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บทคัดย่อ 

เป้าหมายในการรักษาความวกิารของกระดูกในช่องปาก คือการส่งเสริมให้เกิดการสร้างใหม่ของกระดูกใน

บริเวณท่ีมีการละลายของกระดูกท่ีเกิดไดจ้ากหลายสาเหตุ เช่น การถอนฟัน การศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษา

ความเขม้ขน้ของเพลทเลท ริช ไฟบริน ต่อการเพ่ิมจาํนวนและการสร้างแคลเซียมของเซลล์สร้างกระดูกของหนูใน

ห้องปฏิบติัการ โดยทาํการทดลองในเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 ในการศึกษาหลงัจากเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 สัมผสักบั 

เพลทเลท ริช ไฟบริน ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (ร้อยละ 6.25 – 50) เป็นเวลา 1 และ 7 วนั จากนั้นประเมินความมีชีวิตของ

เซลล์สร้างกระดูก โดยวดัความเขม้แสงฟลูออเรสเซนต์ด้วยการใชเ้พรสโตบลู เปรียบเทียบกบัเซลลส์ร้างกระดูกท่ี

ไม่ไดส้ัมผสักบัเพลทเลท ริช ไฟบริน ผลการศึกษาเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการกระตุน้การเพ่ิมจาํนวนของ

เซลล ์MC3T3-E1 กบัเซลลท่ี์เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์แอลฟา-เอ็มอีเอ็ม ท่ีมีฟีตลัโบไวน์ ซีรัม ร้อยละ 1   พบว่าความ

เขม้ขน้ของเพลทเลท ริช ไฟบรินท่ีร้อยละ 50 มีประสิทธิภาพในการกระตุน้การเพ่ิมจาํนวนของเซลล ์MC3T3-E1 ไดดี้

ท่ีสุดท่ีระยะเวลา 1 วนั แต่พบว่าลดลงในวนัท่ี 7 วนั ส่วนในการศึกษาการสร้างแคลเซียมหลงัจากเซลล์สร้างกระดูก

หลงัจากสัมผสักบัเพลทเลท ริช ไฟบรินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (ร้อยละ 6.25 – 50) เป็นเวลา 21 วนั พบว่า ท่ีความเขม้ขน้

ร้อยละ 6.25 มีการสร้างแคลเซียมมากกว่าในความเขม้ข้นอ่ืนๆ จากการศึกษาน้ีสรุปได้ว่าในวนัท่ี 1 เพลทเลท ริช 

ไฟบริน ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 50 มีประสิทธิภาพในการเพ่ิมจาํนวนสูงท่ีสุด ส่วนในวนัท่ี 7 เพลทเลท ริช ไฟบริน ท่ี

ความเขม้ขน้ร้อยละ 50 มีประสิทธิภาพในการเพ่ิมจาํนวนสูงท่ีสุด และท่ีความเขม้ขน้ 6.25 มีประสิทธิภาพในการสร้าง

แคลเซียมมากท่ีสุด  

 

คาํสําคญั:  เพลทเลท ริช ไฟบริน, เซลลส์ร้างกระดกู, การเพ่ิมจาํนวน 
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ABSTRACT 

The ultimate goal of osseous defect treatment is regeneration of bone resorbed, for example, by tooth loss. 

This study aimed to investigate the effect of platelet-rich fibrin (PRF) on proliferation and calcification of 

osteoblast cell line MC3T3-E1 in vitro. Osteoblast cells were exposed to PRF at various concentrations (6.25 to 50 

percent) for a period of 1 and 7 days wherein the viability of osteoblast cells was assessed by Prestoblue assay. 

Osteoblast cells not exposed to PRF served as comparison control. Results show that PRF concentration of 50 

percent had the highest effect on increased osteoblast cells proliferation for a period of 1 day and PRF concentration 

of 6.25 percent had the highest effect on increased osteoblast cells proliferation for a period of 1 day. Furthermore, 

the concentration of 6.25 percent had the highest effect on increased calcification. In conclusion, PRF was effective 

in stimulating osteoblast proliferation and calcification in vitro.   
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1. บทนํา 

ความวิการของกระดูก (osseous defect) ในช่องปากนั้น เกิดข้ึนไดจ้ากหลายสาเหตุ เช่น การละลายตวัของ

กระดูกภายหลังการถอนฟัน การสูญเสียกระดูกจากโรคปริทันต์ การห้อยยอ้ยของโพรงอากาศแมกซิลลาร์ 

(Pneumatization of maxillary sinus) เป็นตน้ ซ่ึงเป็นปัญหาต่อการใส่ฟันเทียมของผูป่้วยทั้งดา้นการทาํหน้าท่ี และ

ความสวยงาม ในการรักษาสามารถรักษาไดห้ลายวิธี เช่น การปลูกกระดูก (bone graft) เป็นการเพ่ิมปริมาณกระดูกใน

รอยวิการ โดยกระดูกท่ีนาํมาปลูกควรมีคุณสมบติัท่ีดี คือ การสร้างกระดูก (osteogenesis) คือ การสร้างและการพฒันา

ให้เ กิดกระดูกโดยไม่มีเซลล์ต้นกําเนิดการสร้างกระดูกจากแหล่งอ่ืนเลย การเหน่ียวนําการสร้างกระดูก 

(osteoinduction) คือ การเหน่ียวนาํให้เซลล์ต้นกาํเนิดเซลล์กระดูก (osteoprogenitor cells) พฒันาเป็นเซลล์สร้าง

กระดูก (osteoblast)  และ การชกันาํเน้ือเยือ่กระดูก (osteoconduction) คือ กระดูกปลูกถ่ายท่ีสามารถเป็นโครงร่างให้

