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บทคัดยอ 

 

อันตรายตอโพรงฟน จะเหนี่ยวนําใหมีการหลั่งสารที่เกี่ยวกับการอักเสบ และเกิดการ

ละลายตัวของเนื้อฟนจากภายในโพรงฟน (internal resorption) คณะผูวิจัยไดตั้งสมมติฐานวา 

อินเตอรลิวคิน-6 (IL-6) ที่เพิ่มขึ้นในภาวะที่มีการอักเสบของโพรงฟน มีผลตอเซลลโพรงฟน โดย

รบกวนสมดุลของ รีเซบเตอร แอคติเวเตอร ออฟ นิวเคลีย แฟคเตอร แคปปาบี ไลแกนส (RANKL)   

และออสติโอโปรติเจริน (OPG) ซึ่งมีผลกระตุนการเกิดเซลลสลายกระดูก และยอยสลายเนื้อฟน 

การศึกษาดวยอารที พีซีอาร และเวสเทอรนอนาไลซิส พบวาอินเตอรลิวคิน-6 (1 และ 10 นาโน

กรัม/มิลลิลิตร) กระตุนการสราง RANKL ทั้งในระดับอารเอ็นเอและโปรตีน แตไมมีผลตอ OPG 

และมาโครฟาจสติมูเลติงแฟคเตอร (M-CSF)  การกระตุน RANKL เกิดผานสัญญาณของ ฟอสโฟ

อินอซิไทด ไตรไคเนส (PI3K) นอกจากนี้ ยังพบวา IL-6 เพียงลําพังก็สามารถกระตุน RANKL ได

โดยไมจําเปนตองมีการเพิ่มของรีเซบเตอร (sIL-6R หรือ gp80) จากภายนอกเซลล การที่เซลล

โพรงฟนตอบสนองตอ IL-6 โดยการเพิ่ม RANKL นาจะเปนสาเหตุสําคัญประการหนึ่งที่กอใหเกิด

การสลายเนื้อฟนจากภายในโพรงฟน หลังจากฟนไดรับอันตราย 

 

คําสําคัญ: เซลล  โพรงฟน  อินเตอรลิวคิน-6  RANKL  OPG 
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Abstract 

 

 Injuries to dental pulp induce the secretion of inflammatory cytokines, resulting 

the internal resorption of the pulps and root canals.  We hypothesize that the increased 

interleukin-6 (IL-6) following injuries affects pulp cells by interfering the balance of the 

receptor of nuclear factor B ligands (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) system, which 

leads to osteoclastogenesis and resorption of dentin.  Reverse transcription-

polymerization chain reaction (RT-PCR) and Western analysis demonstrate that IL-6 (1 

and 10 ng/ml) stimulates the expression of RANKL at both mRNA and protein levels.  IL-

6 does not exert effect on the expression of OPG and macrophage stimulating factor (M-

CSF).  The stimulation of RANKL occurs via the pathway of phosphoinositide 3 kinase 

(PI3K).  In addition, IL-6 alone can stimulate the expression of IL-6 without additional 

effect of exogenous of soluble IL-6 receptor (sIL-6R or gp80).  The response of pulp 

cells to IL-6 by increasing RANKL could be an important factor for internal resorption 

following injuries.  
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รูปที่ 1 ภาพ PCR และกราฟแสดงระดับการแสดงออกของ RANKL, OPG และ M-CSF 

          เมื่อไดรับการกระตุนดวย IL-6 ในเซลลโพรงฟน             9 

รูปที่ 2 ภาพและกราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีนของ RANKL, OPG และ M-CSF 

          เมื่อไดรับการกระตุนดวย IL-6 ในเซลลโพรงฟน            10 
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รูปที่ 4 ภาพและกราฟแสดงผลการยับยั้ง RANKL ดวยสารยับยั้งตอ PI3K และ Akt            13 



บทนํา 

โพรงประสาทฟน เปนโพรงที่มีลกัษณะปด เนื่องจากถูกลอมรอบดวยเนื้อฟน เนื้อเยื่อ

ภายในโพรงประสาทเปนเนือ้เยื่อที่มีลกัษณะหลวมๆ (loose mesenchymal tissue)  มีหลอดเลือด

