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บทคดัย่อ 

การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค ์เพ่ือศึกษาผลของสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยจากรังผึ้งต่อความเป็นพิษ และการ

เพ่ิมจาํนวนของเซลลเ์น้ือเยื่อในของมนุษยใ์นห้องปฏิบติัการ สกดัสารพรอพอลิสไทยท่ีเก็บไดใ้นจงัหวดัขอนแก่นดว้ย

ตวัทาํละลายเอทานอลร้อยละ 100 นาํมาทดสอบกบัเซลลเ์น้ือเยือ่ในท่ีไดม้าจากฟันกรามนอ้ยของมนุษยโ์ดยท่ีไม่มีพยาธิ

สภาพใด ๆ ท่ีเพาะเล้ียงในห้องปฏิบติัการ ผลการศึกษา พบว่า สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยท่ีความเขม้ขน้ 10,000 

(ระยะเวลา 6, 12, 24 และ 72 ชัว่โมง) และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ระยะเวลา 72 ชัว่โมง) ไม่มีความเป็นพิษต่อ

เซลลเ์น้ือเยือ่ในดว้ยการทดสอบวธีิอะลามาร์บลู ส่วนเม่ือทดสอบดว้ยวธีิเมทิลลีนบลู พบวา่ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10,000 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถเพ่ิมจาํนวนเซลลเ์น้ือเยือ่ในไดม้ากท่ีสุดในช่วงระยะเวลา 48 ชัว่โมงอยา่งมีนยัสาํคญัทาง

สถิติ (p < 0.05) การศึกษาน้ีสรุปไดว้า่ สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยจากรังผึ้งท่ีความเขม้ขน้ 10,000 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรมีความสามารถเขา้กนัไดดี้กบัเซลล์ โดยไม่มีความเป็นพิษ และสามารถกระตุน้การเพิ่มจาํนวนเซลล์ไดใ้น

ชัว่โมงท่ี 48 
 

ABSTRACT 

The aim of this in vitro study is to determine the cytotoxicity and proliferation of Thai propolis crude 

extracts from honey comb on the human dental pulp cells. Thai propolis crude extracts was collected from Khon 

Kean province in Thailand and extracted using 100 % ethanol. Then Thai propolis crude extracts were tested with 

human dental pulp cells, which obtained from non pathologic human’ s premolar, prior cultured in Vitro. The results 

of this study revealed that the concentration of 10,000 (at 6, 12, 24 and 72 hours) and 1,000 µg/ml (at 72 hours) 

demonstrated no cytotoxicity by Alamar blue assay. Methylene blue assay showed that pulpal cells treated with Thai 

propolis crude extracts at  concentration of 10,000 µg/ml could increase cell numbers at 48 hours significantly (p < 

0.05). It can be concluded that Thai propolis crude extracts at 10,000 µg/ml is a biocompatible substance that has no 

cytotoxicity and can stimulate human dental pulp cells proliferation at 48 hours. 
 

คาํสําคญั: สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทย ความเป็นพิษต่อเซลล ์เซลลเ์น้ือเยือ่ในของฟันมนุษย ์

Key Words: Thai propolis crude extracts, Cytotoxicity, Human dental pulp cells 
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MMP21-2 

บทนํา 

พรอพอลิส (propolis) หรือกาวผึ้ง (bee glue) เป็น

ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากผึ้ ง ลักษณะทั่วไปจะเหนียว

คลา้ยยางไม ้โดยผึ้งเก็บสะสมจากสารหลัง่จากส่วนท่ี

เป็นแผล ส่วนท่ีแตกออกของเปลือกไม้หรือส่วนใบ

อ่อนของพืช นาํมาผสมกบัเอ็นไซมใ์นนํ้ าลายผึ้ง หนา้ท่ี

ของพรอพอลิส คือ ใชอุ้ดทางเขา้รังผึ้ง เพ่ือลดขนาดรู

เปิดของรังผึ้งและป้องกนัรังผึ้งจากศตัรู หรือเช้ือโรคเขา้

มารุกรานในรังผึ้ง องค์ประกอบทางเคมีประกอบดว้ย 

เรซินประมาณร้อยละ 50 ไขร้อยละ 30 นํ้ ามนัหอม

ระเหยร้อยละ 10 ละอองเกสรร้อยละ 5 และ

ส่วนประกอบอ่ืน ๆ อีกกว่า 22 ชนิดคิดเป็นร้อยละ 5 

ได้แก่ กรดอะมิโน คาร์โบไฮเดรต วิตามิน เกลือแร่ 

เอ็นไซม์ และสารตั้งตน้ของฮอร์โมนจากธรรมชาติ 

เป็นตน้ (Marcucci, 1995) (Dobrowolski  et al., 1991) 

เ น่ืองจากพรอพอลิสมีองค์ประกอบของสารเคมีท่ี

แตกต่างกันหลายชนิด จึงมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาท่ี

หลากหลาย เช่น ตา้นเช้ือจุลชีพ (antimicrobial activity) 

