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บทคัดยอ  
 เพ็พไทดตานจลุชีพบีตา-ดีเฟนซิน-2 เปนสวนประกอบหนึ่งของระบบภูมิคุมกันแตกาํเนิด ซึง่มี

ฤทธิท์ําลายจลุชีพในหลอดทดลองหลายชนิด และยงักระตุนระบบภูมิคุมกันที่ไดมา ผลการทดลองที่

ผานมาแสดงใหเหน็วาการแสดงออกของบีตา-ดีเฟนซนิ-2 สัมพันธกบัการแปรสภาพของเซลลเยือ่บุผิว

และกระบวนการอักเสบ ดังนัน้การศึกษานีม้ีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาถงึวถิีส่ือสัญญาณภายในเซลล

เยื่อบุผิวชองปากของบีตา-ดีเฟนซนิ-2 โดยเฉพาะอยางยิ่งโมเลกุลตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการแปรสภาพ

และกระบวนการอักเสบของเซลลเยื่อบุผิว ไดแก เอนไซมฟอสโฟไลเปสดี และเอนไซมฟอสโฟไลเปสเอ

ทู ตามลําดับ วธิีการทดลอง ประกอบดวยการวิเคราะหการแสดงออกในระดับอารเอ็นเอนาํรหัสและ

โปรตีนในเซลลเยื่อบุผิวชองปากของบีตา-ดีเฟนซนิ-2 และเอนไซมเมทริกซเมทลัโลโปรตีเนส-9 ซึ่ง

จัดเปนสวนประกอบหนึ่งของระบบภูมิคุมกันแตกําเนิดเชนเดียวกับบีตา-ดีเฟนซนิ-2 ดวยปฏิกิริยาลูกโซ

รีเวอรส ทรานสคริพเทสพอลีเมอเรส เรียลไทมพอลีเมอเรส และเวสเทรินบลอทไฮบรไิดเซชัน ตามลําดับ 

นอกจากนี้ วิเคราะหการทาํงานของเอนไซมเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-9 ดวยเทคนิคเจลาตนิไซโมแกรม

อีกดวย เซลลเยื่อบุผิวที่เลีย้งในจานเพาะเลี้ยงถูกกระตุนดวยสารสกัดจากผนังเซลลของเชื้อแบคทีเรีย

ชนิดกรัมลบ ไดแก ฟวโซแบ็คทีเรียม นวิคลีเอทัม ซึง่เปนแบคทีเรียที่เกี่ยวของกบัโรคปริทันต หรือ

สารเคมีโฟรบอลเอสเตอร ซึ่งมีฤทธิ์กระตุนเซลลเยื่อบุผิวไดเปนอยางดี นอกจากนี้ ใชสารเคมีหลายชนิด

ที่ทาํหนาที่เปนตัวยับยั้งจาํเพาะโมเลกุลตาง ๆ ของวิถส่ืีอสัญญาณทีต่องการศึกษา ในการตรวจสอบ

ความเกี่ยวของของโมเลกุลเหลานั้นตอการแสดงออกหรือการทาํงานทีเ่พิ่มข้ึนของบตีา-ดีเฟนซนิ-2 และ

เมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-9 ตรวจสอบการแสดงออกของเอนไซมฟอสโฟไลเปสดีและฟอสโฟไลเปสเอทู

ชนิดทีพ่บในไซโตพลาซมึ ทัง้ในระดับอารเอ็นเอนาํรหัสและโปรตีน และตรวจสอบฤทธิ์ของเอนไซมฟอส

โฟไลเปสดีและผลิตภัณฑที่เกิดจากการทาํงานของเอนไซมนี้  ผลการทดลอง การแสดงออกที่เพิ่มข้ึน

ของอารเอ็นเอนํารหัสและโปรตีนของบีตา-ดีเฟนซนิ-2 และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-9 ถูกยับยัง้โดยตัว

ยับยั้งจาํเพาะตอเอนไซมฟอสโฟไลเปสดีและฟอสโฟไลเปสเอทูชนิดทีพ่บในไซโตพลาซึม นอกจากนัน้ 

ยงัพบวาการกระตุนดวยสารสกัดจากผนังเซลลของฟวโซแบ็คทีเรียม นวิคลีเอทัม และสารเคมีโฟรบอล

เอสเตอรทําใหเซลลเยื่อบุผิวชองปากมีการแปรสภาพเพิม่มากขึน้ โดยพบการแสดงออกของอารเอ็นเอ

นํารหัสของเอนไซมทรานสกลูทามเินส 1 ที่เพิม่ข้ึน พบการแสดงออกของอารเอ็นเอนํารหัสและโปรตีน



ของเอนไซมฟอสโฟไลเปสดี 1 และ 2 ในเซลลเยื่อบุผิวชองปาก และพบวาเอนไซมฟอสโฟไลเปสดี

ทํางานมากขึน้เมื่อกระตุนเซลลเยื่อบุผิวชองปากดวยตัวกระตุนทัง้สองชนิดขางตน โดยพบผลติภัณฑ

จากปฏิกิริยาของเอนไซมนี ้ ซึ่งไดแก กรดฟอสฟาทิดิก ในเซลลเยือ่บุผิวชองปากที่ถกูกระตุนอีกดวย 

