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ABSTRACT 

The application of tissue engineering in dentistry to address post-extraction bone resorption has become a 

promising strategy, with growth factors playing a key role in enhancing bone regeneration. However, the high 

cost of growth factors remains a significant limitation, prompting the exploration of Plant-produced growth 

factors as a more affordable alternative. This study aimed to evaluate the effects of Plant-produced fibroblast 

growth factor 2 at various concentrations (1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, and 200 ng/mL) on L929 

fibroblast cells and human periodontal ligament fibroblasts (HPdLF). Cell viability was assessed using the MTT 

assay at 48 hours. The results demonstrated no significant differences in cell viability in the L929 fibroblast cell 

line across all tested concentrations of Plant-Produced FGF-2. In contrast, for HPdLF cells, concentrations of 

25, 50, 100, and 200 ng/mL showed statistically significant increases in cell viability compared to the positive 

control (p < 0.05). These findings suggest that Plant-Produced FGF-2 can effectively promote the viability of 

HPdLF cells, while having no significant effect on L929 fibroblasts cells. These findings suggest that the 

response to Plant-produced FGF-2 varies between different cell types, highlighting the importance of cell-

specific responses in therapeutic applications. 
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บทคดัย่อ 

การนํางานวศิวกรรมเน้ือเยื่อมาประยุกตใ์ชท้างทนัตกรรมเพื่อแก้ไขปัญหากระดูกละลายตวัหลงัการถอนฟัน โดยมกีาร

ใชโ้กรทแฟคเตอร์เพื่อส่งเสรมิการสรา้งกระดูกทางคลนิิก แต่ยงัมขีอ้จาํกดัดา้นราคา ส่งผลใหม้กีารผลติโกรทแฟคเตอร์

จากพชืเพื่อลดค่าใชจ้่าย งานวจิยัน้ีจงึมวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษาผลของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร์ 2 จากพชื (Plant- 

produced FGF-2) ในความเข้มข้นที่แตกต่างกัน (1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรัมต่อ

มลิลลิติร) ต่อเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 (L929) และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอน็ยดึปรทินัตม์นุษย ์(HPdLF) ทดสอบ

ความมชีวีติของเซลล์ (Cell Viability) ด้วยวธิเีอ็มทที ี(MTT) ในเวลา 48 ชัว่โมง ผลการทดลองพบว่าในกลุ่มเซลล์ไฟโบร 

บลาสต์แอล 929 ไม่มคีวามแตกต่างทางสถติใินทุกความเขม้ขน้ของ Plant-Produced FGF-2 รวมถงึกลุ่มควบคุม แต่

กลุ่มเซลล์ HPdLF พบว่า ความเขม้ขน้ทีท่าํใหค้วามมชีวีติของเซลล์แตกต่างจากกลุ่มควบคุมบวกอย่างมนัียสําคญัทาง

สถติ ิ(p<0.05) คอื 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร จากผลการศกึษาแสดงว่าใหเ้หน็ว่าเซลลท์ัง้สองชนิดมี

การตอบสนองต่อ Plant-produced FGF-2 ทีแ่ตกต่างกนั ซึง่การตอบสนองนัน้ขึน้อยู่กบัเซลลแ์ต่ละชนิด 

คาํสาํคญั: ไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2, เซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929, เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอน็ยดึปรทินัต์ใน

มนุษย,์ วศิวกรรมเน้ือเยื่อ 
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บทนํา 

ปัจจุบนัมนุษย์เราพบกบัปัญหาการสูญเสยีเน้ือเยื่อและอวยัวะจากการเป็นโรค การบาดเจ็บ หรอืความผดิปกตติัง้แต่

กําเนิด จงึไดม้คีวามพยายามในการนําเทคโนโลยแีละความรูท้างดา้นวศิวกรรมเน้ือเยื่อมาใชเ้พื่อการพฒันาสารทดแทน

ทางชีวภาพ (Biomaterial) เพื่อแก้ไขปัญหาข้างต้น (Langer & Vacanti, 1993; Caddeo, Boffito, & Sartori, 2017) 

โดยส่วนประกอบหลกัของงานวศิวกรรมเน้ือเยื่อ ไดแ้ก่ 1) เซลล์ 2) สารส่งสญัญาณ ไดแ้ก่ โกรทแฟคเตอร ์3) โครงร่าง

ชวีภาพหรอืสแคฟโฟลด ์(Scaffold) ดา้นทนัตกรรมพบว่า ปัญหาเกีย่วกบัการสญูเสยีฟัน ส่งผลใหเ้กดิการละลายตวัของ

กระดกูหลงัการถอนฟัน จงึไดนํ้างานวศิวกรรมเน้ือเยื่อเขา้มาประยุกตใ์ชใ้นการรกัษาการสญูเสยีเน้ือเยื่อของกระดกูหลงั

ถอนฟัน โดยนํากระดูกของผู้ป่วยเอง (Autograft) หรอืการนํากระดูกมนุษย์จากผู้บรจิาค (Allograft) หรอืกระดูกจาก

สิง่มชีวีติต่างสายพนัธุ ์(Xenograft) หรอืสารสงัเคราะห์ (Alloplastic material) (Rogers & Greene, 2012; Kowalczewski & 

