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บทคัดยอ 

  

วัตถุประสงค: เซลลเอ็นยึดปริทันตสามารถตอบสนองตอเชื้อแบคทีเรียและไซโตไคน ในภาวะที่มี

การอักเสบ โดยหลั่งเอนไซม เมทริกซเมแทโลโปรทีเนส-13 (MMP-13) เพิ่มข้ึน และสรางโปรตีนนิว

เคลียแฟคเตอรแคปปาบี ไลแกนด (RANKL) ซึ่งชวยกระตุนการเกิดเซลลสลายกระดูก 

(osteoclasts) แตการเกิดเซลลสลายกระดูกจําเปนตองมี แมคโครฟาจ-โคโลนี สติมูเลติง แฟค

เตอร (M-CSF) รวมดวย เราจึงศึกษาวา เซลลเอ็นยึดปริทันตสามารถสราง M-CSF และ MMP-13 

ในการตอบสนองตอไซโตไคนที่เกี่ยวกับการอักเสบในรอยโรคปริทันต คือ ทูเมอรเนโครสิส แฟค

เตอร แอลฟา (TNFα) หรือไม 

วิธีการวิจัย: กระตุนเซลลเพาะเลี้ยงเอ็นยึดปริทันตดวย TNFα ในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีซีรัม 

ศึกษาการแสดงออกของ M-CSF, RANKL และ MMP-13 ดวยอารที-พีซีอาร วิเคราะหการสราง

โปรตีนดวยอีไลซาร หรือ เวสเทอรน อนาไลซิส ใชแอนติบอดีตอรีเซบเตอรของทีเอนเอฟ (TNFR) 

ในการยับยั้ง เพื่อศึกษาวาการกระตุนเกิดผานรีเซบเตอรใด ตรวจสอบการเคลื่อนของเซลล 

ผล: TNFα กระตุนการแสดงออกและการสรางโปรตีนของ M-CSF, RANKL และ MMP-13  ผล

ตอ M-CSF และ MMP-13 สามารถถูกยับยั้งบางสวนไดดวย เกลือไพโรลิดีนขไดไธโอคารบาเมท 

แอมโมเนียม (PTDC) และ LY294002 แตไมสามารถยับยั้งดวย NS398  ผลการกระตุนลดลงเมื่อ

ยับยั้ง TNFR1 นอกจากนี้ อาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บจากเซลลที่กระตุนดวย TNFα มีผลในการดึงดูด

การเคลื่อนของเซลล RAW264.7 

สรุป: เซลลเอ็นยึดปริทันตสราง M-CSF, MMP-13 และ RANKL เพิ่มข้ึน ในการตอบสนองตอ 

TNFα การเพิ่มข้ึนของโปรตีนเหลานี้ นาจะเปนกลไกที่เซลลใชในการมีสวนรวมทําลายเนื้อเยื่อปริ
ทันต กลไกการกระตุนสวนหนึ่งเกิดผาน NFkB และ PI3K โดยผานรีเซบเตอรที่เปน TNFR1 
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Abstract 

 

Objectives: Human periodontal ligament (HPDL) cells respond to periopathogenic 

factors and inflammatory cytokines by increasing matrix metalloproteinase-13 (MMP-13) 

and support osteoclastogenesis by expressing receptor activator of nuclear factor 

kappa B ligand (RANKL). As osteoclastogenesis requires the presence of macrophage 

colony-stimulating factor (M-CSF), we examine if HPDL cells secrete M-CSF and MMP-

13 in responding to tumor necrosis factorα (TNFα).  

Methods: Cultured HPDL cells were treated with TNFα in serum-free condition. The 

expression of M-CSF and RANKL was determined by Reverse Transcription-Polymerase 

Chain Reaction (RT-PCR) and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), 

respectively. Inhibitors and anti-TNF receptors (TNFR) neutralizing antibodies were used 

for the inhibitory experiments. Migration assay was performed. 

Results: TNFα up-regulated M-CSF, MMP-13 as well as RANKL in HPDL cells. The 

effect on M-CSF expression could be partially blocked by pyrrolidine-dithiocarbamate 

ammonium salt (PTDC) and LY294002 but not by NS398. Neutralizing antibody to 

TNFR1 could diminish the effect of TNFα. In addition, TNF-treated culture medium 

exhibited chemotactic effect for RAW264.7.  

Conclusion: HPDL cells are capable of secreting M-CSF in addition to expressing 

RANKL in responding to TNFα. The up-regulation of M-CSF is possibly one of the 

mechanism that contributes to periodontal tissue destruction in response to 
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inflammatory cytokines. The up-regulation is partly through NFkB and PI3K and possibly 

involves TNFR1.  

