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Objective This study is to investigate the effect of cobolt chloride (CoCl2) on 
cell proliferation, the level of gene expression of stem cell markers, and the osteogenic 
differentiation of human dental pulp cells. Materials and mathod Human dental pulp 
cells (hDPCs) were cultured in the presence or absence of CoCl2 at the concentration of 
25 and 50 μM, respectively. The 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) assay was used to determine cell proliferation at 1, 3 and 6 days of 
culture. The number of STRO-1+ cells was determined using flow cytometry. The level of 
mRNA expression of stem cell markers; Rex-1, Oct-4, Nanog and Sox-2 were examined 
by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The osteogenic 
differentiation was assessed by alkaline phosphatase activity and alizarin red S staining. 
The data were analyzed by one way ANOVA and Independence sample t-test (p<0.05). 
Result The results showed that hDPCs treated with CoCl2 significantly increased    
STRO-1+ cells and the mRNA expression of stem cell markers, while inhibited 
osteogenic differentiation. In addition, potency of 50 μM of CoCl2 in maintaining stem 
cell is greater than that of 25 μM of CoCl2.  Conclusion These findings suggests that 
cobalt chloride could enhance stemness of human dental pulp cells. The addition of 50 
uM CoCl2 in the culture media might be the suitable condition for maintaining stem cells 
in the laboratory. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 ในปัจจบุนัการน าเซลล์ต้นก าเนิดมาใช้ในการรักษา (stem cell therapy) ก าลงัอยูใ่น
ความสนใจของแพทย์และนกัวิจยัจ านวนมาก  เน่ืองจากเซลล์ต้นก าเนิดมีคณุลกัษณะเฉพาะตวัท่ี
สามารถแบง่ตวัได้อยา่งไมมี่ขีดจ ากดั และสามารถพฒันาเป็นเซลล์ตา่งๆ ได้หลายชนิด  ดงันัน้ 
เซลล์ต้นก าเนิดจงึมีบทบาทส าคญัในกระบวนการสร้างและซอ่มแซมเนือ้เย่ือ  (1) มีรายงานท่ีแสดง
ถึงความพยายามของแพทย์และนกัวิจยั ในการน าเซลล์ต้นก าเนิดมาใช้ในการรักษาโรคตา่งๆ 
หลายชนิดด้วยกนั เชน่ โรคมะเร็ งเม็ดเลือดขาว  (2) โรคโลหิตจางธาลสัซีเมีย  (3) พาร์กินสนั  (4)  
โรคกล้ามเนือ้หวัใจขาดเลือด  (5) และเบาหวาน  (6) เป็นต้น อยา่งไรก็ดี นอกเหนือจากโรคมะเร็ง  
เม็ดเลือดขาวแล้ว  การน าเซลล์ต้นก าเนิดมาใช้ในการรักษารอยโรคอ่ืนๆ นัน้ยงัไมป่ระสบ
ความส าเร็จและยงัไมเ่ป็นท่ียอมรับในทางการแพทย์   

เซลล์ต้นก าเนิดอาจจ าแนกตามแหลง่ท่ีพบได้ 2 ชนิด (1) คือ เซลล์ต้นก าเนิดจากตวัออ่น 
(embryonic stem cell) และเซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือโตเตม็วยั  (adult stem cell) ถึงแม้เซลล์
ต้นก าเนิดจากตวัออ่นจะมีข้ อดีในแง่ของความสามารถในการพฒันาเป็นเซลล์ตา่งๆ ในร่างกายได้
ทกุชนิด แตก่ารใช้เซลล์ต้นก าเนิดจากตวัออ่นยงัมีข้อถกเถียงทางจริยธรรม และมีข้อจ ากดัเร่ือง
ความเข้ากนัได้ของเนือ้เย่ือผู้ ป่ วยกบัเซลล์ท่ีน ามาใช้ในการรักษา  ในปัจจบุนัการศกึษาเก่ียวกบั
เซลล์ต้นก าเนิดจงึมุ่ งเน้นไปท่ีเซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือโตเตม็วยั ซึง่สามารถพบได้ในเนือ้เย่ือ
ตา่งๆ ในร่างกายหลายชนิด เชน่ ไขกระดกู (7) เนือ้เย่ือไขมนั  (8) ผิวหนงั (9) กล้ามเนือ้ (10) สมอง 
(11) และฟัน (12, 13) 

ฟันจดัเป็นอีกแหลง่หนึง่ของเซลล์ต้นก าเนิดท่ีอยูใ่นความสนใจของนกัวิจยั เน่ืองจาก
สามารถเก็บเนือ้เย่ือฟันมาใช้เพ่ือการศกึษาได้สะดวก ทัง้จากฟันน า้นมท่ีหลดุเองโดยธ รรมชาต ิ
หรือจากฟันแท้ท่ีมี ข้อบง่ชีใ้นการถอนฟัน เชน่ ฟันคดุ หรือฟันท่ีถอนเพ่ือการจั ดฟัน  รายงาน
การศกึษาพบวา่เนือ้เย่ือในฟันของทัง้ฟันแท้และฟันน า้นมจะพบเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคมอล 
(mesenchymal stem cell) จ านวนมาก  เซลล์ต้นก าเนิดเหลา่นีมี้คณุสมบตัใินการแบง่ตวัได้อยา่ง
ตอ่เน่ือง และสามารถพฒันาไปเป็นเซลล์เนือ้เย่ือเก่ียวพนัได้ทกุชนิด อนัได้แ ก่ เซลล์สร้างกระดกู  
(osteoblast) (12) เซลล์ประสาท (neuron) เซลล์ไขมนั (adipocyte) (14) เซลล์กล้ามเนือ้เรียบ 
(myocyte) และเซลล์กระดกูออ่น (chondrocyte) (15) ดงันัน้เซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันจงึมีศกัยภาพ
ในการน ามาใช้ในทางคลินิกเพ่ือสง่เสริมให้เกิดการสร้างเนือ้เย่ือทดแทนในบริเวณท่ีมีการท าลาย
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ของกระดกู เนือ้ฟัน หรือเส้นประสาทได้อยา่งสมบรูณ์ (complete regeneration)  อยา่งไรก็ตามใน
การน าเอาเซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือในฟันมาใช้ในทางคลินิกนัน้จ าเป็นต้องมีการศกึษาวิจยั เพ่ือ
เพิ่มความเข้าใจในพฤตกิรรมและการตอบสนองของเซลล์ตอ่สิ่งแวดล้อม ทัง้นีเ้พ่ือท่ีจ ะน าเซลล์ไป
ใช้ได้อยา่งปลอดภยั มีประสิทธิภาพและเกิดประโยชน์สงูสดุ 

โดยทัว่ไปในการศกึษาถึงคณุสมบตักิารเป็นเซลล์ต้นก าเนิด มกัจะท าการศกึษาถึงการ
แสดงออกของยีน เชน่  เร็กซ์-1 (Rex-1) อ็อกเทเมอร์ -4 หรืออ็อกท์-4 (POU transcription factor 
Octamer-4; Oct-4) นาน็อก (Nanog) และซ็อกซ์-2 (Sox-2) ซึง่เป็นทรานสคริปชัน่แฟคเตอร์ 
(transcription factor) ท่ีมีบทบาทส าคญัในการควบคมุการเป็นเซลล์ต้นก าเนิด (16-20) และยงั
ศกึษาถึงความสามารถในการแปรสภาพไปเป็นเซลล์อ่ืนๆ เชน่ เซลล์สร้างกระดกู ดงัท่ียกตวัอยา่ง
ไปแล้วข้างต้น 

ระดบัของออกซิเจนภายในเนือ้เย่ือจดัเป็นปัจจยัข้อหนึง่ท่ีสง่ผลตอ่พฤตกิรรมของเซลล์    
ต้นก าเนิด โดยมีการศกึษาพบวา่ระดบั ออกซิเจนท่ีเหมาะสมถือเป็นสิ่งแวดล้อมท่ีส าคญัตอ่การ
แบง่ตวัแล ะคงสภาพความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด  โดยพบวา่ในสภาวะตามปกตเินือ้เย่ือตา่งๆ จะมี
ปริมาณออกซิเจนท่ีต ่ากวา่ระดบัของออกซิเจนในอากาศ หรือท่ีเรียกวา่สภาวะพร่องออกซิเจน 
(hypoxia) มีการวดัระดบัของออกซิเจนท่ีเนือ้เ ย่ือตา่งๆ เชน่ สมองมีระดบัของออกซิเจนอยูท่ี่      
ร้อยละ 0.5 ถึง 7 (21) ไขกระดกูมีระดบัออกซิเจนร้อยละ 0 ถึง 4 (22) สว่นเนือ้เย่ือในฟันนัน้ได้มี
การศกึษาวดัระดบัออกซิเจนในเนือ้เย่ือฟันของหนแูละกระตา่ย พบวา่มีระดบัออกซิเจนเพียง     
ร้อยละ 3 และ 4.5 ตามล าดบั  (23, 24) จงึอาจกลา่วได้วา่ระดบัของออกซิเจนท่ีภาวะปกตขิอง
อวยัวะเหลา่นัน้เป็นสภาวะพร่องออกซิเจนเมื่อเทียบกบัระดบัของออกซิเจนท่ีวดัได้ในบรรยากาศ
ทัว่ไป หรือเรียกวา่เป็นระดบัพร่องออกซิเจนทางสรีรวิทยา (physiologic hypoxia) (25) 

โดยปกตกิารเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือในฟันในห้องปฏิบตักิารนัน้ มกัท าท่ี
ระดบัออกซิเจนร้อยละ 21 เทียบเทา่กบัระดบัออกซิเจนในบรรยากาศ ซึง่มีความแตกตา่งจาก
สภาพแวดล้อมตามความเป็นจริงของเซลล์ต้นก าเนิด ระดบัของออกซิเจนอาจจะท าให้พฤตกิรรม
และความสามารถในการเป็นเซลล์ต้ นก าเนิดถกูเปล่ียนแปลงไปจากเดมิ  ในการจ าลองสภาวะ
พร่องออกซิเจนในห้องปฏิบตักิาร นัน้สามารถท าได้ 2 วิธี คือทางกายภาพและการเตมิสารเคมี   
การจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนทางกายภาพนัน้ยากตอ่การควบคมุแล ะการคงระดบัออกซิเจน
ให้สม ่าเสมอ  ดงันัน้การจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนโดยการเตมิสารเคมีจงึถือเป็นอีกทางเลือก
หนึง่เพ่ือให้การเพาะเลีย้งเซลล์ในห้องปฏิบตักิารท าได้ง่ายขึน้  ซึง่วิธีการหนึง่ในการจ าลองสภาวะ
พร่องออกซิเจนโดยใช้สารเคมี คือ การเตมิโคบอลต์คลอไรด์ในอาหารเลีย้งเซลล์  (26) โดยโคบอลต์
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คลอไรดส์ามารถจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนในห้องปฏิบตักิารได้โดยการคงสภาพการแสดงออก
ของโปรตีนไฮพ็อกเซียอินดวิซิเบลิแฟคเตอร์ (hypoxia inducible factor; HIF) ไมใ่ห้ถกูท าลายโดย
ออกซิเจน 

รายงานการศกึษาเซลล์ต้นก าเนิดในสภาวะพร่องออกซิเจนยงัมีไมม่ากนกั  แตก็่เป็นท่ี
ชดัเจนวา่ในสภาวะพร่องออกซิเจนนัน้ HIF จะมีปริมาณเพิ่มมากขึน้  โดยโปรตีนชนิดนีเ้ป็นโปรตีน
ท่ีมีบทบาทส าคญัในการถอดรหสัของยีนท่ีตอบสนองตอ่การเปล่ียนแปลงของออกซิเจนในระดบั
เซลล์ และท าหน้ าท่ีเก่ียวข้องกบัการรักษาสภาพความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด  (27) มีการรายงานท่ี
แสดงให้ เห็นวา่การเพาะเลีย้งเซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันท่ีระดบัออกซิเจนร้อยละ 3 สามารถเพิ่ม
ปริมาณเซลล์และยบัยัง้การแปรสภาพของเซลล์ได้  (28, 29) และสมัพนัธ์กบัการเพิ่มขึน้ของ HIF  
นอกจากนีย้งัพบวา่เซลล์ท่ีไมมี่การแสดงออกของ HIF จะมีการลดลงของการแสดงออกของอ็อกท์-4 
นาน็อก และซ็อกซ์-2 ซึง่เป็นยีนท่ีแสดงสภาวะของการเป็นเซลล์ต้นก าเนิด (30)  

อยา่งไรก็ตามยงัไมเ่คยมีการศกึษาถึงผลของโคบอลต์คลอไรด์ในห้องปฏิบตักิารเพ่ือ
จ าลองการเกิดสภาวะพร่องออกซิเจนท่ีสง่ผลตอ่ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์จากเนือ้เย่ือ    
ในฟันแท้ของมนษุย์ ดงันัน้การวิจยัในครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาผลของ ความเข้มข้นของ
โคบอลต์คลอไรด์ตอ่ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์             
โดยพิจารณาจากการ เพิ่มจ านวน ของเซลล์ การแสดงออกของยีนท่ีแสดงสภาวะการเป็นเซลล์     
ต้นก าเนิด และการแปรสภาพไปเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง  

 ค าถามของการวิจัย 
โคบอลต์คลอไรด์ท่ีความเข้มข้นแตกตา่งกนัมีผลตอ่ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์

จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์หรือไม่ อยา่งไร 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือศกึษาผลของความเข้มข้นของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่การเพิ่มจ านวนของเซลล์จาก
เนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ 

2. เพ่ือศกึษาผลของความเข้มข้นของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่การสง่เสริมความเป็นเซลล์         
ต้นก าเนิดของเซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์  โดยพิจารณาจากการแสดงออกของ     
ตวับง่ชีค้วามเป็นเซลล์ต้นก าเนิด (stem cell markers) ได้แก่ ยีนเร็กซ์-1 อ็อกท์-4 นาน็อก 
และซ็อกซ์-2 
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3. เพ่ือศกึษาผลของความเข้มข้นของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่การยบัยัง้การแปรสภาพของเซลล์
จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ โดยพิจารณาจากการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง 

 
สมมตฐิานของการวิจัย 

1. โคบอลต์คลอไรด์ท่ีความเข้มข้นแตกตา่งกนัสามารถเพิ่มจ านวนของเซลล์จากเนือ้เย่ือใน
ฟันแท้ของมนษุย์ได้แตกตา่งกนั 

2. โคบอลต์คลอไรด์ท่ีความเข้มข้นแตกตา่งกนัสามารถสง่เสริมความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของ
เซลล์จากเนือ้เย่ือในโพรงฟันแท้ของมนษุย์ได้แตกตา่งกนั 

3. โคบอลต์คลอไรด์ท่ีความเข้มข้นแตกตา่งกนัสามารถยบัยัง้การแปรสภาพของเซลล์จาก
เนือ้เย่ือในโพรงฟันแท้ของมนษุย์ได้แตกตา่งกนั 

 
กรอบแนวคิดของงานวิจัย 
 
         
    

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1 กรอบแนวคดิของงานวิจยั 

โคบอลต์คลอไรด์ 

คณุสมบตัขิองเซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือในฟันแท้
ของมนษุย์ 
 การเพิ่มจ านวนของเซลล์ต้นก าเนิด 

 การแสดงออกของยีน ได้แก่ ยีนเร็กซ์-1 อ็อกท์-4 
นาน็อก และซ็อกซ์-2 

 การแปรสภาพของเซลล์ต้นก าเนิด 

สภาพแวดล้อมในการเลีย้งเซลล์ 

ชนิดของอาหารเลีย้งเซลล์ 

จ านวนรอบของการเพาะเลีย้ง (passage number) 

ระยะเวลาในการเพาะเลีย้ง ความหนาแนน่ของเซลล์ 

วิธีการแยกเซลล์ต้นก าเนิด 

เพิ่มขึน้ 

เทา่เดมิ 

ลดลง 
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ค าจ ากัดความในการวิจัยและข้อตกลงเบือ้งต้น 
1. เซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ หมายถึง เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งจากเนือ้เย่ือในโพรงฟัน

แท้ของมนษุย์ท่ีไมมี่รอยผแุละไมมี่รอยโรคท่ีปลายรากฟัน 
2. ระดบัออกซิเจนในบรรยากาศ (normoxia) หมายถึง สภาวะท่ีมีระดบัออกซิเจนปกติ ใน

อากาศท่ีระดบัน า้ทะเล ท่ีมีระดบัออกซิเจนร้อยละ 21 หรือเทียบเทา่กบั 160 มิลลิเมตร
ปรอท 

3. สภาวะพร่องออกซิเจน  หมายถึง สภาวะท่ีมีระดบัของออกซิเจนต ่ากวา่ระดบัออกซิเจนใน
อากาศท่ีระดบัน า้ทะเล 

