกซ์โปรตีนท่ีเป็น
องคป์ระกอบ เอนไซมจึ์งมีบทบาทในการรักษาสมดุลของเน้ือเยือ่ในส่วนของการยอ่ยสลาย ดงันั้น การวิจยั
น้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาอิทธิพลของแรงดึงต่อการแสดงออกของเอนไซมก์ลุ่มเมทริกซ์เมเทโลโปรติ
เนสและตวัยบัย ั้งของเอนไซมก์ลุ่มน้ี โดยศึกษาอิทธิพลของแรงดึงภายใตปั้จจยัของ รูปแบบของแรง ขนาด 
ความถ่ี และระยะเวลาท่ีเซลลไ์ดรั้บแรง ทาํการศึกษาในหอ้งปฏิบติัการ โดยใชเ้ซลลเ์พาะเล้ียงท่ีไดจ้ากเอน็
ยดึปริทนัตข์องมนุษย ์ ซ่ึงกระบวนการไดม้าของเซลล ์ ไดผ้า่นการอนุมติัจากคณะกรรมการจริยธรรมใน
มนุษย ์ คณะทนัตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั เซลลไ์ดรั้บแรงจากเคร่ืองกาํเนิดแรงดึงซ่ึง
พฒันาข้ึนเองในหอ้งปฏิบติัการ แรงท่ีใหเ้ป็นแรงดึงเชิงเสน้แกนเดียว ออกแบบการทดลองโดยปรับเปล่ียน
ปัจจยัท่ีเก่ียวเน่ืองกบัแรง ไดแ้ก่ รูปแบบของแรง ขนาด ความถ่ี และระยะเวลา ตลอดจนศึกษาปัจจยัดงักล่าว
ภายใตส้ภาวะท่ีเติมอินเตอร์ลิวคิน -1 เพื่อเลียนแบบสภาวะการอกัเสบ อาร์เอน็เอจะถูกสกดัจากเซลลเ์พื่อ
ตรวจวดัการแสดงออกระดบัยนีของเมทริกซ์เมเทโลโปรติเนสและตวัยบัย ั้งของเอนไซมภ์ายใตส้ภาวะท่ี
กาํหนด ซ่ึงไดผ้ลการวิจยัในเบ้ืองตน้ดงัน้ี รูปแบบของแรงแบบต่อเน่ืองหรือแบบเป็นรอบ ใหผ้ลแตกต่าง
สาํหรับการแสดงออกของเอม็เอม็พี-13 ในขณะท่ีขนาดของแรง ในกรณีท่ีใหแ้รงแบบต่อเน่ือง มีผลต่อการ
แสดงออกของเอม็เอม็พ-ี14 และในกรณีท่ีเซลลไ์ดรั้บแรงดึงร่วมกบัอินเตอร์ลิวคิน -1 พบวา่ ระดบัของ
ความถ่ีมีผลในการรักษาระดบัการแสดงออกของเอม็เอม็พี-2 และเอม็เอม็พี-3 ใหอ้ยูใ่นระดบัปกติ อยา่งไรก็
ตามยงัตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อยนืยนัผลการทดลอง ตลอดจนตรวจวดัการเปล่ียนแปลงในระดบัโปรตีน 
และศึกษาต่อในส่วนของกลไกท่ีก่อใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงดงักล่าว ทั้งน้ีความเขา้ใจผลอนัเน่ืองมาจาก
อิทธิพลของแรง หรือทั้งในกรณีของการไดรั้บแรงร่วมกบัสภาวะอกัเสบ ในดา้นของกลไกการควบคุมการ
แสดงออกของเอนไซม ์ จะเป็นการป้องกนัไม่ใหเ้กิดอนัตรายกบัเน้ือเยือ่ปริทนัตจ์ากการใหแ้รงท่ีไม่
เหมาะสม  

 
คาํสาํคญั: เซลลเ์อน็ยดึปริทนัตม์นุษย,์ แรงดึง, อินเตอร์ลิวคิน -1, เมทริกซ์เมเทโลโปรติเนส 
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Abstract 
 

Periodontal ligament cells play an important role in maintaining periodontal homeostasis upon 
mechanical loading caused by mastication or orthodontic force. However, the mechanism of the 
phenomenon still remains unclear. As proteolytic enzymes play roles in the degradation part of the tissue 
homeostatic process. The present study aims to examine the tension-induced regulation of matrix 
metalloproteinases and their inhibitors, TIMPs, by investigating the effect of factors regarding the 
tension force; pattern, magnitude, frequency and duration.  The study was performed using monolayer 
primary culture of the human periodontal ligament cells. Approval of the Human Research Ethics 
Committee of the Faculty of Dentistry, Chulalongkorn University and informed consent were obtained. 
Tensile force was introduced to the cells using stretch apparatus which developed in our laboratory. Cells 
were subjected to uni-axial tensile strain which programmed different strain regimens regarding the 
pattern, magnitude, frequency and duration. Effect of inflammation on cells under tensile strain was 
studied by simulating an inflammatory condition using interleukin-1β. The expressions of MMPs and 
TIMPs were initially analyzed by quantitative real-time PCR. The results demonstrated that tensile force, 
with or without interleukin-1β, have the effect on the expressions of MMPs and TIMPs, but with the 
different extents according to the strain regimens. The initial results suggested the role of static/cyclic 
tensile force on MMP-13 expression, the magnitude of the static mode of tensile force on MMP-14 
expression, and the tensile frequency on MMP-2 and MMP-3 homeostasis under an inflammatory 
condition. Studies on the expression at the protein levels and the mechanism of action must be further 
investigated. A better understanding of the effect of mechanical loading alone or an interaction with 
inflammation in the aspect of proteolytic imbalance may raise the concern on an applied force to prevent 
destruction of periodontal tissues. 

 
Keywords: human periodontal ligament cells, tensile force, interleukin-1β, MMPs 
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รูปที ่1 แสดงระดบัการแสดงออกของยนีท่ีศึกษาในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตท่ี์เพาะเล้ียง 
บนจานเล้ียงเซลล(์Plastic) เปรียบเทียบกบับนแผน่ Gelatin coated silicone ภายหลงั 
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รูปที ่3 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าของจาํนวนเซลล ์วิเคราะห์โดยเทคนิค MTT 
 เม่ือใหแ้รงดึงแบบ cyclic ทาํการดึงแผน่ silicone ใหย้ดืออกเป็นระยะร้อยละ 10  
ของความยาวเดิม ท่ีความถ่ี 15, 60 และ 90 รอบต่อนาที (rpm) เป็นเวลา 2 ชัว่โมง        15 
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เม่ือไดรั้บแรงดึงแบบ cyclic ท่ีความถ่ี 60 รอบต่อนาที (60rpm) ดึงแผน่ silicone  
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รูปที ่5 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าของระดบัการแสดงออกของยนีเม่ือวิเคราะห์ 
ดว้ยเทคนิค Q-PCR  เม่ือใหแ้รงดึงแบบ cyclic ดึงแผน่ silicone ใหย้ดืออกเป็นระยะ 
ร้อยละ 10 ของความยาวเดิม ท่ีความถ่ี 60 รอบต่อนาที (rpm) เปรียบเทียบการแสดง 
ออกของยนีภายหลงัไดรั้บแรงท่ี 2, 4 และ 6 ชัว่โมง            17 
 
รูปที ่6 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าของการแสดงออกของยนี 
เม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค Q-PCR เม่ือใหแ้รงดึงแบบ cyclic ดึงแผน่ silicone 
 ใหย้ดืออกเป็นระยะร้อยละ 10 ของความยาวเดิม ท่ีความถ่ี 60 รอบต่อนาที (rpm)  
เปรียบเทียบการแสดงออกของยนีภายหลงัไดรั้บแรงดึงแบบ cyclic ท่ี 4 ชัว่โมง 
พกั  4 ชัว่โมง และ แรงดึงแบบ cyclic ท่ี 2 ชัว่โมง พกั  2 ชัว่โมง ดึง 2 ชัว่โมง  
พกั  2 ชัว่โมง                 18 
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รูปที ่7 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าของการแสดงออกของยนีเม่ือวิเคราะห์ 
ดว้ยเทคนิค Q-PCR ดว้ยแรงดึงแบบ cyclic ดึงแผน่ silicone ใหย้ดืออกเป็นระยะ 
ร้อยละ 10 ของความยาวเดิม ท่ีความถ่ี 15, 30, 60 และ 90 รอบต่อนาที (rpm)  
ท่ีเวลา 2 ชัว่โมง                19 
 
รูปที ่8 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าของการแสดงออกของยนีเม่ือวิเคราะห์ 
ดว้ยเทคนิค Q-PCRโดยใหแ้รงดึงแบบเป็นรอบ (cyclic) ท่ี 15  รอบต่อนาที  
ดึงแผน่ silicone ใหย้ดืออกเป็นระยะร้อยละ 10 (cy/10%)  และ 20 (cy/20%)  
และกลุ่มท่ีไดรั้บแรงดึงแบบต่อเน่ือง (static) ท่ีระยะยดืออกร้อยละ 10 (sta/10%)   
และ 20 (sta/20%) ท่ีเวลา 2 ชัว่โมง              20 

 
รูปที ่9 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าขอระดบัการแสดงออกของยนีเม่ือวิเคราะห์ 
ดว้ยเทคนิค Q-PCR เม่ือใหแ้รงดึงแบบ cyclic ดึงแผน่ silicone ใหย้ดืออกเป็นระยะ 
ร้อยละ 10 ของความยาวเดิม ท่ีความถ่ี 15 และ 60 รอบต่อนาที (rpm) ในสภาวะท่ีมี 
และไม่มี 10 ng/ml IL-1β ท่ี 2 ชัว่โมง             22 
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บทนํา 
 
ความสําคญัและทีม่าของปัญหาทีท่าํการวจัิย 

โดยทัว่ไปแลว้แรง (mechanical forces) มีบทบาทสาํคญัในการควบคุมสมดุลของการสร้างและ
การทาํลาย ตลอดจนการทาํงานของของเน้ือเยือ่โดยทัว่ไป ทั้งน้ีเน่ืองจากเซลลใ์นร่างกายไดรั้บแรงกระทาํ
อยูต่ลอดเวลา เช่นแรงท่ีเกิดจาก การเคล่ือนไหวของร่างกาย การหดตวัของกลา้มเน้ือ การไหลเวียนของ
โลหิต รวมทั้งแรงโนม้ถ่วงของโลก  โดยรูปแบบของแรงท่ีเซลลไ์ดรั้บในขณะใดขณะหน่ึงนั้น พบไดใ้น
หลายรูปแบบ ทั้งแรงกด (stress/compression) แรงดึง (stretch/strain/tension) หรือ แรงเฉือน (shear) ท่ีเกิด
จากการเคล่ือนท่ีของ tissue fluid ผา่นผวิเซลล ์  โดยมีหลกัฐานปรากฏวา่ เซลลใ์นร่างกายสามารถรับรู้ การ
เปล่ียนแปลงของแรงกระทาํเหล่าน้ี และแปลงสญัญาณของแรงท่ีมีต่อเซลลน้ี์ ใหก้ลายเป็นสญัญาณทางเคมี 
ภายในเซลล ์ นาํไปสู่การเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยนี และการเปล่ียนแปลงพฤติกรรม หรือ 
คุณลกัษณะของเซลล ์ ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัขนาด (magnitude) ทิศทาง (direction) ความถ่ี (frequency) และ
ระยะเวลา (duration) ท่ีไดรั้บแรง (Pauwels F, 1980; Buschmann MD, et al., 1995; Liu SQ, 1998; Mikuni-
Takagaki Y, 1999; Jen CJ, et al., 2000; Chiquet M, et al., 2003; Michalopoulos E, et al., 2012)  

สาํหรับช่องปาก ในสภาวะปกติ แรงบดเค้ียวจดัเป็นแรงหลกัท่ีอวยัวะและเน้ือเยือ่ต่างๆ ทั้งในและ
รอบๆ ช่องปากไดรั้บอยา่งสมํ่าเสมอ แรงท่ีเกิดข้ึนจะส่งผา่นจากฟันไปยงักระดูกเบา้ฟัน ผา่นเอน็ยดึปริทนัต ์
ซ่ึงทาํหนา้ท่ียดึฟันไวก้บักระดูกขากรรไกร โดยยดึระหวา่งเคลือบรากฟัน (cementum) และ กระดูกเบา้ฟัน 
(alveolar bone)  และโครงสร้างของเอน็ยดึปริทนัตน์ั้น จะประกอบข้ึนจากมดัใยของคอลลาเจนท่ีมีความ
ยดืหยุน่  ทาํใหฟั้นสามารถขยบัไดเ้ลก็นอ้ยภายในกระดูกเบา้ฟันระหวา่งการบดเค้ียว  

เม่ือมีแรงเกิดข้ึน เอน็ยดึปริทนัตถู์กกดหรือยดืออกตามทิศทางของแรงท่ีมากระทาํ และทาํใหเ้ซลล์
เอน็ยดึปริทนัต ์ ซ่ึงแทรกตวัอยูร่ะหวา่งเสน้ใยคอลลาเจนไดรั้บแรงทั้งในรูปแบบของแรงกด แรงดึง 
ตลอดจนแรงเฉือน มีรายงานท่ีแสดงวา่ เซลลเ์อน็ยดึปริทนัตส์ามารถตอบสนองต่อแรงไดโ้ดยตรง และ
ส่งผลใหเ้กิดการเพ่ิมจาํนวนเซลล ์ (proliferation) การเปล่ียนแปรของเซลล ์ (differentiation) ตลอดจนการ
สร้างและการทาํลายของเมทริกซ์นอกเซลล ์ (extracellular matrix) ได ้ (Pavlin D and Gluhak-Heinrich J, 
2001; Murakami Y, et al., 2003; Pini M, et al., 2004; Zheng L, et al., 2012) 

