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บทวิทยาการ
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บทคัดย่อ

	 งานวิิจััยนี้้�มีีวััตถุุประสงค์์์�เพ่ื่�อศึึกษาความเป็็นพิิษของน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาวและตะไคร้้ที่่�ผสมในน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ 

ต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยช่องปากชนิิดเซลล์์สร้้างเส้้นใยเหงืือกจากมนุุษย์์ ศึึกษาในห้้องปฏิิบััติิการ โดยเลี้้�ยงเซลล์์สร้้างเส้้นใยเหงืือกจากมนุุษย์์ในจาน

เพาะเลี้้�ยงชนิิด 96 หลุุม หลุุมละ 2.5 x104 เซลล์์ ในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ชนิิดดีีเอ็็มอีีเอ็็มไม่่มีีสีี ที่่�มีซีีรััมจากลููกวััวในครรภ์์ความเข้้มข้้นร้้อยละ 

10 และยาปฏิิชีีวนะ แบ่่งน้ำำ��ยาบ้วนปากเป็็น 5 กลุ่่�มทดลอง ได้้แก่่ กลุ่่�มทดลองที่่� 1 น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�มีเฉพาะส่่วนผสม

พื้้�นฐาน กลุ่่�มทดลองที่่� 2 น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml กลุ่่�มทดลองที่่� 3 น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจาก

แอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาว 8 µl/ml กลุ่่�มทดลองที่่� 4 น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 

4 µl/ml และเสม็็ดขาว 8 µl/ml และกลุ่่�มทดลองที่่� 5 น้ำำ��ยาบ้วนปากคลอร์์เฮ็็กซิิดีีนความเข้้มข้้น ร้้อยละ 0.12 นำำ�น้ำำ��ยาบ้วนปากทั้้�ง 5 กลุ่่�ม

ทดลองเจืือจางความเข้้มข้้นลงครั้้�งละสองเท่่าใส่่ลงในจานเพาะเลี้้�ยง กำำ�หนดกลุ่่�มควบคุุมบวก คืือ หลุุมที่่�ใส่่น้ำำ��ยาบ้วนปากคลอร์์เฮ็็กซิิดีีนความ

เข้้มข้้นร้้อยละ 0.12 กลุ่่�มควบคุุมลบ คืือ หลุุมที่่�ใส่่เฉพาะอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ดีีเอ็็มอีีเอ็็มไม่่มีีสีี นำำ�จานเพาะเลี้้�ยงไปบ่่มในตู้้�เพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเยื่่�อที่่�

อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส ก๊๊าซคาร์บอนไดออกไซด์์ร้้อยละ 5 ความชื้้�นสััมพััทธ์์ร้้อยละ 100 เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง จากนั้้�นทดสอบความเป็็น

พิิษต่่อเซลล์์ด้้วยวิธีีเอ็็มทีีทีีและวิิธีีแอลดีีเอช วััดค่่าการดููดกลืืนแสงด้้วยเคร่ื่�องอ่่านความยาวคล่ื่�นและคำำ�นวณค่าความมีีชีีวิิตของเซลล์์ เปรีียบเทีียบ

ระดัับความเข้้มข้้นที่่�ไม่่มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ของน้ำำ��ยาบ้วนปากทั้้�ง 5 กลุ่่�มทดลอง โดยใช้้สถิิติิการวิิเคราะห์์ความแปรปรวนทางเดีียวตามด้้วย

การเปรีียบเทีียบพหุคููณ (multiple comparison) ที่่�ระดัับความเช่ื่�อมั่่�นร้้อยละ 95 ผลการศึึกษาเม่ื่�อทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ด้้วยวิธีีเอ็็ม

ทีีทีี พบว่่า ความเข้้มข้้นมากที่่�สุดที่่�ไม่่มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ของทั้้�ง 5 กลุ่่�มทดลองอยู่่�ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 1:8, 1:16, 1:32, 1:32 และ 1:128 

ตามลำำ�ดัับ และแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p<0.05) ส่่วนการทดสอบด้้วยวิธีีแอลดีีเอช พบว่่า ความเข้้มข้้นมากที่่�สุดที่่�ไม่่มีีความเป็็น

พิิษต่่อเซลล์์อยู่่�ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 1:8, 1:16, 1:32, 1:32 และ 1:256 ตามลำำ�ดัับ และแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p<0.05) สรุุปได้้ว่่า 

