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บทคดัย่อ 
การอกัเสบของเน้ือเยื่อในฟันเป็นสาเหตุหลกัของการปวดฟัน การอกัเสบของเน้ือเยื่อในฟันนัน้ถูกกระตุ้น

ได้จากหลายสาเหตุ สาเหตุที่พบได้บ่อยมาจากการติดเชือ้จากโรคฟันผุ เมื่อมกีารอกัเสบเกดิขึน้ในฟันที่มพีื้นที่

จ ากดัท าใหค้วามรุนแรงเพิม่มากขึน้ ซบัสแตนพ ี(Substance P) ซึง่ถูกควบคุมโดยยนีทีช่ื่อว่า ทเีอซวีนั (TAC-1) 

เป็นสารสื่อประสาททีพ่บว่ามีมากขึน้เมื่อเกดิการอกัเสบของเนื้อเยื่อในฟัน มผีลท าใหเ้กดิการปวดและการขยาย

หลอดเลือดภายในเนื้อเยื่อในฟัน ส่งผลให้การอกัเสบยิ่งเลวร้ายต่อเนื้อเยื่อในฟันมากขึ้นจากการเพิ่มแรงดัน 

ภายในฟัน จนท าให้เกดิการตายของเนื้อเยื่อได้ ไพลเป็นพชืที่มฤีทธิส์ าคญัในการลดการอกัเสบ อย่างไรกต็าม 

ผลของไพลต่อซบัสแตนพยีงัไม่เคยมกีารศกึษามาก่อน ดงันัน้การศกึษาครัง้นี้จงึมวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษาผลของ

สารสกดัจากเหงา้ไพลต่อการยบัยัง้การแสดงออกของยนีทเีอซวีนัทีค่วบคุมการสรา้งสารซบัสแตนพี โดยน าเซลล์

เนื้อเยื่อในฟันมนุษยท์ีไ่ดร้บับรจิาคผูป่้วย 3 คน จ านวน 3 ซี ่มาเพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร จากนัน้ทดสอบความ

เป็นพษิของสารสกดัไพลต่อเนื้อเยื่อในฟันเพื่อหาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมโดยใชว้ธิ ีMTT น ามาทดสอบการยบัยัง้

การแสดงออกของยีนโดยการเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มสีารสกดัไพลที่ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมั/

มิลลิลิตร  หรือ เด็กซาเมทาโซน (Dexamethasone)  ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครโมล่าร์  นาน 2 ชัว่ โมง  

โดยความเข้มข้นนี้ ได้ผ่านการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ก่อนน าใช้ จากนัน้เติมไลโปโปลีแซคคาไรด์ 

(Lipopolysccharide) ปรบัใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร เพื่อกระตุ้นการแสดงออกของยนีทเีอซวีนั 

แล้วเลี้ยงต่อในตู้อบนาน 24 ชัว่โมง เมื่อครบตามเวลาเซลล์ถูกสกัดเอาอาร์เอ็นเอ (RNA) เพื่อมาวิเคราะห์ 

หาการแสดงออกของยนีทเีอซวีนั ดว้ยวธิปีฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสในสภาพจรงิ (Realtime-PCR) แลว้น ามาหา
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ความแตกต่างทางสถิติโดยใช้ One-Way Anova จากการศึกษาพบว่า สารสกดัไพลในความเขม้ขน้ที่สูงตัง้แต่  

250 ไมโครกรมั/มลิลลิติร และเดก็ซาเมทาโซน 5 ไมโครโมลาร ์มคีวามเป็นพษิต่อเซลลอ์ย่างมีนัยส าคญัทางสถติิ

เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยมคี่า IC50 543.40 และ 3.95 ตามล าดบั ส่วนฤทธิใ์นการยบัยัง้การแสดงออก

ของยนีทเีอซวีนั พบว่าสารสกดัไพลและเดก็ซาเมทาโซน มกีารแสดงออกของยนีทเีอซวีนัของเซลลเ์นื้อเยื่อในฟัน

หลังจากถูกกระตุ้นด้วยไลโปโปลีแซคคาไรด์แล้วไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่เลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ 

เพียงอย่างเดียว และพบว่ามีการแสดงออกของยีนทเีอซีวนั น้อยมากกว่า 4 เท่า เมื่อเทียบกบัการเลี้ยงเซลล์ 

ในอาหารที่มีไลโปโปลีแซคคาไรด์เพียงอย่างเดียว กล่าวโดยสรุปได้ว่าสารสกัดไพลมีแนวโน้มที่สามารถ 

ลดการอกัเสบของเนื้อเยื่อในฟันได้โดยผ่านยับยัง้การแสดงออกของยนีทเีอซวีนั การศกึษาน้ีจงึช่วยยนืยนัฤทธิ ์

ในการลดการอกัเสบของสารสกดัไพลโดยผ่านการลดการสรา้งสารสือ่ประสาททีเ่กีย่วขอ้งกบัการอกัเสบ 

 

ค าส าคญั: การลดการอกัเสบ  ซบัสแตนพ ี ไพล  เน้ือเยื่อใน 

 

Abstract 
Inflammation of dental pulp tissue is the major cause of tooth pain.  Contamination from caries  

is one of most common cause of pulpal infection and inflammation. When inflammation occurs in restricted 

area of the tooth, it may cause necrotic pulp tissue.  Substance P, be controlled by TAC- 1 gene, is a 

neurotransmitter which is increasingly in the dental pulp inflammation.  It can stimulate neuroreceptor  

to generate pain and vasodilatation.  Zingiber cassumunar Roxb.  ( Phlai)  is an important medicinal plant  

to reduce inflammation.  However, the effect of Phlai on substance P has not been studied before.  Thus, 

the study attended on the inhibitory effect of Phlai extract on substance P gene expression (TAC- 1) .  

