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บทคัดยอ 
 

 วัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้เพ่ือตรวจระดับของทรีฟอยแฟคเตอรชนิดตางๆ ไดแก TFF1, TFF2 และ 
TFF3 ในเนื้อเยื่อเหงือกและในนํ้าลายของผูปวยโรคปริทันตอักเสบเรื้อรัง และ ตรวจปริมาณเชื้อกอโรคปริทันตจาก
น้ําเหลืองเหงือก  จํานวนอาสาสมัครในการวิจัยครั้งนี้ประกอบดวย ผูปวยโรคปริทันตอักเสบเรื้อรัง  25 ราย และ 
อาสาสมัครที่มีสุขภาพชองปากปกติจํานวน 25 ราย วิธีอิมมูโนฮีสโตเคมีถูกนํามาใชเพ่ือตรวจหาการแสดงออกของ 
TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเย่ือเหงือก สําหรับการวัดระดับ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําลายใชวิธี ELISA 
ปริมาณเชื้อกอโรคปริทันตจากน้ําเหลืองเหงือก ไดแก เชื้อพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส (Porphyromonas gingivalis) 
เชื้อแอคกริเกทิแบคเตอร แอคทิโนมัยซิเทมโคมิแทนส (Aggregatibacter actinomycetemcomitans) และเชื้อ แทนเนอ
เรลลา โฟไซเทนซิส (Tannerella forsythensis) ถูกตรวจวัดดวยวิธี real time polymerase chain reaction ผลการวิจัย
บงชี้วา ระดับ TFF1 และ TFF3 ในน้ําลายของผูปวยโรคปริทันตอักเสบเรื้อรัง มีปริมาณต่ํากวากลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.032 และ p = 0.037 ตามลําดับ)  อีกทั้งระดับการแสดงออกของ TFF3 ในเนื้อเยื่อเหงือกของ
ผูปวยโรคปริทันตอักเสบเรื้อรังแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุมควบคุม (p = 0.041)  สําหรับปริมาณเชื้อ 
Porphyromonas gingivalis และ Tannerella forsythensis จากน้ําเหลืองเหงือกของผูปวยโรคปริทันตอักเสบเรื้อรังมี
ปริมาณสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.001 และ p < 0.001 ตามลําดับ)  ผลการวิจัยบงชี้วามี
ความสัมพันธแบบผกผันระหวางระดับ TFF3 ในน้ําลายกับปริมาณเชื้อพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส (r = -0.383; p = 
0.006) และแทนเนอเรลลา โฟไซเทนซิส (r = -0.462; p = 0.001) นอกจากนี้ระดับ TFF3 ในน้ําลายยังมีความสัมพันธ
แบบผกผันกับระดับสภาวะปริทันตอักเสบ ไดแก อาการเลือดออก (r = -0.531; p < 0.001) รองลึกปริทันต (r = -0.391; 
p = 0.005) และการยึดเกาะของอวัยวะปริทันต (r = -0.490; p < 0.001) โดยสรุปการศึกษาครั้งนี้แสดงหลักฐานวามี
การเปล่ียนแปลงระดับ TFFs ทั้งในน้ําลายและเนื้อเยื่อเหงือกของผูปวยโรคปริทันตอักเสบเรื้อรังและพบวาการ
เปล่ียนแปลงระดับ TFF3 ในน้ําลายมีความสัมพันธแบบผกผันกับปริมาณเชื้อกอโรคปริทันตและสภาวะปริทันตอักเสบ 
ขอมูลดังกลาวบงชี้ถึงความสําคัญทางคลินิกของ TFF3 ในพยาธิกําเนิดของโรคปริทันตและขอมูลจากการศึกษาครั้งนี้
สามารถนําไปทําวิจัยทางคลินิกตอไปในอนาคตเพื่อประโยชนตอการดูแลรักษาผูปวยโรคปริทันตอักเสบ  
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Abstract 
 The objective of this study was to investigate the levels of TFF1, TFF2, and TFF3 in 
gingival tissues and saliva from chronic periodontitis patients, and to measure the amount of 
periodontopathic bacteria in gingival crevicular fluid.  Twenty five chronic periodontitis patients 
and 25 healthy subjects were included in this study.  Immunohistochemical method was used to 
detect the expression of TFF1, TFF2, and TFF3 in biopsy specimens derived from gingival 
tissues.  Levels of TFF1, TFF2, and TFF3 in saliva were measured by ELISA.  The amount of 
periodontopathic bacteria including Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, and Tannerella forsythensis in gingival crevicular fluid were measured 
by real time polymerase chain reaction.  Our results demonstrated that salivary TFF1 and TFF3 
peptides from chronic periodontitis patients were significantly decreased than those from 
controls (p = 0.032 and p = 0.037, respectively).  Expression of TFF3 in biopsy specimens from 
chronic periodontitis patients was significantly different in comparison to controls (p = 0.041).  
Levels of Porphyromonas gingivalis and Tannerella forsythensis in gingival crevicular fluid from 
chronic periodontitis patients were significantly higher than those in controls (p < 0.001 and p < 
0.001, respectively). Levels of TFF3 in saliva were negatively correlated with amount of 
periodontopathic bacteria including Porphyromonas gingivalis (r = -0.383; p = 0.006) and 
Tannerella forsythensis (r = -0.462; p = 0.001). Moreover, Levels of TFF3 in saliva were negatively 
correlated with levels of periodontal status including bleeding on probing (r = -0.531; p < 0.001), 
pocket depth (r = -0.391; p = 0.005), and clinical attachment loss (r = -0.490; p < 0.001). In 
conclusion, our study demonstrated an alteration of TFF expression both in gingival tissues and 
saliva from chronic periodontitis patients. Negative correlations between salivary TFF3 
concentrations, periodontopathic bacteria, and periodontal status indicate the clinical 
significance of TFF3 peptides in pathogenesis of periodontal diseases. The present findings 
imply for future clinical research on the potential use of TFF3 peptides in management of 
patients with periodontal diseases. 
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บทสรุปสําหรับผูบริหาร (Executive summary) 
 
ชื่อโครงการวิจัยเร่ือง  
ความสัมพันธระหวางการแสดงออกของทรีฟอยลแฟกเตอรชนิดตางๆ ในเนื้อเย่ือเหงือกและน้ําลายกับระดับความ
รุนแรงของโรคปริทันตอักเสบชนิดเรื้อรัง  
Association between the expression of various types of trefoil factors (TFFs) in gingival tissues and saliva 
and the degree of disease severity of chronic periodontitis 

   
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. เปรียบเทียบการแสดงออกของ TFF ชนิดตางๆในเนื้อเย่ือเหงือกและในน้ําลายระหวางกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบ
ชนิดเรื้อรงักับกลุมอาสาสมัครปกติ 

2. เปรียบเทียบรูปแบบความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ TFF ชนิดตางๆ ในเนื้อเย่ือเหงือกและในน้ําลายระหวาง
กลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบชนิดเรื้อรังกับกลุมอาสาสมัครปกติ 

3. เปรียบเทียบความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ TFF ชนิดตางๆ ในเนื้อเย่ือเหงือกและในน้ําลายกับปริมาณเชื้อ
จุลชีพที่เกี่ยวของกับโรคปริทันตอักเสบ 

4. ศึกษาความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ TFF ชนิดตางๆ ในเนื้อเย่ือเหงือกและในน้ําลายกับคาสภาวะปริทันต
ที่เกี่ยวของกับโรคปริทันตอักเสบ 

 
ความสําคัญและที่มาของการวิจัย 
 โรคปริทันตอักเสบ (periodontitis) เปนโรคอักเสบเรื้อรังที่เกี่ยวของกับการติดเชื้อจุลชีพในชองปาก โรคปริ
ทันตอักเสบเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกิดการสูญเสียฟนในผูใหญ  การอักเสบที่เกิดขึ้นจากโรคชนิดนี้จะลุกลามไปยัง
อวัยวะปริทันตในชองปาก ไดแก เหงือก (gingiva), เอ็นยึดปริทันต (periodontal ligament) เคลือบรากฟน 
(cementum) และ กระดูกเบาฟน (alveolar bone) ผลจากการอักเสบเรื้อรังทําใหเกิดอาการปวดบวมที่บริเวณเหงือก 
อาจพบฝปริทันต รวมถึงการละลายของกระดูกเบาฟน ฟนโยก และนําไปสูการสูญเสียฟนในที่สุด  นอกจากนี้การติด
เชื้อจุลชีพที่สัมพันธกับโรคปริทันตอักเสบยังสามารถแพรกระจายเขาสูระบบเลือดและมีความเกี่ยวของกับโรคทางระบบ
อ่ืนๆ เชน โรคของระบบทางเดินหายใจ โรคของระบบหลอดเลือดและหัวใจ  และ โรคเบาหวาน  
         พยาธิกําเนิดของโรคปริทันตอักเสบและความรุนแรงของโรคเกี่ยวของกับปจจัยหลายอยาง ปจจัยหลักที่สําคัญ
ไดแก เชื้อจุลชีพที่สัมพันธกับโรคปริทันตอักเสบและการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันของรางกายตอเชื้อจุลชีพชนิด
ดังกลาว เชื้อจุลชีพที่สําคัญและเปนที่ยอมรับวาเกี่ยวของกับพยาธกิําเนิดของโรคปริทันตอักเสบคือ เชื้อพอรไฟโร
โมแนส จิงจิวาลิส (Porphyromonas gingivalis) เชื้อแอคกริเกทิแบคเตอร แอคทิโนมัยซิเทมโคมิแทนส 
(Aggregatibacter actinomycetemcomitans) และเชื้อ แทนเนอเรลลา โฟไซเทนซิส (Tannerella forsythensis) ซึ่งเปน
เชื้อชนิดกรัมลบ (Gram-negative bacteria) สวนประกอบของเชื้อจุลชีพและสารพิษที่ถูกสรางและปลอยออกมา 
สามารถลุกลามเขาสูรองเหงือกและอวัยวะปริทันตและสารพิษเหลานี้จะกระตุนการทํางานของระบบภูมิคุมกันในชอง
ปากและมีบทบาทสําคัญตอพยาธิกําเนิดของโรคปริทันตอักเสบ ถาระบบภูมิคุมกันรางกายมีการผลิตสารอักเสบออกมา
อยางตอเนื่องเปนระยะเวลานานจะสงผลในดานลบตออวัยวะปริทันตทั้งนี้เพราะสารอักเสบเหลานี้จะกระตุนใหเกิดการ
ทําลายของอวัยวะปริทันตและสงผลใหเกิดการละลายของกระดูกเบาฟนตามมา  ถาสารพิษจากเชื้อจุลชีพหรือส่ิงกระตุน
ดังกลาวถูกกําจัดออกไปการสรางสารอักเสบก็จะลดลงและหยุดยั้งการทําลายของอวัยวะปริทันตและการละลายของ
กระดูกเบาฟน อยางไรก็ตามในผูปวยที่มีระดับความรุนแรงของโรคปริทันตอักเสบใกลเคียงกันและไดรับการรักษาแบบ
เดียวกันแตการตอบสนองในการซอมแซมเนื้อเย่ือเหงือกและการกลับคืนสูภาวะปกติของอวัยวะปริทันตภายหลังการ
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รักษาโรคปริทันตอักเสบอาจใหผลที่แตกตางกันทั้งนี้ยังไมมีคําอธิบายที่ชัดเจนเกี่ยวกับกลไกหรือปจจัยที่ควบคุมการ
ซอมแซมเนื้อเยื่อเหงือกและอวัยวะปริทันต ดังนั้นการศึกษาถึงกลไกหรือปจจัยที่ควบคุมการซอมแซมเนื้อเย่ือเหงือก
และอวัยวะปริทันตจึงมีความสําคัญตอการรักษาและการพยากรณโรคในผูปวยโรคปริทันตอักเสบ 