น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�มีเฉพาะส่่วนผสมพื้้�นฐานมีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยเหงืือกจากมนุุษย์์น้้อยที่่�สุด น้ำำ��ยาบ้วนปาก

ปราศจากแอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์น้้อยกว่่าน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มััน

หอมระเหยเสม็็ดขาว 8 µl/ml น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยทั้้�งสองชนิิดมีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์เท่่ากับน้ำำ��ยา

บ้้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์ท์ี่่�ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาวเพีียงอย่่างเดีียว และน้ำำ��ยาบ้้วนปากคลอร์์เฮ็็กซิดิีีนความเข้้มข้้นร้้อยละ 

0.12 มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์มากที่่�สุด

คำำ�สำำ�คัญ: ความเป็็นพิิษ, เซลล์์สร้้างเส้้นใยช่องปาก, ตะไคร้้, น้ำำ��มัันหอมระเหย, น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์, เสม็็ดขาว
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Abstract

บทนำ�

	 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
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	ผลิ ตภััณฑ์น้ำำ��ยาบ้วนปากนิิยมใช้้กัันอย่่างแพร่หลายและ

มีีหลากหลายชนิิด American Dental Association (ADA)1 แบ่่ง

ประเภทของน้ำำ��ยาบ้วนปากเป็็น 2 ประเภท คืือ น้ำำ��ยาบ้วนปากชนิิดทั่่�วไป 

(cosmetic mouthwash) เป็็นน้ำำ��ยาบ้วนปากที่่�ไม่่สามารถกำำ�จััด 

เชื้้�อแบคทีีเรีียในช่่องปาก ใช้้เพ่ื่�อควบคุุมกลิ่่�นปากชั่่�วคราวหรืือใช้้ใน

ระยะเวลาสั้้�น ๆ  เท่่านั้้�น และน้ำำ��ยาบ้วนปากที่่�ใช้้รัักษาโรคในช่่องปาก 

(therapeutic mouthwash) เป็็นน้ำำ��ยาบ้วนปากที่่�มีสารออกฤทธิ์์� 

(active ingredients) ควบคุุมและลดคราบจุุลิินทรีีย์์ ลดการเกิิด
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เหงืือกอัักเสบ กลิ่่�นปากและฟัันผุุ สรรพคุณและประสิิทธิิภาพของ

น้ำำ��ยาบ้วนปากแตกต่่างกัันขึ้้�นอยู่่�กับชนิิดและส่่วนประกอบในผลิตภััณฑ์ 

ถึึงแม้้ผลข้้างเคีียงจากการใช้้น้ำำ��ยาบ้วนปากพบได้้น้้อยมาก แต่่พบว่่า

มีีรายงานการเกิิดอาการแพ้้จากส่่วนผสมบางชนิิดในน้ำำ��ยาบ้วนปากได้้2  

ผลิตภััณฑ์น้ำำ��ยาบ้วนปากที่่�นำำ�มาใช้้จึึงต้้องคำำ�นึึงถึึงความปลอดภััย 

และความเข้้ากันได้้กัับเนื้้�อเย่ื่�อในร่่างกาย (biocompatibility) ต้้อง 

ได้้รัับการประเมิินความปลอดภััยของผลิิตภััณฑ์์ตามมาตรฐาน 

ผลิตภััณฑ์ที่่�กำำ�หนด การทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ในห้้องปฏิิบััติิการ

(cytotoxicity in vitro) จึึงเป็็นวิิธีีหน่ึ่�งที่่�ใช้้ทดสอบความเข้้ากันได้้

ทางชีีวภาพ (biological evaluation)3 และเป็็นเคร่ื่�องบ่่งชี้้�ในการ

ประเมิินความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ของผลิตภััณฑ์ เน่ื่�องจากเป็็นวิิธีีการ

