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การละลายของผิวรากฟันเป็นภาวะไม่พึงประสงคท์ี่เกิดขึน้ภายหลงัการน าฟันกลับ

เขา้สู่เบ้าฟัน จนถึงปัจจุบันยังไม่พบสารละลายตัวกลางส าหรบัแช่ฟันที่มีความสามารถในการ
ยับยั้งกระบวนการละลายของรากฟันไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ  งานวิจัยฉบบันีม้ีวัตถุประสงคเ์พื่อ
ศกึษาผลของสารละลายนมผึง้ความเขม้ขน้ต่างๆต่อจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่เกิดขึน้และการ
ท าหนา้ที่ในการละลายเนือ้เยื่อแข็ง โดยเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัตแ์ละจ าลองสภาวะ
ฟันหลุดออกจากเบา้ฟัน จากนัน้แช่เซลลใ์นสารละลายตัวกลางคือสารละลายเกลือแฮงค์ นมจืด 
นมจืดไขมันต ่า และสารละลายนมผึง้ความเข้มข้นต่างๆเป็นเวลา  1 ชั่วโมง ตามด้วยการเลีย้ง
ร่วมกับแมคโครฟาจเซลล์ไลน์ของหนู  RAW 264.7 เป็นเวลา 12 วัน ท าการนับเซลล์ออสติโอ
คลาสท์ที่ย้อมติดสี Tartrate-resistant acid phosphate (TRAP) และประเมินการท าหน้าที่ของ
เซลลจ์ากการวดัพืน้ที่หลุมการละลาย ผลการศึกษาพบว่าสารละลายนมผึง้ทุกความเขม้ขน้ท าให้
เกิดจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสทแ์ละพืน้ที่หลมุการละลายนอ้ยกว่ากลุ่มสารละลายเกลือแฮงค์ นม
จืด และนมจืดไขมันต ่าที่ เป็นสารละลายแนะน าส าหรบัแช่ฟัน  ถึงแม้ว่าจะไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ จะเห็นไดว้่าสารละลายนมผึง้มีแนวโน้มที่ดีในการยับยั้งการเกิดและการท า
หนา้ที่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท์ จึงน่าจะมีศักยภาพในการพัฒนาไปเป็นสารละลายตัวกลางเพื่อ
แช่ฟันที่หลดุออกจากเบา้ ที่สามารถลดโอกาสการละลายของรากฟันได ้  
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External root resorption is one of the unwanted complications following the 

replantation of an avulsed tooth. Among the tooth storage media studied to date, none 
of them demonstrated the capability of preventing the occurrence of root resorption. 
This study aims to evaluate the effect of royal jelly on osteoclast formation and their 
function in hard tissue resorption. Periodontal ligament fibroblasts (PDLF) were plated, 
subjected to tooth avulsion simulation and immersed in Hank’s Balanced Salt Solution 
(HBSS), whole milk (WM), skimmed milk (SK) and varying concentrations of royal jelly 
(RJ) for one hour. Then, the PDLF were co-cultured with RAW 264.7 for 12 days. The 
number of Tartrate-Resistant Acid Phosphate (TRAP) positive osteoclasts were counted, 
and their function was determined by measuring the resorption of the pit area formed. 
On average, the results showed that, on average, all concentrations of RJ solution led to 
lesser numbers of osteoclasts and resorption pit area than HBSS, WM and SK, which 
were the recommended storage media. Although there were no statistically significant 
differences between the groups, this study showed that RJ solution can suppress 
osteoclast formation and function. Therefore, RJ solution could potentially be a tooth 
storage media that can reduce the occurrence of root resorption. 
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บทที ่1  
บทน า 

ภูมิหลัง 
ฟันแท้ที่หลุดออกจากเบ้าฟันส่วนใหญ่มีสาเหตุมาจากการเกิดอุบัติเหตุ  ซึ่งอาจส่งผล

กระทบใหเ้อ็นยึดปริทันตร์ะหว่างรากฟันและกระดูกเบา้ฟัน  เคลือบรากฟัน เนือ้เยื่อเหงือก และ
โพรงประสาทฟันถูกท าลาย โดยหลังจากที่ฟันหลุดออกมาภายนอกปากแลว้ ขั้นตอนแรกที่ควร
ปฏิบติัคือการใส่ฟันกลบัเขา้ไปในกระดูกเบา้ฟันเดิมใหเ้ร็วที่สุดเพื่อรกัษาความมีชีวิตของเซลลไ์ฟ
โบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตเ์พราะเซลลน์ีม้ีความส าคัญและจ าเป็นอย่างยิ่งในการหายของฟัน แต่
ในทางปฏิบติัการน าฟันกลบัเขา้สูก่ระดกูเบา้ฟันอาจไม่สามารถท าไดท้นัที ดงันัน้เพื่อรกัษาความมี
ชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตไ์ว ้วิธีการเก็บรกัษาฟันก่อนใส่กลบัเขา้ไปในกระดกูเบา้
ฟันจึงมีความส าคญัอย่างมาก โดยสองปัจจยัที่มีผลต่อความส าเรจ็ในการรกัษาคือ ระยะเวลาที่ฟัน
ถกูปลอ่ยแหง้และสารละลายตวักลางที่เหมาะสมในการแช่ฟัน(1-5) 

การรักษาฟันที่หลุดจากกระดูกเบ้าฟันมักเกิดภาวะแทรกซ้อนซึ่งส่งผลกระทบต่อ
ความส าเร็จในการรกัษา โดยภาวะแทรกซอ้นที่พบไดบ้่อยคือการเกิดรากฟันละลาย มีอัตราการ
เกิดถึง 60-80% และเป็นสาเหตุส  าคัญของการสูญเสียฟัน กระบวนการเกิดรากฟันละลายนั้นมี
ระบบ RANK/RANKL/OPG มาเก่ียวข้อง (6 -8) เมื่ อเซลล์ไฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์มีการ
ตอบสนองต่อการท าลายของเนือ้เยื่อ จะเกิดการจบักนัระหว่างเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัต์
กบัเซลลท์ี่จะกลายเป็นเซลลอ์อสติโอคลาสทโ์ดยสรา้งโมเลกุลที่ใชใ้นการยึดเกาะของเซลล ์ (Cell-
cell adhesion molecules) จากนั้น เซลล์ไฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์จะสร้างโปรตีนเช่น 

Macrophage-colony stimulating factor (M-CSF), Tumor necrosis factor-α (TNF-α) แ ล ะ 
RANKL ซึ่งส่งผลต่อเซลลท์ี่จะกลายเป็นเซลลอ์อสติโอคลาสท ์ท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็น
เซลลท์ี่ Tartrate resistant acid phosphatase positive (TRAP+) ต่อมาเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็น
ยดึปรทินัตจ์ะเริ่มหดตวัและแยกออกจากกนัท าใหเ้กิดช่องว่างขึน้ เซลล ์TRAP+ จะมีการเคลื่อนมา
ที่บริเวณนั้นและรวมตัวกันเกิดเป็นเซลลอ์อสติโอคลาสท์(9) ปริมาณของเซลลอ์อสติโอคลาสท์ที่
เกิดขึน้นีเ้ป็นหนึ่งในปัจจยัที่ส  าคญัในกระบวนการละลายของรากฟัน 

สารละลายตวักลางที่เหมาะสมต่อการแช่ฟันควรมีคณุสมบติัคือ มีความเขม้ขน้ออสโมลา
ริตีแ้ละภาวะกรดด่างที่ใกลเ้คียงร่างกายมนุษย์ ปริมาณของแบคทีเรียนอ้ย มีสารอาหารที่จ  าเป็น 
ราคาไม่แพงและเขา้ถึงง่าย(10) ในปัจจุบนัมีสารละลายตวักลางที่ไดร้บัการแนะน าอย่างกวา้งขวาง 
คือนม สารละลายเกลือแฮงค ์(Hank’s balanced salt solution (HBSS)) น า้ลาย หรือน า้เกลือ(3) 
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คณุสมบติัของสารละลายเกลือแฮงค์เป็นสารละลายที่พฒันามาเพื่อรกัษาสภาพเซลลแ์ละเนือ้เยื่อ 
สามารถท าใหเ้ซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตม์ีการเจริญเติบโตไดดี้ แต่มีขอ้จ ากดัคือหาใชง้าน
ไดย้าก ส่วนใหญ่ใชใ้นหอ้งปฏิบัติการ และมีราคาแพง จึงแตกต่างจากนมที่หาง่าย ราคาไม่แพง 
และมีคุณสมบัติในการรกัษาความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์เช่นกัน (11) ใน
การศึกษาเก่ียวกับผลกระทบของสารละลายตัวกลางเหล่านีต่้อกระบวนการละลายของรากฟัน มี
การศึกษาของ Santos et al พบว่าเมื่อน าฟันของหนูที่แช่ในนมจืดไขมันเต็มและนมผงละลายน า้
เป็นเวลา 60 นาที และน ากลบัเขา้สู่กระดกูเบา้ฟัน พบการละลายรากฟันในกลุ่มนมจืดไขมันเต็ม 
38% และกลุ่มนมผงละลายน ้า 28%(12) ส่วนในการศึกษาของ Zhan et al ที่ท าการเลี ้ยงร่วม
ระหว่างแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู RAW 264.7 กับเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต์ที่ผ่าน
การแช่ในสารละลายเกลือแฮงค์หรือนม พบว่ามีจ านวนเซลลห์ลายนิวเคลียสที่ยอ้มติดสี TRAP 
(เซลลอ์อสติโอคลาสท)์ ในกลุ่มที่แช่ในนม 6 ชั่วโมง มากขึน้กว่ากลุ่มสารละลายเกลือแฮงคอ์ย่างมี
นยัส าคญั(13) 

นมผึง้เป็นผลิตภัณฑ์ที่ผลิตจากต่อมไฮโปฟาริงและต่อมแมนดิบูล่าของผึง้งาน (Apis 
mellifera) ที่มีลกัษณะขาวและขน้หนืด เป็นอาหารใหแ้ก่ราชินีผึง้ จากหลายการศกึษาพบว่านมผึง้
มีคุณสมบัติในการต่อตา้นเชือ้แบคทีเรีย ปรบัภูมิคุม้กันของร่างกาย ตา้นการอักเสบ ตา้นอนุมูล
อิสระ สามารถชะลอวัย ฟ้ืนฟูสุขภาพ และยังช่วยเรื่องกระบวนการหายของแผลอีกด้วย  
นอกจากนีย้ังพบว่านมผึง้มีประสิทธิภาพในการคงความมีชีวิตและการเพิ่มจ านวนของไฟโบรบ
ลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตไ์ดดี้(8) และยงัมีผลต่อกระบวนการสรา้ง-สลายกระดกูเช่นกนั โดยพบว่านมผึง้
มีผลต่อการเพิ่มจ านวนและการท างานของสารอลัคาไลนฟ์อสฟาเตส (Alkaline phosphatase) ใน
เซลลก์ระดูกเป็นผลท าใหเ้กิดการกระตุน้ใหส้รา้งกระดกูได้ในโรคปริทันตอ์กัเสบหรือโรคอ่ืนๆที่พบ
การท าลายกระดูก(14, 15) นอกจากนีน้มผึง้ยังมีโปรตีน Major royal jelly protein 3 ที่สามารถตา้น
การอักเสบโดยยับยั้งการสรา้งสารตั้งต้นการอักเสบ (Proinflammatory cytokine) ไดท้ั้ง Tumor 
necrosis factor-α (TNF-α), Interleukin-6 (IL-6) และ  Interleukin-1 (IL-1) โดยยับยั้ง TNF-α 
ได้มากที่สุด (16) ซึ่ง TNF-α เป็นหนึ่งในปัจจัยที่ท าให้เกิดการพัฒนาของเซลล์ออสติโอคลาสท ์
(Osteoclast differentiation)(17) 

จากการที่นมผึง้มีองคป์ระกอบเป็นสารที่น่าจะมีประสิทธิภาพในการกดการสรา้งเซลลอ์อ
สติโอคลาสท์ได้ ดังนั้นวัตถุประสงค์ของงานวิจัยครัง้นี ้คือเพื่อศึกษาผลของสารละลายนมผึง้ที่
ความเขม้ขน้ต่างๆต่อการเกิดเซลลอ์อสติโอคลาสท์และการท าหน้าที่สรา้งหลุมการละลายของ
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เซลลอ์อสติโอคลาสท์ในสภาวะจ าลองการหลุดของฟันออกจากเบา้ ขอ้มูลที่ไดจ้ากการศึกษานี ้
สามารถน าไปใชใ้นการพฒันานมผึง้เป็นสารละลายตวักลางต่อไป  

ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
ในการวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดต้ัง้ความมุ่งหมายไวด้งันี ้

1. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของนมผึง้ต่อการลดจ านวนของเซลลอ์อสติโอคลาสทใ์น
สภาวะจ าลองการหลดุของฟันออกจากเบา้ 

2. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของนมผึง้ต่อการท าหน้าที่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท์ที่
เกิดขึน้ในสภาวะจ าลองการหลดุของฟันออกจากเบา้ 

ความส าคัญของงานวิจัย 
ผลที่ไดจ้ากการศกึษานีท้  าใหท้ราบประสิทธิภาพของนมผึง้ที่ความเขม้ขน้ต่างๆต่อจ านวน

และการท าหนา้ที่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์ซึ่งจะส่งผลต่อความสามารถของนมผึง้ในการลดการ
เกิดกระบวนการละลายรากฟันที่เป็นภาวะแทรกซอ้นที่ รุนแรงและพบไดบ้่อยหลังการใส่ฟันกลับ
เขา้สู่กระดูกเบา้ฟันเดิม ซึ่งผลจากการทดสอบนีจ้ะท าใหไ้ดข้อ้มูลที่สามารถน าไปพฒันานมผึง้ให้
เป็นสารละลายตวักลางที่ดีต่อไปได ้

ขอบเขตของการวิจัย 
ประชากรที่ใช้ในการวิจัย 

เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัตข์องมนษุย ์
แมคโครฟาจเซลลไ์ลน ์RAW 264.7 ที่ผ่านการคดัแยกมาจากหน ู

กลุ่มตัวอย่างทีใ่ช้ในการวิจัย 
การเลีย้งร่วมระหว่างเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตแ์ละแมคโครฟาจเซลลไ์ลน ์

RAW 264.7 ที่เพาะเลีย้งในจานเลีย้งเซลลท์ี่มีการฉาบพืน้ผิวดว้ยสารสงัเคราะหเ์ลียนแบบกระดูก 
(Osteo Assay) 

ตัวแปรทีศ่ึกษา 
1. ตวัแปรอิสระ แบ่งเป็นดงันี ้

1.1 สารละลายเกลือแฮงค ์
1.2 นมจืดไขมนัเต็ม 
1.3 นมจืดไขมนัต ่า 
1.3 สารละลายนมผึง้ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ 
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2. ตวัแปรตาม ไดแ้ก่ 
2.1 จ านวนของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์
2.2 การท างานของเซลลอ์อสติโอคลาสทใ์นการสรา้งหลมุการละลาย 

กรอบแนวคิดวิจัย 
 
 
 

 

 

 

ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิดวิจยั 

สมมติฐานในการวิจัย 
นมผึง้มีประสิทธิภาพในการลดจ านวนและการท าหน้าที่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์ใน

สภาวะจ าลองการหลดุของฟันออกจากเบา้ 

 

 

 

 

 

 

 

สารละลายตวักลางที่น ามาเปรียบเทียบ 

 สารละลายเกลือแฮงค ์
 

จ านวนของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์

การท าหนา้ที่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์

นมจืดไขมนัเต็ม 

นมจืดไขมนัต ่า 

สารละลายนมผึง้ 
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บทที ่2  
เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

ในการวิจัยครัง้นี ้ผู ้วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง และไดน้ าเสนอตาม
หวัขอ้ต่อไปนี ้