หลักเพียงเสนเดียวมาหลอเลี้ยง โดยผานทางรูเปดปลายราก (apical foramen) และอาจมหีลอด

เลือดขนาดเลก็ผานทางรูเปดดานขาง (lateral canal) ชวยในการหลอเลี้ยงโพรงฟน 

ฟนผุเปนสาเหตุหลักทีท่าํลายเนื้อเยื่อโพรงฟน เนื่องจากการติดเชื้อและการอักเสบของ

เนื้อเยื่อภายในโพรงประสาทฟน (pulpitis)  เมื่อเกิดการติดเชื้อจากแบคทีเรียทีท่ําใหเกิดฟนผุ เซลล

ในระบบภูมิคุมกันของรางกายจะสรางสารหลั่งเปนการตอบสนอง สารหลั่งนี้สามารถกระตุนเซลล

ชนิดอื่นที่เกีย่วของกับการอกัเสบ (inflammatory cytokines) เหนี่ยวนาํใหเกิดการอักเสบภายใน

โพรงฟน สารหลั่งที่เกีย่วกับการอักเสบมเีปนจํานวนมาก เชน อินเตอรลิวคิน-6  (interleukin-6,IL-

6)  คอลลาจีเนส (collagenase)  อินเตอรลิวคิน-1 เบตา (interleukin-1β) และ พรอสตาแกลนดนิ 

(prostaglandin) 

IL-6 เปนไซโตไคนหลักตัวหนึ่งของกระบวนการอักเสบ โดยทําหนาทีก่ระตุนการ

เปลี่ยนแปลงของ บีเซลล (B-cell) ไปเปนพลาสมาเซลล (plasma cell) ที่ทาํหนาทีห่ลั่งอิมมูโน

โกลบูลิน (immunoglobulin) และกระตุนการสรางเมด็เลือด (hematopoiesis)  นอกจากนัน้ IL-6 

ยังมีความสาํคัญเกี่ยวของกับการเกิดโรคทางระบบภูมิคุมกันหลายโรค เชน โรคขออักเสบรูหมา

ตอยด (rheumatoid arthritis), มัลติเพลิ ไมอีโลมา (multiple myeloma) และโรคกระดูกพรุน 

(osteoporosis) (Hirayama et al., 2002, Giuliani et al., 2004, Roodman, 1999)  เซลลที่

สามารถหลั่ง IL-6 นัน้ นอกจากเซลลอักเสบแลว เซลลของเนื้อเยื่อโพรงประสาทฟนเองก็สามารถ

หลั่ง IL-6 ไดเชนกัน เชน ในภาวะที่มีแล็คโตบาซิลลัส เคไซ (Lactobacillilus casei) 
(Matsushima, 1998) ภาวะที่มกีารอักเสบติดเชื้อในเนือ้เยื่อโพรงประสาทฟน หรือมีรอยโรคปลาย

ราก (periapical lesion) (Barkhordar et al., 1999) 

IL-6 ยังมีบทบาทในการทําลายของเนื้อเยื่อแข็ง เชน กระดูก โดยมีรายงานวา IL-6 

เกี่ยวของในกระบวนการสรางเซลลสลายกระดูก (osteoclast)  เนื่องจาก IL-6 สามารถกระตุนการ

แสดงออกของ รีเซพเตอรแอคติเวเตอร ออฟนวิเคลียแฟคเตอรแคปปาบี ไลแกนส (receptor 

activator of nuclear factor kappa B ligand; RANKL) บนเซลลสรางกระดูก (osteoblast) 

