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Abstract  
 In this study, effect of acemannan on dentine sialophosphoprotein expression 

in human dental pulp cell via mitogen activated protein kinase (MAPK) signal pathway 

were investigated. Primary human dental pulp fibroblasts were treated with 

acemannan. The expression of DSPP mRNA was determined by Reverse 

Transcription- Polymerase Chain   Reaction (RT-PCR) technique. The phosphorylation 

of MAPK, with and without specific MAPK inhibitor namely  U0126(ERK inhibitor), 

SP600125(JNK inhibitor) and SB203580 (p38MAPK inhibitor), were determined by 

western blot analysis. Acemannan, at 4 mg/ml, significantly stimulated DSPP mRNA 

expression. Treated with acemannan, the phosphorylation of ERK1/2, JNK and p38 

MAPK were reached maximum level at 45, 15 and 15 minutes of incubation, 

respectively.  At these times of incubation, acemannan stimulated phosphorylation of 

ERK1/2, JNK and p38 MAPK up to 1.64±0.6, 2.75±0.16 and 3.11±0.09 fold compared 
with the untreated group, respectively. Pretreated with specific inhibitors of MAPK 

(U0126, SP600125 and SB203580) resulted in 86, 46 and 51 percentage reduction of 

the phosphorylation levels of ERK1/2, JNK and p38 MAPK, respectively, compared  

with these of acemannan-treated group. In conclusion, with this study, acemannan was 

able to enhance the DSPP mRNA expression  in human dental pulp cells and involved 

with MAPK signaling pathway.  
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ผลของสารอะซีแมนแนนตอระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK 1/2 

(คอลัมน1-5 แสดงระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p-ERK1/2, ERK1/2 
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ผลของสารอะซีแมนแนนตอระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK  
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แอคตินที่  5, 15, 30, 45 และ 60 นาท)ีจากผูปวยจํานวน 3 ราย…………...... 

ผลของสารอะซีแมนแนนตอระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของp38MAPK 
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MAPK และแอคตินที่  5, 15, 30, 45 และ 60 นาท)ีจากผูปวยจาํนวน 3 ราย... 

แสดงการยับยัง้การเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 เมื่อใสตัวยั้บยัง้เฉพาะ

ปริมาณ 10 ไมโครโมลาร  (U0126) และทําการใสสารอะซีแมนแนนความ

เขมขน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยวิธีเวสเทินบอต (คอลมัน 1-4 แสดงถึงกลุม

ควบคุม  กลุมอะซีแมนแนน  กลุมที่ใสตัวยับยัง้ที่ตามดวยสารอะซแีมนแนน  

และกลุมที่ใสเฉพาะตวัยับยัง้เทานัน้  ตามลําดับ)จากผูปวยจํานวน 3 ราย….. 

แผนภูมิแทงแสดงความสมัพันธการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2…………. 
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แสดงการยับยัง้การเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK เมื่อใสตวัยั้บยัง้เฉพาะปริมาณ 

10 ไมโครโมลาร  (SP600125) และทาํการใสสารอะซีแมนแนนความเขมขน 4 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร โดยวธิีเวสเทินบอต (คอลัมน 1-4 แสดงถึงกลุมควบคุม  

กลุมอะซีแมนแนน  กลุมที่ใสตัวยับยัง้ที่ตามดวยสารอะซีแมนแนน  และกลุมที่

ใสเฉพาะตวัยบัยั้งเทานั้น  ตามลําดับ)จากผูปวยจาํนวน 3 ราย…………… 

แผนภูมิแทงแสดงความสมัพันธการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK……………… 

แสดงการยับยัง้การเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK เมื่อใสตัวยั้บยัง้เฉพาะปริมาณ 

10 ไมโครโมลาร  (SB203580) และทาํการใสสารอะซีแมนแนนความเขมขน 4 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร โดยวธิีเวสเทินบอต (คอลัมน 1-4 แสดงถึงกลุมควบคุม  

กลุมอะซีแมนแนน  กลุมที่ใสตัวยับยัง้ที่ตามดวยสารอะซีแมนแนน  และกลุมที่

ใสเฉพาะตวัยบัยั้งเทานั้น  ตามลําดับ)จากผูปวยจาํนวน 3 ราย……………… 

แผนภูมิแทงแสดงความสมัพันธการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38 MAPK……… 

แสดงสรุปปฏิกิริยาการสงสญัญาณวิถีไมโทเจน-แอคติเวเตดโปรตีนไคเนสใน

สารอะซีแมนนตอการสรางเนื้อเยื่อฟนซอมเสริม………………………………

แสดงแนวคิดวิจัยเพิ่มเติมของปฏิกิริยาการสงสัญญาณวิถีไมโทเจน-

แอคติเวเตดโปรตีนไคเนสในสารอะซีแมนนตอการสรางเนื้อเยื่อฟนซอมเสริม... 
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บทที่  1 

บทนํา 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

    โรคฟนผุเปนปญหาทางทันตกรรมที่สําคัญ และเปนสาเหตุหลักของการสูญเสียฟน โดย

กระบวนการเกิดฟนผุเกิดจากการสูญเสียแรธาตุจากชั้นเคลือบฟนลุกลามเขาสูเนื้อฟน  และ

เนื้อเยื่อใน ตามลําดับ  แตในกรณีที่ฟนผุลุกลามจนไมสามารถควบคุมไดจะนําไปสูการตายของ

เนื้อเยื่อใน และกอพยาธิสภาพรอบปลายรากฟน  จนเกิดการสูญเสียฟนไดในที่สุด [1] เพื่อปองกัน

การลุกลาม และคงความมีชีวิตของฟน รางกายจะสรางเนื้อฟนซอมเสริม(reparative dentine) 

โดยเซลลสรางเนื้อฟน  หรือโอดอนตโตบลาสตไลทเซลล (odontoblast  like cell) ในบริเวณที่

ไดรับอันตราย  ซึ่งการสรางเนื้อฟนซอมเสริม จะพบโปรตีนที่สําคัญและเปนเครื่องหมายเฉพาะ 

(specific marker) ของเนื้อฟน คือ ดีเอสพีพี  (DSPP : dentine sialophosphoprotein) [2] ซึ่งจะมี

สวนสําคัญตอการพอกแรธาตุกลับคืนสูเนื้อฟน  แตอยางไรก็ตาม  การสรางเนื้อฟนซอมเสริม

บางครั้งอาจลาชา  หรือเกิดไดไมสมบูรณ  ดังนั้นจึงมีแนวคิดในการพัฒนาสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพที่ชวยกระตุนการสรางเนื้อเยื่อแข็งเพื่อปองกันอันตรายกอน ที่จะถึงชั้นเนื้อเยื่อใน     

                วานหางจระเขเปนพืชสมุนไพรพื้นบานที่มีสรรพคุณในการรักษาโรคตาง ๆ  เชนการ

รักษาแผลไฟไหม  น้ํารอนลวก  จากการศึกษาพบสารอะซีแมนแนนซึ่งเปนโพลีแซคคาไรดที่มี

น้ําตาลแมนนอส  และน้ําตาลกลูโคสเปนองคประกอบหลักอยูในสวนวุนของวานหางจระเข   

ในทางทันตรรมไดนําอะซีแมนแนนมาใชปองกันการเกิดการอักเสบของกระดูกเบาฟนภายหลังการ

ถอนฟน [3]  เรงการหายของบาดแผลที่เพดานปากของหนูทดลอง รวมทั้งสารอะซีแมนแนนยังมีผล

เรงการซอมสรางเนื้อฟนในฟนกรามหนูแรท [4] 

จากการศึกษาที่ผานมาพบสารอะซีแมนแนนสามารถกระตุนการสรางอารเอ็นเอนํารหัส

ของดีเอสพีพี และ ดีเอ็มพี -1 (DMP-1 : dentine matrix protein -1) [5] , คอลลาเจนชนิดที่หนึ่งใน

เซลลสรางเสนใย [6]    ถึงแมจะมีการศึกษาถึงคุณสมบัติที่สําคัญของสารอะซีแมนแนนตอการสราง

เนื้อเยื่อซอมสรางของเนื้อฟนและเหงือก แตยังไมมีการศึกษาถึงกระบวนการสงสัญญานสําคัญ

ของสารอะซีแมนแนนที่นําไปสูการกระตุนการแสดงออกของดีเอสพีพีตอการกระตุนการสรางเนื้อ

ฟนมากอน  ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความสนใจในการศึกษาถึงกระบวนการสงสัญญาณของสารอะซีแมน

แนนตอการกระตุนการแสดงออกของดีเอสพีพี ในเซลลเนื้อเยื่อใน  เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการ

นํามาใชอธิบายกลไกการทํางานของสารอะซีแมนแนนตอการสรางเนื้อฟนในระดับชีวโมเลกุล

ตอไป 
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คําถามของการวิจัย (Research Question) 
                 สารอะซีแมนแนน สามารถกระตุนการแสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัสดีเอสพีพี 

ในเซลลเนื้อเยื่อใน  และเกี่ยวของกับวิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส หรือไม 
วัตถุประสงค(Objective) 

เพื่อศึกษากระบวนการสงสัญญานของสารอะซีแมนแนนที่มีผลตอการกระตุนการ

แสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัสดีเอสพีพีของเซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษย  
สมมติฐาน (Hypothesis) 
              สารอะซีแมนแนน สามารถกระตุนการแสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัสดีเอสพีพีของ

เซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษย และมีความเกี่ยวของกับวิถีไมโทเจนแอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส 
ขอบเขตของการวิจัย 

การวิจัยนี้เปนการวิจัยเชิงทดลองในหองปฏิบัติการ  โดยทําการทดลองในเซลลเนื้อเยื่อใน

ฟนมนุษย  ที่ไมมีโรคปริทันต และไมพบฟนผุ ในผูปวยอายุ 16-25 ป  จํานวน 5 ซี่ เพื่อศึกษาถึง

กระบวนการสงสัญญาณวิถีไมโทเจนแอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส 
คําสําคัญ (Key words)  