Saul, 2018) มาใชใ้นการปลูกกระดูกเพื่อใหม้ปีรมิาณกระดูกเพยีงพอสําหรบัการฝังรากเทยีม โดยมกีารนําโกรทแฟคเตอร์

มาทดลองเพื่อใหเ้กดิประสทิธภิาพในการสรา้งกระดกูมากยิง่ขึน้ แต่มขีอ้กําจดัในเรื่องราคาทีค่่อนขา้งสงู ดา้นของสารสื่อ

สญัญาณนัน้ มกีารศกึษาและทดลองโกรทแฟคเตอรก์บัระบบขนส่งต่างๆ ซึ่งโกรทแฟคเตอรนั์น้มหีลายชนิดทีเ่กีย่วขอ้ง

กบัการฟ้ืนฟูของเน้ือเยื่อกระดูก เช่น มกีารศกึษานําไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 หรอื basic Fibroblast Growth 

Factor มาทดสอบกระตุ้นการหายของแผลของสตัว์ทดลองพบว่า FGF-2 สามารถกระตุ้นใหเ้กดิการปิดของแผลไดด้ี

ทีสุ่ด (Nakamizo et al., 2013) นอกจากน้ีไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 (FGF-2) ไดร้บัความสนใจและศกึษาในงานฟ้ืนฟู

ของเน้ือเยื่อกระดกูและเน้ือเยือ่อ่อนเน่ืองจากเป็นตวักระตุน้ทาํใหเ้กดิการหายของแผล การแบ่งตวัและการเปลีย่นแปลง

ไปเป็นเซลลจ์ําเพาะ เช่นเซลล์ไฟโบรบลาสต์ เซลล์เยื่อบุผวิ เป็นต้น โดยออกฤทธิส่์งเสรมิในกระบวนการสรา้งหลอดเลอืด

และการสรา้งกระดกู (Novais et al., 2021; Yun et al., 2010) โกรทแฟคเตอรท์ีนํ่ามาใชใ้นงานวศิวกรรมเน้ือเยื่อ มกีาร

พฒันาดว้ยเทคนิคต่างๆ โดยมกีารผลติจากทัง้แบคทเีรยี แมลงและพชื ออกมาเป็นรคีอมบแินนทโ์ปรตนี การทีนํ่าพชืมา

ผลติโกรทแฟคเตอรม์ขีอ้ด ีคอื มรีาคาทีถู่ก สามารถผลติไดจ้าํนวนมาก นํามาทาํใหบ้รสุิทธิไ์ดง้า่ย ปราศจากความเสีย่ง

ในการติดเชื้อจากแบคทเีรยีและไวรสั (Corbin et al., 2020) ดงันัน้ โกรทแฟคเตอร์จากพชืจงึเป็นตวัเลอืกที่น่าสนใจ 

โดยสารที่เรานํามาใช้ คอื ไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 จากพชืซี่งทําการพฒันามาจาก บรษิัท ใบยา ไฟโตฟาม 

จํากดั ทางผูว้จิยัจงึมคีวามต้องการทีจ่ะศกึษาหาผลของไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 จากพชื เมื่อนํามาทดสอบกบั

เซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอ็นยดึปรทินัต์ในมนุษย์เพื่อนําโกรทแฟคเตอร์ชนิดน้ีเป็น

ตวัแทนนํามาประยุกตใ์ชใ้นงานวศิวกรรมเน้ือเยื่อต่อไปได ้

 

การทบทวนวรรณกรรม 

การหายของแผลถอนฟัน กระบวนการน้ีใช้เวลาตัง้แต่ถอนฟันเสร็จทนัทีจนแผลหายประมาณ 6 เดือน แต่ในบาง

การศกึษากล่าวว่าใชเ้วลานานกว่า 1 ปี หลงัถอนฟัน การหายของแผลถอนฟันจะแบ่งเป็น 4 ระยะ ไดแ้ก่ 1) ระยะการ

แขง็ตวัของเลอืด (hemostasis and coagulation stage) หลงัจากทีม่กีารถอนฟันจะมเีลอืดมาปกคลุมแผลและเกดิลิม่

เลอืด (blood clot) ซึง่ประกอบดว้ยเมด็เลอืดขาว เมด็เลอืดแดงและเกลด็เลอืดรวมตวักนัในร่างแหไฟบรนิ เพื่อช่วยหา้ม

เลอืดนอกจากน้ียงัทาํหน้าทีเ่ป็นโครงร่างชวีภาพ (scaffold) ใหเ้ซลลต์า่งๆมายดึเกาะอกีดว้ย เกดิในช่วง 24 ชัว่โมงแรก

2) ระยะการอกัเสบ (inflammatory stage) เกดิในระยะ 48 ถงึ 72 ชัว่โมงหลงัถอนฟัน มกีารเคลื่อนที ่การเปลี่ยนเป็น

เซลล์จําเพาะ การแบ่งตวัของเซลล์อกัเสบ มกีารตอบสนองปลดปล่อยไซโตไคน์ (cytokine) และโกรทแฟคเตอร์ อาทิ