 ทรีฟอยลแฟกแตอร (Trefoil factors or TFFs) จัดอยูในกลุม secretory molecules  ถูกสรางขึ้นโดย mucous 
epithelial cells โครงสรางโมเลกุลของทรีฟอยลแฟกแตอร  แบงยอยออกได 3 ชนิดคือ TFF1, TFF2 และ TFF3  
ในทางเดินอาหารมักพบวา mucous cells มีการสราง TFF ชนิดตางๆ และถูกหล่ังออกมาใน mocosal fluid มีรายงาน
บงชี้วาตอมน้ําลายและเซลลบุผิวชองปากของมนุษยสามารถสราง TFF ชนิดตางๆและหล่ังออกมาในน้ําลาย  บทบาท
และหนาที่ทางชีวภาพของ TFF ชนิดตางๆจะเกี่ยวของกับ mucosal regeneration, tissue repairing process, 
inflammatory process และการตอบสนองทางภูมิคุมกัน การศึกษาในหนูทดลองที่มีการปรับเปล่ียนทางพันธุกรรมเพื่อ
ยับย้ังการแสดงออกของ TFF gene แสดงใหเห็นวาหนูทดลองดังกลาวมีการตอบสนองตอการอกัเสบบริเวณลําไสเล็กที่
ผิดปกติไปจากหนูทดลองที่ใชเปนกลุมควบคุม การศึกษาที่ผานมาแสดงใหเห็นวาระดับการแสดงออกของ TFF1 และ 
TFF3 ใน serum ของผูปวยที่เปนโรค chronic inflammatory bowel disease เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม นอกจากนี้ การศึกษาทางอิมมูโนฮีสโตเคมีแสดงใหเห็นวาการแสดงออกของ TFF ชนิดตางๆที่บริเวณเนื้อเย่ือ
กระเพาะอาหารลดลง ในผูปวยที่ติดเชื้อ Helicobacter pyroli รวมกับการอักเสบของกระเพาะอาหารเมื่อเปรียบเทียบ
กับเนื้อเย่ือกระเพาะอาหารของผูปวยที่มีการอักเสบแตไมติดเชื้อดังกลาว อยางไรก็ตามยังไมมีการศึกษาเกี่ยวกับการ
แสดงออกของ TFF ชนิดตางๆในเนื้อเย่ือเหงือกและในน้ําลายของผูปวยโรคปริทันตอักเสบมากอน อีกทั้งยังไมมี
การศึกษาความสัมพันธระหวางเชื้อจุลชีพที่เกี่ยวของกับโรคปริทันตอักเสบกับการแสดงออกของTFFชนิดตางๆ ดังนั้น
การศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางการแสดงออกของTFFชนิดตางๆในเนื้อเยื่อเหงือกและในน้ําลายกับระดับ
สภาวะปริทันตที่เกี่ยวของกับความรุนแรงของโรคปริทันตอักเสบ ตลอดจนการศึกษาความสัมพันธระหวางการ
แสดงออกของTFFชนิดตางๆกับเชื้อจุลชีพที่สัมพันธโรคปริทันตอักเสบจึงเปนส่ิงที่นาสนใจและผลการศึกษาที่ไดจะ
นํามาซึ่งองคความรูใหมและเปนขอมูลพ้ืนฐานสําคัญที่จะนําไปสูการวิจัยตอยอดเกี่ยวกับกลไกหรือปจจัยที่ควบคุมการ
ซอมแซมเนื้อเยื่อเหงือกและอวัยวะปริทันตเพ่ือหาแนวทางการรักษาและการพยากรณโรคในผูปวยโรคปริทันตอักเสบ
ตอไป 
 
ระเบียบวิธีวิจัย 

การศึกษาวิจัยครั้งนี้เปนการศึกษาการแสดงออก TFF ชนิดตาง ๆไดแก TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเย่ือเหงือกและ
ในน้ําลายของผูปวยโรคปริทันตอักเสบและอาสาสมัครปกติ โดยการศึกษาครั้งนี้ใชวิธี อิมมูโนฮีสโตเคมี เพ่ือตรวจหาการ
แสดงออกของ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเยื่อเหงือกและใชวิธี ELISA เพ่ือตรวจหาระดับ soluble TFF1, TFF2 
และ TFF3 ในน้ําลายผูปวยโรคปริทันตอักเสบ ตลอดจนการใชเทคนิค real-time PCR เพ่ือหาปริมาณเชื้อจุลชีพที่
เกี่ยวของกับโรคปริทันตอักเสบไดแกเชื้อ Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans  และ 
Tannerella forsythensis จากรองลึกปริทันตของผูปวยโรคปริทันตอักเสบชนิดเรื้อรัง 

การวิเคราะหคาทางสถิติ 
1. คาเฉล่ียของความเขมขนของ TFF ชนิดตาง ๆ ในน้ําลาย คาการยอมติดสีของ TFFs ชนิดตางๆในเนื้อเย่ือ

เหงือก และปริมาณเชื้อจุลชีพที่เกี่ยวของกับโรคปริทันตอักเสบจะถูกนํามาวิเคราะหเปรียบเทียบระหวาง
กลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบเรื้อรังและกลุมอาสาสมัครที่เปนกลุมควบคุม ดวยคาทางสถิติโดยใช Mann-
Whitney test  
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2. ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ TFF ชนิดตางๆ ในน้ําลายและคาคะแนนการติดสีของ TFF ชนิด
ตางๆในเนื้อเย่ือเหงือกจากกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบเรื้อรังและกลุมอาสาสมัครที่เปนกลุมควบคุมจะ
ถูกวิเคราะหโดยคาสถิติชนิด Spearman’s rank correlation coefficient  

3. ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ TFF ชนิดตางๆ ในน้ําลายและคาคะแนนการติดสีของ TFF ชนิด
ตางๆในเนื้อเย่ือเหงือกกับปริมาณเชื้อจุลชีพที่เกี่ยวของกับโรคปริทันตจากกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบ
เรื้อรังและกลุมอาสาสมัครที่เปนกลุมควบคุมกับจะถูกวิเคราะหโดยคาสถิติชนิด Spearman’s rank 
correlation coefficient  

4. ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ TFF ชนิดตางๆ ในน้ําลายและคาคะแนนการติดสีของ TFF ชนิด
ตางๆในเนื้อเย่ือเหงือกกับคาสภาวะปริทันตจากกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบเรื้อรังและกลุมอาสาสมัครที่
เปนกลุมควบคุมจะถูกวิเคราะหโดยคาสถิติชนิด Spearman’s rank correlation coefficient  

 
แผนการดําเนินงานตลอดโครงการ 

พฤษภาคม 2551 - เมษายน 2552          
 : รวบรวมผูปวยและอาสาสมัคร  

         : set up immunostaining และ ELISA protocols  
พฤษภาคม 2552 -  กรกฎาคม 2552       
 : ตรวจวัดปริมาณเชื้อจุลชีพดวยเครื่อง real time PCR 
 : ทําการทดลองในหองปฏิบัติการดวยวิธี immunohistochemistry และ ELISA  
สิงหาคม 2552 – ตุลาคม 2552      
 : ทําการวิเคราะหผล 
พฤศจิกายน 2552 - มีนาคม 2553       

: สรุปการวิเคราะหผล 
เมษายน - พฤษภาคม 2553                    

: เขียนรายงานผลการวิจัยฉบับสมบรูณและจัดเตรียมบทความตนฉบับเพ่ือการตีพิมพ 
 
 
ผลงานที่ไดจากการวิจัย  

1. รายงานผลการวิจัยฉบับสมบรูณ 
2. บทความตนฉบับเพ่ือตีพิมพในวารสารทางวิชาการระดับนานาชาติที่มี impact factor 
3. การเผยแพรผลงานการวิจัยในท่ีประชุมระดับชาติหรือนานาชาติ 
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สารบัญตาราง 
  หนา 
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ปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 ที่ตรวจวัดในนํ้าลายจากอาสาสมัครปกติและผูปวยโรคปริ
ทันตอักเสบดวยวิธี ELISA (หนวยวัดความเขมขนของ TFFs ในน้ําลายเปน nmol/ gram 
salivary protein)  
 
ระดับคะแนนการยอมติดสีตอ TFF1, TFF2 และ TFF3 ที่ตรวจวัดในเนื้อเย่ือเหงือกจาก
อาสาสมัครปกติและผูปวยโรคปริทันตอักเสบดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี  
 
ปริมาณเชื้อจุลชีพที่เกี่ยวของกับโรคปริทันตอักเสบที่ตรวจวัดในนํ้าเหลืองเหงือกจาก
อาสาสมัครปกติและผูปวยโรคปริทันตอักเสบดวยวิธี real time PCR 
 
ความสัมพันธของปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 (nmol/g protein) ในน้ําลาย ความสัมพันธ
ระหวางคา immunostaining scores ของ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเยื่อเหงือก และ
ความสัมพันธระหวาง TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเยื่อเหงือกและในน้ําลาย จากผูปวยโรค
ปริทันตอักเสบ (periodontitis) และอาสาสมัครปกติ (control)  
 
ความสัมพันธของปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 (nmol/g protein) ในน้ําลาย กับปริมาณ
เชื้อกอโรคปริทันตในน้ําเหลืองเหงือก และ ความสัมพันธระหวางปริมาณ TFF1, TFF2 และ 
TFF3 ในน้ําลายกับสภาวะปริทันต จากอาสาสมัครปกติและผูปวยโรคปริทันตอักเสบ 
 
ความสัมพันธระหวางคา immunostaining scores ของ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเยื่อ
เหงือก กับปริมาณเชื้อกอโรคปริทันตในน้ําเหลืองเหงือก และ ความสัมพันธระหวางคา 
immunostaining scores ของ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเย่ือเหงือก กับสภาวะปริทันต 
จากผูปวยโรคปริทันตอักเสบและอาสาสมัครปกติ  
 
ความสัมพันธระหวางคาสภาวะปริทันตกับปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 ที่ตรวจวัดจาก
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บทนํา 
 
 โรคปริทันตอักเสบ (periodontitis) เปนโรคชองปากที่พบไดอยางแพรหลายในประชากรและเปนสาเหตุสําคัญ
ที่ทําใหเกิดการสูญเสียฟนในผูใหญ กระบวนการอักเสบที่เกิดขึ้นในโรคปริทันตอักเสบจะลุกลามถึงสวนของอวัยวะปริ
ทันตอันไดแก เหงือก (gingiva)  เคลือบรากฟน (cementum) เอ็นยึดปริทันต (periodontal ligament) และกระดูกเบา
ฟน (alveolar bone) กอใหเกิดการละลายของกระดูกเบาฟน ลักษณะทางคลินิกของโรคปริทันตอักเสบแตกตางตาม
ระดับความรนุแรงของโรค ประกอบดวยการมีรองลึกปริทันต (pocket formation) การมีเลือดออกเมื่อวัดรองลึกปริทันต 
(bleeding on probing) การมีรอยวิการบริเวณงามรากฟน (furcation involvement) ฟนโยก อาจมีอาการปวด มีหนอง
หรือฝปริทันต (periodontal abscess) รวมดวยหากไมไดรับการรักษาที่ถูกตองและเหมาะสม ก็สามารถนําไปสูการ
สูญเสียฟนในที่สุด [1]   