1. การจัดการฟันแท้ที่หลุดออกจากกระดูกเบ้าฟัน และภาวะแทรกซอ้นหลังการ
รกัษา 

2. กลไกการเกิดรากฟันละลายหลงัจากการใสฟั่นกลบัเขา้สู่กระดกูเบา้ฟัน 
3. บทบาทของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตต่์อกระบวนการเจริญและพฒันา

ของเซลลส์ลายกระดกู (Osteoclastogenesis) 
4. สารละลายตวักลางและบทบาทในกระบวนการละลายของรากฟัน 
5. สารละลายนมผึง้ 
6. การประเมินการเกิดขึน้ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์
7. การประเมินการท าหนา้ที่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์

การจัดการฟันแท้ที่หลุดออกจากกระดูกเบ้าฟัน และภาวะแทรกซ้อนหลังการรักษา 
ฟันแทท้ี่หลดุจากกระดกูเบา้ฟันพบไดป้ระมาณ 0.5-3% ของการบาดเจ็บของฟันจากการ

เกิดอบุติัเหตุ โดยส่วนมากพบในเด็กอายุประมาณ 7-10 ปี ในฟันที่ปลายรากฟันยังไม่ปิด(10, 18, 19) 
ฟันแท้ที่หลุดจากกระดูกเบ้าฟันจะท าให้เกิดการท าลายส่วนประกอบต่างๆของฟันและอวัยวะ
ขา้งเคียง เช่น เอ็นยึดปริทันต ์เคลือบรากฟัน เนือ้เยื่อเหงือก โพรงประสาทฟัน ระบบเลือดและ
ระบบประสาทฉีกขาด เซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ถูกท าลาย ซึ่งล้วนมีความส าคัญต่อ
ความส าเร็จในการรกัษา(6, 10) การรกัษาความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตน์ัน้ควร
น าฟันกลบัเขา้สู่กระดกูเบา้ฟันใหเ้รว็ที่สดุ โดยจบับรเิวณตวัฟันและหลีกเลี่ยงการจบับรเิวณรากฟัน 
ถา้ฟันมีสิ่งสกปรกติดอยู่ใหล้า้งผ่านนม น า้เกลือ หรือน า้ลายของคนไขเ้บาๆ จากนัน้จึงสามารถใส่
ฟันกลบัเขา้ที่ไดโ้ดยตอ้งกดัผา้ไวใ้ห้ฟันคงต าแหน่งเดิม แต่ในทางปฏิบติัแลว้เราไม่สามารถน าฟัน
กลับเข้าสู่กระดูกเบ้าฟันได้ทันทีด้วยปัจจัยต่างๆเช่น สถานที่ ความรุนแรงในการเกิดอุบัติเหต ุ
รวมถึงความรูแ้ละสภาพจิตใจของผูป้ระสบอบุติัเหต ุเราจึงควรน าฟันใสไ่วใ้นสารละลายตวักลางที่
เหมาะสมที่หาไดใ้นบริเวณที่เกิดอบุติัเหตแุทนเช่น นม สารละลายเกลือแฮงค ์น า้ลาย (บว้นออกมา
ใสภ่าชนะไว)้ หรือน า้เกลือ โดยอย่าปลอ่ยใหฟั้นแหง้เพื่อคงสภาพความมีชีวิตของฟันเอาไว ้และรีบ
พบทนัตแพทยใ์หเ้รว็ที่สดุ(3)  
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การรกัษาฟันแทท้ี่หลุดจากกระดูกเบา้ฟันส่วนใหญ่มีภาวะแทรกซอ้นและการพยากรณ์
ของโรคไม่ดีนัก นอกจากการถูกท าลายของฟันและเนือ้เยื่อรอบฟันที่เป็นสาเหตุส  าคัญแลว้ ยังมี
ปัจจยัทัง้ภายนอกและภายในอ่ืนๆอีกเช่น สภาพปัจจบุนัของฟันแทท้ี่หลดุจากกระดกูเบา้ฟัน ระดบั
การเจริญเติบโตของรากฟัน สภาพของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต ์ระยะเวลาของฟันที่อยู่
ภายนอกช่องปาก สารละลายตวักลางที่ใชก้่อนน าฟันใสก่ลบัเขา้กระดกูเบา้ฟันเดิม วิธีการรกัษาที่
เลือกใช้หลังน าฟันกลับเขา้กระดูกเบ้าฟัน ชนิดของการยึดฟัน และระยะเวลาในการยึดฟัน ซึ่ง
ปัจจยัเหล่านีล้ว้นมีผลต่อความส าเร็จในการรกัษาทัง้สิน้ ซึ่งเมื่อเกิดเหตกุารณท์ี่ไม่สามารถแช่ฟัน
ในสารละลายตัวกลางก่อนน าฟันกลบัเขา้กระดูกเบา้ฟันเดิมได ้จะท าใหเ้กิดการตายของไฟโบรบ
ลาสทเ์อ็นยึดปรทินัตท์ี่ติดอยู่กบัรากฟันบางสว่นหรือทัง้หมด ส่งผลใหเ้กิดภาวะแทรกซอ้นภายหลงั
การรกัษาไปแลว้เป็นระยะเวลาหลายเดือนหรือเป็นปี โดยปัญหาที่พบไดบ้่อยคือ โพรงประสาทฟัน
ตาย คลองรากฟันตีบ การละลายรากฟันจากกระบวนการอกัเสบ (Inflammatory root resorption) 
และภาวะฟันยดึแข็ง (Ankylosis)(10, 20, 21) 

จากที่กล่าวมาขา้งตน้การน าฟันกลบัเขา้สู่กระดูกเบา้ฟันทันทีเป็นไปไดย้าก เนื่องจากมี
หลายปัจจยัที่เกิดขึน้ขณะเกิดอบุติัเหต ุสง่ผลต่อความส าเรจ็ในการรกัษาในระยะยาว ดงันัน้การแช่
ฟันในสารละลายตวักลางที่สามารถรกัษาความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตไ์วไ้ด้
ก่อนมารบัการรกัษาจึงเป็นสิ่งส าคัญ ซึ่งสารละลายตัวกลางที่ เหมาะสมจะมีความสามารถในการ
ลดผลกระทบการท าลายเนือ้เยื่อที่ผิวรากฟันและช่วยท าใหม้ีการพยากรณโ์รคที่ดีขึน้(22) 

กลไกการเกิดรากฟันละลายหลังจากการใส่ฟันกลับเข้าสู่กระดูกเบ้าฟัน 
การเกิดรากฟันละลายเป็นปัญหาแทรกซอ้นที่รุนแรงหลงัจากการใส่ฟันกลบัเขา้กระดูก

เบา้ฟันเดิม และมกัเกิดทัง้แบบละลายจากภายในและจากภายนอก การละลายรากฟันจากภายใน
เกิดจากกระบวนการอกัเสบภายในโพรงประสาทฟันท าใหเ้กิดการสูญเสียเนือ้ฟันและเคลือบราก
ฟันไปดว้ย การละลายรากฟันจากภายในนีจ้  าเป็นที่จะตอ้งไดร้บัการรกัษารากฟันทันที  ส่วนการ
ละลายรากฟันจากภายนอกจะเกิดขึน้ไดบ้่อยกว่า แบ่งออกไดเ้ป็น 3 ประเภท(23) ไดแ้ก่ 

1. การละลายรากฟันแบบแทนที่ (Replacement root resorption) หรือภาวะฟันยึด
แข็ง เป็นประเภทที่พบไดบ้่อยที่สุด มักเกิดขึน้จากเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ตายและมี
กระบวนการสลายกระดกูโดยเซลลอ์อสติโอคลาสทแ์ละสรา้งกระดกูขึน้บริเวณนัน้โดยเซลลอ์อสติ
โอบลาสท ์ผลสุดทา้ยจะเกิดการเชื่อมกันระหว่างฟันและกระดูกรอบรากฟัน การละลายรากฟัน
แบบแทนที่นัน้ถือเป็นการละลายท่ีไม่พงึประสงคม์ากที่สดุ(23, 24) 
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2. การละลายรากฟันจากกระบวนการอกัเสบ (Inflammatory root resorption) เป็น
ประเภทที่พบไดร้องลงมาจากแบบแรก บรเิวณที่เกิดขึน้จะมีลกัษณะเหมือนถูดกดักร่อน ซึ่งอาจท า
ใหเ้กิดการติดเชือ้และโพรงประสาทฟันตายได้ 

3. การละลายรากฟันที่ผิวฟัน  (Surface root resorption) จัดเป็นการหายของ
เนื ้อเยื่อปริทันต์ที่ดีประเภทหนึ่ง(23) กล่าวคือเซลลค์ลาสท์สามารถหยุดการละลายรากฟันด้วย
ตวัเองและเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัตส์ามารถสง่เสรมิการซ่อมแซมบรเิวณนัน้ไดอี้กดว้ย(24) 

การด าเนินไปของการละลายรากฟันแบบแทนที่จะขึน้อยู่กับระดับความเสียหายของ
เนื ้อเยื่อปริทันต์ขณะที่เกิดอุบัติเหตุและความมีชีวิตของเซลล์ไฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ที่
เหลืออยู่บนรากฟันนั้น แตกต่างจากการละลายรากฟันจากกระบวนการอักเสบ ซึ่งจะขึน้อยู่กับ
ระดบัความเสียหายของเนือ้เยื่อปรทินัตแ์ละแบคทีเรียที่พบในโพรงประสาทฟันและท่อเนือ้ฟัน(25) 

รากฟันละลายเกิดขึน้ได้จาก 2 สาเหตุคือ สาเหตุทางกายภาพ เช่น การหลุดของฟัน
น า้นม และสาเหตุจากพยาธิสภาพซึ่งเก่ียวขอ้งกับปัจจัยเฉพาะที่และปัจจัยทางระบบ เช่น การ
ประสบอบุติัเหต ุการจดัฟัน การหลดุของฟันน า้นมที่ผิดปกติ และการขยายขนาดของกอ้นเนือ้และ
ถุงน า้(26) เป็นผลท าใหเ้กิดการสูญเสียของเนือ้เยื่อแข็งคือ เนือ้ฟัน เคลือบรากฟัน และกระดูกเบา้
ฟัน กระบวนการเกิดการละลายของรากฟันจากทั้ง 2 สาเหตุเกิดขึน้เมื่อมีการท าปฏิกิริยากัน
ระหว่างเซลลอ์ักเสบ เซลล์สรา้ง-สลายกระดูก และเนือ้เยื่อแข็งของฟัน โดยถ้าเนื ้อเยื่อแข็งถูก
ท าลายหรือมีแรงมากระท าจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีภายในเนือ้เยื่อและเกิดเซลล์
ขนาดใหญ่หลายนิวเคลียส (Multinucleated giant cell) ซึ่งเซลลน์ีจ้ะไปท าให้เกิดกระบวนการ
ละลายรากฟันขึน้(27) 

กระบวนการสรา้ง-สลายกระดูก เป็นกระบวนการที่เก่ียวขอ้งกับเซลลอ์อสติโอบลาสต ์
และเซลลอ์อสติโอคลาสท ์ซึ่งถูกควบคมุโดยเอนไซม ์ฮอรโ์มน และระบบ RANK/RANKL/OPG ดงั
ภาพประกอบ 2 โดยมีหนา้ที่หลกัๆ ดงันี ้

1. RANK (Receptor activator of nuclear factor-kB) เป็นตัวรับที่ อยู่บนผิวของ
เซลล์ที่จะกลายเป็นเซลลอ์อสติโอคลาสต์ เช่น แมคโครฟาจ และโมโนไซต์ เป็นต้น เมื่อมีการ
เชื่อมต่อกนัของ RANK/RANKL จะท าใหเ้กิดการกระตุน้ใหเ้ซลลเ์จรญิไปเป็นเซลลอ์อสติโอคลาสท ์

2. RANKL (Receptor activator of nuclear factor-kB ligand) ผ ลิ ต ม า จ า ก     
เซลลอ์อสติโอบลาสต์ เมื่อไปเชื่อมต่อกับ RANK แล้ว จะสามารถกระตุ้นให้เกิดการสรา้ง การ
รวมตวั การพฒันา และการมีชีวิตอยู่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์
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3. OPG (Osteoprotegerin) ท าหน้าที่หลักในการยับยั้งไม่ให้เซลล์เจริญไปเป็น  
เซลลอ์อสติโอคลาสท ์ยับยัง้การท างานและกระตุน้ใหเ้กิดการตายของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์โดย
การขดัขวางการเชื่อมต่อของ RANK/RANKL(27) 

 

 

ภาพประกอบ 2 แสดงระบบ RANK/RANKL/OPG 

ที่ ม า : E. David Crawford. ( 2017) .  The potential role of follicle-stimulating 
hormone in the cardiovascular, metabolic, skeletal and cognitive effects associated with 
androgen deprivative therapy p. 6. 

ตาราง 1 เซลลข์องเนือ้เยื่อฟันที่พบการแสดงออกของ RANK/RANKL/OPG 

ยีน เซลลท์ีพ่บการแสดงออกของยีน 

RANK ออสติโอคลาสท ์โอดอนโตคลาสท ์เดนติโนคลาสท ์ซีเมนโตคลาสท ์โมโนไซต ์
และแมคโครฟาจ 

RANKL ออสติโอบลาสท ์โอดอนโตบลาสท ์ซีเมนโตบลาสท ์เซลลโ์พรงประสาทฟัน
(Dental pulp cells) และไฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัต ์ 

OPG ออสติโอบลาสท ์โอดอนโตบลาสท ์อะมีโลบลาสท ์(Ameloblast) และเซลล์
โพรงประสาทฟัน  

 

https://www.researchgate.net/profile/E_Crawford2
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หากมีการท าลายหรือรบกวนต่อกระดูก เนื ้อฟัน และผิวรากฟัน จะท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางเคมีภายในเนือ้เยื่อนั้นๆ ส่งผลให้มีการสรา้งเซลลห์ลายนิวเคลียสขึน้นั่นก็คือ 
เซลลค์ลาสท ์(Clast cell) เช่น ออสติโอคลาสท ์โอดอนโตคลาสท ์เดนติโนคลาสท์ และซีเมนโต
คลาสท ์ซึ่งเซลลค์ลาสทเ์หล่านีท้  าใหเ้กิดกระบวนการละลายของเนือ้เยื่อแข็งขึน้ จากตาราง 1 จะ
เห็นไดว้่าสามารถพบเซลลต่์างๆของเนือ้เยื่อฟันที่เก่ียวขอ้งกับระบบ  RANK/RANKL/OPG ตาม
พืน้ที่ที่เกิดการละลาย เช่น ซีเมนโตบลาสทพ์บเฉพาะที่บรเิวณผิวรากฟัน(27, 28) เป็นตน้ 

เมื่อมีการเชื่อมต่อกันของ RANK/RANKL แลว้ จากภาพประกอบ 3 โครงสรา้งภายใน
ของเซลลอ์อสติโอคลาสทจ์ะเปลี่ยนแปลงพรอ้มที่จะละลายกระดกู เริ่มมีการสรา้งรอยต่อของเซลล ์
(Tight junction) ระหว่างผิวกระดกูและฐานของเนือ้เยื่อ (Basal membrane) มีลกัษณะขรุขระ ยื่น
ออก และเวา้เขา้คลา้ยนิว้มือ (Ruffled border) เพื่อเพิ่มพืน้ที่ผิวและเกิดเป็นบริเวณปิด (Sealing 
zone) ขึน้ จากนัน้เซลลอ์อสติโอคลาสทจ์ะหลั่งกรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) เพื่อสลาย
สารอนินทรีย์ ผ่าน Vacuolar ATPase (V-ATPase a3) และท าการแลกเปลี่ยนคลอไรด์ผ่าน 
Chloride-proton antiporter (CIC-7) และหลั่งโปรตีเอส (Proteases) เช่น Cathepsin K (CATK) 
และ Matrix metalloproteinase (MMP) เขา้ไปในหลมุการละลาย เพื่อสลายสารอินทรีย ์เอนไซม์
จะสลายกระดูกและปล่อยสารต่างๆที่สลายออกนอกหลุมการละลาย เพื่อไปกระตุ้นการสรา้ง
กระดกูต่อไป(29, 30) 

 

ภาพประกอบ 3 การเกิดการละลายกระดกู 

ที่มา: Boyle WJ. (2003). Osteoclast differentiation and activation p. 339. 