The dental pulp cells, from 3 donated human teeth, were cultured in the laboratory by explant technique. 

All substances were investigated the cytotoxicity before used by MTT assay.  The experiments started  

by cell culturing in culture medium supplemented with 100 µg/ml Phlai extract, or 1 µM of dexamethasone 

for two hours.  Lipopolysaccharide (LPS)  was added at the concentration 100 µg/ml and further cultured 

for twenty four hours.  The cells were harvested and RNA was the samples to determine the expression  

of TAC-1 gene using reatime PCR technique.  The results revealed that the concentration of Phlai extract 

from 250 µg/ml and higher, dexamethasone 5 µM and higher had significant cytotoxicity when were 

compared with the control group with IC50 543. 40 and 3. 95, respectively.  The Phlai extract  

and dexamethasone groups similarly expressed of TAC- 1 gene to the control group which were fed with 

only culture medium. Phlai extract and dexamethasone could inhibit TAC-1 gene expression in dental pulp 

cells when they were stimulated by LPS.  The TAC-1 gene expression was lower than 4 times that of the 

LPS alone. The results suggested that Phlai extract and dexamethasone were likely to reduce neurogenic 

inflammation by inhibiting TAC-1 gene expression in LPS-stimulated dental pulp cells. 
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บทน า 
ความเจ็บปวดที่เกิดขึ้นในตัวฟันส่วนใหญ่เกิดจากการอักเสบของเนื้อเยื่อในที่อยู่ใจกลางของฟัน  

ประกอบไปดว้ยการท างานของดว้ยเซลลห์ลายชนิด หลอดเลอืด และเสน้ประสาท การอกัเสบและความเจบ็ปวด  

ทีเ่กดิขึน้นัน้มคีวามเกีย่วขอ้งกบัสารสือ่ประสาทหลากหลายชนิด เช่น ซบัสแตนพ ีแคลซโิตนินยนีรเีรทเตดเพปไทด ์

(Calcitonin gene-related peptide) นิโรไคนินเอ (Neurokinin A) เป็นต้น โดยสารต่าง ๆ เหล่านี้มีผลต่อการ

ไหลเวยีนของเลอืด และการซมึผ่านของเลอืด (Vascular permeability) สง่ผลต่อกระบวนการอกัเสบ สารซบัสแตน

พีจัดอยู่ในกลุ่มแทกกีไคนิน (Tachykinin) ซึ่งเป็นหนึ่งในสารสื่อประสาทที่หลัง่ออกมาและเป็นผลให้เกิดการ

ขยายตัวของหลอดเลือด พลาสมารัว่ออกจากหลอดเลือด เพิ่มการท างานของมาโครเฟจ (Macrophages)  

ท าใหเ้กดิการซ่อมแซมเน้ือเยื่อ [1] และกระตุ้นเซลลป์ระสาทรบัความเจบ็ปวด โดยมยีนีทเีอซวีนั เป็นยนีทีค่วบคุม

การสร้างแทกกีไคนินนิวโรเปปไทด์ (Tachykinin neuropeptides) ของมนุษย์ ที่ประกอบไปด้วย ซับสแตนพี  

นิโรไคนินเอ และนิวโรไคนินบี (Neurokinin B) [2-4] นอกจากซับสแตนพีจะหลัง่ออกมาจากปลายของเซลล์

ประสาทแล้ว ยงัพบว่าเซลล์อื่นสามารถสรา้งซบัสแตนพไีด้เช่นเดยีวกนั โดยเฉพาะจากเซลล์ทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการ

อกัเสบ เช่น มาโครเฟจ อโีอสโินฟิล (Eosinophils) ลมิยโ์ฟซยัท ์(Lymphocytes) เซลลเ์ดนไดรท ์(Dendritic cells) 

และไฟโบรบลาส (Fibroblast) ทีอ่ยู่ในเนื้อเยื่อในฟัน [5] การกระตุ้นการอกัเสบเนื้อเยื่อในฟันนัน้มกีารตอบสนอง

ทางระบบประสาท โดยผ่านสารสือ่ประสาททีส่รา้งจากเซลลท์ีถู่กกระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ทีเ่ป็นอนัตรายแลว้ท าใหเ้กดิ

การท างานของระบบต่าง ๆ ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการอกัเสบ (Neurogenic inflammation) ไดด้ว้ยเช่นกนั มกีารศกึษาพบ

