
 

* สาขาวิชาทันตกรรมบูรณะ คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น อ าเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น  
** แผนกทันตกรรม โรงพยาบาลผาขาว อ าเภอผาขาว จังหวัดเลย  
*** แผนกทันตกรรม โรงพยาบาลภูหลวง อ าเภอภูหลวง จังหวัดเลย 
****แผนกทันตกรรม โรงพยาบาลมหาสารคาม อ าเภอเมือง จังหวัดมหาสารคาม 
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การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบ
พรอพอลสิไทยของเซลล์เอน็ยดึปริทนัต์ ในห้องปฏบิัตกิาร 

เถลิงศักด์ิ สมัครสมาน*  จันทร์ธิดา ภวภูตานนท์ ณ มหาสารคาม*  ณัฐพงษ์ กันตรง*  
สิริภา ค าทวี**  ณัฐพงษ์ ปานนาค***  ชลญา สุขน่ิม****  ปัทมา ชัยเลิศวณิชกุล* 

บทคดัย่อ 
การศึกษานีม้ีวัตถปุระสงค์เพ่ือเปรียบเทียบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยในความเข้มข้น และระยะเวลาท่ีต่างกันด้วย   

วิธีเพรสโตบลู โดยใช้เซลล์เอน็ยึดปริทันต์แช่แขง็ท่ีได้จากฟันกรามน้อยมนุษย์ท่ีถอนเพ่ือการจัดฟัน ทดสอบความมีชีวิตของเซลล์โดยแช่เซลล์เอ็นยึด
ปริทันต์ในสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยท่ีความเข้มข้น 0.3125  0.625  1.25  2.5 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรโดยมีกลุ่มควบคุมบวกคือ  สารละลาย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และกลุ่มควบคุมลบคือ อาหารเลีย้งเซลล์ดีเอม็อีเอม็ปราศจากซีรัม  เป็นระยะเวลา 3  6 และ 12 ช่ัวโมง ประเมินความมีชีวิต
ของเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ด้วยวิธีเพรสโตบลู ผลการทดสอบพบว่า ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทย 2.5  1.25  0.625 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร สามารถคงความมีชีวิตของเซลล์เอน็ยึดปริทันต์ในระยะเวลาการแช่ 3  6 และ 12 ช่ัวโมง ตามล าดับอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แสดงให้เห็นว่า
สารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยท่ีความเข้มข้นต า่ลง สามารถคงความมีชีวิตของเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ในระยะเวลาท่ีนานขึน้ ดังน้ั นสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสไทยไม่เป็นพิษต่อเซลล์เอน็ยึดปริทันต์ 

ค ำไขรหัส: เซลล์เอน็ยึดปริทันต์/ สารสกัดหยาบพรอพอลิสไทย/ ความเป็นพิษต่อเซลล์ 
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บทน า 
ฟันหลุดออกจากเบา้ฟัน (Avulsion tooth) เกิดข้ึนได้

ทั้ งในฟันน ้ านม และฟันแท ้มกัพบในเด็กเล็กและวยัรุ่น โดย
จะมีการท าลายอวยัวะของฟัน ได้แก่ เซลล์เอ็นยึดปริทันต์ 
เคลือบรากฟัน กระดูกเบ้าฟัน และอาจมีการฉีกขาดของ
เน้ือเยือ่เหงือกและเน้ือเยือ่ใน1 ปัจจยัท่ีส าคญัมากท่ีสุด คือ การ
ท าลายของเซลล์เอ็นยึดปริทนัต์ท่ีเกิดข้ึนขณะไดรั้บอุบติัเหตุ
ขณะปลูกฟันกลับคืนเบ้าฟัน 2 โดยเซลล์เอ็นยึดปริทันต์มี
รูปร่างคล้ายกระสวย มีกอลจิคอมเพล็กซ์ (Golgi complex)
และเอนโดพลาสมิกเรติคิวลมั (Endoplasmic reticulum) เป็น
จ านวนมาก และมีโครงร่างเซลลท่ี์พฒันาอยา่งดี เซลลเ์อ็นยึด
ปริทนัตมี์หนา้ท่ีเป็นเบาะพยงุฟัน รับรู้การเคล่ือนท่ีของฟันใน
เบา้ฟัน และรักษาภาวะสมดุลในการยอ่ยสลาย และสงัเคราะห์
สารนอกเซลล์ แต่เม่ือภาวะสมดุลเสียไปจากการท าลายของ
เอ็นยึดปริทนัตข้ึ์นบางส่วนหรือทั้งหมด จะมีกระดูกมาสะสม
จนบางคร้ังเกิดการอุดตนัของช่องเอ็นยึดปริทนัตน์ าไปสู่การ
เช่ือมของฟันและกระดูก3 เม่ือฟันหลุดออกจากเบา้ฟันควรรีบ
น าฟันกลับคืนใส่เบ้าฟันให้เร็วท่ีสุด 4 แต่ในบางคร้ังก็ไม่
สามารถใส่ฟันหลุดออกจากเบ้าฟันได้ในทันที ดังนั้ นสาร

ตวักลางท่ีใชใ้นการเก็บฟันและระยะเวลาในการแช่ฟันจึงเป็น
ปัจจยัท่ีมีผลต่อความส าเร็จทางคลินิกในการปลูกฟันกลบัคืน
เบา้ฟัน4-7 ในการศึกษาปัจจุบนัพบวา่มีสารตวักลางท่ีใชใ้นการ
เก็บแช่ฟันหลายชนิด เช่น สารละลายแฮงค์บาลานซ์ซอล์ต 
(Hank’s balanced salt solution) นม น ้ าเกลือ น ้ าลาย ไข่ขาว  สาร
สกดัชาเขียว สารสกดัพรอพอลิส (Propolis extract)  

พรอพอลิสเป็นสารเหนียวคลา้ยยางไม ้มีสีเหลือง
อ่อนจนถึงน ้ าตาลเขม้ ไดม้าจากการท่ีผึ้งงานเก็บสะสมยางไม้
จากใบอ่อน ตาใบ หน่ออ่อน เปลือกไม ้แลว้น ามาผสมดว้ย
เอนไซมใ์นน ้ าลายของผึ้ง ผึ้งงานใชพ้รอพอลิสในการเคลือบ
รังเพ่ือคงสภาพและเพ่ิมความแข็งแรง น ามาอุดลดขนาดรู ใช้
เพื่อป้องกันอันตรายจากศัตรู และห่อหุ้มส่ิงมีชีวิตท่ีถูกฆ่า
ภายในรังเพ่ือป้องกนัของเสียและเช้ือโรคจากการยอ่ยสลาย  

พรอพอลิสมีลกัษณะแข็งเปราะเม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีมี
อุณหภูมิต ่า แต่จะเหนียวมากข้ึนเม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีอุณหภูมิสูง 
พรอพอลิสถูกเรียกอีกช่ือว่า กาวผึ้ ง (Bee glue) มีสัดส่วน
องค์ประกอบข้ึนอยู่กบัพ้ืนท่ีของพืชและช่วงเวลาท่ีเก็บ ซ่ึงมี
ความแตกต่างในดา้นลกัษณะภูมิประเทศ และฤดูกาล8 
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พรอพอลิส ประกอบดว้ย เรซินร้อยละ 50 ไขผึ้งร้อย
ละ 30 น ้ ามนัหอมระเหยร้อยละ 10 ละอองเกสรดอกไมร้้อยละ 
5 และสารอ่ืน ๆ ร้อยละ 5 โดยก่อนการน าพรอพอลิสมาใช้
จะตอ้งน าพรอพอลิสดิบมาละลายด้วยเอทานอลร้อยละ 95 
เพ่ือเปล่ียนเป็นพรอพอลิสสกดัจากเอทานอล (Ethanol extract of 
propolis: EEP) ซ่ึงจากการศึกษาพบว่า มนุษย์ได้น าพรอพอลิส       
มา ใชเ้ป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑต์่าง ๆ ตั้งแต่สมยัโบราณ 
เช่น น ามาผสมในยาสีฟัน ไหมขัดฟัน และอาหารเสริม 
เน่ืองจากพบว่าพรอพอลิสมีความเป็นพิษเฉียบพลนัต่อช่อง
ปากนอ้ย9 