เซลลก์ระดูกเจริญเขา้มาและสร้างกระดูกใหม่ได ้(Giannoudis, Dinopoulos, & Tsiridis, 2005)(Misch & Dietsh, 1993) 

กระดูกท่ีนาํมาปลูกนั้นมีหลายชนิด ไดแ้ก่ กระดูกปลูกถ่ายในตนเอง (autogenous bone graft, autograft) เป็นการนาํ

กระดูกจากตวัผูป่้วยเองมาปลูกในความวิการ เช่น กระดูกสะโพก (iliac bone) กระดูกแนวประสานคาง (mandibular 

symphysis) บริเวณส่วนทายของขากรรไกรล่าง (mandibular ramus) เป็นตน้ ซ่ึงกระดูกปลูกถ่ายในตนเองถือว่าเป็นวิธี

มาตรฐานในการปลูกกระดูก เน่ืองจากมีคุณสมบติัทั้งการสร้างกระดูก การเหน่ียวนาํการสร้างกระดูก และ การชกันาํ

เน้ือเยือ่กระดูก (Giannoudis et al., 2005)(Burchardt, 1983) นอกจากน้ีกระดูกปลูกถ่ายในตนเองยงัลดโอกาสการเกิด

การปฏิเสธเน้ือเยือ่ปลูกถ่าย  (graft rejection) และการติดโรคจากบุคคลอ่ืน (disease transmittion)(Conrad E.U 1995) 

แต่อยา่งไรก็ตามพบว่ากระดูกปลูกถ่ายในตนเองมีขอ้เสีย คือ ผูป่้วยตอ้งมีบริเวณท่ีไดรั้บการผ่าตดัหลายตาํแหน่ง มี

ขอ้จาํกดัของปริมาณกระดูกปลูกถ่ายท่ีสามารถนาํมาได ้ผูป่้วยเจ็บปวดภายหลงัการผ่าตดั  และเกิดปัญหาแทรกซ้อน

อ่ืนๆ ได ้ (Kneser et al., 2006) จากขอ้จาํกดัเหล่าน้ีจึงมีการพฒันากระดูกปลูกถ่ายเอกพนัธุ์ (allogenic bone graft; 

allograft) เป็นการใชก้ระดูกของบุคคลอ่ืนท่ีผา่นกระบวนการต่างๆ เช่น กระดูกสดแช่แข็ง (fresh-frozen bone) กระดูก

ปลูกถ่ายเอกพนัธุ์ท่ีทาํให้แห้งภายใตอุ้ณหภูมิตํ่า (freezed-dried bone allograft; FDBA) และกระดูกปลูกถ่ายเอกพนัธุ์ท่ี

วนัพฤหสับดทีี ่๑๖ สงิหาคม พ.ศ.๒๕๖๑  หน้า 3067 จดัโดย  บณัฑติวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัรงัสติ 



 การประชมุนําเสนอผลงานวจัิยระดับบณัฑิตศึกษา 
ครัง้ท่ี ๑๓  ปีการศึกษา ๒๕๖๑ 

 

ผ่านการละลายแร่ธาตุทาํให้แห้งภายใตอุ้ณหภูมิตํ่า (demineralized freezed-dried bone allograft; DFDBA) ก่อน

นาํมาใชง้าน แต่กระดูกปลูกถ่ายเอกพนัธุ์มีขอ้เสีย คือ มีการละลายตวัของกระดูกปลูกถ่ายง่ายกว่ากระดูกปลูกถ่ายใน

ตนเอง เหลือเพียงคุณสมบติัการเหน่ียวนาํการสร้างกระดูก มีโอกาสเกิดการปฏิเสธเน้ือเยื่อจากผูอ่ื้น และ การติดเช้ือ

จากบุคคลอ่ืนได้ กระดูกปลูกถ่ายวิวิธพนัธุ์ (xenografts) เป็นกระดูกท่ีได้มาจากต่างสปีชีส์ เช่น ววั (bovine) สุกร 

(porcine) ซ่ึงมีโอกาสเกิดการปฏิเสธเน้ือเยื่อได้ง่ายกว่ากระดูกท่ีไดจ้ากมนุษย ์นอกจากน้ียงัมีกระดูกสังเคราะห์ท่ี

เรียกว่ากระดูกปลูกถ่ายเฉ่ือย (alloplast) เช่น ไฮดรอกซีอะพาไทด์ (hydroxyapatite) แคลเซียมฟอสเฟต (calcium 

phosphate) ซ่ึงมีคุณสมบติัในการชกันาํเน้ือเยื่อกระดูก มีความแข็งแรงเป็นโครงคํ้ ายนัให้เซลล์สร้างกระดูก และมี

ความเขา้กนัไดก้บัเน้ือเยือ่กระดูก การชกันาํให้กระดูกคืนสภาพ (Guided bone regeneration; GBR) เป็นการเหน่ียวนาํ

ให้เกิดการสร้างกระดูกในบริเวณความวิการ โดยอาศยัเซลล์ท่ีจาํเพาะ เช่น เซลล์ตน้กาํเนิด (pluripotential cells) และ

เซลลส์ร้างกระดูก (osteogenic cells) เคล่ือนท่ีจากอวยัวะขา้งเคียงมาท่ีบริเวณบาดแผล(Dahlin et al., 1988) โครงคํ้ายนั 

(scaffold) เช่น แผน่เยือ่กั้น (barrier membrane) วสัดุปลูกถ่าย และโมเลกุลส่งสัญญาณ (signaling molecule) (Drosse 

et al., 2008) เช่น ไซโตไคน์ (cytokine) หรือโกรต แฟ็คเตอร์ (growth factor) ทาํหน้าท่ีเหน่ียวนาํให้เกิดการเคล่ือนท่ี