ทดสอบที่่�ทำำ�ได้้ง่่าย รวดเร็็ว และมีีประสิิทธิิภาพ4    

	 ในช่่องปากพื้้�นผิิวบริิเวณตัวฟัันไม่่ใช่่เพีียงส่่วนเดีียวที่่�เกิิด

การสร้้างคราบจุุลิินทรีีย์์ แต่่บริิเวณเนื้้�อเย่ื่�อช่่องปาก และลิ้้�นก็็เป็็น 

แหล่่งในการกัักเก็็บแบคทีีเรีียและเกิิดการสร้้างคราบจุุลิินทรีีย์์ได้้เช่่น

เดีียวกััน ดัังนั้้�นการใช้้น้ำำ��ยาบ้วนปากเป็็นประจำำ�จึึงช่่วยเสริิมการทำำ� 

ความสะอาดนอกเหนืือจากการแปรงฟััน ลดเชื้้�อแบคทีีเรีียและคราบ

จุุลิินทรีีย์์ในช่่องปากได้้5,6 น้ำำ��ยาบ้วนปากที่่�นิยมใช้้ในทางทัันตกรรม 

ได้้แก่่ น้ำำ��ยาบ้วนปากที่่�มีส่่วนผสมของคลอร์์เฮ็็กซิิดีีน (chlorhexidine) 

เนื่่�องจากมีีฤทธิ์์�ในการฆ่่าเชื้้�อแบคทีีเรีีย ลดการเกิิดเหงืือกอัักเสบ 

ลดคราบจุุลิินทรีีย์์6 และมีีฤทธิ์์�ในการต้้านราแคนดิิดาอัลบิิแคนส์์ (C. 

albicans)7 แต่่เน่ื่�องจากมีีรสชาติที่่�ไม่่ดีี ใช้้เป็็นระยะเวลานานทำำ�ให้้

การรัับรสเปลี่่�ยนแปลง และเกิิดการติิดสีีน้ำำ��ตาล (brown staining) 

ที่่�ตัวฟััน เนื้้�อเย่ื่�อช่่องปาก และลิ้้�น6,7 มีีรายงานการศึึกษาพบว่่า น้ำำ��ยา

บ้้วนปากที่่�มีส่่วนผสมของคลอร์์เฮ็็กซิิดีีนมีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้าง

เส้้นใยเหงืือกจากมนุุษย์์และเซลล์์เนื้้�อเย่ื่�อบุุผิิว (epithelial cell) ขึ้้�น

อยู่่�กับความเข้้มข้้นที่่�นำำ�มาใช้้2,8 จากผลข้้างเคีียงที่่�ไม่่พึึงประสงค์์ต่่าง ๆ  

เหล่่านี้้� ทำำ�ให้้มีีการนำำ�สมุุนไพรมาใช้้ในการรัักษาและป้้องกัันโรคที่่�

เกิิดในช่่องปากมากขึ้้�น โดยนำำ�สรรพคุณในการเป็็นยารักษาโรคมา 

ใช้้ประโยชน์์เพ่ื่�อเพิ่่�มประสิิทธิิภาพในการรัักษา ใช้้เป็็นส่่วนผสมใน 

ผลิตภััณฑ์ดููแลสุุขภาพช่องปากทั้้�งในรููปแบบของยาสีฟัันหรืือน้ำำ��ยา 

บ้้วนปาก มีีการนำำ�สมุุนไพรผสมในน้ำำ��ยาบ้วนปากในรููปแบบของน้ำำ��มััน

หอมระเหย (essential oil) ซ่ึ่�งเป็็นสารออกฤทธิ์์�ในน้ำำ��ยาบ้วนปาก 

มีีการศึึกษาพบว่่า น้ำำ��ยาบ้วนปากที่่�มีส่่วนผสมของน้ำำ��มัันหอมระเหย

มีีฤทธิ์์�ในการต้้านเชื้้�อแบคทีีเรีีย ลดการเกิิดเหงืือกอัักเสบ ลดการเกิิด

คราบจุุลิินทรีีย์์ และช่่วยให้้ลมหายใจสะอาด (fresh breath)6 รวม

ถึึงน้ำำ��มัันหอมระเหยจากเสม็็ดขาวและตะไคร้้ เสม็็ดขาวเป็็นพืืชที่่�พบ

ได้้ในพื้้�นที่่�ดินเค็็มแถวชายฝั่่�งทะเล ในประเทศไทยพบต้้นเสม็็ดขาวได้้

มากทางภาคตะวัันตกเฉีียงใต้้ ภาคตะวัันออก และภาคใต้้ น้ำำ��มัันหอม

ระเหยเสม็็ดขาวมีีฤทธิ์์�ในการต้้านเชื้้�อจุุลชีีพได้้หลายชนิิด9,10 รวมทั้้�ง

มีีฤทธิ์์�ต้านราแคนดิิดาอัลบิิแคนส์์11 ตะไคร้้เป็็นพืืชที่่�พบได้้ทั่่�วไปใน

ประเทศไทย12 น้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้มีีฤทธิ์์�ในการต้้านราแคนดิิดา