การแสดงออกของซับสแตนพีสูงในเนื้อเยื่อในฟันที่มีการอักเสบ [6-7] และเมื่อมีการสร้างซับสแตนพีแล้ว  

ตวัซบัสแตนพเีองยงัสามารถเสรมิฤทธิก์ารอกัเสบของเน้ือเยื่อในฟันมากขึน้โดยไปกระตุน้ใหเ้ซลลใ์นเน้ือเยื่อในฟัน

สร้างสารน ้ าที่ท า ให้เกิดการอักเสบ (Proinflammatory cytokine)  ได้แก่  เอ็นไซม์ไซโครออกซิจีเนส-2 

(Cyclooxygenase-2) อนิเตอรล์วิคนิ-8 และอนิเตอรล์วิคนิ-10 [8-10] ซึง่เนื้อเยื่อในฟันอยู่กลางฟันทีม่พีืน้ที่จ ากดั

และค่อนขา้งแขง็ จดัเป็นพื้นที่ที่มคีวามยดืหยุ่นน้อย ดงันัน้เมื่อมกีารอกัเสบมาก ๆ ส่งเสรมิให้เกดิแรงดนัจนกด

หลอดเลือดท าให้เกดิภาวะเนื้อเยื่อตายได้ การอกัเสบของเนื้อเยื่อในฟันมสีาเหตุได้หลายอย่าง เช่น อุบตัิเหตุ 

(Trauma) ฟันผุ สารเคม ีหรอือุณหภูม ิแต่ทัง้นี้สาเหตุหลกัมกัเป็นการตดิเชือ้ทีเ่ป็นผลมาจากโรคฟันผุ ทีม่ลีกัษณะ

ผสมกนัหลายชนิด เช่น แบคทเีรยีไม่ใชอ้อกซเิจน แบคทเีรยีทีส่ามารถด ารงชวีติอยู่ไดท้ัง้ในทีท่ีม่อีอกซเิจนและไมม่ี

ออกซเิจน โดยเฉพาะกรมัลบและมบีางสว่นเป็นกรมับวก [11] การเกดิโรคของเน้ือเยื่อในฟันอาจเกดิไดท้ัง้จากการ

ลุกล ้าโดยตรงของเชื้อ หรอืเกดิจากสารพษิที่เชื้อโรคปล่อยออกมาเมื่อเซลล์แตก ซึ่งพบได้ในแบคทเีรยีกรมัลบ 

สารพษิที่ปล่อยออกมานี้เป็นส่วนหนึ่งของผนังเซลล์แบคทเีรยี เป็นสารประกอบที่เรยีกว่า ไลโปโปลแีซคคาไรด์ 

และสามารถแพร่ผ่านท่อฟันได้ ดงันัน้สารพษิของแบคทเีรยีจงึจดัเป็นปัจจยัก่อโรคที่รุนแรง (Virulence factor) 

อย่างหนึ่งของการเกดิการอกัเสบของเน้ือเยื่อในฟัน [12-13] 

ไพล มีชื่อทางพฤกษาศาสตร์ว่า  ซิงจิเบอร์ คาสซูมูนาร์ (Zingiber cassumunar) จัดเป็นพืชในวงศ์  

ซงิจเิบราซอิ ี(Zingiberaceae) เป็นไม้ล้มลุก มเีหง้าใต้ดนิ ซึ่งเป็นส่วนที่น ามาสกดัไปใช้ในการทดสอบกบัเซลล์ 
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เพื่อตรวจสอบคุณสมบตัดิา้นการรกัษาไดห้ลากหลาย โดยเฉพาะฤทธิใ์นดา้นการลดการอกัเสบและลดอาการปวด  

ไพลมสีารประกอบหลายชนิดที่สามารถลดการอกัเสบได้ เช่น มฤีทธิล์ดการสร้างเอ็นไซม์ไซโครออกซจิีเนส-2  

และโพรสตาแกลนดนิ อ-ี2 (Prostaglandin E2) [14-16] การลดหรอืยบัยัง้การสรา้งซบัสแตนพเีป็นกลไกหนึ่งที่จะ

ช่วยลดการอกัเสบและการปวดของฟัน ดงัทีท่ราบกนัดแีลว้ว่าเมื่อมกีารอกัเสบขึน้ในเนื้อเยื่อในฟันจะส่งผลใหเ้กดิ

การปวดและหากอาการรุนแรงขึ้นเรื่อย ๆ จะส่งผลให้เกิดอักเสบรุนแรงจนผันกลับไม่ได้หรือเกิดการตาย 

ของเน้ือเยื่อในฟัน ดงันัน้ไพลซึง่มคีุณสมบตัใินการลดการอกัเสบไดด้นีัน้ อาจสามารถน ามาพฒันาใชเ้ป็นทางเลอืก 

ในการรักษาอาการปวดและการอักเสบของเนื้อเยื่อในฟัน เพื่อรักษาความมีชีวิตของ เนื้อเยื่อในฟันได้  

การศกึษาในครัง้นี้จงึมวีตัถุประสงค์เพื่อทดสอบฤทธิข์องสารสกดัไพลการยบัยัง้การแสดงออกของยีนทเีอซีวนั  

