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บทค ัดย ่อ ภาษาไทย  กิตติศักดิ ์สะนนท์ : การปรบัเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น เมื่อใช้

ร่วมกับสารยึดติดยูนิเวอร์แซล เอทช์แอนด์รินสโ์หมด. 
( Dentin biomodification with grape seed extract 
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การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของการปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัด

จากเมล็ดองุ่นในการลดปริมาณแอคทีฟเจลาติเนส เมื่อใช้ร่วมกับสารยึดติดยูนิเวอร์แซล  เอทช์
แอนด์รินส์โหมด โดยใช้ผงเนื้อฟันที่เตรียมจากฟันกรามใหญ่ซี่ที่สามของมนุษย์ในการวัดปริมาณ
แอคทีฟเอ็มเอ็มพี ชนิดที่ 2 และใช้ช้ินตัวอย่างการยึดติดเรซินและเนื้อฟันเพื่อศึกษาต าแหน่งที่มี
แอคทีฟเจลาติเนสในช้ันไฮบริด แบ่งกลุ่มการทดลองเป็น 6 กลุ่ม คือ เนื้อฟันที่ไม่ปรับสภาพผิวใด ๆ 
กลุ่มเนื้อฟันที่กัดด้วยกรดฟอสฟอริก กลุ่มเนื้อฟันที่ใช้สารยึดติดยูนิเวอร์แซล เอทช์แอนด์รินส์โหมด 
ซิงเกิลบอนด์ ยูนิเวอร์แซล หรือ จี พรีมิโอ บอนด์ และกลุ่มที่มีการปรับสภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัด
จากเมล็ดองุ่นนาน 1 นาที หลังกัดด้วยกรดฟอสฟอริก ร่วมกับการใช้สารยึดติดดังกล่าว วิเคราะห์
ข้อมูลทางสถิติด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียวและการทดสอบบองเฟอโรนี  ที่ระดับ
นัยส าคัญทางสถิติ 0.05 พบว่า กระบวนการยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึดติดยูนิเวอร์แซล เอทช์แอนด์
รินส์โหมด มีผลลดปริมาณแอคทีฟเอ็มเอ็มพี ชนิดที่ 2 และการปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสาร
สกัดจากเมล็ดองุ่นยิ่งท าให้ลดปริมาณแอคทีฟเอ็มเอ็มพี ชนิดที่ 2 โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เมื่อใช้สารยึด
ติด จี พรีมิโอ บอนด์ สอดคล้องกับผลจากการศึกษาต าแหน่งที่พบแอคทีฟเจลาติเนสในช้ันไฮบริด
ลดลงเมื่อใช้สารสกัดจากเมล็ดองุ่นก่อนการทาสารยึดติด จี พรีมิโอ บอนด์ อาจสรุปได้ว่าสารสกัด
จากเมล็ดองุ่นช่วยส่งผลดีในการลดปริมาณแอคทีฟเจลาติเนส โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อใช้ร่วมกับสาร
ยึดติดที่มีความไม่ชอบน้ าสูง แต่อย่างไรก็ตาม  ยังต้องศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับกลไกการยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีน ผลต่อค่าก าลังการยึดติดและประสิทธิภาพของสารสกัดจากเมล็ด
องุ่นในการยืดอายุของการยึดติดเนื้อฟัน 
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บทค ัดย ่อ ภาษาอ ังกฤ ษ # # 5875805432 : MAJOR OPERATIVE DENTISTRY 
KEYWORD: active gelatinases, confocal microscope, dentin bond, etch-and-rinse 

universal adhesive, grape seed extract, in situ zymography 
 Kittisak Sanon : Dentin biomodification with grape seed extract 

when using universal adhesive etch-and-rinse mode . Advisor: Assoc. Prof. 
Sirivimol Srisawasdi, Ph.D. Co-advisor: Assoc. Prof. Neeracha Sanchavanakit, 
Ph.D. 

  
The aim of this study was to examine the effect of grape seed extract 

(GSE) pretreatment on reduction of active gelatinases when using etch-and-rinse 
mode universal adhesive. Dentin powder was prepared for analysis of 
active      MMP-2 by BiotrakTM assay. Resin-dentin slices were prepared for an in situ 
zymography in order to localize active gelatinases by quenched fluorescein-
conjugated gelatin under a confocal microscope. Fluorescence intensity was 
analyzed for a quantitative analysis. Specimens were allocated into 6 groups, as a 
non-treated control, phosphoric acid etched (PA), PA followed by Single Bond 
Universal (SBU) or G-Premio Bond (GPB), and PA followed by GSE for 1 minute prior 
to SBU or GPB. The data were analyzed by a one-way ANOVA and Bonferroni test 
at the significant level of 0.05. The results demonstrated that application of etch-
and-rinse mode universal adhesive by both SBU and GPB caused the reduction of 
active MMP-2 in dentin matrices, however only further significant reduction was 
found in GPB pre-treated with GSE analyzed by BiotrakTM assay. In situ zymography 
demonstrated the location of active gelatinases, and fluorescence intensity 
analysis confirmed the significant reduction of active gelatinases in the hybrid layer 
of the GPB pre-teated with GSE compared to GPB. The present study 
demonstrated potential advantage of applying GSE for a reduction of active 
gelatinases especially at the hybrid layer with more benefit on hydrophobic 
adhesive system. 
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บทที่ 1 
บทน า 

ความส าคัญและท่ีมาของงานวิจัย 

ตั้งแต่มีการค้นพบการยึดติดของสารเรซินกบัโครงสร้างของฟันโดย Buonocore ปี 195518 

แม้ว่ามีการพฒันาระบบสารยึดติดไปอย่างก้าวไกล แตร่อยต่อของเรซินและเนื้อฟัน (resin-dentin 

interface) ยังคงเป็นจุดทีอ่่อนแอทีสุ่ดของการยึดติดสารเรซินกับเนื้อฟัน เมื่อเวลาผ่านไป พบว่ามีการ

เสื่อมสลายบริเวณรอยต่อของเรซินและเนื้อฟัน111 การยึดติดเนื้อฟัน (dentin bonding)  มีความ

ยุ่งยากซับซ้อนและเกิดความล้มเหลวได้มากกว่าการยึดติดเคลือบฟัน (enamel bonding) เนื่องจาก

ความแตกต่างของโครงสร้างและองค์ประกอบทางเคมี       เคลือบฟัน (enamel) มีองค์ประกอบเป็น 

สารอนินทรียป์ระมาณร้อยละ 90 และสารอินทรียป์ระมาณร้อยละ 10 โดยปริมาตร แต่เนื้อฟัน 

(dentin)  มีองค์ประกอบเป็นสารอนินทรียป์ระมาณร้อยละ 40 – 45    และสารอินทรีย์ประมาณ

ร้อยละ 30  โดยปรมิาตร ซึ่งส่วนใหญส่ารอินทรีย์ในเนื้อฟนัประกอบด้วยเส้นใยคอลลาเจนชนิดที่ 1  

(type I collagen)    โปรตีนอื่นที่ไม่ใช่คอลลาเจน (non-collagenous protein) และน้ าประมาณ

ร้อยละ  20 – 25 โดยปริมาตร41 นอกจากนี้ยังมเีอนไซม์ยอ่ยโปรตีน (proteolytic enzyme)  ที่ท า

หน้าที่ย่อยสลายเมทริกซ์นอกเซลล์อยู่ในเนื้อฟัน  

ในปัจจบุันสารยึดติดยูนิเวอร์แซลแอดฮีซีฟ (universal adhesive) ถูกพฒันาและจ าหน่ายใน

ท้องตลาดมากขึ้น มีส่วนประกอบของฟังก์ชันนอลมอนอเมอร์ (functional monomer) ที่สามารถ

ยึดติดได้กับทุกพื้นผิว (s ub s t r a t e)  นอกจากนีบ้ริษัทผู้ผลิตและงานวิจัยหลายฉบบัได้น าเสนอว่า

สามารถใช้สารยึดติดยูนิเวอร์แซลได้ทัง้       แบบเอทช์แอนด์รินส์โหมด (etch-and-rinse mode)      

เซลฟ์เอทช์โหมด (self-etch mode) และ ซีเล็คทีฟเอทช์โหมด (selective etch mode)      ซึ่งให้

ค่าก าลังยึดติดกบัเนื้อฟันไม่แตกต่างกัน151  แต่อย่างไรก็ตาม สารยึดติดยูนิเวอร์แซลเป็นสารยึดติดที่มี
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การรวมองค์ประกอบเป็นขวดเดียวหรอืเรียกว่า ออล-อิน-วัน แอดฮีซีฟ  (all-in-one adhesive) 

ยังคงมีจุดด้อยของสารยึดติดระบบนี้ ท าให้ความคงทนของการยึดติดเนื้อฟันไม่ดี เนื่องจากสารยึดติด 

มีความชอบน้ า153 โดยเฉพาะอย่างยิง่เมื่อใช้แบบเอทช์แอนด์รินส์โหมด อันเป็นผลมาจากกระบวนการ 

ดึงแร่ธาตุออกด้วยกรดฟอสฟอรกิที่มผีลในการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนในเนื้อฟัน102 

ส่งผลให้เกิดการเสื่อมสลายบริเวณรอยต่อของเรซินและเนื้อฟัน 

นักวิจัยพยายามหาวิธีการต่าง ๆ ทั้งการพฒันาระบบสารยดึติดให้มีความคงทนต่อการเสื่อม

สลายของเรซินจากปฏิกริิยาไฮโดรไลซสิ การพฒันาสารยึดติดให้มีความชอบน้ าน้อยลง88, 173 และ

พัฒนาวิธีการยึดติดเนื้อฟัน เพื่อหยุดการเสื่อมสลายบริเวณรอยต่อของเรซินและเนื้อฟัน เช่น การใช้

สารยบัยั้งการท างานเอนไซม์ยอ่ยโปรตีน   (proteolytic inhibitor)      การใช้สารที่ท าให้คอลลาเจน 

ครอสลิงค์ (cross-linking agent)81, 127, 141, 193 วิธีเอทานอลเว็ทบอนดิง  (ethanol wet bond 

technique)63, 129, 130  และวิธีคืนแร่ธาตุเลียนแบบธรรมชาติ (biomimetric remineralization)59, 

104 แต่วิธีการดังกล่าวมีความยุ่งยาก ใช้ระยะเวลานานและไม่สามารถหยุดการเสื่อมสลายบริเวณ

รอยต่อของเรซินและเนื้อฟันได้ เพียงแค่ชะลอการเสื่อมสลายให้ช้าลง  

การศึกษนีจ้งึมุ่งเน้นประโยชน์การปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟนั (dentin biomodification)       

ด้วยสารคอลลาเจนครอสลิงค์ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง การใช้สารสกัดจากเมล็ดองุ่นที่เป็นสารครอสลิงค์

จากธรรมชาติ มีความเป็นพิษต่ าและมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) ที่ดีกว่าเมื่อ

เทียบกับสารครอสลิงค์สังเคราะห์ เช่น กลูตารัลดีไฮด์49 อันมีคุณสมบัติในการท าให้เกิดการครอสลิงค์

เพิ่มข้ึนของโมเลกลุคอลลาเจน69 ท าให้เส้นใยคอลลาเจนในเนื้อฟันมีความแข็งแรงและทนต่อการถูก

ย่อยสลายโดยเอนไซม์ย่อยโปรตีน อีกทั้งยงัสามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ MMPs22, 23, 143 ช่วย

ชะลอการเสื่อมสลายของการยึดติดเนื้อฟัน48  นอกจากนี้การใช้สารสกัดจากเมล็ดองุ่นความเข้มข้น

ร้อยละ 5 โดยน้ าหนักที่ละลายในเอทานอลร้อยละ 5    น่าจะช่วยลดความยุ่งยากของวิธีการยึดติด
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เนื้อฟันแบบมอยส์ (technique sensitive of moist bonding)      เนื่องจากหลงัการเป่าแห้งพบว่า

เนื้อฟันที่ถูกปรบัเปลี่ยนชีวภาพด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น ยังสามารถคงสภาพช่องว่างระหว่างเส้นใย   

คอลลาเจนไว้โดยไม่ยุบตัว  เมื่อเทียบกบัเนื้อฟันที่ไมผ่่านการปรับเปลี่ยนชีวภาพด้วยสารสกัดจาก

เมล็ดองุ่น การปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันหลงักัดด้วยกรดฟอสฟอริกด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น 

ร่วมกับการยึดติดเนือ้ฟันแบบเอทช์แอนรินส์ น่าจะมปีระโยชน์ในการช่วยต้านการเสือ่มสลายบรเิวณ

รอยต่อของเรซินและเนื้อฟัน     แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาผลของการใช้สารสกัดจากเมล็ดองุ่นความ

เข้มข้นร้อยละ 5 โดยน้ าหนักทีล่ะลายในเอทานอลร้อยละ 5 ร่วมกับสารยึดติดยูนิเวอร์แซล เอทช์

แอนด์รินส์โหมดยงัมีไม่มาก จึงเป็นทีม่าของงานวิจัยน้ี 

ค าถามงานวิจัย 

การปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น สามารถลดปริมาณ active 

gelatinases ในเนือ้ฟันได้หรือไม่ เมือ่ใช้ร่วมกับการยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึดติดยูนิเวอร์แซล เอทช์

แอนด์รินส์โหมด  

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพื่อศึกษาผลของการปรบัเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกดัจากเมล็ดองุ่นต่อการลดปริมาณ 

active gelatinases ในเนื้อฟันเมื่อใช้ร่วมกับสารยึดติดยูนิเวอร์แซล เอทช์แอนด์รินส์โหมด 

สมมติฐานของงานวิจัย 

การปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น สามารถลดปริมาณ active 

gelatinases ในเนื้อฟัน เมื่อใช้ร่วมกับสารยึดติดยูนิเวอร์แซล เอทช์แอนด์รินส์โหมด 
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ขอบเขตของงานวิจัย 

เป็นการศึกษาวิจัยแบบวิเคราะห์และทดลองที่ศึกษาเฉพาะผลการปรบัเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟัน

ด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นต่อการลดปริมาณ active MMP-2 ในเนื้อฟัน และ active gelatinases 

บริเวณช้ันไฮบริดที่เกิดจากการยึดติดด้วยสารยึดติดยูนิเวอรแ์ซล เอทช์แอนด์รินสโ์หมด 

ข้อตกลงเบื้องต้น 

ด้วยข้อจ ากัดด้านงบประมาณจึงเลอืก MMP-2 เป็นตัวแทนของเอนไซม์ย่อยโปรตีนในเนื้อฟัน 

เพื่อทดสอบผลการปรบัเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น ร่วมกับการศึกษาผลของการ

ลดปริมาณ active gelatinases     ในช้ันไฮบริดที่เกดิจากการยึดติดด้วยสารยึดติดยูนิเวอร์แซล 

เอชท์แอนด์รินส์โหมด เพียง 2 ชนิด   ที่มีความแตกต่างของค่าความเป็นกรดด่าง องค์ประกอบทาง

เคมี และคุณสมบัติความชอบน้ า 

ข้อจ ากัดของงานวิจัย 

การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาในหอ้งทดลอง ไม่สามารถจ าลองสถาณการณ์จรงิได้ และไม่ได้

ศึกษาคุณสมบัติทางกลและคุณสมบัติอื่น ๆ ของการยดึติดเนื้อฟัน แต่ผลของการศึกษาน้ีน่าจะ

สามารถบอกแนวโน้มของการเสือ่มสลาย และความคงทนของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟันจาก

ผลของเอนไซม์ย่อยโปรตีนในเนือ้ฟันได ้

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบั 

1. ประสิทธิภาพของสารสกัดจากเมล็ดองุ่นในการเพิ่มความคงทนของการยึดติดระหว่างเรซิน

และเนื้อฟัน และการลดปริมาณ active gelatinases ในเนือ้ฟัน 

2. น าไปศึกษาต่อเพื่อประยุกต์ใช้ในทางคลินิก เพือ่เพิม่ประสิทธิภาพและความคงทนของการ

ยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟัน 

3. น าไปสู่การพัฒนาสารที่ใช้เพื่อเพิ่มความคงทนของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟัน  
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

สารยึดติดทางทันตกรรม 

สารยึดติดทางทันตกรรมแบ่งเป็นสองระบบตามการจัดการช้ันเสมียร์ (smear layer) คือ 

ระบบเอทช์แอนด์รินส์ (etch-and-rinse) และระบบเซลฟเ์อทช์ (self-etch)178 

สารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินส์ แบ่งได้เป็นแบบ 3 ข้ันตอน (3-step etch-and-rinse) 

และ 2 ข้ันตอน (2-step etch-and-rinse) สารยึดติดระบบนี้มกีารยึดติดกบัโครงสร้างของฟันแบบ

การยึดติดทางกลระดับจุลภาค  (micromechanical interlocking) สารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินส ์          

มีประสิทธิภาพที่ดีในการยึดติดเคลือบฟันด้วยการใช้กรดฟอสฟอริก (phosphoric acid) ความ

เข้มข้นร้อยละ 30 - 40 ละลายผลึกไฮดรอกซอีะพาไทต ์ (hydroxyapatite crystals) บรเิวณผิว

เคลือบฟัน     เรซินเข้าไปแทรกซึมในรูพรุนที่เกิดจากการเตรียมเคลือบฟันด้วยกรดฟอสฟอรกิ เกิด

เป็นลักษณะ resin interlock แบบ macro-tags และ micro-tags ล้อมรอบส่วน enamel 

prisms178 

ส าหรับการยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินส์ เกิดจากการที่กรดฟอสฟอรกิ

ละลายส่วนอนินทรีย์ของเนื้อฟัน และก าจัดช้ันเสมียรอ์อกท าให้เกิดรูพรุนขนาดเล็ก (microporosities) 

มีการเปิดเผยเส้นใยคอลลาเจนลงไปลึกประมาณ 5 – 10 ไมโครเมตร จากนั้นใช้สารไพรเมอรเ์ข้าไป

แทรกซมึในส่วนของร่างแหเส้นใยคอลลาเจน  และทาไฮโดรโฟบิค เรซิน (hydrophobic resin) ท าให้

เกิดโพลิเมอไรเซชัน (polymerization) เกิดการผสมผสานกันระหว่างเรซินและโครงสร้างของเนื้อฟัน 

เรียกว่า ช้ันไฮบริด (hybrid layer)98 
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สารยึดติดระบบเซลฟ์เอทช์ สารยึดติดระบบนี้ใช้เซลฟ์เอทชิงไพรเมอร์ (self-etching 

primer) ปรบัเปลี่ยนช้ันเสมียร์และแร่ธาตุในองค์ประกอบของฟัน โดยจะรวมช้ันสเมียร์เป็นส่วนหนึ่ง

ของช้ันไฮบริด เพื่อหวังให้เกิดการป้องกันตามธรรมชาติ (natural barrier) ในปัจจุบันสารยึดติดเซลฟ์

เอทช์แบ่งไดเ้ป็น 2 กลุม่ใหญ่ ตามค่า pH สารยึดติดทีม่ีค่า pH ประมาณ 2 เรียกว่า mild self-etch 

adhesive และ สารยึดติดที่มีค่า pH มากกว่า 2.5 เรียกว่า ultra-mild self-etch adhesive180       

การยึดติดกับผิวเคลอืบฟันให้ผลไม่ดีเท่าการยึดติดด้วยสารยดึติดระบบเอทช์แอนด์รินส์ แต่การยึดติด

เนื้อฟันพบว่า สามารถเกิดการยึดติดทางเคมี (chemical bond) กับไฮดรอกซีอะพาไทต ์

(hydroxyapatite) เนื่องจากมีฟงัก์ชันนอลมอนอเมอร์ทีเ่ป็นอนุพันธ์ของกรดฟอสฟอรกิ            

หรือกรดคารบ์อกซิลกิ เช่น 10-MDP Phenyl-P 4-MET และ PENTA เป็นต้น สารยึดติดระบบนี้

สามารถแบ่งตามขั้นตอนการใช้งานได้เป็นสารยึดติดเซลฟ์เอทช์แบบ 2 ข้ันตอน (2-step self-etch) 

และ สารยึดติดเซลฟ์เอทช์แบบข้ันตอนเดียว (one-step self-etch) หรือ ออล-อิน-วัน (all-in-

one)180 

สารยึดติดยูนิเวอร์แซลแอดฮีซีฟ (Universal adhesive) เป็นสารแอดฮีซีฟที่ถูกเรียกและถูก

พัฒนาข้ึนครั้งแรกโดยบริษัท 3M ESPE โดยมุ่งหวังใหส้ามารถใช้ยึดติดได้กับทุกพื้นผิว ทั้งโครงสร้าง

ของฟัน เรซิน คอมโพสิต เซรามิก และโลหะ  ในปัจจุบนั 10-MDP เป็นฟังก์ชันนอลมอนอเมอร ์    

ตัวส าคัญ ที่ถูกพิสจูน์แล้วว่านอกจากสามารถเกิดการยึดติดทางเคมกีับไฮดรอกซอีะพาไทต์ของฟันแล้ว 

ยังสามารถเกิดการยึดติดทางเคมีกบั glass ceramic และ zirconia ได้เช่นกัน32, 189 ฉะนั้น สารยึดตดิ

ยูนิเวอร์แซลแอดฮีซฟีในปัจจุบันมักมี 10-MDP เป็นองค์ประกอบ นอกจากนี้ทางบริษัทผูผ้ลิตยัง

แนะน าว่าสามารถใช้ได้ทั้งแบบเอทช์แอนด์รินสโ์หมด เซลฟเ์อทช์โหมด และซีเล็คทีฟเอทช์32         

แต่อย่างไรก็ตามสารยึดติดยูนิเวอร์แซลเป็นสารยึดติดที่มกีารรวมองค์ประกอบเป็นขวดเดียว ยังคงมี

จุดด้อยของสารยึดติดระบบนี้  ท าให้ความคงทนของการยดึติดเนื้อฟันไม่ดี โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อใช้
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แบบเอทช์แอนด์รินส์โหมด อันเป็นผลมาจากการดึงแร่ธาตุของเนื้อฟันออกด้วยกรดฟอสฟอรกิ

สามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนในเนื้อฟนั ประกอบกับความชอบน้ าของสารยึดติด 

ส่งผลให้เกิดการเสื่อมสลายบริเวณรอยต่อของเรซินและเนื้อฟัน 

การเสื่อมสลายของการยึดติดระหว่างเรซนิและเนื้อฟัน 

Hashimoto และคณะ ได้จ าแนกการเสื่อมสลายบริเวณรอยต่อของเรซินและเนือ้ฟันออกเป็น 

2 ประเภท คือ การเสือ่มสลายของเรซินด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิ (hydrolytic degradation of 

resin) และการเสื่อมสลายของเส้นใยคอลลาเจนโดยเอนไซม์ย่อยโปรตีนในเนื้อฟัน (degradation of 

exposed collagen by endogenous proteolytic enzyme)47 

การเสื่อมสลายของเรซินโดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิ 

คือ กระบวนการเสื่อมสลายทางเคมี เกิดการท าลายพันธะเอสเตอร์ที่เช่ือมระหว่างพอลิเมอร์

โดยอาศัยโมเลกลุของน้ า การเสื่อมสลายนี้สัมพันธ์กับเอนไซม์เอสเตอเรส (esterase) ซึง่พบในน้ าลาย

19 และคุณสมบัติในการดูดน้ าของสารยึดติด        โดยเฉพาะอย่างยิ่งในระบบเซลฟเ์อทช์ข้ันตอนเดียว

ที่มีความชอบน้ าสงู ยิ่งสง่ผลเสียต่อรอยต่อของเรซินและเนื้อฟัน 153  

 ไฮดรอกซเีอทลิ เมทาคริเลต (hydroxyethyl methacrylate: HEMA) เป็นองค์ประกอบ

ส าคัญอย่างหนึ่งในระบบสารยึดติด HEMA เป็นมอนอเมอร์ขนาดเลก็ ที่มีโครงสร้างเป็นแอมฟิฟลิิค 