เป็นท่ียอมรับกนัวา่ เซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ (periodontal ligament cells) ซ่ึงเป็นเซลลห์ลกัท่ีพบใน
เน้ือเยือ่เอน็ยดึปริทนัตน์ั้น ทาํหนา้ท่ีสาํคญัในการรักษาสมดุลของเน้ือเยือ่ปริทนัต ์โดยมีส่วนร่วมทั้งในส่วน
ของการสร้าง การทาํลาย การซ่อมแซม และการคงไวซ่ึ้งสภาวะสมดุล (Lackler KP, et al., 2000; Lekic P 
and McCulloch CA, 1996)  และยงัพบวา่เซลลเ์อน็ยดึปริทนัตมี์คุณสมบติัในการเปล่ียนแปรไปเป็นเซลล์
สร้างกระดูก (osteoblasts) และเซลลส์ร้างเคลือบรากฟัน (cementoblasts) ได ้ (Shuttleworth CA, et al., 
1983) อยา่งไรกดี็ ความสมัพนัธ์ของแรงกบัหนา้ท่ีของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตใ์นประเดน็เหล่าน้ี ยงัไม่มีความ
ชดัเจน 



 2

ในกรณีของโรคปริทนัต ์ ซ่ึงเป็นโรคของเน้ือเยือ่ปริทนัตท่ี์เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย ร่วมกบัผลของ
กลไกการตอบสนองทางระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายต่อแบคทีเรียและสารหลัง่จากแบคทีเรียนั้นๆ ส่งผลให้
เกิดการอกัเสบ (inflammation) ซ่ึงนาํไปสู่การทาํลายของเหงือก เอน็ยดึปริทนัต ์ กระดูกเบา้ฟัน และทาํให้
สูญเสียการยดึอยูข่องฟันในท่ีสุด  ปรากฏหลกัฐานวา่ ภายในเน้ือเยือ่ของรอยโรค จะพบ interleukin-1 
(IL-1) ซ่ึงเป็น primary pro-inflammatory cytokines ท่ีสาํคญั มีระดบัสูงกวา่ปกติ โดย Cytokines น้ี จะ
หลัง่จาก เซลลเ์มด็เลือดขาว และมีผลต่อเซลลต่์างๆ ในเน้ือเยือ่ปริทนัต ์รวมทั้งเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ ในส่วน
ของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ พบวา่ เซลลเ์หล่าน้ี สามารถรับรู้และตอบสนองต่อ IL-1 โดยเพิม่การหลัง่ 
inflammatory cytokines ตวัอ่ืนๆ ต่อไปเป็นลาํดบั ซ่ึงผลของ IL-1 และ ไซโตไคนเ์หล่าน้ีนาํไปสู่การเพิ่ม
การหลัง่เอนไซมใ์นกลุ่มโปรตีเอส ซ่ึงนาํไปสู่การทาํลายของเน้ือเยือ่เอน็ยดึปริทนัต ์ 

รายงานเก่ียวกบัผลของแรง ท่ีมีต่อการตอบสนองของเซลลใ์นสภาวะอกัเสบของโรคปริทนัต ์ ยงัมี
นอ้ยมาก มีโดยพบเพยีงรายงานการศึกษาของ Nokhbehsaim และคณะ ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตข์องมนุษย ์ท่ี
รายงานความสมัพนัธ์ระหวา่ง ผลของ cyclic tensile strain ในสภาวะท่ีเติม IL-1 เพื่อเลียนแบบสภาวะ
อกัเสบ พบวา่ระดบัการแสดงออกของคอลลาเจนและโปรตีน ท่ีเก่ียวขอ้งในการสร้างกระดูกจะลดลง 
(Nokhbehsaim M, et al., 2010) ดงันั้น จึงเป็นไปไดท่ี้ แรงจากการบดเค้ียวภายใตส้ภาวะอกัเสบของเน้ือเยือ่
จากโรคปริทนัตเ์พิ่มความรุนแรงใหก้บัโรคปริทนัตเ์น่ืองจากความบกพร่องของกลไกการซ่อมแซม 

วตัถุประสงคข์องการศึกษาในคร้ังน้ี ตอ้งการศึกษาอิทธิพลของแรงท่ีมีต่อสดัส่วนและระดบัการ
สร้างเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยสลายเมทริกซ์นอกเซลล ์ (extracellular matrix) กลุ่ม matrix 
metalloproteinases (MMPs) ซ่ึงเป็นเอนไซมก์ลุ่มเดียวท่ีมีความสามารถในการยอ่ยสลายคอลลาเจนและมี
ความสามารถในการยอ่ยสลายเมทริกซ์นอกเซลลท่ี์ไม่ใช่คอลลาเจนอีกหลายชนิด ตลอดจนศึกษาระดบัของ
ตวัยบัย ั้งการทาํงาน (inhibitors) ของเอนไซมก์ลุ่ม MMPs ทั้งในสภาวะปกติ และสภาวะท่ีมีพยาธิสภาพร่วม
ดว้ย เช่น สภาวะการอกัเสบในโรคปริทนัต ์ เซลลเ์อน็ยดึปริทนัตจ์ะมีการปรับเปล่ียนสดัส่วนและระดบัการ
สร้างเอนไซมก์ลุ่ม MMPs และตวัยบัย ั้งการทาํงานไปในรูปแบบและทิศทางใด  โดยองคค์วามรู้ท่ีได ้ จะ
เป็นประโยชนใ์นการนาํไปประยกุตใ์ชเ้พื่อพฒันาวิธีการบูรณะและซ่อมแซมเน้ือเยือ่ปริทนัตต่์อไป 
 

วตัถุประสงค์การวจัิย 
1. ศึกษาผลของ cyclic stretch ท่ีเกิดจากข้ึนจากแรงในขนาดต่างๆ ท่ีมีผลต่อระดบัการแสดงออก
ของเอนไซมท่ี์ใชย้อ่ยสลายเมทริกซ์นอกเซลล ์ เช่น เอนไซมก์ลุ่ม MMPs และตวัยบัย ั้ง TIMPs ในเซลลเ์อน็
ยดึปริทนัตข์องมนุษยใ์นสภาวะปกติและในสภาวะท่ีมี interleukin-1 
2. ศึกษาผลของ ระยะเวลา และความถ่ี ของ cyclic stretch ท่ีมีต่อ ระดบัการแสดงออกของเอนไซม์
ท่ีใชย้อ่ยสลายเมทริกซ์นอกเซลล ์ เช่น เอนไซมก์ลุ่ม MMPs และตวัยบัย ั้ง TIMPs ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต์
ของมนุษยใ์นสภาวะปกติและในสภาวะท่ีมี interleukin-1 
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ขอบเขตการวจัิย 

เป็นโครงการวิจยัพื้นฐาน ท่ีทาํในหอ้งปฏิบติัการ โดยทาํการศึกษาในเซลลเ์พาะเล้ียงท่ีไดจ้ากเน้ือเยือ่
เอน็ยดึปริทนัต ์ และทดสอบผลของแรงในรูปแบบและระยะเวลาต่างๆ กนั ดว้ยเคร่ืองมือสาํหรับสร้างแรง
ดึงในหอ้งปฏิบติัการ ท่ีมีต่อพฤติกรรมของเซลล ์ ทั้งน้ีเซลลจ์ะเพาะเล้ียงจากเน้ือเยือ่เอน็ยดึปริทนัตข์อง
มนุษย ์ ท่ีไดจ้ากฟันกรามใหญ่ซ่ีท่ี 3 ท่ีไดรั้บการวินิจฉยัใหถ้อนหรือผา่ออกและ/หรือ ฟันกรามเลก็ท่ีตอ้งถูก
ถอนดว้ยเหตุท่ีตอ้งจดัฟัน โดยฟันดงักล่าวตอ้งไม่มีพยาธิสภาพ การทดลองและวิเคราะห์ผลในแต่ละส่วน
ของการศึกษาจะทาํอยา่งนอ้ย 3 คร้ัง ผลการทดลองท่ีไดจ้ะเพิ่มความเขา้ใจพฤติกรรมการตอบสนองของ
เซลลต่์อเม่ือไดรั้บแรงในรูปแบบของการยดื-คลาย (stretch-relax) ในรูปแบบท่ีใกลเ้คียงกบัแรงใน
ธรรมชาติท่ีเอน็ยดึปริทนัตไ์ดรั้บ และกลไกในการรับรู้และการถ่ายทอดสญัญาณภายในเซลลต่์อระดบัการ
แสดงออกของเอนไซม ์ MMPs และตวัยบัย ั้ง TIMPs โดยการศึกษาจะทาํเปรียบเทียบกบัในสภาวะท่ีมีการ
อกัเสบดว้ย โดยจาํลองสภาวะจากการกระตุน้ร่วมดว้ย interleukin-1 ซ่ึงการศึกษาน้ี จะทาํใหเ้ขา้ใจส่วน
หน่ึงของกลไกท่ีควบคุมสมดุลของเน้ือเยือ่ และพฒันาการของรอยโรคปริทนัตไ์ดม้ากข้ึน เพื่อประโยชน์ใน
การพฒันาวิธีการใหก้ารรักษา หรือการซ่อมแซมเน้ือเยือ่ในรอยโรคต่อไป 

 

สมมุติฐานและกรอบแนวความคิดของการวิจัย  
สมมติฐานของงานวิจยัน้ี ตั้งอยู่บนพื้นฐานท่ีว่า แรงท่ีเหมาะสมจะมีผลต่อการทาํหนา้ท่ีของ

เซลลเ์อ็นยึดปริทนัต ์เช่นเดียวกบัท่ีพบในเซลลก์ระดูก โดยการให้แรงในรูปแบบของแรงกด หรือแรงดึง
แบบเป็นรอบ (cyclic force) มีผลส่งเสริมการเกิด tissue remodeling คือมีสมดุลของการสร้างและการ
ทาํลายของเน้ือเยื่อ ตลอดจนมีอตัราการแบ่งตวัของเซลลท่ี์สมํ่าเสมอ และคงสภาพของความเป็นเซลล์
ตน้กาํเนิดไวไ้ด ้ ทั้งน้ีโดยแปรผนัต่อขนาดและความถ่ีของแรงทีเกิดข้ึน ในขณะท่ีแรงกด หรือแรงดึง
แบบคงท่ี (static force) จะให้ผลในการกระตุน้การแปรสภาพของเซลล ์ โดยแปรผนัตามขนาดของแรง
และระยะเวลาท่ีเซลลไ์ดรั้บแรง โดยอาจกระตุน้ให้เซลลเ์พิ่มระดบัการทาํลายเน้ือเยื่อหรือเปล่ียนแปรไป
เป็นเซลลส์ร้างกระดูก (diagram) 
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ทบทวนวรรณกรรม 
 
บทบาทและความสาํคญัของแรง  
 แรง (mechanical forces) เป็นปัจจยัแวดลอ้มหน่ึงท่ีเซลลใ์นร่างกายไดรั้บอยูต่ลอดเวลา เร่ิมตั้งแต่
แรงดึงดูดของโลก แรงท่ีเกิดจากการเคล่ือนไหวของร่างกาย การหดตวัของกลา้มเน้ือ การไหลเวียนของ
โลหิต เป็นตน้ แรงในระดบัท่ีเหมาะสมเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีสาํคญัในการควบคุมสมดุลของการสร้างและการ
ทาํลาย ตลอดจนการทาํงานของของเน้ือเยือ่ของร่างกาย เป็นท่ีทราบกนัดีวา่การเจบ็ป่วยท่ีทาํใหไ้ม่สามารถ
เคล่ือนท่ีได ้หรือตอ้งนอนบนเตียงตลอดเวลา (Bloomfield SA, 1997) นาํไปสู่การฝ่อลีบของกลา้มเน้ือ และ
สูญเสียความแขง็แรงของกระดูก ตลอดจนการอยูใ่นสภาวะไร้นํ้าหนกั เช่นในอวกาศ กใ็หผ้ลเช่นเดียวกนั 
(Johnson RB, 1998) ทั้งน้ีระดบัของแรงท่ีเซลลรั์บรู้วา่ เหมาะสม มากเกินไป หรือนอ้ยเกินไปในแต่ละ
สภาวะ หรือกิจกรรมนั้นๆ  แตกต่างกนัไปตามชนิดของเซลลท่ี์อยูใ่นเน้ือเยือ่ หรืออวยัวะท่ีมีแรงมากระทาํ 
โดยทัว่ไปแลว้ทิศทางของแรงท่ีกระทาํกบัเซลลแ์บ่งออกไดเ้ป็น 3 รูปแบบคือ แรงกด (stress/compression) 
แรงดึง (stretch/strain/tension) หรือ แรงเฉือน (shear) ท่ีเกิดจากการเคล่ือนท่ีของ tissue fluid ผา่นผวิเซลล ์
อยา่งไรกต็ามถา้พิจารณาท่ีเซลลเ์พียงหน่ึงเซลล ์ แรงท่ีกระทาํกบัเซลลมี์จะมีแรงทั้ง 3 ชนิดเกิดข้ึนพร้อมๆ 
กนั เพยีงแต่ในตาํแหน่งท่ีต่างกนับนพื้นผวิเซลล ์(Chiquet M, et al., 2003) 
  กลไกการรับรู้แรงของเซลลน์ั้น มีขอ้สนันิษฐานวา่ น่าจะเกิดจากการเปล่ียนแปลงรูปร่าง 
(deformation) ของเมทริกซ์นอกเซลล ์ (extracellular matrix) ท่ีเซลลย์ดึเกาะอยู ่ เกิดเป็นวิถีสญัญาณผา่นเขา้
สู่เซลล ์ 3 ทางใหญ่ๆ ไดแ้ก่ ทางการเปล่ียนแปลงของโครงร่างเซลล ์ (cytoskeleton) ซ่ึงประกอบข้ึนจาก
โปรตีนหลกัคือ แอกติน (actin) แลว้นาํไปสู่การเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยนี (Rubin J, et al., 2006) 
หรือผา่นไปทางตวัรับบนผวิเซลล ์ (surface receptor) ท่ีทาํหนา้ท่ีรับรู้ต่อแรง เช่น อิออนแชนแนลท่ีถูก
กระตุน้ดว้ยแรง (stress-activated ion channel) และ จีโปรตีนคอบเปิล รีเซบเตอร์ (G-protein coupling 
receptors) (Li C and Xu Q, 2000) เป็นตน้ หรือผา่นทางกลุ่มของตวัรับบนผวิเซลล ์ ท่ีเรียกวา่ อินทิกริน 
(integrins) ซ่ึงทาํหนา้ท่ีเป็นตวัรับของเมทริกซ์นอกเซลล์ (Chiquet M, et al., 2003) ซ่ึงการเปล่ียนแปลงไม่
วา่จะผา่นไปทางใด กจ็ะส่งผลในการกระตุน้การส่งผา่นสญัญาณภายในเซลล ์ และสามารถนาํไปสู่การ
เปล่ียนแปลงการแสดงออกของยนี แลว้ นาํไปสู่การปรับเปล่ียนพฤติกรรมของเซลล ์ 

