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บทคัดย่อ 

 

การทาํศัลยกรรมกระดูกและการใช้ยาอาจส่งผลต่อการซ่อมแซมกระดูกภายหลัง
บาดเจ็บ อย่างไรก็ตามยงัไม่ทราบกระบวนการที�แน่ชดั การศึกษานี8 มีวตัถุประสงค์เพื�อศึกษาผลของ
ความเครียดจากความร้อนและยาตา้นอกัเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่สเตียรอยด์ต่อการหลั�งฮีทชอคโปรตีน 60 
จากเซลลส์ร้างกระดูกและผลต่อการสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลลแ์มคโครฟาจ โดยทาํการเพาะเลี8ยง
เซลลส์ร้างกระดูก (MC3T3-E1) และทดสอบดว้ยความร้อนหรือยาไอบูโพรเฟนในปริมาณที�สูง จากนั8น
ทาํการวิเคราะห์การรั�วไหลของสารประกอบต่างๆภายในเซลลด์ว้ยการวดัปริมาณแลคเตทดีไฮโดรจิเนส 
วิเคราะห์การตายของเซลล์ดว้ยเทคนิคการยอ้มดว้ยแอนเนกซินไฟว/์โพรพิเดียมไอโอไดด์ และทาํการ
วิเคราะห์การหลั�งฮีทชอคโปรตีน 60 ดว้ยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท นอกจากนี8 ทาํการวิเคราะห์ผลของ
อาหารเลี8ยงเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บความเครียดต่อเซลลแ์มคโครฟาจ (RAW 264.7) โดยการวิเคราะห์
การหลั�งทีเอนเอฟ-แอลฟาดว้ยเทคนิคอีไลซา จากผลการทดลองพบว่า ความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีหรือยาไอบูโพรเฟนในปริมาณสูงทาํให้เยื�อหุ้มเซลลเ์กิดการรั�ว อยา่งไรกต็าม
ไม่สามารถตรวจพบการหลั�งออกมานอกเซลลห์รือการเปลี�ยนแปลงภายในเซลลข์องฮีทชอคโปรตีน 60 
และเมื�อนาํอาหารเลี8ยงเซลลที์�ไดรั้บความร้อนหรือยาไอบูโพรเฟนในปริมาณสูงไปทาํการทดสอบกบั
เซลลแ์มคโครฟาจ พบว่า อาหารเลี8ยงเซลลใ์นกลุ่มที�เซลลไ์ดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที สามารถกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาไดจ้ากเซลล์แมคโครฟาจได ้ในขณะที�
อาหารเลี8 ยงเซลลใ์นกลุ่มที�เซลลไ์ดรั้บยาไอบูโพรเฟนหรือความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาทีไม่มีผลกระตุ้นการสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลล์แมคโครฟาจ อย่างไรก็ตามการเติม
แอนตี8บอดี8 ต่อฮีทชอคโปรตีน 60 มีผลลดการกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลลแ์มคโครฟาจ 
นอกจากนี8 พบว่าความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีทาํให้เกิดการตายของเซลล์
สร้างกระดูกทั8 งแบบอะพอพโทซิสและแบบเนโครซิสมากกว่ายาไอบูโพรเฟนในปริมาณสูงทันที
ภายหลงัการทดสอบ ในขณะที�โดยความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ทาํให้เกิด
การตายของเซลล์ในปริมาณที�น้อยกว่าและชา้กว่า สรุปไดว้่า ความเครียดจากความร้อนที�อุณหภูมิ 47 
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องศาเซลเซียส และยาไอบูโพรเฟนในปริมาณสูงทําให้เกิดการตายของเซลล์สร้างกระดูก โดย
ความเครียดจากความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีทาํให้เกิดการรั�วไหลและการ
หลั�งโมเลกุลจากเซลลส์ร้างกระดูกซึ� งสามารถกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลลแ์มคโครฟาจ
ไดใ้นขณะที�ความเครียดจากความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาทีและยาไอบูโพรเฟน
ในปริมาณสูง ไม่มีผลกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลล์แมคโครฟาจ นอกจากนี8 ฮีทชอค
โปรตีน 60 อาจมีความเกี�ยวขอ้งกบัการกระตุน้การสร้างไซโตไคน์ที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบจากเซลล์
แมคโครฟาจ 
 
คาํสาํคญั : ฮีทชอคโปรตีน 60, ทีเอนเอฟ-แอลฟา, เซลลส์ร้างกระดูก, เซลลแ์มคโครฟาจ, ความเครียด
จากความร้อน, ยาไอบูโพรเฟน 
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ABSTRACT 

 

Bone surgery and medications may influence bone repairing processes. However, 
the mechanisms are not clearly understood. The aims of this study were to investigate the effects of 
heat stress and non-steroidal anti-inflammatory drugs on the release of heat shock protein 60 from 
osteoblasts and their effects on the synthesis of TNF-alpha from macrophages. The MC3T3-E1 
osteoblasts were cultured and exposed to lethal heat stress or high dose of ibuprofen. Then, the 
membrane leakage was analyzed by LDH release assay, the cell death was visualized by Annexin-
V/Propidium iodide staining and the release of heat shock protein 60 was analyzed by Western blot 
analysis. In addition, the effect of conditioned-media from stressed osteoblasts on the synthesis of 
TNF-alpha from macrophages was analyzed by ELISA. The results demonstrated that heat stress at 
47°C for 30 min or high dose of ibuprofen resulted in the membrane leakage of osteoblasts.  
However, the release of heat shock protein 60 in the conditioned media or the changes in the 
intracellular heat shock protein 60 of osteoblasts was not detectable. The treatment of RAW 264.7 
macrophages with conditioned media from osteoblasts that exposed to heat stress at 47°C for 30 min 
resulted in the increase in TNF-alpha synthesis while the conditioned media from osteoblasts that 
exposed to ibuprofen or heat stress at 47°C for 5 min have no effects on TNF-alpha synthesis from 
macrophages. The addition of antibody to heat shock protein 60 inhibited the stimulatory effects of 
conditioned media on TNF-alpha synthesis from macrophages. Furthermore, heat stress at 47°C for 
30 min rapidly induced more osteoblast cell death, both apoptosis and necrosis, than ibuprofen 
immediately after treatment. Heat stress at 47°C for 5 min resulted in less cell death and needed more 
time to show effects. In conclusion, stress from heat stress at 47°C or high dose of ibuprofen resulted 
in osteoblast cell death. Heat stress at 47°C for 30 min resulted in the membrane leakage and the 
release of intracellular molecules from osteoblasts which stimulated TNF-alpha synthesis from 
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macrophages whereas heat stress at 47°C for 5 min and ibuprofen at high dose had no effects on 
TNF-alpha production from macrophages. In addition, heat shock protein 60 might be involved in the 
induction of the pro-inflammatory cytokine synthesis from macrophages.  

Keyword : Heat shock protein 60, TNF-alpha, Osteoblasts, Macrophages, Heat stress, Ibuprofen  



  (9) 

 

กติตกิรรมประกาศ 
 

การศึกษาวิจยัในหวัขอ้ “การหลั�งของฮีทชอคโปรตีน 60 จากเซลลส์ร้างกระดูกและผล
ต่อการสร้างทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-แอลฟาจากเซลลแ์มคโครฟาจ” สาํเร็จลุล่วงลงไดดี้ดว้ยความ
กรุณาและความอนุเคราะห์ช่วยเหลือเป็นอยา่งดีจากผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. ทนัตแพทยห์ญิง กนกวรรณ 
ปัญญายงค ์ ที�ท่านไดก้รุณารับเป็นที�ปรึกษา ให้คาํแนะนาํ ขอ้คดิ และแนวทางการทาํวิจยัที�ถูกตอ้งตาม
ระเบียบวธีิ ทาํใหง้านวิจยัชิ8นนี8 เสร็จสมบูรณ์ไปไดด้ว้ยดี ผูว้ิจยัจึงขอกราบขอบพระคุณเป็นอยา่งสูงไว ้ณ 
ที�นี8  

นอกจากนี8ผูว้ิจยัขอขอบพระคุณภาควิชาชีววทิยาช่องปากและระบบการบดเคี8ยว และ
คลินิครังสี ที�ไดก้รุณาเอื8อเฟื8 อสถานที�และอุปกรณ์สาํหรับการวจิยั ตลอดจนคณาจารยแ์ละบุคลากรทุก
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บทที� 1 

 

ความสําคัญและที�มาของการวจัิย 
 

การบาดเจ็บของกระดูกและการหายของกระดูกเกี�ยวขอ้งกับขบวนการต่าง ๆ และ
เซลลห์ลายชนิด นอกจากนี!ยงัมีปัจจยัต่าง ๆ ทั!งปัจจยัเฉพาะที�และปัจจยัทางระบบที�ควบคุมขบวนการ
เหล่านี!  เช่น การเกิดการติดเชื!อ หรือการไดรั้บยาบางชนิด เป็นตน้ โดยภายหลงัจากการเกิดความเสียหาย
ของเนื!อเยื�อ มกัเกิดสภาวะที�ทาํให้มีความเครียดต่อเซลล์หรือเกิดการตายของเซลล์ ซึ� งเซลล์ที�ได้รับ
ความเครียดมักตอบสนองโดยเพิ�มการแสดงออกของยีนต่าง ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ�งโปรตีนในกลุ่ม
ฮีทชอคโปรตีน (heat shock proteins) สําหรับฮีทชอคโปรตีนเป็นโปรตีนที�ทาํหน้าที�ภายในเซลลใ์นการ
ป้องกนัการเกิดการเปลี�ยนแปลงสภาพธรรมชาติของโปรตีน (protein denaturation) และช่วยในการจดั
รูปร่างของโปรตีน (protein folding)  

เมื�อไม่นานมานี! ได้มีการคน้พบหน้าที�ของฮีทชอคโปรตีนภายนอกเซลล์ในสภาวะที�
เกิดการอกัเสบจากการบาดเจบ็ โดยการหลั�งของฮีทชอคโปรตีนเกิดจากเซลลถู์กกระตุน้โดยความเครียด
และ/หรือเซลลที์�เกิดการตายแบบเนโครติก (necrotic) และฮีทชอคโปรตีนที�ถูกหลั�งออกมาจะทาํหน้าที�
เป็นสัญญาณอนัตรายจากภายใน (endogenous danger signal) ซึ� งสามารถกระตุน้เซลลแ์มคโครฟาจ 
(macrophage) และเซลลเ์ดนไดรติก (dendritic cells) ส่งผลให้เกิดการกระตุน้การอกัเสบและควบคุม
การทาํงานของระบบภูมิคุม้กนัโดยกาํเนิดและภูมิคุม้กนัแบบจาํเพาะที�เกิดขึ!นภายหลงั (innate และ 
adaptive immunity) จากการศึกษาที�ผา่นมาพบว่าฮีทชอคโปรตีนนอกเซลลส์ามารถควบคุมการสร้างไซ
โตไคน์ที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบหลายชนิด เช่น ทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-แอลฟา (Tumor Necrosis 

Factor-alpha หรือ TNF-α) และอินเตอร์ลิวคิน-ซิกซ์ (Interleukin-6 หรือ IL-6) ซึ� งฮีทชอคโปรตีน 60 
เป็นหนึ�งในบรรดาฮีทชอคโปรตีนต่าง ๆ ที�สามารถกระตุน้เซลลใ์นระบบภมิูคุม้กนัได ้ 

อย่างไรก็ตามถึงแมว้่าจะมีรายงานการศึกษาถึงบทบาทของฮีทชอคโปรตีนในการ
กระตุน้ขบวนการเกิดการอกัเสบภายหลงัการบาดเจ็บของเนื!อเยื�อ แต่ยงัไม่มีรายงานถึงการหลั�งฮีทชอค
โปรตีน 60 จากเซลล์สร้างกระดูก ซึ� งจากงานวิจัยที�ผ่านมามีการพบการเพิ�มขึ!นของระดับฮีทชอค
โปรตีน 60 ในกระแสเลือดของหญิงวยัหมดประจาํเดือนแต่ยงัไม่ทราบที�มาของฮีทชอคโปรตีนนี!  และ
ยงัพบว่าโปรตีนลูกผสมฮีทชอคโปรตีน 60 (recombinant HSP60) สามารถกระตุน้การละลายกระดูก
และทาํให้เซลล์สร้างกระดูกเกิดการตายแบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ได ้นอกจากนี! ในขบวนการ
ซ่อมแซมเนื!อเยื�อกระดูกภายหลงัการบาดเจ็บมกัเกี�ยวขอ้งกบัขบวนการอกัเสบในระยะเริ�มตน้ก่อนที�จะ
เขา้สู่ระยะการสร้างเนื!อเยื�อกระดูก ดังนั!นการศึกษาถึงกลไกที�เกิดขึ!นหรือสัญญาณที�เกี�ยวขอ้งกบัการ
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ควบคุมขบวนการอกัเสบของกระดูกจึงมีความสําคญั เพื�อนาํความรู้ที�ไดไ้ปประยกุตใ์ชห้รือวิจยัต่อยอด
เพื�อประโยชน์ในการรักษาการบาดเจ็บของกระดูกต่อไปในอนาคต 

การทบทวนวรรณกรรม 

ฮีทชอคโปรตีน 

บทบาทของฮีทชอคโปรตีนภายในเซลล์ 

เซลล์ต่างๆ ของสัตวเ์ลี! ยงลูกด้วยนมมีกลไกต่าง ๆ ในการรับมือกบัความเครียดจาก
สิ�งแวดลอ้มภายนอก (Environmental stress) โดยการกระตุน้การสร้างและการทาํงานของโปรตีนใน
กลุ่มฮีทชอคโปรตีน ซึ� งเป็นโปรตีนที�ตอบสนองต่อความเครียด (stress proteins) ในรูปแบบต่าง ๆ เช่น 
อุณหภมิูสูง (hyperthermia), ขาดออกซิเจน (hypoxia), การอกัเสบ, การติดเชื!อ, แอลกอฮอลล ์และยาบาง
ชนิด เช่น ยาปฏิชีวนะ เป็นตน้(1, 2) สาํหรับฮีทชอคโปรตีน เป็นกลุ่มโปรตีนที�สามารถแบ่งตามขนาดของ
โมเลกุลไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ คือ กลุ่มฮีทชอคโปรตีนที�มีโมเลกุลขนาดใหญ่ ไดแ้ก่ ฮีทชอคโปรตีน 60, 
ฮีทชอคโปรตีน 70 และ ฮีทชอคโปรตีน 90 เป็นตน้ และกลุ่มฮีทชอคโปรตีนที�มีโมเลกุลขนาดเลก็ ไดแ้ก่ 
ฮีทชอคโปรตีน 27 เป็นตน้  

สําหรับหน้าที�ของฮีทชอคโปรตีนภายในเซลล์เหล่านี! มีหน้าที�หลกัในการทาํให้เซลล์
รอดชีวิตในสภาวะที� เกิดความเครียดด้วยการช่วยในขบวนการจัดรูปร่างของโปรตีนที� เกิดการ
เปลี�ยนแปลงสภาพธรรมชาติให้เหมาะสมหรือป้องกนัการเสียสภาพและการรวมกลุ่มของโปรตีน (3) 
นอกจากนี! ฮีทชอคโปรตีนยงัทาํหนา้ที�ในการปกป้องเซลล ์โดยการยบัยั!งการเกิดอะพอพโทซิส และเพิ�ม
การมีชีวิตรอดของเซลล์ในภาวะที�เกิดความเครียด (4) ในทางตรงขา้มฮีทชอคโปรตีนบางชนิดสามารถมี
ผลในการกระตุ้นให้ เซลล์ตายได้เ ช่นกัน ขึ! นอยู่กับชนิดของเซลล์และตําแหน่งที� เ กิดพันธะ 
สาํหรับฮีทชอคโปรตีน 60 มีบทบาททั!งในการตา้นการเกิดอะพอพโทซิสหรือทาํให้เกิดอะพอพโทซิส 
ขึ!นอยูก่บัตาํแหน่งที�อยูใ่นเซลลแ์ละการทาํงานร่วมกบัโปรตีนอื�น (5, 6) ยกตวัอยา่งเช่น ฮีทชอคโปรตีน 60 
ในไซโตพลาสซึมทาํหนา้ที�ตา้นการเกิดอะพอพโทซิส โดยไปจบักบัโปรตีนแบกซ์ (Bax) และป้องกนั
ไม่ให้เกิดการรั�วไหลของสารในไมโตคอนเดรีย (mitochondria) ในขณะที�ฮีทชอคโปรตีน 60  ในไมโท
คอนเดรียส่งเสริมการเกิดอะพอพโทซิส โดยไปกระตุน้การทาํงานของเอนไซมแ์คสเพส-3 (caspase-3) 
ดงัแสดงในรูปที� 1 
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รูปที� 1 แผนภาพแสดงตาํแหน่งและบทบาทของฮีทชอคโปรตีน 60 ภายในเซลล ์(5) 

ที�มา: Arya และคณะ (2007) 

หมายเหตุ – Bax : Bax Protein, Hsp60 : Heat Shock Protein 60, Apaf-1 : Apoptotic protease activating 
factor 1 

บทบาทของฮีทชอคโปรตีนภายนอกเซลล์ 

นอกจากฮีทชอคโปรตีนจะทาํหน้าที�ภายในเซลล์แลว้ ฮีทชอคโปรตีนยงัสามารถถูก
กระตุน้ให้หลั�งออกมาภายนอกเซลล์ เช่น ในขณะที�เซลล์ไดรั้บความร้อนสูงหรือไดรั้บสารพิษที�เป็น
อนัตรายต่อเซลลจ์นเกิดการรั�วไหลของเยื�อหุ้มเซลล ์(7-9) ซึ� งฮีทชอคโปรตีนที�หลั�งออกมาภายนอกเซลล์
สามารถทาํหนา้ที�ในการกระตุน้เซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนั (10) โดยพบว่าเมื�อมีการบาดเจ็บของเนื!อเยื�อและ
มีการตายของเซลลเ์กิดขึ!น จะทาํให้โปรตีนจากภายในเซลลจ์าํนวนมากถูกหลั�งออกมาอยา่งรวดเร็วก่อน
เกิดขบวนการอกัเสบ เช่น ไฮโมบิลิตี!กรุ๊ปบ๊อกซ์วนั (high-mobility group box 1 หรือ HMGB1)(11) 
ดีเฟนซิน (defensins) (12) รวมทั!งฮีทชอคโปรตีน (13)  

สาํหรับฮีทชอคโปรตีนมีบทบาทในขบวนการเกิดการอกัเสบภายหลงัเกิดการบาดเจ็บ
ของเนื!อเยื�อ ซึ� งอาจเกิดได ้2 ลกัษณะ ไดแ้ก่ การอกัเสบแบบปราศจากเชื!อ (sterile inflammation) ที�เกิด
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จากการกระตุน้ระบบภูมิคุม้กันด้วยสัญญาณจากภายในร่างกาย ในกรณีนี! ฮีทชอคโปรตีนที�ถูกหลั�ง
ออกมาจะมีคุณสมบติัเป็น Pathogen – Associated Molecular Pattern (PAMP) ไปจบักบัเซลลใ์นระบบ
ภูมิคุม้กนั อีกลกัษณะหนึ�งคือ การอกัเสบแบบติดเชื!อ (septic inflammation) ที�เกิดจากเชื!อก่อโรคต่าง ๆ 
ซึ� งพบว่าฮีทชอคโปรตีนจะถูกหลั�งออกมาและไปจบักบัเปปไทด์ของแบคทีเรียหรือไวรัส และถูกตรวจ
พบดว้ยเซลล์ในระบบภูมิคุม้กนัเพื�อส่งสัญญาณให้เซลลอื์�นที�เกี�ยวขอ้งกบัขบวนการอกัเสบต่อไป โดย
ในทั!ง 2 กรณีฮีทชอคโปรตีนจะถูกหลั�งออกมาในลกัษณะที�ไม่จาํเพาะจากเซลลที์�ตายแบบเนโครติก (7, 14)

ดงัแสดงในรูปที� 2  

 

 
รูปที� 2 แผนภาพแสดงฮีทชอคโปรตีนที�ถูกหลั�งออกมาจากเซลล ์ โดยรูป A แสดงฮีทชอคโปรตีนที�ถูก

หลั�งออกมาจากเซลลใ์นกรณีที�มีการติดเชื!อแบคทีเรียหรือไวรัส, รูป B แสดงฮีทชอคโปรตีนที�
ถูกหลั�งออกมาจากเซลลใ์นกรณีที�ไม่มีการติดเชื!อ, และรูป C แสดงฮีทชอคโปรตีนที�ถกูหลั�ง
ออกมาจากเซลลไ์ปกระตุน้เซลลใ์นระบบภมิูคุม้กนั(15) 

ที�มา: Osterloh และคณะ (2009) 