เซลลอ์อสติโอคลาสท์ที่ เกิดขึน้อาจมีการสูญเสียการท างานในการละลายกระดูกได ้
เนื่องจากเซลลอ์อสติโอคลาสทม์ีลกัษณะที่ปรากฎ (Phenotype) แตกต่างกันออกไป ยกตัวอย่าง
เช่น เซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่ถูกยับยัง้ไม่ใหม้ีการหลั่งกรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) จาก
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การสูญเสียการท างานบริเวณ V-ATPase a3 หรือ CIC-7 ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคถ่ายทอดทาง
พันธุกรรมอย่างหนึ่ง คือโรคกระดูกหนา (Autosomal recessive osteopetrosis) ได ้หรือการขาด 
CATK ไป ท า ให้ เกิ ด โรคท า งพั น ธุ ก รรม ที่ มี ม วล ก ระดู ก ห น าแน่ น แ ต่ ก ระ ดู ก เป ราะ 
(Pycnodysostosis)  มีการศึกษาเพื่อประเมินผลจากการยับยั้งการท างานของเซลล์ออสติโอ
คลาสทโ์ดยดูจากรูปร่างของหลุมการละลาย โดยยับยัง้การหลั่งกรดและยับยัง้  CATK พบว่าการ
ยบัยัง้การหลั่งกรดมีผลต่อการละลายทัง้สารอินทรียแ์ละอนินทรีย ์แต่ยงัเกิดหลมุการละลายขึน้ได ้
แต่ถา้ยบัยัง้ CATK จะท าใหเ้กิดการละลายของสารอนินทรีย ์ในขณะที่การละลายของสารอินทรีย์
จะถูกยบัยัง้อย่างเต็มประสิทธิภาพ หลมุการละลายที่เกิดขึน้จะพบสารอินทรียท์ี่ไม่ละลายอยู่(30) ดงั
ภาพประกอบ 4 

 

ภาพประกอบ 4 แสดงหลมุการละลายของเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ัง้ในภาวะปกติและการยบัยัง้การ
หลั่งกรดและ CATK 

ที่ มา : Neutzsky-Wulff. (2010). Alterations in osteoclast function and phenotype 
induced by different inhibitors of bone resorption-implications for osteoclast quality p. 
10. 
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บทบาทของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตต์่อกระบวนการเจริญและพัฒนาของเซลล์
สลายกระดูก 

นอกเหนือจากปฏิกิริยาระหว่างเซลลอ์อสติโอคลาสท์และเซลล์ออสติโอบลาสท์แล้ว 
เซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ก็มีส่วนในกระบวนการเจริญและพัฒนาของเซลลอ์อสติโอ
คลาสทเ์ช่นกนั เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปริทนัตม์ีลกัษณะหวัทา้ยปลายเรียวแหลมและยาว มีตน้
ก าเนิดมาจากเนือ้เยื่อเอกโตมีเซนไคมอล (Ectomesenchymal tissue) จากถุงหุม้หน่อฟัน เซลล์
ไฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตเ์ป็นตัวเชื่อมระหว่างผิวเคลือบรากฟันและกระดูกเบา้ฟัน  ในภาวะ
อกัเสบเรือ้รงัอย่างเช่นในโรคปริทนัต ์เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัตจ์ะเปลี่ยนลกัษณะที่ปรากฏ
ออกมา (Phenotype) โดยการส่งเสรมิการตอบสนองการท าลายของเนือ้เยื่อ (Tissue-destructive 
responses) มีผลท าให้เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต์เกิดการหลั่งสารตั้งตน้ของการอักเสบ 
(Proinflammatory cytokines and chemokines) จับกับตัวรบับนเซลลท์ี่จะกลายไปเป็นเซลลอ์อ
สติโอคลาสท ์ท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลลอ์อสติโอคลาสทไ์ด ้โดยมีขัน้ตอนตามล าดับ
ดงันี ้

1. เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตจ์ะเลือกและดึงดดูเซลลท์ี่จะกลายเป็นเซลลอ์อ
สติโอคลาสท์ก่อน จากนั้นจะสร้างโมเลกุลที่ใช้ในการยึดเกาะของเซลล์ (Cell-cell adhesion 
molecules) เช่น  Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) เป็นต้น  เพื่ อจับกันไว้ โดยมี
การศึกษาของ Bloemen et al ไดท้ าการเลีย้งร่วมระหว่างเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตแ์ละ
เซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดียว (Peripheral blood mononuclear cells) เมื่อท าการวัด
ระดับ mRNA ของโมเลกุลการยึดเกาะ (Adhesion molecule) พบว่าระดับ mRNA ของ ICAM-1 
เพิ่มขึน้ 10 เท่า(31) 

2. หลงัจากท่ีเซลลจ์บักนัแลว้เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัตจ์ะสรา้งโปรตีนที่มีผล
ต่อการเจริญและพัฒนาของเซลล์สลายกระดูก (Osteoclastogenesis-stimulatory signalling 

molecules) เช่น Macrophage-colony stimulating factor (M-CSF), Tumor necrosis factor-α 

(TNF-α) และ RANKL เป็นตน้(31) เซลลท์ี่จะกลายเป็นเซลลอ์อสติโอคลาสทจ์ึงมีการเปลี่ยนแปลง
ไปเป็นเซลลท์ี่ Tartrate resistant acid phosphatase positive (TRAP+)  

3. จากนั้นเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตม์ีการหดตัวและแยกออกจากกันเกิด
ช่องว่างขึน้ที่พืน้ผิวจานเลีย้ง เซลล ์TRAP+ ไดม้ีการเคลื่อนยา้ยมาที่บริเวณนัน้ และรวมตัวกันจน
กลายเป็นเซลลห์ลายนิวเคลียส TRAP+ ซึ่งคือเซลลอ์อสติโอคลาสท์(9, 31, 32) ดงัภาพประกอบ 5 และ 
6 



  12 

 

ภาพประกอบ 5 ขัน้ตอนการเกิดเซลลอ์อสติโอคลาสทจ์ากปฏิกิรยิาเซลลแ์ละเซลล ์

ที่ ม า : Sokos D. (2015). Role of periodontal ligament fibroblasts in 
osteoclastogenesis: a review p. 153. 

 

ภาพประกอบ 6 การหดตวัของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัตท์ าใหเ้กิดพืน้ที่ว่าง (เสน้ประ) 
และการเกิดการรวมตวักนัของเซลล ์TRAP+ (ลกูศรสีขาว) 

ที่มา : Veerle B. (2011). IL-1β favors osteoclastogenesis via supporting human 
periodontal ligament fibroblasts p. 1895. 
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อย่างไรก็ตามแมก้ารรวมตัวกันของโมโนไซต ์(Monocyte) หรือเซลลต์น้ก าเนิดแมคโคร
ฟาจ (Macrophage lineage) ท าใหเ้กิดเซลลข์นาดใหญ่หลายนิวเคลียสขึน้แต่อาจไม่ไดเ้ป็นเซลล์
ออสติโอคลาสทเ์สมอไป นอกเหนือจากเซลลอ์อสติโอคลาสทย์งัมีเซลลข์นาดใหญ่หลายนิวเคลียส
ชนิดอ่ืนเช่น Langhans giant cell และ Foreign-body giant cell (FBGCs) ซึ่งสามารถแยกแยะ
เซลล์เหล่านี ้ได้ตามการเรียงตัว ส่วนประกอบของเซลล์และการท าหน้าที่ของมัน (33, 34) ความ
แตกต่างระหว่างเซลลอ์อสติโอคลาสทแ์ละเซลลข์นาดใหญ่หลายนิวเคลียสอ่ืนๆแยกไดด้ว้ยการ
แสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล ์(Cell surface marker) เช่น การแสดงออกของ TRAP โดยจะ
พบการแสดงออกของโมเลกุล TRAP บนผิวเซลลอ์อสติโอคลาสทม์ากกว่าเซลลข์นาดใหญ่หลาย
นิวเคลียสอ่ืนๆ เป็นตน้(35) รายละเอียดแสดงตามตาราง 2 ดงันัน้การจ าแนกเซลลข์นาดใหญ่หลาย
นิวเคลียสนัน้จึงไม่สามารถดูเพียงรูปร่างได ้แต่ตอ้งมีการดูการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์
และหนา้ที่ของเซลลด์ว้ย โดยมีการศกึษาของ Harkel et al ที่ท าการเปรียบเทียบการละลายกระดกู 
การเกิดขึน้ของวงแอกติน และการสรา้ง Ruffled border ของเซลลอ์อสติโอคลาสทแ์ละ FBGCs 
โดยพบว่า FBGCs มีขนาดและรูปร่างของวงแอกตินและสรา้งบริเวณปิดไดเ้หมือนเซลลอ์อสติโอ
คลาสท์แต่จะไม่สามารถสรา้ง Ruffled border ได้ ซึ่งเป็นเหตุให้ FBGCs ไม่สามารถละลาย
เนือ้เยื่อกระดกูไดแ้ต่สามารถละลายแรธ่าตบุนผิวกระดกูไดซ้ึ่งแตกต่างจากเซลลอ์อสติโอคลาสท์(36) 

ตาราง 2 การแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ออสติโอคลาสท์และเซลล์ขนาดใหญ่หลาย
นิวเคลียส (+ คือมีการแสดงออก +++ คือมีการแสดงออกมาก – คือไม่มีการแสดงออก +/- คือบาง
การศกึษามีการแสดงออกแต่บางการศึกษาไม่พบการแสดงออก) 

การแสดงออกของโมเลกลุบนผิว
เซลล ์(Cell surface marker) 

การแสดงออกของเซลล ์     
ออสติโอคลาสท ์

การแสดงออกของเซลล์
ขนาดใหญ่หลายนิวเคลียส 

TRAP +++ + 

RANK +++ - 

Cathepsin K +++ +/- 
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สารละลายตัวกลางและบทบาทในกระบวนการละลายของรากฟัน 
สารละลายตัวกลางคือของเหลวที่มีไว้แช่ฟันที่หลุดออกจากเบ้าฟัน คุณสมบัติของ

สารละลายตวักลางที่ดีจะช่วยในการคงสภาพการมีชีวิตและหนา้ที่ของเซลล์ไฟโบรบลาสทเ์อ็นยึด
ปรทินัตไ์ว ้รวมถึงคงความมีชีวิตของเซลลโ์พรงประสาทฟันดว้ย โดยคณุสมบติัที่เหมาะสม ไดแ้ก่ มี
สารที่มีลกัษณะจ าเพาะต่อการรอดชีวิตของเซลล ์มีความเขม้ขน้ออสโมลาริตีแ้ละมีค่าความเป็น
กรด-ด่างเท่ากับในร่างกาย มีสารต้านอนุมูลอิสระ มีปริมาณของแบคทีเรียน้อยหรือไม่มีเลย มี
สารอาหารต่างๆที่ เหมาะสม ไม่กระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี้ มี
ความสามารถในการตา้นทานจุลชีพ ควรหาและใชง้านไดง้่ายในสถานการณฉ์ุกเฉิน ราคาถูก และ
มีอายุการใชง้านนาน(8, 10, 21, 22) ในปัจจุบนันมและสารละลายเกลือแฮงคเ์ป็นสารละลายตัวกลางที่  
International Association of Dental Traumatology (IADT) แนะน าให้ใช้  โดยถ้าแช่ ฟั น ใน
สารละลายเหล่านีเ้ป็นเวลานอ้ยกว่า 60 นาที จะท าใหค้งความมีชีวิตของเซลล์ไฟโบรบลาสทเ์อ็น
ยดึปรทินัตไ์วไ้ดบ้างสว่น(3) 

สารละลายเกลือแฮงค์ (Hank’s balanced salt solution (HBSS)) เป็นสารละลายที่
พัฒนามาเพื่อรกัษาสภาพเซลลแ์ละเนือ้เยื่อไดน้านถึง 24 ชั่วโมง มีสารเมแทบอไลตแ์ละน า้ตาล
กลโูคสที่จ  าเป็นต่อเซลล ์มีความเขม้เขน้ออสโมลาริตี ้280 มิลลิออสโม/กิโลกรมั และค่าความเป็น
กรด-ด่าง 7.4 ถือเป็นคณุสมบติัในอดุมคติ สารละลายเกลือแฮงคช์่วยท าใหเ้ซลลเ์จรญิเติบโต และ
สามารถคงสภาพการมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตไ์ดห้ลายชั่วโมง โดยถา้แช่ฟันใน
สารละลายเกลือแฮงค์เป็นเวลา 30 นาที จะมีอัตราความส าเร็จสูงถึง 90% ประสิทธิภาพของ
สารละลายเกลือแฮงค์ในการคงความมีชีวิตและการเพิ่มจ านวนของเซลลน์ัน้อยู่ในระดับที่ดีมาก 
อย่างไรก็ตามการใชง้านสารละลายเกลือแฮงคใ์หเ้กิดประสิทธิภาพที่ดีนัน้ จะเหมาะกบัการเตรียม
เพื่อใช้ทันทีในห้องปฏิบัติการที่มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งน ามาประยุกต์ใช้ได้ยากใน
สภาพแวดลอ้มที่เกิดอุบัติเหตุ ต่อมาจึงมีการผลิตสารละลายตัวกลางที่มีส่วนประกอบหลักคือ
สารละลายเกลือแฮงคท์ี่มีชื่อผลิตภณัฑท์างการคา้ว่า Save-A-Tooth® เป็นชดุเครื่องมือที่ออกแบบ
มาเพื่อใชใ้นการเก็บรกัษาฟันที่หลุดออกมาจากกระดูกเบา้ฟันโดยเฉพาะ แต่ประสิทธิภาพการใช้
งานยงัต ่ากว่าสารละลายเกลือแฮงคแ์บบมาตรฐาน (ที่ใชใ้นหอ้งปฏิบติัการ) แมว้่าสารละลายเกลือ
แฮงคจ์ะมีคุณสมบติัที่ดีมาก แต่ดว้ยขอ้จ ากัดของการน ามาใชง้านและราคาที่แพง ท าใหไ้ม่ไดร้บั
การใชง้านอย่างแพรห่ลายในชีวิตประจ าวนั(4, 8, 11, 22)  

เมื่อสารละลายเกลือแฮงค์หาใช้งานได้ยาก สารละลายที่แนะน าตัวต่อมาคือนม 
เนื่องจากมีความเขม้เขน้ออสโมลาริตี ้270 มิลลิออสโม/กิโลกรมั และค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.5-
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7.2 ซึ่งเป็นค่าที่เหมาะสมต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปริทนัต ์ไม่มีแบคทีเรียหรือมีจ านวนนอ้ย มี
โกรทแฟคเตอรแ์ละสารอาหารที่จ  าเป็นต่อเซลล ์มีกรดอะมิโนและวิตามินที่ท าหนา้ที่ยบัยัง้เอนไซม์
ที่จะมาท าลายเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปริทนัต ์ในระดบัเซลลน์ัน้นมถือว่ามีประสิทธิภาพในการ
คงความมีชีวิตของเซลลแ์ละการแบ่งจ านวนเพิ่มเซลลใ์กลเ้คียงกับสารละลายเกลือแฮงค์ (11) มี
การศึกษาพบว่านมเหมาะแก่การเป็นสารละลายตัวกลางระยะสั้นเมื่อเทียบกับสารละลายเกลือ
แฮงค ์โดยที่นมสามารถรกัษาความมีชีวิตของเซลลไ์ดแ้ค่ 2 ชั่วโมงแตกต่างจากสารละลายเกลือ
แฮงคท์ี่สามารถแช่ฟันไวไ้ดน้านถึง 96 ชั่วโมง(12) นอกจากขอ้ดีของนมที่กลา่วมาแลว้ยงัมีการศึกษา
ที่พบว่าปริมาณแคลเซียมที่สงูในนมสามารถไปกระตุน้การเปลี่ยนสภาพของเซลลต์น้ก าเนิดไฟโบ
รบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต์ใหก้ลายไปเป็นเซลลส์รา้งกระดูกได ้และมีการศึกษาเก่ียวกับการละลาย
ของกระดูกแสดงให้เห็นว่าระดับแคลเซียมที่สูงสามารถไปยับยั้งการท างานของเซลลอ์อสติโอ
คลาสทไ์ดอี้กดว้ย(6) อย่างไรก็ตามนมแต่ละชนิดมีประสิทธิภาพที่แตกต่างกนั จากหลายการศึกษา
พบว่าการแช่ฟันในนมที่มีอุณหภูมิต ่าหรือในนมจืดไขมันต ่าเป็นตัวเลือกที่ดีในการรกัษา และนม
ควรมีความสดใหม่ดว้ย ในปัจจุบนัมีการน าผลิตภณัฑท์างธรรมชาติมากมายมาศึกษาเพื่อพัฒนา
เป็นสารละลายตวักลางที่ใชใ้นการแช่ฟัน แต่ดว้ยที่นมมีราคาถูก มีสารอาหารมากมาย และหาได้
ทั่วไป ท าใหน้มถกูเลือกมาใชใ้นชีวิตประจ าวนัมากกว่าสารละลายตวักลางอื่น(5) 