(amphiphilic structure) คือโครงสร้างด้านหนึง่มีความชอบน้ า (hydrophilicity) และอกีด้านมี

ความไม่ชอบน้ า (hydrophobicity)99, 100 ช่วยเพิ่มการไหลแผ่ (wettability) บนเนื้อฟันได้ดี52 ท าให้

เป็นสารช่วยการยึดติด (adhesion-promoting agent) ทีด่ี แต่มีข้อด้อยคือมีการดูดน้ าได้มาก ส่งผล

ให้เกิดการบวมและติดสีไดง้่าย94, 152  
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HEMA มีความส าคัญในการป้องกันการเกิดการแยกช้ัน (phase separation) ของสารยึดติด

ระบบเซลฟเ์อทช์ข้ันตอนเดียว172 เมื่อมีการระเหยของตัวท าละลาย (solvent) จะค่อย ๆ เกิดหยดน้ า 

(droplet) ข้ึนมาบริเวณผิวด้านบนของสารบอนดิง หากไมป่ล่อยให้เกิดอย่างสมบรูณ์หยดน้ าจะถูกฝัง

อยู่ในช้ันเรซินท าให้เกิดผลเสียต่อการยึดติด แต่หากมปีรมิาณ HEMA มากเกินไป ส่งผลให้มีแรงดัน

ออสโมซสิ (osmosis) เกิดหยดน้ าได้มาก ขัดขวางการเกดิพอลิเมอร์ (polymerization) ท าให้ช้ัน

แอดฮีซีฟ (adhesive layer)  ประพฤติตัวเป็นเยื่อกึ่งซมึผ่านได้ (semi-permeable membrane)156, 

176  ส่งผลใหม้ีการดูดน้ าเข้ามาสู่ช้ันแอดฮซีีฟ ยิ่งสง่ผลใหเ้กิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิมากขึ้น174  

ตัวท าละลาย ได้แก่ น้ า เอทานอล (ethanol) และอะซิโตน (acetone) ท าใหส้ารไพรเมอร์และ

สารบอนดิงมีความข้นหนืดน้อยลง สามารถไหลแผ่ได้ดี หากการระเหยของตัวท าละลายไมส่มบรูณ์   

น้ าและตัวท าละลายทีห่ลงเหลอือยู่บริเวณช้ันไฮบริดจะขัดขวางการเกิดพอลเิมอร์122 ความช้ืนจาก   

เนื้อฟันจะเข้าสู่ช่องว่างในช้ันแอดฮีซีฟ ท าให้เกิดรูพรุนในช้ันแอดฮีซีฟ  กระตุ้นการเสื่อมสลายของ   

เรซินโดยปฏิกริิยาไฮโดรไลซิส177  

การเสื่อมสลายของเส้นใยคอลลาเจนโดยเอนไซมย์่อยโปรตีนในเนื้อฟัน 

เมทริกซ์ เมทลัโลโปรติเนส (Matrix metalloproteinases: MMPs) เป็นกลุม่เอนไซม์ทีม่ี

โครงสร้างหลักประกอบด้วย โปรโดเมน (prodomain) คะตะลิสต์โดเมน (catalyst domain)        

ส่วนบานพับ (hinge region) และ ฮีโมเพคซินโดเมน (hemopexin domain) ในส่วนโปรโดเมนมี

โครงสร้างส าคัญ คือ คิสติอินสวิตช์ (cysteine switch) ซึ่งจะจบักบัไอออนของสังกะสี (Zn2+)      

บนคะตะลสิต์โดเมน ท าใหเ้อนไซม์คงอยู่ในรปูไม่มีฤทธ์ิ (pro-enzyme)  และถูกยบัยั้งการท างานโดย

ทิชชูอินฮิบิเตอร์ของเมทลัโลโปรติเนส (tissue inhibitor of metalloproteinase : TIMPs) สารเคม ี

ความร้อน อนุมูลอสิระ พยาธิสภาพ การท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนตัวอื่น และสภาวะกรด

สามารถกระตุ้นให้กลายเป็นเอนไซมท์ี่มีฤทธ์ิ  (active enzyme)117, 182 (แสดงในรปูที่ 1)  นอกจากนี้
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ในสภาวะปกติของร่างกายมกีารกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ MMPs เช่นกัน ในกระบวนการสร้าง

เนื้อฟัน เอนไซม์ MMPs ท าหน้าที่ยอ่ยสลายเมทรกิซ์นอกเซลล์ เพือ่ให้แร่ธาตุเข้ามาแทนที่     

เอนไซม์ MMPs ส่วนทีเ่หลือจากกระบวนการสร้างเนื้อฟนัถูกฝังอยู่ในเมทริกซ์นอกเซลล์ของเนื้อฟัน 

จากการศึกษาพบว่า ในเมทริกซ์นอกเซลล์ของเนื้อฟันมีเอนไซม์ MMPs หลายชนิด ได้แก่ MMP-2  

MMP-8 MMP-9 MMP-3 MMP-20 และ TIMPs อยู8่3, 103, 145, 148 (แสดงในตารางที่ 1) เอนไซม์ 

MMPs มีความส าคัญในกระบวนการเกิดโรคฟันผุและโรคปริทันต์อกัเสบ46, 166    นอกจากนี้   

เอนไซม์คสิติอิน คาเทปซิน (cysteine cathepsins) เป็นเอนไซม์ย่อยโปรตีนอกีกลุม่ที่พบในเมทรกิซ์

นอกเซลล์ของเนือ้ฟัน ถูกสร้างโดยเซลลส์ร้างเนื้อฟัน (odontoblasts) ถูกกระตุ้นโดยสภาวะกรด159 

มีความสามารถในการย่อยสลายเส้นใยคอลลาเจนชนิดที่ 1 และ 3105 (แสดงในตารางที 1) 

 

 

รูปท่ี 1 แสดงการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ MMPs 
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ตารางท่ี 1 แสดงเอนไซม์ย่อยโปรตีนที่พบในเมทริกซ์นอกเซลล์ของเนื้อฟัน 
Enzymes Other Names Substrates 
MMP-2 Gelatinase A Collagen: I, II, III, VII, VIII, X, aggrecan, elastin, fibronectin, 

gelatin, laminin, proteoglycan, MMP-9, -13 
MMP-9 Galatinase B Collagen: IV, V, VII, X, XIV, aggrecan, elastin, fibronectin, 

gelatin, laminin 
MMP-8 Collagenase-2 Collagen: I, II, III, V, VII, VIII, X, aggrecan, elastin, 

fibronectin, gelatin, laminin 
MMP-3 Stromelysin-1 Collagen: II, III, IV, IX, X, XI, aggrecan, elastin, fibronectin, 

gelatin, laminin, proteoglycan, MMP-7, -8, -13 
MMP-20 Enamelysin  Collagen: V, aggrecan, amelogenin, COMP 
Cathepsin B - Collagen degradation 
Cathepsin K - Collagen degradation 
ดดัแปลงจาก Tjaderhane ปี 2015165 

 
Pashley และคณะ ปี 2004 พบว่า เอนไซม์ MMPs ท าให้เกิดการย่อยสลายเส้นใย     

คอลลาเจนในบรเิวณช้ันไฮบริด แม้ในสภาวะที่ไม่มีแบคทีเรีย111 เช่นเดียวกับผลการศึกษาของ 

Armstrong และคณะ ปี 2004 พบว่า ค่าความแข็งแรงของการยึดติดเนือ้ฟันลดลงเมื่อเวลาผ่านไป 

และมีการเสื่อมสลายของเส้นใยคอลลาเจนบรเิวณช้ันไฮบริด     เมื่อส่องด้วยกล้องจลุทรรศน์

อิเล็คตรอนแบบส่องผ่าน 5 (แสดงในรปูที่ 2) นอกจากนีเ้อนไซม์ cysteine cathepsin มผีลตอ่การ

ย่อยสลายเมทริกซ์นอกเซลล์ของเนื้อฟันและท าให้เกิดการเสือ่มสลายของการยึดติดเนื้อฟันได้เช่นกัน 

การใช้กรดฟอสฟอริกกัดเนื้อฟัน การใช้เซลฟเ์อทชิงไพรเมอร์ และกรดพอลิอะครีลิค (polyacrylic 

acid) สามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ MMPs102, 108 และ cysteine cathepsin ได1้90 
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รูปท่ี 2 แสดงบรเิวณช้ันไฮบริดหลังแช่น้ านาน 48 ช่ัวโมง 
ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องผ่าน ของการยึดติดเนื้อฟันด้วย Optibond FL (Kerr, 
Orange, CA, USA) หลงัแช่น้ านาน 48 ช่ัวโมง (A)  และ 44 เดือน (B)  พบการเสื่อมสลายของเส้นใย
คอลลาเจนบรเิวณช้ันไฮบริด (*)   คัดลอกจาก Armstrong และคณะ ปี 20045 
  

วิธีการเพ่ิมความคงทนและต้านการเสื่อมสลายของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟัน 

นักวิจัยได้พยายามศึกษาหาวิธีการต่าง ๆ อย่างต่อเนื่อง เพื่อเพิม่ความคงทนและต้านการ

เสื่อมสลายของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟัน ดังหัวข้อดังต่อไปนี้  

สารยึดติดท่ีมคีุณสมบัติไมช่อบน้ ามากขึ้น (More hydrophobic adhesive) 

สารยึดติดท่ีไม่มี HEMA (HEMA-free adhesive)  

ปัญหาส าคัญของระบบสารยึดติดทีม่ีการรวมขวดคือ มีการผสมกันของสารที่มีคุณสมบัติชอบ

น้ าและไม่ชอบน้ า ท าใหส้ารยึดติดมีความชอบน้ ามากยิง่ข้ึน จึงมกีารพฒันาสารยึดติดให้มีความไม่ชอบ

น้ ามากขึ้น ทั้งในระบบเอทช์แอนด์รินส์ เช่น cmf Adhesive System (Saremco Dental AG, 

Rebstein, Switzerland) และระบบเซลฟเ์อทช์ เช่น G-Bond (GC, Tokyo, Japan) และ Go! (SDI 

limited, Bayswater, Victoria, Australia) เป็นต้น  

การศึกษาในห้องทดลองพบว่า สารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินสส์ามข้ันตอนที่ไมม่ี HEMA (3-

step etch-and-rinse HEMA-free adhesive; cmf Adhesive System, Saremco Dental AG, Rebstein, 

Switzerland) เกิดช้ันไฮบริดบางกว่าและมีค่าความแข็งแรงของการยึดติด (bond strength) กับเนื้อฟัน
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น้อยกว่าสารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินส์สามข้ันตอนที่มี HEMA (Optibond FL, Kerr, Orange, CA, 

USA)88 แต่การศึกษาทางคลินิกพบว่า เมื่อใช้สารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินสส์ามข้ันตอนที่ไม่มี 

HEMA (cmf Adhesive System, Saremco Dental AG, Switzerland)   บูรณะคอฟันสกึ มีอัตรา

ความล้มเหลวน้อยกว่าการบรูณะโดยใช้สารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินส์สองข้ันตอนทีม่ี HEMA  (XP 

Bond, Denstply DeTrey, Konstanz, Germany)170  และเมื่อใช้สารยึดติดระบบเซลฟเ์อทช์

ข้ันตอนเดียวที่ไม่มี HEMA (G-bond, GC, Tokyo, Japan) ในการบูรณะคอฟันสกึ พบว่าให้ผล

ความส าเรจ็ทางคลินิกไม่แตกต่างจากการใช้สารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินส์สามขั้นตอนที่มี HEMA 

(Optibond FL, Kerr, Orange, CA, USA) ที่เวลา 3 ปี และ 5 ป1ี71, 173 และไม่แตกต่างกบัการใช้สาร

ยึดติดระบบเซลฟเ์อทช์สองข้ันตอนทีม่ี HEMA (Clearfil TriS, Kuraray, Osaka, Japan) ที่เวลา 3 

ป9ี3 

สารยึดติดท่ีไม่มีตัวท าละลาย (Solvent-free adhesive)  

เป็นการพัฒนาระบบสารยึดติดอีกวิธีการหนึ่ง เพื่อลดคุณสมบัติชอบน้ าของสารยึดติด หวังผล

ให้ลดการดูดน้ าเข้าสู่ช้ันไฮบริด ชะลอการเสื่อมสลายของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟัน โดยไม่ใส่

ตัวท าละลาย ได้แก่ น้ า เอทานอล และอะซโิตน เรียกสารยึดติดชนิดนี้ว่า สารยึดติดที่ไม่มีตัวท า

ละลาย (solvent-free adhesive) มผีลิตภัณฑจ์ าหน่ายช่ือ Bond 1SF (Pentron Corporation, 

Wallingford, CT, USA) เป็นสารยึดติดระบบเซลฟเ์อทช์ข้ันตอนเดียว จากการศึกษาพบว่า ค่าความ

แข็งแรงของการยึดติดไมล่ดลงเมือ่ผ่านไป 6 เดือน97  

การทาทับด้วยสารบอนดิงเรซินท่ีไม่ชอบน้ า (Hydrophobic coat) 

การศึกษาพบว่าเมื่อใช้สารบอนดิงเรซินทีม่ีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า (hydrophobic resin) เช่น 

สารบอนดิงเรซินขวดที่สองของ Clearfil SE Bond (Kuraray, Osaka, Japan) ทาทบับนสารยึดติด

ระบบเซลฟเ์อทช์ข้ันตอนเดียวที่ฉายแสงแล้ว แล้วท าการฉายแสงอีกครั้ง พบว่าสามารถเพิ่มค่าความ
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แข็งแรงของการยึดติดโดยทันที (immediate bond strength) และลดการเสื่อมสลายของการยึดติด

เนื้อฟันเมื่อแช่น้ านาน 6 เดือน121 และการใช้สารบอนดิงเรซิน Heliobond  (Ivoclar Vivadent, 

Schaan, Liechtenstein) ทาทับบนสารยึดติดยูนิเวอร์แซล ทั้งแบบเอทช์แอนด์รินส์โหมดและแบบ

เซลฟ์เอทช์โหมด พบว่าสามารถลดการเสื่อมสลายของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟัน มีค่าความ

แข็งแรงของการยึดติดมากกว่าและเกิดการรั่วซึมระดับนาโน (nanoleakage) น้อยกว่ากลุ่มควบคุม 

เมื่อแช่น้ านาน 6 เดือน95, 144 นอกจากนี้ การใช้สารบอนดิงเรซิน Scotch Bond Multipurpose 

Adhesive (3M ESPE, St Paul, MN, USA) ทาทับหลงัการใช้สารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินส์สอง

ข้ันตอน ช่วยลดอัตราการไหลผ่านของของเหลวมายังบริเวณรอยต่อของเรซินและเนื้อฟัน28                     

แต่การศึกษาทางคลินกิพบว่า การใช้วิธีการดังกล่าว ท าให้เพิ่มข้ันตอนในกระบวนการยึดติด และไม่

ช่วยเพิ่มความคงทนที่มากกว่าการไม่ใช้สารบอนดิงเรซิน Scotch Bond Multipurpose Adhesive 

(3M ESPE, St Paul, MN, USA)      ทาทับบนสารยึดติดระบบเซลฟ์เอทช์ข้ันตอนเดียว Adper Easy 

Bond (3M ESPE, St Paul, MN, USA)131 

วิธีเอทานอลเว็ทบอนดิง (Ethanol-wet bonding technique) 
เนื่องจากปญัหาความช้ืนในเนื้อฟันหลังจากการกัดด้วยกรดฟอสฟอริก นักวิจัยคิดค้นวิธีการ

ก าจัดความช้ืน โดยใช้เอทานอลไปแทนที่น้ าที่แทรกอยูร่ะหว่างเส้นใยคอลลาเจน เพื่อให้เรซิน         

มอนอเมอร์แทรกตัว ห่อหุม้เส้นใยคอลลาเจนอย่างสมบูรณ์ และหวังผลให้ไมม่ีการท างานของเอนไซม์

ย่อยโปรตีน154 71 (แสดงในรูปที่ 3) วิธีการท าเอทา-นอลเว็ทบอนดิง ใช้เอทานอลความเข้มข้นต่าง ๆ 

ไล่ไปจนถึงความเข้มข้นร้อยละ 100  เช่น ใช้เอทานอลความเข้มข้นรอ้ยละ 50 70 80 และ 95 โดย

แต่ละความเข้มข้นทาทิง้ไว้ นาน 15 – 30 วินาที แล้วทาเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 100  ซ้ า 3 

รอบ รอบละ 15 – 30 วินาที รวมเวลาทั้งสิ้น 3 – 4 นาที130 การศึกษาวิธีการดังกล่าวในห้องทดลอง
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ให้ผลดีต่อการยึดติดเนื้อฟัน ลดการเกิดการรั่วซึมระดับนาโน129, 130 แต่ใช้เวลานานไม่เหมาะสมกับ

การใช้งานทางคลินิก63  

 

รูปท่ี 3 แสดงการแทนที่น้ าที่แทรกอยูร่ะหว่างเส้นใยคอลลาเจนด้วยเอทานอล 
                        ดัดแปลงจาก Liu และคณะ ปี 201171 
 

วิธีคืนแร่ธาตุเลียนแบบธรรมชาติ (Biomimetic remineralization)  
 กระบวนการยึดติดเนื้อฟัน มักพบปญัหาเรซินมอนอเมอร์ไม่สามารถแทรกซมึไปแทนที่น้ า 

ระหว่างเส้นใยคอลลาเจนได้อย่างสมบรูณ์ มีช่องว่างเลก็ ๆ เกิดเป็นรอยรั่วซึมระดับนาโนและเป็น

ช่องทางให้น้ าเข้ามาสู่ช้ันไฮบริด โดยจะเห็นได้จากการทดสอบว่ามีซลิเวอร์ไนเทรต (silver nitrate) 

แทรกซมึเข้าไปในรอยต่อของเรซินและเนื้อฟัน73, 157 จงึมีแนวคิดการลอกเลียนแบบการสะสมแร่ธาตุ

ของเนื้อฟัน กระบวนการท าใหเ้กิดการคืนแร่ธาตุเลียนแบบธรรมชาติที่ใหผ้ลดี ท าโดยน าผลกึแร่ธาตุ 

เช่น amorphous calcium phosphate precursor ที่ผสมกับพอลิแอนไอออน (polyanions) เช่น 

กรดพอลิเอสพาติก (polyaspartic acid) เพื่อให้ผลึกแรธ่าตุมีความเสถียร ประจลุบของพอลิแอน

ไอออนจับกับประจุบวกของเส้นใยคอลลาเจน จากนั้นมีการเหนี่ยวน าให้เกิดการสะสมและตกตะกอน

ของแร่ธาตุเข้าไปในช่องว่างระหว่างเส้นใยคอลลาเจนและภายในเส้นใยคอลลาเจน104 วิธีการดังกล่าว

มีความยุ่งยากและก าลงัศึกษาพัฒนาเพื่อหวังผลว่าการสะสมแร่ธาตุนั้น สามารถไปแทนที่น้ าใน
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ช่องว่างระหว่างเส้นใยคอลลาเจนและภายในเส้นใยคอลลาเจน และท าให้คอลลาเจนที่ถูกเปิดเผยโดน

ห่อหุม้โดยแร่ธาตุอย่างสมบูรณ์ ท าให้ไม่มีการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีน ส่งผลให้เพิ่ม

ความคงทนของการยึดติดเนื้อฟัน59   

สารยบัยั้งการท างานเอนไซม์ย่อยโปรตีน (proteolytic inhibitors) 

 การน าสารที่มีคุณสมบัตจิับกับแร่ธาตุประจุบวก (chelating agent) มาจับกับประจุบวกของ

ไอออนสังกะส ีที่อยูบ่นคะตะลสิต์โดเมนของเอนไซม์ MMPs ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างและ

สูญเสียการท างานของเอนไซม์31 (แสดงในรปูที่ 4) มีการศึกษาน าสารที่มีคุณสมบัตจิับกับแร่ธาตุประจุ

บวกมาใช้ เพื่อหวังผลยับยัง้การท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนและลดการเสื่อมสลายของการยึดติด

ระหว่างเรซินและเนื้อฟัน 

รูปท่ี 4 แสดงการน าสารยบัยั้งการท างานเอนไซม์ย่อยโปรตนีมาใช้ในกระบวนการยึดติดเนื้อฟัน 
             ดัดแปลงจาก Liu และคณะ ปี 201171 
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คลอร์เฮ็กซิดีน (Chlorhexidine)    

 เป็นน้ ายาฆ่าเช้ือทีม่ีผลต่อแบคทเีรียหลายชนิดมาก (broad spectrum antimicrobial 

agent) ที่ใช้แพรห่ลายในงานรักษาคลองรากฟันและปริทันต์ แต่เดิมในทางทันตกรรมหัตถการใช้เป็น

สารฆ่าเช้ือเพื่อท าความสะอาดโพรงฟันก่อนการบรูณะ  Pashley และคณะ ปี 2004 พบว่า        

คลอรเ์ฮ็กซิดีนสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MMPs แบบไม่จ าเพาะ (non-specific MMPs 

inhibitor)111 และสามารถยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ cysteine cathepsin ได1้34  

การศึกษาในห้องทดลอง เมื่อใช้คลอร์เฮ็กซิดีนความเข้มข้นรอ้ยละ 0.2 – 2  ที่ละลายในน้ า

หรือเอทานอล ทาเนื้อฟันที่ถูกกัดด้วยกรดฟอสฟอริก ก่อนทาสารไพรเมอรห์รอืสารบอนดิง เป็นเวลา 

30 วินาที ให้ผลยับยัง้การท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีน ลดการเสื่อมสลายของการยึดติดระหว่าง   

เรซินและเนื้อฟันได้ เมื่อเวลาผ่านไป 2 ปี โดยไม่มีผลกระทบต่อค่าความแข็งแรงของการยึดติด16, 29  

การศึกษาทางคลินิก พบว่าการใช้คลอร์เฮ็กซิดีนความเข้มข้นร้อยละ 2 ปรับสภาพผิวเนื้อฟัน

หลงัถูกกัดด้วยกรดฟอสฟอริก นาน 30 วินาที ก่อนทาสารบอนดิงระบบเอทช์แอนด์รินส์สองข้ันตอน 

Single Bond Plus (3M ESPE, St Paul, MN, USA) และ Prime&Bond NT (Dentsply DeTrey, 

Konstanz, Germany)  ในการบูรณะโพรงฟันคลาสวันด้วยเรซินคอมโพสิต (Class I resin 

composite) สามารถลดการเสื่อมสลายของการยึดติดเนื้อฟัน เมื่อเทียบกบักลุม่ที่ไม่ใช้คลอร์เฮ็กซิดีน 

ที่ระยะเวลา 6 เดือน และ 1 ปี  โดยที่ไม่มีผลตอ่ค่าความแข็งแรงของการยึดติดโดยทันที13, 14 และมี

ลักษณะทางคลินิกที่ดเีมื่อเวลาผ่านไป 3 ปี132   แต่บางการศึกษาทางคลินิกมีผลขัดแย้ง       พบว่า

การใช้คลอรเ์ฮ็กซิดีนความเข้มข้นรอ้ยละ 2 ทาเนือ้ฟันนาน 20 วินาที ก่อนทาสารบอนดิงระบบเอทช์

แอนด์รินสส์องข้ันตอน  XP  Bond  (Dentsply DeTrey, Konstanz, Germany)     ในการบูรณะ

คอฟันสึก ไม่มผีลแตกต่างจากกลุม่ควบคุม76 
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ส าหรับการใช้คลอร์เฮ็กซิดีนกบัสารยึดติดระบบเซลฟ์เอทช์ มีการศึกษาในห้องทดลองพบว่า 

เมื่อใช้คลอร์เฮก็ซิดีน ความเข้มข้นรอ้ยละ 2 ทาเนื้อฟันนาน 60 วินาที ก่อนทาสารไพรเมอร์และ     

บอนดิงของระบบเซลฟ์เอทช์สองข้ันตอน Clearfil SE Bond (Kuraray, Osaka Japan) ไม่มีผลลดค่า

