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Abstract 
Objective: Clinacanthus nutans glycerine and Moringa oleifera seed oil are 
commonly used as herbal medicines in Thailand. Previous studies have shown 
the anti-inflammatory effects and promotion of the wound healing process. 
However, there is no study for both extracts on oral cells. The aim of this 
work is; therefore, to study the proliferative effect of both herbal Thai 
Medicine on Human Gingival Fibroblast (HGF) cell line.  

Materials and methods: HGF cells were treated with herbal extracts at 
concentrations of 0.01, 0.1 and 0.5% (V/V). Cytotoxicity was evaluated by MTT 
assay. Sulforhodamine B (SRB) standard staining method was used to monitor 
cell proliferation for 10 days after treatment with various concentrations of 
herbal extracts.  

Results: Both herbal extracts showed no toxicity to HGF cultures in all tested 
concentrations. the result of Clinacanthus nutans glycerine and Moringa 
oleifera seed oil extractions at concentrations of 0.01, 0.1 and 0.5% (V/V) the 
percentage of cell viability was 102, 105, 99 and 108, 110, 105, repectively. 
However, both extracts promoted cell proliferation by the concentration- 
dependent manner. Clinacanthus nutans glycerine showed 117.85%, 125.00% 
and 130.35% proliferative rates (P<0.05) compared to the control at 
concentrations of 0.01, 0.1 and 0.5% (V/V), repectively. showed significantly 
increased cell proliferation compared with the control group (P<0.05). Moringa 
oleifera seed oil showed a slightly lower proliferative effect on HGF (104.28%, 
114.28% and 118.57% at concentrations of 0.01, 0.1 and 0.5% (V/V), 
repectively) compared to that of Clinacanthus nutans glycerine.  

Conclusion: The result suggests that these two Thai medicinal plant extracts 
promote cell proliferation and might be able to use as a potential medicines 
for wound healing process on periodontal diseases. 
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บทคัดยอ 
วัตถุประสงค: เพื่อศึกษาการออกฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรกลีเซอรีนพญายอและสมุนไพร
น้ำมันเมล็ดมะรุมในดานความเปนพิษ และการกระตุนการแบงตัวของเซลลสรางเสนใยของ
เหงือกมนุษย 

อุปกรณและวิธีการศึกษา: นำเซลลเหงือกไฟโบรบลาสทชนิดตอเนื่อง มาเพาะเลี้ยงในตูอบ
ควบคุมอัตราการไหลของกาซคารบอนไดออกไซด ที่ 37 องศาเซลเซียส 5% กาซ
คารบอนไดออกไซด ความชื้นสัมพัทธรอยละ 100 จนไดเซลลชั้นเดียว นำมายอยดวยทริปซิน
อีดีทีเอรอยละ 0.25 ใหเปนเซลลเดี่ยวๆ นำเซลลมาใสเพลทชนิด 96 หลุมๆละ 1x104 เซลล 
นำเพลทมาบมในตูอบ เปนเวลา 24 ชม. และนำสารทดสอบสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด มาศึกษา
ประเมินความเปนพิษ โดยวิธี MTT และนำเซลลมาใสเพลทชนิด 96 หลุมๆละ 5x103 เซลล 
จำนวน 5 เพลท/สมุนไพร  ภายหลังจากใสสารทดสอบสมุนไพร นำเพลทมาบมในตู เปนเวลา 
2, 4, 6, 8 และ 10 วัน เพื่อศึกษาการแบงตัวของเซลลของเซลลในแตละชวงเวลา โดยการ
ยอมเซลลดวย SRB (Sulforhodamine B ) โดยใหสารทดสอบสมุนไพรแตละชนิดมีความ
เขมขนรอยละ 0.01, 0.1 และ 0.5 (ปริมาตร/ปริมาตร)  สวนกลุมควบคุมใสอาหารเลี้ยงเซลล
ดีเอ็มอีเอ็มอยางเดียว ทำการศึกษาการแบงตัวของเซลลเปนระยะเวลา 10 วัน  

ผลการทดลอง: ดานประเมินความเปนพิษของสารสกัดสมุนไพรกลีเซอรีนพญายอและ
สมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุมที่ความเขนขนรอยละ 0.01, 0.1 และ 0.5 พบวารอยละ ความมี
ชีวิตของเซลลตอสมุนไพรกลีเซอรีนพญายอเทากับ 104.08±4.90, 104.48±3.2 และ97.55±
2.5 เรียงตามลำดับ สวนสมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุมเทากับ 108.55±4.10, 110.36±3.31 
และ107.60±2.6 เรียงตามลำดับ ดานการแบงตัวของเซลลตอสมุนไพรกลีเซอรีนพญายอ พบ
วา ที่ความเขมขนรอยละ 0.01, 0.1 และ 0.5 มีฤทธิ์กระตุนการแบงตัวของเซลลในวันที่ 8 
โดยมีเปอรเซนตการแบงตัวของเซลลของเซลล (% cell Proliferation) เทากับ 117.85±
10.37, 125±14.31 และ 130.35±11.35   เรียงตามลำดับ ซึ่งสูงกวากลุมควบคุม เทากับ 
100  (P<0.05)  สวนการแบงตัวของเซลลตอสมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุม พบวา ที่ความเขมขน
รอยละ 0.01, 0.1 และ 0.5 มีฤทธิ์กระตุนการแบงตัวของเซลลในวันที่ 8 โดยมีเปอรเซนตการ
แบงตัวของเซลล เทากับ 104.28±10.57, 114.28±15.35 และ118.57±11.35 เรียงตาม
ลำดับ ซึ่งสูงกวากลุมควบคุม เทากับ 100 (P<0.05)  