อิทธิพลของแรงท่ีมีต่อพฤติกรรมและการทาํงานของเซลลน์ั้น มีรายงานในเซลลห์ลายชนิด เช่น 
รายงานการศึกษา ท่ีแสดงวา่ แรงดึง มีผลต่อการเคล่ือนท่ีและทิศทางการเรียงตวัของเซลลก์ลา้มเน้ือเรียบท่ี
ลอ้มรอบผนงัหลอดเลือด (Liu SQ, 1998; Grabellus F, et al., 2007) และการเพ่ิมจาํนวนของเซลลเ์อน็ยดึปริ
ทนัต ์ (Kletsas D, et al., 1998) ในขณะท่ี แรงกด มีผลต่อระดบัการสร้าง proteoglycans ในเซลลก์ระดูก
อ่อน (Buschmann MD,  et al., 1995) รวมทั้งมีผลในการ กระตุน้การแบ่งตวัและการสร้างโปรตีนของเซลล์
กระดูก ซ่ึงอาจทาํหนา้ท่ีโดยลาํพงัหรือร่วมกบัการทาํงานของเอสโตรเจนหรือพาราไทรอยดฮ์อร์โมนใน
กระบวนการสร้างกระดูก (Mikuni-Takagaki Y, 1999) ส่วนแรงเฉือนนั้น พบวา่มีบทบาทสาํคญัในการ
ควบคุมแรงดนัเลือดผา่นทางการกระตุน้ดว้ยแรงดนัเลือดภายในหลอดเลือดเอง โดยมีผลต่อเซลลบุ์ผนงั
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หลอดเลือด ส่งผลต่อการหลัง่ฮอร์โมน การถ่ายทอดสญัญาณผา่นแคลเซียมภายในเซลล ์ และมีผลต่อการ
จดัเรียงตวัของโครงสร้างภายในของเซลล ์(rearrangement of cell cytoskeleton) (Jen CJ, et al., 2000)   

นอกจากน้ี ยงัมีรายงานวา่ แรงมีผลต่อการเปล่ียนแปร (differentiation) และพฤติกรรมของเซลล์
ตน้กาํเนิดดว้ย โดยพบวา่ undifferentiated mesenchymal cells สามารถเปล่ียนแปรไปเป็นเซลลท่ี์ทาํหนา้ท่ี
แตกต่างกนัได ้ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บั ขนาด (magnitude) ทิศทาง (direction) ความถ่ี (frequency) และระยะเวลา 
(duration) ท่ีไดรั้บแรง (Pauwels F, 1980) โดยมีรายงานวา่ เม่ือใหแ้รงกดแบบ cyclic (cyclic compressive 
force) พบวา่สามารถกระตุน้ mesenchymal stem cells ของมนุษยใ์หเ้ปล่ียนแปรเป็นเซลลท่ี์มีคุณสมบติัของ
เซลลก์ระดูก และกระดูกอ่อนไดโ้ดยกระตุน้ในความถ่ี และระยะเวลาท่ีแตกต่างกนั (Michalopoulos E, et 
al., 2012)  

ดงันั้นจะเห็นไดว้า่แรงมีบทบาทต่อทั้งการควบคุมกลไกการทาํงานของในหลายๆ ส่วนของร่างกาย
ใหเ้ป็นไปตามปกติ และยงัอาจมีผลต่อการเปล่ียนแปรของเซลลต์น้กาํเนิดท่ีมีอยูใ่นเน้ือเยือ่ต่างๆ ให้
พฒันาข้ึนมาเพื่อช่วยในกระบวนการซ่อมแซมของเน้ือเยือ่เม่ือเกิดการบาดเจบ็หรือถูกทาํลาย การไดรั้บแรง
ท่ีมากเกินไป หรือนอ้ยเกินไปจะทาํใหเ้สียสมดุล ซ่ึงส่งผลต่อประสิทธิภาพการทาํงานของเซลล ์ และอาจ
นาํไปสู่พยาธิสภาพไดใ้นท่ีสุด 
  สาํหรับช่องปาก เน้ือเยือ่เอน็ยดึปริทนัตซ่ึ์งองคป์ระกอบข้ึนจากเสน้ใยคอลลาเจนเป็นส่วนใหญ่ 
ยดึระหวา่งเคลือบรากฟัน (cementum) และ กระดูกเบา้ฟัน (alveolar bone) เป็นเน้ือเยือ่เก่ียวพนัอีกชนิด
หน่ึงท่ีไดรั้บแรงอยูต่ลอดเวลา ทั้งแรงจากการบดเค้ียว การพดู และการทาํงานของกลา้มเน้ือโดยรอบช่อง
ปาก เพราะมีหนา้ท่ีหลกัในการพยงุฟัน และกระจายแรงดงักล่าวขา้งตน้ท่ีเกิดข้ึนกบัฟัน สู่กระดูกเบา้ฟันท่ี
รองรับอยู ่ โดยฟันจะมีการขยบัไดเ้ลก็นอ้ยตามทิศทางของแรงท่ีมากระทาํ ทาํใหเ้ซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์
(periodontal ligament cells) ซ่ึงเป็นเซลลห์ลกัท่ีพบในเน้ือเยือ่เอน็ยดึปริทนัต ์ ท่ีแทรกตวัอยูร่ะหวา่งเสน้ใย
คอลลาเจนไดรั้บแรงทั้งในรูปแบบของแรงกด แรงดึง และแรงเฉือนอยูต่ลอดเวลา 

มีรายงานวา่เซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ สามารถตอบรับต่อแรงทั้ง 3 ชนิดไดโ้ดยตรง แมว้า่กลไกการ
ตอบสนองจะยงัไม่ชดัเจน โดยเช่ือวา่ผลของแรงนั้น เป็นปัจจยัหลกัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการทาํหนา้ท่ีของเซลล์
เอน็ยดึปริทนัต ์ ในการรักษาสมดุลของเน้ือเยือ่ปริทนัตโ์ดยมีส่วนร่วมทั้งในส่วนของการสร้าง การทาํลาย 
การซ่อมแซม และการคงไวซ่ึ้งสภาวะสมดุล (Lackler KP, et al., 2000; Lekic P and McCulloch CA, 1996) 
และยงัอาจเก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปรไปเป็นเซลลส์ร้างกระดูก (osteoblasts) และเซลลส์ร้างเคลือบราก
ฟัน (cementoblasts) ของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตมี์คุณสมบติัดว้ย (Shuttleworth CA, et al., 1983)  

 
ผลของแรงต่อพฤติกรรมของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์  

ผลของแรงต่อเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตน์ั้น พบวา่แรงดึงและแรงกดจะใหผ้ลตรงกนัขา้มกนั  โดยพบวา่ 
แรงดึงจะมีผลในการเหน่ียวนาํ osteogenic differentiation ซ่ึงน่าจะนาํไปสู่การสร้างกระดูก (Wescott DC, 
et al., 2007) การศึกษาในหอ้งปฏิบติัการโดยใชเ้ทคนิค gene array พบวา่แรงดึงท่ี 12% ซ่ึงเป็นค่าเฉล่ียท่ีได้
จากการแปลผลโดยใช ้ finite element ของแรงท่ีกระทาํต่อฟันหนา้บนบริเวณก่ึงกลางรากในสภาวะปกติ 
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(Natali AN, et al., 2004) ท่ีความถ่ี 6 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพิ่มระดบัการแสดงออกของโปรตีน
ของเมทริกซ์นอกเซลล ์ เอนไซม ์ ไซโตไคน์ และโกรธแฟคเตอร์กวา่ 20 ชนิด ท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการ
สร้างกระดูก เช่น คอลลาเจน, osteopontin, alkaline phosphatase, BMP, Insulin-like growth factor, 
transforming growth factor beta, MMP-2 และ integrin เป็นตน้ (Liu M, et al., 2012)  

แรงยงัมีผลต่อการทาํงานของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ ในการควบคุมสมดุลของกระดูกดว้ย มีรายงาน
แสดงวา่ เม่ือเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตไ์ดรั้บแรงดึงจะมีผลกระตุน้การแสดงออกของ โปรตีน osteoprotegerin 
(OPG) ในขณะท่ีแรงกดในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์มีผลในการเหน่ียวนาํการแสดงออกของ RANKL (receptor 
activator of nuclear factor kappa b ligand) และโดยท่ีโปรตีนทั้งสองชนิดน้ี เก่ียวขอ้งกบัการกระตุน้การ
เกิดเซลลส์ลายกระดูก (osteoclast) (Kanzaki H, et al., 2002; Yamaguchi M, et al., 2006; Wongkhantee S, 
et al., 2007) โดย RANKL จะเพิ่มการทาํลายกระดูก ในขณะท่ี OPG ลดการทาํลายกระดูก  ดงันั้น แรงดึง 
ซ่ึงมีผลทาํใหส้ดัส่วนการแสดงออกของ RANKL/OPG ลดลง จึงสามารถยบัย ั้งการทาํลายกระดูกได ้ (Tsuji 
K, et al., 2004; Kanzaki H, et al., 2006)  

นอกจากน้ี แรงกดจากการจดัฟัน ยงัสามารถ กระตุน้การแสดงออกของ osteopontin ไดท้ั้งใน
กระดูกเบา้ฟัน และในเน้ือเยือ่เอน็ยดึปริทนัต ์ สอดคลอ้งกบัผลจากหอ้งปฏิบติัการ ท่ีพบวา่  ทั้งเซลลส์ร้าง
กระดูก และเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ สามารถตอบสนองต่อแรงกด โดยการเพิ่มการแสดงออกของ OPN 
(Kanzaki H, et al., 2002; Wongkhantee S, et al., 2007; You J, et al., 2001; Morinobu M, et al., 2003; 
Wongkhantee S, et al., 2008) รวมทั้งยงัพบวา่ แรงกดสามารถกระตุน้การสร้างไซโตไคน์ท่ีเก่ียวขอ้งกบั
การอกัเสบ ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตไ์ดห้ลายชนิด เช่น interleukin-6; IL-6 และ interleukin-8; IL-8 เป็นตน้
(Yamamoto T, et al., 2006; Yamaguchi M, et al., 2006  ซ่ึงเป็นไซโตไคน์ท่ีสามารถกระตุน้การแสดงออก
ของ RANKL และ MMPs ซ่ึงนาํไปสู่การทาํลายทั้ง เน้ือเยือ่อ่อนและเน้ือเยือ่แขง็ได้  แสดงใหเ้ห็นถึง
ความสาํคญัของแรงท่ีมีสมดุลของกระดูกเบา้ฟัน ผา่นทางเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์

นอกจากน้ีแรงดึงกระตุน้ใหมี้การสร้างหลอดเลือดใหม่ โดยกระตุน้การสร้าง vascular endothelial 
growth factor ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ เม่ือใชแ้รงดึงท่ี 14% ท่ีความถ่ี 12 รอบต่อนาท่ี เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
และเม่ือนาํอาหารเล้ียงเซลลท่ี์ไดจ้ากการเล้ียงเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตภ์ายใตแ้รงดึงมาใชเ้ล้ียงเซลลบุ์ผนงัหลอด
เลือดพบวา่ในทาํใหเ้กิดหลอดเลือด (tube formation) ในหอ้งปฏิบติัการได ้(Yoshino H, et al., 2003) แสดง
ถึงบทบาทของแรงในการกระตุน้การหาย และการซ่อมแซมเน้ือเยือ่เอน็ยดึปริทนัต ์