พรอพอลิส มีองคป์ระกอบทางเคมีหลกัคือ ฟลาโวนอยด ์
(Flavonoids) กรดฟีนอลิก (Phenolic acid) และเอสเทอร์ (Ester)  และ
พบสารกลุ่มอ่ืน เช่น ฟีนอลิกแอลดีไฮด์ (Phenolic aldehyde) 
และคีโตน (Ketone) มีคุณสมบัติทางเภสัชวิทยาในการช่วย
ปกป้องตบั ตา้นการเกิดเน้ืองอก ตา้นอนุมูลอิสระ ตา้นแบคทีเรีย 
และตา้นการอกัเสบ9 แต่จากการศึกษาในห้องปฏิบติัการพบว่า
ความสามารถในการต้านเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสมีความหลากหลาย ข้ึนอยู่กับสถานท่ีแหล่งเก็บ
พรอพอลิสและพบว่าพรอพอลิสท่ีมีฤทธ์ิในการต้านเช้ือ
แบคทีเรียสูงมกัเป็นพรอพอลิสท่ีเก็บจากภูมิประเทศป่าดิบช้ืน10 

ในปัจจุบนัมีการศึกษาทางทนัตกรรมมากมายเก่ียวกบั
พรอพอลิสทั้งท่ีสกดัจากประเทศต่าง ๆ เช่น บราซิล อินเดีย และ
พรอพอลิสจากประเทศไทย โดยการศึกษาท่ีผ่านมาเก่ียวกบัความ
เป็นพิษของสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยต่อเซลล์ และ
ความสามารถในการเป็นตัวกลางแช่ฟันของพรอพอลิสไทย 
พบวา่สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทย ความเขม้ขน้ 10 (ระยะเวลา 
6  12  24 และ 72 ชัว่โมง) และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ระยะเวลา 
72 ชั่วโมง) ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เน้ือเยื่อในด้วยการ
ทดสอบวิธีอะลามาร์บลู (Alamar Blue)11 และพบว่าสารสกดั
หยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เป็นความเขม้ข้นท่ีไม่เป็นพิษ และมีร้อยละการมีชีวิตของ
เซลลเ์อน็ยดึปริทนัตม์ากท่ีสุด เม่ือศึกษาโดยการน าฟันท่ีปล่อย
ในสภาวะแห้งนาน 30 นาที  แล้วแช่ในสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสเป็นระยะเวลา 3 ชัว่โมง และประเมินความมีชีวิต
ของเซลล์ด้วยวิธียอ้มสีทริปแพนบลู และนับภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ ซ่ึงสรุปไดว้่าสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความ
เขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถคงสภาพความมีชีวิต
ของเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ได้ดีกว่านม และใกล้เ คียงกับ
สารละลายแฮงคบ์าลานซ์ซอลต์12 

วิธีการท่ีนิยมใช้ในการทดสอบความมีชีวิตของ
เซลล ์พบวา่การทดสอบโดยการตรวจเอทีพี (ATP detection assay) 

การทดสอบเรซาซูรินรีดักชั่น (Resazurin reduction assay) เป็น
วธีิการท่ีส้ินเปลืองนอ้ย และใหผ้ลท่ีเพียงพอถา้สามารถออกแบบ
การทดลองไดดี้ และพบวา่เพรสโตบลู (PrestoBlue) ซ่ึงเป็นหน่ึง
ในวธีิการทดสอบเรซาซูรินรีดกัชัน่ มีความไวมากกวา่วิธีเอ็มทีที 
(MTT assay) และยงัมีการศึกษาในแบคทีเรียพบว่า เพรสโตบลู
เปล่ียนสีไดเ้ร็วกว่าอะลามาร์บลู และเพรสโตบลูสามารถแสดง
ความแตกต่างท่ีชดัเจนระหว่างเซลล์ท่ีตายแลว้และยงัมีชีวิตอยู่
ไดดี้กวา่วธีิเอกซ์ทีที (XTT assay)13-15 

ดงันั้นจึงมีความสนใจศึกษาเพ่ิมเติมเก่ียวกบัความ
เป็นพิษของพรอพอลิสไทย ในความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั โดยใช้
วิธีการทดลองท่ีแม่นย  ากว่า และแช่ในระยะเวลาท่ีนานข้ึน 
โดยใชว้ธีิทดสอบความมีชีวติของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์เพื่อน า
ผลมาใชใ้นการศึกษาการน าสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยมา
ใชใ้นคงสภาพเซลลเ์อ็นยึดปริทนัต ์และพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์
สารตวักลางในการแช่ฟันหลุดออกจากเบา้ต่อไป 

วสัดุอปุกรณ์และวธีิการ 
งานวิจัยน้ีเป็นงานวิจัยเชิงทดลองในห้องปฏิบัติการ 

(Laboratory experimental research) ท่ีท าการศึกษาในเซลล์เอ็นยึด 
ปริทนัต์แช่แข็งท่ีไดจ้ากฟันกรามน้อยท่ีถอนจากผูป่้วยโดยไม่มี
ขอ้มูลเช่ือมโยงถึงบุคคลท่ีเป็นเจา้ของ และได้รับการยกเวน้การ
พิจารณาจริยธรรมการวิจยัในมนุษย ์จากคณะกรรมการจริยธรรม
การวจิยัในมนุษย ์มหาวทิยาลยัขอนแก่น (HE612269) 

กลุ่มตัวอย่าง เซลล์เอ็นยึดปริทนัต์แช่แข็งท่ีไดจ้าก
ฟันกรามน้อยท่ีถูกถอนจากผูป่้วยอายุระหว่าง 18 ถึง 20 ปี ท่ี
จ าเป็นตอ้งถอนซ่ีนั้น ๆ  ออก เพื่อการจดัฟัน ดว้ยวิธีการถอน
ฟันอยา่งง่าย (Simple extraction) โดยฟันซ่ีนั้นตอ้งมีสภาพตวั
ฟันและรากฟันสมบูรณ์ ปลายรากฟันปิด ไม่มีภยนัตรายจาก
การบดเค้ียว (Trauma from occlusion) ไม่มีโรคปริทนัตร์ะดบั
ปานกลางถึงรุนแรง ไม่มีการสูญเสียระดับการยึดเกาะทาง
คลินิกของเน้ือเยื่อปริทนัต์ตั้งแต่ 3 มิลลิเมตรข้ึนไป และ ไม่
เป็นฟันท่ีโยกดว้ยสาเหตุใด ๆ ก็ตาม 