4. อาหารเลีย้งเซลล์ หมายถึง อาหารเลีย้งเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีผสมซีรัมจากฟีตสัววัร้อยละ 10 
(Fetal bovine serum; FBS, Gibco, USA) แอลกลตูามีนร้อยละ 5 (L-glutamine, 
Invitrogen, USA)  และยาปฏิชีวนะร้อยละ 1 ประกอบด้วยเพนนิซีลินจีโซเดียม 
(Penicillin G sodium, Invitrogen, USA) และแอมโฟเทอริซินบี (Amphotericin B, 
Invitrogen, USA) 

5. อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง หมายถึง อาหาร
เลีย้งเซลล์ดีเอ็ มอีเอ็มท่ีมีซีรัมจากฟีตสัววัร้อยละ 10 แอลกลตูามีนร้อยละ 5 และ             
ยาปฏิชีวนะร้อยละ 1 ประกอบด้วยเพนนิซีลินจีโซเดียม และแอมโฟเทอริซินบี ผสมกบักรด
แอสคอร์บคิท่ีมีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (Ascorbic acid, Sigma, USA) 
เดกซาเมทาโซน  100 นาโนโมลาร์  (Dexamethasone, Sigma, USA) และเบต้า-กลีเซอโร
ฟอสเฟต 10 มิลลิโมลาร์ (-glycerophosphate, Sigma, USA) 
 

ค าส าคัญ 
ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด โคบอลต์คลอไรด์ เซลล์จากเนือ้เย่ือในโพรงฟันแท้ของมนษุย์  

  
ชนิดของการศึกษา 
 การวิจยัเชิงทดลองในห้องปฏิบตักิาร (laboratory experimental research) 
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ข้อจ ากัดของการวิจัย 
 การศกึษานีใ้ช้โคบอลต์คลอไรด์ในการจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนในห้องปฏิบตักิาร 
อยา่งไรก็ดีการใช้โคบอลต์คลอไรด์จะมีข้อจ ากดั คือไมส่ามารถเปรียบเทียบความเข้มข้นของ
โคบอลต์คลอไรด์ท่ีใช้ในการทดลองกบัร้อยละของออกซิเจนได้โดยตรง 
  
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

การศกึษานีเ้ป็นการศกึษาถึงผลของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของ
เซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์จงึเป็นการค้นหาสภาวะแวด ล้อมท่ีเหมาะสมตอ่การ
เพาะเลีย้งเซลล์  ซึง่อาจน าไปสูก่ารพฒันาอาหารเลีย้งเซลล์ นอกจากนีผ้ลการศกึษานอกจากจะ
เป็นการสร้างองค์ความรู้ใหมใ่นทางทนัตกรรมแล้ว ยงัจะเป็นประโยชน์ส าหรับการพฒันางานวิจยั
ในอนาคต โดยองค์ความรู้ท่ีได้จะเป็นข้อมลูเบือ้งต้นส าหรับการออกแบบการศกึษาวิจยัในขัน้ตอ่ไป 
รวมทัง้จะเป็นข้อมลูส าหรับการวางแผนการวิจยัทางด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือในอนาคต 
 
ข้อพจิารณาปัญหาทางจริยธรรม 

1. รายละเอียดข้อมลูโครงการวิจยั ผา่นการพิจารณาและได้รับค ารับรองด้านจริยธรรม
ของโครงการวิจยัจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยั ของคณะทนัตแพทยศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  

2. อาสาสมคัรได้รับการอธิบายและตอบข้อซกัถามถึงรายละเอียดของวิธีการวิจยัโดยไม่
ปิดบงัซอ่นเร้น และยินยอมลงนามในเอกสารใบยินยอมด้วยความเตม็ใจโดยมีส าเนาใบยินยอม
เก็บไว้เป็นหลกัฐาน 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 
เซลล์ต้นก าเนิด (stem cell) 

เซลล์ต้นก าเนิดหรือสเตม็เซลล์ เป็นเซลล์ท่ียงัไมมี่การพฒันาไปเป็นเซลล์ชนิดใดช นิดหนึง่ 
ท่ีมีคณุสมบตัเิฉพาะ  มีความสามารถในการเพิ่มจ านวนอยา่งไมมี่ขีดจ ากดั  (self-renewal) โดย
ผา่นกระบวนการแบง่ตวัท าให้ได้เซลล์ลกูท่ีมีคณุสมบตัเิดมิเชน่เดี ยวกบัเซลล์แม ่ซึง่เป็นเซลล์ท่ีไมมี่
ความจ าเพาะในการท าหน้าท่ี  (unspecialized cell) นอกจากนีเ้ซลล์ต้นก าเนิดยงัมีความสามารถ
ท่ีจะแปรสภาพ  (differentiation) ไปเป็นเซลล์ท่ีท าหน้าท่ีเฉพาะเจาะจงได้เม่ือได้รับการกระตุ้นท่ี
เหมาะสม (1) 

ประเภทของเซลล์ต้นก าเนิดสามารถแบง่ออกได้เป็น 2 กลุม่ตามแหลง่ท่ีมา  (1) คือ เซลล์
ต้นก าเนิดจากตวัออ่น  และเซลล์ต้นก าเนิดท่ีแยกจากเนือ้เย่ือท่ีโตเตม็วยั  โดยเซลล์ต้นก าเ นิดจาก 
ตวัออ่นนัน้เป็นเซลล์ท่ีได้มาจากเซลล์ชัน้ใน (inner cell mass) ของบลาสโทซิสท์ (blastocyst) จาก
ตวัออ่นหรือเนือ้เย่ือของทารกในครรภ์ จะเร่ิมพบเม่ือ 4-5 วนัแรกหลงัการปฏิสนธิในมนษุย์ โดย
เซลล์ในกลุม่นีจ้ะมีความสามารถในการเปล่ียนสภาพไปเป็นเซลล์ท่ีท าหน้าท่ีเฉ พาะเจาะจงได้ทกุ
ชนิดในร่างกาย  (31) สว่นเซลล์ต้นก าเนิดท่ีแยกจากเนือ้เย่ือท่ีโตเตม็วยันัน้เป็นเซลล์ท่ีพบกระจาย
อยูใ่นเนือ้เย่ือตา่งๆ ในสิ่งมีชีวิตท่ีพฒันาไปเกินกวา่ระยะตวัออ่น โดยเซลล์เหลา่นีส้ามารถพัฒนาไป
เป็นเซลล์จ าเพาะชนิดตา่งๆ ของเนือ้เย่ือนัน้ๆ ดงันัน้เซลล์ต้นก าเนิดท่ีแยกจากเนือ้เย่ือท่ีโตเตม็วยั 
จงึท าหน้าท่ีหลกัในการแบง่ตวัเพ่ือรักษาและซอ่มแซมเซลล์เดมิท่ีตายหรือถกูท าลายไป  (1) 
ตวัอยา่งของเซลล์ต้นก าเนิดท่ีแยกจากเนือ้เย่ือโตเตม็วยั ได้แก่ เซลล์ต้นก าเนิดเม็ดเลือดใน           
ไขกระดกู (hematopoietic stem cells) สามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์เม็ดเลือดได้ทกุชนิด 
เซลล์ต้นก าเนิดประสาท  (neural stem cells) พบได้ท่ีสมองและไขสนัหลงั  และเซลล์ต้นก าเนิด
ชนิดมีเซนไคมอล ซึง่เป็นเซลล์ต้นก าเนิดท่ีมีการพฒันามาจากเน่ือเย่ือชัน้กลาง  (mesoderm) 
สามารถท่ีจะแปรสภาพไปเป็นเซลล์ของเนือ้เย่ือตา่งๆ  ได้แก่ กระดกู กระดกูออ่น ไขมนั เอ็น
กล้ามเนือ้และกล้ามเนือ้  (32) โดยเซลล์ต้นก าเนิดชนิดนีส้ามารถพบได้หลายต าแหนง่ในร่างกาย 
เชน่ ไขกระดกู (7) เนือ้เย่ือไขมนั (8) ผิวหนงั (9) กล้ามเนือ้ (10) สมอง (11) และฟัน (12, 13) 

การบง่ชีค้วามเป็นเซลล์ต้นก าเนิดชนิดตา่งๆ นัน้ขึน้อยูก่บัการแสดงออกของโปรตีนท่ีมี
ลกัษณะเฉพาะ ท าให้สามารถแยกเก็บหรือบง่ชีค้วามเป็ นเซลล์ต้นก าเนิดออกจากเซลล์ทัว่ไป 
นอกจากนีย้งัท าให้สามารถทราบถึงชนิดหรือแหลง่ท่ีมาของเซลล์ต้นก าเนิดนัน้ๆ  (16) เชน่ การ
ตรวจพบยีนชนิดเร็กซ์- 1 อ็อกท์-4 นาน็อก และซ็อกซ์- 2 ซึง่ท าหน้าท่ีเป็นทรานสคริปชนัแฟคเตอร์ 
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(transcription factor) ท่ีบง่ชีถ้ึงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดตวัออ่น โดยท่ีการแสดงออกของอ็อกท์- 4 
นาน็อก และซ็อกซ์-2 นัน้สอดคล้องกบัคณุสมบตัใินการแบง่ตวัอยา่งตอ่เน่ืองและความสามารถใน
การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์จ าเพาะในร่างกายได้เกือบทกุชนิด (pluripotent state) (18-20) 
ในขณะท่ีการแสดงออกของเร็กซ์- 1 สอดคล้องกบัความสามารถในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์
จ าเพาะชนิดตา่งๆในร่างกาย  (17) นอกจากนีก้าร ควบคมุการแสดงออกของโปรตีนกลุม่นีมี้
ความสมัพนัธ์ตอ่กนั โดยอ็อกท์- 4 สามารถควบคมุการแสดงออกของ เร็กซ์- 1 นาน็อก และ             
ซ็อกซ์-2 (33) ในขณะท่ีนาน็อกยงัสามารถควบคมุการแสดงออกของเร็กซ์ -1 ได้อีกด้วย  (34) ดงันัน้
ในการระบคุวามเป็นเซลล์ต้นก าเนิดต้องอาศยัการแสดงออกของโปรตีนหลายชนิดร่วมกนัเพ่ือเพิ่ม
ความแมน่ย าในการระบชุนิดและแหลง่ก าเนิดของเซลล์ต้นก าเนิด 

จากความสามารถของเซลล์ต้นก าเนิดในการเพิ่มจ านวนอยา่งไมมี่ขีดจ ากดัและการแปร
สภาพไปเป็นเซลล์ชนิดตา่งๆนัน้ ท าให้มีการน าเซลล์ต้ นก าเนิดไปใช้ในการรักษา โรคอนั
เน่ืองมาจากเซลล์ เนือ้เย่ือหรืออวยัวะท่ีเสียหายหรือเส่ือมสภาพไป โดยในปัจจบุนัทัง้ทางวิจยัและ
ทางการแพทย์ ได้มีความพยายามในการน าเซลล์ต้นก าเนิดมาใช้ในการรักษาโรคตา่งๆ หลายชนิด
ด้วยกนั อาทิ โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (2) โรคโลหิตจางธาลสัซีเมีย (3) พาร์กินสนั  (4) โรคกล้ามเนือ้
หวัใจขาดเลือด  (5) และเบาหวาน  (6) แตก็่ยงัมีปัญหาในเร่ืองของความรู้และความเข้าใจในเร่ือง
ของปัจจยัท่ีมีผลตอ่คณุสมบตัขิองเซลล์ต้นก าเนิดท าให้มีข้อจ ากดัในการรักษา ดงันัน้หากมี
การศกึษาท่ีให้ความเข้าใจในรายละเอียดของเซลล์ต้นก าเนิดท่ีมากขึน้ จะชว่ยเพิ่มความส าเร็จใน
การรักษาด้วยเซลล์ต้นก าเนิดและเป็นความหวงัท่ีจะใช้ในการรักษาโรคอ่ืนๆ ได้ตอ่ไป 

 
เนือ้เยื่อในฟัน (dental pulp) 

เนือ้เย่ือในฟันเป็นเนือ้เย่ือออ่นท่ีอยูภ่ายในฟัน ประกอบด้วยเซลล์หลายชนิด ได้แก่ เซลล์
สร้างเนือ้ฟัน (odontoblast) เซลล์สร้างเส้นใย (fibroblast) เซลล์บหุลอดเลือด (endothelial cells) 
เซลล์รอบหลอดเลือด (perivascular cells) เซลล์ประสาท (neural cell) เซลล์ในระบบภมูิคุ้มกนั 
(immunocompetent cells) และเซลล์ท่ีไมมี่การเปล่ียนแปลงสภาพ (undifferentiated 
mesenchymal cells) โดยเซลล์ตา่งๆ เหลา่นีท้ าหน้าท่ีในการซอ่มแซมเนือ้ฟัน และรักษาสมดลุ
ภายในโพรงประสาทฟัน 

การซอ่มแซมของเนือ้ฟันจะเกิดขึน้เพ่ือตอบสนองตอ่สิ่งกระตุ้นจากภายน อกท่ีกระท าตอ่
เนือ้ฟัน การกระตุ้นท่ีไมรุ่นแรง ไมมี่การตายของเซลล์สร้างเนือ้ฟัน เชน่ ฟันสกึ รอยผเุพียงเล็กน้อย 
เซลล์สร้างเนือ้ฟันจะท าหน้าท่ีในการสร้างเนือ้ฟันขึน้มาใหมเ่รียกวา่ รีแอกชนันารีเดนทีน  
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(reactionary dentin) แตห่ากเกิดแรงกระตุ้นท่ีรุนแรง เชน่ รอยผขุ นาดใหญ่ การแตกหกัของฟัน  
ท าให้เกิดการตายของเซลล์สร้างเนือ้ฟัน เกิดกระบวนการซอ่มแซมโดยมีการพฒันาของเซลล์ท่ีไมมี่
การเปล่ียนแปลงสภาพท่ีอยูข้่างใต้จะพฒันามาเป็นเซลล์คล้ายเซลล์สร้างเนือ้ฟันใหมท่ดแทน 
เรียกวา่ เนือ้ฟันซอ่มเสริม (reparative dentin) (35) ท าให้เนือ้ฟันมีการสร้างเพิ่มได้ตลอดชีวิต 
แสดงให้เห็นวา่มีเซลล์ท่ีอยูภ่ายในเนือ้เย่ือในฟันท่ีมีคณุสมบตัใินการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์
คล้ายเซลล์สร้างเนือ้ฟัน เม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีเหมาะสม ซึง่เป็นคณุสมบตัหินึง่ท่ีแสดงให้เห็นถึงความ
เป็นเซลล์ต้นก าเนิด โดยจะพบคณุสมบตันีิท้ัง้ในฟันแท้และฟันน า้นม 

การศกึษาถึงคณุสมบตัขิองความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ 
พบวา่สามารถแบง่ตวัได้อยา่งไมมี่ขีดจ ากดั  (14) มีการแสดงออกของโปรตีนบน  ผิวเซลล์ท่ีมีความ
คล้ายคลงึกบัเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคมอล เชน่ ซีดี-44 (CD-44) ซีดี-106 (CD-106) ซีดี-146 
(CD-146) และสโตร-1 (STRO-1) (14, 36) นอกจากนีย้งัสามารถพฒันาไปเป็นเซลล์ตา่งๆ ได้แก่ 
เซลล์สร้างกระดกู เซลล์ประสาท เซลล์ไขมนั เซลล์กล้ามเนือ้เรียบ และเซลล์กระดกูออ่น  (12, 14, 
15) 

ในการศกึษาถึงคณุสมบตัขิองความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือในฟันน า้นมของ
มนษุย์นัน้ พบวา่มีคณุสมบตัใินการแบง่ตวัและพฒันาไปเป็นเซลล์ตา่งๆ ได้เหมือนกบัเซลล์         
ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ ได้แก่ เซลล์สร้างกระดกู เซลล์ไขมนั เซลล์ประสาท 
เซลล์กล้ามเนือ้ และเซลล์กระดกูออ่น  (13, 37) การแสดงออกของโปรตีนบนผิวเซลล์นัน้มีความ
คล้ายกบัเซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ เชน่ ซีดี -146 และสโตร-1 (13) แตพ่บวา่
การแสดงออกของโปรตีนท่ีแสดงคณุสมบตัใินการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์จ าเพาะในร่างกาย เชน่ 
เร็กซ์-1 อ็อกท์-4 นาน็อก และซ็ อกซ์-2 มีปริมาณสงูกวา่ท่ีพบในเซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือใน     
ฟันแท้ของมนษุย์ (38) 

