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ไวรสัจากใบยาสบู มีคุณสมบติัสามารถเหนี่ยวน าการสรา้งกระดูกได้ การศึกษาวิจยัครัง้นีจ้ึงมีวตัถุประสงค์ เพื่อ
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เซลลไ์ลน์ มีค่าเฉล่ียอัตราการเจริญเติบโตของเซลลใ์นวนัที่  1, 3, 7 และ 14 มากกว่ากลุ่มควบคุม และสามารถ
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สรา้งโปรตีน Osteocalcin เกิดขึน้ดว้ย ส่วนลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์ในกลุ่มที่เลีย้งเซลลร่์วมกับไวรัส
จากใบยาสูบ พบว่าเซลลม์ีการเปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นหลายเหล่ียมและมีลักษณะเกาะกลุ่มกันเร็วกว่าเมื่อเทียบ
กับกลุ่มควบคุม การวิจัยนีส้รุปไดว้่าอณูไวรัสจากใบยาสูบมีความเข้ากันไดท้างชีวภาพกับเซลล์กระดูกเบา้ฟัน
มนุษยแ์ละมีแนวโนม้ในการเหนี่ยวน าเซลลก์ระดูกเบา้ฟันมนุษยใ์ห้มีการเจริญไดเ้พิ่มมากขึน้ จึงมีความน่าสนใจ
ที่จะน าไปใชพ้ฒันาต่อยอดส าหรบังานพนัธุวิศวกรรมเนือ้เย่ือแข็งต่อไปในอนาคต 
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The factor that is most associated with dental implant success is an adequate amount 

of supporting bone for the implant. However, there are still some limitations for the substitution of 
bone used. Many previous studies found that nanoparticles of the tobacco virus had the ability to 
induce bone formation. This study aimed to evaluate the biocompatibility of tobacco mosaic virus 
nanoparticles with two primary human alveolar bone cells. The cell culture on the primary cell lines of 
human alveolar bone and tobacco mosaic viral particles were also performed. In order to evaluate 
the cell viability, the alkaline phosphatase assay, calcium matrix mineralization test, and 
immunofluorescence test for osteocalcin synthesis and cell morphology were also assessed. The 
results showed that both cell lines were cultured on the tobacco viral coated plate had higher 
average proliferation rate than the control group at day 1, 3, 7 and 14. Moreover, the alkaline 
phosphatase enzyme assay was positive and calcium deposition was found significantly greater than 
the control group on day 14, especially in the group, which was treated with osteogenic media 
(p<0.05).  The osteocalcin protein synthesis was also found in both tested groups. The 
immunofluorescence study showed that in the tested group, the cells changed into polygonal shapes 
and aggregated more quickly than the control group. The present findings concluded that the 
tobacco mosaic virus was biocompatible with primary human alveolar bone cells and showed 
osteoinduction potential. Therefore, it is interesting for future study in the hard tissue engineering 
field. 
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บทท่ี 1  
บทน า 

ภูมิหลัง 
ปัจจุบันรากฟันเทียมเป็นที่แพร่หลายและไดร้บัความนิยมจากผูป่้วยและทนัตแพทย์มาก

ขึน้ เนื่องจากรากฟันเทียมเป็นวสัดทุดแทนฟันธรรมชาติแบบติดแนน่ที่ดี ทัง้ในกรณีผูป่้วยมีช่องว่าง
บางส่วนและมีช่องว่างทั้งปาก แต่ทั้งนีผู้ ้ป่วยหลายรายโดยเฉพาะผู้สูงอายุมีปริมาณกระดูกไม่
เพียงพอต่อการฝังรากฟันเทียม ดงันัน้จึงมีความจ าเป็นตอ้งท าการปลกูกระดกู เพื่อใหร้ากฟันเทียม
มีเสถียรภาพมากขึน้ (implant stability)(1)  โดยกระดูกทดแทนที่น ามาใช้ในทางคลินิกมีความ
หลากหลาย  

เนือ้เยื่อกระดกูตนเอง (autograft) เป็นเนือ้เยื่อปลกูถ่ายตวัเลือกแรกที่แนะน า เนื่องจากไม่
ก่อให้เกิดภูมิคุ้มกันต่อต้าน สามารถสรา้งเนื ้อเยื่อกระดูกขึน้ได้เอง (osteogenic) มีคุณสมบัติ
เหนี่ยวน าการสร้างกระดูก (osteoinductive) และเป็นโครงร่างยึดเกาะของเนื ้อเยื่อกระดูก 
(osteoconductive) แต่มีขอ้เสียคือตอ้งผ่าตดัในต าแหน่งที่สองอาจเกิดภาวะแทรกซอ้นไดจ้ากแผล
ผ่าตดัต าแหน่งที่ตดักระดกูออกไป 

เนือ้เยื่อปลูกถ่ายเอกพันธุ ์(allograft) เป็นเนือ้เยื่อปลูกถ่ายที่นิยมใชเ้ป็นอันดับที่สอง ซึ่ง
น ามาจากเนือ้เยื่อของสิ่งมีชีวิตสปีชีส์เดียวกัน แต่วัสดุชนิดนีอ้าจก่อใหเ้กิดภูมิคุ้มกันต่อต้านสิ่ง
แปลกปลอมของผูร้บั และมีโอกาสเป็นพาหะของเชือ้โรคได ้

เนือ้เยื่อปลูกถ่ายวิวิธพันธุ์ (xenografts) เป็นเนือ้เยื่อที่ไดม้าจากสัตว ์แต่มีขอ้เสียคือ ไม่มี
คณุสมบตัิเหนี่ยวน าใหเ้กิดการสรา้งกระดกูและอาจเกิดการต่อตา้นจากระบบภูมิคุม้กนัของผูร้บัได้ 

วัสดุปลูกถ่ายเฉื่ อย (alloplastic materials) เป็นวัสดุสังเคราะห์ มีข้อดีคือ สามารถ
สงัเคราะหไ์ดไ้ม่จ ากดั ไม่เป็นพาหะของเชือ้โรค แต่มีขอ้เสียคือ ระยะเวลาการสลายตวัยงัไม่แน่ชดั 

ดว้ยขอ้จ ากดัเหล่านีจ้ึงเกิดการพฒันาวิศวกรรมเนือ้เยื่อ (tissue engineering) ซึ่งเป็นการ
พฒันาโครงสรา้งค า้ยันของวสัดุ (scaffold) เช่น พืน้ผิวของวสัด ุ(topography) ลักษณะโครงสรา้ง
โดยทั่วไป เพื่อเลียนแบบเมทริกซ์นอกเซลล์ (extracellular matrix) ที่มีอิทธิพลต่อการเร่งการ
เจริญเติบโต และการแสดงออกของเซลลต์น้ก าเนิดการสรา้งกระดกู (osteoinductive)(2) 

ในดา้นการใชส้ารช่วยเร่งการเจริญของกระดกูหรือโกรทแฟคเตอร ์(growth factor) มีการ
น ามาใช้หลายชนิด  เช่น  Transforming growth factor beta (TGF-β), growth differentiation 
factors (GDF) โดยจากการศึกษาพบว่า bone morphologic protein-2 (BMP-2) เป็นโกรทแฟค
เตอรท์ี่มีความส าคัญต่อกระบวนการสรา้งกระดูก  ทั้งนีปั้จจุบันสามารถผลิตขึน้ไดเ้องในรูปแบบ  
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recombinant bone morphologic protein-2 (rhBMP-2) แต่มีข้อเสียคือ มีราคาแพงและยังมีข้อ
สงสยัถึงผลขา้งเคียงที่อาจเกิดขึน้ เช่น การบวมของเนือ้เยื่อ การสรา้งกระดกูผิดต าแหน่ง เป็นต้น(3) 
จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า ไวรสัจากใบยาสบู (Tobacco Mosaic Virus ; TMV) มีคณุสมบตัิเร่ง
การแสดงออกของ BMP-2 ซึ่งส่งผลเหนี่ยวน าการสรา้งกระดกูดว้ย  

ไวรัสจากพืช (Plant virus) ลักษณะโดยทั่วไป  มีโครงสร้างในระดับนาโนโมเลกุล ไม่
สามารถก่อใหเ้กิดโรคหรือเพิ่มจ านวนในสัตวเ์ลีย้งลกูดว้ยนม(4) สามารถสลายตวัไดเ้องเนื่องจากมี
โครงสรา้งเป็นโปรตีนท าใหไ้ม่เกิดสารตกคา้ง มีความคงตวัสูง ไวรสัพืชสามารถน ามาใชเ้ป็นโครง
ร่างค ้ายัน (Scaffold) ในรูปแบบ 2 มิติ และ 3 มิติ เพื่อน าพาสารหรือยาที่ต้องการได ้นอกจากนี ้
capsid protein ของไวรสัสามารถพัฒนาปรบัปรุงใหม้ีคณุสมบัติที่ตอ้งการทัง้ดา้นเคมี (chemical 
conjugation) และพนัธุวิศวกรรม (genetic engineering)ได้(2, 5, 6)  

ไวรสัจากใบยาสูบ (Tobacco Mosaic Virus, TMV) ถูกคน้พบขึน้ครัง้แรกในปี ค.ศ. 1892 
มีรูปร่างเป็นแท่ง (rod like shape) มีความยาว 300 นาโนเมตร เสน้ผ่าศูนยก์ลางเฉลี่ย 18 นาโน
เมตร ในดา้นความเป็นพิษ พบว่า 97% ของ TMV particles ถูกก าจดัไดจ้ากระบบหมนุเวียนเลือด
โดย reticuloendotherial system (RES) ที่พบในตบัและมา้ม โดยจากการศึกษาในหนูพบว่า เมื่อ
ใช ้ TMV ร่วมกบัไฮโดรเจล ไม่พบการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนั (Anti-TMV IgG) ไม่พบภาวะ
อกัเสบเรือ้รงัและรุนแรงต่อสตัวท์ดลอง (chronic/major inflammation)(7) 

การศึกษาไวรสัจากใบยาสูบในรูปแบบ 2 มิติ ในปี 2012 ของ Pongkwan Sitasuwan 
และคณะ(8) ไดศ้ึกษาในหอ้งปฏิบัติการถึงผลของ TMV ในเซลลต์น้ก าเนิดการสรา้งกระดูก (bone 
marrow deviced mesenchymal stem cells, BMSCs) จากหนูบนจานเพาะเลีย้งเซลล์ (tissue 
culture plate ; TCP) พบว่า TMV มีผลต่อการเหนี่ยวน าการสรา้งกระดูก (osteoinduction) และ
เร่งการแสดงออกของ bone morphologic protein-2 (BMP-2) ส่งผลใหเ้กิด early osteoblastic 
differentiation ที่ 8 ชั่งโมงแรกมากกว่ากลุ่มที่ไม่ไดใ้ส่ไวรสั 

แต่เนื่องจากการเจริญเติบโตของเซลลต์ามธรรมชาติเป็นรูปแบบ 3 มิติ จึงไดม้ีการคิดคน้
ระบบน าส่งสารขึน้ เพื่อน าพาสารหรือยาและเป็นโครงร่างค ้ายัน (Biological scaffold) ใหเ้ซลล์
เจริญเติบโต จึงไดม้ีการศึกษาไวรสัจากใบยาสูบ โดยศึกษาร่วมกับไฮโดรเจลแบบต่างๆในรูปแบบ 
3 มิติโดย ในปี 2012 Luckanagul J. และคณะ(9) ได้ปรับปรุงคุณสมบัติของ TMV โดย mutant 
พื ้นผิวของ TMV ในรูปแบบของ RGD-PAH (arginine-glycine-aspatic acid) ร่วมกับ porous 
alginate hydrogels scaffolds (PAH) ที่มีต่อ 0.1% W/V TMV ท าการศึกษาใน BMSCs จากหนู
พบว่า ในวันที่  3 กลุ่ม mutant TMV (RGD-PAH) ค่า Alkaline phosphatase activity (ALP) ซึ่ง
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เป็น early osteoblastic marker ในการวัด cell differentiation มากกว่ากลุ่ม TMV และกลุ่ม
ควบคมุที่ไม่ใส่ไวรสั นอกจากนีย้ังพบว่ากลุ่ม TMV-PAH และ RGD-PAH สามารถวดัค่าการยอ้ม
ติดสี Alizarin Red และ วัดค่า osteocalcin จาก immunostaining ซึ่งเป็นค่าจ าเพาะของ mature 
osteoblast ในขั้นตอน calcium deposition ของกระดูก มากกว่ากลุ่มควบคุม แสดงให้เห็นว่า 
TMV และ mutant TMV สามารถเร่งการเกิด bone differentiation และ mineralization ใหเ้ร็วขึน้ 

ในปี 2016 Maturavongsadit P. และคณะ(10) ไดพ้ัฒนาโครงร่างชีวภาพในรูปแบบยาฉีด
ไฮโดรเจล  จากกรดไฮยาลูโรนิก เกิดเป็น Methacrylated hyaluronic acid  (MeHA)  และมี 
crosslinker เ ป็ น  dithiotreitol (DTT) ร่ ว ม กั บ  Cysteine-inserted Tobacco Mosaic Virus 
(TMV1cys) ซึ่งเป็น mutant TMV ใน BMSCs จากหนู  พบว่าไฮโดรเจล ที่ก่อตัวจาก  MeHA-
TMV1cys ส่งเสริมการเหนี่ยวน าการสรา้งกระดูกอ่อน (Chondrogenesis) โดยกระตุ้นการสรา้ง 
BMP-2 (early stage chondrogenic marker) และ collagen type II (late stage chondrogenic 
marker) ไดด้ีกว่า ไฮโดรเจล ที่ก่อตวัจาก MeHA-DTT เพียงอย่างเดียว 

นอกจากนี้  Liu T. และคณะในปี  2019(11) ได้ศึกษาผลของไวรัสจากใบยาสูบต่อ
กระบวนการเปลี่ยนแปลงของเซลลต์น้ก าเนิดจากไขกระดูกมนุษย ์(Human bone marrow stem 
cells) ที่ได้มาจากไขกระดูกต้นขา (femoral medullary cavity) บนจานเพาะเลีย้งเซลล์ (TCP) 
พบว่า TMV-RGD1 ซึ่งเป็น mutant TMV พบแสดงออกของ gene osteocalcin, Runx2, BMP-2 
และ TGF-β ส่งเสริมการเกิด cell differentiation จากการวัดค่า ALP และ calcium deposition 
มากกว่าในกลุ่ม TMV และกลุ่มควบคมุ  

จากการศึกษาทั้งหมดที่ผ่านมาแสดงให้เห็นว่า TMV มีคุณสมบัติเหนี่ยวน าการสร้าง
กระดกู (osteoinduction) โดยมีการศึกษาผลของ TMV กบัเซลลต์น้ก าเนิดการสรา้งกระดกูของหนู 
และเซลลต์้นก าเนิดการสรา้งกระดูกมนุษย์ที่มาจากไขกระดูกตน้ขาแต่ยังไม่เคยมีการศึกษาใน
เซลลก์ระดูกเบา้ฟันมนุษย ์ทั้งนีเ้พื่อน าขอ้ดีของ TMV ไปประยุกตใ์ชท้างทันตกรรมในกระตุน้การ
สร้างกระดูกทดแทนในช่องปาก การศึ กษานี้จึ งมุ่ งศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพ 
(biocompatibility) ของ nanoparticle ของไวรสัจากใบยาสบู(Tobacco Mosaic Virus, TMV) ที่มี
ต่อเซลลก์ระดกูเบา้ฟันมนุษย ์(human alveolar bone cells)  
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ความมุ่งหมายของงานวิจยั 
ในการวิจยัครัง้นีผู้วิ้จยัไดต้ัง้ความมุ่งหมายไวด้งันี ้คือ 

เพื่อทดสอบความเขา้กันไดท้างชีวภาพ (biocompatibility) ของ Tobacco mosaic 
virus nanoparticles ที่มีต่อ Human alveolar bone cells 

โดยประเมินผล 3 ดา้น คือ 
1. การมีชีวิตของเซลล ์(cell viability) 
2. คณุสมบตัิเหนี่ยวน าใหเ้กิดการสรา้งกระดกู (osteoinductivity) 
3. ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์(cell morphology) 

ความส าคัญของงานวิจัย 
เพื่อใหไ้ดอ้ณูไวรสัจากใบยาสูบที่มีคณุสมบัติทางชีวภาพที่เหมาะสมต่อเซลลก์ระดูกเบา้

ฟันมนุษย ์สามารถเหนี่ยวน าการสรา้งกระดูกไดแ้ละสามารถน าไปพัฒนาต่อยอดร่วมกับระบบ
โครงร่างทางชีวภาพเพื่อใชส้  าหรบังานพนัธุวิศวกรรมเนือ้เยื่อกระดกูต่อไป 

ขอบเขตของการวิจัย 
กลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในงานวิจัย 

เซลลก์ระดกูเบา้ฟันมนุษย ์Human alveolar bone cells (Primary cells) 
ตัวแปรท่ีศึกษา 

1. ตวัแปรอิสระ  
1.1 ไวรสัจากใบยาสบู (Tobacco mosaic virus, TMV) 

2. ตวัแปรตาม ไดแ้ก่ 
2.1 ความมีชีวิตของเซลล ์(cell viability) 
2.2 การแสดงออกของเอนไซม์ที่ ควบคุมการสร้างกระดูก  ( osteoblast 

differentiation) 
2.3 การสะสมแร่ธาตใุนเมทริกซร์ะหว่างเซลล ์(matrix mineralization assay) 
2.4 การแสดงออกของลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์(cell morphology) 

นิยามศพัทเ์ฉพาะ 
Human alveolar bone cells (Primary cells) หมายถึง เซลลก์ระดูกเบา้ฟันมนุษยท์ี่

ไดร้บัการเก็บเกี่ยวจากบริเวณขากรรไกรมนุษย ์มีคุณสมบตัิในการเพิ่มจ านวนและสามารถสรา้ง
เนือ้เยื่อกระดกูได ้
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กรอบแนวคิดงานวิจยั 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 1 กรอบแนวคิดงานวิจยั 

 

สมมติฐานในการวิจัย 
ไวรสัจากใบยาสูบ (Tobacco mosaic virus nanoparticles, TMV) มีความเขา้กันไดท้าง

ชีวภาพกบัเซลลก์ระดกูเบา้ฟันมนุษย ์(Human alveolar bone cells) 
 

 
 
 

Human alveolar bone cells 

(Primary cell) 

Tobacco Mosaic Virus ซึ่งมี

ประโยชนแ์ละมีการน ามาศึกษา

ทางหอ้งปฏิบติัการ เพื่อหวงัผล

ในการกระตุน้การสรา้งกระดูก 

ศึกษาความเขา้กันไดท้างชีวภาพ
(Biocompatibility) 
1. ความมีชีวิตของเซลล ์(Cell viability) 
2. คุณสมบั ติ เหนี่ ยวน าให้ เกิดการสร้าง
กระดูก (Osteoinductivity) 
- Osteoblast differentiation:Alkaline 
phosphatase   assay 
- Matrix mineralization assay 
- Alizarin Red staining 
- Immunofliorescence microscope: 
Osteocalcin expression 
3. การแสดงออกของลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของเซลล ์(Cell morphology) 
- Immunofliorescence microscope: 
DAPI staining for nucleus and FITC-
Phalloidin for actin  



  6 

บทท่ี 2  
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ในการวิจยัครัง้นี ้ผูวิ้จยัไดศ้ึกษาเอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวขอ้ง และไดน้ าเสนอตามหวัขอ้
ต่อไปนี ้ 