ขั้นตอนการวจิยั 
1. การเตรียมเซลล ์
1.1 ขั้ นตอนการละลายเซลล์แช่แข็ง  (Thawing 

frozen cell) น าเซลล์เอ็นยึดปริทันต์รุ่นท่ี 3 ท่ีแช่แข็งไวใ้น
ไนโตรเจนเหลวออกมาละลายในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลาประมาณ 1 นาที น าไปเจือ
จางด้วยอาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีมีส่วนผสมของซีรัม
ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 ท่ีอุ่นแล้ว ปริมาณ 5 มิลลิลิตร แล้ว
น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่งสารตกตะกอนท่ีความเร็ว
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รอบ 1000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 นาที หลงัจากนั้นดูด
สารละลายส่วนบนออกไป จนเหลือแต่ตะกอนเซลล ์แลว้จึง
ผสมอาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีมีส่วนผสมของซีรัมความ
เขม้ขน้ร้อยละ 10 ให้เขา้กบัตะกอนเซลล ์แลว้น าไปเพาะเล้ียง
ในจานเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 60x60 มิลลิเมตร เ ก็บจาน
เพาะ เ ล้ี ยงไว้ในตู ้อบควบคุมอัตราการไหลของ ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 ความช้ืนร้อยละ 95 อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จึงเปล่ียนอาหารเล้ียง
เซลล์ เป็นเวลา 3 วนั จนเซลล์เอ็นยึดปริทนัต์แบ่งตวัมีความ
หนาแน่นประมาณร้อยละ80 ของจานเพาะเล้ียง  

1.2 เพาะเล้ียงขยายเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ (Subculture) 
ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีมีส่วนผสมของซีรัมความ
เขม้ขน้ร้อยละ 10 เดิมออก แลว้ลา้งดว้ยสารละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ซาไลน์ ปริมาณ 5 มิลลิลิตร แลว้ดูดออก หลงัจากนั้น
เติมเอนไซมท์ริปซิน อีดีทีเอ ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25 ปริมาณ 
1 มิลลิลิตร เพ่ือท าให้เซลล์หลุดจากหลุมเพาะเล้ียงเดิม โดย
น าไป เ ก็บไว้ในตู ้อบควบคุมอัตราการไหลของ ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 แล้วความช้ืนร้อยละ 95 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา5 นาที เติมอาหาร
เล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีมีส่วนผสมของซีรัมความเข้มข้น      
ร้อยละ 10 ลงไปในจานเพาะเล้ียงเซลล์ปริมาณ 4 มิลลิลิตร 
แล้วใช้ปิเปตดูดข้ึนลงเพ่ือให้เซลล์กระจายตัวเท่า ๆ กัน 
จากนั้ นดูดใส่หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร แล้วน าไป
น าไปป่ันเหวี่ยงด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงสารตกตะกอน ท่ี
ความเร็วรอบ 1000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 นาที 
หลงัจากนั้นดูดสารละลายส่วนบนออกจนเหลือแต่ตะกอน
เซลล์ แลว้ใส่อาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีมีส่วนผสมของ
ซีรัมความเขม้ขน้ร้อยละ 10 ลงไปในหลอดทดลอง 1 มิลลิลิตร 
ใชปิ้เปตดูดข้ึนลงใหเ้ซลลก์ระจายตวัเท่า ๆ กนั แลว้ท าการนบั
จ านวนเซลล์เพ่ือแบ่งน าไปเพาะเล้ียงเป็นเซลล์รุ่นท่ี 4 เพื่อ
น ามาใชท้ าการทดลอง 

2. การเตรียมสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทย น าสาร
สกัดหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 1 กรัมต่อมิลลิลิตร 
(สกดัไดจ้ากยางเหนียวสีน ้ าตาลเขม้จากรังผึ้ง ท่ีไดจ้ากจงัหวดั
หนองคายโดยการสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 95 จ านวน 2 
รอบ ไปแช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และน าไปกรอง
ไขผึ้งจนไดล้กัษณะใส แลว้ท าการระเหยเอทานอลออก ได้
เป็นสารสกัดท่ีมีลักษณะข้นหนืด สีน ้ าตาลเข้มเก็บไว้ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าสารสกดัความเขม้ขน้ 1 กรัมต่อ
มิลลิลิตร มาละลายในสารละลายดี ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ 
แลว้น าส่วนน ้ าท่ีไดม้าละลายในอาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม

ปราศจากซีรัมความเขม้ขน้ร้อยละ  10 ให้ได้สารสกัดความ
เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิมิตร เ ป็นสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสไทยความเขม้ขน้เร่ิมตน้ ก่อนจะน าไปละลายใหไ้ด้
ความเข้มข้น  0.3125  0.625  1.25  2.5 และ 5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร เพื่อใชใ้นการทดลอง 

3. การเตรียมสารสารละลายเพรสโตบลู  ละลาย
เพรสโตบลูจากความเขม้ขน้ 10 เท่า (10X) ด้วยอาหารเล้ียง
เซลล์ดีเอ็มอีเอ็มปราศจากซีรัมความเขม้ขน้ร้อยละ  10 ให้ได้
เขม้ขน้ 1 เท่า (1X) เพื่อใชใ้นการทดสอบวดัค่าการเรืองแสง
ฟลูออเรสเซนส์ 

4. การทดลอง  หว่านเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ลงใน   
ไมโครเพลท 96 หลุม เป็นจ านวน 63 หลุม ให้แต่ละหลุมมี
เซลล์ประมาณ 1x104 เซลล์ต่ออาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็ม     
ท่ีมีส่วนผสมของซีรัมความเขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เล้ียงเซลลใ์นตูอ้บควบคุมอตัราการไหลของก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5 ความช้ืนร้อยละ 95 อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ดูดอาหารอาหาร
เล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีมีส่วนผสมของซีรัมความเขม้ขน้ร้อย
ละ 10 ออก หลงัจากนั้นแบ่งเซลล์เอ็นยึดปริทนัต ์ออกเป็น 7 
กลุ่ม ในแต่ละกลุ่มจะมีเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตท์ั้งหมด 9 หลุม 

กลุ่มทดลองท่ี 1: สารสกัดหยาบพรอพอลิสไทย 
ความเขม้ขน้ 0.3125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดูดอาหารอาหาร
เล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีมีส่วนผสมของซีรัมความเขม้ขน้ร้อย
ละ 10 ออกแลว้เติมสารสกดัความเขม้ขน้ 0.3125 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ลงไปในไมโครเพลท 96 หลุม หลุมละ 100 
ไมโครลิตร หลุมท่ี 1-3 เพื่อใช้ทดสอบการแช่เซลล์ท่ี 12 
ชัว่โมง เม่ือเวลาผา่นไป 6 ชัว่โมง ใหเ้ติมสารสกดัความเขม้ขน้ 
0.3125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลงไปในหลุมท่ี 4-6 เพื่อใช้
ทดสอบการแช่เซลลท่ี์ 6 ชัว่โมง เม่ือเวลาผา่นไป 3 ชัว่โมง ให้
เติมสารสกดัความเขม้ขน้ 0.3125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลงไป
ในหลุมท่ี 7-9 เพื่อใชท้ดสอบการแช่เซลลท่ี์ 3 ชัว่โมง แช่เซลล์
ทั้ง 9 หลุมไปอีก 3 ชัว่โมง ดูดสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทย
ทั้ง 9 หลุมออก แลว้ลา้งเซลลด์ว้ยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์
ซาไลน์ความเขม้ขน้ 1 เท่า ปริมาตร  100 ไมโครลิตร จ านวน 
2 คร้ัง แลว้เติมสารสารละลายเพรสโตบลูจากความเขม้ขน้ 1X 
ท่ีได้เตรียมไว้ ลงในหลุมทดลองทุกหลุม หลุมละ 50 
ไมโครลิตร เขยา่ให้ผสมเป็นเน้ือเดียวกนั เก็บในตูอ้บควบคุม
อัตราการไหลของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 และ
ความช้ืนร้อยละ 95 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 
90 นาที แลว้น าออกมาวดัค่าการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์ ดว้ย
เคร่ืองอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท บนัทึกค่าฟลูออเรสเซนส์
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ท่ีความยาวคล่ืนในการกระตุน้พลงังาน (Excitation) เท่ากบั 
560 นาโนเมตร และความยาวคล่ืนในการปล่อยพลังงาน 
(Emission) เท่ากบั 590 นาโนเมตร   