สารอะซีแมนแนน (Acemanan) , วานหางจระเข (Aloe vera) , เนื้อเยื่อในของฟนมนุษย 

(human dental pulp cell), ไมโทเจนแอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส (MAPK) , เด็นทีนไซเอโลฟอสโฟ

โปรตีน (DSPP) 
ขอจํากัดของงานวิจัย(Limitation of research) 

เนื่องจากงานวิจัยเปนการศึกษาเชิงทดลองโดยเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อใน  จําเปนตองจาํกดัการ

ใชรุนของเซลลในการทดลองเพื่อลดการเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล และพฤติกรรมการ

แสดงออกของเซลล 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ (Benefit of the study) 

สามารถนําองคความรูในเชิงลึกอธิบายถึงกลไกของสารอะซีแมนแนนตอการสรางเนื้อฟน

ซอมเสริมผานการแสดงออกของอารเอ็นเอนํารหัสดีเอสพีพี 
วิธีดําเนินการวิจัย 

การวิจัยเชิงทดลองในหองปฏิบัติการ 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
แนวคิดและทฤษฎี 
 การศึกษานี้เปนการศึกษากลไกของสารอะซีแมนแนนตอการกระตุนการแสดงออกของ

ระดับอารเอ็นเอนํารหัสของเด็นทีนไซเอโลฟอสโฟโปรตีน ผานวิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตดโปรตีน

ไคเนสในเซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษย   ดังนั้นการทบทวนวรรณกรรมจะเปนเรื่องเกี่ยวของกับ 

เซลลที่เกี่ยวของกับเนื้อเยื่อใน  กลไกที่สําคัญตอการสรางเนื้อเยื่อฟนซอมเสริม  การเปลี่ยนสภาพ

ของเซลลตอการสงสัญญานผานวิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส  และความสําคัญในทาง

การแพทย และทันตแพทยของวานหางจระเข 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

1. เซลลที่เกีย่วของกับเนื้อเยื่อใน  

                เ นื้ อ เ ยื่ อ ใน เป น เ นื้ อ เ ยื่ อ ที่ มี ต น กํ า เ นิ ดมาจาก เอก โตมี เ ซ็ น ไคล มอล เ ซลล

(Ectomesenchymal cell) โดยประกอบดวย  เชน  เสนประสาท  หลอดเลือด  เซลลภูมิคุมกัน  

เซลลสรางเนื้อฟน (Odontoblast) , เนื้อเยื่อยึดตอ (connective tissue)  และ เมทริกซนอกเซลล 

(extracellular matrix)  

               1.1  เซลลสรางเนื้อฟน (Odontoblast) เปนเซลลที่มีตนกําเนิดมาจากเอกโตมีเซ็นไคล

มอลเซลลที่พัฒนาเปนปุมเนื้อกําเนิดฟน (dental papilla) โดยมีบทบาทสําคัญในการสรางเนื้อฟน

ทั้งในระยะการสรางฟน  และระยะการสรางเนื้อฟนซอมเสริม  ซึ่งจะมีการเรียงตัวเปนแถวชิดกับ

ชั้นพรีเดนทีน (predentin) โดยจํานวนเซลลจะสัมพันธกับจํานวนของทอเนื้อฟน (dentinal tubule)  

ซึ่งจะพบเซลลจํานวนมากที่บริเวณสวนตัวฟน และลดลงในสวนของรากฟน     เซลลสรางเนื้อฟน

จะสรางเมทริกซนอกเซลล  ไดแก เสนใยคอลลาเจน (collagen fiber) โปรทีโอไกลแคน 

(proteoglycan) และกลุมโปรตีนที่ไมใชคอลลาเจน (NCPs : non-collagenous proteins) ไดแก 

ดีเอสพี (DSP : dentin sialoprotein )  และ ดีพีพี (DPP : dentin phosphoprotein ) ซึ่งเปน

โปรตีนที่มีความจําเพาะตอเนื้อฟน แตมีรายงานการแสดงออกของดีเอสพี และ ดีพีพี ในกระดูก  

ซึ่งพบมีปริมาณที่ต่ํากวาที่พบในเนื้อฟนประมาณ 400 เทาโดยมวล[2]   

   1.2. เซลลสรางเสนใย (fibroblast)  เปนเซลลพบมากที่สุดของเนื้อเยื่อในฟน พบเซลล

สามารถแบงตัวและเปลี่ยนสภาพเปนเซลลอ่ืน เชน โอดอนตโตบลาสตไลทเซลล   คาดวาเซลล

สรางเสนใยทําหนาที่สําคัญในการรักษาสมดุลของเนื้อเยื่อใน และเนื้อฟน  โดยเฉพาะอยางยิ่งเมท-

ริกซนอกเซลล (extracellular matrix) ไดแก  คอลลาเจนชนิดที่หนึ่งและสาม ดังนั้นเมื่อเกิด
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อันตรายตอโพรงฟน เซลลสรางเสนใยจะถูกกระตุนใหเปลี่ยนสภาพเปนโอดอนตโตบลาสตไลท

เซลล   ซี่งเปนเซลลที่ทํางานคลายกับเซลลสรางเนื้อฟนและมีสวนสําคัญตอขบวนการซอมสราง

เนื้อฟน [7]  

                 1.3 เซลลภูมิคุมกัน (Immunocompotence cell)    เปนเซลลที่ทําหนาที่ปองกัน

เนื้อเยื่อใน ไดแก แมกโครแฟจ (macrophage), เซลลใยประสาทนําเขา (dendritric cell), แมสต

เซลล (mast cell) และ พลาสมาเซลล( plasma cell) 

                     1.3.1แมกโครแฟจ (macrophage) เปนโมโนไซตที่อยูในกระแสเลือดและเนื้อเยื่อ  มี

หนาที่กําจัดสิ่งแปลกปลอม  โดยสิ่งแปลกปลอมตาง ๆ ที่แมกโครแฟจกลืนเขาไปจะถูกทําลาย

โดยไลโซโซมมอลเอ็มไซม (lysosomal enzyme)  อีกทั้งชวยในการนําเสนอแอนติเจนตอเม็มโมรีที

เซลล (CD4 T –cell)  

                1.3.2 เซลลใยประสาทนําเขา (Dendritic cell)  เปนเซลลชนิดเดียวกับแลงเกอร

ฮานเซลล (Langerhans cell ) ในผิวหนังชั้นนอกสุด (epidermis) โดยพบใน  lymphoid tissue  

และในเนื้อเยื่อยึดตอ รวมถึงเนื้อเยื่อใน  เซลลใยประสาทนําเขาเปน antigen presenting cell ที่มี

บทบาทสําคัญในภูมิคุมกันแบบ T-cell dependent immunity คลายแมกโครแฟจ  

  1.3.3 แมสตเซลล (mast cell) เปนเซลลที่พบตามทางผานของหลอดเลือดในสวน

ของโพรงเนื้อเยื่อในสวนบน  โดยจะมีจํานวนเพิ่มมากขึ้นเมื่อเนื้อเยื่อในเกิดการอักเสบ 

  1.3.4 พลาสมาเซลล (plasma cell) เปนเซลลที่ทําหนาที่สรางแอนติบอดี โดยจะ

พบมากระหวางมีการอักเสบเรื้อรังของเนื้อเยื่อใน 

             1.4  เมทริกซนอกเซลล (Extracellular matrix)    ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันประกอบไปดวยเซลล   

เสนใย และเมทริกซนอกเซลล   ซึ่งสามารถแบงไดเปน 2 สวนไดแก   

  1.4.1 เสนใย (Fiber)  ประกอบดวย คอลลาเจนชนิดที่หนึ่ง และสาม เปนสวน

ใหญ  โดยมีการเรียงตัวเปนรางแหกระจายทั่วไป    คอลลาเจนชนิดที่หนึ่ง จะเปนโปรตีนหลักที่

ผลิตโดยเซลลสรางเนื้อฟนที่ถูกปลอยออกมาสู extracellular space ที่บริเวณดานที่ติดกับพรีเดน

ทีน   สําหรับ คอลลาเจนชนิดที่หนึ่ง และสาม  จะสังเคราะหจากเซลลสรางเสนใย  และมีจํานวน

มากที่สุดที่พบในโพรงเนื้อเยื่อใน  เมื่ออายุมากข้ึนคอลลาเจนทั้งหมดจะมีจํานวนเพิ่มมากขึ้น  และ

รวมตัวกันเปนมัดเสนใย (fiber bundles) โดยพบมากที่สุดที่บริเวณสวนปลายของเนื้อเยื่อใน 

  1.4.2 สารระหวางเซลล (Ground substance)  มีหนาที่ชวยพยุงเซลล  และเปน

ตัวกลางในการขนสงสารอาหารจากเลือดไปยังเซลล  และจากเซลลกลับเขามาในหลอดเลือด  โดย 

สารระหวางเซลล ประกอบดวย โปรทีโอไกลแคน  ไกลโคอะมิโนไกลแคน   ฟอสโฟโปรตีน และ 
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โปรตีนอารคารบอกซีกลูตามีน (r-carboxy glutamine – containing protein) โดยจะถูก

สังเคราะหและปลอยออกมาจากเซลลสรางเนื้อฟน 

สําหรับกลุมโปรตีนที่ไมใชคอลลาเจนเปนเมทริกซนอกเซลล ที่สําคัญตอการสรางเนื้อฟน  

ซึ่งประกอบดวย โปรทีโอไกลแคน  ไฟโบรแนกติน และ ดีเอสพีพี ซึ่งเปนหนึ่งในกลุมโปรตีนที่ไมใช

คอลลาเจนที่เกี่ยวของกับการพัฒนาการและการสะสมแรธาตุในเนื้อฟน  โดย   ดีเอสพีพี จะถูก

ถายสัญญาณและแปลสัญญาณเปน ดีเอสพี และ ดีพีพี (หรือที่เรียกวา phosphophoryn)  

 
ภาพที่  1 แสดงโครงสรางยีนดีเอสพีพี[8] 

 

ดีพีพี ถูกคนพบโดย Veis และคณะ ซึ่งสกัดไดจาก dentin extracellular matrix   เกิดจาก