เช่น platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth factors (TGFs-ß) และ fibroblast growth factor 

(FGF) เป็นต้น นิวโทรฟิลล์ (Neutrophils) จะค่อนขา้งเยอะในช่วงแรก ตามมาดว้ยแมคโครฟาจ (macrophages) และ

ต่อมาคอื ลมิโฟไซท์ (lymphocytes) โดยที ่macrophage นอกจากจะกําจดัลิม่เลอืดและเน้ือเยื่อทีต่ายแล้ว ยงัปล่อยโก

รทแฟคเตอร์ อาทเิช่น TGFs-ß , FGF, epidermal growth factor (EGF) เป็นต้น ซึ่งค่อยกระตุ้นใหไ้ฟโบรบลาสต์และ

ออสตโิอบลาสต์ทําใหเ้กดิกระบวนการหายของแผลต่อไป 3) ระยะการแบ่งตวั (proliferative stage) เป็นช่วงหลงัจาก
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ถอนฟัน 2 อาทติย์ โดยจะเกดิกระบวนการทีเ่ซลลไ์ฟโบรบลาสตส์รา้งเสน้ใยคอลลาเจน (fibroplasia) และเกดิการสรา้ง

กระดูกแขง็ทีเ่จรญิไม่เตม็ที ่(woven bone) 4) ระยะการปรบัสภาพ (remodeling stage) ในระยะน้ีจะมกีารแทนกระดกู

แขง็ที่เจรญิไม่เตม็ทีด่้วยกระดูกทีเ่จรญิเตม็ที ่(mature bone) ได้แก่ lamellar bone และไขกระดูก กระบวนการน้ีจะมี

การปรบัเปลี่ยนไปอย่างต่อเน่ือง และอาจใชเ้วลาหลายเดอืนหรอืหลายปี (de Sousa Gomes et al., 2019; Araújo et 

al., 2015) โดยอตัราการหายของแผลขึน้กบัหลายปัจจยัและส่วนใหญ่หลงัแผลถอนฟันหายจะมสีนัเหงอืกทีส่ ัน้และแคบ

ลงเน่ืองจากมีการละลายตวัของกระดูกในด้านแก้มและริมฝีปาก ซึ่งส่งผลให้ไม่สามารถปักรากเทยีมได้จงึเกิดการ

พยายามคงสภาพหลงัถอนฟัน (socket preservation) เพื่อลดการละลายตวัของกระดกู (Avila-Ortiz et al., 2014)  

มกีารนําประยุกตใ์ชง้านวศิวกรรมเน้ือเยื่อกบัทางทนัตกรรมนําโกรทแฟคเตอรม์าใชท้างคลนิิก โดยนําสารเกลด็เลอืดมา

ใชค้รัง้แรกในปี ค.ศ.1974 (Ross et al., 1974) เพราะในเกลด็เลอืดมโีกรทแฟคเตอรห์ลากหลายชนิดในการช่วยกระตุ้น

การแบ่งเซลล์ การสรา้งหลอดเลอืด ส่งผลใหแ้ผลหายเรว็มากขึน้ ในปัจจุบนัไดม้กีารนําเพลทเลทรชิไฟบรนิ (Platelet 

rich fibrin, PRF) ทีไ่ดจ้ากการปัน่เลอืดของผูป่้วยมาใชร่้วมกบัการถอนฟันและการผ่าตดัทางทนัตกรรม เน่ืองจากไดม้ี

การทดลองพบว่า แผลถอนฟันในกลุ่มทีใ่ส่ PRF หายดกีว่า รวมถงึมคีวามหนาแน่นของกระดูกมากกว่าในกลุ่มทีไ่ม่ใส่ 

PRF (Srinivas et al., 2018) มีการนํา recombinant human BMP-2 (rhBMP-2) ที่ผ่านการรบัรองขององค์กรอาหาร

และยาของประเทศสหรฐัอเมรกิา มาใชร่้วมกบัการปลูกกระดูก (Kelly et al., 2022) หรอืใช ้rhFGF-2 ร่วมกบัการฟ้ืนฟู

เน้ือเยื่อปรทินัต ์(Kitamura et al., 2011) 

ไฟโบรบลาสท์โกรทแฟคเตอร์ 2 (FGF 2) หรอืเบสคิไฟโบรบลาสทโ์กรทแฟคเตอร์ (Basic fibroblast growth factor) มี

โครงสรา้งลําดบัที่ 3 แบบ β barrel มแีกนตรงกลางเป็นส่วนทีไ่ม่ชอบน้ํา และมปีระจุบรเิวณพื้นผวิของโปรตนีมกีลุ่ม

ประจุบวกรวมตัวกันด้านหน่ึงซึ่งเป็นด้านที่เฮพารินมาจับ (Benington et al., 2020) หน้าที่ของ ไฟโบรบลาสท ์

โกรทแฟคเตอร์ชนิดน้ีมผีลต่อการเพิม่จํานวนการเคลื่อนที ่การเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์จําเพาะของเซลล์ออสตโิอบลาสท์ 

และการสร้างหลอดเลือดที่เป็นหน้าที่หลกั จงึเป็นเหตุผลที่ไฟโบรบลาสท์โกรทแฟคเตอร์ 2 นิยมถูกนําไปใช้ในงาน