 

Key words: Tumor necrosis factorα, macrophage colony-stimulating factor, human 

periodontal ligament cells. 
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 บทนํา 

 

 เนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันต เปนเนื้อเยื่อที่มีการจัดเรียงตัวอยางเปนระเบียบ และยึดอยูระหวาง

กระดูกและเคลือบรากฟน (cemetum)  เพื่อทําหนาที่รองรับแรงบดเคี้ยว  เซลลที่ทําหนาที่สราง

เอ็นยึดปริทันตหรือที่ตอไปจะเรียกวาเซลลเอ็นยึดปริทันต (periodontal ligament cells; PDL 

cells) ในภาวะปรกติจะทําหนาที่ในการรักษาสมดุล (homeostasis) และชวยในการปรับเปลี่ยน 

(turnover) เนื้อเยื่อปริทันต   นอกจากนี้ เซลลเหลานี้ ยังมีลักษณะเฉพาะที่ใกลเคียงกับเซลลสราง

กระดูก  (osteoblast)  คือสามารถสรางเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) 

และสรางโปรตีนหลายชนิดที่เกี่ยวของกับการสรางเนื้อเยื่อแข็งเมื่อไดรับการกระตุนที่เหมาะสม

ดวย ซึ่งสอดคลองกับรายงานที่แสดงวา เซลลเอ็นยึดปริทันตเหลานี้ ทําหนาที่สําคัญในการ

ซอมแซมเนื้อเยื่อปริทันตในสวนของกระดูก และเคลือบรากฟน 

ในภาวะที่เกิดโรคปริทันตอักเสบ เซลลของเนื้อเยื่อปริทันตสามารถตอบสนองตอแบคทีเรีย 

โดยสรางไซโตไคน (cytokines) หลายชนิดที่เกี่ยวของกับการอักเสบ เชน อินเตอรลิวคินส-1 

(interleukin-1; IL-1) และทแูมอรเนโครสิสแฟคเตอร-อัลฟา (tumor necrosis factor-α; TNF-α) 

รวมทัง้เอนไซมเมทริกซเมแทโลโปรทเีนส (Matrix metalloproteinase; MMP) ที่สามารถยอยสลาย

เสนใยคอลลาเจนซึง่เปนองคประกอบหลกัของเนื้อเยื่อปริทันต (Saglie et al., 1990; Quintero et 

al., 1995; Kesavalu et al., 2002) จึงเห็นไดวาเซลลเอ็นยึดปริทนัตเองก็มีบทบาททัง้ในดานของ

การทาํลายและการเสริมสรางเนื้อเยื่อปริทนัต    

TNF-α เปนไซโตไคนที่สามารถเหนี่ยวนําการเกิดเซลลทําลายกระดูก (osteoclasts) ได 

(Lam et al., 2002; Nanes, 2003) และจัดเปนไซโตไคนที่มีบทบาทสําคัญ ในรอยโรคที่เกี่ยวของ

กับการทําลายกระดูกและขอตอ เชน โรครูมาตอยส (rheumatoid arthritis) (Romas et al., 2002) 

โดยพบวา TNF-α สามารถเหนี่ยวนําการเกิดเซลลทําลายกระดูกจากเซลลมาโครฟาจ และสโตร

มาเซลลในไขกระดูก (bone marrow macrophage and stromal cell) กลไกการเหนี่ยวนํานี้ สวน

หนึ่งเกิดจากการเหนี่ยวนําการแสดงออกของรีเซพเตอรแอคติเวเตอรออฟนิวเคลียแฟคเตอร-แคป

ปาบีไลแกนส (Receptor activator of nuclear factor-kappa B ligands; RANKL) ในเซลล

กระดูก แตอีกสวนหนึ่งเชื่อวาไมเกี่ยวของกับการแสดงออกของ RANKL และมีรายงานวา เมื่อ
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TNF-α และ RANKL พรอมกัน โมเลกุลทั้งสองนี้ สามารถเสริมฤทธิ์ของกันและ

กันในการกระตุนการเกิดเซลลทําลายกระดูกดวย (Komine et al., 2001) 

นอกจากการกระตุนการแสดงออกของ RANKL ในเซลลกระดูกแลว TNF-α สามารถ

กระตุนการหลัง่มาโครฟาจ-โคโลนีสติมูเลตงิแฟคเตอร (Macrophage-colony stimulating factor; 

M-CSF) จากเซลลกระดูกดวย ซึง่สอดคลองกับบทบาทของ TNF-α ในการเปนปจจัยสาํคัญที่

กระตุนการทําลายกระดูก (Yao et al., 2000) กลไกการทํางานของ TNF-α จะเกดิผาน ทูแมอรเน

โครสิสแฟคเตอร-อัลฟา รีเซบเตอร (TNFR) บนผิวเซลล ซึ่งมี 2 ชนดิ คือ TNFR1 และ TNFR2  

และสัญญาณที่เกิดผาน TNFR นี้ พบวาจะไปกระตุนการทํางานของนิวเคลียแฟคเตอร-แคปปาบี 

(nuclear factor-kappa B; NFkB) หรือกระตุนเอ็นไซม mitogen-activated protein kinase (p38 

MAPK) ภายในเซลล  อยางไรก็ดี โมเลกลุเปาหมายของ TNFR ตัวอ่ืนๆ ยังไมมีรายงานที่ชัดเจน 

(Nanes; 2003) 

เซลลเอ็นยึดปริทันตสามารถสราง RANKL เพิ่มข้ึนในบริเวณที่ตองการการละลายของ

กระดูก ซึ่งอาจเกิดจากแรงกด (Kanzaki et al., 2002) แรงดึงจากการจัดฟน (Oshiro et al., 2002) 

หรือบริเวณทีม่ีการละลายกระดูกเพื่อใหฟนขึ้นตามธรรมชาติ (Kawamoto et al., 2002) รวมทั้ง

เนื้อเยื่อที่เปนโรคปริทันตอักเสบ (Crotti et al., 2003; Liu et al., 2003) เนื่องจาก RANKL เปน