การหลั่งของเซลลสรางเนื้อฟนในชวงการสะสมแรธาตุในสวนของ predentin-dentin border 

(mineralization front)  โดยจะพบปริมาณ 50% ของกลุมโปรตีนที่ไมใชคอลลาเจน ดีเอสพี มี

ความสามารถในการจับกับแคลเซียมและ  กระตุนการสรางผลึกไฮดรอกซีอะพาไทต 

(hydoxyapatite crystallite) เมื่อไดจับรวมกับเสนใยคอลลาเจน ที่ gap region   [8-11] 

ดีเอสพี พบวามีระดับคารโบไฮเดรตสูง และมีสวนของกรดซาลิไซลิก โดยพบวามีปริมาณ 

5-8% ของกลุมโปรตีนที่ไมใชคอลลาเจนของเนื้อฟนซึง่นอยกวาดีพพีี และหลั่งที่ชัน้พรีเดนทนี[12] 

จากการศึกษาถึงความสามารถในการสะสมแรธาตุของเซลลเนื้อเยื่อใน และเครื่องหมายมี

มคีวามเฉพาะเจาะจงตอการเปลี่ยนแปลงของเซลลสรางเนื้อฟน โดยศึกษาถงึการแสดงออกของ ดี

เอสพีพ ี  และ ALP activity ในเซลลเนื้อเยือ่ใน พบวาจะเพิ่มข้ึนตามระยะเวลา  และสูงสุดที่ 21วัน 
[13] ดังนัน้จะเห็นไดวา ดีเอสพีพ ี เปนตัวควบคุมที่สําคัญตอการคืนแรธาตุกลับของเนื้อฟนในเซลล

เนื้อเยื่อใน  โดย ดีเอสพ ีจะมีความสําคญัในการควบคุมการสะสมแรธาตุในเนื้อฟนในระยะเริ่มตน  

ขณะที่ ดพีีพ ีเกี่ยวของกับการคืนกลับของแรธาตุในเนื้อฟนที่สมบูรณ [2, 8, 14]  แตในกรณีที่เกิดความ

ผิดปกติของวถิีอารเอ็นเอนาํรหัสของดีเอสพีพ ี จะทําใหเกิดความผิดปกติของการสรางเนื้อฟน จาก
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การศึกษาในมนุษย และสัตวทดลองพบวาการเกิดความผิดปกติของวิถีอารเอน็เอนํารหัสของดีเอส

พีพ ี จะทําใหเกิดเนื้อฟนกําเนิดไมสมบูรณชนิดที ่ สองและสาม (Dentinogenesis Imperfecta  

type II, III  )และ ภาวะเนื้อฟนเจริญผิดปกติชนิดที ่2 และ 3 (Dentin Dysplasia type II, III)  [15-18]  

ซึ่งจะสงผลตอความผิดปกตขิองการสรางเนื้อฟน 

2.  กลไกที่สําคญัตอการสรางเนื้อฟนซอมเสริม     

                    การซอมเสริมเนื้อฟน เร่ิมตนเมื่อมีการกําจดัเซลลที่ตายโดยแมกโครแฟจ  และทาํการ

สรางคอลลาเจน ที่เปนกระบวนการสําคญัตอการเกิดการซอมสราง เนื่องจากหลอดเลือดจะนําเอา

เซลลที่เกีย่วของกับการอักเสบชนิดตางๆ เขามายงับริเวณที่ไดรับอันตราย  และนาํเซลลสรางเสน

ใยรวมถงึสารอาหารตาง ๆ ที่จาํเปนตอการสังเคราะหคอลลาเจน  แตเนื่องจากเนื้อเยื่อในไมมี 

collateral circulation ทําใหการซอมสรางดีไมเทากับเนื้อเยื่ออ่ืน   ดงันัน้การมีเซลลจํานวนมากใน

ฟนที่ปลายรากเปด จะทําใหเกิดการหายไดดีกวา  โดยเนื้อฟนที่ถกูสรางเมื่อเกิดการตายของเซลล

สรางเนื้อฟน จะเกิดการสรางเนื้อฟนตติยภูมิ (tertiary dentin)    โดย  Goldberg และ Smith [19] 

ไดใหคํานิยามการสรางเนื้อฟนชนิดตาง ๆ ดังนี ้

 2.1 เนื้อฟนปฐมภูมิ (Primary dentine)  เปนการสรางเนื้อฟนในชวงที่ฟนมีการพฒันาการ

สรางสวนตัวฟนและรากฟน   โดยสวนนอกจะมีลักษณะบางและในสวนที่ใกลกับ amelo-dentinal 

junction จะมเีซลลสรางเนื้อฟนอยูในทอเนื้อฟน 

 2.2 เนื้อฟนทตุิยภูม ิ (Secondary dentin)  สรางขึ้นหลงัจากฟนขึ้นในชองปาก  โดยจะมี

การสรางรอบเนื้อเยื่อในอยางชาๆ ตลอดชวีิตของฟนซีน่ั้น การตอบสนองจะทาํใหภายในโพรงฟน

แคบลง(calcification) ซึ่งเปนลักษณะทางสรีรวทิยา (physiological)  มากกวาทางพยาธวิิทยา 

(pathological) 

2.3 เนื้อฟนตติยภูมิ (Tertiary dentin)  จะหลั่งเมื่อมีการตอบสนองตอส่ิงกระตุนภายนอก  

เชน  ฟนผุ  การสึกของฟน  เพื่อเปนการปกปองเนื้อเยื่อในจากภยันตรายภายนอก   โดยการ

ตอบสนองตอส่ิงอันตรายที่ไมรุนแรงมากจะมีการสรางเนื้อฟนจากเซลลสรางเนื้อฟนที่ยังมีชีวิตอยู

เพื่อทําการเนื้อฟนซอมเสริม เรียกวา Reactionary dentine   ในตรงขามเมื่อไดรับอันตรายจากสิ่ง

กระตุนภายนอกในระดับรุนแรง  เมื่อเซลลสรางเนื้อฟนเกิดการตาย  โอดอนตโตบลาสตไลทเซลล

จะทําหนาที่ในการสรางเนื้อฟนซอมเสริมแทน  เรียกการสรางนี้วา Reparative dentine ซึ่งจะทํา

การสรางเหนือตอทอเนื้อฟนที่ติดกับบริเวณที่ไดรับอันตรายเทานั้น 

            Dramon RD. และคณะ รายงานการเตรียมโพรงฟนในการอุดฟน  ไมไดทําใหเกิดอันตราย

ตอเซลลสรางเนื้อฟน หรือทําใหเกิดการสราง reparative dentin  ยกเวนกรณีที่โพรงฟนลึกมาก  

ดังนั้น เนื้อฟนซอมเสริม  นาจะสรางจาก โอดอนตโตบลาสตไลทเซลล โดยเมื่อเกิดการทําลายเซลล
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สรางเนื้อฟนจะทําใหเกิด mitotic activity ของเซลลสรางเสนใย ใน cell rich zone  และเซลลที่

แบงตัวออกมาจะไปแทนที่เซลลสรางเนื้อฟนเดิมที่ถูกทําลาย[20] 

 กระบวนการซอมสรางของเนื้อเยื่อในนอกจากจําเปนตองอาศัยเซลลสรางเนื้อฟน  และ 

เมทริกซนอกเซลลเพื่อใหเกิดการสรางเนื้อฟนซอมเสริมแลวยังตองอาศัย growth factors ในการ

ชวยสงสัญญานเมื่อเกิดอันตรายตอเซลลกอนทําการซอมสรางสวนตาง ๆ  โดย  growth factor  

จะทําหนาที่ในการจับกับตัวรับ (receptor) บนผิวเซลลแลวกระตุนใหเกิดการเพิ่มจํานวน และ

เปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล   growth factor ที่มีบทบาทสําคัญตอการเพิ่มจํานวนและ

เปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล ไดแก บีเอ็มพี (BMPs : Bone morphogenic proteins) ซึ่งเปน 

growth factor ที่อยูในกลุมของทีจีเอฟเบตา (TGF-β : Transforming growth factor β 

superfamily) โดยพบวา บีเอ็มพี -2 เปน cytokine ที่ควบคุม epithelial-mesenchymal 

interaction และการแสดงออกของ primary enamel knot [21]  อีกทั้งยังมีสวนเกี่ยวของกับการเพิ่ม

จํานวนและการเปลี่ยนแปลงของเซลลสรางกระดูก  และฟน   ผานทาง serine /Threonine kinase  

receptor   โดยเกิดฟอสโฟรีเลชั่นผานทาง Smad pathway (canonical BMP pathway) และวิถี

สงสัญญานอื่น ๆ (non-canonical pathway) ได [22] พบวา บีเอ็มพี -2  มีสวนสําคัญตอการพัฒนา

ของฟนโดยสามารถสงสัญญาณควบคุมการแสดงออกของยีนดีเอสพีพี  ระหวางการพัฒนาของ

ฟน  จากการศึกษาพบความสัมพันธของบีเอ็มพี-2  และการแสดงออกของยีนดีเอสพีพี   โดยพบวา 

บีเอ็มพี -2 จะเกิดการหลั่งในชวง bell stage ซึ่งเปนชวงเดียวกับการพัฒนาการสรางเนื้อฟน และ

จะมีจํานวนมากขึ้นเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของเซลลสรางเนื้อฟน รวมถึงกระตุนใหเกิดการ

แสดงออกของ ดีเอสพีพี   [23]   จะเห็นไดวา บีเอ็มพี -2 เปน growth factor ที่สําคัญตอการ

เหนี่ยวนําเซลลสรางเนื้อฟนอีกทั้งมีความสัมพันธตอการแสดงออกของเด็นทีนไซเอโลฟอสโฟ

โปรตีน ในการสรางเนื้อฟนอีกดวย [24]  

นอกจากการแสดงออกของวิถีอารเอ็นเอนํารหัสของดีเอสพีพี ที่เกิดจากการกระตุนของ

บีเอ็มพี จากการสงสัญญานผานวิถีตางๆแลวกระบวนการสรางโปรตีนที่เกิดขึ้นจําเปนตองอาศัย 

transcription factor ในการยึดเกาะกับสายดีเอ็นเอ เพื่อใหเกิดการสังเคราะหอารเอ็นเอนํารหัส 