อััลบิิแคนส์์13,14 ลดการเกิิดคราบจุุลิินทรีีย์์15 มีีฤทธิ์์�ต้านเชื้้�อจุุลชีีพ

สร้้างแผ่่นชีีวภาพ (biofilm) ที่่�สัมพัันธ์์กัับการเกิิดฟัันผุุ16 และช่่วยลด

กลิ่่�นปากได้้17  มีีการศึึกษาอิทธิิพลของน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาว

และตะไคร้้ที่่�ผสมในตำำ�รัับน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์เพ่ื่�อ

ต้้านราแคนดิิดาอัลบิิแคนส์์ ด้้วยวิธีี disc diffusion และ broth 

microdilution พบว่่า ตํํารับน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์

ส่่วนผสมจากน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาวความเข้้มข้้น 8 µl/ml และ

ตะไคร้้ความเข้้มข้้น 4 µl/ml มีีฤทธิ์์�ยับยั้้�งการเจริิญเติิบโตของราแคน

ดิิดาอัลบิิแคนส์์ได้้อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ18 ซ่ึ่�งสามารถนำำ�ไปพััฒนา

เป็็นตำำ�รัับน้ำำ��ยาบ้วนปากในอนาคต ทั้้�งนี้้� ยัังไม่่พบรายงานการศึึกษา

ความเป็็นพิิษของน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาวและตะไคร้้ที่่�ผสมในน้ำำ��ยา

บ้้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ต่่อเซลล์์ในช่่องปาก ดัังนั้้�น ในการศึึกษา

วิิจััยนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพ่ื่�อศึึกษาความเป็็นพิิษของน้ำำ��มัันหอมระเหย

เสม็็ดขาวและตะไคร้้ที่่�ผสมในน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์

ต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยช่องปาก

การเตรีียมเซลล์์เพาะเลี้้�ยง 

	 เซลล์์สร้้างเส้้นใยช่องปากที่่�ใช้้ในการศึึกษาเป็็นเซลล์์สร้้างเส้้นใย 

เหงืือกจากมนุุษย์์ มีีหลัักเกณฑ์การคััดเข้้า คืือ อาสาสมััครที่่�มารับการรัักษา ณ 

คณะทัันตแพทยศาสตร์์ มหาวิทยาลัยเชีียงใหม่่ จำำ�นวน 3 คน อายุ

ระหว่่าง 18-25 ปีี ถอนฟัันด้้วยเหตุุผลทางทัันตกรรมจััดฟัันหรืือตาม

คำำ�แนะนำำ�ของทัันตแพทย์์ ฟัันแท้้ซี่่�ที่่�จะถอนเป็็นฟัันกรามซี่่�ที่่�สาม 

ในขากรรไกรบนหรืือขากรรไกรล่่าง มีีสภาพสมบููรณ์์ ไม่่มีีโรคฟัันผุุ 

ไม่่มีีโรคของเนื้้�อเย่ื่�อในฟััน และไม่่มีีการอัักเสบของอวััยวะปริิทัันต์์ ได้้

เซ็็นใบยิินยอมให้้เก็็บชิ้้�นเนื้้�อเย่ื่�อเหงืือก โดยโครงการนี้้�ผ่่านการรัับรอง

จากคณะกรรมการพิิทัักษ์์สิิทธิ์์�สวััสดิิภาพและป้้องกัันภยัันตรายของ

ผู้้�ถูกวิิจััย คณะทัันตแพทยศาสตร์์ มหาวิทยาลัยเชีียงใหม่่ (เอกสารเลขที่่� 

64/2562) และผ่่านการรัับรองด้้านความปลอดภััยทางชีีวภาพจาก 

คณะกรรมการความปลอดภััยทางชีีวภาพระดัับส่่วนงานชุุดที่่� 5 

มหาวิทยาลัยเชีียงใหม่่ (Approval No. CMUIBC A-0563003) 