จากคณุสมบตัขิองเนือ้เย่ือในฟันท่ีแสดงถึงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด ท่ีมีความสามารถใน
การสร้างเซลล์ทดแทนตน เอง ความสามารถในการคงสภาพความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด และ
ความสามารถในการแปรสภาพเป็นเซลล์จ าเพาะชนิดตา่งๆ ได้ในสภาวะท่ีเหมาะสม  จงึสามารถ
น ามาใช้ในทางคลินิกเพ่ือเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างเนือ้เย่ือทดแทนในบริเวณท่ีมี การท าลายของ
กระดกู เนือ้ฟัน หรือ เส้นประสาทได้ อีกทัง้ก ารท่ีจะน าเซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือในฟันสามารถ
เก็บมาใช้เพ่ือการศกึษาได้ง่ายทัง้จากฟันน า้นมท่ีหลดุเองโดยธรรมชาต ิหรือจากฟันแท้ท่ีมีข้อบง่ชี ้
ในการถอนฟัน เชน่ ฟันคดุ หรือฟันท่ีถอนเพ่ือการจดัฟัน อยา่งไรก็ตามในการน าเอาเซลล์ต้นก าเนิด
จากเนือ้เย่ือในฟันมาใช้ในทาง คลินิกนัน้จ าเป็นต้องมีการศกึษาวิจยั เพ่ือเพิ่มความเข้าใจใน
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พฤตกิรรมและการตอบสนองของเซลล์ตอ่สิ่งแวดล้อม ทัง้นีเ้พ่ือท่ีจะน าเซลล์ไปใช้ได้อยา่งปลอดภยั 
มีประสิทธิภาพและเกิดประโยชน์สงูสดุ  
 
สภาวะพร่องออกซิเจน 

ออกซิเจนมีความส าคญัตอ่ร่างกาย เม่ือออกซิเจนเข้าสูร่่างกายจะผา่นกระบวนการ
แลกเปล่ียนก๊าซบริเวณถงุลมปอด โดยแพร่ผา่น (diffusion) เข้าไปยงัเส้นเลือดฝอยภายในปอด  
(pulmonary capillaries) เข้าสูก่ระแสเลือดและเข้าสูเ่ซลล์ ภายในเซลล์ออกซิเจนจะผา่นขบวนการ
ออกซิเดทีฟ ฟอส โฟรีเลชนั  (oxidative phosphorylation) ให้กลายเ ป็นพลงังานท่ีเรียกวา่            
อะดีโนซีนไทรฟอสเฟส (adenosine triphosphate; ATP) เพ่ือให้เซลล์ใช้พลงังานดงักลา่วในการ
ท ากิจกรรมตา่งๆ ของร่างกาย 

ระดบัของออกซิเจนในอากาศทัว่ไปมีคา่ประมาณร้อยละ 21 และเม่ือวดัระดบั ความดนั
ของออกซิเจนในท่ีสดูดมเข้าไปท่ีระดบัน า้ทะเลพบวา่มีคา่ประมาณ 160 มิลลิเมตรปรอท  (39) ใน
สภาวะท่ีระดบัออกซิเจนต ่ากวา่ปกตจิะเกิดภาวะพร่องออกซิเจนขึน้ ซึง่ในร่างกายของมนษุย์นัน้
สามารถพบสภาวะพร่องออกซิเจนได้ทัง้ในสภาวะท่ีมีพยาธิสภาพและในสภาวะปกต ิโดยส ภาวะท่ี
มีพยาธิสภาพนัน้มกัพบเม่ือร่างกายเกิดความบกพร่องของหลอดเลือดท่ีมาเลีย้งเนือ้เย่ือ  (40) เชน่ 
โรคหวัใจหรือสมองขาดเลือด เบาหวาน ขบ วนการการอกัเสบ  หรือโรคมะเร็ง สว่นในสภาวะปกติ
ของร่างกายจะพบสภาวะพร่องออกซิเจนในการพฒันาตามปกตขิองร่างกาย โดยพบวา่บริเวณ   
ทอ่น าไขข่องสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมมีระดบัของออกซิเจน ร้อยละ 1.5 ถึง 8 (41) นอกจากนีใ้นเนือ้เย่ือ
แตล่ะต าแหนง่พบวา่มีระดบัของออกซิเจนท่ีต ่ากวา่ปกต ิเน่ืองจากออกซิเจนท่ีสง่ไปยงัอวยัวะตา่งๆ 
ในร่างกายผา่นทางหลอดเลือดท่ีมีขนาดแตกตา่งกนั ท าให้ความดนัของออกซิเจนในเลือดท่ีไป
เลีย้งเนือ้เย่ือนัน้มีคา่แตกตา่งกนัไป ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัชนิดของอวยัวะและระยะทางจากหลอดเลือด
ไปสูเ่นือ้เย่ือเหลา่นัน้  (39) จากการศกึษาถึงระดบัของออกซิเจน ในเลือดท่ีอวยัวะตา่งๆ เชน่ สมอง
ของแมวมีคา่ร้อยละ 0.5 ถึง 7 ขึน้กบัต าแหนง่ของสมอง  (21) ม้ามและไทมสัของหนมีูคา่ร้อยละ 
2.1 และ 1.3 ตามล าดบั (42) ซึง่เห็นได้วา่ระดบัของออกซิเจนท่ีภาวะปกตขิองอวยัวะเหลา่นัน้เป็น
สภาวะพร่องออกซิเจนเมื่อเทียบกบัความดนัของออกซิเจนท่ีวดัได้ในบรรยากาศทัว่ไป 

แหลง่ท่ีพบเซลล์ต้นก าเนิดท่ีอยูใ่นเนือ้เย่ือโต เตม็วยันัน้จะอยูใ่นเนือ้เย่ือท่ีมีลกัษณะ
เฉพาะท่ีแตกตา่งกนั โดยในสภาพแวดล้อมท่ีเซลล์ต้นก าเนิดอาศยัอยู ่เรียกวา่ สเตม็เซลล์นีช  (stem 
cell niche) ซึง่ชว่ยรักษาหรือคงคณุสมบตัขิองการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดไว้ โดยคณุสมบตัขิองการ
เป็นเซลล์ต้นก าเนิดถกูควบคมุโดยปัจจยั 2 ปัจจยั  (43) คือปัจจยัภายในของเซลล์ต้นก าเนิดซึง่
ควบคมุโดยยีนตา่งๆ และปัจจยัท่ีมาจากสิ่งแ วดล้อมภายนอกของเซลล์ต้นก าเนิดเอง โดยระดบั
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ของออกซิเจนเป็นสว่นส าคญัท่ีก าหนดสิ่งแวดล้อมภายนอกของเซลล์ต้นก าเนิด และพบวา่ระดบั
ออกซิเจนท่ีสเตม็เซลล์นีชมีคา่เฉล่ียร้อยละ 1 ถึง 8 (27) เม่ือศกึษาถึงผลของสภาวะพร่องออกซิเจน
ท่ีน ามาใช้ในการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดในห้องปฏิบตักิารพบวา่การเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิด
ชนิดมีเซนไคมอลจากไขกระดกูของมนษุย์ ท่ีระดบัออกซิเจนร้อยละ 3 ท าให้เซลล์มีการเพิ่มจ านวน 
(proliferation) และมีอายยืุนยาวขึน้ (lifespan)  มีความสามารถในการแปรสภาพไปเป็นเซลล์
สร้างไขมนั (adipogenic differentiation) และเซลล์สร้างกระดกูลดลง (osteogenic 
differentiation) (44, 45) นอกจากนีย้งัพบวา่การเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคมอลจาก
ไขมนั (adipose-derived mesenchymal cells) ท่ีระดบัออกซิเจนร้อยละ 2 มีผลในการลด
ความสามารถในการสร้างกระดกูและสร้างกระดกูออ่น (osteochondrogenesis) (46) ซึง่เป็นการ
แสดงถึงบทบาทของออกซิเจนในการคงสภาพความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดไว้ได้ 
 
กลไกการตอบสนองต่อสภาวะพร่องออกซิเจน 

การศกึษาในระดบัโมเลกลุเม่ือเกิดสภาวะพร่องออกซิเจนขึน้ พบวา่มีสว่นเก่ียวข้องกบั  
HIF (47) ซึง่เป็นปัจจยัส าคญัในการถอดรหสัของยีนท่ีตอบสนองตอ่การเปล่ียนแปลงออกซิเจนใน
ระดบัเซลล์ โดย HIF ประกอบด้วย 2 ซบัยนูิต  คือ อลัฟาและเบต้าซบัยนูิต  ในภาวะปกตท่ีิ มี
ออกซิเจนจะไมส่ามารถพบอลัฟา ซบัยนูิตได้เน่ืองจากอลัฟาซบัยนูิตจะถกูท าลายโดยออกซิเจน 
ปัจจบุนัพบวา่ HIF-α มี 3 ไอโซฟอร์ม  ได้แก่ HIF-1α พบได้ในเนือ้เย่ือเกือบทกุชนิด HIF-2α 
โครงสร้างคล้าย HIF-1α พบท่ีเนือ้เย่ือเพียงบางชนิด เชน่ ปอด  เนือ้เย่ือบโุพรง  (endothelium) และ
คาร์โรทิดบอดี ้(carotid body) และ HIF-3α ซึง่ยงัไมมี่การศกึษามากนกั  สว่น HIF-β หรือแอริล
ไฮโดรคาร์บอนรีเซพเตอร์เทอร์นิวเคลียร์ทรานส์โลเคเทอร์  (aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator; ARNT) จะมีการแสดงออกโดยไมข่ึน้กบัระดบัของออกซิเจนและสามารถพบได้ใน
เนือ้เย่ือทกุชนิด  

ในสภาวะปกตท่ีิมีออกซิเจนจะเกิดกระบวนการไฮดรอกซีเลชนั (hydroxylation) ท าให้ 
HIF-1α ถกูเตมิหมูไ่ฮดรอกซิล (hydroxyl) ท่ีต าแหนง่โปรลีน  (proline) โดยเอนไซม์โพรลิวไฮดรอก
ซีเลส (Prolyle hydroxylase) โดยอาศยัออกซิเจนเป็นปัจจยัร่วม  (co-factor) ท าให้โปรตีนท่ีมีช่ือวา่
ฟอนฮิพเพิล-ลินเดา (von Hippel-Lindau; VHL) มาจบักบั HIF-1α ท่ีผา่นกระบวนการไฮดรอกซีเลชนั 
จากนัน้เกิดกระบวนการยบูคิวิทิเนชนั (ubiquitination) เพ่ือน าโมเลกลุไปท าลายท่ีโพรเทียโซม 
(proteasome) ท าให้ไมส่ามารถพบ HIF-1α ได้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน เม่ือเกิดสภาวะพร่อง
ออกซิเจน กระบวนการไฮดรอกซีเลชนัไมส่ามารถเกิดขึน้ได้ เน่ือง จากขาดออกซิเจนซึง่เป็น     
ปัจจยัร่วมท าให้ HIF-1α ไมถ่กูท าลายและสามารถไปจบักบั  HIF-1α ท่ีบริเวณไฮพ็อกเซีย เรสพอน



 
 

12 

ซีฟเอเลเมนท์ (hypoxia responsive element; HRE) ของยีนเป้าหมาย (ดงัแสดงในภาพท่ี 2) 
สง่ผลให้มีการกระตุ้นการควบคมุการแสดงออกของยีนหลายชนิด เชน่ อิริโทรโพอีทิน 
(erythropoietin: Epo) ท่ีชว่ยในการเพิ่มจ านวนเม็ดเลือดแดง นอกจากนีย้งัสามารถเพิ่มการ
แสดงออกของวาสควิลาร์เอนโดทีเลียมโกรว์ท แฟคเตอร์ (vascular endothelial growth factor; 
VEGF) และแองจิโอโพอิทิน-2 (angiopoietin-2; Ang-2) ซึง่เป็นสว่นส าคญัในการสร้างเส้นเลือด 
ทัง้นีเ้พ่ือเพิ่มจ านวนออกซิเจนไปเลีย้งเนือ้เย่ือตา่งๆ (48-50)  

 
 

ภาพท่ี 2 แสดงการสลายและคงสภาพของ HIF-1α (47) 
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สภาวะพร่องออกซิเจนกับเนือ้เยื่อในฟัน 
จากลกัษณะทางกายภาพของเนือ้เย่ือในฟัน พบวา่เนือ้เย่ือในฟันถกูล้อมรอบด้วยเนือ้เย่ือ

แข็ง และออกซิเจนสามารถผา่นไปเลีย้งเซลล์เนือ้เย่ือในฟันผา่นทางเส้นเลือดท่ีเข้ามาทางปลาย
รากฟันซึง่มีลกัษณะเล็กและแคบ สง่ผลให้ระดบัของออกซิเจนในเนือ้เย่ือในฟันมีปริมาณต ่ากวา่
ระดบัของออกซิเจนในอากาศทัว่ๆ ไป นอกจากนีก้ารท่ีฟันได้รับการบาดเจ็บ เชน่ จากรอยโรคฟันผ ุ
จากอบุตัเิหต ุหรือการใช้ยาระงบัความรู้สกึเฉพาะท่ีท่ีมีสว่นประกอบของสารบีบหลอดเลือด 
(vasoconstrictors) สง่ผลท าให้ความดนัภายในตวัฟันสงูขึน้ เกิดการอดุตนัของเส้นเลือดจน
น าไปสูส่ภาวะพร่องออกซิเจนได้ (51) 

วิธีท่ีนิยมใช้ในการวดัระดบัออกซิเจนในเนือ้เย่ือในฟันคือการใช้อิเล็กโทรดขนาดเล็กท่ีไว
ตอ่ออกซิเจนสอดเข้าไปในเนือ้เย่ือเพ่ือวดัการผลิตออกซิเจนของเนือ้เย่ือนัน้  (52) การศกึษาถึง
ระดบัออกซิเจนในเนือ้เย่ือในฟันของมนษุย์นัน้ยงัไมพ่บการรายงาน แตมี่การศกึษาถึงระดบั
ออกซิเจนในเนือ้เย่ือในฟันของกระตา่ยและหนโูดยวดัท่ีฟันตดัหน้าลา่ง พบวา่ระดบัของออกซิเจน
ภายในเนือ้เย่ือในฟันของหนมีูคา่ร้อยละ 3 (23) และภายในเนือ้เย่ือในฟันของกระตา่ยมีคา่        
ร้อยละ 4.5 (24) จะเห็นได้วา่ระดบัของออกซิเจนในเนือ้เย่ือในฟันของสตัว์แตล่ะชนิดมีคา่ไมเ่ทา่กนั 
แตอ่ยา่งไรก็ตามภายในเนือ้เย่ือในฟันยงัคงมีระดบัออกซิเจนท่ีแสดงถึงสภาวะพร่องออกซิเจน
เชน่เดียวกนักบัเนือ้เย่ือตา่งๆ ในร่างกาย 

ผลของสภาวะพร่องออกซิเจนตอ่เนือ้เย่ือในฟัน พบวา่เม่ือท าการเพาะเลีย้งเนือ้เ ย่ือในฟัน
แท้ของมนษุย์ภายใต้สภาวะพร่องออกซิเจนท่ีระดบัของออกซิเจนร้อยละ 1 ถึง 3 สง่ผลให้มีการเพิ่ม
จ านวนของเซลล์เนือ้เย่ื อในฟัน เพิ่มความสามารถในการ เคล่ือน ท่ี (migration ability) ยบัยัง้
ความสามารถในการแปรสภาพของเซลล์ไปเป็นเซลล์สร้างกระดกูและเซลล์สร้างเนือ้ฟัน 
(osteo/odontogenic differentiation) และท าให้เซลล์เนือ้เย่ือในฟันมีการแสดงออกของสโตร- 1 
ซึง่เป็นโปรตีนท่ีแสดงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคมอลเพิ่มขึน้  (28, 29, 53) จะเห็นได้วา่
การตอบสนองของเนือ้เย่ือในฟันตอ่สภาวะพร่องออกซิเจนนัน้ท าให้เนือ้เย่ือในฟันแท้แสดง
คณุสมบตัคิวามเป็นเซลล์ต้นก าเนิดเพิ่มขึน้ ซึง่เป็นสว่นส าคญัท่ีเกิดขึน้ในกระบวนการสร้างและ
ซอ่มแซมเนือ้ฟัน  