วศิวกรรมเน้ือเยื่อกระดูก (Novais et al., 2021) โกรทแฟคเตอร์ทีนํ่ามาใชใ้นงานวศิวกรรมเน้ือเยื่อ มกีารพฒันาดว้ย

เทคนิคต่างๆ โดยมีการผลิตจากทัง้แบคทเีรีย แมลงและพืช ออกมาเป็นรีคอมบแินนท์โปรตีน การที่นําพืชมาผลติ 

โกรทแฟคเตอร์มขีอ้ด ีคอื มรีาคาทีถู่ก สามารถผลติไดจ้ํานวนมาก นํามาทําใหบ้รสุิทธิไ์ดง้่าย ปราศจากความเสีย่งใน

การติดเชื้อจากแบคทีเรยีและไวรสั (Corbin et al., 2020) โดยมีการศกึษานําโกรทแฟคเตอร์ 2 ที่ผลิตจากพืช และ

แบคทีเรีย E. coli มาทําการทดสอบการแบ่งตวัและเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์จําเพาะของเซลล์เอ็มซีสามทสีามอีหน่ึง 

(MC3T3-E1 cell) พบว่า ทัง้สองชนิดสามารถทําให้เซลล์สามารถแบ่งตัว ผลพบว่า ปริมาณโกรทแฟคเตอร์ที่ความ

เขม้ขน้ 50 นาโนกรมัต่อมลิลลิติรของโกรทแฟคเตอร์ทัง้สองชนิดไม่ได้กระตุ้นให้เกิดการแบ่งต้วของเซลล์แต่เป็นการ

ยบัยัง้การแบ่งตวั ส่วนของเขม้ขน้ 25 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร พบว่า มกีารเพิม่การสะสมแร่ธาตุของเซลล์ แมว้่าพบว่า 

จํานวนเซลล์ที่ติดสจีากการทดสอบด้วย Alizarin red จะน้อยกว่ากลุ่มควบคุมบวก (Poudel et al., 2019) และมกีาร

นําเบสคิไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ทีส่กดัจากพชืมาทดสอบกบัสเตม็เซลล์เพื่อขยายจํานวนของเซลล์ โดยทีส่เตม็

เซลลข์า้งตน้มลีกัษณะรปูร่างและการแสดงออกของโปรตนีทีจ่าํเพาะคงเดมิ (Jia et al., 2024) 

เซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 เป็นเซลลท์ีไ่ดม้าจากเน้ือเยื่อเกีย่วพนับรเิวณเน้ือเยื่อไขมนัและใตผ้วิหนังของหนูเพศผูท้ีม่ ี

อายุ 100 วนั สปีชสี์ Mus musculus C3H/An โดย NCTC clone 929 (L-929) เป็นหน่ึงในสายพนัธุ์กลุ่มแรกที่มาจาก

สายพนัธุแ์อล (L strain) เซลลช์นิดน้ีนิยมถูกนํามาใชใ้นหอ้งปฏบิตักิารเพื่อทดสอบความเขา้กนัไดห้รอืความเป็นพษิต่อ

เซลล์ตามคู่มอืของระบบมาตรฐาน 10993 Part 5 Cytotoxic test (ISO 10993-5:2009) ซึ่งเป็นการให้เซลล์สมัผัสกับ

สารสกดัหรอืสารละลายต่างๆ มกีารนําไปทดสอบความเขา้กนัไดข้องวสัดุทางทนัตกรรมต่อเซลล์ดว้ย ในงานวจิยัมกัมี

การนํามาทดสอบกบัเซลลข์า้งตน้ก่อนจะนําไปทดสอบกบัสตัวท์ดลองต่อไป ขอ้ดขีองเซลลช์นิดน้ีคอืมกีารเจรญิเตบิโตที่

เรว็และเลีย้งไดง้า่ย 
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เซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอ็นยึดปริทนัต์ (Periodontal ligament fibroblasts cell: PDLFs) มีลกัษณะเป็นทรงกระสวยยาว 

(spindle-shaped) เป็นเซลล์ทีไ่ดจ้ากเน้ือเยื่อเอน็ยดึปรทินัต ์(periodontal ligament) มบีทบาทสําคญัต่อสาเหตุของโรค

ปรทินัต์และการฟ้ืนฟูเน้ือเยื่อปรทินัต์ ในเน้ือเยื่อปรทินัต์ทีม่สุีขภาพดเีซลล์ชนิดน้ีจะช่วยรกัษาสมดุลของเน้ือเยื่ออ่อน

และเน้ือเยื่อแขง็ นอกจากน้ียงัสามารถหลัง่ไซโตไคน์หรอืโกรทแฟคเตอร์ทีม่ผีลต่อการทํางานของเซลล์ออสตโิอคลาส 

(osteoclast) และเซลล์ออสติโอบลาสต์ (osteoblast) ที่ทําให้กระดูกเบ้าฟันอยู่ได้อย่างแขง็แรง (Huang et al., 2024) 