ซึง่เป็นยนีทีค่วบคุมการสรา้งการสรา้งสารสือ่ประสาทซบัสแตนพ ีเพื่อยนืยนัผลการลดการอกัเสบของสารสกดัไพล

โดยผ่านทางการยบัยัง้การสรา้งสารสือ่ประสาททีเ่กีย่วขอ้งกบัการอกัเสบ 

 

วิธีด าเนินการวิจยั 
การเตรียมสารสกดัไพล 

 สกดัเหง้าไพลแห้งโดยดดัแปลงวธิีของทวผีล เดชาติวงศ์ ณ อยุธยา [17-18] น าเหง้าไพลแห้งมาบด 

ใหเ้ป็นผงแลว้น าผงไพลปรมิาณ 30 กรมั มาสกดัดว้ยเอทานอลโดยใชค้วามรอ้นอย่างต่อเนื่องดว้ยเครื่องซอกเลต 

(Soxhlet extractor) น าสารละลายที่ได้ไประเหยแห้งโดยใช้เครื่องระเหยระบบสุญญากาศ ได้เป็นสารสกดัไพล 

จากนัน้ตรวจสอบเอกลษัณ์ทางเคมขีองสารสกดัโดยวธิ ีโครมาโตกราฟีแบบผวิบาง (Thin-layer chromatography) 

โดยใชแ้ผ่นซลิกิาเจล จเีอฟ (Silica gel GF 254) เป็นสารดูดซบั และใชเ้ฮกเซน: เอทลิอะซเิตต ในอตัราส่วน 7:3 

เป็นน ้ายาแยก (Developing solvent) ระยะทางทีน่ ้ายาแยกเคลื่อนที ่15 เซนตเิมตร จากนัน้พ่นดว้ยอะนิซาลดไีฮด ์

ทเีอส (Anisaldehyde TS) อบทีอุ่ณหภูม ิ110 องศาเซลเซยีส นาน 10-15 นาท ีและไดโ้ครมาโตแกรมทีม่สีารส าคญั

เทยีบเคยีงตามมาตรฐานของต ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopeia) [19] 
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ภาพท่ี 1 สารสกดัไพล ทีป่ระกอบดว้ยสารส าคญั ดงันี้ สาร 1 phenylbutanoid, (E)-1-(3',4'-Dimethoxyphenyl)  

            but-1,3-diene (hRf 82); สาร 2 phenylbutanoid, (E)-4-(3’,4’-Dimethoxyphenyl) but-3-en-1-yl  

            acetate (hRf 54); สาร 3 cyclohexene derivative, cis-3-(3',4'-Dimethoxyphenyl)-4-[(E)-3"',4"'- 

            dimethoxystyryl]cyclohex-1-ene (hRf 44); สาร 4 cyclohexene derivative, cis-3-(3', 4'- 

            Dimethoxyphenyl)-4-[(E)-2"',4"', 5"'-trimethoxystyryl]cyclohex-1-ene (hRf 32 ); สาร 5 cyclohexene  

            derivative, cis-3-(2',4', 5'-Trimethoxyphenyl)-4-[(E)-2"',4"', 5"'-trimethoxystyryl]cyclohex-1-ene;  

            phenylbutanoid (hRf 26), สาร 6 phenylbutanoid, (E)-4-(3’, 4’-Dimethoxyphenyl) but-3-en-1-ol  

            (hRf 16) 

 

การเพาะเลี้ยงเซลลเ์น้ือเยื่อในฟันและการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัไพล 

เซลล์เนื้อเยื่อในฟันได้มาจากการบริจาคของผู้ที่มารับการรักษาทางทันตกรรมที่คลินิกทันตกรรม  

ของคณะทันตแพทยศาสตร์ และกลุ่มงานทนัตกรรมโรงพยาบาลมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรต ิ

ดว้ยการถอนฟันเนื่องจากเหตุผลของการจดัฟันและฟันไม่มคีู่สบเนื่องจากการผ่าฟันคุด จ านวน 3 ซี ่จากผูม้ารบั

บริการ 3 คน เป็นฟันกรามน้อยและฟันกรามซี่ที่สาม ทัง้นี้ก่อนการด าเนินงาน งานวิจัยนี้ได้ผ่านการรบัรอง 

จากคณะกรรมการจริยธรรมการวจิยั ของมหาวทิยาลยัธรรมศาสตร์เป็นที่เรียบร้อยแล้ว (หนังสอืรบัรองเลขที่ 

048/2556) เซลล์เนื้อเยื่อในฟันถูกเลี้ยงในหอ้งปฏบิตัิการในอาหารเลี้ยงเซลล์ (DMEM) ที่มยีาฆ่าเชือ้เพนนิซลินิ 

เขม้ขน้ 100 ยูนิต/มลิลลิติร ยาสเตรปโตมยัซนิ 100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร และแอมโฟเทอราซนิบ ี(Amphotericin 

B) 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร น าไปเลี้ยงในตู้อบที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 

ความชื้นสมัพทัธ์สูงสุด เมื่อเซลล์เจริญได้เพียงพอจึงน ามาเลี้ยงในถาดเลี้ยงชนิด  96 หลุม โดยมีกลุ่มควบคุม 

