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บัทคัดย่อ

 ง�นวิจัย์นี�มีวัตถุประสงค์์เพ่่ี่อศ่ึกษ�คว�มเป็นพิี่ษของนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�วและตะไคร้ท่ีผ่สมในนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ 

ต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์ช่องป�กชนิดเซลล์สร้�งเส้นใย์เหง่อกจ�กมนุษย์์ ศ่ึกษ�ในห้องปฏิิบัติก�ร โดย์เลี�ย์งเซลล์สร้�งเส้นใย์เหง่อกจ�กมนุษย์์ในจ�น

เพี่�ะเลี�ย์งชนิด 96 หลุม หลุมละ 2.5 x104 เซลล์ ในอ�ห�รเลี�ย์งเซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็มไม่มีสี ท่ีมีซีรัมจ�กลูกวัวในครรภ์คว�มเข้มข้นร้อย์ละ 

10 และย์�ปฏิิชีวนะ แบ่งนำ��ย์�บ้วนป�กเป็น 5 กลุ่มทดลอง ได้แก่ กลุ่มทดลองท่ี 1 นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ีมีเฉีพี่�ะส่วนผ่สม

พ่ี่�นฐ�น กลุ่มทดลองท่ี 2 นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml กลุ่มทดลองท่ี 3 นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�ก

แอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�ว 8 µl/ml กลุ่มทดลองท่ี 4 นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 

4 µl/ml และเสม็ดข�ว 8 µl/ml และกลุ่มทดลองท่ี 5 นำ��ย์�บ้วนป�กคลอร์เฮ็กซิดีนคว�มเข้มข้น ร้อย์ละ 0.12 นำ�นำ��ย์�บ้วนป�กทั�ง 5 กลุ่ม

ทดลองเจ่อจ�งคว�มเข้มข้นลงครั�งละสองเท่�ใส่ลงในจ�นเพี่�ะเลี�ย์ง กำ�หนดกลุ่มควบคุมบวก ค่อ หลุมท่ีใส่นำ��ย์�บ้วนป�กคลอร์เฮ็กซิดีนคว�ม

เข้มข้นร้อย์ละ 0.12 กลุ่มควบคุมลบ ค่อ หลุมท่ีใส่เฉีพี่�ะอ�ห�รเลี�ย์งเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มไม่มีสี นำ�จ�นเพี่�ะเลี�ย์งไปบ่มในตู้เพี่�ะเลี�ย์งเน่�อเย์่่อท่ี

อุณ์หภูมิ 37 องศึ�เซลเซีย์ส ก๊�ซค�ร์บอนไดออกไซด์ร้อย์ละ 5 คว�มช่�นสัมพัี่ทธ์ิร้อย์ละ 100 เป็นเวล� 24 ช่ัวโมง จ�กนั�นทดสอบคว�มเป็น

พิี่ษต่อเซลล์ด้วย์วิธีิเอ็มทีทีและวิธีิแอลดีเอช วัดค่�ก�รดูดกล่นแสงด้วย์เคร่่องอ่�นคว�มย์�วคล่่นและคำ�นวณ์ค่�คว�มมีชีวิตของเซลล์ เปรีย์บเทีย์บ

ระดับคว�มเข้มข้นท่ีไม่มีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ของนำ��ย์�บ้วนป�กทั�ง 5 กลุ่มทดลอง โดย์ใช้สถิติก�รวิเคร�ะห์คว�มแปรปรวนท�งเดีย์วต�มด้วย์

ก�รเปรีย์บเทีย์บพี่หุคูณ์ (multiple comparison) ท่ีระดับคว�มเช่่อม่ันร้อย์ละ 95 ผ่ลก�รศ่ึกษ�เม่่อทดสอบคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ด้วย์วิธีิเอ็ม

ทีที พี่บว่� คว�มเข้มข้นม�กท่ีสุดท่ีไม่มีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ของทั�ง 5 กลุ่มทดลองอยู่์ท่ีระดับคว�มเข้มข้น 1:8, 1:16, 1:32, 1:32 และ 1:128 

ต�มลำ�ดับ และแตกต่�งอย่์�งมีนัย์สำ�คัญท�งสถิติ (p<0.05) ส่วนก�รทดสอบด้วย์วิธีิแอลดีเอช พี่บว่� คว�มเข้มข้นม�กท่ีสุดท่ีไม่มีคว�มเป็น

พิี่ษต่อเซลล์อยู่์ท่ีระดับคว�มเข้มข้น 1:8, 1:16, 1:32, 1:32 และ 1:256 ต�มลำ�ดับ และแตกต่�งอย่์�งมีนัย์สำ�คัญท�งสถิติ (p<0.05) สรุปได้ว่� 

นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ีมีเฉีพี่�ะส่วนผ่สมพ่ี่�นฐ�นมีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์เหง่อกจ�กมนุษย์์น้อย์ท่ีสุด นำ��ย์�บ้วนป�ก

ปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml มีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์น้อย์กว่�นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มัน

หอมระเหย์เสม็ดข�ว 8 µl/ml นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ีผ่สมนำ��มันหอมระเหย์ทั�งสองชนิดมีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์เท่�กับนำ��ย์�

บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอลท์ี่ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�วเพี่ีย์งอย์่�งเดีย์ว และนำ��ย์�บ้วนป�กคลอร์เฮ็กซดิีนคว�มเข้มข้นร้อย์ละ 

0.12 มีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ม�กท่ีสุด

คำาสำาคัญ: คว�มเป็นพิี่ษ, เซลล์สร้�งเส้นใย์ช่องป�ก, ตะไคร้, นำ��มันหอมระเหย์, นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์, เสม็ดข�ว
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Abstract

บัทนำา

 The aim of this study was to determine the cytotoxicity of Melaleuca cajuputi Powell and Cymbopogon 

citratus essential oil formulated in alcohol-free mouthwash on oral fibroblast cell; human gingival fibroblast cell. In 

vitro study, human gingival fibroblast cells were plated in 96-well plates with 2.5 x104 cell/well and cultured in DMEM

(no phenol red) containing 10% FBS and antibiotics. Mouthwashes were divided into 5 groups; alcohol-free mouthwash 

with basic ingredients, alcohol-free mouthwash with essential oil from Cymbopogon citratus 4 µl/ml, alcohol-free mouthwash  

with essential oil from Melaleuca cajuputi Powell 8 µl/ml, alcohol-free mouthwash supplemented with 4 µl/ml 

Cymbopogon citratus and 8 µl/ml Melaleuca cajuputi Powell mix essential oils and 0.12% chlorhexidine mouthwash. 

The concentration of all groups was prepared by two-folds dilution in 96-well plate; the positive control cultured in 

0.12% chlorhexidine mouthwash and the negative control cultured in DMEM (no phenol red). Plates were incubated 

for 24 hours in incubator at 37 °C, 5% CO
2
, 100% humidity and determined the cytotoxicity by MTT assay and LDH 

assay. Cell viability was measured by optical density and ELISA Reader machine was use to read the result. One-way 

ANOVA analysis follow by multiple comparison at 95 % confidence of interval to compare non-cytotoxic concentration 

of 5 groups. MTT assay showed that the maximum non-cytotoxic concentration of 5 groups was at 1:8, 1:16, 1:32, 1:32

and 1:128, respectively and statistically significant differences (p<0.05). LDH assay showed the maximum non-cytotoxic 

concentration was at 1:8, 1:16, 1:32, 1:32 and 1:256, respectively and statistically significant differences (p<0.05). In 

conclusion, the alcohol-free mouthwash with basic ingredients was least cytotoxicity to human gingival fibroblast cell. 

The alcohol-free mouthwash supplemented with 4 µl/ml Cymbopogon citratus was less cytotoxicity than alcohol-free 

mouthwash with essential oil from Melaleuca cajuputi Powell 8 µl/ml. The alcohol-free mouthwash supplemented 

with both mix essential oils and alcohol-free mouthwash with essential oil from Melaleuca cajuputi Powell was 

non-cytotoxicity at the same concentration. 0.12% chlorhexidine mouthwash was the most cytotoxicity. 