  5 

หมายเหตุ – APC : Antigen-presenting cells, PAMP : Pathogen-associated molecular pattern, MHC : 
Major Histocompatibility Class, TLR : Toll-like Receptor, SR : Scavenger Receptors 

นอกจากการหลั�งของฮีทชอคโปรตีนแบบไม่จําเพาะจากเซลล์ที�ตายแล้ว หลาย
การศึกษาพบการหลั�งของฮีทชอคโปรตีนจากเซลลที์�ยงัมีชีวิตอยูใ่นลกัษณะที�จาํเพาะและควบคุมได ้ (16-

18) ซึ� งการที�ฮีทชอคโปรตีนถูกหลั�งออกมาจากเซลล์นี! จะทาํหน้าที�เป็นสัญญาณอนัตรายจากภายในซึ� ง
สามารถกระตุน้เซลล์ในระบบภูมิคุม้กนัที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบได้ (13, 19, 20) นอกจากนี! มีหลาย
การศึกษารายงานว่าเซลล์ที�ไดรั้บความเครียดจะมีการเพิ�มการแสดงออกของฮีทชอคโปรตีนที�ผวิเซลล์
และการหลั�งของฮีทชอคโปรตีนออกมานอกเซลล ์ส่งผลให้เกิดการกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัต่าง ๆ (21-24) 
โดยผ่านทางการกระตุน้ตวัรับ (receptors) ซึ� งส่งผลให้เกิดการสร้างไซโตไคน์ที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบ 
หรือถูกนาํเขา้ไปในเซลลน์าํเสนอแอนติเจน (antigen-presenting cells)(25)  ดงันั!นการหลั�งของฮีทชอค
โปรตีนจากเซลลที์�ตายแบบเนโครติกหรือเซลลที์�มีชีวิตแต่มีความเสียหายสามารถกระตุน้ภูมิคุม้กนัโดย
กาํเนิด (innate immune response) ของร่างกายได ้

มีรายงานการวิจยัจาํนวนมากถึงการทาํงานของฮีทชอคโปรตีนภายนอกเซลล์ โดยใน
กรณีของฮีทชอคโปรตีน 60 เมื�อถูกหลั�งออกมานอกเซลล์สามารถกระตุน้การดึงดูดเซลลเ์มด็เลือดขาว 
(chemotaxis) ควบคุมการทาํงานของเซลลนิ์วโทรฟิวล ์(neutrophil) และกระตุน้การเกิดการจบักินสิ�ง
แปลกปลอม (phagocytosis)  (15, 21) นอกจากนี! ฮีทชอคโปรตีน 60 สามารถกระตุน้การเจริญเติบโตและ
การหลั�งไซโตไคน์จากเซลลเ์ดนไดรติก (dendritic cells) (26, 27) ควบคุมการเกิดการอกัเสบจากการทาํงาน
ของเซลลที์ลิมโฟซยัต ์(T-lymphocyte) (28) และกระตุน้การสร้างไซโตไคน์ที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบจาก
เซลลใ์นระบบภมิูคุม้กนั เช่น  ไนตริกออกไซด์ (nitric oxide), ทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-แอลฟา (TNF-

α), อินเตอร์ลิวคิน-ซิกส์ (IL-6) และอินเตอร์ลิวคิน-วนัเบตา้ (IL-1β) (10) นอกจากนี! มีรายงานว่า ฮีทชอค
โปรตีนในปริมาณที�สูงจะทาํหน้าที�ในการกระตุน้การอกัเสบ โดยเกิดจากการจบักบัตวัรับ (receptor) 
ชนิดโทลไลค ์(Toll-like receptors หรือ TLR) เช่น ตวัรับโทลไลค-์2 (TLR2) และตวัรับโทลไลค-์4 
(TLR4) ทาํให้เกิดการกระตุน้การสร้างไซโตไคน์ต่าง ๆ ที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบ (3, 10, 29) ในขณะที�
ฮีทชอคโปรตีนในปริมาณที�ตํ�าจะทําหน้าที� ต่อต้านการเกิดการอักเสบเพื�อรักษาสมดุลของระบบ
ภมิูคุม้กนั (30) และเมื�อไม่นานมานี! ไดมี้การวิจยัพบว่าฮีทชอคโปรตีน 60 สามารถกระตุน้เซลลโ์มโนไซต์
และทาํให้เกิดการสร้างโมเลกุลที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบ เช่น ไนตริกออกไซด ์(nitric oxide), ทูเมอร์เน

โครซิสแฟคเตอร์-แอลฟา (TNF-α), อินเตอร์ลิวคิน-ซิกส์ (IL-6), อินเตอร์ลิวคิน-ทเวลฟ์ (IL-12), 
อินเตอร์ลิวคิน-ฟิฟทีน (IL-15) และอินเตอร์ลิวคิน-วนัเบตา้ (IL-1β) (30) สําหรับการศึกษาทางคลินิกไดมี้
รายงานการพบระดบัที�สูงขึ!นของฮีทชอคโปรตีน 60 ภายใน 30 นาทีภายหลงัจากผูป่้วยไดรั้บการ
บาดเจ็บ ซึ� งสัมพนัธ์กบัการเกิดความเสียหายต่อปอดแบบเฉียบพลนัในผูใ้หญ่(31) นอกจากนี! ยงัพบว่า 
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ฮีทชอคโปรตีน 60 ภายนอกเซลลมี์ความเกี�ยวขอ้งกบัขบวนการอกัเสบในโรคต่าง ๆ เช่น โรคขอ้อกัเสบ 
(Arthritis) (32)และโรคเบาหวาน (Diabetes) (33) เป็นตน้   

บทบาทของการตายของเซลล์แบบเนโครติกและอะพอพโทตกิจากการได้รับความเครียดต่อเซลล์ใน

ระบบภูมิคุ้มกนั 

เซลลข์องสิ�งมีชีวติมกัจะไดรั้บแรงกดดนั ความเครียดจากทั!งปัจจยัภายในและภายนอก
ทางดา้นฟิสิกส์ เคมีและชีวภาพอยูต่ลอดเวลา (5)ร่างกายจึงมีกระบวนการทาํลายเซลลที์�เกิดการเสียหาย
ออกไป กระบวนการตายที�พบไดบ่้อย คือ การตายของเซลลแ์บบเนโครติกและอะพอพโทติก ซึ� งการ
ตายของเซลลท์ั!ง 2 ชนิดนี!  มีความเกี�ยวขอ้งในกระบวนการกระตุน้ให้เซลลภู์มิคุม้กนัของร่างกายออกมา
ทาํหนา้ที�และชกันาํใหเ้ซลลช์นิดอื�นออกมาซ่อมแซมเนื!อเยื�อส่วนที�ถูกทาํลาย 

การตายของเซลล์แบบเนโครติก 

การตายแบบเนโครติค เกิดขึ! นได้เมื�อเซลล์ได้รับความเครียดและแรงกดดันอย่าง
รุนแรง เช่น การไดรั้บสารไตรตอนเอ็กซ์ (Triton-X) การแช่แขง็และละลายเซลล์ ทาํให้เซลลเ์กิดการ
บวมโต เพิ�มขยายขนาดมากขึ!น จนกระทั�งเยื�อหุ้มเซลลเ์กิดการรั�ว สูญเสียการควบคุมการผ่านเขา้ออก
ของสารที�อยูภ่ายในและภายนอกเซลล ์  ซึ� งเมื�อมีการตายแบบเนโครติกเกิดขึ!น จะเกิดการหลั�งสาร
ออกมาหลายชนิด เช่น ไฮโมบิลิตี!กรุ๊ปบอกซ์วนั (High mobility group box 1 หรือ HMG-B1), เฮปาโต
มาดีไรฟ์โกรทแฟคเตอร์ (Hepatoma-derived growth factor หรือ HDGF), อะดีโนซีนไตรฟอสเฟต 
(ATP), และฮีทชอคโปรตีน เป็นตน้ โดยสารเหล่านี!สามารถกระตุน้การรวมกลุ่มและเพิ�มจาํนวนของ
เซลล์ภูมิคุม้กนัในบริเวณที�เกิดการตายของเซลล ์ส่งผลทาํให้เกิดการอกัเสบตามมาเนื�องจากมีการหลั�ง
ของสารที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบเพิ�มขึ!น(34)  

การตายของเซลล์แบบอะพอพโทติก 

การตายแบบอะพอพโทติก เกิดขึ!นไดเ้มื�อเซลลไ์ดรั้บการฉายดว้ยรังสียวูี การเพิ�มความ
ร้อนที�อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส การขาดออกซิเจน การไดรั้บสารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen 
peroxide) การขาดอาหารและแร่ธาตุ การได้รับยาและสารเคมี เป็นต้น การกระตุ้นให้เกิดการตาย
แบบอะพอพโทติก สามารถกระตุน้ผ่านทางกระบวนการ 2 กระบวนการ คือ กระบวนการภายใน 
(Intrinsic pathway) ซึ� งเกิดจากการรั�วไหลของสารที�อยูภ่ายในไมโทคอนเดรียออกมายงัไซโตพลาสซึม
และกระบวนการภายนอก (Extrinsic pathway) ซึ� งเกิดจากการกระตุน้ตวัรับบนผิวเซลล ์(Receptor) เช่น  
ฟาสรีเซบเตอร์ (Fas Receptors หรือ FasR), ดีคอยรีเซบเตอร์ 4/5 (Decoy Receptor  หรือ DR4/5), ทู
เมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์รีเซบเตอร์วนั (Tumor Necrosis Factor Receptor 1 หรือ TNFR1) เป็นตน้ แลว้
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เกิดการเหนี�ยวนาํภายในเซลล์ให้เกิดกระบวนการตายแบบอะพอพโทติกขึ!น ซึ� งจากการศึกษาที�ผ่านมา
พบว่า ในการตายแบบอะพอพโทติกจะเกิดการหลั�งโมเลกุลจากไมโทคอนเดรียที�มีคุณสมบติัในการ
กระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย หรือเรียกว่า Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs) 
ออกมานอกเซลล์  ตวัอย่างของโมเลกุลเหล่านี!  ไดแ้ก่ ไซโตโครมซี (Cytochrome c), คาร์ดิโอไลปิน 
(Cardiolipin), รีแอคทิฟออกซิเจนสปีชีร์ (Reactive oxygen species), และอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต 
(Adenosine 5-Triphosphate หรือ ATP) (34) ดงัแสดงในรูปที� 3 

 
รูปที� 3 แผนภาพแสดงโมเลกุลที�ถูกหลั�งออกมาจากไมโทคอนเดรียของเซลลที์�เกิดการตายแบบอะพอพ

โทติก (34) 

ที�มา: Krysko และคณะ (2011) 

นอกจากการหลั�งโมเลกุลในไมโทคอนเดรียออกมาภายนอกเซลลแ์ลว้ การตายแบบอะ
พอพโทติกยงัสามารถกระตุน้หรือควบคุมการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัไดโ้ดยการหลั�งโมเลกุล
ภายในไซโตพลาสซึม ออกมาหลายชนิด (35) เช่น ทรอมโบสปอนดิน (Thrombospondin 1 หรือ TSP 1), 
ไลโซฟอสฟาติดิลโคลีน (Lysophosphatidylcholine หรือ LPC) และแลคโตเฟอริน (Lactoferrin หรือ 
LTF) เป็นตน้ ซึ� งสารที�ถูกหลั�งออกมาจะทาํหนา้ที�ในการดึงดูดและกระตุน้เซลลภ์ูมิคุม้กนัของร่างกาย
ในปริมาณที�พอเหมาะ  เพื�อให้เกิดการกาํจดัเซลลที์�ตายแบบอะพอพโทติกภายในระยะเวลาอนัรวดเร็ว 
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นอกจากนี! ยงัมีส่วนช่วยลดและยบัย ั!งการสร้างสารที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบ ได้แก่ ทูเมอร์เนโครซิส
แฟคเตอร์-แอลฟา (TNF-α), อินเตอร์ลิวคิน-วนั (IL-1), และอินเตอร์ลิวคนิ-ซิกซ์ (IL-6)  

จากข้อมูลขา้งต้น สามารถสรุปได้ว่าการตายแบบอะพอพโทติกและเนโครติกมี
กระบวนการเกิดและกลไกการกระตุน้ตอบสนองของเซลล์ที�เกี�ยวขอ้งในลกัษณะที�แตกต่างกนั โดย
เซลลที์�ตายแบบอะพอพโทติกจะเกิดการกระตุน้ของสารที�เกี�ยวขอ้งกบัการต่อตา้นการอกัเสบและสารที�
เกี�ยวขอ้งกบัการเพิ�มจาํนวนหรือการเจริญเติบโตของเซลลที์�เกี�ยวกบัซ่อมแซมในบริเวณที�ถูกทาํลายไป 
แต่เซลลที์�เกิดการตายแบบเนโครติกจะไปกระตุน้กลไกที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบเพิ�มขึ!น ดงัแสดงในรูป
ที� 4 

 
รูปที� 4 แผนภาพแสดงการตอบสนองของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนัต่อเซลลที์�ที�เกิดการตายแบบอะพอพ

โทติกและเนโครติก (36) 

ที�มา: Krysko และคณะ (2006) 

การตรวจสอบการตายของเซลล์แบบเนโครติกและอะพอพโทติก 

การตายแบบเนโครติกและอะพอพโทติก สามารถแยกความแตกต่างออกจากกนัได ้
โดยการวิเคราะห์รูปร่างและทางกระบวนการชีวเคมีที�แตกต่างกนัอยา่งชดัเจน (37) ซึ� งวิธีที�นิยมใชใ้นการ
วิเคราะห์มีดงัต่อไปนี!  
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1) วเิคราะห์คุณลกัษณะทางสัณฐานวทิยา  

เซลลป์กติทั�วไปจะมีไมโครวิลไล (microvilli) ยื�นออกมาบริเวณพื!นผวิตลอดทั!งเซลล ์
โครมาติน (chromatin) ในนิวเคลียส และออร์แกแนล (organelles) ที�อยูใ่นไซโตพลาสซึมที�สมบูรณ์ แต่
เมื�อเกิดการตายแบบอะพอพโทติก รูปร่างของเซลลจ์ะเกิดการบิดและขดเขา้หากนั เกิดการอดัแน่นของ
โครมาติน ในขณะที�เมื�อเกิดการตายแบบเนโครติก ไมโทคอนเดรียในเซลลจ์ะเกิดการบวมโต เซลลเ์มม
เบรนจะเกิดการขาดออกจากกนั เชื�อมต่อกนัไม่สมบูรณ์ ดงัที�แสดงในรูปที� 5 

 
รูปที� 5 แผนภาพแสดงภาพเซลลใ์นสภาวะปกติ เซลลที์�ตายแบบอะพอพโทติก และเนโครติก (37) 

ที�มา: Krysko และคณะ (2008) 

 
2) การวเิคราะห์คุณลกัษณะของผวิเซลล์ 

เซลล์ที� เกิดการตายแบบอะพอพโทติกจะมีการพลิกสลับของฟอสฟาติดิลเซอรีน 
(Phosphatidylserine หรือ PS) จากบริเวณดา้นในของผิวเซลลอ์อกมาสู่ดา้นนอกของผิวเซลล ์ส่วนเซลล์
ที�เกิดการตายแบบเนโครติก จะเกิดการรั�วของเยื�อหุ้มเซลล์ มีการแลกเปลี�ยนสารระหว่างภายนอกและ
ภายในไดง่้าย ซึ� งการวิเคราะห์ทาํไดโ้ดยการยอ้มดว้ยแอนเนกซินไฟว ์(Annexin V) ที�เชื�อมต่อกบัสาร
ฟลูออเรสเซนต ์(fluorescent) ตรงบริเวณฟอสฟาทิดิลเซอรีนบนผิวของเซลลที์�ตายแบบชนิดอะพอพโท
ติค หรือยอ้มดว้ยสีโพรพิเดียมไอโอไดด์ (Propidium iodide) ซึ� งจะสามารถผ่านเยื�อหุ้มเซลลที์�มีการรั�ว
และไปจบัที�กรดนิวคลิอิก (nucleic acid) ของเซลลที์�เกิดการตายแบบเนโครติก 

 
3) การแสดงออกของสารที�หลั�งออกมาภายนอกเซลล์ 

การตายแบบอะพอพโทติกจะเริ�มตน้จากเอนไซม์แคสเพส (caspases) ภายในเซลล ์
และชกันาํใหเ้กิดการกระตุน้การทาํงานของเอนไซมแ์คสเพส-3 (caspase-3) และแคสเพส-7 (caspase-7) 
ออกมาภายนอกเซลล์ ส่วนการตายแบบเนโครติก จะเกิดการหลั�งของเอนไซม์แลคเตทดีไฮโดรจีเนส 
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(Lactate dehydrogenase หรือ LDH) ออกมาภายนอกเซลลผ์่านเยื�อหุ้มเซลลที์�เชื�อมต่อกนัไม่สมบูรณ์ 
สาํหรับสารที�หลั�งออกมานอกเซลลนี์! สามารถตรวจหาไดจ้ากเทคนิคอีไลซา (ELISA) วิเคราะห์โปรตีน
ดว้ยเวสเทิร์นบลอท (Western blot) หรือการวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์คสเพส (Caspase activation) 

 
4) การแสดงออกของสารที�อยู่ภายในเซลล์ 

การตายแบบอะพอพโทติกจะเกิดการแตกหักของดีเอน็เอ (DNA fragmentation) การ
รั�วไหลของไซโทโครม ซี (Cytochrome c) ออกจากไมโทคอนเดรียเขา้สู่ไซโตพลาสซึม การทาํงานของ
เอนไซมแ์คสเพสชนิดต่างๆ ซึ�งสามารถวเิคราะห์ดว้ยเทคนิควิเคราะห์โปรตีนเวสเทิร์นบลอท, การวดัค่า
กิจกรรมของเอนไซม,์ การวิเคราะห์เซลลด์ว้ยโฟลว์ไซโตเมตรี (flow cytometry)    แต่การตายแบบเน
โครติก  จะไม่มีการแสดงออกของลกัษณะขา้งตน้ 

 
5) ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างเซลล์ 

เซลลข์องเซลลเ์มด็เลือดขาวจะมีการตอบสนองต่อเซลล์ที�เกิดการตายแบบอะพอพโท
ติกและเนโครติก แตกต่างกนั โดยเซลล์ที�เกิดการตายแบบอะพอพโทติกจะถูกโอบกินดว้ยเซลล์เม็ด
เลือดขาวทั!งหมด ไม่เหลือส่วนใดส่วนหนึ�งของเซลลอ์อกมาภายนอกเลย หรือเรียกว่า กลไกการกลืนกิน
ของเซลลที์�สมบูรณ์ (Phagocytosis zipper-like mechanism) แต่เซลลที์�ตายแบบเนโครติกจะเกิดการ
รั�วไหลของสารออกมาภายนอกเซลล ์จึงถูกโอบกินไดเ้พียงบางส่วน หรือเรียกว่า กลไกการกลืนกินของ
เซลล์ที�ไม่สมบูรณ์ (Macropinocytotic mechanism) ซึ� งทาํการวิเคราะห์ไดโ้ดยการยอ้มเซลลด์ว้ยสาร
ฟลูออเรสเซนต ์ดงัที�แสดงในรูปที� 6 
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รูปที� 6 แผนภาพแสดงภาพเซลลแ์มคโครฟาจโอบจบัเซลลที์�ตายแบบอะพอพโทติกและเนโครติก 

ที�มา : Krysko และคณะ (2006) 

ผลของความเครียดจากอุณหภูมิสูงและยาต้านการอักเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่สเตียรอยด์ (NSAIDs) ต่อ

ฮีทชอคโปรตีน 

ความเครียดจากสิ�งแวดลอ้มภายนอกที�มีผลต่อเซลลอ์าจเกิดไดห้ลายลกัษณะ อยา่งไรก็
ตามในกรณีของเนื!อเยื�อกระดูกพบว่า การทาํศัลยกรรมกระดูกมักก่อให้เกิดการบาดเจ็บต่อเนื! อเยื�อ
กระดูกในลกัษณะต่าง ๆ รวมทั!งอาจเกิดการบาดเจ็บจากอุณหภูมิที�สูงมากผิดปกติระหว่างการกรอ
กระดูกโดยเฉพาะอย่างยิ�งกระดูกที�มีเนื! อแน่น (38) ซึ� งจากการศึกษาที�ผ่านมาพบว่า ความร้อนสูงที�
อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลานานกว่า 1 นาที สามารถทาํให้เกิดความเสียหายต่อเซลลก์ระดูก 
ส่งผลทาํให้เกิดการละลายของกระดูก ตลอดจนรบกวนการซ่อมแซมของกระดูกได ้อยา่งไรก็ตามยงัไม่
ทราบกลไกที�เกี�ยวขอ้งแน่ชดั โดยมีหลายการศึกษาแสดงให้เห็นว่าความร้อนสูงที� 42-46 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 ถึง 60 นาทีสามารถทาํให้เกิดการตายของเซลลไ์ดห้ลายชนิด (39-42)  ซึ� ง Li และคณะ ในปี 
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1999 (43) พบว่า เมื�อทดสอบเซลล์สร้างกระดูกจากกะโหลกหนูดว้ยความร้อนสูงที�อุณหภูมิ 48 องศา
เซลเซียส จะทาํใหเ้กิดการตายของเซลลท์ั!งแบบเนโครซิสและแบบอะพอพโทซิส ในขณะที�ความร้อนที�
อุณหภูมิ 42 หรือ 45 องศาเซลเซียส ไม่ทาํให้เกิดการตายของเซลล์ นอกจากนี! ยงัมีการศึกษาในเซลล์
สร้างกระดูกของมนุษยพ์บว่า ความร้อนที�อุณหภมิูสูง 43 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที สามารถทาํให้
เกิดการตายของเซลล์สร้างกระดูกได ้(44) อย่างไรก็ตามมีการรายงานถึงผลในเชิงบวกของความร้อนที�
อุณหภูมิ 41-44 องศาเซลเซียส ในการกระตุน้เซลล์ตน้กาํเนิดมีเซนไคมอล (mesenchymal stem cell) 
ของมนุษยใ์ห้มีการเกิดดิฟเฟอเรนชิเอชนั (differentiation) มากขึ!น(45) 