เป็นอาหารเลี้ยงเซลล์เพยีงอย่างเดยีวและกลุ่มทดลองเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสารสกดัไพล ใช้ที่ความเขม้ขน้

1 

2 

3 

4 

5 

6 
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เริ่มต้น 1-1000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือเด็กซาเมทาโซน ใช้ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 0.1-100 ไมโครโมลาร์  

เลีย้งในตู้เลีย้งเซลลท์ี่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากนัน้น ามาทดสอบการอยู่รอดของเซลล์

โดยอาศัยหลักการเปลี่ยนแปลงการผ่านได้สี (MTT assay) วิธีการโดยวดัค่าการดูดกลืนแสง (Absorbnance 

density, OD) ที่ 570 นาโนเมตร ด้วย microplate reader SUNRISE (Tecan, USA) จากนัน้น ามาค านวนหา 

อตัราการเจรญิของเซลล ์(Percent of growth, PG) ของแต่ละการทดลองดงันี้ 

อตัราการเจรญิของเซลล ์= (ค่าการดดูกลนืแสงกลุม่ทดสอบ /ค่าการดดูกลนืแสงกลุม่ควบคมุ) x100 

        น าค่าทีไ่ดม้าหาค่าความเขม้ขน้ของสารทีส่ามารถยบัยัง้การเจรญิของเซลลไ์ดถ้งึรอ้ยละ 50 (IC50) โดยใช้

สถติ ิNon-linear regression ค่าทีใ่ชใ้นการแสดงอยู่ในรปูของอตัราเฉลีย่การเจรญิของเซลล ์และค่าค่าความเขม้ขน้

ของสารที่สามารถยบัยัง้การเจรญิของเซลล์ได้ถึงร้อยละ 50 และใช้สถิติการวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดยีว 

(One-Way ANOVA) เปรยีบเทยีบความแตกต่างระหว่างกลุ่ม ตามดว้ยการเปรยีบเทยีบพหุคูณ (Dunnett’s test) 

โดยใชต้วัอย่างทีเ่ป็นอสิระต่อกนั 3 ซี ่โดยแต่ละซีไ่ดท้ าการทดลอง 3 ซ ้า 

 

การทดสอบการยบัยัง้การแสดงออกของยีนทีเอซีวนั 

การเลีย้งเซลลเ์พื่อการทดสอบยนีทเีอซวีนั 

เซลล์เนื้อเยื่อในฟัน จ านวน 5×105 เซลล์ ถูกเลี้ยงในถาดเลี้ยงชนิด 6 หลุม นาน 24 ชัว่โมง จากนัน้

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงใหม่ ให้เซลล์ที่เลี้ยงด้วยอาการเลี้ยงเซลล์อย่างเดยีวเป็นกลุ่มควบคุม อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี

ส่วนผสมของสารสกดัไพลเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร และอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มสี่วนผสมเดก็ซาเมทาโซน

เขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร ์เป็นกลุ่มควบคุมเชงิบวก (Positive control) ท าการเลีย้งในตูเ้ลีย้งเซลลเ์ป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

จากนัน้เซลล์ถูกกระตุ้นใหเ้กดิการอกัเสบดว้ยการเติมไลโปโปลแีซคคาไรด์ (Escherichia coli 0111:B4; Sigma,  

St Louis, MO) โดยใหม้คีวามเขม้ขน้เป็น 100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร โดยใหเ้ซลลท์ีถู่กเลีย้งดว้ยอาหารเลีย้งเซลล์ 

ที่เติมไลโปโปลีแซคคาไรด์เพียงอย่างเดียวเป็นกลุ่มควบคุมเชิงลบ (Negative control) และเลี้ยงเซลล์ต่ออีก  

24 ชัว่โมง 

การทดสอบการยบัยัง้แสดงออกของยนีทเีอซวีนั โดยวธิปีฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรสแบบสภาพจรงิ 

เมื่อครบก าหนดเวลา 24 ชัว่โมง ท าการสกดัอาร์เอน็เอ โดยใช้ไตรซอล (TRizol®) ตามค าแนะน าของ

บริษัท โดยน าอาร์เอ็นเอ ปริมาณ 300 นาโนกรมั มาเป็นต้นแบบในการเปลี่ยนเป็นสายดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อ 

อาร์เอ็นเอนั ้น (cDNA) จากนั ้นน าดีเอ็นเอมาเพิ่มจ านวนและตรวจสอบการแสดงออกของยีนทีเอซีวัน  

ในเครื่องปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสแบบสภาพจริง (IQTM5 optical system software, Bio-rad) จ านวน 45 รอบ 

ซึง่ประกอบไปดว้ยขัน้ต่าง ๆ ดงันี้ เริม่ต้นที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส นาน 10 วนิาท ีเพื่อใหม้กีารแยกกนัของ 

ดเีอน็เอ (Denaturation) และตามด้วย 57 องศาเซลเซยีส นาน 30 วนิาท ี(Annealing) โดยมลี าดบันิวคลโีอไทด์