และโปรตีนตอไป จากการศึกษาพบ NF-Y และ RunX2  [25]มีสวนสําคัญตอ การแสดงออกของ ดี

เอสพีพี  ซึ่งเปนกระบวนการที่สําคัญตอการสะสมแรธาตุในการสรางเนื้อฟน  

 แตอยางไรก็ตามการใช growth factor ในการทําการปดแผลเนื้อเยื่อใน(pulp capping) 

โดยตรงเพื่อใหเกิดการกระตุนการสรางเนื้อฟนยังมีขอจํากัดในดานราคาที่สูง  และมีอายุส้ัน  อีกทั้ง

ในทางทันตกรรมยังไมไดรับการยอมรับตอการนํามาใชในมนุษยทําใหไมสามารถนํามาใชในทาง

คลินิกได 
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3.  การแปรสภาพของเซลลตอการสงสัญญานผานวิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตดโปรตนีไคเนส 

(MAPK)  

                วิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส (Mitogen Activated Protein Kinase Pathway 

: MAPK) เปนวิถีการสงสัญญาณที่ควบคุมการทํางานของเซลลในหลายดาน ไดแก ควบคุมการ

แบงตัวของเซลล การเปลี่ยนสภาพของเซลล (differentiation) การเพิ่มจํานวนเซลล (proliferation) 

และการตายของเซลล (cell death)  การควบคุมการเพิ่มจํานวนของเซลลตองอาศัย external 

growth factor รอบ ๆ เซลล   โดย MAPK เปนหนึ่งของ protein kinase casecades ที่ควบคุมการ

เพิ่มจํานวนของเซลล  [26] เอนไซมกลุมนี้ทํางานโดยกระตุนการทํางานของโปรตีนเปาหมายที่

จําเพาะภายในเซลล โดยการเติมหมูฟอสเฟตเขาไปยังโปรตีนเปาหมาย ณ ตําแหนงกรดอะมิโน 

Serine หรือ Threonine ที่จําเพาะ  MAPK จึงจัดเปนกลุมเอนไซมที่เรียกวา Serine/Threonine 

kinase การสงสัญญาณในวิถี MAPK มีความจําเปนตอการมีชีวิตอยูรอดของเซลล การสงทอดของ

สัญญาณโมเลกุลในวิถีนี้เกิดขึ้นไดหลายรูปแบบ จากผิวเซลลดานนอกผานเขาสูภายในเซลลโดย

การสงทอดสัญญาณโมเลกุลในลักษณะที่มีความสลับซับซอนมากนอยแตกตางกัน และในที่สุด

สัญญาณโมเลกุลแตละชนิดจะกระตุนตอโปรตีนไคเนส ซึ่งทําหนาที่เปนสัญญาณโมเลกุลตัวหลัก

ในการควบคุมการตอบสนองของเซลลใหเปนไปตามบทบาทของสัญญาณโมเลกุลที่มากระตุน  

                วถิไีมโทเจน–แอคทิเวเตด โปรตีนไคเนส เปนเหตุการณที่เกิดขึ้นเพือ่นําไปสูการแบง

เซลล ซึ่งแบงเปน 3 สายปฏกิริยาหลัก อันไดแก JNKs, ERKs, และ p38  [26-28] (รูปที่ 1)  

1. Extracellular signal-regulated kinases (ERKs) 

  ทําหนาที่ตอบสนองตอปจจัยของการเจริญเติบโต การแบงเซลล การเปลี่ยนแปลงรูปราง

เซลลตามหนาที่เฉพาะ  โดยพบวา ERK1/2เปนสวนประกอบหลักที่พบในการควบคุมกลไกพื้นฐาน

และการแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวนของเซลลซึ่งจะควบคุมการกระตุนการเติมหมูฟอสเฟตภายในเซลล 

โปรตีนทั้งสองชนิดมีการสงสัญญาณแตกตางกันคือ ERK2 มีบทบาทในการควบคุมพื้นฐานและ

การสงสัญญาณตอโปรตีนในการแบงเซลล และ ERK1 มีผลตอสัญญาณทั้งหมดที่สงออกมาของ

เซลลและตอตานการกระตุนของ ERK2 

2.  C-Jun N-terminal kinases (JNKs) เปนเอนไซมทีถู่กกระตุนโดยความเครียด 

3. p38 isoforms (p38) มี 4 กลุมคือ p38α, p38β, p38δ และ p38γ โดย p38  จะ

เกี่ยวของกับการติดเชื้อ การแบงเซลล  การแปรสภาพของเซลล และการตายของเซลล 
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วิถีการสงสัญญาณของไมโทเจน-แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนสประกอบดวยการกระตุน 3 ลําดับ  ดังนี ้

สัญญาณจากภายนอกกระตุน MAPKKK เติมหมูฟอสเฟตให MAPKK บริเวณ serine 

และ threonine   MAPKK จะทาํการกระตุน MAPK โดยเติมหมูฟอสเฟตให MAPK และทําการสง

สัญญาณตอไป 

 

 

Activator                 Growth factors                Stress, Cytokines,            Stress, 

Cytokines, 

      Growth factor                      Growth factors 

 

 

MAPKKK  Raf                           MEKK1-4,MLKs                 MEKK1-4,MLKs 

      ASK , TAK1                         ASK , TAK1 

 

 

MAPKK          MEK1/2(MKK1/2)            MKK3/6, MKK4                         MKK 4/7 

 

MAPK          ERK1/2                              p38                                     JNK/SPAK 

        

 

 

Cell response                             Cell  Proliferation  & Differentiation        
 
 

ภาพที ่2  แสดงวิถกีารสงสญัญาณของไมโทเจน-แอคทิเวเตดโปรตนีไคเนส[26] 

 

             จากศึกษาหาความเกี่ยวของของ การสงสัญญาณของ MAPK  กับการกระตุนทรอมบนิ  

(thrombin)  ในเซลลเนื้อเยือ่ใน  โดยทดลองวิธีอารทพีีซอีาร (RT-PCR)  และวัดการเพิ่มจํานวน 

ของเซลล ดวยวิธี 3(H)-thymidine incorporation assay  และ western blot analysis และดูระดับ

การเกิดฟอสโฟรีเลชั่น  และวัด ALP activity  พบวา ทรอมบินสามารถกระตุนผาน MAPK ในเซลล

เนื้อเยื่อในได [29]  จากศึกษา p38 MAPK ตอความเกี่ยวของในการแสดงออกถึงการสรางเนื้อเยื่อ
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แข็งในเซลลเนื้อเยื่อใน  พบวากระบวนการตอบสนองของเซลลในการซอมสรางเนื้อฟนสามารถ

เกิดผานทาง p38 MAPK ได [30]  อีกทั้งการตอบสนองตอการหลั่งของ Hepatocyte growth factor 

ในเซลลเนื้อเยื่อในตอการแสดงออกของยีนดีเอสพีพี ที่มีสวนสําคัญตอการสรางเนื้อฟน สามารถ

เกิดผานวิถีสัญญาน ERK/MAPK ได[31] และการเกิด Mechanical stress (MS) เชน แรงจากการ

จัดฟน  หรือแรงจากการบดเคี้ยวสามารถสงผลตอการเปลี่ยนแปลงของเซลลสรางเนื้อฟน โดยฮีม 

ออกซิจิเนสวัน (Heme oxygenase-1 : HO-1) เปนสารสื่อกลาง (mediators) สําคัญที่พบวาทําให

เกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลล  ซึ่งการศึกษาถึงวิถีการสงสัญญานที่เกี่ยวของกับการกระตุนใหเกิด

การเปลี่ยนแปลงของเซลล  โดยการดูการแสดงออกของ HO-1 ในเซลลเนื้อเยื่อใน พบวา การเกิด 

MS สามารถเพิ่มการแสดงออกของ HO-1,โอพีเอ็น (OPN : Osteopontin), บีเอสพี (BSP : Bone 

sialoprotein ), ดีเอสพีพี  และ ดีเอ็มพี-1 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเซลลผาน ERK ,p-38, 

NF-kB และ P13K [32] 

4. ความสาํคัญในทางการแพทยและทนัตแพทยของวานหางจระเข 
                    วานหางจระเข (Aloe vera)  เปนพืชสมนุไพรที่ใชในการรักษาทางการแพทยอยาง

กวางขวาง  โดยวานหางจระเขเปนพืชเมอืงรอนชื้น ที่มกีวา 300 สายพันธุ     มีรายงานการศึกษา

พบวา วานหางจระเขมีสวนในการกระตุนภูมิคุมกนั  ปองกนัการเกดิการอักเสบ  ปองกนัแสงอุล

ตราไวโอเลต  และมีฤทธิ์ตานตอเชื้อปรสิต  รวมทัง้ชวยในเรื่องการหายของบาดแผล [33]  วานหาง

จระเขจะประกอบไปดวย 2 สวนสําคัญ  ไดแก  สวนวุน  ซีง่ไดจากสวน  Pericyclic cell ของ

เปลือกวานหางจระเข  และสวนเยื่อเมือกซึ่งไดจากผนังของสวน Mucilaginous cell ในสวนของ 

Inner central zone ของใบวานหางจระเขโดยสวนวุนของวานหางจระเขประกอบไปดวย

สาระสําคัญหลายชนิด เชน ไกลโคโปรตีน   โพลีแซกคาไรด และโพลีเปปไทด เปนตน [34-35]  Yagi, 

A.และคณะ  ทําการศึกษาคุณลักษณะของไกลโคโปรตีนในวานหางจระเข โดยทาํการวัดการเพิม่

จํานวนของ human normal dermal and baby hamster kidney cells โดยพบวา ไกลโคโปรตีน

ในวานหางจระเข สามารถเพิ่มการเจริญเติบโตของเซลลได [36]

                     วานหางจระเขมีการศึกษาและนํามาใชในการรักษาการอักเสบของบาดแผลโดย 

เฉพาะแผลที่เกิดจากไฟไหม  น้ํารอนลวก  และแมลงสัตวกัดตอย  การรักษาทางผิวหนังโดยการใช