พยาธิกําเนิดของโรคปริทันตอักเสบเกี่ยวของกับปจจัยหลายอยางแตปจจัยที่สําคัญไดแก เชื้อจุลชีพที่เกี่ยวของ
กับโรคปริทันตอักเสบและการตอบสนองของภูมิคุมกันของรางกาย [2,3] คราบจุลินทรีย (dental plaque) ที่สะสมอยูบน
ตัวฟนบริเวณขอบเหงือกประกอบดวยเชื้อจุลชีพกอโรคหลายชนิด เชื้อจุลชีพที่สําคัญและเปนที่ยอมรับวาเปนสัมพันธกับ
พยาธิกําเนิดของโรคปริทันตอักเสบนั้นจัดอยูในกลุมแบคทีเรียชนิดไมอาศัยออกซิเจนและถูกจัดอยูในกลุมแบคทีเรีย
ชนิดแกรมลบ (Gram negative anaerobic species) ไดแก เชื้อพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส (Porphyromonas 
gingivalis) แอคกรเิกทิแบคเตอร แอคทิโนมัยซิเทมโคมิแทนส (Aggregatibacter actinomycetemcomitans) พรีโว
เทลลา อินเตอรมีเดีย (Prevotella intermedia) แทนเนอเรลลา โฟรไซเทนซิส (Tannerella forsythensis) และ ทริพอนี
มา เดนติโคลา (Treponema denticola) [4] การศึกษาที่ผานมาพบวาในโรคปริทันตอักเสบชนิดรุกราน (aggressive 
periodontitis) จะพบปริมาณของเชื้อพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส แอคกริเกทิแบคเตอร แอคทิโนมัยซิเทมโคมิแทนส และ 
พรีโวเทลลา อินเตอรมีเดีย มากกวารอยโรคปริทันตอักเสบชนิดเรื้อรัง (chronic periodontitis) ที่ไมมีการลุกลามของโรค 
[5] ทั้งนี้อาการและความรุนแรงของโรคปริทันตอักเสบอาจมีความสัมพันธกับเชื้อแบคทีเรียที่จําเพาะเหลานี้ [6]  

คุณสมบัติที่สําคัญและอาจเกี่ยวของกับการกอโรคของเชื้อจุลชีพดังกลาวคือการปลอยเอนไซมยอยโปรตีน 
(proteolytic enzymes) ออกมาโดยตรง  การสรางสารพิษ เชน ไลโปโพลีแซคคาไรด (lipopolysaccharide : LPS) 
และฟมเบรีย (fimbriae) สารพิษจะลุกลามเขาสูรองเหงือกและอวัยวะปริทันต และการกระตุนการตอบสนองของ
ภูมิคุมกันของรางกายบริเวณดังกลาว เซลลที่ถูกกระตุนดวยเชื้อกอโรคปริทันต เชน โมโนไซต (monocyte) และแมค
โครฟาจ (macrophage) จะหล่ังสารอักเสบ (inflammatory mediators) และไซโตไคน (cytokines) ที่เหนี่ยวนําใหเกิด

การละลายของกระดูก เชนอินเตอรลิวคิน-1 เบตา (Interleukin 1 beta [IL-1β])   ทูเมอรเนโครซิสแฟคเตอร-อัลฟา 

(Tumor necrosis factor alpha [TNF-α]) และโพรสตาแกลนดิน (Prostaglandin) [1] สารอักเสบเหลานี้มีคุณสมบัติทาง
ชีวภาพที่สงผลกระทบตอเซลลเปาหมายเชน gingival fibroblast ซึ่งเซลลเปาหมายเหลานี้จะถูกกระตุนใหผลิตและหล่ัง
สารอักเสบและไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการละลายของกระดูกไดเชนกัน รวมท้ังเมทริกซเมทัลโลโปรติเนส (metrix 
metalloproteinase [MMPs]) เมื่อมีการผลิตและหล่ังสารเหลานี้ออกมาในปริมาณมากจะทําใหเกิดการทําลายของ
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันของอวัยวะปริทันต และเกิดการละลายของกระดูกเบาฟน [2, 7, 8] 

ในปจจุบันพบวา การกําจัดสวนของแบคทีเรียและไบโอฟลม (biofilm) ใตเหงือก เปนวิธีการหลักในการรักษา
โรคปริทันตอักเสบ [9] จากหลายรายงานศึกษาที่ผานมาชี้ใหเห็นวาการกําจัดแผนคราบจุลินทรียดวยวิธีตางๆสามารถ
ชวยลดการอักเสบ ปองกันการทําลายตัวของเน้ือเยื่อปริทันต และลดการพัฒนาความรุนแรงของรอยโรคได [10-15] 
ภายหลังการรักษาที่เหมาะสมเนื้อเย่ือปริทันตที่เคยเสียหายจะเกิดการซอมแซม (repair) หรือการซอมสราง
(regeneration) ขึ้นในที่สุด แนวความคิดที่กลาววาการซอมสรางเพ่ือใหเกิดการกลับคืนมาของอวัยวะปริทันตทั้งใน
ลักษณะของรูปราง ปริมาณ และความสามารถในการทําหนาที่นั้นเปนเปาหมายหลักของการรักษาโรคปริทันตอักเสบ 
[16,17] การหายของแผลตองอาศัยขบวนการหลายอยางเชนการเคลื่อนตัว (migration) การยึดเกาะ (adhesion) รวมถึง
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การเพิ่มจํานวนและการเปลี่ยนแปลงรูปรางเซลล (proliferation and differentiation) ของเซลลหลายชนิด โดยขบวนการ
ที่เกิดขึ้นนี้อาจถูกกระตุนหรือเหนี่ยวนําจากการที่มีสารสื่อแบบโพลีเปปไตด (polypeptide mediator) มาจับกับตัวรับบน
ผิวเซลล หรือ เมื่อมี โกรทแฟคเตอร (growth factor) ในบริเวณที่เกี่ยงของ อยางไรก็ตามพบวาโกรทแฟคเตอรตางชนิด
กันก็จะสงผลใหเซลลแสดงออกตางกัน เชน ทรานสฟอรมมิงโกรทแฟคเตอร แอลฟา (transforming growth factor 
alpha [TGF-α])  และ อิพิเดอรมอลโกรทแฟคเตอร (epidermal growth factor [EGF]) เกี่ยวของกับการเหนี่ยวนําให
เกดิการสรางใหมของอิพิธีเลียม (re-epithelialization) [18] สวน วาสคูลารเอนโดธีเลียลเซลลโกรทแฟคเตอร (vascular 
endothelial cell growth factor [VEGF]) ทรานสฟอรมมิงโกรทแฟคเตอร เบตา (transforming growth factor beta 

[TGF-β]) แองจิโอเจนิน (angiogenin) แองจิโอโทรปน (angiotropin) แองจิโอโพอิติน(angiopoietin) และเฮปปาโตไซด
โกรทแฟคเตอร (hepatocyte growth factor) เกี่ยวของอยางมากกับการสรางเสนเลือดใหมในบริเวณที่เนื้อเยื่อเดิมถูก
ทําลาย ซึ่งตรงขามกับธรอมโบสปอนดิน (thrombospondin) และแองจิโอแสตติน(angiostatin) ที่ยังยั้งการสรางเสน
เลือด [19] สวนทรานสฟอรมมิงโกรทแฟคเตอรเบตา รวมกับคอนเนทีฟทิชชูโกรทแฟคเตอร (connective tissue growth 
factor) จะเกี่ยวของกับการสรางเสนใยคอลลาเจน (fibroblast collagen) นอกจากนี้การเคลื่อนตัวและการยึดเกาะของ
เซลล จะอาศัยอินทิกริน (integrin) จับกับสวนอื่นใดในเอกซตราเซลลูลารเมทริกซ (extracellular matrix) เชนการเคลื่อน

ตัวของเซลลอิพิธีเลียมและอาศัยโปรตีน อินทิกรินแอลฟา6เบตา4 (α6β4 integrin) จับกับลามินิน (laminin) หรือ อินทิ

กรินแอลฟา5เบตา1( α5β1 integrin) ที่เปนบริเวณยึดเกาะของไฟโบรเนกติน (fibronectin) ทําใหเกิดการยึดติดชนิดเฮ
มิเดสโมโซม (hemidesmosome) 

การเกิดการซอมสรางของเนื้อเย่ือปริทันตนั้นนอกจากจะมีการหายของแผลตามหลักพ้ืนฐานแลว ยังจะตอง
ตรวจหรือบงชี้ใหไดวามีการกลับคืนมาทั้งขนาดและปริมาณของเนื่อเย่ือปริทันตทั้งหมด เชน ความสูงของกระดูกเบาฟน 
ปริมาณและลักษณะเนื้อเย่ือเกี่ยวพันเหงือก การมีชั้นเคลือบฟนแบบ acellular extrinsic fiber กลับคืนมาในบริเวณที่
เคยหายไป การสรางเสนใยชารเป (sharpey’s fibers) ที่ย่ืนติดในรากฟน และการมีการยึดแนนของชั้นอิพิธีเลียม 
(epithelial seal) ในสวนขอบบนของรากฟน [20,21] ตามปกติรางกายของมนุษยจะมีความสามารถในการซอมสราง
เนื้อเยื่อที่จํากัดและมีเฉพาะเนื้อเย่ือบางอยางเทานั้นที่จะมีความสามารถนี้ได ซึ่งเหตุผลหลักเนื่องมาจากไมพบเซลลตน
กําเนิดและเซลลต้ังตนที่เหมาะสมและเพียงพอในชวงเวลาของการซอมสราง [20] อยางไรก็ตามในผูปวยที่มีระดับความ
รุนแรงของโรคปริทันตอักเสบใกลเคียงกันและไดรับการรักษาแบบเดียวกันแตการตอบสนองในการซอมแซมเนื้อเยื่อ
เหงือกและการกลับคืนสูภาวะปกติของอวัยวะปริทันตภายหลังการรักษาโรคปริทันตอักเสบอาจใหผลที่แตกตางกัน ทั้งนี้
ยังไมมีคําอธิบายที่ชัดเจนเกี่ยวกับกลไกหรือปจจัยที่ควบคุมการซอมแซมเนื้อเย่ือเหงือกและอวัยวะปริทันต ดังนั้น
การศึกษาถึงกลไกหรือปจจัยที่ควบคุมการซอมแซมเนื้อเยื่อเหงือกและอวัยวะปริทันตจึงมีความสําคัญตอการรักษาและ
การพยากรณโรคในผูปวยโรคปริทันตอักเสบ 

 ทรีฟอยลแฟกแตอร (Trefoil factors or TFFs) จัดอยูในกลุม secretory molecules  ถูกสรางขึ้นโดย mucous 
epithelial cells ในมนุษยตําแหนงของ TFF gene อยูบนโครโมโซมคูที่ 21 (21q22.3) [22] โครงสรางของทรีฟอยลแฟก
แตอร ประกอบขึ้นดวยเปปไทดสายสั้นๆและมีพันธะไดซัลไฟดเชื่อมยึดเปปไทดทําใหเกิดลักษณะที่เรียกวา 
intramolecular loops (trefoil domains) [23]  ทรีฟอยลแฟกแตอร แบงออกได 3 ชนิด [24] คือ TFF1, TFF2 และ 
TFF3  สําหรับ TFF1 (pS2) ประกอบดวยกรดอะมิโน 60 ตัวและมี 1 trefoil domain มักจะพบ TFF1 ในรูปแบบที่เปน 
dimeric form  TFF2 (spasmolytic polypeptide) ประกอบดวยกรดอะมิโน 106 ตัวและมี 2 trefoil domains เปปไทด
ของ TFF2 มี 1 ตําแหนงที่มี N-linked glycosylation สําหรับ TFF3 (intestinal trefoil factor) ประกอบดวยกรดอะมิโน 
59 ตัวและมี 1 trefoil domain TFF3 อาจถูกสรางออกมาในแบบ monomeric หรือ dimmer form  ในทางเดินอาหารมัก
พบวา mucous cells มีการสราง TFF ชนิดตางๆ และถูกหล่ังออกมาใน mocosal fluid รวมกับ mucins [24] ในหนู
ทดลองพบวาโปรตีนที่มีชื่อวา blottin ถูกจัดอยูในกลุม TFF-interacting protein และพบไดที่บริเวณ gastric surface 
สามารถทํางานรวมกับ TFF2 [24] สําหรับในมนุษย TFF-interacting proteins ที่มีชื่อวา TFIZ1จะทํางานรวมกับ TFF1 
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[25] และ GKN2 จะทํางานรวมกับ TFF2 [24]  ในขณะนี้ยังไมมีรายงานที่ระบุเกี่ยวกับตัวจับที่จําเพาะ(specific 
receptor) สําหรับ TFF ชนิดตางๆ การศึกษาที่ผานมาแสดงใหเห็นวาปจจัยที่ควบคุมการแสดงออกของ TFF ชนิดตางๆ 