ถึงแม้ว่าความร้อนที�อุณหภูมิสูงจะทําให้เกิดการตายของเซลล์ มีการศึกษาพบว่า
อุณหภูมิที�สูงในระดบัที�ไม่ทาํให้เซลลต์ายสามารถกระตุน้การสร้างโปรตีนในกลุ่มฮีทชอคโปรตีนหรือ
กระตุน้การแสดงออกของยนีฮีทชอคโปรตีน เช่น ฮีทชอคโปรตีน 27, 60, และ 70 ได ้(7, 19, 46) และมี
รายงานการเพิ�มปริมาณของฮีทชอคโปรตีนภายหลงัการกระตุน้เซลล์เยื�อบุผิวที�อุณหภูมิสูง 42 ถึง 47 
องศาเซลเซียส (47, 48) โดย Saito และคณะ ในปี 2005 พบว่าความร้อนที�อุณหภมิู 42 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ชั�วโมงสามารถกระตุน้การแสดงออกของฮีทชอคโปรตีน 27, 40 และ 70 ในเซลลฮี์ลา (HeLa) ได้
(7) ในขณะที� Trieb และคณะ ในปี 2007 รายงานว่ามีการเพิ�มการแสดงออกของฮีทชอคโปรตีน 70 
ภายหลงัจากที�เซลล์สร้างกระดูกมนุษยไ์ดรั้บความร้อนที� 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั�วโมง(46) 
อยา่งไรก็ตามสาํหรับฮีทชอคโปรตีน 60 พบว่า ไม่พบการกระตุน้การแสดงออกของฮีทชอคโปรตีน 60 
ในเซลลส์ร้างกระดูกมนุษยที์�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 43 หรือ 46 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ถึง 30 
นาที (44) นอกจากนี! มีรายงานว่าการกระตุน้การแสดงออกของฮีทชอคโปรตีนจะเห็นไดช้ดัเมื�อเซลลที์�ทาํ
การทดสอบได้รับความร้อนเป็นระยะเวลานาน 1-2 ชั�วโมง(1) สําหรับการกระตุน้การหลั�งฮีทชอค
โปรตีน 60 พบว่า สามารถตรวจพบฮีทชอคโปรตีน 60 หลั�งออกมาภายใน 48 ชั�วโมง ภายหลงัจากทาํ
การทดสอบเซลลฮี์ลา (HeLa) ดว้ยความร้อนที�อุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั�วโมงและทาํให้
เกิดเนโครซิสดว้ยการแช่แขง็สลบักบัการละลาย (7, 14) สําหรับเซลลส์ร้างกระดูกไม่พบการหลั�งฮีทชอค
โปรตีนออกมาในอาหารเลี!ยงเซลลส์ร้างกระดูกมนุษยภ์ายหลงัจากการไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 43 ถึง 
46 องศาเซลเซียส  (44)   

สําหรับยาต้านการอักเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่สเตียรอยด์เป็นยาที� มีการใช้ร่วมในการ
บรรเทาอาการปวดและการอักเสบต่างๆ  รวมทั! งภายหลังการเกิดกระดูกหักหรือการทาํศลัยกรรม
กระดูก (49) อยา่งไรก็ตามพบว่ายาในกลุ่มนี! มีความเกี�ยวขอ้งกบัการยบัย ั!งการซ่อมแซมของกระดูกใน
สัตวท์ดลอง(50-53)ซึ� งฤทธิ{ ของยาในกลุ่มนี! จะยบัยั!งการทาํงานของเอนไซมที์�เกี�ยวขอ้งกบัการสร้างพรอส
ตาแกลนดินอีทู (Prostaglandin E2 หรือ PGE2) ไดแ้ก่ ไซโคลออกซิจิเนส-วนั (cyclo-oxygenase-1) และ
ไซโคลออกซิจิเนส-ทู (cyclo-oxygenase-2) ตวัอยา่งของยาในกลุ่มนี!  เช่น ไอบูโพรเฟน (Ibuprofen) เป็น
ตน้ โดยยาไอบูโพรเฟนเป็นยาในกลุ่มที�มีฤทธิ{ ยบัยั!งเอนไซม์ไซโคลออกซิจิเนสทั! ง 2 ชนิด สําหรับ
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การศึกษาถึงผลขา้งเคียงของยาตา้นการอกัเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่สเตียรอยด์ในการทาํให้การซ่อมแซมของ
กระดูกล่าช้ายงัไม่สามารถสรุปได้แน่ชัด โดยพบว่า ยาต้านการอักเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่สเตียรอยด ์
สามารถยบัย ั!งการเจริญเติบโตหรือทาํให้เกิดการตายของเซลล์สร้างกระดูกที�เพาะเลี! ยงได้ (54-58) 
นอกจากนี! การศึกษาในสัตว์ทดลองแสดงให้เห็นว่า ยาต้านการอกัเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่สเตียรอยด์มี
ผลขา้งเคียงต่อระยะการเกิดการอกัเสบแต่ไม่มีผลต่อการเกิดการสร้างและสะสมแร่ธาตุของกระดูกใน
กระบวนการซ่อมแซมกระดูก (59, 60) นอกจากนี! ยงัพบว่าการใชย้าตา้นการอกัเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่ สเตีย
รอยด์เป็นระยะเวลาสั!นมีผลกระทบต่อการซ่อมแซมกระดูกน้อย ในขณะที�การใชย้าในกลุ่มนี! เป็นระยะ
เวลานานส่งผลให้เกิดการเกิดการซ่อมแซมกระดูกไดช้้าลง (61-64) นอกจากนี! ยงัมีหลายการศึกษาใน
สัตวท์ดลองซึ� งพบว่ายาตา้นการอกัเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่สเตียรอยด์ไม่มีผลต่อการซ่อมแซมกระดูก (65-67) 
อยา่งไรก็ตามผลการศึกษาในมนุษยย์งัไม่สามารถสรุปไดแ้น่ชดัถึงผลขา้งเคียงของยาตา้นการอกัเสบใน
กลุ่มที�ไม่ใช่สเตียรอยด์ต่อการซ่อมแซมกระดูก (68) สําหรับผลของยาตา้นการอกัเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่ 
สเตียรอยด์ต่อฮีทชอคโปรตีน ไดมี้การศึกษาพบว่ายาตา้นการอกัเสบในกลุ่มนี! สามารถกระตุน้ให้เซลล์
เกิดความเครียดและตอบสนองโดยการกระตุน้ฮีทชอคโปรตีนได้เช่นกนั (69, 70) ตวัอย่างเช่น การศึกษา
ของ Mortaz และคณะในปี 2006 พบว่าการใช้ยาอะซิทิลซาลิไซลิก แอซิด (acetylsalicylic acid) 
สามารถกระตุน้การหลั�งฮีทชอคโปรตีนจากเซลลแ์มสท ์(mast cells) ไดแ้ละส่งผลให้เกิดการสร้างไซโต
ไคน์ที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบอื�น ๆ เพิ�มขึ!นตามมา เช่น ทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-แอลฟา (TNF-α) 
และอินเตอร์ลิวคิน-ซิกซ์ (IL-6) อย่างไรก็ตามยงัไม่พบการศึกษาถึงการหลั�งฮีทชอคโปรตีนจากเซลล์
กระดูกหลั�งจากไดรั้บยาในกลุ่มนี!  
บทบาทของฮีทชอคโปรตีนและไซโตไคน์ต่อกระดูก 

ถึงแมว้่าจะมีการศึกษาจาํนวนมากถึงบทบาทของฮีทชอคโปรตีนในเนื!อเยื�อหลายชนิด 
แต่ยงัมีการศึกษาน้อยมากถึงบทบาทของฮีทชอคโปรตีนในเนื!อเยื�อกระดูก โดยการศึกษาส่วนใหญ่
รายงานถึงการกระตุน้ฮีทชอคโปรตีน 27 ในเซลลส์ร้างกระดูก MC3T3-E1 ภายหลงัจากทดสอบดว้ย 
ทรานสฟอร์มมิ�งโกรทแฟคเตอร์เบตา้ (Transforming Growth Factor-beta หรือ TGF-β) (71) หรือพรอส
ตาแกลนดินอีทู (Prostaglandin E2 หรือ PGE2) 

(72) รวมทั!งมีรายงานการแสดงออกของฮีทชอคโปรตีน 
27, 47, และ 70 ในเซลลก์ระดูกภายในร่างกาย (73)  นอกจากนี! ไดมี้รายงานถึงการพบระดบัที�เพิ�มขึ!นของ
ฮีทชอคโปรตีน 60 ในหญิงวยัหมดประจาํเดือนแต่ไม่ทราบที�มาของฮีทชอคโปรตีนเหล่านี!  (74) และจาก
การศึกษาถึงผลของโปรตีนลูกผสมฮีทชอคโปรตีน 60 (recombinant HSP60) ต่อเซลลส์โตรมอลในไข
กระดูก (human bone marrow stromal cells) พบว่า ฮีทชอคโปรตีน 60 ที�ความเขม้ขน้ 100 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร ทาํให้เซลล์สร้างกระดูกเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสในห้องปฏิบติัการ ในขณะที�การใช้
ฮีทชอคโปรตีน 60 ร่วมกบัรีเซบเตอร์แอคติเวเตอร์ออฟนิวเคลียร์แฟคเตอร์แคปปาบีลิแกนด์ (Receptor 
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Activator of Nuclear Factor-kappa B Ligand หรือ RANKL) จะกระตุน้การสร้างและการเจริญเติบโต
เซลลล์ะลายกระดูกได ้(74, 75) 

สาํหรับบทบาทของฮีทชอคโปรตีนในการซ่อมแซมของกระดูกยงัไม่พบการรายงาน 
อยา่งไรก็ตามเนื�องจากในขบวนการซ่อมแซมเนื!อเยื�อภายหลงัจากเกิดความเสียหายต่อกระดูกหรือการ
ทาํศลัยกรรมกระดูก มกัเกี�ยวขอ้งกบัระบบภูมิคุม้กนัในกระบวนการอกัเสบซึ� งจะเกิดขึ!นในระยะแรก (76) 
โดยเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนัโดยกาํเนิดจะทาํหน้าที�ในการกาํจดัเนื!อเยื�อที�เกิดการตายจากการบาดเจ็บ 
และเกิดการสร้างไซโตไคน์ที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบหลายชนิดภายหลงัเกิดการบาดเจ็บ เพื�อไปกระตุน้
การทาํงานของเซลลโ์มโนไซต ์(monocytes) หรือแมคโครฟาจ เช่น อินเตอร์ลิวคินวนั (IL-1), อินเตอร์
ลิวคินซิกซ์ (IL-6) และทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-แอลฟา (TNF-α) เป็นตน้ ดงันั!นกระบวนการอกัเสบ
จึงมีบทบาทสาํคญัในการเกิดการซ่อมแซมเนื!อเยื�อกระดูก แต่หากการอกัเสบเกิดขึ!นเป็นระยะเวลานาน
อาจส่งผลให้เกิดความล่าช้าในการซ่อมแซมกระดูกได้ สําหรับทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-แอลฟา 
(TNF-α) เป็นไซโตไคน์ที�นอกจากจะเกี�ยวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบแลว้ ยงัทาํหน้าที�ชกันาํเซลลต์ั!ง
ตน้ของเซลล์ละลายกระดูกมายงับริเวณที�อกัเสบ ทาํให้เกิดการหลั�งแมคโครฟาจโคโลนีสติมูเลติ!งแฟค
เตอร์ (Macrophage Colony Stimulating Factor หรือ M-CSF) และรีเซบเตอร์แอคติเวเตอร์ออฟ
นิวเคลียร์แฟคเตอร์แคปปาบีลิแกนด์ (RANKL) จากเซลล์สโตรมอล ส่งผลให้เซลล์ตั!งตน้ของเซลล์
ละลายกระดูกเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลลล์ะลายกระดูกที�สมบูรณ์ (77) ดงัแสดงในรูปที� 7  

อยา่งไรก็ตามเมื�อไม่นานมานี! มีงานวิจยัพบว่าทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-แอลฟาอาจมี
ผลกระตุน้เซลลส์ร้างกระดูกได ้ โดยพบว่า ทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-แอลฟาที�ความเขม้ขน้ 20 ถึง 50 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถกระตุน้การสร้างเอนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (78) ในขณะที�ทูเมอร์เน
โครซิสแฟคเตอร์-แอลฟาที�ความเขม้ขน้ 0.01 ถึง 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรมีผลยบัย ั!งการกระตุน้เซลล์
สร้างกระดูกและการสะสมแร่ธาตุ (79) ดงันั!นการหลั�งของทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-แอลฟาในปริมาณ
ที�เหมาะสม อาจช่วยควบคุมให้กระบวนการอกัเสบเกิดขึ!นในปริมาณและระยะเวลาที�เหมาะสม ส่งผล
ใหเ้กิดการซ่อมแซมของกระดูกที�สมบูรณ์ภายในระยะเวลาที�เหมาะสมต่อไป  
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รูปที� 7 แผนภาพแสดงบทบาทของเซลลแ์มคโครฟาจและทูเมอร์เนโครซิสแฟคเตอร์-แอลฟาในการเกิด
เซลลล์ะลายกระดูก (77)  

ที�มา: Kitaura และคณะ (2013) 

วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

1. เพื�อศึกษาการหลั�งฮีทชอคโปรตีน 60 จากเซลลส์ร้างกระดูกที�เพาะเลี!ยงในห้องปฏิบติัการ
ในสภาวะที�ไดรั้บความเครียดรูปแบบต่าง ๆ ในระดบัที�ทาํใหเ้กิดการตายของเซลล ์

2. เพื�อศึกษาผลของเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บความเครียดต่อการสร้างทูเมอร์เนโครซิสแฟค
เตอร์-แอลฟาจากเซลลแ์มคโครฟาจ 

3. เพื�อศึกษารูปแบบการตายของเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บความเครียดในรูปแบบต่าง ๆ 

สมมติฐาน 

เซลล์สร้างกระดูกที�ไดรั้บความเครียดในลกัษณะที�ทาํให้เกิดการตายแบบเนโครติก
สามารถหลั�งฮีทชอคโปรตีน 60 ออกมาภายนอกเซลล ์และสามารถกระตุน้ให้เกิดการสร้างทีเอนเอฟ-
แอลฟาจากเซลลแ์มคโครฟาจมากขึ!น 

ขอบเขตการวิจัย 

การศึกษานี! เป็นการศึกษาการหลั�งของฮีทชอคโปรตีน 60 จากเซลล์สร้างกระดูกนอก
กาย โดยทาํการให้ความเครียดกบัเซลล์ในรูปแบบต่าง ๆ ในระดบัที�ทาํให้เกิดการตายของเซลล์และ
วิเคราะห์การหลั�งของฮีทชอคโปรตีน 60 ดว้ยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท สาํหรับกลไกการตายของเซลลจ์ะ
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ทาํการวิเคราะห์การหลั�งแลคเตทดีไฮโดรจิเนส และการเปลี�ยนแปลงของเยื�อหุ้มเซลล์โดยเทคนิคการ
ยอ้มดว้ยแอนเนกซินไฟว/์โพรพิเดียมไอโอไดด์ สําหรับการวิเคราะห์การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจาก
เซลลแ์มคโครฟาจ จะทาํการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคอีไลซา 

ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

ทราบถึงการหลั�งฮีทชอคโปรตีน 60 จากเซลล์สร้างกระดูกที�ได้รับความเครียดใน
รูปแบบต่าง ๆ และผลต่อการสร้างไซโตไคน์ที�เกี�ยวขอ้งกบัขบวนการอกัเสบ เพื�อเป็นความรู้พื!นฐาน
และนาํไปสู่การวิจยัในการป้องกนัหรือบรรเทาการเกิดการอกัเสบที�มีสาเหตุมาจากการบาดเจ็บหรือการ
ตายของเซลลส์ร้างกระดูกในสภาวะต่าง ๆ 



  17 

บทที� 2 
 

วสัดุสารเคมีและอุปกรณ์ 

 
วัสดุสารเคมีและอุปกรณ์ 

วสัดุสารเคมีและอุปกรณ์ที�ใชใ้นการวเิคราะห์ระบุใน ตารางที� 1 และ ตารางที� 2 ตามลาํดบั 
ตารางที� 1 วัสดุสารเคมี  

 วสัดุสารเคมี       บริษทั/ประเทศ 

1. อาหารเลี(ยงเซลลช์นิดดลัเบคโคโมดิฟายดอี์เกิลมีเดียม            Life Technology Corporation, USA 
   (Dulbecco ‘ s modified eagle medium หรือ DMEM)       
    ที�มีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7.3 
2. แอล-กลูตามีน (L-glutamine )           Life Technology Corporation, USA 
3. ยาปฏิชีวนะและยาตา้นเชื(อรา (Antibiotics-Antimycotics)        Life Technology Corporation, USA 
4. ฟีทลัโบไวน์ซีรัม (Fetal Bovine Serum หรือ FBS)           Life Technology Corporation, USA 
5. ไทรทอนเอกซ์ – 100 (Triton X – 100)          Fluka, Switzerland 
6. ทริส-ไฮโดรคลอไรด ์(Tris –Hydrochloride)         Sigma, Germany 
7. โซเดียมไบคาร์บอเนต (Sodium bicarbonate หรือ NaHCO3)   MERCK, Germany 
8. ชุดตรวจสาํเร็จรูป Annexin -V- FLUOS staining kit        Roche Applied Science, USA 
9. เอนไซมท์ริปซิน-อีดีทีเอ (Trypsin – EDTA)        Life Technology Corporation, USA 
10. โซเดียมฟลูออไรด ์(Sodium Fluoride)         Carlo Erba, Italy 
11. ไดไธโอธรีอิทอล (Dithiothreitol หรือ DTT )        Fluka, Switzerland 
12. อีดีทีเอ (EDTA)           Fluka, Switzerland 
13. อะคริลาไมด ์ความเขม้ขน้ 30 เปอร์เซ็นต ์        Bio-RAD, USA 
      (30% Acrylamide) 
14. โบรโมฟีนอลบล ู(Bromophenol blue)         Sigma, Germany 
15. เมธานอล (Methanol)           MERCK, Germany 
16. มวลโมเลกุลโปรตีนมาตรฐาน          Bio-RAD, USA 
17. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต           BDH, England 
      (Ammonium Persulfate หรือ APS) 



  18 

ตารางที� 1 (ต่อ) 

วสัดุสารเคมี       บริษทั/ประเทศ 

18. นมผงไร้ไขมนั (Non – fat dry milk)         Bio-RAD, USA 
      (Kaleidoscope prestained standards) 
19. โซเดียมคลอไรด ์(Sodium Chloride)         MERCK, Germany 
20. โซเดียมไพโรฟอสเฟต (Sodium pyrophosphate)       Sigma, Germany 
21. ทวีน-20 (Tween 20)           Fluka, Switzerland 
22. ชุดตรวจสาํเร็จรูป Cytotoxicity Detection Kit (LDH)        Roche Applied Science, USA 
23. ชุดตรวจปริมาณโปรตีนแบบบีซีเอ          Pierce, USA 
       (BCA Protein assay kit) 
24. โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต        Sigma, Germany 
      (Sodium Dodecyl Sulfate หรือ SDS) 
25. กลีเซอรอล (Glycerol)          Fluka, Switzerland 
26. แอนติบอดีต่อฮีทชอคโปรตีน 60 จากหนู        Chemicon, USA 
      (Mouse HSP 60 antibody)  
27. แอนติบอดีต่ออิมมูโนโกลบูลินจีของหนูที�เชื�อมต่อ       Jackson Immunoresearch, USA 
      กบัเอนไซมฮ์อสแรดิชเปอร์ออกซิเดส 
      (Horseradish Peroxidase (HRP)-conjugated  
       anti –mouse IgG)  
28. แอนติบอดีต่อเบตา้-แอคติน (Mouse beta-actin antibody)     Cell Signaling, USA 
29. ซบัสเตรทแบบเคมิลูมิเนสเซ็นตร์ะดบัพิโคกรัม        Pierce, USA 
      (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate)  
30. ไลโปโพลีแซคคาไรด ์(Lipopolysaccharide หรือ LPS)         Sigma, Germany 
31. ตะแกรงแยกเซลล ์(Cell strainer)         BD Falcon, USA 
32. จานหลุมแบบ 96 หลุม          NUNC, Denmark 
33. โปรตีนลูกผสมฮีทชอคโปรตีน 60          Stressgen, USA 
      (Recombinant HSP 60 หรือ rHSP60)  
34. ชุดตรวจอีไลซาสาํหรับทีเอนเอฟแอลฟาของหนู        eBioscience, USA 
      (Mouse TNF–α ELISA)  
35. โพแทสเซียมคลอไรด ์          Ajax Fine Chem, Australia 
      (Potassium chloride หรือ KCl)         
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ตารางที� 1 (ต่อ) 