Keywords: Cytotoxicity, Oral fibroblast cell, Cymbopogon citratus, Essential oil, Alcohol-free mouthwash, Melaleuca

      cajuputi Powell
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 ผ่ลิตภัณ์ฑ์นำ��ย์�บ้วนป�กนิย์มใช้กันอย่์�งแพี่ร่หล�ย์และ

มีหล�กหล�ย์ชนิด American Dental Association (ADA)1 แบ่ง

ประเภทของนำ��ย์�บ้วนป�กเป็น 2 ประเภท ค่อ นำ��ย์�บ้วนป�กชนิดท่ัวไป 

(cosmetic mouthwash) เป็นนำ��ย์�บ้วนป�กท่ีไม่ส�ม�รถกำ�จัด 

เช่�อแบคทีเรีย์ในช่องป�ก ใช้เพ่่ี่อควบคุมกล่ินป�กช่ัวคร�วหร่อใช้ใน

ระย์ะเวล�สั�น ๆ  เท่�นั�น และนำ��ย์�บ้วนป�กท่ีใช้รักษ�โรคในช่องป�ก 

(therapeutic mouthwash) เป็นนำ��ย์�บ้วนป�กท่ีมีส�รออกฤทธ์ิิ 

(active ingredients) ควบคุมและลดคร�บจุลินทรีย์์ ลดก�รเกิด
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เหง่อกอักเสบ กล่ินป�กและฟัุ้นผุ่ สรรพี่คุณ์และประสิทธิิภ�พี่ของ

นำ��ย์�บ้วนป�กแตกต่�งกันข่�นอยู่์กับชนิดและส่วนประกอบในผ่ลิตภัณ์ฑ์ 

ถ่งแม้ผ่ลข้�งเคีย์งจ�กก�รใช้นำ��ย์�บ้วนป�กพี่บได้น้อย์ม�ก แต่พี่บว่�

มีร�ย์ง�นก�รเกิดอ�ก�รแพ้ี่จ�กส่วนผ่สมบ�งชนิดในนำ��ย์�บ้วนป�กได้2  

ผ่ลิตภัณ์ฑ์นำ��ย์�บ้วนป�กท่ีนำ�ม�ใช้จ่งต้องคำ�น่งถ่งคว�มปลอดภัย์ 

และคว�มเข้�กันได้กับเน่�อเย่่์อในร่�งก�ย์ (biocompatibility) ต้อง 

ได้รับก�รประเมินคว�มปลอดภัย์ของผ่ลิตภัณ์ฑ์ต�มม�ตรฐ�น 

ผ่ลิตภัณ์ฑ์ท่ีกำ�หนด ก�รทดสอบคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ในห้องปฏิิบัติก�ร

(cytotoxicity in vitro) จ่งเป็นวิธีิหน่่งท่ีใช้ทดสอบคว�มเข้�กันได้

ท�งชีวภ�พี่ (biological evaluation)3 และเป็นเคร่่องบ่งชี�ในก�ร

ประเมินคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ของผ่ลิตภัณ์ฑ์ เน่่องจ�กเป็นวิธีิก�ร

ทดสอบท่ีทำ�ได้ง่�ย์ รวดเร็ว และมีประสิทธิิภ�พี่4    

 ในช่องป�กพ่ี่�นผิ่วบริเวณ์ตัวฟัุ้นไม่ใช่เพีี่ย์งส่วนเดีย์วท่ีเกิด

ก�รสร้�งคร�บจุลินทรีย์์ แต่บริเวณ์เน่�อเย่่์อช่องป�ก และลิ�นก็เป็น 

แหล่งในก�รกักเก็บแบคทีเรีย์และเกิดก�รสร้�งคร�บจุลินทรีย์์ได้เช่น

เดีย์วกัน ดังนั�นก�รใช้นำ��ย์�บ้วนป�กเป็นประจำ�จ่งช่วย์เสริมก�รทำ� 

คว�มสะอ�ดนอกเหน่อจ�กก�รแปรงฟัุ้น ลดเช่�อแบคทีเรีย์และคร�บ

จุลินทรีย์์ในช่องป�กได้5,6 นำ��ย์�บ้วนป�กท่ีนิย์มใช้ในท�งทันตกรรม 

ได้แก่ นำ��ย์�บ้วนป�กท่ีมีส่วนผ่สมของคลอร์เฮ็กซิดีน (chlorhexidine) 

เน่่องจ�กมีฤทธิิ์ในก�รฆ่่�เช่�อแบคทีเรีย์ ลดก�รเกิดเหง่อกอักเสบ 

ลดคร�บจุลินทรีย์์6 และมีฤทธ์ิิในก�รต้�นร�แคนดิด�อัลบิแคนส์ (C. 

albicans)7 แต่เน่่องจ�กมีรสช�ติท่ีไม่ดี ใช้เป็นระย์ะเวล�น�นทำ�ให้

ก�รรับรสเปล่ีย์นแปลง และเกิดก�รติดสีนำ��ต�ล (brown staining) 

ท่ีตัวฟัุ้น เน่�อเย่่์อช่องป�ก และลิ�น6,7 มีร�ย์ง�นก�รศ่ึกษ�พี่บว่� นำ��ย์�

บ้วนป�กท่ีมีส่วนผ่สมของคลอร์เฮ็กซิดีนมีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์สร้�ง

เส้นใย์เหง่อกจ�กมนุษย์์และเซลล์เน่�อเย่่์อบุผิ่ว (epithelial cell) ข่�น

อยู่์กับคว�มเข้มข้นท่ีนำ�ม�ใช้2,8 จ�กผ่ลข้�งเคีย์งท่ีไม่พ่ี่งประสงค์ต่�ง ๆ  

เหล่�นี� ทำ�ให้มีก�รนำ�สมุนไพี่รม�ใช้ในก�รรักษ�และป�องกันโรคท่ี

เกิดในช่องป�กม�กข่�น โดย์นำ�สรรพี่คุณ์ในก�รเป็นย์�รักษ�โรคม� 

ใช้ประโย์ชน์เพ่่ี่อเพ่ิี่มประสิทธิิภ�พี่ในก�รรักษ� ใช้เป็นส่วนผ่สมใน 

ผ่ลิตภัณ์ฑ์ดูแลสุขภ�พี่ช่องป�กทั�งในรูปแบบของย์�สีฟัุ้นหร่อนำ��ย์� 

บ้วนป�ก มีก�รนำ�สมุนไพี่รผ่สมในนำ��ย์�บ้วนป�กในรูปแบบของนำ��มัน

หอมระเหย์ (essential oil) ซ่่งเป็นส�รออกฤทธ์ิิในนำ��ย์�บ้วนป�ก 

มีก�รศ่ึกษ�พี่บว่� นำ��ย์�บ้วนป�กท่ีมีส่วนผ่สมของนำ��มันหอมระเหย์

มีฤทธ์ิิในก�รต้�นเช่�อแบคทีเรีย์ ลดก�รเกิดเหง่อกอักเสบ ลดก�รเกิด

คร�บจุลินทรีย์์ และช่วย์ให้ลมห�ย์ใจสะอ�ด (fresh breath)6 รวม

ถ่งนำ��มันหอมระเหย์จ�กเสม็ดข�วและตะไคร้ เสม็ดข�วเป็นพ่ี่ชท่ีพี่บ

ได้ในพ่ี่�นท่ีดินเค็มแถวช�ย์ฝั�งทะเล ในประเทศึไทย์พี่บต้นเสม็ดข�วได้

ม�กท�งภ�คตะวันตกเฉีีย์งใต้ ภ�คตะวันออก และภ�คใต้ นำ��มันหอม

ระเหย์เสม็ดข�วมีฤทธ์ิิในก�รต้�นเช่�อจุลชีพี่ได้หล�ย์ชนิด9,10 รวมทั�ง

มีฤทธ์ิิต้�นร�แคนดิด�อัลบิแคนส์11 ตะไคร้เป็นพ่ี่ชท่ีพี่บได้ท่ัวไปใน

ประเทศึไทย์12 นำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้มีฤทธ์ิิในก�รต้�นร�แคนดิด�

อัลบิแคนส์13,14 ลดก�รเกิดคร�บจุลินทรีย์์15 มีฤทธ์ิิต้�นเช่�อจุลชีพี่

สร้�งแผ่่นชีวภ�พี่ (biofilm) ท่ีสัมพัี่นธ์ิกับก�รเกิดฟัุ้นผุ่16 และช่วย์ลด

กล่ินป�กได้17  มีก�รศ่ึกษ�อิทธิิพี่ลของนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�ว