กลุ่มทดลองท่ี 2-5: สารสกัดหยาบพรอพอลิสไทย 
ความเข้มข้น 0.625  1.25  2.5  5  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  มี
ขั้นตอนเหมือนกลุ่มทดลองท่ี 1 แต่เปล่ียนความเขม้ขน้ของ
สารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยจากความเข้มข้น 0.3125  
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น 0.625  1.25  2.5  5  มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดบั  

กลุ่มทดลองท่ี 6: กลุ่มควบคุมบวก  มีขั้นตอนเหมือน
กลุ่มทดลองท่ี 1 แต่เปล่ียนความเขม้ขน้ของสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสไทยจากความเขม้ขน้ 0.3125  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เป็นสารสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดค์วามเขม้ขน้ร้อย
ละ 10 

กลุ่มทดลองท่ี 7: กลุ่มควบคุมลบ มีขั้นตอนเหมือน
กลุ่มทดลองท่ี 1 แต่เปล่ียนความเขม้ขน้ของสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสไทยจากความเขม้ขน้ 0.3125  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เป็น อาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มปราศจากซีรัมความเขม้ขน้
ร้อยละ 10 

 
 
 
 
 
 
 
การวเิคราะห์ข้อมูล 

1. ขอ้มูลท่ีไดจ้ะน าเสนอในรูปแบบสถิติเชิงพรรณา
ดว้ยค่ามธัยฐาน (Median) ค่าสูงสุด (Maximum) และค่าต ่าสุด 
(Minimum) 
 2. น าค่าเฉล่ียการเรืองแสงฟลูออเรสเซนตข์องเซลล์
เอ็นยึดปริทันต์มาทดสอบการแจกแจงของข้อมูลด้วย 
Shapiro-Wilk (n<50) และทดสอบความแปรปรวนของขอ้มูล
ดว้ย Bartlett’s test  
 เน่ืองจากขอ้มูลมีการแจกแจงไม่ปกติ และมีความ
แปรปรวนของกลุ่มขอ้มูลไม่เท่ากนัจึงใช ้Kruskal-Wallis test 
ในการดูความแตกต่างของกลุ่มขอ้มูล และใช ้Dunn’s test ใน
การเปรียบเทียบความแตกต่างในแต่ละกลุ่มทดลอง  
 ท าการทดสอบสถิติทั้ งหมดท่ีระดับความเช่ือมัน่
ร้อยละ 95 (p=0.05) โดยใช้โปรแกรม STATA 12.0 ในการ
ค านวณทั้งหมด 

 

ผล 
จากผลการทดสอบความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบ

พรอพอลิสไทยท่ีสามารถคงความมีชีวิตของเซลล์เอ็นยึด     
ปริทันต์เ ม่ือแช่ เซลล์เอ็นยึดปริทันต์ในสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ต่าง ๆ ในช่วงระยะเวลา 3 ชัว่โมง 
6 ชัว่โมง และ 12 ชัว่โมงมีค่ามธัยฐาน การต ่าสุด และค่าสูงสุด
ของการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์ (รูปท่ี 1 และตารางท่ี 1)  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

 
 

รูปที่ 1 ความเป็นพิษของสารสกดัหยาบพรอพอลิสต่อความมีชีวิตของเซลลเ์อ็นยึดปริทนัตท่ี์แช่ในความเขม้ขน้แตกต่างกนัท่ีระยะเวลา 3, 6 และ 
12 ชัว่โมง กราฟรูปกล่องแสดงค่าพิสัยของหน่วยการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์สัมพนัธ์ท่ีตรวจวดัได ้ เส้นความคลาดเคล่ือนบนและล่าง
แสดงค่ามากท่ีสุดและค่าท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีวดัได ้ตามล าดบั 

Figure 1 Cytotoxic effect of Thai propolis extract on the viability of periodontal ligament (PDL) cells stored in different concentrations for 3, 6 
and 12 hours. Boxplots show median of the detected relative fluorescence unit. Upper and lower error bars indicate the maximal and 
minimal RFU, respectively. 
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ตารางที่ 1 เปรียบเทียบค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ค่ามธัยฐาน ค่าต  ่าสุด และค่าสูงสุดของการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์ของเซลล์เอ็นยึด   
ปริทนัต ์เม่ือแช่เซลลเ์อน็ยดึปริทนัตใ์นสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท่ีระยะเวลา 3  6 และ 12 ชัว่โมง 

Table 1 Comparison of mean and standard deviation, median, minimum and maximum of PDL cell viability when PDL cells was stored in 
different concentrations among 3, 6 and 12 hours 

 

 
จากผลการทดสอบท่ีเวลา 3 ชั่วโมง เม่ือแช่เซลล์ 

เอ็นยึดปริทันต์ในสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 
0.625 มิลลิกรัม ต่อมิลลิลิตร มีค่ามธัยฐานการเรืองแสงฟลูออเรส
เซนส์ของเซลล์เอ็นยึดปริทันต์สูงท่ีสุด คือ 142.67 RFU  ซ่ึง
แตกต่างจากสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 2.5 และ 
5 มิลลิกรัม ต่อมิลลิลิตร อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) แต่
แตกต่างกบัท่ีความเขม้ขน้ 0.3125 และ 1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
อยา่งไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) (รูปท่ี 2) 

เซลล์เอ็นยึดปริทันต์ท่ีเล้ียงในกลุ่มสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสไทยความเข้มข้น  0.3125 และ 0.625 และ 1.25 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรเป็นเวลา  3 ชัว่โมง (รูปท่ี 6A-C) มีลกัษณะ
เช่นเดียวกับเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ปกติท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียง
เซลล ์(รูปท่ี 6G) คือ มีรูปร่างเป็นรูปกระสวยท่ีมีนิวเคลียสรูปร่าง
กลมอยูต่รงกลาง และมีไซโตพลาสซึมท่ียื่นยาวออกไป ในขณะ
ท่ีเซลล์เอ็นยึดปริทนัต์ท่ีเล้ียงในกลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิส

ไทยความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะพบเซลลท่ี์มีขนาด
เล็กลง มีรูปร่างเป็นรูปกระสวยท่ีมีไซโตพลาสซึมท่ียื่นออกไป
สั้นและลีบแบน แต่ยงัคงพบนิวเคลียสรูปร่างกลมอยู่ตรงกลาง 
(รูปท่ี 6D) ส่วนเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตท่ี์เล้ียงในกลุ่มสารสกดัหยาบ
พรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (รูปท่ี 6E) มี
ลกัษณะเช่นเดียวกบัท่ีพบในกลุ่มควบคุมบวกท่ีเล้ียงเซลลเ์อ็นยึด
ปริทนัต์ในไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (รูปท่ี 6F) โดยทั้ง 2 กลุ่มน้ี
พบว่าเซลล์มีการหดตวัอย่างมาก ไม่พบลกัษณะการยื่นยาวของ
ไซโตพลาสซึม มีนิวเคลียสท่ีฝ่อลง และพบการหลุดลอกของ
เซลลอ์อกจากหลุมเพาะเล้ียงเซลล ์