ระดบัของแรง จะมีผลต่อการตอบสนองของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ ระดบัแรงดึงท่ีตํ่า (แรงท่ีเพิ่ม
ความยาวของเซลลข้ึ์นร้อยละ 2 และ 3) จะเพิ่มการแสดงออกของคอลลาเจนชนิดท่ี 1 และโปรตีน decorin 
แต่ไม่มีผลต่อระดบัการสร้างเอนไซม ์ alkaline phosphatase ในขณะท่ีแรงดึงท่ีสูง (แรงท่ีเพิ่มความยาวของ
เซลลข้ึ์นร้อยละ 10 และ 18) ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง จะเพิ่มการแสดงออกของคอลลาเจนชนิดท่ี 1 และ
โปรตีน decorin เช่นกนัแต่กลบัลดการสร้างเอนไซม ์ alkaline phosphatase ผลการศึกษาจึงแสดงใหเ้ห็นวา่
ระดบัของแรงดึงท่ีต่างกนั มีผลต่อการตอบสนองของเซลลท่ี์ต่างกนั (Ozaki S, et al., 2005)  
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นอกจากน้ียงัพบวา่แรงดึงมีผลต่อการเพิ่มข้ึนของเอนไซมแ์ละตวัยบัย ั้งของเอนไซมท่ี์ยอ่ยสลาย
เมทริกซ์นอกเซลลใ์นกลุ่มของ matrix metalloproteinases (MMPs) คือ MMP-1, MMP-2, TIMP-1 และ 
TIMP-2 ในขณะท่ีไม่พบการเปล่ียนแปลงของ MT-1 MMP และ TIMP-3 และไม่พบการแสดงออกของ 
MMP-9 นอกจากน้ียงัพบการเปล่ียนแปลงของระดบั integrin ซ่ึงทาํหนา้ท่ีเป็นตวัรับรู้แรงดว้ยดงัท่ีกล่าว
ขา้งตน้โดยพบการเพิ่มของ 6 และ 1 และ การลดลงของ 5 ในสภาวะท่ีเป็นแรงดึงแบบต่อเน่ืองท่ีแรง
ขนาด 20 กิโลปาสคาล เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่เซลลรั์บรู้ต่อแรงโดยอาจผา่นทาง 
integrins และ มีผลต่อการปรับเปล่ียนเมทริกซ์นอกเซลล ์(Bolcato-Bellemin AL, et al., 2000) 
  แรงเฉือนมีผลต่อการจดัเรียงทิศทางใหม่ของ actin filament ภายในเซลล ์ โดยมาจดัเรียงตวัอยา่ง
หนาแน่นอยูใ่ตผ้วิเซลลแ์ละพบวา่มดัของ actin filament  มีขนาดใหญ่ข้ึน ท่ีขนาดของแรง 9-12 dyn/cm2 ซ่ึง
รูปแบบการจดัเรียงตวัใหม่ของ actin filament น้ี ต่างจากกรณีท่ีไดรั้บแรงดึง ซ่ึงจะทาํให ้ actin filament 
เรียงตวัตั้งฉากกบัทิศทางของแรงดึง (Chiba M, et al., 2004; Nguyen TD, et al., 2009) นอกจากน้ีแรงเฉือน
ยงัเพิ่มการแสดงออกของ MMP-1, MMP-2, TIMP-1 และลดการแสดงออกของ TIMP-2 ท่ีขนาดของแรง
ดึงตั้งแต่ 9 dyn/cm2 ข้ึนไป โดยพบการเพิ่มข้ึนในระดบัของโปรตีน MMP-1 ก่อนท่ี 8 ชัว่โมง ส่วนการ
เพิ่มข้ึนของ MMP-2 และ TIMP-1 เกิดข้ึนภายหลงัท่ี 12 ชัว่โมง (Zheng L, et al., 2012) 
  จากการศึกษาต่างๆ ขา้งตน้จะเห็นวา่รายละเอียดของแรง ไม่วา่จะเป็นขนาด ระยะเวลา ตลอดจน
ความถ่ีท่ีเซลลไ์ดรั้บแรงแตกต่างกนัไป ทาํใหย้งัไม่ไดข้อ้มูล หรือขอ้สรุปท่ีชดัเจนวา่ท่ีแทจ้ริงแลว้เซลลเ์อน็
ยดึปริทนัตมี์รูปแบบการตอบสนองต่อแรงอยา่งไร แต่ขอ้มูลดงักล่าวเป็นหลกัฐานท่ีแสดงใหเ้ห็นวา่ แรงใน
รูปแบบท่ีต่างกนั มีผลใหก้ารตอบสนองของเซลลแ์ตกต่างกนัออกไป   
 
เมทริกซ์เมเทโลโปรตีเนส (Matrix metalloproteinases; MMPs) 

การเปล่ียนแปลงระดบัของเอนไซมโ์ปรตีเนส ท่ีสามารถยอ่ยสลายเมทริกซ์นอกเซลลเ์ป็นส่ิงหน่ึงท่ี
มีความสาํคญัต่อสมดุลของเน้ือเยือ่เอน็ยดึปริทนัต ์ 

Matrix metalloproteinases (MMPs) เป็นเอนไซมใ์นกลุ่ม endopeptidase ท่ีสมาชิกกวา่ 25 ตวั เป็น
กลุ่มของเอนไซมท่ี์มีความสามารถในการยอ่ยสลายเมทริกซ์นอกเซลลไ์ดเ้กือบทุกชนิด โดยเฉพาะโปรตีน
ในกลุ่มคอลลาเจน เน่ืองจากเอนไซมท่ี์ยอ่ยสลายเมทริกซ์นอกเซลลใ์นกลุ่มอ่ืนๆ ไม่สามารถยอ่ยสลาย
โครงสร้าง triple helix ของคอลลาเจนได ้  MMPs จึงมีบทบาทสาํคญัในกระบวนการ matrix remodeling 
ของเน้ือเยือ่เกือบทุกส่วนในร่างกาย นอกจากน้ียงัสามารถควบคุมและปรับการทาํงานของโกรธแฟคเตอร์ 
ไซโตไคน์ ตลอดจนโปรตีนพื้นผวิเซลลห์ลายๆ ชนิดได ้ ซ่ึงส่งผลต่อพฤติกรรมของเซลล ์ เช่น การเคล่ือนท่ี 
การเพิ่มจาํนวน และการเปล่ียนแปรของเซลลไ์ด ้ โดยการตดับางส่วนของโมเลกลุเหล่านั้นเพื่อกระตุน้หรือ
ยบัย ั้งการทาํงาน (Page-McCaw A, et al., 2007; Varghese S, 2006)  

การทาํงานของเอนไซมก์ลุ่มน้ี ถูกควบคุมไดใ้น 3 ระดบั คือ ระดบัการแสดงออกของยนี ระดบัการ
ทาํงาน เน่ืองจากเอนไซมใ์นกลุ่มน้ีถูกสร้างและหลัง่ออกมาในรูปแบบท่ียงัไม่พร้อมทาํงาน (latent form) 
ซ่ึงตอ้งถูกกระตุน้ใหท้าํงานโดยการตดัส่วน propeptide domain ออกก่อน และ การควบคุมในระดบัสุดทา้ย
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คือ โดยการยบัย ั้งการทาํงาน โดยอาศยัตวัยบัย ั้งการทาํงาน tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs) 
ซ่ึงมีความจาํเพาะกบั MMPs และยบัย ั้งการทาํงานในสดัส่วนของโมเลกลุ MMP:TIMP ท่ี 1:1   

MMPs แบ่งเป็นกลุ่ม โดยอาศยัชนิดของโปรตีนท่ีเอนไซมส์ามารถยอ่ยไดอ้อกเป็นกลุ่มหลกัๆ 
ไดแ้ก่ collagenases, gelatinases, stromelysins และ matrilysins อยา่งไรกต็าม ภายหลงัพบวา่มีความเหล่ือม
ซอ้นของโปรตีนท่ีเอนไซมแ์ต่ละกลุ่มสามารถยอ่ยได ้ ตลอดจนมีผลการศึกษาท่ีแสดงใหเ้ห็นวา่ MMPs 
สามารถยอ่ยหรือตดับางส่วนของโปรตีนท่ีไม่ใช่เมทริกซ์นอกเซลลไ์ด ้ ปัจจุบนัจึงจดักลุ่มโดยอาศยัลกัษณะ
โครงสร้างท่ีใชย้ดึเกาะผวิเซลล ์ โดยแบ่งไดเ้ป็นสองกลุ่มใหญ่ๆ คือ กลุ่มท่ีถูกหลัง่ออกมาภายนอกเซลล ์
(secreted type) และกลุ่มท่ีอยูบ่นผวิเซลล ์(membrane type) 

โดยทัว่ไปแลว้ MMPs จะถูกสร้างในปริมาณท่ีตํ่า หรือไม่สร้างเลย แต่เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ย 
โกรธแฟคเตอร์ ไซโตไคน์ รวมทั้ง physiologic cellular interactions ต่างๆ สามารถส่งสญัญาณไปกระตุน้
การสร้าง MMPs ได ้มีรายงานวา่แรงดึงมีผลต่อระดบัการสร้าง MMPs และ TIMPs เช่น พบการเพิม่ข้ึนของ 
MMP-1, MMP-2, TIMP-1 และ TIMP-2 ในเซลลบุ์ผนงัหลอดเลือด เซลลก์ลา้มเน้ือเรียบ เซลลเ์น้ือเยือ่เอน็ 
และเซลลก์ลา้มเน้ือหวัใจ (Magid R, et al., 2003; Grabellus F, et al., 2007; Yamane T, et al., 2010; 
O’Callaghan CJ and Williams B, 2000; Palumbo R, et al., 2000; Zhou D, et al., 2005; Aitken KJ, et al., 
2006; Husse B, et al., 2007) การเพิ่มข้ึนของ MMP-13 ในเซลลส์ร้างกระดูกของหนู (MC 3T3-E1) (Yang 
CM, et al., 2004) และมีรายงานการลดระดบั MMP-1 และ MMP-13 แต่ไม่มีผลต่อระดบัของ MMP-3 ใน 
เซลลบุ์ผนงัขอ้ต่อเข่าของมนุษย ์ (fibroblast-like synoviocyte) เม่ือไดรั้บแรงดึงแบบ cyclic ท่ีเทียบเคียงได้
กบัแรงจากการออกกาํลงักายปกติ ทั้งน้ีผลการศึกษาตอ้งการนาํเสนอวา่ แรงในระดบัท่ีเหมาะสมจะควบคุม
ระดบัของเอนไซมก์ลุ่มน้ีไวใ้หอ้ยูใ่นระดบัท่ีไม่เป็นอนัตรายกบัเน้ือเยือ่  (Wang P, et al., 2009)  

สาํหรับในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตมี์รายงานวา่พบการเพิ่มข้ึนของ MMP-1, MMP-2 และ TIMP-1 แต่
ไม่พบการเปล่ียนแปลงของ MT-1 MMP และ TIMP-3 เม่ือไดรั้บแรงเฉือน (Zheng L, et al., 2012) พบการ
เพิ่มข้ึนของ MMP-2 เม่ือไดรั้บแรงดึงแบบ cyclic (Liu M, et al., 2012) การเพิ่มข้ึนของ MMP-1, MMP-2, 
TIMP-1 และ TIMP-2 เม่ือไดรั้บแรงดึงแบบ static (Bolcato-Bellemin AL, et al., 2000) และพบการเพิ่มข้ึน
ของ MMP-13 (Ziegler N, et al., 2010) จะเห็นไดว้า่ระดบัการแสดงออกของ MMPs และ TIMPs 
เปล่ียนแปลงได ้ตามรูปแบบของแรงต่างๆ กนั    

 
แรงกบัการอกัเสบ 

นอกจากน้ีโรคปริทนัต ์ ซ่ึงเป็นปัญหาทางทนัตสาธารณสุขท่ีมีผลกระทบกบัคุณภาพชีวิตมากท่ีสุด
ปัญหาหน่ึง ทั้งในระดบัประเทศ และในระดบัโลก เน่ืองจากมีการทาํลายของเน้ือเยือ่เก่ียวพนั กระดูกเบา้
ฟัน ท่ีนาํไปสู่การสูญเสียฟัน มีจุดเร่ิมตน้จากเช้ือแบคทีเรีย โดยลกัษณะท่ีปรากฏของโรคเกิดจากการอกัเสบ
ท่ีเร้ือรัง เน่ืองจากแบคทีเรียหรือสารหลัง่ของแบคทีเรียไปกระตุน้เซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย และ
เซลลข์องเน้ือเยือ่ปริทนัตเ์องใหห้ลัง่สารอกัเสบออกมา interleukin-1 (IL-1) เป็นสารอกัเสบตวัแรกๆ 
และตวัหลกัท่ีเป็นจุดเร่ิมตน้ของกระบวนการอกัเสบท่ีเกิดข้ึนอยา่งต่อเน่ืองโดยจะพบ IL-1 ในระดบัท่ีสูง
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กวา่ปกติในเน้ือเยือ่ปริทนัต ์ หลัง่มาจากเซลลเ์มด็เลือดขาวเป็นส่วนใหญ่ ซ่ึง IL-1 จะเหน่ียวนาํเซลลข์อง
เน้ือเยือ่ปริทนัตแ์ละเซลลเ์มด็เลือดขาวใหห้ลัง่ inflammatory cytokines ตวัอ่ืนๆ ต่อไปเป็นลาํดบั  