ไดแก ไซโตไคน ทั้งชนิด pro-inflammatory cytokines เชน IL-1β, IL-6 และ TNF-α [26] และ anti-inflammatory 

cytokines เชน TGF-β [27,28,29]     

 บทบาทหนาที่ทางชีวภาพของ TFF ชนิดตางๆจะเกี่ยวของกับกระบวนการ mucosal regeneration และ 
tissue repairing process [30] โดยที่ TFF กระตุนใหเกิด migration of epithelial cells มายังบริเวณที่เกิดบาดแผล 
นอกจากนี้ TFF สามารถยับย้ังกระบวนการตายของเซลลเย่ือบุผิว (epithelial cell apoptosis) [31] บทบาทหนาที่ทาง
ชีวภาพของ TFF ชนิดตางๆยังเกี่ยวของกับการตอบสนองทางภูมิคุมกันและ inflammatory process [32,33,34] 
การศึกษาในหนูทดลองที่มีการปรับเปล่ียนทางพันธุกรรมเพ่ือยับย้ังการแสดงออกของ TFF gene แสดงใหเห็นวาหนู
ทดลองดังกลาวมีการตอบสนองตอการอักเสบบริเวณลําไสเล็กที่ผิดปกติไปจากหนูทดลองที่ใชเปนกลุมควบคุม [34] 
การศึกษาที่ผานมาแสดงใหเห็นวาระดับการแสดงออกของ TFF1 และ TFF3 ใน serum ของผูปวยที่เปนโรค chronic 
inflammatory bowel disease เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม [35] นอกจากนี้ การศึกษาทางอิมมูโนฮีสโต
เคมีแสดงใหเห็นวาในผูปวยกระเพาะอาหารอักเสบที่ติดเชื้อเฮลิโคแบคเตอร พิโรลิ (Helicobacter pyroli) มีการ
แสดงออกของ TFF ชนิดตางๆท่ีบริเวณเนื้อเย่ือกระเพาะอาหารลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับผูปวยกระเพาะอาหารอักเสบ
แตไมติดเชื้อดังกลาว [36]  
 มีรายงานระบุวาตอมน้ําลายและเซลลบุผิวชองปาก (oral epithelial cells) ของมนุษยสามารถสราง TFF ชนิด
ตางๆ [37,38]  อยางไรกต็ามยังไมมีการศึกษาเกี่ยวกับการแสดงออกของ TFF ชนิดตางๆในเนื้อเยื่อเหงือกและใน
น้ําลายของผูปวยโรคปริทันตอักเสบมากอนอีกทั้งยังไมมีการศึกษาความสัมพันธระหวางเชื้อจุลชีพที่สัมพันธกับโรคปริ
ทันตอักเสบกับการแสดงออกของTFFชนิดตางๆ ดังนั้นการศึกษาเกี่ยวกับการแสดงออกของ TFF ชนิดตางๆในเนื้อเยื่อ
เหงือกและในน้ําลายของผูปวยโรคปริทันตอักเสบ การศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางการแสดงออกของTFFชนิด
ตางๆในเนื้อเย่ือเหงือกและในน้ําลายกับระดับสภาวะปริทันตที่เกี่ยวของกับโรคปริทันตอักเสบ ตลอดจนการศึกษา
ความสัมพันธระหวางเชื้อจุลชีพที่สัมพันธกับโรคปริทันตอักเสบกับการแสดงออกของTFFชนิดตางๆจึงเปนส่ิงที่นาสนใจ
และผลการศึกษาที่ไดจะนํามาซึ่งองคความรูใหมและเปนขอมูลพ้ืนฐานสําคัญที่จะนําไปสูการวิจัยตอยอดเกี่ยวกับ
บทบาทหนาที่ทางชีวภาพของTFFชนิดตางๆที่สัมพันธกับกลไกการควบคุมการซอมแซมเนื้อเย่ือเหงือกและอวัยวะปริ
ทันตเพ่ือหาแนวทางการรักษาและแนวทางการพยากรณโรคในผูปวยโรคปริทันตอักเสบตอไป 
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วัสดุและวิธกีารทดลอง 
1 การคัดเลือกกลุมตัวอยาง 
 คณะผูวิจัยจะทําการเลือกกลุมตัวอยางในคนไทยอายุต้ังแต 20 ปขึ้นไป ที่มารับการรักษาที่คณะทันต
แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน และอาสาสมัครที่เขารวมในโครงการวิจัยนี้ไดรับการรักษาที่มีการถอนฟนหรือ
ไดรับการรักษาทางศัลยกรรมปริทันต อาสาสมัครที่เขารวมในโครงการวิจัยไมมีปญหาโรคทางระบบ ไมอยูในระหวาง
ต้ังครรภหรือระยะใหนมบุตร หรือรับประทานยาคุมกําเนิด ไมไดรับประทานยาปฏิชีวนะในชวง 3 เดือนที่ผานมา ไมสูบ
บุหรี่ อาสาสมัครที่เขารวมในโครงการวิจัยจะไดรับการตรวจสภาวะปริทันตตามแบบฟอรมของคณะทันตแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยขอนแกน ซึ่งรวมถึงระดับการยึดเกาะของอวัยวะปริทันต (clinical attachment level; CAL) ความลึกของ
รองลึกปริทันต (probing depth; PD) อาการเลือดออกโดยเครื่องมือตรวจปริทันต (bleeding on probing; BOP) และ
ระดับการโยกของฟน หลังจากที่อาสาสมัครไดรับทราบขอมูลและรับฟงคําอธิบายถึงวัตถุประสงคของการวิจัย ขั้นตอน
และวิธีการวิจัยอยางละเอียดจากคณะผูวิจัย อาสาสมัครที่ยินดีเขารวมในงานวิจัยจะทําการลงลายมือชื่อยินยอมให
ทําการศึกษาไวเปนหลักฐานกอนทําการเก็บตัวอยาง กลุมอาสาสมัครที่เขารวมในโครงการวิจัยประกอบดวย 2 กลุมคือ 
         - กลุมอาสาสมัครที่เปนโรคปริทันตอักเสบเรื้อรัง (chronic periodontitis) จํานวน 25 คน ที่มีความรุนแรงของ
โรคปริทันตอักเสบในระดับปานกลางถึงรุนแรงมากโดยใชหลักเกณฑตามระบบการจําแนกโรคปริทันตอักเสบของ
สมาคมปริทันตวิทยาแหงประเทศสหรัฐอเมริกา ป คศ. 1999 [22] และมีฟนอยางนอย 1 ซี่ที่ตองไดรับการถอนฟน
เนื่องจากโรคปริทันตอักเสบชนิดเรื้อรัง เนื้อเย่ือเหงือกบริเวณฟนซี่ดังกลาวขนาดประมาณ 5 มม. x 5 มม. x 2 มม. จะ
ถูกตัดออกมาเพ่ือใชเปนชิ้นเนื้อตัวอยางสําหรับการศึกษาการแสดงออกของTFFชนิดตางๆโดยเทคนิค 
Immunohistochemistry  
         - กลุมอาสาสมัครที่เปนกลุมควบคุม จํานวน 25 คน ที่มีอวัยวะปริทันตที่ปกติ ไมมีการสูญเสียการยึดเกาะของ
เนื้อเยื่อปริทันต และมีรองลึกปรทิันตนอยกวา 4 มิลลิเมตร (no loss of attacment and probing depth < 4 mm.) และ
มีฟนอยางนอย 1 ซี่ที่มีอวัยวะปริทันตที่ปกติแตตองไดรับการถอนเพื่อการรักษาทางทันตกรรมจัดฟนหรือไดรับการ
รักษาทางศัลยกรรมปริทันตโดยการผาตัดเหงือกเพื่อเพ่ิมความยาวของตัวฟน (surgical crown lengthening 
procedure) เนื้อเย่ือเหงือกบริเวณฟนซี่ดังกลาวขนาดประมาณ 5 มม. x 5 มม. x 2 มม. จะถูกตัดออกมาเพื่อใชเปนชิ้น
เนื้อตัวอยางสําหรับการศึกษาการแสดงออกของTFFชนิดตางๆ โดยเทคนิค Immunohistochemistry  

 

2 การเก็บตัวอยางนํ้าลาย  

 การเก็บตัวอยางน้ําลายนี้จะทําโดยคณะผูวิจัยในชวงเวลา 9.00-11.00 นาฬิกา กอนการเก็บตัวอยางน้ําลาย 
ผูวิจัยจะใหอาสาสมัครแตละคนบวนปากและนั่งพักประมาณ 10 นาที จากนั้นจึงใหอาสาสมัครบวนน้ําลายชนิดที่ไมได
รับการกระตุน (unstimulated whole saliva) ลงในหลอดพลาสติกปลอดเชื้อเปนเวลา 10-15 นาที ผูเขารวมการวิจัยแต
ละคนจะถูกเก็บน้ําลายใหไดคนละ 3-5 มิลลิลิตร หลังจากนั้นตัวอยางน้ําลายจะถูกนํามาเตรียมและจัดเก็บใน
หองปฏิบัติการ โดยน้ําลายจะถูกนําไปเขยาโดยใชเครื่องเขยาผสมสารใหเขากัน (vortex) นาน 2 นาทีกอนที่ทําการปน
เหว่ียงที่ 5000 rpm เปนเวลา 10 นาที จึงแบงเก็บ supernatant จากตัวอยางน้ําลายลงในหลอดเอพเพนดอรฟ หลอด
ละ 1 มิลลิลิตร แลวนําตัวอยางน้ําลายที่ไดไปเก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียสจนกวาจะนําไปทดสอบ  

 

3 การวัดระดบั TFF ชนิดตางๆ  ในนํ้าลายศึกษาดวยวิธี ELISA   
ตัวอยางน้ําลายจะถูกนํามาวัดปริมาณ TFF ชนิดตาง ๆ โดยโดยวิธีการ sandwich ELISA technique ซึ่งมีขั้นตอนการ
ทํางานสรุปโดยยอดังนี้ 
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1 เจือจางตัวอยางน้ําลายใน assay buffer, pH 8.0, containing 0.1 mol/L phosphate, 0.1% BSA, 0.1% 
Tween20 ในอัตราสวนที่พอเหมาะสําหรับการตรวจหาTFF แตละชนิด (1:100 สําหรับ TFF1, 1:5 สําหรับ 
TFF2, 1:1000 สําหรับ TFF3)  

2 เตรียม purified TFFแตละชนิด ใน assay buffer ใหมีลําดับความเขมขนที่เรียงตามลําดับจากความเขมขน
มากไปสูความเขมขนนอย (serial dilution) เพ่ือใชในการสรางกราฟมาตรฐานสําหรับคํานวณความเขมขน
ของ TFFแตละชนิดจากตัวอยางน้ําลาย คาความเขมขนของ TFF1 ใน assay buffer อยูระหวาง 0.005-
0.171 nmol/L คาความเขมขนของ TFF2 อยูระหวาง 0.006-0.200 nmol/L และคาความเขมขนของ TFF3 
อยูระหวาง 0.003-0.183 nmol/L  