โปรตีนที่มีบทบาทกระตุนเซลลสลายกระดูกใหสรางเอนไซมเพื่อละลายกระดูก การเพิ่มข้ึนของ 

RANKL จึงเปนการกระตุนใหมกีารทาํลายเนื้อเยื่อมากขึ้น นอกจากเหนีย่วนําใหเซลลละลาย

กระดูกทาํงานแลว RANKL ยังมีความสาํคัญในการกระตุนเซลลสลายกระดูกทีย่ังไมโตเต็มที่ (pre-

osteoclasts) ใหกลายเปนเซลลที่เจริญเต็มที่ (mature osteoclasts) โดยทํางานรวมกับ M-CSF 

ซึ่งในเนื้อเยื่อกระดูก เซลลทีจ่ะทําหนาที่ในการสราง RANKL และ M-CSF ในกระบวนการของการ

ปรับเปลี่ยนและควบคุมการสรางและการทําลายกระดกู (Miyamoto and Suda, 2003; Nanes, 

2003)  แตสําหรับเซลลเอน็ยึดปริทนัต ยังไมมีรายงานวา เซลลเอน็ยึดปริทนัตสามารถสราง M-

CSF เชนเดียวกับเซลลสรางกระดูกในวงจรของการทาํลายเนื้อเยื่อปริทันตหรือไม การที่เซลลเอ็น

ยึดปริทันตมีคณุสมบัติคลายเซลลสรางกระดูก โดยเฉพาะอยางยิ่งสามารถสราง RANKL ชวย

กระตุนการทํางานของเซลลสลายกระดูก  จึงเปนสิง่ทีน่าสนใจวา เซลลนี้นาจะมีความสามารถใน

การสราง M-CSF ในกระบวนการของการทําลายเนื้อเยือ่ปริทันตดวย  
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M-CSF เปนโปรตีนที่จาํเปนสําหรับการดฟิเฟอเรนชิเอท (differentiate) ของเซลลตน

กําเนิดเม็ดเลอืดขาวชนิดโมโนไซท (monocyte) ซึ่งทําหนาที่ในการกระตุนการเพิ่มจํานวนและ

การดิฟเฟอเรนชิเอทของเซลลในกลุมของโมโนไซทรวมทั้งเซลลสลายกระดูก  แตในกรณีที่เซลล 

pre-osteoclasts ไดรับการเหนี่ยวนําดวย M-CSF เพียงสัญญาณเดียว จะไมเพียงพอตอการ

พัฒนาไปเปนเซลลสลายกระดูก  ดังนั้น สัญญาณจาก RANKL จึงมคีวามจาํเปน  RANKL เปน

โปรตีนผิวเซลลที่พบไดบนผวิของเซลลหลายชนิด เชน เซลลสโตรมาในไขกระดูก (bone marrow 

stromal cells)  เซลลสรางกระดูก รวมทัง้ในเซลลเอ็นยดึปริทันต  โดย RANKL จะจับกับ RANK 

ซึ่งเปนโปรตีนที่พบพบผิวของ pre-osteoclasts และ osteoclasts   และการจับกันของ RANK-

RANKL เมื่อเกิดในสภาวะที่เซลลไดรับการกระตุนดวย M-CSF ก็จะกระตุนใหเซลลดิฟเฟอเรนชิ

เอทเปนเซลลสลายกระดูก นอกจากนี ้ ในกรณีของเซลลสลายกระดูกที่โตเต็มที่ การกระตุนเซลล

ดวย RANKL ยังเปนการสงสัญญาณกระตุนการทํางานของเซลล (activation) และชวยปองกนั

การตายของเซลลดวย (survival signal) (Lerner 2004) 

นอกจากการทําลายเนื้อเยื่อแข็งแลว TNF-α ยังมีผลตอการยอยสลายเนื้อเยื่อยึดตอ ดวย

การกระตุนการหลั่ง MMP,  MMP ที่มีบทบาทในการยอยเสนใยคอลลาเจนสวนใหญเปน MMP ใน

กลุมคอลลาจิเนส (collagenase) คือ MMP-1 และ MMP-8   (Birkedel-Hensen, 1993; Graves 

and Cochran, 2003) อยางไรก็ตาม มีรายงานเมื่อเร็วๆ นี้วาระดับของ MMP-13 เพิ่มสูงขึ้นในรอย

โรคปริทันตอักเสบ (Kiili et al., 2002; Tervahartiala et al.,  2002)  MMP-13 เปนเอนไซมในกลุม

คอลลาจิเนสอีกชนิดหนึ่งที่ทําหนาที่ในกระบวนการปรับเปลี่ยนของเนื้อเยื่อ (remodeling) มี

บทบาทชัดเจนในโรคขอตออักเสบ (Liacini et al., 2003) แตยังไมมีความชัดเจนเกี่ยวกับ

ความสัมพันธของ MMP-13 กับไซโตไคนที่เกี่ยวกับการอักเสบในเซลลเอ็นยึดปริทันต  

คณะผูวิจัยจงึตั้งสมมติฐานวา เซลลเอน็ยึดปริทันตตอบสนองตอ TNF-α ดวยการหลั่ง 

RANKL, M-CSF และ MMP-13 ซึ่งมีสวนเสริมให osteoclasts ทําลายเนื้อเยื่อปริทันตในภาวะที่

เปนโรค จากสมมติฐานดังกลาว จงึสนใจศึกษาความสมัพันธของไซโตไคนที่เกิดขึ้นในภาวะที่มกีาร