ในการทดลองมกัมกีารนําเซลลช์นิดน้ีไปใชท้ดสอบกบัการฟ้ืนฟูของเน้ือเยื่อ การตดิเชือ้หรอืการอกัเสบ 

สมมติฐานการวิจยั 

1) ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 จากพชืทีม่คีวามเขม้ขน้แตกต่างกนัส่งผลต่อการมชีวีติของเซลล์ไฟโบรบลาสตแ์อล 

929 แตกต่างกนั 

2) ไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร์ 2 จากพชืทีม่คีวามเขม้ขน้แตกต่างกนัส่งผลต่อการมชีวีติของเซลล์ไฟโบรบลาสตข์อง

เอน็ยดึปรทินัตใ์นมนุษยแ์ตกต่างกนั 

กรอบแนวคิดการวิจยั 

ตวัแปรอสิระ (X)  ตวัแปรตาม (Y) 

Plant-produced FGF-2 

 Cell Viability 

- L929 Fibroblast Cells 

- Human Periodontal Ligament Fibroblast Cells (HPdLF) 

ภาพท่ี 1 กรอบแนวคดิ 

 

วิธีดาํเนินการวิจยั 

เซลล์ทีใ่ชใ้นการศกึษา ไดแ้ก่ เซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 จากบรษิทัไบโอมเีดยีไทยแลนด์ และเซลล์ไฟโบรบลาสต์

ของเอน็ยดึปรทินัตใ์นมนุษยจ์ากบรษิทัลอนซ่าประเทศไทยจาํกดั โดยการศกึษาน้ีไดร้บัการรบัรองจรยิธรรมการวจิยัจาก

คณะกรรมการจรยิธรรมสําหรบัพจิารณาโครงการวจิยัทีท่ําในมนุษย์ มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ หมายเลขรบัรอง 

SWUEC-661020 และ โกรทแฟคเตอร์ที่ใช้ในการศึกษา คือ ไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 จากพืช Nicotiana 

benthamiana ทีจ่ดัจาํหน่ายโดยบรษิทั บจีเีอฟแพลนทท์รกิซ์ จาํกดั 

ขัน้ตอนที่ 1 เพาะเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอ็นยดึปรทินัต์ในมนุษย์ โดยใช้นํา

เซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอน็ยดึปรทินัตใ์นมนุษยล์งเพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลล์ เลี้ยง

ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็ม (DMEM; Dulbecco’s Modified Eagle Medium,Sigma-Aldrich, USA) กับ 10% 

FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco, USA) แ ล ะ  1% Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL, Gibco, USA) นํ า จ าน

เลี้ยงเซลล์เขา้ตูอ้บทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ทีม่คีาร์บอนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2-3 วนั 

เมื่อเซลล์มีความหนาแน่นประมาณร้อยละ 70-80 จึงทําการ subculture ด้วยการใช้ 0.25% trypsin-EDTA 500 

ไมโครลติร (Gibco, USA) ในภาชนะเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 (T25) เขา้ตู้อบรอ 3 นาท ีจากนัน้แบ่งไปในภาชนะเลีย้งเซลล์

อนัใหม่แล้วใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ โดยเซลล์มาใชใ้นการทดลองโดยเซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 ใชเ้ซลล์ลําดบัที ่151-

152 และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอน็ยดึปรทินัตใ์นมนุษย ์ใชเ้ซลลลํ์าดบัที ่13-14  

ขัน้ตอนที ่2 ใส่เซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 ในจานเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม จํานวน 8,000 เซลล์ต่อหลุม จากนัน้เตมิ

อาหารเลี้ยงเซลล์ลงไป 100 ไมโครลติร ในวนัถดัมาใหดู้ดอาหารเลี้ยงเซลล์เดมิออก เตรยีมสารละลายโกรทแฟคเตอร์

โดยนําไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 จากพชืลกัษณะเป็นผงแช่แขง็ (Freeze Dried) ในบรรจุภณัฑ์มาละลายในน้ํา

บรสุิทธิ ์(DI water) 1 มลิลลิติร จะไดค้วามเขม้ขน้ 10 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และนํามาเจอืจางในอาหารเลีย้งเซลลช์นิด

ดีเอ็มอีเอ็มที่มีส่วนผสม 2% FBS (Fetal Bovine Serum), 1% penicillin/streptomycin จนได้ความเข้มข้นที่ 1.56, 

3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรมัต่อมลิลติร เตมิสารละลายปรมิาตร 100 ไมโครลติร ในแต่ละหลุม  
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ขัน้ตอนที ่3 ตรวจความมชีวีติของเซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 ดว้ยวธิวีเิคราะห์เอม็ทที ีใน 48 ชัว่โมงของการศกึษา 

โดยเตรยีมนําสาร MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide, Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific, USA) 5 มลิลกิรมัมาละลายในสารละลายพบีเีอส ปรมิาตร 1 มลิลลิติร จนไดส้ารละลาย MTT 5 มลิลกิรมัต่อ

มลิลลิติร และผสมกบัอาหารเลี้ยงเซลล์ในสดัส่วน 1:10 จากนัน้นําจานเลี้ยงเซลล์ชนิดหลุมทีเ่ลี้ยงไวม้าดูดอาหารเลี้ยง

