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Abstract
Objective: The aim of this study was to evaluate the effect of 
Clinacannthus nutans on proliferation and gap closure migration assays 
on Human Gingival Fibroblast (HGF) cell line.


Materials and Methods/Study designs: HGF cell line was seeded 
 
2x104 cells/well for a 96-well plate and incubated at 37°C in 5% CO2 
incubator for 24 hours. HGF cells were treated with the herbal extracts 
at concentrations of 0.01, 0.05, 0.10 and 0.25% (W/V). MTT assay was 
used to evaluate cell cytotoxicity. Cell proliferation, the cells was seeded 
2x103 cells/well for a 96-well plate and were cultured for 1, 3, 5, 7, 10, 
and 14 days. After treatment with various concentrations of herbal 
extracts. MTT assay was used to evaluate cell proliferation. The scratch 
motility assay was used to assess inhibition of HGF Cell migration. The 
cells was seeded 1x105 cells/well for a 24-well plate. After treatment 
with various concentrations of herbal extracts. Gap closure cell migration 
assay was calculated using Image Pro Plus program (version 7.0). 


Results: The herbal extracts showed no toxicity to HGF cultures in all 
tested concentrations. Moreover, the extracts promoted cell proliferation 
and cell migration, which had an invert relationship to the concentration. 
Clinacanthus nutans at the concentration of 0.01, 0.05 and 0.10 % 
showed the prol iferative rate at 168, 179 and 164%, which were 
significantly difference of the control (p<0.05). Extracts at concentrations 
of 0.01, 0.05, 0.10 and 0.25% induced cell migration at 78.12, 77.17, 
70.47 and 68.54%, respectively and showed statistically significance 
when compared to the control group at 55.0% (p<0.05). 


Conclusion: Clinacanthus nutans extracts promoted cell migration and 
cell proliferation, suggesting an alternate adjunctive regimen for oral 
wound healing. 
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บทคัดย่อ

วัตถุประสงค์ : เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรพญายอในด้านความเป็นพิษ 
และการกระตุ้นการแบ่งตัวและการเพิ่มจำนวนเซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์


วิธีการ: นำเซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์ชนิดต่อเนื่อง มาใส่เพลทชนิด 96 
หลุมๆละ 2x104 เซลล์ นำเพลทมาบ่มในตู้อบควบคุมปริมาณของก๊าซคาร์บอนได-
 
ออกไซด์ 5% ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ที่ 37 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 
100 เป็นเวลา 24 ชม. และนำสารทดสอบสมุนไพรพญายอ ความเข้มข้นร้อยละ 
0.01, 0.05, 0.10 และ 0.25 (น้ำหนัก/ปริมาตร) มาศึกษาประเมินความเป็นพิษ 
โดยวิธี MTT ส่วนการศึกษาการกระตุ้นการแบ่งเซลล์ จะนำเซลล์มาใส่เพลทชนิด 96 
หลุมๆละ 2x103 เซลล์ จำนวน 6 เพลท/ครั้ง/สมุนไพร ภายหลังจากใส่สารทดสอบ
สมุนไพร นำเพลทมาบ่มในตู้ เป็นเวลา 1, 3, 5, 7, 10 และ 14 วัน เพื่อศึกษาการ
กระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์ ในแต่ละช่วงเวลา และนำเซลล์มาใส่เพลทชนิด 24 หลุมๆ 
ละ 1x105 เซลล์ จำนวน 3 หลุม/ความเข้มข้น/สมุนไพร ภายหลังจากใส่สารทดสอบ
สมุนไพร นำถาดเพาะเลี้ยงเซลล์มาบ่มในตู้ เป็นเวลา 24 ชม. เพื่อศึกษาการแบ่งตัว
และการเคลื่อนที่ของเซลล์ โดยการกรีดแผ่นเซลล์ ให้เกิดช่องว่างด้วยทิปพลาสติก
ขนาด 200 ไมโครลิตร ส่วนกลุ่มควบคุมใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มอย่างเดียว 
วัดการเคลื่อนที่ของเซลล์ด้วยโปรแกรมอิมเมจโปรพลัส รุ่น 7.0 โดยเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม 


ผลการทดลอง: จากการศึกษาสารสกัดสมุนไพรพญายอทุกความเข้นข้น ไม่มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์ทดสอบ ส่วนฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์ ในการเพิ่มจำนวนเซลล์ 
พบว่าเปอร์เซนต์การแบ่งตัวของเซลล์ (cell proliferation) ที่สัมผัสสารสกัดที่ความ
เข้นข้นร้อยละ 0.01, 0.05, 0.10 เท่ากับ 168%, 179% และ 164% ตามลำดับโดยมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มควบคุมที่มี
การเพิ่มจำนวนเซลล์เท่ากับ 100% ด้านการแบ่งตัวและเคลื่อนที่ของเซลล์ พบว่า ที่
ความเข้นข้นร้อยละ 0.01, 0.05, 0.10 และ 0.25 มีฤทธิ์กระตุ้นการเคลื่อนที่ของ
เซลล์ ในการสมานแผล เท่ากับ 78.12%, 77.17%, 70.47% และ 68.54% ตาม
ลำดับ โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม มีการเคลื่อนที่ของเซลล์เท่ากับ 55.0%