1. กระดกูมนุษย ์(human bone)  
2. วิศวกรรมเนือ้เยื่อ (tissue engineering) 
3. ไวรสั (virus); ไวรสัจากใบยาสบู (Tobacco Mosaic Virus, TMV) 

กระดกูมนุษย ์(Human bone) 

กระดกูเป็นโครงสรา้งของร่างกาย ท าหนา้ที่ป้องกนัอวัยวะภายในร่างกายและเป็นที่สรา้ง
เม็ดเลือด แหล่งสะสมไขมัน และเป็นที่รกัษาสมดุลของแคลเซียม โกรธแฟคเตอร ์และ ไซโตไคน์
ต่างๆในร่างกาย 
องคป์ระกอบของกระดกู (bone component)  

ประกอบด้วย 2 ส่วน คือ 
1. ส่วนกระดูกทึบ  (cortical bone) เป็นส่วนที่ แข็งและอยู่ รอบๆไขกระดูก 

ประกอบดว้ยเยื่อหุม้กระดกู 2 ชัน้ ไดแ้ก่ 
-ชั้ น น อ ก  เรี ย ก  periosteal surface เ ป็ น เนื ้ อ เยื่ อ เกี่ ย วพั น  (fibrous 

connective tissue) ประกอบด้วยหลอดเลือด เส้นประสาท เซลลอ์อสติโอบลาสต์(osteoblast) 
เซลลอ์อสติโอคลาสต(์osteoclast)  

-ชั้ น ด้ าน ใน เรีย ก  endosteal surface เ ป็ น เนื ้ อ เยื่ อ เกี่ ย วพั น ด้าน ใน 
ประกอบด้วย กระดูกฟองน ้า (cancellous bone) มีช่องเชื่อมต่อกระดูกที่เรียกว่า Valkmann’s 
canals 

กระดูกทึบของมนุษย์ มี รูพ รุน  ประมาณน้อยกว่า 5% ขึ ้นอยู่กับการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างของกระดกู (bone remodeling) 

2. ส่วนกระดูกโปร่ง (trabecular bone) เป็นร่างแหของกระดกู อยู่ในส่วนของไข
กระดกู มีรูพรุนประมาณ 30-90% ขึน้อยู่กบัต าแหน่งของกระดกู แต่ละรูพรุนมีทางเชื่อมต่อกนั โดย
รูพรุนมีขนาดตัง้แต่ระดบันาโนไปจนถึงมาโครสเกล  
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ซึ่งขนาดของรูพรุนมีผลต่อการไหลเวียนของของเหลว (fluid circulation) การ
เกาะกลุ่มของเนื ้อเยื่อเซลล์กระดูก (bone cell colonization) การเจริญเติบโตของเซลล์ (cell 
growth) การสรา้งเสน้เลือดใหม่ (neovascularization)  
ลักษณะกายวภิาคของกระดกู (physiology of bone formation) 

กระดูกประกอบดว้ยเซลล์หลักๆ คือ เซลลอ์อสติโอบลาสต์ (osteoblast) เซลลอ์อสติโอ
ไซต์ (osteocyte) เซลล์ออสติ โอคลาสต์ (osteoclast) คอลลาเจน (collagen) ออสติออยด ์
(osteoid) ซึ่งจะมีสารอนินทรียม์าสะสมและกลายเป็นเนือ้กระดกู(12) 

เน้ือกระดกู (bone matrix) ประกอบด้วยส่วนส าคัญ 3 ส่วน คือ 
1. สารอนิ นท รีย์  ( inorganic) สัดส่ วน  69% โดยมี ไฮด รอกซี อ ะพาไท ท ์

(hydroxyapatite) เป็นองคป์ระกอบอยู่ 99%  
2. สารอินทรีย์ (organic) สัดส่วน 22% โดยมีคอลลาเจน (collagen) 90% ซึ่ง

โดยส่วนใหญ่เป็นคอลลาเจน ชนิดที่ 1 90-95% ที่สรา้งโดยเซลลอ์อสติโอบลาสต ์ 
3. น ้า 5-8% และองค์ประกอบอ่ืนซึ่งส่วนใหญ่ประกอบด้วย ออสทีโอแคลซิน

(osteocalcin) โปรตีโอไกลแคน (proteoglycan) ไซอะโลโปรตีน (sialoprotein) ฟอสโฟโปรตีน 
(phosphoprotein) ไกลโคโปรตีน (glycoprotein) โดยส่วนที่ท างานเกี่ยวข้องกับการท าหน้าที่
กระดกู เช่น โกรธแฟคเตอร ์(growth factors) ไซโตไคน ์(cytokine) ออสทิโอแคลซิน (osteocalcin) 
โปรตีโอไกลแคน (proteoglycan)(12)  

เซลลก์ระดกู (bone cell) ประกอบด้วย 
1. เซ ล ล์ ออสติ โอบ ล าสต์  (osteoblast): มาจ าก เซลล์ ช นิ ด มี เซ น ไค ม ์

(mesenchymal cells) ซึ่งเป็นเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์กระดูก (osteoprogenitor cells) ที่อยู่ ใน 
ไขกระดูก เซลลอ์อสติโอบลาสตเ์ป็นเซลลท์ี่มี 1 นิวเคลียส (mononucleated) มักจะอยู่ตามขอบ
ของเนือ้กระดูก และสรา้งโปรตีนที่เรียกว่า ออสติออยด ์(osteoid) ซึ่งเป็น โปรตีนเมทริกซ ์(protein 
Matrix) ที่ยงัไม่มีการสะสมเกลือแร่ มีองคป์ระกอบส่วนใหญ่เป็นคอลลาเจน 

2. เซลลอ์อสติโอไซต ์(osteocyte): เป็นเซลลท์ี่เจริญต่อมาจากออสติโอบลาสตท์ี่
ไดส้รา้งเนือ้กระดกูจนลอ้มรอบตวัเซลล ์และเป็นเซลลก์ระดูกที่เจริญเต็มที่แลว้ รอบๆเซลลจ์ะเป็น
ช่องที่เรียกว่า ลากูนา (lacuna) และแต่ละลากูนาจะติดต่อกันด้วยช่องทางผ่านเล็กๆที่เรียกว่า  
คานาลิคูไล (canaliculi) ซึ่งท าให้แต่ละออสติโอไซต์มีการติดต่อสื่อสารกันได้ ออกซิเจนและ
สารอาหารก็จะถูกส่งจากหลอดเลือดภายในช่องฮาเวอรเ์ชียน (Haversian canal) เขา้มายงัแต่ละ
เซลลผ์่านทางช่องดงักล่าว 
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3. เซลลอ์อสติโอคลาสต ์(osteoclast) : เป็นเซลลข์นาดใหญ่ที่มีหลายนิวเคลียส 
(multinucleated) และ เจริญ มาจาก เซลล์ต้นก า เนิ ด โม โน ไซต์  (mononuclear monocyte 
macrophage precursor cells)ในไขกระดูก เซลลน์ีม้ีหน้าที่ส  าคัญในกระบวนการก่อรูปกระดูก 
(bone remodeling) โดยอาศัยการผลิต เอนไซม์แอซิด  ฟอสฟาเทส (acid phosphatase) 
ในการกร่อนเนือ้กระดูก และท าใหก้ระดกูมีลักษณะที่เหมาะสม นอกจากนี ้กระบวนการดงักล่าว
ยงัท าใหม้ีการน าแคลเซียมออกสู่กระแสเลือดอีกดว้ย(13) 
การสร้างคอลลาเจนลงในเน้ือกระดูก  

แบ่งออกเป็น 2 รูปแบบ 
1. Woven bone เป็นกระดูกที่สร้างจากเซลล์ออสติโอบลาสต์ (osteoblast) 

อย่างรวดเร็ว ท าใหม้ีการจดัเรียงคอลลาเจนไฟเบอร ์ไม่เป็นระเบียบ 

2. Lamellar bone เป็นการจดัเรียงคอลลาเจนแบบเป็นระเบียบ อาจเกิดขึน้จาก
กระบวนการก่อรูปกระดกู (bone remodeling) ของ Woven bone(14) 

ภาพประกอบ 2 ลกัษณะการจดัเรยีงคอลลาเจนในเนือ้กระดกู Woven bone/immature bone(W) 
osteoblasts(B) lamellar bone(L) Haversian canal(H) 

ที่มา: Kini U, Nandeesh BN. Physiology of Bone Formation, Remodeling, and 
Metabolism.  Radionuclide and Hybrid Bone Imaging2012. p. 29-57. 
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กระบวนการสร้างกระดกู (Ossification) 
มี 2 วิธ ี

1.Intramembranous ossification  
เป็นการสรา้งเนื ้อกระดูก  (a)จากการรวมตัวของกลุ่มเซลล์ชนิดมีเซนไคม ์

(mesenchymal cells) (b)มี ก า ร ส ร้ า ง ส า ร อ สั ณ ฐ า น  (amorphous ground substance)  
คอลลาเจนบริเวณกลางเซลลแ์ละระหว่างเซลล ์(c)เซลลม์ีเซนไคม ์(mesenchymal cells) เจริญไป
เป็นเซลลอ์อสติโอบลาสต์ (osteoblast) มีการผลิตออสติออยด ์(osteoid) และ(d)เกิดการสะสม 
แร่ธาตกุลายเป็นออสติโอไซต ์(osteocyte) พบการสรา้งกระดกูแบบนีใ้น กะโหลกศีรษะ (flat bone 
of skull) ขากรรไกรล่าง (mandible) ขากรรไกรบน (maxilla) กระดกูไหปลารา้ (clavicles) กระดูก
แตกหกัแบบเปิด (compound fractures) ที่รกัษาโดยการผ่าตดัแบบเปิด (open reduction) 

ภาพประกอบ 3 กระบวนการสรา้งกระดกูแบบ Intramembranous ossification  

ที่มา: Kini U, Nandeesh BN. Physiology of Bone Formation, Remodeling, and 
Metabolism.  Radionuclide and Hybrid Bone Imaging2012. p. 29-57. 

 
2. Endochondral ossification  

เป็นการสรา้งเนือ้กระดกูที่มีแบบมาจากกระดกูอ่อน (cartilage) ที่มีการเจริญ
มาก่อนแลว้ โดยที่ กลุ่มเซลลม์ีเซนไคม(์a) จะเขา้ไปแทนที่เซลลก์ระดกูอ่อน(b)ผ่านทางหลอดเลือด 
เริ่มจากส่วนกลางของกระดกูซึ่งเป็นจุดการสรา้งกระดกูปฐมภูมิ (primary ossification center)(c) 
เมื่อเซลล์มีเซนไคม์ (mesenchymal cells) มีการพัฒนาไปเป็นเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์กระดูก 
(osteoprogenitor cells) จึงมีการสะสมของเนือ้กระดกูมากขึน้ พบในการพฒันาของทารกในครรภ ์
(fetal) ต  าแหน่ง diaphysis นอกจากนี ้มกัพบว่าจะมีจุดการสรา้งกระดกูแบบทุติยภูมิ (secondary 
ossification center)(d) ที่บริเวณปลายกระดูก epiphysis(e) โดยการสรา้งกระดูกในจุดนี ้จะเริ่ม
หลังจากคลอด การสร้างกระดูกในทั้ งสองจุดจะด าเนินต่อไปจนกระทั่ งมาบรรจบกัน 

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%84%E0%B8%A1%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%94%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
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ที่แนวแผ่นอิพิไฟเซียล (epiphysial plate)(f) ซึ่งเป็นแนวของกระดกูอ่อนที่ยงัสามารถท าใหเ้กิดการ
ยืดของกระดูกได ้จนกระทั่งเขา้สู่วยัผูใ้หญ่ แนวดังกล่าวนีจ้ะถูกแทนที่ดว้ยกระดกูทัง้หมด พบการ
สรา้งกระดกูแบบนีใ้นกระดกูยาว เช่น กระดกูแขน ขา การหายของกระดกูในกรณีท าการจ ากัดการ
เคลื่อนไหวกระดกู (immobilizations)(15)  

ภาพประกอบ 4 กระบวนการสรา้งกระดกูแบบ Endochondral ossification 

ที่มา: Kini U, Nandeesh BN. Physiology of Bone Formation, Remodeling, and 
Metabolism. Radionuclide and Hybrid Bone Imaging2012. p. 29-57. 

 
กระบวนการหายของบาดแผลในกระดกู (bone fracture healing)  

หลังจากเกิดบาดแผลที่กระดูก การซ่อมสรา้งกระดกูมักจะเกิดขึน้ใน 2 ลักษณะ คือ 
การหายของกระดูกทางตรง (direct fracture healing) ต้องอาศัยการยึดตรึงจากภายนอก หรือ
ผ่าตัดเพื่อจัดเรียงกระดูกและยึดใหน้ิ่งใหม่ และการหายของกระดูกทางออ้ม ( indirect fracture 
healing) ซึ่งเป็นการซ่อมสรา้งที่เกิดขึน้เป็นส่วนใหญ่ การซ่อมสรา้งกระดูกประกอบดว้ยการสรา้ง
ก ระดู ก แบบ  intramembranous ossification แล ะก ารส ร้างก ระดู ก แบบ  endochondral 
ossification 

กระดกูขากรรไกรนัน้ถือเป็นเนือ้เยื่อกระดกูที่มีลกัษณะโดดเด่น คือมีการปรบัรูปร่าง
กระดกูที่รวดเร็วและต่อเนื่องเพื่อตอบสนองตอ่แรงบดเคีย้ว แรงจากการกลืนที่มากระท าตลอดเวลา 
ในภาวะที่ไม่มีสิ่งกระตุน้ กระดูกขากรรไกรจะเขา้สู่กระบวนการละลายตัว และเซลลท์ี่อยู่โดยรอบ
กระดูกขากรรไกรมีความแตกต่างจากกระดูกในบริเวณอ่ืน ส่งผลต่อการหายของบาดแผล  
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ในขากรรไกรซึ่งจะเกิดขึน้โดยไม่มีการสรา้งกระดูกอ่อนร่วมด้วย นอกจากนี้การเกิดกระดูกหัก
บริเวณอ่ืนๆมกัอยู่ในภาวะที่ปลอดเชือ้ แต่กระดกูขากรรไกรนัน้แวดลอ้มดว้ยเนือ้เยื่อในช่องปากที่มี
เชือ้โรคต่างๆมากมาย ซึ่งส่งผลต่อการเกิดการหายของแผลที่ไม่ดีได้(16) 

กระบวนการหายของแผลถอนฟัน  
เริ่ ม ต้ น จ าก ก ารเกิ ด ลิ่ ม เลื อด แข็ งตั ว  โด ย เก ร็ด เลื อ ด จ ะ เป็ น ตั วน าพ า 

โกรทแฟคเตอรช์นิดต่างๆเข้ามา จากนั้นเกิดการละลายของลิ่มเลือดและแทนที่ด้วยเนื ้อเยื่อ  
แกรนูเลชัน ซึ่งประกอบด้วยเซลล์อักเสบ เซลล์สรา้งเส้นใย ( fibroblasts) เซลล์เอ็นโดทีเรียล 
(endothelial cells) จ านวนมาก  

ในชว่งแรกของกระบวนการหายของบาดแผลในกระดูกจะสามารถพบ
เหตุการณด์ังน้ี 

1. มีการกระตุน้จากโกรทแฟคเตอรช์นิดต่างๆ เช่น  
1.1 Vitronectin (VTN) และ ITGA4 ช่วยกระตุ้นให้เซลล์เกิดการเคลื่อนที่ 

ยึดเกาะ และกระจายตวั  
1.2 TGF-β1 และ FGF-2 กระตุ้นเซลล์สร้างเส้นใยให้เกิดการแบ่งตัว และ

สรา้ง โปรตีนในเนือ้เยื่อแกรนูเลชนั  
2. ตรวจพบตัวชีว้ดักระดูก (bone marker) ในเมทริกซน์อกเซลล ์เช่น COL1A1, 

COL1A2  
3. พบการแสดงออกของ matrix remodeling enzymes เช่น MMPs ช่วยในการ

เคลื่อน ยา้ยเซลลอ์กัเสบ สลาย และปรบัรูปร่างของโปรตีนในเมทริกซน์อกเซลล ์ 
4. มีการแสดงออกของไซโตไคน์ที่เป็นสารก่อการอักเสบ (pro-inflammatory 

cytokine) ชนิด TNFα ซึ่งมีปริมาณสูงสุดในวันที่  7 หลังจากถอนฟัน เป็นปัจจัยส าคัญที่ช่วย
กระตุน้ให้เกิดการเคลื่อนย้ายเซลลอ์ักเสบ ท าใหเ้ซลล์เม็ดเลือดขาวสามารถเขา้มาใน เนื ้อเยื่อ 
แกรนูเลชนัได ้นอกจากนีย้งัพบการแสดงออก IL-10 ซึ่งต่อตา้นกระบวนการ อกัเสบ ท างานตรงกัน
ขา้มกบั TNF-α ท าใหเ้กิดสมดลุไซโตไคนใ์นการควบคมุการ อกัเสบขึน้  

5. กระบวนการสรา้งเสน้เลือด โดยการแสดงออกของ VEGF-A ซึ่งเป็นปัจจยัที่มี
บทบาท ส าคญัในการกระตุน้การเพิ่มจ านวนของเซลลเ์อ็นโดทีเรียล 
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ภาพประกอบ 5 แสดงกระบวนการหายของแผลถอนฟัน 

ที่มา: Vieira AE, Repeke CE, Ferreira Junior Sde B, Colavite PM, Biguetti CC, 
Oliveira RC, et al. Intramembranous bone healing process subsequent to tooth 
extraction in mice: micro-computed tomography, histomorphometric and molecular 
characterization. PLoS One. 2015;10(5):e0128021. 