เซลล์เดิมออก ใส่สารละลาย MTT ปรมิาตร 100 ไมโครลติรในแต่ละหลุม จากนัน้นําเข้าตู้อบที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ที่มคีาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นระยะเวลา 1 ชัว่โมง ต่อมา นําสารละลาย MTT ออกเติมสารละลาย  

ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO; Dimethyl Sulfoxide, Loba Chemie Pvt. Ltd., India) 100 มิลลิลิตร ในแต่ละหลุม 

จากนัน้วางบนเครื่องเขย่าสาร (Biosan, Latvia) เป็นเวลา 10 นาท ีและนําไปวดัปรมิาณการดูดกลนืแสงที่ความยาว 

570 นาโนเมตร ดว้ยเครื่องอ่านไมโครเพลท (CALIOstar, BMG Labtech, Germany) 

การเกบ็ขอ้มลูและการแปลผล ทาํโดยประเมนิความมชีวีติของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 จากปรมิาณการดดูกลนืของ

แสงทีค่วามยาวคลื่น 570 นาโนเมตร ในวธิวีเิคราะหเ์อม็ทที ีและคาํนวณค่ารอ้ยละความมชีวีติของเซลลโ์ดยสตูร 

ค่ารอ้ยละความมชีวีติของเซลล ์= 100 x ค่าการดดูกลนืแสง(ตวัอย่าง) / ค่าการดดูกลนืแสง (กลุ่มควบคุม) 

ส่วนการวิเคราะห์ทางสถิติ การทดลองจะทําการทดลองซ้ํา 3 ครัง้ (triplicate) (Jiang et al., 2021) ต่อเซลล์ไฟโบร 

บลาสต์แอล 929 และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอน็ยดึปรทินัต์ในมนุษย์ ในแต่ละความเขม้ขน้ ใชโ้ปรแกรม GraphPad 

Prism 10 ในการวิเคราะห์ข้อมูล โดยใช้การทดสอบ Shapiro-Wilk test เพื่อดูการกระจายตวัของข้อมูล และใช้การ

ทดสอบ One-Way ANOVA วเิคราะห์หาความแตกต่างในกลุ่มทดลอง สถิติทัง้หมดคํานวณที่ระดบัความเชื่อมัน่ p < 

0.05 

 

ผลการวิจยั 

ผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสต์แอล 929 ด้วยวิธีเอม็ทีที (MTT assay) 

การทดสอบเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 บนจานเลีย้งเซลล์ขนาด 96 หลุม โดยเตมิไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 

จากพชืในความเขม้ขน้ 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร ลงไป แลว้นํามาทดสอบ

ความมชีวีติของเซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 ดว้ยวธิวีเิคราะหเ์อม็ททีใีน 48 ชัว่โมง จากผลการทดสอบ เมือ่นําค่าเฉลี่ย

รอ้ยละความมชีวีติของเซลล์โดยมกีลุ่มควบคุมบวก คอื กลุ่มทีไ่ม่เตมิไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร์ 2 พบว่า ค่ารอ้ยละ

ความมชีวีติของเซลล์เป็น 100% และกลุ่มที่เติมไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 ในความเขม้ขน้ 1.56, 3.125, 6.25, 

12.5, 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า ค่าร้อยละความมีชีวิตของเซลล์ ได้แก่ 69.32±6.02%, 

95.34±31.77%, 78.86±12.75%, 95.6±37.09%, 66.14±16.07%, 84.88±20.05%, 67.06±11.61%และ 67.77±12.83% 

ตามลําดบั พบว่า ในทุกความเขม้ขน้ของไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร์สามารถพบความมชีวีติของเซลล์ไฟโบรบลาสต์

แอล 929 ได ้แต่ไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนัียสาํคญัทางสถติใินแต่ละความเขม้ขน้ (ภาพที ่2) 

 
ภาพท่ี 2 แผนภูมแิสดงค่าดูดกลนืแสงของเซลล์ไฟโบรบลาสตแ์อล 929 ทีม่คีวามเขม้ขน้ของไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร ์

2 ทีแ่ตกต่างกนัใน 48 ชัว่โมง 
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ผลการทดสอบความมีชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสต์ของเอน็ยึดปริทนัต์ในมนุษยด้์วยวิธีเอม็ทีที (MTT assay) 

การทดสอบเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอ็นยึดปรทินัต์ในมนุษย์บนจานเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม โดยเติมไฟโบร 

บลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 จากพืชในความเข้มข้น 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรัมต่อ

มลิลลิติร ลงไป แล้วนํามาทดสอบความมชีวีติของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอ็นยดึปรทินัตใ์นมนุษย์ ด้วยวธิวีเิคราะห์

เอม็ททีใีน 48 ชัว่โมง จากผลการทดสอบ เมื่อนําค่าเฉลีย่รอ้ยละความมชีวีติของเซลลโ์ดยมกีลุ่มควบคุมบวก คอื กลุ่มที่

ไม่เตมิไฟโบรบลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 พบว่า ค่ารอ้ยละความมชีวีติของเซลล์เป็น 100% และกลุ่มทีเ่ตมิไฟโบรบลาสต์