ของดเีอน็เอสายสัน้ ๆ ทีใ่ชใ้นการสรา้งปฏกิริยิา (Primer) ดงันี้ ตวัควบคุมภายใน (GAPDH (NM_002046)) ความ

ยาว 98 คู่เบส forward 5’- ACAGCCTCAAGATCATCAG-3’ และ reverse 5’- GAGTCCTTCCACGATACC-3’ 

ยนีที่ทดสอบ คอื ทเีอซวีนั (NM_013998.2) ความยาว 121 คู่เบส forward 5’- CATGGCCAGATCTCTCAC-3’  
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และ reverse 5’- GTCATTGCCCATTGACAC-3’ น าค่าทีไ่ดจ้ากค่าเริม่ตน้ของจ านวนรอบ (Threshold cycle; CT)  

ของแต่ละการทดสอบมาค านวณหาค่าปริมาณสมัพทัธ์การแสดงออกของยนี (Relative quantification) Livak’s 

method ดงันี้ 

ขัน้ที ่1 

∆ CT(test) = CT(target, test)- CT(ref, test) 

∆ CT(calibrator) = CT(target, calibrator) - CT(ref, calibrator) 

ขัน้ที ่2 

∆∆ CT = ∆ CT(test) - ∆ CT(calibrator) 

ขัน้ที ่3 

2-∆∆ CT = Normalized expression ratio 

 

ค่าที่ค านวณได้แสดงในรูปของสดัส่วนเฉลี่ยของการแสดงออกของยนี (Normalized expression ratio) 

และค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของการวดั สถติทิีใ่ชเ้ปรยีบเทยีบความแตกต่างระหว่างกลุ่มในทุกการทดสอบ

ใชก้ารวเิคราะหค์วามแปรปรวนทางเดยีวโดยใชต้วัอย่างทีเ่ป็นอสิระต่อกนั 3 ซี ่โดยแต่ละซีไ่ดท้ าการทดลอง 3 ซ ้า 

 

ผลการวิจยั 
การทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัไพลและ เดก็ซาเมทาโซน  

หลงัการเลีย้งเซลลค์รบ 72 ชัว่โมง พบว่าความเขม้ขน้ของสารสกดัไพลทีเ่ริม่พบว่ามคีวามแตกต่างในการ

ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลลเ์นื้อเยื่อในฟันจากกลุ่มควบคุมไดอ้ย่างชดัเจน คอื ความเขม้ขน้ที่ 250 ไมโครกรมั/

มลิลลิติร ซึง่มเีซลลท์ีม่ชีวีติรอดเฉลีย่ประมาณรอ้ยละ 77.10±1.15 และมคี่า IC50 อยู่ที ่543.40 ไมโครกรมั/มลิลลิติร 

(95%CI 357.4 - 826.4) ส่วนเดก็ซาเมทาโซน พบความแตกต่างในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเซลลเ์นื้อเยื่อใน

ฟันจากกลุ่มควบคุมไดอ้ย่างชดัเจนทีค่วามเขม้ขน้ที่ 5 ไมโครโมลาร ์ซึง่มเีซลลท์ีม่ชีวีติรอดเฉลีย่ประมาณร้อยละ 

49.55±2.41 และมีค่า IC50 อยู่ที่ 3.95 ไมโครโมลาร์ (95%CI 2.797 - 5.564) ในการศึกษานี้ใช้สารสกัดไพล 

ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร และเดก็ซาเมทาโซน 1 ไมโครโมลาร ์ซึง่ไม่เป็นพษิต่อเซลลท์ดสอบฤทธิ ์

ของสารต่อไป 

                               
(ก) สารสกดัไพล 
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(ข) เดก็ซาเมทาโซน 

 

ภาพท่ี 2 กราฟผลของสารสกดัไพล และเดก็ซาเมทาโซนต่อการเจรญิของเซลลเ์น้ือเยื่อในฟัน พบว่า (ก) สารสกดั 

           ไพล (Ext) สามารถยบัยัง้เจรญิของเซลลไ์ดอ้ย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิทีค่วามเขม้ขน้ตัง้แต่ 250 ไมโครกรมั/ 

           มลิลลิติรขึน้ไปเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม (Control)(*p<.0.05) และมคี่า IC50 อยูท่ี ่543.40  
         ไมโครกรมั/มลิลลิติร (ข) เดก็ซาเมทาโซน (Dexa) สามารถยบัยัง้การเจรญิของเซลลไ์ดอ้ย่างมนียัส าคญั 

           ทางสถติ ิทีค่วามเขม้ขน้ 5 ไมโครโมลาร ์เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคมุ (Control) (*p<.0.05) ) และมคี่า  

           IC50 อยู่ที ่3.95 ไมโครโมลาร ์

 

หลงัจากเลี้ยงเซลล์ไว้จนครบ 24 ชัว่โมง เมื่อทดสอบการแสดงออกของยนีทีเอซวีนั พบว่า ไลโปโปล ี

แซคคาไรด์ สามารถกระตุ้นการแสดงออกยนีทีเอซวีนัของเนื้อเยื่อในฟันได้ สารสกดัไพลและเด็กซาเมทาโซน 