ของเซลล์มายงับริเวณความวิการ เกิดการเติบโตและสร้างกระดูกข้ึนมาใหม่ได ้ (Dahlin et al., 1988) โมเลกุลส่ง

สัญญาณท่ีเก่ียวกับการสร้างกระดูกมีหลายชนิด เช่น เพลทเลท-ดีไรฟ์ โกรต แฟ็คเตอร์ (platelet-derived growth 

factor; PDGF) อินซูลิน-ไลค์ โกรตแฟ็ตเตอร์ (insulin-like growth factor; IGF) ไฟโบบราส โกรต แฟ็คเตอร์ 

(fibroblast growth factor; FGF) ทรานส์ฟอร์มมิง โกรต แฟ็คเตอร์-เบตา (transforming growth factor-β; TGF-β) วา

สคูลา เอนโดทีเลียว โกรต แฟ็คเตอร์ (vascular endothelial growth factor; VEGF) และ โบนมอร์โฟเจนิก โปรตีน 

(bone morphogenic proteins; BMPs) (Hughes et al., 2006) ซ่ึงในปัจจุบนัมีการศึกษาการประยุกต์นาํรีคอมบิแนนท ์

เพลทเลท-ดีไรฟ์ โกรต แฟ็คเตอร์ ร่วมกบักระดูกปลูกถ่ายเอกพนัธุ์ หรือกระดูกปลูกถ่ายเฉ่ือยในการรักษาความวิการ

ของกระดูกบริเวณง่ามรากฟันร่วมกบักระดูกปลูกถ่ายเอกพนัธุ์ พบการสร้างใหม่ของกระดูกบริเวณง่ามรากฟันข้ึนเม่ือ

เปรียบเทียบการไม่ใส่รีคอมบิแนนท ์เพลทเลท-ดีไรฟ์ โกรต แฟ็คเตอร์ (Nevins et al., 2005)(Nevins et al., 2003) และ

มีการผลิตผลิตภณัฑ์รีคอมบิแนนท ์เพลทเลท-ดีไรฟ์ โกรต แฟ็คเตอร์-บีบี ร่วมกบับีตา้-ทีซีพี (rhPDGF-BB/β-TCP: 

GEM 21S®) เพ่ือใชใ้นการรักษาความวิการต่างๆ ในช่องปาก แต่เน่ืองจากมีขอ้ควรระวงัในการใชผ้ลิตภณัฑ์ในกรณี

มารดาให้นมบุตร ผูป่้วยท่ีมีประวติัการแพผ้ลิตภณัฑท่ี์มีส่วนประกอบของรีคอมบิแนนท ์เพลทเลท-ดีไรฟ์ โกรต แฟ็ค

เตอร์-บีบี หรือ บีตา้-ทีซีพี เป็นตน้ นอกจากน้ีผลิตภณัฑย์งัมีราคาค่อนขา้งสูง จึงไดมี้การคิดคน้ในการลดขอ้จาํกดัต่างๆ 

โดยไดมี้การคิดคน้การนาํไฟบรินท่ีไดจ้ากการป่ันเลือดของตวัผูป่้วยเอง ซ่ึงมีโกรตแฟ็คเตอร์หลายชนิดมาใชร่้วมกบั

การปลูกกระดูกในบริเวณความวิการต่างๆ ได ้เช่น เพลทเลท ริช ไฟบริน (platelet-rich fibrin; PRF) เพลทเลท ริช 

ไฟบริน เป็นการนาํเลือดของตวัผูป่้วยเองมาผ่านกระบวนการป่ันเหวี่ยงเพ่ือให้เกิดการแยกตวัของเลือดเป็น 3 ส่วน 

ไดแ้ก่ ส่วนเมด็เลือดแดง (red corpuscules base) อยูบ่ริเวณกน้หลอดป่ันเลือด ส่วนการแข็งตวัของไฟบริน (fibrin clot) 

อยูส่่วนกลางของหลอดป่ันเลือด และส่วนของพลาสม่าท่ีไม่มีเซลล ์(acellular plasma) อยูส่่วนบนของหลอดป่ันเลือด    

ในไฟบรินประกอบดว้ยโมเลกุลส่งสัญญาณหลายชนิด เช่น เพลทเลท-ดีไรฟ์ โกรต เเฟ็คเตอร์-เอบี (PDGF-AB) 

ทรานส์ฟอร์มมิง โกรต เเฟ็คเตอร์-เบตาวนั (TGFb-1) อีพิเดอมอล โกรต แฟ็คเตอร์ (epidermal growth factor; EGF) 

และ วาสคูลา เอนโดทีเลียว โกรต แฟ็คเตอร์ และทรอมโบสปอนดินวนั (thrombospondin-1; TSP-1) ไดใ้นช่วง 7 วนั

แรก (Su et al., 2009)(Dohan et al., 2006a)(Dohan et al., 2006b)(Dohan et al., 2009) ซ่ึงเป็นปัจจยัสําคญัในการ
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ส่งเสริม โบน มีเซนไคมอล สเต็มเซลล์ (bone mesenchymal stem cell; BMSC) ให้เกิดการเพ่ิมจาํนวนเซลล ์

(proliferation) เปล่ียนแปลงของเซลลไ์ปเป็นเซลลท่ี์มีคุณสมบติัเฉพาะ (differentiation) และเคล่ือนท่ี (migration) ของ

เซลล ์นอกจากนั้น เพลทเลท ริช ไฟบริน ยงัมีการเตรียมท่ีง่าย สะดวก ประหยดั และลดความเส่ียงในการตอบสนอง