หลังจากนั้นกระบวนการอักเสบที่เกิดขึน้จะลดลงโดยการแทนที่เนือ้เยื่อแกรนูเลชัน
ดว้ยเนือ้เยื่อเกี่ยวพนัที่เจริญเต็มที่แลว้ (mature connective tissue) โดยลกัษณะที่ส  าคัญที่พบได้
คือมีการท างานของเซลลส์รา้งเสน้ใยในการสังเคราะห์เมทริกซน์อกเซลลม์ากขึน้ ส่งผลต่อการมี
เสน้ใยคอลลาเจนปริมาณมากร่วมกบัมีความหนาแน่นของเสน้เลือดมากขึน้ดว้ย ในช่วงวนัที่ 7-14 
พบว่าเซลลส์รา้งเสน้ใยมีปริมาณลดลงในขณะที่ปริมาณเซลลส์รา้งกระดกูยงัคงเดิม(13) 

ในขณะที่กระบวนการสรา้งกระดกูเริ่มขึน้ในช่วงวนัที่ 7 จะสามารถพบการแสดงออก
ของ โกรทแฟคเตอรใ์นกลุ่ม BMPs เช่น BMP-2, BMP-4 และ BMP-7 สูงที่สุด ซึ่งโกรทแฟคเตอร์
เหล่านีม้ีความส าคญักบัการเปลี่ยนแปลงไปของเซลลส์รา้งกระดกูทัง้ในช่วงเวลาปกติและช่วงเวลา
ที่กระดกูมีการซ่อมแซมจากการบาดเจ็บ และยงัเป็นตวัเริ่มตน้ในการกระตุน้ใหเ้กิดการพฒันาการ
สะสมแร่ธาตุในเนือ้เยื่อกระดูกอีกดว้ย กระดูกที่สรา้งใหม่จะเริ่มสรา้งจากผนังของกระดูกเบา้ฟัน 
ค่อยๆสร้างจนเติมเต็มกระดูกเบ้าฟันและมีการเรียงตัวกันที่หนาแน่นจนเสร็จสิน้กระบวนการ 
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ในช่วงวนัที่ 21 เมื่อกระบวนการซ่อมสรา้งกระดูกในแผลถอนฟันเสร็จสิน้แลว้ จะเกิดกระบวนการ
ปรบัรูปร่างกระดูกตามมาโดยเป็นการท างานร่วมกันระหว่างเซลล์สรา้งกระดูกและเซลลส์ลาย
กระดกูเพื่อเสริมสรา้งความแข็งแรงต่อไป(14) 

โมเลกุลตัวชีว้ดัท่ีบ่งบอกกระบวนการสร้างกระดูก (Markers of Bone Formation)  
1. Alkaline Phosphatase (ALP) 

สามารถพบไดท้ั่วไปใน กระดูก ตับ ล าไส ้เอนไซมใ์นระบบหมุนเวียนเลือดมีค่า
ครึ่งชีวิต 1-3 วัน  Alkaline Phosphatase เป็นเอนไซม์ภายนอกที่จับกับพืน้ผิวของ  osteoblast 
cells, fibroblast, odontoblast ดังนั้นจึงสามารถใชบ้่งบอกถึงเมตาบอลิซึมในเซลลก์ระดูกไดแ้ต่ 
ไม่เฉพาะเจาะจง โดยในเซลลก์ระดูกมักพบมากในระยะ osteoblast differentiation ที่มีการหลั่ง 
extracellular matrix 

2. Osteocalcin 
เป็น calcium binding protein ที่ไม่ใช่คอลลาเจน ถูกสรา้งจากเซลลส์รา้งกระดกู 

และถูกควบคุมโดย 1,25-dihydroxyvitamin D และ vitamin K โดยกระบวนการ carboxylation 
ที่  glutamic acid มีความจ าเพาะต่อ mature osteoblast cells ในขั้นตอนการสะสมแร่ธาต ุ
(mineralization) และ extracellular matrix remodeling ของกระดูก จึงมีความส าคัญต่อการเกิด 
calcium deposition  

3. Procollagen Peptides 
โปรตีนคอลลาเจนเป็นโครงสรา้งหลัก 90% ของสารอินทรียเ์มทริกซใ์นกระดูก 

ดงันัน้คอลลาเจลจึงเป็นโครงสรา้งความแข็งแรงหลกัของเมทริกซก์ระดูก บ่งบอกถึงความสามารถ
ในการเจริญ เติบโตของเซลล์กระดูก โดยในเซลล์กระดูก 90% มักพบ collagen type I (17) 
 

วิศวกรรมเน้ือเยื่อ (Tissues engineering)  
วิศวกรรมเนือ้เยื่อ (Tissue engineering) ถูกสรา้งขึน้มาเพื่อใหท้ดแทนเนือ้เยื่อต่างๆ เช่น 

บริเวณที่เกิดพยาธิสภาพของกระดกู เกิดเนือ้งอก ถุงน า้ จนไม่สามารถฟ้ืนฟูสภาพกระดกูใหห้ายได้
ดว้ยตนเอง จึงจ าเป็นตอ้งไดร้บัการรกัษาซ่อมแซมดว้ยการเสริมวสัดทุดแทน  

วิศวกรรมเน้ือเยื่อ มี 3 องคป์ระกอบหลกั ได้แก ่
1. Biomaterial scaffold โครงร่างค า้ยนัทางชีวภาพ 
2. Stem cells เซลลต์น้ก าเนิด 
3. Signaling molecules โมเลกุลส่งสญัญาณ 
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1. Biomaterial scaffold  
โค รงร่ า งค ้ า ยั น ท างชี วภ าพ  ค ว รมี คุณ สม บั ติ  ส าม า รถ ใช้ ง าน ได้ ง่ า ย  

รูพ รุนภายในโครงร่างค ้ายันมีขนาด รูปร่างเหมาะสมแก่การแทรกซึม ยึดเกาะของเซลล ์ 
โกรธแฟคเตอร ์สารอาหาร  การเจริญเติบโต การเปลี่ยนแปลงของเซลล ์สามารถก าจดัของเสียออก
จากเซลล ์มีการตอบสนองต่อระบบภูมิคุม้กันต ่า (low immunogenicity) สามารถสลายไดโ้ดยไม่
เป็นพิษ (biodegradability) เอือ้ต่อการแทรกซึมของหลอดเลือด มีคณุสมบตัิทางกายภาพที่ดี โดย
ลักษณะของโครงร่างค า้ยันมีทั้งแบบแข็ง (rigid)และแบบนิ่ม (soft) ผลิตจากสารธรรมชาติหรือ
สงัเคราะห ์มีหลากหลายขนาด รูปร่างขึน้กบัต าแหน่งที่น าไปทดแทนและสารที่ใส่ 

2. Stem cell  
เซลลต์น้ก าเนิดที่ใชท้างทนัตกรรม ขึน้อยู่กบัต าแหน่งเนือ้เยื่อเป้าหมายที่ตอ้งการปลกู

ทดแทน  
2.1 เซลลต์น้ก าเนิดจากฟันและอวยัวะปริทนัต ์(dental and periodontal origin) 

เช่น Mesenchyme origin: จากโพรงประสาทฟันแท ้(adult dental pulp stem cells, DPSC) จาก
ฟันน า้นมที่ถูกถอน (denciduous teeth exofoliated teeth, SHED) จากปลายรากฟัน (stem cell 
from apical papilla,SCAP) จ ากหน่ อ ฟั น  (dental follicle stem cells, DFSC) จ าก เส้น ใย 
ปริทนัตร์อบรากฟัน (periodontal ligament stem cells, PDLSC) 

2.2 เซลลต์น้ก าเนิดไม่ไดม้าจากฟัน (nondental origin): ใชเ้ซลลต์น้ก าเนิดปลูก
ถ่ายในต าแหน่งไม่มีฟัน เช่น มาจาก ไขกระดกู (bone marrow), เนือ้เยื่อไขมนั (adipose tissue) 

3.Signaling molecules      
 โกรธแฟคเตอร์เป็นโมเลกุลส่งสัญญาณที่สร้างมาจากเซลล์ โดยควบคุมการ 

ตอบสนองของเซลลเ์ป้าหมายผ่านทาง Receptors ที่ผิวเซลล ์มกัเป็นตวัเลือกที่ใชเ้พื่อกระตุน้การ
เจริญเติบโต มีหลายชนิด เช่น ไฟโบรบลาสต์โกรธแฟคเตอร ์2,9 (FGFs 2,9) ทรานสฟ์อมมิ่งโกรธ-
แฟคเตอร ์β1 (TGF-β1), วาสคูลารเ์อนโดทีเรียลโกรธแฟคเตอร ์(VEGFs), bone morphologic 
proteins (BMPs)(15)  เป็นตน้ 

โดยโกรธแฟคเตอรท์ี่ส  าคัญต่อการสร้างกระดูก คือ bone morphologic protein 
(BMP) อยู่ในตระกูล ทรานสฟ์อมมิ่งโกรธแฟคเตอร ์β (TGF-β) มีคุณสมบัติเด่นดา้นการกระตุ้น
การสรา้ง การเจริญเติบโตของเซลลก์ระดูกและการสรา้งเมทริกซน์อกเซลล์ มีการน ามาใช้ทาง
คลินิกช่วยกระบวนการหายของกระดูกแบบไม่เป็นระเบียบ (non-union fracture) เช่น แผลถอน
ฟัน การเชื่อมขอ้กระดกูสนัหลงั (spinal fusions) ใชร้่วมกบัการฝังรากเทียม (dental implants)(16) 
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ทั้งนี ้การเลือกโครงร่างค ้ายัน (scaffold) และโมเลกุลส่งสัญญาณ (signaling 
molecules) ในการควบคุมการแสดงออกของเซลลต์น้ก าเนิด (stem cells) มีความส าคัญท าให้
เกิดขอ้ดีหรือขอ้เสียต่อเซลลเ์ป้าหมายได ้

 
Bone graft (เน้ือเยื่อปลกูถ่ายกระดูก) 

Bone graft เป็นเนือ้เยื่อปลกูถ่ายกระดกู เพื่อทดแทนปริมาณกระดกูที่หายไป ในการ
ฝังรากฟันเทียมการปลกูกระดกูช่วยใหร้ากฟันเทียมมีเสถียรภาพมากขึน้ 

เนื ้อเยื่อกระดูกตนเอง(autograft) เป็นเนื ้อเยื่อปลูกถ่ายตัวเลือกแรกที่แนะน า 
เนื่องจากเป็นกระดูกของผูป่้วยเอง จึงเขา้กับเนือ้เยื่อในร่างกายได ้ไม่ก่อใหเ้กิดภูมิคุม้กันต่อตา้น 
และไม่น าพาเชื ้อโรค ข้อดีที่ส  าคัญคือ สามารถสร้างเนื ้อเยื่อกระดูกขึ ้นได้เอง (osteogenic)  
มีคุณสมบัติเหนี่ยวน าการสรา้งกระดูก (osteoinductive) และเป็นโครงร่างยึดเกาะของเนื ้อเยื่อ
กระดูก (osteoconductive) แต่มีขอ้เสียคือ ตอ้งผ่าตัดในต าแหน่งที่สอง ท าใหผู้ ้ป่วยมีบาดแผล
เพิ่ม ใช้เวลาผ่าตัดนานขึน้ มีโอกาสเกิดการติดเชื ้อจากแผลผ่าตัด โดยฉพาะผูป่้วยส่วนใหญ่ที่
ตอ้งการปริมาณกระดูกทดแทนมักเป็นผูสู้งอายุอาจเกิดภาวะแทรกซ้อนได้ง่ายจากแผลผ่าตัด
ต าแหน่งที่ตดักระดกูออกไป 

เนือ้เยื่อปลกูถ่ายเอกพันธุ ์(allograft) เป็นเนือ้เยื่อปลกูถ่ายที่นิยมใชเ้ป็นอนัดบัที่สอง 
น ามาจากเนื ้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตสปีชีส์เดียวกัน มีคุณสมบัติเหนี่ยวน าให้เกิดการสร้างกระดูก 
(osteoinductive) และเป็นโครงร่างยึดเกาะของเนือ้เยื่อกระดกู (osteoconductive) แต่วัสดชุนิดนี ้
อาจก่อใหเ้กิดภูมิคุม้กนัต่อตา้นสิ่งแปลกปลอมของผูร้บั และมีโอกาสเป็นพาหะของเชือ้โรคได ้

ดว้ยขอ้จ ากดัเหล่านีจ้ึงเกิดการพฒันาวิศวกรรมเนือ้เยื่อ (tissue engineering) โดยมี
คุณสมบัติหลักเป็นโครงร่างยึดเกาะของเนื ้อเยื่อกระดูก (osteoconductive) แต่คุณสมบัติของ
เนื ้ อ เยื่ อปลูกถ่ายกระดูกที่ ดี  ควรมีคุณ สมบัติ เหนี่ ย วน าให้ เกิดการสร้างกระดูกด้วย
(osteoinductive)  ซึ่ งจากการศึกษาพบว่า  ไวรัสจากใบยาสูบ (Tobacco Mosaic Virus) มี
คณุสมบตัิเด่นทางดา้นนี้(3, 15, 16) 
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ไวรัส (Virus)  

ไวรัสเป็นสิ่งมีชีวิตที่ เล็กที่สุดในโลก การด ารงชีวิตของมันต้องพึ่งพาอาศัยอยู่ภายใน
สิ่งมีชีวิตชั้นสูงกว่ามัน โดยที่มันไม่สามารถที่จะแพร่พันธุ์ภายนอกตัวของสิ่งมีชีวิตที่มันอาศัย  
อยู่ได ้ไวรสัมีรากศัพทม์าจากภาษาละติน ซึ่งมีความหมายว่า “เป็นพิษ” (poison/toxic) เนื่องจาก
ไวรสัเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีขนาดเล็กมาก ที่ก่อโรคในมนุษย ์และเป็นอันตรายต่อสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ทัง้ที่เป็น
สตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยน า้นม สตัวปี์ก แมลง พืช หรือแมแ้ต่แบคทีเรีย  

มนุษยเ์ริ่มศึกษาเรียนรูเ้กี่ยวกับไวรสัเบือ้งตน้ในช่วงปี 1886-1892 ที่มีการคน้พบไวรสัใบ
ด่างในยาสบู (Tobacco Mosaic Virus, TMV) ซึ่งนบัไดว่้าเป็นไวรสัชนิดแรกที่มนุษยเ์ราสงัเกตพบ 
หลังจากนั้นมีการศึกษาอีกมากมาย และพบไวรสัชนิดแรกที่ท าใหแ้บคทีเรียตายในปี 1917 เรียก
ไวรสักลุ่มนี ้ว่าฟาจ (Phage หรือ Bacteriophage) ในปี ค.ศ. 1935 Wendell M.Stanley นักเคมี
ชาวอเมริกัน สามารถแยกเชือ้ Tobacco Mosaic Virus ไดเ้ป็นครัง้แรก และเป็นครัง้แรกที่มนุษย์
เราสามารถศึกษาโครงสรา้งทางเคมีของไวรสัได้ นักวิทยาศาสตรต์่างใหค้วามสนใจกับไวรสัมาก
ขึน้จนเกิดเป็นสาขาวิชา ไวรสัวิทยา (Virology) ขึน้ 

ไวรสัเป็นสิ่งมีชีวิตที่แตกต่างจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนทั่วไปตรงที่ไวรสัไม่มีส่วนที่ เป็นเยื่อหุม้เซลล์
ของตวัเอง ไม่มีเมตาบอลิซึมเมื่ออยู่นอกเซลลเ์จา้บา้น ไวรสัจดัเป็นปรสิตภายในเซลลอ์ย่างแทจ้ริง 
(Obligatory intracellular parasite) จึงจ าเป็นตอ้งอาศัยเซลลเ์จา้บา้นในการด ารงเผ่าพันธุ์ การ
สืบพันธุเ์พิ่มจ านวนไวรสัเกิดขึน้ภายในเซลลท์ี่มีชีวิตเสมอ และยังสามารถถ่ายทอดสารพนัธุกรรม
ไปยังเซลล์อ่ืน ๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  นอกจากนั้นไวรัสยังสามารถควบคุมกลไกของเซลล์ 
เจ้าบ้านให้ท าการสร้างส่วนประกอบของไวรัสใหม่ได้ ดังนั้นการมีชีวิตของไวรัสจึงเป็นเพียง 
“อนุภาคที่มีชีวิต” (Living particle หรือ Virion) เท่านั้น ความแตกต่างจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนอีกประการ
ของไวรสัคือ ในการจดัจ าแนกไวรสัโดย International Committee on Taxonomy of Virus (ICTV) 
จะแบ่งไวรสัเป็นเพียง 1 order 71 families 11 subfamilies 164 genera นอกจากนั้นนักไวรัส
วิทยาส่วนใหญ่จะเรียกชื่อไวรสัตามสิ่งมีชีวิตเจา้บา้นหรือลักษณะของโรคมากกว่าจะเรียกเป็นชื่อ
วิทยาศาสตรต์ามหลกั Binomial อย่างสิ่งมีชีวิตอ่ืน(18, 19) 
ลักษณะท่ัวไปของไวรัส 

ไวรสัจัดเป็นจุลชีพขนาดเล็ก  20 - 400 นาโนเมตร อนุภาคไวรัสที่สมบูรณ์เรียกว่า 
virion 

ส่วนประกอบของไวรัส 
1.ส่วนที่ท าหนา้ที่เป็นสารพันธุกรรมหรือจีโนม (genome) อาจอยู่ในสภาพที่เป็น

วงแหวนหรือเส้นตรง อาจมีขนาดใหญ่ เพียง 1 ชิ ้น  หรือมีลักษณะเป็นท่อน ๆ หลายชิ ้น  
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นอกจากความแตกต่างในรูปร่างของจีโนม ยงัมีความแตกต่างในระดบัองคป์ระกอบของจีโนมดว้ย 
จีโนมของไวรสับางชนิดมีลักษณะเป็น DNA สายคู่ (double strand DNA) บางชนิดเป็น DNA 
สายเดี่ยว (single stranded DNA) บางชนิดเป็น RNA สายคู่ (double strand RNA) และบาง
ชนิดเป็น RNA สายเดี่ยว (single stranded RNA) 

2. ส่วนที่ท าหน้าที่เป็นโปรตีนห่อหุม้ (Protein coat หรือ Capsid) ซึ่งมีลักษณะ
เป็นกอ้นโปรตีนที่มีลกัษณะแบบเดียวกนัหลาย ๆ กอ้นมาประกอบกัน แต่ละก้อนโปรตีนประกอบ
ขึ ้นจากสายโพลี เปปไทด์ที่ ขดพับจนดูคล้ายเป็นก้อน แต่ละก้อนเรียก ว่า แคปโซเมียร ์
(Capsomere) แคปโซเมียรไ์ม่ไดท้ าหนา้ที่เพียงเป็นโปรตีนห่อหุม้เท่านั้น แต่ยังท าหนา้ที่เป็นส่วน
ยึดเกาะของสารพนัธุกรรมอีกดว้ย 

3. ส่วนประกอบอ่ืน ๆ ได้แก่ ไขมัน  (lipid) และคารโ์บไฮเดรต (carbohydrate) 
รวมถึงโปรตีนอ่ืน ๆ ที่ท าหนา้ที่เป็นเอนไซมต์่าง ๆ ซึ่งมีมาตัง้แต่ตอนที่ไวรสัประกอบตวัใหม่ในเซลล์
เจ้าบ้าน ไขมันที่พบในไวรสัเป็นสารพวกฟอสโฟลิพิด (phospholipid) ไกลโคลิพิด (glycolipid) 
และโคเลสเตอรอล (cholesterol) ซึ่งโดยทั่วไปมีลักษณะแบบเดียวกับเยื่อหุม้เซลลข์องเซลลเ์จ้า
บา้น ส าหรบัคารโ์บไฮเดรตนอกจากจะพบว่าเป็นส่วนหนึ่งในกรดนิวคลิอิก (น ้าตาลไรโบสหรือ
น า้ตาลดีออกซีไรโบส) ยงัพบคารโ์บไฮเดรตในรูปไกลโคโปรตีนที่ท าหนา้ที่เป็นแอนติเจน (antigen) 
ที่ส  าคญัของไวรสั 
 

ไวรัสจากพืช (Plant virus)  
ลักษณะโดยท่ัวไป 

- มีโครงสรา้ง 3 มิติในระดบันาโนโมเลกุล 
- ไม่สามารถก่อใหเ้กิดโรคหรือเพิ่มจ านวนในสัตวเ์ลีย้งลกูดว้ยนมเนื่องจากไวรสั

พืชไม่มี receptor ที่จ าเพาะกบัเซลลส์ตัว ์
- สามารถสลายตวัไดเ้องเนื่องจากมีโครงสรา้งเป็นโปรตีน ท าใหไ้ม่เกิดสารตกคา้ง 

(biodegratibility) 
- ดว้ยโครงสรา้งที่มีขนาดเล็กระดับนาโนของไวรสั (viral nanoparticles, VNPs) 