สรุปผลการทดลอง: สารสกัดสมุนไพรพญายอ ที่ความเข้นข้นร้อยละ 0.01, 0.05, 
0.10 และ 0.25 ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์ และมีฤทธิ์
ในการกระตุ้นการแบ่งตัวและเพิ่มจำนวนเซลล์ กระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์ ผลที่ ได้
มีแนวโน้มที่จะนำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์สำหรับการสมานแผลและการรักษาโรคใน
ช่องปากได้ 


รหัสคำ: สมุนไพรพญายอ, เซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์, การทดสอบหาความ
มีชีวิตของเซลล์, การแบ่งตัวและการเพิ่มจำนวนเซลล์, การเคลื่อนที่ของเซลล์


วิธีอ้างอิงบทความนี้: ราชพร สีจันทร์, สุวรรณา ก่อสุวรรณวงศ์, สุภาพร มาลา. 
การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสมุนไพรพญายอต่อการกระตุ้นการแบ่งเซลล์และการ
เคลื่อนที่ของเซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์. ว ทันต มหิดล 2558; 35: 299-310.
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บทนำ

	  สมุนไพรได้ถูกนำมาใช้ ในการรักษาโรคมาเป็น

เวลานาน แม้ ในปจัจบุนัความกา้วหนา้ทางวทิยาศาสตร์

การแพทย์จะก้าวหน้าไปอย่างรวดเร็ว สารสกัดจาก

สมุนไพรธรรมชาติต่างๆที่มีผู้ศึกษาวิจัยส่วนใหญ่มี

คุณสมบัติต้านเชื้อจุลชีพสารสกัดสมุนไพรที่มีฤทธิ์ฆ่า

เชื้อในช่องปาก เช่น เชื้อสเตร็ปโตคอกคัส มิวแทนส์ 
 

(Streptococcus mutans) เชื้อสเตร็ปโตคอกคัส แซง

ควิส (Streptococcus sanquis) และเชื้อราแคนดิดา 
 

(Candida albicans) มักจะใช้เพื่อช่วยยับยั้งเชื้อ

จุลินทรีย์ ในช่องปาก ช่วยบรรเทาอาการเหงือกอักเสบ 

ช่วยทำให้เหงือกแข็งแรง เป็นต้น 1 นอกจากนี้ยังมี

สมุนไพรที่ ใช้เพื่อดับกลิ่นปาก ลดการอักเสบ 


	 สมุนไพรพญายอ เป็นสมุนไพรไทยที่พบใน

ประเทศไทย มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Clinacanthus 

nutans (Burm.f.) Lindau อยู่ ในวงศ์ Acanthaceae 

มีชื่อเรียกแตกต่างกัน ได้แก่ เสลดพังพอนตัวเมีย 

พญาปล้องทอง พญาปล้องดำ ผักมันไก่ ผักลิ้นเขียด 

ลิ้นมังกร โพะโซ่จาง สมุนไพรเสลดพังพอนมี 2 ชนิด 

คือ ตัวผู้และตัวเมีย ตัวผู้จะมีหนาม สรรพคุณอ่อน

กว่าเสลดพังพอนตัวเมีย นิยมเรียกเสลดพังพอน

ตัวเมียว่า “พญายอ” มีลักษณะเป็นไม้พุ่มแกมเลื้อยสูง 

1-3 เมตร เถาและใบมีสีเขียวไม่มีหนาม ใบยาวเรียว

ปลายแหลม ออกตรงข้ามเป็นคู่ ดอกออกเป็นช่อ อยู่ที่

ปลายกิ่ง แต่ละช่อมี 3-6 ดอก กลีบดอกเป็นดอก

ปลายแยกสีแดงอมส้ม พญายอขึ้นได้งามในดินที่

สมบูรณ์ แสงแดดปานกลาง พบได้ทั่วไปตามป่าใน

ประเทศไทย เปน็พชืตระกลูอแคนตาซอี ิ(Acantaceae)2 

แพทย์พื้นบ้านใช้รักษาโรคผิวหนังจำพวกเริม งูสวัด 

และแก้พิษแมลงกัดต่อย สารสกัดจากสมุนไพรพญา

ยอ มีผู้รายงานฤทธิ์การยับยั้งการติดเชื้อไวรัส การ

เกิดการแพ้และลดการอักเสบ3 ของสารสกัดจาก

สมุนไพรพญายอ มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ทาง

เภสัชวิทยาของพญายอในด้านฤทธิ์ลดการอักเสบ 

ศึกษาโดยการนำสารสกัดเอ็นบิวทานอล(n-butanol) 