ตา้นเน้ืองอก (antitumor activity) ตา้นอ็อกซิเดชัน 

(antioxidative activity) ปกป้องตบั (hepatoprotective) 

ตา้นการอกัเสบ (anti-inflammatory activity) และเป็นยา

ชา (anesthesia) เป็นตน้ ในทางการแพทยน์าํมาใชต้า้น

การอกัเสบ ตา้นเช้ือไวรัส ตา้นเช้ือรา และรักษาบาดแผล

เป่ือยได ้โดยสารประกอบหลกัของพรอพอลิสท่ีทาํให้

ออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาได้หลากหลาย  คือ  สาร 

ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ฟีโนลิก (phenolic) และ 

อะโรมาติก (aromatic) เป็นตน้ (Burdock, 1998) 

การศึกษาของพรอพอลิสในทางทันตกรรม  ท่ี

เ ก่ียวข้องกับความเป็นพิษของพรอพอลิส มีหลาย

การศึกษา เช่น การใชเ้ป็นวสัดุปิดทบัเน้ือเยือ่ในโดยตรง 

(direct pulp capping) ในฟันหนู ผลการศึกษา พบว่า 

เกิดการสร้างเน้ือเยื่อแข็งข้ึนในสัปดาห์ท่ี 4 ช่วยกระตุน้

การสร้างเน้ือฟันซ่อมสร้าง (reparative dentine) และทาํ

ให้การอกัเสบเกิดช้าลง (Sabir et al., 2005) และเม่ือ

ศึกษาโดยใชเ้ป็นนํ้ ายาลา้งคลองรากฟันมนุษย ์ พบว่า 

พรอพอลิสมีฤทธ์ิลดเช้ือจุลชีพในคลองรากฟันเทียบเท่า

กบัโซเดียมไฮโปคลอไรต์ (sodium hypochlorite) แต่

ยงัคงขาดคุณสมบติัในการละลายเศษเน้ือเยื่อในคลอง

รากฟัน (Al-Qathami and Al-Madi, 2003) ส่วน

การศึกษาท่ีนาํมาใชเ้ป็นยาใส่รักษาคลองรากฟันมนุษย ์

เพ่ือฆ่าเช้ือเอ็นเทอโรค็อคคสัฟีคอลลิส (Enterococcus 

faecalis) ท่ีมกัด้ือต่อยาท่ีใส่ในคลองรากฟันมนุษยใ์น

หลอดทดลอง พบวา่ พรอพอลิสใชเ้วลาท่ีสั้นกวา่ในการ

กาํจัดเช้ือเอ็นเทอโรค็อคคัสฟีคอลลิส เม่ือเทียบกับ

แคลเซียมไฮดรอกไซด์ โดยจะกระตุน้เซลล์เน้ือเยื่อใน 

ให้ปล่อยปัจจยัเจริญเติบโตทีจีเอฟบีตา 1 (transforming 

growth factor beta, TGF-β1) และเพ่ิมการสร้าง 

คอลล าเจน  จึ งทําให้ เ กิดกร ะบวน การซ่อมแซม 

นอกจากน้ีการศึกษาใช้พรอพอลิสเป็นยาใส่ในคลอง

รากฟัน ในรูปแบบเพสต ์(paste) พบวา่ มีประสิทธิภาพ

ท่ี ดี  ใ น ก า ร ฆ่ า ส เ ต ร็ ป โ ต ค็ อ ค คั ส มิ ว แ ท น ส์ 

(Streptococcus mutans) สแตฟไฟโลค็อคคสัออเรียส 

(Staphylococcus aureus) โคคูเรียไรโซฟิลา (Kocuria 

rhizophila) เอสชิริเชียโคไล(Escherichia coli) ซูโด

โมแนสแอรูจิโนซา (Pseudomonas aeruginosa) และ

เอ็นเทอโรค็อคคสัไฮเร (Enterococcus hira) (Ferreira 

et al., 2007) Valera et al. (2010) นาํพรอพอลิสมาใช้

ลา้งคลองรากฟันในห้องปฏิบติัการ พบว่า สามารถฆ่า

เช้ือเอสชิริเชียโคไลได ้แต่มีขอ้เสีย คือ ไม่สามารถกาํจดั

ชีวพิษภายใน (endotoxin) ที่ถูกปล่อยออกมาเม่ือเช้ือ

จุลชีพตาย ซ่ึงต่างจากแคลเซียมไฮดรอกไซด์ ท่ีสามารถ

กาํจดัชีวพิษภายในไดดี้กวา่ เพราะมีความเป็นด่างสูง จึง

มีผลต่อประจุลบในโมเลกุลชีวพิษภายใน ส่งผลให้