ท าใหย้าหรือสารน าส่งที่น าพามีความคงตัวมากขึน้ มีเภสชัจลศาสตรท์ี่ดีขึน้ ความเป็นพิษนอ้ยลง
เนื่องจากยามีขนาดเล็กการกระจายตวัของยาดีขึน้(4, 20) 
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รูปร่างของไวรัสพืช 
ไวรสัที่เป็นสาเหตุของโรคพืชแต่ละชนิดย่อมจะมีรูปร่างของอนุภาคตลอดจน

ขนาดที่แตกต่างกนั สามารถจดัแบ่งประเภทรูปร่างของไวรสัโรคพืชไดด้งัต่อไปนี ้ 
1. ไวรสัที่มีรูปร่างเป็นท่อนตรง (Stiff rod) ไวรสัแบบนี้มักมีความกวา้งของ

อนุภาคไม่เกิน 25 nm และความยาว 130-300 nm 
2. ไวรสัที่มีรูปร่างเป็นแท่งคด (Flexuous or Filamentous particle) อนุภาค

ไวรสัแบบนีม้กัมีความกวา้งไม่เกิน 13 nm และมีความยาวตัง้แต่ 480-2,000 nm 
3. ไวรสัที่มีรูปหลายเหลี่ยม (Icosahedron) ไวรสัมีรูปทรงหลายเหลี่ยมที่มี

ดา้น 20 หนา้ ประกอบขึน้เป็นรูปทรงหลายเหลี่ยม แต่ละหนา้จะมีโปรตีนหน่วยย่อย (Protein sub-
unit) เรียงกนัอย่างสม ่าเสมอ มีโพรงแกนกลางของกรดนิวคลีอิก อนุภาคของไวรสัจ าพวกนีม้ีขนาด
อนุภาค 20-80 nm 

4. ไวรสัที่มีรูปร่างแบบกระสนุปืน (Bullet-shape) อนุภาคที่มีรูปร่างแบบนีจ้ะ
เป็นแท่งตรง หวัทา้ยมน ไม่ตดัตรงแบบท่อนตรง (Stiff rod) มกัจะมีความกวา้งไม่นอ้ยกว่า 1/3 ของ
ความยาวไวรสั 

5. นอกจากนัน้รูปร่างของไวรสัยังขึน้อยู่กับการไม่มีหรือมี Envelope หุม้ดว้ย 
(Naked virus หรือ  non-enveloped virus และ enveloped virus)(21) 

 
ประโยชนน์าโนไวรัสจากพืชและการน าไปประยกุตใ์ช้  

1. มี capsid protein เป็นองคป์ระกอบ ซึ่งมีโครงสรา้ง ขนาด รูปร่างเสถียร 
2. ไวรสัจากพืชมีความคงตัวสูง มีความปลอดภัย สามารถน ามาใชเ้ป็นโครงร่าง

ค า้ยนั (Scaffold) ในรูปแบบ 2 มิติ และ 3 มิติได ้
3. สามารถพฒันา ปรบัปรุง capsid protein ใหม้ีคณุสมบตัิที่ตอ้งการทัง้ดา้นเคมี 

(chemical conjugation) และพนัธุวิศวกรรมได ้(genetic engineering)  
4. ประยุ กต์ใช้ในทางคลินิ ก  เช่ น  Photodynamic therapy, Gene deliver, 

Vaccine development, Drug delivery, Medical imaging เป็นตน้(2, 5, 22, 23) 
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ภาพประกอบ 6 ความหลากหลาย ขนาด รูปร่าง พืน้ผิวของไวรสัและการน าไปใช ้

ที่มา: Czapar AE, Steinmetz NF. Plant viruses and bacteriophages for drug 
delivery in medicine and biotechnology. Current opinion in chemical biology. 
2017;38:108-16. 

 

ไวรัสจากใบยาสูบ (Tobacco Mosaic Virus ; TMV)  
 ลักษณะโครงสร้าง 

TMV ถูกคน้พบครัง้แรกในปี ค.ศ. 1892 TMV มีรูปร่างเป็นแท่ง (rod like shape) 
มีความยาว 300 nm เส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย 18 nm ประกอบด้วย 2,130 protein cuspid ที่มี
รูปร่างขด (helical) รอบๆ RNA สายเดี่ยว โดยยึดกันด้วย Hydrophobic reaction Hydrogen 
bond โดยโปรตีนที่ผิวของ TMV สามารถปรบัแต่ง (mutant virus) ใหไ้ดคุ้ณสมบัติที่ตอ้งการเพื่อ
เป็นสารชีววสัดไุด้(24) 

ตน้ใบยาสูบมีข้อดีคือ สามารถปลูกไดง้่าย มีความทนทาน มีราคาถูกสามารถ
เพาะเชื ้อใวรัสในต้นยาสูบเพียงครั้งเดียวแต่ส่งผลต่อใบยาสูบที่ งอกขึ ้นใหม่ด้วย (systemic 
infection)(20) 
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ภาพประกอบ 7 โครงสรา้งของไวรสัจากใบยาสบู (Tobacco Mosaic Virus, 

TMV) 

ที่มา: Sitasuwan P, Lee LA, Li K, Nguyen HG, Wang Q. RGD-conjugated rod-like 
viral nanoparticles on 2D scaffold improve bone differentiation of mesenchymal stem 
cells. Front Chem. 2014;2:31. 

 

กลไกของนาโนไวรัสจากใบยาสูบต่อกระบวนการกระตุ้นการสร้างกระดกู 
พืน้ผิวของไวรสัที่ขรุขระ มีผลต่อการจับกันของ FAK (focal adhesion kinase) 

กับ โปรตีน integrin ที่อยู่ ในชั้นผนังเซลล์ (มีหน้าที่จับกับโปรตีน  extracellular matrix เช่น 
collagen, fibronectin, laminin, vitronectin) ผ่ า น ท า ง  MAPK/ERK pathway (46 mitogen-
activated protein kinases/extracellular signal regulated kinase) ซึ่งเป็นโมเลกุลส่งสัญญาณ
สู่นิวเคลียส โดยเกิดการกระตุน้ ERK1/2 ดว้ยการเติมหมู่ฟอสเฟต ส่งผลต่อการผลิต BMP-2 มาก
ขึน้ผ่านทาง Smad pathway น าไปสู่การแสดงออกของยีนสท์ี่มีผลต่อการสรา้งกระดูกตวัอ่ืนๆ เช่น 
Runx2 นอกจากนีน้าโนไวรสัยังมีผลต่อการเกิด actinomycin contractility ของเซลล ์ซึ่งมีผลต่อ
การแพร่กระจายตวัของเซลล ์(cell spreading) และการเกิดความเครียด (stress ) ในชัน้ผนงัเซลล ์
ส่งผลต่อการเกิด early osteogenesis ผ่านทาง RhoA/ROCK pathway (Rho-associated kinase) 

Tyrosine 139 
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ภาพประกอบ 8 กลไกของนาโนไวรสัต่อกระบวนการกระตุน้การสรา้งกระดกู 

ที่มา: Nguyen HG, Metavarayuth K, Wang Q. Upregulation of osteogenesis of 
mesenchymal stem cells with virus-based thin films. Nanotheranostics. 2018;2(1):42-58. 
 

ความเป็นพษิของ TMV (Toxicity)  
จากการศึกษาพบว่า 97% ของ TMV particles ถูกก าจัดจากระบบหมุนเวียน

เลือดโดย reticuloendotherial system (RES) ในตับและม้าม ด้วยวิธี Phagocyte system จาก
เซลลเ์ม็ดเลือดขาว (mononuclear cells) โดยกระบวนการก าจัดจะเกิดภายใน 40 นาที หลงัไดร้บั 
TMV 1 µg เขา้ทางเสน้เลือดด าในสตัวท์ดลอง(7) 

Luckanagul J, และคณะในปี 2014(7) ถึงความเขา้กันได ้(biocompatibility) ความ
เป็นพิษ (toxicity) และการละลาย (biodegradability)ของporous alginate hydrogels scaffolds 
(PAH) ใน รูปแบบ 3 มิติ  ที่มีต่อ 0.1%  W/V TMV และ RGD-PAH (arginine-glycine-aspatic acid)   
ซึ่งเป็น mutant TMV เมื่อท าการฝังที่หลงัของหนูในชัน้ subcutaneous pocket พบว่า ที่ 4 สปัดาห์
หลงัจากฝัง ผลของ ELIZA ในกลุ่มที่ใช ้TMV , RGD-PAH ร่วมกับ hydrogel ไม่พบการตอบสนอง
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ของระบบภูมิคุ้มกัน (Anti-TMV IgG) ในซีรั่มหนูเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ฉีด native TMV 11 µg/ml 
(ปริมาณเทียบเท่า TMV 0.1%  W/V ใน hydrogel) ในชั้นกล้ามเนื ้อหนูโดยตรง โดยพบการ
ปลดปล่อย TMV จาก PAH อย่างชา้ๆ ตลอดการคงอยู่ของ hydrogel ซึ่งพบว่า porous alginate 
hydrogels มีการสลายประมาณ 50% ภายในระยะเวลา 8 สปัดาห ์ในดา้น toxicity จากการตรวจ
เลือด (CBC) ที่ 2 และ 4 สัปดาห์ กลุ่มทดลอง porous alginate hydrogels ทุกกลุ่ม ไม่พบการ
อักเสบแบบเรือ้รงัและรุนแรง (chronic/major inflammation) และไม่พบความเป็นพิษต่อม้ามซึ่ง
แสดงไดจ้ากน า้หนกัของมา้มไม่เปลี่ยนแปลง  

จากการศึกษาของ Sitasuwan P. และคณะในปี 2012(8) ศึกษาการกระตุน้การ
สรา้ง BMP-2 ในเซลลต์้นก าเนิดการสรา้งกระดูก (bone marrow deviced mesenchymal stem 
cells, BMSCs) จากหนูโดยใชส้ารละลาย TMV ที่ความเขม้ขน้ 0.2 mg/ml ในน า้และเลีย้งเซลลใ์น 
osteogenic media ท าการศึกษาบน จานเลีย้งเซลล ์แบบ 2 มิติ เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ใช ้media 
ธรรมดา และกลุ่มที่ไม่ไดใ้ส่ไวรสั พบว่า bone morphologic protein-2 (BMP-2) ที่มีความส าคัญ
ต่อ osteoblast differentiation และ bone formation โดยปกติจะพบมากในช่วง 24 ชั่วโมงแรก 
โดยจากการศึกษาพบว่า ที่ 8 ชั่วโมง พบค่าการแสดงออกของยีนส์ BMP-2 ขึน้สูงสุด (peak) ใน
กลุ่มที่มีไวรัสโดยมีปริมาณมากกว่ากลุ่มที่ ไม่ได้ใส่ไวรัส และพบว่า osteogenic media ที่มี 
dexamethasone มีผลต่อค่า BMP-2 โดยมีค่ามากกว่าการใช้ media ธรรมดาประมาณ 3 เท่า 
และยังพบ BMP-2  อย่างต่อเนื่องหลัง 24 ชั่ วโมง นอกจากนี้จาก การทดสอบ ELISA และ 
Immunofluorescent assays ยังพบว่า BMP-2  มักพบมากในต าแหน่ง bone cell aggregation 
โดยเฉพาะกลุ่มที่มีไวรสั เนื่องจากการใส่ TMV มีผลต่อลักษณะพืน้ผิว (topographical feature) 
ท าให้ขรุขระมากขึ ้น  (roughness) ส่งเสริมการสะสมของโปรตีน เมทริกซ์ระห ว่างเซลล ์
(extracellular matrix protein) และการเกาะกลุ่มของเซลล์ ดังนั้นจึงกล่าวได้ว่า TMV มีผลต่อ 
osteoinduction และ เร่งการแสดงออกของ BMP-2  ส่ งผลท าให้ เกิ ด  early osteoblastic 
differentiation  
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ภาพประกอบ 9 การวดัการแสดงออกของยีนส ์BMP-2 ในเซลลต์น้ก าเนิดการสรา้งกระดกู (gene 
expression) ดว้ยวิธี RT-qPCR ใน 2 ช่วงเวลา (the error bars denote±1 S.D.**and* 

represent p<0.05 and p<0.1, respectively) 

ที่มา: Sitasuwan P, Andrew Lee L, Bo P, Davis EN, Lin Y, Wang Q. A plant virus 
substrate induces early upregulation of BMP2 for rapid bone formation. Integrative 
Biology. 2012;4(6):651-60. 

 
นอกจากนี้ ในปี 2015 Metavarayuth K. และคณะ(21) ได้ศึกษานาโนไวรสัจากพืช

ชนิดต่างๆ เช่น จากใบยาสูบ จากตน้มันสัมปะหลัง จากต้นเทอรน์ิพ ท าการศึกษาบน poly d-
lysine (PDL) scaffold แบบ 2 มิติ ร่วมกับเซลล์ต้นก าเนิดการสร้างกระดูกจากหนู (BMSCs) 
พบว่าพืชทั้งหมดดังกล่าวสามารถเร่งการเกิด osteogenesis ของเซลล ์BMSCs จากหนู โดยพบ
การเพิ่มขึน้ของ osteogenic marker : BMP-2  ภายในระยะเวลา 6 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังพบการ
แสดงออกของ gene osteocalcin, osteopontin เพิ่มขึน้ และพบเอนไซมท์ี่เกี่ยวขอ้งกับการสรา้ง
กระดกู Alkaline phosphatase activity (ALP) มากในวนัที่ 4 และเกิด calcium mineralization ที่
เพิ่มขึน้มากในวนัที่ 7 เมื่อเทียบกบักลุ่มที่ไม่ไดใ้ส่ไวรสั โดยพบว่านาโนไวรสั มีผลต่อลกัษณะพืน้ผิว
ของสาร (topography) ส่งเสริมการเกิด osteogenesis แสดงใหเ้ห็นว่า ไวรสัจากพืชมีคุณสมบัติ
เป็น osteoinduction 
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ในปี 2012 Luckanagul J.(9) และคณะ ไดป้รบัปรุงคุณสมบัติของ TMV โดย mutant 
พืน้ผิวของ TMV ในรูปแบบของ RGD-PAH (arginine-glycine-aspatic acid) เพื่อดผูลของ bone 
differentiation โดยใช้ porous alginate hydrogels scaffolds (PAH) ในรูปแบบ 3 มิติร่วมกับ 
0.1% W/V TMV ท าการศึกษาใน BMSCs จากหนูพบว่า ค่า Alkaline phosphatase activity 
(ALP) เป็นเอนไซด์ที่พบระหว่างกระบวนการสังเคราะห์ extracellular matrix ซึ่งเป็น early 
osteoblastic marker ในการวัด cell differentiation โดยทั่วไปมักพบได้มากในวันที่  7 แต่จาก
การศึกษาพบว่า ในวันที่ 3 กลุ่ม mutant TMV (RGD-PAH) มีค่า ALP มากกว่ากลุ่ม TMV และ
กลุ่มควบคุมที่ไม่ใส่ไวรสั นอกจากนีย้งัพบว่ากลุ่ม TMV-PAH และ RGD-PAH สามารถวดัค่าการ
ย้อมติดสี Alizarin Red และ วัดค่า osteocalcin จาก immunostaining ซึ่งเป็นค่าจ าเพาะของ 
mature osteoblast ในขั้นตอน calcium deposition ของกระดูก มากกว่ากลุ่มควบคุม แสดงให้
เห็นว่า TMV และ mutant TMV สามารถเร่งการเกิด bone differentiation และ mineralization ให้
เร็วขึน้ 

ต่อมาในปี 2016 Luckanagul J. และคณะ(23) ไดน้ า 0.1% W/V โดยมีโครงสรา้งของ 
RGD-PAH มาท าการทดลองฝังในกะโหลกศีรษะหนู  (in vivo) เปรียบเทียบกับกลุ่ม TMV-PAH 
และกลุ่ม PAH (กลุ่มควบคุม) พบว่า ที่ 10 สัปดาหห์ลังการฝัง เกิด bone regeneration จากการ
ตรวจทาง histopathological analysis พบ bone density ในกลุ่ม RGD-PAH มากกว่ากลุ่ม 
TMV-PAH และกลุ่ม  PAH (กลุ่มควบคุม) ตามล าดับ  กลุ่มที่ ใส่ไวรัส พบปฏิกิริยาอัก เสบ 
(inflammation) ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้ใส่ไวรัสและไม่พบ systemic inflammatory 
reaction หรือ severe immunogenic adverse effect จากการตรวจเลือด (CBC) และชั่งน า้หนัก
ของมา้มที่ไม่เปลี่ยนแปลง แสดงใหเ้ห็นว่า TMV มีความปลอดภัยไม่เกิดพิษต่อสิ่งมีชีวิตเลีย้งลูก
ดว้ยนมและสามารถน ามาประยุกตใ์ชร้่วมกบัไฮโดรเจลในรูปแบบ 3 มิติได ้

ในปีเดียวกันนี ้ Maturavongsadit P. และคณะ(10) ได้พัฒนาโครงร่างชีวภาพใน
รูปแบบยาฉีดไฮโดรเจล  จากกรดไฮยาลูโรนิ ก  โดยใช้ methacrylic anhydride  เกิด เป็น 
Methacrylated hyaluronic acid  (MeHA)  และมี  crosslinker เป็น  dithiotreitol (DTT)  (DTT 
เป็นสารที่มักจะใชเ้ป็นตัวเชื่อมโยงโพลิเมอรท์ี่นิยมน ามาใช้ในการสรา้งโครงร่างชีวภาพในงาน
วิศวกรรมเนื ้อ เยื่ อ ) ร่วมกับ  Cysteine-inserted Tobacco Mosaic Virus (TMV1cys) ซึ่ งเป็น 
mutant TMV เปรียบเทียบกับ MeHA ที่  crosslink ด้วย DTT เพียงอย่างเดียว โดยศึกษาการ
เหนี่ยวน าการสรา้งกระดกูอ่อน (Chondrogenesis) ใน BMSCs จากหนู พบว่าไฮโดรเจล ที่ก่อตัว
จาก MeHA-TMV1cys ส่งเสริมการเหนี่ยวน าการสรา้งกระดกูอ่อน (Chondrogenesis)  
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จากการก ระตุ้น ก ารสร้าง  BMP-2 (early stage chondrogenic marker) และ 
collagen type II (late stage chondrogenic marker) ได้ดีกว่า ไฮโดรเจล ที่ก่อตัวจาก MeHA-
DTT เพียงอย่างเดียว 

ในปี 2019 Metavarayuth K. และคณะ(25) ไดศ้ึกษาผลของนาโนไวรสัต่อการกระตุน้
การสรา้งกระดูกในเซลล์ต้นก าเนิดการสรา้งกระดูกจากหนูโดยผ่าน BMP-2 ในรูปแบบ 2 มิติ 
พบว่าการปรับปรุงโครงสร้างของพืน้ผิวนาโนไวรสัจากใบยาสูบทางกายภาพ (topographical 
feature) โดยการเคลือบด้วย gold nanorod (TMV-GNRs) ท าให้พืน้ผิวของไวรสัมีความขรุขระ
มากกว่าไวรสักลุ่มที่ไม่ได้เคลือบ (TMV-wild type, TMV-wt) แต่พบว่า TMV-wt มีผลกระตุน้การ
แสดงออกของ gene BMP-2, ALP, Calcium mineralization  ที่มีผลต่อ osteogenic differentiation 
มากกว่ากลุ่ม TMV-GNRs แสดงใหเ้ห็นว่า TMV มีผลต่อการกระตุน้การสรา้งกระดกูผ่าน BMP-2 