เป็นท่ียอมรับวา่แรงบดเค้ียวท่ีไม่ปกติหรือมากเกินไปท่ีกระทาํต่อฟันทาํใหโ้รคปริทนัตท์วีความ
รุนแรงข้ึน (Harrel SK, et al., 2006) มีรายงานการศึกษาในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตข์องมนุษยเ์ม่ือไดรั้บแรงดึง
แบบ cyclic ร่วมกบั IL-1 พบการลดลงของระดบัการแสดงออกของคอลลาเจนและโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งใน
การสร้างกระดูก จึงเป็นไปไดท่ี้แรงบดเค้ียวร่วมกบัสภาวะการอกัเสบจากโรคปริทนัตเ์พิ่มความรุนแรง
ใหก้บัโรคปริทนัตเ์น่ืองจากความบกพร่องของกลไกการซ่อมแซม (Nokhbehsaim M, et al., 2010) 
การศึกษาใน เซลลบุ์ผนงัขอ้ต่อของเข่าของมนุษยเ์ม่ือไดรั้บแรงดึงแบบ cyclic ร่วมกบั IL-1 พบวา่เม่ือ
เซลลไ์ดรั้บการกระตุน้ดว้ย IL-1 อยา่งเดียว ระดบัการแสดงออกของ MMP-1 และ MMP-13 เพิ่มข้ึน แต่
เม่ือไดรั้บแรงร่วมดว้ย ระดบั MMP-1 และ MMP-13 ลดลงอยา่งชดัเจนแต่ยงัมากกวา่กลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้
รับการกระตุน้ใดๆ แต่การลดระดบัของ MMPs น้ีไม่ปรากฏเม่ือกระตุน้ดว้ย TNF-α การศึกษาน้ีไดน้าํเสนอ
ต่อในส่วนของการส่งถ่ายสญัญาณภายในเซลล ์ และพบวา่การไดรั้บแรงทาํใหล้ดการส่งผา่นของ NF-kB 
เขา้สู่นิวเคลียส ซ่ึง NF-kB น้ีรับสญัญาณถ่ายทอดมาจาก IL-1 เพื่อเปิดยนี MMPs ดงันั้นแรงในระดบัท่ี
เหมาะสมช่วยลดการทาํลายเน้ือเยือ่จากการอกัเสบไดด้ว้ยกลไกดงักล่าว อยา่งไรกต็ามการศึกษาน้ีไม่ได้
แสดงเปรียบเทียบใหเ้ห็นวา่ในกรณีท่ีแรงมากกวา่ปกติจะใหผ้ลต่อการแสดงออกของ MMPs ในทาง
กลบักนัหรือไม่ (Wang P, et al., 2009) ผลจากการศึกษาขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นวา่การไดรั้บแรงของเน้ือเยือ่ท่ี
อกัเสบ ไม่จาํเป็นท่ีจะตอ้งนาํไปสู่ความรุนแรงของการอกัเสบท่ีมากข้ึนเสมอไป การไดรั้บแรงในระดบัท่ี
เหมาะสมกลบัจะมีส่วนช่วยในกระบวนการหายของเน้ือเยือ่ 

จึงเป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะศึกษาอิทธิพลของขนาดและรูปแบบของแรงท่ีเหมาะสมตลอดจนและ
ระยะเวลาท่ีเซลลเ์อ็นยึดปริทนัตไ์ดรั้บแรงภายใตส้ภาวะการอกัเสบ ว่ามีผลต่อการเปล่ียนแปลงระดบั
การสร้างเอนไซมก์ลุ่ม MMPs และตวัยบัย ั้ง (TIMPs) ในลกัษณะใด ซ่ึงจะส่งผลต่อการซ่อมแซมหรือ
การทาํลายของเน้ือเยื่อปริทนัต ์
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วธีิการดาํเนินการวจิยั 
 

1. การเพาะเล้ียงไฟโบรบลาสตจ์ากเน้ือเยือ่ปริทนัต ์
เซลลเ์อน็ยึดปริทนัตเ์ตรียมจากเน้ือเยื่อปริทนัตจ์ากฟันของผูป่้วยท่ีอยูใ่นแผนการรักษาท่ีมีขอ้บ่งช้ีว่า

จะตอ้งถูกถอน โดยฟันนั้นจะตอ้งไม่มีผุทะลุถึงโพรงประสาทฟันและไม่มีรอยโรคท่ีปลายรากฟัน วิธีการ
เตรียมเซลลโ์ดยยอ่มีดงัน้ี นาํฟันท่ีไดม้าลา้งดว้ย phosphate buffer saline ท่ีปราศจากเช้ือหลายๆ คร้ัง ใชมี้ด
ขูดเน้ือเยื่อปริทนัตจ์ากส่วนกลาง (middle third) ของรากฟัน นาํมาหั่นเป็นช้ินเล็กๆ แลว้วางบนจานเล้ียง
เซลล ์(tissue culture dish; Nunc) อาหารเล้ียงเซลลท่ี์ใชคื้อ Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 
ท่ีมี 10% fetal bovine serum (FBS) กลูตามีน (L-Glutamine) 2 mM เพนนิซิลลิน (penicillin) 100 unit/ml 
สเตร็ปโตมยัซินซัลเฟต (streptomycin sulfate) 100 g/ml  และแอมโฟเทอริซินบี (amphotericin B) 0.25 
g/ml เซลลจ์ะถูกเล้ียงในตูอ้บท่ีมีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ใน
อากาศ 5 % อาหารเล้ียงเซลลจ์ะถูกเปล่ียนทุกวนัจนเซลลเ์คล่ือนออกจากช้ินเน้ือมาอยูบ่นจานเล้ียง จากนั้น
อาหารเล้ียงเซลลจ์ะถูกเปล่ียนสัปดาห์ละ 2 คร้ัง การขยายจาํนวนเซลลจ์ะทาํโดยการถ่ายเซลล ์(subculture) 
ท่ีเจริญเต็มจานเล้ียงลงสู่จานเล้ียงเซลล์ใหม่ในอตัราส่วน 1:3 โดยใชเ้อนไซม์ trypsin-EDTA เซลล์จะถูก
ถ่ายสปัดาห์ละ 1 คร้ัง เซลลท่ี์ใชใ้นการทดลองจะใชเ้ซลลใ์นรุ่นท่ี 3-6 ในแต่ละการทดลองจะทาํการทดลอง
ซํ้ าอย่างน้อย 3 คร้ัง และใชเ้ซลลท่ี์เตรียมจากผูป่้วย 3 คน และจะนาํขอ้มูลมาคาํนวณทางสถิติโดยใช ้one-
way ANOVA 
 
2. การเตรียมแผน่ gelatin coated silicone  

แผน่ silicone (polydimethylxyloxane; Silastic T-4, Dow Corning) ซ่ึงมีสมบติั hydrophobic 
ขนาด 3x3.5 ตารางเซนติเมตร ถูกปรับคุณสมบติัพื้นผวิ ดว้ยการทาํ plasma activation เพื่อเพ่ิม wettability 
ท่ี 300 Hz 60kV ระยะห่าง 4 มิลลิเมตร ภายใหก้าซไนโตรเจน เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นทาํการ crosslink 
พนัธะของโมเลกลุบนพ้ืนผวิท่ีเปล่ียนไปดว้ย 3.5% glutaraldehyde ทนัที เป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนั้นลา้ง
ดว้ยนํ้า 3 รอบ แลว้ท้ิงใหแ้หง้และเกบ็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ก่อนนาํมาใชเ้ล้ียงเซลลจ์ะเคลือบพื้นผวิอีกคร้ังดว้ย
สารละลาย 0.1% gelatin    

 
3. การกระตุน้เซลลด์ว้ยแรง 

เซลลถู์กหวา่นบน gelatin coated silicone membrane ท่ีความหนาแน่น 50,000 เซลล/์cm2 เล้ียงเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง นาํแผน่ silicone ไปประกอบเขา้กบั stretching apparatus ท่ีประดิษฐข้ึ์นเองโดยกลุ่มผูว้ิจยั 
โดยการทาํงานของเคร่ืองสามารถกาํหนดค่าระยะการยดืของแผน่ silicone (ร้อยละ) จาํนวนรอบต่อนาที 
(Hz) และระยะเวลาในการใหแ้รงได ้ทั้งน้ีแผน่ silicone ท่ีมีเซลลจ์ะถูกยดึกบัเคร่ืองยดื และอยูใ่นจานเล้ียง
เซลลท่ี์มีอาหารเล้ียงเซลลต์ลอดช่วงเวลาของการทดลอง 
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เซลลใ์นกลุ่มทดลองจะถูกกระตุน้ดว้ยแรงในรูปแบบ และระยะเวลาต่างๆ กนั ตลอดจนการศึกษา
กลไกการตอบสนองต่อการไดรั้บแรงดงักล่าว โดยการใชต้วัยบัย ั้งการถ่ายทอดสญัญาณภายในเซลล ์ และ
ตวัยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีนท่ีควบคุมการทาํงานของ cytoskeleton ต่างๆ ร่วมดว้ย นอกจากน้ีในกรณีท่ี
ตอ้งการศึกษาผลของสภาวะการอกัเสบจะมีการกระตุน้เซลลด์ว้ย IL-1 ร่วมกบัแรงดว้ย เม่ือส้ินสุดการ
ทดลองจะตรวจวดัการเปล่ียนแปลงระดบัการแสดงออกของเอนไซมท่ี์ใชย้อ่ยสลายเมทริกซ์นอกเซลลแ์ละ
ตวัยบัย ั้งการทาํงาน เช่น เอนไซมก์ลุ่ม MMPs และ TIMPs โดยเทียบกบัระดบัการแสดงออกพ้ืนฐานเซลล์
จากกลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บแรง ระดบัการแสดงออกของเอนไซมแ์ละตวัยบัย ั้งดงักล่าวจะถูกวิเคราะห์ทั้งใน
ระดบั mRNA ดว้ย เทคนิค Quantitative-PCR และระดบัโปรตีนดว้ยเทคนิค ELISA เทียบกบักลุ่มควบคุมท่ี
ไม่ไดรั้บการกระตุน้ 

 
4. การวิเคราะห์ระดบั mRNA ดว้ยเทคนิค Quantitative PCR (Q-PCR) 

RNA จะถูกสกดัจากเซลลโ์ดยใช ้ TRIzol (Gibco, MD, USA) ตามวิธีการท่ีแนะนาํของบริษทัผูผ้ลิต 
จากนั้นวดัปริมาณ RNA ท่ีสกดัไดด้ว้ย spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนแสง 260 nm RNA จาํนวน 1 g 
จากแต่ละตวัอยา่งจะถูกนาํไปผา่นกระบวนการ reverse transcription (RT) โดยใชเ้อนไซม ์ Avian 
myeloblastosis virus (AMV; Promega, WI, USA) และ oligo dT primer (Promega, WI, USA) ท่ีอุณหภูมิ 
42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพื่อใหไ้ด ้complementary DNA (cDNA)  

จากนั้น cDNA ตั้งตน้ถูกเพิม่จาํนวนข้ึนในปฎิกิริยาของ PCR โดยการใชส้าย primer ท่ีจาํเพาะต่อ 
nucleotide sequence ของเอนไซมท่ี์ใชย้อ่ยสลายเมทริกซ์นอกเซลลแ์ละตวัยบัย ั้งการทาํงาน เช่น เอนไซม์
กลุ่ม MMPs และ TIMPs และใชส้าย primer ท่ีจาํเพาะต่อ 18S ควบคู่กนัไป เพื่อใชเ้ป็นตวัควบคุมภายใน 
(internal control) ของการทดลอง ทาํการติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง SYBR-Green I Dye ซ่ึงจะจบักบั DNA 
ตรงตาํแหน่ง minor groove ของ DNA สายคู่ เม่ือสารน้ีถูกกระตุน้ดว้ยแสงอตัราไวโอเลต จะมีการคาย
พลงังานออกมาเป็นแสงของฟลูออเรสเซนต ์ ทาํใหส้ามารถวดัปริมาณของ DNA ได ้ โดยสามารถตรวจวดั
ปริมาณ DNA ท่ีเพิ่มข้ึนในปฎิกิริยา PCR ในแต่ละรอบได ้ ทาํใหส้ามารถติดตามปริมาณ DNA ในช่วง 
exponential phase ไดอ้ยา่งแม่นยาํ ทาํใหไ้ดค่้าท่ีแปรผนัตามปริมาณเร่ิมตน้ของ DNA เป้าหมาย และ
สามารถวดัปริมาณ DNA ท่ีเพิ่มข้ึนมาไดท้นัที โดยโปรแกรมจะทาํการวิเคราะห์และแปลผล  

 
5. การวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 
   ค่าการแสดงออกของยนีท่ีแสดงผลดว้ยโปรแกรมภายหลงัการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค Q-PCR จาก
การทดลอง 3 คร้ัง ถูกนาํมาหาค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน โดยใชส้ถิติ unpaired T-test โดย มีค่า
ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี p < 0.05 

 
 



 13

ผลการวจิยั 
 
ผลของ gelatin ท่ีเคลือบบนพ้ืนผวิแผน่ silicone ต่อการแสดงออกพื้นฐานของยนี 

เซลลเ์อน็ยดึปริทนัตถู์กหวา่นลงบนแผน่ gelatin coated-silicone และเล้ียงจนถึงสภาวะ confluence 
จากนั้นจึงสกดั RNA เพื่อตรวจสอบระดบัการแสดงออกพ้ืนฐานของยนี MMP-2, -3, -13, -14, TIMP-1 และ 
-2 เพื่อเปรียบเทียบ ระดบัการแสดงออกของยนีนั้นๆ กบัระดบัการแสดงออกเม่ือเพาะเล้ียงบนพื้นผวิปกติ
ของจาน เล้ียงเซลล ์ผลการเปรียบเทียบแสดงในรูปท่ี 1 โดยพบวา่การยดึเกาะของเซลลบ์น gelatin มีผลเพ่ิม
การแสดงออกของ MMP-2, 3 และ 13 แต่เพียงเลก็นอ้ย ในขณะท่ียนีตวัอ่ืนท่ีศึกษาไม่พบความแตกต่าง 

A  
 
 
 
 
 
 
 
 

  B 
 
 
 
  
 
 
 
 