โดยตรง (Nakashima et al., 2000)  RANKL เปนโปรตีนผิวเซลลทีท่ําหนาทีเ่กี่ยวกับการควบคมุ
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การสรางเซลลสลายกระดูก โดยโปรตีนตวันี้จัดอยูในกลุมของทูเมอรเนโครสิส แฟคเตอร (tumor 

necrosis factor; TNF)  และสามารถจับกับ RANK บนผิวเซลลของเซลลตนกาํเนดิเซลลละลาย

กระดูก สงผลใหเกิดเซลลสลายกระดูกเพิ่มข้ึน และกระตุนการทาํลายกระดูก โดยกระบวนการ

ดังกลาวตองอาศัยการสัมผัสกันระหวางเซลลสรางกระดูก/สโตรมาเซลล และเซลลตั้งตนของเซลล

สลายกระดูก (osteoclast progenitors) จงึจะสามารถเหนี่ยวนาํใหเกิดกระบวนการสรางเซลล

สลายกระดูกได (Jimi et al., 1996, Suda, 1999)  

นอกจาก RANKL ยังมีโมเลกุลทีเ่กี่ยวของกับการสรางและสลายกระดูกรวมถงึการเกิด 

bone remodeling ดวย คอืออสติโอโปรติเจริน (osteoprotegerin; OPG) โดย OPG นั้นเปนรีเซบ

เตอร (decoy receptor) ตัวหนึ่งที่จัดอยูในกลุมของ TNF receptor superfamily เปนสารที่หลัง่

ออกมาแลวสามารถจับกับ RANKL ไดอยางเหนียวแนน (high affinity) โดยมนัจะจับกับ RANKL 

แลวทําให RANKL ไมสามารถไปจับกับ RANK ได เปนผลใหเกิดการยับยั้งการเจรญิและพัฒนา

ของเซลลสลายกระดูก (Simonet et al., 1997, Yasuda et al., 1998)  

การละลายของกระดูก นอกจากจะอาศัยการทํางานของ RANK/RANKL และ OPG แลว 

ยังตองอาศัยโมเลกุลอีกชนิดหนึ่งซึ่งมีความสําคัญดวยเชนกันคือ มาโครฟาจ สติมูเลติง แฟคเตอร 

(macrophage colony stimulating factor; M-CSF)  M-CSF เปน soluble factor ที่สรางโดย

เซลลสรางกระดูก/สโตรมอลเซลล ซึ่งจําเปนตอการพัฒนาของเซลลสลายกระดูก โดย M-CSF 

จําเปนตอการแบงตัวเพิ่มจํานวน (proliferation) ของเซลลตั้งตนของเซลลสลายกระดูก 

differentiation และการคงอยู (survival) ของเซลลสลายกระดูก (Kodama et al., 1991, Suda et 

al., 1999)  

สําหรับเนื้อเยือ่โพรงฟน ในทางคลนิิกพบวา การอักเสบเรื้อรังของเนื้อเยื่อโพรงฟน จะ

กอใหเกิดการละลายตัวของผิวดานในของโพรงฟน (Barclay, 1993) นอกจากนี้ ยังมีรายงานถึง

การเพิม่ข้ึนของ IL-6 ในเนือ้เยื่อโพรงฟนในภาวะที่มกีารอักเสบ จึงมคีวามเปนไปไดที่การเพิ่มข้ึน

ของ IL-6 จะนาํไปสูการกระตุนโมเลกุลที่เกี่ยวกับการสลายเนื้อฟนในทํานองเดยีวกบัการสลายของ

กระดูก  

 คณะผูวิจัยไดตั้งสมมติฐานวา IL-6 ที่เกดิในภาวะที่มกีารอักเสบของโพรงฟน จะมีผลตอ

โมเลกุลกลุมทีเ่กี่ยวกับการสลายกระดูก และเนื้อเยื่อแข็งของฟน จงึตองการศึกษาผลของ IL-6 ตอ

เนื้อเยื่อโพรงฟน ในการแสดงออกของ RANKL, OPG และ M-CSF 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

การเพาะเลีย้งเซลลจากเนื้อเยื่อโพรงฟน 
 เซลลโพรงฟนจะถูกเพาะเลี้ยงขึ้นจากเนื้อเยื่อโพรงฟนของผูปวยที่มาถอนฟนที่ภาควิชา