ความแข็งแรงของการยึดติดโดยทันที และเมื่อแช่น้ าไว้นาน 6 เดือน75     การศึกษาทางคลินิกพบว่า 

การใช้คลอรเ์ฮ็กซิดีนความเข้มข้นรอ้ยละ 2 ทาเนือ้ฟันนาน 20 วินาที    ก่อนการทาสารยึดติดระบบ

เซลฟ์เอทช์ข้ันตอนเดียว  Xeno V  (DeTrey Dentsply, KonsTrey, Germany)      ในการบูรณะ

คอฟันสึกมผีลไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม76 

การใช้สารยึดติดระบบเซลฟ์เอทช์สองข้ันตอน  Clearfil SE Bond (Kuraray, Osaka, 

Japan) และสารยึดติดระบบยูนิเวอร์แซล AdheSE (Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) 

ที่ผสมคลอรเ์ฮ็กซิดีนความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ าหนักในไพรเมอร์ในการบรูณะคอฟันสกึ ไม่มีผล

แตกต่างกันทางคลินิกเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เวลา 2 ป3ี เช่นเดียวกับการใช้สารยึดติดที่มี

ส่วนผสมของคลอรเ์ฮ็กซิดีน Peak Universal (Ultradent, South Jordan, Utah, USA) พบว่าไม่มี

ความแตกต่างกับการใช้สารยึดติดที่ไมม่ีส่วนผสมของคลอรเ์ฮ็กซิดีน เมื่อเวลาผ่านไป 6 เดือน124 

คลอรเ์ฮ็กซิดีนสามารถยึดติดกับเนื้อฟันโดยแรงดึงดูดระหว่างประจบุวกของคลอรเ์ฮ็กซิดีนกับ

ประจุลบของเนื้อฟัน58       เมื่อเวลาผ่านไปคลอรเ์ฮ็กซิดีนจะค่อย ๆ  หมดฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์        

ย่อยโปรตีน128 แต่อย่างไรก็ตาม การศึกษาของ Loguercio และคณะ ปี 2016 พบว่า การใช้กรด

ฟอสฟอริกที่ผสมคลอรเ์ฮ็กซิดีน หรือสารละลายคลอรเ์ฮ็กซดิีนความเข้มข้นร้อยละ 2 ร่วมกบัสารยึด

ติดระบบเอทช์แอนด์รินสส์องข้ันตอน Prime&Bond NT (Dentsply DeTrey, Konstanz, 

Germany) และ Adper SingleBond 2  (3M ESPE, St Paul, MN, USA) สามารถชะลอการเสือ่ม

สลายของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟัน และคลอรเ์ฮ็กซิดีนยังเกาะอยู่ในเนื้อฟันหลงัแช่น้ านาน 

5 ป7ี2  นอกจากนี้  มรีายงานผลอันไมพ่ึงประสงค์เมือ่ใช้คลอร์เฮ็กซิดีนความเข้มข้นร้อยละ 2  
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Consepsis  (Ultradent, , South Jordan, Utah, USA) ในกระบวนการยึดติดเนื้อฟัน พบว่ามีการ

เปลี่ยนแปลงสีของเรซินคอมโพสิตชนิดนาโนฟิลมากกว่ากลุม่ที่ไม่ได้ใช้คลอรเ์ฮ็กซิดีนอย่างมีนัยส าคัญ 

เมื่อใช้ร่วมกบัเรซินคอมโพสิตสเีข้มจะเกิดการเปลี่ยนแปลงสนี้อยกว่าใช้ร่วมกับเรซินคอมโพสิตสอีอ่น54 

สารสังเคราะห์ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MMPs  

เป็นสารที่ถูกสังเคราะห์ข้ึนเพือ่รักษาโรคมะเรง็ มีฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์ MMPs 

ได้หลายชนิด (broad spectrum MMPs inhibitor) มีความเป็นพิษน้อย และมีความเข้ากันได้ทาง

ชีวภาพที่ดี มีการศึกษาพบว่าเมื่อน าสารสังเคราะห์ยับยัง้การท างานของเอนไซม์ MMPs โดยน า 

Batismastat และ Galardin มาผสมในไพรเมอร์ของ Optibond FL (Kerr, Orange, CA, USA) 

Prime&Bond NT (Dentsply DeTrey, Konstanz, Germany)  และ G-Bond (GC, Tokyo, 

Japan) ให้มีความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ สามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ MMPs ได้ แต่ไม่ลด

การเสื่อมสลายของการยึดติดระหว่างเรซินและเนือ้ฟัน เมื่อเวลาผ่านไป 3 เดือน2 แต่เมื่อใช้ Galardin 

ทาเนื้อฟันที่ถูกกัดด้วยกรดฟอสฟอริก ก่อนทาสารบอนด์ดิงระบบเอทช์แอนด์รินส์สองข้ันตอน Adper 

Scotchbond 1XT (3M ESPE, St Paul, MN, USA) พบว่าสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 

MMPs และลดการเสื่อมสลายของการยึดติดเนื้อฟัน เมื่อเวลาผ่านไป 1 ปี หลังแช่ในน้ าลายเทียม15 

        สารประกอบควอเทอนารีแอมโมเนียม (Quaternary ammonium) 

มีคุณสมบัติในการฆ่าเช้ือ114 ที่ถูกน ามาใช้ในกระบวนการยดึติดเนื้อฟัน ด้วยคุณสมบัติเป็น

ประจุบวก สามารถจบักบัประจลุบของหมู่ฟอสเฟต (phosphate group) บนอะพาไทต์ (apatite) 

และหมู่คาร์บอกซลิิค (carboxylic group) ของคอลลาเจนในเนื้อฟัน77 สารที่นิยมน ามาใช้เพื่อยับยัง้

การท างานของเอนไซม์ MMPs ในการกระบวนการยึดติดเนื้อฟัน คือ เบนซลัโคเนียมคลอไรด ์

(benzalkonium chloride) และ ควอเทอนารี แอมโมเนียม เมทาคลิเลต (quaternary 

ammonium methacrylate) 
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เบนซัลโคเนียมคลอไรด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.5-1.0 สามารถจับบนผิวเนื้อฟันทีก่ัดด้วยกรด

ฟอสฟอริกได้ดี และสามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม ์ MMPs ได1้64 บริษัทผู้ผลิตจ าหน่าย

ผลิตภัณฑ์กรดฟอสฟอริกทีผ่สมเบนซลัโคเนียมคลอไรด์ ความเข้มข้นร้อยละ 1 เพื่อหวังผลในการฆ่า

เช้ือ ได้แก่ ETCH 37TM w/BAC (Bisco, Schaumburg, USA) และ UNI-ETCHTM w/BAC (Bisco, 

Schaumburg, IL, USA) โดยไม่มีผลต่อค่าความแข็งแรงของการยึดติด126  นอกจากนี้นักวิจัยมีความ

พยายามน าเบนซัลโคเนียมคลอไรดผ์สมในสารยึดติด เพื่อหวังผลในการเพิ่มความคงทนของการยึดติด

เนื้อฟัน พบว่านอกจากความเข้มข้นของเบนซัลโคเนียมคลอไรด์ที่มผีลต่อฤทธ์ิในการยับยัง้การท างาน

ของเอนไซม์ MMPs และลดการเสือ่มสลายของการยึดติดระหว่างเรซินและเนือ้ฟัน ยังขึ้นกับชนิดของ

สารยึดติดด้วย125, 126   

ควอเทอนารี แอมโมเนียม เมทาคลิเลต มีการผลิตมอนอเมอรท์ี่มีคุณสมบัติฆ่าเช้ือคือ      

เมทาไครโลอลิออกซิโดเดซิลไพริดิเนียม โบรไมด์ (12-methacryloyloxydodecylpyridinium 

bromide: MDPB)  โดยบริษัท Kuraray ,Osaka, Japan    ผสมอยู่ในสารไพรเมอร์ของผลิตภัณฑ์

สารยึดติดระบบเซลฟเ์อทช์สองข้ันตอน Clearfil Protect Bond (Kuraray, Osaka, Japan) ซึ่ง

พบว่า MDPB มีคุณสมบัติในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ MMPs162 (แสดงในรูปที่ 5) การศึกษา

ในห้องทดลองและทางคลินกิพบว่า ประสิทธิภาพในการยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ MMPs ไม่ลดลง

เมื่อเวลาผ่านไป 1 ป3ี6 นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาเพื่อผลิตมอนอเมอร์ชนิดใหม่ ที่มีคุณสมบัติฆ่าเช้ือ

และต้านการท างานของเอนไซม์ MMPs เพื่อช่วยเพิม่ความคงทนใหก้ับการยึดติดเนื้อฟัน  เช่น       

ไดเมทิลอะมิโนโดเดซลิ เมทาคริเลต (dimethylaminododecyl methacrylate : DMADDM) ซึ่งมี

การศึกษาในห้องทดลองพบว่า สามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ MMPs และลดการเสื่อมสลาย

บริเวณรอยต่อของเรซินและเนื้อฟันได้67 
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รูปท่ี 5 แสดงการใช้สารยึดติดทีส่่วนผสมของสารยบัยั้งการท างานเอนไซม์ย่อยโปรตีน 
                   ดัดแปลงจาก Liu และคณะ ปี 201171 
 

สารคอลลาเจนครอสลิงค์ (Collagen cross-linking agents) 

การใช้สารคอลลาเจนครอสลงิค์เพื่อเพิ่มการครอสลิงค์ โดยเกิดพันธะโควาเลนต์เช่ือมระหว่าง

สายเปปไทด์ (peptide chain) ของเส้นใยคอลลาเจน สามารถเพิม่ความแข็งแรงและความต้านทาน

ต่อการถูกท าลายโดยเอนไซม์ย่อยโปรตีนได้ นอกจากนี้  สารคอลลาเจนครอสลงิค์บางชนิดมีคุณสมบัติ

ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนในเนื้อฟัน70, 81, 127 (แสดงในรูปที่ 6) มกีารน าสารคอลลาเจน 

ครอสลิงค์ทีเ่ป็นสารสังเคราะห์และสารสกัดจากธรรมชาติมาใช้ในกระบวนการยึดติดเนื้อฟัน เช่น 

กลูตารลัดีไฮด์ (glutaraldehyde) คาร์โบไดไอไมด์ ไฮโดรคลอไรด์ (carbodiimide hydrochloride)  

สารสกัดจากเมล็ดองุ่น และสารสกัดจากชาเขียว เป็นต้น1 

 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 21 

รูปท่ี 6 แสดงการใช้สารคอลลาเจนครอสลิงค์ร่วมกับสารยึดติดเนื้อฟัน  
ด้านขวา แสดงสมมติฐานการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ยอ่ยโปรตีนโดยสารคอลลาเจนครอสลิงค์  
ด้านซ้าย แสดงคอลลาเจนที่แข็งแรงข้ึนและต้านทานการท าลายโดยเอนไซม์  
ดัดแปลงจาก Liu และคณะ ปี 201171 
 

          กลูตารัลดไีฮด์  

นอกจากมีคุณสมบัติเป็นสารคอลลาเจนครอสลงิค์ ยังมีฤทธ์ิฆ่าเช้ือและยับยัง้การท างานของ

เอนไซม์ MMPs และ cysteine cathepsin K127, 143 เมื่อใช้กลูตารลัดีไฮด์ปรับสภาพเนื้อฟันที่ถูกกัด

ด้วยกรดฟอสฟอรกิ   ก่อนทาสารบอนดิงระบบเอทช์แอนด์รนิส์สองข้ันตอน Adper Single Bond 

Plus   (3M ESPE, Paul, MN, USA) สามารถเพิ่มค่าความแข็งแรงของการยึดติดโดยทันที1  

กลูตารลัดีไฮด์ เป็นส่วนประกอบส าคัญในสารลดอาการเสยีวฟัน Gluma Desentisizer 

(Heraeus Kulzer, South Bend, IN, USA)  ซึ่งมสีว่นประกอบคือ กลูตารลัดีไฮด์ร้อยละ 5      

HEMA ร้อยละ 35 และน้ า38 การศึกษาพบว่า เมื่อใช้ Gluma Desentisizer (Heraeus Kulzer, 

South Bend, IN, USA)  ปรบัสภาพเนือ้ฟันที่ถูกกัดด้วยกรดฟอสฟอริก นาน 60 วินาที สามารถ

ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MMPs ได้ถึงร้อยละ 86127 อีกทั้งการที่มีน้ าและ HEMA เป็น

องค์ประกอบช่วยให้กลูตารัลดีไฮด์แทรกซมึได้ดีและช่วยฟื้นฟูเส้นใยคอลลาเจนที่ฟุบตัว113 นอกจากนี ้

 Natural cross-link 
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กลูตารลัดีไฮด์เป็นส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์สารยึดติด ได้แก่ Syntac Adhesive (Ivoclar 

Vivadent, Schaan, Liechtenstein)   และ Glumabond Universal (Heraeus Kulzer, 

Webrheim, Germany)  

          คาร์โบไดไอไมด์ ไฮโดคลอไรด ์

คาร์โบไดไอไมด์ ไฮโดคลอไรด ์ (1-ethyl-3(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 

hydrochloride: EDC)  สามารถเพิม่การครอสลิงค์ของคอลลาเจนในเมทริกซ์นอกเซลล์ของเนื้อฟันได้

อย่างมีประสิทธิภาพ ส่งผลให้เพิม่ความต้านทานต่อการถูกท าลายโดยเอนไซม์ย่อยโปรตีนและเพิ่ม

ความคงทนให้กับการยึดติดเนือ้ฟัน9 นอกจากนี้    EDC มีคุณสมบัติยับยั้งการท างานของเอนไซม์ 

MMP-2 และ MMP-9 เมื่อใช้ร่วมกบัสารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินส์สามขั้นตอน Optibond FL 

(Kerr, Orange, CA, USA)   และสารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินสส์องข้ันตอน Schotchbond 1XT, 

(3M ESPE, St Paul, MN, USA)81 และเมื่อใช้    EDC ความเข้มข้น 0.5 โมลลาร์ ปรบัสภาพเนื้อฟันที่

ถูกกัดด้วยกรดฟอสฟอริก เป็นเวลา 60 วินาที ก่อนทาสารบอนดิงระบบเอทช์แอนด์รินส์สองข้ันตอน 

Adper Single Bond 2 (3M ESPE, St Paul, MN, USA) สามารถปอ้งกันการเสื่อมสลายบริเวณ

รอยต่อของเรซินและเนื้อฟันได้ เมื่อเวลาผ่านไป 12 เดือน โดยไม่มีผลลดความแข็งแรงของการยึดติด

โดยทันที135 และไม่เป็นอันตรายต่อโอดอนโตบลาสไลค์เซลล ์(odontoblast-like cell)136 

          ไรโบฟลาวิน (Riboflavin)  

ไรโบฟลาวิน หรือ วิตามินบี 2 เมื่อถูกกระตุ้นโดยรังสีอลัตราไวโอเลตหรือแสงสีฟ้า ท าให้เกิด

พันธะโควาเลนต์เช่ือมระหว่างกลุ่มเอมีน (amine) ของไกลซีน (glycine) ของสายโปรตีนหนึ่งกับกลุ่ม

คาร์บอนลิ (carbonyl) ของโปรลีน (proline) และไฮดรอกซีโปรลีน (proline) ของอีกสายโปรตีน

หนึ่ง40 การศึกษาพบว่า การใช้ไรโบฟลาวินความเข้มข้นร้อยละ 0.1 ปรับสภาพเนื้อฟันที่ถูกกัดด้วย

กรดฟอสฟอริก แล้วกระตุ้นด้วยรังสียูวีเอ (UVA) เป็นเวลา 2 นาที หรือกระตุ้นด้วยเครื่องฉายแสง
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ชนิดแสงสีฟ้า (blue light)   เป็นเวลา 20 นาที ก่อนทาสารบอนดิง สามารถเพิ่มค่าความแข็งแรงของ

การยึดตดิ อีกทั้งสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ MMPs และลดการเสื่อมสลายของการยึดติด

ระหว่างเรซินและเนื้อฟัน27, 37 แต่ยังคงมีความยุ่งยากในการใช้รังสีอลัตราไวโอเลต หรอืจ าเป็นต้องท า

การฉายแสงเพิ่มข้ึนอกีหนึง่ข้ันตอน  

          สารคอลลาเจนเกิดครอสลิงค์จากธรรมชาต ิ

          สารสกัดจากชาเขียว  

สารพอลิฟีนอล (polyphenol) ที่สกัดจากชาเขียว โดยเฉพาะสารอิพิแกลโลคาเทชิน 

(epigallocatechin : EGCG) นอกจากเป็นสารคอลลาเจนครอสลิงค์แล้ว ยังมีฤทธ์ิยบัยั้งการท างาน

ของเอนไซม์ MMP-2 และ MMP-9  โดยท าใหเ้กิดการเปลีย่นแปลงโครงสร้างของเอนไซม์33 จากการ

ทดลองพบว่า เมือ่ใช้สารสกัดจากชาเขียวความเข้มข้นร้อยละ 0.05 ปรบัสภาพเนื้อฟันที่ถูกกัดด้วย

กรดฟอสฟอริก ก่อนทาสารไพรเมอร์และบอนดิงระบบเอทช์แอนด์รินส์สามขั้นตอน  Optibond FL 

(Kerr, Orange, CA, USA)  สามารถลดการเสือ่มสลายของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟัน เมื่อ

ท าการแช่ในน้ าลายเทียมนาน 9 เดือน แต่ไม่มีผลเมือ่ใช้ร่วมกับสารยึดติดระบบเซลฟเ์อทช์สอง

ข้ันตอน  Clearfil SE Bond (Kuraray, Osaka,  Japan)192 และ เมื่อใช้สาร EGCG ความเข้มข้นร้อย

ละ 0.02 และ 0.1 ละลายในเอทานอล ปรบัสภาพเนือ้ฟันหลงัถูกกัดด้วยกรดฟอสฟอริก    ก่อนทา

สารบอนดิงระบบเอทช์แอนด์รินส์สองข้ันตอน Adper Single Bond 2 (3M ESPE, St Paul, MN, 

USA) ช่วยลดการเสือ่มสลายของการยึดติดเนือ้ฟันและพบการรั่วซมึระดบันาโนน้อยกว่ากลุ่มควบคุม

185 เมื่อน าสาร EGCG ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ผสมในสารไพรเมอร์ของ Clearfil SE Bond 

(Kuraray, Osaka,  Japan)    ช่วยลดการเสื่อมสลายของการยึดติดเนื้อฟันไดเ้มื่อแช่น้ านาน 6 เดือน

56 
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          สารสกัดจากเมล็ดองุ่น  

สารสกัดจากเมล็ดองุ่นมสีารประกอบพอลิฟีนอลหลายชนิดเป็นองค์ประกอบ โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งสารโปรเอนโทไซยานิดิน (proanthocyanid)    ซึง่มีคุณสมบัติเป็นสารคอลลาเจนครอสลิงค์ 

และสามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีน ทัง้เอนไซม์ MMPs และ cysteine cathepsin 

การศึกษาพบว่าสารสกัดจากเมล็ดองุ่นมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์  cysteine 

cathepsin ได้ดีกว่าคลอร์เฮ็กซิดิน70, 143 จึงมีการศึกษาเพื่อน าสารสกัดจากเมล็ดองุ่นมาใช้ปรับเปลี่ยน

ชีวภาพเนื้อฟันเพื่อหวังผลช่วยลดการเสือ่มสลายของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟัน   

 

สารสกัดจากเมล็ดองุ่น 

องค์ประกอบส าคัญในสารสกัดจากเมล็ดองุ่น 

ผลิตภัณฑ์จากองุ่น ได้แก่ ไวน์ สารสกัดจากเมล็ดองุน่ และสารสกัดจากเปลือกองุ่น 

ประกอบด้วยสารประกอบโพลีฟีนอลหลายชนิดที่มีคุณสมบตัิเป็นสารต้านอนุมลูอสิระ (antioxidant) 

สารประกอบโพลีฟีนอลมีสูตรโครงสร้างทางเคมเีป็นวงแหวนแอโรแมติก (aromatic ring) ที่มจี านวน

หมู่ไฮดรอกซลิ (hydroxyl group) รวมอยู่ในโมเลกลุ ตั้งแต่ 2 วงข้ึนไป สารประกอบโพลีฟีนอลเป็น

ผลิตภัณฑ์ทีเ่กิดจากกระบวนการเมทาบอไลท์ (metabolite) ของพืช ท าหน้าที่ในการป้องกันพืชจาก

รังสีอัลตราไวโอเลตและพยาธิสภาพ โดยสามารถจ าแนกสารประกอบพอลิฟีนอลได้มากกว่า 8,000 

ชนิด แบ่งเป็นกลุ่มตามลักษณะโครงสร้างทางเคมี คือ กรดฟีนอลิก (phenolic acids) ฟลาโวนอยด์ 

(flavonoids) สตลีบีน (stilbenes) และ ลิคแนน (lignans)110  

สารประกอบโพลีฟีนอลที่พบในสารสกัดจากเมล็ดองุ่น เช่น กรดฟีนอลิก (phenolic acids)   

แอนโทไซยานิน (anthocyanins) และ โปรแอนโทไซยานิดีน (proanthocyanidins) เป็นต้น             

โปรแอนโทไซยานิดีน เป็นสารประกอบในกลุ่มฟลาโวนอยด์ (flavonoid)  มีน้ าหนกัโมเลกุลสูง (high-
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molecular-weight) ประกอบด้วยโมโนเมอร์ฟลาแวนไตรออล (flavan-3-ol) คาเตชิน             

((+)catechin) และ อีพิคาเตชิน   ((-)epicatechin) ประมาณ 2.3 – 8.2 mg/g ซึ่งมากกว่าในเปลือก

องุ่น 20 เท่า โปรแอนโทไซยานิดีนในเมล็ดองุ่นมีโครงสร้างเฉพาะทีเ่รียกว่า oligomeric 

proanthocyanidin complexes (OPCs) คือ  มีโครงสร้างโพลิเมอรท์ี่เกิดจากการเช่ือมกันของ    

คาเตชินและอีพิคาเตชิน 2 หรอื 3 โมเลกลุ ซึง่ต่างจากในเปลือกองุ่นที่มกัพบการเช่ือมกันของคาเตชิน

และอีพิคาเตชิน 4 โมเลกลุ39 ทั้งนีป้ริมาณและโครงสร้างของโปรแอนโทไซยานิดีนแตกต่างกันในแต่ละ

ส่วนขององุ่น สายพันธ์ุ สภาพภูมิศาสตร์และภูมิอากาศที่เพาะปลกูองุ่น90, 118  

คุณสมบัติทางเภสัชวิทยาของสารสกัดจากเมล็ดองุ่น 

จากการศึกษาในห้องทดลองโดยใช้ peroxyl และ hydroxyl radical scavenging assay 

พบว่าสารสกัดจากเมล็ดองุ่นมีความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอสิระได้ดีกว่าวิตามินซี 20 เท่า 

และวิตามินอี 50 เท่า ซึ่งความสามารถในการต้านอนุมลูอสิระแปรผันตรงกบัความเข้มข้น133 สารสกัด

จากเมล็ดองุ่นจงึถูกน ามาใช้รักษาโรคที่เป็นผลมาจากการมีอนุมูลอสิระ (free radical)   และใช้ใน

การป้องการท าลายเซลลโ์ดยอนุมลูอสิระ นอกจากนี้   สารสกัดจากเมล็ดองุ่นยังมีผลทางเภสัชวิทยา

อีกมากมาย เช่น ต้านเซลลม์ะเร็ง ลดระดบัน้ าตาลในเลือด ลดความดันโลหิต เพิม่ความแข็งแรงของ

หลอดเลอืด  เพิ่มความยืดหยุ่นของข้อต่อ  ป้องกันผิวจากแสงแดด   ช่วยการหายของแผล           

ลดการอกัเสบ การยบัยั้งการเจรญิเตบิโตของเช้ือแบคทีเรียและไวรัส24, 53 การศึกษาในห้องทดลอง