สามารถยบัยัง้การแสดงออกของยนีทเีอซวีนัไดม้ากกว่า 4 เท่า แมว้่าจะถูกกระตุ้นดว้ยไลโปโปลแีซคคาไรดก์ต็าม  

เมื่อเทียบกบัการเลี้ยงด้วยไลโปโปลีแซคคาไรด์เพียงอย่างเดียว ส่วนการแสดงออกของยีนทเีอซีวนัของเซลล์

เนื้อเยื่อในฟันที่ถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสารสกัดไพลหรือเด็กซาเมทาโซน มีการแสดงออกของยีน 

ไม่แตกต่างกบัการเลีย้งเซลลด์ว้ยอาหารเลีย้งเซลลเ์พยีงอย่างเดยีว 
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ภาพท่ี 3 กราฟสดัสว่นเฉลีย่ของการแสดงออกของยนีทเีอซวีนัในเซลลเ์น้ือเยื่อในฟัน พบว่า หลงัการเลีย้งเซลล ์

            ทีม่อีาหารเลีย้งเซลลผ์สมไลโปโปลแีซคคาไรด ์(LPS) เพยีงอย่างเดยีวสามารถกระตุน้การแสดงออก 

            ของยนีทเีอซวีนัในเซลลเ์น้ือเยื่อในฟันได ้สว่นอาหารเลีย้งเซลลผ์สมสารสกดัไพล (Ext) เพยีงอย่างเดยีว 

            ไม่พบว่าสารสกดัไพลกระตุน้การแสดงออกของยนีทเีอซวีนั และเมื่อเลีย้งเซลลใ์นอาหารเลีย้งเซลล ์

            ทีผ่สมสารสกดัไพลหรอืเดก็ซาเมทาโซน สามารถยบัยัง้การแสดงออกของยนีทเีอซวีนัของเซลลเ์น้ือเยื่อ 

            ในฟันทีถู่กกระตุน้ดว้ยไลโปโปลแีซคคาไรด ์และไม่มคีวามแตกต่างกบักลุ่มทีเ่ลีย้งดว้ยอาหารเลีย้งเซลล ์ 

            (Control) 

 

สรปุและอภิปรายผล 
 การศึกษาในครัง้นี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดไพลมีแนวโน้มที่จะสามารถยับยัง้การแสดงออกของยีน 

ทีเอซีวนัของเนื้อเยื่อในฟันที่ถูกกระตุ้นด้วยด้วยไลโปโปลีแซคคาไรด์ ยีนทีเอซีวนัเป็นยีนที่ควบคุมการสร้าง 

ซับสแตนพี และสารสื่อประสาทหลายชนิด เช่น นิโรไคนิน จากการศึกษาพบว่า ไลโปโปลีแซคคาไรด์  

ซึง่เป็นสารพษิทีเ่ชือ้โรคปล่อยสามารถกระตุน้การสรา้งยนีทเีอซวีนัได ้คลา้ยกบัการศกึษาในมาโครเฟจหนูทีพ่บว่า 

ไลโปโปลแีซคคาไรด ์มผีลในการเพิม่การแสดงออกของยนีทีค่วบคุมการสร้างซบัซบัสแตนพไีด้ถงึ 6-8 เท่า [20] 

และพบว่าระดบัซบัสแตนพเีพิม่ขึน้ถงึ 61 เท่า ในหนูทีก่ระตุน้ใหเ้กดิกลา้มเนื้อหวัใจอกัเสบดว้ยไวรสัและมบีทบาท

ส าคญัทีท่ าใหเ้กดิพยาธสิภาพจนเกดิการตายของกลา้มหวัใจได้ [21] มอีกีหลายการศกึษาทีพ่บว่าเมื่อมกีารอกัเสบ

มกัพบว่ามสีารซบัสแตนพมีากขึน้ในบรเิวณทีม่กีารอกัเสบและสารซบัสแตนพเีป็นกุญแจส าคญัในการควบคุมการ

อกัเสบ ตัวอย่างเช่น ที่ผิวหนัง ทางเดินอาหารและปอด [22] นอกจากนี้พบว่าซบัสแตนพียงัส่งเสริมให้เซลล์ 

ไมโครเกลยี (Microglia) ท าหน้าทีค่ล้ายมาโครเฟจในระบบส่วนกลางของหนูใหต้อบสนองต่อการอกัเสบมากขึน้ 

[23] เนื้อเยื่อในฟันเป็นเนื้อเยื่อเกี่ยวพันคล้ายเนื้อเยื่อเกี่ยวพันอื่นของร่างกายที่ประกอบไปด้วยหลอดเลือด  

เซลล์ที่ท าหน้าที่เกี่ยวกบัระบบภูมคิุม้กนั ไฟโบรบลาส และเสน้ประสาท ดงันัน้เมื่อเกดิการอกัเสบขึน้จงึมรีะดบั  
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ของซับสแตนพีสูงขึ้นด้วยเช่นกันดังเช่นในการศึกษาของ  Bowles และคณะที่พบว่าเนื้อเยื่อในฟันอักเสบ 