จากผลการทดสอบท่ีเวลา 6 ชั่วโมง เม่ือแช่เซลล์     
เอ็นยึดปริทันต์ในสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยความ      
เขม้ขน้ 0.625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  มีค่ามธัยฐานการเรือง
แสงฟลูออเรสเซนส์ของเซลล์เอ็นยึดปริทันต์สูงท่ีสุด  คือ 
145.61 RFU ซ่ึงแตกต่างจากสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทย

Stored period (hours) Concentration of Thai Propolis Extract (mg/ml) 
PDL cell viability (RFU) 

Mean±SD Median Minimum Maximum 
3 Serum free media (negative control) 114.46±2.96 115.73 111.08 116.58 

0.3125 121.14±17.83 123.51 102.25 137.67 
0.625 142.67±24.46 132.86 124.64 170.64 
1.25 111.39±16.12 102.60 101.57 129.99 
2.5 82.96±11.80 80.33 72.69 95.85 
5 23.07±7.31 19.11 18.59 31.50 

hydrogen peroxide solution (positive control) 16.87±0.32 16.71 16.65 17.24 
6 Serum free media (negative control) 142.75±13.57 142.79 129.16 156.30 

0.3125 129.75±5.04 126.85 126.82 135.57 
0.625 145.61±12.30 139.63 137.44 159.76 
1.25 94.68±26.08 108.88 64.59 110.58 
2.5 22.72±4.63 23.73 17.67 26.76 
5 17.46±0.36 17.58 17.05 17.74 

hydrogen peroxide solution (positive control) 17.50±1.18 17.21 16.49 18.79 
12 Serum free media (negative control) 134.93±7.48 133.21 128.47 143.12 

0.3125 122.42±5.01 121.35 118.04 127.88 
0.625 101.56±41.69 89.99 66.88 174.81 
1.25 19.49±4.62 19.62 14.81 24.05 
2.5 17.08±1.05 16.61 16.35 18.29 
5 16.69±1.10 16.77 15.55 17.75 

hydrogen peroxide solution (positive control) 18.31±2.01 17.49 16.84 20.60 
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ความเขม้ขน้ 2.5 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p<0.05) แต่แตกต่างกบัท่ีความเขม้ขน้ 0.3125 และ 
1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร อย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p>0.05) (รูปท่ี 3) 

เซลล์เอ็นยึดปริทนัต์ท่ีเล้ียงในกลุ่มสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสไทยความเข้มข้น 0.3125 และ  0.625 มิลลิกรัม      
ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา  6 ชั่วโมง (รูปท่ี 7A-B) มีลักษณะเช่น 
เดียวกับเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ปกติ ท่ี เล้ียงในอาหารเล้ียง

เซลล์  (รูปท่ี 7G) ในขณะท่ีเซลล์เอ็นยึดปริทนัต์ท่ีเล้ียงในกลุ่ม
สารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยความเข้มข้น1.25 และ 2.5
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบการเปล่ียนแปลงของลกัษณะรูปร่าง
ของเซลล ์(รูปท่ี 7C-D) ในขณะท่ีเซลลเ์อ็นยึดปริทนัตท่ี์เล้ียงใน
กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร (รูปท่ี  7E) แทบจะไม่พบเซลล์ท่ีเกาะอยู่บนหลุม
เพาะเล้ียงเซลล์เช่นเดียวกบัท่ีพบในกลุ่มท่ีเล้ียงดว้ยไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด ์(รูปท่ี 7F) 

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2 ความเป็นพิษของสารสกดัหยาบพรอพอลิสต่อความมีชีวิตของเซลล์เอน็ยดึปริทนัตท่ี์แช่ในความเขม้ขน้แตกต่างกนัท่ีระยะเวลา 3 ชัว่โมง 

กราฟรูปกล่องแสดงค่าพิสยัของหน่วยการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์สมัพนัธ์ท่ีตรวจวดัได ้เส้นความคลาดเคล่ือนบนและล่างแสดงค่ามาก
ท่ีสุดและค่าท่ีน้อยท่ีสุดท่ีวดัได ้ตามล าดบั, ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติของความมีชีวิตของเซลล์เอ็นยึดปริทนัต ์ระหว่าง
สารสกดัหยาบพรอพรอลิสไทยแต่ละความเขม้ขน้ แสดงดว้ย * (p<0.05) 

Figure 2 Cytotoxic effect of Thai propolis extract on the viability of periodontal ligament (PDL) cells stored in different concentrations for 3 
hours. Boxplots show median of the detected relative fluorescence unit. Upper and lower error bars indicate the maximal and minimal 
RFU, respectively. Significant difference in viability of periodontal ligament cells between concentrations of Thai Propolis are indicated 
with* (p<0.05). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3 ความเป็นพิษของสารสกดัหยาบพรอพอลิสต่อความมีชีวิตของเซลล์เอน็ยดึปริทนัตท่ี์แช่ในความเขม้ขน้แตกต่างกนัท่ีระยะเวลา 6 ชัว่โมง 
กราฟรูปกล่องแสดงค่าพิสยัของหน่วยการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์สมัพนัธ์ท่ีตรวจวดัได ้เส้นความคลาดเคล่ือนบนและล่างแสดงค่ามาก
ท่ีสุดและค่าท่ีน้อยท่ีสุดท่ีวดัได ้ตามล าดบั, ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติของความมีชีวิตของเซลล์เอ็นยึดปริทนัต ์ระหว่าง
สารสกดัหยาบพรอพรอลิสไทยแต่ละความเขม้ขน้ แสดงดว้ย* (p<0.05) 

Figure 3 Cytotoxic effect of Thai Propolis Extract on the viability of periodontal ligament (PDL) cells were stored in different concentrations of 
Thai propolis extract among 6 hours. Boxplots show median of the detected relative fluorescence unit. Upper and lower error bars indicate 
the maximal and minimal RFU, respectively. Significant difference in viability of periodontal ligament cells between concentrations of 
Thai Propolis are indicated with * (p<0.05).  
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จากผลการทดสอบท่ีเวลา 12 ชัว่โมง เม่ือแช่เซลลเ์อน็ยดึ
ปริทันต์ในสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยความเข้มข้น 0.3125 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่ามธัยฐานการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์
ของเซลลเ์อ็นยดึปริทนัตสู์งท่ีสุด คือ 122.42 RFU ซ่ึงแตกต่างจาก
สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 0.625   1.25  และ 2.5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) แต่
แตกต่างกับท่ีความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร อย่างไม่มี
นยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) (รูปท่ี 4) 

พบวา่เซลลเ์อน็ยดึปริทนัตท่ี์เล้ียงในกลุ่มสารสกดัหยาบ
พรอพอลิสไทยความเขม้ข้น 0.3125มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรเป็น
เวลา  12 ชั่วโมง (รูปท่ี8A) เท่านั้นท่ีมีลกัษณะเช่นเดียวกบัเซลล์
เอน็ยดึปริทนัตป์กติท่ีเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล ์ (รูปท่ี 8G) ในขณะ
ท่ีเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตท่ี์เล้ียงในกลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทย
ความเข้มข้น 0.625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (รูปท่ี  8B) พบการ