พบว่า สารสกัดจากเมล็ดองุ่นความเข้มข้น 2 mg/ml ข้ึนไป สามารถยับยั้งการสร้างแผ่นฟลิ์มชีวภาพ 

(biofilm) ของเช้ือ S. Mutans และยบัยั้งการเกิดฟันผุในช้ันเคลือบฟัน (enamel caries) ทั้งนี้ 

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือโรคเป็นผลจากองค์ประกอบที่อยู่ในเมล็ดองุ่น 

ได้แก่ gallic acid, hydroxyl cinnamic acid, flavonols, trans-resveratrol และ tannins191  
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ความปลอดภัยของสารสกัดจากเมล็ดองุ่น 

จากการศึกษาระยะยาวในสัตว์ทดลองและการศึกษาทางคลนิิก ซึ่งศึกษาโดยใหบ้รโิภคสารสกัด

จากเมล็ดองุ่นในรปูแบบอาหารเสรมิ การใช้ร่วมกับยารักษาโรค การผสมในเครื่องดืม่ และการใช้เป็น

ยาทาภายนอก พบว่าสารสกัดจากเมล็ดองุ่นมีความปลอดภัย ไม่มีรายงานความเป็นพิษของสารสกัด

จากเมล็ดองุ่น7, 35, 55, 87, 116, 158 สารสกัดจากเมล็ดองุ่นถูกจ าหน่ายเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริม สามารถ

รับประทานได้อย่างปลอดภัยถึง 720 mg/day โดยไม่มผีลข้างเคียง57  

การศึกษาและการใช้งานสารสกัดจากเมล็กองุ่นในทางทันตกรรม 

 ความคาดหวังในการท าใหเ้นื้อฟันมีความแข็งแรงคงทนมากข้ึน สามารถต้านทานหรือหยุด

พยาธิสภาพของเนื้อฟันได้ จึงมีแนวคิดการปรับเปลี่ยนชีวภาพของเนื้อฟันโดยท าใหเ้กิดการครอสลงิค์

ภายนอก (exogeneous cross-linking) ของเส้นใยคอลลาเจนจากการใช้สารเคมีทีท่าบนเนือ้ฟัน      

ทั้งสารสงัเคราะห์ เช่น กลูตารลัดีไฮด์ คาร์โบไดไอไมด์ และสารสกัดจากธรรมชาติ เช่น สารอิพิแกลโล

คาเทชินจากชาเขียว สารสกัดจากเมล็ดองุ่น เป็นต้น เนื่องจากความเป็นพิษของสารสังเคราะห์

จ าพวกกลูตารลัดีไฮด์ และความนิยมใช้ผลิตภัณฑจ์ากธรรมชาติมากขึ้น138, 169 สารสกัดจากเมล็ดองุ่น

จึงถูกน ามาศึกษาเพื่อในการปรับเปลี่ยนชีวภาพของเนื้อฟัน  พบว่าสารสกัดจากเมล็ดองุ่นมีคุณสมบัติ

ท าให้เกิดการครอสลิงค์ของเส้นใยคอลลาเจน   โดยเกิดการเช่ือมพันธะเคมีกบัโปรลีน (proline)     

ได้ทั้งแบบโคเวเลนต์ (covalent)   ไออนิก (ionic)     ไฮโดรเจน (hydrogen)   และไฮโดรโฟบิก 

บอนดิง (hydrophobic bonding)  ซึ่งต่างจากการเกิดครอสลงิค์โดยกลูตารัลดีไฮดท์ี่ท าให้

เกิดปฏิกริิยาเช่ือมพันธะเคมีระหว่างไลซีน (lysine) หรือ ไฮดรอกซีไลซีน (hydroxylysine) ของ

คอลลาเจนเปปไทด์เชน (collagen peptide chain)101, 115 จากการวิเคราะห์ระดับการครอสลงิค์ 

(cross-linking degree) โดยปฏิกิริยานินไฮดริน (ninhydrin) เป็นหลักฐานหนึง่ที่แสดงใหเ้ห็นว่าสาร

สกัดจากเมล็ดองุ่นเพิม่การครอสลิงค์ของเส้นใยคอลลาเจนในเนื้อฟันได้จริง 
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 การปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น ท าให้เนื้อฟันมีคุณสมบัติทางกลที่ 

ดีข้ึน    จากการศึกษาในห้องทดลอง      พบว่าการปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันที่ถูกดึงแร่ธาตุออกด้วย

สารสกัดจากเมล็ดองุ่นสามารถเพิม่ค่าอิลาสติก มอดลูัส (elastic modulus)22, 23 และค่าความ

แข็งแรงดึงสูงสุด (ultimate tensile strength) ของเนือ้ฟนัได1้0, 50, 68 ทั้งนี้ความสามารถในการเพิ่ม

คุณสมบัติทางกลแปรผันตามความเข้มข้นและระยะเวลาทีส่ารสัมผสักับเนื้อฟัน10, 22  

  การศึกษาสัดส่วนการขยายตัว (swelling ratio) คือ สัดส่วนน้ าหนักช้ินตัวอย่างที่ดูดน้ าอย่าง

เต็มที่ต่อน้ าหนักช้ินตัวอย่างแหง้ พบว่าการปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันที่ถูกดงึแร่ธาตุออกด้วยสารสกัด

จากเมล็ดองุ่น ท าให้มสีัดส่วนการขยายตัวต่ ากว่ากลุ่มที่ไมไ่ด้ปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัด

จากเมล็ดองุ่น23, 50              การมีสัดส่วนการขยายตัวต่ าอาจบอกถึงความเช่ือมแน่นของโครงข่าย

เส้นใยคอลลาเจนทีส่ามารถป้องกันการดูดน้ าและคงสภาพไม่ให้ยุบตัว เนื้อฟันที่ถูกปรับเปลี่ยนชีวภาพ

ด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นยงัคงสภาพช่องว่างระหว่างเส้นใยคอลลาเจนไม่ยบุตัวหลงัจากเป่าเนื้อฟัน

ให้แห้ง68 ดังนั้นการปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกดัจากเมล็ดองุ่นน่าจะเป็นวิธีการหนึ่งที่ช่วย

ลดความยุ่งยากของการยึดติดเนือ้ฟันแบบมอยส์บอนดิง (moist bonding) นอกจากนี้ การปรบัสภาพ

เนื้อฟันด้วยโปรแอนโทไซยานิดีนท าใหป้ริมาณโปรตีโอไกลแคน (proteoglycans) ในเมทริกซ์เนื้อฟัน 

(dentin matrix) ลดลง10 

 การศึกษาโดยการใช้เอนไซม์ MMPs ส าเร็จรูปและการใช้ MMPs ในเนื้อฟัน พบว่าสารสกัด

จากเมล็ดองุ่นความเข้มข้นรอ้ยละ 5 โดยน้ าหนัก สามารถยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ MMP-2 และ 

MMP-9 143 การใช้สารสกัดจากองุ่น    MegaNatural™ Gold Grape Seed Extract (California, 

USA)  ความเข้มข้นร้อยละ 6.5   ปรับสภาพเนื้อฟันหลังถูกกัดด้วยกรดฟอสฟอริก นาน 10 นาที 

ก่อนทาสารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินสส์องข้ันตอน One Step Plus (Bisco, Shaumburg, IL, 

USA) และ Adper Single Bond Plus (3M ESPE, St  Paul, MN, USA) สามารถลดการเสื่อมสลาย
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ของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟันได้ เมื่อแช่ในน้ านาน  30  เดือน66     ถึงแม้ระยะเวลาดังกล่าว

ไม่เหมาะสมต่อการใช้งานจรงิทางคลินิก แต่มีการศึกษาพบว่าสารสกัดจากเมล็ดองุ่นความเข้มข้น   

ร้อยละ 1 และ 5 โดยน้ าหนัก ปรบัสภาพเนื้อฟันนาน 60 วินาที ก่อนการทาสารยึดติดในการยึดติด

เนื้อฟันด้วยสารยึดติดระบบเอทช์แอนด์รินส์   ซึ่งเป็นเวลาที่เหมาะสมส าหรับการใช้งานทางคลินิก 

สามารถยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนบรเิวณช้ันไฮบริด และเพิม่ความคงทนบริเวณ

ระหว่างเรซินและเนื้อฟัน141 นอกจากนี้ Zhou และคณะ ปี 2016 ได้แสดงให้เห็นว่า                 

สารสกัดจากเมล็ดองุ่นความเข้มข้นรอ้ยละ 5 โดยน้ าหนัก ที่ถูกละลายในน้ าเอทานอลความเข้มข้น

ร้อยละ 5 นอกจากสามารถยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ MMPs เพิม่ความคงทนของการยึดติดแล้ว 

ยังช่วยคงสภาพช่องว่างระหว่างเส้นใยคอลลาเจนหลงัท าการเป่าแห้ง     อันน่าจะเป็นประโยขน์ต่อ

การลดความยุ่งยากของการยึดติดแบบมอยส์บอนดิง  

การวัดปริมาณและการวิเคราะห์การท างานของเอนไซม์ MMPs 

Bioassay  

เป็นวิธีการวิเคราะห์การท างานของเอนไซม์ (enzyme activity) โดยวัดจากจากการสลายสาร

ตั้งต้น (substrate) วิธีการนี้คือมีข้อจ ากัดเรือ่งความจ าเพาะ (specificity) ไม่สามารถแยกแยะ     

การท างานของเอนไซม์ต่างชนิดทีส่ามารถย่อยสลายสารตั้งตน้ชนิดเดียวกันได้ ฉะนั้นจึงมีข้อผิดพลาด

ในการวัดปรมิาณการท างานของเอนไซม์26 ประเภทของ bioassay แบ่งตามชนิดของสารตัง้ต้นที่ใช้ 

ได้แก่      การใช้ biotinylated gelatin ที่มกีารเตมิ biotin ลงไปใน gelatin เพื่อเพิ่มความไวในการ

วัดปริมาณ activity of MMP-2 and MMP-9 โดยวิเคราะห์จากการเพิ่มข้ึนของ gelatin fragments 

และการลดลงของ biotin ใช้เวลาในการตรวจวัด 2 ช่ัวโมง วัดปริมาณเอนไซม์น้อยสุด 0.16 นาโน

กรัม26, 119 และการใช้ succinylated gelatin วิเคราะห์ปริมาณเอนไซม์จากการตรวจวัดปริมาณ 

primary amines    ที่เกิดจากการสลาย  gelatin  จากเอนไซม์  gelatinase         ซึ่งจะปรากฎสีที่
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ความเข้มแสง 450 นาโนเมตร ใช้เวลา 30 นาที สามารถวิเคราะห์ MMP-2 and -9 แต่ต้องมีปริมาณ 

MMP-9 อย่างน้อย 12.5 นาโนกรัม และ MMP-2 อย่างน้อย 20 นาโนกรัม8 

Zymography assay 

เป็นวิธีการศึกษาการท างานของเอนไซม์ที่ถูกคิดค้น โดย Gross และ Lapière ปี 1962      

เพื่อการศึกษาวิเคราะห์การเสือ่มสลายของคอลลาเจนและ MMPs ในลูกกบข้ึนเป็นครั้งแรก42      

โดยวิเคราะหก์ารท างานของเอนไซมจ์ากการตรวจวัดผลผลติจากการเกิดปฏิกิริยาเคมีหรือการสญูหาย 

ไปของสารตั้งต้น เป็นวิธีการวัดเชิงปรมิาณของ MMPs และ MMP inhibitors ที่มีความเที่ยงตรงและ

มีความไวสูง (accurate and sensitive quantitative technique) เหมาะส าหรับการตรวจคัดกรอง 

(screening) การยับยัง้การท างานของเอนไซม์ แต่มีความจ าเพาะและความไวในการทดสอบน้อยกว่า

และใช้เวลานานกว่าวิธี ELISA สามารถแบ่ง zymography assay ออกเป็นเทคนิคต่าง ๆ ดังนี้  

In gel zymography เป็นศึกษาการท างานของเอนไซม์โดยใช้กระบวนการ gel 

electrophoresis นิยมใช้ gelatin sodium dodecyl sulfate (SDS) หรือ ทีเ่รียกว่า sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ซึ่งมีการผสมสารตั้งต้นที่

จะถูกย่อยสลายโดยเอนไซมท์ี่ท าการศึกษาลงไปใน SDS-PAGE เช่น เจลาติน (gelatin) เคซีน 

(casein) หรือ คอลลาเจน (collagen)141, 181 จากนั้นท าการวิเคราะห์โดยน าสารตัวอย่างมาผ่าน

กระบวนการ gel electrophoresis และ วิเคราะห์เชิงคุณภาพและเชิงปริมาณของเอนไซม์เทียบกบั

สารละลายมาตรฐาน (standard) สามารถวัดได้ทั้ง active enzyme pro-enzyme และ enzyme 

inhibitor122, 128 

In situ zymography ใช้ตรวจวิเคราะห์การท างานของเอนไซม์ในช้ินเนื้อเยือ่ (tissue 

section) โดยวัดได้เฉพาะเอนไซมม์ีฤทธ์ิ (active enzyme)    ไม่สารมารถตรวจวัดปรมิาณเอนไซม์

ในรูปไม่มีฤทธ์ิ (pro-enzyme) และตัวยับยัง้การท างานของเอนไซม์ (enzyme inhibitor) วิธีนี้จึง
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สามารถบอกความสามารถในการท างานของเอนไซม์ที่แทจ้ริง (net activity) ทีเ่กิดข้ึนบนเนื้อเยื่อนั้น 

สามารถท าได้ 3 วิธี (แสดงในรูปที่ 6) ดังนี้181 

photographic emulsion-based approach น าช้ินตัวอย่างยึดบนสไลด์แก้วไปแช่ใน

สารละลายที่มสีารตัง้ต้นที่ถูกย้อมด้วยเงิน (silver-coated substrate) ปลอ่ยให้เกิดปฏิกริิยาระหว่าง

เอนไซม์และสารตั้งต้น จากนั้นส่องด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง บริเวณที่มกีารท างานของเอนไซม์

แสดงเป็นสีขาวบนพื้นหลังสีด า   เนื่องจากสารตั้งต้นที่ถูกย้อมด้วยเงินถูกย่อยสลายไป         วิธีการนี้

มีความยากในการย้อมสารตั้งต้นใหเ้หมือนกันทกุช้ินตัวอย่าง181 

fluorescently labeled substrate technique น าช้ินตัวอย่างมายึดบนสไลด์แก้วที่ถูก

เคลือบด้วยสารตัง้ต้นที่มสีารฟลูออเรสเซนต์ผสมอยู่ (fluorescent labeled substrate) ปล่อยให้

เกิดปฏิกริิยาระหว่างเอนไซม์และสารตั้งต้น จากนั้นส่องด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบฟลอูอเรสเซนต์ 

บริเวณทีม่ีการท างานของเอนไซม์แสดงสีด าบนพื้นหลังสีฟลอูอเรสเซนต์     เนื่องจากสารตัง้ต้นที่มี

สารฟลูออเรสเซนต์ผสมอยู่น้ันถูกย่อยสลายไป    ความไวของวิธีการนี้ข้ึนอยู่กับความสามารถในการ

ถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์ของสารตัง้ต้นที่ใช้181 

highly quenched fluorescently labeled substrate analysis  น าช้ินตัวอย่างยึด

บนสไลด์แก้ว แล้วน าไปแช่ในสารละลายทีม่ีสารตั้งต้นผลสมกับสารไฮลเีคว็นช์ฟลูออเรสเซนต์ (highly 

quenched fluorescent labeled substrate) ปล่อยให้เกิดปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์และสารตัง้ต้น   

เมื่อสารตั้งต้นนั้นถูกเอนไซม์ในช้ินตัวอย่างย่อยสลาย ท าให้สญูเสียสภาพของเคว็นช์ฟลูออเรสต์เซนต์ 

เมื่อส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบฟลอูอเรสเซ็นต์        บรเิวณที่มีการท างานของเอนไซม์จะปรากฎสี

ของฟลูออเรสเซนต์บนพื้นหลังสีด า วิธีนี้มีความไวสูงและสามารถเตรียมสารตัง้ต้นให้มมีาตรฐาน

เหมอืนกันได้ง่าย จึงเป็นวิธีที่นิยมใช้ศึกษา 
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รูปท่ี 7 แสดงการเตรียมสไลดส์ าหรับ in situ zymography 
 

                                 ดดัแปลงจาก Vandooren และคณะ ปี 2013181 

 

Immunoassay 

เป็นวิธีการตรวจวัดปรมิาณโมเลกลุทางชีววิทยา โดยใช้หลักการจบักันของแอนติบอดี

(antibody) ที่จ าเพาะต่อแอนตเิจน (antigen) สามารถใช้วัดปริมาณเอนไซม์โดยใช้แอนติบอดีที่

จ าเพาะต่อเอนไซม์ที่ต้องการตรวจวัด  

Immunocapture assay วิธีการนี้ถูกเริม่ใช้ครั้งแรกโดย Verheijen และคณะ ปี 1997   

หลักการทดสอบ คือ การเคลอืบผิวเพลท (plate) ด้วยแอนติบอดี้ทีจ่ าเพาะต่อ MMP ที่ต้องการ

ทดสอบ เมื่อใสส่ารตัวอย่างลงไป MMP จะถูกยึดตรงึไว้ด้วยแอนติบอดีทีจ่ าเพาะนั้น ท าการตรวจวัด 

active form โดย active MMP จะไปกระตุ้นให้ pro-urokanase ที่อยู่ในชุดทดสอบเปลี่ยนเป็น 

urokinase ซึ่งไปกระตุ้นใหส้าร chromogenic peptide เกิดการเกิดสีเกิดข้ึน เช่น ตัวอย่างชุด
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ทดสอบ BiotrakTM MMP-2 activity assay (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) (แสดงใน

รูปที่ 8) แต่หากต้องการวัดปริมาณเอนไซม์ทัง้หมดในตัวอย่าง สามารถท าได้โดยกระตุ้น pro-

enzyme ด้วย 4-aminophenylmercuric acetate (APMA) ก่อนตรวจวัดปริมาณเอนไซม์ วิธีการนี้

ใช้เวลาในการทดสอบไม่นาน สามารถวัดปริมาณการท างานของเอนไซม์ MMP ที่จ าเพาะได้ตามชนิด

ที่ต้องการทดสอบ ท าง่าย ใช้เวลาน้อย มีความไวสูงกว่าวิธี zymography สามารถตรวจวัดปรมิาณ 

MMP-2      ได้น้อยที่สุด 0.5 ng/mLและมีความจ าเพาะสูง ไมเ่กิดปฏิกริิยาข้าม (cross reaction) 

กับเอม็เอม็พสี์ชนิดอื่น 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) อาศัยหลักการจับกันอย่างจ าเพาะ

ของแอนติเจนและแอนตบิอดี ซึ่งแอนติบอดีถูกติดฉลากด้วยเอนไซม์คอนจูเกต (enzyme 

conjugate)  วัดปริมาณสิ่งที่ตอ้งการตรวจวัดจากการเปลี่ยนสีของสารตั้งต้นทีเ่ติมลงไปเพื่อ

เกิดปฏิกริิยากับเอนไซม์คอนจูเกต ชนิดของ ELISA แบง่เปน็ direct ELISA sandwich ELISA และ

competitive ELISA วิธี ELISA มีความไวและความจ าเพาะสูง แต่ใช้เวลาทดสอบค่อนข้างนาน26 

Western blotting หรือ immunoblotting เป็นวิธีการทีม่ีสมรรถภาพและมีความจ าเพาะ

สูง แต่มีข้อด้อยคือ ราคาแพง มีขั้นตอนหลายข้ันตอนและใช้เวลานาน194  

นอกจากนีม้ีวิธีการวัดปรมิาณเอนไซม์ด้วยวิธีอื่น ๆ เช่น Radio isotopic assay โดยใส ่

radioisotope เข้าไปเกาะกบัเอนไซม์ สามารถตรวจวัดโมเลกุลทางชีววิทยาจ าพวกโปรตีนได้แม้มี

ปริมาณน้อย แต่มีข้อเสียของสารกัมมันตภาพรังสี หรอื วิธีการ fluorimetric assay โดยการใช้สาร

ตั้งต้นที่ถูกติดฉลากด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ในการตรวจวัด เป็นต้น26 
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การศึกษาการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนในชั้นไฮบริด 

Mazzoni และคณะ ปี 2012 ได้แนะน าว่าวิธีการทดสอบการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ 

MMPs จากกระบวนการยึดติดเนือ้ฟันโดยใช้ชุดทดสอบ BiotrakTM MMP-2 and MMP-9 activity 

assay (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) และทดสอบท างานของเอนไซม์ MMPs บรเิวณ

ช้ันไฮบริดด้วยวิธี in situ zymography ที่ใช้ highly quenched fluorescent-gelatin (E12055 

EnzCheck Gelatinase/Collagenase assay Kit, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) เป็น

สารตั้งต้นในการทดสอบ84  

ชุดทดสอบ BiotrakTM MMP activity assay (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)  

ใช้ในการวัดปริมาณ active enzyme จากการจ าลองกระบวนการยึดติดเนื้อฟันด้วยการใช้ผงเนื้อฟัน

จากฟันมนุษย์ ผ่านกระบวนการดึงแร่ธาตุออกด้วยกรดฟอสฟอริก แล้วผสมสารยึดติดลงไป ท าการดึง

โปรตีน (protein extraction) จากนั้นน าของเหลวส่วนเหนือตะกอน (supernatant) ไปวัดปรมิาณ 

active  MMP84  วิธีการทดสอบนี้ใช้อธิบายกระบวนการยดึติดเนื้อฟันน้ันสามารถกระตุ้นการท างาน

ของเอนไซม์ MMP ในเนื้อฟัน  

ส าหรับการทดสอบด้วยวิธี in situ zymography หลงัจากท าการยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึด

ติดแล้ว ท าการตัดช้ินงานเป็นแผ่น (slab) ความหนาไม่เกิน 0.5 มิลลิเมตร ยึดติดบนสไลค์แก้ว (glass 

sild) ย้อมด้วยสารละลาย highly quenched fluorescent-gelatin (E12055 EnzCheck 

Gelatinase/Collagenase assay Kit, Molecular Probes, Eugene, OR, USA)81, 84, 141 ซึ่งชุด

ทดสอบนี้ ใช้ high-quenched fluorescein-gelatin substrate เป็นสารตั้งต้นให้เกิดปฏิกิริยาการ

ย่อยโดยเอนไซม์ MMPs  บ่มในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หากมีการท างาน

ของเอนไซม์ สารตั้งต้นจะถูกย่อยสลายและสูญเสียสภาพ quenched fluorescent โดยจะปรากฎ

การเรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนต์ เมือ่น าไปสอ่งด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบคอลโฟคอล  ชุดทดสอบ
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นี้มีความไวสูง เหมาะส าหรบัการทดสอบการท างานของเอนไซม์ MMPs กลุม่ gelatinase และ 

collagenase ในเนื้อเยือ่ตัวอย่าง แต่ไม่สามารถระบุได้อย่างจ าเพาะว่าการย่อยสลายสารตัง้ต้นนั้น

เป็นผลมาจากเอนไซม์ MMPs ชนิดใด รวมทั้งอาจเป็นผลจากการยอ่ยสลายโดยเอนไซม์ย่อยโปรตีน

ชนิดอื่นที่อยู่ในเนื้อเยือ่ตัวอย่าง ในชุดทดสอบมี Clostridium gelatinase เพื่อใช้เป็น positive 

control และมี MMP inhibitor คือ 1, 10 – phenanthroline เพื่อใช้เป็น negative control  การ

ทดสอบด้วยวิธีนี้ใช้อธิบายว่าเมื่อท าการยึดติดเนื้อฟันแล้วบรเิวณช้ันไฮบริดยังคงม ี active enzyme 

อยู่มากน้อยเพียงใด และสามารถศึกษาต าแหนง่ที่มกีารท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนบรเิวณ       