ให้หนูขาวรับประทาน พบว่าลดการอักเสบของอุ้งเท้า

หนูขาวที่ถูกเหนี่ยวนำโดยสาร Carrangenan4-6 ต่อมา

มีการใช้สารพญายอในรูปครีมที่ความเข้มข้นร้อยละ 5 

ซึ่งได้จากใช้สารสกัดเอทานอล 95% และสารสกัดเอ

ทานอลในน้ำ ทาเฉพาะที่ ให้กับหนูขาว พบว่าสามารถ

ลดหนองและการเกิดการอักเสบแบบแกรนูโลมา 
 

(granuloma)7 


	 ผลงานวิจัยเกี่ยวกับการกระตุ้นการแบ่งตัวของ

เซลล์ พบว่าเมื่อใช้สมุนไพรพญายอที่ผสมกลีเซอรีน 

เพื่อศึกษาการเพิ่มจำนวนของเซลล์เยื่อบุช่องปากของ

มนุษย์ (human oral keratinocyte) ซึ่งเป็นเซลล์ ไลน์ที่

พัฒนาขึ้นโดย Pibooniyom และคณะ ในปี ค.ศ. 2002 

ที่มีการเพาะเลี้ยงเซลล์ ไม่ ใช้ซีรั่มจากสัตว์ เช่น fetal 

bovine serum หรือ human serum ที่ ได้รับการเติม 

epidermal growth factor และ bovine pituitary 

extract พบว่าระดับความเข้มข้นของกลีเซอรีนพญายอ

ที่ ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ นั้นเท่ากับ 10 ไมโครลิตร/5 

มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเซลล์ นอกจากนี้ Pibooniyom 

และคณะฯได้ทดสอบนำสารกลีเซอรีนพญายอที่ความ

เข้มข้น 1/10 และ 1/100 ทดสอบการเพิ่มขึ้นของจำนวน

เซลล์ ณ เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ด้วยการนับเซลล์

ด้วยเครื่องนับเซลล์ (Hemocytometer) พบว่า จำนวน

เซลล์ที่สัมผัสกับสารกลีเซอรีนพญายอทั้ง 2 ความ

เข้มข้น มีจำนวนเซลล์น้อยกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัย

สำคัญ แต่ ไม่พบความแตกต่างระหว่างกลุ่มที่สัมผัส

สารสกัดนาน 24, 48 และ 72 ชั่วโมง


	 จากการทดสอบความเป็นพิษพบว่า สารสกัด

พญายอในเอ็นบิวทานอลมีค่า LD50 โดยมีปริมาณ

สารที่ ให้กับสัตว์ทดลอง (lethal dose) เท่ากับ 13.4 

กรัม/กิโลกรัม ภายหลังให้สารสกัดทางปาก และค่า

เท่ากับ 3.4 กรัม/กิโลกรัม เมื่อฉีดเข้าช่องท้อง เมื่อให้

สารสกัดทุกวันเป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบว่าไม่มีผลต่อ

การเจริญเติบโตของหนูขาว แต่น้ำหนักต่อมไธมัสลด

ลงแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ขณะ

ที่มีน้ำหนักตับเพิ่มขึ้น และไม่พบความผิดปกติต่อ

อวัยวะอื่นๆ รวมทั้งไม่มีอาการแทรกซ้อนอื่นๆที่ ไม่พึง

ประสงค์ 8
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	 ส่วนผลงานวิจัยเกี่ยวกับการเคลื่อนที่ของเซลล์ 

มีการศึกษาการแยกคุณลักษณะทางเภสัชระหว่าง

สมุน ไพรพญายอจากประเทศไทยกับประเทศ

อินโดนีเซีย (ศึกษาเบื้องต้น)9 พบว่าสารสกัดสมุนไพร

พญายอที่สกัดด้วยคลอโรฟอร์มที่ความเข้มข้น 10, 25 

และ50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีฤทธิ์ทำให้เกิดการ

เคลื่อนที่ของเซลล์ endothelial cells (ECs) ได้

มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ ไม่ ใส่สาร

ทดสอบและที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

นอกจากนี้ จากการทดลอง พบว่าสารสกัดพญายอที่

สกัดด้วยคลอโรฟอร์มที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร มีผลต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ ได้เร็วมาก

ที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับความเข้มข้นอื่นๆ และกลุ่ม