บทสรุป: สารสกัดสมุนไพรกลีเซอรีนพญายอและสมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุม ที่ความเขมขน
รอยละ 0.01, 0.1 และ 0.5 ไมมีความเปนพิษตอเซลลสรางเสนใยของเหงือกมนุษย สวนการ
ศึกษาฤทธิ์การแบงตัวของเซลลมีการเพิ่มจำนวนเซลลจากสารทดสอบ ทำใหผลที่ไดมีแนวโนม
ที่จะนำไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑสำหรับรักษาโรคในชองปากได โดยสารมีฤทธิ์ในการกระตุน
การแบงตัวของเซลล (cell proliferation) ดวย 

รหัสคำ:  สมุนไพรกลีเซอรีนพญายอ, เซลลสรางเสนใยของเหงือกมนุษย, สมุนไพรน้ำมันเมล็ด
มะรุม, การทดสอบหาความมีชีวิตของเซลล, โรคปริทันต, การแบงตัวของเซลลในการเพิ่ม
จำนวนเซลล, การสมานแผล 
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บทนำ 
 สมุนไพรไทยไดถูกนำมาใชในดานการรักษาโรค

ตางๆ เชน โรคติดเชื้อ โรคที่มีผลตอระบบน้ำเหลือง และ

โรคอื่นๆ1 ในขณะที่โรคในชองปากก็เปนปญหาใหญและ

พบมากสำหรบัสขุภาพชองปากของคนทัว่ไป คอื โรคฟนผ ุ

หรือโรคเหงือกอักเสบ2-4 ปจจุบันไดมีการนำสมุนไพร

โบราณมาใชในการรักษาและปองกันโรคที่เกิดในชองปาก

และฟน โดยนำสรรพคุณทางยาของสมุนไพรพื้นบานมา

ใชประโยชนเพื่อชวยใหมีประสิทธิภาพในการรักษาชอง

ปากมากขึ้น มีรายงานการพัฒนาสมุนไพรในยาสีฟนเพื่อ

นำมาประยุกตใชในการรักษาโรคปริทันตในงานทาง

ทันตกรรม พบวา ผลิตภัณฑยาสีฟนที่ผสมสารสมุนไพร  

มีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรีย เชน เมื่อผสมสมุนไพร

พวกขอย แกว พญายอ จะทำใหมีคุณสมบัติในการยับยั้ง

เชื้อแบคทีเรียและลดการอักเสบได เนื่องจากพืชสมุนไพร

สามารถผลิตสารเคมีที่มีคุณสมบัติในการตานจุลชีพ  

(antimicrobial activity) เพื่อปองกันตัวเองจากจุลชีพที่

เปนอันตรายตอตัวมันเอง5-8 ในสมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุม

และกลีเซอรีนพญายอ ก็เปนสมุนไพรไทยจากธรรมชาติ

ของประเทศไทย กลาวคือ มะรุมมีชื่อทางวิทยาศาสตรวา 

Moringa oleifera Lam.อยูในวงศ Moringaceae การ

เรียกชื่อมะรุมแตกตางกันออกไปในแตละภาค เชน ภาค

เหนือ เรียกวา บะคอนกอม ภาคอีสานเรียกวา ผักอีฮุม 

หรือบักฮุม จัดเปนพืชผักพื้นบานของไทย มีถิ่นกำเนิดใน

ประเทศแถบเอเชีย (อินเดีย, ศรีลังกา) เปนไมยืนตนที่โต

เร็ว ปลูกงายในเขตรอน ทนแลง แตพบไดโดยทั่วไปใน

แอฟริกา และเขตรอนของทวีปอเมริกา เปนไมผลัดใบ 

ขึ้นไดในทุกภูมิประเทศ สำหรับประเทศไทย มะรุม

พื้นเมืองที่ปลูกโดยทั่วไปเปนพวก M.oleifera ซึ่งมีสาย

พันธุจากอินเดียแถบเทือกเขาหิมาลัย จากการศึกษาโดย

นักวิทยาศาสตรชาวเยอรมัน พบวา มะรุมเปนพืชที่มีสาร

จำพวก Polyelectrolyte อยูในเมล็ด9 ตอมาในป พ.ศ. 