วานหางจระเขนั้นเกี่ยวของกับการเพิ่มจํานวนของเซลลสรางเสนใย  การสังเคราะหคอลลาเจน  

เพื่อใหเกิดขบวนการหายของบาดแผลอีกทั้ง       วานหางจระเขมีผลตอการตานการเกิดการ

อักเสบ โดยพบวาสาร cinnamic acid ester มีฤทธิ์ตอการตานการอักเสบ  และยับยั้ง 

arachidonic acid  pathway  ผานทาง cyclooxygenase [37] จากการศึกษาพบวา วานหางจระเข

สามารถกระตุนและเพิ่มจํานวนของ  rat neuron-like cell [38] สวนวุนของวานหางจระเข สามารถ
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กระตุนการเพิ่มจํานวนของเซลลสรางเสนใย  กระตุนการสรางของเซลลเอ็นยึดปริทันต และเซลล

สรางเสนใยที่เพาะเลี้ยงจากเซลลเนื้อเยื่อใน [39]   มีผลในการกระตุนการเพิ่มจํานวนของเซลลสราง

กระดูกที่แยกจากไขกระดูกหนูแรทและเซลลไลนสรางกระดูก MC3T_E1[40]มีผลตอการเพิ่มจํานวน

เซลลเนื้อเยื่อในฟนหนูโดยพบวามีการสรางคอลลาเจนเพี่มข้ึน [41] อีกทั้งสารสําคัญอนัไดแก สารอะ

ซีแมนแนนซึ่งพบวาเปนสารสําคัญตอระบบภูมิคุมกัน ตานการอักเสบและมีสวนเกี่ยวของกับการ

หายของบาดแผล[35]โดยพบวา สารอะซีแมนแนนสามารถกระตุนการเกิดการเปลี่ยนสภาพของ

เซลลเสนใยประสาทนําเขาที่ยังไมสมบูรณ (immature dendritic cells) ซึ่งเปนสวนสําคัญของการ

ตอบสนองของภูมิคุมกันเริ่มตน [42]  กระตุนเซลลสรางเสนใย ใหเกิดการเพิ่มจํานวน  กระตุนเค

อราติโนไซตโกรทแฟคเตอร-1 (KGF-1 : keratinocyte growth factor-1) , วาสคูลาเอ็นโดทีเรียวโก

รทแฟคเตอร ( VEGF : vascular endothelial growth factor) และ คอลลาเจนชนิดที่ 1 ซึ่งมีผลตอ

การหายของบาดแผล [6]  กระตุนการสังเคราะหบีเอ็มพี-2 ในโพรงเนื้อเยื่อใน เซลลสรางเสนใย และ 

เอ็นยึดปริทันต [4, 43]  และกระตุนการแสดงออกของยีนดีเอสพีพี  และ ดีเอ็มพี-1 ในระดับอารเอ็นเอ

นํารหัสของเซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษย [4-5]อีกทั้งการศึกษาในสัตวทดลองโดยดูการตอบสนอง

ของเนื้อเยื่อใน ของฟนกรามหนูแรทพบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเกิดการสรางเนื้อฟนซอมเสริม 

และลดการเกิดการอักเสบไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับแคลเซียมไฮดรอกไซด  ซึ่งแสดง

ใหเห็นวา อะซีแมนแนนมีความสามารถในการเขากันไดกับเนื้อเยื่อใน  ซึ่งใหผลทีม่คีวามสอดคลอง

กับการศึกษากอนหนานี้จากการใชอะซีแมนแนนในการรักษาการอักเสบของเบากระดูกฟน [3]  

                วานหางจระเขมีความสําคัญในการรักษาทางทันตกรรม คุณสมบัติของวานหางจระเข

ในการรักษาพบวาสามารถรักษาการหายของบาดแผล  เพิ่มการสรางคอลลาเจนไฟเบอร  กระตุน

การสรางเนื้อเยื่อแข็ง    ดังนั้นจะเห็นไดวาวานหางจระเขเปนสมุนไพรที่หาไดงาย  และพบมากให

ประเทศไทย  สามารถนํามาพัฒนาใหเปนยาที่มีคุณภาพในการชวยกระตุนการสรางเนือ้ฟน  อีกทัง้

สามารถนํามาประยุกตเพื่อใหเกิดประโยชนตอการรักษาในอนาคต  และเปนการเพิ่มมูลคาของ

สมุนไพรไทยใหเกิดประโยชนอยางสูงสุด  
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
ตัวอยาง 

การวิจัยครั้งนี้ใชเซลลเนื้อเยื่อในที่ไดจากฟนกรามคุดซี่ 8  ที่ไมผุ  ปราศจากการอักเสบ 

และโรคทางปริทันตของอาสาสมัครอายุ 16-25 ป จํานวน 5 ชี่ 
ตัวแปรในการทดลอง  

ตัวแปรตน คือ สารอะซีแมนแนนในสวนวุนของวานหางจระเข   

แปรตาม คือ  DSPP , MAPK, ERK , JNK, p38  
วิธีการดําเนินการ 

1. การเตรียมสารสกัดสวนวุนและสารอะซีแมนแนนจากวานหางจระเข 
นําใบวานหางจระเขที่มขีนาดความกวางของใบบริเวณโคนตนอยางนอย 7 เซนติเมตร มา

ลางใหสะอาด    และทําการลอกผิวสีเขียวสวนนอกใหเหลือแตสวนวุนใส   นํามาลางดวยน้ํากลั่น

เพื่อทําการกําจัดสวนยางที่ติดมากับสวนวุน  จากนั้นทําการหั่นสวนวุนใสเปนชิ้นเล็ก ๆ   แลวทําให

ละเอียดโดยเครื่อง homogenizer   แลวทําการกรองผานผาขาวบาง  นํามากรองดวยกระดาษ

กรอง Whatman no.1  และทําใหปราศจากเชื้อดวยการผานกระดาษกรองไนโตรเซลลูโลส  ขนาด

เสนผานศูนยกลาง 0.22 ไมโครเมตร  สารอะซีแมนแนนไดจากการตกตะกอนของสารสกัดสวนวุน

วานหางจระเข ดวยการปนดวยเครื่อง centrifuge 10,000 รอบ/นาที  30 นาที  นําไปเก็บที่ -20 

องศาเซลเซียส สารอะซีแมนแนนจะถูกเตรียมโดยการละลายในน้ํากลั่น  และทําใหปราศจากเชื้อ

โดยการ autoclave  สารอะซีแมนแนนจะทําการพิสูจนเอกลักษณ  โดยวิธี HPLC และ 13C-NMR  

spectroscopy อยางที่เคยมีการศึกษามากอนหนานี้[5] 
2. การเพาะเลี้ยงเซลลเนื้อเยือ่ในจากฟน 

                       นําฟนซี่ 8 ทีไ่มผุ ปราศจากการอักเสบ และโรคปริทันตของผูปวยทีม่ารับการผาฟน

กรามคุด จากสาเหตุจากการจัดฟนหรือผาฟนคุด ณ คลินิกทันตกรรมบริการพเิศษ คณะทนัต

 แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยไดรับการยินยอมจากผูปวย   ฟนและเหงือก

ที่ติดมากับฟนจะถูกลางดวยฟอสเฟตบฟัเฟอรเซลายน (phosphate buffer saline) ที่ปราศจาก

เชื้อ  ทําการตดัสวนตัวฟนในแนวนอนระดับ CEJ  จากนัน้นาํสวนของเนื้อเยื่อในฟนตัดออกมาทํา

การตัดเปนชิน้เล็ก ๆ ขนาด 1×1×1 มิลลิเมตร  และนาํเนื้อเยื่อที่ไดไปเล้ียงแยกบนจานเพาะเลี้ยง 

(ขนาด 35 มิลลิเมตร) ทีม่ีอาหารเลี้ยงเซลลชนิด ดีเอ็มอีเอ็ม (DMEM: Dulbecco Modified 

Eagle’s Medium) ซึ่งประกอบไปดวยสารอาหารตาง ๆ คือ ซีรัม ( fetal bovine serum )  ความ

เขมขนรอยละ 10, แอล-กลูตามีน( L-glutamine) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร  เพนนซิิลิน-จี 
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(penicillin –G) ความเขมขน 100 ยูนิต/มิลลิลิตร  สเตรปโตมัยซิน ซัลเฟต (streptomycin sulfate) 

ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  และแอมโฟเทอริซิน บี(amphothericin B) ความเขมขน 

20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนัน้เนื้อเยื่อจะถูกเลีย้งในตูอบคารบอนไดออกไซดที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส  และมีปริมาณคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เมื่อเซลลเริ่มเจริญออกจากชิ้นเนื้อจนเต็ม

จานเพาะเลี้ยงแลว  ก็จะถกูนําไปหวาน(subculture) ในจานเพาะเลี้ยงใหม  และนับเซลลที่หวาน

เปนเซลลรุนที ่ 1  เซลลจะถกูหวานใหมสัปดาหละ 1 คร้ัง และเซลลที่ใชในการทดลองจะเปนเซลล

รุนที่ 3-6[5]  เซลลที่เหลือจะตองถูกทําลายหลังเสร็จส้ินการทดลอง 
3. การสกัดอารเอ็นเอ และ ปฏกิิริยาอารทีพีซีอาร (Total RNA preparation and 

reverse transcription – polymerase chain reaction : RT-PCR) 
ทําการทดลองโดยใชเซลลเนือ้เยื่อใน ในรุนที่ 3-6 เลี้ยงเซลลดวย DMEM ที่ม ี 10 % FBS 

และ 1% antibiotic  เมื่อเซลลเจริญเติบโต ไดรอยละ 80 ของพืน้ที ่ จะทําการหวานเซลลลงในจาน

เพาะเลี้ยงขนาด 10 เซนติเมตร ความหนาแนน 2×106 เซลลตอเพลท ทําการเพาะเลี้ยง เซลลเปน

เวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใหเซลลเกาะจานเลี้ยงเชื้อ  และเจริญเติบโต  หลังจากนัน้ทาํการลางดวย