วสัดุสารเคมี       บริษทั/ประเทศ 

36. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟส          MERCK, Germany 
       (Potassium dihydrogen phosphate หรือ KH2PO4) 
37. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอตเฟส          MERCK, Germany 
       (di-Sodium hydrogen phosphate หรือ Na2HPO4) 
38. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟสไดไฮเดรต        Fluka, Switzerland 
       (Sodium dihydrogen phosphate dehydrate หรือ 
       NaH2PO4) 
39. ขวดเพาะเลี(ยงเซลลข์นาด 75 ตารางเซนติเมตร         Corning Incorporated , USA 
       (75 cm2 tissue culture flask) 
40. จานเพาะเลี(ยงเซลลข์นาด 100 มิลลิเมตร         Corning Incorporated, USA 
       (100  mm tissue culture dish) 
41. ถาดหลุมเพาะเลี(ยงเซลลแ์บบ 6 หลุมและ 24 หลุม       Corning Incorporated, USA 
      (6-well plate และ 24-well plate) 
42. หลอดสาํหรับปั�นเหวี�ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตร         Biologix Research Company, USA 
      (Microcentrifuge tube) 
43. หลอดสาํหรับปั�นเหวี�ยงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร        Corning, USA 
44. เครื�องมือขดูเซลล ์(Cell scraper)         SPL Life Sciences, Korea 
45. สไลดแ์ละกระจกปิดสไลด ์          Sail Brand, China 
46. ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane)       Bio-RAD, USA 
47. ฟิลม์เอก็ซเรย ์(Clear blue X – ray film)        Thermo Scientific, USA 
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ตารางที� 2 อุปกรณ์และเครื�องมือ 

 อุปกรณ์          รุ่น    บริษทั/ประเทศ 

1. ตูป้ลอดเชื(อระดบั 2         ABS 1200   Bioquell, UK 
     (Class II Bio Safety Cabinet) 
2. ตูเ้ลี(ยงเซลล ์(Incubator)       HERAcell 240  Heraeus, Germany 
3. สไลดน์บัเซลลเ์มด็เลือด        -    BOECO, Germany 

(Haemacytometer) 
4. เครื�องปั�นเหวี�ยงแบบปรับอุณหภูมิ      HSC 15R   Thermo Scientific, USA 

(Refrigerated centrifuge)        
5. กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั      TMS-F   Nikon, Japan 

แบบเฟสคอนทรัสต ์ 
(Phase contrast inverted microscope) 

6. เครื�องทาํแห้งดว้ยความเยน็       Alpha2-4 LSC              Martin Christ, Germany 
(Lyophilizer) 

7. ตูแ้ช่เยน็ 4 องศาเซลเซียส      J-elegance   Mitsubishi, Japan 
8. ตูแ้ช่แขง็ -80 องศาเซลเซียส      UF 756   Dometic, USA   
9. ตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซลเซียส      SF-C997   Sanyo, Japan 
10. หมอ้นึ�งอดัไอ (Autoclave)      SS-325   Tomy, Japan 
11. อ่างนํ(าควบคุมอุณหภมิู (Water bath)        W350    Memmert, Germany 
12. เครื�องปั�นเหวี�ยง (Centrifuge)      D-78532   Hettich, Germany 
13. เครื�องเขยา่สาร (Vortex)      G-560E   ScientificIndustries,USA 
14. เครื�องวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)    520A    ORION, USA 
15. เครื�องถ่ายภาพใตแ้สงยวีู       TS-312A   Spectroline, USA 

(UV transilluminator) 
16. กลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต ์     DP71    Olympus, Japan 

(Fluorescent microscope) 
17.เครื�องอ่านจานหลุมแบบ 96 หลุม      MK II   Titertek, UK 

(Microplate reader)  
18.เครื�องทาํนํ(ากลั�นบริสุทธิ|        PURELAB Classic  ELGA, UK 
19. ชุดเจลอิเล็กโตรโฟริซิส       AE-6450   ATTO, Japan 

(Mini gel electrophoresis system) 
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ตารางที� 2 (ต่อ) 

 อุปกรณ์          รุ่น    บริษทั/ประเทศ 

20. ชุดถ่ายโอนโปรตีนดว้ยไฟฟ้า       Mini Trans-blot  Bio-RAD, USA 
(Mini trans – blot electrophoretic  
transfer system) 

21. เครื�องลา้งฟิลม์ (Film processor)     Dent-X 9000   ADA, USA 
22. เครื�องวดัความเขม้ของฟิลม์       Molecular Analyst V.1.4.1 Bio-RAD, USA 

(Densitometer) 
23. เครื�องดูด-จ่ายสารละลายอตัโนมติั      S8/12    Titertek, UK 

(Microplate washer) 
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วธีิการวจัิย 

การเพาะเลี%ยงเซลล์ 

1. เซลล์สร้างกระดูก  

เซลลที์�ใชใ้นการศึกษา คือ เซลล ์MC3T3-E1 ซึ� งเป็นเซลล์ pre-osteoblast จากกะโหลก
ศีรษะของหนู จากบริษทั ATCC ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยนาํเซลล์ไปเพาะเลี(ยงในอาหารเลี(ยงเซลล์
ชนิดแอลฟา-เอ็มอีเอม็ (α–MEM) ที�ประกอบดว้ยฟีทลัโบไวน์ซีรัม (Fetal Bovine Serum) ร้อยละ 10, 
แอล-กลูตามีน (L-glutamine) 2 มิลลิโมลาร์,  ยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลินจี (Penicillin G), สเตรปโตมยัซิน
ซัลเฟต (Streptomycin sulfate) และยาฆ่าเชื(อราแอมโฟเทอริซินบี (Amphotericin B) ในปริมาณ 100 
หน่วยสากลต่อมิลลิลิตร, 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั ใน
ขวดเพาะเลี(ยงเซลล ์ภายใตส้ภาวะที�มีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และความชื(น  ที�อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยมีการเปลี�ยนอาหารเลี(ยงเซลลทุ์ก 2-3 วนั เมื�อเซลลเ์จริญเติบโตจนกระทั�งมีความหนาแน่น
ประมาณร้อยละ 80-95  จะถูกนาํมาแยกออกจากขวดเพาะเลี(ยง โดยใชเ้อนไซมท์ริปซิน-อีดีทีเอ ที�ความ
เขม้ขน้ร้อยละ 0.05 จากนั(นนบัเซลลด์ว้ยสไลดน์บัเซลลเ์มด็เลือด และหว่านเซลลล์งไปเพาะเลี(ยงในถาด
หลุมเลี( ยงเซลล์ จนได้เซลล์ที� มีความหนาแน่นประมาณร้อยละ 90 ของพื(นที�  ก่อนนําเซลล์ที�ได้ไป
ทดสอบต่อไป 

2. เซลล์แมคโครฟาจ 

เซลลที์�ใชใ้นการศึกษา คือ เซลล ์RAW 264.7 ซึ� งเป็นเซลล์โมโนไซต/์แมคโครฟาจ 
(monocyte/macrophage) ของหนู จากบริษทั ATCC ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยนาํเซลลไ์ปเพาะเลี(ยงใน
อาหารชนิดดีเอม็อีเอม็ (DMEM) ที�ประกอบดว้ยฟีทลัโบไวน์ซีรัมร้อยละ 10 และมียาปฏิชีวนะเพนนิซิล
ลินจี, สเตรปโตมยัซินซัลเฟต และยาฆ่าเชื(อราแอมโฟเทอริซินบี ในปริมาณ 100 หน่วยสากลต่อ
มิลลิลิตร, 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั ในจานเพาะเลี(ยง
เซลล ์ภายใตส้ภาวะที�มีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และความชื(น  ที�อุณหภมิู 37 องศาเซลเซียส โดยมี
การเปลี�ยนอาหารเลี( ยงเซลลทุ์ก 2-3 วนั เมื�อเซลล์เจริญเติบโตจนกระทั�งมีความหนาแน่นประมาณร้อย
ละ 90-95 จะถูกนาํมาแยกออกจากจานเพาะเลี(ยงเซลลโ์ดยใชเ้ครื�องมือขดูเซลลก์วาดลงบนบริเวณพื(นผิว
ของจานเลี(ยงเซลล ์จากนั(นนับเซลลด์ว้ยสไลด์นบัเซลลเ์ม็ดเลือด และหว่านเซลลล์งไปเพาะเลี(ยงในถาด
หลุมเลี(ยงเซลล ์จนไดเ้ซลลที์�มีความหนาแน่นประมาณร้อยละ 90-95 ของพื(นที� ก่อนนาํเซลล์ที�ไดไ้ป
ทดสอบต่อไป 
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การทดสอบเซลล์ 

ในการทดสอบผลของความเครียดในรูปแบบต่าง ๆ ต่อเซลล์สร้างกระดูก ทาํการ
เพาะเลี(ยงเซลล ์MC3T3-E1 ในจานหลุมเพาะเลี(ยงเซลล ์จนกระทั�งเกิดการเจริญเต็มหลุมเพาะเลี(ยงเซลล ์
ทาํการเปลี�ยนอาหารเลี(ยงเซลลเ์ป็นแอลฟา-เอ็มอีเอม็ที�ไม่มีส่วนประกอบของฟีทลัโบไวน์ซีรัม จากนั(น
นาํถาดหลุมที�มีเซลลไ์ปทาํการทดสอบดงัต่อไปนี(  
กลุ่มที� 1 ฉายดว้ยรังสียวีูเป็นระยะเวลา 1 ชั�วโมง   
กลุ่มที� 2 แช่แขง็ที�อุณหภมิู -80 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที สลบักบัละลายที�อุณหภมิูห้อง นาน 

40 นาที เป็นจาํนวน 4 ครั( ง 
กลุ่มที� 3 ทดสอบดว้ยยาไอบูโพรเฟน ที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั�วโมง  
กลุ่มที� 4  ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที   
กลุ่มที� 5 ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที   

ในการทดสอบผลของอาหารเลี(ยงเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูก (conditioned media) ที�
ไดรั้บความเครียดต่อเซลลแ์มคโครฟาจ ทาํการเพาะเลี(ยงเซลล ์RAW 264.7 ในจานหลุมเพาะเลี(ยงเซลล ์
จนกระทั�งเกิดการเจริญเต็มหลุมเพาะเลี( ยงเซลล์ จากนั(นนาํถาดหลุมที�มีเซลลไ์ปทาํการทดสอบและนาํ
เซลลก์ลบัไปเลี(ยงในตูเ้ลี(ยงเซลลต่์ออีก 24 ชั�วโมง ดงัต่อไปนี(  
กลุ่ม A ทาํการเติมโปรตีนลูกผสมฮีทชอคโปรตีน 60 (recombinant HSP60 หรือ rHSP60) ที�

ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ลงในหลุมเพาะเลี(ยงเซลลแ์มคโครฟาจ      
กลุ่ม B ทาํการเติมอาหารเลี(ยงเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บความเครียดแบบต่างๆ ลงใน

หลุมเพาะเลี(ยงเซลลแ์มคโครฟาจ   
กลุ่ม C ทาํการเติมแอนติบอดีต่อฮีทชอคโปรตีน 60 จากหนู (Mouse HSP 60 antibody) ที�ความ

เขม้ขน้ 30 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรและอาหารเลี(ยงเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บ
ความเครียดแบบต่างๆ ลงในหลุมเพาะเลี(ยงเซลลแ์มคโครฟาจ     

การทดสอบการหลั�งแลคเตทดไีฮโดรจิเนส (Lactate Dehydrogenase หรือ LDH) จากเซลล์ที�เกิดการรั�ว

ของเยื�อหุ้มเซลล์ 

นาํตวัอยา่งอาหารเลี(ยงเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูก (conditioned media) ที�ผ่านทดสอบ
เซลลใ์นรูปแบบต่าง ๆ ไปทาํปฎิกิริยากบัสารเคมีในชุดตรวจ Cytotoxicity Detection Kit ตามคาํแนะนาํ
ของบริษทั โดยเติมสารละลายสาํหรับทดสอบลงในตวัอยา่งในจานหลุมแบบ 96 หลุม ทาํการบ่มเป็น
เวลา 30 นาที ที�อุณหภูมิห้องในสภาวะมืด จากนั(นเติมสารละลายเพื�อหยุดปฏิกิริยาและเขยา่จานหลุม
เป็นเวลา 10 วินาที นําไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเครื� องอ่านจานหลุมแบบ 96 หลุม (Microplate 
reader) ที�ความยาวคลื�น 492 และ 690 นาโนเมตร 
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การทดสอบรูปแบบการตายของเซลล์ด้วยเทคนิคการย้อมแอนเนกซินไฟว์/โพรพิเดียมไอโอไดด์ 

(Annexin-V/Propidium iodide) 

ทาํการเพาะเลี(ยงเซลลบ์นแผ่นกระจกปิดสไลดที์�วางอยูใ่นถาดหลุมเลี(ยงเซลล ์จากนั(น
ทาํการทดสอบเซลลใ์นรูปแบบต่าง ๆ ก่อนนาํเซลลไ์ปยอ้มดว้ยชุดตรวจ Annexin -V- FLUOS ตาม
คาํแนะนาํของบริษทั โดยทาํการลา้งเซลล์ดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ (Phosphate Buffer 
Saline หรือ PBS) ที�มีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 7.4 จากนั(นยอ้มดว้ยแอนเนกซินไฟว ์(Annexin-V) 
ซึ�งเชื�อมต่อกบัสารฟลูออเรสซีน (Fluorescein) เพื�อตรวจสอบเซลลที์�เกิดอะพอพโทซิส (apoptosis) และ
ยอ้มดว้ยโพรพิเดียมไอโอไดด ์(Propidium iodide) เพื�อตรวจสอบเซลลที์�เกิดเนโครซิส (necrosis) เป็น
เวลา 10-15 นาที ที�อุณหภมิูหอ้ง จากนั(นนาํแผน่กระจกที�มีเซลลไ์ปวางคว ํ�าลงบนแผน่สไลด ์ บนัทึกภาพ
ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต ์(Fluorescent microscope) 

การวเิคราะห์ปริมาณฮีทชอคโปรตีน 60  (HSP60) ด้วยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท (Western blot)  

ทาํการเกบ็ตวัอยา่งอาหารเลี(ยงเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูก (conditioned media) และ
สารละลายจากเซลล ์(cell lysate) ที�ผา่นทดสอบเซลลใ์นรูปแบบต่าง ๆ และทาํการวิเคราะห์ดงันี(  

1. การวเิคราะห์ตัวอย่างอาหารเลี%ยงเซลล์ของเซลล์สร้างกระดูก (conditioned media)  

นาํตวัอยา่งอาหารเลี(ยงเซลลไ์ปแช่แขง็ที�อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 
24 ชั�วโมง และนาํไปทาํแห้งดว้ยเครื�องทาํแห้งดว้ยความเยน็ (Lyophilizer) เมื�อตวัอยา่งแห้งสนิทดีแลว้ 
จึงนําไปวิเคราะห์ด้วยวิธีการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า (SDS-PAGE) ที�ใช้โพลีอะคริละไมด ์
(Acrylamide) ความเขม้ขน้ร้อยละ 4 และ 10 ตามลาํดบั โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 30 มิลลิแอมแปร์ นาน 90 
นาที เมื�อโปรตีนมาตรฐานเคลื�อนที�แยกออกจากกนัแลว้ จึงเคลื�อนยา้ยโปรตีนทั(งหมดที�อยู่ในแผ่นเจล 
ลงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane) โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 80 มิลลิ
แอมแปร์ นาน 16 ชั�วโมง จากนั(นนาํแผ่นเมมเบรนที�ทาํการเคลื�อนยา้ยโปรตีนสาํเร็จแลว้ มาบ่มด้วย
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ที�ประกอบดว้ยนมผงไร้ไขมนัร้อยละ 5 จากนั(นตรวจจับด้วย
แอนติบอดีต่อฮีทชอคโปรตีน 60 (HSP 60 antibody) และแอนติบอดีต่ออิมมูโนโกลบูลินจีของหนูที�
เชื�อมต่อกบัเอนไซมฮ์อสแรดิชเปอร์ออกซิเดส (HRP-conjugated anti–mouse IgG) ตามลาํดบั ก่อน
นําไปทาํปฎิกิริยากับซับสเตรทแบบเคมิลูมิเนสเซ็นต์ระดับพิโคกรัม (SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate) และตรวจหาสัญญาณด้วยการประกบฟิล์ม เพื�อนาํไปวิเคราะห์ด้วย
เครื�องวดัความเขม้ของสัญญาณดว้ยเครื�องวดัความเขม้ของฟิลม์ (Densitometer) ต่อไป 
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2. การวิเคราะห์สารละลายจากเซลล์ (cell lysate)  

ทาํการเติมสารละลายไลซิส (lysis buffer) ลงไปในหลุมเลี(ยงเซลล ์และใชเ้ครื�องมือขดู
เซล์กวาดบนบริเวณพื(นผิวของจานเลี( ยงเซลล์จนกระทั�งเซลล์หลุดออกมา นําส่วนที�เป็นของเหลว
ทั(งหมดไปใส่ในเครื�องปั�นเหวี�ยง ที�อุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 14,000 x g เป็นเวลา 5 นาที เพื�อ
แยกส่วนที�เป็นของเหลวออกจากเศษเซลล ์ทาํการวดัปริมาณโปรตีนที�ละลายอยูใ่นส่วนที�เป็นของเหลว
ดว้ยชุดตรวจปริมาณโปรตีน (BCA Protein assay) โดยคาํนวณเปรียบเทียบกบักราฟโปรตีนมาตรฐาน 
เมื�อทราบปริมาณความเขม้ขน้ของโปรตีนตัวอย่างจากเซลล์แล้ว จึงนําไปวิเคราะห์ด้วยวิธีการแยก
โปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้า และตรวจจบัด้วยแอนติบอดีต่อฮีทชอคโปรตีน 60 เช่นเดียวกบัที�กล่าวมา
ขา้งต้น นอกจากนี( ทาํการตรวจจับสัญญาณของเบตา้-แอคติน (beta-actin) เพื�อใช้ในการคาํนวณ
เปรียบเทียบปริมาณของฮีทชอคโปรตีน 60 ต่อไป 

การวเิคราะห์การสร้างทีเอนเอฟแอลฟา (TNF-alpha) ด้วยเทคนิคอีไลซา (ELISA) 

หลงัจากทาํการทดสอบเซลลแ์มคโครฟาจแลว้ ทาํการวดัปริมาณของทีเอนเอฟแอลฟา 
ที�ถูกปล่อยออกมาในอาหารเลี(ยงเซลลด์ว้ยชุดตรวจ TNF-alpha ELISA ตามคาํแนะนาํของบริษทั โดย
เคลือบจานหลุมด้วยแอนติบอดีตวัจบั (capture antibody) จากนั(นตรวจจับทีเอนเอฟแอลฟาดว้ย
แอนติบอดีตวัตรวจ (detection antibody), อะวิดีน-เอชอาร์พี (Avidin-HRP) และสารละลายซับสเตรท 
(substrate solution)  ก่อนเติมสารละลายเพื�อหยดุปฏิกิริยา (stop solution) และนาํไปอ่านค่าการดูดกลืน
แสงดว้ยเครื�องอ่านจานหลุมแบบ 96 หลุม ที�ความยาวคลื�น 450 และ 570 นาโนเมตร จากนั(นคาํนวณหา
ปริมาณของทีเอนเอฟแอลฟาด้วยการเปรียบเทียบกบักราฟโปรตีนมาตรฐานที�ทราบปริมาณความ
เขม้ขน้  