3 นํา capture antibodies (rabit polyclonal antibodies ไดรับความอนุเคราะหจาก Dr. Lars Thim, Novo 
Nordisk, Department of Protein Chemistry, Novo Alle, DK-2880 Bagsværd, Denmark) ที่จําเพาะตอ 
TFF แตละชนิด มาทําใหเจือจางใน coating buffer, pH 9.6, (15 mmol/L sodium carbonate, 35 mmol/L 
sodium bicarbonate) โดยเตรียมความเขมขน anti-human TFF1 rabit polyclonal antibodies 0.24 
μg/100 μL ความเขมขน anti-human TFF2 rabit polyclonal antibodies 0.50 μg/100 μL ความเขมขน 
anti-human TFF3 rabit polyclonal antibodies 0.20 μg/100 μL (100 μL /well) จากนั้นเก็บเพลทไวที่
อุณหภูมิหองประมาณ 3 ชั่วโมง แลวลางเพลทดวย washing buffer 

4 นําตัวอยางน้ําลายที่เจือจางแลว ปริมาณ 100 ไมโครลิตร/หลุม มาใสลงในไมโครเพลท 96 หลุม กําหนดให
ใชสามหลุมตอหนึ่งตัวอยาง (triplicate) ในการนี้นํา purified TFFแตละชนิด ใน assay buffer ที่มีลําดับ
ความเขมขนที่เรียงตามลําดับจากความเขมขนมากไปสูความเขมขนนอย ปริมาณ 100 ไมโครลิตร/หลุม มา
ใสลงในไมโครเพลท 96 หลุม กําหนดใหใชสามหลุมตอหนึ่งตัวอยาง (triplicate) จากนั้นเก็บเพลทไวที่
อุณหภูมิหองประมาณ 12 ชั่วโมง แลวจึงลางเพลทดวย washing buffer 

5 นํา detecting antibodies (rabit polyclonal antibodies conjugated with biotin ไดรับความอนุเคราะหจาก 
Dr. Lars Thim) ที่จําเพาะตอ TFF แตละชนิด มาทําใหเจือจางใน 0.1% bovine-albumin in phosphate 
buffer โดย dilution factor ที่ใชสําหรับ biotinylated rabit anti-human TFF1 antibodies 1:500, 1:500 
สําหรับ TFF2 และ 1:2,000 สําหรับ TFF3 (100 μL /well) จากนั้นเก็บเพลทไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 1 
ชั่วโมง แลวลางเพลทดวย washing buffer 

6 นํา 100 ไมโครลิตรของ horseradish peroxidase-avidin (Dakopatt), diluted 1:2000 in 10 nmol/L 
sodium phosphate, pH 7.4, 400 mmol/L NaCl, and 0.2 g/L lysozyme (Sigma) มาใสลงในเพลทจากนั้น
เก็บเพลทไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 30 นาทีเพ่ือการทําปฏิกิริยาและการเกิดสีจะทําโดยเติม 100 
ไมโครลิตรของ TMB Microwell Substrate System (Kirkegaard and Perry Laboratories) ใสลงในเพลท
จากนั้นเก็บเพลทไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 10 นาที จากนั้นหยุดปฏิกริยาดวยการเติม 100 ไมโครลิตรของ 
stop solution (1 mol/L phosphoric acid) ลงในแตละหลุม 

7 นําตัวอยางน้ําลายและ purified TFFแตละชนิดใน sample diluent ที่มีลําดับความเขมขนที่เรียงตามลําดับ 
ไปวัดคาการดูดกลืนแสง (optical density) ดวยเครื่อง ELISA plate reader ที่ความยาวคลื่น 450 นาโน
เมตร 

8 นําคาการดูดกลืนแสงกับคาความเขมขนของ purified TFFแตละชนิดไปสรางกราฟมาตรฐาน ทําการแปลง
ขอมูลแลวเลือกกราฟเสนตรงที่มีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจใกล 1 ที่สุด เพ่ือแสดงวาสมการที่ไดมีความ
เหมาะสมที่จะนําไปคํานวณหาความเขมขนของ TFFแตละชนิดในน้ําลาย 
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การวิเคราะหคาทางสถิติ 
1. คาเฉล่ียของความเขมขนของ TFF ชนิดตาง ๆ ในน้ําลายถูกนํามาวิเคราะหเปรียบเทียบระหวางกลุม
อาสาสมัครที่เปนโรคปริทันตอักเสบเรื้อรังและกลุมอาสาสมัครที่เปนกลุมควบคุม ดวยคาทางสถิติโดยใช 
Mann-Whitney test  
2. ความสัมพันธระหวางความเขมขนของ TFF ชนิดตาง ๆ ในน้ําลายจากกลุมอาสาสมัครที่เปนโรคปริ
ทันตอักเสบเรื้อรังและระดับความรุนแรงของโรคจะถูกวิเคราะหโดยคาสถิติชนิด Spearman’s rank 
correlation coefficient  

4 การเก็บตัวอยางชิ้นเน้ือและการเตรยีมชิ้นเน้ือเพือ่ข้ันตอนทางอิมมูโนฮีสโตเคม ี 
 เนื้อเย่ือเหงือกบริเวณฟนซี่ที่ถูกถอนขนาดประมาณ 5 มม. x 5 มม. x 2 มม. จะถูกตัดออกมาและจะถูกนําไป
แชในน้ํายาฟอรมาลิน กอนจะนําไปเก็บรักษาเพื่อคงสภาพชิ้นเนื้อในแทงพาราฟน ตัวอยางชิ้นเนื้อจากอาสาสมัคร จะ
ถูกนําไปตัดออกเปนแผนบาง ๆ ขนาดความหนาประมาณ 5 ไมโครเมตร ดวยเครื่องตัดชนิด Microtome โดยในการตัด
นี้จะไดแผนชิ้นเนื้อจํานวน 5 แผนชิ้นเนื้อจากชิ้นเนื้อของอาสาสมัครแตละราย แผนชิ้นเนื้อแตละแผนจะถูกนําไปติดบน
แผนแกว แผนชิ้นเนื้อ 1 แผน จะถูกยอมดวย hematoxylin และ eosin (H&E) เพ่ือใชสําหรับอางอิง (reference) สวนที่
เหลืออีก 4 แผน ชิ้นเนื้อจะถูกยอมดวยแอนตี้บอดีชนิดปฐมภูมิ (Primary antibody) ซึ่งจะทําปฏิกริยาเฉพาะกับ TFF 
ชนิดตางๆ สําหรับชิ้นเนื้อแผนสุดทายจะถูกใชเปนตัวควบคุมลบ (Negative control) 

5 การศึกษาการแสดงออกของ TFF ชนิดตางๆ ในเน้ือเยื่อเหงอืกดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี 
การศึกษาวิจัยครั้งนี้จะใชวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมีที่เรียกวา Avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) ซึ่งเปนวิธีการ

ที่มี specificity และ sensitivity สูง โดยลําดับขั้นตอนและวิธีการไดดัดแปลงมาจากรายงานของ Chaiyarit et al. 
[39,40] ชิ้นเนื้อทั้งหมดที่ผานขั้นตอนอิมมูโนฮีสโตเคมี จะถูกประเมินโดยใชกลองจุลทรรศนแบบ 2 ตา ที่มีกําลังขยาย 
100 เทา  การประเมินการแสดงออกของ TFF ชนิดตางๆ ในเน้ือเยื่อเหงือกจะใชวิธี Semiquantitative method ที่ได
ดัดแปลงมาจากรายงานของ Chaiyarit et al. [39,40] โดยผูตรวจสอบไดบันทึกระดับการติดสีที่จําเพาะ
(immunostaining scores) ตอ TFF ชนิดตาง ๆ ดังนี้ 

0    : ไมพบจํานวน positive cells    
1    : คาเฉล่ียของรอยละจํานวน positive cells   มีคานอยกวา   25% 
2    : คาเฉล่ียของรอยละจํานวน positive cells   มีคาระหวาง 25%  ถึง   50% 
3    : คาเฉล่ียของรอยละจํานวน positive cells   มีคามากกวา 50%  ถึง   75% 
4    : คาเฉล่ียของรอยละจํานวน positive cells   มีคามากกวา 75%    

การวิเคราะหทางสถิติ  
1. คา immunostaining score จากตวัอยางเนื้อเยื่อเหงือกจะถูกนํามาวิเคราะหเปรียบเทียบระหวาง

กลุมอาสาสมัครที่เปนโรคปริทันตอักเสบเรื้อรัง และกลุมอาสาสมัครที่เปนกลุมควบคุม ดวยคาทาง
สถิติโดยใช Man-Whitney test  

2. ความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ TFF ชนิดตางๆ ในเนื้อเยื่อเหงือกจากกลุมอาสาสมัครที่เปน
โรคปริทันตอักเสบเรื้อรังและระดับความรุนแรงของโรคจะถูกวิเคราะหโดยคาสถิติชนิด Spearman’s 
rank correlation coefficient  
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6   การศึกษาปริมาณเชือ้จุลชีพชนิดตางๆในน้ําลายดวยวิธี real-time PCR 
6.1 การเก็บตัวอยาง 
 กลุมอาสาสมัครที่เปนโรคปริทันตอักเสบรื้อรังแบบทั่วไป ทําการเก็บตัวอยางเชื้อจากฟนที่ไดรับการถอนฟน
เนื่องจากโรคปริทันตอักเสบเรื้อรัง 1 ตําแหนง และ ในกลุมควบคุม ทําการเก็บตัวอยางเชื้อจากฟนที่ไดรับการถอนฟน
จากเหตุผลเพ่ือการรักษาทางทันตกรรมจัดฟนโดยการเก็บเชื้อจากรองลึกปริทันตในแตละตําแหนงทําไดโดย 
- กั้นบริเวณที่จะเก็บเชื้อใหแหงดวยสําลีปลอดเชื้อ 
- ใชสําลีปลอดเชื้อเช็ดเพ่ือกําจัดคราบจุลินทรียเหนือเหงือกออกจากฟนและเปาลมเบาๆใหแหง 
- ใชแทงกระดาษซับ (paper point) ที่ผานการฆาเชื้อใสเขาไปในรองลึกปริทันตที่ลึกที่สุดของรองลึกปริทันตของฟนซี่ที่
ศึกษาเพียงตําแหนงเดียวจํานวน 1 แทงจนถึงจุดลึกสุดทิ้งไวนานเปนเวลา 15 ถึง 20 วินาที จากนั้นนําแทงกระดาษซับ
ดังกลาว บรรจุในแอพเพนดอรฟ (eppendorf) ปราศจากเชื้อ เพ่ือนําไปตรวจวัดปริมาณเชื้อพอรไฟโรโมแนสจิงจิวาลิส 
เชื้อแอคกริเกทิแบคเตอร แอคติโนมัยซีเทมคอมีแทนส และเชื้อเทนเนอเรลลา โฟรไซเทนซิสโดยวิธีเรียลไทม โพลีเมอ
เรสเชนรีแอคชั่น (real-time polymerized chain reaction [real-time PCR]) ซึ่งจะไดกลาวตอไป 
-เก็บตัวอยางไวที่อุณหภูมิ-80องศาเซลเซียสจนกวาจะนําตัวอยางมาเขาสูขบวนการตรวจวิเคราะหหาปริมาณเชื้อตาม
ขอ 3 ตอไป 
6.2. การหาปริมาณเชื้อโดยวิธี real-time PCR 