ส่วนผลิตภัณฑ์ตามธรรมชาติอ่ืนๆ ที่ ใช้เป็นสารละลายตัวกลางได้แก่ พรอพโพลิส 
(Propolis) น า้มะพรา้ว ไข่ขาว และเจลว่านหางจระเข ้ซึ่งสารละลายตวักลางเหลา่นีส้ามารถรกัษา
ความมีชีวิตของเซลลไ์วไ้ด ้รวมถึงหาไดง้่าย ไม่แพง และมีอายุการใชง้านนาน (4, 5, 37) มีการศึกษา
ของ Babaji et al ที่ศึกษาความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตใ์นสารละลายเกลือ
แฮงค ์พรอพโพลิส เจลว่านหางจระเข ้และน า้ทบัทิม พบว่าพรอพโพลิสสามารถคงความมีชีวิตของ
เซลล์ไว้ได้มากที่สุด รองลงมาคือ สารละลายเกลือแฮงค์ เจลว่านหางจระเข้ และน ้าทับทิม 
ตามล าดบั ผลการศึกษานีส้นับสนุนความเป็นไปไดท้ี่จะน าผลิตภัณฑจ์ากธรรมชาติทัง้ 3 ชนิดมา
เป็นสารละลายตัวกลางได้(10) และยังมีการศึกษาที่น าฟันของหนูแช่ในไข่ขาว สารละลายเกลือ
แฮงคแ์ละนม หลงัจากน าฟันกลบัเขา้สูก่ระดกูเบา้ฟันพบว่าชัน้ของเนือ้เยื่อเอ็นยดึปรทินัตใ์นกลุม่ไข่
ขาวมีความหนามากกว่ากลุ่มที่แช่ในสารละลายเกลือแฮงคแ์ละนมตามล าดบั อีกทัง้ยังไม่พบการ
เกิดฟันยดึแข็งอีกดว้ยเมื่อเทียบกบักลุม่สารละลายเกลือแฮงคแ์ละนม(37)  

อย่างไรก็ตามการศกึษาผลของสารละลายตวักลางเหลา่นีต่้อกระบวนการละลายของราก
ฟันยงัมีอยู่จ  ากดั โดยมีการศึกษาที่ทดลองในหอ้งปฏิบติัการไดท้ าการเลีย้งรว่มระหว่างเซลลไ์ฟโบ
รบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตแ์ละแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู RAW 264.7 เพื่อเปรียบเทียบผลของ
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การเจริญและการพฒันาของเซลลส์ลายกระดกู (Osteoclastogenesis) ในสารละลายเกลือแฮงค์
และนม พบว่ามีจ านวนเซลลห์ลายนิวเคลียส TRAP+ มากขึน้ในเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัต์
ที่แช่ในนม 6 ชั่วโมง ซึ่งมากกว่าสารละลายเกลือแฮงคอ์ย่างมีนัยส าคัญ (13) และมีการศึกษาที่ท า
การทดลองในสิ่งมีชีวิตในการเปรียบเทียบสารละลายตวักลางต่างๆในกระบวนการละลายของราก
ฟัน Dos Santos et al พบว่าเมื่อน าฟันของหนูที่แช่ในนมจืดไขมันเต็มและนมผงละลายน า้เป็น
เวลา 60 นาที และน ากลบัเขา้สู่กระดกูเบา้ฟัน พบการละลายรากฟันในกลุ่มนมจืดไขมนัเต็ม 38% 
และกลุ่มนมผงละลายน า้ 28%(12) นอกจากนี ้Trope et al ยงัท าการเปรียบเทียบสารละลายเกลือ
แฮงค์ นม และสารละลาย Viaspan เพื่อดูกระบวนการหายของเยื่อปริทันต์ และกระบวนการ
ละลายรากฟันหลงัการน าฟันกลบัเขา้สู่กระดูกเบา้ฟันเดิมในสุนขั พบว่าเมื่อแช่ฟันในสารละลาย
เกลือแฮงคน์าน 36, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง พบว่าที่ 36 ชั่วโมงจะเริ่มพบการเกิดการละลายรากฟัน
แบบแทนที่ 21.91% แต่ไม่พบการละลายรากฟันจากกระบวนการอักเสบ เมื่อแช่ฟันในนม  6, 12,  
24 และ 36 ชั่วโมง พบว่าที่ 6 ชั่วโมงจะเริ่มพบการเกิดการละลายรากฟันแบบแทนที่ 1.28% และ
การละลายรากฟันจากกระบวนการอักเสบ 11.14% และเมื่อแช่ในสารละลาย Viaspan พบว่ามี
อตัราการละลายรากฟันแบบแทนที่  26.11%, 33.33% และ 26.07% ในช่วงเวลา 24, 36 และ 48 
ชั่วโมง ตามล าดับ และการละลายรากฟันจากกระบวนการอักเสบจะพบในช่วงเวลา 48 ชั่วโมง 
จากการศึกษาขา้งตน้นีจ้ะเห็นไดว้่าสารละลายเกลือแฮงคย์งัคงมีประสิทธิภาพสูงสุดเมื่อเทียบกับ
สารละลายชนิดอ่ืนที่ทดสอบ(25)  

ตาราง 3 ตวัอย่างการศกึษาสารละลายตวักลางชนิดต่างๆ 

Study 
model 

Media tested Method of assessment Recommended 
media 

Authors, ref No 

In vitro 
(PDLF) 

HBSS 
SK 

RJ100 
RJ500 
RJ900 

Cell viability,  
Cell proliferation 

SK, RJ Sricholpech et 
al(8) 
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ตาราง 3 (ต่อ) 

Study 
model 

Media tested Method of assessment Recommended 
media 

Authors, ref No 

In vitro 
(PDLF) 

SK 
HBSS 

Tap water 

Cell viability,  
Osteogenic 

differentiation 

SK Wang et al(38) 

In vitro 
(PDLF) 

HBSS 
Propolis 

Aloe vera 
Pomegranate 

juice 

Cell viability 
 

Propolis, Aloe 
vera, 

Pomegranate 
juice 

Babaji et al(10) 

In vitro 
(PDLF) 

HBSS 
WM 
SK 

Almond milk 

Cell viability,  
Cell proliferation,  
Collagen matrix 

analysis 

SK Sinpreechanon et 
al(39) 

In vitro 
(PDLF) 

HBSS 
Propolis 

Apoptosis assay,  
Cell proliferation 

Propolis Gjertsen et al(40) 

In vitro 
(PDLF) 

HBSS 
WM 

Cell viability,  
Immunofluorescence 

analysis 

HBSS, WM Bag et al(6) 

In vitro 
(PBMCs) 

Propolis Osteoclast formation,  
Actin ring formation,  

rPCR,  
Resorption pit assay 

Propolis Wimolsantirungsri 
et al(7) 

In vitro 
(PDLF, 
RAW 

264.7) 

HBSS 
WM 

α-MEM 

Osteoclast formation,  
rPCR 

HBSS Zhan et al(13) 
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ตาราง 3 (ต่อ) 

Study 
model 

Media tested Method of assessment Recommended 
media 

Authors, ref No 

In vivo 
(Rat) 

Propolis 
WM 

Microscopic analysis Propolis Mori et al(41) 

In vivo 
(Rat) 

HBSS 
WM 

Egg white 

Radiographic, 
Histological and 

immunohistochemical 
methods 

Egg white Hasan et al(42) 

In vivo 
(Rat) 

Sweet whey 
WM 

Histological and 
histomorphometric 

analyses 

WM Correa et al(43) 

In vivo 
(Rat) 

Powdered 
milk 
WM 

Histomorphological 
analysis 

Powdered milk, 
WM 

Santos et al(12) 

In vivo 
(Dog) 

Viaspan 
WM 

HBSS 

Histological analysis Viaspan, HBSS Trope et al(25) 

สารละลายนมผึง้ 
นมผึง้เป็นผลิตภัณฑท์างธรรมชาติจากผึง้ สกัดจากต่อมไฮโปฟาริงและต่อมแมนดิบูล่า

ของผึง้งาน (Apis mellifera) มีลกัษณะสีเหลืองขาวขน้หนืด นมผึง้ถือว่าเป็น Superfood ส าหรบั
การเจรญิเติบโตของราชินีผึง้ (ภาพประกอบ 7) ซึ่ง Superfood นีท้  าใหร้าชินีผึง้มีขนาดใหญ่กว่าผึง้
งานทั่วไป 2 เท่า มีระบบสืบพันธุ์ที่ ดีและอายุยืนยาวกว่าผึง้ตัวอ่ืนๆ (ประมาณ 5-6 ปี) นมผึง้
ประกอบดว้ยน า้ (50-60%) โปรตีน (18%) น า้ตาล (15%) ไขมัน (3-6%) เกลือแร่ (1.5%) วิตามิน
ต่างๆ เช่น Riboflavin (วิตามิน B2), Thiamin (วิตามิน B1), Niacin (วิตามิน B3), Folic acid, 
Biotin และ Pyridoxine และยังมีส่วนประกอบของวิตามิน C, D, A และ E  ในปริมาณเล็กน้อย 
รวมถึงกรดอะมิโนและแร่ธาตุต่างๆอีกดว้ย นอกจากนีย้ังมีกรดไขมัน 10-Hydroxy-2-Decenoic 
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acid (10H2DA) ที่มีคุณสมบติัช่วยส่งเสริมการท างานของระบบภูมิคุม้กัน (Immunomodulatory 
properties)(8, 14, 44-46) ซึ่งจากการวิเคราะหโ์ปรตีนในนมผึง้พบว่ากว่า 80% เป็น Major royal jelly 
proteins (MRJPs) ประกอบด้วย MRJP1-9 โดยมีสัดส่วน MRJP1 46%, MRJP2 11%, MRJP3 
13% และที่ เหลืออีก 30%(47) ซึ่งแต่ละชนิดมีประโยชน์แตกต่างกัน  มีการศึกษาเปรียบเทียบ 
MRJP1, 2 และ 3 ในประสิทธิภาพการเพิ่มจ านวนเซลลน์ า้เหลืองของมนุษย์ (Jurkat cells) และ
เซลลเ์ยื่อบุผิวล าไสเ้ล็กของหน ู(IEC-6) พบว่า MRJP1 ที่เป็นโปรตีนหลกัมีประสิทธิภาพในการเพิ่ม
จ านวนของเซลล์มากกว่า  MRJP2 และ 3(48) อย่างไรก็ตามมีการศึกษาว่า Carboxyl-terminal 
penta-peptide repeat (TPR) ที่พบเฉพาะใน MRJP3 มีประสิทธิภาพในการเพิ่มจ านวนของเซลล์
เม็ดเลือดขาวของมนุษย์ (THP-1) และเซลลต์้นก าเนิดจากเซลลไ์ตลิง (Vero cell) ได้เช่นกัน(47) 
นอกจากนีน้มผึง้ยังมีฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนๆอีกมากมาย เช่น ตา้นจุลชีพ เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ 
ตา้นมะเร็ง สารแกแ้พ ้ส่งเสริมระบบประสาท สามารถชะลอวัยและฟ้ืนฟูสุขภาพ จากประโยชน์
มากมายของนมผึง้ ปัจจบุนัจึงนิยมน ามาท าเป็นอาหารเสริมเพื่อบริโภค (46) มีการศึกษาของ Fuji et 
al รายงานว่าเมื่อมีภาวะอกัเสบระยะเฉียบพลนั (Acute phase of inflammation) จะมีการซมึผ่าน
ของเสน้เลือดฝอยเพิ่มขึน้ ท าใหเ้กิดการบวมน า้ (Edema) นมผึง้สามารถไปยบัยัง้ไม่ใหเ้กิดการซึม
ผ่านของเสน้เลือดฝอยเหมือนกับยาตา้นการอกัเสบได ้และยังสามารถลดการสรา้งเนือ้เยื่อแกรนู
เลชั่น (Granulation tissue) ในภาวะอกัเสบระยะเรือ้รงั (Chronic phase of inflammation) ไดอี้ก
ดว้ย(49) 

 

ภาพประกอบ 7 นมผึง้ที่อยู่รอบๆเป็นสารอาหารแก่ตวัอ่อนราชินีผึง้ 

ที่ ม า : Mozafar K. (2017). New finding on biological actions and clinical 
applications on royal jelly: A review p. 2. 
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การศึกษาของ Hidaka et al พบว่านมผึง้มีฮอรโ์มนเอสโตรเจนอ่อนๆ สามารถป้องกนัโรค
กระดูกพรุนในหนูที่ตัดรงัไข่ออกทั้งสองข้าง ซึ่งโรคกระดูกพรุนและโรคปริทันต์อักเสบมีความ
สอดคลอ้งกนัในเรื่องของการสลายของกระดกู(45) และยงัมีการศึกษาของ Narita et al พบว่านมผึง้
หรือส่วนประกอบบางอย่างในนมผึง้สามารถกระตุน้การสรา้งคอลลาเจนชนิดที่ 1 และสามารถท า
ใหเ้กิดปฏิกิรยิาอ่ืนๆในกระดกูผ่านเซลลอ์อสติโอบลาสทไ์ด ้ผลจากการศึกษานีท้างผูว้ิจยัแนะน าว่า
นมผึง้สามารถน ามาผลิตเป็นอาหารเสริมตัวใหม่เพื่อป้องกนัโรคกระดูกพรุนได้(15) โดยสอดคลอ้ง
กบัการศึกษาของ Dhanesuan et al ที่พบว่านมผึง้มีผลต่อการเพิ่มจ านวนและการท างานของสาร
สกัดอัลคาไลนฟ์อสฟาเตสในเซลลก์ระดูก ซึ่งส่งผลดีต่อการกระตุน้การสรา้งกระดูกในการรกัษา
โรคปริทันต์อักเสบหรือโรคอ่ืนๆที่พบการท าลายกระดูก และนอกจากนีย้ังพบว่านมผึง้ที่ความ
เข้มขน้ 100, 500 และ 1000 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร มีผลต่อการเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบ
ลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ 116.37%, 142.17% และ 139.84% ตามล าดับ ในขณะที่นมผึง้ที่ความ
เขม้ขน้ 5000 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร มีผลท าใหม้ีปริมาณเซลลล์ดลงเหลือ 69.03%  แสดงใหเ้ห็น
ว่าความเขม้ขน้ของนมผึง้ที่มากเกินไปจะมีผลต่อการยบัยัง้การเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบลาสท์
เอ็นยดึปริทนัต์(14) ส่วนในการศกึษาที่น าสารละลายนมผึง้มาทดสอบคณุสมบติัการเป็นสารละลาย
ตัวกลางในการแช่ฟันยังมีนอ้ย แต่จากการสืบคน้งานวิจัยพบว่าในการศึกษาที่ก าลงัรอพิจารณา
ตีพิมพข์อง Sricholpech et al มีการน าสารละลายนมผึง้ความเขม้ขน้ต่างๆ (100, 500 และ 900 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร) สารละลายเกลือแฮงค ์และนมจืดไขมันต ่ามาใชเ้ป็นสารละลายตัวกลาง
โดยท าการดูดอาหารเลีย้งเซลลอ์อกทิง้ไวเ้ป็นเวลา 5 นาทีเพื่อจ าลองสภาวะการหลุดของฟัน 
(Tooth avulsion model) และแช่สารละลายตัวกลางที่ ทดสอบเป็นเวลา 1 ชั่ วโมง พบว่า
สารละลายนมผึง้มีประสิทธิภาพในการคงความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัต์ โดย
เซลลท์ี่ผ่านการแช่ในสารละลายนมผึง้ความเขม้ขน้ 900 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร มีความสามารถใน
การเพิ่มจ านวน (Cell proliferation) และการเคลื่อนที่ (Cell migration) มากกว่าเซลลท์ี่ผ่านการ
แช่สารละลายเกลือแฮงคแ์ละนมจืดไขมันต ่า อย่างไรตามยังไม่มีรายงานการศึกษาประสิทธิภาพ
ของสารละลายนมผึง้ในเรื่องกระบวนการละลายของรากฟัน ซึ่งตอ้งการการศกึษาต่อไปในอนาคต 