ศัลยศาสตร คณะทันตแพทยศาสตร เปนฟนที่ไมมีรอยโรคของฟนและเนื้อเยื่อปริทันตแตถอน

เนื่องจากเปนฟนคุดหรือเพื่อจัดฟน ในการทดลองจะเพาะเลี้ยงเซลลจากเนื้อเยื่อของคนไขอยาง

นอย 3 คนและทําการทดลองซ้ําสามครั้ง เตรียมเซลลโดยผาฟนออกและดึงเนื้อเยื่อโพรงฟนออก 

ตัดเปนชิ้นเล็กๆ นําไปวางในจานเลี้ยงเซลล (Nunc, Roskilde, Denmark) อาหารเลี้ยงเซลลที่ใช

คือ DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ที่เติมซีรัม (fetal bovine serum; FBS) รอย

ละ 10, กลูตามีน (glutamine) 2 มิลลิโมลาร, เพนนิซิลินจี (penicillin G) 100 IU/ml และแอมโฟ

เทอราซินบี (amphotericin B) 0.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร อาหารเลี้ยงเซลลและสวนประกอบเปน

ผลิตภัณฑของ Gibco BRL, USA 

 เมื่อเซลลบนจานเลีย้งเจริญจนเต็มพื้นที่ของจานเลี้ยงเซลลแลว เซลลจะถูกถายออกไป

เลี้ยงในจานเลีย้งเซลลใหม เร่ิมนับเปนเซลลรุนที่ 1  หลงัจากนั้นเซลลจะถูกหวานใหมในอัตราสวน 

1:3 เซลลที่ใชในการทดลองจะใชเซลลในรุนที ่3-6 

 

การกระตุนเซลลดวย IL-6 
 เซลลถูกหวานในจานเลี้ยงเซลลที่ความหนาแนน 50,000 เซลล/ตารางเซนติเมตร เลี้ยง

เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนจะเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัมรอยละ 0.5 กระตุนเซลลดวย IL-6 

ที่ความเขมขน 0.1, 1, 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อหาระดับความเขมขนที่

เหมาะสมในการศึกษาขัน้ตอไป  

 ในการทดสอบกลไกที่เกี่ยวของกับการกระตุนเซลลโดย IL-6  เซลลจะไดรับ IL-6 รวมกับ 

sIL-6R 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร หรือไดรับสารยับยัง้เปนเวลา 30 นาท ี กอนไดรับการกระตุนดวย 

IL-6  สารยับยั้งที่ใชในการศึกษาคือ สารยับยัง้ตอ phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K 

inhibitor; LY 294002) 1.4 ไมโครโมลาร (Cayman) หรือสารยับยั้งตอ Akt (Akt inhibitor II) 5 ไม

โครโมลาร (Calbiochem EMD Biosciences, La Jolla, CA) เปนเวลา 24 ชัว่โมง  
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การวิเคราะหระดับ mRNA ดวยวิธี RT-PCR 

 อารเอ็นเอ (RNA) จากเซลลในแตละการทดลอง จะถูกแยกดวย Tri reagent (Molecular 

Research Center, Cincinnati, OH) และวัดปริมาณอารเอ็นเอดวย UV-spectrophotometer ที่ 

OD 260/280 จากนั้นนําอารเอ็นเอจํานวน 1 ไมโครกรัมจากแตละกลุมทดลอง ไปผานกระบวนการ

รีเวอรสทรานสคริปเทส (reverse transcriptase; RT) โดยใชเอนไซมเอเอ็มวี (avian 

myeloblastosis virus; AMV) (Promega) เพื่อสังเคราะหคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ 

(complementary DNA) หรือ cDNA ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง 

นํา cDNA ไปขยายสัญญาณดวยเทคนคิ PCR (polymerase chain reaction) โดยใช

เอนไซม Taq polymerase และใช primer ที่จาํเพาะตอ M-CSF, RANKL, OPG และ GAPDH 

ลําดับของนวิคลีโอไทดของไพรเมอร (primer) ที่ใชคือ 

RANKL             forward             5’ CCAGCATCAAAATCCCAAGT3’ 

 reverse  5’ CCCCTTCAGATGATCCTTC 3’ 