ความรุนแรงของความเป็นพิษจากชีวพิษลดลง อยา่งไร

ก็ตามการศึกษาของ Oncag et al. (2006) พบว่า 

พรอพอลิสสามารถกําจัด เ ช้ือ เอ็น เทอโรค็อคคัส 

ฟีคอลลิสไดดี้ท่ีสุด เม่ือเทียบกบัยาใส่ในคลองรากฟัน

ชนิดอ่ืน นอกจากน้ีการสกดัพรอพอลิสดว้ยเอทานอล 

ยั ง ช่ ว ย เ ส ริ ม คุ ณ ส ม บั ติ ท่ี เ ห ม า ะ ส ม ใ น ท า ง 

เอ็นโดดอนติกส์ เช่น สนับสนุนให้เกิดการงอกใหม่ 

(regeneration) ของกระดูก และเหน่ียวนําการสร้าง

เน้ือเยือ่แขง็เม่ือใชใ้นการปิดทบัเน้ือเยือ่ในโดยตรง หรือ
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MMP21-3 

การทาํพลัพโ์พโทมี (pulpotomies) เป็นตน้ (Ferreira 

et al., 2007) การศึกษาล่าสุดใชเ้ป็นสารตวักลางแช่ฟัน

ในฟันท่ีหลุดจากเบา้ฟัน ซ่ึงสามารถรักษาความมีชีวิต

ของเซลล์เอ็นยึดปริทันต์ได้ดีกว่า เ ม่ือเทียบกับ

สารละลายอ่ืน ๆ เช่น สารละลายแฮงค์บาลานซ์ซอล์ต 

(Hank’s balanced salt solution, HBSS) นม และ 

ViaSpan® เป็นตน้ (Pileggi et al., 2009) จากการศึกษา

ขา้งตน้จึงเห็นได้ว่า พรอพอลิสมีความปลอดภยั และ

อาจสามารถประยกุตม์าใชท้างทนัตกรรมไดใ้นอนาคต 

อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีการศึกษาผลของพรอพอลิสไทยวา่

มีฤทธ์ิเป็นอยา่งไร 

 

วตัถุประสงค์ของการวจิยั 

เพ่ือศึกษาผลของสารสกดัพรอพอลิสไทยต่อความ

เป็นพิษและการกระตุน้การเพ่ิมจาํนวนของเซลลเ์น้ือเยื่อ

ในของฟันมนุษยใ์นหอ้งปฏิบติัการ 

 

วธีิการวจิยั 

เกณฑ์การเลอืกตวัอย่างทีศึ่กษา 

ฟันกรามนอ้ยท่ีถอนโดยไม่มีพยาธิสภาพใด ๆ ทั้งท่ี

ตวัฟันและรากฟัน จากผูป่้วยจดัฟันท่ีตอ้งถอนฟันซ่ีนั้น 

ๆ ออกอยู่แลว้ และเป็นผูป่้วยไม่มีโรคทางระบบใด ๆ 

อายรุะหวา่ง 15 ถึง 25 ปี จาํนวน 5 ซ่ี 

 ระเบียบวธีิวจิยั 

 เป็นการวจิยัเชิงทดลอง (experimental research) ใน

หอ้งปฏิบติัการ (laboratory based experiment) 

1. การเตรียมสารสกดัหยาบพรอพอลสิไทยจากรัง

ผึง้ (ดดัแปลงจาก Mello et al., 2010) 

1.1 ฉีกรังผึ้งท่ีไดจ้ากจงัหวดัขอนแก่น เป็นช้ิน

เล็ก ๆ จากนั้ นสกัดพรอพอลิส ด้วยการแช่รังผึ้ งท่ีฉีก

แลว้ในสารละลายเอทานอลร้อยละ 100 ในอตัราส่วน

สารตั้งตน้รังผึ้ง 1 ส่วน ต่อเอทานอล 3 ส่วน (โดยมวล

ต่อปริมาตร) ในขวดแกว้ ขนาด 500 มิลลิลิตร 

1.2 นาํส่วนผสมขา้งตน้ ไปเขยา่บนเคร่ืองเขยา่ 

(orbital shaker incubator, MRC lab, Hagavish st., 

Israel) ท่ีอุณหภูมิห้องปราศจากแสง เป็นระยะเวลา 48 

ชัว่โมง แลว้นาํไปกรองดว้ยกระดาษกรองยี่ห้อวตัแมน

เบอร์ 1 (Whatman™ filter paper no.1, Whatman Inc., 

Piscataway, USA) เพ่ือแยกข้ีผึ้งออกมา 

1.3 นําสารสกัดจากข้อ 2 ไประเหยตัวทํา

ละลายเอทานอลออกในเคร่ืองระเหยชนิดสูญญากาศ 

(rotary evaporator, LabTech Ltd., Columbia, USA) 