ช้ันไฮบริด เพื่อเป็นการประเมินการเสื่อมสลายของการยึดตดิระหว่างเรซินและเนื้อฟัน  

การศึกษาจุลสณัฐานวิทยาบริเวณรอยต่อระหว่างเรซินและเนื้อฟัน  
การศึกษาลักษณะจุลสัณฐานวิทยาของรอยต่อระหว่างเรซินและเนื้อฟัน สามารถดูได้จาก

หลายวิธี นอกจากวิธีที่นิยมคือ การศึกษาด้วยกลอ้งจุลทรรศน์แบบสอ่งผ่าน (transmission electron 

microscopy; TEM) และ กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (scanning electron microscopy; SEM) 

แล้วยังสามารถศึกษาได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์คอนโฟคอลเลเซอร์ (confocal laser microscopy)179 

วิธีการย้อมฮิสโตเคมี (histochemistry) และอิมมูโนพยาธิวิทยา (immunohistochemistry)146  

กล้องจลุทรรศน์คอนโฟคอลแบบเลเซอร์ ถูกน าเสนอให้ใช้ในการศึกษาจลุสัณฐานวิทยาของ

รอยต่อระหว่างเรซิและเนื้อฟัน โดยการใช้สีย้อมฟลอูอเรสเซนต์ (fluorescent dye) เช่น โรดามีน บี 

(rhodamine B)64 ฟลูออเรสซีน (fluorescein)6 ผสมในสารไพรเมอร์หรือแอดฮีซฟีก่อนน าไปท าการ

ยึดติดเนื้อฟัน จุลสัณฐานวิทยาของการยึดติดเนือ้ฟนัจากกล้องคอนโฟคอลแบบเลเซอร์มีความ

สอดคล้องกบัภาพจากกล้องจลุทรรศน์อเิล็กตรอนแบบส่องกราด12 แสดงลกัษณะการแพร่ของสารยึด

ติดในช้ันไฮบริดและทอ่เนื้อฟัน6, 30, 64 และใช้ศึกษาการรั่วซรึะดับนาโนได้186 แต่อย่างไรก็ตามมี

งานวิจัยรายงานถึงผลของสีฟลูออเรสเซนต์ต่อการลดค่าก าลงัการยึดติดยึด184 หากสีฟลูออเรสเซนต์ที่
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ผสมในสารยึดติดมีการแทรกซึมไปในเนื้อฟันจะสง่ผลใหก้ารแปรผลผิดพลาด12 ดังนั้นพึงพจิารณาถึง

ผลเสียน้ีเมื่อใช้สฟีลูออเรสเซนต์ผสมในสารไพรเมอร์หรือแอดฮีซีฟ อีกทัง้กล้องจุลทรรศน์คอนโฟคอล 

สามารถใช้ในการศึกษาการท างานของเอนไซมบ์รเิวณช้ันไฮบริด81, 84 

นอกจากนีม้ีวิธีการศึกษาจลุสัณฐานวิทยาบรเิวณรอยต่อระหว่างเรซินและเนื้อฟัน เพือ่ศึกษา

ลักษณะเส้นใยคอลลาเจนที่ไม่ถูกหุ้มด้วยเรซินด้วยวิธีย้อมสฮีสิโตเคมี (histochemistry) และ อมิมูโน

ฮิสโตเคมี (Immunohistochemistry) เช่น วิธีย้อมสีโกลด์เนอร์ ไทรโคม (Goldner’s trichrome 

stain) ร่วมกบัการใช้กล้องจลุทรรศร์แบบใช้แสง (light microscope) เส้นใยคอลลาเจนที่ไม่ถูกห่อหุ้ม

จะปรากฎสีแดง146 วิธีย้อมสีอิมมโูนโกลด์ (immunogold) อนุภาคทองจะจับกับเส้นใยคอลลาเจนที่

ไม่ถูกห่อหุม้16 แต่วิธีย้อมสีฮิสโตเคมีและอมิมูโนฮิสโตเคมมีีความยากในการเตรียมช้ินงานให้มีความ

หนาประมาณ 3-5 ไมโครเมตร146 

กล้องจุลทรรศน์คอนโฟคอลเลเซอร ์

กล้องจลุทรรศน์คอนโฟคอลแบบเลเซอรม์ีหลักการเหมือนกล้องจุลทรรศน์คอนโฟคอลแบบใช้

แสง คือ แสงจากแหล่งก าเนิดผ่านรูขนาดเล็ก (pin hole) สะท้อนผ่านเลนส์ใกล้วัตถุ (objective 

lens) ตัวที่หนึ่งผ่านไปยังช้ินตัวอย่าง จากนั้นแสงจากช้ินตัวอย่างจะสะท้อนผ่านเลนส์ใกล้วัตถุตัวที่

สองผ่านเข้ารูขนาดเลก็เพื่อเข้าตัวรับแสง (photodetector) แต่กล้องจุลทรรศน์คอนโฟคอลเลเซอร์ใช้

เลเซอร์เป็นแหล่งก าเนิดแสง และใช้คอมพิวเตอร์ควบคุมการสแกนภาพ  ใช้คอมพิวเตอร์ในการจัดเกบ็

ข้อมูลและวิเคราะห์ภาพโดยใช้ซอฟแวร์ (computer software)109 (แสดงในรูปที่ 9)  
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รูปท่ี 8 แสดงภาพจ าลองการท างานของกล้องจุลทรรศน์คอนโฟคอลเลเซอร์ 
                         คัดลอกจาก Paddock ปี 2000109 

 

กล้องจลุทรรศน์แบบคอนโฟคอลแบบเลเซอรเ์ป็นเครื่องมือทีส่ าคัญในการศึกษาภาพถ่ายทาง

ชีวการแพทย์ (biomedical imaging) โดยเฉพาะอย่างยิง่เมื่อต้องการศึกษาช้ินตัวอย่างที่มีความหนา

มากกว่า 2 ไมโครเมตร84 ข้อดีของกล้องจลุทรรศน์คอนโฟคอลเลเซอร์ คือ สามารถใหก้ าเนิดเลเซอร์ที่

มีความเสถียรหลากหลายความยาวคลื่น แสงรบกวนในการส่องภาพน้อย ภาพที่ได้มีความละเอียด 

ชัดเจน มีสิ่งรบกวนน้อย มีการประมวลผลภาพสูร่ะบบคอมพิวเตอรอ์ย่างรวดเร็ว ประกอบกบั

ซอฟแวร์ทีม่ีประสทิธิภาพในการวิเคราะห์ข้อมลู สามารถถ่ายภาพได้ทั้ง ภาพเดี่ยว (single optical 

section) การถ่ายภาพในช่วงเวลาหนึ่งๆ (time-lapse) ภาพถ่ายเซลล์มีชีวิต (living cell) ซี ซีรีย์ (Z 

series) และภาพสามมิติ  (three-dimensional imaging)109 

การย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ส าหรบักล้องจุลทรรศน์คอนโฟคอลแบบเลเซอร์ จ าเป็นต้องเลือกสี

ให้เหมาะสมกบัตัวอย่างที่ต้องการศึกษา พรอ้มทัง้เลอืกช่วงความยาวคลื่นที่ไปกระตุ้นและท าให้

ปรากฎสีของสารฟลูออเรสเซนต์ที่เลือกใช้ (แสดงในตารางที ่ 2)  อีกทั้งจ าเป็นต้องพจิารณาคุณสมบัติ

การเรืองแสงตามธรรมชาติ (autofluorescence) ของช้ินตัวอย่าง หากตัวอย่างมีการเรอืงแสงตาม
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ธรรมชาติจะส่งผลต่อ background วิธีการดูปริมาณการเรอืงแสงตามธรรมชาติท าได้โดยส่องช้ิน

ตัวอย่างที่ไม่ย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ด้วยความยาวคลื่นหลาย ๆ ค่า แล้วจดบันทึกไว้ แล้วเลือกใช้ความ

ยาวคลื่นที่ไม่ก่อใหเ้กิดการเรืองแสงตามธรรมชาติ  นอกจากนี้สามารถปรบัแต่งภาพโดยการลบออก

ด้วยโปรแกรมซอฟแวร์ (digital subtraction)109  

 

              ตารางท่ี 2 แสดงช่วงความยาวคลื่นที่กระตุ้นสารสีฟลูออเรสต์เซนต์ 
Dye  Excitstion (nm) Emission (nm) 

Coumarin  350 440 
DAPI 359 461 
Fluorescien  496 518 
Bodipy 503 511 
Tetramethylrhodamine  554 576 
Lissamine rhodamine 572 590 

 

ตัวอย่างฟันท่ีน ามาศึกษา 

 ในการศึกษาประสทิธิภาพของการยึดติดเนื้อฟันหรือเคลือบฟันในห้องทดลอง มีทั้งการศึกษา

โดยใช้ฟันสัตว์และฟันมนุษย์ ฟันวัวเป็นฟันสัตว์ที่นิยมน ามาใช้ศึกษาเนื่องจากสามารถหาได้ง่าย          

มีลักษณะค่อนข้างแบน ซี่ใหญ่ มักไมพ่บรอยผุและความผิดปกตบินตัวฟัน187 มีรายงานว่าฟันวัวมี

องค์ประกอบทางเคมีและสัดส่วนแคลเซียมฟอสเฟตไม่แตกต่างจากฟันมนุษย์160 แต่การศึกษาโดยใช้

ฟันวัวยังมีข้อจ ากัดเรื่องโครงสร้างของฟันวัวที่แตกต่างจากฟนัมนุษย์ พบว่าฟันวัวมีผลึกเคลือบฟัน 

(enamel crystal) ขนาดใหญ่กว่าฟันมนุษย์4 และมีปริมาณท่อเนือ้ฟัน (dentinal tubule)          

มากกว่าฟันมนุษย์74, 139 ฉะนั้น การแปลผลการศึกษาที่ใช้ฟันวัวจ าเป็นต้องแปลผลด้วยความ

ระมัดระวัง ส าหรับการศึกษาโดยใช้ฟันมนุษย์ ถึงแม้จะมคีวามยากล าบากในการจัดเก็บตัวอย่างฟัน 

ฟันมนุษย์ที่ถูกถอนส่วนใหญ่เป็นฟันทีผุ่ใหญ่หรือมพียาธิสภาพอื่น ๆ ยกเว้น ฟันที่ถอนเพื่อการจัดฟัน
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และฟันกรามแทซ้ี่ทีส่าม ฟันมนุษย์ทีม่าจากผู้ป่วยทีม่ีภูมิล าเนาแตกต่างกันหรืออายุแตกต่างกันส่งผล

ต่อความหลากหลายทางคุณภาพของฟัน อันจะส่งผลตอ่ความแปรปรวนของข้อมูล ฟันมนุษย์มีพื้นที่

จ ากัดในการน ามาใช้ศึกษาเนื่องจากมีขนาดเล็กกว่า และมีความโค้งนูนของปุม่ฟันมากกว่าฟันวัว187   

แต่อย่างไรก็ตาม การศึกษาโดยใช้ฟันมนุษย์ให้ผลการทดลองที่เสมือนสภาพจริงทางคลินกิมากที่สุด 

ฟันมนุษย์มีการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างอยูเ่สมอ เนื่องจากกระบวนการตกตะกอนแร่ธาตุ 

(mineralization  process) เนื้อฟันบรเิวณตัวฟัน (coronal dentin) มีความหนาเพิม่ขึ้นเฉลี่ยปลีะ 

6.5 ไมโครเมตร ในขณะที่มีการลดลงของโอดอนโตบลาสต์ (odontoblast) ซับโอดอนโตบลาสต์ 

(sub-odontoblast) และ ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast)96 สัดส่วนของปริมาณแร่ธาตุต่อปริมาณเส้นใย

คอลลาเจนของเนื้อฟันบรเิวณตัวฟันเพิ่มข้ึนตามอายุ92 ถึงแม้ปรมิาณท่อเนือ้ฟัน (dentinal tubule) 

ไม่สัมพันธ์กบัอายุ โดยมปีริมาณท่อเนื่อฟันร้อยละ 10 โดยปริมาตร      แต่เมื่ออายุมากขึ้นท่อเนื้อฟัน

มีขนาดเล็กลงส่งผลใหล้ดปริมาณน้ าและลดการซึมผ่านของของเหลว (permeability)61, 92 สรุปได้ว่า

โครงสร้างและองค์ประกอบของเนื้อฟันมกีารเปลี่ยนแปลงไปตามอายุ แต่จากงานวิจัยยังไม่มีข้อสรปุที่

แน่ชัดถึงความสัมพันธ์ของอายุและค่าก าลังการยึดติด106, 112, 150 

การเกบ็ฟันไว้นานสง่ผลใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างภายในฟันมากขึ้น อันจะสง่ผลต่อ

คุณภาพและค่าก าลังการยึดติด89 ISO/TS11405 แนะน าช่วงเวลาทีเ่หมาะสมในการเก็บฟันเพื่อน ามา

ศึกษาไม่เกิน 1 ถึง 6 เดือนหลังการถอนฟัน และใช้สารละลายคลอรามีน (chloramine)          

ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 ในการจัดเก็บฟันระหว่างรอท าการทดลอง นอกจากนี้ยังมสีารเคมีหลายชนิด

ที่ถูกแนะน าให้ใช้เพื่อจัดเกบ็ฟันระหว่างรอท าการทดลอง การแช่ในสารละลายไทมอล (thymol) 

ความเข้มข้น    ร้อยละ 0.1 สามารถฆ่าเช้ือได้และไม่สง่ผลต่อค่าก าลังการยึดติด123 การแช่ในน้ าเกลอื

หรือน้ ากลั่นยังไม่มีข้อสรปุแน่ชัดต่อค่าก าลังการยึดติด การแช่ในสารละลายฟอรม์าลิน (formalin) 

หรือ แอลกอฮอล์ (alcohol) และการฆ่าเช้ือด้วยออโตเคลฟ (autoclave) ท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลง
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ของอินทรยีสารและส่งผลตอ่ค่าก าลงัการยึดติด60, 123 นอกจากนี้ ในการศึกษาการท างานของเอนไซม์

ย่อยโปรตีนในเนื้อฟัน นิยมจัดเก็บฟันโดยการแช่แข็งเพื่อคงสภาพโครงสร้างและองค์ประกอบของฟัน

ก่อนน ามาใช้ในการทดลอง127, 137 หรอืนักวิจัยบางกลุ่มจดัเก็บโดยแช่ในน้ าเกลือความเข้มข้นร้อยละ 

0.9 ที่ผสมโซเดียมเอไซด์ (sodium azide) ความเข้มข้นร้อยละ 0.02 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส142, 

143 

กรอบแนวคิด 
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บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. ฟันกรามใหญซ่ี่ที่สามของมนุษยบ์นหรือล่างที่ไมม่ีรอยผุและพยาธิสภาพใด ๆ จ านวน 86 ซี่ 

ซึ่งผ่านการพจิารณาจริยธรรมการศึกษาวิจัยในมนุษย์ จากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรม

การศึกษาวิจัยในมนุษย์ คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย วันที่ 9 มิถุนายน 

พ.ศ. 2560 (HREC-DCU 2017-056) 

2. ไมโครปเิปตต์ และ ทปิ (Micropipette and micropipette tip, Eppendorf 

autopipette)  

3. ไมโครทิวป์ (Microtube, Invitrogen, CA, USA) 

4. กระจกสไลด์ (Glass slide, sail brand CATNo.7101, UK) 

5. กระจกปิดสไลด์ (Cover glass, Menzel-Glaser 22x22 mm #1, Germany) 

6. น้ ายาเคลือบเล็บ (Nail vanish, Revlon, USA) 

7. ข้ีผึ้งเหนียว (Sticky wax, KSD, Thailand) 

8. ข้ีผึ้งดามขอบ (Periphery wax, Surgident, Korea)  

9. กล่องด าที่มฝีาปิดสนิท (Generic) 

10. เอ็นโดดอนติกไฟล์ (Endodontic file, K-file SybronEndo, Kerr, Orange, CA, USA) 

11. หลอดเซนติฟิวก์พลาสติกชนิดพอลโิพรไพลีน (Polypropylene centrifuge tube, 

Invitrogen, CA, USA) 

12. พู่กันปลายเล็ก (Microbrush; Ball-Point applicators, Kerr Orange, CA, USA) 
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13. กระดาษทรายซลิิกอนคาร์ไบด์ เบอร์ 600 (600-grit silicon-carbide paper, Pace 

Technologies, USA) 

14. หัวกรอกากเพชรทรงกระบอก ขนาดหน้าตัด 1 มิลลเิมตร (Diamond cylinder bur, 

Intensiv Swiss Dental Products, Switzerland) 

15. เครื่องมือส าหรับบูรณะเรซินคอมโพสิต (Composite filling instrument CVIPC, Hu-

Friedy, USA) 

16. กาวไซยาโนอะคริเลท (Cyanoacrylate glue; Loctite super glue, Henkel, USA) 

17. น้ ากลั่น (Distilled water, ศูนย์วิจัยชีววิทยาช่องปาก คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย) 

18. น้ าปราศจากไออน (Deionized water, ศูนย์วิจัยชีววิทยาช่องปาก คณะทันตแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย) 

สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. กรดฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 32 (Scotchbond™ Universal Etchant, 3M ESPE, 

St Paul, MN, USA) 

2. สารยึดติดยูนิเวอร์แซลแอดฮีซีฟ 

2.1 Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) 

2.2 G-Premio bond (GC, Tokyo, Japan) 

3. เรซิน คอมโพสิต (Filtek Z350 XT, 3M ESPE, St Paul, MN, USA) 

4. สารสกัดจากเมล็ดองุ่น (MegaNatural BP Grape Seed Extract, Health Origins, 

Pittsburgh, PA, USA) จากข้อมูลบริษัทผูผ้ลิตรายงานว่า เป็นสารสกัดจากเมล็ดองุ่นพันธ์ุ 

Vitrus vinifera โดยสกัดด้วยไอน้ าอุณหูมสิูง (hot water extraction)      มสีารประกอบ
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โพลีฟีนอลทัง้หมดร้อยละ 90 - 95 องค์การอาหารและยาแห่งสหรฐัอเมริกา (food and 

drug administration; FDA) ได้จ าแนกให้อยู่ในสถานะสารที่ยอมรับโดยทั่วไปว่าปลอดภัย 

(Generally Recognized As Safe; GRAS) 

5. ไนโตรเจนเหลว (Liquid nitrogen, Linde, Thailand) 

6. ชุดทดลอง BiotrakTM MMP-2 activity assay (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) 

7. ชุดทดสอบ E12055 EnzCheck Gelatinase/Collagenase assay Kit (Molecular 

Probes, Eugene, OR, USA) 

8. สารเตรียมสไลค์ (Anti-fade; Mounting medium with Dapi H-1200, Vestashield, 

Vector Laboratories LTD, Cambridgeshire, UK) 

9. โซเดียมเอไซด์ (Sodium azide, Sigma-Aldrich, MO, USA)    

10. อะซิโตน (Acetone, Sigma-Aldrich, MO, USA)   

11. 50 mM Tris–HCl (pH 6 ที่มีองค์ประกอบของ 5mM CaCl2, 100 mM NaCl, 0.1% 

Triton X-100, 0.1% non-ionic detergent P-40, 0.1 mM ZnCl2 และ 0.02% NaN3) 

เครื่องมือท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. เครื่องฉายแสงเอลอีดี (LED light curing unite, Elipar S10, 3M ESPE, St Paul, MN, 

USA) ความยาวคลื่น 430 – 480 นาโนเมตร ความเข้มแสง 300 - 400 มิลลิวัตต์ต่อตาราง

เซนติเมตร ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของปลายหลอดฉายแสง 10 มิลลิเมตร 

2. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (Binder, Germany) 

3. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Severin, Belgium) 

4. ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Sanden Intercool, Japan) 
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5. เครื่องตัดฟันความเร็วต่ า (low speed cutting machine; IsoMet™ 1000, Buehler, IL, 

USA) 

6. เครื่องขัดผิววัสดุ (Polishing machine; NANO 2000, Pace Technologies, USA) 

7. เครื่องช่ังละเอียดแบบดิจิตอล (Fine digital balance; 40SM-200A, Precisa, Germany) 

8. เครื่องกวนผสมแบบแม่เหล็ก (Magnetic stirrer; MR 303 SD, HEIDOLPH, Germany) 

9. เครื่องบดช้ินตัวอย่าง (Miller; Freezer/Mill 6770,SPEX SamplePrep, Metuchen, NJ, 

USA)   

10. ตู้บ่มอุณหภูมิ (Incubator; Contherm Scientific Ltd, New Zealand) 

11. ด้ามกรอเร็ว (Airotor handpieces; Mach-Lite XT, NSK, Japan. 