 
การจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนในห้องปฏิบัตกิาร 

การจ าลองสภาวะพ ร่องออกซิเจนในห้องปฏิบตักิารนัน้สามารถท าได้ 2 วิธี คือทาง
กายภาพและการเตมิสารเคมี โดยการจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนทางกายภาพนัน้เป็นการลด
ระดบัความเข้มข้นของออกซิเจนเพื่อสร้างสิ่งแวดล้อมรอบๆ เซลล์ให้เป็นสภาวะพร่องออกซิเจน แต่
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วิธีการนีค้วบคมุได้ยาก เน่ืองจากต้องใ ช้เคร่ืองควบคมุระดบัออกซิเจน เพื่อคงสภาวะพร่อง
ออกซิเจนให้มีความคงท่ี และต้องมีเคร่ืองมือวิเคราะห์ระดบัออกซิเจนต้องมีความแมน่ย าในการ
ควบคมุระดบัออกซิเจน ซึง่ท าให้การจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนทางกายภาพนัน้ยากตอ่การ
ควบคมุและคงระดบัออกซิเจนให้สม ่าเสมอ นอกจากนีก้าร ใช้เคร่ืองควบคมุออกซิเจนท่ีมีขนาดเล็ก 
หากต้องเพาะเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลานานจ าเป็นต้องมีการเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ และใน
ขัน้ตอนดงักลา่วจะต้องมีการน าเซลล์ออกมาจากเคร่ืองควบคมุระดบัออกซิเจนในชว่งระยะเวลา
หนึง่  ดงันัน้เซลล์จะมีการสมัผสักบัออกซิเจนภายนอกท่ีเพิ่ มขึน้ และอาจจะสง่ผลตอ่การ
เปล่ียนแปลงพฤตกิรรมของเซลล์ ท าให้ผลการทดลองคลาดเคล่ือน การแก้ปัญหาดงักลา่ว
จ าเป็นต้องใช้เคร่ืองควบคมุระดบัออกซิเจนท่ีมีขนาดใหญ่และมีราคาสงู  ดงันัน้การจ าลองสภาวะ
พร่องออกซิเจนโดยการเตมิสารเคมีจงึถือเป็นอีกทางเลือกหนึง่เพ่ือให้การเพาะ เลีย้งเซลล์ใน
ห้องปฏิบตักิารท าได้ง่ายขึน้ ในการจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนด้วยวิธีเตมิสารเคมีนัน้ พบวา่มี
สารเคมีหลายชนิดท่ีสามารถจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจน  (54-56) เชน่ โคบอลต์คลอไรด์ (cobalt 
chloride) ดีฟีโรซามีน  (deferoxamine) และไอรอน คีเลเทอร์ (iron chelator) อยา่งไรก็ตาม
สารเคมีท่ีนิยมน ามาใช้มากท่ีสดุและมีการศกึษาอยา่งแพร่หลายคือ โคบอลต์คลอไรด์ 
 

  
 

ภาพท่ี 3  แสดงการคงสภาพ HIF-1α ผา่นทางโคบอลต์ (57) 
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โคบอลต์เป็นสารเคมีตวัหนึง่ท่ีสามารถจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนได้ โดยคณุสมบตัขิอง
โคบอลต์เป็นธาตโุลหะหนกั มีประจบุวก ไมเ่สถียร สามารถจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนด้วยการ
คงสภาพการแสดงออกของ HIF-1α ไมใ่ห้ถกูท าลายด้วยออกซิเจน  โดยจบักบัเอนไซม์โพรลิว      
ไฮดรอกซีเลส  (58) หรือจบักบั HIF-1α เพ่ือยบัยัง้กระบวนการไฮดรอกซีเลชนั นอกจากนีย้งั
สามารถจบักบั HIF-1α ท่ีผา่นกระบวนการ ไฮดรอกซีเลชนัมาแล้ว ท าให้โปรตีนฟอนฮิพเพิล-ลินเดา 
ไมส่ามารถจบั HIF-1α ไปท าลายได้ (57) (ดงัแสดงในภาพท่ี 3) อยา่งไรก็ตามยงัไมเ่คยมีการศกึษา
ถึงผลของโคบอลต์คลอไรด์ในห้องปฏิบตักิารเพ่ือจ าลองการเกิดสภาวะพร่องออกซิเจนท่ีสง่ผลตอ่
ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์จากเนือ้ เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ ดงันัน้ การวิจยัในครัง้นีมี้
วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาผลของ ความเข้มข้นของ โคบอลต์คลอไรด์ตอ่ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของ
เซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 

กลุ่มศึกษา 
เซลล์เพาะเลีย้งจากเนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีไมมี่รอยผแุละไมมี่รอยโรคท่ีปลายรากฟัน

ของผู้ ท่ีมารับการถอนฟันแท้ตามแผนการรักษาทางทนัตกรรมท่ีแผนกศลัยศาสตร์ คณะ
ทนัตแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ ผสมกบั
สารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ และ 50 ไมโครโมลาร์ 
กลุ่มเปรียบเทียบ 

เซลล์เพาะเลีย้งจากเนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีไมมี่รอยผแุละไมมี่รอยโรคท่ีปลายรากฟัน
ของผู้ ท่ีมารับการถอนฟันแท้ตามแผนการรักษาทางทนัตกรรมท่ีแผนกศลัยศาสตร์ คณะ
ทนัตแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์  
หมายเหตุ 

ฟันแท้ท่ีใช้ในการวิจยัต้องได้ รับความยินยอมจากผู้ ป่วยน าไปเพาะเลีย้งเซลล์
เนือ้เย่ือในฟันเพ่ือน าไปใช้ในการวิจยั โดยลงนามในเอกสารยินยอมโดยได้รับการบอก
กลา่วและเตม็ใจ (informed consent) 

 
จ านวนตัวอย่าง 

เซลล์ท่ีน ามาใช้ในการทดลองได้จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของผู้ ท่ีมีสขุภาพแข็งแรง ไมมี่โรค
ประจ าตวั จ านวน 3 คน อายเุฉล่ีย 18 ถึง 25 ปี โดยเก็บฟันตวัอยา่งจ านวน 3 ซ่ี เป็นฟันกรามแท้ซ่ี
ท่ีสามท่ีไมมี่รอยผ ุไมมี่รอยโรคปลายรากฟัน และมีข้อบง่ชีใ้นการถอนเน่ืองจากได้รับการวินิจฉยัวา่
เป็นฟันคดุ 
 
สถานที่ท าการวิจัย 
 หนว่ยปฏิบตักิารวิจยัเนือ้เย่ืออนินทรีย์ คณะทนัตแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  
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เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 
 วัสดุ 

1. อาหารเลีย้งเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; DMEM, 
Gibco, USA) ชนิดท่ีมีฟีนอลเรด (Phenol red)  และไมมี่ฟีนอลเรด 

2. ซีรัมจากฟีตสัววั (Fetal bovine serum; FBS, Gibco, USA)  
3. แอลกลตูามีน (L-glutamine, Invitrogen, USA) 
4. เพนนิซิลินจีโซเดียม (Penicillin G sodium, Invitrogen, USA) 
5. สเตรปโตมยัซินซลัเฟต (Streptomycin sulfate, Invitrogen, USA) 
6. แอมโฟเทอริซินบี (Amphotericin, Invitrogen, USA)) 
7. เอนไซม์ทริพซินอีดีทีเอร้อยละ 0.25 (0.25% Trypsin-EDTA, Gibco, USA) 
8. เอนไซม์คอลลาจิเนส ชนิดท่ี 1 (Type I collagenase, Gibco, USA) 
9. เบต้า-กลีเซอโรฟอสเฟต (-glycerophosphate, Sigma, USA) 
10. กรดแอสคอร์บคิ (Ascorbic acid, Sigma, USA)  
11. เดกซาเมทาโซน (Dexamethasone, Sigma, USA) 
12. ฟอสเฟตบฟัเฟอร์เซลายน์ท่ี ปราศจากเชือ้ (Sterile Phosphate Buffer Saline; 

PBS) 
13. น า้กลัน่ 

14. สารละลายโคบอลต์คลอไรด์ (Santa Cruz Biotechnology,Inc. Santa Cruz, CA, 
USA) 

15. เอ็มทีที  (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; MTT, 
Sigma, USA) 

16. ดีเอ็มเอสโอ (Dimethylsulfoxide; DMSO, MERCK, Germany) 
17. สารละลายไกลซีนบฟัเฟอร์ (glycine buffer) 
18. ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris-Hydrochloride; Tris-HCl, USB, USA)  
19. แมกนีเซียมคลอไรด์ (Magnesiumchloride; MgCl2, Sigma, USA)  
20. ไตรตอนเอ๊กซ์-100 (Triton-X-100, USB, USA)  
21. พาราไนโตรฟีนิลฟอสเฟต (p-nitrophenyl phosphate, Invitrogen, USA) 
22. สารละลายบีซีเอ™ ชนิดเอ และบี (BCA™ protein assay reagent A และ B, 

Pierce, USA) 
23. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide, MERCK, Germany)  
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24. สารละลายไตรซอล (TRIzol, Gibco, USA) 
25. คลอโรฟอร์ม (chloroform, Roche Diagnostics, USA) 
26. ไอโซโพรพานอล (isopropanol, Sigma, USA) 
27. อะกาโรส (Agarose,  Axygen Biosciences, USA) 
28. ไพร์มเมอร์ส าหรับยีน 18เอส (primers for 18S, Sigma, USA) 
29. ไพร์มเมอร์ส าหรับยีนออกเทเมอร์-4 (primers for Oct-4, Sigma, USA) 
30. ไพร์มเมอร์ส าหรับยีนซอค-2 (primers for Sox-2, Sigma, USA) 
31. ไพร์มเมอร์ส าหรับยีนนานอก (primers for Nanog, Sigma, USA) 
32. ไพร์มเมอร์ส าหรับยีนเร็กซ์-1 (primers for Rex-1, Sigma, USA) 
33. น า้ปราศจากเอนไซม์นิวคลิเอส (nuclease free water) –เอนไซม์ท่ียอ่ยกรด

นิวคลิอิก 

34. ชดุสงัเคราะห์ซีดีเอ็นเอ (Promega, USA) 
35. เอนไซม์แทคโพลีเมอเรส (Taq polymerase, Invitrogen, USA) –เอนไซม์ส าหรับ

ขยายสญัญาณใน PCR 

36. ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทด์ไทรฟอสเฟต (deoxyribonucleotidetriphosphate; 
dNTP) 

37. แอลกอฮอลบริสทุธ์ิ (Absolute ethanol, Hayman, UK) 
38. เอธานอลความเข้มข้นร้อยละ 70 (70% ethanol, Hayman, UK) 
39. 2-อมิโน-2-เมธิล-1-โพรพานอล (2-amino-2-methyl-1-propanol, Sigma, USA) 
40. อลิซารินเรด (Alizarin red, Sigma, USA) 
41. แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ (Ammonium hydroxide, Sigma, USA)  
42. ซิทิลไพริดเินียม คลอไรด์ (Cetylpyridinium chloride, Sigms, USA)  
43. โซเดียมฟอสเฟต (Sodium phosphate, Sigma, USA) 
44. สารละลายแฟคส์ บฟัเฟอร์ (FACS buffer) 
45. ไพรมารี แอนตีบอดีจากหนเูมาส์ท่ีจ าเพาะตอ่โปรตีนสโตร- 1 (Mouse primary 

antibody against STRO-1, Chemicon, USA) 
46. เซคคนัดารี แอนตบิอดีจากหา่นท่ีจ าเพาะตอ่ไพรมารี แอนตีบอดีจากหนเูมาส์ และ

ตดิฉลากด้วยไบโอติ น (Biotin conjugated goat secondary antibody against 
Mouse antibody, Chemicon, USA) 



 
 

19 

47. สเตรปตาวิดนิท่ีจบัอยูก่บัสารเรืองแสงฟลอูอเรสซีน ไอโซไธโอไซยาเนต  
(Streptavidin-FITC; Fluorescein isothiocyanate, Sigma, USA) 

48. หลอดพลาสตกิส าหรับเก็บฟันมีฝาเกลียวขนาด 5 มล. 
49. หลอดเหว่ียงขนาด 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร (microcentrifuge tube) 

50. หลอดพีซีอาร์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร (PCR tube)  
51. ทิปใช้ครัง้เดียวทิง้ส าหรับปิเปตขนาด 10 200 1000 ไมโครลิตร (disposable 

pipette tip) 
52. ถงุมือยางใช้ครัง้เดียวทิง้ (disposable latex glove)  
53. จานเลีย้งขนาด 35 และ 60 มิลลิเมตร (35, 60-mm culture dish) 
54. จานเลีย้งเซลล์แบบ 24 หลมุ (24-well plate) 

 
 อุปกรณ์ 

1. ตู้อบเพาะเลีย้งเซลล์ (CO2 incubator) 
2. ตู้ปฏิบตักิารปลอดเชือ้ (laminar flow Hood) 
3. เคร่ืองอา่นคา่บนไมโครเพลท (Microplate reader; ELxx800; BOI-TEK®)  
4. เคร่ืองวิเคราะห์สารโปรตีนและพนัธุกรรม นาโนดรอป (NanoDropTM) 
5. เคร่ืองสัน่ไฟฟ้า (Vortex; Genie2; Scientific Industries, USA) 
6. เคร่ืองเหว่ียง (Centrifuge; Sigma, 101; Western Germany) 
7. เคร่ืองเหว่ียงความเร็วสงู (High speed centrifuge; Sorvall, Super T 21; Dupont 

Company, USA) 
8. เคร่ืองเหว่ียงขนาดเล็ก (Microcentrifuge; Hero lab, Microcen 13; Hero lab 

GmbH, Germany) 
9. เคร่ืองหมนุความเร็วต ่า (low speed rotor) 
10. เคร่ืองเขยา่  (Shake ‘n’ stack hybridization oven; Hybaid, HBOVCST220; 

Hybaid Limited, UK) 
11. เคร่ืองนบัจ านวนเซลล์ (haemocytometer) 
12. อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิ (water bath) 
13. เคร่ืองน าความร้อนชนิดหลมุ (heating block) 
14. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ (polymerase chain reaction, PCR; PCR 

system Tpersonal, Biometra) 
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15. เคร่ืองแยกอาร์เอ็นเอด้วยไฟฟ้าชนิดแนวนอน (horizontal electrophoresis 
apparatus) 

16. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า (analytical balance) 
17. กรรไกรชนิดสแตนเลสตดัเนือ้เย่ือ 
18. ปากคีบสแตนเลสชนิดปลายแหลม 
19. กล้องจลุทรรศน์ (phase contrast light microscope) 

20. กล้องถ่ายภาพฟจูิฟิลม์ (Fujifilm) 
21. เคร่ืองโฟลว ไซโตเมทรี (flow cytometry; Beckman Coulter, USA) 

 
ขัน้ตอนการด าเนินการวิจัย 
 
การเก็บฟันตัวอย่างก่อนการเพาะเลีย้งเซลล์ 

ภายหลงัถอนฟันเก็บฟันตวัอยา่งใสล่งในหลอดพลาสตกิท่ีมีฝาเกลียวปิดสนิท ภายใน
บรรจอุาหารเลีย้งเซลล์ โดยเก็บตวัอยา่งท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสและน ามาเพาะเลีย้งเซลล์
ภายใน 24 ชัว่โมง   

 
การเพาะเลีย้งเซลล์ (cell culture) 

ท าความสะอาดฟันด้วย ฟอสเฟตบฟัเฟอร์เซลายน์ท่ีปราศจากเชือ้ เพ่ือก าจดัเลือดและ   
สิ่งสกปรกออกจากตวัฟัน  จากนัน้ดงึเนือ้เย่ือออกจากโพรงฟัน น ามาตดัเป็นชิน้เล็กๆ ขนาด
ประมาณ 1x1 มิลลิเมตร  น าไปยอ่ยด้วยเอนไซม์คอลลาจิเนสชนิดท่ี 1 ท่ีความเข้มข้น 4 มิลลิกรัม
ตอ่มิลลิลิตร ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง โดยวางบนเคร่ืองหมนุความเร็วต ่า 
จากนัน้น าไปเหว่ียงท่ีความเร็ว 2000 รอบตอ่นาที  ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
และน าสว่นตกตะกอนไปเพาะเลีย้งในจานเลีย้งขนาด 35 มิลลิเมตรในอาหารเลีย้งเซลล์ โดยเลีย้ง
ในตู้อบเพาะเลีย้งเซลล์ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 
เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์วนัเว้นวนั จนกระทัง่เซลล์เตบิโตเตม็จานเลีย้ง เซลล์จะถกูถ่ายลงจานใหม ่
โดยการยอ่ยด้วยเอนไซม์ทริพซิน -อีดีทีเอ ซึง่จะย่ อยเซลล์ให้หลดุออกจากพืน้ผิวของจานเลีย้ง     
นบัจ านวนเซลล์ด้วยแผน่สไลด์นบัเซลล์ จากนัน้น าเซลล์ท่ีได้ไปเพาะเลีย้งในจานเลีย้งชดุใหมท่ี่
ความหนาแนน่ประมาณ 5x104 เซลล์/ตารางเซนตเิมตร เม่ือเซลล์มีจ านวนมากขึน้และมีการเรียง
ตวัหนาแนน่ในจานเพาะเลีย้ง จงึท าการหวา่นเซลล์ใหมท่กุ 5-7 วนั เซลล์ท่ีใช้ส าหรับการทดลอง
เป็นเซลล์รุ่นท่ี 3-8 
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การวัดปริมาณเซลล์ด้วยเทคนิคเอ็มทีที (MTT assay) 
เซลล์เนือ้เย่ือในโพรงฟันแท้ถกูหวา่นลงในจานเลีย้งเซ ลล์แบบหลมุขนาด 24 หลมุ จ านวน 