จากนั้ นนํามาเข้าเคร่ืองระเหิดแห้ง (freeze dryer, 

CHRIST, Shropshire, UK) ภายใต้ความดันตํ่ า ท่ี

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนได้เป็นผง จากนั้นเก็บ

สารสกัดหยาบพรอพอลิสผงท่ีอุณหภูมิ –20 องศา

เซลเซียสจนกว่าจะนํามาใช้ เม่ือต้องการใช้ให้ชั่งผง

พรอพอลิสสกัดหยาบตามนํ้ าหนักท่ีต้องการ แล้วทํา

ละลายด้วยสารสกัดชนิดต่าง ๆ เช่น เอทานอลหรือ 

ไดเมทิลซัลฟ็อกไซด์ (dimethysulfoxide, DMSO) เพ่ือ

นาํไปใชท้ดสอบต่อไป 

2. ขั้นตอนการทดลอง 

2.1 การเตรียมเซลล์เนือ้เยือ่ในจากฟันมนุษย์ 

2.1.1 เก็บฟันกรามน้อยท่ีถอนทันที ใน

ภาชนะปลอดเช้ือท่ีมีฝาปิด และภายในบรรจุอาหารเล้ียง

เซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็ม (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium, DMEM) ท่ีประกอบดว้ยซีรัม (fetal bovine 

serum, FBS) ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 เพนนิซิลินจี 

(penicillin G) 100 ยูนิตต่อมิลลิลิตร สเตร็ปโตมยัซิน 

(streptomycin) 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 

แอ็มโฟเทอริซีนบี (amphotericin B) 25 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร จากนั้นตดัฟันในแนวด่ิงจนถึงชั้นเน้ือเยื่อใน

ดว้ยแผน่คาร์โบรันดมั ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ และตดัช้ิน

เ น้ือเยื่อในเ ป็น ช้ินเล็ก  ๆ ขนาดประมาณ 1×1×1 

มิลลิเมตร ดว้ยมีดเบอร์ 15 (สารเคมีทั้งหมดในขอ้ 2.1.1 

มาจาก 7BioWhittaker®, Lonza Walkersville, Inc., MD, 

USA) 

2.1.2 นาํช้ินเน้ือเยือ่ในท่ีไดไ้ปเล้ียงในจาน

เล้ียงเซลล์ ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 35 มิลลิเมตร ใส่

อาหารเล้ียงเซลล์ ขา้งตน้พอท่วม เล้ียงเซลลเ์น้ือเยื่อใน

ไวใ้นตูอ้บเล้ียงเซลลท่ี์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ
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คาร์บอนไดอ็อกไซด์ร้อยละ 5 โดยเปล่ียนอาหารเล้ียง

เซลล์ทุก 2 ถึง 3 วนั เม่ือเซลล์เร่ิมเจริญออกจากช้ิน

เน้ือเยื่อใน จนเต็มจานเพาะเล้ียงแล้ว ก็นําไปหว่าน 

(subculture) ในจานเพาะเล้ียงใหม่ท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึน 

(เส้นผ่านศูนยก์ลาง 60 มิลลิเมตร) โดยใช้เอ็นไซม ์

ทริปซินผสมกับสารอีดีทีเอ (trypsin with EDTA, 

BioWhittaker®, Lonza Walkersville, Inc., MD, USA) 

ท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.25 เพ่ือทาํให้เซลล์หลุดออก

จากจานเพาะเล้ียงเดิม แลว้นําเซลล์ถ่ายไปอยู่ในถาด

เล้ียงเซลล ์(flask) ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร ถือเป็น

เซลลรุ่์นท่ี 1 

2.1.3 เล้ียงให้เซลล์เต็มถาดเล้ียง โดยถ่าย

เซลลไ์ปเร่ือย ๆ ทุก ๆ 5 ถึง 7 วนั ในอตัราส่วน 1 ต่อ 3 

จนไดเ้ซลลใ์นรุ่นท่ี 3 ถึง 8 (3rd - 8th passage) ซ่ึงเหมาะ

ในการนาํมาใชง้าน 

2.2 การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัด

หยาบพรอพอลิสไทยจากรังผึ้งด้วยวิธีอะลามาร์บลู 

(Alamar blue assay) 

2.2.1 หว่านเซลล์เ น้ือเยื่อในลงในจาน

เล้ียงเซลลแ์บบ 96 หลุม ท่ีมีความหนาแน่นประมาณ 

104  เซลลต์่อหลุม (2 × 105 เซลลต์่อมิลลิตร) ในอาหาร

เล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีมีซีรัม ร้อยละ 10 ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร เล้ียงไวใ้นตูอ้บที่มีคาร์บอนไดอ็อกไซด์

ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง จากนั้นจึงเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลเ์ป็นชนิดไม่มี

ซีรัม 2 คร้ัง ๆ ละ 3 ชัว่โมง และเล้ียงเซลลใ์นภาวะท่ีไม่

มีซีรัมต่อไปอีก 24 ชัว่โมง 

2.2.2 นาํผงสกดัหยาบพรอพอลิสไทยจาก

รั ง ผึ้ ง ท่ี ส กั ด ไ ด้  ม า ล ะ ล า ย ด้ ว ย ตั ว ทํ า ล ะ ล า ย 

ไดเมทิลซัลฟ็อกไซด์ ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท่ีเตรียมไว้

มาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลเ์น้ือเยือ่ใน 

- กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุม คือ กลุ่มเซลลท่ี์มี

เฉพาะอาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีมีซีรัม ร้อยละ 10 

รวมปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงไป 3 หลุม 

- กลุ่มท่ี 2 กลุ่มทดลอง คือ กลุ่มเซลลท่ี์ใส่

สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนั 

(ความเขม้ขน้ 10,000, 1,000, 100, 10 และ 1 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงไปความ

เขม้ขน้ละ 3 หลุม รวมเป็น 15 หลุม 

- กลุ่มท่ี 3 กลุ่มควบคุมบวก คือ กลุ่ม

เซลล์ท่ีใส่สารละลายไดเมทิลซัลฟ็อกไซด์และอาหาร

เล้ียงเซลลดี์เอม็อีเอม็ท่ีมีซีรัม ร้อยละ 10 ในอตัราส่วน 1 

ต่อ 9 (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงไป 3 

หลุม 

- กลุ่มท่ี 4 กลุ่มควบคุมลบ คือ กลุ่มเซลล์

ท่ีใส่สารท่ีเป็นพิษได้แก่ ไฮโดรเจนเปอร์อ็อกไซด ์

(hydrogen peroxide) ร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร ลงไป 3 หลุม 

ทดสอบกับเซลล์เน้ือเยื่อในท่ีระยะเวลา 

ดงัน้ี 6, 12, 24 และ 72 ชัว่โมงตามลาํดบั 

2.2.3 เติมสารละลายอะลามาร์บลู (alamar 

blue solution, AbD serotec, MorphoSys UK Ltd, 

Oxford, UK) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงไปในทุกหลุม

ท้ิงไว ้4 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความช้ืน

ร้อยละ 95 

2.2.4 วดัการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองวัด

การดูดกลืนแสงในไมโครเพลท (microplate reader; 

Varioskan Flash Thermo Fisher Scientific Inc, Vantaa, 

Finland) ท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 

2.3 การทดสอบสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทย

จากรังผึง้ต่อการเพิ่มจํานวนเซลล์เนื้อเยื่อในของฟัน

มนุษย์ด้วยวธีิเมทลิลนีบลู (methylene blue assay) 

2.3.1 หว่านเซลล์เ น้ือเยื่อในลงในจาน

เล้ียงเซลลแ์บบ 96 หลุม ท่ีมีความหนาแน่นประมาณ 

104  เซลลต์่อหลุม (2 × 105 เซลลต์่อมิลลิตร) ในอาหาร

เล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีมีซีรัม ร้อยละ 10 ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร เล้ียงไวใ้นตูอ้บท่ีมีคาร์บอนไดอ็อกไซด์ร้อย

ละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

จากนั้นจึงเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์เป็นชนิดไม่มีซีรัม 2 

คร้ัง ๆ ละ 3 ชัว่โมง และเล้ียงเซลลใ์นภาวะท่ีไม่มีซีรัม

ต่อไปอีก 24 ชัว่โมง 
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2.3.2 นําสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทย

จากรังผึ้งทุกความเขม้ขน้ท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์จากการ

ทดลองขา้งตน้ (ขอ้ 2.2) (ความเขม้ขน้ 10,000, 5,000, 

1,000, 500 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) มา

ทดสอบ ดงัน้ี 

- กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุม คือ กลุ่มเซลลท่ี์มี

เฉพาะอาหารเล้ียงเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มท่ีมีซีรัม ร้อยละ 10 

รวมปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใส่ลงไป 3 หลุม 

- กลุ่มท่ี 2 กลุ่มทดลอง คือ กลุ่มเซลลท่ี์ใส่

สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยท่ีความเขม้ขน้แตกต่าง

กนั (ความเขม้ขน้ 10,000, 5,000, 1,000, 500 และ 100 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ความ

เขม้ขน้ละ 3 หลุม) 