 
รูปที ่ 1 แสดงระดบัการแสดงออกของยนีท่ีศึกษาในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตท่ี์เพาะเล้ียงบนจานเล้ียงเซลล์
(Plastic) เปรียบเทียบกบับนแผน่ Gelatin coated silicone ภายหลงัจากเพาะเล้ียงเซลลเ์ป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
วิเคราะห์ดว้ยเทคนิค A. conventional PCR (ผลการทดลองตวัแทนจาก 1 การทดลอง) B. Q real-time PCR 
(ค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงแบนมาตรฐานจาก 3 การทดลอง)   
 

  MMP‐2

  MMP‐3

  MMP‐14

  MMP‐13

  GAPDH

  TIMP‐1

  TIMP‐2

 plastic  gelatin‐coated 

Relative expression of MMPs-TIMPs/18s mRNA (Fold)

                MMP2     MMP3    MMP13   MMP14    TIMP1    TIMP2 

Plastic      Gelatin coated silicone        ------------------------------  
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การปรับปรุงพื้นผวิ silicone ดว้ย gelatin ทาํใหเ้ซลลส์ามารถยดึเกาะ เจริญ และเพิ่มจาํนวนบน
แผน่ตวักลาง น้ีได ้ในลกัษณะเดียวกบัการเล้ียงในจานเล้ียงเซลลป์กติ   ดงัแสดงในรูปท่ี 2 
 
 A       

  
  
 B 

   
 

 
รูปที ่2  รูปร่างเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตบ์น  A. จานเล้ียงเซลลป์กติ   B. แผน่ silicone ท่ีทาํการปรับปรุงพื้นผวิ
โดยการเคลือบดว้ย gelatin 
 
 
การตรวจสอบความมีชีวิตของเซลลภ์ายใตแ้รงดึงท่ีความถ่ีต่างๆ 

ความมีชีวิตของเซลลว์ิเคราะห์โดยเทคนิค MTT ดงัแสดงในรูปท่ี 3 พบวา่การยดืเซลลใ์หมี้ความยาว
เพิ่มข้ึนร้อยละ 10 (โดยคิดจากการยดืแผน่ silicone ใหย้ดืออกร้อยละ 10) ดว้ยความถ่ี 15, 60 และ 90 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ผลการวิเคราะห์ไม่พบการเปล่ียนแปลงของจาํนวนเซลล ์ หรือระดบั 
activity ของ mitochondria dehydrogenase ซ่ึงสมัพนัธ์กบักระบวนการหายใจของเซลลท่ี์เปล่ียนไป เม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บแรงดึง  
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รูปที ่3 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าของจาํนวนเซลล ์วิเคราะห์โดยเทคนิค MTT เม่ือใหแ้รงดึงแบบ cyclic 
ทาํการดึงแผน่ silicone ใหย้ดืออกเป็นระยะร้อยละ 10 ของความยาวเดิม ท่ีความถ่ี 15, 60 และ 90 รอบต่อ
นาที (rpm) เป็นเวลา 2 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บแรงดึง (Non-st) ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์
 
 
 
 
การศึกษาเพื่อทดสอบการรับรู้ของเซลลต่์อแรงดึงจาก stretch apparatus ท่ีประดิษฐข้ึ์น 

นาํแผน่ gelatin coated silicone ท่ีมีเซลลเ์พาะเล้ียงจนถึงสภาวะ confluence เหมือนขา้งตน้ ไป
ประกอบเขา้กบั stretch apparatus ท่ีประดิษฐข้ึ์นโดยกลุ่มผูว้ิจยัและทาํการดึงแผน่ silicone น้ีใหย้ดืออกเป็น
ระยะร้อยละ 10 ของความยาวเดิม ดว้ยความถ่ี 60 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  

 ทั้งน้ี ผลการศึกษา พบวา่แรงดึงดว้ยเคร่ืองท่ีประดิษฐข้ึ์น ดว้ยแรงดงักล่าวขา้งตน้ กระตุน้การ
แสดงออกของยนี cox-2 ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ ดงัแสดงในรูปท่ี 4  เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (เล้ียงบน
แผน่ gelatin coated silicone นาํไปประกอบกบัเคร่ือง แต่ไม่ไดใ้หแ้รงดึง)  ซ่ึงเป็นไปในลกัษณะเดียวกบัท่ี
เคยมีการรายงานมาแลว้  (Shimizu N et al., 1998) 
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รูปที ่ 4 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าของระดบัการแสดงออกของ cox-2 mRNA ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตท่ี์
ไดรั้บแรงดึงแบบ cyclic ท่ีความถ่ี 60 รอบต่อนาที (60rpm) ทาํการดึงแผน่ silicone ใหย้ดืออกเป็นระยะร้อย
ละ 10 ของความยาวเดิมเป็นเวลา 2 ชัว่โมง โดยใช ้stretch apparatus เปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีไม่ไดรั้บแรงดึง 
(Non-st) (* p < 0.05 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม) 
 
 
 
การทดสอบผลของระยะเวลา (time) เม่ือเซลลไ์ดรั้บแรงดึงแบบ cyclic  

เม่ือเซลลไ์ดรั้บแรงดึงแบบ cyclic ความถ่ี 60 รอบต่อนาที ท่ีระยะท่ียดืออกร้อยละ 10 ตามท่ีอธิบาย
ขา้งตน้ ท่ีระยะเวลา 2, 4 และ 6 ชัว่โมง พบวา่ท่ี 2 ชัว่โมง เร่ิมพบการเพิ่มข้ึนของการแสดงออกของ MMP-
2, 3, 14, TIMP-1 และ 2 แต่ไม่พบการเปล่ียนแปลงของ MMP-13 ในขณะท่ีเม่ือเพ่ิมเวลาเป็น 4 ชัว่โมง เร่ิม
พบการเพิ่มการแสดงออกของยนี MMP-13 โดยภาพรวมแลว้ในช่วงระยะเวลาของการศึกษา (2-6 ชัว่โมง) 
การแสดงออกของยนีท่ีศึกษามีแนวโนม้เพิม่ข้ึน ดงัแสดงในรูปท่ี 5 

ผลการศึกษาใหข้อ้มูลในเบ้ืองตน้วา่ ท่ีระยะเวลา 2 ชัว่โมง เพียงพอในการตรวจวดัการ
เปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนจากแรงดึงแบบ cyclic ทั้งน้ีเน่ืองจากการศึกษาท่ีผา่นมาใชเ้วลาในการใหแ้รงดึงท่ี
มากกวา่น้ีในการตรวจวดัการเปล่ียนแปลงของยนีในกลุ่มน้ี (Takano M et al., 2009) ดงันั้นในการศึกษาใน
ลาํดบัต่อไปจึงเลือกศึกษาผลของแรงดึงแบบ cyclic ท่ีเวลาเร่ิมตน้ท่ี 2 ชัว่โมงเป็นตน้ไป 
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รูปที ่ 5 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าของระดบัการแสดงออกของยนีท่ีศึกษาเม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค Q-
PCR โดยเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บแรงดึง (0 hr) ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ โดยมีตวัควบคุมภายในคือ
ยนี 18S เม่ือใหแ้รงดึงแบบ cyclic ทาํการดึงแผน่ silicone ใหย้ดืออกเป็นระยะร้อยละ 10 ของความยาวเดิม 
ท่ีความถ่ี 60 รอบต่อนาที (rpm) เปรียบเทียบการแสดงออกของยนีภายหลงัไดรั้บแรงท่ี 2, 4 และ 6 ชัว่โมง 
(ค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงแบนมาตรฐานจาก 3 การทดลอง เฉพาะผลของ MMP-14, TIMP-1 และ TIMP-2 มา
จากการทดลอง 1 คร้ัง) (* p < 0.05 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม) 
 
 

   0                 2                  4                  6   hrs

Relative expression of 
MMP2/18s mRNA 
(Fold) 

   0                 2                  4                  6    hrs

Relative expression of 
MMP3/18s mRNA 
(Fold) 

   0                 2                  4                  6   hrs

Relative expression of  
MMP13/18s mRNA 
(Fold) 

Relative expression of  
MMP14/18s mRNA 
(Fold) 

   0                 2                  4                  6   hrs

Relative expression of  
TIMP1/18s mRNA 
(Fold) 

   0                 2                  4                  6   hrs

   0                 2                  4                  6   hrs

Relative expression of  
TIMP2/18s mRNA 
(Fold) 

* 

* 

* 

* 

* 
* 
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การทดสอบผลของรูปแบบการใหแ้รงดึงแบบ cyclic แบบเป็นช่วงๆ (intermittent)  
เม่ือเซลลไ์ดรั้บแรงดึงแบบ cyclic ท่ีความถ่ี 60 รอบต่อนาที ท่ีระยะยดืร้อยละ 10 เป็นเวลาต่อเน่ือง 

4 ชัว่โมง และหยดุใหแ้รง 4 ชัว่โมง (4-4) รวมเวลา 8 ชัว่โมง ก่อนสกดั RNA เปรียบเทียบกบัเซลลท่ี์ไดรั้บ
แรงดึงแบบ cyclic ต่อเน่ือง 2 ชัว่โมง และหยดุใหแ้รง 2 ชัว่โมง แลว้ไดรั้บแรงใหม่อีก 2 ชัว่โมง และหยดุ
ใหแ้รง 2 ชัว่โมง (2-2-2-2) รวม 8 ชัว่โมง ก่อนเกบ็ผล พบวา่รูปแบบของแรงท่ีเซลลไ์ดรั้บ ส่งผลต่อระดบั
การแสดงออกของยนีในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตแ์ตกต่างกนัไปในแต่ละชนิดของยนีท่ีศึกษา ดงัแสดงในรูปท่ี 6  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
รูปที ่6 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าของการแสดงออกของยนีท่ีศึกษาเม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค Q-PCR โดย
เทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บแรงดึง (0) ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์  โดยมีตวัควบคุมภายในคือยนี 18S เม่ือ
ใหแ้รงดึงแบบ cyclic ทาํการดึงแผน่ silicone ใหย้ดืออกเป็นระยะร้อยละ 10 ของความยาวเดิม ท่ีความถ่ี 60 
รอบต่อนาที (rpm) เปรียบเทียบการแสดงออกของยนีภายหลงัไดรั้บแรงดึงแบบ cyclic ท่ี 4 ชัว่โมง พกั  4 
ชัว่โมง (4-4 hr) และ แรงดึงแบบ cyclic ท่ี 2 ชัว่โมง พกั  2 ชัว่โมง ดึง 2 ชัว่โมง พกั  2 ชัว่โมง (2-2-2-2 hr)  
(ค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงแบนมาตรฐานจาก 2 การทดลอง)  (* p < 0.05 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม) 

Relative expression of MMP2/18s mRNA (Fold)

   0                4-4          2-2-2-2  

Relative expression of MMP3/18s mRNA (Fold)

   0               4-4          2-2-2-2   

Relative expression of MMP13/18s mRNA (Fold)

   0               4-4          2-2-2-2  

Relative expression of MMP14/18s mRNA (Fold)

   0               4-4          2-2-2-2  

Relative expression of TIMP-1/18s mRNA (Fold)

    0               4-4          2-2-2-2  

Relative expression of TIMP-2/18s mRNA (Fold)

    0               4-4          2-2-2-2  

* 
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การทดสอบผลของจาํนวนรอบต่อนาที (ความถ่ี) ของแรงดึงแบบ cyclic  
เม่ือออกแบบการทดลองโดยใหแ้รงดึงแบบ cyclic ท่ีความถ่ี 15, 30, 60 และ 90 รอบต่อนาที ท่ี

ระยะท่ียดืออกร้อยละ 10  เป็นเวลา 2 ชัว่โมงเท่ากนั ผลการทดลองพบวา่ ความถ่ีท่ีเพิ่มข้ึน มีแนวโนม้เพิ่ม
การแสดงออกของยนี MMP-2, 3, 13, 14 และ TIMP-1 อยา่งไรกดี็ พบการเปล่ียนแปลงอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ท่ีร้อยละ 95 เฉพาะท่ีความถ่ี 90 รอบต่อนาที ยกเวน้ TIMP-2 ท่ีไม่พบการเปล่ียนแปลง 
ดงัแสดงในรูปท่ี 7 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่ 7 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าของการแสดงออกของยนีท่ีศึกษาเม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค Q-PCRโดย
เปรียบเทียบกลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บแรงดึง (0) กบัความถ่ีของแรงดึงแบบ cyclic ทาํการดึงแผน่ silicone ให้
ยดืออกเป็นระยะร้อยละ 10 ของความยาวเดิม ท่ีความถ่ี 15, 30, 60 และ 90 รอบต่อนาที (rpm) ท่ีเวลา 2 
ชัว่โมงในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์  (ค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงแบนมาตรฐานจาก 3 การทดลอง)  (* p < 0.05 เม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคุม) 

Relative expression of MMP2/18s mRNA (Fold)

   0             15            30            60            90 rpm

Relative expression of MMP3/18s mRNA (Fold)

   0             15            30            60            90 rpm

Relative expression of MMP13/18s mRNA (Fold)

   0             15            30            60            90 rpm

Relative expression of MMP14/18s mRNA (Fold)

   0             15            30            60            90 rpm

Relative expression of TIMP1/18s mRNA (Fold)

   0             15             30            60            90 rpm

Relative expression of TIMP2/18s mRNA (Fold)

   0             15             30            60            90 rpm

* 

* 

* * * 

* * * 
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การทดสอบผลของรูปแบบแรงดึง (cyclic/static) และขนาดของแรง (magnitude)   
เม่ือออกแบบการทดลองโดยใหแ้รงดึงแบบ cyclic ท่ีความถ่ี 15 รอบต่อนาที เปรียบเทียบกบัเม่ือให้