ฟอสเฟตบฟัเฟอรที่ปราศจากเชื้อ  และทําการเติมอะซีแมนแนนที่ความเขมขน 0 ,0.5 ,1 ,2 ,4 และ 

8 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ทําการเพาะเลี้ยง เปนเวลา 24 ชั่งโมงเมื่อครบระยะเวลาทีก่ําหนด ทําการ

แยกสายอารเอ็นเอ (RNA)  โดยการสกัด RNA จากเซลล ดวย Total RNA mini kit (Geneaid, 

Theera Trading. Co.,Ltd,Thailand)  นํา RNA มาใชเปนสารพันธกุรรมตนแบบในปฏิกิริยา  

reverse transcription   เพือ่สังเคราะห cDNA และอาศัยความจาํเพาะของ  primer ในลําดับเบส

ของยีน ทีก่ําหนดการสงัเคราะหยีนดีเอสพีพ ีโดยใชไพรเมอร 2 กลุมดังตารางที่ 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=4&ved=0CDQQFjAD&url=http%3A%2F%2Ftheetrad.com%2Findex.php%3Foption%3Dcom_content%26task%3Dview%26id%3D40%26Itemid%3D61&ei=Jcl1TfKyKsSt8AaQ1uCjCQ&usg=AFQjCNGzRVXtdPUDdwg1dM3HEjkiPLQAIw
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 ทาํการเพิ่มจาํนวนชิ้นสวนของ cDNA ที่สนใจดวยปฏิกิริยา PCR  วิเคราะหผลของ

ปฏิกิริยาดวย 1.5 % agarose gel electrophoresis 

 

 Sequence (5'->3') Size (bp) 

DSPP CATTTGGGCAGTAGCATGGGCCA 

TGTGTCCCCATTCCAGCCCTCAAT 

316 bp 

GAPDH ATCACCATCTTCCAGGAG 

GADPH  :  Glyceraldehyde-3-phosohate dehydrogenase 

ATCGACTGTGGTCATGAG 

318 bp 

DSPP     :  Dentinsialophosphoprotein  

ตารางที่  1  แสดงลําดับเบสของยีนดีเอสพีพีโปรตนีและGADPH 
4. การวิเคราะหโดยวธิีเวสเทินบอต (Western blot analysis) 
               เล้ียงเซลลเนื้อเยื่อใน  รุนที่ 3-6 ใน DMEM ที่มี 10 % FBS และ 1% antibiotic  เมื่อ

เซลลเจริญเติบโต 80% ทําการหวานเซลลลงในจานเพาะเลี้ยงขนาด 10 เซนติเมตร ความหนาแนน 

2×106เซลลตอเพลท ทําการเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลา 16 ชั่วโมง  หลังจากนั้นทําการลางดวย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร  และใสสารยับยั้ง (MAPK inhibitor)   โดยทําการใสยับยั้งเปนเวลา 1 ชั่วโมง  

หลังจากนั้นทําการเติมอะซีแมนแนนที่ความเขมขนที่เหมาะสม  ทําการเพาะเลี้ยงในระยะเวลา

ตางๆกัน [44] ลางเซลลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร และแยกโปรตีนโดยใช radioimmunoprecipitation 

(RIPA) buffer  ที่มี phosphatase inhibitors (1 mM sodium vanadate, 50 mM NaF)  ทําการ

วัดความเขมขนของโปรตีนจะทําการวัดโดยใช  Bicinchonic acid assay (BCA 

kit,PIERCE.USA)  และทําการตมโปรตีนเปนเวลา 5 นาทีกอนทํา gel electrophoresis  โดยใช 

12% polyacrylamide gel  ทําการ transferred สู nitrocellulose แลวนํามา  incubated ใน 5% 

skim milk เปนเวลา 1 ชั่วโมง  หลังจากนั้นนํามาใส primary antibody ที่ 4  องศาเซลเซียส  เปน

เวลา  1 คืน  (Primary antibodies สําหรับ MAPK : phosphorylated p38 MAPK , non-

phosphorylated p38 MAPK(1:500 dilution) (Cell signaling Technology, Cell signaling, 

MA, USA), phospho-JNK (1 : 1,000) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).  

, total JNK (1 : 1,000)( Cell signaling Technology, Cell signaling, MA, USA),  phospho-

ERK1/2 (1 : 1,000) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), total ERK1/2 (1 : 

1,000) (Cell signaling Technology, Cell signaling, MA, USA). ทําการลางและใส secondary 
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antibody   เปนเวลา 1 ชั่วโมง  จากนั้นนํามาแผนเมมเบรนมายอมดวย chemiluminescent 

reagent  และนํามาทําการวิเคราะห band 

 

 
 

ภาพที่ 3 แสดงการสรุปข้ันตอนการทํางาน 

การวิเคราะหขอมูล 

การวิจยัคร้ังนีจ้ะทําการทดลองสามซ้ํา  โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป StatsDirect 

version 2.7.8   และ Graph pad Prism 5  ทําการกําหนดคานยัสําคัญทางสถิติที่ p=0.05 

วิเคราะหดวยสถิติ One way ANOVA และทําการวิเคราะหถึงความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของแต

ละกลุมดวยสถิติ Bonferroni's Multiple Comparison Test   
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
ผลการวิเคราะห 

1. ผลของสารอะซีแมนเนนตอการแสดงออกของอารเอ็นเอนํารหสัของดีเอสพพีีของ
เซลลเนื้อเยือ่ในของฟนมนุษย 

 
            1         2        3         4         5         6     

 
ภาพที่  4 การแสดงออกของยีนดีเอสพีพีเมื่อถูกกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนในเนื้อเยื่อในของฟน

มนุษย  โดยวิธีรีเวิรสทรานสคริปเทส ( คอลัมน 1-6 แสดงถึงกลุมควบคุม  และกลุมที่ใสสารอะซี

แมนแนน ในความเขมขนที่ 0.5,1,2,4 และ 8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ) จากผูปวยจํานวน 

3 ราย 
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ภาพที่ 5 แผนภูมิแทงแสดงความสัมพันธของการแสดงออกของยีนดีเอสพีพีที่ถูกกระตุน

โดยสารอะซีแมนแนน เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม   

* แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม ที่ p<0.05 
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จากผลการทดลองพบวาการสารอะซีแมนแนนที่ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

สามารถกระตุนการแสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัสของดีเอสพีพีไดอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p<0.05) 

 
2. ระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นในวิถไีมโทเจน–แอคทิเวเตด โปรตีนไคเนส 

 

   
 

ภาพที่  6 ผลของสารอะซแีมนแนนตอระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 (คอลัมน1-5 

แสดงระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 และแอคติน ที่  5, 15, 30, 45 และ 60 นาท)ี

จากผูปวยจํานวน 3 ราย 

 

เมื่อทําการใสสารอะซีแมนแนนเพื่อสังเกตระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นในชวงเวลา  

5, 15, 30, 45 และ 60นาที พบวาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 จะเริ่มเหน็ที่เวลา 5 นาท ี 

และจะคอย ๆ เพิ่มจนถงึเวลา 60 นาที  โดยจะพบวาที่เวลา 45และ 60 นาท ี การเกิดฟอสโฟรี

เลชั่นของ ERK1/2  มากที่สุด 
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ภาพที ่ 7 ผลของสารอะซแีมนแนนตอระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK (คอลัมน1-5 

แสดงระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p-JNK, JNK และแอคตินที ่  5, 15, 30, 45 และ 60 

นาท)ีจากผูปวยจํานวน 3 ราย 

 

เมื่อทําการใสสารอะซีแมนแนนเพื่อสังเกตระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นในชวงเวลา  5, 

15, 30, 45 และ 60นาที พบวาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK  สามารถเหน็ไดตั้งแตในชวง 5 นาที  

และจะพบการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นมากที่สุดที่ 15 นาท ี  และจะลดลงในชวง 30 ถึง 60 นาที 

ตามลําดับ 
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ภาพที ่8  ผลของสารอะซีแมนแนนตอระยะเวลาการเกดิฟอสโฟรีเลชัน่ของp38MAPK (คอลัมน1-

5 แสดงระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p-p38MAPK, p38 MAPK และแอคตินที่  5, 15, 30, 

45 และ 60 นาท)ี จากผูปวยจํานวน 3 ราย 

 

เมื่อทําการใสสารอะซีแมนแนนเพื่อสังเกตระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นในชวงเวลา  

5, 15, 30, 45 และ 60นาที พบวาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38  MAPK สามารถเหน็ไดตั้งแต

ในชวง 5 นาท ี  และพบจะเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38 MAPK มากทีสุ่ดในชวง 15 นาที และลดลง

ในชวง 30 ถงึ 60 นาที ตามลําดับ  
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3. สารอะซีแมนแนนกับการยับยั้งการเกดิปฏิกิรยิาฟอสโฟรีเลชั่นของวิถีไมโทเจน–
แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส 

 
 

 

 

   1                         2                        3                    4         

10μM 

4mg/ml 

ภาพที ่  9   แสดงการยับยั้งการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 เมื่อใสตัวยั้บยัง้เฉพาะ

ปริมาณ 10 ไมโครโมลาร  (U0126) และทําการใสสารอะซีแมนแนนความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร โดยวิธีเวสเทนิบอต (คอลัมน 1-4 แสดงถึงกลุมควบคุม  กลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมน

แนน  กลุมที่ใสตัวยับยัง้ที่ตามดวยสารอะซีแมนแนน  และกลุมที่ใสเฉพาะตัวยับยัง้เทานัน้  

ตามลําดับ)จากผูปวยจาํนวน 3 ราย 
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* 

# # 

ภาพที่  10 แผนภูมิแทงแสดงความสมัพันธการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK 1/2 

*แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม  ที ่p<0.05 

#แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมทีท่ดสอบดวยสารอะซี

แมนแนน  ที ่p<0.05 

 

 จากรูปที่ 9 แสดงใหเห็นการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 เมื่อทําการกระตุนดวยสารอะ

ซีแมนแนน พบวาสารอะซีแมนแนนกระตุนการเกิดฟอสโฟรีเลชั่น ERK1/2 ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อ