- กลุ่มท่ี 3 กลุ่มควบคุมบวก คือ กลุ่ม

เซลล์ท่ีใส่สารละลายไดเมทิลซัลฟ็อกไซด์และอาหาร

เล้ียงเซลลดี์เอม็อีเอม็ท่ีมีซีรัม ร้อยละ 10 ในอตัราส่วน 1 

ต่อ 9 (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงไป 3 

หลุม 

- กลุ่มท่ี 4 กลุ่มควบคุมลบ คือ กลุ่มเซลล์

ท่ีใส่สารท่ีเป็นพิษไดแ้ก่ ไฮโดรเจนเปอร์อ็อกไซด์ ร้อยละ

10 (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงไป 3 หลุม 

ทดสอบกับเซลล์เน้ือเยื่อในท่ีระยะเวลา 

ดงัน้ี 6, 24, 48 และ 72 ชัว่โมงตามลาํดบั 

2.3.3 เม่ือครบแต่ละช่วงเวลาขา้งตน้ใหดู้ด

อาหารเล้ียงเซลล์ออก แล้วคงสภาพเซลล์ด้วยสาร

ฟอร์มาดีไฮด์ (formaldehyde) ความเขม้ขน้ร้อยละ 4 

(โดยปริมาตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เป็นเวลา 30 

นาที 

2.3.4 ล้ า ง ด้ ว ย ส า ร ล ะ ล า ย ฟ อ ส เ ฟ ต

บัฟเฟอร์ซาลายน์  (phosphate buffer saline, 

PBS, BioWhittaker®, Lonza Walkersville, Inc., MD, 

USA) ท่ีมีค่าพีเอช (pH) 7.4 ตามดว้ยสารละลายบอเรต

บฟัเฟอร์ซาลายน์ (borate buffer saline) ท่ีมีค่าพีเอช 8.5 

ความเขม้ขน้ 0.01 โมล 

2.3.5 ยอ้มดว้ยสีเมทิลลีนบลู ความเขม้ขน้

ร้อยละ 1 (โดยมวล) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เป็นเวลา 

30 นาที 

2.3.6 ลา้งสีส่วนเกินออก ดว้ยสารละลาย

บอเรตบฟัเฟอร์ 3 คร้ัง ท้ิงไวใ้หแ้ห้ง แลว้ละลายสีท่ียอ้ม

ติดเซลลด์ว้ยสารละลายเอทานอลกบักรดไฮโดรคลอริก 

(hydrochloric acid) ในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 (โดยปริมาตร) 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

2.3.7 วดัการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองวัด

การดูดกลืนแสงในไมโครเพลท ท่ีความยาวคล่ืน 667 

นาโนเมตร 

 

การวเิคราะห์ข้อมูล 

เปรียบเทียบความเป็นพิษ และการเพ่ิมจาํนวนของ

เซลล์เ น้ือเยื่อในของฟันมนุษย์ในสารสกัดหยาบ

พรอพอลิสไทยจากรังผึ้งท่ีมีความเขม้ขน้แตกต่างกนั ณ 

ระยะเวลาต่าง ๆ โดยใช้สถิติการวิ เคราะห์ความ

แปรปรวนแบบทางเดียว (one-way ANOVA) ท่ีระดบั

ความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
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ผลการวจิยั 

 การทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่1 แสดงการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยจากรังผึ้งต่อเซลลเ์น้ือเยื่อในของ

ฟันมนุษยด์ว้ยวธีิอะลามาร์บลู โดยทดสอบดว้ยสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยจากรังผึ้งท่ีระดบัความ

เขม้ขน้ 10,000, 1,000, 100, 10 และ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีระยะเวลา 6, 12, 24 และ 72 ชัว่โมง 

ขอ้มูลแสดงอยูใ่นรูป ค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (* แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสาํคญัจาก

กลุ่มควบคุม p < 0.05) 

รูปที ่2  แสดงการศึกษาการเพ่ิมจาํนวนของเซลลเ์น้ือเยือ่ในของฟันมนุษยด์ว้ยวิธีเมทิลลีนบลู โดยทดสอบดว้ย

สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยจากรังผึ้งท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10,000, 5,000, 1,000, 500 และ 100 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีระยะเวลา 6, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง (* แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั

จากกลุ่มควบคุม p < 0.05) 
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พรอพอลิสไทยจากรังผึ้ง ท่ีสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 

100 ดว้ยวธีิอะลามาร์บลู พบวา่ สารสกดัหยาบพรอพอลิส

ไทยจากรังผึ้งท่ีความเขม้ขน้ 100, 10 และ 1 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร) ไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอยา่งมี

นยัสาํคญั ในทุกระยะเวลาทดสอบ 6, 12, 24 และ 72 

ชัว่โมง แต่จะพบความแตกต่างกบักลุ่มควบคุมอยา่งมี

นัยสําคญัทางสถิติ (p = 0.001) ในสารสกดัหยาบ

พรอพอลิสท่ีความเข้มข้น 10,000 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ท่ีทุกระยะเวลาทดสอบ 6, 12, 24 และ 72 

ชั่วโมง และท่ีความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ท่ีระยะเวลาทดสอบ 72 ชัว่โมงเท่านั้น (ดงัรูป

ท่ี 1) 

เม่ือศึกษาการเพ่ิมจาํนวนเซลล์เน้ือเยื่อในของฟัน

มนุษยด์ว้ยวธีิเมทิลลีนบลู ท่ีระยะเวลา 6, 24, 48 และ 72 

ชัว่โมง (ดังรูปท่ี 2) พบว่า สารสกดัหยาบพรอพอลิส

ไทยจากรังผึ้งทุกความเขม้ขน้ไม่มีความแตกต่างกบักลุ่ม

ควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p = 1.00) ยกเวน้สาร

สกัดหยาบพรอพอลิสไทยจากรังผึ้ ง ท่ีความเข้มข้น 

10,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกระตุน้ให้มีการเพ่ิม

จาํนวนเซลลเ์น้ือเยื่อในของฟันมนุษยไ์ดม้ากท่ีสุด โดยจะ

กระตุน้การสร้างเซลลไ์ดแ้ตกต่างจากกลุ่มควบคุมอยา่ง

มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p = 0.033) ท่ีระยะเวลา 48 ชัว่โมง  