การวเิคราะห์ทางสถติิ 

ทาํการวิเคราะห์ทางสถิติเพื�อเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี�ยของปริมาณแลค
เตทดีไฮโดรจิเนส, ฮีทชอคโปรตีน 60 และ ทีเอนเอฟแอลฟา ดว้ย One – way ANOVA และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างระหว่างกลุ่ม (multiple comparison) ดว้ย Dunnett’s หรือ Tukey’s multiple comparison 
test ที�ระดับความเชื�อมั�นร้อยละ 95 จาํนวนตวัอย่างที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มในแต่ละการทดลองมีค่ามากกว่า
หรือเท่ากบั 3 แต่ละการทดลองจะทาํซํ( าอยา่งนอ้ย 2 ครั( ง 
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บทที� 3 

 

ผลการวจิัย 

 
ผลของความเครียดในระดบัที�ทําให้เกิดการตายของเซลล์ต่อการรั�วของเยื�อหุ้มเซลล์สร้างกระดูก 

เมื�อทดสอบความเครียดในรูปแบบต่าง ๆ ในระดบัที�ทาํให้เกิดการตายของเซลลก์บั
เซลล์สร้างกระดูก เพื�อศึกษาการรั�วของเยื�อหุ้มเซลล์ โดยทดสอบการหลั�งแลคเตทดีไฮโดรจิเนสหรือ
แอลดีเอช (LDH) พบว่า ทนัทีภายหลงัจากการทดสอบเซลลส์ร้างกระดูกดว้ยรังสียวูีหรือการแช่แข็ง
สลบักบัการละลาย พบการหลั�งของแอลดีเอชออกมาภายนอกเซลลใ์นปริมาณที�เพิ�มขึ9นอยา่งมีนัยสําคญั
ทางสถิติ เมื�อเทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) โดยเซลล์กลุ่มที�ผ่านการแช่แข็งสลบักบัการละลายมี
ปริมาณการรั�วไหลของแอลดีเอชมากที�สุด ในขณะที�เซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�
ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ หรือไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที หรือ 
30 นาที ไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัของการหลั�งของแอลดีเอชจากเซลลส์ร้างกระดูก ดงัแสดง
ในรูปที� 8   

เมื�อเวลาผ่านไป 24 ชั�วโมง ภายหลงัการทดสอบ พบว่ามีการเปลี�ยนแปลงของปริมาณ
แอลดีเอชที�หลั�งจากเซลลส์ร้างกระดูก โดยเซลลใ์นกลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไม
โครโมลาร์ หรือไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีมีการหลั�งแอลดีเอชออก
มานอกเซลลใ์นปริมาณที�สูงกว่ากลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) และปริมาณแอลดีเอช
ในอาหารเลี9ยงเซลลข์องกลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีมีปริมาณ
มากกวา่กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ อยา่งไรก็ตามเซลลก์ลุ่มที�ผ่านการ
แช่แข็งสลบักบัการละลายซึ� งเป็นกลุ่มควบคุมเชิงบวก ยงัคงมีปริมาณแอลดีเอชที�ตรวจพบในอาหาร
เลี9ยงเซลลม์ากที�สุด ซึ� งแสดงให้เห็นถึงการเกิดการรั�วของเยื�อหุ้มเซลลใ์นปริมาณสูงที�สุด ดงัแสดงในรูป
ที� 9 
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รูปที� 8  กราฟแสดงปริมาณการหลั�งแอลดีเอช (LDH release) ในอาหารเลี9ยงเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูก
ที�วิเคราะห์ดว้ย Cytotoxic Detection kit ที�เวลา 0 ชั�วโมง ภายหลงัจากการไดรั้บความเครียด
แบบต่างๆ โดยที�มี กลุ่มควบคุม, กลุ่มที� 1 คือ กลุ่มที�ไดรั้บรังสียวีู, กลุ่มที� 2 คือ กลุ่มที�ผา่นการ
แช่แขง็สลบักบัการละลาย, กลุ่มที� 3 คือ กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโคร
โมลาร์, กลุ่มที� 4 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที, กลุ่ม

ที� 5 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที (p<0.05; ∗ 
เปรียบเทียบกบักลุ่มอื�น) จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่ามากกวา่หรือเท่ากบั 3 และการ
ทดลองจะทาํซํ9 าอยา่งนอ้ย 2 ครั9 ง 
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รูปที� 9   กราฟแสดงการหลั�งแอลดีเอช (LDH release) ในอาหารเลี9ยงเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูกที�
วิเคราะห์ดว้ย Cytotoxic Detection kit ที�เวลา 24 ชั�วโมง ภายหลงัจากการไดรั้บความเครียด
แบบต่างๆ โดยที�มี กลุ่มควบคุม, กลุ่มที� 1 คือ กลุ่มที�ไดรั้บรังสียวูี, กลุ่มที� 2 คือ กลุ่มที�ผา่น
การแช่แขง็สลบักบัการละลาย, กลุ่มที� 3 คือ กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 
ไมโครโมลาร์, กลุ่มที� 4 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที, กลุ่มที� 5 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  

(p<0.05; ∗ เปรียบเทียบกบักลุ่มอื�น) จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่ามากกว่าหรือ
เท่ากบั 3 และการทดลองจะทาํซํ9 าอยา่งนอ้ย 2 ครั9 ง 

จากการศึกษานี9แสดงให้เห็นว่า ยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ หรือ
ความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ทาํให้เกิดการรั�วของเยื�อหุ้มเซลลส์ร้างกระดูก 
ภายใน 24 ชั�วโมง ในขณะที�ความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ไม่มีผลต่อการรั�ว
ของเยื�อหุม้เซลลส์ร้างกระดูก   
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ผลของความเครียดในระดับที�ทําให้เกิดการตายของเซลล์ต่อการหลั�งและการแสดงออกของฮีทชอค

โปรตีน 60 จากเซลล์สร้างกระดูกด้วยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท 

จากการวิเคราะห์ปริมาณของฮีทชอคโปรตีน 60 ในส่วนของอาหารเลี9 ยงเซลล์และ
สารละลายจากเซลลส์ร้างกระดูกดว้ยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท ภายหลงัจากทดสอบเซลลด์ว้ยความเครียด
ในรูปแบบต่าง ๆ ในระดบัที�ทาํให้เกิดการตายของเซลล ์พบว่า ทนัทีภายหลงัทาํการทดสอบ สามารถ
ตรวจพบฮีทชอคโปรตีน 60 ในปริมาณสูงในอาหารเลี9ยงเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มที�ผ่านการ
แช่แข็งสลบักบัการละลายเท่านั9น แต่ไม่สามารถตรวจพบฮีทชอคโปรตีน 60 ในอาหารเลี9ยงเซลลข์อง
เซลลใ์นกลุ่มทดสอบอื�นๆ รวมทั9งกลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรูปที� 10 และจากการวิเคราะห์การแสดงออก
ของฮีทชอคโปรตีน 60 ที�อยู่ภายในเซลล์สร้างกระดูกที�ผ่านการทดสอบ พบการเพิ�มขึ9นของปริมาณ
ฮีทชอคโปรตีน 60 ภายในเซลล์สร้างกระดูกในกลุ่มที�ผ่านการแช่แข็งสลบักบัการละลายมากที�สุด 
ในขณะที�กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ หรือไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 
47 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 หรือ 30 นาที ไม่พบการเปลี�ยนแปลงของปริมาณฮีทชอคโปรตีน 60 
ภายในเซลล ์เมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรูปที� 10 และรูปที� 11   

 
 

รูปที� 10  ภาพแสดงปริมาณของฮีทชอคโปรตีน 60 (HSP60) ที�หลั�งออกมาอยูใ่นอาหารเพาะเลี9ยงเซลล ์
(conditioned media) และที�อยูภ่ายในเซลล ์(cell lysate) ของเซลลส์ร้างกระดูก ดว้ยเทคนิคเวส
เทิร์น บลอท ที�เวลา 0 ชั�วโมง ภายหลงัจากการไดรั้บความเครียดแบบต่างๆ โดยที�มี กลุ่ม
ควบคุม, กลุ่มที� 1 คือ กลุ่มที�ไดรั้บรังสียวูี, กลุ่มที� 2 คือ กลุ่มที�ผา่นการแช่แขง็สลบักบัการ
ละลาย, กลุ่มที� 3 คือ กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์, กลุ่มที� 4 
คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที, กลุ่มที� 5 คือ กลุ่มที�
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ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  สาํหรับเบตา้-แอคติน (beta-
actin) ใชเ้ป็นตวัควบคุมภายใน (internal control) จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่า
มากกวา่หรือเท่ากบั 3 และการทดลองจะทาํซํ9 าอยา่งนอ้ย 2 ครั9 ง 

 

 

 
รูปที� 11  กราฟแสดงปริมาณการแสดงออกของฮีทชอคโปรตีน 60 (HSP60) ที�อยูภ่ายในเซลล ์ (cell 

lysate) ของเซลลส์ร้างกระดูก เทียบกบัปริมาณเบตา้-แอคติน (beta-actin) ดว้ยเทคนิคเวส
เทิร์นบลอท ที�เวลา 0 ชั�วโมง ภายหลงัจากการไดรั้บความเครียดแบบต่างๆ โดยที�มี กลุ่ม
ควบคุม, กลุ่มที� 1 คือ กลุ่มที�ไดรั้บรังสียวูี, กลุ่มที� 2 คือ กลุ่มที�ผา่นการแช่แขง็สลบักบัการ
ละลาย, กลุ่มที� 3 คือ กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบู โพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์, กลุ่มที� 
4 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที, กลุ่มที� 5 คือ กลุ่ม
ที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีจาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่
ละกลุ่มมีคา่มากกว่าหรือเท่ากบั 3 และการทดลองจะทาํซํ9 าอยา่งนอ้ย 2 ครั9 ง 

 

ภายหลงัทาํการทดสอบเป็นเวลา 24 ชั�วโมง พบว่ามีปริมาณของฮีทชอคโปรตีน 60 ใน
อาหารเลี9ยงเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มที�ผา่นการแช่แขง็สลบักบัการละลายเพิ�มมากขึ9น แต่ยงัไม่
สามารถตรวจพบฮีทชอคโปรตีน 60 ในอาหารเลี9ยงเซลลข์องเซลลใ์นกลุ่มทดสอบอื�นๆ ดงัแสดงในรูป
ที� 12 และจากการวิเคราะห์ปริมาณของฮีทชอคโปรตีน 60 ภายในเซลล์ ไม่พบฮีทชอคโปรตีน 60 อยู่
ภายในเซลล์สร้างกระดูกในกลุ่มที�ผ่านการแช่แข็งสลบักบัการละลาย ในขณะที�เซลล์สร้างกระดูกใน
กลุ่มที�ไดรั้บรังสียูวี มีปริมาณของฮีทชอคโปรตีน 60 อยู่ภายในเซลล์เพิ�มขึ9นอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ
เมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) อย่างไรก็ตามไม่พบการเพิ�มขึ9นของฮีทชอคโปรตีน 60 ใน
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เซลลส์ร้างกระดูกกลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ หรือไดรั้บความร้อนที�
อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 หรือ 30 นาที เมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ดงัแสดงในรูปที� 12 
และรูปที� 13 
 

จากการศึกษานี9แสดงให้เห็นว่า ยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ หรือ
ความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 หรือ 30 นาที ไม่ทาํให้เกิดการหลั�งฮีทชอคโปรตีน 60 
หรือการเปลี�ยนแปลงของปริมาณฮีทชอคโปรตีน 60 ภายในเซลล์สร้างกระดูก จากการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิคเวสเทิร์นบลอท ในขณะที�เซลล์สร้างกระดูกที�เกิดการตายแบบเนโครซิสทาํให้เกิดการหลั�งของ
ฮีทชอคโปรตีน 60 ออกมาภายนอกเซลลท์นัทีภายหลงัการทดสอบ และเกิดการหลั�งของโปรตีนออกมา
ภายนอกเกือบทั9งหมดภายในเวลา 24 ชั�วโมง  

 

 

 
รูปที� 12  ภาพแสดงปริมาณของฮีทชอคโปรตีน 60 (HSP60) ที�หลั�งออกมาอยูใ่นอาหารเพาะเลี9ยงเซลล ์

(conditioned media) และที�อยูภ่ายในเซลล ์(cell lysate) ของเซลลส์ร้างกระดูก ดว้ยเทคนิคเวส
เทิร์น บลอทที�เวลา 24 ชั�วโมง ภายหลงัจากการไดรั้บความเครียดแบบต่างๆ โดย ที�มี กลุ่ม
ควบคุม, กลุ่มที� 1 คือ กลุ่มที�ไดรั้บรังสียวูี, กลุ่มที� 2 คือ กลุ่มที�ผา่นการแช่แขง็สลบักบัการ
ละลาย, กลุ่มที� 3 คือ กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์, กลุ่มที� 4 
คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที, กลุ่มที� 5 คือ กลุ่มที�
ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  สาํหรับเบตา้-แอคติน (beta-
actin) ใชเ้ป็นตวัควบคุมภายใน (internal control) จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่า
มากกวา่หรือเท่ากบั 3 และการทดลองจะทาํซํ9 าอยา่งนอ้ย 2 ครั9 ง 
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รูปที� 13  กราฟแสดงปริมาณการแสดงออกของฮีทชอคโปรตีน 60 (HSP60) ที�อยูภ่ายในเซลล ์ (cell 
lysate) ของเซลลส์ร้างกระดูก เปรียบเทียบกบัปริมาณเบตา้-แอคติน (beta-actin) ดว้ยเทคนิค
เวสเทิร์นบลอทที�เวลา 24 ชั�วโมง ภายหลงัจากการไดรั้บความเครียดแบบต่างๆ โดยที�มี กลุ่ม
ควบคุม, กลุ่มที� 1 คือ กลุ่มที�ไดรั้บรังสียวูี, กลุ่มที� 2 คือ กลุ่มที�ผา่นการแช่แขง็สลบักบัการ
ละลาย, กลุ่มที� 3 คือ กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์, กลุ่มที� 4 
คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที, กลุ่มที� 5 คือ กลุ่มที�

ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  (p<0.05; ∗ เปรียบเทียบกบั

กลุ่มอื�น, ∗∗ เปรียบเทียบกบักลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาทีและ 30นาที) จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่ามากกว่าหรือเท่ากบั 3 และการ
ทดลองจะทาํซํ9 าอยา่งนอ้ย 2 ครั9 ง 
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ผลของโปรตีนลูกผสมฮีทชอคโปรตนี 60 ต่อการสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลล์แมคโครฟาจ 

การศึกษาที�ผ่านมาพบว่าฮีทชอคโปรตีน 60 สามารถกระตุน้เซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนั
ได ้ดงันั9นในการศึกษานี9 จึงทาํการทดสอบเซลลแ์มคโครฟาจดว้ยโปรตีนลูกผสมฮีทชอคโปรตีน 60 และ
ทาํการวิเคราะห์ปริมาณของทีเอนเอฟ-แอลฟาที�เซลลแ์มคโครฟาจสร้างและหลั�งออกมาในอาหารเลี9ยง
เซลล์ดว้ยเทคนิคอีไลซา ซึ� งจากการทดสอบพบว่า โปรตีนลูกผสมฮีทชอคโปรตีน 60 ไม่มีผลต่อการ
สร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลล์แมคโครฟาจภายหลงัการกระตุน้เป็นเวลา  6 ชั�วโมง แต่สามารถ
กระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลลแ์มคโครฟาจไดภ้ายในเวลา 24 ชั�วโมง โดยผลการกระตุน้
จะเพิ�มมากขึ9นตามความเขม้ขน้ของโปรตีนลูกผสมฮีทชอคโปรตีน 60 ที�ใช้ในการทดสอบที�ความ
เขม้ขน้ 1 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อยา่งไรก็ตามปริมาณทีเอนเอฟ-แอลฟาที�เพิ�มขึ9นในอาหาร
เลี9ยงเซลล์แมคโครฟาจไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม ดงั
แสดงในรูปที� 14 

จากผลการทดลองนี9 แสดงให้เห็นว่า ฮีทชอคโปรตีน 60 ที�อยู่ภายนอกเซลล์ที�ความ
เขม้ขน้ 1 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถกระตุน้ให้เซลลแ์มคโครฟาจสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟา
ซึ� งเป็นไซโตไคน์ที�เกี�ยวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบในปริมาณที�เพิ�มขึ9นไดภ้ายในเวลา 24 ชั�วโมง โดย
ผลการกระตุน้จะเพิ�มขึ9นตามปริมาณของฮีทชอคโปรตีน 60 ที�อยูภ่ายนอกเซลล ์
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รูปที� 14  กราฟแสดงปริมาณการสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟา (TNF-alpha) จากเซลลแ์มคโครฟาจ ดว้ย
เทคนิคอีไลซา ภายหลงัจากทาํการทดสอบดว้ยโปรตีนลูกผสมฮีทชอคโปรตีน 60 (rHSP60) 

ในปริมาณ 1 หรือ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (µg/ml) เป็นเวลา 6 หรือ 24 ชั�วโมง จาํนวน
ตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่ามากกว่าหรือเท่ากบั 3 และการทดลองจะทาํซํ9 าอยา่งนอ้ย 2 
ครั9 ง 
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ผลของอาหารเลี/ยงเซลล์สร้างกระดูกภายหลังจากได้รับความเครียดในระดับที�ทําให้เกิดการตายของ

เซลล์ต่อการสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลล์แมคโครฟาจ 

ภายหลงัจากการกระตุน้ให้เซลลส์ร้างกระดูกไดรั้บความเครียดในรูปแบบต่าง ๆ ใน
ระดบัที�ทาํให้เกิดการตายของเซลล์ นาํเซลล์สร้างกระดูกไปเพาะเลี9 ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั�วโมง แลว้จึง
นาํเอาอาหารเลี9ยงเซลลส์ร้างกระดูกไปทดสอบกบัเซลลแ์มคโครฟาจ โดยแบ่งกลุ่มการทดสอบออกเป็น 
2 กลุ่ม คือ กลุ่มที�มีอาหารเลี9ยงเซลลจ์ากเซลลส์ร้างกระดูกเพียงอยา่งเดียว  และกลุ่มที�มีอาหารเลี9ยงเซลล์
สร้างกระดูกร่วมกบัแอนติบอดี9 ต่อฮีทชอคโปรตีน 60 จากนั9นจึงวิเคราะห์ปริมาณของทีเอนเอฟ-แอลฟา
ที�เซลลแ์มคโครฟาจสร้างและหลั�งออกมาในอาหารเลี9ยงเซลลด์ว้ยเทคนิคอีไลซา 

จากผลการวิเคราะห์ปริมาณทีเอนเอฟ-แอลฟาเมื�อทาํการกระตุน้เซลลแ์มคโครฟาจดว้ย
อาหารเลี9ยงเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บความเครียดในระดบัที�ทาํให้เกิดการตายของเซลล ์พบว่า อาหาร
เลี9ยงเซลล์สร้างกระดูกทุกกลุ่มสามารถกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลล์แมคโครฟาจไดใ้น
ปริมาณที�แตกต่างกนัไปเมื�อเทียบกบักลุ่มควบคุม โดยเซลล์สร้างกระดูกในกลุ่มที�ได้รับความร้อนที�
อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาทีสามารถกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลลแ์มค
โครฟาจไดอ้ยา่งมีนัยสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) เมื�อเทียบกบักลุ่มควบคุมซึ� งไดรั้บอาหารเลี9ยงเซลลส์ร้าง
กระดูกที�ไม่ไดรั้บความเครียด นอกจากนี9 ยงัพบว่าการเพิ�มขึ9นของทีเอนเอฟ-แอลฟาที�สร้างจากเซลล์
แมคโครฟาจในกลุ่มที�ได้รับอาหารเลี9 ยงเซลล์สร้างกระดูกที�ได้รับความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที มีปริมาณใกลเ้คียงกบัเซลลแ์มคโครฟาจในกลุ่มที�ไดรั้บอาหารเลี9ยงเซลล์
สร้างกระดูกที�เกิดการตายแบบเนโครซิสจากการผ่านการแช่แขง็สลบักบัการละลาย ในขณะที�อาหาร
เลี9ยงเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที และยาไอบูโพร 
เฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ สามารถกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลลแ์มคโครฟาจ
ไดใ้นปริมาณเล็กน้อย นอกจากนี9 จากการเติมแอนติบอดี9 ต่อฮีทชอคโปรตีน 60 ลงในอาหารเลี9 ยงเซลล ์
เพื�อศึกษาความเกี�ยวขอ้งของฮีทชอคโปรตีน 60 กบัการกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลลแ์มค
โครฟาจในสภาวะที�มีอาหารเลี9ยงเซลลส์ร้างกระดูก พบว่า แอนติบอดี9 ต่อฮีทชอคโปรตีน 60 ทาํให้เกิด
การลดลงของปริมาณทีเอนเอฟ-แอลฟาที�หลั�งออกมาจากเซลลแ์มคโครฟาจในทุกกลุ่มการทดสอบ ดงั
แสดงในรูปที� 15 
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รูปที� 15 กราฟแสดงปริมาณการสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟา (TNF-alpha production) จากเซลลแ์มคโครฟาจ 
ดว้ยเทคนิคอีไลซา ที�เวลา 24 ชั�วโมง ภายหลงัการกระตุน้ดว้ยอาหารเลี9ยงเซลล ์ (conditioned 
media) จากเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บความเครียดจากรูปแบบต่างๆ และเติมแอนติบอดีต่อ
ฮีทชอคโปรตีน 60 โดยที�มี กลุ่มควบคุม, กลุ่มที� 1 คือ กลุ่มที�ไดรั้บรังสียวูี, กลุ่มที� 2 คือ กลุ่มที�
ผา่นการแช่แขง็สลบักบัการละลาย, กลุ่มที� 3 คือ กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 
ไมโครโมลาร์, กลุ่มที� 4 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที, กลุ่มที� 5 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