นําตัวอยางที่เก็บไวในน้ํากลั่นมาสั่นดวยเครื่องวอรเท็กซ (vortex) เปนเวลา 30 วินาทีเพ่ือแยกเชื้อออกจาก
กระดาษซับ ทําการตรวจหาการมีเชื้อพอรไฟโรโมแนส จิงจิวาลิส เชื้อแอคกริเกทิแบคเตอร แอคทิโนมัยซิเทมโคมิ
แทนส เชื้อแทนเนอเรลลา โฟรไซเทนซิส และเชื้อทริพอนีมา เดนติโคลา จากตัวอยางเชื้อที่ทําการเก็บจากกลุมตัวอยาง
ทั้งหมดโดยมีขั้นตอนคือเตรียมสารที่ใชในปฏิกิริยาพีซีอารตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต หลังจากนั้นทําการสกัดดีเอ็น
เอจากตัวอยางโดยใช Instagene DNA purified matrix (Bio-Rad Lab, Hercules, CA) ตามคําแนะนําของบริษัทผูผลิต 
ผลิตภัณฑที่ไดคือ extracted DNA จะนํามาเปน template สําหรับกระบวนการ เรียลไทม โพลีเมอเรสเชนรีแอคชั่น โดย
ใช SYBR Green เปนตัวตรวจสอบตามวิธีของ Maeda et al., 2003 [41] ซึ่ง  oligonucleotide primers ที่ใชใน
กระบวนการ Real-time PCR แสดงในตาราง 

 
Targets Primers (5’-3’) 

P. gingivalis 16S rDNA [41] 
 

F:5’-CTTGACTTCAATGGCGGCAG -3’ 
R:5’-AGGGAAGACGGTTTTCACCA-3’ 

T. forsythensis16S rDNA [42] F: 5’-GCGTATGTAACCTGCCCGCA-3’ 
R:5’-TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT-3’ 

A. actinomycetemcomitans 16S rDNA [41] F:5’-CTTACCTACTCTTGACATCCGAA -3’ 
R:5’-ATGCAGCACCTGTCTCAAAGC-3’ 
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ผลการทดลอง 
1. ขอมูลพ้ืนฐานและสภาวะปริทันตของกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบและกลุมควบคุม 
 สําหรับการศึกษาครั้งนี้มีอาสาสมัครรวมทั้งหมด 50 ราย ประกอบดวยผูปวยโรคปริทันตอักเสบจํานวน 25 
รายและอาสาสมัครกลุมควบคุมจํานวน 25 ราย ในผูปวยโรคปริทันตอักเสบจํานวน 25 ราย เปนเพศหญิง 13 ราย และ 
เพศชาย 12 ราย มีอายุเฉล่ีย 52.20 + 10.75 ป ชวงอายุต้ังแต 35 ถึง 73 ป ผูปวยโรคปริทันตอักเสบจํานวน 17 รายได
รับการวินิจฉัยวาเปน localized periodontitis อีก 8 รายไดรับการวินิจฉัยวาเปน genralized periodontitis คาเฉล่ีย 
(mean + SD) สําหรับสภาวะปริทันตมีดังนี้  
 1. รองลึกปริทันต (pocket depth) ทั้งปาก    3.35 + 0.80 มลิลิเมตร 
 2. รองลึกปริทันต เฉพาะฟนที่ถูกถอน     6.78 + 1.81 มลิลิเมตร 
 3. การยึดเกาะของอวัยวะปริทันต (clinical attachment loss) ทั้งปาก 3.64 + 0.92 มลิลิเมตร 
 4. การยึดเกาะของอวัยวะปริทันต เฉพาะฟนที่ถูกถอน   8.53 + 2.72 มลิลิเมตร 
 5. อาการเลือดออกโดยเครื่องมือปริทันต (bleeding on probing; BOP) 64.61 + 12.86 % 
สําหรับอาสาสมัครกลุมควบคุมจํานวน 25 ราย เปนเพศหญิง 19 ราย และ เพศชาย 6 ราย มีอายุเฉล่ีย 28.72 + 10.98 
ป ชวงอายุต้ังแต 20 ถึง 63 ป คาเฉล่ียสําหรับสภาวะปริทันตมีดังนี้ 
 1. รองลึกปริทันต ทั้งปาก      2.51 + 0.16 มลิลิเมตร 
 2. รองลึกปริทันต เฉพาะฟนที่ถูกถอน     2.72 + 0.21 มลิลิเมตร 
 3. การยึดเกาะของอวัยวะปริทันต ทั้งปาก    2.51 + 0.13 มลิลิเมตร 
 4. การยึดเกาะของอวัยวะปริทันต เฉพาะฟนที่ถูกถอน   2.56 + 0.45 มลิลิเมตร 
 5. อาการเลือดออกโดยเครื่องมือปริทันต     6.41 + 1.43 % 

2. การวัดระดับ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําลายดวยวิธี ELISA 
 ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาระดับ TFF1 และ TFF3 ในน้ําลายจากกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบมีคาต่ํากวา
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.032 และ p = 0.037 ตามลําดับ) (ตารางที่ 1) แตไมพบความแตกตางของ
ระดับ TFF2 ในน้ําลายจากกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบและกลุมควบคุม  

3. การประเมินผลดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี 
 ในเนื้อเยื่อเหงือกของกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบและกลุมควบคุมพบการยอมติดสีที่จําเพาะสําหรับ TFF1, 
TFF2 และ TFF3 ในบริเวณชั้นฐานและเหนือฐานของเซลลบุผิวชองปาก (รูปที่ 1, 2 และ 3) การประเมินผลพบวาระดับ
คะแนนการยอมติดสีที่จําเพาะตอ TFF1 และ TFF2 ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมผูปวยโรค
ปริทันตอักเสบและกลุมควบคุม แตระดับคะแนนการยอมติดสีที่จําเพาะตอ TFF3 มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติระหวางกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบและกลุมควบคุม (p = 0.041) โดยที่คะแนนการยอมติดสีตอ TFF3 ในกลุม
ผูปวยโรคปริทันตอักเสบเปนไปในทิศทางที่ตํ่ากวาคาคะแนนในกลุมควบคุม (ตารางที่ 2) 

4. การวัดปริมาณเชื้อกอโรคปริทันตในน้าํเหลืองเหงือกดวยวธิี real time PCR 
 การศึกษาครั้งนี้พบวาปริมาณเชื้อจุลชีพที่เกี่ยวของกับโรคปริทันตอักเสบไดแก P. gingivalis และ T. 
forsythensis ในน้ําเหลืองเงือกของกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบมีคามากกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p 
< 0.001) แตไมพบความแตกตางของปริมาณ A. actinomycetemcomitans ระหวางกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบและ
กลุมควบคุม (ตารางที่ 3) 

5. ความสัมพันธระหวางปรมิาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 ที่ตรวจวดัจากน้ําลายและจากเนื้อเยื่อเหงือก 
 การวิเคราะหความสัมพันธระหวางปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําลายดวยคาสถิติ Spearman’rank 
correlation coefficient พบวามีความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ TFF1 และ TFF2 ไปในทิศทางเดียวกันอยางมี
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นัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) ทั้งในกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบและกลุมควบคุม แตไมพบความสัมพันธระหวาง 
TFF1 และ TFF3 ในทั้งสองกลุม การศึกษาครั้งนี้พบความสัมพันธระหวางการแสดงออกของ TFF2 และ TFF3 ไปใน
ทิศทางเดียวกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เฉพาะในกลุมกลุมควบคุม (ตารางที่ 4)  
 การวิเคราะหความสัมพันธระหวางคาคะแนนการยอมติดสีที่จําเพาะตอ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเยื่อ
เหงือกดวยคาสถิติ Spearman’rank correlation coefficient พบวามีความสัมพันธระหวาง TFF1/ TFF2 และ 
TFF2/TFF3 ไปในทิศทางเดียวกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เฉพาะในกลุมควบคุม แตไมพบความสัมพันธ
ระหวาง TFF1, TFF2 และ TFF3 ในกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบ (ตารางที่ 4) 
 การวิเคราะหความสัมพันธระหวางปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําลายกับคาคะแนนการยอมติดสีที่
จําเพาะตอ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเย่ือเหงือกดวยคาสถิติ Spearman’rank correlation coefficient พบ
ความสัมพันธระหวาง TFF2 ในน้ําลายและ TFF2 ในเนื้อเยื่อเหงือกไปในทิศทางตรงกันขามกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p < 0.05) เฉพาะในกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบ แตไมพบความสัมพันธระหวาง TFF1, TFF2 และ TFF3 ใน
น้ําลายและเนื้อเย่ือเหงือกจากกลุมควบคุม (ตารางที่ 4) 

6. ความสัมพันธระหวางปรมิาณเชื้อกอโรคปริทันตในน้าํเหลืองเหงือกและคาสภาวะปริทันต 
 การวิเคราะหความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อกอโรคปริทันตในน้ําเหลืองเหงือกและคาสภาวะปริทันตดวย
คาสถิติ Spearman’rank correlation coefficient พบความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อ P. gingivalis และ T. 
forsythensis กับคาสภาวะปริทันตไดแก อาการเลือดออกโดยเครื่องมือปริทันต รองลึกปริทันต และ การยึดเกาะของ
อวัยวะปริทันตไปในทิศทางเดียวกันกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05)   แตไมพบความสัมพันธระหวางปริมาณ
เชื้อ A. actinomycetemcomitans กับคาสภาวะปริทันต (ตารางที่ 5) 

7. ความสัมพันธระหวางปรมิาณเชื้อกอโรคปริทันตในน้าํเหลืองเหงือกกับปริมาณ TFF1, TFF2 และ 
TFF3 ที่ตรวจวัดจากน้ําลาย 
 การวิเคราะหความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อกอโรคปริทันตในน้ําเหลืองเหงือกกับปริมาณ TFF1, TFF2 และ 
TFF3 ที่ตรวจวัดจากน้ําลายดวยคาสถิติ Spearman’rank correlation coefficient พบความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อ 
P. gingivalis และ T. forsythensis กับระดับ TFF3 ในน้ําลายไปในทิศทางตรงกันขามกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 
0.05)   แตไมพบความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อ A. actinomycetemcomitans กับปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 
ที่ตรวจวัดจากน้ําลาย (ตารางที่ 6) 

8. ความสัมพันธระหวางคาสภาวะปริทันตกับปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 ทีต่รวจวัดจากน้ําลาย 
 การวิเคราะหความสัมพันธระหวางคาสภาวะปริทันตกับปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 ที่ตรวจวัดจาก
น้ําลายดวยคาสถิติ Spearman’rank correlation coefficient พบความสัมพันธระหวางคาสภาวะปริทันตไดแก อาการ
เลือดออกโดยเครื่องมือปริทันต รองลึกปริทันต และการยึดเกาะของอวัยวะปริทันตกับปริมาณ TFF3 ที่ตรวจวัดจาก
น้ําลายไปในทิศทางตรงกันขามอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) พบความสัมพันธระหวางคาสภาวะปริทันตไดแก 
อาการเลือดออกโดยเครื่องมือปริทันต กับปริมาณ TFF1 และ TFF2 ที่ตรวจวัดจากน้ําลายไปในทิศทางตรงกันขาม
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ตารางที่ 7) 
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ตารางที่ 1    ปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 ที่ตรวจวัดในนํ้าลายจากอาสาสมัครปกติและผูปวยโรคปริทันต
  อักเสบ ดวยวิธี ELISA  
 

                                              Salivary TFF peptide concentrations (nmol/ gram salivary protein) 
                                                      median (interquartile range)        minimum          maximum 
TFF1* 

        Healthy subjects (n=25)                          2.85 (2.03)                      0.64                 8.39            
        Chronic periodontitis (n=25)                     1.62 (1.47)                      0.39                 4.65 
 