อักเสบในรอยโรคปริทันต คอื TNF-α กับการตอบสนองของเซลลเอน็ยึดปริทันตตอ TNF-α ในแง

ของการสราง RANKL, M-CSF และ MMP-13 ซึ่งเปนวงจรที่กระตุนใหเกิดการทาํลายเนื้อเยื่อปริ

ทันต 

วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้คือ ศึกษาอทิธพิลของ TNF-α ตอเซลลเอ็นยึดปริทนัต โดย 
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1) ตรวจหาการเปลี่ยนแปลงของ MMP-13, RANKL และ M-CSF ในเซลลเอ็นยึดปริทันต

ที่ไดรับการกระตุนดวย TNF-α 

2) ศึกษา signaling pathway ของ TNF-α ที่กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก

ของโปรตีนในขอที่ 1 

 

วิธีดําเนินการวิจัย  

การเพาะเลี้ยงเซลลจากเนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทนัต 
 เซลลเอ็นยึดปริทันตจะถูกเพาะเลี้ยงขึ้นจากเนื้อเยื่อเอ็นยึดปริทันตของผูปวยที่มาถอนฟน

ที่ภาควิชาศัลยศาสตร คณะทันตแพทยศาสตร ที่ไมมีรอยโรคของฟนและเนื้อเยื่อปริทันต ในการ

ทดลองจะเพาะเลี้ยงเซลลจากเนื้อเยื่อของคนไขอยางนอย 3 คนและทาํการทดลองซ้าํสาม เตรียม

เซลลโดยขูดเนื้อเยื่อปริทนัตออกจากผิวรากฟนเฉพาะที่บริเวณตอนกลาง (middle 1/3) ของราก

ฟน นาํไปวางในจานเลี้ยงเซลล (Nunc, Roskilde, Denmark) อาหารเลี้ยงเซลลที่ใชคือ DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ที่เตมิซีรัม (fetal bovine serum; FBS) รอยละ 10, 

กลูตามนี (glutamine), ยาปฏิชีวนะ (antibiotics) และยาตอตานเชือ้รา (antimycotics) อาหาร

เลี้ยงเซลลและสวนประกอบเปนผลิตภัณฑของ Gibco BRL, Carlsbad, CA. 

 เมื่อเซลลบนจานเลีย้งเจริญจนเต็มพื้นที่ของจานเลี้ยงเซลลแลว เซลลจะถูกถายออกไป

เลี้ยงในจานเลีย้งเซลลใหม เร่ิมนับเปนเซลลรุนที่ 1  หลงัจากนั้นเซลลจะถูกหวานใหมในอัตราสวน 

1:3 เซลลที่ใชในการทดลองจะใชเซลลในรุนที ่3-6 

 

การกระตุนเซลลดวย TNF-α 
 เซลลถูกหวานในจานเลี้ยงเซลลที่ความหนาแนน 50,000 เซลล/ตารางเซนติเมตร เลี้ยง

เปนเวลา 16 ชั่วโมง กอนจะเปลีย่นเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีซีรัม กระตุนเซลลดวย TNF-α 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ที่ความเขมขน 0.1,1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เปน

เวลา 24-48 ชั่วโมง เก็บอาหารเลี้ยงเซลล และ cell extract เพื่อนาํไปวิเคราะห เพือ่เลือกความ

เขมขนต่ําสุดทีส่ามารถใหผลในการกระตุน คือ 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 

สําหรับการศึกษาสัญญาณทีส่งผานเขาเซลล เซลลจะถูกยับยั้งดวยสารยับยั้งเปนเวลา 30 

นาทีกอนที่จะไดรับการกระตุนดวย TNF-α ความเขมขน 1 นาโนกรมั/มิลลิลิตร สารยับยัง้ที่ใชคอื 



 5

1.4 μM LY294002 (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI) ซึง่เปน phosphatidylinositol 3’-

kinase (PI3K) inhibitor และ 50 μM Pyrrolidine-dithiocarbamate ammonium salt (PTDC) 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ซึ่งเปน NFkB inhibitor  เก็บอาหารเลี้ยงเซลล และ cell 

extract หลังการกระตุน 24 ชั่วโมง 

เพื่อศึกษาวา TNF-α กระตุนเซลลโดยผานรีเซบเตอรตัวใด คือ TNFR1 (p55r) และ 

TNFR2 (p75r), inhibitory antibodies ตอ TNFR1 (mouse monoclonal IgG1 against human 

TNFR1) และ TNFR2 (mouse monoclonal IgG2A against human TNFR2) (R&D System, 

Minneapolis, MN) ไดถูกใชในการยับยั้ง โดยใช anti-TNFR1 antibody 6 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

หรือ anti-TNFR2 antibody 2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใสในอาหารเลีย้งเซลล 30 นาทีกอนที่จะ

กระตุนเซลลดวย TNFα 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลาอีก 24 ชั่วโมง 

 

การวิเคราะหระดับ mRNA ดวยวิธี RT-PCR 

 RNA จากเซลลในแตละการทดลอง จะถูกแยกดวย TRI Reagent (Molecular Research 

Center, Cincinnati, OH) และวัดปริมาณ RNA ดวย UV-spectrophotometer ที่ OD 260/280  

จากนั้นนํา RNA จํานวน 1 ไมโครกรัมจากแตละกลุมทดลอง ไปผานกระบวนการ reverse 

transcriptase (RT)  โดยใชเอนไซม AMV (avian myeloblastosis virus) reverse transcriptase  

(Promega, Madison, WI) เพื่อสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (complementary DNA) หรือ 

cDNA ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง ลําดับของกรดอะมิโนของไพรเมอรคือ 