12. กล้องจลุทรรศน์ชนิดสเตอริโอ (Stereomicroscope; ML 9300, Meiji, Japan ) 

13. เครื่องวัดความเข้มแสง (Radiometer; Demetron L.E.D. Radiometers, Kerr, USA) 

14. ยูนิตทันตกรรมเคลื่อนที่ (Mobile dental Unit; Supermobile 85, Thai Dental 

Products, Thailand ) 

15. เครื่องเซนติฟิวก์แบบควบคุมอุณหภูมิได้ (Refrigerated centrifuge; Allegra X-30R, 

Beckman coulter, CA, USA) 

16. สเปกโทรฟลูออโรมเิตอร์ (Spectrofluorometer; Synergy H1 Hybrid Multi-Mode 

Reade, BioTek, USA) 

17. กล้องจลุทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนิดใช้แสงเลเซอร์ (Confocal laser microscope; 

Fluoview FV10I, Olympus, Tokyo, Japan) 
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วิธีการด าเนนิวิจัย 

ฟันท่ีใช้ในการวิจัย 

ท าความสะอาดฟันกรามใหญ่ซีท่ี่สามของมนุษยบ์นหรือล่างที่ถูกถอนแล้ว ที่ไม่มีรอยผุและ

พยาธิสภาพใด ๆ ด้วยเครื่องขูดมือ (hand scaler) ก าจัดเนื้อเยื้ออ่อน และใช้เอ็นโดดอนติกไฟล์ 

(endodontic file) ก าจัดเนื้อเยื่อในฟัน (pulp tissue) ออกทางปลายรากฟัน จากนั้นจัดเกบ็ฟันที่

ถอนแล้วไว้ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ฟันทีน่ ามาใช้ถูกถอนก่อนท าการศึกษาไมเ่กิน 6 

เดือน โดยมีเกณฑ์ในการคัดออก  คือ  ฟันที่มีรอยผุ  รอยสึก  รอยร้าว  หรือมีวัสดุบรูณะ  ซึ่ง

ตรวจสอบด้วยกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดสเตอริโอ (SZ 61, Olympus, Japan) ก าลังขยาย 10 เท่า 

การเตรียมสารสกัดจากเมล็ดองุ่น 

เตรียมสารสกัดจากเมล็ดองุ่น โดยใช้สารสกัดจากเมล็ดองุ่นยี่ห้อ MegaNatural BP Grape 

Seed Extract (Healthy Origins, California, USA) ความเข้มข้นรอ้ยละ 5 โดยน้ าหนัก   ละลายใน

เอทานอลความเข้มข้นรอ้ยละ 5 ผสมให้ละลายด้วยเครื่องกวนผสมแบบแม่เหล็ก (MR 303 SD, 

HEIDOLPH, Germany) นาน 5 นาที  

การวัดปริมาณ active MMP-2  

การเตรียมผงเนื้อฟัน โดยใช้ฟันกรามใหญซ่ี่ทีส่ามของมนุษย์ (coronal dentin of human 

third molar) ที่ถูกถอนแล้ว ไม่มีรอยผุและพยาธิสภาพใด ๆ จ านวน 68 ซี่ ก าจัดส่วนเคลือบฟันด้วย

หัวกรอกากเพชรทรงกระบอกและด้ามกรอเร็ว ตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดสเตอริโอ (SZ 61, 

Olympus, Japan) ก าลงัขยาย 10 เท่า จากนั้นตัดเนื้อฟันส่วนตัวฟัน (mid-coronal dentin) ขนาด

ไม่เกิน 3x3x3 มิลลิเมตร แล้วบดให้เป็นผงด้วยเครื่องบดช้ินตัวอย่าง (Freezer/Mill 6770, SPEX 

SamplePrep, Metuchen, NJ, USA) การบดอาศัยหลักการท าให้ช้ินตัวอย่างแข็งด้วยความเย็นแล้ว

ใช้แรงอัดกระแทกโดยแรงแมเ่หล็ก ท าให้วัสดุแตกละเอียดดว้ยความเร็ว 10 รอบต่อนาที นาน 2 นาที 
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สลบัระยะพัก 2 นาที เป็นเวลา 3 ครั้ง โดยมีระบบหล่อเยน็ด้วยไนโตรเจนเหลวตลอดการบดช้ินงาน 

น าผงเนือ้ฟันที่ได้แช่เย็นไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกระทัง่น าออกมาใช้ทดลอง โดยใช้ผงเนื้อ

ฟันปรมิาณ 250 mg ต่อ 1 ตัวอย่าง กลุ่มการทดลอง 5 ตัวอย่าง83, 84, 86 ดังต่อไปนี ้

กลุ่มท่ี 1 mineralized dentin; MIN 

กลุ่มท่ี 2 demineralized dentin powder; DDP 

กลุ่มท่ี 3 สารยึดติด Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA); SBU 

กลุ่มท่ี 4 ปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น  

ร่วมกับสารยึดติด Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA); GSE+SBU

กลุ่มท่ี 5 สารยึดติด G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan); GPB 

กลุ่มท่ี 6 ปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น  

ร่วมกับสารยึดติด G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan); GSE+GPB 

กลุ่มท่ี 1 ใช้ผงเนื้อฟันโดยไมม่ีการปรบัสภาพใด ๆ กลุ่มท่ี 2 ใช้กรดฟอสฟอริกความเข้มข้น

ร้อยละ 10 โดยน้ าหนัก ปรมิาณ 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันนาน 10 นาที จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่น

ปริมาณ 1,500 ไมโครลิตร แล้วปั่น (centrifuge) ด้วยความเร็ว 18,000 รอบตอ่นาที นาน 5นาที ดูด

น้ าเหนือตะกอนทิง้ ท าซ้ า 3 ครั้ง กลุ่มท่ี 3 และ 5 เตรียมตวัอย่างเหมือนกลุ่มที่ 2 จากนั้นเติมสารยึด

ติดเนื้อฟันตามกลุ่มการทดลอง ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ข้ากันนาน 1 นาที จากนั้นก าจัดสาร

ยึดติดส่วนเกินออก โดยเติมอะซิโตนปริมาณ  500 ไมโครลติร แล้วปั่นด้วยความเร็ว 18,000 รอบต่อ

นาที นาน 5 นาที ท าซ้ า 3 ครั้ง กลุ่มท่ี 4 และ 6 เตรียมตัวอย่างเหมือนกลุ่มที่ 2 จากนั้นเติมสารสกัด

จากเมล็ดองุ่น ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ข้ากันนาน 1 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นปริมาณ 1,500 

ไมโครลิตร แล้วปั่นด้วยความเร็ว 18,000 รอบต่อนาท ี นาน 5 นาที ดูดน้ าเหนือตะกอนทิง้        



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 46 

ท าซ้ า 3 ครั้ง แล้วเติมสารยึดติดเนื้อฟันและก าจัดสารยึดติดเนื้อฟันส่วนเกินออกตามกลุ่มการทดลอง

เช่นเดียวกับการเตรียมตัวย่างในกลุ่มที่ 3 และ 4 (แสดงในรปูที่ 10) 

รูปท่ี 9 แสดงแผนผงัการทดสอบปรมิาณ active MMP-2 
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จากนั้นท าการดึงโปรตีน (Protein extraction) ด้วย Tris-HCl ความเข้มข้น 50 mM86   

ปริมาณ 500 ไมโครลิตร  บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 96 ช่ัวโมง แล้วปั่นด้วยความเร็ว 

18,000 รอบ นาน 10 นาที แล้วน าของเหลวส่วนเหนือตะกอน ไปวัดปริมาณ active  MMP-2 ด้วย

ชุดทดสอบ BiotrakTM MMP-2 Activity Assay (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)  โดยใช้

ของเหลวเหนือตะกอนปริมาณ 400 ไมโครลิตร หยดลงในหลุมทดสอบ (microplate) ตัวอย่างละ 2 

หลุม หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขย่าเบา ๆ ก่อนบม่ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในที่มืดและมี

ความช้ืนสัมพัทธ์สมบรูณ์เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นล้างด้วย wash buffer (0.01 M sodium 

phosphate buffer pH = 7.0) 4 ครั้ง ซับให้แห้ง เติมสารละลาย detection reagent ซึง่

ประกอบด้วยเอนไซม์ urokinase และ peptide substrate (S-2444 peptide substrate) ใน

อัตราส่วน 1 ต่อ 5 ปริมาณ 50 ไมโครลิตร และ เตมิ assay buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.6) 

ปริมาณ 50 ไมโครลิตร บม่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในที่มืดและมีความช้ืนสัมพัทธ์สมบูรณ์เป็น

เวลา 24 ช่ัวโมง วัดค่าการดูดกลืนแสง (optical absorbancy) ด้วยเครื่อง spectrophotometer 

(Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reade, BioTek, USA) ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ใน

กลุ่มทดลองที่มี active MMP-2 จะเกิดปฏิกริิยาและเกิดการเปลี่ยนแปลงสี (แสดงในรูปที่ 11)  ท า

การสร้างกราฟ standard curve และค านวณปรมิาณ active enzyme เป็นข้อมลูเชิงปรมิาณ  
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รูปท่ี 10 แสดงหลกัการท างานของชุดทดสอบ MMP-2 Activity Assay  
active MMP-2 ที่ถูกสกัดจากกลุ่มตัวอย่างจับกับ anti-MMP-2 ในหลุมทดสอบ เม่ือเติมสาร detective reagent   
active MMP-2 จะเปลี่ยน pro-urokinase ให้เป็น urokinase ซ่ึงจะท าปฏิกิริยากับ peptide substrate ให้เกิด
การเปลี่ยนแปลงสี สามารถตรวจวัดด้วย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 405 nm    
 

การทดสอบด้วย in situ zymography 

การยึดติดเนื้อฟัน 

ใช้ฟันกรามใหญ่ซี่ทีส่ามของมนุษย์ที่ถูกถอนแล้ว ไม่มีรอยผุและพยาธิสภาพใด ๆ จ านวน 18 ซี่ 

เตรียม dentin disc โดยตัดฟันบริเวณกึง่กลางของตัวฟัน (mid-coronal) ให้ตั้งฉากกับแนวแกนฟัน

ด้วยเครื่องตัดความเร็วต่ าหลอ่น้ า (low speed cutting machine, Isomet 1000, Buehler, USA) 

ก าจัดเคลือบฟันออกและตัดให้ได้ dentin disc ขนาด 6x7 มิลลิเมตร ท าการสร้างช้ันเสมียร์ให้ได้

มาตรฐาน (standardized smear layer) ด้วยกระดาษทรายซลิิกอนคาร์ไบด์ (600-grit wet 

silicon-carbide paper) ด้วยเครื่องขัดผิววัสดุ (polishing machine, NANO 2000, Pace 

Technologies, USA) เป็นเวลา 1 นาที ท าการสุม่ช้ินตัวอย่างด้วยวิธีสุ่มตัวอย่างแบบง่าย ออกเป็น 6 

กลุ่มการทดลอง (แสดงในรูปที่ 12) กลุ่มการทดลองละ 3 ซี่ ดังนี้ 

กลุ่มท่ี 1 mineralized dentin; MIN 

กลุ่มท่ี 2 demineralized dentin powder; DDP 

กลุ่มท่ี 3 ยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึดติด Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN,  

USA); SBU 

Anti-MMP-2 Ab 

Active MMP-2 
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กลุ่มท่ี 4 ปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น ก่อนยึดติดเนื้อฟันด้วยสาร

ยึดติด SingleBond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA);  GSE+SBU 

กลุ่มท่ี 5 ยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึดติด G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan); GPB 

กลุ่มท่ี 6 ปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น ก่อนยึดติดเนื้อฟันด้วยสาร

ยึดติด G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan); GSE+GPB 

กลุ่มท่ี 1 ไม่มีการปรบัสภาพใด ๆ กลุ่มท่ี 2 ทากรดฟอสฟอริกความเข้มข้นร้อยละ 32 

(Scotchbond Universal Etchant, 3M ESPE, St Paul, MN, USA) 15 วินาที ล้างน้ าเป็นเวลา 30 

วินาที เป่าด้วยลมสะอาดเบา ๆ นาน 10 วินาที ห่างจากโพรงฟัน 2 เซนติเมตร นาน 3 วินาที ระวัง

ไม่ให้เนื้อฟันแห้ง กลุ่มท่ี 3 และ 5 ท าเช่นเดียวกับกลุ่มที่ 2 จากนั้นทาสารยึดติดตามกลุม่การทดลอง 

ตามค าแนะน าของบริษัทผูผ้ลิต ดังแสดงในตารางที่ 3 ฉายแสงด้วยเครื่องฉายแสงแอลอีดี (Elipar 

S10, 3M ESPE, St Paul, MN, USA) เป็นเวลา 20 วินาที โดยปลายเครื่องฉายแสงห่างฟัน 1 

มิลลิเมตร กลุ่มท่ี 4 และ 6 ท าเช่นเดียวกับกลุม่ที่ 2 จากนั้นปรับสภาพเนือ้ฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ด

องุ่นปริมาณ 50 ไมโครลิตร ทิ้งไว้นาน 1 นาที ล้างน้ าด้วย air-water spray 10 วินาที แล้วเป่าแห้ง

ด้วยลมจาก triple syringe แรงสุด ที่ระยะห่าง 2 เซนติเมตร นาน 30 วินาที จากนั้นทาสารยึด

ติดตามกลุ่มการทดลอง ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต (แสดงในตารางที่ 3) หลงัจากทาสารยึดติด 

ท าการฉายแสงด้วยเครื่องฉายแสงแอลอีดี (Elipar S10, 3M ESPE, St Paul, MN, USA) เป็นเวลา 

20 วินาที โดยปลายเครื่องฉายแสงห่างฟัน 1 มลิลเิมตร จากนั้นยึดติด เรซิน คอมโพสิต (Filtek Z350 

XT, 3M ESPE, St Paul, MN, USA) ให้มีความหนา 2 มิลลิเมตร ท าการฉายแสงด้วยเครือ่งฉายแสง

แอลอีดี (Elipar S10, 3M ESPE, St Paul, MN, USA) เป็นเวลา 40 วินาที  โดยเครื่องฉายแสงจะถูก

ควบคุมความเข้มแสงด้วยเครื่องวัดความเข้มแสง (Demetron LED Radiometer, Kerr, USA) 
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ท าการตัดช้ินตัวอย่างขนานแนวแกนฟันให้เป็นแผ่น (slab) ด้วยเครื่องตัดความเร็วต่ าหลอ่น้ า 

(Low Speed Cutting Machine รุ่น Isomet 1000, Buehler, USA) ให้มีความหนา 0.3 มิลลิเมตร 

วัดความหนาด้วยเครื่องวัดขนาดแบบดิจิตอล (Digital Caliper, Micrometer, Mitutoyo, Japa) ที่มี

ความละเอียด 0.001 มิลลิเมตร ให้ได้ช้ินตัวอย่าง 4 ช้ินต่อฟันหนึ่งซี่ ยึดช้ินตัวอย่างที่ตัดแล้วด้วยกาว

ไซยาโนอะครเิลต (Loctite super glue, Henkel, USA) บนแผ่นสไลด์ (แสดงในรปูที่ 13) ย้อมช้ิน

ตัวอย่างด้วยสารละลาย fluorescein-gelatin mixer ที่มสีว่นผสมของสารตั้งต้นเจลาติน quenched 

fluorescein-gelatin ความเข้มข้น 1 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร  ต่อ anti-fade (Mounting medium 

with Dapi H-1200 (Vestashield, Vector Laboratories LTD, Cambridgeshire, UK) ต่อ 

สารละลาย Reaction buffer เท่ากบั 1 : 1 : 8 ปริมาตรช้ินตัวอย่างละ 50 ไมโครลิตร  จากนั้นปิด

ทับด้วยแผ่นปิดสไลด์ (cover slip) (แสดงในรูปที่ 12 และ 13) น าไปบ่ม (incubate) ในตู้มืดทีม่ี

ความช้ืนสัมพัทธ์สมบรูณ์ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน็เวลา 96 ช่ัวโมง น าช้ินงานไปส่องกล้อง 

จุลทรรศน์คอนโฟคอล (Fluoview FV10I, Olympus, Tokyo, Japan) ที่ความยาวคลื่น excitation 

488 และ emission 530 นาโนเมตร เพื่อศึกษาต าแหน่งทีม่ี active gelatinases บรเิวณช้ันไฮบริด 

บริเวณทีม่ี active gelatinase จะปรากฏเป็นสีเขียวของฟลูออเรสเซนต์ (แสดงในรูปที่ 14) โดยท า

การวิเคราะห์ช้ินตัวอย่างละ 3 ต าแหน่ง บริเวณกึง่กลางระหว่างรอยต่อของเนื้อฟันและเคลือบฟัน 

(dentinoenamel junction) โดยก าหนดให้บันทึกภาพเป็นช้ัน ๆ ของแตล่ะต าแหนง่ที่ท าการ

วิเคราะหท์ั้งหมด 20 ช้ัน (20 optical sections) ความหนาช้ันละ 350 นาโนเมตร (350 nm thick) 

บันทึกและวิเคราะห์ภาพด้วยซอฟแวร์ FV10-ASW 4.2 (Olympus, Tokyo, Japan) ทั้งนี้ได้ท ากลุ่ม

ควบคุมโดยใช้สารยับยัง้การท างานของ MMPs (1,10 phenanthroline) เป็น negative control 

และวิเคราะห์ข้อมลูเชิงปรมิาณเพื่อเปรียบเทียบความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence 

intensity) ด้วยโปรแกรม ImageJ (National Institutes of Health) 
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ตารางท่ี 3 แสดงข้อมลูของวัสดุที่ใช้ในงานวิจัย 

Material Composition 
Adhesive used according to the 
manufacturer’s instruction    
(etch-and-rinse mode) 

Single Bond Universal,  
pH = 2.7 
(3M ESPE, St Paul, MN, USA) 
LOT 663412 

Bis-GMA, HEMA, 
dimethacrylate 
resin, Vitrebond 
copolymer, filler, 
ethanol, water, 
initiator, silane 

 

1. Apply the etchant for 15 s. 
2. Rinse with water for 15 s. 
3. Apply the adhesive and rub for 20 s. 
4. Dry with gentle air stream for 5 s, 

until it no longer moves. 
5. Light cure for 10 s. 

G-Premio Bond,  
pH = 1.5  
(GC, Tokyo, Japan) 
LOT 1708023 

MDP, 4MET, MDPT, 
BHT, methacrylate 
monomer, acetone, 
water, initiator, silica 

 

1. Apply the etchant for 15 s. 
2. Rinse with water for 5 s. 
3. Apply adhesive and leave undisturbed 

for 10 s. 
4. Dry with maximum air pressure for 5 s. 
5. Light cure for 10 s. 

Filtek Z350 XT 
(3M ESPE, St Paul, MN, USA) 
LOT N889377 

Bis-EMA, TEG-DMA, 
UDMA, zirconium, 
silica 

 

 

Scotchbond Universal Etchant 
(3M ESPE, St Paul, MN, USA) 
LOT N767038 

32% H3PO4, water, 

synthetic 
amorphous silica, 
polyethylene glycol, 
alumina 

 

MegaNatural-BP Grape Seed 
Extract (Healthy Origins, 
Pittsburgh, PA, USA) 
LOT 1715601 

Vitus vinifera seed-
minimum 90% 
polyphenol 

 

 

Abbreviations: Bis-GMA: bisphenyl A glycidyl methacrylate; H3PO4: phosphoric acid; HEMA: 2-hydroxyethyl 
methacrylate; MDP: 10-methacryloyloxydecyl di-hydrogen phosphate; 4-MET: 4-methacryloyloxyethyl trimellitate; 
MDTP: 10-methacryoyloxydecyl dihydrogen thiophosphate; MDPT: methacryloyloxydecyl dihydrogen 
thiophosphate; BHT: butylated hydroxytoluene; Bis-EMA: ethoxylated bisphenol A glycol dimethacrylate; TEG-
DMA: triethylene glycol dimethacrylate; UDMA: urethane dimethacrylate 
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รูปท่ี 11 แสดงแผนผังการทดสอบด้วย in situ zymography 
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รูปท่ี 12 แสดงการเตรียมสไลค์ส าหรับทดสอบ in situ zymography 
ก. วางกระจกปิดสไลดห์นา 2 ช้ัน บริเวณกลางแผ่นสไลด์ ห่างกันประมาณ  

1 เซนติเมตร ทาทบับริเวณขอบด้วยน้ ายาเคลือบเลบ็ วางขี้ผึ้งกั้นขอบบาง ๆ 
เพื่อใหม้ีพื้นทีส่ าหรับยึดติดช้ินตัวอย่าง 

ข. ติดช้ินตัวอย่างด้วยกาวไซยาโนอะคริเลต บริเวณกึ่งกลางสไลค์  
ค. ย้อมช้ินตัวอย่างด้วย fluorescein-gelatin mixer  
ง. ปิดทบัด้วยแผ่นปิดสไลด์ และเคลอืบด้วยน า้ยาเคลอืบเล็บ 
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รูปท่ี 13 แสดงหลกัการท างานของการทดสอบด้วย in situ zymography 
บริเวณทีม่ีการท างานของเอนไซม์ gelatinase จะเกิดการยอ่ย quenched fluorescein 

conjugated gelatin substrate ปรากฏเป็นสเีขียวของ fluorescein 
 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 

การวิเคราะห์ความแตกต่างของปรมิาณ active MMP-2 และความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ 

ด้วยโปรแกรมส าเรจ็รปู (SPSS for windows version 17.0) ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 เนื่องจาก

ทดสอบด้วยสถิติทดสอบ Kolmogorov-Smirnov test และ levene's test  พบว่าข้อมลูมีการ

กระจายตัวแบบปกติ (normal distribution) และมีความแปรปรวนเท่ากัน (equal variances) จงึ

ทดสอบสมมติฐานการทดลองด้วย one-way ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุม่

การทดลองด้วย Bonferroni test   
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

ผลการวัดปริมาณ active MMP-2  

จากการวัดปริมาณ  active MMP-2 พบว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงปรมิาณ active MMP-2 

(ng/ml) หลงัการดงึแร่ธาตุออกด้วยกรดฟอสฟอริก (DDP: กลุ่มที่ 2) เมื่อเทียบกบักลุ่มที่ไมผ่่านการดึง

แร่ธาตุด้วยกรดฟอสฟอรกิ (MIN: กลุ่มที่ 1) ในขณะที่ปริมาณ active MMP-2 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ

เมื่อใช้สารยึดติด Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) และ G-Premio Bond 

(GC, Tokyo, Japan) (แสดงในรปูที่ 15a) และการปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ด

องุ่นสง่ผลใหล้ดปริมาณ active MMP-2 อย่างมีนัยส าคัญเมื่อใช้ร่วมกับสารยึดติด G-Premio Bond 

(GC, Tokyo, Japan) (แสดงในรูปที่ 15c) แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อใช้ร่วมกบั      

สารยึดติด Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) (แสดงในรปูที่ 15b) 
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รูปท่ี 14 กราฟแท่งแสดงค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของปรมิาณ active MMP-2 (ng/ml)  
จากการทดลองด้วย BiotrakTM MMP-2 Activity Assay  ตัวย่อ MIN คือ ผงเนื้อฟันที่ไม่ปรับสภาพ
ผิวใด ๆ DDP คือ MIN ที่ถูกปรับสภาพด้วยกรดฟอสฟอริก SBU คือ DDP ที่ถูกปรับสภาพด้วย 
Single Bond Universal GSE+SBU คือ DDP ที่ถูกปรบัเปลี่ยนชีวภาพด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น
ก่อนปรบัสภาพด้วย SBU GPB คือ DDP ที่ถูกปรบัสภาพด้วย G-Premio Bond GSE+GPB คือ DDP 
ที่ถูกปรบัเปลี่ยนชีวภาพด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นก่อนปรบัสภาพด้วย GPB เส้นและเครื่องหมายดอก
จันทร์แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิตริะหว่างกลุ่มการทดลอง (p < 0.05)  
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ผลการวิจัย in situ zymography  

รูปที่ 16 และ 17 แสดงต าแหน่งทีม่ีการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนบริเวณช้ันไฮบริด   

จากการทดสอบด้วยวิธี in situ zymography หลังบ่มช้ินงานที่อุณหภูมิ 37 นาน 96 ช่ัวโมง พบว่า

กลุ่มที่ยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึดติด Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) และ

กลุ่มที่ปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นก่อนการยึดติดเนื้อฟันด้วย Single Bond 

Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) มีความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ใกล้เคียงกัน โดยกลุ่มที่

ยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึดติด Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) ปรากฎสี

เขียวจาง ๆ ของฟลอูอเรสเซนต์ (faint green fluorescence) ในบริเวณช้ันไฮบริดและบางต าแหน่ง

ของท่อเนือ้ฟัน (แสดงในรูปที่ 16b และ 16c) ในขณะที่ กลุ่มที่ปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสาร

สกัดจากเมล็ดองุ่นก่อนการยึดติดเนื้อฟันด้วย Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, 

USA) ปรากฎสเีขียวจาง ๆ ของฟลูออเรสเซนต์ที่บริเวณส่วนล่างของช้ันไฮบริดและแทบจะไมป่ราฎใน

ท่อเนื้อฟัน (แสดงในรูปที่ 16e และ 16f) สอดคล้องกับการวิเคราะห์เชิงปรมิาณพบว่าความเข้มของ

ฟลูออเรสเซนต์ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างกลุ่มทีท่ าและไมท่ าการปรบัเปลี่ยนชีวภาพ

เนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นกอ่นการยึดติดเนื้อฟันด้วย Single Bond Universal (3M ESPE, 

St Paul, MN, USA) 

กลุ่มที่ยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึดติด G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan) หลงัจากบ่ม

ช้ินงานที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 96 ช่ัวโมง     ปรากฎสเีขียวของฟลูออเรสเซนต์ที่บริเวณ

ช้ันไฮบริดและท่อเนื้อฟัน แต่มีความเข้มมากกว่ากลุ่มที่ยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึดติด Single Bond 

Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) แสดงใหเ้ห็นถึงการท างานของ active gelatinases ที่

มากกว่า (แสดงในรปูที่ 16c และ 17c) แต่เมื่อท าการปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจาก

เมล็ดองุ่นก่อนทาสารยึดติด G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan)    พบว่าปรากฎสีเขียวของ
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ฟลูออเรสเซนต์ที่มีความเข้มน้อยลงอย่างเห็นได้ชัดและการวิเคราะหเ์ชิงปริมาณพบว่าการปรบัเปลี่ยน

ชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นก่อนยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึดติด G-Premio Bond (GC, 

Tokyo, Japan)  ท าให้ความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่ท า

การปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น (แสดงในรปูที่ 17c และ 17f) 

 ส าหรับเนื้อฟันที่ไมม่ีการปรบัสภาพผิวใด ๆ และเนื้อฟันที่ถูกกัดด้วยกรดฟอสฟอริก พบมกีาร

ท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนบริเวณท่อเนื้อฟัน (รูปแสดงในภาคผนวก) แต่ไม่พบการปรากฏสีเขียว

ของฟลูออเรสเซนต์ในกลุ่มควบคุมที่ใช้สารยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีน (รปูแสดงใน

ภาคผนวก) 