และตะไคร้ท่ีผ่สมในตำ�รับนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์เพ่่ี่อ

ต้�นร�แคนดิด�อัลบิแคนส์ ด้วย์วิธีิ disc diffusion และ broth 

microdilution พี่บว่� ตำ�รับนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์

ส่วนผ่สมจ�กนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�วคว�มเข้มข้น 8 µl/ml และ

ตะไคร้คว�มเข้มข้น 4 µl/ml มีฤทธ์ิิยั์บยั์�งก�รเจริญเติบโตของร�แคน

ดิด�อัลบิแคนส์ได้อย่์�งมีนัย์สำ�คัญท�งสถิติ18 ซ่่งส�ม�รถนำ�ไปพัี่ฒน�

เป็นตำ�รับนำ��ย์�บ้วนป�กในอน�คต ทั�งนี� ยั์งไม่พี่บร�ย์ง�นก�รศ่ึกษ�

คว�มเป็นพิี่ษของนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�วและตะไคร้ท่ีผ่สมในนำ��ย์�

บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ต่อเซลล์ในช่องป�ก ดังนั�น ในก�รศ่ึกษ�

วิจัย์นี�จ่งมีวัตถุประสงค์เพ่่ี่อศ่ึกษ�คว�มเป็นพิี่ษของนำ��มันหอมระเหย์

เสม็ดข�วและตะไคร้ท่ีผ่สมในนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์

ต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์ช่องป�ก

การเตร่ยมเซลล์เพาะเล้่ยง 

 เซลล์สร้�งเส้นใย์ช่องป�กท่ีใช้ในก�รศ่ึกษ�เป็นเซลล์สร้�งเส้นใย์ 

เหง่อกจ�กมนุษย์์ มีหลักเกณ์ฑ์ก�รคัดเข้� ค่อ อ�ส�สมัครท่ีม�รับก�รรักษ� ณ์ 

คณ์ะทันตแพี่ทย์ศึ�สตร์ มห�วิทย์�ลัย์เชีย์งใหม่ จำ�นวน 3 คน อ�ยุ์

ระหว่�ง 18-25 ปี ถอนฟัุ้นด้วย์เหตุผ่ลท�งทันตกรรมจัดฟัุ้นหร่อต�ม

คำ�แนะนำ�ของทันตแพี่ทย์์ ฟัุ้นแท้ซ่ีท่ีจะถอนเป็นฟัุ้นกร�มซ่ีท่ีส�ม 

ในข�กรรไกรบนหร่อข�กรรไกรล่�ง มีสภ�พี่สมบูรณ์์ ไม่มีโรคฟัุ้นผุ่ 

ไม่มีโรคของเน่�อเย่่์อในฟัุ้น และไม่มีก�รอักเสบของอวัย์วะปริทันต์ ได้

เซ็นใบยิ์นย์อมให้เก็บชิ�นเน่�อเย่่์อเหง่อก โดย์โครงก�รนี�ผ่่�นก�รรับรอง

จ�กคณ์ะกรรมก�รพิี่ทักษ์สิทธ์ิิสวัสดิภ�พี่และป�องกันภยั์นตร�ย์ของ

ผู้่ถูกวิจัย์ คณ์ะทันตแพี่ทย์ศึ�สตร์ มห�วิทย์�ลัย์เชีย์งใหม่ (เอกส�รเลขท่ี 

64/2562) และผ่่�นก�รรับรองด้�นคว�มปลอดภัย์ท�งชีวภ�พี่จ�ก 

คณ์ะกรรมก�รคว�มปลอดภัย์ท�งชีวภ�พี่ระดับส่วนง�นชุดที่ 5 

มห�วิทย์�ลัย์เชีย์งใหม่ (Approval No. CMUIBC A-0563003) 

หลักเกณ์ฑ์ก�รคัดออก ค่อ อ�ส�สมัครท่ีมีโรคท�งระบบ รับประท�น

ย์�รักษ�โรคใด ๆ  เป็นประจำ� ฟัุ้นซ่ีท่ีถอนเกิดคว�มซับซ้อนข่�นระหว่�ง

ก�รถอนฟัุ้นจนทำ�ให้ไม่ส�ม�รถเก็บตัวอย่์�งชิ�นเน่�อเย์่่อเหง่อกได้

 นำ�ฟัุ้นตัวอย่์�งม�ล้�งด้วย์ส�รละล�ย์พีี่บีเอส (phosphate 

buffer saline; PBS) ตัดชิ�นเน่�อเย่่์อเหง่อกท่ีติดม�กับฟัุ้นท่ีถูกถอน

ให้มีขน�ดประม�ณ์ 1x1x1 มิลลิเมตร นำ�ไปว�งในจ�นเพี่�ะเลี�ย์ง เติม 

อ�ห�รเลี�ย์งเซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็ม (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium; DMEM) ท่ีมีซีรัมจ�กลูกวัวในครรภ์คว�มเข้มข้นร้อย์ละ

10 (fetal bovine serum ; FBS) และย์�ปฏิิชีวนะเพี่นนิซิลินจีโซเดีย์ม  

วิัสดุอุปีกรณี์และวิิธ่การ
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(Penicillin G sodium) 10,000 หน่วย์ต่อมิลลิลิตร สเตรปโตมัย์ซิน 

ซัลเฟุ้ต (Streptomycin sulfate) 100,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

แอมโฟุ้เทอริซินบี (Amphotericin B) 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

และแอลกลูต�มีน (L-glutamine) คว�มเข้มข้นร้อย์ละ 1 บ่มในตู้เพี่�ะ 

เลี�ย์งเน่�อเย่่์อท่ีอุณ์หภูมิ 37 องศึ�เซลเซีย์ส ก๊�ซค�ร์บอนไดออกไซด์ 

ร้อย์ละ 5 และคว�มช่�นสัมพัี่ทธ์ิร้อย์ละ 100 เปล่ีย์นอ�ห�รเลี�ย์งเซลล์ 

ทุก ๆ  2 วัน จนเซลล์เคล่่อนออกจ�กชิ�นเน่�อเย่่์อเหง่อกและเจริญเต็ม 

จ�นเพี่�ะเลี�ย์ง จ�กนั�นถ่�ย์เซลล์ลงจ�นเพี่�ะเลี�ย์งอันใหม่และเร่ิม

นับเซลล์เป็นรุ่นท่ี 1 ก�รศ่ึกษ�นี�จะใช้เซลล์รุ่นท่ี 3 ถ่ง 519  

การเตร่ยมนำ้ามันหอมระเหย 

 นำ�ใบเสม็ดข�วและตะไคร้สด 5 กิโลกรัม ม�บดผ่สมกับนำ��สะอ�ด  

สกัดด้วย์วิธีิก�รกล่ันด้วย์นำ��ในเคร่่องกล่ันนำ��มันหอมระเหย์ขน�ด 5 ลิตร 

จะได้นำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�วมีลักษณ์ะเขีย์วใส และนำ��มันหอม

ระเหย์ตะไคร้มีลักษณ์ะใส เก็บนำ��มันหอมระเหย์ท่ีได้ในภ�ชนะปิด

สนิทท่บแสงในตู้เย์็น20

การเตร่ยมนำ้ายาบ้ัวินปีาก

 เตรีย์มส่วนผ่สมพี่่�นฐ�นของนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�ก 

แอลกอฮอล์ ประกอบด้วย์ โพี่รไพี่ลีนไกลคอล (propylene glycol) 

คว�มเข้มข้นร้อย์ละ 12 โดย์ปริม�ตร ส�รละล�ย์ซอร์บิทอลร้อย์ละ 70 

(70% sorbitol solution) คว�มเข้มข้นร้อย์ละ 5 โดย์ปริม�ตร 

เมนทอล (menthol) คว�มเข้มข้นร้อย์ละ 0.4 โดย์นำ��หนัก (0.4 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) โซเดีย์มเบนโซเอต (sodium benzoate) 

คว�มเข้มข้นร้อย์ละ 1 โดย์นำ��หนัก (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

และนำ��กล่ัน21

 แบ่งกลุ่มทดลองออกเป็น 5 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มทดลองท่ี 1 