นอกจากนี้ Liu T. และคณะในปี 2019(11) ได้ศึกษาผลของไวรัสจากใบยาสูบต่อ
กระบวนการเปลี่ยนแปลงของเซลลต์น้ก าเนิดจากไขกระดูกมนุษย ์(Human bone marrow stem 
cells) ที่ไดม้าจากไขกระดกูตน้ขา (femoral medullary cavity) ในคนไขท้ี่ไดร้บัการเปลี่ยนกระดูก
สะโพกและหัวเข่า โดยน า TMV 1 mg/ml ในน า้ เลีย้งบนจานเพาะเลีย้งเซลล์ แบบ 2 มิติ พบว่า 
TMV-RGD1 ซึ่งเป็น mutant TMV ส่งเสริมการแสดงออกของยีนสท์ี่เกี่ยวขอ้งกับการสรา้งกระดูก
จากการพบแสดงออกของ gene osteocalcin, Runx2, BMP-2 และ TGF-β มากกว่าในกลุ่ม TMV 
และกลุ่มควบคุม โดยในการศึกษานี้ยังพบว่า TMV มีผลต่อ cell differentiation จากการวัดค่า 
ALP และมีผลต่อ calcium deposition จากการยอ้มติดสี Alizarin red  มากกว่ากลุ่มควบคุม แต่
นอ้ยกว่ากลุ่ม TMV-RGD1 
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บทท่ี3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

ในการวิจยัครัง้นีผู้วิ้จยัไดด้  าเนินการตามขัน้ตอนดงันี ้ 
1. การก าหนดประชากรและการสุ่มกลุ่มตวัอย่าง  
2. ขัน้ตอนการทดลอง  
3. การเก็บรวบรวมขอ้มลู  
4. สถิติที่ใชใ้นการวิเคราะหข์อ้มลู  

การก าหนดประชากรและการสุ่มกลุม่ตัวอย่าง  
เซลล์ที่ใช้ในงานวิจัยนี ้ใช้เซลล์ที่ เก็บเกี่ยวจากงานวิจัยของขวัญหทัย อารีวิจิตร ในปี 

2019(26) ซึ่งผ่านกระบวนการทดสอบยืนยันคุณสมบัติของเซลล์กระดูกเบา้ฟัน แล้ว 2 cell lines 
โดยให ้cell line ที่ 1 แทนดว้ย OB1 (Osteoblast; OB) และcell line ที่ 2 แทนดว้ย OB2 โดยเก็บ
เกี่ยวมาจากกลุ่มประชากร ดงันี ้

ประชากร  
เซลลก์ระดกูเบา้ฟัน (Human alveolar bone cells) ที่คดัแยกมาจากกระดกูขณะ

กรอกระดกูเพื่อผ่าตดัฟันกรามซี่ที่สามที่ฝังคดุของผูย้ินยอมตน ผ่านการเพาะเลีย้งเซลลแ์ละเก็บไว้
ในคลงัเซลล ์ซึ่งไดร้บัการรบัรองจากคณะกรรมการจริยธรรมในการวิจัย คณะทันตแพทยศาสตร ์
มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ เลขที่ SWUEC-087/2562E  

การเลือกกลุ่มตัวอยา่ง  
เลือกเซลลก์ระดูกเบา้ฟัน โดยเก็บเกี่ยวเซลลจ์ากผูป่้วยที่เขา้รบัการรกัษาโดยการ

ผ่าตัดฟันกรามซี่ที่สามที่ฝังคุดโดยการสุ่มจ านวน 2 คน ที่ผ่านเกณฑ์การรบัเขา้ เพื่อใชเ้ป็นเซลล์
ปฐมภูมิ (primary cells) โดยน าเซลลเ์พาะเลีย้งรุ่นที่ 3-8 มาใชใ้นการทดลอง 

เกณฑก์ารรบัเขา้  
ผูป่้วยเพศชายหรือหญิง มีช่วงอายุระหว่าง 20-50ปี สขุภาพแข็งแรง ไม่มี

โรคประจ าตวั ไม่สบูบุหรี่และดื่มแอลกอฮอล ์
เกณฑก์ารคดัออก  

บริเวณกระดกูที่เก็บเกี่ยวมีการอกัเสบหรือติดเชือ้ 
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ข้ันตอนการทดลอง 
 

วิธีการเพาะเลีย้งเซลลก์ระดูกเบ้าฟัน  
อาหารเลี ้ย ง เซลล์ที่ ใช้คื อ   ดี เอ็ม อี เอ็ม เอฟ 12 (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium-F12 Advance : DMEM-F12 Advance) ที่ประกอบด้วย 10%  fetal bovine serum 
(FBS), 1% L-glutamine 200 mM, penicillin 10,000 U/ml, streptomycin 10,000 µg/ml, 1% 
amphotericin B 25 µg/ml จากนั้นท าการเพาะเลี ้ยงเซลล์กระดูกเบ้าฟันในตู้เลี ้ยงเซลล์ที่มี 
คารบ์อนไดออกไซด ์5%  อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหารเพาะเลีย้งสปัดาหล์ะ 2 ครัง้ 

รอเซลลส์รา้งกระดูกรวมกลุ่มประมาน 80% จึงถ่ายเซลล์ออกไปเลีย้งในจานเลีย้ง
เซลลใ์หม่  และเริ่มนับเป็นเซลลรุ่์นที่ 1 หลงัจากนั้นเซลลจ์ะถูกหว่านใหม่ในอัตราส่วน 1:3 (หว่าน
เซลล ์1 ใน 3 ของเซลลท์ัง้หมดต่อจานเลีย้งเซลลใ์หม่ 1 จาน)  น า Passage 3-8 มาใชท้ดลอง(12, 23) 

 
การสกัด ไวรัสจากใบยาสูบ (Tobacco mosaic virus nanoparticle, TMV) 

ท าการสกัด Tobacco mosaic virus nanoparticle ตามขัน้ตอนของ Metavarayuth K. 
และคณะในปี 2015(21) 

 
กระบวนการสกดัไวรัส (Extraction) 

ชั่งใบไมท้ี่มีรอยโรคของไวรสัหนกั เติม 0.1 M Potassium phosphate buffer คิดเป็นสาม
เท่าของปริมาณใบ เติม 2-mercaptoethanol 0.1-0.3% ของปริมาณ buffer ใส่ทุกอย่างรวมกนัใน
เครื่องป่ัน หลังจากป่ันเสร็จแลว้ใหเ้ทส่วนป่ันผสมลงบนผา้ขาวบางส าหรบักรอง แลว้บีบผา้ไล่จาก
บนลงล่างจนแหง้ เพื่อใหไ้ดไ้วรสัมากที่สดุจากนัน้น า filtrate ไปป่ันเหว่ียงในหลอด centrifuge 250 
ml SLA-1500 ที่ 4 องศาเซลเซียส 10500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที น าบิ๊กเกอรส์ะอาดขนาด 
1000 ml มาตัง้ไวบ้นน า้แข็ง วางบนเครื่องป่ันแกนแม่เหล็ก (stirrer) และกรองดว้ย kimwipe 2 ชั้น 
ขนาดใหญ่เกินปากบีกเกอร ์หลังจากป่ันเหว่ียงให้เท solution ลงในบีกเกอรโ์ดยกรองผ่าน 
kimwipe  
กระบวนการท าให้ใส (Clarifications) 

เตรียมผสม n-butyl alcohol และ Chloroform ในปริมาณเท่ากนั (50:50) ผสมใหเ้ขา้กับ
สารละลายไวรสัเป็นเวลา 30 นาที แลว้น าไปป่ันเหว่ียง โดยใช ้SLC-4000 ที่ 4 องศาเซลเซียส 
6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที หลังป่ันเสร็จจะได้สารละลาย เป็น 3 ชั้น ชั้นล่างเป็นสาร 
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organic และส่วนบนจะเป็น aqueous solution ใช ้pipette gun เก็บส่วน aqueous phase แล้ว
น าไปใส่บีกเกอร ์1000 ml ที่สะอาด วางบนน า้แข็งบนเครื่องป่ันแกนแม่เหล็ก (stirrer) 
กระบวนการท าให้สารเข้มข้นขึน้ (Concentration) 

เติม PEG 8000 ปริมาณ 8% ของสารละลายไวรัส แล้วเติม 0.2 M โซเดียมคลอไรด ์
(NaCl) ป่ันผสมบนเครื่องป่ันแกนแม่เหล็ก (stirrer) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง บนน า้แข็ง จากนัน้น าไปป่ัน
เหว่ียงโดยใช้ SLA-1500 ที่  4 องศาเซลเซียส 12000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที  เทส่วน
ของเหลวทิ ้ง แล้วเติม Potassium phosphate buffer 0.01M pH 7.8 ลงในแต่ละหลอด re-
suspend ตะกอนจนหมด แลว้เทใส่หลอด 15ml เพื่อน าไปป่ันเหว่ียงโดยใช ้SLA-1500 ที่ 4 องศา
เซลเซียส 9500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เก็บของเหลวไวใ้นหลอด  15 ml หลอดใหม่ทันที
หลงัป่ันเสร็จ ขัน้ตอนนีส้ามารถเก็บในน า้แข็งหรือตูเ้ย็น 4 องศาเซลเซียสก่อนท าขัน้ตอนถดัไป 
กระบวนการตกตะกอนข้ันสุดท้าย (Final Pelleting) 

เทสารละลายไวรสัลงใน ultracentifuge tube สูงประมาณ 2-3 เซนติเมตร จากด้านบน 
จากนั้นฉีด  sucrose solution ซึ่ งเตรียมได้จาก สารละลาย sucrose 20%  ใน Potassium 
phosphate buffer  โดยฉีด sucrose ที่ดา้นล่างสูงประมาณ 1 เซนติเมตร จากกน้หลอด จากนั้น
เติมbuffer ลงไปจนถึง maximum  น าไปป่ันเหว่ียงแบบ ultracentrifuge ด้วย 50.2 Ti rotor ที่ 
42000 รอบต่อนาที หรือ 70.1 Ti rotor ที่ 45000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2.5 ชั่วโมง หลังจากป่ัน
เสร็จ ให้เทของเหลวทั้งหมดออก และเติม Potassium phosphate buffer 2-3 ml เพื่อละลาย
ตะกอน 1 คืน (overnight) ในตูเ้ย็น 4 องศาเซลเซียส หลงัจากนัน้ป่ันเหว่ียงโดยใช ้SLA-1500 ที่ 4 
องศาเซลเซียส 9500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที หลังจากป่ันเสร็จใหเ้ก็บส่วนของเหลวไวใ้น
หลอด conical ที่สะอาด หลังจากนั้นเก็บหลอดไว้ในตู้เย็น ใช้ UV absorbance (260 nm, 280 
nm) เพื่อเช็คความเขม้ขน้  

 
กระบวนการทดสอบคุณลักษณะโครงสร้างของไวรัสจากใบยาสุบ 

- Mass Spectrometry Analysis เพื่อดูมวลโมเลกุลของโปรตีน โดยน าสารละลาย
ไวรสั 1µl ผสม 9 µl matrix solution (Sinaptic acid in 70% acetonitrile, 0.1% TFA) จากนั้นน า
ส่วนผสมที่ได ้1 µl หยดลงบน MALDI plate ปล่อยใหแ้หง้ จากนัน้ท าการวดัผลดว้ย MALDI-TOF 
mass spectrometry (autoflex speed, Bruker®) 

- Transmission electron microscopy (TEM) analysis โด ย ห ย ด  TMV ค ว า ม
เข้มขน้ 1mg/ml 20 µl ลงบน grids ท าการย้อมด้วย 1% Uranyl Acetate ส่องด้วยเครื่อง JEM-
2100/HR (200 kV, JEOL Japan) microscope 
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กระบวนการน าไวรัสจากใบยาสูบเคลือบบนจานเพาะเลีย้งเซลล ์
เคลือบจานเพาะเลีย้งขนาด 24 หลมุ ดว้ยสารละลาย Poly-d-lysine (PDL) โดยหยด 

PDL ความเขม้ขน้ 0.1 mg/ml ปริมาณ 500 µl ต่อหลมุ ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 1 ชั่วโมง ท าการลา้งดว้ยน า้ 
18.2 mΩ จากนั้นปล่อยให้แห้ง หยด TMV ความเข้มข้น 0.1 mg/ml ในน ้า ปริมาณ 500 µl ต่อ
หลุม เคลือบที่ก้นหลุม ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 1 คืน ภายใต ้sterile cell culture hood  ลา้งดว้ยน า้ 18.2 
mΩ  ปล่อยใหแ้หง้ แลว้น าไปทดสอบดลูักษณะพืน้ผิวของไวรสัที่เกาะบนก้นหลุมจานเพาะเลีย้ง
(Surface characterization) ด้วย Atomic force microscopy (AFM) โดยใช้เครื่อง Nanosurf 
CoreAFM (dynamic mode : Trapping mode, Contact mode with Dyn190Al)(21) 

 
ทดสอบความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกเบ้าฟัน (cell viability) 

ทดสอบความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกเบา้ฟันมนุษย ์โดยเลีย้งเซลล ์20,000 เซลล ์ต่อ
หลุมในจานเพาะเลีย้งขนาด 24 หลุม ที่มี TMV เคลือบตรงก้นหลุม ท าการเพาะเลีย้งเซลลด์ว้ย 
DMEM-F12 Advance  ที่ประกอบด้วย 10% fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine 200 
mM, penicillin 10,000 U/ml, streptomycin 10,000 µg/ml, 1% amphotericin B 25 µg/ml ใส่ 
500 µl ต่อหลุม เพาะเลี ้ยงเป็นเวลา 1, 3, 7 และ 14 วัน ท าการทดสอบโดยเติมสารละลาย 
Resazurin (PrestoblueTM cell viability reagent, Invitrogen, ThermoFisher Scientific) ต่ อ 
DMEM-F12 Advance อัตราส่วน 1:10 ใส่สาร 500 µl ต่อหลุม น าเขา้ตู้อบที่ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในคารบ์อนไดออกไซด ์5% เป็นเวลา 1 ชั่วโมง บันทึกผลโดยดดูสารละลายทดสอบออก
แลว้น ามาวดัค่าความเขม้แสงฟลอูอเรสเซนท ์(fluorescence intensity) ที่ความยาวคลื่น 560/590 
nm เพื่อประเมินปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตโดยใช้เครื่อง  Microplate reader (CLARIOSTAR, BMG 
Labtech, USA) ท าการเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ ที่ไม่ไดใ้ส่ TMV(10, 26)  

 
ทดสอบระดับปฏิกิริยาอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสของเซลลก์ระดูกเบ้าฟัน (alkaline 

phosphatase, ALP activity assay)  
เพื่อตรวจดูลักษณะเอนไซม์ที่ควบคุมการสรา้งกระดูก(osteoblast differentiation) 

โดยเลีย้งเซลล์ 20,000 เซลล ์ต่อหลุมในจานเพาะเลีย้งขนาด 24 หลุม ที่มี TMV เคลือบตรงก้น
หลมุ ท าการเพาะเลีย้งเซลลด์ว้ย DMEM-F12 Advance เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใหเ้ซลลย์ึดเกาะ
กับจานเลีย้งเซลล ์จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์เป็นชนิดที่เหนี่ยวน าให้เกิดการสรา้งกระดูก 
(osteogenic media) ซึ่งประกอบด้วย10%  fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine 200 
mM, penicillin 10,000 U/ml, streptomycin 10,000 µg/ml, 1% amphotericin B 25 µg/ml, 
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ascorbic acid 50 µg/ml, β–glycerophosphate 5 mM แ ล ะ  dexamethasone 250 nM 
เพาะเลี ้ยงเซลล์เป็นเวลา  1, 3, 7 และ 14 วัน ล้างด้วย Tris-buffer saline 1x (TBS) แล้วเติม 
ส า รล ะ ล า ย p-nitrophenylphosphate (alkaline phosphatase yellow (pNPP), Sigma 
Aldrich®,USA) ความเขม้ขน้ 1.5 g/l ปริมาณ 500 µl ต่อหลุมที่อุณหภูมิหอ้ง ปิดทับดว้ยกระดาษ
ฟอยลแ์ลว้บ่มนาน 1 ชั่วโมง จากนั้นดดูสารออกมาเพื่อวัดปริมาณการดดูกลืนแสง (absorbance, 
O.D.) ที่ ค่ าความยาวคลื่ น  405 nm ด้วย เครื่อ ง  Microplate reader (CLARIOSTAR, BMG 
Labtech, USA) ท าการเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ ที่ไม่ไดใ้ส่ TMV และกลุ่มที่ไม่ไดเ้ปลี่ยนอาหาร
เลีย้งเซลลเ์ป็น osteogenic media 

 
การค านวณ enzyme activity ดว้ย Beer-Lambert law ดงันี ้(8) 
 
 
 
 
V = ปริมาตรโดยรวมของสารทดสอบ (ในการทดลองนีเ้ท่ากบั 120 µl) 
OD405 nm (cm-1) = ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm หารดว้ยค่าระยะทางที่แสงส่อง
ผ่านในหน่วยเซนติเมตร 
ɛ = ค่าสมัประสิทธ์ิการดดูแสงของสาร (molar extinction coefficient ,M-1×cm-1) 
ส าหรบั pNPP, ɛ = 1.78×104 M-1×cm-1  
 

ทดสอบการสะสมแคลเซียมในเมทริกซร์ะหว่างเซลล ์โดยการย้อม Alizarin red  
เลีย้งเซลล ์20,000 เซลล ์ต่อหลุมในจานเพาะเลีย้งขนาด 24 หลุม ที่มี TMV เคลือบ

ตรงก้นหลมุ ท าการเพาะเลีย้งเซลลด์ว้ย DMEM-F12 Advance เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใหเ้ซลล์
ยึดเกาะกับจานเลีย้งเซลล ์จากนั้นเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลลเ์ป็นชนิดที่เหนี่ยวน าใหเ้กิดการสรา้ง
กระดกู (osteogenic media) ซึ่งประกอบดว้ย10% fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine 
200 mM, penicillin 10,000 U/ml, streptomycin 10,000 µg/ml, 1% amphotericin B 25 
µg/ml, ascorbic acid 50 µg/ml, β–glycerophosphate 5 mM และ dexamethasone 250 nM 
เพ า ะ เลี ้ ย ง เ ซ ล ล์ เ ป็ น เว ล า  7 แ ล ะ  14 วั น  ดู ด อ าห า ร เลี ้ ย ง เซ ล ล์ อ อ ก  ล้ า ง ด้ ว ย  
phosphate buffer saline (PBS)  แลว้ตรงึเซลลด์ว้ยสารละลาย 10% formalin เป็นเวลา 20 นาที 

enzyme activity( µmoles/min/µg)      =                  V(µl) x OD405 nm(cm-1) 

                                                  ɛ x incubation time(min) x enzyme(µg) 
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ที่อุณหูมิห้อง จากนั้นล้างด้วยน ้ากลั่น  2 ครั้ง แล้วย้อมด้วยสารละลาย  Alizarin red (Sigma 
Aldrich, USA) ความเขม้ขน้ 40 mM pH 4.1-4.3 ปิดจานเลีย้งเซลลด์ว้ยกระดาษฟอยล ์บ่มนาน 
30 นาที บนเครื่องเขย่า จากนั้นล้างด้วยน ้ากลั่น 4 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที วางทิง้ไวใ้ห้แห้ง ท าการ
บนัทึกผลเก็บขอ้มลูเปรียบเทยีบกบักลุ่มควบคมุที่ไม่ไดใ้ส่ TMV และกลุ่มที่ไม่ไดเ้ปลี่ยนอาหารเลีย้ง
เซลลเ์ป็น osteogenic media 