ของร่างกายผูป่้วย และการสร้างแอนติบอดีได ้จากการศึกษาของ Jong-WonLee และคณะ (2012) ศึกษาเปรียบเทียบ

การเหน่ียวนําการสร้างกระดูกใหม่ด้วยวิธีการใช้เพลทเลท ริช ไฟบริน (กลุ่มทดลอง) และไม่ใช้  เพลทเลท ริช 

ไฟบริน (กลุ่มควบคุม) ในกระต่าย พบการสร้างใหม่ของกระดูกในกลุ่มทดลองร้อยละ 29.30 ส่วนในกลุ่มควบคุมพบ

ร้อยละ 11.06  และพบกระดูกท่ีสร้างใหม่ยดึเกาะกบัรากฟันเทียมในกลุ่มทดลองคิดเป็นร้อยละ 39.43 ในกลุ่มควบคุม

คิดเป็นร้อยละ 17.11 ซ่ึงแตกต่างกนัอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ แต่อย่างไรก็ตาม ก็ยงัพบการสร้างใหม่ของกระดูกใน

ปริมาณท่ีไม่เป็นท่ีน่าพอใจ จึงทาํให้นาํไปสู่การศึกษาน้ี คือ เพ่ือศึกษาศึกษารูปแบบความเขม้ขน้ของเพลทเลท ริช 

ไฟบรินต่อการเพ่ิมจํานวนและการสร้างแคลเซียม ของเซลล์ MC3T3-E1 เพ่ือนํามาใช้เป็นข้อมูลในการนํามา

ประยกุตใ์ชใ้นการเพ่ิมประสิทธิภาพการเหน่ียวนาํการสร้างกระดูกทางคลินิกต่อไป   

 

2. วตัถุประสงค์การวจิัย 

2.1  เพ่ือศึกษาผลของเพลทเลท ริช ไฟบรินท่ีต่อการเพ่ิมจาํนวนของเซลลส์ร้างกระดกู  

 2.2  เพ่ือศึกษาผลของเพลทเลท ริช ไฟบรินท่ีต่อการสร้างแคลเซียมของเซลลส์ร้างกระดูก 
 

3. การดําเนินการวจิัย 

 การเตรียมเพลทเลท ริช ไฟบริน 

 เจาะเลือดจากเส้นเลือดดาํมีเดียน คิวบิทอล (median cubital vein) จากอาสาสมคัร ดว้ยเข็มขนาด 20 น้ิว ลง

ในหลอดสําหรับป่ันเลือดให้ไดเ้พลทเลท ริช ไฟบริน ปริมาณ 10 มิลลิลิตร จาํนวน 2 หลอด นาํไปป่ันในเคร่ือง A-

PRFTM ท่ีความเร็ว 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14 นาที จะไดส่้วนประกอบของเพลทเลท ริช ไฟบริน 3 ส่วน ไดแ้ก่ 

ส่วนของพลาสม่าท่ีไม่มีเซลล ์ไฟบริน และส่วนเมด็เลือดแดง จากนั้นนาํส่วนของไฟบรินวางบนตะแกรงเพ่ือแยกส่วน

นํ้าออกจากแผน่ไฟบริน นาํแผน่เพลทเลท ริช ไฟบริน ท่ีเหลือจากการรักษาโรคเน้ือเยื่อรอบรากฟันเทียมอกัเสบทาง

คลินิกใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร โดยเติมอาหารเล้ียงเซลล์ตามอตัราส่วน คือ เพลทเลท ริช ไฟบริน 1 

แผน่ต่ออาหารเล้ียงเซลลแ์อลฟา-เอ็มอีเอ็มปริมาตร 5 มิลลิลิตร (หากเหลือแผน่เพลทเลท ริช ไฟบริน 2 ส่วนใน 5 ส่วน 

จะเติมอาหารเล้ียงเซลล์แอลฟา-เอ็มอีเอ็มปริมาตร 2 มิลลิลิตร) ใส่ตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

คาร์บอนไดออกไซด ์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 7 วนั เตรียมความเขม้ขน้ของเพลทเลท ริช ไฟบรินให้มีความเขม้ขน้ร้อยละ 

6.25, 12.5, 25 และ 50  

 การหาความเขม้ขน้ของเพลทเลท ริช ไฟบรินท่ีกระตุน้การเพ่ิมจาํนวนของเซลล์ไลน์ MC3T3-E1 ณ เวลา

ต่างๆ 

 ตรวจสอบปริมาณเซลลท่ี์มีชีวิตของเซลลโ์ดยใชเ้พรสโตบลู โดยกลุ่มทดลอง ไดแ้ก่ เซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 

ท่ีใส่เพลทเลท ริช ไฟบริน ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 6.25, 12.5, 25 และ 50 และกลุ่มควบคุม ไดแ้ก่ เซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 

ในอาหารเล้ียงเซลลแ์อลฟา-เอ็มอีเอ็ม ท่ีมีฟีตลัโบไวน์ ซีรัม ร้อยละ 10 และร้อยละ 1 

 จากนั้นนาํไปเพาะเล้ียงในตูบ่้มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 เป็นเวลา 1 และ 7 

วนั เม่ือครบตามเวลาดูดสารละลายออกจากหลุม ลา้งดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ จากนั้นเติมสารละลายเพรสโตบลู 
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อ่านค่าความมีชีวิตของเซลล ์โดยใชเ้คร่ืองเสปกโทรโฟโตมิเตอร์ ไมโครเพลท รีดเดอร์ ท่ีความยาวกระตุน้ (excitation 

wavelength) 560 นาโนเมตร และความยาวคล่ืนคายพลงังาน (emission wavelength) 590 นาโนเมตร ท่ีเวลา 0, 30 และ 