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

    reverse 5’ TCT CAG GCT GCA CAC CTT 3’ 

RANKL    forward 5’ CCA GCA TCA AAA TCC CAA GT 3’ 

   reverse 5’ CCC CTT CAG ATG ATC CTT C 3’ 

 MMP-13   forward 5’ GGC GAC TTC TAC CCA TTT GA 3’ 

    reverse 5’ ATA CGG TTG GGA AGT TCT GGC 3’ 

GAPDH   forward 5’ TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT 3’ 

     reverse 5’ TCA CAC CCA TGA CGA ACA TGG 3’ 
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นํา cDNA ไปขยายสัญญาณดวยเทคนคิ PCR (polymerase chain reaction) โดยใช

เอนไซม Taq polymerase และใช primer ที่จําเพาะตอ M-CSF, MMP-13, RANKL และ 

GAPDH เมื่อส้ินสุดกระบวนการ PCR แลว PCR products ที่ไดจะถูกวิเคราะหโดยการแยกดวย

กระแสไฟฟาใน agarose gel ที่มีความเขมขนของ agarose รอยละ 2 และมีสวนผสมของ 

ethidium bromide วิเคราะหความเขมของ PCR product ดวย Scion Image analysis software 

(Scion Corporation, Frederick, Maryland) 

 

การวิเคราะหดวย ELISA

 เมื่อครบกําหนด 24 ชั่วโมง อาหารเลีย้งเซลลจะถูกนํามาวิเคราะหหาความเขมขนของ M-

CSF หรือ MMP-13 ดวยชดุ ELISA (Quantikine® R&D System Inc., MN) ตามคําแนะนําของ

บริษัท โดยหยอดอาหารเลี้ยงเซลลที่ตองการวิเคราะหลงใน microplate ที่เคลือบดวย mouse 

monoclonal antibody against human M-CSF หรือ MMP-13 เปนเวลา 2 ชั่วโมง ลาง และยอม

ตอดวย polyclonal antibody against M-CSF หรือ MMP-13 conjugated to horseradish 

peroxidase เปนเวลาอีก 2 ชั่วโมง จากนั้นใส substrate เพื่อใหเกดิปฏิกิริยาเปนเวลา 30 นาที

กอนทีจ่ะยับยัง้ปฏิกิริยา และนําสารละลายที่ไดไปอานคาดูดกลืนแสง  

 

การวิเคราะหดวย Western blot analysis  

 เซลลจะถูกละลายดวย RIPA buffer (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% deoxycholate, 

0.1% SDS, 50 mM Tris pH 8.0) วัดปริมาณโปรตีนดวยชุดวัดโปรตีน BCATM (Pierce, Rockford, 

IL) แลวนําไปแยกดวยไฟฟาใน acrylamide gel (polyacrylamide gel electrophoresis) และ

เคลื่อนยายโปรตีนลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส (Nitrocellulose membrane)  (Immobilon-P, 

Millipore Corporation, Bedford, MA) ดวยไฟฟา  

นําแผนไนโตรเซลลูโลสที่ได ไปยอมดวยแอนติบอดีตอ RANKL หรือ เบตาแอคติน (beta-

actin) หรือ MMP-13 (แอนติบอดีทั้ง 3 ชนิดไดจาก Chemicon International, Temecula, CA) 

ตอดวยแอนติบอดีทุติยภูมิที่ตอกับไบโอติน (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) และตอดวย

peroxidase-conjugated streptavidin (Zymed, South San Francisco, CA) และขยาย

สัญญาณโดยเคลือบแผนไนโตรเซลลูโลสที่ยอมดวยแอนติบอดีแลว ดวยชุดขยายสัญญาณแบบ
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(Chemiluminescence detection system) (Pierce, Rockford, IL) จากนั้นจึงตรวจจับ

สัญญาณดวยแผนฟลม (CL-X posture film) (Pierce, Rockford, IL) 

 

การดึงดูดการเคลื่อนของเซลล (Chemotaxis assay) 

 เซลลถูกเลี้ยงในภาวะที่มี และไมมีการกระตุนจาก TNF-α เปนเวลา 24 ชั่วโมง เปลี่ยน

อาหารเลี้ยงเซลลเปนอาหารปราศจากซีรัมที่ไมมี TNF-α และเลี้ยงตอเปนเวลาอีก 24 ชั่วโมง 

จากนั้น เก็บอาหารเลี้ยงเซลล (เรียก conditioned medium) เพื่อนําไปทดสอบอิทธิพลของสารที่

เซลลสรางและหลั่งออกมาสูอาหารเลี้ยงเซลล โดยทดสอบความสามารถในการดึงดูดการเคลื่อน

ของเซลล (chemotactic effect) 

 การทดสอบ chemotactic effect ของ conditioned medium ไดทดสอบกับ RAW264.7 

ซึ่งเปน precursor cell line ของ osteoclasts โดยใช 48-well chemotaxis chamber (Neuro 

probe, Gaithersburg, MD)  เซลล RAW264.7 (56,000 เซลล/56 ไมโครลิตร) ถูกหวานบนแผน 

polycarbonate membrane (pore size 12 ไมครอน) ที่กั้นระหวาง chamber บนและลาง เซลลที่

ถูกหวานลงบน membrane สามารถเคลื่อนขาม membrane จากดานบนไปดานลาง ซึ่งหลอไว

ดวย conditioned medium ใน chamber ลาง รอใหเซลลเคลื่อนเปนเวลา 20 ชั่วโมง กอนที่จะตรงึ