TFF2 
        Healthy subjects (n=25)                          0.09 (0.14)                      0.01                 1.16 
        Chronic periodontitis (n=25)                     0.06 (0.09)                      0.01                 0.32            
 
TFF3** 

        Healthy subjects (n=25)                        16.72 (11.69)                     8.70               70.73 
        Chronic periodontitis (n=25)                    8.47 (4.95)                       3.5                15.45 
              

 
* เครื่องหมายดอกจันทรบงชี้วาระดับ TFF1 ในน้ําลายผูปวยโรคปริทันตอักเสบต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p = 0.032)  
** เครื่องหมายดอกจันทรบงชี้วาระดับ TFF3 ในน้ําลายผูปวยโรคปริทันตอักเสบต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p = 0.037)  
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ตารางที่ 2 ระดับคะแนนการยอมติดสีตอ TFF1, TFF2 และ TFF3 ที่ตรวจวัดในเนื้อเย่ือเหงือกจากอาสาสมัคร
  ปกติ (control) และผูปวยโรคปริทันตอักเสบ (periodontitis) ดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมี  
  

 
aImmunostaining score ถูกจัดระดับคะแนนดังนี้ 
 0 = ไมพบเซลลที่ยอมติดสี  
 1 = นอยกวา 25% ของเซลลที่ยอมติดสี  
 2 = ต้ังแต 25% ถึง 50% ของเซลลที่ยอมติดสี  
 3 = ต้ังแต 50%  ถึง 75% ของเซลลที่ยอมติดสี  
 4 = มากกวา 75% ของเซลลที่ยอมติดสี 
* เครื่องหมายดอกจันทรบงชี้วาการแสดงออกของ TFF3 ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมผูปวยโรคปริทันตอักเสบมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p = 0.041)  
 
 
 

TFF1 TFF2 TFF3* 

Control Periodontitis Control Periodontitis Control Periodontitis 
Immunostaining 

scorea 

(n = 25) (n = 25) (n = 25) (n = 25) (n = 25) (n = 25) 

0 8 5 11 13 8 15 

1 6 6 1 0 7 5 

2 0 3 3 2 0 1 

3 1 2 0 3 3 1 

4 10 9 10 7 7 3 
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  ตารางที่ 3   ปริมาณเชื้อจุลชีพที่เกี่ยวของกับโรคปริทันตอักเสบ (P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans 
 และ T. forsythensis) ที่ตรวจวัดในน้ําเหลืองเหงือกจากอาสาสมัครปกติและผูปวยโรคปริทันต 
 อักเสบดวยวิธี real time PCR   
 

    Amount of periodontopathic bacteria (cells) 
                                                          median             interquartile range            minimum           maximum 
 
P. gingivalis* 

       Healthy subjects (n=25)                        0                           3                              0                   1035              
       Periodontitis (n=25)                          4,280                     60,323                          0                417,999 
 
A. actinomycetemcomitans 

   Healthy subjects (n=25)                        0                          0                                0                    57               
        Periodontitis (n=25)                             0                          3                                0                 1,326              
 
T. forsythensis** 

       Healthy subjects (n=25)                        0                           0                               0                 4,306              
       Periodontitis (n=25)                          3,273                     11,629                           0                28,880 
              

 

* เครื่องหมายดอกจันทรบงชี้วาปริมาณ P. gingivalis ในน้ําเหลืองเหงือกจากผูปวยโรคปริทันตอักเสบสูงกวากลุม

ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.001)  
** เครื่องหมายดอกจันทรบงชี้วาปริมาณ T. forsythensis ในน้ําเหลืองเหงือกจากผูปวยโรคปริทันตอักเสบสูงกวากลุม

ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.001)  
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ตารางที่ 4   ความสัมพันธของปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 (nmol/g protein) ในน้ําลาย ความสัมพันธระหวางคา 
immunostaining scores ของ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเยื่อเหงือก และความสัมพันธระหวาง 
TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเย่ือเหงือกและในน้ําลาย จากอาสาสมัครปกติ (control) และผูปวยโรคปริ
ทันตอักเสบ (periodontitis)  

 

* เครื่องหมายดอกจันทรแสดงถึงความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p-value มีคานอยกวา 0.05 

 

 

 

 
 

 Correlation coefficient values 
 Control 

(n = 25) 
Periodontitis 

(n = 25) 
Salivary TFF concentrationsa    
TFF1 and TFF2 0.409* 0.669* 

TFF1 and TFF3 0.347 0.052 
TFF2 and TFF3 0.816* 0.008 
   
TFF immunostaining scoresb   
TFF1 and TFF2 0.638* 0.227 
TFF1 and TFF3 0.390 0.036 
TFF2 and TFF3 0.484* 0.086 
   
Salivary TFF concentrations and TFF 
immuno staining scoresb  

  

TFF1 and TFF1 0.013 0.150 
TFF2 and TFF2 -0.047 -0.510* 

TFF3 and TFF3 -0.072 0.118 
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 ตารางที่ 5    ความสัมพันธของปริมาณปริมาณเชื้อกอโรคปริทันตในน้ําเหลืองเหงือกและสภาวะปริทันตจาก
อาสาสมัครปกติและผูปวยโรคปริทันตอักเสบ 

  

 
Number of periodontal bacteria  

 

Pg Aa Tf 
Pereodontal status (all remaining teeth)    
    
Bleeding on probing (BOP)    
          Spearman correlation coefficient 0.680 0.094  0.557 

          P-value < 0.001 0.518 < 0.001 
          Number of cases 50 50 50 
    
Pocket depth (PD)    
         Spearman correlation coefficient 0.585 0.106 0.456 
         P-value < 0.001 0.465 0.001 
         Number of cases 50 50 50 
    
Clinical attachment level (CAL)    
         Spearman correlation coefficient 0.663 0.109 0.526 
         P-value < 0.001 0.451 < 0.001 
         Number of cases 50 50 50 
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 ตารางที่ 6    ความสัมพันธระหวางคาปริมาณเชื้อกอโรคปริทันตในน้ําเหลืองเหงือกกับปริมาณ TFF1, TFF2 และ 
TFF3 (nmol/g protein) ในน้ําลายและคา immunostaining scores ของ TFF1, TFF2 และ TFF3 ใน
เนื้อเย่ือเหงือกจากผูปวยโรคปรทิันตอักเสบและอาสาสมัครปกติ  

 

 
Number of periodontal bacteria  

 

Pg Aa Tf 
Salivary TFF concentrations 
  

   

      TFF1 (nmol/gram protein)     
          Spearman correlation coefficient -0.2 18 -0.247 -0.237 
          P-value 0.129 0.084 0.097 
          Nnmber of cases 50 50 50 
    
      TFF2 (nmol/gram protein)    
          Spearman correlation coefficient -0.100 -0.241 -0.098 
          P-value 0.487 0.092 0.499 
          Nnmber of cases 50 50 50 
    
      TFF3 (nmol/gram protein)    
          Spearman correlation coefficient -0.383 -0.078 -0.462 
          P-value 0.006 0.590 0.001 
          Nnmber of cases 50 50 50 
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ตารางที่ 7    ความสัมพันธระหวางคาสภาวะปริทันตกับปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 ที่ตรวจวัดจากน้ําลายจาก
อาสาสมัครปกติและผูปวยโรคปริทันตอักเสบ 

 

 
Periodontal status 

 

BOP (%) PD (mm) CAL (mm) 
Salivary TFF concentrations 
  

   

      TFF1 (nmol/gram protein)     
              Spearman correlation coeffient -0.365 -0.181 -0.274 
              P-value 0.009 0.208 0.055 
             Nnmber of cases 50 50 50 
    
      TFF2 (nmol/gram protein)    
              Spearman correlation coeffient -0.282 -0.182 -0.242 
              P-value 0.047 0.206 0.090 
             Nnmber of cases 50 50 50 
    
      TFF3 (nmol/gram protein)    
              Spearman correlation coeffient -0.531 -0.391 -0.490 
              P-value < 0.001 0.005 < 0.001 
             Nnmber of cases 50 50 50 
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รูปภาพที่ 1 การแสดงออกของ TFF1 จากตัวอยางเนื้อเยื่อเหงือกของอาสาสมัครปกติ (A) และผูปวยโรคปริทันต
  อักเสบ (B) การยอมติดสีน้ําตาลแดงแสดงความจําเพาะตอ TFF1 ซึ่งเซลลที่ยอมติดสีจําเพาะพบ
  ไดในชั้นฐานและเหนือฐานของชั้นเซลลบุผิวชองปากในเนื้อเยื่อเหงือกของอาสาสมัครปกติและผูปวย
  โรคปริทันตอักเสบ (x100) 

 

(A) 

(B) 
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รูปภาพที่ 2 การแสดงออกของ TFF2 จากตัวอยางเนื้อเยื่อเหงือกของอาสาสมัครปกติ (A) และผูปวยโรคปริทันต
  อักเสบ (B) การยอมติดสีน้ําตาลแดงแสดงความจําเพาะตอ TFF2 ซึ่งเซลลที่ยอมติดสีจําเพาะพบได
  ในชั้นฐานและเหนือฐานของชั้นเซลลบุผิวชองปากในเนื้อเยื่อเหงือกของอาสาสมัครปกติและผูปวย
  โรคปริทันตอักเสบ (x100) 

 

(A) 

(B) 
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รูปภาพที่ 3 การแสดงออกของ TFF3 จากตัวอยางเนื้อเยื่อเหงือกของอาสาสมัครปกติ (A) และผูปวยโรคปริทันต
  อักเสบ (B) การยอมติดสีน้ําตาลแดงแสดงความจําเพาะตอ TFF3 ซึ่งเซลลที่ยอมติดสีจําเพาะพบได
  ในชั้นฐานและเหนือฐานของชั้นเซลลบุผิวชองปากในเนื้อเยื่อเหงือกของอาสาสมัครปกติและผูปวย
  โรคปริทันตอักเสบ (x100) 

 

(A) 

(B) 
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บทวิจารณ 
 

การศึกษาที่ผานมาแสดงใหเห็นวา TFF peptides ตรวจพบไดใน mucous producing cells ของเนื้อเย่ือชนิด
ตางๆ อีกทั้งยังพบ TFF peptides ไดในสารคัดหล่ังของรางกาย เชน สารคัดหล่ังในกระเพาะอาหาร ตับออน ตลอดจน
ตรวจพบได ในน้ํานม และ ในซีรั่ม ผลการทดลองดวยวิธีอิมมูโนฮีสโตเคมีและ ELISA แสดงใหเห็นวามีการแสดงออก
ของ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในเนื้อเย่ือเหงือกและในน้ําลาย การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาในน้ําลายของมนุษยจะมี
ปริมาณของ TFF3 มากที่สุด รองลงมาคือ TFF1 สําหรับ TFF2 ในน้ําลายมีปริมาณนอยมาก การศึกษาที่ไดครั้งนี้
สอดคลองกับผลการศึกษาในอดีต [37] ที่ระบุวา ปริมาณ mRNA ของ TFF3 พบมากที่สุดในตอมน้ําลาย รองลงมาคือ 
mRNA ของ TFF1 และพบ mRNA ของ TFF2 ในตอมน้ําลายนอยมาก จากผลที่ไดดังกลาวอาจบอกไดวา ตอมน้ําลาย
จะผลิต TFF3 และ TFF1 เปนสวนใหญ ปริมาณ TFF2  ในน้ําลายบางสวนอาจมาจากกระแสเลือดที่ผานออกมาทาง
น้ําเหลืองเหงือก สําหรับ TFF3 ในน้ําลายอาจจะเกี่ยวของกับกระบวนการ wound healing process ในชองปาก 
อยางไรก็ตามการศึกษาตอไปในอนาคตเกี่ยวกับบทบาทของ TFF3 ตอการหายของบาดแผลในชองปากจึงมี
ความสําคัญและนาสนใจเปนอยางยิ่ง 