2507 มีผูรายงานวามะรุมมีสารเบนซิลไทโอไซยาเนตโด

ไซตและเบนซิลกลูโดซิโนเลต มีฤทธิ์ตานจุลชีพ โดยมีการ

นำมาใชเปนยาสมุนไพรโบราณ สำหรับรักษาการเจ็บปวด

และมีผูรายงานวาสมุนไพรมะรุมสามารถยับยั้งเซลล

มะเร็ง ยับยั้งการเกิดพิษ ตลอดจนลดการอักเสบ10-12 

สำหรับฤทธิ์ตานการอักเสบ มีรายงานการนำสมุนไพร

มะรุมมาใชในการทดลองกับหนูตะเภา พบวาสามารถลด

การอักเสบของทางเดินหายใจที่ถูกเหนี่ยวนำโดย 

Ovalbumin ในหนูตะเภาและมีผลปองกันการอักเสบ

ของทางเดินหายใจที่มีผลมาจากการเหนี่ยวนำดวย 

acetyleholine 13 ฤทธิ์ตานมะเร็ง มีรายงานการศึกษา

แสดงฤทธิ์ยับยั้งการกระตุน Epstein-Baritvirus-early 

antigen (EBV-EA) ใน Raji cells ซี่งถูกเหนี่ยวนำโดย 

tumor promoter, 12-o-tetradecanoyl-phorbol-13

-acetate(TPA) จากการศึกษาพบวา niazimicin จะเปน

ส า ร เ ค มี ป อ ง กั น ก า ร เ กิ ด ม ะ เ ร็ ง จ า ก ส า ร เ ค มี 

Chemopreventive agent14 ฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย

และเชื้อรา มีรายงานการศึกษาถึงการแสดงฤทธิ์ตานเชื้อ

แบคทีเรีย Escherichia coli, Klebsialla aerugenus, 

Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis และฤทธิ์

ตานเชื้อรา15 ดานการทดสอบความเปนพิษมีการใช

สมุนไพรมะรุม พบวามีการแสดงความเปนพิษตอเซลล 

Micronucleus พบวามีจำนวน micronucleated 

polychromatic erythrocytes(PCE)/1000 16 และ

สมนุไพรพญายอ มชีือ่ทางวทิยาศาสตรวา Clinacanthus 

nutans (Burm.f.) Lindau อยูในวงศ Acanthaceae 

มีชื่อเรียกแตกตางกัน ไดแก เสลดพังพอนตัวเมีย พญา

ปลองทอง พญาปลองดำ ผักมันไก ผักลิ้นเขียด ลิ้นมังกร 

โพะโซจาง ซึ่งถาเปนเสลดพังพอนตัวผูจะมีหนาม 

สรรพคุณออนกวาเสลดพังพอนตัวเมีย นิยมเรียก

เสลดพังพอนตัวเมียวา “พญายอ” มีลักษณะไมพุมแกม

เลื้อยสูง 1-3 เมตร เถาและใบมีสีเขียวใบไมไมมีหนาม ใบ

ยาวเรียวปลายแหลม ออกตรงขามเปนคู ดอกออกเปนชอ 

อยูที่ปลายกิ่ง แตละชอมี 3-6 ดอก กลีบดอกเปนดอก

ปลายแยกสีแดงอมสม พญายอขึ้นไดงามในดินที่สมบูรณ 

แสงแดดปานกลาง พบไดทั่วไปตามปาในประเทศไทย

เปนพืชตระกูลอแคนตาซีอิ (Acantaceae)17 ซึ่งหาได

ทั่วไป แพทยพื้นบานใชรักษาโรคผิวหนังจำพวกเริม, 

งูสวัดและแกพิษแมลงกัดตอย สารสกัดจากสมุนไพรพญา

ยอ มีผูรายงานเกี่ยวกับการยับยั้งการติดเชื้อไวรัส การ
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เกิดการแพและลดการอักเสบเชนกัน18 มีรายงานการ

ศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของพญายอในดานฤทธิ์ลดการ

อักเสบ โดยศึกษาในตัวอยางหนูขาว นำสารสกัดเอ็น 

บิวทานอลจากใบพญายอใหทางปากหนูขาวจะลดการ

อั ก เ ส บ ข อ ง อุ ง เ ท า ห นู ข า ว ที่ ถู ก เ ห นี่ ย ว น ำ โ ด ย 

Carrangenan19-21 แตถาใชวิธีทาสารสกัดที่ผิวหนังจะไม

สามารถลดน้ำหนองของถุงลมหนูได ตอมามีการใช 5% 

ของพญายอในรูป cold cream ซึ่งไดจากสารสกัด 

เอทานอล 95% และสารสกัดเอทานอลในน้ำ ทาเฉพาะที่

ใหหนูขาวสามารถลดหนองและการเกิด granuloma ได 

50.98%, 50.10%, 48.30%22 ตามลำดับ นอกจากนี้ยัง 

มีรายงานศึกษาดานความเปนพิษ มีการทดสอบความ

เปนพิษ แสดงใหเห็นวาพญายอสามารถรักษาแผลในปาก

ไดและการทดสอบความเปนพิษพบวา สารสกัดเอ็น 

บิวทานอลมีคา LD50 มีคาเทากับ 13.4กรัม/กิโลกรัม ใน

เวลา 48 ชั่วโมง ภายหลังใหทางปากและคาเทากับ 3.4

กรัม/กิโลกรัม เมื่อฉีดเขาชองทองและใหสารสกัดทุกวัน

เปนเวลา 6 สัปดาห ไมมีผลตอการเจริญเติบโตของหนู

ขาว แตพบวา น้ำหนักไธมัสลดลงขณะที่น้ำหนักตับเพิ่ม

ขึ้น ไมพบความผิดปกติตออวัยวะอื่นๆ และไมมีอาการไม

พึงประสงคอื่นๆ20 สวนผลงานวิจัยเกี่ยวกับการกระตุน

การแบงตัวของเซลล เมื่อใชสมุนไพรพญายอเพื่อศึกษา

การเพิ่มจำนวนเซลลตอเซลลเยื่อบุชองปากของมนุษย  

(HOK) เปนเซลลลายนที่พัฒนาขึ้นโดย Pibooniyom 

และคณะฯ ในป ค.ศ.2002 เพาะเลี้ยงเซลลใน 

keratinocyte serum free (Keratinocyte-SFM, 

Gibco-BRL) ที่ไดรับการเติม epidermal growth 

factor และ bovine pituitary extract พบวาความ

เขมขนของกลีเซอรีนพญายอที่ไมเปนพิษตอเซลล เทากับ 

10 ไมโครลิตร/5 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเซลล นำมา

เจือจางลง 10, 100 เทา โดยทดสอบที่ชวงเวลา 24, 48, 

72 ชั่วโมง เพื่อวัดการเพิ่มจำนวนเซลลดวยการนับเซลล

ดวยเครื่องนับเซลล (Haemocytometer) พบวา จำนวน

เซลลนอยกวากลุมควบคุม เมื่อทดสอลทางสถิติโดยใช 

Kruskal-Wallis test (p<.05) ไมพบความแตกตาง

ระหวางกลุมอยางมีนัยสำคัญทางสถิติทั้งในชวงเวลา 24, 

48 และ 72 ชั่วโมง 

 จากการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาตางๆเหลานี้มีผู

รายงานศึกษา แตยังไมมีการศึกษาถึงความเปนพิษและ

ผลการแบงตัวของเซลลในสารสกัดสมุนไพรทั้ง 2 ชนิดนี้

ตอเซลลสรางเสนใยของเหงือกมนุษย ดังนั้นในการศึกษา

วิจัยนี้ จึงเปนการศึกษาผลการแบงตัวของเซลลในสาร

สกัดสมุนไพรทั้ง 2 ชนิดตอเซลลสรางเสนใยของเหงือก

มนุษย โดยที่ความเขมขนของสารสกัดสมุนไพรทั้งสอง

ชนิด จะไมมีผลตอการอยูรอดของเซลลสรางเสนใยของ

เหงือกมนุษย และมีความเขมขนซึ่งมีผลตอการกระตุน

การแบงตัวของเซลลดังกลาว ดังนั้นวัตถุประสงคของการ

ศึกษาวิจัยนี้เพื่อศึกษาดานความเปนพิษและการกระตุน

การแบงตัวอของเซลลสรางเสนใยของเหงือกมนุษยใน

สมุนไพรทั้งสองชนิดนี้ 

 

วัสดุอุปกรณและวิธีการศึกษา 
 การเตรียมเซลลเพาะเลี้ยง 

 เซลลที่ใชเปนเซลลสรางเสนใยของเหงือกมนุษย  

(Human Gingival Fibroblast cell line หรือ HGF 

cell line) (ATCC Lot. No 58007727, CRL 2014) นำ

มาเพาะเลี้ยงในขวดเลี้ยงเซลลขนาด 75 cm2 ดวยอาหาร

เลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็ม (DMEM; Dubbecco’s Modified 

Eagles, Gibco, USA) ที่มีฟทรัลโบวายซีรัม รอยละ 10  

(10%Fetal Bovine Serum) ในตูอบที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ระดับกาซคารบอนไดออกไซด รอยละ 5 

จนเซลลโตเต็มพื้นที่ขวดเลี้ยงเซลล มีลักษณะเปนเซลลชั้น

เดียว เมื่อนำมาทดลองใหดูดอาหารเลี้ยงเซลลออกจาก

ขวด ลางดวยฟอสเฟต บัพเฟอรซาไรด (phosphate 

buffer saline) จำนวน 5 มิลลิลิตร ลาง 1 ครั้ง และดูด

ฟอสเฟต บัพเฟอรซาไรด ออกจากขวดเลี้ยงเซลล จากนั้น

เติมทริปซินอีดีทีเอ รอยละ 0.25 จำนวน 5 มิลลิลิตร ทิ้ง

ไว 2 นาที จากนั้นดูดทริปซินอีดีทีเอ ออกจากขวด นำ

ข ว ด เ ลี้ ย ง เซ ล ล บ ม ที่ ตู เ พ า ะ เ ลี้ ย ง เซ ล ล ที่ มี ก า ซ

คารบอนไดออกไซดรอยละ 5 และมีความชื้นสัมพัทธ 

รอยละ 100 เมื่อครบเวลานำขวดมาเคาะเบา ๆ เพื่อให

เซลลหลุดจากพื้นขวด เติมอาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็ม ที่
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มีฟทรัลโบวายซีรัม รอยละ 10 จำนวน 10 มิลลิลิตร และ