3 จานเลีย้ง จานเลีย้งละ 9 หลมุ ด้วยปริมาณเซลล์หลมุละ 1x104 เซลล์ เพาะเลีย้งด้วยอาหารเลีย้ง
เซลล์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ ในแตล่ะจานเลีย้งจะแบง่เซลล์ออกเป็น 3 กลุม่ กลุม่ละ 3 หลมุ 
เลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ผสมสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น  0 ไมโครโมลาร์  25    
ไมโครโมลาร์และ 50 ไมโครโมลาร์  ใ ช้ระยะเวลาในการเพาะเลีย้งเซลล์ 1 วนั 3 วนัและ 6 วนั โดย
เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์วนัเว้นวนั   เม่ือครบตามก าหนดเวลา คือ 1 วนั 3 วนัและ 6 วนั อาหาร
เลีย้งเซลล์จะถกูเปล่ียนเป็นดีเอ็มอีเอ็มชนิดท่ีไมมี่ฟีนอลเรด และเตมิสารละลายเอ็มทีที ความ
เข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 0.5  มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร  น าไปเพาะเลีย้งในตู้อบเพาะเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 
30 นาที เม่ือครบก าหนดเวลาดดูอาหารเลีย้งเซลล์ออกแล้วเตมิดีเอ็มเอสโอปริม าณ 900 
ไมโครลิตรและสารละลายไกลซีนบฟัเฟอร์ปริมาณ  125 ไมโครลิตร ลงในแตล่ะหลมุของจานเลีย้ง
เซลล์เพ่ือละลายผลกึฟอร์มาซาน (formazan) ท่ีเซลล์สร้างขึน้จากสารละลายเอ็มทีที เขยา่ให้สีของ
สารละลายเข้ากนั  และน าไปอา่นคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ืองอา่นคา่บนไมโครเพลทท่ี คว ามยาว
คล่ืนแสง 570 นาโนเมตร  จากนัน้แปลงคา่การดดูกลืนแสงเป็นจ านวนเซลล์ตามกราฟมาตรฐานท่ี
สร้างขึน้จากการวดัความสามารถในการเปล่ียนเอ็มทีทีเป็นผลกึฟอร์มาซานของเซลล์ท่ีทราบ
จ านวน โดยก าหนดให้คา่เฉล่ียปริมาณเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์  ท่ี
ระยะเวลา 1 วนั มีคา่เป็น 1 

 
การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนสโตร -1 โดยการวิเคราะห์ด้วย เทคนิคโฟลวไซโตเมทรี  (flow 
cytometry)  
 เซลล์เนือ้เย่ือในโพรงฟันแท้ถกูหวา่นลงในจานเลีย้งเซลล์แบบหลมุขนาด 60 มิลลิเมตร 
ด้วยปริมาณเซลล์หลมุละ 2x105 เซลล์เป็นจ านวน 2 จานเลีย้ง น ามาเพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหาร
เลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น ามาเพาะเลีย้งด้วยอาหารเลีย้งเซลล์  จ านวน 1 จานเลีย้ง 
และเพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ผสมสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 50   
ไมโครโมลาร์  จ านวน 1 จานเลีย้ง เป็นเวลา 6 วนั โดยเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์วนัเว้นวนั  เม่ือครบ
ตามก าหนดเวลาดงักลา่ว เซลล์จะถกูยอ่ยด้วยเอนไซม์ทริพซิน -อีดีทีเอ  เพ่ือถ่ายเซลล์ลงหลอด
เหว่ียงขนาด 1.5 มิลลิเมตร น าเซลล์ไปย้อมด้วยไพรมารี แอนตบิอดีจากหนเูมาส์ (Mouse primary 
antibody) ท่ีจ าเพาะตอ่โปรตีนสโตร- 1 จากนัน้น าเซลล์ไปย้อมด้วย เซคคนัดารีแอนตบิอดีจากหา่น  
(Goat secondary antibody) ซึง่จ าเพาะตอ่ไพรมารี แอนตบิอดีจากหนเูมาส์ และตดิฉลากด้วย    
ไบโอตนิ (Biotin) ท าการย้อมเซลล์ด้วย สเตรปตาวิดนิท่ีจั บอยูก่บัสารเรืองแสงฟลอูอเรสซีน ไอโซไธ



 
 

22 

โอไซยาเนต  (Streptavidin-FITC; Fluorescein isothiocyanate) ในระหวา่งทกุขัน้ ตอนจะล้าง
เซลล์ด้วยสารสะลายแฟคส์ บฟัเฟอร์ (FACS buffer) และท าการย้อมเซลล์ท่ีอณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีในทกุขัน้ตอน จากนัน้น าเซลล์ท่ี ย้อมไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโฟลว ไซโต
เมทรี โดยก าหนดให้คา่เฉล่ียการแสดงออกของโปรตีนสโตร-1 ในเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลี ย้ง
ในอาหารเลีย้งเซลล์ ท่ีระยะเวลา 6 วนั มีคา่เป็น 1 
 
การวิเคราะห์ปริมาณเอ็มอาร์เอ็นเอ (mRNA) ของยีนเร็กซ์-1 อ็อกท์-4 นาน็อก และซ็อกซ์-2 
ด้วยวิธีอาร์ที-พีซีอาร์ (RT-PCR) 

การเตรียมเซลล์ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณเอ็มอาร์เอ็นเอตัง้ต้น  

เซลล์เนือ้เย่ือในโพรงฟันแท้ถกูหวา่นลงในจานเลีย้งเซลล์แบบหลมุขนาด 60 มิลลิเมตร 
ด้วยปริมาณเซลล์หลมุละ 3x105 เซลล์เป็นจ านวน 3 จานเลีย้ง น ามาเพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหาร
เลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  จากนัน้ในจานเลีย้งท่ี 1 น ามาเพาะเลีย้งด้วยอาหารเลีย้งเซลล์  
จานเลีย้งท่ี 2 เพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ ผสมสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความ
เข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ และจานเลีย้งท่ี 3 เพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ ผสมสารละลาย
โคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

การวิเคราะห์ปริมาณเอ็มอาร์เอ็นเอด้วยวิธีอาร์ที-พีซีอาร์ 

เม่ือครบตามก าหนดเวลาดงักลา่ว เซลล์ถกูท าละลายด้วยสารละลายไตรซอล เพ่ือเก็บ  
อาร์เอ็นเอจากเซลล์ตามวิธีการบริษัทแนะน า จากนัน้วดัปริมาณอาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้ด้วยเคร่ื อง
วิเคราะห์สารโปรตีนและพนัธุกรรมนาโนดรอปท่ีความยาวคล่ืนแสง 260 นาโนเมตร อาร์เอ็นเอ
จ านวน 1 ไมโครกรัมจากแตล่ะกลุม่ทดลองถกูน าไปผา่นกระบวนการรีเวอร์ส ทรานสคริปเตส  เพ่ือ
สร้างคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (complementary DNA; cDNA)  แล้วขยายสญัญาณด้วยเทคนิค
พีซีอาร์  โดยใช้เอนไซม์แทคโพลีเมอเรสและไพร์มเมอร์ท่ีจ าเพาะตอ่เอ็มอาร์เอ็นเอของยีนเร็กซ์- 1    
อ็อกท์-4 นาน็อก และซ็อกซ์- 2 โดยมีล าดบัของเบสดงัแสดงในตารางท่ี 1 ใช้ยีน 18เอส เป็น        
ตวัควบคมุภายในของการทดลอง (internal control) ส าหรับการตรวจสอบวา่ปริมาณของ         
อาร์เอ็นเอตัง้ต้นท่ีใช้มีปริมาณเทา่กนั  สญัญาณท่ีได้จากพีซีอาร์ถกูวิเคราะห์โดยการแยกด้วยไฟฟ้า
ในอกาโรสเจล (agarose gel) และบนัทกึภาพด้วยกล้องดจิิตอลน า ไปอา่นคา่ความเข้มด้วย
โปรแกรมไซออน อิมเมจ (Scion Image-Release alpha 4.0.3.2) โดยก าหนดให้คา่เฉล่ียสดัสว่น
ของความเข้มของแถบสญัญาณของยีนตา่งๆ เปรียบเทียบกบัยีน 18เอส มีคา่เป็น 1 
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ตารางท่ี 1 ล าดบัเบสของไพร์มเมอร์ท่ีจ าเพาะตอ่เอ็มอาร์เอ็นเอของยีนเร็กซ์-1 อ็อกท์-4 นาน็อก        
                ซ็อกซ์-2  และ 18เอส 

 Primer sequence cycles PCR 
products 
(base 
pairs) 

Rex-1 
(NM_174900.3) 

Forward: 5’ AGAATTCGCTTGAGTATTCTGA 3’ 
Reverse: 5’ GGCTTTCAGGTTATTTGACTGA 3’ 

40 448 

Oct-4 
(NM_1173531.1) 

Forward: 5’ AGACCCAGCAGCCTCAAAATC 3’ 
Reverse: 5’ GCAACCTGGAGAATTTGTTCCT 3’ 

30 181 

Nanog 
NM_024865.2 

Forward: 5’ TCTCTCCTCTTCCTTCCTCCA  3’ 
Reverse: 5’ GGAAGAGTAGAGGCTGGGGT 3’ 

40 398 

Sox-2 
(NM_003106.3) 

Forward: 5’ACCAGCTCGCAGACCTACAT 3’ 
Reverse: 5’ATGTGTGAGAGGGGCAGTGT 3’ 

40 219 

18S 
(NR_3286.2) 

Forward: 5’ GTGATGCCCTTAGATGTCC 3’ 
Reverse: 5’ CCATCCAATCGGTAGTAGC 3’ 

22 232 

 
การวัดค่าการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส  

เซลล์เนือ้เย่ือในโพรงฟันแท้ ถกูหวา่นลงในจานเลีย้งเซลล์แบบหลมุขนาด 24 หลมุ จ านวน 
2 จานเลีย้ง จานเลีย้งละ 12 หลมุ ด้วยปริมาณเซลล์หลมุละ 1.25 x104 เซลล์ เพาะเลีย้งด้วย
อาหารเลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ในแตล่ะจานเลีย้งจะแบง่เซลล์ออกเป็น 4 กลุม่    
กลุม่ละ 3 หลมุ กลุม่ท่ี 1 เพาะเลีย้งด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ กลุม่ท่ี 2 เพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้ง
เซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง กลุม่ท่ี 3 เพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหาร
เลีย้ งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็งผสมสารละลายโคบอลต์      
คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ กลุม่ท่ี 4 เพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ท่ี
เหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็งผสมสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความ
เข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 7 วนัและ 14 วนั โดยเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์วนัเว้นวนั 

เม่ือครบก าหนดเวลาท าละลายเซลล์ในจานเลีย้งเซลล์ด้วยบฟัเฟอร์สกดัปริมาณ 120 
ไมโครลิตร (extraction buffer: ทริสไฮโดรคลอไรด์  ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์  แมกนีเซียม    
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คลอไรด์ ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์  ไตรตอนเอ๊กซ์ -100 ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 และมีความเป็น
กรด-ดา่งเทา่กบั 10) น าสารละลายเซลล์มาวดัปริมาณเอนไซม์อลัคาไลน์ ฟอสฟาเตสและปริมาณ
โปรตีน  

การวดัปริมาณเอนไซม์อลัคาไลน์ ฟอสฟาเตส ท าโดยผสมสารละลายเซลล์ปริมาณ 100 
ไมโครลิตร กบัสารละลายของพาราไนโตรฟีนิลฟอสเฟตปริมาณ 110 ไมโครลิตร (p-nitrophenyl 
phosphate: 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ของพาราไนโตรฟีนิลฟอสเฟต  0.1 โมลาร์ของ 2-อมิโน-2-
เมธิล-1-โพรพานอล  2 มิลลิโมลาร์ของแมกนีเซียมคลอไรด์ และมีความเป็นกรด -ดา่งเทา่กบั 10.5) 
โดยพารา ไนโตรฟีนิลฟอสเฟตจะเป็นซบัสเตรท (substrate) ของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส   
น าสว่นผสมนีไ้ปบม่ไว้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที  เพ่ือให้เอนไซม์ อลัคาไลน์    
ฟอสฟาเตสเปล่ียนพาราไนโตรฟีนิลฟอสเฟตให้เป็นพาราไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol) ท่ีเป็นสาร
ท่ีมีสี ปฏิกิริยาถกูหยดุโดยการเตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
ปริมาณ 900 ไมโครลิตร แล้วน าสารละลายไปอา่นคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ืองอา่นคา่บน         
ไมโครเพลทท่ีความยาวคล่ืนแสง 410 นาโนเมตร น าคา่ท่ีได้ไปค านวณเป็นปริมาณเอนไซม์  
(ไมโครกรัม ) โดยเปรี ยบเทียบกบัคา่การดดูกลืนแสงของสารละลายพาราไนโตรฟีนอลท่ีใช้เป็น
มาตรฐาน   

วดัปริมาณโปรตีนโดยใช้ชดุวดัโปรตีนบีซีเอ ™ โดยน าสารละลายเซลล์จ านวน 20 
ไมโครลิตรผสมกบัสารละลายบีซีเอ ชนิดเอ จ านวน 1 มิลลิลิตร และชนิดบี  จ านวน 20 ไมโครลิตร 
น าไปบม่ไว้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วน าสารละลายไปอา่นคา่การ
ดดูกลืนแสงด้วยเคร่ืองอา่นคา่บนไมโครเพลทท่ีความยาวคล่ืนแสง 562 นาโนเมตร คา่ท่ีได้ถกูน าไป
ค านวณปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัม ) โดยเปรียบเทียบกบัคา่การดดูกลืนแสงของโปรตีนอลับมูินท่ี
ใช้เป็นโปรตีนมาตรฐาน  คา่การท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ ฟอสฟาเตสค านวณเป็นสั ดสว่นของ
ปริมาณเอนไซม์อลัคาไลน์ ฟอสฟาเตสตอ่ปริมาณ โปรตีน  โดยก าหนดให้คา่เฉล่ียการท างานของ
เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ มีคา่เป็น 1 

 
การหาปริมาณตะกอนแคลเซียมด้วยสีอลิซารินเรด เอส (Alizarin red S)  

เซลล์เนือ้เย่ือในโพรงฟันแท้หวา่นลงในจานเลีย้งเซลล์แบบหลมุขนาด 24 หลมุ จ านวน 1  
จานเลีย้ง จานเลีย้งละ 12 หลมุ ด้วยปริมาณเซลล์หลมุละ 1.25 x104 เซลล์ เพาะเลีย้งด้วยอาหาร
เลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ แบง่เซลล์ออกเป็น 4 กลุม่ กลุม่ละ  3 หลมุ กลุม่ท่ี 1 
เพาะเลีย้งด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ กลุม่ท่ี 2 เพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการ
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แปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง  กลุม่ท่ี  3 เพาะเลีย้งเซลล์ ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสม
กบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแ ข็งผสมสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 25 
ไมโครโมลาร์ กลุม่ท่ี 4 เพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์
สร้างเนือ้เย่ือแข็งผสมสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 28 
วนั โดยเปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์วนัเว้นวนั เม่ือครบก าหนดเวลาตรึงเซลล์ ด้วยแอลกอฮอลบริสทุธ์ิ  
(absolute ethanol) เป็นเวลา 15 นาที และย้อมด้วยสารละลายอลิซารินเรด  โดยใช้อลิซารินเรด
ร้อยละ 1 ละลายในแอมโมเนียม ไฮดรอกไซด์ร้อยละ 0.1 ท่ีมีคา่ความเป็นกรดดา่ง 6.5 (0.1% 
NH4OH, pH6.5)  ย้อมเซลล์เป็นเวลา 5 นาที และล้างสีสว่นเกินออกด้วยน า้กลัน่ จะปรากฏสีแดง
ตดิบนตะกอนแคลเซียมฟอสเฟต เตมิ 1 มิลลิลิตรของซิทิลไพริดเินียม คลอไรด์ ร้อยละ 10 
(Cetylpyridinium chloride) ใน 10 มิลลิโมลาร์โซเดียมฟอสเฟตลงในแตล่ะหลมุของจานเลีย้ง
เซลล์เพ่ือละลายผลึกท่ีตดิสีอลิซารินเรด จากนัน้จงึน าไปอา่นคา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ืองอา่นคา่
บนไมโครเพลทท่ีความยาวคล่ืนแสง 570 นาโนเมตร  โดยก าหนดให้ คา่ดดูกลืนแสง ของเซลล์
เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ มีคา่เป็น 1 
 