 
ทดสอบการแสดงออกของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล ์(cell morphology)

และการสร้างโปรตีน Osteocalcin โดย Immunofluorescence 
เลีย้งเซลล ์20,000 เซลล ์ต่อหลุมในจานเพาะเลีย้งขนาด 24 หลุม ที่มี TMV เคลือบ

ตรงก้นหลุม ท าการเพาะเลีย้งเซลลด์้วย DMEM-F12 Advance 100 µl ต่อหลุม เปลี่ยนอาหาร
เลีย้งเซลลท์ุก 2-3 วัน เลีย้งเป็นเวลา 14 วัน ดูดอาหารเลีย้งเซลลอ์อก ลา้งดว้ย PBS 2 ครัง้ แล้ว
ตรึงเซลลด์ว้ยสารละลาย formalin ความเขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิหอ้ง ลา้งดว้ย
สารละลาย  PBS 2 ครั้ง  ท าการ permeabilized เซลล์ด้วยสารละลาย  TRITON® X-100 
(AMRESCO, Ohio) ความเขม้ขน้ 0.1% เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ล้างด้วยสารละลาย 
Tween® 20 อีก 2 ครัง้ บล็อกโปรตีนด้วยสารละลายโปรตีน BSA ความเข้มขน้ 1% เป็นเวลา 1 
ชั่ วโมง แล้วล้างออกด้วยสารละลาย PBS ใส่สาร Rabbit anti human osteocalcin (Primary 
antibody)(Thermo scientificTM, USA) ความเขม้ขน้ 1.51 mg/ml ใช้งานในอัตราส่วนเจือจาง 1 
ต่อ 200 ในสารละลาย PBS เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ล้างออกด้วย
ส า ร ล ะ ล า ย  PBS จ า ก นั้ น ใ ส่ ส า ร  Goat anti rabbit antibody-AF546 (Secondary 
antibidy)(Thermo scientificTM, USA) ความเขม้ขน้ 4 µg/ml เป็นเวลา 45 นาที ที่อณุหูมิหอ้ง ลา้ง
ดว้ยสารละลาย PBS จากนั้นยอ้มสีของนิวเคลียส ดว้ยสารเรืองแสง (fluorescence dye) DAPI 
(4,6'-diamidino-2-phenylindole, Thermo scientificTM, USA) ความเขม้ข้น 1 mg/ml ใช้งานใน
อตัราส่วนที่เจือจาง 1 ต่อ 100 ในสารละลาย PBS บ่มนาน 30 นาที ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ใส่สารละลาย FITC-Phalloidine (Thermo scientificTM, USA) ความเขม้ขน้ 6.6 µMในอัตราส่วน
ที่เจือจาง 1 ต่อ 40 ในสารละลาย PBS บ่มนาน 30 นาที ที่อุณหภูมิหอ้ง ตามที่ผูผ้ลิตแนะน า ลา้ง
ดว้ย PBS 2 ครัง้ บันทึกผลดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนท ์(Fluorescence microscope) ที่
เลนส์วัตถุก าลังขยาย 10 เท่า และโปรแกรม Image J เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่มี TMV 
และกลุ่มที่ไม่ไดเ้ปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลลเ์ป็น osteogenic media (11, 26) 
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การเกบ็รวบรวมข้อมลู  
1. ประเมินความเขา้กนัไดท้างชีวภาพโดยดคูวามมีชีวิตของเซลลก์ระดกูเบา้ฟัน และ TMV 

จากการวดัความเขม้แสงฟลูออเรสเซนทท์ี่ความยาวคลื่น 560/590 nm โดยใชเ้ครื่อง Microplate 
reader (CLARIOSTAR, BMG Labtech, USA) ในการทดสอบ Resazurin เปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคมุที่ไม่ไดใ้ส่ TMV 

2. ประเมินลกัษณะเอนไซมท์ี่ควบคมุการสรา้งกระดูก โดยดรูะดบัปฏิกิริยา  ALP activity 
assay วัดค่ าการดูดกลื นแสงที่ ความยาวคลื่ น  405 nm ด้วย เครื่อ ง  Microplate reader 
(CLARIOSTAR, BMG Labtech, USA) ในกลุ่มเซลล์กระดูกเบ้าฟันที่ใส่ TMV เปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคมุที่ไม่ไดใ้ส่ TMV และกลุ่มที่ไม่ไดเ้ปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลลเ์ป็น osteogenic media 

3. ประเมินความสามารถในการสะสมแร่ธาตุในเมทริกซ์ระหว่างเซลล์ด้วยการย้อม 
Alizarin red บันทึกผลโดยการถ่ายภาพ เปรียบเทียบการเกิด Calcium deposition กับกลุ่ม
ควบคมุที่ไม่ไดใ้ส่ TMV และกลุ่มที่ไม่ไดเ้ปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลลเ์ป็น osteogenic media 

4. ป ระ เมิ น ลั ก ษ ณ ะ รูป ร่ า ง เซ ล ล์ แ ล ะดู ก า รส ร้า ง โป รตี น  Osteocalcin จ า ก
immunofluorescence assay ภายใต้เครื่อง Fluorescence microscope โดยย้อม DAPI (4,6 
diamidino-2-phenylindole, 100 ng/ml) เพื่อดู nucleus และยอ้ม FITC-Phalloidin เพื่อดู actin 
และยอ้ม Antibody ต่อ Osteocalcin เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุที่ไม่ไดใ้ส่ TMV และกลุ่มที่ไม่ได้
เปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลลเ์ป็น osteogenic media 

 

สถิติท่ีใช้ในการวเิคราะหข้์อมูล 
ท าการทดลองซ า้อย่างนอ้ย 4 ครั้ง ต่อ primary cells จ านวน 2 cell lines เพื่อแสดงถึง

ความสามารถในการท าซ  า้ได ้(Reproducibility) และความถูกตอ้งในการแปลผลการทดลอง ใช้
โปรแกรม SPSS ในการวิเคราะห์ข้อมูล โดยใช้สถิติ Independent Sample T-test ส าหรับการ
วิเคราะหข์อ้มลูเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม โดยก าหนดระดบัความเชื่อมั่น 95% 
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บทท่ี 4 

ผลการด าเนินงานวิจัย 

จากงานวิจัยนี ้ได้ศึกษาความเขา้กันไดท้างชีวภาพของอณูไวรัสจากใบยาสุบต่อเซลล์
กระดกูเบา้ฟัน ซึ่งผูวิ้จยัไดด้  าเนินการวิจยัตามขัน้ตอนดงัที่ไดอ้ธิบาย เพื่อใหผ้ลวิจยัสอดคลอ้งตาม
วตัถุประสงคท์ี่ไดก้ าหนดไวด้งันี ้

1. ผลการทดสอบคณุลกัษณะโครงสรา้งของไวรสัจากใบยาสูบ 
2. ผลการเคลือบไวรสัจากใบยาสบูลงบนจานเพาะเลีย้งเซลล ์
3. ผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลลก์ระดกูเบา้ฟัน 
4. ผลการทดสอบระดบัปฏิกิริยาอลัคาไลดฟ์อสฟาเตสของเซลลก์ระดกูเบา้ฟัน 
5. ผลการทดสอบการสะสมแคลเซียมในเมทริกซร์ะหว่างเซลลโ์ดยการยอ้ม Alizarin 

red 
6. ผลการทดสอบการสรา้งโปรตีน Osteocalcin และการแสดงออกของลักษณะ

ทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์โดย Immunofluorescence 

ผลการทดสอบทดสอบคุณลกัษณะโครงสร้างของไวรัสจากใบยาสบู 
ผลการตรวจดมูวลโมเลกุลโปรตีนของไวรสั TMV ดว้ย MALDI-TOF MS analysis พบว่ามี

ค่าสงูในช่วง 17521.716 m/z ซึ่งสอดคลอ้งกบัมวลโมเลกุลของไวรสั TMV โดยทั่วไปคือ 17534 m/z(20) 
 

ภาพประกอบ 10 ผลตรวจมวลโมเลกุลโปรตีนของไวรสั TMV ดว้ย MALDI-TOF MS analysis 
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ผลการตรวจดลูักษณะโครงสรา้งของ TMV ดว้ยวิธี Transmission electron microscopy 
(TEM) analysis โดยใชเ้ครื่อง JEM-2100/HR (200 kV, JEOL Japan) microscope และน ามาวดั
ค่าดว้ยโปรแกรม Image J พบว่า TMV มีลักษณะรูปร่างเป็นแท่ง มีเสน้ผ่าศูนยก์ลางประมาณ  
15-18 nm ความยาวประมาณ 280-350 nm 

ภาพประกอบ 11 ผลการตรวจดโูครงสรา้งของ TMV ดว้ยวธีิ Transmission electron microscopy 
(TEM) magnification 150,000x scale bar 200 nm 

 

ผลการเคลือบไวรัสจากใบยาสูบลงบนจานเพาะเลีย้งเซลล ์
ผลการดูลกัษณะพืน้ผิวของไวรสัที่เคลือบลงบนจานเพาะเลีย้ง จากผลการทดสอบดว้ยวิธี 

Atomic force microscopy (AFM) โดยใช้เครื่อง Nanosurf CoreAFM ที่ความเข้มข้นไวรัส 0.1 
mg/ml พบว่าจานเพาะเลีย้งถูกปกคลมุดว้ยไวรสัเกือบเต็มพืน้ที่ โดยเมื่อค านวณหาค่าเฉล่ียพืน้ที่
ผิวที่ปกคลุมก้นหลุมจานเพาะเลีย้ง พืน้ที่ 5x5 µm 4 ต าแหน่ง ดว้ยโปรแกรม Image J พบว่ามี
ไวรัสปกคลุมเฉลี่ย 47.92±4.63% และเมื่อตรวจดูลักษณะพื ้นผิวของไวรัสที่ อ่านจากเครื่อง 
Nanosurf CoreAFM พบค่าความสงูของไวรสัเฉล่ีย ในพืน้ที่ 5x5 µm 4 ต าแหน่งบนจานเพาะเลีย้ง 
23.37±4.87 nm ซึ่งขนาดใกลเ้คียงกบัเสน้ผ่านศนูยก์ลางของไวรสั คือ 18 nm  
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ภาพประกอบ 12 ผลการตรวจดลูกัษณะพืน้ผิวของไวรสัดว้ยวิธี Atomic force microscopy 
(AFM) พืน้ที่ 5x5 µm 

 

ผลการทดสอบความมีชีวติของเซลลก์ระดกูเบ้าฟัน 
การทดสอบความมี ชี วิต ของ เซลล์ก ระดูก เบ้ าฟั น  2 cell lines OB1 และ  OB2 

(Osteoblast; OB) ในอาหารเลี ้ยงเซลล์ที่ไม่มีสารเหนี่ยวน าการสร้างกระดูก non osteogenic 
media โดยพบว่าในวันที่  1 กลุ่มทดลองที่มี TMV และกลุ่มควบคุมที่ไม่มี TMV สามารถเกิด
กระบวนการเมตาบอลิซึม ต่อสาร Resazurin ตั้งแต่วนัที่ 1 และท าการติดตามผลต่อในวนัที่ 3, 7 
และ 14 ท าการปรบัค่า (normalized) ความเขม้แสงฟลูออเรสเซนทท์ี่ความยาวคลื่น 560/590 nm 
โดยใชผ้ลของวนัที่ 1 เป็นบรรทดัฐาน (baseline) พบว่า (ภาพประกอบ 13) ใน cell line OB1 กลุ่ม
ทดลองที่มี TMV มีแนวโนม้ค่าเฉลี่ยการเจริญเติบโตที่เพิ่มขึน้ ตั้งแต่วันที่ 3, 7, 14 มากกว่ากลุ่ม
ควบคมุที่ไม่มี TMV โดยเฉพาะในวนัที่ 3 และ14 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เช่นเดียวกับ 
cell lines OB2 กลุ่มทดลองที่มี TMV มีแนวโนม้ค่าเฉล่ียการเจริญเติบโตที่เพิ่มขึน้ ตัง้แต่วนัที่ 3, 7, 
14 มากกว่ากลุ่มควบคุมที่ไม่มี TMV โดยเฉพาะในวันที่ 7 และ 14 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) 
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ภาพประกอบ 13 แผนภูมิค่าเฉล่ียนอตัราการเจริญเติบโตของเซลล ์เพื่อประเมินความมีชีวิตของ
เซลล ์(A) cell line OB1 (B) cell line OB2 โดยแสดงค่า Normalized fold fluorescence 

intensity 560/590 nm. ในวนัที่ 1, 3, 7และ14  ภายใตส้ภาวะอาหารเลีย้ง non osteogenic 
mediaโดยใชส้ถิติ Independent Sample T-test ที่ก าหนดระดบัความเชื่อมั่น 95%  โดย * p<0.05 

 

 

 

(B) 

(A) 
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ผลการทดสอบระดับปฏกิิริยาอัลคาไลดฟ์อสฟาเตสของเซลลก์ระดกูเบา้ฟัน 
ระดับปฏิกิริยาเอนไซม์อัลคาไลด์ฟอสฟาเตสที่ควบคุมการสร้างกระดูกโดยส่งผลต่อ 

osteoblast differentiation พบว่าเซลลก์ลุ่มทดลองและกลุ่มควบคมุทุกกลุ่มสามารถสรา้งเอนไซม์
ได้ตั้งแต่วันที่ 1 และท าการติดตามผลต่อในวันที่ 3, 7 และ 14 ท าการปรบัค่า (normalized) ค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm โดยใชผ้ลการทดสอบความมีชีวิตของเซลลใ์นแต่ละวัน
เป็นบรรทดัฐาน (baseline) พบว่า (ภาพประกอบ 14) 

ใน  cell line OB1 กลุ่มทดลองที่มี  TMV เซลล์ที่ เลี ้ยงใน non osteogenic media มี
แนวโนม้ค่าเฉล่ียอตัราการสรา้งเอนไซมอ์ลัคาไลดฟ์อสฟาเตสเพิ่มขึน้ใน วนัที่  1, 3, 7 และลดลงใน
วนัที่ 14 โดยในกลุ่มทดลองที่มี TMV มีอตัราการสรา้งเอนไซมน์อ้ยกว่ากลุ่มควบคุมในวนัที่ 3 แต่มี
ค่ามากกว่ากลุ่มควบคุมในวันที่ 7 และ 14 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ส่วนเซลล์ใน
สภาวะ osteogenic media พบว่าอาหารเลีย้งเซลล์มีผลเร่งให้กลุ่มทดลองที่มี TMV แนวโน้ม
ค่าเฉล่ียอตัราการสรา้งเอนไซมอ์ลัคาไลดฟ์อสฟาเตสเพิ่มขึน้ในทุกช่วงวนัที่ 1, 3, 7, 14 โดยมีอตัรา
การสรา้งเอนไซมม์ากกว่ากลุ่มควบคมุในวันที่ 7 และ 14 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เช่น
เดียวเซลลท์ี่เลีย้งใน non osteogenic media 

ส่วน cell line OB2 กลุ่มทดลองที่มี TMV เซลล์ที่เลีย้งใน osteogenic media และ non 
osteogenic media มีแนวโนม้ค่าเฉล่ียอตัราการสรา้งเอนไซมใ์นช่วงแรกนอ้ยกว่ากลุ่มควบคมุที่ไม่
มี TMV โดยเฉพาะในวันที่ 7 แต่ยงัเห็นแนวโนม้การสรา้งเอนไซม์ในกลุ่มทดลองเพิ่มขึน้มากกว่า
กลุ่มควบคุมในวันที่ 14 โดยเฉพาะในสภาวะ osteogenic media ที่กลุ่มทดลองมีระดับเอนไซม์
มากกว่ากลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 

โดยหากลองเปรียบเทียบกราฟพบว่า เซลล ์OB1 มีพฤติกรรมการสรา้งเอนไซมอ์ัลคาไลด์
ฟอสฟาเตสเร็วกว่า OB2 โดยเฉพาะในช่วง 3 วนัแรก 
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ภาพประกอบ 14 แผนภูมิแสดงค่าเฉล่ียอตัราการสรา้งเอนไซมอ์ลัคาไลดฟ์อสฟาเตส ใน cell line 
OB1และ OB2 โดยแสดงค่า Normalized fold  OD absorbance 405 nm. ในวนัที่ 1, 3, 7 และ
14 ภายใตส้ภาวะอาหารเลีย้งเซลล ์(A,C)  osteogenic media และ (B,D) non osteogenic media 

โดยใชส้ถิติ Independent Sample T-test โดยก าหนดระดบัความเชื่อมั่น 95% โดย * p<0.05 

ผลการทดสอบการสะสมแคลเซียมในเมทริกซร์ะหวา่งเซลลโ์ดยการย้อม Alizarin red 
ในการทดสอบการสะสมแคลเซียมในเมทริกซร์ะหว่างเซลล ์ผูวิ้จัยไดเ้ลือก cell line OB2 

มาใช้ทดสอบ เนื่องจากเมื่อสังเกตการเกิด osteoblast differentiation จากกราฟการสร้าง
เอนไซมอ์ลัคาไลดฟ์อสฟาเตสของทัง้ 2 cell lines พบว่า OB2 มีปริมาณค่อยๆเพิ่มขึน้ ส่วน OB1 มี
การสรา้งเอนไซมเ์ร็วมากในช่วง 1-3 วนัแรก และงานวิจยัที่ผ่านมาการยอ้ม Alizarin red จะท าการ
ทดสอบในช่วงวนัที่ 7-14 เพื่อดกูารสะสมแคลเซียมในเมทริกซร์ะหว่างเซลล ์ดงันัน้พฤติกรรมการ
เจริญเติบโตของ OB2 จึงเหมาะน ามาใชส้  าหรบัการทดสอบวิธีการนี ้

ความสามารถในการสะสมแร่ธาตุในเมทริกซร์ะหว่างเซลล์ OB2 ด้วยการยอ้ม Alizarin 
red และบันทึกผลโดยการถ่ายภาพ พบว่า ในสภาวะ osteogenic media และ non osteogenic 
media ใหผ้ลการทดลองคลา้ยกัน คือ พบการสะสมแคลเซียมตั้งแต่วนัที่ 7 จากการยอ้มติดสีแดง
ของ Alizarin red ทัง้ในกลุ่มทดลองที่มี TMV และกลุ่มควบคมุ โดยในวนัที่ 14 กลุ่มทดลองพบติด
สีแดงเขม้ขึน้มีลักษณะ nodule ชัดเจนโดยฉพาะในสภาวะ Osteogenic media ในขณะที่กลุ่ม
ควบคมุไม่พบความเปลี่ยนแปลง (ภาพประกอบ 15) 

(A) (B) 

(C) (D) 

Osteogenic media    Non osteogenic media  
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ภาพประกอบ 15 ภาพการสะสมแคลเซียมในเมทริกซร์ะหว่างเซลล ์ใน cell line OB2 โดยการยอ้ม 
Alizarin red ภายใตก้ลอ้งจุลรรศนห์วักลบั (inverted microscope) ที่เลนสว์ตัถุก าลงัขยาย 4X ดู
การสะสมแร่ธาตใุนเมทริกซร์ะหว่างเซลลโ์ดยการยอ้ม Alizarin red ภายใตส้ภาวะอาหารเลีย้ง
เซลล ์osteogenic media (OSM) และ non osteogenic media ในวนัที่ 7 และ 14 ของการทดลอง 
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ผลการทดสอบการสร้างโปรตีน Osteocalcin และการแสดงออกของลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาของเซลล ์โดย Immunofluorescence 