ค่อ นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ีมีเฉีพี่�ะส่วนผ่สมพ่ี่�นฐ�น 

กลุ่มทดลองท่ี 2 ค่อ นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มัน

หอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml กลุ่มทดลองท่ี 3 ค่อ นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�ก

แอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�ว 8 µl/ml กลุ่มทดลองท่ี 

4 ค่อ นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์ 

เสม็ดข�ว 8 µl/ml และตะไคร้ 4 µl/ml18 และกลุ่มทดลองท่ี 5 ค่อ 

นำ��ย์�บ้วนป�กคลอร์เฮ็กซิดีนคว�มเข้มข้นร้อย์ละ 0.12 ชนิดไม่มีสี 

โดย์เจ่อจ�งคว�มเข้มข้นลงครั�งละสองเท่� ตั�งแต่คว�มเข้มข้น 1:2 

ถ่ง 1:512 ในหลอดเอพี่เพ็ี่นดอร์ฟุ้ (eppendorf) ท่ีมีอ�ห�รเลี�ย์ง

เซลล์ดีเอ็มอีเอ็มไม่มีสี

การทดสอบัควิามเป็ีนพิษต่อเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกจากมนุษย์

ด้วิยวิิธ่เอ็มท่ท่

 นำ�เซลล์ท่ีเตรีย์มไว้ถ่�ย์ลงในจ�นเพี่�ะเลี�ย์งชนิด 96 หลุม 

ท่ีมีอ�ห�รเลี�ย์งเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มไม่มีสี หลุมละ 200 ไมโครลิตร และ

มีเซลล์จำ�นวน 2.5 x104 เซลล์/หลุม บ่มในตู้เพี่�ะเลี�ย์งเน่�อเย่่์อท่ีอุณ์หภูมิ  

37 องศึ�เซลเซีย์ส และก๊�ซค�ร์บอนไดออกไซด์ร้อย์ละ 5 เป็นเวล� 

24 ช่ัวโมง จ�กนั�นนำ�จ�นเพี่�ะเลี�ย์งออกม�ดูดอ�ห�รเลี�ย์งเซลล์เก่�ทิ�ง

และเติมนำ��ย์�บ้วนป�กทั�ง 5 กลุ่มทดลอง ใส่จ�นเพี่�ะเลี�ย์งหลุมละ 

200 ไมโครลิตร กำ�หนดกลุ่มควบคุมลบ ค่อ หลุมท่ีใส่เฉีพี่�ะอ�ห�ร

เลี�ย์งเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มไม่มีสี กลุ่มควบคุมบวก ค่อ หลุมท่ีใส่นำ��ย์�บ้วนป�ก

คลอร์เฮ็กซิดีนคว�มเข้มข้นร้อย์ละ 0.12 ชนิดไม่มีสี เตรีย์มอีกหลุม

ใส่อ�ห�รเลี�ย์งเซลล์ดีเอ็มอีเอ็มไม่มีสี 200 ไมโครลิตร และเติมส�ร

ละล�ย์ไทรทันเอ็กซ์-100 คว�มเข้มข้นร้อย์ละ 1 (1% Triton X-100) 

เพ่่ี่อใช้สำ�หรับก�รทดสอบคว�มเป็นพิี่ษด้วย์วิธีิแอลดีเอชในขั�นตอน

ต่อไป นำ�จ�นเพี่�ะเลี�ย์งไปบ่มในตู้เพี่�ะเลี�ย์งเน่�อเย่่์อท่ีอุณ์หภูมิ 37 

องศึ�เซลเซีย์ส เป็นเวล� 24 ช่ัวโมง เม่่อครบกำ�หนดนำ�จ�นเพี่�ะเลี�ย์ง

ปั�นเหว่ีย์งท่ี 250 g เป็นเวล� 10 น�ที ดูดอ�ห�รเลี�ย์งเซลล์เก่�ใส่

จ�นเพี่�ะเลี�ย์งใหม่ หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพ่่ี่อนำ�ไปทดสอบคว�ม

เป็นพี่ิษด้วย์วิธิีแอลดีเอช ส่วนเซลล์ก้นหลุมในจ�นเพี่�ะเลี�ย์งเดิม 

นำ�ไปทดสอบคว�มเป็นพิี่ษด้วย์วิธีิเอ็มทีที โดย์เติมอ�ห�รเลี�ย์งเซลล์ดี 

เอ็มอีเอ็มไม่มีสีหลุมละ 150 ไมโครลิตร และเติมส�รละล�ย์เอ็มทีที  

(3 (4,5 dimethylthiazol-2-yl) 2,5 diphenyltetrazolium bromide ) 

หลุมละ 50 ไมโครลิตร ท่ีได้จ�กก�รเตรีย์มเตรีย์มส�รละล�ย์เอ็มทีที

คว�มเข้มข้น 5 mg/ml ในส�รละล�ย์พีี่บีเอส และกรองด้วย์ตัวกรอง

ปร�ศึจ�กเช่�อ 0.22 µm นำ�จ�นเพี่�ะเลี�ย์งบ่มในตู้เพี่�ะเลี�ย์งเน่�อเย่่์อ

ท่ีอุณ์หภูมิ 37 องศึ�เซลเซีย์ส เป็นเวล� 3 ช่ัวโมง เม่่อครบกำ�หนดนำ�จ�น

เพี่�ะเลี�ย์งออกม�ดูดอ�ห�รเลี�ย์งเซลล์เก่� และส�รละล�ย์เอ็มทีทีทิ�ง 

เติมส�รละล�ย์ดีเอ็มเอสโอ (Dimethylsulphoxide; DMSO) และ

เอท�นอล (ethanol) ในอัตร�ส่วน 1:1 หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

เก็บในท่ีม่ดเป็นเวล� 15 น�ที วัดค่�ก�รดูดกล่นแสงด้วย์เคร่่องอ่�น

คว�มย์�วคล่่น (microplate reader TECAN Sunrise™, Switzerland )

ท่ีคว�มย์�วคล่่น 540 น�โนเมตร ทำ�ก�รทดลองซำ�� 3 ครั�ง นำ�ค่�ก�รดูดกล่น 

แสงท่ีได้ม�คำ�นวณ์ร้อย์ละคว�มมีชีวิตของเซลล์ (% Cell viability) 

การทดสอบัควิามเป็ีนพิษต่อเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกจากมนุษย์

ด้วิยวิิธ่แอลด่เอช 

 ก�รศ่ึกษ�นี�ใช้ชุดทดสอบคว�มเป็นพิี่ษ LDH-Cytotoxicity 

Assay Kit (KA0785-Abnova) ประกอบด้วย์ส�รคะตะลิสต์ (catalyst) 

และส�รละล�ย์สีย้์อม (dye solution) โดย์ผ่สมส�รคะตะลิสต์และนำ��กล่ัน 

1 มิลลิลิตร เขย่์�ให้เข้�กันเป็นเวล� 10 น�ที ส่วนส�รละล�ย์สีย้์อมนำ�

ม�ละล�ย์ท่ีอุณ์หภูมิห้อง จ�กนั�นเตรีย์มผ่สมส�รละล�ย์รีแอคช่ัน 

มิกซ์เจอร์ (reaction mixture) สำ�หรับทดสอบคว�มเป็นพิี่ษให้มี

ปริม�ณ์เพีี่ย์งพี่อสำ�หรับจ�นเพี่�ะเลี�ย์งชนิด 96 หลุม โดย์ผ่สมระหว่�ง

ส�รละล�ย์คะตะลิสต์ 250 ไมโครลิตร และส�รละล�ย์สีย้์อม 11.25 

มิลลิลิตร เขย์่�ให้เข้�กัน22

 นำ�จ�นเพี่�ะเลี�ย์งท่ีมีอ�ห�รเลี�ย์งเซลล์เก่�หลุมละ 100 ไมโครลิตร  

เติมส�รละล�ย์รีแอคช่ันมิกซ์เจอร์หลุมละ 100 ไมโครลิตร กำ�หนดกลุ่ม 

low sample และ low control ค่อ หลุมท่ีมีเฉีพี่�ะอ�ห�รเลี�ย์งเซลล์
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ดีเอ็มอีเอ็มไม่มีสี กลุ่ม high sample ค่อ หลุมท่ีใส่ส�รละล�ย์ไทรทัน