การประเมินการเกิดขึน้ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์
จากการศึกษาที่ผ่านมามีการประเมินการเกิดขึน้ของเซลลอ์อสติโอคลาสทโ์ดยใชต้วับ่งชี ้

จ  าเพาะของเซลลอ์อสติโอคลาสทใ์นการประเมิน รวมถึงท าการวดัการแสดงออกของยีนดว้ย ตัว
บ่งชีจ้  าเพาะของเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่นิยมน ามาใชใ้นการทดลองในหอ้งปฏิบติัการคือ  
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1. ก า ร ย้ อ ม สี  TRAP เพื่ อ ดู  Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 
activity(50) ภายหลังการเลี ้ยงร่วมเซลล์ในจานเลี ้ยงเซลล์ขนาดต่างๆ เป็นเวลาแตกต่างกัน 
ประมาณ 5-21 วัน ตามดว้ยยอ้มสี TRAP จะเห็นการเกิดขึน้ของเซลลห์ลายนิวเคลียสที่ยอ้มติดสี
ม่วงเขม้ (TRAP+) หรือเซลลอ์อสติโอคลาสท์(9, 13, 30, 31, 51-54) โดยสามารถนบัจ านวนเซลลอ์อสติโอ
คลาสทผ์่าน Light microscope ได ้ดงัภาพประกอบ 8 และอาจมีการยอ้มนิวเคลียสและโครงสรา้ง
ของเซลล์ด้วยสีเรืองแสง 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ร่วมด้วย โดยผลที่ได้จะเห็น
นิวเคลียสเป็นสีฟ้า เมื่อมองผ่านกล้องจุลทรรศน์แบบคอนโฟคอลที่ ใช้เลเซอรใ์นการสแกน 
(Confocal laser scanning microscopy)(9, 31, 50) ผ่านก าลังขยายแตกต่างกันออกไปตั้งแต่ 20X-
200X นอกจากนีส้ามารถถ่ายภาพเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่ยอ้มติดสี TRAP และน าไปนับจ านวน
โดยใชโ้ปรแกรม ImageJ ได้(55)  

 

ภาพประกอบ 8 เซลลห์ลายนิวเคลียส TRAP+ ที่ผ่านการยอ้มสี TRAP 

 ที่ ม า : Stefan Lossdorfer. (2011). PTH (1-34)-induced changes in RANKL and 
OPG expression by human PDL cells modify osteoclast biology in a co-culture model 
with RAW 264.7 cells p. 945. 

2. การตรวจวงเอฟแอกติน (F-actin ring) เป็นการอธิบายลกัษณะของเซลลอ์อสติโอ
คลาสทไ์ดโ้ดยดูจากการเกิดของวงแอกตินฟิลาเมนทภ์ายในเซลลใ์นบริเวณที่ปิดสนิท (Sealing 
zone) ท าการฟิกซเ์ซลลแ์ละท าให้เซลล์เป็นสภาพซึมผ่านได้ (Permeabilized cell) ด้วย 0.5% 
Triton X100 ใน  PBS 5 นาที  จากนั้นย้อมด้วย FITC- หรือ  TRITC- labelled Phalloidin 0.5 
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ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และทิง้ไวใ้นตูอ้บที่มีคารบ์อนไดออกไซด ์5% ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็น เวลา 30 นาที  สามารถท าการนับจ านวนวงเอฟแอกตินผ่านกล้องฟลูออเรสเซนต์ 
(Fluorescence microscopy) หรือกล้องจุลทรรศน์ (Confocal microscopy) อีกทั้งยังสามารถ
ยอ้มนิวเคลียสและโครงสรา้งของเซลลด์ว้ยสีเรืองแสง DAPI ร่วมดว้ยได้(56) ดงัภาพประกอบ 9 วิธีนี ้
นอกจากจะสามารถนับจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสทแ์ลว้ยังสามารถดูหลุมการละลายไดอี้กดว้ย 
ซึ่งวงเอฟแอกตินเป็นตัวแบ่งเนือ้กระดูก (Bone matrix) ออกจากพืน้ที่นอกเซลล ์(Extracellular 
space) เมื่อวงเอฟแอกตินแนบไปกบักระดกูก็จะสามารถปิดหลมุการละลายใหแ้น่นสนิท (Sealing 
zone) เพื่อรกัษาสภาพความเป็นกรดในหลมุการละลายไม่ใหร้ั่วไหลออกไปสูภ่ายนอก(57, 58) 

 

ภาพประกอบ 9 ภาพวงเอฟแอกติน (ก) ยอ้มดว้ยสี Rhodamine phalloidin (ข) ยอ้มนิวเคลียส
ดว้ยสีเรืองแสง DAPI (ค) เมื่อน าภาพ ก และ ข มารวมเขา้ดว้ยกนั 

ที่ ม า : Shengmei Feng. (2009). Atp6v1c1 is an essential component of the 
osteoclast proton pump and in F-actin ring formation in osteoclasts p. 201. 
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3. การวัดการแสดงออกของยีน  โดยการศึกษาส่วนใหญ่นิยมใช้วิ ธี  Reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ซึ่ ง  Messenger RNA (mRNA) marker 
ส  าหรบัการสังเคราะห์โปรตีนที่สัมพันธ์กับเซลลอ์อสติโอคลาสท์มีหลายตัวเช่น Cathepsin-K, 
Calcitonin receptor (CTR), Matrix matalloproteinases-9 (MMP-9), Carbonic anhydrase 
(CA) II, Vacuolar H+-ATPase (v-ATPase), Vitronectin receptor (VNR), Tartrate-resistant 
acid phosphatase (TRAP), Osteopontin (OPN), Galectin-3, C-fos และ C-fms เป็นตน้(59, 60)  

การประเมินการท าหน้าที่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์
มีการศึกษาต่อเนื่องเพื่อประเมินการท าหนา้ที่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์โดยการเลีย้งรว่ม

เซลล์บนผิววัสดุชีวภาพ (Biomaterial surfaces) ที่ ต่างกันออกไปเช่น สารกระดูกแคลเซียม
ฟอสเฟต (Calcium phosphate bone cement) แผ่นเนือ้ฟัน (Dentin slice)(50) แผ่นกระดูกชนิด
เนือ้แน่นของวัว (Cortical bovine bone slice)(30) เป็นตน้ นอกจากนีย้ังมีผลิตภัณฑ์ทางการคา้ที่
สงัเคราะหส์ารเลียนแบบกระดูกเช่น สารผลึกอนินทรียแ์คลเซียมฟอสเฟต (Inorganic crystalline 
calcium phosphate) น ามาฉาบลงบนจานเลีย้งเซลล ์(Osteo Assay)(61) ที่ผ่านการฆ่าเชือ้มาแลว้
และสามารถน ามาใชไ้ดท้ันทีอีกดว้ย จากนั้นท าการศึกษาหนา้ที่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท์โดยมี
การศกึษาที่ท าวิธีการต่างๆกนัออกไป ดงันี ้

1. วิเคราะหห์ลุมการละลายโดยการยอ้มดว้ยสี ท าการก าจัดเซลลอ์อสติโอคลาสท์
ออก และยอ้มดว้ยสี เช่น Mayer’s hematoxylin(30), Coomassie Brillant blue(31, 36), Peroxidase-
conjugated WGA-lectin(62), Toluidine blue(63) และ Modified Von Kossa(53, 64) (ภาพประกอบ 
10) เป็นตน้ น ามาวิเคราะหผ์ลผ่าน Light microscope หรือ Darkfield microscope(53) วิเคราะห์
พืน้ที่หลมุการละลายผ่านโปรแกรม ImageJ(55, 65) หรือ CAST-Grid(30) 
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ภาพประกอบ 10 ภาพพืน้ที่หลมุการละลาย (เสน้ประ) ที่ยอ้มดว้ยสี Von Kossa  

ที่มา: Ruth Tevlin. (2014). Osteoclast Derivation from Mouse Bone Marrow p. 4. 

2. การวดัการหลั่งแคลเซียมอิออน (Ca2+) และค่าความเป็นกรด-ด่างภายในเซลล ์ซึ่ง
เซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่สามารถท าหนา้ที่ละลายกระดกูไดต้อ้งมีค่าแคลเซียมอิออนต ่าและมีความ
เป็นกรด จึงสามารถท าการศึกษาไดโ้ดยการประเมินความเขม้ขน้ของแคลเซียมอิออนในอาหาร
เลีย้งเซลลอ์อสติโอคลาสท์ เริ่มต้นโดยการท าสารละลายที่ตอ้งการทดสอบให้เป็นกรดและแยก
แคลเซียมออกจากโปรตีนด้วยการใช้ Cresolphtalein complexone (CPC) จากนั้น เติม 8-
Hydroxyquinolone ไปเพื่อเป็นการก าจัดแมกนีเซียมออก วิธีนี ้จะท าให้แคลเซียมอิออนเกิด
สารประกอบเชิงซอ้นสีม่วง สามารถน าไปวัดค่าดูดกลืนแสง (Colorimetry) ได้ที่ความยาวคลื่น 
570 นาโนเมตร (66) นอกจากนี ้มีการศึกษาที่ วัดแคลเซียมอิออนในเซลล์โดยใช้วิ ธี  Fura-2-
acetoxymethyl ester (Fura-2AM) fluorescence ที่ ค ว า ม ย า ว ค ลื่ น ก ร ะ ตุ้ น  (Excitation 
wavelengths) 340 และ 380 นาโนเมตร(67, 68) และวัดค่าความเป็นกรด-ด่างภายในเซลลโ์ดยใช้
ความยาวคลื่นกระตุน้ 495 และ 440 นาโนเมตร เมื่อไดผ้ลมาจะท าเป็นสัดส่วนค่าดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 340:380 และ 495:440 และแปลผลเป็นความเขม้ขน้ของแคลเซียมและค่าความ
เป็นกรด-ด่างภายในเซลลต์ามล าดบั(67) 

3. การวัดหลุมการละลายโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(Scanning electron microscopy (SEM)(65) และน าไปประเมินพื ้นที่ ผ่านโปรแกรม  ImageJ 
(ภาพประกอบ 11) 
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ภาพประกอบ 11 ภาพหลมุการละลายผ่านกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบสอ่งกราด (Scanning 
electron microscopy (SEM)) 

ที่ ม า : Wengang Wang. (2014). The Inhibition of RANKL-Induced 
Osteoclastogenesis through the Suppression of p38 Signaling Pathway by Naringenin 
and Attenuation of Titanium-Particle-Induced Osteolysis p. 21918. 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

ในการวิจยัครัง้นี ้ผูว้ิจยัไดด้  าเนินงานตามขัน้ตอนดงันี ้
1. การก าหนดประชากรและเลือกกลุม่ตวัอย่าง 
2. ขัน้ตอนการทดลอง 
3. การเก็บรวบรวมขอ้มลู 
4. สถิติที่ใชใ้นการทดลองขอ้มลู 

การก าหนดกลุ่มประชากรและเลือกกลุ่มตัวอย่าง 
ประชากร 

เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตท์ี่ผ่านการคัดแยกมาจากเนือ้เยื่อเอ็นยึดปริทันต์
จากผิวรากฟันของผูย้ินยอมตนและเก็บไวใ้นคลงัเก็บเซลล ์ซึ่งไดร้บัการรบัรองจากคณะกรรมการ
จรยิธรรมการวิจยัในมนษุยม์าแลว้ (มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ เลขที่ SWUEC-451/2561X) 

แมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหน ูRAW 264.7 
การเลือกกลุ่มตัวอย่าง 

เลือกเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต์จากคลังเก็บเซลลใ์นไนโตรเจนเหลว โดย
เลือกเซลลท์ี่เพาะเลีย้งอยู่ในรุ่นที่ 3-8 ที่ไม่สามารถระบุตวัตนของผูย้ินยอมตนและมีการบนัทกึเลข
รุ่นของการขยายจ านวนอย่างชัดเจน เซลลใ์นคลงัเก็บนีถู้กคัดแยกจากเนือ้เยื่อปริทันตบ์ริเวณผิว
รากของฟันที่ถอนจากผูป่้วยในคลินิกศลัยศาสตรช์่องปาก คณะทันตแพทยศาสตร ์มหาวิทยาลยั
ศรีนครนิทรวิโรฒ โดยไดร้บัความยินยอมจากผูป่้วยและผ่านการอนุมติัจริยธรรมการวิจยัในมนุษย์
จากการศึกษาก่อนหนา้ของผูว้ิจยั โดยใชฟั้นกรามนอ้ยหรือฟันกรามซี่ที่สามที่ไม่มีพยาธิสภาพแต่มี
ความจ าเป็นตอ้งถอนตามแผนการรกัษาทางทนัตกรรมอยู่แลว้ 

แมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู RAW 264.7 (ไดร้บัการอนุเคราะหจ์าก รศ.ทพญ.ดร.
สมหญิง พฒันธี์รพงศ ์คณะทนัตแพทยศาสตร ์มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร)์ 

ขั้นตอนการทดลอง 
การเพาะเลีย้งเซลล ์

น าเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์จากคลังมาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล ์
Dulbecco’s modified Eagle’s medium alpha (DMEM/HIGH, HyCloneTM) ที่ เติม  10% Fetal 
bovine serum (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), L-Glutamine 2 มิ ลลิ โมลาร์ (Invitrogen), 
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Penicillin 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร, Streptomycin 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และ Amphotericin 
B 5 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร (Invitrogen) และเลีย้งในตูอ้บที่มีคารบ์อนไดออกไซด ์5% ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส โดยท าการเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล ์3 วนัต่อครัง้ 

แมคโครฟาจเซลล์ไลน์ของหนู RAW 264.7 มาเพาะเลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเซลล ์
Modified Eagle’s medium alpha (MEM Alpha Modification, HyCloneTM) ที่ เติ ม  10% Fetal 
bovine serum (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), L-Glutamine 2 มิ ลลิ โมลาร์ (Invitrogen), 
Penicillin 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร, Streptomycin 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และ Amphotericin 
B 5 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร (Invitrogen) และเลีย้งในตูอ้บที่มีคารบ์อนไดออกไซด ์5% ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส โดยท าการเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล ์3 วนัต่อครัง้ 

สารละลายตัวกลาง 
สารละลายตัวกลางทั้งหมดที่น ามาทดสอบมี 6 ชนิดคือ สารละลายเกลือแฮงค ์

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), นมจืดไขมันเต็ม (Foremost, Bangkok, Thailand), นมจืด
ไขมันต ่า (Foremost, Bangkok, Thailand), สารละลายนมผึง้ 100, 500 และ 900 ไมโครกรมัต่อ
มิลลิลิตร 