(p<0.05; ∗ เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม) จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่ามากกว่าหรือ
เท่ากบั 3 และการทดลองจะทาํซํ9 าอยา่งนอ้ย 2 ครั9 ง) 

การทดลองนี9แสดงให้เห็นว่า อาหารเลี9ยงเซลลส์ร้างกระดูกที�ผ่านการไดรั้บยาไอบูโพร 
เฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ หรือความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที ไม่มี
ผลกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลล์แมคโครฟาจ ในขณะที�อาหารเลี9ยงเซลลส์ร้างกระดูกที�
ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที สามารถกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-
แอลฟาจากเซลล์แมคโครฟาจไดใ้นระดับที�ใกลเ้คียงกบัอาหารเลี9 ยงเซลล์สร้างกระดูกที�เกิดการตาย
แบบเนโครซิส นอกจากนี9 ฮีทชอคโปรตีน 60 ที�อยู่ในอาหารเลี9 ยงเซลล์น่าจะเป็นมีความเกี�ยวขอ้งกบั
กระบวนการกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลลแ์มคโครฟาจ 
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ผลของความเครียดในระดบัที�ทําให้เกิดการตายของเซลล์ต่อรูปแบบการตายของเซลล์สร้างกระดูก 

การศึกษาที�ผา่นมาพบว่า การตายของเซลลแ์บบเนโครซิสและอะพอพโทซิสทาํให้เกิด
การหลั�งของโมเลกุลที�แตกต่างกนัออกมาจากเซลลช์นิดต่าง ๆ ในการศึกษานี9 จึงทาํการวิเคราะห์รูปแบบ
การตายของเซลล์สร้างกระดูกภายหลงัการทดสอบดว้ยความเครียดชนิดต่างๆในระดบัที�ทาํให้เกิดการ
ตายของเซลล ์ดว้ยการยอ้มดว้ยแอนเนกซินไฟว/์โพรพิเดียมไอโอไดด์ แลว้นาํไปวิเคราะห์ภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซ็นต์ ซึ� งเซลลที์�เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสจะเปล่งสารเรืองแสงสีเขียว และ
เซลลที์�เกิดการตายแบบเนโครซิสจะเปล่งสารเรืองแสงสีแดง  

จากการวิเคราะห์การตายของเซลล์ทันทีภายหลงัจากการทดสอบเซลล์สร้างกระดูก
ดว้ยความเครียดชนิดต่างๆ ในระดับที�ทาํให้เกิดการตายของเซลล์ พบว่าเซลล์สร้างกระดูกในกลุ่มที�
ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์หรือไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จะเกิดการตายของเซลล์ทั9 งแบบอะพอพโทซิสและแบบเนโครซิสใน
ปริมาณสูงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) โดยจาํนวนเซลลที์�เกิดการ
ตายในลกัษณะนี9 มีปริมาณใกลเ้คียงกบัเซลล์สร้างกระดูกในกลุ่มที�ไดรั้บรังสียูวี นอกจากนี9 ยงัพบว่า
ปริมาณเซลล์ที�เกิดการตายแบบเนโครซิสอยา่งเดียวในกลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 
ไมโครโมลาร์มีปริมาณที�นอ้ยกว่าเซลลใ์นกลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที ในขณะที�เซลลใ์นกลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที มี
ปริมาณเซลล์ที�เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสและเนโครซิสในระดับที�น้อยและใกล้เคียงกบักลุ่ม
ควบคุม ดงัแสดงในรูปที� 16 และรูปที� 17  
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รูปที� 16  ภาพแสดงเซลลส์ร้างกระดูกที�เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสและ/หรือเนโครซิส ที�เวลา 0 
ชั�วโมง ภายหลงัจากการไดรั้บความเครียดแบบต่างๆ และยอ้มดว้ยแอนเนกซินไฟว ์ (สี
เขียว)/โพรพิเดียมไอโอไดด ์(สีแดง) โดยที�มี กลุ่มควบคุม, กลุ่มที� 1 คือ กลุ่มที�ไดรั้บรังสียวูี, 
กลุ่มที� 2 คือ กลุ่มที�ผา่นการแช่แขง็สลบักบัการละลาย, กลุ่มที� 3 คือ กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพ
รเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์, กลุ่มที� 4 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที, กลุ่มที� 5 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีโดยแถบมาตราส่วน (Scale bar) เท่ากบั 500 ไมโครเมตร (µm) 
จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่ามากกว่าหรือเท่ากบั 3 และการทดลองจะทาํซํ9 าอยา่ง
นอ้ย 2 ครั9 ง 
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รูปที� 17  กราฟแสดงจาํนวนเซลลที์�เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสและ/หรือเนโครซิส ดว้ยเทคนิคการ
ยอ้มแอนเนกซินไฟว/์โพรพิเดียมไอโอไดด ์ ที�เวลา 0 ชั�วโมง ภายหลงัจากการไดรั้บ
ความเครียดแบบต่างๆ โดยที�มี กลุ่มควบคุม, กลุ่มที� 1 คือ กลุ่มที�ไดรั้บรังสียวีู, กลุ่มที� 2 คือ 
กลุ่มที�ผ่านการแช่แขง็สลบักบัการละลาย, กลุ่มที� 3 คือ กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความ
เขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์, กลุ่มที� 4 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที, กลุ่มที� 5 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที (p<0.05; a เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม; b เปรียบเทียบกบักลุ่มผา่นการแช่แขง็สลบักบั

การละลาย, ไอบูโพรเฟน และความร้อนที�อุณหภูมิ 47°C เป็นเวลา 5 นาที; c เปรียบเทียบกบั
กลุ่มผา่นการแช่แขง็สลบักบัการละลายและความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
5 นาที; d เปรียบเทียบกบักลุ่มไอบูโพรเฟน, ความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
5 นาที และ 30นาที; e เปรียบเทียบกบักลุ่มความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที; f เปรียบเทียบกบักลุ่มผา่นการแช่แขง็สลบักบัการละลายและความร้อนที�อุณหภูมิ 47 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที) จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่ามากกว่าหรือเท่ากบั 3 
และการทดลองจะทาํซํ9 าอยา่งนอ้ย 2 ครั9 ง) 
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ภายหลงัจากการทดสอบเซลลส์ร้างกระดูกดว้ยความเครียดชนิดต่างๆ ในระดบัที�ทาํให้
เกิดการตายของเซลล์ และวิเคราะห์การตายของเซลล์หลงัจากการเพาะเลี9 ยงต่อเป็นเวลา 24 ชั�วโมง 
พบวา่ เกิดการตายของเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บความเครียดในเกือบทุกกลุ่มเพิ�มมากขึ9นเมื�อเปรียบเทียบ
กบัปริมาณเซลล์ที�ตรวจพบทนัทีภายหลงัการทดสอบ โดยพบว่า เซลล์สร้างกระดูกในกลุ่มที�ไดรั้บยา
ไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ มีปริมาณเซลลที์�เกิดการตายทั9งแบบอะพอพโทซิสและ
แบบเนโครซิสเพิ�มขึ9นเล็กน้อย ส่วนเซลล์ในกลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที เกิดการตายของเซลลท์ั9งสองรูปแบบเพิ�มขึ9นมากกว่า ในขณะที�เซลลใ์นกลุ่มที�ไดรั้บความ
ร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที มีปริมาณเซลลที์�เกิดการตายทั9งสองรูปแบบเพิ�มขึ9น
อยา่งเห็นไดช้ดัเมื�อเปรียบเทียบกบัปริมาณเซลลที์�เกิดการตายทนัทีภายหลงัการทดสอบ โดยปริมาณ
เซลล์ที�เกิดการตายทั9งแบบอะพอพโทซิสและแบบเนโครซิสมากกว่ากลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัสําคญัทาง
สถิติที� 24 ชั�วโมง (p<0.05) สําหรับเซลลส์ร้างกระดูกในกลุ่มที�ไดรั้บรังสียวูี พบปริมาณการตายทั9งสอง
รูปแบบเพิ�มขึ9นอยา่งชดัเจน ดงัแสดงในรูปที� 18 และรูปที� 19  อยา่งไรก็ตามเซลลใ์นกลุ่มที�ผา่นการแช่
แขง็สลบักบัการละลายมีปริมาณเซลลที์�ตายลดลงจากที�ตรวจสอบไดท้นัทีภายหลงัการทดสอบ  ทั9งนี9
อาจเนื�องมาจากมีการหลุดของเซลล์ที�ตายภายหลังเกิดการตาย โดยพบว่าลักษณะสัณฐานวิทยา 
(morphology) ของเซลล์สร้างกระดูก เช่น รูปร่างของเซลล์ และลักษณะของเยื�อหุ้มเซลล์มีการ
เปลี�ยนแปลงไปจากเซลลป์กติทนัทีภายหลงัการทดสอบและมีลกัษณะที�ผิดปกติมากขึ9นที� 24 ชั�วโมง ดงั
แสดงในรูปที�  18 

จากการทดสอบนี9 แสดงให้เห็นว่ายาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์
หรือความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จะเกิดการตายของเซลลส์ร้างกระดูกทั9ง
แบบอะพอพโทซิสและแบบเนโครซิสทนัทีภายหลงัการทดสอบและเพิ�มมากขึ9นภายในเวลา 24 ชั�วโมง 
แต่ยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ทาํให้เกิดการตายของเซลลน์้อยกว่าความร้อนที�
อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ในขณะที�ความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
5 นาที สามารถทาํใหเ้กิดการตายของเซลลส์ร้างกระดูกทั9งสองรูปแบบไดภ้ายในเวลา 24 ชั�วโมง  
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รูปที� 18  ภาพแสดงเซลลส์ร้างกระดูกที�เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสและ/หรือเนโครซิส ที�เวลา 24 
ชั�วโมง ภายหลงัจากการไดรั้บความเครียดแบบต่างๆ และยอ้มดว้ยแอนเนกซินไฟว ์ (สี
เขียว)/โพรพิเดียมไอโอไดด ์(สีแดง) โดยที�มี กลุ่มควบคุม, กลุ่มที� 1 คือ กลุ่มที�ไดรั้บรังสียวูี, 
กลุ่มที� 2 คือ กลุ่มที�ผา่นการแช่แขง็สลบักบัการละลาย, กลุ่มที� 3 คือ กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพร 
เฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์, กลุ่มที� 4 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที, กลุ่มที� 5 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยแถบมาตราส่วน (Scale bar) เท่ากบั 500 ไมโครเมตร (µm) 
จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่ามากกว่าหรือเท่ากบั 3 และการทดลองจะทาํซํ9 าอยา่ง
นอ้ย 2 ครั9 ง 
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รูปที� 19 กราฟแสดงจาํนวนเซลลที์�เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสและ/หรือเนโครซิส ดว้ยเทคนิคการ
ยอ้มแอนเนกซินไฟว/์โพรพิเดียมไอโอไดด ์ ที�เวลา 24 ชั�วโมง ภายหลงัจากการไดรั้บ
ความเครียดแบบต่างๆ โดยที�มี กลุ่มควบคุม, กลุ่มที� 1 คือ กลุ่มที�ไดรั้บรังสียวีู, กลุ่มที� 2 คือ 
กลุ่มที�ผ่านการแช่แขง็สลบักบัการละลาย, กลุ่มที� 3 คือ กลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความ
เขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์, กลุ่มที� 4 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที, กลุ่มที� 5 คือ กลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที (p<0.05; a เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม; g เปรียบเทียบกบักลุ่มผา่นการแช่แขง็สลบักบั
การละลาย, ไอบูโพรเฟน, ความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และ 30 
นาที, h เปรียบเทียบกบักลุ่มที�ไดรั้บรังสียวูี; i เปรียบเทียบกบักลุ่มผา่นการแช่แขง็สลบักบัการ
ละลาย) จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่ามากกว่าหรือเท่ากบั 3 และการทดลองจะทาํซํ9 า
อยา่งนอ้ย 2 ครั9 ง 
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บทที� 4 
 

บทวจิารณ์  
 

สภาวะที�ก่อใหเ้กิดความเครียดต่อเซลลส์ามารถทาํให้เกิดการตอบสนองของเซลลห์รือ
ทาํให้เกิดการตายของเซลลไ์ดห้ลายลกัษณะ(41) โดยในส่วนของเซลลส์ร้างกระดูกไดมี้รายงานถึงผลของ
ความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลานานกว่า 1 นาที ต่อการทาํให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์
กระดูกของมนุษย ์ซึ� งนาํไปสู่การเกิดการละลายของกระดูกและความลม้เหลวในการซ่อมแซมกระดูก 
(38)  นอกจากนี7 ยงัมีรายงานเกี�ยวกบัผลของยาตา้นการอกัเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่สเตียรอยด์ในการทาํให้เกิด
การตายของเซลล์สร้างกระดูก (54-58) อย่างไรก็ตามยงัไม่เป็นที�เขา้ใจแน่ชดัถึงความเกี�ยวขอ้งของเซลล์ที�
ไดรั้บความเครียดหรือเกิดการตายในกระบวนการนี7  โดยการศึกษาเมื�อไม่นานมานี7 พบว่าการกรอกระดูก
ดว้ยวิธีการต่าง ๆ สามารถทาํให้เกิดการเพิ�มขึ7นของอุณหภูมิในกระดูกไดแ้ตกต่างกนั โดย Stelzle และ
คณะพบว่าการกรอกระดูกโดยใชแ้รง 900-1,000 กรัม ทาํให้เกิดความร้อนในช่วง 43.9 ถึง 48.6 องศา
เซลเซียส ขึ7นกบัวิธีการและหัวกรอที�ใช้ (84) นอกจากนี7 ยงัมีการศึกษาพบว่า การกรอกระดูกโดยใช้
ความเร็ว 30 ถึง 100 รอบต่อนาที ทาํให้อุณหภมิูในกระดูกเพิ�มขึ7นได ้3.69 ถึง 9.81 องศาเซลเซียส (85) ใน
การศึกษานี7 ได้ทาํการทดสอบเซลล์สร้างกระดูกดว้ยความร้อนซึ� งอยู่ในช่วงใกลเ้คียงกบัความร้อนที�
เกิดขึ7นจากการกรอกระดูกหรือยาไอบูโพรเฟนในปริมาณสูง ซึ� งพบว่าทนัทีภายหลงัจากการทดสอบยงั
ไม่พบการตายของเซลลส์ร้างกระดูก แต่เมื�อเวลาผ่านไป 24 ชั�วโมงสามารถตรวจพบการตายของเซลล์
สร้างกระดูกและการรั�วของเยื�อหุ้มเซลลใ์นกลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที ในขณะที�ในกลุ่มที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาทีไม่พบการรั�ว
ของเยื�อหุม้เซลล ์ซึ� งจากการศึกษาที�ผา่นมาพบว่าความร้อนที� 48 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ทาํให้
เกิดการตายของเซลลส์ร้างกระดูกจากกะโหลกหนู ภายหลงัจากทาํการทดสอบ 12 ชั�วโมง (43) ในขณะที�
อีกการศึกษาหนึ�งรายงานวา่ความร้อนที�อุณหภมิู 46 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ถึง 30 นาที ทาํให้เกิดการ
ตายของเซลลส์ร้างกระดูกมนุษยภ์ายหลงัการทดสอบ 24 ชั�วโมง (44) ดงันั7นการศึกษานี7 แสดงให้เห็นว่า
ความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียสทาํให้เซลลส์ร้างกระดูกเกิดการตายได ้อยา่งไรกต็ามระยะเวลาที�
เซลล์แต่ละชนิดสามารถทนต่อสภาวะความร้อนสูงไดอ้าจมีความแตกต่างกนัขึ7นอยู่กบัชนิดของเซลล ์ 
และอาจเกี�ยวขอ้งกับการตอบสนองของฮีทชอคโปรตีนภายในเซลล์แต่ละชนิดโดยเฉพาะอย่างยิ�ง
ฮีทชอคโปรตีน 70 ซึ� งเป็นโปรตีนที�เกี�ยวขอ้งกบัการปกป้องเซลล ์(cytoprotection) ในสภาวะที�เซลล์
ไดรั้บความเครียดจากสิ�งแวดลอ้ม(40) นอกจากนี7 ในการกรอกระดูกที�มีการใชน้ํ7 าเกลือในการลดความ
ร้อนที�เกิดขึ7น อาจช่วยทาํใหล้ดอุณหภมิูที�เพิ�มขึ7นและลดการตายของเซลลใ์นกระดูกไดเ้ช่นกนั 
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สาํหรับผลของยาตา้นการอกัเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่สเตียรอยด์ต่อเซลลส์ร้างกระดูก จาก
การศึกษาที�ผ่านมาพบว่าปริมาณยาไอบูโพรเฟนในกระแสเลือดในช่วง 11-30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ภายใน 1 ชั�วโมงหลงัจากไดรั้บยาไอบูโพรเฟนสามารถลดความเจ็บปวดภายหลงัการถอนฟันกรามซี�ที� 3 
ไดใ้นร้อยละ 50 ของผูป่้วยที�มารับการรักษา (86) ในการศึกษานี7 พบว่ายาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 
ไมโครโมลาร์ (103.14 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ทาํให้เกิดการตายของเซลลส์ร้างกระดูกภายหลงัทาํการ
ทดสอบ 24 ชั�วโมง แต่ปริมาณเซลลที์�เกิดการรั�วของเยื�อหุ้มเซลลมี์ปริมาณที�นอ้ยกว่ากลุ่มที�ไดรั้บความ
ร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ซึ� งผลการศึกษานี7 คลา้ยคลึงกบัการศึกษาก่อนหนา้นี7
ที�พบว่ายาไอบูโพรเฟนในปริมาณสูง 1 ถึง 3 มิลลิโมลาร์ (0.21-0.62ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) สามารถ
ยบัย ั7งการเจริญเติบโตของเซลลส์ร้างกระดูกจากเซลลมี์เซนไคมอลในไขกระดูกของหมู (54) นอกจากนี7 มี
รายงานว่ายาตา้นการอกัเสบในกลุ่มที�ไม่ใช่สเตียรอยดใ์นกลุ่มเดียวกบัไอบูโพรเฟน เช่น อินโดเมธาซิน 
(indomethacin) หรือไดโคลฟีแนค (diclofenac) ที�ความเขม้ขน้ 10 ถึง 100 ไมโครโมลาร์ (2.06-
20.61ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) สามารถยบัย ั7งการเจริญเติบโตของเซลลแ์ต่ไม่ทาํให้เกิดการตายของเซลล์
สร้างกระดูกมนุษย ์(56) และจากการศึกษาโดย Garcia-Martinez และคณะ ในปี 2011 พบว่ายาไอบูโพร 
เฟนที�ความเขม้ขน้ 5 และ 25 ไมโครโมลาร์ (1.03-5.16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) มีผลยบัย ั7งการ
เจริญเติบโตของเซลลส์ร้างกระดูกจากกระดูกเบา้ฟันมนุษย ์(57) สําหรับการศึกษาถึงปริมาณของยาไอบู
โพรเฟนในกระแสเลือดภายหลงัจากการได้รับยาทางปาก พบว่าผูป่้วยที�ได้รับยาไอบูโพรเฟน 200 
มิลลิกรัม จะมีปริมาณยาไอบูโพรเฟนในกระแสเลือดสูงสุดเฉลี�ย 9.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ภายใน 4 
ชั�วโมง ในขณะที�การไดรั้บยาไอบูโพรเฟน 600 มิลลิกรัม จะมีปริมาณยาไอบูโพรเฟนในกระแสเลือด
สูงสุดเฉลี�ย 24.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ� งอยู่ในช่วงที�มีประสิทธิภาพในการลดความเจ็บปวด  (87) 
อย่างไรก็ตามในการศึกษานี7 เลือกใช้ความเขม้ขน้ของยาไอบูโพรเฟนที�มากกว่าการศึกษาที�ผ่านมา 
ดงันั7นเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนในปริมาณที�สูงมากอาจเกิดการตายของเซลลแ์บบเนโคร 
ซิสในปริมาณที�แตกต่างกนัไปขึ7นกบัชนิดของเซลล์ ในขณะยาไอบูโพรเฟนในปริมาณที�ตํ�าอาจมีผล
ยบัย ั7งการเจริญเติบโตของเซลลส์ร้างกระดูก อย่างไรก็ตามพบว่าการตายของเซลลส์ร้างกระดูกเกิดขึ7น
ในปริมาณที�นอ้ยกว่าการไดรั้บความร้อนสูง จึงเป็นไปไดว้่าการไดรั้บยาไอบูโพรเฟนในปริมาณที�มาก
เกินไปอาจส่งผลให้เกิดการตายของเซลลส์ร้างกระดูกแต่น่าจะมีผลต่อกระบวนการต่างๆ ในกระดูก
นอ้ยกว่าการไดรั้บความร้อนสูง  