แรงดึงแบบต่อเน่ือง (static) ท่ีระยะการยดืออก (ขนาด; magnitude) ร้อยละ 10 และ 20 เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
ผลการทดลองพบวา่ การตอบสนองแตกต่างกนัไปในแต่ละยนีท่ีศึกษา โดยพบวา่ยนี MMP-2 เม่ือเซลล์
ไดรั้บแรงดึงแบบ static ระยะดึง (magnitude) ท่ีมากข้ึนมีแนวโนม้เพ่ิมการแสดงออกของยนี แต่ถา้ใชร้ะยะ
ดึงดงักล่าวร่วมกบัรูปแบบการดึงแบบ cyclic ระยะดึงท่ีเพิ่มข้ึนจะใหผ้ลต่อการแสดงออกของยนีในทาง
กลบักนั สาํหรับ MMP-3 แรงดึงส่งผลเพิ่มการแสดงออกของยนี โดยไม่เก่ียวขอ้งกบัรูปแบบ (cyclic/static) 
และขนาดของแรง ในขณะท่ีการแสดงออกของ MMP-13, MMP-14 และ TIMP-1 เพิ่มข้ึนเม่ือไดรั้บแรง
เช่นกนั โดยท่ีระดบัการแสดงออกจะเพิ่มข้ึนเม่ือใหแ้รงดึงแบบ cyclic มากกวา่ static โดยท่ีขนาดของแรง
ไม่ใหผ้ลท่ีแตกต่าง ส่วน TIMP-2 ไม่พบการเปล่ียนแปลงระดบัการแสดงออกในสภาวะท่ีใชท้ดสอบ ดงั
แสดงในรูปท่ี 8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   0         sta/10%    sta/20%    cy/10%     cy/20%

Relative expression of MMP2/18s mRNA (Fold)

   0         sta/10%    sta/20%    cy/10%     cy/20%

Relative expression of MMP3/18s mRNA (Fold)

   0         sta/10%    sta/20%    cy/10%     cy/20%

Relative expression of MMP13/18s mRNA (Fold)

Relative expression of MMP14/18s mRNA (Fold)

   0         sta/10%    sta/20%    cy/10%     cy/20%

Relative expression of TIMP1/18s mRNA (Fold)

   0         sta/10%    sta/20%    cy/10%     cy/20%

Relative expression of TIMP2/18s mRNA (Fold)

   0         sta/10%    sta/20%    cy/10%     cy/20%

* * 

* * 
* 

* * 

* * * 

* 
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รูปที ่ 8 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าของการแสดงออกของยนีท่ีศึกษาเม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค Q-PCRโดย
เปรียบเทียบกลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บแรงดึง (0) กบักลุ่มท่ีไดรั้บแรงดึงแบบเป็นรอบ (cyclic) ท่ี 15  รอบต่อ
นาที ทาํการดึงแผน่ silicone ใหย้ดืออกเป็นระยะร้อยละ 10 (cy/10%)  และ 20 (cy/20%) และกลุ่มท่ีไดรั้บ
แรงดึงแบบต่อเน่ือง (static) ท่ีระยะยดืออกร้อยละ 10 (sta/10%)  และ 20 (sta/20%) ท่ีเวลา 2 ชัว่โมงใน
เซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์  (ค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงแบนมาตรฐานจาก 2 การทดลอง)  (* p < 0.05 เม่ือเทียบกบั
กลุ่มควบคุม) 
 
 
 
 
การทดสอบผลของแรงดึงแบบ cyclic ในสภาวะท่ีมี interleukin-1β  

ในการทดลองต่อมา เซลลไ์ดรั้บแรงดึงแบบ cyclic ท่ีความถ่ี 15 และ 60 รอบต่อนาที ท่ีระยะท่ียดื
ออกร้อยละ 10  ในสภาวะท่ีมีและไม่มี 10 ng/ml IL-1β เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  

เม่ือกระตุน้เซลลด์ว้ย IL-1β 10 ng/ml พบการแสดงออกของ MMP-2, 3 และ 13 ท่ีเพิ่มข้ึนอยา่ง
ชดัเจน และเม่ือเซลลไ์ดรั้บการกระตุน้ดว้ยแรงดึงแบบ cyclic ท่ีความถ่ี 15 รอบต่อนาที ร่วมกบั IL-1β มี
พบแนวโนม้ลดระดบัการแสดงออกของ MMP-2 และ 3 ท่ีสูงข้ึนจากการถูกกระตุน้ดว้ย IL-1β แต่เพียง
อยา่งเดียว โดยลดลงสู่ระดบัการแสดงออกพ้ืนฐานของยนีแต่ละตวั ทั้งน้ีไม่พบการเปล่ียนแปลงน้ีเม่ือให้
แรงแบบ cyclic ท่ีความถ่ี 60 รอบต่อนาที ในขณะท่ีการแสดงออกของ MMP-13 และ 14 เม่ือถูกกระตุน้ดว้ย 
IL-1β ร่วมกบัแรงดึง มีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึนอีก ในส่วนของ TIMP-1 และ 2 ไม่พบการเปล่ียนแปลงท่ีชดัเจน 
เม่ือไดรั้บ IL-1β เพียงลาํพงั หรือเม่ือไดรั้บร่วมกบัแรงดึง ดงัแสดงในรูปท่ี 9  
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รูปที ่9 แผนภูมิแท่งแสดงจาํนวนเท่าขอระดบัการแสดงออกของยนีท่ีศึกษาเม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค Q-PCR 
โดยเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บแรงดึง (0) โดยมีตวัควบคุมภายในคือยนี 18S เม่ือใหแ้รงดึงแบบ cyclic 
ทาํการดึงแผน่ silicone ใหย้ดืออกเป็นระยะร้อยละ 10 ของความยาวเดิม ท่ีความถ่ี 15 และ 60 รอบต่อนาที 
(rpm) ในสภาวะท่ีมีและไม่มี 10 ng/ml IL-1β ท่ี 2 ชัว่โมง ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ (ค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียง
แบนมาตรฐานจาก 2 การทดลอง) (* p < 0.05 เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม) 
 

Relative expression of MMP2/18s mRNA (Fold)

0           15         60           0           15           60  rpm
-             -            -            +            +             +   IL1 

Relative expression of MMP3/18s mRNA (Fold)

0           15          60           0           15           60  rpm
-             -            -            +            +             +   IL1 

Relative expression of MMP13/18s mRNA (Fold)

0           15         60           0           15           60  rpm
-             -            -            +            +             +   IL1 

Relative expression of MMP14/18s mRNA (Fold)

0           15         60           0           15           60  rpm
-             -            -            +            +             +   IL1 

Relative expression of TIMP118s mRNA (Fold)

0           15         60           0           15           60  rpm
-             -            -            +            +             +   IL1 

Relative expression of TIMP2/18s mRNA (Fold)

0           15         60           0           15           60  rpm
-             -            -            +            +             +   IL1 

* 

* 

* * 

* 
* 

* 

* * 

* 

* 

* * 

* 

* 
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วจิารณ์ 
 

งานวิจยัน้ีเพื่อศึกษาอิทธิพลของแรงดึง ภายใตปั้จจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัแรง ไดแ้ก่ ขนาด (ระยะดึง) เวลา 
ความถ่ี รวมทั้งลกัษณะของแรง เช่น การใหแ้รงดึงแบบต่อเน่ือง (static) แบบเป็นรอบต่อเน่ือง (cyclic) หรือ
แบบใหแ้รงและหยดุเป็นระยะ (intermittent) โดยใช ้ stretch apparatus ท่ีประดิษฐข้ึ์นเองในหอ้งปฏิบติัการ 
เน่ืองจากเคร่ืองกาํเนิดแรงดึง และผลิตภณัฑท่ี์ใชป้ระกอบ ไม่มีจาํหน่ายในประเทศ ประกอบกบัมีราคาสูง
มาก  

การศึกษาในปีแรกของโครงการ ไดศึ้กษาผลของปัจจยัต่างๆ ขา้งตน้ต่อการแสดงออกในระดบัยนี
ของเอนไซม ์MMP-2, 3, 13, 14 และ TIMP-1 และ 2 ซ่ึงพบวา่แต่ละปัจจยัส่งผลต่อการแสดงออกท่ีแตกต่าง
กนัไปในแต่ละชนิดของยนี 

อยา่งไรกต็าม เม่ือเปรียบเทียบกบัผลการศึกษาอ่ืนๆ ท่ีผา่นมาแมเ้ป็นรายงานการศึกษาถึงผลของ
แรงดึงต่อการแสดงออกของยนีชนิดเดียวกนั แต่ใหผ้ลการศึกษาท่ีแตกต่างกนัออกไปบา้ง เม่ือพิจารณาใน
รายละเอียด พบวา่เกิดจากการออกแบบการทดลอง และขอ้จาํกดับางประการของเคร่ืองมือ นอกจากน้ี 
เคร่ืองกาํเนิดแรงดึงท่ีใช ้ มีทั้งแบบท่ีมีจาํหน่าย และแบบท่ีประดิษฐใ์ชเ้องในหอ้งปฏิบติัการ กมี็รูปแบบการ
ใหแ้รงผา่นดึงแผน่ตวักลางท่ีเซลลใ์ชย้ดึเกาะอยูห่ลายรูปแบบ เช่น uni-axial, bi-axial plane หรือ 3-D เป็น
ตน้ 

พื้นผวิยดึเกาะของเซลลก์เ็ป็นอีกปัจจยัหน่ึง ทั้งน้ีความยดืหยุน่และความสามารถในการคืนตวัเป็น
คุณสมบติัสาํคญัท่ีทาํ silicone ถูกนาํมาใชใ้นการศึกษาเร่ืองแรงดึง ประกอบกบั ราคาท่ีไม่สูงและขั้นตอน
การข้ึนรูปท่ีไม่ยาก แต่ความไม่ชอบนํ้าของพื้นผวิ (hydrophobicity) ทาํให ้silicone ตอ้งถูกปรับพื้นผวิใหอ้ยู่
ในสภาวะท่ีชอบนํ้า (hydrophilicity) เพื่อใหเ้ซลลส์ามารถยดึไดเ้ช่นเดียวกบัเม่ือเล้ียงบน culture plate 
สาํหรับผลิตภณัฑท่ี์มีจาํหน่าย เช่น flexi-bottom plate จะเคลือบผวิ silicone ดว้ย type I collagen แต่ใน
งานวิจยัน้ีไดท้ดลองเคลือบพื้นผวิแผน่ silicone ท่ีเตรียมข้ึนเองดว้ย gelatin เน่ืองจากมีราคาไม่แพง เม่ือ
เทียบกบั type I collagen พบวา่ส่งเสริมการเกาะและการเพิ่มจาํนวนของเซลลไ์ดเ้ทียบเคียงกบัการเพาะเล้ียง
ในจานเล้ียงเซลลป์กติ อยา่งไรกต็ามเร่ิมมีรายงานการศึกษาท่ีแสดงถึงอิทธิพลร่วมของแรงกบัเมทริกซ์
โปรตีนนอกเซลล ์ (ECM) ต่อการแสดงออกของยนี เพราะการเกาะยดึของเซลลบ์นพ้ืนผวินั้น โดยปกติ
เซลลจ์ะใช ้ surface molecules บนผวิเซลลจ์บัยดึกบัโปรตีนท่ีอยูบ่นพื้นผวินั้นๆ ได ้ ซ่ึงชนิดของ surface 
molecules ท่ีเซลลใ์ชจ้ะแปรเปล่ียนไปตามชนิดของโปรตีนท่ีจะยดึจบั ทั้งน้ีส่ิงท่ีตอ้งคาํนึงถึงคือในการจบั
กนัระหวา่ง surface molecules กบัโปรตีนนั้น สามารถเหน่ียวนาํสญัญาณภายในเซลลใ์หเ้กิดข้ึน ส่งผลต่อ
การแสดงออกของยนีไดห้ลายชนิดไปพร้อมๆ กนั (Anastasi, et al., 2008) สาํหรับการวิจยัในคร้ังน้ี ใน
ขั้นตอนการหาระดบัการแสดงออกพื้นฐาน (baseline) ของยนีท่ีอาจเปล่ียนไปเม่ือเล้ียงเซลลบ์น gelatin 
coated silicone เทียบกบับน culture plate กเ็ป็นส่วนหน่ึงท่ีแสดงใหเ้ห็นอิทธิพลของโปรตีนท่ีเซลลใ์ชย้ดึ
เกาะ (gelatin) ในสภาวะท่ีไม่ไดรั้บแรง โดยพบวา่ส่งผลเพิ่มระดบัการแสดงออกพื้นฐานของ MMP-2, 3 
และ 13 ดว้ยแมเ้พียงเลก็นอ้ย ดงันั้นปัจจยัของชนิดโปรตีนท่ีเคลือบพื้นผวิ กอ็าจมีผลต่อการแสดงออกของ 
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ยนีท่ีศึกษาร่วมไปกบัปัจจยัของแรงดึงท่ีใหก้บัเซลล ์ ทั้งน้ีการศึกษาอิทธิพลของชนิดของเมทริกซ์นอกเซลล์
ท่ีเซลลใ์ชย้ดึเกาะในขณะท่ีไดรั้บแรงเป็นอีกประเดน็ท่ีน่าสนใจศึกษาต่อไป 