โกรทแฟคเตอร์ 2 ในความเขม้ขน้ 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 และ 200 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร พบว่า ค่ารอ้ยละ

ความมชีวีติของเซลลไ์ดแ้ก่ 104.19±24.53%, 104.25±10.93%, 102.75±10.54%, 113.19±10.73%, 131.56±12.47%, 

120.06±5.46%, 135.06±15.09% และ 136.19±6.41% ตามลําดบั ดงัแสดงในภาพที ่3 พบว่า ในทุกความเขม้ขน้ของ

ไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์สามารถพบความมชีวีติของเซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 ได้ แต่ไม่มคีวามแตกต่างกนั

อย่างมนัียสาํคญัทางสถติใินแต่ละความเขม้ขน้ (ภาพที ่3) 

 
ภาพท่ี 3 แผนภูมแิสดงค่าดูดกลนืแสงของเซลล์ไฟโบรบลาสตข์องเอน็ยดึปรทินัตใ์นมนุษย ์ทีม่คีวามเขม้ขน้ของไฟโบร 

บลาสตโ์กรทแฟคเตอร ์2 ทีแ่ตกต่างกนัใน 48 ชัว่โมง เมื่อ * หมายถงึ แตกต่างกนัอย่างมนัียสาํคญัทางสถติ ิ(p<0.05) 

 

สรปุและอภิปรายผลการวิจยั 

จากการทดสอบความมชีวีติของเซลล์ทัง้สองชนิดกบัความเขม้ขน้ที่แตกต่างกนัของ plant-produced FGF-2 ด้วยวธิี

เอ็มทีที เป็นการศึกษาที่นิยมใช้กัน ซึ่งจะเกิดกระบวนการดังกล่าวกับเซลล์ที่มีชีวิตอยู่โดยการวัดปริมาณการ

เปลี่ยนแปลงของสจีากสเีหลอืงของ MTT เป็นผลกึสมี่วงของฟอร์มาซาน (formazan) ทีไ่ม่ละลายน้ําแต่สามารถละลาย

ได้ใน dimethyl sulfoxide (DMSO) สารละลายสีที่ได้จะถูกวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 

(López-García et al., 2014) ซึ่งจะบ่งชี้ถึงความสามารถในการแบ่งตัวและการเจริญเติบโตของเซลล์ และตาม

ขอ้กําหนดของ ISO 10993-5 ถ้าค่ารอ้ยละความมชีวีติของเซลลม์ากกว่า 80% จะถอืว่าสารทดสอบไม่เป็นพษิต่อเซลล์ 

ถา้อยู่ในช่วง 60-80% แปลไดว้่าสารนัน้เป็นพษิอ่อน อยู่ในช่วง 40-60% แปลไดว้่าเป็นพษิปานกลาง และหากอยู่ในช่วง

ตํ่ากว่า 40% แปลได้ว่าเป็นพษิรุนแรง (ISO 10993-5:2009) ผลในการศกึษาครัง้น้ีพบว่า ค่าร้อยละความมชีวีติของ

เซลล์ของไฟโบรบลาสต์แอล 929 มค่ีาเฉลี่ยในกลุ่มทีเ่ตมิไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 จากพชือยู่ในช่วงประมาณ 

60-90% ซึ่งมค่ีาตํ่ากว่ากลุ่มควบคุมบวก อาจแปลผลได้ว่าไฟโบรบลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 จากพชื เป็นพษิอ่อนต่อ

เซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 แม้ว่าในทางสถิติพบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญในทุกกลุ่ม และผล

การศกึษาค่าร้อยละความมชีวีติของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอ็นยดึปรทินัต์ในมนุษย์ มค่ีาเฉลี่ยในกลุ่มที่เติมไฟโบร 

บลาสต์โกรทแฟคเตอร์ 2 จากพืชที่มากกว่า 100% ซึ่งในความเข้มข้นที่ 25, 100 และ 200 นาโนกรมัต่อมิลลิลิตร  

มคีวามแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมนัียสําคญัทางสถติ ินัน้หมายถงึความเขม้ขน้ทีก่ล่าวมาอาจส่งผลใหเ้ซลล์มกีาร

เจรญิเตบิโตหรอืมชีวีติทีเ่พิม่ขึน้ คลา้ยการศกึษาอื่นทีพ่บว่า FGF-2 สามารถกระตุน้ใหเ้กดิการเจรญิเตบิโตในเซลล์เอน็
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ยดึปรทินัต์ในมนุษย์ (An, Huang, Gao, Ling, Huang, & Xiao, 2015) นอกจากน้ียงัไดม้กีารทดลองนําไฟโบรบลาสต์

โกรทแฟคเตอร ์2 จากพชืทีค่วามเขม้ขน้ 2 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร มาทดสอบกบัเซลลต์น้กําเนิดจากเสน้เอน็ปรทินัตข์อง

มนุษย์ (human periodontal ligament stem cells: hPDLSCs) มีค่าความมีชีวิตของเซลล์มากกว่ากลุ่มที่ไม่ ใ ส่ 