การแสดงออกของ TFF3  ในชิ้นเนื้อเย่ือเหงือกของผูปวยโรคปริทันตอักเสบแตกตางอยางมีนัยสําคัญจากกลุม
ควบคุม โดยการแสดงออกนั้นเปนไปในทิศทางลดลงในกลุมของผูปวยโรคปริทันตอักเสบ แตการแสดงออกของ TFF1
และ TFF2 ของผูปวยโรคปริทันตอักเสบไมมีความแตกตางจากกลุมควบคุม มีการศึกษากอนหนานี้แสดงใหเห็นวาใน
ผูปวยกระเพาะอาหารอักเสบที่ติดเชื้อเฮลิโคแบคเตอร พิโรลิ (Helicobacter pyroli) มีการแสดงออกของ TFF ชนิด
ตางๆที่บริเวณเน้ือเย่ือกระเพาะอาหารลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับผูปวยกระเพาะอาหารอักเสบแตไมติดเชื้อดังกลาว [36]  
จากขอมูลดังกลาวที่ไดและขอมูลวิจัยกอนๆ อาจนําไปสูการตั้งสมมุติฐานที่วา พยาธิสภาพจากการอักเสบเรื้อรังใน
บริเวณเนื้อเย่ือเหงือก สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตอการแสดงออกของ TFF3 นอกจากนี้ขอมูลที่ไดอาจนําไปสูการ
การตั้งสมมุติฐานอื่นๆที่วากลไกการควบคุมการแสดงออกของ TFF3 อาจแตกตางไปจาก TFF1 และ TFF2  อยางไรก็
ตามสมมุติฐานนี้จําเปนที่ตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไปเพ่ือพิสูจนความถูกตอง  

จากผลการศึกษานี้ทําใหทราบวารูปแบบการแสดงออกของ TFF peptides ในเนื้อเยื่อเหงือกแตกตางจากการ
แสดงออกของ TFF peptides ในน้ําลาย กลาวคือการแสดงออกของ TFF3 ในเนื้อเยื่อเหงือกของผูปวยโรคปริทันต
อักเสบเปนไปในทิศทางลดลงเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม แตในน้ําลายระดับของ TFF1 และ TFF3 ลดลงในผูปวยโรคปริ
ทันตอักเสบเมื่อเปรียบเทียบจากกลุมควบคุม ขอมูลดังกลาวอาจนําไปสูการตั้งสมมุติฐานที่วา กลไกการแสดงของ TFF 
peptides ในเนื้อเย่ือเหงือกอาจไดรับผลกระทบโดยตรงจากพยาธิสภาพของโรคปริทันตอักเสบ แตการแสดงออกของ 
TFF peptides ในน้ําลาย เปนผลที่เกิดจากการสรางและหลั่งโมเลกุลชนิดนี้จากเซลลของตอมน้ําลาย ดังนั้นการเกิด
พยาธิสภาพของโรคปริทันตอักเสบอาจมีผลกระทบตอการสราง TFF peptides ในน้ําลายและเนื้อเยื่อเหงือกดวยกลไกที่
แตกตางกัน การวิจัยตอไปเกี่ยวกับกลไกที่จําเพาะตอการควบคุมการแสดงออกของ TFF peptides ในตอมน้ําลายและ
เนื้อเยื่อเหงือกจึงมีความสําคัญตอการศึกษาถึงผลกระทบของโรคปริทันตอักเสบตอการสราง TFF peptides จากตอม
น้ําลายและเนื้อเย่ือเหงือก  

 การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาปริมาณเชื้อ P. gingivalis และ T. forsythensis เพ่ิมสูงขึ้นในผูปวยโรคปริ

ทันตอักเสบเมื่อเปรียบเทียบจากกลุมควบคุม สําหรับเชื้อ A. actinomycetemcomitans มกัจะพบปริมาณเพิ่มมาก
ขึ้นในผูปวยโรคปริทันตอักเสบชนิดรุกราน (aggressive periodontitis) แตในผูปวยในการศึกษาครั้งนี้สวนใหญเปนโรค

ปริทันตอักเสบที่ไมรุนแรง ดังนั้นจึงไมพบความแตกตางของปริมาณเชื้อ A. actinomycetemcomitans ระหวาง
ผูปวยโรคปริทันตอักเสบเมื่อเปรียบเทียบจากกลุมควบคุม เมื่อศึกษาถึงความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อกอโรคปริทันต
ทั้งสามชนิดกับการแสดงออกของ TFF peptides ในน้ําลายและเนื้อเยื่อเหงือก พบความสัมพันธระหวาง TFF3 ใน
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น้ําลายกับปริมาณเชื้อ P. gingivalis และ T. forsythensis ไปในทิศทางตรงกันขามอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และ
พบความสัมพันธระหวาง TFF3 ในน้ําลายกับคาสภาวะปริทันตไปในทิศทางตรงกันขามอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ จาก
ผลการศึกษาที่ไดอาจนําไปสูการการทําวิจัยตอไปในอนาคตเพื่อหาขอมูลเกี่ยวกับผลการยั้บย้ังการสราง TFF3 ใน

น้ําลายจากเชื้อ P. gingivalis และ T. forsythensis เชน การศึกษา proteolytic enzymes เชน gingipain ที่ผลิตขึ้น

โดยเชื้อ P. gingivalis และเอนไซม karilysin ที่ผลิตขึ้นโดยเชื้อ T. forsythensis วามีผลตอการทําลายโครงสรางทาง
โมเลกุลของ TFF peptides หรือไม นอกจากนี้การวิเคราะหเกี่ยวกับคุณลักษณะของตัวอยางน้ําลายที่เก็บมาตรวจสอบ
นั้นเปนน้ําลายชนิด whole saliva ซึ่งเปน mixed fluids ที่มีองคประกอบหลักของมาจากตอมน้ําลายซึ่งเกี่ยวของกับ 
secretory immune response และองคประกอบเปนสวนนอยที่ไดมาจากน้ําเหลืองเหงือกซึ่งเกี่ยวของกับ systemic 
immune response แตเปนที่ทราบกันดีวาบริเวณอวัยวะปริทันตจะมีการตอบสนองทางภูมิคุนกันชนิด systemic 
immune response ตอพยาธิสภาพของโรคปริทันตอักเสบ ดังนั้นการวิจัยตอไปในอนาคตเกี่ยวกับความสัมพันธระหวาง
ปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําเหลืองเหงือกกับคาสภาวะปริทันต เชน รองลึกปริทันตและการยึดเกาะของ
อวัยวะปริทันตและความสัมพันธระหวางปริมาณ TFF1, TFF2 และ TFF3 ในน้ําเหลืองเหงือกกับกับปริมาณเชื้อกอโรค
ปริทันตอักเสบจึงเปนประเด็นที่นาสนใจ 
 ผลการวิเคราะหครั้งนี้ไมพบความสัมพันธระหวางคาคะแนนการยอมติดสีที่จําเพาะตอ TFF ชนิดตางๆ ใน
เนื้อเยื่อเหงือกกับคาสภาวะปริทันตและปริมาณเชื้อกอโรคปริทันตอักเสบ ทั้งนี้อาจตั้งสมมุติฐานไดวาการลดระดับการ
แสดงออกของ TFF3 ในเนื้อเย่ือเหงือกเปนผลที่เกิดขึ้นจากภาวการณอักเสบเรื้อรังและกลไกที่เกี่ยวของกับการสราง 
TFF3 ในเนื้อเยื่อเหงือกอาจแตกตางจากกลไกที่สราง TFF3 จากตอมน้ําลาย จากขอมูลเบ้ืองตนมีประเด็นที่นาสนใจ
สําหรับการศึกษาในเชิงลึกเกี่ยวกับปจจัยที่ควบคุมการสราง TFF3 เนื้อเยื่อเหงือกและปริมาณ TFF3 ที่ตรวจวัดไดใน
น้ําลายและน้ําเหลืองเหงือกของผูปวยโรคปริทันตอักเสบเพ่ือที่จะศึกษาถึงความสัมพันธกับคาสภาวะปริทันตและขอมูล
ที่ไดอาจนําไปใชประโยชนสําหรับการประเมินผลการรักษาผูปวย
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ผลที่ไดรับจากโครงการวิจัย 
 

โครงการวิจัยนี้ไดดําเนินการสําเร็จตามวัตถุประสงคที่ต้ังไวและผลที่ไดรับจากโครงการวิจัยสามารถแบงออกเปน
ประเภทตางๆดังนี้ 
 

1. ขอมูลใหมที่ไดจากการวจัิย 
 กลาวโดยสรุปการวิจัยชิ้นนี้นํามาซึ่งขอมูลใหมเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ TFF peptides ใน
เนื้อเยื่อเหงือกและน้ําลายของผูปวยโรคปริทันตอักเสบเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมอาสาสมัครที่มีสุขภาพชองปากปกติ 
ขอมูลที่ไดนี้นับวาเปนประโยชนที่จะนําไปศึกษาในเชิงลึกเกี่ยวกับกลไกที่ควบคุมการสรางTFF peptides ในเนื้อเย่ือ
เหงือกและน้ําลายภายใตพยาธิสภาพของโรคปริทันตอักเสบและอาจนําไปประยุกตใชกับการศึกษาวิจัยทางคลินิกใน
ดานที่เกี่ยวของกับการติดตามผลการรักษาผูปวย 
 

2. การเผยแพรผลงานวิจัยในที่ประชุมทางวิชาการระดบันานาชาต ิ(ภาคผนวก ก) 
 Chaiyarit P. 2009. Expression of salivary trefoil factors in patients with chronic periodontitis.   
 Abstract of 2thAnnual Protein and Peptide Conference. Seoul, South Korea (April 2-4, 2009) 
 

3. บทความตนฉบับเพ่ือตีพิมพเผยแพรในวารสารวชิาการระดับนานาชาติที่มี impact factor 
 ตามเอกสารแนบ (ภาคผนวก ข) 
 

4. การสรางเครือขายความรวมมือดานการวิจัยในประเทศ 
 จากการศึกษาเกี่ยวกับ TFF peptides และความสัมพันธของโมเลกุลชนิดนี้กับโรคในชองปากทําใหเกิด
เครือขายความรวมมือทางงานวิจัยดังนี้ 
 
4.1 การศึกษา molecular forms (monomer and dimmer) of TFF3 in human saliva, using mass spectrometer 
(Maldi-TOF/TOF) ไดรับความรวมมือจาก ดร. สิทธิรักษ รอยตระกูล จาก ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แหงชาติ (BIOTEC) 
 
4.2 การศึกษา DNA methylation in promoter region of TFF3 gene derived from oral cancer cells 
ไดรับความรวมมือจาก รศ.ดร. เต็มดวง ล้ิมไพบูลย คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน 
 
4.3 การผลิต monoclonal antibodies against human TFF3 peptide ไดรับความรวมมือจาก ศ.ดร. วัชระ กสิณฤกษ 
คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
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5. การสรางเครือขายความรวมมือดานการวิจัยในตางประเทศ 
 
5.1 Ebba NexØ, M.D., Ph.D., Professor of Clinical Biochemistry 
Department of Clinical Biochemistry 
Aarhus University Hospital 
Norrebrogade 44 
Dk 8000 aarhus C, Denmark 
 
5.2 Andy Giraud, Ph.D., Professor 
Research Director 
Infection, Immunity & Environment Theme 
Group Head: Gastrointestinal Research in Inflammation and Pathology (GRIP) Lab 
Murdoch Childrens Research Institute 
The Royal Children’s Hospital 
Flemington Road Parkville Victoria 3052 Australia  
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