เทียบกับกลุมควบคุม (p<0.05)  และเมื่อทําการเติมสารยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ 

ERK1/2 (U0126) กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน  พบวา U0126  สามารถยับยั้งการ

เติมกลุมฟอสเฟตที่เกิดจากสารอะซีแมนแนนไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยลดลงปริมาณรอย

ละ 86 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับกลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมนแนน  แสดงใหเห็นวาสารอะซีแมน

แนนสามารถเกิดปฏิกิริยาผานทาง ERK1/2 ได 
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1                    2                     3                       4      
 

 10μM 

4 mg/ml 

 
ภาพที ่11 แสดงการยับยั้งการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK เมื่อใสตัวยั้บยั้งเฉพาะปริมาณ 

10 ไมโครโมลาร  (SP600125) และทําการใสสารอะซีแมนแนนความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร โดยวิธีเวสเทนิบอต(คอลัมน 1-4 แสดงถึงกลุมควบคุม  กลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมน

แนน  กลุมที่ใสตัวยับยัง้ที่ตามดวยสารอะซีแมนแนน  และกลุมที่ใสเฉพาะตัวยับยัง้เทานัน้  

ตามลําดับ)จากผูปวยจาํนวน 3 ราย 
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ภาพที่ 12 แผนภูมิแทงแสดงความสมัพันธการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK 

* แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมควบคุม  ที ่p<0.05 

#แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมทีท่ดสอบดวยสารอะซี

แมนแนน  ที ่p<0.05 

 

จากรูปที่ 11  แสดงใหเห็นการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK เมื่อทําการกระตุนดวยสารอะซี

แมนแนนพบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเกิดฟอสโฟรีเลชั่น JNK ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับ

กลุมควบคุม (p<0.05)  และเมื่อทําการเติมสารยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK 

(SP600125) กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน  พบวา SP600125 

ที่มีการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนจะมีการลดลงของปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่นได 46 เปอรเซ็นต

เมื่อเทียบกับกลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมนแนน  โดยจะพบการแสดงออกของโปรตีนที่ลดลง  
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1                    2                     3                    4         

4 mg/ml 

10μM 

 
ภาพที่ 13  แสดงการยับยั้งการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p-38 MAPK เมื่อใสตัวยั้บยั้งเฉพาะ

ปริมาณ 10 ไมโครโมลาร  (SB203580) และทําการใสสารอะซีแมนแนนความเขมขน 4 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร โดยวิธีเวสเทินบอต (คอลัมน 1-4 แสดงถึงกลุมควบคุม กลุมที่ทดสอบดวยสารอะซี

แมนแนน    กลุมที่ใสตัวยับยั้งที่ตามดวยสารอะซีแมนแนน  และกลุมที่ใสเฉพาะตัวยับยั้งเทานั้น  

ตามลําดับ) จากผูปวยจํานวน 3 ราย 
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ภาพที่  14 แผนภูมิแทงแสดงความสมัพันธการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38 MAPK 

*  แสดงถึงความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติเมือ่เปรียบเทียบกับกลุมควบคมุ  ที่ p<0.05 

#แสดงถึงความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักลุมทีท่ดสอบดวยสารอะซี

แมนแนน  ที ่p<0.05 

 

จากรูปที่ 13 แสดงใหเห็นการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38 MAPKเมื่อทําการกระตุนดวย

สารอะซีแมนแนนพบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเกิดฟอสโฟรีเลชั่น p38 MAPK ไดอยางมี

นัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม  และเมื่อทําการเติมสารยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ 

p38 MAPK (SB203580) กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน  พบวา SB203580 

ที่มีการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนจะมีการลดลงของปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่น 51 เปอรเซ็นตเมื่อ

เทียบกับกลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมนแนน  โดยจะพบการแสดงออกของโปรตีนที่ลดลง  
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บทที่  5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

อภิปรายผลการวิจัย 
วานหางจระเขเปนพืชสมุนไพรที่ใชกันอยางกวางขวางในทางการแพทย โดยมี

หลักฐานทางวิทยาศาสตรที่พบวาสารจากวานหางจระเขมีความปลอดภัย  และมีประสิทธิภาพใน

การรักษาโรคหลายชนิด [45] การศีกษาที่ผานมาพบคุณสมบัติของสวนวุนวานหางจระเขที่สามารถ

กระตุนการสังเคราะหคอลลาเจน และสามารถทําใหเกิดการหายของบาดแผลได [41] สารอะซีแมน

แนนเปนสารที่สกัดไดจากสวนวุนวานหางจระเข  และมีสวนประกอบหลักของคารโบโฮเดรต  โดย

พบวาสารอะซีแมนแนนมีสวนชวยกระตุนใหเซลลเกิดการเพิ่มจํานวน และเปลี่ยนสภาพ  รวมถึง

สามารถทําการพอกแรธาตุใหเซลลสามารถกลับมาทํางานไดปกติอีกครั้ง ในการศึกษาครั้งนี้  

คณะผูวิจัยไดทําการศึกษาถึงกลไกของสารอะซีแมนแนนตอการกระตุนการแสดงออกของอารเอ็น

เอนํารหัสของดีเอสพีพี ซึ่งเปนยีนที่สําคัญตอการสรางเนื้อฟนซอมเสริมผานวิถีไมโทเจน-แอคติเวท

เตด โปรตีนไคเนส ในเซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษย  โดยทําการวิเคราะหดวยวิธีอารทีพีซีอาร  

และเวสเทินบอต 

จากการศึกษาของผูวิจัยพบวาความเขมขนของสารอะซีแมนแนน 4 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร สามารถกระตุนการแสดงออกของอารเอ็นเอนํารหัสของดีเอสพีพีไดอยางมีนัยสําคัญ  ซึ่ง

สอดคลองกับการศึกษาของพีชณิการ และนวภรณ [4-5] ที่พบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเหนีย่วนาํ

การแสดงออกของดีเอสพีพี  ซึ่งแมวาความเขมขนที่ใชมีความแตกตางกัน  อาจเนื่องจากเซลลได

จากผูปวยที่แตกตางกัน 

ในการศึกษาครั้งนี้  ผูวิจัยเลือกใชเซลลเนื้อเยื่อใน  เนื่องจากพบวาเซลลตนกําเนิด

เนื้อเยื่อใน และเซลลสรางเสนใยสามารถเปลี่ยนสภาพเปนเซลลที่คลายเซลลสรางเนื้อฟน  และ

สรางเนื้อฟนซอมเสริมเพื่อทดแทนเนื้อฟนที่ถูกทําลายไป  โดยเซลลเนื้อเยื่อในจะคงสภาพการเปน

เซลลสรางเนื้อฟนเมื่อเพาะเลี้ยงถึงรุนที่ 6  

จากการศึกษาในครั้งนี้พบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเพิ่มสัญญาณการเพิ่ม

กลุมฟอสเฟตของ ERK1/2 JNK และ p38 MAPK ซึ่งสามารถยืนยันโดยการใชสารยับยั้งเฉพาะ

ไดแก U0126  SP600125 และ SB 203580 ตามลําดับ ซึ่งทําใหระดับการแสดงออกของอารเอ็น

เอนํารหัสของดีเอสพีพีลดลงสูระดับใกลเคียงกับกลุมควบคุมที่ไมไดใสอะซีแมนแนน  และเมื่อทํา

การใสสารยับยั้งรวมกับสารอะซีแมนแนนพบวา ERK1/2 สามารถลดการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นได

อยางมีนัยสําคัญ  เนื่องจาก ERK1/2 เปนสวนประกอบหลักที่พบในการควบคุมกลไกพื้นฐานและ
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การแบงเซลลของเซลลซึ่งจะควบคุมการกระตุนการเติมหมูฟอสเฟตภายในเซลล ทําใหเซลล

สามารถเกิดการเพิ่มจํานวน  และทํางานไดอยางตอเนื่อง[46] ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาถึงวิถีการ

สงสัญญาณของ mineral trioxide aggregate (MTA) ตอการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลสราง

เนื้อฟนผานวิถีวิถีไมโทเจน–แอคทิเวเตด โปรตีนไคเนส ที่พบวาสามารถเกิดการสรางเนื้อฟนซอม

เสริมผานทาง ERK1/2 ไดอยางมีนัยสําคัญเชนกัน[47] สําหรับ JNK และ p38 MAPK พบวา

สามารถลดการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นได 46 และ 51 เปอรเซ็นต  ซึ่งพบวาไมมีนัยสําคัญทางสถิติ  อาจ

เนื่องดวยวาวิถี JNK และ p38 MAPK เกี่ยวของกับการตอบสนองจากความเครียดของเซลล และ

การตายของเซลล  มากกวาการเกิดการแบงตัว  และการแปรสภาพของเซลล[48]  แตจากการศึกษา 

BMP-2 ตอการกระตุนการแปรสภาพของเซลลสรางเนื้อฟนผาน p38a MAPK  พบวาสามารถเกิด

ผาน p38a MAPK ได  เมื่อเซลลเนื้อเยื่อในไดรับการกระตุนการแปรสภาพเซลลดวย BMP-2  และ

จะพบวาเกิดการแสดงออกการนํารหัสอารเอ็นเอของยีน ดีเอสพีพี , ดีเอ็มพี-1 และโอพีเอ็น เชนกัน
[49] อีกทั้งจากการศึกษาเพื่อดูผลของ p38MAPK ตอการเกิด alkaline phosphatase ในเซลล

เนื้อเยื่อในมนุษยพบวาเมื่อใสตัวยับยั้งเฉพาะ (SB203580) ลงไปในเซลลเนื้อเยื่อใน จะพบวาเกิด

การลดลงของปฏิกิริยา ALPase  ผาน p38MAPK [30] จากการวิจัยครั้งนี้อาจเปนไปไดวาเซลล

เนื้อเยื่อในเกิดปฏิกริยาฟอสโฟรีเลชั่น JNK และ p38 MAPK เพียงบางสวน  แตอาจมีปฏิกิริยาการ

สงสัญญาณไปในวิถีอ่ืนรวมดวย(crosstalk) 