 

บทวจิารณ์ 

การศึกษาน้ีพบว่า สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทย

จากรังผึ้งความเขม้ขน้ 10,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

(10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) มีความปลอดภยัต่อเซลล์

เน้ือเยื่อในฟันของมนุษย์ ซ่ึงความเข้มข้นน้ีสูงกว่า

การศึกษาของ Al-shaher et al. (2004) ท่ีพบวา่ สารสกดั

พรอพอลิสความเขม้ขน้ตํ่ากว่า 2 มิลลิกรัมไม่มีความ

เ ป็ น พิ ษ ต่ อ เ ซ ล ล์ เ น้ื อ เ ยื่ อ ใ น แ ล ะ เ ซ ล ล์ เ อ็ น ยึ ด 

ปริทนัต ์ (periodontal ligament cells) ของฟันมนุษย ์

นอกจากน้ียงัสูงกวา่การศึกษาของ Sabir et al. (2005) ท่ี

พบวา่ สารสกดัพรอพอลิสความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เน้ือเยื่อในของหนู 

รวมถึงการศึกษาของ De Funari et al. (2007) ท่ีพบวา่ 

ความเขม้ขน้ตํ่ากว่า 31.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มี

ความปลอดภัยต่อเซลล์สร้างเส้นใยของหนู (murine 

fibroblast cells) เหตุท่ีความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบ

พรอพอลิสไทยจากรังผึ้งในการศึกษาน้ีมีความแตกต่าง

จากการศึกษาอ่ืนอาจ เ กิดจากเซลล์ท่ีนํามาใช้ใน

การศึกษาน้ีแตกต่างไปจากเซลล์ในการศึกษาอ่ืนท่ีใช้

เซลล์จากสัตวท์ดลอง จึงอาจส่งผลให้มีการตอบสนอง

ต่างกัน นอกจากน้ีพรอพอลิสมีฤทธ์ิหลายประกาย 

ข้ึนอยู่กับแหล่งกําเนิดและองค์ประกอบทางเคมี ซ่ึง

องค์ประกอบหลกัท่ีสําคญัหลายชนิด ไดแ้ก่ กลุ่มฟีโน

ลิ ก  ฟ ล า โ ว น อ ย ด์  แ ล ะ ส่ ว น ป ร ะ ก อ บ 

อะโรมาติก เป็นตน้ จึงทาํให้สารสกดัหยาบพรอพอลิส

ไทยแสดงฤทธ์ิท่ีแตกต่างออกไปจากการศึกษาขา้งตน้  

การเลือกสารท่ีใชส้กดัพรอพอลิสเป็นปัจจยัหน่ึงท่ี

มีผลต่อองค์ประกอบท่ีสําคญัในสารสกัดพรอพอลิส 

เน่ืองมาจากการศึกษาของ Siripatrawan et al. (2013) 

พ บ ว่ า  ก า ร ส กั ด พ ร อ พ อ ลิ ส ไ ท ย ด้ ว ย 

เอทานอลท่ีมีความเข้มข้นสูง  จะทําให้ได้ปริมาณ

สารประกอบฟีโนลิกมากกว่าการสกดัดว้ยเอทานอลท่ี

ความเขม้ขน้ตํ่ากว่า นอกจากน้ีการศึกษาของ Coneac 

et al. (2008) ยงัพบวา่ การสกดัดว้ยเอทานอลท่ีมีความ

เข้มข้นสูงนั้ น  จ ะทําให้ได้ป ริม าณสารประกอ บ 

ฟลาโวนอยด์มากกว่าการสกัดด้วยเอทานอลท่ีความ

เขม้ขน้ตํ่ากวา่ นอกจากน้ียงัมีการศึกษาเปรียบเทียบการ

สกัดพรอพอลิสด้วยเอทานอลและนํ้ า พบว่า การสกัด

ด้วยเอทานอล จะมีปริมาณสารประกอบฟีโนลิกและ 

ฟลาโวนอยดม์ากกวา่สารสกดัพรอพอลิสดว้ยนํ้ า (Mello 

et al., 2010) (Mello et al., 2012) ดงันั้น การศึกษาน้ีจึง

เลือกใช้การสกัดพรอพอลิสด้วยเอทานอลท่ีความ

เขม้ขน้ร้อยละ 100 เพ่ือหวงัผลให้ไดอ้งค์ประกอบท่ี

สาํคญัของสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยจากรังผึ้ง 

เทคนิคอะลามาร์บลู เป็นวิธีวดัจาํนวนเซลล์ซ่ึงมี

ข้อดีท่ีเหนือกว่าวิธีเอ็มทีที คือ ไม่มีความเป็นพิษต่อ

เซลล์ ขั้นตอนการทําง่าย และไม่ทําให้เซลล์ตายใน

ขั้นตอนการวัดจํานวนเซลล์ นอกจากน้ีสารละลาย 

อะลามาร์บลูมีความไวต่อการตอบสนองต่อการนับ
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จํานวนเซลล์มากกว่าวิธี เอ็มทีทีอีกด้วย  เพราะ 