เอ็กซ์-100 คว�มเข้มข้นร้อย์ละ 1 และกลุ่มทดสอบ ค่อ นำ��ย์�บ้วนป�ก

ทั�ง 5 กลุ่มทดลอง นำ�จ�นเพี่�ะเลี�ย์งเก็บในท่ีไม่มีแสง ท่ีอุณ์หภูมิห้อง 

เป็นเวล� 30 น�ที วัดค่�ก�รดูดกล่นแสงด้วย์เคร่่องอ่�นคว�มย์�วคล่่น

ท่ีคว�มย์�วคล่่น 492 น�โนเมตร ทำ�ก�รทดลองซำ�� 3 ครั�ง นำ�ค่�ก�รดูด

กล่นแสงท่ีได้ม�คำ�นวณ์ร้อย์ละคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ (% Cytotoxicity)  

จ�กนั�นนำ�ม�ห�ค่�ร้อย์ละคว�มมีชีวิตของเซลล์

การวิิเคราะห์ทางสถิติ

 ก�รศ่ึกษ�นี�ทำ�ก�รวิเคร�ะห์ท�งสถิติด้วย์โปรแกรมเอพีี่

เอสเอส สำ�หรับวินโดว์รุ่น 17.0 (SPSS for Windows, Version 17.0.,

Chicago, SPSS Inc.) นำ�ค่�ร้อย์ละคว�มมีชีวิตของเซลล์ม�ทดสอบ

ก�รกระจ�ย์ตัวของข้อมูลโดย์ใช้ Shapiro-WilK Test นำ�ข้อมูลม�

วิเคร�ะห์คว�มแปรปรวนด้วย์ก�รทดสอบท�งสถิติแบบ One way 

ANOVA แย์กคว�มแตกต่�งระหว่�งกลุ่มโดย์ใช้ก�รทดสอบท�งสถิติ

แบบ Turkey multiple comparison ท่ีระดับคว�มเช่่อม่ันร้อย์ละ 

95 กำ�หนดระดับนัย์สำ�คัญ 0.05 กำ�หนดค่�ร้อย์ละคว�มมีชีวิตของ

เซลล์ม�กกว่�ร้อย์ละ 70 แสดงถ่งไม่มีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์23  

ผลการทดสอบัควิามเป็ีนพิษต่อเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกจากมนุษย์

ด้วิยวิิธ่เอ็มท่ท่

 ผ่ลก�รทดสอบคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์เหง่อก 

จ�กมนุษย์์ด้วย์วิธีิเอ็มทีทีของนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ี

มีเฉีพี่�ะส่วนผ่สมพ่ี่�นฐ�น นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สม

นำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์

ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�ว 8 µl/ml นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�ก

แอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml และเสม็ดข�ว 8 µl/ml  

และนำ��ย์�บ้วนป�กคลอร์เฮ็กซิดีนคว�มเข้มข้นร้อย์ละ 0.12 พี่บว่� 

ระดับคว�มเข้มข้นม�กท่ีสุดท่ีไม่มีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์อยู่์ท่ีระดับ 

คว�มเข้มข้น 1:8, 1:16, 1:32, 1:32 และ 1:128 ต�มลำ�ดับ แสดงในรูป

ค่�เฉีล่ีย์ร้อย์ละคว�มมีชีวิตของเซลล์ ± ส่วนเบ่ีย์งเบนม�ตรฐ�น ได้แก่ 

97.46 ± 2.22, 88.06 ± 4.74, 75.80 ± 0.72, 85.63 ± 0.89 

และ 93.10 ± 2.85 ต�มลำ�ดับ และแตกต่�งอย์่�งมีนัย์สำ�คัญท�ง

สถิติ (p<0.05) (ต�ร�งท่ี 1 และรูปท่ี 1)

ผลการศึกษา

ตารางท่ี่� 1 ความูส่มูพ่ื้นธ์์ระหว่างค่าเฉลี�ยร้อยละความูมีูชีื่วิตข้องเซีลล์ ± ส่วนเบี�ยงเบนมูาตรฐาน และความูเข้้มูข้้นข้องนำ�ายาบ้วนปากจำากการทั่ดัสอบความูเป็นพิื้ษั

 ด้ัวยวิธี์เอ็มูทีั่ทีั่

Table 1 The relationship between mean ± standard deviations of percent of cell viability and concentration of mouthwash determined 

 by MTT cytotoxicity assay

Concentrations

Percent of cell viability (mean ± SD)

Alcohol-free mouthwash

0.12% 

chlorhexidineBasic ingredients

4 μl/ml 

Cymbopogon 

citratus essential oil

8 μl/ml

Melaleuca cajuputi

 Powell essential oil

4 μl/ml Cymbopogon 

citratus, 8 μl/ml 

Melaleuca cajuputi 

Powell mix essential oils

1:2 52.63 ± 1.73 e 24.82 ± 0.23 d 10.53 ± 0.48 a 18.29 ± 1.22 c 13.39 ± 1.10 b

1:4 63.71 ± 1.75 d 28.37 ± 0.19 c 15.55 ± 1.00 a 19.35 ± 0.70 b 18.67 ± 1.30 b

1:8 97.46 ± 2.22 c 47.38 ± 2.77 b 16.18 ± 0.58 a 20.18 ± 0.33 a 19.16 ± 1.48 a

1:16 98.90 ± 1.91 e 88.06 ± 4.74 d 34.22 ± 1.46 b 42.04 ± 1.80 c 24.02 ± 0.54 a

1:32 99.68 ± 0.56 d 98.39 ± 2.79 d 75.80 ± 0.72 b 85.63 ± 0.89 c 35.79 ± 0.59 a

1:64 99.36 ± 1.11 c 98.64 ± 2.36 c 80.76 ± 0.21 b 97.65 ± 2.04 c 53.53 ± 0.53 a

1:128 98.34 ± 2.42 c 99.77 ± 0.35 c 82.13 ± 1.51 a 99.03 ± 0.93 b 93.10 ± 2.85 c

1:256 99.58 ± 0.72 b 98.03 ± 1.71 b 89.89 ± 1.90 a 99.54 ± 0.41 b 98.41 ± 2.76 b

1:512 99.95 ± 0.08 a 99.45 ± 0.96 a 99.41 ± 1.02 a 99.85 ± 0.27 a 99.31 ± 1.20 a

Different small letters in row indicated statistically significant differences among groups (p < 0.05)
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รูปท่ี่� 1 ความูส่มูพ่ื้นธ์์ระหว่างค่าเฉลี�ยร้อยละความูมีูชีื่วิตข้องเซีลล์และความูเข้้มูข้้นข้องนำ�ายาบ้วนปากจำากการทั่ดัสอบความูเป็นพิื้ษัด้ัวยวิธี์เอ็มูทีั่ทีั่

Figure 1 The relationship between percent of cell viability and concentration of mouthwash determined by MTT cytotoxicity assay

ผลการทดสอบัควิามเป็ีนพิษต่อเซลล์สร้างเส้นใยเหงือกจากมนุษย์

ด้วิยวิิธ่แอลด่เอช

 ผ่ลก�รทดสอบคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์เหง่อกจ�ก 

มนุษย์์ด้วย์วิธีิแอลดีเอชของนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ีมี

เฉีพี่�ะส่วนผ่สมพ่ี่�นฐ�น นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สม

นำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์

ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�ว 8 µl/ml นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอล-

กอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml และเสม็ดข�ว 8 µl/ml  

และนำ��ย์�บ้วนป�กคลอร์เฮ็กซิดีนคว�มเข้มข้นร้อย์ละ 0.12 พี่บว่� 

ระดับคว�มเข้มข้นม�กท่ีสุดท่ีไม่มีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์อยู่์ท่ีระดับ 

คว�มเข้มข้น 1:8, 1:16, 1:32, 1:32 และ 1:256 ต�มลำ�ดับ แสดงใน

รูปค่�เฉีล่ีย์ร้อย์ละคว�มมีชีวิตของเซลล์ ± ส่วนเบ่ีย์งเบนม�ตรฐ�น 

ได้แก่ 72.41 ± 1.54, 82.76 ± 2.65, 73.43 ± 1.50, 71.35 ± 0.86 

และ 74.92 ± 1.59 ต�มลำ�ดับ และแตกต่�งอย่์�งมีนัย์สำ�คัญท�งสถิติ 

(p<0.05) (ต�ร�งท่ี 2 และรูปท่ี 2)