60 นาที ซ่ึงความเขม้ขน้ของเพลทเลท ริช ไฟบริน ในความเขม้ขน้ต่างๆ จะถูกทดสอบซํ้ า 3 คร้ัง และคาํนวณหา

ค่าเฉล่ียร้อยละการอยูร่อดของเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 

 การทดสอบการสร้างแคลเซียมของเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 ตามความเขม้ขน้ของเพลทเลท ริช ไฟบริน  

 ตรวจสอบการสร้างแคลเซียมของเซลลโ์ดยใชอ้ะริซารีน เรด โดยแบ่งกลุ่มทดลอง ไดแ้ก่ เซลลไ์ลน์ MC3T3-

E1 ท่ีใส่ เพลทเลท ริช ไฟบริน ในความเขม้ขน้ร้อยละ 6.25, 12.5, 25 และ 50 และกลุ่มควบคุม ไดแ้ก่ เซลล์ไลน์ 

MC3T3-E1 ในอาหารเล้ียงเซลลแ์อลฟา-เอ็มอีเอ็ม ท่ีมีฟีตลัโบไวน์ ซีรัม ร้อยละ 10 และร้อยละ 1 

 จากนั้นนาํไปเพาะเล้ียงในตูบ่้มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 21 วนั 

ในอาหารเล้ียงเซลล์เหน่ียวนําให้เกิดการพฒันาเป็นเซลล์สร้างกระดูก (osteogenic media) เม่ือครบตามเวลาดูด

สารละลายออกจากหลุม ลา้งดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ จากนั้นตรึงเซลลด์ว้ยเมทานอลอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 20 นาที แลว้ลา้งดว้ยนํ้าปราศจากไอออน 2 คร้ัง เติมสารละลายอะลิซารีนหลุมละ 370 ไมโครลิตร ท้ิงไว ้2 

นาที จากนั้นดูดสารละลายอะลิซารีนท้ิง แลว้ลา้งดว้ยนํ้าปราศจากไอออน 3 คร้ัง แลว้ท้ิงไวใ้ห้แห้ง 

 ละลายสีท่ีติดดว้ย 10% cetylpyridium chloride ใน 10 มิลลิโมล โซเดียมฟอสเฟต (sodium phosphate) 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตรต่อหลุม เขยา่ประมาณ 20 นาที เพ่ือให้สีท่ียอ้มละลาย นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 

นาโนเมตร โดยใชเ้คร่ืองเสปกโทรโฟโตมิเตอร์ ไมโครเพลท รีดเดอร์ 

 การวิเคราะห์ขอ้มลู 

 ใชโ้ปรแกรม SPSS statistics ในการวิเคราะห์ผลเปรียบเทียบร้อยละของปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตของเซลล์ไลน์ 

MC3T3-E1 เม่ือทดสอบในเพลทเลท ริช ไฟบรินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ และ ณ เวลาต่าง กาํหนดค่าระดบันัยสําคญั (α) 

เท่ากบั 0.05 โดยใชส้ถิติ Kruskal-Wailis one-way ANOVA with adjusted. 
 

4. ผลการวจิัย 

 จากการเปรียบเทียบถึงประสิทธิภาพในการกระตุน้การเพ่ิมจาํนวนของเซลล์สร้างกระดูกของเพลทเลท ริช 

ไฟบริน ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 6.25, 12.5, 25 และ 50 และกลุ่มควบคุม คือ ในอาหารเล้ียงเซลลแ์อลฟา-เอ็มอีเอ็ม ท่ีมี 

ฟีตลัโบไวน์ ซีรัม ร้อยละ 1 (กลุ่มควบคุมเชิงลบ) และ อาหารเล้ียงเซลลแ์อลฟา-เอ็มอีเอ็ม ท่ีมี ฟีตลัโบไวน์ ซีรัม ร้อย

ละ 10 (กลุ่มควบคุมเชิงบวก) เม่ือครบเวลา 1 และ 7 วนั นาํมาวดัผลความมีชีวิตของเซลล์ดว้ยสารละลายเพรสโตบลู 

และนาํมาคาํนวณจาํนวนเซลลจ์ากสมการมาตรฐาน ไดผ้ลดงักราฟท่ี 1 
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รูปที ่1 แสดงค่าเฉลี่ยของเซลลส์ร้างกระดูกของหนูในแต่ละกลุม่ของเพลทเลท ริช ไฟบริน ที่ความเขม้ขน้ต่างๆ และกลุ่มควบคุม 

ทดสอบดว้ยสถิติ Kruskal-Wallis one-way ANOVA with adjusted # แสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสาํคญัทางสถิติ  

(p ≤ 0.025) ในวนัที่ 1  และ  § แสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p = 0.011) ในวนัที่ 7   

 

จากขอ้มลูการเพ่ิมจาํนวนของเซลลส์ร้างกระดูกขา้งตน้ (รูปท่ี 1) พบรูปแบบการเพ่ิมจาํนวนท่ีเหมือนกนัใน

กลุ่มอาหารเล้ียงเซลล์แอลฟา-เอ็มอีเอ็ม ท่ีมี ฟีตัลโบไวน์ ซีรัม ร้อยละ 1 (กลุ่มควบคุมเชิงลบ), กลุ่มเพลทเลท ริช 

ไฟบริน ความเขม้ขน้ร้อยละ 6.25, 12.5 และ 25 โดยมีรูปแบบ คือ เม่ือเปรียบเทียบจาํนวนเซลลพ์บว่าในวนัท่ี 7 เซลลมี์