 

ภาพที่ 15 แสดงสรุปปฏิกิริยาการสงสัญญาณวิถีไมโทเจน-แอคติเวเตดโปรตีนไคเนสในสารอะซี

แมนแนนตอการสรางเนื้อเยือ่ฟนซอมเสริม 
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สรุปผลการวจิัย 

งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นถึงผลของสารอะซีแมนแนนตอการกระตุนการแสดงออกของระดับ

อารเอ็นเอนํารหัสของเด็นทีนไซเอโลฟอสโฟโปรตีนและกลไกการกระตุนของสารอะซีแมนแนนผาน

วิถีไมโทเจน-แอคติเวทเตดโปรตีนไคเนส ในเซลลเนื้อเยื่อในของฟนมนุษยโดยสารอะซีแมนแนนที่ 

ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  สามารถกระตุนการแสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัส

ของเด็นทีนไซเอโลฟอสโฟโปรตีน ในเนื้อเยื่อในฟนของมนุษยไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 

0.05)  เมื่อทําการหาระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นที่เหมาะสมตอการทํางานของวิถีไมโทเจน-

แอคติเวทเตดโปรตีนไคเนส ไดแก ERK1/2, JNK และp38 MAPK พบวาในเวลา 45 

นาทีสามารถเห็นการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 ไดชัดเจนที่สุด และในชวงเวลา 15 นาทีจะ

พบวา JNK และ p38 MAPK สามารถเกิดฟอสโฟรีเลชั่นไดมากที่สุด  และจะลดลงตามลําดับ  เมื่อ

นําผลความเขมขน  และระยะเวลาการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นเพื่อนํามาใชในการศึกษาการกลไกของวถิี

ไมโทเจน-แอคติเวทเตด โปรตีนไคเนส  ตอสารอะซีแมนแนนที่กระตุนการแสดงออกของระดับอาร

เอ็นเอนํารหัสของเด็นทีนไซเอโลฟอสโฟโปรตีน พบวา  สารอะซีแมนแนนสามารถเกิดฟอสโฟ

รีเลชั่น ERK1/2 ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (p<0.05)  และเมื่อทําการเติมสาร

ยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ ERK1/2 (U0126) กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแน

นพบวา U0126 ที่มีการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนจะมีการลดลงของปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่นได 

86 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับกลุมที่ใสสารอะซีแมนแนน สําหรับผลการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ JNK 

พบวาสารอะซีแมนแนนสามารถเกิดฟอสโฟรีเลชั่น JNK ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุม

ควบคุม  (p<0.05)  และเมื่อทําการเติมสารยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ  JNK 

(SP600125) กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน   พบวา SP600125   

ที่มีการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนจะมีการลดลงของปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่นได 46 เปอรเซ็นต

เมื่อเทียบกับกลุมที่ทดสอบดวยสารอะซีแมนแนน  และการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38MAPK 

พบวาสามารถเกิดฟอสโฟรีเลชั่น p38MAPK ไดอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 

(p<0.05) และเมื่อทําการเติมสารยับยั้งเฉพาะการเกิดฟอสโฟรีเลชั่นของ p38MAPK (SB203580) 

กอนทําการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน  พบวา SB203580 ที่มีการกระตุนดวยสารอะซีแมนแนน

จะมีการลดลงของปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชั่น 51 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับกลุมที่ใสสารอะซีแมนแนน 

 จากการศึกษาสามารถสรุปไดวาสารอะซีแมนแนนกระตุนการแสดงออกของยีนดีเอสพีพี

และมีความเกี่ยวของกับการสงสัญญานผานวิถีไมโทเจน-แอคทิเวเตดโปรตีนไคเนส 
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ขอเสนอแนะ 

จากการศึกษาวิจัยครั้งนี้เปนการศึกษาถึงวถิีไมโทเจน–แอคทิเวเตด โปรตีนไคเนส

แตจากปฏิกิริยาการตอบสนองของเซลลอาจเกิดไดจากหลายวถิีที่สงสัญญาณที่เชื่อมโยงไดเชนกนั 

อาทิเชน Smad pathway  ซึ่งจากการวิจัยที่ผานมาพบวาการสรางเนื้อฟนซอมเสริมสามารถเกิด

การกระตุนและสงสัญญาณผานทางวถิีนี้ไดเชนกนั  อีกทั้งการศึกษาวจิัยครั้งนีพ้บวาสารอะซีแมน

แนนสามารถกระตุนการแสดงออกของระดับอารเอ็นเอนํารหัสของเดน็ทนีไซเอโลฟอสโฟโปรตีน ใน

เนื้อเยื่อในฟนของมนุษย  และมีความเกี่ยวของกับการสงสัญญาณผานวถิีไมไทเจนแอคติเวเตด

โปรตีนไคเนส ดังนัน้จึงอาจเปนไปไดที่การแสดงออกของระดับอารเอน็เอนาํรหัสของเด็นทีนไซเอโล

ฟอสโฟโปรตีน จะสามารถถูกกระตุนดวยสารอะซีแมนแนนผานวถิไีมไทเจนแอคติเวเตดโปรตีน

ไคเนสได  จึงอาจตองทําการยืนยันดวยการทาํการทดลองการแสดงออกของยีนดีเอสพีพีดวยการ

ทําอารทีพซีีอารเพื่อดูการแสดงออกในระดบัอารเอ็นเอของยีนดีเอสพพีีตอการสงสญัญาณวิถีไมไท

เจนแอคติเวเตดโปรตีนไคเนส 

 

 
 

ภาพที่ 16 แสดงแนวคิดวิจยัเพิ่มเติมของปฏิกิริยาการสงสัญญาณวถิไีมโทเจน-แอคติเวเตดโปรตีน

ไคเนสในสารอะซีแมนนตอการสรางเนื้อเยื่อฟนซอมเสริม 
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ภาคผนวก ก. แสดงผลการวิเคราะหทางสถิติของสารอะซีแมนแนนตอเกิดปฏิกิริยาของ ERK1/2 
 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  

control acemannan 

acemannan.U01

26 U0126 

N 3 3 3 3 

Mean 12.517780 20.578600 2.899367 1.486167 Normal Parametersa,,b

Std. Deviation 1.1950010 1.0400828 1.4637957 .5708392 

Absolute .222 .291 .362 .352 

Positive .189 .291 .362 .352 

Most Extreme Differences 

Negative -.222 -.211 -.261 -.252 

Kolmogorov-Smirnov Z .385 .505 .627 .610 

Asymp. Sig. (2-tailed) .998 .961 .827 .851 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

 

Bonferroni's Multiple Comparison 
Test Mean Diff. t 

Significant 
P < 0.05 Summary 95% CI of diff 

control vs acemannan -8.061 8.849 Yes *** -11.23 to -4.892 

control vs acemannan+U0126 9.618 10.56 Yes *** 6.449 to 12.79 

control vs U0126 11.03 12.11 Yes *** 7.863 to 14.20 

acemannan vs acemannan+U0126 17.68 19.41 Yes *** 14.51 to 20.85 

acemannan vs U0126 19.09 20.96 Yes *** 15.92 to 22.26 

acemannan+U0126 vs U0126 1.413 1.551 No ns -1.756 to 4.582 
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ภาคผนวก ข. แสดงผลการวิเคราะหทางสถิติของสารอะซีแมนแนนตอเกิดปฏิกิริยาของ JNKs 

 

  

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  

control 

acemanna

n 

acemannan.

SP600125 SP600125 

N 3 3 3 3 

Mean .303200 .836395 .453260 .261195 Normal Parametersa,,b

Std. Deviation .1443406 .2826498 .1188357 .0460568 

Absolute .338 .350 .359 .356 

Positive .338 .350 .359 .356 

Most Extreme Differences 

Negative -.242 -.251 -.258 -.256 

Kolmogorov-Smirnov Z .586 .606 .621 .617 

Asymp. Sig. (2-tailed) .882 .856 .835 .842 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

 

Bonferroni's Multiple Comparison 
Test Mean Diff. t 

Significant 
P < 0.05 Summary 95% CI of diff 

control vs acemannan -0.5332 3.819 Yes * 

-1.019 to -

0.04744 

control vs acemannan+SP600125 -0.1501 1.075 No ns -0.6358 to 0.3357 

control vs SP600125 0.04200 0.3008 No ns -0.4437 to 0.5277 

acemannan vs 

acemannan+SP600125 0.3831 2.744 No ns -0.1026 to 0.8688 

acemannan vs SP600125 0.5752 4.119 Yes * 0.08944 to 1.061 

acemannan+SP600125 vs 

SP600125 0.1921 1.376 No ns -0.2937 to 0.6778 
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ภาคผนวก ค. แสดงผลการวิเคราะหทางสถิติของสารอะซีแมนแนนตอเกิดปฏิกิริยาของ 

p38MAPK 
 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  

control acemannan 

acemannan.

SB203580 SB203580 

N 3 3 3 3 

Mean .028967 .090284 .045431 .021746 Normal Parametersa,,b

Std. Deviation .0114895 .0287765 .0222435 .0157748 

Absolute .382 .309 .253 .337 

Positive .280 .309 .253 .337 

Most Extreme Differences 

Negative -.382 -.222 -.196 -.240 

Kolmogorov-Smirnov Z .662 .535 .438 .583 

Asymp. Sig. (2-tailed) .773 .937 .991 .886 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

 

Bonferroni's Multiple Comparison 
Test Mean Diff. t 

Significant 
P < 0.05 Summary 95% CI of diff 

control vs acemannan -0.06129 3.638 Yes * -0.1199 to -0.002676 

control vs acemannan+SB20538 -0.01647 0.9776 No ns -0.07508 to 0.04214 

control vs SB20538 0.007229 0.4291 No ns -0.05138 to 0.06584 

acemannan vs 

acemannan+SB20538 0.04482 2.660 No ns -0.01380 to 0.1034 

acemannan vs SB20538 0.06852 4.067 Yes * 0.009905 to 0.1271 

acemannan+SB20538 vs 

SB20538 0.02370 1.407 No ns -0.03491 to 0.08231 
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