ควบคุมที่ ไม่ ใส่สารทดสอบมีการเคลื่อนที่ของเซลล์ ได้

ดีกว่ากลุ่มที่ทดสอบด้วยสารสกัดพญายอที่ความ

เข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ผลการวิเคราะห์

ทางสถิติพบว่าการเคลื่อนที่ของเซลล์ ไม่แตกต่างกัน 
 

(p>0.05) นั่นคือ การเคลื่อนที่ของเซลล์อาจเกิดจาก

ระยะเวลาในการทดสอบใช้เวลามากเกินไป


	 ดังนั้นวัตถุประสงค์ของการศึกษาวิจัยนี้ เพื่อ

ศึกษาผลของสารสกัดพญายอที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ใน

ด้านความเป็นพิษต่อเซลล์ การกระตุ้นการแบ่งตัวของ

เซลล์ และกระตุ้นการเคลื่อนที่ของเซลล์สร้างเส้นใย

ของเหงือกมนุษย์




วัสดุอุปกรณ์และวิธีการศึกษา

	 การเพาะเลี้ยงเซลล์สร้างเส้นใยของเหงือก

มนุษย์


	 นำเซลล์ ไลน์หรือเซลล์ต่อเนื่องของเซลล์สร้าง

เส้นใยของเหงือกมนุษย์ (Human Gingival Fibroblast 

cell line หรือ HGF cell line) (ATCC Lot. No 

58007727, CRL 2014) เพาะเลี้ยงในภาชนะสำหรับ

เลี้ยงเซลล์ขนาด 75 cm2 ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิดดี

เอ็มอีเอ็ม (DMEM; Dubbecco’s Modified Eagles, 

Gibco, USA) ที่มีส่วนประกอบดังนี้ฟีทัลโบวายซีรัม 

ร้อยละ 10 (10% Fetal Bovine Serum) และ 100 
 

ยูนิตของเพนนิซิลินและ 100 ไมโครกรัมของ

สเตร็ปโตไมซินและ 0.25 ไมโครกรัมของฟังจิโซน (100 

U penici l l in/100 ug streptomycin/0.25 ug 

Fungizone) ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่ควบคุมปริมาณ

ระดับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37๐ซ 

(Forma 310 Direct Heat CO2 incubator, USA) 

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2 วัน จนเซลล์ โตเต็มพื้นที่

ขวดเลี้ยงเซลล์ มีลักษณะเป็นเซลล์ชั้นเดียว เมื่อนำมาท

ดลองให้ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจากขวด ล้างด้วย

ฟอสเฟต บัพเฟอร์ซาไลน์ (phosphate buffer saline) 

จำนวน 5 มล. ล้าง 1 ครั้ง และดูดฟอสเฟต บัพเฟอร์ซา

ไลน์ ออกจากขวดเลีย้งเซลล ์จากนัน้เตมิทรปิซนิอดีทีเีอ 

(trypsin-EDTA) ร้อยละ 0.25 จำนวน 5 มล. นำขวด

เลี้ยงเซลล์บ่มที่ตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีก๊าซคาร์บอนได-

ออกไซด์ร้อยละ 5 และมีความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 100 
 

ทิง้ไว ้2 นาท ีจากนัน้นำทริปซินอีดีทีเอออกจากขวด นำ

ขวดมาเคาะเบา ๆ เพื่อให้เซลล์หลุดจากพื้นขวด เติม

อาหารเลีย้งเซลลด์เีอม็อเีอม็ ทีม่ฟีทีลัโบวายซรีมั รอ้ยละ 

10 จำนวน 10 มล. และทำการแยกเซลล์ออกจากพื้น

ขวดเลี้ยงเซลล์ โดยใช้ปิเปต ดูดและปล่อยอาหารเลี้ยง

เซลล์ ให้ทั่วพื้นขวด 2-3 ครั้ง ดูดเซลล์จำนวน 10 

ไมโครลิตร ใส่ลงในไมโครทิว (microtube) จากนั้น

ทำการนับจำนวนเซลล์ โดยเติมสีทริปแพนบลู (trypan 

blue) ร้อยละ 0.4 (0.4% trypan blue stain; Gibco, 

USA) จำนวน 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน โดยดูด

ปล่อยขึ้นลงจำนวน 1-2 ครั้ง นำส่วนผสมมาจำนวน 10 

ไมโครลิตร ใส่เครื่องนับเซลล์ (Hemacytometer; 

Hausser Scientific Horham, USA) เพื่อนับจำนวน

เซลล์ที่ยังมีชีวิต จากนั้นนำเซลล์จากภาชนะเลี้ยงเซลล์

มาปรับให้ ได้เซลล์เท่ากับ 1x105 เซลล์/มล. เพื่อใช้ ใน

การทดลองต่อไป


	 การเตรียมตัวอย่างสารสกัดสมุนไพร


	 เตรียมตัวอย่างสารสกัดสมุนไพรพญายอ ที่

ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 (w/v) แล้วเจือจางด้วย

อาหารเลี้ยงเซลล์ ให้ ได้ตัวอย่างความเข้มข้นร้อยละ 

0.01, 0.05, 0.10 และ 0.25 ตามลำดับ 
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	 การเลี้ยงเซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์
 

	 นำอาหารเลี้ยงเซลล์ ใส่ลงในภาชนะเพาะเลี้ยง

เซลล์ (Corning Inc., USA) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ภายใต้สภาวะปลอดเชื้อโดยทำภายในตู้ปลอดเชื้อ 

Biohazard Safety Cabinet Class II นำเซลล์สร้าง

เส้นใยของเหงือกมนุษย์ จำนวน 1x105 เซลล์/มล. 