OPG  forward           5’ TGCAGTACGTCAAGCAGGAG 3’ 

  reverse  5’ TGACCTCTGTGAAAACAGC 3’ 

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

Reverse 5’ TCT CAG GCT GCA CAC CTT 3’ 

GAPDH forward  5’ TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT 3’ 

   reverse  5’TCACACCCATGACGAACATGG 3’ 

ปฏิกิริยา PCR ทําในปริมาตร 25 ไมโครลิตร  denature 1 นาที 94 องศาเซลเซียส 

annealing 1 นาท ี60 องศาเซลเซียส และ chain elongation 1.45 นาท ี72 องศาเซลเซียส โดยใช 

DNA thermal cycle (Tpersonal, Whatman Biometra, Goettingen, Germany) เมื่อส้ินสุด

กระบวนการ PCR แลว PCR products ที่ไดจะถูกวิเคราะหโดยการแยกดวยกระแสไฟฟาในแผน

เจลอกาโรส (agarose gel) ที่มีความเขมขนของอกาโรสรอยละ 2 ที่มีสวนผสมของเอทิเดยีมโบร

ไมด (ethidium bromide)  และถายภาพดวยฟลมโพลารอยดบนเครือ่งกําเนิดแสงอัลตราไวโอเล็ต 

(ultraviolet)  
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การวิเคราะหดวย ELISA 

 เมื่อครบกําหนด 48 ชั่วโมง อาหารเลี้ยงเซลลจะถูกนํามาวิเคราะหหาความเขมขนของ M-

CSF ดวยชุด ELISA (Quantikine® R&D System Inc., MN) ตามคําแนะนาํของบริษัท โดย

หยอดอาหารเลี้ยงเซลลที่ตองการวิเคราะหลงใน microplate ที่เคลือบดวยแอนติบอดีตอ M-CSF 

(mouse monoclonal antibody against human M-CSF) เปนเวลา 2 ชั่วโมง ลาง และยอมตอ

ดวย polyclonal antibody against M-CSF conjugated to horseradish peroxidase เปนเวลา

อีก 2 ชั่วโมง จากนั้นใส substrate เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาเปนเวลา 30 นาทีกอนที่จะยับยั้งปฏิกิริยา 

และนําสารละลายที่ไดไปอานคาดูดกลนืแสง 

 

การวิเคราะหดวย Western blot analysis  

 เซลลจะถูกละลายดวยไรปาบัฟเฟอร (radioimmunoprecipitation; RIPA; 150 mM 

NaCl, 1% NP-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM Tris pH 8.0) วัดปริมาณโปรตีน

ดวยชุดวัดโปรตีน BCATM (Pierce, Rockford, IL) แลวนําไปแยกดวยไฟฟาใน acrylamide gel 

(polyacrylamide gel electrophoresis) และเคลื่อนยายโปรตีนลงบนแผนไนโตรเซลลูโลส 

(Nitrocellulose) ดวยไฟฟา   

นําแผนไนโตรเซลลูโลสที่ได ไปยอมดวยแอนติบอดีตอ RANKL, OPG หรือ β-actin 

(Chemicon International, Temecula, CA) ตอดวยแอนติบอดีทุติยภูมิที่ตอกับเอนไซมเปอรออก

ซิเดส (peroxidase-labeled secondary antibody) (Sigma, St. Louis, MO) และขยายสัญญาณ

โดยเคลือบแผนไนโตรเซลลูโลสที่ยอมดวยแอนติบอดีแลว ดวยชุดขยายสัญญาณแบบเคมี 

(chemiluminescence detection system) (Pierce, Rockford, IL) จากนั้นจึงตรวจจับสัญญาณ

ดวยแผนฟลมเอกซเรย (Pierce, Rockford, IL) วิเคราะหความเขมของแถบสีดําดวย ไซออน 

(Scion Image analysis software) 

 

การวิเคราะหทางสถิติ 

 คาความเขมเปนคา mean ± SD วิเคราะหดวย one-way analysis of variance และใช 

LSD’s test สําหรับ post-hoc analysis คา p < 0.05 แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
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ผล 