ทำการแยกเซลลออกจากพื้นขวดเลี้ยงเซลลโดยใช 

pasture pipette ดูดและปลอยอาหารเลี้ยงเซลลใหทั่ว

พื้นขวด 2-3 ครั้ง ดูดเซลลจำนวน 10 ไมโครลิตร ใสลงใน

ไมโครทิว จากนั้นเติมสีทริปแพนบลูรอยละ 0.4 (0.4% 

trypan blue stain; Gibco, USA) จำนวน 10 ไมโครลติร 

ผสมใหเขากัน โดยดูดปลอยขึ้นลงจำนวน 1-2 ครั้ง นำ

สวนผสมมาจำนวน 10 ไมโครลิตร ใสเครื่องนับเซลล  

(Haemacytometer; Hausser Scientific Horham, 

USA) ปรับใหไดเซลลจำนวน 1x 105 เซลล/มิลลิลิตร  

 ประเภทสมุนไพรที่ใชในการศึกษา 

 สมุนไพรที่ใชในการศึกษาการแบงตัวของเซลลใน

สารสกัดสมุนไพรกลีเซอรีนพญายอและสมุนไพรน้ำมัน

เมล็ดมะรุม ตามตารางที่ 1 

 

วิธีการทดสอบ 

 การเตรียมตัวอยางสมุนไพร 

 เตรียมตัวอยางสมุนไพรกลีเซอรีนพญายอ ที่ความ

เขมขนรอยละ0.5 แลวเจือจางดวยอาหารเลี้ยงเซลลใหได

ตวัอยางความเขมขนรอยละ 0.1 และ0.01 โดยมกีลเีซอรนี 

ความเขมขนรอยละ 0.05 ในอาหารเลี้ยงเซลล เปนกลุม

ควบคมุ สวนตวัอยางสมนุไพรนำ้มนัเมลด็มะรมุ ดำเนนิการ

เชนเดียวกันแตใชดีเอ็มเอสโอ (Dimethylsulphoxide; 

DMSO) ในอาหารเลี้ยงเซลลเปนกลุมควบคุม 

 การเลี้ยงเซลลสรางเสนใยของเหงือกมนุษย 

 นำอาหารเลี้ยงเซลลใสลงในขวดเพาะเลี้ยงเซลล  

(Corning Inc., USA) จำนวน 5 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะ

ไรเชื้อในตูกรองอากาศใหปราศจากเชื้อ จากนั้นเติม

อาหารเลี้ยงเซลล 1 มิลลิลิตร ลงในเซลลสรางเสนใยของ

เหงือกมนุษย แลวดูดอาหารเลี้ยงเซลลใสในขวดเพาะ

เลี้ยงเซลล ดูดเซลลขึ้นลงเพื่อใหแยกจากกัน นำเซลลไป

เลีย้งในตูอบควบคมุอตัราการไหลของกาซคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 ( Forma Direct Heat: CO
2 
Incubator) 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 

2-3 วัน โดยสังเกตจากสีของอาหารเลี้ยงเซลลเมื่อเปลี่ยน

จากสีแดงเปนสีสมเหลือง 

 การเตรียมเซลลเพื่อทดสอบฤทธิ์ของตัวอยาง

สารสกัดสมุนไพร 

 นำเซลลที่เลี้ยงไวออกจากตูอบควบคุมอัตราการ

ไหลของกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 ดูดอาหาร

เลี้ยงเซลลออก แลวลางเซลลดวย พีบีเอสบัพเฟอร 

ทำการยอยเซลลดวยทรปิซนิอดีทีเีอรอยละ 0.25 (0.25% 

Trypsin-EDTA) และทำลายฤทธิ์ของทริปซินดวยอาหาร

เลี้ยงเซลลที่มี 10% ฟทรัลโบวายซีรั่ม (10%Fetal 

Bovine Serum) จากนั้นปเปตเซลลลงในถาดเพาะเลี้ยง

เซลลชนิด 96 หลุม( Costar, Corning Life Science, 

Acton, MA, USA ) หลุมละ 100 ไมโครลิตรที่มีเซลล

จำนวน 1x104 เซลลตอหลุม นำถาดเพาะเลี้ยงเซลลไป

Table 1 Type, brands and manufacturers of fi ve preservative solution used in this experiment
Type Brand name/ Cat. No./ Lot No. Manufacturers 

Control 

DMEM, Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium Powder 

 

สมุนไพรกลีเซอรีนพญายอ 

อภัยภูเบศร 

 

 

สมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุม 100% 

(100% Pure Moringa Seed Oil) 

GIBCOTM  Cat. No. 12100-038 

Lot No.1154412 

 

 

อภัยภูเบศร  

เลขทะเบียน G668/45 
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เลีย้งในตูอบควบคมุอตัราการไหลของกาซคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชัว่โมง 