ผลการเพาะเลี ้ยงเซลล์ในสภาวะ  osteogenic media และ  non osteogenic media  
สามารถพบการสรา้งโปรตีน Osteocalcin จากการยอ้มติดสีแดงของแอนติบอดีของ Osteocalcin  
สีน า้เงินแสดงการยอ้มติดนิวเคลียสจากสียอ้ม DAPI และสีเขียวแสดงการยอ้มติดแอคตินจากสี
ยอ้ม FITC-Phalloidin ภายใตก้ลอ้ง Immunofluorescence microscope ที่เลนสว์ัตถุก าลังขยาย 
10X  ทัง้ในวนัที่ 7 และ 14 พบว่าใหผ้ลการยอ้มติดสีในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคมุไม่แตกต่างกนั 
ในอาหารเลีย้งเซลลท์ัง้ 2 สภาวะโดยพบการยอ้มติดสี Osteocalcin ในวันที่ 7 และ 14 เหมือนกัน
คือ มีลกัษณะติดสีแดงสด อยู่รอบๆนิวเคลียส ตามรูปร่างของเซลล ์ส่วนนิวเคลียสจะยอ้มติดสีฟ้า
สว่าง รูปร่างกลม 1 อนั ตรงกลางเซลล ์และแอคติน ยอ้มติดสีเขียวมีลกัษณะเป็นแถบเสน้ กระจาย
ตวัทั่วเซลลร์อบนิวเคลียส  

ในดา้นลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล ์cell lines OB1 พบว่าทั้งในสภาวะ osteogenic 
media และ non osteogenic media เซลลม์ีลกัษณะเหมือนกันคือ กลุ่มทดลองที่มี TMV พบเซลล์
ลกัษณะเกาะกลุ่มกนั (aggregation) ตัง้แต่วนัที่ 7 และมีรูปร่างหลายเหลี่ยม (polygonal shape)
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่มี TMV เซลลม์ีรูปร่างกระสวยยาวคลา้ยเซลลไ์ฟโบรบลาส (long 
narrow fibroblast like cell) และอยู่กระจายไม่ค่อยเกาะกลุ่ม ส่วนในวันที่ 14 พบเซลล์ทั้งกลุ่ม
ทดลองและกลุ่มควบคมุ มีลกัษณะเกาะกลุ่มกนัและมีรูปร่างหลายเหลี่ยม 

ส่วน  cell lines OB2 พบว่าทั้ งในสภาวะ osteogenic media และ  non osteogenic 
media เซลลม์ีลักษณะเหมือนกันคือ ในวันที่ 7 ทั้งกลุ่มทดลองที่มี TMV และกลุ่มควบคุม เซลลม์ี
รูปร่างกระสวยยาวคล้ายเซลล์ไฟโบรบลาส ไม่พบการเกาะกลุ่มของเซลล์ แต่ในวันที่  14 กลุ่ม
ทดลองที่มี TMV พบเซลลม์ีรูปร่างหลายเหลี่ยม (polygonal shape) และมีลักษณะเกาะกลุ่มกัน 
(aggregation) ในขณะที่กลุ่มควบคมุไม่พบความเปลี่ยนแปลง 
 
 
 
 
 
 
 
 



  41 

 
 

 



  42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 16 ภาพแสดงรูปร่างของเซลลจ์ากการยอ้ม Immunofluorescence ใน cell lines 
OB1 และ OB 2 ที่เลนสว์ตัถุก าลงัขยาย 10X scale bar 500 nm. สีแดงแสดงสียอ้มแอนติบอดี
ของ Osteocalcin  สีน า้เงินแสดงการยอ้มตดินิวเคลียสจากสียอ้ม DAPI และสีเขยีวแสดงการยอ้ม

ติดแอคตินจากสียอ้ม FITC-Phalloidin อาหารเลีย้งเซลล ์osteogenic media (OSM)  
และ non osteogenic media ในวนัที่ 7 และ 14 ของการทดลอง 
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บทท่ี5 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

จากการท าการศึกษาเรื่องความเขา้กันไดท้างชีวภาพของอณูไวรสัจากใบยาสูบต่อเซลล์
กระดกูเบา้ฟันมนุษย ์และไดผ้ลการด าเนินงานแลว้ สามารถสรุปผลการด าเนินงาน โดยแบ่งหวัขอ้
สรุปผลไดด้งันี ้

1. สรุปผลการวิจยั 
2. อภิปรายผลการวิจยั 
3. ขอ้เสนอแนะ 
 

สรุปผลการวิจัย 
ไวรสัจากใบยาสบูมีความเขา้กันไดท้างชีวภาพกับเซลลก์ระดกูเบา้ฟันมนุษย ์โดยเซลลม์ี

การเจริญ เติบโตเพิ่มขึ ้น มีคุณสมบัติ เหนี่ ยวน าให้เกิดการสร้างกระดูกได้ทั้ ง Osteoblast 
differentiation และ matrix mineralization ซึ่งคาดหวังว่าไวรสัจากไวรสัจากใบยาสูบสามารถ
น าไปพัฒนาต่อยอดร่วมกับระบบโครงร่างทางชีวภาพ เพื่อใชส้  าหรบังานพันธุวิศวกรรมเนือ้เยื่อ
กระดกูต่อไป 

 

อภิปรายผลการวิจัย 
เซลล์ที่ใช้ในงานวิจัยนี ้เป็นเซลล์กระดูกเบ้าฟันมนุษย์จากผู้ป่วยที่ได้รับการผ่าฟันคุด

จ านวน 2 ราย ที่ไดผ้่านการเพาะเลีย้งและตรวจสอบคุณลักษณะของการเป็นเซลลส์รา้งกระดูก
จากงานวิจยัของ อารีวิจิตร ข. ในปี 2019 (26) ส่วนไวรสัจากใบยาสบูที่ใชใ้นงารวิจยันีไ้ดม้าจากการ
สกัดไวรัสจากต้นใบยาสูบที่ได้ท าการปลูกและผ่านการติดเชื ้อไวรัสแล้ว โดยน าสารที่ได้ไป
ตรวจสอบมวลโมเลกุลและโครงสรา้งของโปรตีนไวรสั พบมวลโมเลกุลอยู่ในช่วง 17521.716 m/z 
โดย TMV มีลักษณะรูปร่างเป็นแท่ง เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 15-18 nm ความยาวประมาณ 
280-350 nm ซึ่งสอดคลอ้งกบัการศึกษาไวรสัจากใบยาสูบที่ผ่านมาที่มีเสน้ผ่าศูนยก์ลาง 18 nm 
ยาว 300 nm และมีมวลโม เลกุ ล  17534 m/z(20, 24, 27) และจากการทดสอบ  Atomic force 
microscopy (AFM) พบว่าความเข้มข้นที่ เหมาะสมในงานวิจัยนี ้ที่สามารถเคลือบไวรัสได้
ครอบคลมุพืน้ที่ของกน้หลมุจานเพาะเลีย้งเซลลค์ือ 0.1 mg/ml  
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ในการศึกษาไวรสัต่อความมีชีวิตของเซลลก์ระดูกเบา้ฟันมนุษย ์ในวันที่ 1, 3, 7 และ 14 
โดยใช้สารละลาย Resazurin ซึ่งสามารถบอกถึงการเกิดเมตาบอลิซึมของเซลล์ และการ
เจริญเติบโตเพิ่มจ านวนของเซลลไ์ด้(9) โดยในงานวิจัยพบว่า เซลล์กระดูกเบ้าฟันมนุษย์ในกลุ่ม
ทดลองที่มี TMV มีแนวโนม้ค่าเฉลี่ยการเจริญเติบโตที่เพิ่มขึน้ตลอด 14 วนั มากกว่ากลุ่มควบคมุที่
ไม่มี TMV ทั้งใน cell line OB1 และ OB2 (ภาพประกอบ 13) แสดงให้เห็นว่าไวรัสมีผลเพิ่มการ
เจริญเติบโตและเร่งการเกิดเมตาบอลิซึมของเซลลไ์ด ้ในขณะที่งานวิจัยของ Lee LA. และคณะปี 
2012(20) ที่พบว่า TMV 1 µg/cm2  ไม่มีผลเป็นพิษต่อเซลล์ตน้ก าเนิดการสรา้งกระดูกจากหนู (rat 
bone marrow mesenchymal stem cells ; rBMSC) โดยมีอตัราการเกิดเมตาบอลิซึมไม่แตกต่าง
จากกลุ่มควบคุม และในงานวิจัยนีย้ังสอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Liu T. และคณะในปี 2019(11) 
พบว่าผลของไวรสัจากใบยาสบูที่ความเขม้ขน้ 1 mg/ml ที่เคลือบบนจานเพาะเลีย้งเซลล ์กบัอตัรา
การเจริญเติบโตของเซลล์ตน้ก าเนิดการสรา้งกระดูกมนุษยจ์ากไขกระดูกต้นขา (Human Bone 
bone mesenchymal stem cells ; hBMSC) พ บ ว่า เซลล์ก ลุ่ มท ดลองและควบคุมมี ก าร
เจริญเติบโตมากขึน้ตามช่วงเวลาที่เพิ่มขึน้โดยไม่พบความแตกต่างระหว่างกลุ่มทดลองและกลุ่ม
ควบคมุ   

การทดสอบคุณสมบัติเหนี่ยวน าให้เกิดการสร้างกระดูก โดยดูจากระดับปฎิกิริยาอัล
คาไลดฟ์อสฟาเตสซึ่งเป็นเอนไซมท์ีเ่ริ่มพบตัง้แต่ชว่งเซลลม์ีการเจริญเติบโต (Proliferation) มีค่าสงู
ในช่วง early marker osteoblast differentiation ในระหว่างการสังเคราะห ์extracellular matrix 
และเอนไซมจ์ะลดลงในช่วงที่เขา้สู่กระบวนการ mineralization(21) จากงานวิจัยนีพ้บว่า ในเซลล ์
OB1 เซลล์ในกลุ่มทดลองที่มี TMV ในสภาวะ non osteogenic media มีแนวโน้มสรา้งเอนไซม์
ปฎิกิริยาอัลคาไลดฟ์อสฟาเตสเพิ่มมากขึน้ในวนัที่ 1, 3, 7 ตามล าดบั ส่วนในสภาวะ osteogenic 
media มีการสรา้งเอนไซม์เพิ่มขึน้ในวันที่ 1, 3, 7 และ 14 ตามล าดับ โดยเซลล์ทั้ง 2 กลุ่มมีค่า
มากกว่ากลุ่มควบคุมในวนัที่ 7 และ 14 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติทัง้ 2 สภาวะ ส่วนในเซลล ์OB 2 
กลุ่มทดลองมีแนวโน้มการสรา้งเอนไซม์ในช่วงแรกน้อยกว่ากลุ่มควบคุม ทั้งในสภาวะ  non 
osteogenic media และ osteogenic media แต่ในวันที่  14 กลุ่มทดลองมีแนวโน้มการสร้าง
เอนไซม์มากกว่ากลุ่มควบคุมโดยเฉพาะในสภาวะ  osteogenic media  (ภาพประกอบ  14) 
สอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Liu T. และคณะในปี 2019(11) ที่พบว่า TMV ส่งผลต่อเซลล์ hBMSC 
สามารถสรา้งเอนไซมเ์พิ่มขึน้ตามระยะเวลา ในวันที่ 4, 7, 14 ตามล าดับมากกว่ากลุ่มควบคุมใน
สภาวะ osteogenic media  และยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Sitasuwan P. และคณะในปี 
2012(8) ที่พบว่าในสถาวะ osteogenic media เซลล ์rBMSC ที่มี TMV 0.2 mg/ml เคลือบบนจาน
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เพาะเลีย้งเซลล ์สามารถสรา้งเอนไซมเ์พิ่มขึน้ และมากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
ในวันที่ 7 และ 14 ตามล าดับ และพบการสรา้งเอนไซม์จะลดลงในวันที่ 21 ทั้งกลุ่มทดลองและ
กลุ่มควบคุม แต่ในสภาวะ non osteogenic media เซลล์ในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุมมีการ
สรา้งเอนไซมไ์ม่แตกต่างกนั 

ขอ้สังเกต ทั้งนี ้เนื่องจากเซลล์ไลน์ทั้งสองมีการเจริญเติบโตและการตอบสนองต่อสาร
ทดสอบไม่เท่ากัน ดังเห็นไดจ้ากใน cell line OB2 จากกราฟ ALP activity ในวนัที่ 1 มีค่าสูงมาก 
และลดลงในวันถัดมา อาจเนื่องมาจากการค านวณค่า normalized enzyme activity ใชผ้ลของ 
cell viability มาค านวณ ซึ่งพฤติกรรมของเซลล ์OB2 มีการเจริญเติบโตชา้ในช่วงแรก ดงันั้นเมื่อ
น าผลมาค านวณจึงมีค่าสงู และเมื่อเปรียบเทียบพฤติกรรมการสรา้งเอนไซมอ์ลัคาไลดฟ์อสฟาเตส
พบว่าเซลล ์OB1 มีการสรา้งเอนไซมเ์ร็วกว่า OB2 โดยเฉพาะในวนัที่ 3 เซลล ์OB1 ในกลุ่มควบคุม
ที่ไม่มี TMV พบการสรา้งเอนไซมส์งูสดุ ส่วนเซลล ์OB2 ในกลุ่มควบคมุมีแนวโนม้การสรา้งเอนไซม์
ค่อยๆเพิ่มขึน้จนถึงวันที่ 14 ซึ่งสอดคล้องกับโมเดลการเจริญเติบโตของเซลล์กระดูกมนุษย ์
(Primary human osteoblast) ของ Wrobel E. และคณะในปี 2016(28) พบเซลลก์ระดกูมีการสรา้ง
เอนไซมป์ฎิกิริยาอลัคาไลดฟ์อสฟาเตสตัง้แต่ 24 ชั่วโมงแรกและค่อยๆเพิ่มขึน้จนถึงวนัที่ 21 ภายใต้
สภาวะ osteogenic media โดยพบปริมาณเอนไซมเ์พิ่มขึน้อย่างรวดเร็วในวันที่ 14 เช่นเดียวกับ
งานวิจัยของ Czekanska EM. และคณะในปี 2013(29) ที่พบการสรา้งเอนไซมป์ฎิกิริยาอัลคาไลด์
ฟอสฟาเตสของเซลลก์ระดูกมนุษย ์(Primary human osteoblast) ตั้งแต่วันที่ 1 สูงสุดในวันที่ 14 
และลดลงในวนัที่ 21 ในสภาวะ osteogenic media 

ดงันัน้ในงานวิจัยนีผู้วิ้จยัจึงเลือกเซลล ์OB2 มาใชท้ดสอบการสะสมแคลเซียมในเมทริกซ์
ระหว่างเซลลใ์นกระบวนการ mineralization ของเซลล ์ท าการทดสอบเชิงคุณภาพ (Qualitative) 
โดยการยอ้ม  Alizarin Red ซึ่งพบการย้อมติดสีแดงตั้งแต่วันที่ 7 ในทุกกลุ่มทดลองและควบคุม 
โดยวันที่  14 ในกลุ่มทดลองที่มี TMV เซลล์ติดสีแดงเข้มขึ ้นมีลักษณะ nodule มากกว่ากลุ่ม
ควบคุม โดยเฉพาะในสภาวะ  osteogenic media (ภาพประกอบ  15)  แสดงให้เห็นว่า TMV 
ส่งเสริมการสะสมแคลเซียมในเมทริกซร์ะหว่างเซลล ์สอดคลอ้งกบัการศึกษาของงานวิจยั Kaur G. 
และคณะในปี 2010(30) ที่พบว่าผลการตอบสนองของเซลลป์ฐมภูมิในเซลล์ตน้ก าเนิดการสรา้ง
กระดูกจากหนู (rBMSC) ที่มี TMV 0.033 mg/cm2 เคลือบบนจานเพาะลี ้ยงเซลล์ในสภาวะ 
osteogenic media ติดสีย้อม Alizarin red ในวันที่  7 และติดสีเข้มขึน้ในวันที่  14 โดยเฉพาะ
ต าแหน่ งที่ เซลล์มี การเกาะกลุ่ม กัน แบบ  sheet like structure และจากการศึ กษาของ 
Metavarayuth K. และคณะในปี 2015 (21) ที่พบว่าผลการตอบสนองของการยอ้มเซลล์ rBMSC  
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ที่มี TMV ความเขม้ขน้ 1 mg/ml เคลือบบนจานเพาะลีย้งเซลลใ์นสภาวะ osteogenic media ดว้ย 
Alizarin red ในวันที่  7 มีลักษณะติดสีเข้ม (deep red color) เป็นกลุ่มก้อนขนาดใหญ่ (large 
nodule) มากกว่ากลุ่มควบคุม และยังสอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Liu T. และคณะในปี 2019(11) ที่
พบว่าเซลล์ rBMSC ที่มี TMV 1 mg/ml ในสภาวะ osteogenic media ในวันที่ 14 มีการสะสม
แคลเซียมจากการติดสี Alizarin red เขม้มากกว่ากลุ่มควบคมุ นอกจากนีง้านวิจยัของ Sitasuwan 
P. และคณะในปี 2012(8) พบว่าในวนัที่ 14 เซลล ์rBMSC ที่มี TMV ในสภาวะ osteogenic media 
ติดสี Alizarin red สีแดงเขม้ในต าแหน่ง large nodule มากกว่ากลุ่มควบคุมที่เป็น small nodule 
ในสภาวะ media ธรรมดา โดยเมื่อวัดการสะสมแคลเซียมในเมทริกซร์ะหว่างเซลลจ์ากการวดัค่า
การดูดกลืนแสดงของ Alizarin red พบว่า TMV ในสภาวะ osteogenic media มีค่ามากกว่ากลุ่ม
ควบคมุในสภาวะ media ธรรมดา 2 เท่า  

และจากการทดลองในงานวิจัยนี ้พบว่า osteogenic media มีผลระดับปฏิกิริยา
เอนไซมอ์ลัคาไลดฟ์อสฟาเตสและการสะสมแคลเซียมในเมทริกซร์ะหว่างเซลลท์ีเ่พิ่มขึน้ โดยเฉพาะ
เซลลใ์นกลุ่มทดลองที่มี TMV ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจาก osteogenic media มีส่วนประกอบของ 

Dexamethasone ซึ่ งช่วยส่งเสริมการเกิ ด  actin depolymerization มีผลเพิ่ มระดับ
ปฏิกิริยาเอนไซมอ์ัลคาไลดฟ์อสฟาเตสของเซลล ์การสรา้งโปรตีน Osteocalcin และส่งเสริม การ
สะสมแคลเซียมในเมทริกซ์ระหว่างเซลล์ β–glycerophosphate เป็นตัวเติมฟอสเฟต  ใน
กระบวนการ สะสมแคลเซียมในเมทริกซร์ะหว่างเซลล์ มีผลต่อการเพิ่มระดับปฏิกิริยาเอนไซม ์
อลัคาไลดฟ์อสฟาเตสของเซลล ์และ Ascorbic acid เป็นแหล่งสรา้งคอลลาเจนที่เป็นองคป์ระกอบ
หลกัของเมทริกซน์อกเซลล ์(extracellular matrix)(8, 28, 31) 