การเกิดความเครียดต่อเซลล์ทาํให้เกิดการหลั�งของฮีทชอคโปรตีนออกมาภายนอก
เซลล์หรือการแสดงออกของฮีทชอคโปรตีนได ้ซึ� ง Saito และคณะในปี 2005 ไดร้ายงานว่าฮีทชอค
โปรตีนสามารถถูกหลั�งออกมาภายนอกเซลลใ์นขณะที�เซลลไ์ดรั้บความร้อนสูงหรือไดรั้บสารพิษที�เป็น
อนัตรายต่อเซลลจ์นเกิดการรั�วของเยื�อหุ้มเซลล ์นอกจากนี7 ยงัมีรายงานการพบการขนส่งฮีทชอคโปรตีน
มาที�ผิวเซลลที์�เกิดความเสียหายภายหลงัจากการกระตุน้ให้เกิดรีแอคทิฟออกซิเจนแรดิเคิลส์ (reactive 
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oxygen radicals) (23) ในการศึกษาครั7 งนี7พบการหลั�งฮีทชอคโปรตีน 60 ออกมาจากเซลลส์ร้างกระดูกที�
เกิดการตายแบบเนโครซิสซึ� งเป็นกลุ่มควบคุมเชิงบวกเท่านั7น แต่ไม่สามารถตรวจพบการหลั�งฮีทชอค
โปรตีน 60 จากเซลล์หรือการกระตุน้ฮีทชอคโปรตีน 60 ภายในเซลล์ในกลุ่มที�ได้รับความร้อนที�
อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส หรือยาไอบูโพรเฟนในปริมาณสูง ซึ� งผลของความร้อนที�อุณหภูมิสูงต่อ
เซลลส์ร้างกระดูกคลา้ยคลึงกบัผลการศึกษาก่อนหนา้นี7 ซึ� งไม่พบฮีทชอคโปรตีน 60 ในอาหารเลี7ยงเซลล์
สร้างกระดูกมนุษยที์�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 46 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดยใชเ้ทคนิคเวส
เทิร์นบลอทในการวิเคราะห์ (44) อยา่งไรก็ตามอาจเป็นไปไดว่้าความร้อนที�อุณหภูมิสูงหรือยาไอบูโพร 
เฟนในปริมาณสูงอาจทาํให้เกิดการหลั�งของฮีทชอคโปรตีน 60 ในปริมาณที�ต ํ�ามากจนไม่สามารถตรวจ
พบไดห้รืออาจมีการเคลื�อนยา้ยฮีทชอคโปรตีน 60 มาอยู่ที�เยื�อหุ้มเซลล์โดยไม่มีการปล่อยออกมาใน
อาหารเพาะเลี7ยงเซลล์ ซึ� ง Gupta และ Knowlton ในปี 2010 ไดร้ายงานว่าความเครียดจากภาวะขาด
ออกซิเจน (hypoxia) ทาํให้ฮีทชอคโปรตีน 60 เคลื�อนยา้ยจากไซโตซอล (cytosol) ไปยงัเยื�อหุ้มเซลลโ์ดย
ไม่มีการหลั�งออกมาภายนอกเซลล์ (22) นอกจากนี7 บางการศึกษารายงานการตรวจพบการหลั�งฮีทชอค
โปรตีน 60 เมื�อเวลาผ่านไป 48 ชั�วโมง (7, 14) ดงันั7นควรมีการศึกษาเพิ�มเติมเพื�อตรวจสอบการหลั�ง
ฮีทชอคโปรตีนในช่วงระยะเวลาต่าง ๆ ภายหลงัจากไดรั้บความเครียด หรืออาจตอ้งเลือกใชเ้ทคนิคอื�นที�
มีความไวมากกวา่เทคนิคเวสเทิร์นบลอทในการวิเคราะห์ เช่น อีไลซา (ELISA) เป็นตน้ 

จากการศึกษาที�ผ่านมาพบว่าฮีทชอคโปรตีน 60 ที�ถูกหลั�งออกมามีบทบาทในการ
ควบคุมการสร้างไซโตไคน์ที�เกี�ยวขอ้งกบัขบวนการอกัเสบจากเซลลใ์นระบบภมิูคุม้กนั(28) โดยรายงาน
วิจยัที�ผ่านมาไดก้ล่าวถึงบทบาทของฮีทชอคโปรตีน 60 ที�ผิวเซลล์หรือที�หลั�งออกมาภายหลงัเกิดการ
บาดเจ็บของเนื7อเยื�อ (10) โดยมีคุณสมบตัิเป็นสัญญาณอนัตรายภายใน (endogenous signal) ที�สามารถ
กระตุน้เซลลที์�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบได ้ซึ� งในการศึกษานี7พบว่าฮีทชอคโปรตีน 60 ที�อยูน่อกเซลลใ์น
ปริมาณ 1 ถึง 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถกระตุน้เซลล์แมคโครฟาจให้สร้างไซโตไคน์ทีเอน
เอฟ-แอลฟาได ้โดยผลที�เกิดขึ7นแปรผนัตามปริมาณฮีทชอคโปรตีน 60 ที�เพิ�มขึ7น และจากการทดสอบ
เซลลแ์มคโครฟาจดว้ยอาหารเลี7ยงเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บความเครียดมาก่อน พบว่าอาหารเลี7ยงเซลล์
สร้างกระดูกที�ไดรั้บความร้อนที�อุณหภมิู 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที สามารถกระตุน้การสร้าง
ทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลลแ์มคโครฟาจได ้แต่ไม่พบการกระตุน้ในกลุ่มที�ไดรั้บอาหารเลี7ยงเซลลส์ร้าง
กระดูกที�ไดรั้บความร้อนสูงเป็นเวลา 5 นาทีหรือยาไอบูโพรเฟนในปริมาณสูง และผลการกระตุน้นี7 อาจ
เกี�ยวขอ้งกบัฮีทชอคโปรตีน 60 ที�อยู่ภายนอกเซลล์ โดยในการศึกษาก่อนหน้านี7พบผลโดยตรงของ
ฮีทชอคโปรตีน 60 ที�ความเขม้ขน้ 3 ถึง 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรในการกระตุน้การหลั�งทีเอนเอฟ-
แอลฟาและอินเตอร์ลิวคินหลายชนิดจากเซลล์เดนไดรติก (dendritic cells) (80) ผลการศึกษานี7 จึง
สนับสนุนบทบาทของฮีทชอคโปรตีน 60 ต่อการกระตุน้การหลั�งไซโตไคน์จากเซลล์ต่าง ๆ รวมทั7ง
แสดงให้เห็นว่าเซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บความเครียดจากความร้อนที�อุณหภมิูสูงเป็นระยะเวลานานจน
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ทาํให้เกิดการตายของเซลลส์ามารถปลดปล่อยโมเลกุลต่าง ๆ รวมทั7งฮีทชอคโปรตีน 60 ซึ� งอาจไปมีผล
ไปกระตุน้เซลลใ์นระบบภมิูคุม้กนัที�เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบให้สร้างไซโตไคน์เพิ�มขึ7น นอกจากนี7 ยงัอาจ
มีโมเลกุลอื�นๆ ที�ถูกหลั�งออกมาจากเซลลส์ร้างกระดูกที�เกิดการตาย อาทิเช่น เอชเอ็มจีบีวนั (HMGB1) 

(81), เอทีพี (ATP), ยูริคแอซิด (uric acid), ดีเอ็นเอ (DNA), เอส100 (S100) และไฮยาลูโรแนน 
(Hyaluronan)  เป็นตน้ ที�พบว่าสามารถกระตุน้การสร้างไซโตไคน์จากเซลลอื์�น เช่น นิวโทรฟิล เซลล์
เดนไดรติก ไดเ้ช่นกนั (88, 89) 

เซลล์ที�ไดรั้บความเครียดในรูปแบบแตกต่างกนัส่งผลให้เกิดการตอบสนองหรือการ
ตายของเซลล์ไดล้กัษณะ เช่น การตายแบบอะพอพโทติก หรือการตายแบบเนโครซิส เป็นตน้ ซึ� งการ
ตายในแต่ละรูปแบบส่งผลให้เกิดการเปลี�ยนแปลงภายในเซลล ์รวมทั7งการหลั�งโมเลกุลต่าง ๆ ออกมา
แตกต่างกัน (34, 81) ในการศึกษานี7 ได้ทาํการวิเคราะห์รูปแบบการตายของเซลล์สร้างกระดูกในสอง
ลกัษณะนี7  พบว่าความร้อนที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีหรือยาไอบูโพรเฟนใน
ปริมาณสูง สามารถทาํให้เกิดการตายของเซลลท์ั7งแบบเนโครติกและอะพอพโทติกไดท้นัทีภายหลงัการ
ทดสอบ โดยพบปริมาณการตายของเซลลใ์นกลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนน้อยกว่ากลุ่มที�ไดรั้บความร้อน
สูงเป็นเวลา 30 นาที แต่เซลลที์�ไดรั้บความร้อนสูงเป็นเวลา 5 นาที จะเกิดการตายของเซลลเ์มื�อเวลาผ่าน
ไป 24 ชั�วโมง ซึ� งการวจิยัก่อนหนา้นี7ไดร้ายงานว่าเซลลที์�เกิดการตายแบบเนโครติกและแบบอะพอพโท
ติกในระยะหลงัสามารถหลั�งฮีทชอคโปรตีน 60 ออกมาภายนอกเซลลซึ์� งอาจกระตุน้การเกิดการอกัเสบ
ได ้(82) นอกจากนี7ไดมี้การรายงานผลของความร้อนที�อุณหภูมิสูง 48 องศาเซลเซียสในการกระตุน้ให้เกิด
การตายของเซลล์สร้างกระดูกจากกะโหลกหนูทั7งแบบอะพอพโทติกและเนโครติก (43) และมีรายงาน
การเกิดการตายแบบอะพอพโทติกมากกว่าแบบเนโครติกในเซลลส์ร้างกระดูกมนุษยที์�ไดรั้บยาในกลุ่ม
อินโดเมธาซินเป็นเวลา 17 ถึง 24 ชั�วโมง (56, 83) ดงันั7นผลการศึกษานี7 จึงแสดงให้เห็นว่าความร้อนที�
อุณหภูมิสูงเป็นระยะเวลานาน ทาํให้เกิดการตายของเซลล์สร้างกระดูกทั7งสองรูปแบบไดม้ากกว่าและ
รวดเร็วกว่าการได้รับยาไอบูโพรเฟนในปริมาณสูง ซึ� งอาจส่งผลให้เกิดการหลั�งโมเลกุลที�กระตุ้น
กระบวนการอกัเสบไดม้ากกวา่ 
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บทที� 5 
 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

ความเครียดจากความร้อนสูงที�อุณหภูมิ 47 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลานานหรือยา
ไอบูโพรเฟนในปริมาณสูงทาํให้เกิดการตายของเซลลส์ร้างกระดูก และทาํให้เกิดการหลั�งโมเลกุลผ่าน
เยื�อหุม้เซลลที์�เกิดการรั�วได ้นอกจากนี1 เซลลส์ร้างกระดูกที�ไดรั้บความร้อนสูงเป็นระยะเวลานาน 30นาที 
ยงัสามารถหลั�งโมเลกุลที�ทาํให้เซลล์แมคโครฟาจสร้างไซโตไคน์ทีเอนเอฟ-แอลฟามากขึ1น ซึ� งอาจ
รวมถึงฮีทชอคโปรตีน 60 ในขณะที�ความร้อนสูงเป็นเวลา 5 นาทีหรือยาไอบูโพรเฟนในปริมาณสูง ไม่
มีผลกระตุน้การสร้างทีเอนเอฟ-แอลฟาจากเซลล์แมคโครฟาจ ดังนั1นจึงอาจเป็นไปไดว้่าในสภาวะที�
เซลลส์ร้างกระดูกไดรั้บความร้อนสูงเป็นระยะเวลานาน เช่น ในการทาํศลัยกรรมกระดูก นอกจากจะทาํ
ให้เซลล์สร้างกระดูกเกิดการตายแลว้ยงัอาจกระตุ้นให้เซลล์แมคโครฟาจเพิ�มการหลั�งไซโตไคน์ที�
เกี�ยวขอ้งกบัการอกัเสบออกมามากขึ1น และอาจเป็นปัจจยัหนึ� งที�ทาํให้เกิดการอกัเสบหรือเกิดการทาํลาย
กระดูกมากขึ1น ส่งผลให้การซ่อมแซมของกระดูกเกิดชา้ลงหรือเกิดไม่สมบูรณ์ได ้ อย่างไรก็ตามควรมี
การศึกษาวิจยัเพิ�มเติมเกี�ยวกบัโมเลกุลที�เกี�ยวขอ้ง เพื�อเป็นประโยชน์ในทางการแพทยต์่อไป 
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ภาคผนวก 

ก. การเพาะเลี�ยงเซลล์ 

1. การเลี�ยงเซลล์สร้างกระดูก 

1.1 การเตรียมอาหารเลี�ยงเซลล์ (Culture medium preparation)    

อุปกรณ์ 

1. เครื�องวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 

2. ที�กรอง (Filter) ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

สารเคมี 

1. การเตรียมอาหารเลี/ยงเซลลช์นิดมินิมั�มเอสเซนเชียล แอลฟามีเดียม (Minimum Essential Medium 

Alpha Medium หรือ α-MEM) 

2. โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 

3. แอล-กลูตามีน (L-glutamine )  

4. ยาปฏิชีวนะและยาตา้นเชื/อรา (Antibiotics-Antimycotics) 

5. ฟีทลัโบไวน์ซีรัม (Fetal Bovine Serum หรือ FBS)    

วิธีการ 

1. อาหารเลี/ยงเซลลช์นิดมินิมั�มเอสเซนเชียล แอลฟามีเดียม 1 ซอง ละลายในนํ/ า 1 ลิตร 

2. เติมโซเดียมไบคาร์บอเนตลงไป 2.2 กรัม และปรับคา่ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7.3 

3. นาํไปกรองผา่นที�กรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

4. นาํอาหารเลี/ยงเซลลช์นิดมินิมั�มเอสเซนเชียล แอลฟามีเดียมที�ผา่นการกรองปริมาตร 440 มิลลิลิตร มา
ผสมกบัฟีทลัโบไวน์ซีรัมปริมาตร 50 มิลลิลิตร, แอล-กลูตามีนปริมาตร 5 มิลลิลิตร และยาปฏิชีวนะและ
ยาตา้นเชื/อรา 5 มิลลิลิตร 

5.  เกบ็รักษาไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 
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1.2  การฟื� นสภาพของเซลล์สร้างกระดูก (Cell recovery) 

อุปกรณ์ 

1. ขวดเพาะเลี/ยงเซลลข์นาด 75 ตารางเซนติเมตร  (75 cm2 tissue culture flask) 

2. อ่างนํ/ าควบคุมอุณหภมิู (Water bath) 

3. ตูป้ลอดเชื/อระดบั 2   

4. ตูเ้ลี/ยงเซลล ์(Incubator) 

สารเคมี 

1. อาหารเลี/ยงเซลลช์นิดมินิมั�มเอสเซนเชียล แอลฟามีเดียมที�มีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7.3 

วิธีการ 

1. นาํเซลลส์ร้างกระดูกที�ถูกแช่เยอืกแขง็อยูใ่นถงัเก็บเซลลอ์อกมา 1 หลอด 

2. นาํหลอดเก็บเซลลไ์ปแช่ในอ่างนํ/าควบคุมอุณหภมิู ที�อุณหภมิู 37 องศาเซลเซียสทนัที รอจนกระทั�ง
อาหารเลี/ยงเซลลล์ะลายจนหมด 

3. ยา้ยเซลลส์ร้างกระดูกที�อยูใ่นหลอดเกบ็เซลลล์งสู่ขวดเพาะเลี/ยงเซลลข์นาด 75 ตารางเซนติเมตร   

4. เติมอาหารเลี/ยงเซลลป์ริมาตร 13 มิลลิลิตร ลงในขวดเพาะเลี/ยงเซลล ์เขยา่เบาๆ เพื�อให้เซลลส์ร้างกระดูก
กระจายทั�วพื/นผวิภาชนะ 

5. นาํไปเพาะเลี/ยงในตูเ้ลี/ยงเซลลที์�มีการควบคุมอุณหภมิูที� 37 องศาเซลเซียส และคาร์บอนไดออกไซด์ร้อย
ละ 5  

 การแยกเซลล์ออกจากขวดเพาะเลี�ยงและการหว่านเซลล์  (Subculture and Cell seeding) 

อุปกรณ์ 

1. สไลดน์บัเซลลเ์มด็เลือด (Haemacytometer) 

2. เครื�องปั�นเหวี�ยงแบบปรับอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) 

3. กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบัแบบเฟสคอนทรัสต ์(Phase contrast inverted microscope) 

4. ตูป้ลอดเชื/อระดบั 2   

5. ตูเ้ลี/ยงเซลล ์(Incubator) 
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สารเคมี 

1. ตะแกรงแยกเซลล ์(Cell strainer) 

2. เอนไซมท์ริปซิน-อีดีทีเอ (Trypsin – EDTA)  

3. อาหารเลี/ยงเซลลช์นิดมินิมั�มเอสเซนเชียล แอลฟามีเดียมที�มีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7.3 

4. สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ 

วิธีการ 

1. เลี/ยงเซลลใ์ห้มีความหนาแน่นประมาณร้อยละ 80 – 90 ของพื/นผวิขวดเลี/ยงเซลล ์

2. เทอาหารเลี/ยงเซลลอ์อกและลา้งดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 1 ครั/ ง 

3. เติมเอนไซมท์ริปซิน-อีดีทีเอปริมาตร 3 มิลลิลิตร แลว้นาํไปบ่มที�ตูเ้ลี/ยงเซลลน์าน 3-5 นาที 

4. เติมอาหารเลี/ยงเซลลป์ริมาตร 3 มิลลิลิตรลงไปในขวดเพาะเลี/ยง เพื�อหยดุปฏิกิริยาของเอนไซม ์

5. ตกตะกอนเซลลด์ว้ยเครื�องปั�นเหวี�ยงแบบปรับอุณหภมิู ที�อุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส  ความเร็ว 1,200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 

6. นบัเซลลด์ว้ยสไลดน์บัเซลลเ์มด็เลือด 

2. การเลี�ยงเซลล์แมคโครฟาจ 

2.1  การเตรียมอาหารเลี�ยงเซลล์  (Culture medium preparation)   

อุปกรณ์ 

1. เครื�องวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 

2. ที�กรอง (Filter) ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

สารเคมี  

1. อาหารเลี/ยงเซลลช์นิดชนิดดลัเบคโคโมดิฟายดอี์เกิลมีเดียม (Dulbecco‘ s modified eagle medium หรือ 
DMEM)    

2. ยาปฏิชีวนะและยาตา้นเชื/อรา (Antibiotics-Antimycotics) 

3. ฟีทลัโบไวน์ซีรัม (Fetal Bovine Serum หรือ FBS)    

4. โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 
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วิธีการ 

1. อาหารเลี/ยงเซลลช์นิดดลัเบคโคโมดิฟายดอี์เกิลมีเดียม 1 ซอง ละลายในนํ/ า 1 ลิตร 

2. เติมโซเดียมไบคาร์บอเนตลงไป 1.5 กรัม 

3. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ใหอ้ยูใ่นช่วง 7.0-7.4 

4. นาํไปกรองผา่นที�กรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

5. นาํอาหารเลี/ยงเซลลช์นิดดลัเบคโคโมดิฟายดอี์เกิลมีเดียม ที�ผ่านการกรองปริมาตร 445 มิลลิลิตร มาผสม
กบัฟีทลัโบไวน์ซีรัมปริมาตร 50 มิลลิลิตร และยาปฏิชีวนะและยาตา้นเชื/อรา 5 มิลลิลิตร 

6. เกบ็รักษาไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.2  การฟื� นสภาพของเซลล์แมคโครฟาจ (Cell recovery) 