ตารางท่ี่� 2 ความูส่มูพ่ื้นธ์์ระหว่างค่าเฉลี�ยร้อยละความูมีูชีื่วิตข้องเซีลล์ ± ส่วนเบี�ยงเบนมูาตรฐาน และความูเข้้มูข้้นข้องนำ�ายาบ้วนปากจำากการทั่ดัสอบความูเป็น

 พิื้ษัด้ัวยวิธี์แอลดีัเอชื่

Table 2 The relationship between mean ± standard deviations of percent of cell viability and concentration of mouthwash determined 

 by LDH cytotoxicity assay

Concentrations

Percent of cell viability (mean ± SD)

Alcohol-free mouthwash

0.12% 

chlorhexidineBasic ingredients

4 μl/ml 

Cymbopogon 

citratus essential oil

8 μl/ml

Melaleuca cajuputi 

Powell essential oil

4 μl/ml Cymbopogon

 citratus, 8 μl/ml 

Melaleuca cajuputi 

Powell mix essential oils

1:2 25.49 ± 0.03 bc 33.41 ± 3.77 c 15.08 ± 2.58 a 22.64 ± 4.54 ab 20.98 ± 2.75 ab

1:4 48.18 ± 0.27 c 40.03 ± 4.26 c 18.64 ± 2.95 a 24.41 ± 4.19 ab 27.22 ± 1.93 b

1:8 72.41 ± 1.54 b 65.56 ± 5.59 b 25.19 ± 4.15 a 28.33 ± 5.38 a 31.23 ± 1.41 a

1:16 78.79 ± 1.52 b 82.76 ± 2.65 b 35.05 ± 2.54 a 33.04 ± 2.93 a 32.28 ± 1.97 a

1:32 81.32 ± 0.84 c 87.09 ± 2.02 d 73.43 ± 1.50 b 71.35 ± 0.86 b 34.54 ± 3.26 a
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ตารางท่ี่� 2 ความูส่มูพ่ื้นธ์์ระหว่างค่าเฉลี�ยร้อยละความูมีูชีื่วิตข้องเซีลล์ ± ส่วนเบี�ยงเบนมูาตรฐาน และความูเข้้มูข้้นข้องนำ�ายาบ้วนปากจำากการทั่ดัสอบความูเป็น

 พิื้ษัด้ัวยวิธี์แอลดีัเอชื่ (ต่อ)

Table 2 The relationship between mean ± standard deviations of percent of cell viability and concentration of mouthwash determined 

 by LDH cytotoxicity assay (cont.)

Concentrations

Percent of cell viability (mean ± SD)

Alcohol-free mouthwash

0.12% 

chlorhexidineBasic ingredients

4 μl/ml 

Cymbopogon 

citratus essential oil

8 μl/ml

Melaleuca cajuputi 

Powell essential oil

4 μl/ml Cymbopogon

 citratus, 8 μl/ml 

Melaleuca cajuputi 

Powell mix essential oils

1:64 82.32 ± 1.84 b 89.07 ± 2.13 c 82.50 ± 3.52 b 88.79 ± 1.03 c 39.48 ± 1.55 a

1:128 74.05 ± 4.72 a 91.56 ± 2.68 b 86.12 ± 2.12 b 90.25 ± 2.14 b 69.06 ± 1.19 a

1:256 91.77 ± 1.11 bc 93.52 ± 1.13 c 87.26 ± 0.60 b  91.11 ± 3.16 bc 74.92 ± 1.59 a

1:512 96.55 ± 1.88 b 96.43 ± 1.75 b 90.45 ± 1.70 (ab) 92.61 ± 3.31 b 85.95 ± 2.58 a

Different small letters in row indicated statistically significant differences among groups (p < 0.05)

รูปท่ี่� 2 ความูส่มูพ่ื้นธ์์ระหว่างค่าเฉลี�ยร้อยละความูมีูชีื่วิตข้องเซีลล์และความูเข้้มูข้้นข้องนำ�ายาบ้วนปากจำากการทั่ดัสอบความูเป็นพิื้ษัด้ัวยวิธี์แอลดีัเอชื่

Figure 2 The relationship between percent of cell viability and concentration of mouthwash determined by LDH cytotoxicity assay

บัทวิิจารณี์

 ก�รศ่ึกษ�คว�มเป็นพิี่ษของนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�ว

และตะไคร้ท่ีผ่สมในนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ต่อเซลล์

สร้�งเส้นใย์ช่องป�กด้วย์วิธีิเอ็มทีที เป็นก�รวัดคว�มมีชีวิตของเซลล์

จ�กก�รทำ�ง�นของไมโทคอนเดรีย์ (mitochondria) ในขณ์ะท่ีเซลล์

ยั์งไม่ถูกทำ�ล�ย์ด้วย์พิี่ษของส�รทดสอบ ส่วนก�รทดสอบคว�มเป็น

พิี่ษต่อเซลล์ด้วย์วิธีิแอลดีเอช เป็นก�รวัดเอนไซม์แลคเตทดีไฮโดร

จีเนส (lactate dehydrogenase) ที่ปล่อย์ออกม�จ�กเซลล์

ที่ถูกทำ�ล�ย์หร่อเซลล์ที่ต�ย์หลังจ�กได้รับพี่ิษของส�รทดสอบ 
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ก�รทดสอบคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ทั�ง 2 วิธีิ เป็นวิธีิท่ีมีคว�มแม่นย์ำ�

และใช้ระย์ะเวล�ทดสอบไม่น�น24,25 จ�กก�รศ่ึกษ�นี�พี่บว่� ก�รทดสอบ

คว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์เหง่อกจ�กมนุษย์์ของนำ��ย์�บ้วนป�ก

ทั�ง 5 กลุ่มทดลองจ�กทั�งสองวิธีิ มีผ่ลก�รทดสอบคว�มเป็นพิี่ษไปใน

ทิศึท�งเดีย์วกัน ค่อ นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ีมีเฉีพี่�ะ

ส่วนผ่สมพ่ี่�นฐ�นมีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์น้อย์ท่ีสุด นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�ก

แอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml มีคว�มเป็นพิี่ษต่อ

เซลล์น้อย์กว่�นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอม 

ระเหย์เสม็ดข�ว 8 µl/ml นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ีผ่สม

นำ��มันหอมระเหย์ทั�งสองชนิดมีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์เท่�กับนำ��ย์�

บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ีผ่สมนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�วเพีี่ย์ง

อย่์�งเดีย์ว และมีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์น้อย์กว่�นำ��ย์�บ้วนป�กคลอร์

เฮ็กซิดีนคว�มเข้มข้นร้อย์ละ 0.12 ซ่่งเป็นผ่ลิตภัณ์ฑ์นำ��ย์�บ้วนป�ก

ม�ตรฐ�นท่ีใช้ในท�งทันตกรรม มีร�ย์ง�นก�รศ่ึกษ�พี่บว่� นำ��ย์�บ้วนป�ก

ท่ีมีส่วนผ่สมของคลอร์เฮ็กซิดีนมีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์

เหง่อกจ�กมนุษย์์และเซลล์เน่�อเย่่์อบุผิ่ว2,8 อ�จก่อให้เกิดก�รระค�ย์เค่อง

ต่อเน่�อเย่่์อช่องป�ก เกิดอ�ก�รป�กแห้ง หร่อเกิดแผ่ลในช่องป�ก26 

กลไกคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ของคลอร์เฮ็กซิดีนจะทำ�ให้เซลล์เกิดก�ร

ร่ัวซ่มหร่อเกิดก�รตกตะกอนของส่วนประกอบภ�ย์ในเซลล์ คลอร์

เฮ็กซิดีนเข้�ทำ�ปฏิิกิริย์�ที่เย์่่อหุ้มเซลล์ ส่วนที่เป็นประจุบวกของ 

คลอร์เฮ็กซิดีนเข้�จับกับส่วนท่ีเป็นประจุลบของเย่่์อหุ้มเซลล์ ทำ�ให้

เย่่์อหุ้มเซลล์มีลักษณ์ะเปล่ีย์นแปลง เกิดก�รร่ัวซ่มของส�รท่ีมีนำ��หนัก

โมเลกุลตำ่� (low molecular-weight) ออกจ�กเซลล์ เม่่อสัมผั่ส

กับคลอร์เฮ็กซิดีนที่มีคว�มเข้มข้นตำ่� แต่ถ้�เซลล์สัมผ่ัสกับคลอร์ 

เฮ็กซิดีนท่ีมีคว�มเข้มข้นสูงจะทำ�ให้เย์่อ่หุ้มเซลล์ถูกทำ�ล�ย์ม�กข่�น

จนเซลล์ร่ัวซ่มและแตก27 ส่วนกลไกคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์