ส าหรับสารละลายนมผึง้ ท าการเตรียมโดยใช้แคปซูลนมผึง้แช่แข็ง (ฟารม์สุภา 
จังหวัดเชียงใหม่ ประเทศไทย) ละลายด้วยสารละลายเกลือแฮงค์ เริ่มตน้ดว้ยความเขม้ขน้ 10 
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จากนัน้น าไปป่ันแยกตะกอนโดย
ใช้เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็ว 9660 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และน า
เฉพาะส่วนใสเหนือตะกอนมากรองดว้ย Syringe filtration ขนาด 0.20 ไมโครเมตร (Minisart®, 
Sartorius stedim, Germany) วัดความเข้มข้นของโปรตีนในสารสกัดนมผึง้ด้วยวิธี Bradford 
assay ตามดว้ยการแบ่งใส่หลอดทดลองพลาสติกในปริมาณที่เพียงพอต่อการทดลอง 1 ครัง้ และ
เก็บไวใ้นตูแ้ช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เมื่อจะท าการทดลองน าไปละลายในสารละลาย
เกลือแฮงคใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้ที่ตอ้งการ โดยไม่มีการใชซ้  า้ 

 
การจ าลองสภาวะของฟันทีห่ลุดออกจากเบ้าและการเลีย้งร่วมระหว่างเซลลไ์ฟ

โบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตก์ับแมคโครฟาจเซลลไ์ลน์ของหนู RAW 264.7 
น าเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัตม์าหว่านลงในจานเลีย้งเซลลแ์บบปกติ 24 หลมุ  

และจานเลีย้งเซลลแ์บบ 24 หลุม ที่มีการฉาบพื ้นผิวด้วยผลึกสารอนินทรีย์แคลเซียมฟอสเฟต 
(Inorganic crystalline calcium phosphate) (Osteo Assay Surface Multiwell plate, Corning) 
จ าน วน  2.5×104 เซลล์ต่ อตารางเซน ติ เมตร ในอาหารเลี ้ย ง เซลล์  DMEM ในตู้ อบที่ มี
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คารบ์อนไดออกไซด ์5% ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง จากนัน้ในกลุ่มทดลองดดูอาหาร
เลีย้งเซลลอ์อกทัง้หมดเพื่อจ าลองสภาวะของฟันที่หลุดออกจากเบา้ ทิง้ไว ้5 นาที ที่อณุหภูมิหอ้ง 
และท าการเติมสารละลายตัวกลางชนิดต่างๆที่เตรียมไวคื้อ 1. สารละลายเกลือแฮงค์ (HBSS) 2. 
นมจืดไขมันเต็ม (WM) 3. นมจืดไขมันต ่า (SK) 4. สารละลายนมผึง้ 100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร 
(RJ100) 5. สารละลายนมผึง้ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (RJ500) 6. สารละลายนมผึง้ 900 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร (RJ900) ชนิดละ 1 มิลลิลิตร ทิง้ไว้ 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง โดยกลุ่ม
ควบคมุจะไม่ดดูอาหารเลีย้งเซลลอ์อก และลา้งเซลลด์ว้ย PBS 2 ครัง้ จากนัน้น าแมคโครฟาจเซลล์
ไลนข์องหนู RAW 264.7 จ านวน 5×104 เซลลต่์อตารางเซนติเมตร มาหว่านลงบนเซลลไ์ฟโบรบ
ลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ ท าการเลีย้งร่วมเซลลใ์นอาหารเลีย้งเซลล ์α-MEM เป็นเวลา 12 วัน เพื่อ
วิเคราะหก์ารเกิดขึน้ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์

การประเมินการเกิดขึน้ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์
เมื่อท าการเลีย้งร่วมระหว่างเซลล์ไฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ที่ผ่านการจ าลอง

สภาวะของฟันที่หลดุออกจากเบา้กับแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู RAW 264.7 เป็นเวลา 12 วัน
แล้ว  จะท าการวิ เคราะห์จ านวน เซลล์ออสติโอคลาสท์ โดยท าการฟิกซ์เซลล์ด้วย  3% 
Formaldehyde ใน Citrate buffer และ Acetone จากนัน้ลา้งดว้ยน า้กลั่น และยอ้ม TRAP ซึ่งเป็น
ตัวบ่งชี ้เฉพาะในการเกิดออสติโอคลาสท์ โดยใช้  Leukocyte acid phosphatase kit (386-A; 
Sigma) ทิง้ไวใ้นตูอ้บที่มีคารบ์อนไดออกไซด ์5% ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นถ่ายภาพด้วย Light microscope (Motic® BA310E, Spain) เซลล์ที่ ติดสี TRAP จะมีสี
ม่วงเขม้ และมีหลายนิวเคลียส (มากกว่าหรือเท่ากบั 3 นิวเคลียส) ท าการนบัจ านวนแบบสุ่มในหา้
บริเวณในจานเลีย้ง ผ่าน Light microscope ผ่านก าลังขยาย 100X แสดงขอ้มูลเป็นเปอรเ์ซนต์
กลุม่ควบคมุ (%Control) 

การประเมินการท าหน้าที่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์
เมื่อวิเคราะหจ์ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสทไ์ดแ้ลว้ จะท าการประเมินการเกิดหลมุการ

ละลาย (Resorption pit) ในจานเลี ้ยง Osteo Assay โดยการก าจัดเซลล์ออกทั้งหมดด้วย
สารละลาย 50% Sodium hypochlorite ทิง้ไว้ 10 นาที และล้างด้วย PBS 4 ครั้ง ทิง้ไว้ให้แห้ง 
จากนัน้ถ่ายภาพดว้ย Light microscope  (Motic® AE2000, Spain) ผ่านก าลงัขยาย 200X และ
ท าการสุ่ม 20 บริเวณเพื่อน ามาวิเคราะห์พื ้นที่หลุมการละลายโดยใช้โปรแกรม ImageJ (NIH, 
Bethesda, MD, USA) โดยค านวณพืน้ที่ที่มีการละลายหายไปของผลึกสารอนินทรียแ์คลเซียม
ฟอสเฟต เป็นเปอรเ์ซนตข์องพืน้ที่ทั้งหมด และแสดงขอ้มูลเป็นค่าเฉลี่ย (Mean) ± ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) 
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การเก็บรวบรวมข้อมูล 
1. ประเมินจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสท ์โดยการนบัจ านวนผ่าน Light microscope 
2. ประเมินหลมุการละลายที่สรา้งโดยเซลลอ์อสติโอคลาสท ์ถ่ายภาพดว้ยกลอ้ง Light 

microscope เพื่อน ามาวิเคราะหพ์ืน้ที่หลมุการละลายผ่านโปรแกรม ImageJ 

สถิติที่ใช้ในการวิเคราะหข์้อมูล 
การทดลองเปรียบเทียบความแตกต่างของการเกิดขึน้ของเซลลอ์อสติโอคลาสท์และหลมุ

การละลาย จะถูกประเมินด้วยสถิติ Kruskal-Wallis ตามด้วย Dunn’s  multiple comparison 
post  test ด้วยโปรแกรม GraphPad Prism version 8.3.1 for Windows (GraphPad Software, 
San Diego, California USA) และวิเคราะหค์วามสมัพันธ์ระหว่างเซลลอ์อสติโอคลาสทแ์ละพืน้ที่
หลุมการละลายดว้ยสหสมัพันธ์แบบเพียรส์นั (Pearson correlation) ดว้ยโปรแกรม SPSS (IBM, 
Armonk, NY, USA) โดยค่า P < 0.05 ถือว่ามีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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บทที ่4  
ผลการด าเนินงานวิจัย 

การเลีย้งร่วมระหว่างเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตก์ับแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู 
RAW 264.7 

จากการศึกษานีผู้ว้ิจยัไดท้ าการเลีย้งร่วมระหว่างเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตแ์ละ
แมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู RAW 264.7 (ภาพประกอบ 12ก-ข) โดยไม่ผ่านการจ าลองสภาวะ
ของฟันที่หลดุออกจากเบา้ (กลุม่ควบคมุ) ในวนัที่ 3 ของการเลีย้งรว่ม ผูว้ิจยัเริ่มพบการเกิดขึน้ของ
เซลลข์นาดใหญ่ที่มีหลายนิวเคลียส (ภาพประกอบ 12ค-ง) ในบริเวณที่ว่างบนพืน้ของจานเลีย้งที่
เกิดจากการที่เซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ที่ไดร้บัการหว่านลงไปก่อน เกิดการหดตัวและ
แยกตัวออกจากกนัจนเกิดพืน้ที่ว่างบนจานเลีย้งและส่งผลใหแ้มคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู RAW 
264.7 ถูกกระตุน้ใหร้วมตวักนัจนกลายเป็นเซลลข์นาดใหญ่ที่มีหลายนิวเคลียส (ภาพประกอบ 13
ก-ข) หลงัจากนัน้ในวนัที่ 12 วนั ไดท้ าการยอ้ม TRAP และพบการเกิดเซลลอ์อสติโอคลาสท ์

 

ภาพประกอบ 12 การเลีย้งร่วมระหว่างเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตแ์ละแมคโครฟาจเซลล์
ไลนข์องหน ู RAW 264.7 ในกลุม่ควบคมุ (ก) เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัตใ์นจานเลีย้งเซลล ์
(ภาพก าลงัขยาย 40X) (ข) ท าการหว่านแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหน ู RAW 264.7 ลงไปบนเซลล์
ไฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัต ์(ภาพก าลงัขยาย 40X) (ค-ง) ภาพจากวนัที่ 3 ของการเลีย้งรว่มพบ

เซลลข์นาดใหญ่ที่ภายในมีหลายนิวเคลียส (ลกูศรสีด า) (ภาพก าลงัขยาย 200X) 
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นอกจากนี ้ทางผูว้ิจัยไดท้ าการเลีย้งแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู RAW 264.7 เด่ียวๆ 
(RAW alone) เป็นเวลา 12 วนั และท าการยอ้ม TRAP (ภาพประกอบ 13ค-ง) พบว่าเกิดเซลลอ์อ
สติโอคลาสทข์ึน้ ดังนัน้แมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู RAW 264.7 ที่เลีย้งเด่ียวๆ สามารถกระตุน้
ท าใหเ้กิดการรวมตวักนัจนกลายเป็นเซลลข์นาดใหญ่ที่มีหลายนิวเคลียสไดเ้ช่นกนั เมื่อท าการนับ
จ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสท์ทั้งในกลุ่มควบคุมและกลุ่ม RAW alone แลว้พบว่าเซลลอ์อสติโอ
คลาสทใ์นกลุ่ม RAW alone (153.76%) มีจ านวนมากกว่าในกลุ่มควบคมุ (100%) แต่ไม่แตกต่าง
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (ภาพประกอบ 14) 

 

ภาพประกอบ 13 ภาพเซลลอ์อสติโอคลาสท ์(ก) ภายหลงัการเลีย้งรว่มระหว่างเซลลไ์ฟโบรบลาสท์
เอ็นยึดปรทินัตแ์ละแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหน ู RAW 264.7 เป็นเวลา 12 วนั ในกลุ่มควบคมุ 
(ภาพก าลงัขยาย 100X) (ข) เซลลอ์อสติโอคลาสทใ์นกลุม่ควบคมุ (ภาพก าลงัขยาย 400X) (ค) 

ภายหลงัการเลีย้งแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหน ูRAW 264.7 เป็นเวลา 12 วนั ในกลุ่ม RAW alone 
(ภาพก าลงัขยาย 100X) (ง) เซลลอ์อสติโอคลาสทใ์นกลุม่ RAW alone (ภาพก าลงัขยาย 400X) 
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ผลการเกิดขึน้ของเซลลอ์อสติโอคลาสทภ์ายหลังการจ าลองสภาวะของฟันทีห่ลุดออกจาก
เบ้า 

ผูว้ิจัยไดท้ าการจ าลองสภาวะของฟันที่หลุดออกจากเบา้ของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึด
ปริทันต์เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท าการแช่เซลล์ไว้ในสารละลายตัวกลางชนิดต่างๆ ที่ท าการ
ทดสอบเป็นเวลา 1 ชั่วโมง และหว่านแมคโครฟาจเซลลไ์ลน ์RAW 264.7 ลงไป ท าการเลีย้งร่วม
เซลลเ์ป็นเวลา 12 วนั จากนัน้ท าการยอ้ม TRAP และท าการนบัเซลลท์ี่ติดสีม่วงเขม้ (TRAP+) และ
มีหลายนิวเคลียส (มากกว่าหรือเท่ากบั 3 นิวเคลียส) ในจานเลีย้งเซลลแ์ต่ละหลุม โดยท าการนับ
จ านวนแบบสุ่มใน 5 บริเวณของจานเลีย้ง ถึงแมจ้ะผ่านการจ าลองสภาวะของฟันที่หลุดออกจาก
เบา้ เซลลห์ลายนิวเคลียสที่ติดสีม่วงเขม้ (TRAP+) ที่เกิดขึน้มีลักษณะเช่นเดียวกับเซลลใ์นกลุ่ม
ควบคมุและกลุม่ RAW alone ดงัภาพประกอบ 13 

จากการทดลองทัง้หมดจ านวน 5 ชุดการทดลอง (ในจานเลีย้งเซลลแ์บบ 24 หลมุ จ านวน 
2 การทดลอง และ ในจานเลีย้ง Osteo Assay จ านวน 3 การทดลอง) ดงัภาพประกอบ 14 พบว่า
เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตท์ี่ไดท้ าการจ าลองสภาวะของฟันที่หลุดออกจากเบ้าและแช่
สารละลายตัวกลางชนิดต่างๆ เมื่อเลีย้งร่วมกับแมคโครฟาจเซลลไ์ลน์ของหนู RAW 264.7 แลว้ 
สามารถท าใหเ้กิดเซลลอ์อสติโอคลาสท์ขึน้ โดยเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตท์ี่ผ่านการแช่
สารละลายทุกชนิด เกิดเซลลอ์อสติโอคลาสท์มากกว่าเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม แต่ไม่แตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตท์ี่ผ่านการแช่ RJ900 ท าใหเ้กิด
เซลลอ์อสติโอคลาสทโ์ดยเฉลี่ยนอ้ยที่สดุ (109.04%) ในบรรดาสารละลายตวักลางชนิดต่างๆ ตาม
ด้วย RJ100 (113.85%) และ RJ500 (119.49%) ตามล าดับ ส่วนเซลล์ที่แช่ใน WM ท าให้เกิด
เซลลอ์อสติโอคลาสท์ โดยเฉลี่ยมากที่สุด (177.53%) รองลงมาคือ SK (159.63%) และ HBSS 
(136.02%) จากการวิเคราะหท์างสถิติแลว้ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญั จากผลการศกึษา
นีพ้บว่ากลุ่ม RJ มีจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสทโ์ดยเฉลี่ยใกลเ้คียงกบักลุม่ควบคมุ และนอ้ยกว่าใน
กลุ่ม HBSS, SK และ WM อย่างไรก็ตามจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสท์ที่เกิดขึน้ไม่แปรผันตรงกับ
ความเขม้ขน้ที่เพิ่มขึน้ของ RJ (Dose-dependent) ในขณะที่กลุ่ม HBSS, SK และ WM มีแนวโนม้
ของจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสทโ์ดยเฉลี่ยสงูกว่าในกลุม่ควบคมุ 
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ภาพประกอบ 14 กราฟแท่งแสดงจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสท ์(แสดงเป็นเปอรเ์ซนตก์ลุม่ควบคมุ 
(%Control)) 

การสร้างหลุมการละลาย (Resorption pit) 
หลังจากการวิเคราะห์การเกิดขึน้ของเซลล์ออสติโอคลาสท์เรียบรอ้ยแล้ว จะท าการ