ดวย 4% paraformadehyde เปนเวลา 30 นาที และยอมดวย hematoxylin 10 นาที ตรึง 

membrane บนสไลดแกว และนําไปนับเซลลดวยกลองจุลทรรศน 

 

การวิเคราะหทางสถิติ

 วิเคราะหขอมูลเปนคาเฉลี่ย ± S.D. ดวย ANOVA และใช Sheff’s test for post-hoc 

analysis คา p <0.05 เปนคาที่มีนัยสําคัญ  
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ผล 

 

ผลตอ M-CSF และ RANKL

 TNF-α ที่ 0.1, 1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร มีผลในการกระตุนการสราง M-CSF และ 

RANKL ทั้งในระดับ mRNA และโปรตีน การวิเคราะหดวย RT-PCR พบวาเซลลเอ็นยึดปริทันตมี

การแสดงออกของ M-CSF mRNA เพิ่มข้ึนตามลําดับความเขมขนของ TNF-α  เมื่อไดรับการ

กระตุนเปนเวลา 24 ชั่วโมง (รูปที่ 1A) ผลจากการวิเคราะหดวย ELISA พบวาเซลลสราง M-CSF 

เพิ่มข้ึน เห็นไดชัดที่ความเขมขน 1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร (p< 0.05) (รูปที่ 1B) ในทํานอง

เดียวกัน เซลลมีการแสดงออกของ RANKL mRNA (รูป 2A) และสรางโปรตีนเพิ่มข้ึนตามลําดับ

จากการวิเคราะหดวย Western blot (รูป 2B) คณะผูวิจัยไดเลือกใชความเขมขนที่ 1 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร สําหรับการทดลองในขั้นตอไป 

 เพื่อตรวจสอบวาการกระตุน M-CSF และ RANKL เกิดผาน cyclooxygenase-2 (COX-

2) หรือไม เซลลถูกยับยั้งดวย NS398 ซึ่งเปนสารยับยั้งการทํางานของ COX-2 เปนเวลา 30 นาที 

กอนที่จะกระตุนดวย TNF-α  ปรากฏวา NS398 สามารถยับยั้งการแสดงออกของ RANKL ได แต

ไมสามารถยับยั้งการแสดงออกของ M-CSF ความเขมของ PCR product เทียบตอ GAPDH ที่

เทากันไดแสดงไวในกราฟ (รูปที่ 3) 

 การกระตุน RANKL โดยผาน COX-2 ในเซลลเอ็นยึดปริทันต ไดเคยมีรายงานไวแลว 

(Fukushima et al, 2005; Kanzaki et al., 2002) คณะผูวิจัยจึงศึกษากลไกของการกระตุน M-

CSF โดยใชสารยับยั้งอื่น พบวา LY294002 และ PTDC สามารถลดการแสดงออกและการสราง

โปรตีน M-CSF ดังแสดงไวในรูปที่ 4 และเพื่อตรวจสอบวา TNF-α กระตุนเซลลโดยผานรีเซบเตอร

ตัวไหน คณะผูวิจัยไดใช neutralizing antibody ตอ TNFR1 และ TNFR2  พบวา neutralizing 

antibody ตอ TNFR1 ใหผลยับยั้งไดบางสวน (รูปที่ 5) 

 เนื่องจากมีรายงานวา M-CSF เหนี่ยวนําการเคลื่อนของเซลล macrophage คณะผูวิจัย

จึงตั้งสมมติฐานวา conditioned medium ที่เก็บจากเซลลเอ็นยึดปริทันตที่ถูกกระตุนดวย TNF-α 

ซึ่งมี M-CSF รวมอยูดวยนั้น นาจะมีผลดึงดูดการเคลื่อนของเซลล โดยทดสอบกับ RAW264.7 ผล

ในรูปที่ 6 แสดงใหเห็นวา conditioned medium จากเซลลที่ถูกกระตุนดวย TNF-α สามารถเพิ่ม

การเคลื่อนของ RAW264.7 ไดเปน 5 เทา เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 
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ผลตอ MMP-13 

 TNF-α สามารถกระตุนการแสดงออกของ MMP-13 mRNA และโปรตีน เมื่อวิเคราะหดวย 

RT-PCR และ ELISA ตามลําดับ ความเขมขนที่ใหผลชัดเจน คือที่ 1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร

(รูปที่ 7) จากการใชสารยับยั้งสัญญาณที่สงผานเซลล พบวาการกระตุน MMP-13 ในเซลลเอ็นยึด

ปริทันต เปนไปในทํานองเดียวกับการกระตุน M-CSF คือ LY294002 และ PTDC ใหผลยับยั้ง 

MMP-13 ไดบางสวน แตไมสามารถยับยั้งไดทั้งหมด ทั้งในระดับ mRNA และโปรตีน (รูปที่ 8) 

นอกจากนี้ neutralizing antibody ตอ TNFR1 สามารถยับยั้งการกระตุนไดบางสวนเชนกัน แตไม

พบการยับยั้งจาก neutralizing antibody ตอ TNFR2 (รูปที่ 9) 

 

สรุปและวิเคราะหผลการทดลอง 

 TNF-α เปนไซโตไคนที่มีบทบาทในรอยโรคปริทันตอักเสบ และสามารถกระตุนการสราง 

RANKL ทั้งในเซลลกระดูกและเซลลเอ็นยึดปริทันต ซึ่งนําไปสูการทําลายกระดูก งานวิจัยนี้แสดง