 การทดสอบฤทธิ์ของตัวอยางสารสกัดสมุนไพร  

 นำเซลลจำนวน 1x105 เซลลตอมิลลิลิตร ใสในถาด

เพาะเลี้ยงเซลลชนิด 96 หลุมๆละ 100 ไมโครลิตร ใหได

เซลลจำนวน 1x104 เซลล/หลุม นำถาดเพาะเลี้ยงเซลล

บมเพาะในตูอบเพาะเลี้ยงเซลลชนิด 37 องศาเซลเซียส, 

กาซคารบอนไดออกไซด รอยละ 5 และความชื้นสัมพัทธ 

รอยละ100 เปนเวลา 24 ชั่วโมง ไดเซลลโตเต็มพื้นที่ขวด

เพาะเลี้ยง มีลักษณะเปนเซลลชั้นเดียว (monolayer) 

จากนั้นนำมาทำการทดลอง นำเซลลที่เลี้ยงไวใน 96 หลุม 

ครบ 24 ชั่วโมงแลว ดูดสารตัวอยางสมุนไพรกลีเซอรีน

พญายอ ที่ความเขนขนรอยละ 0.01, 0.1 และ 0.5 

จำนวน 100 ไมโครลิตรลงในแตละหลุม โดยทำความ

เขมขนละ 10 หลุม ดูดกลีเซอรีนความเขมขนรอยละ 

0.05 ในอาหารเลี้ยงเซลลจำนวน 5 หลุม เปนกลุม

ควบคุม และใชกลุมควบคุมที่ไมใสกลีเซอรีนจำนวนอีก 5 

หลุม นำเซลลในถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม ไปเลี้ยงใน 

ตูอบควบคุมอัตราการไหลของกาซคารบอนไดออกไซด

รอยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน 

โดยแตละชวงเวลา จะนำมาทดสอบดวยเอสอารบ ี 

(Sulforhodamine B; SRB)23 สำหรับการทดสอบสาร

ตัวอยางสมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุม จะใชดีเอ็มเอสโอ  

(Dimethylsulphoxide; DMSO) ในอาหารเลี้ยงเซลล

เปนกลุมควบคุมในการทดสอบฤทธิ์ของตัวอยาง 

 

การประเมินฤทธิ์ของตัวอยางสารสกัดสมุนไพรกลีเซ

อรีนพญายอ และสมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุมในการ

กระตุนการแบงตัวของเซลลสรางเสนใยของเหงือก

มนุษย 

 นำเซลลในถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม ที่ทำการ

ทดสอบดวยสารตัวอยางสมุนไพรครบ 24 ชั่วโมงแลว

อ อ ก จ า ก ตู อ บ ค ว บ คุ ม อั ต ร า ก า ร ไ ห ล ข อ ง ก า ซ

คารบอนไดออกไซด แลวใสสารละลายเอ็ม ที ที [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl) -2, 5–diphenyltetrazolium 

bromide, thiazolyl blue)24 ความเขมขนรอยละ 0.05 

ลงในแตละหลุม จำนวน 250 ไมโครลิตร/หลุม นำเซลล

ไ ป เ ลี้ ย ง ใ นตู อ บควบคุ ม อั ต ร าก า ร ไหลขอ งก า ซ

คารบอนไดออกไซดรอยละ 5 อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนำสารละลาย MTT เททิ้งใน

ภาชนะที่จัดเก็บของเสีย แลวเติม ดีเอ็มเอสโอ(DMSO) 

หลุมละ 50 ไมโครลิตร นำไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย

เครื่องไมโครไทเทอรเพลทรีดเดอร ( Micro titre plate 

reader, Ceres UV 900 HDI, Bio-Tek Instrument 

Inc, Verment, USA) คำนวณเปอรเซนตความมีชีวิตของ

เซลล (%Cell viability) ดวยสมการ %Cell viability = 

ODs x 100 / ODctrl (1) โดยที่ ODs คือ คาการดูดกลืน

แสงที่ 570 นาโนเมตรของกลุมตัวอยาง ODctrl คือ คา

การดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตรของกลุมควบคุม 

ทำการทดลองซ้ำอีก 3 ครั้ง นำขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบ

ความแตกตางของเปอรเซนตความมีชีวิตของเซลล  

(%Cell viability) ของสารตัวอยางที่ความเขมขนตางๆ 

ดวยสถิติ One-way ANOVA : Post hoc Multiple 

Comparisons (Dunnett) ดวยโปรแกรม SPSS เวอรชั่น

18.0 ที่ความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p < 0.05) 

 การทดสอบการยอมเซลลดวยวิธี เอสอารบี  

(Sulforhodamine B; SRB) 

 นำเซลลจำนวน 5x103 เซลล/หลุม ใสในถาดหลุม

ชนิด 96 หลุม ภายหลังจากตัวอยางถูกทดสอบ เปนเวลา 

2, 4, 6, 8 และ 10 วันแลว ตรึงเซลลดวยไตรคลอโรอะ 

ซีตริกแอซิค รอยละ 10 (10% Trichloroacetic acid) 