เปล่ียนแปลงของลกัษณะรูปร่างของเซลล ์และเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต์
ท่ีเล้ียงในกลุ่มสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 1.25   
2.5  และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรมีลกัษณะเช่นเดียวในกบักลุ่มท่ี
เล้ียงดว้ยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(รูปท่ี 8C-G) 

จากผลการทดสอบท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ เม่ือแช่เซลล์
เอ็นยึดปริทันต์ในสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 
0.3125   0.625   1.25  และ  2.5 มีค่ามธัยฐานการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์
ของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตใ์กลเ้คียงกบักลุ่มควบคุมไปจนถึงชัว่โมง
ท่ี 3 (รูปท่ี 5) 

จากผลการทดสอบท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ เม่ือแช่เซลล์
เอ็นยึดปริทันต์ในสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 
0.3125   0.625 และ 1.25  มีค่ามธัยฐานการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์
ของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตใ์กลเ้คียงกบักลุ่มควบคุมไปจนถึงชัว่โมง
ท่ี 6 และ 12 (รูปท่ี 5) 

 

 
 
 

 

รูปที่ 4 ความเป็นพิษของสารสกดัหยาบพรอพอลิสต่อความมีชีวิตของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตท่ี์แช่ในความเขม้ขน้แตกต่างกนัท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมง 
กราฟรูปกล่องแสดงค่าพิสยัของหน่วยการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์สมัพนัธ์ท่ีตรวจวดัได ้เส้นความคลาดเคล่ือนบนและล่างแสดงค่ามาก
ท่ีสุดและค่าท่ีน้อยท่ีสุดท่ีวดัได ้ตามล าดบั, ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติของความมีชีวิตของเซลล์เอ็นยึดปริทนัต ์ระหว่าง
สารสกดัหยาบพรอพรอลิสไทยแต่ละความเขม้ขน้ แสดงดว้ย*  (p<0.05) 

Figure 4 Cytotoxic effect of Thai propolis extract on the viability of periodontal ligament (PDL) cells were stored in different concentrations of 
Thai propolis extract among 12 hours. Boxplots show median of the detected relative fluorescence unit. Upper and lower error bars 
indicate the maximal and minimal RFU, respectively. Significant difference in viability of periodontal ligament cells between 
concentrations of Thai Propolis are indicated with* (p<0.05).  

 
 
 

 

 

 
รูปที่ 5 ความเป็นพิษของสารสกดัหยาบพรอพอลิสต่อความมีชีวิตของเซลลเ์อ็นยึดปริทนัตท่ี์แช่ในความเขม้ขน้แตกต่างกนั กราฟรูปกล่องแสดง

ค่าพิสัยของหน่วยการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์สัมพนัธ์ท่ีตรวจวดัได ้เส้นความคลาดเคล่ือนบนและล่างแสดงค่ามากท่ีสุดและค่าท่ีน้อย
ท่ีสุดท่ีวดัได ้ตามล าดบั 

Figure 5 Cytotoxic effect of Thai propolis extract on the viability of periodontal ligament (PDL) cells were stored in different concentrations of 
Thai propolis extract. Box plots show median of the detected relative fluorescence unit. Upper and lower error bars indicate the maximal 
and minimal RFU, respectively.  
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รูปที่ 6 ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั ก าลงัขยาย 10 เท่า ของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์หลงัจากเติมสารทดสอบท่ีระยะเวลา 3 ชัว่โมง (A) กลุ่ม

สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 0.3125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (B) กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 0.625 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (C) กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (D) กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิส
ไทยความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (E) กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทย ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (F) สารละลาย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(กลุ่มควบคุมบวก) (G) อาหารเล้ียงเซลล ์(กลุ่มควบคุมลบ) 

Figure 6 A representative photomicrograph taken under 10X magnification power of PDL cells after PDL cells were stored in different 
concentrations of Thai Propolis extract for 3 hours. (A) PDL cells were stored in Thai Propolis extract 0.3125 mg./ml.  (B) PDL cells 
were stored in Thai Propolis extract 0.625 mg./ml.  (C) PDL cells were stored in Thai Propolis extract 1.25 mg./ml.  (D) PDL cells were 
stored in Thai Propolis extract 2.5 mg./ml.  (E) PDL cells were stored in Thai Propolis extract 5 mg./ml.  (F) PDL cells were stored in 
hydrogen peroxide solution (positive control). (G) PDL cells were stored in Serum free media (negative control). 
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รูปที่ 7 ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั ก าลงัขยาย 10 เท่า ของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์หลงัจากเติมสารทดสอบท่ีระยะเวลา 6 ชัว่โมง (A) กลุ่ม

สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเข้มขน้ 0.3125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (B)กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 0.625 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (C) กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (D) กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิส
ไทยความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (E) กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทย ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (F) สารละลาย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(กลุ่มควบคุมบวก) (G) อาหารเล้ียงเซลล ์(กลุ่มควบคุมลบ) 

Figure 7 A representative photomicrograph taken under 10X magnification power of PDL cells after PDL cells were stored in different 
concentrations of Thai Propolis extract for 6 hours. (A) PDL cells were stored in Thai Propolis extract 0.3125 mg./ml.  (B) PDL cells 
were stored in Thai Propolis extract 0.625 mg./ml.  (C) PDL cells were stored in Thai Propolis extract 1.25 mg./ml.  (D) PDL cells were 
stored in Thai Propolis extract 2.5 mg./ml.  (E) PDL cells were stored in Thai Propolis extract 5 mg./ml.  (F) PDL cells were stored in 
hydrogen peroxide solution (positive control). (G) PDL cells were stored in Serum free media (negative control). 
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รูปที่ 8 ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหัวกลบั ก าลงัขยาย 10 เท่า ของเซลล์เอ็นยึดปริทนัต ์หลงัจากเติมสารทดสอบท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมง (A) 

กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 0.3125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (B) กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 0.625 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (C) กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (D) กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิส
ไทยความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (E)กลุ่มสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทย ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (F)สารละลาย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(กลุ่มควบคุมบวก) (G) อาหารเล้ียงเซลล ์(กลุ่มควบคุมลบ) 