การวิเคราะห์ข้อมูล 
 การวิจยัครัง้นีใ้ช้โปรแกรมส าเร็จรูปเอสพีเอสเอส เวอร์ชนั 16.0 (SPSS version 16.0, 
SPSS Inc., USA) ในการประมวลผลข้อมลูท่ีได้จากการศกึษา ดงันี ้

1. สถิตเิชิงพรรณนา ได้แก่ การวดัแนวโน้มเข้าสูส่ว่นกลาง (คา่เฉล่ีย ) การวดัการ
 กระจาย (คา่สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  
2. สถิตเิชิงวิเคราะห์เปรียบเทียบความแตกตา่งของอตัราการแบง่ตวัของเซลล์ 

ปริมาณเอ็มอาร์เอ็นเอของยีนอ็อกท์- 4 ซ็อกซ์-2 และนาน็อก การท างานของ
เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส  ปริมาณตะกอนแคลเซียมด้วยสีอลิซารินเรด เอส  
ระหวา่งกลุม่ศกึษา (เซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนุ ษย์ท่ีเพาะเลีย้ง
ในอาหารเลีย้งเซลล์ ผสมกบัสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้นตา่งๆ ) 
และกลุม่เปรียบเทียบ (เซลล์ต้นก าเนิดจากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ท่ี
เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ ) ด้วยวิธีการทดสอบการแปรปรวนทางเดียว  
(One-way ANOVA) ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05  

3. วิเคราะห์เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนสโตร -1 ของเซลล์ ระหวา่งกลุม่ศกึษาและ
กลุม่เปรียบเทียบด้วยวิธีทดสอบทีชนิดตวัอยา่งอิสระ  (Independence sample  
t-test) ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05 
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
ผลการวิเคราะห์ 

(รายละเอียดการวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิตแิสดงไว้ในภาคผนวก) 
 

1. การศึกษาการเพิ่มจ านวนของเซลล์  
ผลการศกึษาการเพิ่มจ านวนของเซลล์ พบวา่เซลล์ทัง้ 3 กลุม่ สามารถเพิ่มจ านวนมากขึน้

ตามระยะเวลาท่ีเลีย้งจาก 1 ถึง 6 วนั และเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์
ผสมกบัสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ท่ีระยะเวลา  1 วนั   
3 วนั และ 6 วนั มีการเพิ่มจ านวนของเซลล์น้อยกวา่เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.05) (ภาพท่ี 4) 

 
                               
                   
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4 กราฟแสดงการเพิ่มจ านวนของเซลล์ท่ีวดัด้วยเทคนิคเอ็มทีที ของเซลล์ จากเนือ้เย่ือในฟัน

แท้มนษุย์ (*: p < 0.05) 
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2. การศึกษาปริมาณโปรตีนสโตร-1  
จากผลการศกึษาการเพิ่มจ านวนของเซลล์ด้วยเทคนิคเอ็มทีทีพบการลดลงของการเพิ่ม

จ านวนเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้เม่ือเพาะเลีย้ง ในอาหารเลีย้งเซลล์ผสมกบัสารละลายโคบอลต์     
คลอไรด ์แตอ่ยา่งไรก็ตามเน่ืองจากเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ประกอบไปด้วยเซลล์หลายชนิด ผู้วิจยัจงึ
ท าการศึ กษาเพิ่มเตมิถึง การแสดงออกของโปรตีน จ าเพาะ ท่ีแสดงถึงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด  
ได้แก่ โปรตีนสโตร- 1 (36) เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 6 วนั พบวา่เซลล์ท่ี
เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ผสมกบัสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 50 ไมโคร      
โมลาร์ มีการแสดงออกของโปรตีนสโตร- 1 มากกวา่เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ  (p < 0.05) โดยคดิเป็น 3.235 ± 0.178 เทา่ของเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ี
เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีระยะเวลา 6 วนั (ภาพท่ี 5) 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5 การแสดงออกของโปรตีนสโตร- 1 โดยการวิเคราะห์ด้วย เทคนิคโฟลวไซโตเมทรี  เม่ือ

เพาะเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 6 วนั (*: p < 0.05) 
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3. การศึกษาปริมาณเอ็มอาร์เอ็นเอของยีนเร็กซ์-1 อ็อกท์-4 นาน็อก และซ็อกซ์-2  
การศกึษาเปรียบเทียบผลของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่ระดบัการแสดงออกของยีนท่ีแสดง

สภาวะการเป็นเซลล์ต้นก าเนิด ได้แก่ เร็กซ์-1 อ็อกท์-4 นาน็อก และซ็อกซ์- 2 เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์
เป็นระยะเวลา 3 วนั พบวา่ เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ผสมกบัสารละลายโคบอลต์    
คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น  25 ไมโครโมลาร์มีการแสดงออกของ ยีนในกลุม่นี ไ้มแ่ตกตา่งกบั เซลล์ท่ี
เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ เพียงอยา่งเดียว แต่ เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ผสมกบั
สารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น  50 ไมโครโมลาร์ มีการแสดงออกของยีน ในกลุม่นี ้
มากกวา่เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์เพียงอยา่งเดียว (ภาพท่ี 6)  

 
 
 
 
                             
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 6 การแสดงออกของยีนท่ีแสดงสภาวะของการเป็นเซลล์ต้นก าเนิดโดยการวิเคราะห์ด้วยวิธี
อาร์ที-พีซีอาร์ เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 3 วนั  
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4. การศึกษาค่าการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
การศกึษาผลของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่การแปรสภาพของเนือ้เย่ือในฟันแท้ไปเป็นเซลล์

สร้างเนือ้เย่ือแข็ง โดยการเพาะเลีย้งเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการ
แปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง ท่ีผสมกบัสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น ตา่งๆ 
เป็นเวลา 7 และ 14 วนั แล้วน าสารละลายเซลล์มาหาคา่การท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟา
เตส พบวา่เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้าง
เนือ้เย่ือแข็งมีคา่เฉล่ียการท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสมากกวา่เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งใน
อาหารเลีย้งเซลล์ อยา่งมีนยัส า คญัทางสถิต ิ (p < 0.05)  และเม่ือน าเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้มา
เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็งท่ีผสมกบั
สารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ พบวา่มีคา่เฉล่ียการท างาน
ของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสน้อยกวา่เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการ
แปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ (p < 0.05) ตามล าดบั  (ภาพท่ี 
7A, 7B)  
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ภาพท่ี 7 กราฟแสดงคา่เฉล่ียการท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส 
ภาพท่ี 7A กราฟแสดงคา่เฉล่ียการท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส  เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์

เนือ้เย่ือในฟันแท้ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิดตา่งๆ เป็นระยะเวลา 7 วนั   (*: p < 0.05)  
ภาพท่ี 7B กราฟแสดงคา่เฉล่ียการท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส  เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์

เนือ้เย่ือในฟันแท้ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิดตา่งๆ เป็นระยะเวลา 14 วนั   (*: p < 0.05)  
 (DMEM: เซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ OM: เซลล์เนือ้เย่ือ
ในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์ สร้าง
เนือ้เย่ือแข็ง  OM+CoCl2 25 μM: เซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้ง
เซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็งผสมกบัสารละลาย
โคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 25   ไมโครโมลาร์ OM+CoCl2 50 μM: เซลล์เนือ้เย่ือ
ในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปร สภาพเป็นเซลล์สร้าง
เนือ้เย่ือแข็งผสมกบัสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์) 
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5. การศึกษาปริมาณตะกอนแคลเซียมที่ย้อมด้วยสีอลิซารินเรด เอส 
เม่ือน าเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้มาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์และอาหารเลีย้งเซลล์ท่ี

เหมาะสมกบัการแปรสภาพเ ป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง ท่ีผสมกบัสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมี
ความเข้มข้นตา่งๆ เป็นเวลา 28 วนั พบวา่เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการ
แปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง  สามารถแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็งได้มากกวา่
เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ปกต ิและมากกวา่เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ี
เหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็งผสมกบัสารละลาย โคบอลต์คลอไรด์ท่ีมี
ความเข้มข้น 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p < 0.05) (ภาพท่ี 8) 

                          

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8 แสดงการย้อมตะกอนแคลเซียม  และกราฟคา่เฉล่ียคา่ดดูกลืนแสงของปริมาณตะกอน

แคลเซียม ท่ีย้อมด้วยสีอลิซารินเรด เอส  เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ในอาหาร
เลีย้งเซลล์ชนิดตา่งๆ  เป็นระยะเวลา 28 วนั (DMEM: เซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้ง
ในอาหารเลีย้งเซลล์ OM: เซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ี
เหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง OM+CoCl2 25 μM: เซลล์
เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภ าพเป็นเซลล์
สร้างเนือ้เย่ือแข็งผสมกบัสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ 
OM+CoCl2 50 μM: เซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสม
กบัการแปรสภาพเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็งผสมกบัสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมี
ความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ *: p < 0.05) 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
อภปิรายผลการวิจัย 

 การศกึษานีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาผลของความเข้มข้นของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่การเพิ่ม
จ านวน การสง่เสริมความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด  และการยบัยัง้การแปรสภาพของเซลล์จากเนือ้เย่ือ
ในฟันแท้ของมนษุย์เพ่ือน าไปสูก่ารตอบค าถามของงานวิจยัในการศกึษาครัง้นีคื้อ  โคบอลต์คลอไรด์
ท่ีความเข้มข้นแตกตา่งกนัมีผลตอ่ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของ
มนษุย์หรือไม ่อยา่งไร 

ในการศกึษาครัง้นี ้ ได้เลื อกศกึษา ใช้สารละลายโคบอลต์คลอไรด์  เน่ืองจากกลไก การ
ท างาน ของโคบอลต์คลอไรด์มีความคล้ายคลงึกบัสภาวะพร่องออกซิเจน ท่ีเช่ือวา่เป็นสภาวะ
แวดล้อมท่ีใกล้เคียงกบัสภาวะแวดล้อมของเซลล์ต้นก าเนิดท่ีอ ยูภ่ายในร่างกาย และมีรายงาน วา่
สภาวะพร่องออกซิเจนมีผลตอ่การเพิ่มจ านว นของเซลล์ การแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบั
ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด และการแปรสภาพไปเป็นเนือ้เย่ือแข็งของเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซน      
ไคมอล (44, 59, 60) ในการใช้สารละลายโคบอลต์คลอไรด์เพ่ือจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนใน
ห้องปฏิบตักิารนัน้ ได้มีรายงานถึงผลของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่การเพิ่มจ านวนของเซลล์ต้นก าเนิด
ในเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคมอล (61) แตย่งัไมมี่การศกึษาใดท่ีแสดงถึงการใช้โคบอลต์คลอไรด์
ในการเพาะเลีย้งเซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้มนษุย์  สว่นการเลือกใช้ความเข้มข้นของโคบอลต์    
คลอไรด์นัน้พบวา่ ในแตล่ะการศกึษา ท่ีแสดงถึงผลของโคบอลต์คลอไรด์ในเซลล์ต้นก าเนิดท่ีได้มา
จากแหลง่ตา่งๆ  ก าหนดความเข้มข้นของโคบอลต์คลอไรด์ท่ีแตกตา่งกนัไป โดยความเข้มข้นของ
โคบอลต์คลอไรด์ท่ีนิยมน ามา ใช้คือ 100 ไมโครโมลาร์  (26, 62) แตจ่ากผลการศกึษาน าร่อง (pilot 
study) พบวา่เม่ือน าเซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์มาเพาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งเซลล์ท่ี
ผสมกบัสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์  ท าให้เซลล์จากเนือ้เย่ือใน
ฟันแท้ของมนษุย์ แสดงผลลดอตัราการเพิ่มจ านวนของ เซลล์ ลง  ในการศกึษาครัง้นีผู้้วิจยัจงึได้
เลือกใช้สารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 25 และ 50 ไมโครโมลาร์ 

จากคณุสมบตัขิองเซลล์ต้นก าเนิดท่ีสามารถเพิ่มจ านวนได้อยา่งไมมี่ขีดจ ากดัและสามารถ
แปรสภาพไปเป็นเซลล์ตา่งๆได้ ดงันัน้วิธีการ ท่ีใช้ทดสอบความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดนัน้ มกัเป็นการ
ทดสอบพฤตกิรรมของเซลล์ เชน่ ความสามารถในการเพิ่มจ านวนอยา่งไมมี่ขีดจ ากดัและ
ความสามารถแปรสภาพไปเป็นเซลล์ชนิดตา่งๆ  
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จากผลการศกึษาการทดสอบการเพิ่มจ านวนของเซลล์ท่ีวดัด้วยเทคนิดเอ็มทีที พบวา่การ
จ าลองสภาวะพร่องออกซิเ จนในห้องปฏิบตักิารโดยการเตมิสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ในอาหาร
เลีย้งเซลล์มีผลลดการแบง่ตวัของเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาท่ี
พบวา่โคบอลต์คลอไรด์มีผลยบัยัง้การแบง่ตวัของเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคมอลท่ีน ามาจากสาย
สะดือ เน่ืองมาจากการท่ีโคบ อลต์คลอไรด์ท าให้วงจรชีวิตของเซลล์เปล่ียนแปลงไป โดยจะท าให้
เซลล์ไปหยดุในชว่งระยะพกัเพิ่มมากขึน้ (G0/G1 phase) และยงัพบวา่มีการลดลงของจ านวน
เซลล์ท่ีอยูใ่นระยะแบง่ตวั (G2/S/M phase) ด้วย นอกจากนีย้งัพบวา่ โคบอลต์คลอไรด์ท าให้รูปร่าง
ของเซลล์เปล่ียนแปลงไปโดยท าให้เซ ลล์มีรูปร่าง ยาวขึน้ มี ชอ่งวา่งระหวา่งเซลล์มากขึน้สง่ผลให้
การสง่สญัญาณระหวา่งเซลล์ลดลง ท าให้เกิดการยบัยัง้การแบง่ตวัของเซลล์  (61) นอกจากนีเ้ซลล์
ท่ีอยูภ่ายในเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ ท่ีประกอบไปด้วยเซลล์หลากหลายชนิด  แตมี่จ านวนเซลล์
ต้นก าเนิดเพียงเล็กน้อยเม่ือเทียบกบัจ านวนเซลล์ทัง้หมดท่ีมีอยูใ่นเซลล์เนือ้เย่ือในฟัน (63) ดงันัน้
เม่ือศกึษาถึงผลของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่จ านวนเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีนสโตร -1 ซึง่เป็น
โปรตีนบนผิวเซลล์ท่ีแสดงถึงเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคมอลระยะแรกท่ีนิยมน าม าใช้ในการระบุ
ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์เนือ้เย่ือในโพรงฟันแท้  (13, 36) พบวา่เซลล์มีการแสดงออก
ของสโตร -1 เพิ่มมากขึน้ แสดงวา่มีการเพิ่มจ านวนของเซลล์ ต้นก าเนิดมากขึน้ สอดคล้องกบั
การศกึษาของ Iida และคณะ และ Sukdee และคณะท่ีท าการเพาะเลีย้งเซลล์จากเนือ้เย่ือในฟัน
แท้ของมนษุย์ ภายใต้สภาวะพร่องออกซิเจน และพบการแสดงอออกของโปรตีนสโตร -1 เพิ่มขึน้ 
แสดงให้เห็นวา่มีการเพิ่มจ านวนของเซลล์ต้นก าเนิดท่ีอยูภ่ายในเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์ 
(28, 29)  

นอกจากนี ้การแสดงออกของยีนท่ีแสดงถึงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดนัน้ก็เป็นอีกวิธีการ
หนึง่ในการบง่บอกถึงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด  ซึง่เซลล์ต้นก าเนิดท่ีได้มาจากแหลง่ก าเนิดท่ี
แตกตา่งกนัจะมีการแสดงออกของยีนท่ีแต กตา่งกนัด้วย ในการบง่ชีถ้ึงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด
ของเซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันยงัไมมี่การ ระบอุยา่งแนช่ดั ในการศกึษานีเ้ลือกการแสดงออกของยีน
เร็กซ์-1 อ็อกท์-4 นาน็อก และซ็อกซ์- 2 (30, 38) ซึง่ยีนในกลุม่นีเ้ป็นยีนท่ีแสดงถึงความเป็นเซลล์  
ต้นก าเนิดจากตวัออ่น จากการศกึษาในอดีตพบวา่สภาวะพร่องออกซิเจนสง่ผลตอ่การเพิ่มการ
แสดงออกของยีนเร็กซ์- 1 อ็อกท์-4 นาน็อก และซ็อกซ์-2 ในเซลล์ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคมอลท่ีได้
จากไขกระดกูและเนือ้เย่ือไขมนั (44, 59, 60) ผลการศกึษาครัง้นีพ้บวา่โคบอลต์คลอไรด์ท่ีความ
เข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์มีการแสดงออกของยีนไมแ่ตกตา่งกบัเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์
เพียงอยา่งเดียว ในขณะท่ี เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ผสมกบัสารละลายโคบอลต์       
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คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ สามารถเพิ่มการแสดงออกของยีนในกลุม่นีไ้ด้ ซึง่อาจ
สรุปได้วา่โคบอลต์คลอไรด์ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์ สามารถสง่เสริมความเป็นเซลล์ต้น
ก าเนิดของเซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์โดยการเพิ่มการแสดงออกของยีนเร็กซ์- 1 อ็อกท์-4  
นาน็อก และซ็อกซ์-2 ได้ดีกวา่โคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้นต ่ากวา่ 