เปนเวลา 1ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้น 

ลางดวยน้ำกลั่น 100 ไมโครลิตร/หลุม จำนวน 3 ครั้ง 

แลวยอมสีเอสอารบี รอยละ 0.057% (0.057% 

Sulforhodamine B; SRB) จำนวน 100 ไมโครลิตร 

เปนเวลา 30 นาที แลวลางดวยอะซีตริคแอซิด รอยละ 1 

(1% acetric acid) จำนวน 3 ครั้งๆละ 100 ไมโครลิตร/

หลุม จนกระทั่งพื้นเพลทใส จึงเติมทริสเบสความเขมขน 

10 มิลลิโมลา (10mM Tris-base buffer) จำนวน 100 

ไมโครลิตร/หลุม นำเพลทไปเขยาที่เครื่องเขยา เปนเวลา 

10 นาท ีนำเพลทมาวดัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 

510 นาโนเมตร  
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ผลการทดลอง 
 เมื่อทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรกลีเซอรีน

พญายอและสมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุมในดานทดสอบ

ความมีชีวิตของเซลลสรางเสนใยในเหงือกมนุษยที่ตูอบ

ควบคุมอัตราการไหลของกาซคารบอนไดออกไซด รอย

ละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

พบวาเปอร เซนตความมีชีวิตของเซลลตอสารสกัด

สมุนไพรกลีเซอรีนพญายอ โดยมีกลุมควบคุมลบ กลุม

ตัวอยางที่ความเขนขนรอยละ 0.01, 0.1 และ 0.5 และ

กลุมควบคุมบวก เทากับ 95.11±3.75, 104.08±4.90, 

104.48±3.2, 97.55±2.5 และ 2.93±0.14 เรียงตาม

ลำดับ สวนสมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุม เทากับ 109.73±

4.48, 108.55±4.10, 110.36±3.31, 107.60±2.6 และ 

2.62±0.13 เรียงตามลำดับตามตาราง ผลการทดสอบ

ความมีชีวิตของเซลล (ตารางที่ 2) และ (รูปที่ 1)  

 เมื่อทดสอบฤทธิ์ของสมุนไพรกลีเซอรีนพญายอ

และสมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุมในการกระตุนการแบงตัว

ของเซลลสรางเสนใยของเหงือกมนุษย ในตูอบควบคุม

อัตราการไหลของกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน ดวยการ

ยอมเซลลดวยวิธีเอสอารบี ตามผลการทดสอบในตารางที่ 

3 และรูปที่ 2 (รูป A-1 และ A-2) 

Table 2 Percent cells viability of Clinacunthus nutans and Moringa oleifera seed oil
Concentrations of samples Clinacunthus nutans Moringa oleifera seed oil 

Negative control 
(ThermanoxTM coverslips) 95.11±3.75  109.73± 4.48 

0.01% (v/v) 104.08±4.90  108.55± 4.10 

0.1% (v/v) 104.48±3.20  110.36± 3.31 

0.5% (v/v) 97.55±2.50  107.60± 2.60 

Positive control 
Polyvinylchloride (PVC) 2.93±0.14      2.62± 0.13 

Figure 1 Percent cells viability of Clinacanthus nutans Glycerine and Moringa oleifera seed oil 
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 การคำนวณหาอัตราการเจริญเติบโตของเซลล

สรางเสนใยของเหงือกมนุษย ในชวงระยะที่เปน 

exponential phase คือระยะที่เซลลแบงตัวอยาง

รวดเร็วในอัตราคงที่ คือวันที่ 3 ถึงวันที่ 6 พบวาสมุนไพร

กลีเซอรีนพญายอ ที่ความเขมขนรอยละ 0.01, 0.1 และ 

0.5 มีเปอรเซนตการแบงตัวของเซลล (% cell 

proliferation) เทากับ117.85±10.37, 125±14.31 

และ 130.35±11.35 เรียงตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุมที่ไมใสสารตัวอยางทดสอบ (100%) สวน ผลการ

ทดสอบในตารางที่ 4 และรูปที่ 3 (รูป B-1 และ B-2)  

พบวา สมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุมที่ความเขมขนรอยละ 

0.01, 0.1 และ 0.5 มี เปอรเซนตการแบงตัวของเซลล 

เทากับ104.28±10.57, 114.28±15.35 และ118.57±

11.35 เรียงตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมที่ไมใส

สารตัวอยางทดสอบ (100%) พบวาสารสมุนไพรทั้ง 2 

ชนิดมีฤทธิ์กระตุนการแบงตัวของเซลลสรางเสนใยใน

เหงือกมนุษย อยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น

รอยละ 95 (p < 0.05) 

 

บทวิจารณ 
 การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรกลีเซอรีน

พญายอและสารสมุนไพรน้ำมันเมล็ดมะรุม พบวา

สมุนไพรทั้ง 2 ชนิดนี้ มีฤทธิ์กระตุนการแบงตัวของเซลล

สรางเสนใยในเหงือกมนุษย ในวันที่ 8 และภายหลังจาก

นั้นอัตราการเจริญของเซลลเริ่มลดลงในอัตราการตายสูง

กวาอัตราการเพิ่มจำนวนเซลล ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุมควบคุมที่ไมใสสารสกัดสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด พบวา 