ปริมาตร 1 มล. ใส่ ในภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล์ หลังจาก

นั้นดูดเซลล์ขึ้นลงโดยใช้ปิเปตเพื่อให้เซลล์แยกจากกัน 

จากนั้นนำเซลล์ ไปเลี้ยงในตู้อบควบคุมอัตราการไหล

ของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 (Forma Direct 

Heat: CO2 Incubator) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล 

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2 วัน


	 การทดสอบฤทธิ์ของตัวอย่างสารสกัด

สมุนไพรพญายอในการกระตุ้นการแบ่งตัวของ

เซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์	


	 นำเซลล์จำนวน 1x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใส่ ใน

ภาชนะเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม (Corning® 

Costar®, USA.) ใส่เซลล์หลุมละ 200 ไมโครลิตร 

ให้ ได้เซลล์จำนวน 2x104 เซลล์/หลุม นำภาชนะเพาะ

เลี้ยงเซลล์บ่มเพาะในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 37 องศา

เซลเซียส, ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 และ

ความชื้นสัมพัทธ์ ร้อยละ 100 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

ล้างเซลล์ด้วยพีบีเอส บัพเฟอร์จำนวน 2 ครั้ง ดูด

ตัวอย่างสารสกัดสมุนไพรพญายอ ที่ความเข้นข้นร้อย

ละ 0.01, 0.05, 0.1 และ 0.25 ตามลำดับ จำนวน 

100 ไมโครลิตรลงในแต่ละหลุม โดยทดสอบความ

เข้มข้นละ10 หลุม โดยกลุ่มควบคุมจะใช้อาหารเลี้ยง

เซลล์แทนสารทดสอบ โดยทำการทดลอง 3 ซ้ำ จาก

นั้นนำภาชนะเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม ไปเลี้ยงในตู้

เพาะเลี้ยงที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน ใน 6 

ช่วงเวลา คือ วันที่ 1, 3, 5, 7, 10 และ 14 จากนั้นนำ

มาทดสอบปริมาณเซลล์ที่มีชีวิต โดยใส่สารละลายเอ็ม 

ที ที (MTT; 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2, 5–

diphenyltetrazolium bromide, thiazolyl blue) 
 

(MTT dye, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) ความ

เข้มข้นร้อยละ 0.1 ลงในแต่ละหลุม จำนวน 50 

ไมโครลิตร/หลุม นำเซลล์ ไปอบในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ 

เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จาก นั้นดูดสารละลาย MTT ทิ้ง 

แล้วเติม ไอโซโพรพานอล (Isopropanol) หลุมละ 100 

ไมโครลิตร หลังจากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง

ด้วยเครื่องไมโครไทเทอร์เพลทรีดเดอร์ (Micro titre 

plate reader, Epoch, Bio-Tek Instrument Inc, 

Verment, USA) ที่มีความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 

คำนวณเปอร์เซนต์ความมีชีวิตของเซลล์ (% Cell 

viability) ด้วยสมการ 


% Cell viability = ODs x 100 / ODctrl (1) 


	 โดยที่ ODs คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 นา

โนเมตรของกลุ่มตัวอย่าง ODctrl คือ ค่าการดูดกลืน

แสงที่ 570 นาโนเมตรของกลุ่มควบคุม นำข้อมูลที่ ได้

มาเปรียบเทียบความแตกต่างของเปอร์เซนต์ความมี

ชวีติของเซลล ์ทีส่มัผสัสารตวัอยา่งทีค่วามเขม้ขน้ตา่งๆ 

ด้วยสถิติ One-way ANOVA : Post hoc Multiple 

Comparisons (Dunnett) ด้วยโปรแกรม SPSS 

เวอร์ชั่น18.0 ที่ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p < 0.05) 


	 การทดสอบฤทธิ์ของตัวอย่างสารสกัด

สมุนไพรพญายอในการกระตุ้นการเคลื่อนที่ของ

เซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์


	 นำเซลล์จำนวน 1x105 เซลล์ ใส่ ในหลุมเพาะ

เลี้ยงในภาชนะเพาะเลี้ยงชนิด 24 หลุม (Corning®, 

Costar®, USA.)จำนวน 15 หลุม เสร็จแล้วนำภาชนะ

เพาะเลี้ยงมาบ่มเพาะในตู้อบเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 37 

องศาเซลเซียส ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 

และความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 100 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