 
รูปท่ี 15  แสดงบรเิวณรอยต่อของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟันที่ไม่ใช้และใช้สารสกัดจากเมล็ด
องุ่นปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟัน  ก่อนท าการยึดตึดเนื้อฟันด้วยสารยึดติด  Single  Bond  Universal 
(a-c) ไม่ใช้ และ (d-f) ใช้ สารสกัดจากเมล็ดองุ่น (GSE) ปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันก่อนทาสารยึดติด 
Single Bond Universal (SBU) ตัวย่อ A คือ Adhesive layer H คือ Hybrid layer (ระหว่าง     
หัวลูกศร) D คือ เนื้อฟัน   (a) ภาพขาวด า แสดงต าแหนง่ของการยึดติดด้วย SBU (b) ภาพช่วงสี
เขียว (c) ภาพผสาน a และ b แสดงสีเขียวจาง ๆ ของฟลอูอเรสเซนต์บริเวณช้ันไฮบริด (ระหว่างหัว
ลูกศร) และสีเขียวเข้มของฟลูออเรสเซนต์บางต าแหน่งของท่อเนื้อฟัน (นิ้วช้ี) (d) ภาพขาวด า แสดง
ต าแหน่งของการยึดติดด้วย SBU  ที่ใช้ GSE ปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันก่อนทาสารยึดติด (e) ภาพ
ช่วงสีเขียว (f) ภาพผสาน a และ b แสดงสีเขียวจาง ๆ ของฟลูออเรสเซนต์บรเิวณส่วนล่างของช้ัน
ไฮบริด (ระหว่างหัวลกูศร) และทอ่เนื้อฟัน (นิ้วช้ี) (g) กราฟแท่งแสดงความเข้มฟลูออเรสเซต์ในช้ัน
ไฮบริด (pixel/µm2) ไม่มีความแตกต่างระหว่างกลุ่มการทดลอง 
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รูปท่ี 16   แสดงบริเวณรอยต่อของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟันที่ไม่ใช้และใช้สารสกัดจาก
เมล็ดองุ่นปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟัน  ก่อนท าการยึดตึดเนื้อฟันด้วยสารยึดติด    G-Premio  Bond 
(a-c) ไม่ใช้ และ (d-f) ใช้ สารสกัดจากเมล็ดองุ่น (GSE) ปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันก่อนทาสารยึดติด 
G-Premio Bond (GPB)  ตัวย่อ A คือ Adhesive layer H คือ Hybrid layer (ระหว่างหัวลูกศร)   
D คือ เนื้อฟัน (a) ภาพขาวด า แสดงต าแหน่งของการยึดตดิด้วย GPB (b) ภาพช่วงสีเขียว (c) ภาพ
ผสาน a และ b แสดงสเีขียวเข้มของฟลูออเรสเซนต์บริเวณช้ันไฮบริด (ระหว่างหัวลูกศร) และ       
ท่อเนื้อฟัน (นิ้วช้ี) (d) ภาพขาวด า แสดงต าแหน่งของการยึดติดด้วย GPB  ที่ใช้ GSE ปรบัเปลี่ยน
ชีวภาพเนื้อฟันก่อนทาสารยึดติด (e) ภาพช่วงสีเขียว (f) ภาพผสาน a และ b แทบจะไม่แสดงสีเขียว
ของฟลูออเรสเซนต์บรเิวณช้ันไฮบริด (ระหว่างหัวลกูศร) และแสดงสเีขียวจาง ๆ ของฟลอูอเรสเซนต์
ในท่อเนื้อฟัน(นิ้วช้ี) (g) กราฟแท่งแสดงความเข้มฟลูออเรสเซต์ในช้ันไฮบริด (pixel/µm2)            
เส้นและเครืองหมายดอกจันทร์แสดงความแตกต่างอย่างมีนยัส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มการทดลอง     
(p < 0.05) 
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

อภิปรายผลการวิจัย 

งานวิจัยนีพ้บว่าการดึงแร่ธาตุออกจากผงเนื้อฟันด้วยกรดฟอสฟอริก  ไม่มีผลในการเพิม่

ปริมาณ active MMP-2 เมื่อเทียบกับผงเนื้อฟันที่ไม่ผ่านการปรับสภาพใด ๆ      ในขณะที่สารยึดติด

ยูนิเวอร์แซลทัง้สองชนิด คือ Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) และ          

G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan) มีผลในการลดปรมิาณ active MMP-2 และเป็นที่น่าสนใจ

ว่า ปริมาณ active MMP-2 ลดลงเพิม่ขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) เมื่อท าการปรบัเปลี่ยนชีวภาพ

เนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นกอ่นใช้สารยึดติด G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan) ซึ่งให้ผล

สอดคล้องกบัการทดสอบ in situ zymography ที่แสดงให้เห็นว่าการปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วย

สารสกัดจากเมล็ดองุ่นท าใหม้ีการลดปริมาณ active gelatinases บรเิวณช้ันไฮบริด 

 สารยึดติดยูนิเวอร์แซล เป็นสารยึดติดชนิดขวดเดียวที่ถูกผลิตเพื่อให้สะดวกต่อการใช้งาน 

สามารถยึดติดได้กับทุกพื้นผิวและใช้งานได้หลายรปูแบบ ทั้งแบบเอทช์แอนด์รินสโ์หมด เซลฟ์เอทช์

โหมด และซเีลคทฟีเอทช์โหมด โดยไม่สง่ผลต่อค่าก าลงัการยึดติด25, 45, 65 แต่อย่างไรก็ตาม รอยต่อ

ของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟันยังเป็นจุดอ่อนของการยึดติด ไม่ว่าการใช้สารยึดติดระบบ

เอทช์แอนด์รินส์หรือเซลฟ์เอทช์ เมื่อเวลาผ่านไปพบการเสื่อมสลายบรเิวณรอยต่อระหว่างเรซินและ

เนื้อฟัน85, 102, 111  นักวิจัยจึงคิดค้นวิธีการต่าง ๆ เพื่อต้านการเสื่อมสลายบรเิวณรอยต่อของเรซินและ

เนื้อฟัน โดยวิธีการหนึง่ที่น่าสนใจคือการเพิม่ความแข็งแรงให้แก่เส้นใยคอลลาเจนและลดการท างาน

ของเอนไซม์ย่อยโปรตีนบริเวณช้ันไฮบริด17 

 เอนไซม์ MMPs และ cysteine cathepsin เปน็กลุ่มเอนไซมท์ี่สามารถย่อยสลาย

องค์ประกอบต่าง ๆ ของเมทริกซ์นอกเซลล์ รวมถงึเส้นใยคอลลาเจน ชนิดที่ 1 ในเมทริกซ์นอกเซลล์
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ของเนื้อฟัน168 เอนไซม์ MMPs ถูกผลิตจาก odontoblast ขณะที่เกิดกระบวนการสร้างเนื้อฟัน 

(dentinogenesis) และยังหลงเหลืออยู่ในเนือ้ฟัน103, 183  ถึงแม้ เอนไซม์ MMP-2 ถูกจัดอยู่ในเอนไซม์

กลุ่ม gelatinase แต่มรีายงานว่าเอนไซม์ MMP-2 สามารถย่อยสลายเส้นใยคอลลาเจนชนิดที่  1  ได้

ทั้ง native และ denatured form11 อีกทั้งมีรายงานว่า ในเนื้อฟันมีปริมาณ เอนไซม์ MMP-2 

มากกว่าชนิดอื่น ๆ141 ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงเลือกท าการศึกษาปริมาณ active MMP-2 เพื่อเป็นตัวแทน

ของเอนไซม์ย่อยโปรตีนในเนื้อฟัน และ ทดสอบ in situ zymography เพื่อศึกษาต าแหน่งที่มีการ

ท างานของเอนไซม์ active gelatinases ในช้ันไฮบริด ทั้งนีส้ัดส่วนของปรมิาณเอนไซม์ยอ่ยโปรตีนใน

เนื้อฟันผันแปรไปตามอายุและพยาธิสภาพต่าง ๆ 183 

เอนไซม์ MMPs เป็นกลุ่มเอนไซม์ทีม่ีโครงสร้างหลกัประกอบด้วย โปรโดเมน คะตะลสิต์

โดเมน ส่วนบานพบั และ ฮีโมเพคซินโดเมน ในส่วนโปรโดเมนมีโครงสร้างส าคัญคือคิสตอิินสวิตช์    

ซึ่งจบักบัไอออนของสังกะสบีนคะตะลิสต์โดเมน ท าใหเ้อนไซม์คงอยู่ในรูปไม่มีฤทธ์ิ เมื่อคิสติอินสวิตช์

ถูกเปิดออกโดยการกระตุ้นจากเอนซ์ยอ่ยโปรตีนชนิดอื่น อนุมูลอสิระ ความร้อน สารเคมี พยาธิสภาพ 

หรือสภาวะกรด เอนไซม์จะถูกเปลี่ยนให้อยู่ในรปูพรอ้มท างาน140, 166 นอกจากนี้ สามารถถูกกระตุ้นได้

โดยสารยึดติดทางทันตกรรมทั้งระบบเอทช์แอนด์รินส์และเซลฟ์เอทช์85, 86, 102, 155 

 ถึงแม้ผลการวัดปริมาณ active MMP-2  ของงานวิจัยน้ี พบว่า การดึงแร่ธาตุออกด้วยกรด

ฟอสฟอริกไมส่่งผลให้เพิ่มปริมาณ active MMP-2 ซึง่ขัดแย้งกับบางการศึกษาที่รายงานว่ากรด

ฟอสฟอริกสามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ MMPs86, 107 แต่ยังมีการศึกษาจ านวนหนึง่แสดงให้

เห็นว่าการดงึแร่ธาตุออกด้วยกรดฟอสฟอริกไม่มผีลหรือสง่ผลใหล้ดปริมาณ active MMPs82, 85, 102 

เนื่องจากกรดฟอสฟอริกท าใหเ้กิดการกระตุ้นและท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเอนไซม์ 

MMPs ไปในขณะเดียวกัน85, 102 แต่ประเด็นส าคัญของการวัดปริมาณ active MMP-2 ในการศึกษาน้ี 

เพื่อใช้เป็นค่าเปรียบเทียบกับผลของการใช้สารสกัดจากเมลด็องุ่นต่อการลดปริมาณ active MMP-2 
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ซึ่งความแตกต่างของผลการศึกษาน้ีอาจเป็นผลจากความแตกต่างของความเข้มข้น ค่าความเป็นกรด

ด่าง และระยะเวลาที่ใช้กรดฟอสฟอริกในการดงึแร่ธาตุออกจากผงเนื้อฟัน34, 85, 102, 167 อีกทั้งความ

แตกต่างของฟัน ปรมิาณผงเนื้อฟัน ชนิดและปรมิาณของ extraction buffer ระยะเวลาที่ใช้ในการดึง

โปรตีน ที่แตกต่างกันไปในแต่ละการศึกษา79-82, 85, 86   แต่อย่างไรก็ดี การศึกษาที่ท าการดึงแร่ธาตุ

ออกจากผงเนื้อฟันด้วยกรดฟอสฟอริกทีม่ีความเข้มข้นและระยะเวลาเท่ากัน ยังให้ผลการศึกษาที่

แตกต่างกันของปริมาณ active MMPs79-81, 107  

เป็นที่น่าสนใจมากยิ่งข้ึน เมื่อพบว่าสารยึดติดยูนิเวอร์แซลทัง้ 2 ชนิดที่ใช้ในงานวิจัยน้ี มีความ

แตกต่างของค่าความเป็นกรดด่างและองค์ประกอบส าคัญ (แสดงในตารางที่ 3) สามารถลดปริมาณ 

active MMP-2 ซึ่งสอดคล้องกบัการศึกษากอ่นหน้าที่แสดงให้เห็นว่าสารยึดติดบางชนิดมีผลลด

ปริมาณ active MMPs86, 107 ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากการเกดิปฏิกิริยาของสารเคมีกบัโปรตีนในเนื้อฟนั 

ซึ่งมรีายงานว่า MDP, 4-MET และ Vitrebond® co-polymer เกิดปฏิกริิยาเคมกีับเส้นใย      

คอลลาเจนและไฮดรอกซีอะพาไทต์ได้51, 188  นอกจากนี้ยังพบว่า HEMA และ ethanol ที่เป็น

องค์ประกอบในสารยึดติด มีผลในการยบัยั้งการท างานของ MMPs21, 86, 149 

ผลจากการศึกษา in situ zymography ของงานวิจัยน้ีพบว่า บรเิวณช้ันไฮบริดที่เกิดจาก

การใช้สารยึดติด G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan) มีความเข้มของสฟีลูออเรสเซนต์มากกว่า

บริเวณช้ันไฮบริดที่เกิดจากการใช้สารยึดติด Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, 

USA)  ทัง้นี้อาจเป็นผลมาจาก HEMA ที่ช่วยส่งเสริมการแทรกซมึของเรซินมอนอเมอร์86, 175    จึงท า

ให้ Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) แทรกซึมไปห่อหุ้มเส้นใยคอลลาเจน

เกิดช้ันไฮบริดที่สมบรูณ์กว่า G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan) ดังมีผลการศึกษายืนยันว่าการ

ใช้สารยึดติดที่ไม่มสี่วนประกอบของ  HEMA ให้ประสิทธิภาพการยึดติดด้อยกว่าสารยึดติดทีม่ี

ส่วนประกอบของ HEMA91  ดังนั้น หากใช้สารยึดติดที่มปีระสทิธิภาพในการเกิดไฮบริดได้ดีจะไม่เห็น
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ความแตกต่างของการปรบัเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกดัจากเมล็ดองุ่นก่อนการใช้สารยึดติด ดงั 

เช่นการยึดติดเนื้อฟันด้วย Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) ในงานวิจัยน้ี 

แต่ในทางตรงข้าม หากใช้สารยึดติดทีม่ีประสทิธิภาพในการเกิดไฮบริดไม่ดี จะเห็นประสิทธิภาพของ

การลดปรมิาณ active gelatinases จากการปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นได้

อย่างชัดเจน ดังเช่นการยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยึดติด G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan)       ใน

งานวิจัยน้ี ซึ่งสอดคลอ้งกบัผลการวัดปรมิาณ active MMP-2 ที่พบว่า สารสกัดจากเมล็ดองุ่นส่งผลใน

การลดปรมิาณ active MMP-2 อย่างมีนัยส าคัญเมื่อใช้รว่มกับสารยึดติด G-Premio Bond (GC, 

Tokyo, Japan) จากผลดงักล่าว สนบัสนุนแนวคิดที่ว่า ประสทิธิภาพของการยึดติดและการกระตุ้น

เอนไซม์ย่อยโปรตีนข้ึนกับชนิดของสารยึดติดทีเ่ลอืกใช้86 

สารสกัดจากเมล็ดองุ่นเป็นสารสกัดจากธรรมชาติที่มอีงค์ประกอบของพอลิฟีนอลและมีความ

เป็นพิษต่ า โปรแอนโทไซยานิดินเป็นพอลิฟีนอลหลกัที่พบในสารสกัดจากเมล็ดองุ่น มีฤทธ์ิต้านอนุมูล

อิสระ ต้านการอักเสบ และฆ่าเช้ือ24, 39, 48, 53, 90, 110, 118, 120, 133, 191 ถูกน ามาใช้ในการศึกษาเพื่อเพิม่

ประสิทธิภาพของการยึดติดเนื้อฟัน การใช้สารสกัดจากเมล็ดองุ่นปรบัสภาพผิวเนื้อฟันนาน 1 นาท ี

สามารถเพิ่มการครอสลิงค์ของเส้นใยคอลลาเจนในเนื้อฟัน    ท าให้ลดปริมาณการสกัดโปรตีนและ

เพิ่มความต้านทานของเส้นใยคอลลาเจนจากการย่อยสลายจากเอนไซม์ย่อยโปรตีน68, 141, 143    ถึงแม้

ยังไม่พบกลไกการท างานที่แน่ชัด แต่เช่ือว่าเส้นใยคอลลาเจนหรือสารโปรตีนชีวภาพที่มีโปรลีนเป็น

โครงสร้างส าคัญสามารถเกิดปฏิกริิยากบัสารโปรแอนโทไซยานิดีนในเมล็ดองุ่นได้ดี โดยเกิดการเช่ือม

พันะเคมรีะหว่างหมูเ่อไมด์ คารบ์อนิล (amide carbonyl group) ของโปรลีน กับ หมู่ฟีนอล 

ไฮโดรเจน (phenolic hydrogen residues) ของสารพอลิฟีนอล ได้ทั้งพันธะโคเวเลนต์ ไฮโดรเจน 

และไฮโดรโฟบิก อีกทั้งยังสามารถเกิดการเช่ือมกันระหว่างเส้นใยคอลลาเจนได้ด้วยพันธะไออนิก43, 62, 

101, 115 ผลการศึกษาจากงานวิจัยน้ี พบว่าสารสกัดจากเมล็ดองุ่นยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ยอ่ย
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โปรตีนได้ สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าที่พบว่า การยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนของ

สารกลุ่มคอลลาเจนครอสลงิค์เกิดจากการท าใหเ้อนไซมเ์ปลีย่นแปลงรูปร่างอย่างถาวร (irreversible 

conformation change)44, 68, 140-142 

ถึงแม้มีรายงานว่าสารสกัดจากเมล็ดองุ่นสามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ MMPs ได้20, 

78, 79, 141, 163  แตย่ังไม่มีการศึกษาที่แสดงผลของการปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ด

องุ่นต่อการลดปริมาณ active enzyme บริเวณช้ันไฮบริดที่เกิดจากการใช้สารยึดติด Single Bond 

Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) และ G-Premio Bond (GC, Tokyo, Japan) ซึ่งมีความ

แตกต่างขององค์ประกอบทางเคมีและความชอบน้ า มีการศึกษาพบว่าประสิทธิภาพในการเกิดครอส

ลิงค์ และการยบัยั้งการท างานของเอนไซม์ด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นข้ึนกบัความเข้มข้น ระยะเวลา 

และตัวท าละลายที่ใช้เตรียมสารสกัดจากเมล็ดองุ่น การปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจาก

เมล็ดองุ่น เป็นเวลา 1 ถึง 5 นาที ให้ประสทิธิภาพในการเพิม่ครอสลงิค์ และยับยั้งการท างานของ

เอนไซม์ย่อยโปรตีนโดยไม่มผีลกระทบต่อค่าก าลังการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟัน48, 49, 141, 143 ซึ่ง

ความสามารถในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์น่าจะเป็นผลมาจากสารสกัดจากเมล็ดองุ่นท าให้เกิด

การเปลี่ยนโครงสร้างโมเลกุลของเอนไซม์อย่างถาวรหรอืท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงบริเวณโดเมนที่มี

ความส าคัญต่อการท างานของเอนไซม์44, 140-142 นอกจากนี้ยังมรีายงานว่าเอทานอลที่ใช้เป็นตัวท า

ละลายในการเตรียมสารสกัดจากเมล็ดองุ่นที่ใช้ในงานวิจัยน้ี สามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม ์

MMPs ได้เช่นกัน161  

งานวิจัยน้ีได้น าเสนอการปรบัเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นความเข้มข้น

ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก เป็นเวลา 1 นาที ซึ่งน่าจะเป็นระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการใช้งานทางคลินกิ

และสามารถลดปรมิาณ active MMP-2 ได้ อันน่าจะเป็นวิธีการหนึ่งในการยืดอายุของการยึดติดเนื้อ

ฟันโดยการยับ้ยั้งการท างานของเอนไซม์ MMPs นอกจากนี้ Zhou และคณะ ปี 2016 ได้แสดง
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ประสิทธิภาพของสารสกัดจากเมล็ดองุ่นในการช่วยป้องกันการยุบตัวของเส้นใยคอลลาเจนหลงัการ

เป่าก าจัดน้ า193 หากสามารถก าจัดน้ าที่อยู่ระหว่างเส้นใยคอลลาเจนออกได้โดยไม่ท าให้คอลลาเจน

ยุบตัวจะสง่ผลดีต่อการแทรกซมึของเรซินแอดฮีซีฟที่มีความไม่ชอบน้ าสูง เช่น สารยึดติดที่ไม่มี HEMA 

เป็นองค์ประกอบ โดยไม่เกิดปรากฏการณ์แยกช้ันของสารยดึติด147 แต่อย่างไรก็ตามบริเวณช้ันไฮบริด

ยังคงเป็นจุดอ่อนของการยึดติด ไม่สามารถท าให้เกิดการห่อหุ้มเส้นใยคอลลาเจนได้อย่างสมบูรณ์ 

ดังนั้น การชะลอการเสื่อมสลายของเส้นใยคอลลาเจนที่ไม่ถูกห่อหุ้มด้วยเรซินอย่างสมบรูณ์ด้วยการ

เพิ่มความทนทานตอ่การย่อยสลายโดยเอนไซม์ย่อยโปรตีนและการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ยอ่ย

โปรตีนจึงเป็นวิธีการส าคัญวิธีการหนึ่งทีจ่ะช่วยเพิ่มความคงทนของการยึดติดเนื้อฟันได้ และยงัคงต้อง

ศึกษาต่อไปถึงประสทิธิภาพของการเพิ่มความคงทนของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟัน รวมทั้ง

การศึกษาทางคลินิก 

  งานวิจัยน้ีใช้ฟันกรามแทซ้ี่ทีส่ามของมนุษย์เป็นกลุม่ตัวอย่าง หลังถูกถอนจะถูกก าจัดเนือ้เยื่อ

อ่อนและเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 oC โดยไม่ผ่านการแช่น้ ายาฆ่าเช้ือใด ๆ เนื่องจากไม่มีข้อมลูเกี่ยวกับผล

ของน้ ายาฆ่าเช้ือต่อการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนในเนือ้ฟัน ฉะนั้นในการท าวิจัยต้อง

ระมัดระวังและป้องกันการแพร่กระจายเช้ือ แต่ภายหลังพบว่า บางการศึกษาที่ท าการทดลองใน

ลักษณะเดียวกันนี้ ท าการฆ่าเช้ือฟันที่ถอนแล้วด้วยยาฆ่าเช้ือ เช่น thymol และ sodium azide ก่อน

น ามาศึกษา  ส าหรบักระบวนการเตรียมเนือ้ฟัน มีการใช้เครื่องตัดช้ินงานความเร็วต่ า หัวกรอเร็ว และ

เครื่องขัดช้ินงานด้วยกระดาษทราย อันส่งผลใหเ้กิดความร้อนที่สามารถกระตุ้นการท างานของเอนไซม์

ย่อยโปรตีนได้ ฉะนั้นผลการศึกษาอาจพบการท างานของเอนไซม์มากกว่าสภาวะจริงทางคลินิก   

จากการส ารวจก่อนการด าเนินงานวิจัย พบว่าสารสกัดจากเมล็ดองุ่นที่จ าหน่ายในท้องตลาดมี

หลากหลายผลิตภัณฑ์ สารสกัดจากเมล็ดองุ่นบางผลิตภัณฑ์ไม่ละลายน้ า อีกทัง้มปีรมิาณโพลีฟีนอล

และโปรแอนโทไซยานิดินที่แตกต่างกัน การศึกษาต่อไป อาจจ าเป็นต้องวัดปริมาณองค์ประกอบส าคัญ
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ของผลิตภัณฑ์ที่เลือกใช้ร่วมด้วย อีกทัง้จะเป็นประโยชน์ต่อการวิเคราะห์ข้อมลูเพิ่มเติมหากมีการวัด

ปริมาณโปรตีนทั้งหมดทีส่กัดได้  

ในอนาคตยังมีความจ าเป็นต้องศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับกลไกการท างานของสารสกัดจากเมล็ด

องุ่นในการเพิ่มความแข็งแรงแก่เส้นใยคอลลาเจน และการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีนใน

เนื้อฟัน ความสามารถในการยบัยั้งการท างานของเอนไซมย์่อยโปรตีนในระยะยาว การศึกษาผลของ

การต้านการเสือ่มสลายของการยึดติดระหว่างเรซินและเนื้อฟันในระยะยาว การใช้งานกบัสารยึดติด

ระบบอื่น รวมถงึการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ทางทันตกรรม ทั้งการศึกษาในห้องทดลองและการศึกษา

ทางคลินิก อันจะเป็นประโยชน์ในการพฒันาเทคนิกการรกัษาและการยืดอายุของการยึดติดระหว่าง  