 เน่ืองจากเซลล์ต้นก าเนิดมีคณุสมบตัใินการแปรสภาพไปเป็นเซลล์เนือ้เย่ือแข็งได้ ผู้วิจยั
จงึน าเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้มาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมกบัการแปรสภาพเป็น
เซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง  พบวา่คา่เฉล่ียการท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟ าเตสและการสะสม
ของปริมาณตะกอนแคลเซียมท่ีย้อมด้วยสีอลิซารินเรด เอส ลดลงตามระดบัโคบอลต์คลอไรด์ท่ีเพิ่ม
ขีน้ (dose dependent) แสดงให้เห็นวา่สารละลายโคบอลต์คลอไรด์สง่ผลยบัยัง้การแปรสภาพไป
เป็นเ ซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็งของ เซลล์  ซึ่งสอดคล้องกบัการศกึษาท่ีผา่นมา ท่ีพบวา่ เม่ือน าเซลล์       
ต้นก าเนิดชนิดมีเซนไคมอลจากไขกระดกูมาเพาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งท่ีเหมาะสมตอ่การแปร
สภาพไปเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็งภายใต้สภาวะพร่องออกซิเจน มีผลในการลดความสามารถใน
การแปรสภาพไปเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง (44, 45, 64) ซึง่อาจจะกลา่วได้วา่การเพาะเลีย้งเซลล์
ในสภาวะท่ีมีระดบัออกซิเจนต ่านัน้จะเป็นการป้องกนัเซลล์ต้นก าเนิดไมใ่ห้มีการแปรสภาพไปเป็น
โพรเจนนิเตอร์เซลล์จ าเพาะ (specific progenitor cell) ซึง่เป็นการรักษาคณุสมบตัคิวามเป็นภาวะ
ท่ียงัไมมี่การแปรสภาพ (undifferentiated stage) ของเซลล์ต้นก าเนิดเอาไว้  
 ในการน าเซลล์ต้ นก าเนิดท่ีอยูภ่ายในเนือ้เย่ือตา่งๆของร่างกายมาเพาะเลีย้งใน
ห้องปฏิบตักิารนัน้ เป็นการเปล่ียนแปลงสภาพแลดล้อมท่ีเซลล์ต้นก าเนิดอาศยัอยู ่ดงันัน้ในการคง
สภาพความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดในห้องปฏิบตักิารก่อนท่ีจะน าเซลล์ต้นก าเนิดไปใช้จงึเป็น
กระบวนการท่ีมีความส าคญั ในการ ศกึษานีจ้งึเป็นการจ าลองสภาวะพร่องออกซิเจนใน
ห้องปฏิบตักิารโดยใช้สารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีความเข้นข้นท่ีแตกตา่งกนั เพ่ือให้เซลล์อยูใ่น
สภาวะท่ีมีความคล้ายกบัสภาพแวดล้อมท่ีอยูภ่ายในเนือ้เย่ือ จากผลการศกึษานีพ้บวา่โคบอลต์
คลอไรด์ท าให้เซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้มนุ ษย์มีพฤตกิรรมท่ีเปล่ียนแปลงไปจากการเพาะเลีย้ง
ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ปกต ิโดยสง่ผลให้เซลล์เนือ้เย่ือในฟันมีการเพิ่มจ านวนของเซลล์ต้นก าเนิด 
เพิ่มการแสดงออกของโปรตีนท่ีแสดงความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด และยบัยัง้การแปรสภาพเซลล์ไป
เป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง โดยโคบอลต์ค ลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 50 ไมโครโมลาร์แสดงผลการ
สง่เสริมความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดได้ดีกวา่โคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ แสดง
ให้เห็นวา่โคบอลต์คลอไรด์ท าให้เซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้มนษุย์มีความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดมากขึน้ 
โดยความสมัพนัธ์ดงักลา่วเป็นไปตา มความเข้มข้นของโคบอลต์คลอไรด์ท่ี เพิ่มขึน้  จากผล
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การศกึษานีท้ าให้สามารถน าความรู้ท่ีได้ไปพฒันาตอ่ยอดเพ่ือ ค้นหาปัจจยัหรือสภาวะแวดล้อมท่ี
เหมาะสมตอ่การเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิด อนัเป็นประโยชน์อยา่งยิ่งในทางการแพทย์ เพ่ือน าไปใช้
ในการรักษาผู้ ป่วยตอ่ไป 
 
สรุปผลการวิจัย 
 สารละลายโคบอลต์คลอไรด์ มีผลเพิ่ม ความเป็นเซลล์ต้นก านิด โดยเพิ่ม สดัสว่น การ
แสดงออกของ โปรตีนสโตร- 1 และการแสดงออกของ ยีนเร็กซ์ -1 อ็อกท์-4 นาน็อก  และซ็อกซ์-2 
ในขณะท่ียบัยัง้การแปรสภาพเซลล์ไปเป็นเซลล์สร้างเนือ้เย่ือแข็ง โดยแสดง ผลลดการท างานของ
เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสและการสะสมของตะกอนแคลเซียม  เม่ือเปรียบเทียบกบั เซลล์
เนือ้เย่ือในฟันแท้มนษุย์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ ปกติ โดยเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้มนษุย์ท่ี
เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ผสมกบัสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 50 ไมโคร      
โมลาร์แสดงผลการสง่เสริมความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดได้ดีกวา่การเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์
ผสมกบัสารละลายโคบอลต์คลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ ผลการทดลองดงักลา่วอาจ
สรุปได้วา่โคบอลต์คลอไรด์มีผลเพิ่มความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแ ท้ของมนษุย์
ตามความเข้มข้นของโคบอลต์คลอไรด์ท่ีเพิ่มขึน้ 
  
ข้อเสนอแนะ 

เน่ืองจากยงัไมมี่การศกึษาผลของโคบอลต์คลอไรด์ท่ีสง่ผลตอ่พฤตกิรรมของเซลล์จาก
เนือ้เย่ือในฟันมาก่อน ในการศกึษานีจ้ึ งต้องศกึษาเพิ่มเตมิในเร่ืองของความสมัพนัธ์ระหวา่งความ
เข้มข้นของสารละลายโคบอลต์คลอไรด์กบัระดบัของออกซิเจน รวมถึงกลไกของโคบอลต์คลอไรด์ท่ี
สง่ผลตอ่จ านวนและการยบัยัง้การแปรสภาพของเซลล์ต้นก าเนิด  
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ภาคผนวก ข 
เอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับอาสาสมัครท่ีเข้าร่วมในการวิจัย 

(Patient/Participant Information Sheet)” 

1. โครงการเร่ือง  ผลของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้
ของมนษุย์ 

2. ช่ือผู้วิจยัหลกั  ทนัตแพทย์หญิงกณัฒพร  ลกัษณา 
    สถาบนัท่ีสงักดั  ภาควิชาทนัตกรรมส าหรับเดก็ คณะทนัตแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์ 
                           มหาวิทยาลยั   
    แหลง่ทนุวิจยั   ได้รับการสนบัสนนุทนุวิจยัจาก “ทนุ 90 ปี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั”  
                          กองทนุรัชดาภิเษกสมโภช (THE 90th ANNIVERSARY OF  
                          CHULALONGKORN UNIVERSITY FUND) 

3. วตัถปุระสงค์ของโครงการ  เพ่ือศกึษาผลของความเข้มข้นของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่การเพิ่ม
จ านวนของเซลล์ การสง่เสริมความเป็นเซลล์ต้นก าเนิด และการยบัยัง้การแปรสภาพเป็นเซลล์
สร้างเนือ้เย่ือแข็งของเซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของมนษุย์   

4.  สถานท่ีด าเนินการวิจยั หนว่ยปฏิบั ตกิารวิจยัเนือ้เย่ืออนินทรีย์ คณะทนัตแพทยศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

5.  วิธีการท่ีเก่ียวข้องกบัการวิจยั  
การวิจยัครัง้นีเ้ป็นการท าการทดลองในห้องปฏิบตักิาร โดยใช้เซลล์เนือ้เย่ือในฟันท่ีได้

จากฟันแท้ท่ีไมมี่รอยผแุละรอยโรคท่ีปลายรากฟันของของผู้ ท่ีมีสขุภาพแข็ งแรง ไมมี่โรค
ประจ าตวั ท่ีมารับการถอนฟันแท้ตามแผนการรักษาทางทนัตกรรมท่ีภาควิชาศลัยศาสตร์ คณะ
ทนัตแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั อยา่งน้อย 3 ซ่ี จากตวัอยา่งท่ีไมใ่ชบ่คุคลเดียวกนั 
โดยกระบวนการตา่งๆท่ีใช้ในการทดลองไมก่่อให้เกิดอนัตรายใดๆทัง้สิน้ตอ่อาสาสมคัร 

6. เหตผุลท่ีเชิญเข้าร่วมเป็นอาสาสมคัรในโครงการ 
เน่ืองจากการศกึษานีจ้ะใช้ฟันแท้ท่ีไมมี่รอยผแุละไมมี่รอยโรคท่ีปลายรากฟัน ซึง่

จ าเป็นต้องถอนด้วยเหตผุลทางการรักษามาท าการทดลอง โดยฟันท่ีได้ต้องมาจากอาสาสมคัร
ท่ีมีสขุภาพแข็งแรง ไมมี่โรคประจ าตวั  
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7. ความรับผิดชอบของอาสาสมคัร และ ระยะเวลาท่ีอาสาสมคัรจะอยูใ่นโครงการ  
อาสาสมคัรจะได้รับการถอนฟันตามแผนการรักษาปกต ิหลงัจากถอนฟันแล้ว 

อาสาสมคัรจะได้รับทราบข้อมลูของงานวิจยัเพ่ือตดัสินใจวา่จะบริจาคฟันซ่ีท่ีถอนไปนัน้เพ่ือ
น าไปใช้ในงานวิจยัหรือไม ่ดงันัน้อาสาสมั ครจงึไมต้่องมีความรับผิดชอบใดๆ และไมมี่
ระยะเวลาท่ีอาสาสมคัรเข้าร่วมในโครงการ เน่ืองจากอาสาสมคัรจะต้องได้รับการถอนฟันตาม
แผนการรักษาตามปกตอิยูแ่ล้ว  

8. ประโยชน์ของการวิจยัท่ีอาสาสมคัรและ/หรือผู้ อ่ืนท่ีอาจได้รับ  
ทา่นจะไมไ่ด้รับประโยชน์ใด ๆ ในการร่วมการวิจยั ครัง้นี ้แตผ่ลการวิจยัท่ีได้จะแสดงให้

เห็นถึงผลของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์จากเนือ้เย่ือในฟันแท้ของ
มนษุย์จงึเป็นการค้นหาสภาวะแวดล้อมท่ีเหมาะสมตอ่การเพาะเลีย้งเซลล์  ซึง่อาจน าไปสูก่าร
พฒันาอาหารเลีย้งเซลล์ นอกจากนีย้งัเป็นการสร้างองค์ความ รู้ใหมใ่นทางทนัตกรรมท่ีเป็น
ประโยชน์ส าหรับการพฒันางานวิจยัในอนาคต โดยองค์ความรู้ท่ีได้จะเป็นข้อมลูเบือ้งต้น
ส าหรับการออกแบบการศกึษาวิจยัในขัน้ตอ่ไป รวมทัง้จะเป็นข้อมลูส าหรับการวางแผนการ
วิจยัทางด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือในอนาคต 

9.  ความเส่ียงหรือความไมส่ะดวกท่ีอาจจะเกิดขึน้แก่อาสาสมคัร และในบางกรณีแก่ทารกในครรภ์  
หรือทารกท่ีด่ืมนมมารดา 

การท าวิจยันีไ้มก่่อให้เกิดความเส่ียงใดๆ 

10. คา่ใช้จา่ยท่ีอาสาสมคัรจะต้องจา่ย หรืออาจจะต้องจา่ย  
การเข้าร่วมในการวิจยัครัง้นีไ้มมี่คา่ใช้จา่ยใดๆทัง้สิน้ 

11. การชดเชยใดๆ และการรักษาท่ี จะจดัให้แก่อาสาสมคัรในกรณีท่ีได้รับอนัตรายซึง่เก่ียวข้องกบั
การวิจยั 

การวิจยันีใ้ช้เนือ้เย่ือท่ีเพาะเลีย้งจากฟันของอาสาสมคัรท่ีถอนตามแผนการรักษา โดยท่ี
อาสาสมคัรจะไมไ่ด้รับอนัตรายใดๆ ท่ีเก่ียวข้องกบัการวิจยันีเ้ลย     
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12. การจา่ยคา่เดนิทาง คา่เสียเวลา (ถ้ามี) ซึง่ต้องก าหนดไว้เป็นรายครัง้  แก่อาสาสมคัรท่ีเข้าร่วม
ในการวิจยั (ทัง้นีต้้องไมมี่ข้อแม้หรือเง่ือนไขใดๆ ทัง้สิน้ในการจา่ยเงิน) 

ไมมี่การจา่ยคา่เดนิทาง หรือคา่เสียเวลา เน่ืองจากเป็นการรักษาตามแผนการรักษาของ
อาสาสมคัรเอง 

13.  เหตกุารณ์ท่ีอาจจะเกิดขึน้ หรือเหตผุลซึง่ผู้วิจยัจะต้องยกเลิกการเข้าร่วมในโครงการวิจยัของ
อาสาสมคัร 

ไมมี่เหตกุารณ์ใดท่ีจะเกิดขึน้กบัอาสาสมคัรเลย ยกเว้นการได้รับการรักษาตามแผนการ
รักษาของอาสาสมคัรเอง  

14.  การก ากบัดแูลและควบคมุการด าเนินโครงการ 
ผู้ก ากบัดแูลการวิจยั ผู้ตรวจสอบ คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรม และคณะกรรมการท่ี

เก่ียวข้อง สามารถเข้าไปตรวจสอบการด าเนินโครงการ  รวมทัง้ ตรวจสอบบนัทกึข้อมลูของ
อาสาสมคัร  เพ่ือเป็นการยืนยนัถึงขัน้ตอนในการวิจยัทางคลินิกและข้อมลูอ่ืนๆ โดยไมล่ว่ง
ละเมิดเอกสิทธ์ิในการปิดบงัข้อมลูของอาสาสมคัรตามกรอบท่ีกฎหมายและก ฎระเบียบได้
อนญุาตไว้   นอกจากนี ้โดยการลงนามให้ความยินยอมอาสาสมคัรหรือ ผู้แทนตามกฎหมายจะ
มีสิทธิตรวจสอบและมีสิทธิท่ีจะได้รับข้อมลูด้วยเชน่กนั 

15. จริยธรรมการวิจยั 
การด าเนินการโครงการวิจยันี ้ผู้วิจยัค านงึถึงหลกัจริยธรรมการวิจยั ดงันี ้
1. หลกัความเคารพในบคุคล (Respect for person) โดยการให้ข้อมลูจนอาสาสมคัร

เข้าใจเป็นอยา่งดีและตดัสินใจอยา่งอิสระในการให้ความยินยอมเข้าร่วมในการวิจยั รวมทัง้การ
เก็บรักษาความลบัของอาสาสมคัร 

2. หลกัการให้ประโยชน์ไมก่่อให้เกิดอนัตราย (Beneficence/Non-Maleficence) โดย
ระบใุนข้อ 8 และ 9 วา่จะมีประโยชน์หรือความเส่ียงกบัอาสาสมคัรหรือไม ่ 