อุปกรณ์ 

1. จานเพาะเลี/ยงเซลลข์นาด 100 มิลลิเมตร (100  mm Tissue culture dish)  

2. อ่างนํ/ าควบคุมอุณหภมิู (Water bath) 

3. ตูป้ลอดเชื/อระดบั 2   

4. ตูเ้ลี/ยงเซลล ์(Incubator) 

สารเคมี 

1. อาหารเลี/ยงเซลลช์นิดดลัเบคโคโมดิฟายดอี์เกิลมีเดียมที�มีคา่ความเป็นกรด-ด่าง ให้อยู่ในช่วง 7.0-7.4 

วิธีการ 

1. นาํเซลลแ์มคโครฟาจที�ถูกแช่เยอืกแขง็อยูใ่นถงัเกบ็เซลลอ์อกมา 1 หลอด 

2. นาํหลอดเก็บเซลลไ์ปแช่ในอ่างนํ/าควบคุมอุณหภมิู ที�อุณหภมิู 37 องศาเซลเซียสทนัที รอจนกระทั�ง
อาหารเลี/ยงเซลลล์ะลายจนหมด 

3. ยา้ยเซลลแ์มคโครฟาจที�อยูใ่นหลอดเกบ็เซลลล์งสู่จานเพาะเลี/ยงเซลลข์นาด 100 มิลลิเมตร 

4. เติมอาหารเลี/ยงเซลลป์ริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเลี/ยงเซลล ์เขยา่เบาๆ เพื�อให้เซลลแ์มคโคร
ฟาจกระจายทั�วพื/นผวิภาชนะ 

5. นาํไปเพาะเลี/ยงในตูเ้ลี/ยงเซลลที์�มีการควบคุมอุณหภมิูที� 37 องศาเซลเซียส และคาร์บอนไดออกไซด์ร้อย
ละ 5  
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2.3  การแยกเซลล์ออกจากจานเพาะเลี�ยงและการหว่านเซลล์  (Subculture and Cell seeding) 

อุปกรณ์ 

1. สไลดน์บัเซลลเ์มด็เลือด (Haemacytometer) 

2. เครื�องปั�นเหวี�ยงแบบปรับอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) 

3. กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบัแบบเฟสคอนทรัสต ์(Phase contrast inverted microscope) 

4. ตูป้ลอดเชื/อระดบั 2   

5. ตูเ้ลี/ยงเซลล ์(Incubator) 

6. เครื�องมือขดูเซลล ์(Cell scraper) 

สารเคมี 

1. อาหารเลี/ยงเซลลช์นิดดลัเบคโคโมดิฟายดอี์เกิลมีเดียมที�มีคา่ความเป็นกรด-ด่าง ให้อยู่ในช่วง 7.0-7.4 

2. สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ 

วิธีการ 

1. เลี/ยงเซลลใ์ห้มีความหนาแน่นประมาณร้อยละ 80 – 90 ของพื/นผวิจานเพาะเลี/ยงเซลล ์

2. เทอาหารเลี/ยงเซลลอ์อก และลา้งดว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 1 ครั/ ง 

3. เติมอาหารเลี/ยงเซลลช์นิดดลัเบคโคโมดิฟายดอี์เกิลมีเดียมปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

4. ใชเ้ครื�องมือขดูเซลล ์ขดูบริเวณพื/นผิวจานเพาะเลี/ยงเซลลใ์หท้ั�ว 

5. ตกตะกอนเซลลด์ว้ยเครื�องปั�นเหวี�ยงแบบปรับอุณหภมิู ที�อุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส, ความเร็ว 1,200 
รอบต่อนาที นาน 5 นาที 

6. นบัเซลลด์ว้ยสไลดน์บัเซลลเ์มด็เลือด 
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ข. วธีิการวเิคราะห์ 

1. การวิเคราะห์การหลัCงแลคเตทดไีฮโดรจิเนส (Lactate Dehydrogenase หรือ LDH) จากเซลล์ทีCเกิด      

เนโครซิส 

อุปกรณ์ 

1. จานหลุมแบบ 96 หลุม 

2. เครื�องอ่านจานหลุมแบบ 96 หลุม 

วิธีการ 

1. นาํอาหารเลี/ยงเซลลข์องเซลลส์ร้างกระดูกที�ผา่นการทดสอบรูปแบบต่างๆ มาใส่ลงในจานหลุมแบบ 96 
หลุม ตวัอยา่งละ 100 ไมโครลิตรต่อ 1 หลุม 

2. เติมสารที�ใชท้าํปฎิกิริยาลงไป 100 ไมโครลิตรต่อ 1 หลุม 

3. ทาํปฎิกิริยาในที�มืด (ห่อหุ้มดว้ยฟอยล)์ นาน 30 นาที ที�อุณหภมิูหอ้ง 

4. เติมสารที�ใชห้ยดุปฎิกิริยา 50 ไมโครลิตรต่อ 1 หลุม 

5. เขยา่เบาๆเพื�อให้สารผสมเขา้กนัไดดี้ 

6. นาํตวัอยา่งไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 492 และ 690 นาโนเมตรดว้ยเครื�องอ่านจานหลุม
แบบ 96 หลุม 

7. คาํนวณค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 492 นาโนเมตร – ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 690 
นาโนเมตร 

2. การวิเคราะห์การตายของเซลล์ด้วยเทคนิคการย้อมแอนเนกซินไฟว์/โพรพเิดยีมไอโอไดด์ (Annexin-

V/Propidium iodide) 

อุปกรณ์ 

1. สไลด ์

2. ปากคีบ 

3. กลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 
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วิธีการ 

1. เพาะเลี/ยงเซลลส์ร้างกระดูกบนแผน่กระจกปิดสไลด ์หลงัจากนั/นนาํไปทดสอบเซลลด์ว้ยรูปแบบต่างๆ 

2. ลา้งเซลลด์ว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ 1 ครั/ ง 

3. หยดสารที�ใชท้าํปฎิกิริยาปริมาณ 50 ไมโครลิตร ลงบนสไลด์ 

4. คีบกระจกปิดสไลดที์�ผา่นการลา้งแลว้ นาํมาควํ�าลงบนสารที�ใชท้าํปฎิกิริยาดว้ยปากคีบ 

5. รอให้สารทาํปฎิกิริยากบัเซลลที์�เกิดอะพอพโทซิสและเนโครซิส เป็นเวลา 10 -15 นาที ที�อุณหภมิูห้อง 

6. นบัจาํนวนเซลลที์�ยอ้มติดสีแดงและสีเขียว บนัทึกภาพดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต ์

3. การวิเคราะห์ปริมาณฮีทชอคโปรตีน 60  (HSP60) ด้วยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท (Western blot)  

3.1 การเตรียมตัวอย่างจากสารละลายจากเซลล์ (cell lysate) 

อุปกรณ์ 

1. เครื�องมือขดูเซลล ์(Cell scraper)  

2. หลอดสาํหรับปั�นเหวี�ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Microcentrifuge tube) 

3. เครื�องปั�นเหวี�ยงแบบปรับอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge)        

4. ตูแ้ช่แขง็ -80 องศาเซลเซียส  

สารเคมี  

1. สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ (Phosphate Buffer Saline หรือ PBS) ที�มีค่าความเป็นกรด-ด่าง
เท่ากบั 7.4 

2. สารละลายไลซิส (lysis buffer) 

วิธีการ 

1. เพาะเลี/ยงเซลลส์ร้างกระดูกในถาดหลุมเพาะเลี/ยงเซลลแ์บบ 6 หลุม หลงัจากนั/นนาํไปทดสอบเซลลด์ว้ย
รูปแบบต่างๆ 

2. ลา้งเซลลด์ว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ หลุมละ 2 มิลลิลิตร 1 ครั/ ง 

3. ใส่สารละลายไลซิส (lysis buffer) ปริมาณ 100 ไมโครลิตรลงไปในแต่ละหลุม  

4. ใชเ้ครื�องมือขดูเซลล ์ขดูลงบนพื/นผวิของถาดหลุมเพาะเลี/ยงเซลลจ์นทั�ว ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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5. ยา้ยสารละลายลงสู่หลอดสาํหรับปั�นเหวี�ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้นาํไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 14,000 
รอบต่อนาที ที�อุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 

6. แยกและเกบ็สารละลายไวที้�ตูแ้ช่แขง็ -80 องศาเซลเซียส เพื�อรอการวเิคราะห์โปรตีนต่อไป 

3.2 การเตรียมตัวอย่างจากอาหารเลี�ยงเซลล์ (conditioned media) 

อุปกรณ์ 

1. หลอดสาํหรับปั�นเหวี�ยงขนาด 15 มิลลิลิตร 

2. เครื�องทาํแห้งดว้ยความเยน็ (Lyophilizer) 

3. ตูแ้ช่แขง็ -80 องศาเซลเซียส 

วิธีการ 

1. เพาะเลี/ยงเซลลส์ร้างกระดูกในถาดหลุมเพาะเลี/ยงเซลลแ์บบ 6 หลุม หลงัจากนั/นนาํไปทดสอบเซลลด์ว้ย
รูปแบบต่างๆ 

2. เกบ็ตวัอยา่งอาหารเลี/ยงเซลลใ์นแต่ละกลุ่มลงในหลอดสาํหรับปั�นเหวี�ยงขนาด 15 มิลลิลิตร แลว้นาํไป
แช่ในตูแ้ช่แขง็ -80 องศาเซลเซียส 

3. เมื�อตวัอยา่งแขง็ดีแลว้ นาํไปทาํแหง้ดว้ยเครื�องทาํแหง้ดว้ยความเยน็ จนกระทั�งตวัอยา่งแหง้สนิทดี 

4. เกบ็ตวัอยา่งที�แหง้สนิทแลว้ที�ตูแ้ช่แขง็ -80 องศาเซลเซียส เพื�อรอการวเิคราะห์โปรตีนต่อไป 

3.3  การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิคเวสเทิร์นบลอท 

อุปกรณ์ 

1. ชุดเจลอิเล็กโตรโฟริซิส (Mini gel electrophoresis system) 

2. ชุดถ่ายโอนโปรตีนดว้ยไฟฟ้า (Mini trans – blot electrophoretic transfer system) 

3. ฟิลม์เอ็กซเรย ์(Clear blue X – ray film)เครื�องลา้งฟิลม์ (Film processor) 

สารเคมี 

1. ทริส-ไฮโดรคลอไรด ์(Tris –Hydrochloride) 

2. ไดไธโอธรีอิทอล (Dithiothreitol หรือ DTT ) 

3. อะคริลาไมด ์ความเขม้ขน้ 30 เปอร์เซ็นต ์(30% Acrylamide) 

4. โบรโมฟีนอลบลู (Bromophenol blue)  
5. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (Ammonium Persulfate หรือ APS) 
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6. เมธานอล (Methanol)  

7. มวลโมเลกุลโปรตีนมาตรฐาน (Kaleidoscope prestained standards) 

8. ทวีน-20 (Tween 20) 

9. ชุดตรวจปริมาณโปรตีนแบบบีซีเอ (BCA Protein assay kit) 

10. โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate หรือ SDS) 

11. แอนติบอดีต่อฮีทชอคโปรตีน 60 จากหนู (Mouse HSP 60 antibody) 

12. แอนติบอดีต่ออิมมูโนโกลบูลินจีของหนูที�เชื�อมต่อกบัเอนไซมฮ์อสแรดิชเปอร์ออกซิเดส (Horseradish 
Peroxidase (HRP)-conjugated  anti –mouse IgG)  

13. แอนติบอดีต่อเบตา้-แอคติน (Mouse beta-actin antibody) 

14. ซบัสเตรทแบบเคมิลูมิเนสเซ็นตร์ะดบัพิโคกรัม  (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate)  

15. ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน (Nitrocellulose membrane)  

วิธีการ 

1. นาํตวัอยา่งจากสารละลายจากเซลลแ์ละตวัอยา่งจากอาหารเลี/ยงเซลล ์มาให้ความร้อนที�อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส นาน 5  นาที 

2. เตรียมเจลสาํหรับวิเคราะห์โปรตีน ดว้ยการใชอ้ะคริลาไมด ์ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 และร้อยละ 4 
สาํหรับเจลล่างและเจลบน ตามลาํดบั 

3. นาํตวัอยา่งโปรตีนในแต่ละกลุ่มไปวิเคราะห์ดว้ยชุดเจลอิเลค็โตรโฟลิซิสที�กาํลงัไฟฟ้า 30 มิลลิแอมป์ 
นาน 90 นาที 

4. เคลื�อนยา้ยโปรตีนที�ทาํการวิเคราะห์สาํเร็จแลว้ จากแผน่เจลลงสู่ไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนดว้ยชุดถ่าย
โอนโปรตีนดว้ยไฟฟ้าที�กาํลงัไฟฟ้า 80 มิลลิแอมป์ นาน12 ชั�วโมง 

5. บลอ็กไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนดว้ยบลอ็กกิ/งบฟัเฟอร์ ที�วางอยูบ่นเครื�องเขยา่นาน 1 ชั�วโมง 

6.  ตรวจหาฮีทชอคโปรตีน 60 ที�อยูบ่นไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนดว้ยแอนติบอดีต่อฮีทชอคโปรตีน 60 
จากหนู  ที�วางอยูบ่นเครื�องเขยา่นาน 1 ชั�วโมง 

7. ลา้งไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนดว้ยทีบีเอส-ทีบฟัเฟอร์ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จาํนวน 1 ครั/ ง 

8. ลา้งไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนดว้ยทีบีเอส-ทีบฟัเฟอร์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที�วางอยูบ่นเครื�องเขยา่เป็น
จาํนวน 5 ครั/ ง ครั/ งละ 15 นาที 
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9. เติมแอนติบอดีต่ออิมมูโนโกลบูลินจีของหนูที�เชื�อมต่อกบัเอนไซมฮ์อสแรดิชเปอร์ออกซิเดสที�วางอยูบ่น
เครื�องเขยา่นาน 1 ชั�วโมง 

10. ลา้งไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนดว้ยทีบีเอส-ทีบฟัเฟอร์ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จาํนวน 1 ครั/ ง 

11. ลา้งไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนดว้ยทีบีเอส-ทีบฟัเฟอร์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที�วางอยูบ่นเครื�องเขยา่เป็น
จาํนวน 6 ครั/ ง ครั/ งละ 10 นาที 

12. เติมซบัสเตรทแบบเคมิลูมิเนสเซ็นตร์ะดบัพิโคกรัมลงบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน นาน 5 นาที 

13. นาํไนโตรเซลลูโลสเมมเบรนมาตรวจหาสัญญาณดว้ยการประกบกบัฟิลม์เอ็กซเรยใ์นห้องมืด นาน 2 – 3 
นาที 

14. ลา้งฟิลม์เอ็กซเรยด์ว้ยเครื�องลา้งฟิลม์ 

3.4 การวิเคราะห์ปริมาณความเข้มบนแผ่นฟิล์มเอ็กซเรย์ 

อุปกรณ์ 

1.  เครื�องวดัความเขม้ของฟิลม์ (Densitometer) 

วิธีการ 

1. นาํฟิลม์เอ็กซเรยม์าสแกนดว้ย เครื�องวดัความเขม้ของฟิลม์ 

2. ใชโ้ปรแกรม Molecular analysis คาํนวณหาค่าเฉลี�ยของความเขม้ของฟิลม์ 

4. การวิเคราะห์การสร้างทีเอนเอฟแอลฟา (TNF-alpha) ด้วยเทคนิคอไีลซา (ELISA) 

อุปกรณ์ 

1. เครื�องดูด-จ่ายสารละลายอตัโนมติั (Microplate washer) 

2. เครื�องอ่านจานหลุมแบบ 96 หลุม (Microplate reader)  

สารเคมี 

1. จานหลุมแบบ 96 หลุม 

2. ชุดตรวจอีไลซาสาํหรับทีเอนเอฟแอลฟาของหนู (Mouse TNF–α ELISA)  

3. โปรตีนลูกผสมฮีทชอคโปรตีน 60 (Recombinant HSP 60 หรือ rHSP60)  
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วิธีการ 

1. เคลือบจานหลุมแบบ 96 หลุมดว้ยแอนติบอดี/ยดึจบั (capture antibody) ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 
12 ชั�วโมง 

2. ลา้งจานหลุมแบบ 96 หลุม ดว้ยบฟัเฟอร์ทั/งหมด 5 ครั/ ง ครั/ งละ 1 นาที 

3. เติมตวัอยา่งที�ตอ้งการจะทดสอบและสารมาตรฐานของทีเอนเอฟ-แอลฟา ลงในจานหลุม ตั/งใหท้าํ
ปฎิกิริยาที�อุณหภมิูหอ้ง นาน 2 ชั�วโมง 

4. เติมแอนติบอดี/ตรวจหา (detection antibody) ลงในจานหลุมแต่ละหลุม ใหท้าํปฎิกิริยาที�อุณหภูมิห้อง 
นาน 1 ชั�วโมง 

5. ลา้งจานหลุมแบบ 96 หลุม ดว้ยบฟัเฟอร์ทั/งหมด 5 ครั/ ง ครั/ งละ 1 นาที 

6. เติมเอนไซมฮ์อสเรดิสเปอร์อกซิเดส จากนั/นให้ทาํปฎิกิริยาที�อุณหภมิูห้อง นาน 30 นาที 

7. ลา้งจานหลุมแบบ 96 หลุม ดว้ยบฟัเฟอร์ทั/งหมด 7 ครั/ ง ครั/ งละ 2 นาที 

8. เติมสับสเตรทลงในจานหลุมแต่ละหลุม ใหท้าํปฎิกิริยาที�อุณหภูมิห้อง นาน 15 นาที 

9. เติมตวัหยดุปฏิกิริยา 

10. นาํจานหลุมไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 450 นาโนเมตร และ 570 นาโนเมตร 

11. ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น  450 นาโนเมตร – ค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น  570 นาโน
เมตร 

12. คาํนวณปริมาณทีเอนเอฟ-แอลฟา ที�หลั�งออกมาดว้ยสมการสมการเส้นตรง (linear regression) ที�ไดจ้าก
ค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานของทีเอนเอฟ-แอลฟา 
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ค. ปริมาณยาไอบูโพรเฟนทีCทาํให้เกดิการการตายของเซลล์สร้างกระดูก 

ทาํการทดสอบเพื�อหาระดบัความเขม้ขน้ของยาไอบูโพรเฟนที�ทาํให้เกิดการตายของ
เซลลส์ร้างกระดูก โดยวิเคราะห์ปริมาณเซลลที์�มีชีวิตดว้ยวิธีเอ็มทีที (MTT assay) โดยนาํเซลลไ์ปเลี/ยง
ในอาหารเลี/ยงเซลลส์ร้างกระดูกที�มียาไอบูโพรเฟนที� 1, 10, 50, 100 และ 500 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 
24 ชั�วโมง สําหรับการวิเคราะห์ด้วยวิธีเอ็มทีที เปลี�ยนอาหารเลี/ ยงเซลล์เป็นชนิด RPMI จากนั/นใส่
สารละลายเอ็มทีที แลว้นาํไปบ่มในตูเ้พาะเลี/ยงเซลล ์3 ชั�วโมง ก่อนละลายผลึกดว้ยสารละลายอะซิดิก
ไอโซโพรพานอล (Acidic Isopropanol) จากนั/นนาํไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที� 570 นาโนเมตร จากการ
ทดสอบพบว่าเซลล์สร้างกระดูกในกลุ่มที�ไดรั้บยาไอบูโพรเฟนที�ความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมลาร์ มี
ปริมาณลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ เมื�อเทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) ดงัแสดงในรูปที� 20 

 

 
 

รูปที� 20 กราฟแสดงปริมาณเซลลส์ร้างกระดูกที�มีชีวิต (Cell viability) ภายหลงัการทดสอบดว้ยยาไอบู   

โพรเฟนที� 1-500 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั�วโมง (p<0.05; ∗ เปรียบเทียบกบักลุ่มที�ไม่ได้
รับยาไอบูโพรเฟน)จาํนวนตวัอยา่งที�ใชใ้นแต่ละกลุ่มมีค่ามากกว่าหรือเท่ากบั 3 และการ
ทดลองจะทาํซํ/ าอยา่งนอ้ย 2 ครั/ ง 
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ประวตัผู้ิเขียน 

ชืCอ สกุล นายบารมี  ชาญชญานนท ์
รหัสประจําตัวนักศึกษา 5310820006 
วุฒิการศึกษา 

วุฒิ ชืCอสถาบัน ปีทีCสําเร็จการศึกษา 
วิทยาศาสตรบณัฑิต มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 2552 

 

ทุนการศึกษา (ทีCได้รับในระหว่างการศึกษา) 

1. ทุนค่าธรรมเนียมการศึกษาหลกัสูตรจาํเพาะ หลกัสูตรที�เรียนเนน้ดา้นการวิจยั ระดบัปริญญาโท 
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