ชนิดผนักลบัไม่ได ้(Irreversible pulpitis) มรีะดบัของซบัสแตนพเีพิม่ขึน้มากกวา่ 8 เท่า เมื่อเทยีบกบัเนื้อเยื่อในฟัน

ทีไ่ดร้บัการวนิิจฉัยว่าปกติ [6] ดงันัน้ผลการลดการอกัเสบในเนื้อเยื่อในฟันอาจเกดิขึน้ไดท้ัง้การลดการแสดงออก

ของยนีทีค่วบคุมการสรา้งซบัสแตนพสี่งผลต่อการลดระดบัของซบัสแตนพ ีและลดการสรา้งโพรสตาแกลนดนิ อ-ี2  

โดยผ่านการยบัยัง้การสรา้งเอน็ไซมไ์ซโครออกซจิเีนส-2 ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาทีผ่่านมาทีพ่บว่าการสารสกดั

ไพลสามารถลดการอกัเสบได้ในสตัว์ทดลอง [24-27] และสารออกฤทธิท์ี่ส าคญัของไพลสามารถลดการสร้าง 

เอน็ไซมไ์ซโครออกซจิเีนส-2 ไดท้ัง้ในระดบัยนีและโปรตนี และลดการสรา้งโพรสตาแกลนดนิ อ-ี2 ในเนื้อเยื่อในฟัน

ได้อย่างชดัเจน [15] นอกจากนี้สารสกดัจากเหง้าไพลยงัสามารถช่วยลดการอกัเสบโดยลดการสร้าง เอ็นไซม ์

เมทริกซ์เมทัลโลโปรตีนเนส -2 (Matrix metalloproteinases-2) [28] ในเซลล์เหงือกได้ ซึ่ง เอ็นไซม์เมทริกซ ์

เมทลัโลโปรตนีเนส -2 เป็นเอน็ไซมท์ีส่ามารถย่อยสลายโปรตนีในเมทรกิซภ์ายนอกเซลล ์(Extracellular matrix) 

ซึง่เป็นส่วนประกอบส าคญัของเนื้อเยื่อเกีย่วพนัได ้อย่างไรกต็ามสารทุกชนิดหากใชใ้นปรมิาณหรอืระยะเวลาทีไ่ม่

เหมาะสมอาจก่อใหเ้กดิอนัตรายได้ และเซลล์แต่ละชนิดมกีารตอบสนองต่ออนัตรายแตกต่างกนั ในสตัว์ทดลอง

พบว่าสารสกัดไพลปริมาณสูงสุดที่หนูกินแล้วไม่เกิดพิษคือ  1,125 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมต่อวัน [29] ดังนัน้ 

ในการศึกษานี้จึงท าการทดสอบการยับยัง้การเจริญของเซลล์ พบว่าความเข้มข้นของสารสกัดไพลตัง้แต่  

250 ไมโครกรมั/มลิลิลิตรขึน้ไป จึงจะเหน็ได้ชดัเจนว่าเริม่มผีลยบัยัง้การเจริญของเซลล์ ซึ่งเมื่อเทยีบกบัเซลล์

เนื้อเยื่อเหงอืกพบว่า ทีค่วามเขม้ขน้สงูสุดทีส่ามารถใชใ้นเซลลเ์หงอืกทีไ่ม่ควรเกนิ 125 ไมโครกรมั/มลิลลิติร [28] 

ฉะนัน้ความเขม้ขน้ของสารสกดัในการศกึษาครัง้นี้จงึเป็นความเขม้ขน้ทีน่่าจะมคีวามปลอดภยัและไดป้ระสทิธภิาพ

เพียงพอในการยบัยัง้ยีนทีเอวีวัน จากผลการยับยัง้การแสดงออกของยีนและโปรตีนที่ก่อให้เกิดการอักเสบ 

หรอืส่งเสรมิใหเ้กดิการอกัเสบของสารสกดัไพลนัน้ น่าจะส่งผลใหส้ารสกดัไพลเหมาะสมในการทีจ่ะน าไปพฒันา

เพื่อน ามาช่วยในการรกัษาการอกัเสบในเนื้อเยื่อในฟันและสามารถลดอาการปวดฟันได้ โดยอาจอยู่ผสมอยู่ในสาร

ทีใ่ชร้กัษาเนื้อเยื่อในฟันดว้ยวธิกีารการปิดทบัเนื้อเยื่อในฟัน (Pulp capping) หรอื ผสมกบัยาฆ่าเชือ้ (Antibiotic)  

ที่ใช้ในการรกัษาโรคฟันผุ อย่างไรกต็าม การศกึษานี้ศกึษาเพยีงในระดบัควบคุมการแสดงออกของยนีทเีอซวีนั  

แต่ยนีทเีอซวีนัยงัควบคุมการสรา้งสารสือ่ประสาทได้อกีหลายชนิด ดงันัน้การศกึษาในครัง้ต่อไปควรเป็นการศกึษา

ถึงการยบัยัง้การสร้างโปรตีนซับสแตนพีเพิ่มเติมเพื่อยืนยนัเส้นทางการออกฤทธิข์องสารสกดัจากเหง้าไพล 

ไดช้ดัเจนมากขึน้ 
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