ใหเห็นวา นอกจากการสราง RANKL แลว เซลลเอ็นยึดปริทันตยังตอบสนองตอ TNF-α ดวยการ

หลั่ง M-CSF ซึ่งเปนโมเลกุลที่ชวยใหเซลลออนของเซลลสลายกระดูก พัฒนาเปนเซลลสลาย

กระดูกที่เจริญเต็มที่ 

 ผลการศึกษาในครั้งนี้ พบวากลไกการกระตุน M-CSF เกิดผาน TNFR1 ซึ่งสอดคลองกับ

รายงานที่แสดงใหเห็นวา TNFR1 เปนรีเซบเตอรหลักสําหรับ TNF-α (Abu-Amer et al., 2000; 

Nanes, 2003)  Chen และ Goeddel (Chen and Goeddel, 2002) ไดแสดงหลักฐานวา TNFR1 

จะสงสัญญาณผานโมเลกุลกลุมที่เปน kinase และไปกระตุน NFkB และ cJun  สําหรับเซลลเอ็น

ยึดปริทันต คณะผูวิจัยพบวา การกระตุนบางสวนเกิดผาน PI3K และ NFkB เนื่องจากสามารถ

ยับยั้งไดดวย LY294002 และ PTDC   อยางไรก็ตาม กลไกการกระตุน M-CSF แตกตางจากการ

กระตุน RANKL ซึ่งการกระตุน RANKL เกิดจากการทํางานของ COX-2  แตในการศึกษาครั้งนี้

พบวา COX-2 ไมไดเกี่ยวกับการกระตุน M-CSF โดย TNF-α 

 M-CSF เปน growth factor ที่มีอิทธิพลตอ macrophage อยางมาก นอกจากกระตุน

อัตราการแบงตัว กระตุนการดิฟเฟอเรนชิเอทของเซลลออนในกลุม monocyte-macrophage 

lineage แลว ยังชวยสงเสริมการแพรและเคลื่อนของเซลล (Fuller et al., 1993; Webb et al., 
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1996; Pixley et al., 2004) M-CSF สามารถถูกกระตุนดวยไซโตไคนที่เกี่ยวกับการอักเสบหลาย

ชนิด  TNF-α และอินเตอรลิวคินสามารถกระตุนการหลั่ง M-CSF ไดสูงมากในเซลลออนจากไข

กระดูก (Besse et al., 2000) และในเซลล granulosa ของมนุษย (Kawano et al., 2004) 

นอกจากนี้ Tanabe และคณะ ยังไดรายงานวา IL-1 กระตุนการหลั่ง M-CSF ในเซลลไลนกระดูก 

ROS 17-2.8. งานวิจัยนี้เราพบวา TNF-α กระตุนการหลั่ง M-CSF ในเซลลเอ็นยึดปริทันต 

 การเพิ่มการสราง M-CSF ในเซลลเอ็นยึดปริทันต มีความเปนไปไดที่จะมีผลชวยใหเซลล

สลายกระดูกดิฟเฟอเรนชิเอท เนื่องจากมีรายงานวา M-CSF ชวยกระตุนการดิฟเฟอเรนชิเอทของ 

เซลลสลายกระดูก  การทดลองในหนู osteopetrotic (op/op) ซึ่งยีนที่สราง M-CSF ไมทํางาน 

พบวาหนูมีจํานวนเซลลสลายกระดูกลดลงอยางมาก ทําใหเกิดภาวะกระดูกหนา (osteopetrosis) 

(Yoshida et al., 1990; Wiktor-Jedrzejczac et al., 1982) Suda และคณะ และ Tanaka และ

คณะ พบวา M-CSF จําเปนสําหรับการดิฟเฟอเรนชิเอทของเซลลออนที่จะเจริญเปนเซลลสลาย

กระดูก (Suda et al., 1999; Tanaka et al., 1993) M-CSF ยังมีบทบาทในการชวยการมีชีวิตของ 

เซลลสลายกระดูก เนื่องจากมีคุณสมบัติในการตาน apoptosis ที่เกิดผาน mTOR/S6 kinase ใน

เซลลสลายกระดูก (Wiktor-Jedrzejczac et al., 1982) 

 M-CSF ยังมีบทบาทชวยการเคลื่อนของเซลล ทําหนาที่เปน chemoattractant สําหรับ 

macrophage (Webb et al., 1996) Fuller และคณะ ไดแสดงใหเห็นวา M-CSF ชวยการเคลื่อน

ของเซลลสลายกระดูกจากกระดูกหนู (Fuller et al., 1993) ในการศึกษานี้ เราพบวา โมเลกุลที่หลั่ง

จากเซลลเอ็นยึดปริทันตที่ไดรับการกระตุนดวย TNF-α สามารถเหนี่ยวนําการเคลื่อนของเซลล 

RAW264.7 ใหเคลื่อนผาน membrane ที่ใชทดสอบ migration assay จึงเปนไปไดที่ M-CSF ที่

เซลลสรางและปลอยสูอาหารเลี้ยงเซลลนั้น เปนปจจัยหนึ่งที่ชวยดึงดูดเซลล แมวาในการทดลองนี้

ยังไมมีหลักฐานที่จะยืนยันขอสมมติฐานนี้โดยตรง แตก็เปนไปไดที่จะคิดวา M-CSF ที่เซลลเอ็นยึด