ในช่วงแรกของการศึกษา เร่ิมจากทดสอบการทาํงานของเคร่ืองมือท่ีประดิษฐข้ึ์นวา่ จะสามารถ
สร้างแรงดึงใหเ้ซลลรั์บรู้ และเกิดการตอบสนองไปในทิศทางเดียวกบัการศึกษาของคณะผูว้จิยัอ่ืนๆ โดยใช้
การแสดงออกของยนี cox-2 ซ่ึงมีรายงานการเพิ่มข้ึนเม่ือไดรั้บ tensile force ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์
(Shimizu N, et al., 1998) อยา่งไรกต็าม การเพิ่มข้ึนของ cox-2 ในการศึกษาของ Shimizu พบท่ี 3 วนั
หลงัจากไดรั้บ cyclic tensile force ท่ีความถ่ี 6 รอบต่อนาที จากการใหแ้รงผา่นระบบ FlexcellTM ท่ีใชคู่้กบั 
flexi-bottomed plate ใหแ้รงดึงแบบ Equibi-axial plane ท่ี magnitude (ระยะยดืออก) 18% ในขณะท่ี
งานวิจยัน้ีสร้างแรงดึงแบบ uni-axial plane ท่ีความถ่ี 60 รอบต่อนาที ท่ี magnitude 10% โดยพบการ
ตอบสนองไดท่ี้ 2 ชัว่โมง จะเห็นไดว้า่การปรับเปล่ียนเง่ือนไขของปัจจยัของความถ่ี ขนาดของแรง รูปแบบ
ทิศทางของแรง ส่งผลต่อเวลาท่ีเซลลใ์ชใ้นการตอบสนอง ถา้ปัจจยัเหล่านั้นไม่ส่งผลปรับเปล่ียนหรือ
ขดัขวางขั้นตอนการส่งถ่ายสญัญาณภายในเซลลเ์พื่อใหเ้กิด transcription ของยนีนั้น ในทา้ยท่ีสุด 
transcription นั้นกจ็ะเกิดข้ึน แต่อาจดว้ยคุณภาพท่ีต่างกนั  อยา่งไรกต็ามผลการทดลองในส่วนน้ียนืยนัวา่
เกิดการรับรู้ของเซลลต่์อแรงดึงจาก stretch apparatus และตอบสนองไปในทิศทางเดียวกบัท่ีเคยมีรายงาน
มาก่อน 

แมว้า่การพฒันา stretch apparatus ไม่ไดอ้ยูภ่ายใตโ้ครงการวิจยัน้ี และเคร่ืองตน้แบบไดพ้ฒันาแลว้
เสร็จก่อนเร่ิมงานวิจยัน้ี แต่ในระหวา่งดาํเนินงานวิจยักไ็ดมี้การปรับปรุงและพฒันาประสิทธิภาพของ
เคร่ืองมือตน้แบบเพ่ือใชใ้นการทดลองภายใหโ้ครงการวจิยัน้ีมาโดยตลอดจนสาํเร็จ และไดย้ืน่เสนอขอรับ
การจดสิทธิบตัรแลว้ เพือ่ใหไ้ดเ้คร่ืองกาํเนิดแรงดึงท่ีใหแ้รงทีสมํ่าเสมอคงท่ีในแต่ละคร้ังท่ีทาํการทดลอง
ภายใตว้งจรควบคุมท่ีมีความเท่ียงตรง แต่ดว้ยเหตุท่ีผลการทดลองไดร้วบรวมมาจากทั้งส่วนของการ
ทดลองดว้ยเคร่ืองท่ีอยูใ่นช่วงพฒันา และเคร่ืองท่ีพฒันาแลว้สาํเร็จ จึงส่งผลต่อค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานท่ี
ค่อนขา้งสูงดงัแสดงในส่วนรายงานผล อยา่งไรกต็าม ผลการทดลองกไ็ดแ้สดงแนวโนม้ของการ
เปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึน แมว้า่ยงัไม่ชดัเจนทางสถิติ การศึกษาในปีท่ี 2 ของโครงการจะใชเ้คร่ืองท่ีพฒันาแลว้
เสร็จน้ี คาดวา่ผลการทดลองในช่วงต่อไปจากน้ี จะมีค่าความเบ่ียงเบนอนัเน่ืองมาจากปัจจยัจาก stretch 
apparatus ลดลง อยา่งไรกต็ามค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานท่ีเกิดจากปัจจยัความแตกต่างระหวา่งเซลล ์ เน่ืองจาก
เซลลท่ี์ใชเ้ป็น primary culture กย็งัคงมีอยู ่ 
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 แมว้า่ผลการศึกษาในช่วงปีท่ี 1 จะยงัไม่สามารถใหข้อ้สรุปไดช้ดัเจน ภายใตเ้ง่ือนไขท่ีใชใ้นการ
ทดลอง ดว้ยเหตุปัจจยัดงักล่าวขา้งตน้ แต่มีประเดน็ท่ีน่าสนใจท่ีสามารถใชเ้ป็นแนวทางในการศึกษาใน
ลาํดบัต่อไปไดด้งัต่อไปน้ี  
1. งานวิจยัน้ีสามารถตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยนีท่ีเปล่ียนไปในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตไ์ดเ้ม่ือ

ใหแ้รงดึงแบบ cyclic ตั้งแต่ท่ี 2 ชัว่โมงข้ึนไป ซ่ึงเป็นระยะเวลาท่ีนอ้ยกวา่ท่ีเคยมีรายงานมาคือ 12 
ชัว่โมง (Bolcato-Bellemin AL, et al., 2000) หรือ 2 วนั (Tsuji K, et al., 2004) เป็นตน้ โดยคาดวา่จะทาํ
ใหส้ามารถทดสอบในเวลาท่ีใกลเ้คียงมากข้ึนกบัเวลาท่ีใชใ้นการบดเค้ียวอาหาร และจากการศึกษาให้
ขอ้มูลในเบ้ืองตน้ถึงอิทธิพลของความถ่ี (frequency) ร่วมกบัการใหแ้รงแบบ cyclic ดว้ย ซ่ึงการทดลอง
เปรียบเทียบในเชิงความถ่ียงัมีการศึกษานอ้ยมาก  

2. การตอบสนองของเซลลต่์อแรงดึงแบบ static ซ่ึง เป็นลกัษณะของแรงดึงจากการจดัฟันท่ีเซลลเ์อน็
ยดึปริทนัตไ์ดรั้บ โดยปกติจะมีค่าสูงสุดและคงท่ีในช่วง 48 ชัว่โมงแรก จากนั้นจะลดตํ่าลง โดยระหวา่ง
นั้นเน้ือเยือ่จะเกิดการตอบสนองและเขา้สู่ขั้นตอนการ remodeling (Krishnan V and Davidovitch Z, 
2006) ซ่ึงในการศึกษาน้ี พบการแสดงออกของ MMP-14 ท่ีเพิ่มข้ึน ในขณะท่ีไม่มีผลต่อระดบัของ 
TIMPs ทั้งน้ีสมัพนัธ์กบัระยะดึง (magnitude)   ท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงมีรายงานแสดงอิทธิพลของขนาดของแรง
ต่อการแสดงออกของยนีหลายชนิดในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์ (Yamguchi M, et al., 1994; Enokiya Y, et 
al., 2010; Nokhbehsaim M, et al., 2010) 

3. ระดบัการเปล่ียนแปลงท่ีเพิม่ข้ึนค่อนขา้งชดัเจนของ MMP-14 เม่ือไดรั้บแรงแบบ static หรือ cyclic 
โดยท่ีระดบัของ TIMP-2 ไม่เปล่ียนแปลงอาจส่งผลต่อสมดุลของการทาํงานของเอนไซม ์ เน่ืองจาก
สดัส่วนของ MMP-14 และ TIMP-2 มีผลต่อการเกิด activation ของ MMP-2 (Holmbeck K, et al., 
2004) ซ่ึงจะนาํไปสู่การเกิด remodeling ในส่วนของ degradation ได ้การตรวจวดัในระดบัโปรตีนของ 
MMP-14 และ activation ของ MMP-2 เป็นส่วนท่ีน่าศึกษาต่อไป 

4. ในสภาวะท่ีไดรั้บ IL-1β ร่วมกบัแรงดึงแบบ cyclic พบการเพิ่มข้ึนของ inflammatory cytokines 
อ่ืนๆ อีก และการลดการสร้าง ECM ของเซลล ์ ซ่ึงสัมพนัธ์กบัปัจจยัของขนาดของแรง แต่ยงัไม่เคยมี
รายงานเก่ียวกบัการเปล่ียนแปลงระดบั MMPs/TIMPs ในเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์(Nokhbehsaim M, et al., 
2010) ในการศึกษาคร้ังน้ี ไดจ้าํลองสภาวะการอกัเสบดว้ยการกระตุน้ดว้ย IL-1β พบวา่การไดรั้บแรงดึง
ท่ีมีความถ่ีตํ่า อาจช่วยรักษาเน้ือเยือ่ใหค้งอยูใ่นสภาวะสมดุล โดยการคงระดบัการแสดงออกของ
เอนไซม ์ MMP-2 และ3 ไว ้ แต่ถา้ความถ่ีท่ีสูงเกินระดบัท่ีจะรักษาสมดุลนั้นได ้ จะกลายเป็นปัจจยั
ส่งเสริมภาวะอกัเสบใหรุ้นแรงข้ึนจากปริมาณเอนไซมท่ี์ เพิ่มข้ึน ในส่วนของ MMP-13 และ 14 การ
ไดรั้บ IL-1β ร่วมกบัแรงดึงแบบ cyclic กลบัมีแนวโนม้เพิ่ม โดยท่ีไม่เก่ียวกบัปัจจยัของความถ่ี 
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สรุป 

1. เซลลเ์อน็ยดึปริทนัตต์อบสนองต่อแรงดึงท่ีรูปแบบ ขนาด ความถ่ี และ ระยะเวลา ในการแสดงออกของ
เอนไซม ์MMP-2, 3, 13, 14 และ TIMP-1 และ 2 แตกต่างกนัไปในแต่ละชนิดของยนี 

2. ผลการศึกษานาํไปสู่ขอ้เสนอแนะในเบ้ืองตน้วา่ ในสภาวะท่ีมีการอกัเสบการไดรั้บแรงในความถ่ีตํ่า 
อาจช่วยรักษาเน้ือเยือ่ใหค้งอยูใ่นสภาวะสมดุล โดยการคงระดบัการสร้างเอนไซมท่ี์ยอ่ยสลายเมทริกซ์
ไวใ้นระดบัปกติ แต่ถา้ความถ่ีสูงเกินระดบัท่ีจะรักษาสมดุลนั้นได ้ จะกลายเป็นปัจจยัส่งเสริมภาวะ
อกัเสบใหรุ้นแรงข้ึนได ้จากปริมาณเอนไซมท่ี์เพิ่มข้ึนในเน้ือเยือ่ 

 
การวจัิยในขั้นต่อไป 
1. ตรวจวดัการแสดงออกในระดบัโปรตีนของ MMPs ท่ีมีการเปล่ียนแปลงในระดบัยนีท่ีชดัเจน    
2. ศึกษากลไกการส่งถ่ายสญัญาณภายในเซลลท่ี์มีผลต่อการแสดงออกของยนี MMPs และตวัยบัย ั้งโดย

ใช ้inhibitors ต่อ signaling molecules ต่างๆ เม่ือไดรั้บ cyclic stretch ร่วมกบั interleukin-1 ในเซลล์
เอน็ยดึปริทนัตข์องมนุษย ์
 

อุปสรรคในการดําเนินงาน และแนวทางการแก้ไข 
1. ในระหวา่งท่ีทาํการศึกษาวิจยัน้ีไดมี้การพฒันา stretch apparatus อยา่งต่อเน่ือง โดยในทา้ยท่ีสุด stretch 

apparatus ท่ีพฒันาข้ึนมาใหม่ จะทาํงานโดยการสัง่ผา่นแผงควบคุมอิเลคทรอนิกส์ ท่ีมีโปรแกรมท่ี
สามารถกาํหนด และปรับเปล่ียนค่าปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งของแรงในช่วงท่ีทาํการศึกษาได ้ การเคล่ือนท่ีของ
แขนจบัแผน่ silicone จึงเคล่ือนท่ีในรูปแบบของแรงดึงเชิงเสน้ ดว้ยแรงท่ีสมํ่าเสมอคงท่ี ทาํใหค่้าปัจจยั
ท่ีเก่ียวขอ้งในการศึกษา มีความเท่ียงตรงมากยิง่ข้ึนกวา่เคร่ืองตน้แบบเดิมท่ีใชใ้นการทดลองช่วงแรก 
ดงันั้นบางส่วนของโครงการวิจยัน้ี จะตอ้งมีการทาํซํ้ าโดยใชเ้คร่ืองมือใหม่ เพื่อยนืยนัผลการศึกษาท่ีได ้

 หมายเหตุ: รายละเอียดการประดิษฐ ์stretch apparatus น้ี ไดย้ืน่เพื่อขอรับสิทธิบตัรแลว้ 
2. stretch apparatus ยงัมีเพียง 1 ชุด และทาํการทดลองไดค้ร้ังละ 1 ตวัอยา่ง (sample) ทาํใหง้านค่อนขา้ง

ล่าชา้  
3. การขาดแคลนเซลลใ์นบางช่วง เน่ืองจากบางคร้ังไม่สามารถเล้ียงเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตจ์ากฟันท่ีไดม้าได ้

หรือเกิดการติดเช้ือในระหวา่งการเพาะเล้ียงเซลลจ์ากฟัน ตลอดจนเซลลท่ี์เลือกใชต้อ้งเป็น passage 
number ท่ีไม่เกิน 5 ซ่ึงทาํใหมี้บางช่วงเวลาท่ีมีปัญหาขาดแคลนเซลล ์ 

4. ปัญหาการติดเช้ือแบคทีเรียหรือรา   
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