การสร้างโปรตีน Osteocalcin และการแสดงออกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์
กระดกูเบา้ฟันมนุษย ์โดย Osteocalcin เป็นโปรตีนที่จบักบัแคลเซียม และการสะสมของไฮดรอก
ซีอะพาไทต์ พบมากในช่วง late  osteoblast differentiation และพบโปรตีนสูงสุดในช่วง 
mineralization ซึ่ งแสดงออกในเซลล์กระดูกที่ เจริญ เติบโตเต็มที่  (mature osteoblast and 
osteocyte)(21, 32) โดยจากการศึกษา cell OB1 และ OB2 พบการย้อมติดสีแดงของโปรตีน 
Osteocalcin รอบนิวเคลียสภายใต้กลอ้ง Immunofluorescence ทั้งในวันที่ 7 และ 14 ของการ
ทดลอง โดยกลุ่มทดลองที่มี  TMV ให้การติดสีไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม ทั้งใน สภาวะ 
osteogenic media และ non osteogenic media แสดงใหเ้ห็นว่าในวันที่ 7 เซลลม์ีการสะสมแร่
ธาตุเกิดขึ ้นแล้ว สอดคล้องกับการศึกษาของ Kaur G. และคณะในปี 2010(30) พบโปรตีน 
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Osteocalcin ตัง้แต่วนัที่ 7 ของกลุ่มทดลองและติดสีเขม้ขึน้ในวนัที่ 14 โดยเฉพาะต าแน่งที่เซลลม์ี
การเกาะกลุ่มกนัแบบ sheet like structure 

และจากการสงัเกตลกัษณะสัณฐานวิทยาของเซลล ์โดยการติดสียอ้มของนิวเคลียสและ
แอคติน ในสภาวะ osteogenic media และ non osteogenic media พบว่าทั้ง 2 สภาวะ เซลล ์
OB1 ในกลุ่ มทดลองมีลักษณ ะ รูป ร่างหลาย เหลี่ ยม  (polygonal shape) เกาะกลุ่ มกัน 
(aggregation) ตัง้แต่วนัที่ 7 เร็วกว่า OB2 ที่เริ่มพบเซลลเ์กาะกลุ่มกนัในวนัที่ 14 เมื่อเทียบกบักลุ่ม
ควบคุมที่มีลักษณะยาวรีคล้ายเซลล์ไฟโบรบลาส (long narrow fibroblast like cell) และอยู่
กระจายกัน แสดงใหเ้ห็นว่า TMV มีผลเร่งการเกาะกลุ่มของเซลลก์ระดูกใหเ้ร็วขึน้ โดยเซลล ์OB1 
สอดคลอ้งกับการศึกษาของ Metavarayuth K. และคณะในปี 2015(21) พบว่าเซลล ์rBMSC ที่มี 
TMV ในวันที่ 7 มีการแสดงออกของโปรตีน Osteocalcin ในต าแหน่ง cell aggregation โดยมี
ลกัษณะเกาะกลุ่มกันเป็นก้อน nodules เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่มี TMV ไม่แสดงการเกาะ
กลุ่มกนัของเซลล ์ส่วนเซลล ์OB2 สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Kaur G.และคณะในปี 2010(30) ที่
พบว่าเซลล ์rBMSC กลุ่มทดลองที่มี TMV ในวันที่ 7 เซลลม์ีลักษณะกระจายตวัไม่เกาะกลุ่ม ส่วน
วนัที่ 14 พบเซลลเ์ปลี่ยนแลงรูปร่างเป็นเซลลห์ลายเหลี่ยม (polygonal shape) และเกาะกลุ่มกัน
เป็นลักษณะ sheet like structure ทั้งนี ้ลักษณะของเซลลท์ี่มีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างปละมีการ
เกาะกลุ่มของเซลล ์(cell aggregation) เป็นการเปลี่ยนแปลง cytoskeletal ของเซลลท์ี่แสดงการ
เกิดภาวะ cell differentiation(28) 

จากงานวิจัยที่ ผ่านมาพบว่าการตอบสนองของ Pluripotent stem cell เช่น  Bone 
mesenchymal stem cell (BMSC) จากสัตว์ที่นิยมน ามาใช้ในงานวิจัย แตกต่างจาก Human 
bone mesenchymal stem cell (hBMSC) ที่มาจากมนุษย ์เนื่องจากเป็นคนละสปีชีส์ โดยเซลล์
มนุษยม์ีความส าคญัต่อการศึกษาทางคลินกิเนื่องจากไม่มีความแตกต่างทางสปีชีส ์แต่มีขอ้เสียคือ 
มีหลายปัจจยัที่ท าใหก้ารแสดงออกทาง Phenotype หลากหลาย เซลลม์ีจ านวนจ ากดั ยากต่อการ
ควบคุมแหล่งที่มา(33) อีกทั้งการตอบสนองของ hBMSC ยังแตกต่างจาก Human osteoblast 
ดังเช่นในงานวิจัยของ Paino F. และคณะในปี 2013(34) ศึกษาผลของ Valproic acid ในระดับ
ความเขม้ขน้ต ่าที่มีผลยบัยัง้กระบวนการ Histone deacetylases (HDAC) ของเซลลก์ระดกู ท าให้
ช่วยส่งเสริมกระบวนการ Osteoblast differentiation  โดยท าการศึกษาใน Dental pulp stem 
cell (DPSC) เปรียบเทียบกับ Osteoblast ที่ 48 ชั่วโมง พบการแสดงออกของยีนส ์Osteopontin 
(OPN) และ Bone Sialoprotein (BSP) ซึ่งเป็น  Bone marker onset matrix mineralization ใน 
Dental pulp stem cell มากก ว่า เซลล์  Osteoblast ทั้ งนี ้ เนื่ อ งจาก  Dental pulp stem cell  
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ยงัเป็น Pluripotent stem cell ที่ยังไม่เจริญเต็มที่ (Immature cell) เมื่อเทียบกบัเซลล ์Osteoblast 
ท าให้ Dental pulp stem cell มีการตอบสนองต่อสิ่ งกระตุ้นในกระบวนการสร้างกระดูก 
(Osteogenesis) ได้มากกว่า นอกจากนี้ยังพบว่ารูปแบบการตอบสนองของเซลล์มนุษย์ด้าน 
Phenotype และ Potential ยังขึน้กับหลายปัจจัย เช่น แหล่งที่มาของเซลล์ อายุ เพศ ต าแหน่งที่
รบัมา กระบวนการเพาะเลีย้งเซลล ์เป็นตน้(28) 

ดงันัน้งานวิจยัเกี่ยวกบัไวรสัจากใบยาสบูต่อการกระตุน้การสรา้งกระดกู ที่ผ่านมา พบว่ามี
การศึกษากับเซลลต์น้ก าเนิด (Stem cell) แต่ยงัไม่มีงานวิจัยไหนที่ศึกษาเซลล ์Osteoblast จาก
กระดูกเบา้ฟันมาก่อน (Human alveolar  bone cells) งานวิจัยนีค้าดหวังว่าจะเป็นประโยชนใ์น
การต่อยอดงานวิจยัเพื่อพฒันางานวิจยัทางคลินิกใหส้มบูรณย์ิ่งขึน้ 
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ตาราง 1 ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโตของเซลล ์เพื่อประเมิน
ความมีชีวิตของ cell line OB1 โดยใช้สถิติ Independent Sample T-test ที่ก าหนดระดับความ
เชื่อมั่น 95% 

Group Statistics 

 gr N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

day1 
noTMV 4 1.0000 .02160 .01080 

TMV 4 1.0000 .11225 .05612 

day3 
noTMV 4 .6925 .05852 .02926 

TMV 4 1.7175 .36436 .18218 

day7 
noTMV 4 3.0375 .07365 .03683 

TMV 4 3.0250 .50507 .25254 

day14 
noTMV 4 4.6850 .22752 .11376 

TMV 4 6.4475 .08302 .04151 
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Independent Samples Test 

 Levene's Test for 

Equality of 

Variances 

t-test for Equality of Means 

F Sig. t df Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Differenc

e 

Std. Error 

Differenc

e 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

day1 

Equal 

variances 

assumed 

3.992 .093 .000 6 1.000 .00000 .05715 -.13985 .13985 

Equal 

variances not 

assumed 

  

.000 3.222 1.000 .00000 .05715 -.17501 .17501 

day3 

Equal 

variances 

assumed 

5.310 .061 -5.555 6 .001 -1.02500 .18452 -1.47649 -.57351 

Equal 

variances not 

assumed 

  

-5.555 3.155 .010 -1.02500 .18452 -1.59625 -.45375 

day7 

Equal 

variances 

assumed 

3.753 .101 .049 6 .963 .01250 .25521 -.61197 .63697 

Equal 

variances not 

assumed 

  

.049 3.128 .964 .01250 .25521 -.78127 .80627 
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day14 

Equal 

variances 

assumed 

1.340 .291 

-

14.55

4 

6 .000 -1.76250 .12110 -2.05881 -1.46619 

Equal 

variances not 

assumed 

  -

14.55

4 

3.785 .000 -1.76250 .12110 -2.10639 -1.41861 

 

ตาราง 2 ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ เพื่อประเมิน
ความมีชีวิตของ cell line OB2 โดยใช้สถิติ Independent Sample T-test ที่ก าหนดระดับความ
เชื่อมั่น 95% 

Group Statistics 

 gr N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

d1 control 4 1.0000 .01826 .00913 

 test 4 1.0025 .00500 .00250 

d3 control 4 3.1325 .07455 .03728 

 test 4 3.3550 .22219 .11109 

d7 control 4 3.1875 .02630 .01315 

 test 4 4.6800 .11015 .05508 

d14 control 4 5.9800 .05715 .02858 

 test 4 13.6150 .09747 .04873 
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Independent Samples Test 

 Levene's Test for 

Equality of 

Variances 

t-test for Equality of Means 

F Sig. t df Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Differenc

e 

Std. Error 

Differenc

e 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

d1 

Equal variances 

assumed 
12.789 .012 -.264 6 .801 -.00250 .00946 -.02566 .02066 

Equal variances 

not assumed 

  

-.264 3.447 .807 -.00250 .00946 -.03053 .02553 

d3 

Equal variances 

assumed 
8.098 .029 -1.899 6 .106 -.22250 .11718 -.50923 .06423 

Equal variances 

not assumed 

  

-1.899 3.667 .137 -.22250 .11718 -.55983 .11483 

d7 
Equal variances 

assumed 
13.500 .010 

-

26.35

8 

6 .000 -1.49250 .05662 -1.63105 -1.35395 
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Equal variances 

not assumed 

  -

26.35

8 

3.341 .000 -1.49250 .05662 -1.66273 -1.32227 

d14 

Equal variances 

assumed 
3.196 .124 

-

135.1

45 

6 .000 -7.63500 .05649 -7.77324 -7.49676 

Equal variances 

not assumed 

  -

135.1

45 

4.845 .000 -7.63500 .05649 -7.78163 -7.48837 

 

ตาราง 3 ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียอตัราการสรา้งเอนไซมอ์ลัคาไลนฟ์อสฟาเตส ใน 
cell line OB1 ภาย ใต้สภ าวะอาหารเลี ้ย ง เซ ลล์  osteogenic media (OSM) โดยใช้สถิ ติ 
Independent Sample T-test ที่ก าหนดระดบัความเชื่อมั่น 95% 

Group Statistics 

 gr N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

d1 
control 4 15.5425 .48342 .24171 

test 4 25.1025 2.50456 1.25228 

d3 
control 4 54.8375 1.47717 .73858 

test 4 27.7350 2.04151 1.02076 

d7 
control 4 18.6275 .18482 .09241 

test 4 45.5525 .41572 .20786 

d14 
control 4 6.6075 .14614 .07307 

test 4 61.0750 5.23008 2.61504 
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Independent Samples Test 

 Levene's Test for 

Equality of 

Variances 

t-test for Equality of Means 

F Sig. t df Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence Interval 

of the Difference 

Lower Upper 

d1 

Equal variances 

assumed 
8.826 .025 -7.496 6 .000 -9.56000 1.27539 -12.68078 -6.43922 

Equal variances 

not assumed 

  
-7.496 3.223 .004 -9.56000 1.27539 -13.46440 -5.65560 

d3 

Equal variances 

assumed 
.300 .604 21.511 6 .000 27.10250 1.25994 24.01954 30.18546 

Equal variances 

not assumed 

  
21.511 5.465 .000 27.10250 1.25994 23.94496 30.26004 

d7 

Equal variances 

assumed 
1.741 .235 -118.364 6 .000 -26.92500 .22748 -27.48162 -26.36838 

Equal variances 

not assumed 

  
-118.364 4.141 .000 -26.92500 .22748 -27.54817 -26.30183 

d14 

Equal variances 

assumed 
3.412 .114 -20.820 6 .000 -54.46750 2.61606 -60.86877 -48.06623 

Equal variances 

not assumed 

  
-20.820 3.005 .000 -54.46750 2.61606 -62.78563 -46.14937 
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ตาราง 4 ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียอตัราการสรา้งเอนไซมอ์ลัคาไลนฟ์อสฟาเตส ใน 
cell line OB1 ภ าย ใต้ ส ภ าว ะอ าห า ร เลี ้ ย ง เซ ล ล์  non osteogenic media โด ย ใช้ ส ถิ ติ 
Independent Sample T-test ที่ก าหนดระดบัความเชื่อมั่น 95% 

Group Statistics 

 
gr N Mean Std. Deviation Std. Error 

Mean 

d1 
control 4 21.0775 1.27283 .63641 

test 4 21.9075 3.83020 1.91510 

d3 
control 4 59.0625 3.50742 1.75371 

test 4 28.7375 1.79071 .89535 

d7 
control 4 20.3075 .67643 .33822 

test 4 38.6050 .79232 .39616 

d14 
control 4 13.5600 .71633 .35817 

test 4 18.9850 .15264 .07632 
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Independent Samples Test 

 Levene's Test for 

Equality of 

Variances 

t-test for Equality of Means 

F Sig. t df Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

d1 

Equal variances 

assumed 
2.660 .154 -.411 6 .695 -.83000 2.01808 -5.76805 4.10805 

Equal variances 

not assumed 

  
-.411 3.655 .704 -.83000 2.01808 -6.64822 4.98822 

d3 

Equal variances 

assumed 
1.303 .297 15.401 6 .000 30.32500 1.96905 25.50691 35.14309 

Equal variances 

not assumed 

  
15.401 4.464 .000 30.32500 1.96905 25.07520 35.57480 

d7 

Equal variances 

assumed 
.025 .880 -35.127 6 .000 -18.29750 .52089 -19.57208 -17.02292 

Equal variances 

not assumed 

  
-35.127 5.856 .000 -18.29750 .52089 -19.57972 -17.01528 

d14 

Equal variances 

assumed 
146.651 .000 -14.814 6 .000 -5.42500 .36621 -6.32108 -4.52892 

Equal variances 

not assumed 

  
-14.814 3.272 .000 -5.42500 .36621 -6.53752 -4.31248 
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ตาราง 5 ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียอตัราการสรา้งเอนไซมอ์ลัคาไลนฟ์อสฟาเตส ใน 
cell line OB2 ภาย ใต้สภ าวะอาหารเลี ้ย ง เซ ลล์  osteogenic media (OSM) โดยใช้สถิ ติ 
Independent Sample T-test ที่ก าหนดระดบัความเชื่อมั่น 95% 

Group Statistics 

 gr N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

d1 
control 4 6.0850 .14154 .07077 

test 4 4.2875 .30248 .15124 

d3 
control 4 2.6325 .12553 .06277 

test 4 2.2050 .06191 .03096 

d7 
control 4 4.7850 .14201 .07100 

test 4 2.3700 .14652 .07326 

d14 
control 4 7.9575 .09323 .04661 

test 4 9.0975 .17289 .08645 
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Independent Samples Test 

 Levene's Test for 

Equality of 

Variances 

t-test for Equality of Means 

F Sig. t df Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Differenc

e 

Std. Error 

Differenc

e 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

d1 

Equal variances 

assumed 
3.226 .123 

10.76

5 
6 .000 1.79750 .16698 1.38892 2.20608 

Equal variances 

not assumed 

  10.76

5 
4.254 .000 1.79750 .16698 1.34460 2.25040 

d3 

Equal variances 

assumed 
2.615 .157 6.108 6 .001 .42750 .06999 .25625 .59875 

Equal variances 

not assumed 

  
6.108 4.378 .003 .42750 .06999 .23963 .61537 

d7 

Equal variances 

assumed 
.002 .966 

23.67

2 
6 .000 2.41500 .10202 2.16536 2.66464 

Equal variances 

not assumed 

  23.67

2 
5.994 .000 2.41500 .10202 2.16530 2.66470 

d14 

Equal variances 

assumed 
.794 .407 

-

11.60

7 

6 .000 -1.14000 .09821 -1.38032 -.89968 

Equal variances 

not assumed 

  -

11.60

7 

4.609 .000 -1.14000 .09821 -1.39905 -.88095 
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ตาราง 6 ผลทางสถิติของการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียอตัราการสรา้งเอนไซมอ์ลัคาไลนฟ์อสฟาเตส ใน 
cell line OB2 ภ าย ใต้ ส ภ าว ะอ าห า ร เลี ้ ย ง เซ ล ล์  non osteogenic media โด ย ใช้ ส ถิ ติ 
Independent Sample T-test ที่ก าหนดระดบัความเชื่อมั่น 95% 

Group Statistics 

 gr N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

d1 
control 4 5.5000 .10646 .05323 

test 4 5.6625 .02872 .01436 

d3 
control 4 1.6475 .15435 .07718 

test 4 1.5475 .02217 .01109 

d7 
control 4 3.3975 .06131 .03065 

test 4 1.3925 .06397 .03198 

d14 
control 4 3.1475 .03594 .01797 

test 4 3.2550 .23231 .11615 
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Independent Samples Test 

 Levene's Test for 

Equality of 

Variances 

t-test for Equality of Means 

F Sig. t df Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

d1 

Equal variances 

assumed 
22.827 .003 -2.947 6 .026 -.16250 .05513 -.29740 -.02760 

Equal variances 

not assumed 

  
-2.947 3.434 .051 -.16250 .05513 -.32604 .00104 

d3 

Equal variances 

assumed 
105.800 .000 1.283 6 .247 .10000 .07797 -.09078 .29078 

Equal variances 

not assumed 

  
1.283 3.124 .287 .10000 .07797 -.14266 .34266 

d7 

Equal variances 

assumed 
.025 .881 45.259 6 .000 2.00500 .04430 1.89660 2.11340 

Equal variances 

not assumed 

  
45.259 5.989 .000 2.00500 .04430 1.89655 2.11345 

d14 

Equal variances 

assumed 
5.770 .053 -.915 6 .396 -.10750 .11754 -.39510 .18010 

Equal variances 

not assumed 

  
-.915 3.144 .425 -.10750 .11754 -.47207 .25707 
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รายการสารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย 

 

สารเคมีท่ีใช้ในกระบวนการสกดัไวรัสจากใบยาสบู 
 
 

1. 2-mercaptoethanol 
 

2. N-butyl alcohol 
 

3. Chloroform 
 

4. Sodium chloride (NaCl) 
 

5. Potassium phosphate buffer 
 

6. Sucrose solution 



 

ประวัต ิผ ู้เข ียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
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