Figure 8 A representative photomicrograph taken under 10X magnification power of PDL cells after PDL cells were stored in different 
concentrations of Thai Propolis extract for 12 hours. (A) PDL cells were stored in Thai Propolis extract 0.3125 mg./ml.  (B) PDL cells 
were stored in Thai Propolis extract 0.625 mg./ml.  (C) PDL cells were stored in Thai Propolis extract 1.25 mg./ml.  (D) PDL cells were 
stored in Thai Propolis extract 2.5 mg./ml.  (E) PDL cells were stored in Thai Propolis extract 5 mg./ml.  (F) PDL cells were stored in 
hydrogen peroxide solution (positive control). (G) PDL cells were stored in Serum free media (negative control). 
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บทวจิารณ์ 
 เซลล์เอ็นยึดปริทนัต์มีความส าคญัในการคงสภาพ
ของความสมัพนัธ์ระหวา่งเซลลต์่าง ๆ ซ่ึงหากมีการท าลายเอน็
ยึดปริทนัตเ์กิดข้ึนจนท าใหเ้สียสมดุลระหวา่งเซลล ์จะท าใหมี้
กระดูกมาสะสมจนบางคร้ังเกิดการอุดตนัของช่องเอ็นยึด    
ปริทันต์และน าไปสู่การเช่ือมของฟันและกระดูก6 ซ่ึงจาก
บทบาทดงักล่าวท าใหค้วามมีชีวิตของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตใ์น
ฟันหลุดจากเบา้เป็นปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลต่อความส าเร็จในการ
ปลูกฟันหลุดจากเบา้กลบัคืนเบา้ฟัน2 โดยในปัจจุบนัมีหลาย
งานวิจยัศึกษาเก่ียวกบัสารท่ีมีความสามารถในการคงความมี
ชีวิตของเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ เพื่อน ามาพัฒนาเป็นสาร
ตวักลางแช่ฟันหลุดจากเบา้ เช่น นม น ้ าเกลือ น ้ าลาย น ้ าประปา 
น ้ ามะพร้าว ไข่ขาว สารสกัดชาเขียว และสารสกัดหยาบ
พรอพอลิส  
 การศึกษาน้ีเลือกใชพ้รอพอลิสไทยท่ีเก็บจากจงัหวดั
หนองคาย สกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 95 มาทดสอบผลต่อ
ความเป็นพิษของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์เน่ืองจากการศึกษาของ 
Namsirikul ในปี 2014 พบวา่พรอพอลิสจากจงัหวดัหนองคาย
ท่ีสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 95 มีองค์ประกอบทางเคมีท่ี
ส าคญัคือ ฟลาโวนอยด์ และฟีนอลิก16 ท าให้สารสกดัหยาบ
พรอพอลิสไทยมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ ต้านเ ช้ือ
แบคทีเรีย และตา้นการอกัเสบ9 และในปี 2016 การศึกษาของ 
Prueksakorn ท าการทดสอบผลของสารสกดัหยาบพรอพอลิส
ไทยจากจงัหวดัหนองคายเช่นกนั โดยท าการทดสอบผลของ
สารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยต่อการคงสภาพความมีชีวิต
ของเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ท่ีความเขม้ขน้ 0.25  0.5  1  2.5  5 
และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือแช่เป็นระยะ 3 ชัว่โมง ดว้ย
วิธียอ้มสีทริปแพนบลู และนับเซลล์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
พบว่า สารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยความเข้มข้น 2.5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถคงความมีชีวิตของเซลลเ์อน็ยดึ
ปริทันต์ได้สูงท่ีสุด และเม่ือเปรียบเทียบสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กับ 
สารละลายแฮงคบ์าลานซ์ซอล์ต และนม เม่ือแช่เซลลเ์อ็นยึด
ปริทนัตเ์ป็นเวลา 3 ชัว่โมง และประเมินความมีชีวติของเซลล์
ด้วยวิธีอะลามาร์บลูพบว่า สารสกัดหยาบพรอพอลิสไทย
ความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถคงความมีชีวิต
ของเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ของฟันมนุษย์ได้ใกล้เ คียงกับ
สารละลายแฮงค์บาลานซ์ซอล์ต และมากกว่านม อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ  

 ในการศึกษาน้ีจึงท าการทดสอบความเป็นพิษของ
สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยจากจงัหวดัหนองคายต่อเซลล์
เอ็นยึดปริทนัต ์โดยศึกษาท่ีความเขม้ขน้ 0.3125  0.625  1.25  
2.5 และ 5  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเพ่ิมระยะเวลาการแช่
เป็น 3  6 และ 12 ชั่วโมง เพ่ือเป็นการศึกษาเร่ิมตน้ ในการ
พฒันาน าสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยไปใชเ้ป็นตวักลางใน
การแช่ฟันหลุดจากเบา้ ในกรณีท่ีตอ้งการเก็บในตวักลางแช่
ฟันเป็นระยะเวลานานมากข้ึน และทดสอบความมีชีวิตของ
เซลล์เอ็นยึดปริทันต์ด้วยเพรสโตบลู เน่ืองจาก เพรสโตบลู
เป็นวิธีการทดสอบความมีชีวิตของเซลล์แบบเรซาซูรินรี
ดักชั่นท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ขั้นตอนการท าง่าย มีความไว
มากกว่า MTT แสดงความแตกต่างระหว่างเซลล์ท่ีตายแลว้ 
และเซลล์ท่ียงัมีชีวิตอยู่ไดดี้กว่า XTT และมีความไวในการ
เปล่ียนสีมากกวา่อะลามาร์บลู13-15   
 จากผลการทดสอบภายหลงัการแช่เซลล์เอ็นยึด
ปริทันต์เป็นระยะเวลา 3, 6 และ 12 ชั่วโมงในสารสกัด
หยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 0.3125  0.625  1.25  2.5 
และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรพบว่าในระยะเวลาการแช่ท่ี
เพ่ิมข้ึน สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยจะเร่ิมแสดงความเป็น
พิษต่อเซลล์เอ็นยึดปริทันต์มากข้ึน และค่าความมีชีวิตของ
เซลล์เอ็นยึดปริทนัต์แสดงความสัมพนัธ์แบบแปรผกผนักับ
ความเขม้ขน้ของสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทย โดยพบว่า 
สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้สูงสุดท่ีไม่เป็นพิษ
ต่อเซลล์เม่ือท าการแช่เซลล์เอ็นยึดปริทนัต์เป็นระยะเวลา 3 
ชั่วโมง สารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 0.3125  
0.625  1.25 และ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าความมีชีวิต
ของเซลลใ์กลเ้คียงกบัอาหารเล้ียงเซลล ์เท่ากบั 2.5  1.25 และ 
0.625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สอดคล้องกับการศึกษาของ 
Prueksakorn ในปี 2016 ท่ีพบว่าสารสกัดหยาบพรอพอลิส
ไทยความเขม้ขน้ 0.25  0.5  1 และ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มี
ค่าความมีชีวิตของเซลล์เอ็นยึดปริทนัต์ท่ีวดัค่าความมีชีวิตท่ี
วดัจากฟันท่ีถูกถอนออกมาทันที ในขณะเดียวกัน ผลการ
ทดลองพบว่า สารสกัดหยาบพรอพอลิสท่ีความเข้มข้น 5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เร่ิมมีค่าความมีค่าความมีชีวิตของเซลล์
เอ็นยึดปริทนัตล์ดลง ซ่ึงอาจเกิดการใชส้ารละลายเพรสโตบลู
ในการทดสอบ เพราะมีค่าความแม่นย  าในการวดัท่ีมากกวา่17  
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 อย่างไรก็ตามการศึกษาคร้ังน้ีพบว่าสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสไทยสามารถคงความมีชีวิตของเซลล์เอ็นยึดปริทันต์
ไดถึ้ง 12 ชัว่โมง สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Casaroto และ
คณะในปี 2010 ท่ีศึกษาเปรียบเทียบความมีชีวิตของเซลลเ์อน็
ยึดปริทันต์ในสารตัวกลางชนิดต่าง ๆ โดยพบว่าสารสกัด
หยาบพรอพอลิสความเขม้ขน้ร้อยละ 10 สามารถคงความมี
ชีวติของเซลลเ์อน็ยดึปริทนัตไ์ดถึ้ง 24 ชัว่โมง18  ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบัผลการศึกษาในคร้ังน้ีท่ีสามารถคงความมีชีวิตของเซลล์
เอ็นยึดปริทนัต์ท่ีสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยความเขม้ขน้ 
0.3125 และ 0.625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
 จากผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบ
พรอพอลิสความเขม้ขน้สูง และระยะเวลาการแช่ท่ีนานส่งผลให้
พรอพอลิสเกิดความเป็นพิษต่อเซลลเ์อ็นยึดปริทนัต ์สอดคลอ้ง
กับการศึกษาของ Campos ในปี 2015  ท่ีพบว่า พรอพอลิสท่ี
ความเข้มข้นสูงอาจท าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์เอ็นยึด       
ปริทนัต์ได ้จากกรดฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ ในพรอพอลิส 
เน่ืองจากฟีนอลิกประกอบด้วยกรดโคมาริก (Coumaric acid) 
กรดซินนามิก (Cinnamic acid) พิโนเซมบริน (Pinocembrin) 
และอนุพนัธ์อ่ืนๆ ซ่ึงท าให้รูซึมผ่านของไมโทครอนเดรีย เปิด 
จึงท าให้เกิดภาวะกลบัขั้ว (Depolarization) ท าให้ปริมาณเอทีพี
ในเซลล์น้อยลงส่งผลให้เซลล์ตายในท่ีสุด นอกจากน้ี ปริมาณ 
เอทีพีท่ีนอ้ยลง ยงัท าให้เยื่อบุไมโทครอนเดรียเสียหายซ่ึงท าให้
ดีเอน็เอ (DNA) เสียหายตามมาส่งผลใหเ้ซลลต์ายเช่นกนั 19  
  เน่ืองจากการศึกษาน้ีเป็นการศึกษาน าร่องและใช้
เซลลเ์อน็ยดึปริทนัตแ์ช่แขง็จากฟันกรามนอ้ยเพียง 1 ซ่ี จึงควร
ศึกษาเพ่ิมเติมในฟันมนุษยท่ี์ถอนออกมาและท้ิงไวใ้ห้แห้ง
นอกช่องปากในจ านวนท่ีเพ่ิมข้ึนและศึกษาคุณลกัษณะอ่ืนๆ
เพ่ิมเติมเช่นการแบ่งตัวของเซลล์ (Cell proliferation) การยึด
เกาะของเซลล ์(Cell adhesion) รวมถึงคุณสมบติัของพรอพอลิส
เพ่ิมเติมในดา้นระยะเวลาการออกฤทธ์ิ ความเป็นกรด-เบสของ
พรอพอลิสท่ีอาจส่งผลต่อ นอกจากน้ีควรมีการศึกษาการ
กระตุ ้นการเปล่ียนแปลงระดับโมเลกุลของเซลล์เอ็นยึด          
ปริทนัตเ์ช่นการทดสอบ MAP kinase และการกระตุน้ใหมี้การ
เพ่ิมจ านวนของเซลล์เอ็นยึดปริทนัต์ดว้ยวิธีท่ีมีความแม่นย  า
และน่าเช่ือถือสูงเช่น BrdU assay เซลล ์เพ่ือสามารถหาค่าความ
เขม้ขน้มาตรฐานเพ่ือใชใ้นการรักษาและพฒันาสารตวักลางแช่
ฟันจากสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยให้สามารถน าไปใชไ้ด้
อย่างกวา้งขวางในทางคลินิกต่อไป นอกจากน้ี การศึกษาใน
อนาคตเพ่ือจะพฒันาผลิตภณัฑ์จากสารสกดัหยาบพรอพอลิส
จ าเป็นตอ้งมีการพฒันาคุณสมบัติทางเภสัชวิทยาให้มีความ
เหมาะสมกบัสภาวะทางสรีระวิทยาส าหรับการรักษาความมี