3. หลกัความยตุธิรรม (Justice) คือมีเกณฑ์คดัเข้าและคดัออกชดัเจน มีการกระจาย
ความเส่ียงและผลประโยชน์อยา่งเทา่เทียมกนั โดยวิธีสุม่เข้ากลุม่ศกึษา 
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16.  ข้อมลูท่ีอาจน าไปสูก่ารเปิดเผยตวัของอาสา สมคัรจะได้รับการปกปิด ยกเว้นวา่ได้รับค า
ยินยอมไว้โดยกฎระเบียบและกฎหมายท่ีเก่ียวข้องเทา่นัน้ จงึจะเปิดเผยข้อมลูแก่สาธารณชน
ได้ ในกรณีท่ีผลการวิจยัได้รับการตีพิมพ์ ช่ือและท่ีอยูข่องอาสาสมคัรจะต้องได้รับการปกปิด
อยูเ่สมอ และอาสาสมคัรหรือผู้แทนตามกฎหมายจะได้รับแจ้ งโดยทนัทว่งที  ในกรณีท่ีมีข้อมลู
ใหมซ่ึง่อาจใช้ประกอบการตดัสินใจของอาสาสมคัรวา่จะยงัคงเข้าร่วมในโครงการวิจยัตอ่ไป
ได้หรือไม ่

17. หากทา่นมีข้อสงสยัต้องการสอบถามเก่ียวกบัสิทธิของทา่นหรือผู้วิจยัไมป่ฏิบตัติามท่ีเขียนไว้ใน
เอกสารข้อมลูค าอธิบายส าหรับผู้ เข้าร่วมในก ารวิจยั ทา่นสามารถตดิตอ่หรือร้องเรียนได้ท่ี ฝ่าย
วิจยั คณะทนัตแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ตกึสมเดจ็ยา่ 93 ชัน้ 10 หรือท่ี
หมายเลขโทรศพัท์ 0-2218-8816 ในเวลาราชการ  

18. หากทา่นต้องการยกเลิกการเข้าร่วมเป็นอาสาสมคัรในโครงการนี ้ให้ทา่นกรอกและสง่เอกสาร
ขอยกเลิกมาท่ี 

ผู้วิจยัหลกั  ทนัตแพทย์หญิงกณัฒพร  ลกัษณา 
ท่ีอยู ่บ้านเลขท่ี 169   ลาดพร้าว 94  วงัทองหลาง   กรุงเทพฯ  10310     

19. อาสาสมคัรสามารถตดิตอ่ผู้วิจยัได้ตลอด 24 ชัว่โมง ท่ี: 
ผู้วิจยัหลกั  ทนัตแพทย์หญิงกณัฒพร  ลกัษณา  เบอร์โทรศพัท์  081-710-9166 
อาจารย์ท่ีปรึกษา อาจารย์ ทนัตแพทย์หญิง ดร. วรรณธิดา ศรีอาจ  
                         เบอร์โทรศพัท์ 02-218-8906   
ท่ีท างาน  ภาควิชาทนัตกรรมส าหรับเดก็  คณะทนัตแพทยศาสตร์  จฬุาลงกรณ์   
              มหาวิทยาลยั 

  

   ........................................................................... 
               (ทนัตแพทย์หญิงกณัฒพร  ลกัษณา) 
                                 ผู้วิจยัหลกั 
   วนัท่ี............../...................................../................ 
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ภาคผนวก ค 
เอกสารยนิยอมเข้าร่วมการวิจัย (Consent Form) 

 
การวิจยัเร่ือง ผลของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ของ    
มนษุย์ 

“ข้าพเจ้า (นาย, นาง, นางสาว, เดก็ชาย, เดก็หญิง)................ .......................................
บ้านเลขท่ี..........................ถนน...................................ต าบล/แขวง......................................... 
อ าเภอ /เขต ........................................................ จงัหวดั .................... ............................
รหสัไปรษณีย์............... 

 ก่อนท่ีจะลงนามในใบยินยอมให้ท าการวิจยันี ้ข้าพเจ้าได้รับเอกสารข้อมลูค าอธิบาย
ส าหรับอาสาสมคัรท่ีเข้าร่วมในการวิจยัแล้ว 1 ฉบบั รวมทัง้ได้รับการอธิบายจากผู้วิจยัถึง
วตัถปุระสงค์ของการวิจยั วิธีการท าวิจยั อั นตรายหรืออาการท่ีอาจเกิดขึน้จากการท าวิจยัหรือจาก
ยาท่ีใช้ รวมทัง้ประโยชน์ท่ีจะเกิดขึน้จากการวิจยัอยา่งละเอียด และมีความเข้าใจดีแล้ว    

 ผู้วิจยัรับรองวา่จะตอบค าถามตา่งๆ ท่ีข้าพเจ้าสงสยัด้วยความเตม็ใจไมปิ่ดบงัซอ่นเร้นจน
ข้าพเจ้าพอใจ 

 ข้าพเจ้าเข้าร่วมโครงการวิ จยันีโ้ดยสมคัรใจ ข้าพเจ้ามีสิทธิท่ีจะบอกเลิกการเข้าร่วมใน
โครงการวิจยันีเ้ม่ือใดก็ได้และการบอกเลิกการเข้าร่วมการวิจยันีจ้ะไมมี่ผลตอ่การรักษาโรคท่ี
ข้าพเจ้าจะพงึได้รับตอ่ไป 

 ผู้วิจยัรับรองวา่จะเก็บข้อมลูเฉพาะเก่ียวกบัตวัข้าพเจ้าเป็นความลบั และจะเปิดเผยได้
เฉพาะในรูปท่ีเป็นสรุปผลการวิจยั การเปิดเผยข้อมลูเก่ียวกบัตวัข้าพเจ้าตอ่หนว่ยงานตา่งๆ ท่ี
เก่ียวข้องกระท าได้เฉพาะกรณีจ าเป็น ด้วยเหตผุลทางวิชาการเทา่นัน้ และผู้วิจยัรับรองวา่หากเกิด
อนัตรายใดๆ  จากการวิจยัดงักลา่ว ข้าพเจ้าจะได้รับการรักษาพยาบาลโดยไมค่ดิมลูคา่ 

ข้าพเจ้าได้อา่นเอกสารและข้อความข้างต้นแล้ว มีความเข้าใจดีทกุประการ และได้ลงนาม
ในใบยินยอมนีด้้วยความเตม็ใจ  

ข้าพเจ้าได้รับส าเนาเอกสารใบยินยอมท่ีข้าพเจ้าลงนามและลงวนัท่ี และเอกสารยกเลิก
การเข้าร่วมวิจยั อยา่งละ 1 ฉบบั เป็นท่ีเรียบร้อยแล้ว 
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  ลงนาม........................................ ..................................................  ผู้ยินยอม 
            (.............................................................................................)  
   วนัท่ี.................เดือน................................พ.ศ.................... 
 
  ลงนาม............................................................................................... พยาน 
            (.................................................. ............................................)  
   วนัท่ี.................เดือน................................พ.ศ.................... 
 
           ลงนาม............................................... ............................................. ผู้วิจยัหลกั  
            (.................ทนัตแพทย์หญิง...กณัฒพร...ลกัษณา......................) 
   วนัท่ี.................เดือน................................พ.ศ................... 
 
 ข้าพเจ้าไมส่ามารถอา่นหนงัสือได้ แตผู่้วิจยัได้อา่นข้อความในใบยินยอมนีใ้ห้แก่ข้าพเจ้ า
ฟังจนเข้าใจดีแล้ว ข้าพเจ้าจงึลงนาม หรือประทบัลายนิว้หวัแมมื่อขวาของข้าพเจ้าในใบยินยอมนี ้
ด้วยความเตม็ใจ 
 
  ลงนาม.................................... ......................................................  ผู้ยินยอม 
            (............................ .................................................................)  
   วนัท่ี.................เดือน................................พ.ศ.................... 
 
  ลงนาม.............................................................................................. . พยาน 
            (..............................................................................................)  
   วนัท่ี.................เดือน................................พ.ศ.................... 
 
           ลงนาม.......................................... ............................. ..................... ผู้วิจยัหลกั  
            (.................ทนัตแพทย์หญิง...กณัฒพร...ลกัษณา......................) 
   วนัท่ี.................เดือน............................ ....พ.ศ................... 
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ภาคผนวก ง 
เอกสารยกเลิกการเข้าร่วมวิจัย  (Withdrawal Form) 

 
การวิจยัเร่ือง  ผลของโคบอลต์คลอไรด์ตอ่ความเป็นเซลล์ต้นก าเนิดของเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ของ
มนษุย์ 

 “ข้าพเจ้า (นาย, นาง, นางสาว, เดก็ชาย, เดก็หญิง)......................................................   
อยูบ้่านเลขท่ี..........................ถนน................................ต าบล/แขวง........................................  
อ าเภอ/เขต............................................... .....จงัหวดั............................... ............................. .
รหสัไปรษณีย์..............  
ขอยกเลิกการเข้าร่วมโครงการวิจยันี ้ โดยมีเหตผุลในการยกเลิกการเข้าร่วมวิจยัคือ  
  ย้ายภมูิล าเนา 
  ไมส่ะดวกในการเดนิทาง 
  เหตผุลอ่ืน..................................... ........................................................  
 
  ลงนาม............................................................................... ................ผู้ยกเลิก 
            (............................................... .......................... ..................) 
   วนัท่ี................เดือน...................................พ.ศ. ................ 
 
  ลงนาม................................................................................................. พยาน 
            (.................................................................................................)  
   วนัท่ี................เดือน...................................พ.ศ. ................ 
 
  ลงนาม.................................... ............................ ..........................  ผู้วิจยัหลกั 
            (...............ทนัตแพทย์หญิง...กณัฒพร...ลกัษณา..........................)  
   วนัท่ี................เดือน...................................พ.ศ. ................  
 
ท่ีอยู่ส าหรับส่งเอกสาร        ช่ือ..ทนัตแพทย์หญิงกณัฒพร...ลกัษณา  บ้านเลขท่ี...169...          
ถนน...ลาดพร้าว 94... ต าบล/แขวง...พลบัพลา....อ าเภอ/เขต...วงัทองหลาง......จงัหวดั....
กรุงเทพมหานคร.....รหสัไปรษณีย์.....10310...... 
หมายเหตุ- ส าเนาเอกสารยกเลิกการเข้าร่วมวิจัย 1 ชดุ แล้วมอบให้อาสาสมคัรแตล่ะคน 
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ภาคผนวก จ 
รายละเอียดการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติิ 

 
1. การศึกษาอัตราการแบ่งตัวของเซลล์ 

a. แสดงข้อมลูสถิตเิชิงพรรณนาโดยเปรียบเทียบคา่เฉล่ียปริมาณเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งเป็น
ระยะเวลา 1 วนั 3 วนั และ 6 วนั ซึง่ก าหนดให้คา่เฉล่ียปริมาณเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ี
เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์อยา่งเดียวท่ีระยะเวลา 1 วนั มีคา่เป็น 100 

Group N Mean Std. Deviation 
0 μM day 1 3 1 0 

25 μM day 1 3 0.766 0.050534 
50 μM day 1 3 0.839 0.120516 
0 μM day 3 3 2.582 0.120516 

25 μM day 3 3 2.269 0.065646 
50 μM day 3 3 2.298 0.126335 
0 μM day 6 3 5.617 0.227403 

25 μM day 6 3 4.216 0.19449 
50 μM day 3 3 4.501 0.115788 

 
b. แสดงการวิเคราะห์ข้อมลูเปรียบเทียบอตัราการแบง่ตวัของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งเป็น

ระยะเวลา 1 วนั 3 วนั และ 6 วนั ด้วยวิธีทดสอบการแปรปรวนทางเดียว 
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2. การศึกษาปริมาณโปรตีนสโตร-1  
a. แสดงข้อมลูสถิตเิชิงพรรณนา โดยเปรียบเทียบคา่เฉล่ียการแสดง ออกของโปรตีนสโตร -1 

ท่ีเพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา  6 วนั ซึง่ก าหนดให้คา่เฉล่ียการแสดงออกของโปรตีนสโตร- 1 
ในเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์อยา่งเดียวท่ีระยะเวลา 1 วนั             
มีคา่เป็น 1 

Group N Mean Std. Deviation 
0 μM 3 1 0 
50 μM 3 3.234693 0.178027 
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b. แสดงการวิเคราะห์ข้อมลู เปรียบเทียบ การแสดงออกของโปรตีนสโตร -1 ของเซลล์ท่ี
เพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 6 วนั ด้วยวิธีทดสอบทีชนิดตวัอยา่งอิสระ 

 

 
 

Independent Samples Test 

  Levene's Test 

for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

  

F Sig. T df 

Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

  Lower Upper 

STRO1 Equal 

variances 

assumed 

2.046E16 .000 -17.738 2 .003 -2.235000 .126000 -2.777134 -1.692866 

Equal 

variances 

not 

assumed 

  

-17.738 1.000 .036 -2.235000 .126000 -3.835982 -.634018 
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3. การศึกษาค่าการท างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส 
a. แสดงข้อมลูสถิตเิชิงพรรณนา โดยเปรียบเทียบคา่เฉล่ียการท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์

ฟอสฟาเตสของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 7 วนั ซึง่ก าหนดให้คา่เฉล่ียการท างาน
ของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ ท่ี
ระยะเวลา 7 วนั มีคา่เป็น 1  

Group N Mean Std. Deviation 
DMEM 3 1.000 0 

OM 3 2.058 0.063210 
OM+CoCl2 25 μM 3 1.412 0.119921 
OM+CoCl2 50 μM 3 1.013 0.057591 

b. แสดงการวิเคราะห์ข้อมลู เปรียบเทียบการท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของ
เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 7 วนั ด้วยวิธีทดสอบการแปรปรวนทางเดียว 
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c. แสดงข้อมลูสถิตเิชิงพรรณนา โดยเปรียบเทียบคา่เฉล่ียการท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์
ฟอสฟาเตสของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 14 วนั ซึง่ก าหนดให้คา่เฉล่ียการท างาน
ของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ ท่ี
ระยะเวลา 14 วนั มีคา่เป็น 1 

Group N Mean Std. Deviation 
DMEM 3 1 0 

OM 3 2.135 0.179878 
OM+CoCl2 25 μM 3 1.653 0.130257 
OM+CoCl2 50 μM 3 0.991 0.074432 

d. แสดงการวิเคราะห์ข้อมลู เปรียบเทียบการท างานของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของ
เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 14 วนั ด้วยวิธีทดสอบการแปรปรวนทางเดียว 
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4. การศึกษาปริมาณตะกอนแคลเซียมที่ย้อมด้วยสีอลิซารินเรด เอส 
a. แสดง ข้อมลูสถิตเิชิงพรรณนา โดย เปรียบเทียบ คา่เฉล่ียคา่ดดูกลืนแสงของปริมาณ

ตะกอนแคลเซียมท่ีย้อมด้วยสี อลิซารินเรด เอสท่ีระยะเวลา 28 วนั ซึง่ก าหนดให้คา่เฉล่ีย
คา่ดดูกลืนแสงของเซลล์เนือ้เย่ือในฟันแท้ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีระยะเวลา 28 
วนั มีคา่เป็น 1 

Group N Mean Std. Deviation 
DMEM 3 1 0 

OM 3 1.536 0.021266 
OM+CoCl2 25 μM 3 1.292 0.052616 
OM+CoCl2 50 μM 3 1.281 0.014577 

b. แสดงการวิเคราะห์ข้อมลู เปรียบเทียบ คา่เฉล่ียคา่ดดูกลืนแสงของปริมาณตะกอน
แคลเซียมท่ีย้อมด้วยสี อลิซารินเรด เอสท่ีระยะเวลา 28 วนั ด้วยวิธีทดสอบการแปรปรวน
ทางเดียว 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 

ทนัตแพทย์หญิงกณัฒพร ลกัษณา เกิด วนัท่ี 18 กนัยายน พ .ศ.2524 ท่ีจงัหวดั
นครศรีธรรมราช ส าเร็จการศกึษาระดบัประถมศกึษาทีโรงเรียนอดุมศกึษาลาดพร้าว และระดบั
มธัยมศกึษาท่ีโรงเรียนบดนิทรเดชา (สิงห์ สิงหเสนี ) ในปี พ .ศ.2543 เข้าศกึษาตอ่ในคณะทนัต
แพทยศาสตร์ จฬุ าลงกรณ์มหาวิทยาลยั และส าเร็จการศกึษาระดบัปริญญาทนัตแพทยศาสตร
บณัฑิตในปี พ.ศ. 2549 

หลงัจบการศกึษาเป็นทนัตแพทย์  ได้เข้ารับราชการเป็นทนัตแพทย์ระดบั 4 ท่ี
โรงพยาบาลสระโบสถ์ จงัหวดัลพบรีุ ในปี พ .ศ.2549 ถึง 2552 จากนัน้ย้ายมารับราชการตอ่ท่ี
โรงพยาบาลลาดหลมุแก้ว จงัหวดัปทมุธานี ตัง้แตปี่ 2552 จนถึงปัจจบุนั  

ปัจจบุนัลาศกึษาตอ่ในหลกัสู ตรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิตและการฝึกอบรมทนัตแพทย์
ประจ าบ้าน สาขาทนัตกรรมส าหรับเดก็ ภาควิชาทนัตกรรมส าหรับเดก็ คณะทนัตแพทยศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  
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