โกรทแฟคเตอร์ (Rattanapisit et al., 2020) จากผลการทดลองทีค่วามเขม้ขน้ทีเ่พิม่ขึน้ ไม่ส่งผลต่อค่าความมชีวีติของ

เซลลท์ีเ่พิม่ขึน้ คลา้ยคลงึกบัการทดลองในปี 2018 เพื่อศกึษาหาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของ bFGF และ EGF ต่อเซลล์

ไฟโบรบลาสต์ในการฟ้ืนฟูเน้ือเยื่อพื้นผวิอุ้งเชงิกราน โดยใช้ความเขม้ข้นที่ 1, 10 และ 100 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร 

ทดสอบวนัที ่1 ถงึ 7 ผลการศกึษาพบช่วงวนัที ่6 และ 7 ในกลุ่มความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของ bFGF และ EGF คอื 10 

นาโนกรมัต่อมลิลลิติร เน่ืองจากค่าความมชีวีติของเซลล์เพิม่ขึน้สูงสุด แมว้่าความเขม้ขน้ที ่100 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร 

จะมคีวามเขม้ขน้มากกว่าแต่ไม่ไดส่้งผลใหค้่าความมชีวีติสงูกว่ากลุ่ม 10 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร (Jia et al., 2018). และ

การศึกษาในปี 2019 มีการนํา bFGF ที่ความเข้มข้น 10, 25, 50 และ 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร มาทดสอบกับ 

hPDLSCs ในวนัที ่3 และวดัค่าความดูดกลนืแสงพบว่า ทีค่วามเขม้ขน้ 50 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร มกีารกระตุ้นใหเ้กดิ

การเจริญเติบโตได้ดีอย่างมีนัยสําคัญกับกลุ่มควบคุมลบ ส่วนในกลุ่มความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  

ไม่แตกต่างจากกบัควบคุม (Kang et al., 2019) แต่บางการศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่าปรมิาณของโกรทแฟคเตอร์ส่งผลต่อ

ความมชีวีติของเซลลด์ว้ย โดยนํา FGF-2 ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1, 1, 20 และ 50 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร มาทดสอบกบัเซลล ์

MC3T3-E1 เพื่อดูค่าความมีชีวิตในวันที่ 2 ของการทดลองพบว่า กลุ่มความเข้มข้นที่ 50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

แตกต่างกบักลุ่มทีไ่ม่ใส่อย่างมนัียสาํคญั (Park, 2011) 

จากการทบทวนวรรณกรรมแสดงใหเ้หน็ว่า ค่าความเขม้ขน้ของโกรทแฟคเตอร์ทีเ่คยนํามาทดสอบมหีลากหลายมาก 

ดงันัน้ทางผูว้จิยัจงึไดอ้า้งองิจากคาํแนะนําของบรษิทั คอื ความเขม้ขน้ที ่1-100 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร 

การศกึษาครัง้น้ีพบว่า เมื่อโกรทแฟคเตอรช์นิดเดยีวกนัถูกนํามาทดสอบในเซลลท์ีแ่ตกต่างกนั กลบัใหผ้ลลพัธท์ีแ่ตกตา่ง

กนั ซึ่งสามารถสรุปไดว้่า ชนิดของโกรทแฟคเตอร์และชนิดของเซลล์ทีใ่ชท้ดสอบอาจมผีลต่อผลลพัธ์ทีไ่ดร้บั เซลล์ทัง้

สองชนิดเป็นเซลลไ์ลน์แต่เซลลไ์ฟโบรบลาสตแ์อล 929 นัน้เป็นเซลลท์ีม่าจากหนูอาจใหผ้ลการตอบสนองทีแ่ตกต่างจาก

เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอน็ยดึปรทินัตใ์นมนุษย์ซึง่เป็นเซลลข์องมนุษย ์ซึง่สอดคลอ้งกบัการศกึษาความเป็นพษิของผง

สแกนไทเทเนียมไดออกไซด์ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์แอล 929 และเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเอ็นยึดปรทินัต์ในมนุษย์ 

พบว่า เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องเอน็ยดึปรทินัตใ์นมนุษยม์คีวามทนทานต่อความเป็นพษิของผงสแกนมากกว่าเซลลไ์ฟโบ

รบลาสต์แอล 929 (Oberoi et al., 2020) ดังนัน้ เมื่อมีการเลือกใช้โกรทแฟคเตอร์ชนิดใด ควรดําเนินการทดสอบ

ประสทิธภิาพและผลกระทบของโกรทแฟคเตอร์นัน้ๆ ในเซลล์ทีเ่กี่ยวขอ้งอย่างรอบคอบรวมถงึความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสม

ของโกรทแฟคเตอร์ก่อนนํามาใช้ในทางปฏิบัติ เน่ืองจากในการศึกษาครัง้น้ีเป็นระยะเริ่มต้นของการทดลองใน

ห้องปฏิบตักิารของ plant-produced FGF-2 จงึควรมกีารทดสอบลําดบัถดัไปในเซลล์ชนิดอื่นๆ รวมถึงการทดลองใน

สตัวท์ดลองก่อนนําไปใชใ้นทางคลนิิกต่อไป 
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