กลุมควบคุมมีอัตราการเจริญของเซลลอยูในระดับต่ำกวา

อัตราการเจริญของเซลลในกลุมทดสอบที่ใสสารสมุนไพร

ทั้ง 2 ชนิดอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) และจาก

การศึกษามีผูรายงานเกี่ยวกับสารสกัดสมุนไพรพญายอมี

สารสำคัญ คือ เฟลโวนอยด เปนสารสำคัญในการ

ออกฤทธิ์ลดการอักเสบ25 ซึ่งมีผูรายงานวาสารสกัดเอทาน

อลจากใบพญายอขนาด 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีผลตอ

ไซโตคายน ที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบ โดยไป

ยบัยัง้ interleukin-1-b แตไมมผีลตอ interleukin-6 26-27 

นอกจากนี้ยังพบวามีฤทธิ์ลดความเจ็บปวด28-30 และฤทธิ์

ตานเชื้อไวรัส มีผูรายงานวาสารสกัดจากใบพญายอ 

สามารถทำลายไวรัส HSV-1 โดยตรงกอนที่ไวรัสเขาสู

เซลล31 และสามารถฆาเชื้อไวรัสที่เปนเริม HSV-2 ซึ่ง

เพาะเลี้ยงในหลอดทดลองโดยทำลายไวรัสโดยตรง เมื่อ

ไวรัสยังไมเขาสูเซลล 31, 32-34 สวนสารสกัดสมุนไพรน้ำมัน 

เมล็ดมะรุม สามารถสกัดเปนน้ำมันได น้ำมันเมล็ดมะรุม 

ประกอบไปดวย Sterol ไดแก campesterol, 

stigmasterol , b-sitosterol , D5-avenasterol , 

clerosterol , 24-methylenecholesterol , D7-

Table 3 Cell Proliferation in  HGF cell line of Clinacunthus nutans 
Concentrations of samples % Cell proliferation of Clinacunthus nutans 

Control 100.00± 4.57 

0.01% (v/v) 117.85±10.37 

0.1% (v/v) 125.00±14.31 

0.5% (v/v) 130.35±11.35 

Table 4 Cell Proliferation in  HGF cell line of Moringa oleifera seed oil
Concentrations of samples   % Cell proliferation of Moringa oleifera seed oil

Control 100.00± 3.57

0.01% (v/v) 104.28±10.57

0.1% (v/v) 114.28±15.35

0.5% (v/v) 118.57±11.35
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Figure 2 Percentage of cell proliferation compared to the Clinacanthus nutans Glycerine at 
concentrations of 0.01, 0.1 and 0.5% (v/v) on human gingival fibroblast cell line. 
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Figure 3 Percentage of cell proliferation compared to the Moringa oleifera seed oil at 

concentrations of 0.01, 0.1 and 0.5% (v/v) on human gingival fibroblast cell line. 
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campestanol,stigmastanol และ 28-isoavenasterol 

นอกจากนี้ยังประกอบไปดวยกรดไขมันเชน Oleic oils 

ซึ่งเปนกรดไขมันอิ่มตัวต่ำ และกรดไขมันไมอิ่มตัวสูง โดย

ทั้งหมดมีปริมาณน้ำมันสะสมอยู 26% ปริมาณฟอสโฟลิ

ปดต่ำรอยละ 0.17 น้ำมันที่สกัดไดมีสีเหลืองคอนขางใส 

ไมพบกรดไซโคลโพรพีน ซึ่งเปนพิษในน้ำมันเมล็ดมะรุม35 

จากขอมูลทางวิทยาศาสตร ซึ่งสวนใหญเปนการวิจัยใน

ระดับเซลลและสัตวทดลอง พบวา สารสกัดน้ำมันจาก

เมล็ดมะรุมสามารถตานและกำจัดอนุมูลอิสระได และ 

สารสกัดน้ำมันจากเมล็ด พบวามีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ

เตบิโตของเชือ้แบคทเีรยี ทีม่สีาเหตจุาก Staphylococcus 

aureus 36  

 จากการทดสอบสมุนไพรไทยทั้ง 2 ชนิดนี้ พบ

วาการเจริญเติบโตของเซลลสรางเสนใยในเหงือกมนุษย 

ในดานการประเมินความเปนพิษไมมีความเปนพิษตอ

เซลลและมีฤทธิ์กระตุนการแบงตัวของเซลล จึงมีแนวโนม

ที่จะนำไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑสำหรับรักษาโรคในชอง

ปากได โดยสารมีฤทธิ์กระตุนการแบงตัวของเซลล (cell 

proliferation) โดยผลจากการศึกษาในครั้งนี้อาจใชเปน

ประโยชนในการพัฒนาสมุนไพรไทยเปนยารักษาโรคใน

ชองปากตอไป 
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