การลดจาํนวนลงจากวนัท่ี 1 ในขณะท่ีกลุ่มอาหารเล้ียงเซลลแ์อลฟา-เอ็มอีเอ็ม ท่ีมี ฟีตลัโบไวน์ ซีรัม ร้อยละ 10 (กลุ่ม

ควบคุมเชิงบวก) พบการเพ่ิมข้ึนของจาํนวนเซลลม์ากข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่วนัท่ี 1 ถึงวนัท่ี 7 แต่ในทางตรงขา้มกลบั

พบว่า ในกลุ่มเพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 50 พบว่าจาํนวนเซลลล์ดลงอยา่งต่อเน่ืองเม่ือเปรียบเทียบจาํนวนเซลล์ใน

วนัท่ี 1 เม่ือนาํขอ้มลูท่ีไดม้าวิเคราะห์ทางสถิติ พบว่าในวนัท่ี 7 กลุ่มควบคุมเชิงลบมีจาํนวนเซลล์น้อยกว่ากลุ่มควบคุม

เชิงบวกอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p = 0.011)   

ในวนัท่ี 1 พบว่ากลุ่มเพลทเลท ริช ไฟบริน ความเขม้ขน้ร้อยละ 50 มีจาํนวนของเซลลสู์งข้ึนอยา่งมีนยัสําคญั

ทางสถิติ (p = 0.001 - 0.025) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มอ่ืนๆ โดยมีจาํนวนเซลล์มากกว่ากลุ่มควบคุมเชิงลบและกลุ่ม

ควบคุมเชิงบวกอยู่ 2.83 และ 2.42 เท่าตามลาํดบั เม่ือเปรียบเทียบกลุ่มการทดลองทุกกลุ่มพบว่าจาํนวนเซลล์สร้าง
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กระดูกสูงท่ีสุด คือ เม่ือเล้ียงเซลลส์ร้างกระดูกดว้ยเพลทเลท ริช ไฟบริน ความเขม้ขน้ร้อยละ 50 เป็นเวลา 1 วนั และ

นอ้ยท่ีสุด คือ กลุ่มเพลทเลท ริช ไฟบริน ความเขม้ขน้ร้อยละ 50 เป็นเวลา 7 วนั โดยมีค่าแตกต่างกนัประมาณ 50 เท่า  

 

     
 

     

 

     
 

     
 

รูปที ่2 a-d แสดงภาพมิญชวิทยาของเซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 ท่ีระยะเวลา 7 วนั (10X) 

(a) ภายหลงัสัมผสักบั เพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 50 (b) ภายหลงัสัมผสักบั เพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 25 

(c) ภายหลงัสัมผสักบั เพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 12.5  (d) ภายหลงัสัมผสักบั เพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 6.25 

 

จากรูป 2 a-d พบว่ารูปร่างและลกัษณะของเซลล์ท่ีสัมผสักบัเพลทเลท ริช ไฟบริน มีรูปทรงกระสวย 

(spindle) ปลายแหลม และมีปริมาณท่ีสูงข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีเล้ียงดว้ยกลุ่มควบคุมเชิงลบ  

1%FBS 10%FBS 

(a) (b) 

(c) (d) 
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เม่ือเปรียบเทียบถึงประสิทธิภาพของการสะสมตะกอนแคลเซียมของเซลล์สร้างกระดูก ในกลุ่มเพลท เลท 

ริช ไฟบริน ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 6.25, 12.5, 25 และ 50 และกลุ่มควบคุมเชิงบวกและเชิงลบ เม่ือครบเวลา 21 วนั 

นาํมายอ้มตะกอนแคลเซียมดว้ยสารละลายอะลซารีน เรด พบว่ากลุ่มท่ีมีการสะสมตะกอนแคลเซียมท่ีมากท่ีสุด คือ 

กลุ่มควบคุมเชิงบวก พบการสะสมตะกอนแคลเซียมเป็น 8.85 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมเชิงลบ  และพบมี

การสะสมตะกอนแคลเซียมเป็น 1.38, 1.63, 2.00 และ 0.69 เท่า ในกลุ่มเพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 6.25, 12.5, 25 

และ 50 ตามลาํดบั เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมเชิงลบ และเม่ือนาํไปทดสอบทางสถิติพบว่า แต่ละกลุ่มมีความ

แตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p = 0.215) ดงัแสดงในรูปท่ี 3 

 

 
 

รูปที่ 3 แสดงค่าเฉล่ียของการสะสมแคลเซียมของเซลล์สร้างกระดูกในแต่ละกลุ่มของ 

เพลทเลท ริช ไฟบริน ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ณ เวลา 21 วนั เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมเชิงลบ 
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รูปที ่4 แสดงการสะสมตะกอนแคลเซียมของเซลลส์ร้างกระดูกท่ีเวลา 21 วนั  

ในอาหารเล้ียงเซลลเ์หน่ียวนาํให้เกิดการพฒันาเป็นเซลลส์ร้างกระดูก ท่ีมีฟีตลั โบวายน์ ซีร่ัม ร้อยละ 1  

และ 10 และเพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 50, 25, 12.5 และ 6.25 
  

1%FBS 

10%FBS 

50%PRF 

12.5%PRF 

25%PRF 

6.25%PRF 
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รูปที ่5 a-f แสดงการสะสมตะกอนแคลเซียมของเซลลส์ร้างกระดูกท่ีเวลา 21 วนั ในอาหารเล้ียงเซลลเ์หน่ียวนาํให้เกิด

การพฒันาเป็นเซลลส์ร้างกระดูก (a) สูตรเพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 50 (b) สูตรเพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 25 