ได้เซลล์ โตเต็มพื้นที่เพลท มีลักษณะเป็นเซลล์ชั้นเดียว 

จากนั้นใช้ปลายทิปพลาสติกขนาด 200 ไมโครลิตร 

กรีดตรงแนวเส้นผ่านศูนย์กลางหลุมของถาดเพาะ

เลี้ยงเซลล์ จะเกิดช่องว่างของเซลล์ที่พื้นภาชนะเพาะ

เลี้ยงเซลล์ ซึ่งมีความกว้าง 1 มม. จากรอยทิป

พลาสติก 11 จากนั้นล้างเซลล์ด้วยพีบีเอสบัพเฟอร์ 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จำนวน 2 ครั้ง ดูดตัวอย่าง

สารสกัดสมุนไพรพญายอที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.01, 
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0.05, 0.1 และ 0.25 จำนวน 1000 ไมโครลิตรใส่ ใน

หลุมทดสอบ โดยทำความเข้มข้นละ 3 หลุม ถ่ายภาพ

เซลล์ด้วยกล้อง Nikon D 5100 camera ที่ติดกล้อง

จุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ ส่วนกลุ่มควบคุมใช้อาหารเลี้ยง

เซลล์อย่างเดียว นำภาชนะเพาะเลี้ยงอบในตู้เพาะ

เลี้ยงเซลล์ชนิด 37 องศาเซลเซียส ก๊าซคาร์บอนได-

ออกไซด์ร้อยละ 5 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำเซลล์เพาะ

เลี้ยงที่ทำการทดสอบด้วยสารตัวอย่างครบเวลา 24 

ชั่วโมงแล้ว มาล้างด้วยพีบีเอส บัพเฟอร์จำนวน 2 

ครั้ง หลังจากนั้นตรึงเซลล์ด้วยเมทานอล (Methanol, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) ร้อยละ 25 และ

ย้อมด้วยสี โทลูดีนบลูโอร้อยละ 0.2 (น้ำหนักโดย

ปริมาตร) (Toluidine Blue O, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO) ตรวจนับจำนวนเซลล์ที่เคลื่อนที่เข้าสู่ช่อง

ว่างด้วยโปรแกรมอิมเมจโปรพลัส รุ่น 7.0 


	 การวิเคราะห์ทางสถิติ


	 แสดงค่าร้อยละของการเคลื่อนที่ของเซลล์ โดย

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์

เท่านั้น และใช้ student’s t-test เปรียบเทียบความ

แตกต่างกับกลุ่มควบคุม หรือความเข้มข้นต่างๆ โดย

กำหนดค่าระดับนัยสำคัญทางสถิติ p<0.05


	 ผลการทดลอง


	 เมื่อทดสอบฤทธิ์ของตัวอย่างสารสกัดสมุนไพร

พญายอในด้านความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างเส้นใยของ

เหงือกมนุษย์ พบว่า เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม

เปอร์เซนต์ความมีชีวิตของเซลล์ที่สัมผัสสารสกัด

สมุนไพรพญายอ เป็นเวลานาน 24 ชม. ที่ความ

เข้มข้นร้อยละ 0.01, 0.05, 0.1 และ 0.25 มีค่า

เท่ากับ 108.81, 106.82, 99.96 และ 99.89 ตาม

ลำดับ ตามตารางที่ 1 และ รูปที่ 1


	 การทดสอบฤทธิ์ของตัวอย่างสารสกัดสมุนไพร

พญายอในการกระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์จากการ

เพิ่มจำนวนเซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์ พบว่า

ในช่วงระยะที่เป็น exponential phase หรือระยะที่

เซลล์แบ่งตัวอย่างรวดเร็วในอัตราคงที่ พบว่าระหว่าง

วันที่ 3 ถึงวันที่ 5 (รูปที่ 2: A-1) สมุนไพรพญายอ ที่

ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.01, 0.05 และ 0.1 มเีปอรเ์ซนต์

การแบ่งตัวของเซลล์ (% cell proliferation) เท่ากับ 

168,179 และ 164 ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุ่มที่ ไม่ ใส่สารตัวอย่างทดสอบ (100%) และพบว่า

สารสกัดสมุนไพรพญายอมีฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งตัวของ

เซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์ อย่างมีนัยสำคัญ

ทางสถิติ (p < 0.05) ตามตารางที่ 2 (Table 2) 

และรูปที่ 2 (Figure 2) : A-1 และ A-2


	 เมื่อทดสอบฤทธิ์ของตัวอย่างสารสกัดสมุนไพร

พญายอในการกระตุ้นการแบ่งตัวและเคลื่อนที่ของ

เซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์ พบว่าที่ความ

เข้มข้นร้อยละ 0.01, 0.05, 0.1 และ 0.25 มี

เปอร์เซนต์การเคลื่อนที่ของเซลล์ เท่ากับ 78.12, 

77.17, 70.47 และ 68.57 ตามลำดับ เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ ไม่ ใส่สารทดสอบมีการ

เคลื่อนที่ของเซลล์เท่ากับ 55.0% โดยจากการทดลอง 

Table 1	 Percent cells viability of HGF exposed to Clinacanthus nutans extracts.