ชีวิตของเซลล์เอ็นยึดปริทนัต์ เช่น ความเป็นกรด-ด่าง ความ
เขม้ขน้ออสโมติก (Osmolarity) ความตึงผิวของสารละลายท่ีมี
ต่อเซลล์ (Surface tension) เป็นต้น เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมี
ความเขา้กนัไดดี้กบัเซลลเ์อน็ยดึปริทนัต ์
  ส าหรับขอ้จ ากัดของการศึกษาในคร้ังน้ีคือการใช้
เซลล์เอ็นยึดปริทนัต์แช่แข็งจากผูบ้ริจาคเพียงซ่ีเดียว จึงอาจ
แสดงผลตอบสนองต่อสารสกัดหยาบพรอพอลิสท่ีจ าเพาะ 
และสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทยท่ีใช้ถูกเก็บมาเป็นระยะ
เวลานาน ซ่ึงอาจมีผลต่อองค์ประกอบทางเคมีท่ีส่งผลต่อ
ความเป็นพิษของเซลล ์ซ่ึงอาจจะเป็นปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลต่อ
การทดลองได ้และการศึกษาน้ีใชส้ารสกดัหยาบพรอพอลิส
ไทยท่ียงัไม่มีการเติมสารเคมีใด ๆ เพ่ือคงคุณภาพของสาร
สกดั จึงจ าเป็นตอ้งเก็บรักษาในสภาวะเยน็ และปราศจากแสง
ก่อนน ามาทดสอบ ดงันั้นในการศึกษาต่อไปภายภาคหนา้จึง
ควรน าข้อจ ากัดจากการวิจัย น้ีมาประเมิน เ พ่ือพิจารณา
ออกแบบงานวจิยัใหไ้ดผ้ลงานวจิยัท่ีน่าเช่ือถือมากยิง่ข้ึน  
 อยา่งไรก็ตาม ผลการทดลองน้ีถือเป็นทางเลือกหน่ึง
ในการตัดสินใจแก่ผู ้อ่าน ในการเลือกใช้สารสกัดหยาบ
พรอพอลิสไทยเพื่อคงความมีชีวิตของเซลล์เอ็นยึดปริทนัต์ 
โดยอาจตอ้งศึกษาเพ่ิมเติมทั้งในห้องปฏิบติัการ และในทาง
คลินิกต่อไปเพ่ือพฒันาสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยเป็นสาร
ตวักลางแช่ฟันในภายภาคหนา้ 

บทสรุป  
 ความมีชีวิตของเซลลเ์อ็นยึดปริทนัตใ์นฟันหลุดจาก
เบ้าเป็นปัจจัยส าคญัท่ีส่งผลต่อความส าเร็จในการปลูกฟัน
หลุดจากเบา้กลบัคืนเบา้ฟัน สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยท่ี
ความเขม้ขน้ต ่าลง สามารถคงความมีชีวิตของเซลล์เอ็นยึด   
ปริทนัตใ์นระยะเวลาท่ีนานข้ึน โดยความเขม้ขน้ของสารสกดั
หยาบพรอพอลิสไทยในการคงความมีชีวิตของเซลล์เอ็นยึด
ปริทนัตท่ี์ระยะเวลา 3  6 และ 12 ชัว่โมง ไม่ควรเกิน 2.5  1.25 
และ 0.625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล าดบั  
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Cytotoxicity of Thai Propolis Crude Extract on 
Human Periodontal ligament cell, In Vitro. 

Samaksamarn T*  Pawaputanon Na Mahasarakham C*  Kantrong N*    Kumtawee S**  Pannak N***  Suknim C****  Chailertvanitkul P* 

Abstract 
The aim of this study was to compare the cytotoxicity of Thai Propolis crude extracts in which PDL cells were stored in different 

concentrations and amount of time. Frozen PDL cells derived from extracted human premolars for orthodontic treatment were stored in each 
Thai Propolis extract concentrations (0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 mg/mL), serum free media as a negative control, and hydrogen peroxide as a 
positive control for 3, 6 and 12 hours. The number of PDL cell viability was assessed by PrestoBlue assay. The result showed that the lower 
concentration of Thai Propolis extract was more effective in maintaining the viability of PDL cells. In conclusion, Thai Propolis extract is not 
cytotoxic to PDL cells. 
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