 ผลจากการศึกษาพบวา IL-6 สามารถกระตุนการแสดงออกของ RANKL ตามลําดับความ

เขมขนของ IL-6 เมื่อกระตุนเซลลโพรงฟนดวย IL-6 ที่ความเขมขน 0, 0.1, 1 และ 10 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งเห็นการกระตุนไดชัดที่ 1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร แตไมพบ

การเปลี่ยนแปลงของ OPG และ M-CSF ดังแสดงไวในรูปที่ 1 คณะผูวิจัยไดตรวจสอบการ

ตอบสนองของเซลลในระดับโปรตีน พบวา IL-6 กระตุนการสราง RANKL เพิ่มข้ึนตามความเขมขน

ของ IL-6 แตไมพบการเปลี่ยนแปลงของ OPG และ M-CSF แสดงใหเห็นวา เซลลมีการสราง 

RANKL เพิ่มข้ึนในทํานองเดียวกับการแสดงออกในระดับอารเอ็นเอ ดังแสดงในรูปที่ 2 

 ในการทดลองขั้นตอไป คณะผูวิจัยไดเลือกใช IL-6 ความเขมขน 10 นาโนกรัม/มลิลิลิตร 

เนื่องจากเปนความเขมขนทีเ่ห็นผลชัดเจนในการกระตุน RANKL และเลือกศึกษากลไกที่เกีย่วของ

กับการกระตุนการสราง RANKL เพิ่มข้ึน 

เนื่องจากมีรายงานวา เมื่อ IL-6 จับกับ sIL-6R (หรือ gp80) แลวจะไปกระตุนการเติม

ฟอสเฟตในตาํแหนงของไทโรซีน (phosphoryrate tyrosine) ของรีเซบเตอรตัวหนึง่ คอื gp 130 ทํา

ใหเกิดสัญญาณเขาไปกระตุนการทํางานของยีน โดยผานทางสแตท 3 (signal transducer and 

activator of transcription; STAT3) (Simpson et al.,1997) คณะผูวิจัยจงึไดทดลองกระตุนเซลล

ดวย IL-6 รวมกับ sIL-6R เนือ่งจากตองการตรวจสอบวา ถา sIL-6R จับกับ IL-6 แลว  sIL-6R จะ

ชวยเสริมฤทธิข์อง IL-6 หรือใหผลตางไปจากการกระตุนดวย IL-6 เพียงลาํพงัหรือไม ผลการ

ทดสอบพบวา sIL-6R ที่ความเขมขน 0.1-10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร โดยลําพัง ไมมีผลตอการ

เปลี่ยนแปลงทั้งในระดับอารเอ็นเอและโปรตีนของ M-CSF, RANKL หรือ OPG (ไมไดแสดงผลไว)  

และการใช sIL-6R รวมกับ IL-6 ก็ไมมีผลในการชวยเสริมการกระตุน RANKL แตอยางใด 

(เปรียบเทียบแถวที ่2 และ 4) (รูปที่ 3) 

 ในการตรวจสอบกลไกการกระตุน คณะผูวิจัยไดใชสารยับยั้ง คือ PI3K inhibitor และ Akt 

inhibitor ใสในอาหารเบี้ยงเซลล 30 นาที กอนการกระตุนเซลลดวย IL-6 (10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 

ผลปรากฏวา PI3K inhibitor สามารถยับยั้งการกระตุน RANKL ของ IL-6 ได แต Akt inhibitor 

ยับยั้งไมได (รูปที่ 4) 
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สรุปและวิจารณ 

  จากผลการทดลองขางตน แสดงวา IL-6 สามารถเพิ่มการแสดงออกของ RANKL ได โดย

ไมมีผลตอการแสดงออกของ OPG และ M-CSF ในเซลลเพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อโพรงฟนของมนุษย

ซึ่งสอดคลองกับรายงานที่แสดงถึงการเพิ่มข้ึนของ RANKL โดยอิทธิพลของ inflammatory 

cytokines ในเซลลกระดูก หรือเซลลเอ็นยึดปริทันตมาแลว (Fukushima et al., 2005) การเพิ่มข้ึน