Concentrations (%w/v) Percent cell viability

Negative control 99.15±2.54a

0.01 108.81±2.68a

0.05 106.82±2.84a

0.10 99.96±2.67a

0.25 99.89±2.72a

Positive control  9.22±2.05b
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พบว่าสารสกัดสมุนไพรทั้ง 4 ความเข้มข้น มีฤทธิ์

กระตุ้นการแบ่งตัวในการเคลื่อนที่ของเซลล์สร้าง

เส้นใยของเหงือกมนุษย์อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<

0.05) ตามตารางที่ 3 รูปที่ 3 และ 4





บทวิจารณ์

	 การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรพญายอ 

พบว่าสมุนไพรชนิดนี้ มีฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งตัวของ

เซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์ เป็นเวลา 5 วัน 

และภายหลังจากนั้นอัตราการแบ่งตัวของเซลล์เริ่มลด

ลง โดยพบว่ามีอัตราการตายสูงกว่าอัตราการเพิ่ม

จำนวนเซลล์ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ ไม่

ใส่สารสกัดสมุนไพร พบว่า กลุ่มควบคุมมีอัตราการ

เจริญของเซลล์อยู่ ในระดับต่ำกว่าอัตราการเจริญของ

เซลล์ ในกลุ่มทดสอบที่ ใส่สารสมุนไพรอย่างมีนัย

สำคัญทางสถิติ (p<0.05) และจากการศึกษามีผู้

รายงานพบว่า สารสกัดสมุนไพรพญายอมีสารสำคัญ 

คือ เฟลโวนอยด์ เป็นสารสำคัญในการออกฤทธิ์ลด

การอักเสบ12 นอกจากนี้ยังพบ รายงานสารสกัดเอ

ทานอลจากใบพญายอขนาด 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

มีผลต่อไซโตคายน์ ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการอักเสบ 

โดยไปยับยั้ง interleukin-1-b แต่ ไม่มีผลต่อ 

Table 2	 Cell Proliferation of  Human Gingival Fibroblast cell line in Clinacanthus nutans 
Concentrations (% w/v) Percent cell proliferation 

Control 100.00±3.57a

0.01 167.45±10.57b

0.05 179.40±15.35b

0.10 163.52±11.35b
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Figure 1	 Percent cell viability of HGF exposed to Clinacanthus nutans extract with concentration 
of 0.01%, 0.05%, 0.10%, and 0.25% (w/v)
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Figure 2	 Cell Proliferation of  Human Gingival Fibroblast cell line with Clinacanthus nutans concentration 
of 0.01%, 0.05% and 0.10% (w/v)
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Table 3	 Cell migration of HGF with Clinacanthus nutans concentration of 0.01%, 

0.05%, 0.10%, and 0.25% (w/v)    

Concentrations (%w/v) Percent cell migration

Control group 54.77 ± 2.73a

0.01 78.12 ± 3.92b

0.05 77.17 ± 4.85b

0.10 70.47 ± 3.92b

0.25 68.57 ± 4.42b
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Figure 3	 Cell migration of HGF with Clinacanthus nutans concentration of 0.01%, 0.05%, 0.10%, and 

0.25% (w/v)


interleukin-6 13-14 ซึ่งปัจจุบันมีการศึกษาการต้านการ

อกัเสบของพชืสมนุไพรตา่งๆ เชน่ ใบสาบแรง้ รากดงีตูน้ 

โดยใช้เซลล์แมคโครฟาจหนู RAW 264.7 เป็นเซลล์

ต้นแบบในการศึกษาให้เซลล์สัมผัสกับไลโปโพลีแซค
 

คาไรด์ (LPS; Lipopolysaccharide) ซึ่งเป็น

องค์ประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรีย เพื่อทำหน้าที่

เป็นตัวกระตุ้นให้มีการหลั่งสาร cytokines ต่างๆ 

รวมทั้งไนตริกออกไซด์และพรอสตาแกลนดิน E2 ซึ่ง

การลดลงของสารทั้ง 2 ตัวนี้ ถูกใช้เป็นดัชนีที่แสดงถึง

ความสามารถในการลดการอักเสบของสารทดสอบ 

ซึ่งการศึกษาต้นแบบการตอบสนองต่อการอักเสบของ

เซลล์แมคโครฟาจ (macrophage) ถูกใช้ ในการ

ทดสอบสารที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ15-18 พญายอ นับ

เป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณในการรักษาโรคเริม แผลใน

ช่องปาก ผลงานการวิจัยสมุนไพรพญายอ มีผู้

รายงานว่าใบพญายอสามารถลดการอักเสบ โดยกอง
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วิ จั ย แ ล ะพัฒนาสมุ น ไพ ร ร่ ว ม กั บสถ าบั น วิ จั ย