ปริทันตสรางในการตอบสนองตอ TNF-α มีสวนชวยใหเซลลออนของเซลลสลายกระดูกเคลื่อนเขา

มาอยูในชองรอบรากฟน (periodontal space)  

เซลลเอ็นยึดปริทันตมีบทบาททัง้ในแงของการเสริมสรางและการทาํลาย ในสภาวะปรกติ

แลว เซลลเหลานี้จะทาํหนาที่รักษาสมดลุของเนื้อเยื่อ นอกจากการหลั่ง RANKL แลว เซลลยัง

สามารถหลั่งออสติโอโปรติเจริน (osteoprotegerin; OPG) ซึ่งทําหนาที่ตรงขามกับ RANKL, OPG 

เปน soluble protein ที่ทําหนาที่เหมือน decoy receptor โดย OPG สามารถแยงจับกับ RANKL 



 11

ทําให RANKL ไมสามารถจับกับ RANK บนผิวเซลลของเซลลสลายกระดูก และยับยัง้การเกิด

เซลลสลายกระดูกได เราพบวาเนื้อเยื่อปริทันตที่ไดทนัทีจากฟนที่เพิง่ถอน ก็มีการแสดงออกของ 

M-CSF เชนเดียวกับเซลลเพาะเลีย้ง (ไมไดแสดงขอมูล) แสดงใหเหน็วา ในภาวะปรกติ M-CSF 

นาจะมีบทบาทในการรักษาสมดุลระหวางการเสริมสรางและการยอยสลาย การที่เซลลเอ็นยึดปริ

ทันตหลั่ง M-CSF ในการตอบสนองตอ TNF-α เปนการบงชี้วา ในภาวะที่มีการอักเสบ เซลลมี

บทบาทหลัง่ factor ที่ชวยการทําลายหรือปรับเปลี่ยน (remodeling) กระดูกเบาฟน 

ผลการทดลองไดสนับสนุนวา COX-2 เปน signaling molecules ทีเ่กี่ยวกับการเพิ่มข้ึน

ของ RANKL โดย TNF-α ซึ่งสอดคลองกับรายงานจํานวนมากทีแ่สดงวา COX-2/PGE2 เปน

สัญญาณที่เกีย่วกับการเปลีย่นแปลงของ RANKL ในเซลลหลายชนิด รวมทั้งเซลลเอ็นยึดปริทนัต 

(Chikazu et al., 2001, Han et al., 2005, Wei et al., 2005) การที่เซลลเอน็ยึดปริทันตสรางทัง้ 

RANKL และ M-CSF เปนการแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาเซลลมีบทบาทรวมในกระบวนการ

ทําลายเนื้อเยือ่ปริทันต 

ในการศึกษาครั้งนี้ คณะผูวิจยัยังพบวาเซลลเอ็นยึดปริทนัตตอบสนองตอ TNF-α โดยการ

สราง MMP-13 เพิ่มข้ึนดวย ผลการทดลองนี้สอดคลองกับรายงานของ Nishikawa และคณะ 

(Nishikawa et al., 2002) และ Noguchi และคณะ (Noguchi et al., 2005) ที่แสดงวา IL-1 หรือ 

TNF-α กระตุนการสราง MMP-13 ซึ่งมีบทบาทในการยอยสลายคอลลาเจน เราพบวาสัญญาณที่

เหนีย่วนําการสราง MMP-13 โดย TNF-α สวนหนึ่งเกิดผาน PI3K และ NFkB โดยทัว่ไปแลว เปนที่

ยอมรับวา สัญญาณที่ควบคุม MMP-13 จะคอนขางซบัซอน และเกีย่วพนักับ signaling pathway 

หลายทาง (Liacini et al., 2003; Lechuga et al., 2004) ซึ่งรวมถงึ NFkB, PI3K และ p38 MAPK 

นอกจาก PI3K และ NFkB แลว คณะผูวิจัยไดทดสอบกับสารยับยัง้ตัวอื่น และพบวา การใสสาร

ยับยั้ง p38 MAPK มีผลทําใหการแสดงออกของ MMP-13 mRNA เพิ่มข้ึน (ไมไดแสดงผลไว) ซึง่

สอดคลองกับรายงานของ Rossa และคณะ (Rossa et al., 2005) ที่ทําการทดลองในเซลลเอ็นยดึ

ปริทันตของหนู และพบวาในภาวะปรกติ p38 MAPK เปนสัญญาณที่ยับยัง้ (negative regulate) 

MMP-13 ซึ่งแสดงใหเห็นวาเซลลมีสัญญาณที่ควบคุมสมดุลอยูภายในเซลล 
โดยสรุป งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวา TNF-α กระตุน M-CSF, RANKL และ MMP-13 ใน

เซลลเอ็นยึดปริทันต ทั้งในระดับ mRNA และการสรางโปรตีน การเพิม่ข้ึนของ M-CSF นาจะมีสวน

ชวยดึงดูดและการดิฟเฟอเรนชิเอทของ เซลลตนกําเนิดของเซลลสลายกระดูก (osteoclast 
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precursor)  การที่เซลลสราง M-CSF และ RANKL รวมทัง้ MMP-13 ในการตอบสนองตอ TNF-α 

เปนการแสดงใหเหน็วา เซลลเอ็นยึดปริทันตมีบทบาทในกระบวนการทําลายเนื้อเยื่อปริทันตใน

ภาวะปริทนัตอักเสบ 
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