ประเมินหน้าที่ของเซลลอ์อสติโอคลาสท์ในจานเลีย้ง Osteo Assay โดยท าการก าจัดเซลลอ์อก
ทั้งหมดดว้ยสารละลาย 50% Sodium hypochlorite และลา้งดว้ย PBS จากนั้นทิง้ไวใ้หแ้หง้ ท า
การถ่ายรูปหลมุการละลายภายใต ้Light microscope โดยการสุ่ม 20 บรเิวณ เพื่อน ามาวดัพืน้ที่ที่
มีการละลายหายไปของผลึกสารอนินทรีย์แคลเซียมฟอสเฟต โดยใช้โปรแกรม  ImageJ ดัง
ภาพประกอบ 15 

 

ภาพประกอบ 15 หลมุการละลาย (ลกูศรสีขาว) บนพืน้ผิวจานเลีย้ง Osteo Assay ถ่ายภาพดว้ย 
Light microscope (ภาพก าลงัขยาย 200X)  
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จากการทดลองใน Osteo Assay ทัง้หมดจ านวน 3 ชดุการทดลอง ดงัภาพประกอบ 16ข 
พบว่าเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่เกิดขึน้จากการแช่เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตไ์วใ้นสารละลาย
กลุ่ม WM, SK และ HBSS มีแนวโนม้ท าใหเ้กิดพืน้ที่หลุมการละลายมากกว่ากลุ่มควบคุม โดยใน
กลุม่ SK และ WM แตกต่างจากกลุม่ควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05)  

ส่วนในกลุ่มของสารละลาย RJ ในทุกความเข้มข้น เซลล์ออสติโอคลาสท์ที่ เกิดขึน้มี
แนวโน้มท าให้เกิดพืน้ที่หลุมการละลายน้อยกว่าสารละลายในกลุ่ม WM, SK และ HBSS แต่มี
แนวโนม้ท าใหเ้กิดพืน้ที่หลมุการละลายมากกว่ากลุ่มควบคุม แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ  

 

ภาพประกอบ 16 (ก) กราฟแท่งแสดงจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสท ์(แสดงเป็นเปอรเ์ซนตก์ลุม่
ควบคมุ (%Control)) และ (ข) กราฟแท่งแสดงพืน้ที่หลมุการละลาย (แสดงเป็นค่าเฉลี่ย±สว่น

เบี่ยงเบนมาตรฐาน) จาก 3 ชดุการทดลอง (* P < 0.05 และ ** P < 0.01) 
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จากภาพประกอบ 16ก-ข เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเซลล์ออสติโอ
คลาสท์และพื ้นที่หลุมการละลาย พบว่าจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสท์ที่ เกิดขึน้ในสารละลาย
ตัวกลางชนิดต่างๆ ท าใหเ้กิดพืน้ที่หลุมการละลายมากนอ้ยแตกต่างกันไปแต่มีความสัมพันธ์ไป
ในทางเดียวกัน โดยเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่เกิดขึน้จ านวนมาก มีแนวโนม้ท าใหเ้กิดพืน้ที่หลมุการ
ละลายมากเช่นกนั ยกตวัอย่างเช่น เซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่เกิดขึน้ในสารละลาย HBSS, SK และ 
WM มีจ านวนมาก จะพบการเกิดพืน้ที่หลมุการละลายมากตามไปดว้ยหรือเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่
เกิดขึน้จ านวนนอ้ย มีแนวโนม้ท าใหเ้กิดพืน้ที่หลุมการละลายนอ้ย ยกตัวอย่างเช่น เซลลอ์อสติโอ
คลาสท์ที่เกิดขึน้ในสารละลาย RJ ความเขม้ข้นต่างๆ มีจ านวนน้อย ก็ท าให้เกิดพืน้ที่หลุมการ
ละลายนอ้ยเช่นกัน แต่ในทางตรงกนัขา้มจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่เกิดขึน้ในกลุ่มควบคุมไม่
สมัพันธ์กับการเกิดพืน้ที่หลุมการละลาย กล่าวคือจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่มากท าใหเ้กิด
พืน้ที่หลมุการละลายนอ้ยอย่างเห็นไดช้ดัเมื่อเทียบกบัสารละลายตวักลางชนิดอ่ืนๆ 

จากความสมัพนัธร์ะหว่างจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสทแ์ละพืน้ที่หลมุการละลายที่เกิดขึน้
ข้างต้น เมื่ อน าข้อมูลมาวิเคราะห์สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน (Pearson correlation) เพื่ อหา
ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร พบว่ามีจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสท์ที่เกิดในสารละลาย HBSS, 
WM, RJ900 และ RAW alone เท่านัน้ที่มีความสมัพนัธ์เป็นไปในทิศทางเดียวกนักบัพืน้ที่หลมุการ
ละลายท่ีเกิดขึน้ ตามตาราง 4 

ตาราง 4 แสดงค่าสมัประสิทธิ์สหสมัพันธ์ (r) ระหว่างตัวแปรเซลลอ์อสติโอคลาสท์และพืน้ที่หลุม
การละลาย ในแต่ละสารละลายตวักลาง  (* P < 0.05 และ ** P < 0.01) 

ความสมัพนัธร์ะหว่างเซลลอ์อสติโอคลาสท ์และพืน้ที่หลมุการละลาย r P 

Control .41 .419 

HBSS .881 .02* 

SK .342 .507 

WM .953 .003** 

RJ100 .509 .303 
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ตาราง 4 (ต่อ) 

ความสมัพนัธร์ะหว่างเซลลอ์อสติโอคลาสท ์และพืน้ที่หลมุการละลาย r P 

RJ500 .181 .732 

RJ900 .968 .001** 

RAW alone .936 .006** 
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บทที ่5  
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และขอ้เสนอแนะ 

การพยากรณ์โรคในฟันที่หลุดออกจากเบา้ขึน้อยู่กบัปัจจยัหลายชนิด แต่ปัจจัยที่ส  าคัญ 
คือระยะเวลาที่ฟันถูกปล่อยแหง้และสารละลายตัวกลางที่ใชใ้นการแช่ฟันที่หลุดออกจากเบา้ฟัน 
ซึ่งสองปัจจยันีส้ามารถลดการเกิดความเสียหายแก่เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัต ์และป้องกนั
การเกิดการละลายรากฟันหลังการน าฟันกลับเข้าสู่กระดูกเบ้าฟันได้ (10, 69) โดยมีการศึกษาใน
หอ้งปฏิบติัการที่แนะน าว่าระยะเวลาของฟันที่อยู่นอกช่องปากไม่ควรเกิน  30 นาที เนื่องจากอาจ
ท าใหเ้ซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต์ถูกท าลายและไม่สามารถกลบัมามีชีวิตอยู่ได้(40, 70) และมี
การศึกษาที่ท าการทดลองในสิ่งมีชีวิตเก่ียวกบัระยะเวลาของฟันที่อยู่นอกช่องปากกบัการมีชีวิตอยู่
ของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต ์พบว่าฟันที่อยู่นอกช่องปากเป็นเวลา 20 นาที ท าใหก้ารมี
ชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตล์ดลง(71, 72) แต่จากการศึกษาส่วนใหญ่มักจะไม่มีการ
ปล่อยให้เซลล์ไฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์แห้งสนิทแต่จะใส่สารละลายตัวกลางลงไปทันที
หลงัจากดูดอาหารเลีย้งเซลลอ์อก หรือดูดอาหารเลีย้งเซลลอ์อกรอ้ยละ 50 แลว้จึงทิง้เซลลไ์วน้าน 
30 นาทีก่อนใส่สารละลายตัวกลางลงไป(7, 13, 40, 73) ในขณะที่การศึกษาของ Sricholpech et al ได้
ทดสอบความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปรทินัต ์โดยท าการทดลองดดูอาหารเลีย้งเซลล์
ออกรอ้ยละ 80 และทิง้ไวเ้ป็นเวลา 30 นาที จากนัน้ใสส่ารละลายตวักลางตามลงไป พบว่าเซลลไ์ฟ
โบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตท์ี่มีชีวิตอยู่เหลือแค่บริเวณขอบของหลุมเลีย้งเซลล์ ซึ่งจากรูปแบบการ
ทดลองนีแ้มจ้ะสามารถศึกษาการมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันตไ์ด ้แต่ไม่สามารถ
ศึกษาหน้าที่อ่ืนๆได้(8) ต่อมาจึงไดท้ าการปรบัการทดลองในการศึกษาของ Sricholpech et al ที่
ก าลังรอพิจารณาตีพิมพ ์โดยท าการดูดอาหารเลีย้งเซลลอ์อกทั้งหมดและทิง้ไวเ้ป็นเวลา 5 นาที 
จากนัน้จึงท าการใสส่ารละลายตวักลางลงไป พบว่ารอ้ยละความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็น
ยึดปริทันตเ์พิ่มขึน้จากการศึกษาเดิม ดงันัน้การปรบัใชส้ภาวะจ าลองฟันหลุดออกจากเบา้วิธีนี ้จะ
ท าใหม้ีปริมาณเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัตม์ากพอเพื่อที่จะสามารถศึกษาต่อในเรื่องการท า
หนา้ที่ในกระบวนการกระตุน้การสรา้งเซลลอ์อสติโอคลาสทต่์อไป 

นอกจากระยะเวลาที่ฟันอยู่นอกช่องปากจะเป็นปัจจยัส าคญัที่สง่ผลต่อการพยากรณโ์รค
แลว้ ยงัมีอีกหนึ่งปัจจยัที่มีผลต่อความส าเรจ็ในการรกัษาฟันซี่นัน้ๆไวซ้ึ่งก็คือสารละลายตวักลางที่
เหมาะสม นมเป็นสารละลายที่  International Association of Dental Traumatology แนะน า 
เนื่องจากหาใช้งานได้ง่าย และยังมีค่าความเป็นกรด -ด่าง และความเข้มข้นออสโมลาริตี ้ที่
เหมาะสมต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตอี์กดว้ย นอกจากนีย้ังมีสารอาหารต่างๆ และไม่มี
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แบคทีเรียเจือปน(3, 4) อย่างไรก็ตามมีหลายการศึกษาที่พบว่านมส่งผลกระทบในเชิงลบเมื่อใชเ้ป็น
สารละลายตัวกลางเช่นกัน จากการศึกษาของ Hasan et al พบว่าฟันของหนูที่ผ่านการแช่ในนม
จืดไขมันเต็ม มีความหนาของชัน้เนือ้เยื่อไฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต ์(PDL thickness) หลงัน า
ฟันกลับเขา้สู่กระดูกเบ้าฟันน้อยที่สุด (57.53±0.36 ไมโครเมตร) เมื่อเทียบกับฟันที่แช่ในไข่ขาว 
(115.12±0.62 ไมโครเมตร) และสารละลายเกลือแฮงค์ (113.51±0.78 ไมโครเมตร) และมีโอกาส
เกิดภาวะฟันยึดแข็งตามมามากกว่าฟันที่แช่ในไข่ขาวและสารละลายเกลือแฮงค์ด้วย (37) 
เช่นเดียวกับ Choi et al ที่พบว่านมจืดไขมันเต็มสามารถกระตุน้ท าใหเ้กิดการหลั่งสารอกัเสบและ
สารที่ท าใหเ้กิดกระบวนการสลายกระดกูได้(74) เป็นที่น่าสงัเกตว่าจากการศึกษาที่กล่าวมาขา้งตน้
พบว่าผลกระทบเชิงลบของนมที่น ามาเป็นสารละลายตัวกลางที่เกิดขึน้นัน้ เกิดจากการน านมจืด
ไขมนัเต็มมาท าการทดสอบ มีการศกึษาที่ไดท้ าการเปรียบเทียบผลของไขมนัในนม เมื่อน าเซลลไ์ฟ
โบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตม์าเพาะเลีย้งในนมจืดไขมันสงู (มีไขมนัเป็นส่วนประกอบ 4.5%), กลาง 
(มีไขมนัเป็นส่วนประกอบ 3.5%) และต ่า (มีไขมนัเป็นส่วนประกอบ 3%) พบว่าเปอรเ์ซนตค์วามมี
ชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตท์ี่เพาะเลีย้งในนมจืดไขมนัต ่ามีปรมิาณมากท่ีสดุอย่างมี
นยัส าคัญทางสถิติ(75) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Sinpreechanon et al ที่พบว่านมจืดไขมนัต ่ามี
ประสิทธิภาพในการคงความมีชีวิตและการสรา้งคอลลาเจนของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัต์
มากกว่านมจืดไขมนัเต็มและสารละลายเกลือแฮงค์(39) 

สารละลายที่  International Association of Dental Traumatology แนะน าให้ใช้ตัว
ต่อมาคือสารละลายเกลือแฮงค ์ถึงแมว้่าคณุสมบติัของสารละลายเกลือแฮงคจ์ะเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของเซลล์และรักษาความมีชีวิตของเซลล์ไฟโบรบลาสท์ เอ็นยึดปริทันต์ได้ แต่
สารละลายเกลือแฮงคย์งัหาใชง้านไดย้ากและมีราคาแพง จึงไม่นิยมใชใ้นปัจจุบนั(1, 4, 19) การศกึษา
ส่วนใหญ่ที่น าสารละลายเกลือแฮงคแ์ละนมมาเป็นสารละลายตัวกลางเพื่อทดสอบความมีชีวิต
ของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัต ์พบว่าเซลลท์ี่แช่ในสารละลายเกลือแฮงคร์กัษาความมีชีวิต
ของเซลลไ์ดม้ากกว่าเซลลท์ี่แช่ในนม(73, 76, 77) แต่เมื่อเทียบกบันมจืดไขมนัต ่ากลบัพบว่านมจืดไขมนั
ต ่ามีประสิทธิภาพในการคงความมีชีวิตและการแบ่งจ านวนเพิ่มเซลลไ์ฟโบรบลาสท์เอ็นยึดปรทินัต์
ไดม้ากกว่าสารละลายเกลือแฮงค์(8, 38, 78) 

นอกจากนมและสารละลายเกลือแฮงค์ ยังมีสารละลายตัวกลางทางธรรมชาติที่
การศึกษานีเ้ลือกใชคื้อสารละลายนมผึง้ ซึ่งประกอบดว้ยสารอาหารมากมาย อีกทัง้ยังมีฤทธิ์ทาง
เภสชัวิทยา และก าลงัเป็นที่นิยมในปัจจุบนั(46) โดยจากการศึกษาก่อนหนา้นีข้อง Sricholpech et 
al พบว่าสารละลายนมผึง้มีประสิทธิภาพในการคงความมีชีวิตและท าใหม้ีอัตราการเพิ่มจ านวน
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ของเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตไ์ดม้ากกว่าสารละลายเกลือแฮงค์(8) และจากการศึกษาของ 
Sricholpech et al ที่ก าลงัรอพิจารณาตีพิมพพ์บว่าประสิทธิภาพในการคงความมีชีวิตของเซลลไ์ฟ
โบรบลาสท์เอ็นยึดปริทันต์ของสารละลายนมผึ ้งในทุกความเข้มข้นคือ 100, 500 และ 900 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ต ่ากว่านมจืดไขมนัต ่าเล็กนอ้ย แต่มีอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ฟโบรบ
ลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตม์ากกว่านมไขมนัต ่าอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ทางผูว้ิจยัเห็นว่าประสิทธิภาพ
ของสารละลายนมผึง้มีแนวโนม้ที่ดีในการเป็นสารละลายตัวกลาง จึงไดท้ าการศึกษาต่อในเรื่อง
ความสามารถในการกดการสรา้งเซลลอ์อสติโอคลาสท์ที่ท าหน้าที่ละลายรากฟัน โดยใชค้วาม
เขม้ขน้ 100, 500 และ 900 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรตามการศึกษาก่อนหนา้ที่สามารถเพิ่มจ านวน
เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันตไ์ด ้ว่าสามารถกดการสรา้งและการท าหนา้ที่ของเซลลอ์อสติโอ
คลาสทไ์ดห้รือไม่ ซึ่งการเกิดรากฟันละลายภายหลงัจากการใส่ฟันกลบัเขา้สู่กระดกูเบา้ฟันเดิมถือ
เป็นปัญหาแทรกซอ้นที่รุนแรงอย่างหนึ่ง  