นอกจากนัน้ พบการแสดงออกของอารเอ็นเอนาํรหัสที่คงที่ของเอนไซมฟอสโฟไลเปสเอทูชนิดทีพ่บใน

ไซโตพลาซึม แตการแสดงออกของโปรตีนของเอนไซมฟอสโฟไลเปสเอทูชนิดทีพ่บในไซโตพลาซึมถกู

กระตุนการทาํงานดวยการเติมกลุมฟอสเฟต และมกีารเคลื่อนที่เขาสูนิวเคลียส หลังจากเซลลเยื่อบุผิว

ชองปากถูกกระตุน สรุปและวิจารณผลการทดลอง ฟอสโฟไลเปสดีและฟอสโฟไลเปสเอทูชนิดทีพ่บ

ในไซโตพลาซมึ เปนโมเลกลุหลักสําคัญในการถายทอดสัญญาณในเซลลเยื่อบุผิวชองปาก ซึ่งควบคุม

การแสดงออกของบีตา-ดีเฟนซิน-2 และเมทริกซเมทัลโลโปรตีเนส-9 นอกจากนี ้ ฟอสโฟไลเปสดียัง

เกี่ยวของกับกระบวนการแปรสภาพของเซลลเยื่อบุผิวชองปากอกีดวย จึงทําใหเกิดความเชือ่มโยง

ระหวางกระบวนการแปรสภาพของเซลลและระบบภูมิคุมกันแตกาํเนดิดวยการสรางเพพ็ไทดตานจุล

ชีพ  ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจยัในอนาคต เปนที่นาสนใจที่จะศึกษาถงึบทบาทของบีตา-ดีเฟนซิน

และเพ็พไทดตานจุลชพีในครอบครัวอื่น ๆ ตอการกระตุนกระบวนการอกัเสบในเซลลปฐมภูมิเพาะเลี้ยง

จากเนื้อเยื่อชองปากตอไป  
 



 
Abstract 

Human β-defensin-2 (hBD-2) antimicrobial peptide is a component of the innate 

immunity that exerts its in vitro antimicrobial activity against various microorganisms and 

also activates the acquired immunity. Previous findings showed that hBD-2 expression 

correlated with epithelial differentiation and inflammatory process. Consequently, the 

objective of this study was to investigate the signaling pathways of hBD-2 inside oral 

epithelial cells, particularly molecules involved with epithelial differentiation and 

inflammation, including phospholipase D (PLD) and phospholipase A2 (PLA2).  Methods 

included the analyses of mRNA and protein expression in cultured oral epithelial cells for 

hBD-2 and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9), another component of innate immunity, by 

reverse transcriptase polymerase chain reaction (PCR), real-time PCR, and western blot 

hybridization, respectively. Moreover, the MMP-9 activity was assayed by gelatin zymogram.  

Cultured epithelial cells were stimulated with cell wall extract of Fusobacterium nucleatum, a 

Gram-negative periodontal bacterium, or phorbol ester, an epithelial activator. To determine 

involvement of signaling molecules in hBD-2 and MMP-9 induction, several pharmacological 

inhibitors specific for each signaling molecule studied were used. We examined mRNA and 

protein expression for PLD and cytosolic PLA2, and investigated enzymatic activity of PLD 

as well as the derived products from an enzymatic reaction. Results: HBD-2 and MMP-9 

mRNA induction was inhibited by specific inhibitors of PLD and cytosolic PLA2.  In addition, 

stimulation with cell wall extract of Fusobacterium nucleatum and phorbol ester induced oral 

epithelial differentiation by up-regulating expression of transglutaminase 1 mRNA. It was 

found that mRNA and protein for PLD1 and PLD2 were expressed in oral epithelial cells, and 

the enzymatic activity of PLD was increased by the two stimulants. Phosphatidic acid, a 

product derived from the enzymatic reaction, was also detected in stimulated cells. 

Furthermore, cytosolic PLA2 mRNA was constitutively expressed, but its protein was 

activated by phosphorylation, and the phosphorylated cytosolic PLA2 then translocated into 

the nucleus in stimulated epithelial cells.   Summary and Discussion: PLD and cytosolic 

PLA2 are central signaling molecules in regulating hBD-2 and MMP-9 expression in oral 

epithelial cells.  PLD is also involved with epithelial differentiation.  Consequently, the 

connection between cellular differentiation and innate immunity by antimicrobial peptide 



production is established. Suggestions for future study: It is interesting to further study the 

roles of β-defensins and antimicrobial peptides of other families in activation of inflammatory 

process in primary cultured oral cells.  
 
Keywords (คําหลัก): β-defensin-2 (บีตา-ดีเฟนซนิ-2), matrix metalloproteinase-9 (เมทริกซ 

เมทัลโลโปรตีเนส-9), phospholipase D (ฟอสโฟไลเปสดี), cytosolic phospholipase A2 (ฟอสโฟไล

เปสเอทูชนิดทีพ่บในไซโตพลาซึม), differentiation (กระบวนการแปรสภาพ), innate immunity (ระบบ

ภูมิคุมกันแตกาํเนิด) 