ของ RANKL โดยไมมีการเปลี่ยนแปลงระดับของ OPG และ M-CSF ก็เพียงพอในการกระตุน

การดิฟเฟอเรนชิเอทของเซลลทําลายกระดูกและเนื้อเยื่ออนินทรีย ดังนั้น IL-6 ที่เพิ่มข้ึนในภาวะที่

เกิดการอักเสบภายในโพรงฟน จึงนาจะมีสวนรวมในการละลายเนื้อฟนจากภายในโพรงฟน 

(internal resorption) 

 การศึกษานี้ พบวา กลไกในการกระตุน เกดิผาน PI3K แตไมผาน Akt ทั้งนี้ มีความเปนไป

ไดที่กลไกอาจจะเกิดจากการกระตุนผานไซโครออกซิจิเนส-2 (cyclooxygenase-2; COX-2) ซึ่งมี

รายงานวา IL-6 สามารถกระตุนการแสดงออกของ COX-2 เปนผลใหมีการสรางพรอสตาแกลนดนิ 

(prostaglandin-2; PGE-2) เพิ่มข้ึน PGE-2 เปนไซโตไคนที่เกี่ยวกับการอักเสบซึ่งมีสวนชวยใหเกิด

การเพิม่เซลลสลายกระดูก (osteoclastogenesis) โดยเพิ่มการสราง RANKL และลดการสราง 

OPG ในเซลลกระดูก (Liu et al., 2005; 2006)  

 การตอบสนองของเซลลตอ IL-6 มีรายงานวาเกิดผาน IL-6R หรือ gp80 และตองการ

โมเลกุลอีกตัวหนึ่งคือ gp130  การสงสัญญาณของ IL-6 เขาสูเซลล จะเริ่มจากการจับกันระหวาง 

IL-6 และ IL-6R หรือ gp80 ซึ่งไมสามารถสงสัญญาณเขาสูเซลลได จากนั้น complex ของ IL-6-

GP80 จึงจะเคลื่อนไปจับกับ gp 130 เพื่อสงสัญญาณเขาสูเซลลตอไป (Rose-John and 

Heinrich, 1994) โดยพบวา IL6R หรือ gp80 นั้น จะปรากฏในสองรูปแบบ คือ membrane-type 

และ soluble-type (Lust et al., 1992; Horiuchi et al., 1994) และมีรายงานวา การจับกัน

ระหวาง IL6-gp130 นั้น ตองการ gp-80 ในรูปของ soluble type หรือที่เรียกวา sIL-6R เพื่อชวย

ในการจับ IL-6 กับ gp130 โดยพบวาการแสดงออกของ membrane-type gp80 ไมเพียงพอตอ

การเกิด tri-molecular complex ของ IL-6-gp80-gp130 เชนรายงานของ Palmqvist และคณะ 

(2002) พบวา IL-6 ไมสามารถเหนี่ยวนําการสลายกระดูกถาไมมี sIL-6R และรายงานของ 

Tamura และคณะ (1993) ที่พบวา sIL-6R ชวยเพิ่มการเกิดเซลลสลายกระดูก แตก็มีรายงาน

โตแยงวา soluble IL-6R นั้น ไมมีความจําเปน  (Lowik et al., 1989; Ishimi et al., 1990)  
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 คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบการแสดงออกของ gp80 ในเซลลโพรงฟน และพบวา เซลล

โพรงฟนมีการแสดงออกของ gp80 เมื่อตรวจสอบดวยวิธี RT-PCR  อยางไรก็ดี การตรวจสอบดวย

วิธีนี้ ไมสามารถบอกไดวา  gp80 ที่ เซลลโพรงฟนสรางขึ้นนั้น  อยูในลักษณะใด  ระหวาง 

membrane-type และ soluble-type.  แตผลการทดลองที่แสดงวาเซลลโพรงฟนสามารถ

ตอบสนองตอ IL-6 ได แสดงวา กลไกพื้นฐานที่แสดงโพรงฟนสรางขึ้น คือ gp80 และ gp130 

เพียงพอที่จําทําใหเกิดการตอบสนองโดยไมตองการ external soluble gp80 ซึ่งขอสมมติฐานนี้ 