วิทยาศาสตร์ สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การ

แพทย์ ได้ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบพญายอใน

หลอดทดลองต่อเชื้อไวรัส HSV-2 ซึ่งเป็นสาเหตุการ

เกิดโรคเริม พบว่า สารสกัดจากใบพญายอมีฤทธิ์

ทำลายเชื้อดังกล่าวได้สูง ส่วนการศึกษาฤทธิ์ของสาร

สกัดสมุนไพรพญายอต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ แสดง

ให้เห็นว่าสารสกัดสมุนไพรพญายอมีสารสำคัญที่

สามารถให้ เซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์ 

เคลื่อนที่จากขอบของเซลล์ที่เป็นช่องว่างทำให้เซลล์มี

การสมานกันจากช่องว่างที่เกิดขึ้นจากการใช้ปลายทิป

พลาสติกกรีดได้มากกว่ากลุ่มควบคุมที่ ไม่ ใส่สาร

ทดสอบ ซึ่งชี้ ให้เห็นว่าสารสกัดสมุนไพรพญายออาจมี

สารสำคัญที่อาจทำให้เกิดการสมานแผลของเซลล์ ได้ดี 

Figure 4	 Cell migration of HGF with Clinacanthus nutans concentration of 0.01%, 0.05%, 0.10%, 

and 0.25% (w/v) after 24 hours incubation at 37๐C in 5% CO2 incubator
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ในการศึกษาครั้งนี้ ใช้สมุนไพรพญายอที่เป็นผง พบว่า

ประสิทธิภาพต่อการกระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์และ

เพิ่มจำนวนเซลล์ที่ความเข้นข้นร้อยละ 0.01 และ 

0.05 เมื่อเพิ่มความเข้มข้นจำนวนเซลล์จะแบ่งตัวลดลง 

ส่วนประสิทธิภาพต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ ในการ

สมานแผลให้ผลที่ความเข้นข้นที่ต่ำร้อยละ 0.01 ส่วน

ความเข้มข้นที่ร้อยละ 0.05, 0.1 และ 0.25 การ

เคลื่อนที่ของเซลล์จะน้อยลง ซึ่งสอดคล้องกับการวิจัย

ของ Roeslan และคณะ19 ซึ่งในการทดลองแต่ละครั้ง

อาจมีปัจจัยอื่นๆ เข้ามาเกี่ยวข้องดังต่อไปนี้ 20 แหล่ง

ของพืชสมุนไพร สมุนไพรแต่ละชนิดเมื่อเก็บจากแต่ละ

แหล่ง แต่ละพื้นที่ก็จะมีปริมาณสารออกฤทธิ์แตกต่าง

กันไป เนื่องจากวิธีการปลูก ปริมาณสารอาหารที่มีอยู่

ในดินแต่ละพื้นที่มีความแตกต่างกัน สภาพภูมิอากาศก็

มีความแตกต่างกันด้วย ส่วนต่างๆของพืชที่นำมาใช้ก็

จะมีสารออกฤทธิ์แตกต่างกัน หรือแม้แต่พืชส่วน

เดียวกัน เช่น ส่วนใบ ใบอ่อนกับใบแก่ ก็จะมีสาร

ออกฤทธิ์ที่แตกต่างกันออกไปด้วย ตัวทำละลายที่

แตกต่างกัน ก็จะให้สารออกฤทธิ์ปริมาณที่แตกต่างกัน

ไป และวิธีการสกัดที่แตกต่างกัน ก็จะมีปริมาณสาร

ออกฤทธิ์ที่ออกมาแตกต่างกัน 





สรุปผลการทดลอง

	 จากการทดสอบสมุนไพรพญายอ ต่อการเจริญ

เติบโตของเซลล์สร้างเส้นใยของเหงือกมนุษย์ พบว่าไม่

มีความเป็นพิษต่อเซลล์และมีฤทธิ์กระตุ้นการแบ่งตัว

และการเคลื่อนที่ของเซลล์สร้างเส้นใยของเหงือก

มนุษย์ ทั้งนี้จากการศึกษายังพบฤทธิ์ของสารสกัด

พญายอต่อการกระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์ (cell 

proliferation) และการสมานแผล (wound healing) 

จากการศึกษาในครั้งนี้อาจใช้เป็นประโยชน์ ในการ

พัฒนาสมุนไพรไทยเพื่อผลิตเป็นยารักษาโรคในช่อง

ปากต่อไป แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาถึงกลไกอื่นๆที่

สัมพันธ์กับการกระตุ้นการแบ่งตัวและการเคลื่อนที่ของ

เซลล์ก็ยังมีความสำคัญที่จะต้องทำการศึกษาต่อไป
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