เหง่อกจ�กมนุษย์์ของนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�วและตะไคร้ย์ังไม่

ทร�บชัดเจน เน่่องจ�กนำ��มันหอมระเหย์บริสุทธ์ิิท่ีถูกสกัดพี่บว่�มี

องค์ประกอบท�งเคมีหล�ย์ชนิด ทำ�ให้ไม่แสดงคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์

ใดเซลล์หน่่งแบบเฉีพี่�ะ แต่มีก�รศ่ึกษ�พี่บว่� นำ��มันหอมระเหย์มี

ส่วนท่ีชอบไขมัน (lipophilic) ส�ม�รถแทรกผ่่�นผ่นังเซลล์และเย่่์อ

หุ้มเซลล์ ทำ�ให้โครงสร้�งชั�นเซลล์แย์กออกจ�กกัน มีร�ย์ง�นพี่บว่� 

นำ��มันหอมระเหย์ทำ�ให้เย์่่อหุ้มเซลล์มีคุณ์สมบัติเป็นของไหล 

(membrane fluidity) เพ่ิี่มข่�น เกิดก�รร่ัวซ่มของไอออน (ion) และ

โปรตีนออกจ�กเซลล์ ทำ�ให้เซลล์แตกและต�ย์ เม่่อส่องกล้องจุลทรรศึน์

พี่บว่�ลักษณ์ะรูปร่�งของเซลล์เปล่ีย์นแปลง พี่บเซลล์มีลักษณ์ะบวม 

หร่อหดตัวและเห่ีย์วย่์น หร่อมีช่องว่�งเกิดข่�นภ�ย์ในเซลล์ นอกจ�กนี�

ยั์งพี่บว่� นำ��มันหอมระเหย์ทำ�หน้�ท่ีเป็นโปรออกซิแดนต์ (prooxidant) 

ซ่่งมีฤทธ์ิิในก�รทำ�ล�ย์โปรตีนและดีเอ็นเอ (DNA) ของเซลล์ ทำ�ให้เกิด

เซลล์ต�ย์และแสดงผ่ลคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์28,29  จ�กผ่ลก�รศ่ึกษ�

นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ีผ่สมนำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 

4 µl/ml และเสม็ดข�ว 8 µl/ml มีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์

เหง่อกจ�กมนุษย์์น้อย์กว่�นำ��ย์�บ้วนป�กคลอร์เฮ็กซิดีนคว�มเข้มข้น

ร้อย์ละ 0.12 ทำ�ให้ผ่ลิตภัณ์ฑ์นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์

ตำ�รับนี�ส�ม�รถนำ�ไปใช้โดย์มีผ่ลข้�งเคีย์งจ�กอ�ก�รไม่พ่ี่งประสงค์

ลดลงและลดก�รระค�ย์เค่องต่อเน่�อเย์่่อในช่องป�กได้

 ก�รเปรีย์บเทีย์บผ่ลก�รศ่ึกษ�กับก�รศ่ึกษ�อ่่นท่ีทำ�ก�ร 

ทดสอบคว�มเป็นพิี่ษของนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�วและตะไคร้ท่ีผ่สม

ในนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์ช่องป�ก 

ย์ังมีก�รศึ่กษ�น้อย์และมีข้อจำ�กัด เน่่องจ�กนำ��มันหอมระเหย์ใน 

ก�รศ่ึกษ�นี�อยู่์ในรูปแบบของนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์จ่ง

มีส่วนประกอบท่ีแตกต่�งจ�กนำ��มันหอมระเหย์บริสุทธ์ิิ แต่ละก�ร

ศ่ึกษ�มีวิธีิทดสอบคว�มเป็นพิี่ษแตกต่�งกัน รวมถ่งเซลล์ท่ีใช้ทดสอบ

แตกต่�งกัน จ่งไม่ส�ม�รถนำ�ผ่ลก�รศึ่กษ�ม�เปรีย์บเทีย์บกันได้ 

อย่์�งชัดเจน อย่์�งไรก็ต�ม พี่บก�รศ่ึกษ�ท่ีทำ�ก�รทดสอบคว�มเป็น

พี่ิษของนำ��มันหอมระเหย์บริสุทธิิ์จ�กสมุนไพี่รทั�งสองชนิด ได้แก่ 

ก�รศ่ึกษ�ของ De Oliveira และคณ์ะในปี ค.ศึ. 201716 ศ่ึกษ�ฤทธ์ิิ

ในก�รต้�นเช่�อจุลชีพี่สร้�งแผ่่นชีวภ�พี่ท่ีสัมพัี่นธ์ิกับก�รเกิดฟัุ้นผุ่และ

ทดสอบคว�มเป็นพี่ิษของนำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ต่อเซลล์ไลน ์

human keratinocyte (HaCat) ด้วย์วิธีิเอ็มทีที พี่บว่� นำ��มันหอม

ระเหย์ตะไคร้มีฤทธ์ิิในก�รต้�นเช่�อ Actinomyces naeslundii, 

Lactobacillus acidophilus, S. gordonii, S. mitis, S. mutans, S. 

sanguinis และ S. sobrinus ส�ม�รถลดจำ�นวนเช่�อ Lactobacilli 

และ Streptococci ในรูปของแผ่่นชีวภ�พี่ นอกจ�กนี�ยั์งมีฤทธ์ิิในก�ร

ยั์บยั์�งก�รย่์ดเก�ะของเช่�อจุลชีพี่สร้�งแผ่่นชีวภ�พี่ท่ีสัมพัี่นธ์ิกับก�รเกิด

ฟัุ้นผุ่บนผิ่วเคล่อบฟัุ้น ส่วนก�รทดสอบคว�มเป็นพิี่ษ พี่บว่� นำ��มันหอม

ระเหย์จ�กตะไคร้มีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ไลน์ human keratinocyte

ในระดับตำ�่ ก�รศ่ึกษ�ของ Ortega-Cuadros  และคณ์ะในปี ค.ศึ. 201830  

ศ่ึกษ�ฤทธ์ิิต้�นเช่�อแบคทีเรีย์ S. mutans และทดสอบคว�มเป็นพิี่ษของ

นำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ต่อเซลล์ keratinocyte และเซลล์สร้�งเส้นใย์ 

(fibroblast cell) ด้วย์วิธีิเอ็มทีที พี่บว่� เม่่อทดสอบฤทธ์ิิต้�นเช่�อแบคทีเรีย์  

S. mutans ของนำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้เป็นเวล� 48 ช่ัวโมง ส่องด้วย์

กล้องจุลทรรศึน์อิเล็กตรอนแบบส่องกร�ด (Scanning Electron

Microscope; SEM) และวัดร้อย์ละคว�มต�ย์ของเซลล์ (% mortality) 

พี่บว่� มีฤทธ์ิิต้�นเช่�อแบคทีเรีย์ S. mutans โดย์มีค่�ร้อย์ละคว�มต�ย์

ของเซลล์เท่�กับร้อย์ละ 96 ส่วนก�รทดสอบคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ 

keratinocyte และเซลล์สร้�งเส้นใย์ด้วย์วิธีิเอ็มทีที เป็นเวล� 24 ช่ัวโมง 

ท่ีระดับคว�มเข้ม 1, 0.1 และ 0.01 µg/mL พี่บว่� ไม่มีคว�มเป็นพิี่ษ

ต่อเซลล์ นอกจ�กนี�มีก�รศ่ึกษ�ของ Nikolic และคณ์ะในปี ค.ศึ. 201731 

ศ่ึกษ�ก�รเสริมฤทธ์ิิต้�นเช่�อจุลชีพี่และทดสอบคว�มเป็นพิี่ษของนำ��มัน
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หอมระเหย์จ�กมะน�ว (Citrus limon) นำ��มันหอมระเหย์จ�กพี่ริกไทย์ 