สอดคลองกับผลการทดลองที่แสดงวา การเติม exogenous gp80 หรือ soluble receptor นั้น ไม

มีผลเปลี่ยนแปลงการตอบสนองของเซลลตอ IL-6  

 

สรุป  

 IL-6 สามารถเพิ่มการแสดงออกของ RANKL ได โดยไมมีผลตอการแสดงออกของ OPG 

และ M-CSF ในเซลลเพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อโพรงฟนของมนษุย โดยกลไกการกระตุนเกิดผาน PI3K 

นอกจากนี้ การเพิ่ม soluble receptor gp80 ไมมีผลตอการเพิ่ม RANKL การที่เซลลโพรงฟน

ตอบสนองตอ IL-6 ไดโดยลําพัง แสดงวาในภาวะอักเสบซึ่งมีสารหลั่ง IL-6 ในโพรงฟนเพิ่มข้ึนนั้น  

IL-6 นาจะเปนปจจัยหนึ่งที่มีบทบาททําใหเกิดการทําลายเนื้อฟนจากภายในโพรงฟน รวมทั้งใน

คลองรากฟน โดยกระตุนใหเกิดการเสียสมดุลของระบบ RANK/RANKL/OPG 
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รูปที่ 1 เซลลโพรงฟนถูกกระตุนดวย IL-6 ที่ความเขมขน 0, 0.1, 1 และ 10 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง สกัดอารเอ็นเอและวิเคราะหดวย RT-PCR โดยใชไพรเมอร

ที่จําเพาะตอ RANKL, OPG, M-CSF โดยใชการแสดงออกของ GAPDH เปนตัวควบคุม

ภายใน (A)  กราฟในรูป B แสดงความเขมที่อานไดของ RANKL และ OPG หารตอ 

GAPDH จากรูป A   * แสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 
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รูปที่ 2 เซลลโพรงฟนถกูกระตุนดวย IL-6 ที่ความเขมขน 0, 0.1, 1 และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง  วเิคราะหการเปลีย่นแปลงของ RANKL และ OPG ดวย Western blot 

analyses โดยใช Actin เปนตัวควบคุมภายใน (A) กราฟในรูป B และ C แสดงความเขมที่อานได

ของ RANKL และ OPG หารตอ Actin * แสดงถึงความแตกตางอยางมีนยัสําคญั (p < 0.05) 

กราฟในรูป D แสดงปริมาณของ M-CSF ในอาหารเลี้ยงเซลลเมื่อวิเคราะหดวย ELISA 
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รูปที่ 3 ภาพจากการวิเคราะหดวย Western blot analyses แสดงใหเห็นผลการกระตุนเซลลโพรง

ฟนดวย IL-6 (10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) โดยลําพงั หรือรวมกับ sIL-6R (10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง (A)  กราฟในรูป B แสดงความเขมของแถบโปรตีน RANKL เทยีบตอ Actin ที่

เทากัน  - ไมไดใสสารที่ตองการทดสอบ + ใสสารที่ตองการทดสอบ 
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รูปที่ 4 ภาพจากการวิเคราะหดวย Western blot analyses แสดงใหเห็นผลการกระตุนเซลลโพรง

ฟนดวย IL-6 (10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) โดยลําพงั หรือรวมกับ PI3K inhibitor (PI3Ki, 1.4 ไมโครโม

ลาร) หรือ Akt inhibitor (Akti 5 ไมโครโมลาร) เปนเวลา 24 ชั่วโมง (A)  กราฟในรูป B แสดงความ

เขมของแถบโปรตีน RANKL เทียบตอ Actin ที่เทากนั  - ไมไดกระตุนดวย IL-6, + กระตุนดวย IL-6 

* แสดงความแตกตางอยางมีนัยสาํคํญ 
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