อะลามาร์บลูจะเปล่ียนรูปแบบของเอ็นไซด์ภายใน 

ไมโตคอนเดรีย (mitrochondria) ของเซลล์ท่ีมีชีวิต ซ่ึง

ต่างจากเอ็มทีทีเกิดจากความสามารถของเซลลท่ี์มีชีวิต

ในการผลิตผลึกฟาร์มาซาน (formazan) จากการแยก

เกลือเตตระโซเลียม (tetrasolium salt) ซ่ึงเกิดจากการ

สร้างภายในไมโตคอนเดรียของเซลล์ท่ีมีชีวิต (Nociari 

et al., 1998) ในการศึกษาน้ีไดท้าํการศึกษานาํร่อง (pilot 

study) โดยวดัจาํนวนเซลลด์ว้ยวิธีเอ็มทีที ผลการศึกษา

พบวา่ สีของสารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยจากรังผึ้งท่ีมี

สีเหลืองเข้ม จะไปเสริมกับสีของเอ็มทีที ทําให้มีสี

เหลืองท่ีเขม้มากข้ึน ขดัขวางประสิทธิภาพในการวดัค่า

การดูดกลืนแสงในเคร่ืองวดัการดูดกลืนแสงในไมโคร

เพลท ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัการใชอ้ะลามาร์บลูท่ีมีสีนํ้ า

เงิน  ทาํให้แตกต่างกบัสีของสารสกดัหยาบพรอพอลิส

ไทยจากรังผึ้ง ส่งผลใหก้ารวดัค่าการดูดกลืนแสงถูกตอ้ง

แม่นย ํามากข้ึน  แต่ข้อเสียของวิธีอะลามาร์บลู  คือ 

สารละลายมีราคาแพง 

ส่วนการวิเคราะห์การเพ่ิมจํานวนของเซลล์ใน

การศึกษาน้ี ได้เ ลือกวิธีเมทิลลีนบลู เ น่ืองจากเป็น

เทคนิคท่ีทาํไดง่้าย ราคาถูก อีกทั้งยงัมีประสิทธิภาพท่ีดี

ในการวดัจาํนวนเซลล์ไดอ้ย่างถูกตอ้งแม่นยาํ ถึงแมว้่า

จาํนวนเซลล ์ มีนอ้ย เม่ือเทียบกบั การวดัวิธีอ่ืน ๆ เช่น

เทคนิคทริปแพนบลู (trypan blue) และการสกดัโปรตีน 

(protein extraction) เป็นตน้ (Felice et al., 2009) เพราะ

เมทิลลีนบลูจะยบัย ั้งจากหลุดออกของเซลล์จากหลุม

ทดสอบ ทั้งในขั้นตอนการทริปซิไนซ์ (trypsinization) 

และการหวา่นเซลล ์แต่อยา่งไรก็ตาม ขอ้เสียของเทคนิค

น้ี คือ ขั้นตอนการทาํซบัซอ้น ตอ้งใชค้วามชาํนาญของผู ้

ทดลอง และใชร้ะยะเวลานาน 

 

สรุปผลการวจิยั 

สารสกดัหยาบพรอพอลิสไทยจากรังผึ้ง ไม่มีความ

เป็นพิษต่อเซลลเ์น้ือเยือ่ใน และสามารถกระตุน้การเพ่ิม

จาํนวนเซลลเ์น้ือเยือ่ในของฟันมนุษย ์ไดท่ี้ความเขม้ขน้ 

10,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีระยะเวลา 48 ชัว่โมง 

อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ี p < 0.05 

 

ข้อเสนอแนะ 

การวจิยัน้ีเป็นการวจิยัเชิงทดลองในหอ้งปฏิบติัการ

ท่ีทาํในเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงจากเน้ือเยื่อในของฟันมนุษย ์

เพียง 5 ซ่ี จาก 5 คน จึงไม่สามารถสรุปผลของประชากร

ทั้ งหมดได้ นอกจากน้ีสารสกัดหยาบพรอพอลิสไทย

จากรังผึ้ งท่ีได้มีส่วนประกอบท่ีสําคัญหลายประการ 

ดงันั้น จึงไม่สามารถบ่งช้ีไดว้่าเป็นผลของสารชนิดใด

ในสารสกัดพรอพอลิสท่ีมีผลต่อความเป็นพิษและ

กระตุน้การเพ่ิมจาํนวนเซลล์เน้ือเยื่อในของฟัน รวมถึง

คุณสมบัติของพรอพอลิสยงัข้ึนอยู่กับแหล่งท่ีมาและ

ฤดูกาลอีกดว้ย 
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