จากการศกึษานีท้ี่ท าการเลีย้งร่วมระหว่างเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัตร์่วมกบัแมค
โครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู RAW 264.7 พบว่าเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยดึปรทินัตท์ี่แช่ในนมจืดไขมนั
เต็มและสารละลายเกลือแฮงค์เป็นเวลา 1 ชั่วโมงท าให้เกิดเซลลอ์อสติโอคลาสท์ มากกว่ากลุ่ม
ควบคุม ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาของ Zhan et al ที่พบว่าเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทันต์ที่
ผ่านการแช่ใน WM และ HBSS เป็นเวลา 1 ชั่วโมงแลว้เลีย้งร่วมกบัแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหน ู
RAW 264.7 ท าให้เกิดเซลลอ์อสติโอคลาสท์ในจ านวนที่ใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุม แต่เมื่อแช่ใน 
WM เป็นเวลา 6 ชั่วโมงจึงพบจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสท์สูงขึน้และแตกต่างจากกลุ่มควบคุม
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ(13) โดยความแตกต่างของผลการทดลองที่เวลาแช่ 1 ชั่วโมงเช่นเดียวกนั
นี ้อาจเกิดจากการที่ในการศึกษานีม้ีการดดูอาหารเลีย้งเซลลอ์อกทัง้หมดเป็นเวลา 5 นาที ซึ่งอาจ
สง่ผลกระทบต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปรทินัตใ์นกลุ่ม WM และ HBSS ในการกระตุน้การเกิด
จ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่มากกว่าในกลุ่มควบคมุ และในการศึกษานีน้อกจากจะประเมินการ
เกิดขึน้ของเซลลอ์อสติโอคลาสทแ์ลว้ ผูว้ิจัยยังประเมินการท าหน้าที่ของเซลลต่์อดว้ย โดยพบว่า
พืน้ที่หลมุการละลายที่เกิดขึน้ในกลุ่มนมจืดไขมนัเต็มพบมากที่สดุ ตามมาดว้ยนมจืดไขมนัต ่าและ
สารละลายเกลือแฮงค์เกิดน้อยที่สุด แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคลอ้งกับ
การศึกษาในสิ่งมีชีวิตของ Trope et al ที่พบว่าถา้แช่ฟันสุนขัในนมจะเกิดรากฟันละลายมากกว่า
สารละลายเกลือแฮงค์ในเวลาที่เท่ากัน (25) แต่อย่างไรก็ตามยังมีการศึกษาของ Casaroto et al 
รายงานว่าฟันที่แช่ในสารละลายเกลือแฮงค์หลงัจากน าฟันกลบัเขา้สู่กระดูกเบา้ฟันท าใหเ้กิดราก
ฟันละลายมากกว่าในนมจืดไขมนัเต็ม(79) 
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ที่ผ่านมายังไม่พบการน าสารละลายนมผึง้มาเป็นสารละลายตัวกลางเพื่อประเมินการ
เกิดขึน้ของเซลลอ์อสติโอคลาสท ์อย่างไรก็ตามมีการศกึษาที่พบว่ามีองคป์ระกอบในสารละลายนม
ผึง้ไดแ้ก่ กรดไขมันสายกลาง 10-hydroxy-2-decenoic acid (10H2DA) ซึ่งพบไดใ้นสารละลาย
นมผึง้เท่านั้น สามารถจับกับ FFAR4 receptor ท าให้ขัดขวาง NF-kB signaling pathway มีผล
ยบัยัง้กระบวนการเจริญและพฒันาของเซลลส์ลายกระดกูรวมถึงหนา้ที่ของเซลลส์ลายกระดกูดว้ย 
ดังภาพประกอบ 17 โดยจากการศึกษาของ Tsuchiya et al ที่ท าการเลีย้งเซลลอ์อสติโอคลาสท์
ร่วมกบั Macrophage colony stimulating factor (M-CSF) 10 นาโนกรมั/มิลลิลิตร และ RANKL 
50 นาโนกรมั/มิลลิลิตร ในจานเลีย้ง Osteo Assay โดยกลุ่มทดลองใส่กรดไขมัน 10H2DA และ
กลุม่ควบคมุไม่ใส่กรดไขมนั 10H2DA ในหลมุเลีย้งเซลล ์เป็นเวลา 3 วนั ผลการศกึษาพบว่าหลมุที่
ใสก่รดไขมนั 10H2DA เกิดพืน้ที่หลมุการละลายนอ้ยกว่ากลุม่ควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ(80) 

 

ภาพประกอบ 17 กลไกของกรดไขมนั 10H2DA ต่อการยบัยัง้กระบวนการเจรญิและพฒันาของ
เซลลส์ลายกระดกู 

ที่ ม า : Yosuke Tsuchiya. (2020). The key royal jelly component 10-Hydroxy-2-
decenoic acid protects against bone loss by inhibiting NF-kB signaling downstream of 
FFAR4 p. 21. 
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นอกจาก 10H2DA แลว้สารละลายนมผึง้ยังมี MRJP3 ที่สามารถตา้นการอักเสบไดโ้ดย
ยับยัง้การสรา้งสารตั้งตน้การอักเสบ (Proinflammatory cytokine) โดยในการศึกษาของ Kohno 
et al ไดท้ าการเลีย้งแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู RAW 264.7 ในสารละลายนมผึง้เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง พบว่าสารละลายนมผึง้ยบัยัง้สารตัง้ตน้การอกัเสบไดท้ัง้  Tumor necrosis factor-α (TNF-
α), Interleukin-6 (IL-6) และ Interleukin-1 (IL-1)  โดยยับยั้ง TNF-α ได้มากที่สุด นอกจากนี ้
โปรตีน MRJP3 ที่สกัดแยกออกมาจากสารละลายนมผึง้สามารถยบัยัง้ TNF-α ไดโ้ดยแปรผนัตรง
กบัความเขม้ขน้ที่เพิ่มขึน้(16) ซึ่ง TNF-α เป็นหนึ่งในปัจจยัที่ท าใหเ้กิดการพฒันาของเซลลอ์อสติโอ
คลาสท ์(Osteoclast differentiation)(17) ส่วนการศึกษานีพ้บว่าเซลลท์ี่ผ่านการแช่สารละลายนม
ผึง้ท าใหเ้กิดเซลลอ์อสติโอคลาสทน์อ้ยกว่าทัง้ในกลุ่มนมทัง้ 2 ประเภทและสารละลายเกลือแฮงค ์
และยงัเกิดพืน้ที่หลมุการละลายนอ้ยกว่าเช่นกนั ในการศึกษานีผ้งนมผึง้ถูกละลายดว้ยสารละลาย
เกลือแฮงคท์ี่มีค่าความเป็นกรด-ด่างที่เป็นกลาง ซึ่งสอดคลอ้งกับการศึกษาของ Kohno et al ที่
ละลายสารละลายนมผึง้ดว้ย PBS ที่มีค่าความเป็นกรด-ด่างที่เป็นกลางเช่นกนั(16) แต่แตกต่างจาก
การศึกษาของ Tsuchiya et al ที่กรดไขมัน 10H2DA นัน้มาจากการที่สารละลายนมผึง้ถูกละลาย
โดยเอทานอลในน า้มนัขา้วโพด(80) จากความสามารถในการละลายที่แตกต่างกนัขององคป์ระกอบ
ในนมผึง้ในสารละลายต่างๆ จึงมีความเป็นไปไดว้่าส่วนประกอบของสารละลายนมผึง้ที่ละลาย
ออกมาไดใ้นการศึกษานีส้่วนใหญ่นัน้น่าจะเป็นโปรตีน โดยที่ MRJP3 จากสารละลายนมผึง้น่าจะ
มีส่วนท าใหล้ดจ านวนการเกิดเซลลอ์อสติโอคลาสทไ์ด ้ท าใหเ้ซลล์ออสติโอคลาสท์ที่เกิดในกลุ่ม
สารละลายนมผึง้มีจ านวนนอ้ยกว่ากลุ่มทดลองอ่ืนๆ และจากที่การศึกษานีล้ะลายผงนมผึง้ดว้ย
สารละลายเกลือแฮงค์นั้น เพื่อจะได้เห็นผลของสารละลายนมผึง้ที่เกิดขึน้เมื่อเปรียบเทียบกับ
สารละลายเกลือแฮงค์ที่ เป็นสารละลายตัวกลางที่ทดสอบเช่นกัน อย่างไรก็ตามกลไกของ
สารละลายนมผึง้ในการลดจ านวนการเกิดเซลลอ์อสติโอคลาสทใ์นการศกึษานีย้งัไม่เป็นที่ทราบแน่
ชดัและจ าเป็นตอ้งท าการศกึษาต่อไป 

เมื่อท าการหาความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเซลลอ์อสติโอคลาสท์และพื ้นที่หลุมการ
ละลายที่เกิดขึน้ ในการศึกษานี ้พบว่าเซลล์ออสติโอคลาสท์ที่ เกิดขึน้ในทุกกลุ่มการทดลองมี
แนวโนม้ที่ท าใหเ้กิดพืน้ที่หลมุการละลายที่แปรผนัตรงกบัจ านวนเซลลท์ี่เกิดขึน้ ยกเวน้กลุม่ควบคมุ
และกลุ่มที่เลีย้งแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู  RAW 264.7 เด่ียวๆ (RAW alone) ที่มีจ านวนเซลล์
ออสติโอคลาสทม์ากพอๆกบัสารละลายเกลือแฮงค ์แต่ท าใหเ้กิดพืน้ที่หลมุการละลายนอ้ยกว่าเมื่อ
เทียบกบัพืน้ที่หลมุการละลายที่เกิดขึน้ในสารละลายเกลือแฮงค ์ซึ่งเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่เกิดขึน้
จ านวนมากนัน้ น่าจะเป็นเซลลข์นาดใหญ่หลายนิวเคลียสมากกว่าที่จะเป็นเซลลอ์อสติโอคลาสท ์
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เนื่องจากในการศึกษานีเ้ซลลไ์ม่ไดถู้กกระตุน้ดว้ย RANKL หรือ M-CSF ซึ่งเป็นไซโตไคนท์ี่จะท าให้
พัฒนาไปเป็นเซลลอ์อสติโอคลาสท์ที่สมบูรณ์ แตกต่างจากการศึกษาของ Song et al ที่ท าการ
กระตุน้แมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู  RAW 264.7 ดว้ย RANKL ความเขม้ขน้ต่างๆตัง้แต่ 0-100 
นาโนกรมัต่อมิลลิลิตรบนแผ่นกระดูกวัว (Slice bovine bone) พบว่าจะเกิดมีการเปลี่ยนแปลง
สภาพเซลลเ์ป็นเซลลอ์อสติโอคลาสท์เมื่อกระตุน้ดว้ย RANKL ที่ความเขม้ขน้ 30 นาโนกรมัต่อ
มิลลิลิตรเป็นตน้ไป และเกิดพืน้ที่หลุมการละลายมากขึน้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (81) ต่างจาก
การศึกษาที่เลีย้งแมคโครฟาจเซลลไ์ลนข์องหนู  RAW 264.7 และกระตุน้ดว้ย RANKL 50 นาโน
กรมัต่อมิลลิลิตร บนจานเลีย้ง Osteo Assay 3 วัน และยอ้มดว้ย Von Kossa จะพบว่าเกิดหลุม
การละลายขนาดใหญ่จ านวนมาก(82) ดงัภาพประกอบ 18  

 

 

ภาพประกอบ 18 พืน้ที่หลมุการละลายบนจานเลีย้ง Osteo Assay และยอ้มสี Von Kossa 

ที่ มา : Haijun Z. (2019). Hippuric acid and 3‐(3‐hydroxyphenyl) propionic acid 

inhibit murine osteoclastogenesis through RANKL‐RANK independent pathway p. 5. 

และจากการศึกษานีพ้บว่าพืน้ที่หลมุการละลายที่เกิดขึน้มีปริมาณนอ้ย อาจเกิดจากการ
ท าหน้าที่ของเซลลห์ลายนิวเคลียสที่เกิดขึน้ละลายแร่ธาตุแค่พืน้ผิวส่วนบนของจานเลีย้ง Osteo 
Assay เท่านัน้ ซึ่งสอดคลอ้งกบัการศึกษาในหอ้งปฏิบติัการที่แยกความแตกต่างระหว่างการเลีย้ง
เซลลอ์อสติโอคลาสทแ์ละ Foreign-body giant cell (FBGCs) บนแผ่นกระดูกวัวโดยใชไ้ซโตไคน์
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กระตุน้ เพื่อดกูารละลายของแผ่นกระดกูและการแสดงออกของยีนพบว่า FBGCs ไม่สามารถสรา้ง 
Ruffled border จนเกิดเป็นบริเวณปิดขึน้ได ้กรดที่หลั่งออกมาจะไหลออกจากบริเวณนั้นท าใหม้ี
ความเขม้ขน้ไม่พอที่จะละลายสารอินทรีย ์จึงท าไดเ้พียงละลายแร่ธาตทุี่อยู่บนผิวของกระดกู (HA 
coating) เท่านั้น ต่างจากเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่สามารถละลายแผ่นกระดูกวัวไดถ้ึง 20% ของ
พืน้ผิว ถึงแมว้่า FBGCs จะมีเซลลข์นาดใหญ่และมีหลายนิวเคลียสกว่าเซลลอ์อสติโอคลาสทก์็
ตาม(36)  

สรุปผลการวิจัย 
จากการศึกษานี ้และการศึกษาที่ก าลังรอพิจารณาตีพิมพ์ของ  Sricholpech et al 

สามารถสรุปไดว้่าสารละลายนมผึง้มีประสิทธิภาพในการคงความมีชีวิตและการเพิ่มจ านวนของ
เซลลไ์ฟโบรบลาสทเ์อ็นยึดปริทนัต ์และยังมีความสามารถในการลดจ านวนและการท าหนา้ที่ของ
เซลลอ์อสติโอคลาสทใ์นสภาวะจ าลองการหลดุของฟันออกจากเบา้ไดดี้กว่าสารละลายตวักลางที่
แนะน าส าหรบัการแช่ฟันคือนมและสารละลายเกลือแฮงค์ ดังนั้นสารละลายนมผึง้จึงน่าจะมี
ศักยภาพในการพัฒนาไปเป็นสารละลายตัวกลางเพื่อแช่ฟันที่หลุดออกจากเบ้าที่สามารถลด
โอกาสการละลายของรากฟันได ้

ข้อเสนอแนะ 
จากการศึกษาผลของสารละลายนมผึง้ต่อจ านวนและการท าหน้าที่ของเซลลอ์อสติโอ

คลาสทใ์นสภาวะจ าลองการหลุดของฟันออกจากเบา้ พบว่าสารละลายนมผึง้มีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการเกิดเซลล์ออสติโอคลาสท์และเกิดหลุมการละลายน้อยเมื่อเทียบกับสารละลาย
ตวักลางที่แนะน า อย่างไรก็ตามเซลลอ์อสติโอคลาสทท์ี่เกิดขึน้สามารถละลายหลมุบนจาน Osteo 
Assay ไดเ้พียงเล็กนอ้ยเท่านั้น เนื่องจากวิธีการศึกษานีไ้ม่ไดก้ระตุน้เซลลด์ว้ยไซโตไคนท์ี่จะท าให้
พัฒนาไปเป็นเซลลอ์อสติโอคลาสท์ที่สมบูรณ์ ดังนัน้เพื่อเป็นการพัฒนาวิธีการศึกษาต่อๆไปควร
ตอ้งท าการเติมไซโตไคน์ RANKL หรือ M-CSF กระตุ้นให้เกิดเซลลอ์อสติโอคลาสท์และการท า
หนา้ที่อย่างสมบรูณ ์เพื่อพิสจูนว์่าสารละลายนมผึง้มีศกัยภาพในการกดการสรา้งและการท าหนา้ที่
ของเซลล์ออสติโอคลาสท์หรือไม่ และประเมินความเหมาะสมในการพัฒนาเป็นสารละลาย
ตวักลางที่เหมาะสมในการแช่ฟันต่อไป 
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