เรซินและเนื้อฟัน 

จากข้อจ ากัดจากงานวิจัย ผลการศึกษาจาก in situ zymography และการวัดปริมาณ 

active MMP-2 แสดงใหเ้ห็นว่า การปรับเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นลดปรมิาณ 

active enzyme ได้อย่างมีนัยส าคัญเมื่อใช้สารยึดติด G-Premio bond (GC, Tokyo, Japan) แต ่ 

ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อใช้สารยึดติด Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, 

USA) ทัง้นี ้ อาจเป็นผลจากความสามารถในการแทรกซึมของเรซินมอนอเมอร์ลงไปห่อหุ้มเส้นใย

คอลลาเจนที่แตกต่างกัน ดังนั้น การใช้สารสกัดจากเมลด็องุ่นอาจไมม่ีความจ าเป็นเมื่อใช้สารยึดติด 

Single Bond Universal (3M ESPE, St Paul, MN, USA) แต่จะส่งผลดเีมื่อใช้สารยึดติด G-Premio 

bond (GC, Tokyo, Japan) เป็นที่น่าสังเกตว่าการใช้ปรบัเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันด้วยสกัดจากเมล็ด

องุ่นอาจไมจ่ าเป็นส าหรบัการใช้สารยึดติดทกุชนิด เพื่อช่วยลดการท างานของเอนไซม์ย่อยโปรตีน

บริเวณช้ันไฮบริด ฉะนั้น   อาจแนะน าให้ใช้สารสกัดจากเมล็ดองุ่นปรบัเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟันก่อนการ

ใช้สารยึดติดยูนิเวอร์แซล เอทช์แอนด์รินส์โหมด โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อใช้สารยึดติดที่มีความสามารถ

ในการแทรกซึมของเรซินมอนอเมอร์ลงไปห่อหุ้มเส้นใยคอลลาเจนได้ไม่ดี 
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สรุปผลการวิจัย 

จากข้อจ ากัดของการศึกษาน้ี สามารถสรปุผลการศึกษาได้ว่าการปรบัเปลี่ยนชีวภาพเนื้อฟัน

ด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่นสามารถลดปริมาณ active gelatinases ในบริเวณช้ันไฮบริด ทั้งนี ้

ประสิทธิภาพดังกล่าวข้ึนกับชนิดของสารยึดติด ซึง่ประสิทธิภาพในการลดปริมาณ active 

gelatinases  อย่างชัดเจนเมือ่ใช้ร่วมกับสารยึดติดที่มีความไม่ชอบน้ าสูง  

อาจล่าวได้ว่า การใช้สารสกัดจากเมล็ดองุ่นให้ผลดีในการลดปริมาณ active gelatinases 

บริเวณช้ันไฮบริดเมือ่ใช้ร่วมกับสารยึดติดบางชนิด เพื่อหวังผลในการเพิ่มความคงทนของการยึดติด

ระหว่างเรซินและเนื้อฟัน แต่อย่างไรก็ตาม ต้องศึกษาเพิม่เติมเกี่ยวกับกลไกในการลดปรมิาณเอคทฟี

เอนไซม์     ผลต่อค่าก าลงัการยึดติด และประสิทธิภาพในการช่วยเพิ่มความคงทนของการยึดติด

ระหว่างเรซินและเนื้อฟันในระยะยาว 
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ภาคผนวก ก 

แสดงภาพขั้นตอนและผลการวัดปรมิาณ active MMP-2 
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รูปท่ี 17 แสดงผงเนื้อฟันทีเ่ตรียมส าหรบัวัดปรมิาณ active MMP-2 
 

 

รูปท่ี 18 แสดงวิธีปรับสภาพผงเนื้อฟันด้วยกรดฟอสฟอริก 
เติมกรดฟอสฟอรกิความเข้มข้นรอ้ยละ 10 ปรมิาณ 500 ไมโครลิตร นาน 10 นาที (ก)  ล้างด้วยน้ า
กลั่น 1,500 ไมโครลิตร (ข) ปั่นด้วยความเร็ว 18,000 รอบต่อนาที เพือ่ใหผ้งเนื้อฟันตกตะกอน (ค) 
ท าซ้ า 3 ครั้ง แล้วดูดน้ าเหนือตะกอนทิง้ (ง) 

 

 

รูปท่ี 19 แสดงวิธีปรับสภาพเนื้อฟันด้วยสารยึดติดหลังกัดด้วยกรดฟอสฟอรกิ 
เติมสารยึดติด 400 ไมโครลิตร นาน 1 นาที (ก) ก าจัดสารยึดติดออกด้วยอะซโิตน ปริมาณ 1,500 
ไมโครลิตร (ข, ง, ฉ) ปั่นด้วยความเร็ว 18,000 รอบต่อนาที เพื่อใหผ้งเนื้อฟันตกตะกอน (ค, จ, ช) 
ท าซ้ า 3 ครั้ง แล้วดูดน้ าเหนือตะกอนทิง้  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 89 

 

รูปท่ี 20 แสดงวิธีปรับสภาพผงเนื้อฟันด้วยสารสกัดจากเมลด็องุ่น 
เติมสารสกัดจากเมล็ดองุ่นที่เตียมไว้ ปริมาณ 500 ไมโครลิตร นาน 1 นาที (ก)  ล้างด้วยน้ ากลั่น 
ปริมาณ 1,500 ไมโครลิตร แล้วปั่นเพื่อให้ผงเนื้อฟันตกตะกอน (ข,ค ,ง) ท าซ้ า 3 ครั้ง แล้วดูดน้ าเหนือ
ตะกอนทิ้ง (จ) 

 

รูปท่ี 21 แสดงวิธีปรับสภาพเนื้อฟันด้วยสารยึดติดหลังปรบัสภาพด้วยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น 
เติมสารยึดติด 400 ไมโครลิตร นาน 1 นาที (ก) ก าจัดสารยึดติดออกด้วยอะซโิตน ปริมาณ 1,500 
ไมโครลิตร (ข, ค, ง) ปั่นด้วยความเร็ว 18,000 รอบต่อนาท ีเพื่อใหผ้งเนื้อฟันตกตะกอน ท าซ้ า 3 ครั้ง 
แล้วดูดน้ าเหนือตะกอนทิง้ (จ) 

 

รูปท่ี 22 แสดงวิธีการดึงโปรตีน (Protein extraction) ด้วย Tris-HCl 
เติม Tris-HCl ความเข้มข้น 50 mM   ปริมาณ 500 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส         
นาน 96 ช่ัวโมง แล้วปั่นด้วยความเร็ว 18,000 รอบ นาน 10 นาที เพื่อให้ผงเนื้อฟันตกตะกอน     
ตัวอย่างในภาพแสดงกลุ่มที่ 1 (ก) 2 (ข) 3 (ค) และ 4 (ง) 
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รูปท่ี 23 แสดงของเหลวส่วนเหนือตะกอนที่น าไปวัดปริมาณ active MMP-2 
ของเหลวเหนือตะกอนหลังการปั่นด้วยความเร็ว 18,000 รอบ นาน 10 นาที รอบที่ 1 (ก) 2 (ข) และ 

3 (ค) ก่อนน าไปวัดปริมาณ active MMP-2 
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รูปท่ี 24 แสดงชุดทดสอบ BiotrakTM MMP-2 activity assay 
ชุดทดสอบหลงับม่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในที่มดืและมีความช้ืนสัมพัทธ์สมบูรณ์นาน 24 

ช่ัวโมง ที่น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 405 นาโน

เมตร 

รูปท่ี 25 แสดง standard curve ปรมิาณ active MMP-2 และค่าการดูดกลืนแสง 
โดยเตรียมจาก standard human active MMP-2 ความเข้มข้น 3 1.5 0.75 และ 0.375 ng/ml   
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ตารางท่ี 4 แสดงค่าการดูดกลืนแสง (OD) และปริมาณ active MMP-2  
 

 

  

Group  OD OD – OD blank Active MMP-2 
(ng/ml) 

Mean ± SD 

Min 1.471 1.420 1.420  
 
 
 
 

9.817 ± 0.187 

1.413 1.362 1.362 

1.483 1.432 1.432 

1.460 1.409 1.409 
1.448 1.397 1.397 

1.433 1.382 1.382 

PA 1.361 1.310 9.157  
 
 
 
 

9.491 ± 0.285 

1.448 1.397 9.793 
1.395 1.344 9.405 

1.365 1.314 9.186 

1.447 1.396 9.786 

1.424 1.373 9.617 
SBU 1.282 1.231 8.579  

 
 
 

7.520 ± 0.645 

1.101 1.050 7.255 

1.063 1.012 6.977 
1.157 1.106 7.664 

1.083 1.032 7.123 

GSE+SBU 1.008 0.957 6.574  
 
 
 
 

6.692 ± 0.159 

1.014 0.963 6.618 
1.088 1.037 7.159 

1.089 1.038 7.167 

0.988 0.937 6.428 

0.985 0.907 6.208 
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Group  OD OD – OD blank Active MMP-2 
(ng/ml) 

Mean ± SD 

GPB 1.285 1.234 8.601  
 
 
 
 
 

9.817 ± 0.187 

1.318 1.267 8.842 
1.141 1.090 7.547 

1.259 1.208 8.410 

1.227 1.176 8.176 

1.254 1.203 8.374 
1.131 1.080 7.474 

GSE+GPB 0.920 0.869 5.931  
 
 
 
 

6.763 ± 0.650 

1.115 1.064 7.357 
1.058 1.007 6.940 

0.973 0.922 6.318 

0.987 0.936 6.421 

1.150 1.099 7.613 
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ภาคผนวก ข 

แสดงสถิติวิเคราะห์ท่ีใช้เปรียบเทียบปรมิาณ active MMP-2  
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ตารางท่ี 5 แสดงค่าเฉลี่ยปริมาณ active MMP-2 ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ค่าสงูสุดและค่าต่ าสุด  

 

 
 

 

 

ตารางท่ี 6 แสดงการกระจายข้อมูลปรมิาณ active MMP-2 
 

 

จากตารางที่ 6 พบว่าข้อมูลมกีารกระจายแบบปกติ (normal distribution) ทุกกลุ่มการทดลอง 
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ตารางท่ี 7 แสดงความแปรปรวนของข้อมลูปริมาณ active MMP-2  

 

จากตารางที่ 7 พบว่าข้อมูลมีความเป็นเอกพันธ์ของความแปรปรวน (Homogeneity of Variance) 

 

 

 

ตารางท่ี 8 แสดงความแตกต่างของปริมาณ active MMP-2  
 

 

จากตารางที่ 8 พบว่ามีความแตกต่างของปริมาณ active MMP-2 อย่างน้อยหนึ่งกลุ่มการทดลอง 
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ตารางท่ี 9 แสดงความแตกต่างของปริมาณ active MMP-2 ระหว่างกลุ่มการทดลอง   
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ภาคผนวก ค 

ผลการทดสอบ in situ zymography 
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ผลการวิจัย in situ zymography (negative control) 

1. เตรียม resin-dentin slice จากการยึดติดเนื้อฟันด้วยสารยดึติด Single Bond Universal 

(3M ESPE, , St Paul, MN, USA) 

2. ยึดติดช้ินงานลงบนสไลค์ เช่นเดียวกบัที่อธิบายในระเบียบวิธีจัย 

3. บ่มช้ินตัวอย่างกับสารละลายที่มสี่วนประกอบของ 1,10 phenanthroline ความเข้มข้น 

1.25 mM  ปริมาณ 1 µl collagenase ความเข้มข้น 0.4 U/ml ปริมาณ 25 µl 

quenched fluorescein-gelatin ปริมาณ 5 µl anti-fading ปริมาณ 5µl และ reaction 

buffer ปริมาณ 14 µl จากนั้นด าเนินการเช่นเดียวกับทีอ่ธิบายในระเบียบวิธีวิจัย 

 

 

รูปท่ี 26 แสดงบรเิวณรอยต่อของเรซินและเนื้อฟันกลุม่ negative control 
1, 10-phenanthroline (a) ภาพขาวด า แสดงต าแหน่งของการยึดติด (b) ภาพช่วงสีเขียว (c) ภาพ

ผสาน ไม่ปรากฎสีเขียวของฟลูออเรสเซนต์บริเวณช้ันไฮบริด (ระหว่างหัวลูกศร) และท่อเนื้อฟัน ตัวย่อ 

A คือ ช้ันสารยึดติด H คือ ช้ันไฮบริด และ D คือ เนื้อฟัน 
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ผลการวิจัย in situ zymography กลุ่มท่ี 1 (mineralized dentin) 

รูปท่ี 27 แสดงผล in situ zymography ของเนื้อฟันที่ไมป่รับสภาพใด ๆ  
(a) ภาพขาวด า (b) ภาพช่วงสีเขียว (c) ภาพผสาน ปรากฎสีเขียวของฟลูออเรสเซนต์ใน  

ท่อเนื้อฟัน (นิ้วช้ี) 

 

ผลการวิจัย in situ zymography กลุ่มท่ี 2 (phosphoric acid etch) 

รูปท่ี 28 แสดงผล in situ zymography ของเนื้อฟันที่ถูกกดัด้วยกรดฟอสฟอรกิ 15 วินาที 
(a) ภาพขาวด า (b) ภาพช่วงสีเขียว (c) ภาพผสาน ปรากฎสีเขียวของฟลูออเรสเซนต์ใน  
ท่อเนื้อฟัน (นิ้วช้ี) 
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ตารางท่ี 10 แสดงค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของความเข้มฟลูออเรสเซนต์ 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 29 กราฟแท่งแสดงความเข้มฟลูออเรสเซนต์  

ตัวย่อ MIN คือ เนื้อฟันที่ไม่ปรบัสภาพผิวใด ๆ DDP คือ เนื้อฟันที่ถูกกัดกรดฟอสฟอริก 15 วินาที 

SBU คือ ช้ันไฮบริดที่ท าการยึดติดด้วยสารยึดติด Single Bond Universal GPB คือ ช้ันไฮบริดที่ท า

การยึดติดด้วยสารยึดติด G-Premio Bond เส้นและเครื่องหมายดอกจันทร์แสดงความแตกต่างอย่าง

มีนัยส าคัญทางสถิตริะหว่างกลุม่การทดลอง (p < 0.05) 

 

 

 

 

 

 

Group Fluorescence intensity 
(pixel/µm2) 

SD 

MIN 12.51 2.28 
DDD 13.51 1.04 
SBU 11.74 1.18 

GSE+SBU 11.85 1.25 
GPB 15.17 1.78 

GSE+GPB 12.9 1.59 
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ตารางท่ี 11 แสดงการกระจายข้อมลูความเข้มของฟลูออเรสเซนต์   

 
จากตารางที่ 11 พบว่าข้อมูลมีการกระจายแบบปกติ (normal distribution) ทุกกลุ่มการทดลอง 
 

ตารางท่ี 12 แสดงความแตกต่างความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ในช้ันไฮบริด  

 

จากตารางที่ 12 พบว่ามีความแตกต่างความเข้มของฟลูออเรวเซนต์ อย่างน้อยหนึ่งกลุม่การทดลอง 
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ตารางท่ี 13 แสดงความแตกต่างความเข้มของฟลูออเรสเซนต์ ระหว่างกลุ่มการทดลอง  
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ภาคผนวก ช 

รายละเอียดชุดทดสอบ MMP-2 activity assay และ in situ zymography 

(ข้อมูลจากบรษิัทผู้ผลิต) 
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BiotrakTM MMP-2 Activity Assay (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)   

เป็นชุดทดสอบส าหรับวัดปริมาณ active หรือ pro MMP-2 ในสารเหลวจากการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อหรอืสารเหลวจากร่างกาย เช่น ซีรัม พลาสมา ปัสสาวะ หรือน้ าไขข้อ เมื่อบ่มนาน 24 ช่ัวโมง

สามารถตรวจวัดปรมิาณ active MMP-2 ได้ในช่วง 0.75 – 12 ng/ml และหากเพิม่เวลาในการบม่ 

สามารถตรวจวัดปรมิาณ active MMP-2 ได้ในช่วง 0.19 – 3 ng/ml  

เมื่อหยดสารเหลวตัวอย่างลงในหลุมทดสอบ MMP-2 จะจบักับ anti MMP-2 antibody ที่

ถูกเคลือบไว้ในหลุมทดสอบ สารอื่นในสารเหลวตัวอย่างจะถูกก าจัดออกในข้ันตอนการล้าง           

ชุดทดสอบนีส้ามารถวัดได้ทั้งเฉพาะปริมาณ active MMP-2 หรือปริมาณ MMP-2 ทั้งหมดใน      

สารเหลวตัวอย่าง  หากต้องการวัดปริมาณทัง้หมด ท าได้โดยใช้สาร p-aminophenylmercuric 

acetate (APMA) เพื่อกระตุ้น pro MMP-2 ให้กลายเป็น active MMP-2 จงึท าใหส้ามารถวัด

ปริมาณ MMP-2 ทั้งหมดในสารตัวอย่างได้ แต่หากต้องการวัดเฉพาะ active MMP-2 ที่มีในสาร

ตัวอย่าง ไม่ต้องเติมสาร APMA 

สารเคมีในชุดทดสอบ 

10X Assay buffer ความเข้มข้น 500 mM ปริมาณ 10 ml 1 ขวด 

assay buffer ที่พร้อมใช้งานต้องท าการเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 50 mM ซึ่งประกอบด้วย 

Tris-HCl buffer pH = 7.6; 1.5 mM sodium chloride, 0.5 mM calcium chloride,        

1 µM zinc chloride, 0.01 (v/v) BRIJ 35 and 0.005% (w/v) gelatin  

Standard คือ lyophillised human pro MMP-2 ปริมาณ 24 ng 1 ขวด 

เตรียมโดยละลายใน  assay buffer 1 ml จะได้ 24 ng/ml human pro MMP-2 แล้วจึง

ท าการเจือจางต่อด้วย assay buffer ให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการ 
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Detection enzyme คือ urokinase ปริมาณ 100 µl 1 ขวด 

 เนื่องเป็นความเข้มข้นที่พร้อมใช้งานแต่ถูกแช่แข็งไว้ ให้ท าการละลายก่อนใช้งาน 

Substrate คือ lyophilised S-2444 peptide substrate  

เตรียมโดยละลายใน assay buffer 5.1 ml จะได้ความเข้มข้นของ substrate 50 mM 

Wash buffer ความเข้มข้น 40 M ปริมาณ 12.5 ml 

เตรียมโดยเติม deionized water 487.5 ml จะได้ sodium phosphate buffer ความ

เข้มข้น 0.01 M 

p-Aminophenylmercuric acetate (APMA) รูปแบบผงปรมิาณ 352 mg 1 

ขวด เตรียมโดยละลายใน deionized water ปริมาณ 1 ml จะได้ APMA ความเข้มข้น 1 M 

จากนั้นเจือจางต่อด้วย deionized water ให้ได้ความเข้มข้น 0.5 mM 

microplate จ านวน 96 หลุ่ม ท่ีเคลือบด้วย anti MMP-2 antibody  

ขั้นตอนการทดสอบ 

1. เจือจาง standard ด้วย assay buffer ให้ได้ความเข้มข้น 3, 1.5, 0.75, 0.38 และ 0.19 

ng/ml แล้วหยด standard ลงใน microplate ความเข้มข้นละ 2 หลุม หลุมละ 100 

µl 

2. หยด assay buffer 100 µl ลงใน microplate 2 หลมุ เพือ่ใช้เป็น blank 

3.  เตรียมสารเหลวตัวอย่างที่ต้องการวัดปริมาณ MMP-2 หยดน้ าเหนอืตะกอนจากกลุ่ม

ตัวอย่าง ลงใน microplate ตัวอย่างละ 2 หลุม หลุมละ 200 µl 

4. ปิดฝาแล้วบ่มในตู้มืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง 

5. ล้างด้วย wash buffer และซบัแหง้ ท าซ้ า 4 รอบ 
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6. เติม APMA ปรมิาณ 50 µl ลงในหลุม standard เพื่อกระตุน้ pro MMP-2 ให้กลายเป็น 

active MMP-2 แต่ในงานวิจัยน้ีไม่เติม APMA ในหลุมของกลุม่ตัวอย่าง เนื่องจาก

ต้องการวัดเฉพาะปริมาณ active MMP-2 ที่มีในสารเหลวตวัอย่าง  

7. เติม assay buffer ปริมาณ 50 µl ลงในหลุม standard ส าหรับหลุม่ของกลุ่มตัวอย่าง

ให้เติม assay buffer ปรมิาณ 100 µl  

8. เติม detection agent (เตรียมจากการผสม detection enzyme และ substrate ใน

อัตราส่วน 1:50) ปรมิาณ 50 µl ลงในหลุมทดสอบ   

9. เขย่าให้เข้ากัน นาน 20 วินาที แล้วบ่มในตู้มืดอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 

ช่ัวโมง 

10. วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโทรฟลอูอโรมิเตอร์ ทีค่วามยาวคลื่น 405 nm 

11. ท า standard curve และค านวณหาปริมาณ active MMP-2 
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Mounting medium with Dapi H-1200 (Vestashield, Vector Laboratories LTD, 

Cambridgeshire, UK) 

 เป็นสารละสายส าหรับใช้เตรียมเนื้อเยือ่หรือเซลลล์งบนสไลค์ มีสมบัตปิ้องกันแสงยูวีและช่วย

ชะลอการจางหายของฟลูออเรสเซนต์ บรรจุในขวดพร้อมหลอดหยดที่ถูกออกแบบใหส้ามารถใช้หยด

สารละลายไดป้ริมาณ 25 µl โดยมีส่วนผสมของ 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ความ

เข้มข้น 1.5 µg/ml ซึ่ง DAPI สามารถย้อมสี DNA และ stain RNA ปรากฎเป็นสีฟ้าที่ช่วงความยาว

คลื่น excites 360 nm และ emits 460 nm  

 

E12055 EnzCheck Gelatinase/Collagenase assay Kit (Molecular Probes, Eugene, OR, 

USA) 

สารเคมีในชุดทดสอบ 

10X Reaction Buffer ความเข้มข้น 0.5 mM ซึ่งประกอบด้วย 1.5 M NaCl, 50 mM 

CaCl2, 2 mM sodium azide, pH 7.6 ปรมิาณ 50 ml 1 ขวด  

เตรียมโดยท าการเจอืจางด้วย deionized water ให้ได้ความเข้มข้นพร้อมใช้งาน 0.05 M 

DQ gelatin from pig skin, fluorescein conjugate คือ quenched fluorescein-

gelatin ที่ถูกท าให้แห้ง น้ าหนกั 1 มิลลิกรัม  

เตรียมโดยละลายใน deionized water ปริมาณ 1 มิลลลิิตรจะได้สารละลาย quenched 

fluorescein-gelatin ความเข้มข้น 1 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร เพื่อใช้เป็นสารตั้งต้นในการทดสอบ 

จากนั้นเตมิโซเดียมเอไซด์ (sodium azide) ให้มีความเข้มข้นของโซเดียมเอไซด์ 2 มิลลิโมลาร์       

ในสารละลาย quenched fluorescein-gelatin เพื่อใช้เปน็วัตถุกันเสีย จัดเก็บสารละลายที่ได้ไว้ในที่

มืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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1, 10-phenanthroline 9.9 mg (MW = 198.2) คือ MMP inhibitor ที่มาในชุด

ทดสอบ 

เตรียมโดยละลายในเอทานอล 25 ไมโครลิตร จะได้สารละลาย 1, 10-phenanthroline 

ความเข้มข้น 2 โมลาร์ จากนั้น  เจือจางด้วย reaction buffer ให้ได้ความเข้มข้นพร้อมใช้งานคือ      

1, 10-phenanthroline ความเข้มข้น 10 mMจัดเก็บสารละลายทีเ่หลือจากการเตรียมเพือ่ใช้ทดสอบ

ไว้ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

Collagenase คือ Clostridium collagenase ความเข้มขน้ 500 U  

เตรียมโดยเติม deionized water ปริมาณ 0.5 ml จะได้ Clostridium collagenase  

ความเข้มข้น 1,000 U/ml 
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