(c) สูตรเพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 12.5 (d) สูตรเพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 6.25 

 

 

 

1%FBS 10%FBS 

(a) (b) 

(c) (d) 
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5. การอภปิรายผล 

 เซลลไ์ลน์ MC3T3-E1 เป็นเซลล์ท่ีไดม้าจากฝากะโหลกของหนู ซ่ึงมีความสามารถในการสร้างอลัคาไลน์

ฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase; ALP activity) ในสภาวะพกัไดสู้ง เซลลมี์ความสามารถในการเปล่ียนแปลงไปเป็น

เซลลส์ร้างกระดูกและเซลลก์ระดูกได ้และสามารถสร้างแคลเซียมท่ีเป็นไฮดรอกซีอะพาไทด์ได ้สามารถกระตุน้การ

แสดงออกของเบสิกไฟโบรบลาสโกรตแฟ็คเตอร์เอ็มอาร์เอ็นเอ และโปรตีน ไดด้ว้ยทรานส์ฟอร์มม่ิงโกรตแฟ็คเตอร์ 

บีตา้ และ  เบสิกไฟโบรบลาส โกรต แฟ็คเตอร์ ในส่วนของโพรสตาแกรนดินเอฟทูแอลฟ่า (Prostaglandin F2α) 

สามารถกระตุน้ให้เกิดการสังเคราะห์ดีเอ็มเอและการเพ่ิมจาํนวนของเซลลโ์ดยมีการปรับตวัเพ่ิมจาํนวนตวัรับสัญญาณ

ของอินซูลินไลคโ์กรตแฟ็คเตอร์มากข้ึน  

 การศึกษาน้ีใชก้ารตรวจสอบปริมาณเซลลท่ี์มีชีวิตของเซลลไ์ลน์สร้างกระดูกของหนูโดยการใชเ้พรสโต บล ู

ซ่ึงเพรสโต บลู เป็นสารประกอบรีซาซูริน (resazurin-based compound) ท่ีสามารถผ่านเขา้สู่เซลล์ไดโ้ดยไม่มีความ

เป็นพิษต่อเซลล ์ทาํให้สามารถวดัการเพ่ิมจาํนวนแบบจลนพลศาสตร์ (kinetic assay) ได ้เม่ือสารเขา้สู่เซลล์ในสภาวะ

รีดิวซ่ิง (reducing environment) ท่ีอยู่ในไซโตพลาสซึมของเซลล์ เพรสโต บลู เป็นสารละลายรีซาซูริน (resazurin-

based solution) ท่ีมีสีม่วง จะถูกเปล่ียนไปเป็นรีโซรูฟิน (resorufin) ท่ีมีสีแดง โดยเอนไซมใ์นไมโตคอนเดรีย 

(mitochondrial enzyme) หลายชนิด ซ่ึงรีโซรูฟินมีคุณสมบติัเป็นสีฟลูออเรสเซนต ์(fluorescence) ทาํให้สามารถวดั

การแบ่งตวัของเซลลไ์ดจ้ากความเขม้ของสีแดงท่ีเกิดข้ึน (Al-Nasiry et al., 2007) ขอ้ดีของการใชเ้พรสโต บลู ในการ

ตรวจสอบความมีชีวิตและความเป็นพิษต่อเซลล ์คือ ประหยดัเวลา หรือในกรณีท่ีเซลลมี์จาํนวนนอ้ยสามารถเพ่ิมความ

ไว (sensitivity) ของสารดว้ยการเพ่ิมระยะเวลาในการบ่มไดน้านถึง 24 ชัว่โมง แต่ตอ้งระวงัการปนเป้ือนจากแบคทีเรีย 

เพรสโต บลู สามารถบ่มไดท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 หรือท่ีอุณหภูมิห้อง โดยไม่

เป็นพิษต่อเซลล ์สามารถนาํไปวดัแลว้นาํมาทดลองต่อได ้นอกจากน้ียงัไม่ตอ้งทาํการดูดอาหารเล้ียงเซลล์เก่าออกจาก

ถาดหลุมเหมือนกบัวิธีเอ็มทีที (MTT assay) ท่ีตอ้งดูดออกแลว้ใส่ไดเมททิลซัลฟอกไซดเ์พ่ือละลายสีฟอร์มาซาน 

(formazan) ในเซลล ์(Martín-Navarro et al., 2014)(Boncler et al., 2014)  

การเคล่ือนท่ีของเซลล์กระดูก เกิดการเติบโตและสร้างกระดูกข้ึนมาใหม่  อาศยัโกรตแฟคเตอร์ต่างๆ 

(Dahlin et al., 1988) (Drosse et al., 2008) เช่น เพลทเลท-ดีไรฟ์ โกรต แฟ็คเตอร์, อินซูลิน-ไลค์ โกรตแฟ็ตเตอร์, ไฟ

โบบราส โกรต แฟ็คเตอร์, ทรานส์ฟอร์มมิง โกรต แฟ็คเตอร์-เบตา, วาสคูลา เอนโดทีเลียว โกรต แฟ็คเตอร์ และโบ

นมอร์โฟเจนิก โปรตีน (Hughes et al., 2006) ซ่ึงสามารถพบไดใ้นเพลทเลท ริช ไฟบริน (Dohan et al., 2009) (Qiao et 

al., 2017) โดยในการศึกษาน้ีพิจารณาถึงประสิทธิภาพของเพลทเลท ริช ไฟบริน ต่อการเพ่ิมจาํนวนของเซลล์ไลน์ 

MC3T3-E1 โดยพบว่าความสามารถในการเพ่ิมจาํนวนของเซลลท่ี์สูงท่ีสุดในวนัท่ี 1 คือ เพลทเลท ริช ไฟบรินท่ีความ