(Piper nigrum) และนำ��มันหอมระเหย์จ�กต้นทรีที (Melaleuca 

alternifolia หร่อ tree tea) ซ่่งอยู่์ในสกุลเดีย์วกับเสม็ดข�ว ทำ�ก�ร

ทดสอบก�รเสริมฤทธิิ์ต้�นเช่�อจุลชีพี่ในช่องป�กหล�ย์ชนิดได้แก่ 

S. pyogenes, S. mutans, , S. salivarius, S. sangunis, L. 

acidophilus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus aureus, Candida albicans และ Candida 

tropicalis ทดสอบด้วย์วิธีิ microdilution พี่บว่� นำ��มันหอมระเหย์

จ�กต้นทรีทีมีฤทธ์ิิต้�นร�ได้ม�กท่ีสุดเม่่อเทีย์บกับนำ��มันหอมระเหย์ 

จ�กมะน�วและพี่ริกไทย์ ส่วนก�รทดสอบคว�มเป็นพิี่ษใช้เซลล์หล�ย์

ชนิดได้แก่ human cervix carcinoma cells (HeLa), human 

myelogenous leukaemia cells (K562), lung adenocarcinoma 

cells (A549), colon cancer cells (LS-174), melanoma cells 

(FemX) และ human foetal lung fibroblast cells (MRC-5) 

ทดสอบคว�มเป็นพิี่ษด้วย์วิธีิเอ็มทีที  โดย์ให้เซลล์สัมผั่สนำ��มันหอม

ระเหย์เป็นเวล� 48 ช่ัวโมง และวัดคว�มเข้มข้นของส�รท่ีออกฤทธ์ิิ

ย์ับย์ั�งได้ร้อย์ละ 50 (50% inhibitory concentration) พี่บว่� 

นำ��มันหอมระเหย์ทั�ง 3 ชนิด มีคว�มเป็นเป็นพิี่ษน้อย์กว่� cisplatin 

(CDDP) ซ่่งเป็นกลุ่มควบคุมบวกและฤทธ์ิิคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์ข่�นอยู่์กับ 

คว�มเข้มข้นท่ีใช้ ก�รศ่ึกษ�คว�มเป็นพิี่ษของนำ��มันหอมระเหย์จ�ก

เสม็ดข�วต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์ช่องป�กพี่บว่�มีก�รศ่ึกษ�น้อย์ ส่วนม�ก

เป็นก�รศ่ึกษ�คว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์มะเร็งเพ่่ี่อพัี่ฒน�เป็นย์�รักษ�โรค 

มีวิธีิก�รทดสอบคว�มเป็นพิี่ษและเซลล์ท่ีใช้แตกต่�งกัน จ่งอ�จไม่

ส�ม�รถนำ�ม�เปรีย์บเทีย์บกันได้อย์่�งชัดเจน

 นำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�วและตะไคร้มีร�ย์ง�นก�รศ่ึกษ�

พี่บว่�มีสรรพี่คุณ์ท�งย์�หล�ย์อย่์�ง ทั�งฤทธ์ิิต้�นเช่�อจุลชีพี่หล�ย์ชนิด9,10 

รวมทั�งมีฤทธ์ิิต้�นร�แคนดิด�อัลบิแคนส์11 ก�รใช้นำ��มันหอมระเหย์

ม�กกว่�หน่่งชนิดม�ผ่สมกัน อ�จทำ�ให้เกิดก�รเสริมฤทธ์ิิ (synergistic) 

หร่อก�รต้�นฤทธ์ิิ (antagonistic) หร่อมีฤทธ์ิิเท่�เดิม (addictive) 

ข่�นอยู่์กับส�รท่ีเป็นองค์ประกอบของนำ��มันหอมระเหย์แต่ละชนิด32 

จ�กก�รศ่ึกษ�นี�พี่บว่� นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มัน

หอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml และเสม็ดข�ว 8 µl/ml มีคว�มเป็นพิี่ษ

ต่อเซลล์น้อย์กว่�นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอม

ระเหย์เสม็ดข�ว 8 µl/ml อย่์�งเดีย์วในเก่อบทุกค่�คว�มเข้มข้น แสดงว่�

ก�รนำ�นำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�ว 8 µl/ml และตะไคร้ 4 µl/ml ม�

ผ่สมในนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์จะมีก�รต้�นฤทธิิ์กัน 

จ่งแสดงผ่ลคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์น้อย์กว่�ก�รใช้นำ��มันหอมระเหย์

เสม็ดข�ว 8 µl/ml เพีี่ย์งอย่์�งเดีย์วในนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ 

ซ่่งผ่ลก�รศ่ึกษ�นี�ส�ม�รถนำ�ระดับคว�มเข้มข้นม�กท่ีสุดท่ีไม่มีคว�ม

เป็นพิี่ษต่อเซลล์สร้�งเส้นใย์ช่องป�กชนิดเซลล์สร้�งเส้นใย์เหง่อกจ�ก

มนุษย์์ม�ใช้เป็นแนวท�งในก�รพัี่ฒน�เป็นผ่ลิตภัณ์ฑ์นำ��ย์�บ้วนป�ก 

เพ่่ี่อเป็นท�งเล่อกเสริมในก�รดูแลสุขภ�พี่ช่องป�ก โดย์คว�มเข้มข้น

ท่ีแนะนำ�ใช้ได้อย่์�งปลอดภัย์ของนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์

ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�ว 8 µl/ml หร่อนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�ก

แอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml และเสม็ดข�ว  

8 µl/ml ค่อ ระดับคว�มเข้มข้น 1:32 และนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�ก

แอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml ค่อ ระดับคว�ม

เข้มข้น 1:16 อย่์�งไรก็ต�มควรทำ�ก�รศ่ึกษ�สรรพี่คุณ์ด้�นอ่่น ๆ  ท�ง

ห้องปฏิิบัติก�รเพ่ิี่มเติม เช่น ฤทธ์ิิต้�นแผ่่นชีวภ�พี่ ฤทธ์ิิต้�นก�รอักเสบ 

ก�รทดสอบก�รคงตัวของนำ��ย์�บ้วนป�ก รวมทั�งทำ�ก�รศ่ึกษ�ผ่ลท�ง

คลินิกก่อนนำ�ไปใช้จริง

 ก�รศ่ึกษ�คว�มเป็นพิี่ษของนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�ว

และตะไคร้ท่ีผ่สมในนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ต่อเซลล์

สร้�งเส้นใย์ช่องป�กด้วย์วิธีิเอ็มทีทีและวิธีิแอลดีเอช พี่บว่� นำ��ย์�

บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ีมีเฉีพี่�ะส่วนผ่สมพ่ี่�นฐ�นมีคว�ม

เป็นพิี่ษต่อเซลล์น้อย์ท่ีสุด นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สม

นำ��มันหอมระเหย์ตะไคร้ 4 µl/ml มีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์น้อย์กว่�

นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ผ่สมนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�ว

8 µl/ml นำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�กแอลกอฮอล์ท่ีผ่สมนำ��มันหอมระเหย์

ทั�งสองชนิดมีคว�มเป็นพิี่ษต่อเซลล์เท่�กับนำ��ย์�บ้วนป�กปร�ศึจ�ก

แอลกอฮอล์ท่ีผ่สมนำ��มันหอมระเหย์เสม็ดข�วเพีี่ย์งอย่์�งเดีย์ว และ

นำ��ย์�บ้วนป�กคลอร์เฮ็กซิดีนคว�มเข้มข้นร้อย์ละ 0.12 มีเป็นพิี่ษ 

ต่อเซลล์ม�กท่ีสุด

 ขอขอบพี่ระคุณ์ผู้่ช่วย์ศึ�สตร�จ�รย์์ ดร.ศิึริวุฒิ สุขขี ท่ีให้

คำ�แนะนำ�ท่ีเป็นประโย์ชน์ในก�รทำ�ง�นวิจัย์ ขอขอบพี่ระคุณ์คณ์ะ

ทันตแพี่ทย์ศึ�สตร์ มห�วิทย์�ลัย์เชีย์งใหม่ ท่ีให้คว�มอนุเคร�ะห์ใน
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