เขม้ขน้ร้อยละ 50 ซ่ึงสูงกวา่กลุ่มอ่ืนๆอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ แต่เม่ือเล้ียงต่อไปในวนัท่ี 7 กลบัพบว่าเซลล์มีจาํนวน

ลดลงนอ้ยกว่ากลุ่มอ่ืนๆ เช่นเดียวกนั ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิสโดยจากการศึกษาของ 

Noda และคณะ (1986) พบว่าทรานส์ฟอร์มิง โกรท แฟคเตอร์ ส่งผลต่อรูปร่างของเซลล์ไลน์สร้างกระดูกของหนู 

MC3T3-E1โดยเปล่ียนรูปร่างจากทรงลกูบาศกเ์ป็นทรงกระสวย และเม่ือเติมเติมทรานส์ฟอร์มิง โกรท แฟคเตอร์ความ

เขม้ขน้ 1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร พบการยบัย ั้งการเพ่ิมจาํนวนของเซลลล์งร้อยละ 40 และเม่ือเติมในความเขม้ขน้ 2 นา

โนกรัมต่อมิลลิลิตรพบการยบัย ั้งการเพ่ิมจาํนวนอยา่งสมบรูณ์ (Rodan, 1986) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Katagiri 

และคณะ (1990) พบว่า ทรานส์ฟอร์มิง โกรท แฟคเตอร์ ในความเขม้ขน้ท่ี 1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ยบัย ั้งการเพ่ิม
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จาํนวนของเซลลไ์ลน์สร้างกระดูกของหนู MC3T3-E1(Katagiri et al., 1990) นอกจากนั้นอาจสามารถเกิดไดจ้ากการ

เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีซีรัมท่ีจาํกดั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาท่ีผ่านมาของ Jilka และคณะ (1998) พบว่าเม่ือมี

การเล้ียงเซลลแ์บบไม่มีซีรัมร่วมกบั โบไวน์ ซีรัม อลับูมิน ร้อยละ 0.5 (serum free with 0.5% bovine serum albumin) 

พบการตายของเซลลแ์บบอะพอพโทซิสท่ีเพ่ิมมากข้ึนอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัการเล้ียงเซลล์ใน

อาหารเล้ียงเซลลแ์อลฟา-เอ็มอีเอ็ม ท่ีมีฟีตลัโบไวน์ ซีรัม ร้อยละ 10 (Jilka et al., 1998) ซ่ึงจากการศึกษาน้ีพบว่าเซลลท่ี์

เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลแ์อลฟา-เอ็มอีเอ็ม ท่ีมี ฟีตลัโบไวน์ ซีรัม ร้อยละ 10 มีการเพ่ิมจาํนวนข้ึนเร่ือยๆ เช่นเดียวกนั 

และเม่ือพิจารณาถึงประสิทธิภาพของเพลทเลท ริช ไฟบริน ต่อการสร้างแคลเซียมของเซลล์พบว่าท่ีความเขม้ขน้ของ

เพลทเลท ริช ไฟบริน ร้อยละ 6.25 พบการติดสีของสารยอ้มไดม้ากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีเล้ียงในเพลทเลท 

ริช ไฟบริน ความเขม้ขน้อ่ืนๆ อยา่งไรก็ตาม เม่ือเปรียบเทียบกบัเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลแ์อลฟา-เอ็มอีเอ็ม ท่ีมีฟีตลัโบ

ไวน์ ซีรัม ร้อยละ 10 พบว่ามีค่าความสามารถในการเพ่ิมจาํนวนของเซลลแ์ละการสร้างแคลเซียมของเซลลไ์ดน้อ้ยกว่า 

ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากความแตกต่างของส่วนประกอบและโกรทแฟคเตอร์ จากการศึกษาถึงส่วนประกอบในฟีตลัโบ

วายน์ ซีรัมท่ีผา่นมา พบว่ามีโกรทแฟคเตอร์ เช่น อีพิเดอมอล โกรท แฟ็คเตอร์, ไฟโบบราส โกรต แฟ็คเตอร์, เนิร์ฟ โก

รทแฟคเตอร์ (Nerve Growth Factor; NGF) เอ็นโดทีเรียลเซลล์ โกรทแฟคเตอร์ (Endothelial Cell Growth Factor; 

ECGF), เพลทเลท-ดีไรฟ์ โกรท แฟ็คเตอร์, อินซูลิน-ไลค์ โกรทแฟ็ตเตอร์, ทรานส์ฟอร์มมิง โกรท แฟ็คเตอร์-เบตา 

เป็นตน้ (Gstraunthaler, 2003) นอกจากน้ียงัพบส่วนประกอบอ่ืนๆ เช่น แอลบมิูน (albumin), กลูโคส, คอเลสเตอรอล, 

ทรานส์เฟอริน (transferrin), ธาตุเหล็ก เป็นตน้ ซ่ึงอาจมีความสําคญัในการเพ่ิมจาํนวนและการสร้างแคลเซียมของ

เซลลไ์ด ้

 

6. บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 1. ควรมีการศึกษาถึงกลไกในการเพ่ิมจาํนวนของเซลล์สร้างกระดูกเม่ือถูกกระตุน้ด้วยเพลทเลท ริช 

ไฟบริน เพ่ือให้ไดผ้ลสรุปท่ีชดัเจนมากข้ึน 

 2. ควรมีการทดลองในเซลลม์นุษยเ์พ่ือศึกษาการตอบสนองของเซลลท่ี์ใกลเ้คียงกบัมนุษยม์ากยิง่ข้ึน 
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