หลัักเกณฑ์การคััดออก คืือ อาสาสมััครที่่�มีโรคทางระบบ รัับประทาน

ยารักษาโรคใด ๆ  เป็็นประจำำ� ฟัันซี่่�ที่่�ถอนเกิิดความซัับซ้้อนขึ้้�นระหว่่าง

การถอนฟัันจนทำำ�ให้้ไม่่สามารถเก็็บตััวอย่่างชิ้้�นเนื้้�อเยื่่�อเหงืือกได้้

	นำ ำ�ฟัันตััวอย่่างมาล้างด้้วยสารละลายพีบีีเอส (phosphate 

buffer saline; PBS) ตััดชิ้้�นเนื้้�อเย่ื่�อเหงืือกที่่�ติดมากับฟัันที่่�ถูกถอน

ให้้มีีขนาดประมาณ 1x1x1 มิิลลิิเมตร นำำ�ไปวางในจานเพาะเลี้้�ยง เติิม 

อาหารเลี้้�ยงเซลล์์ชนิิดดีีเอ็็มอีีเอ็็ม (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium; DMEM) ที่่�มีซีีรััมจากลููกวััวในครรภ์์ความเข้้มข้้นร้้อยละ

10 (fetal bovine serum ; FBS) และยาปฏิิชีีวนะเพนนิิซิิลิินจีีโซเดีียม  

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ
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(Penicillin G sodium) 10,000 หน่่วยต่อมิิลลิิลิิตร สเตรปโตมััยซิน 

ซััลเฟต (Streptomycin sulfate) 100,000 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร 

แอมโฟเทอริิซิินบีี (Amphotericin B) 25 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร 

และแอลกลููตามีน (L-glutamine) ความเข้้มข้้นร้้อยละ 1 บ่่มในตู้้�เพาะ 

เลี้้�ยงเนื้้�อเย่ื่�อที่่�อุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส ก๊๊าซคาร์บอนไดออกไซด์์ 

ร้้อยละ 5 และความชื้้�นสััมพััทธ์์ร้้อยละ 100 เปลี่่�ยนอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ 

ทุุก ๆ  2 วััน จนเซลล์์เคล่ื่�อนออกจากชิ้้�นเนื้้�อเย่ื่�อเหงืือกและเจริิญเต็็ม 

จานเพาะเลี้้�ยง จากนั้้�นถ่่ายเซลล์์ลงจานเพาะเลี้้�ยงอัันใหม่่และเริ่่�ม

นัับเซลล์์เป็็นรุ่่�นที่่� 1 การศึึกษานี้้�จะใช้้เซลล์์รุ่่�นที่่� 3 ถึึง 519  

การเตรีียมน้ำำ��มันหอมระเหย 

	นำ ำ�ใบเสม็็ดขาวและตะไคร้้สด 5 กิิโลกรััม มาบดผสมกัับน้ำำ��สะอาด  

สกััดด้้วยวิธีีการกลั่่�นด้้วยน้ำำ��ในเคร่ื่�องกลั่่�นน้ำำ��มัันหอมระเหยขนาด 5 ลิิตร 

จะได้้น้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาวมีีลัักษณะเขีียวใส และน้ำำ��มัันหอม

ระเหยตะไคร้้มีีลัักษณะใส เก็็บน้ำำ��มัันหอมระเหยที่่�ได้้ในภาชนะปิิด

สนิิททึึบแสงในตู้้�เย็็น20

การเตรีียมน้ำำ��ยาบ้้วนปาก

	 เตรีียมส่่วนผสมพื้้�นฐานของน้ำำ��ยาบ้้วนปากปราศจาก 

แอลกอฮอล์์ ประกอบด้้วย โพรไพลีนไกลคอล (propylene glycol) 

ความเข้้มข้้นร้้อยละ 12 โดยปริิมาตร สารละลายซอร์์บิิทอลร้้อยละ 70 

(70% sorbitol solution) ความเข้้มข้้นร้้อยละ 5 โดยปริิมาตร 

เมนทอล (menthol) ความเข้้มข้้นร้้อยละ 0.4 โดยน้ำำ��หนััก (0.4 

มิิลลิิกรััม/มิิลลิิลิิตร) โซเดีียมเบนโซเอต (sodium benzoate) 

ความเข้้มข้้นร้้อยละ 1 โดยน้ำำ��หนััก (1 มิิลลิิกรััม/มิิลลิิลิิตร) 

และน้ำำ��กลั่่�น21

	 แบ่่งกลุ่่�มทดลองออกเป็็น 5 กลุ่่�ม ได้้แก่่ กลุ่่�มทดลองที่่� 1 

คืือ น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�มีเฉพาะส่่วนผสมพื้้�นฐาน 

กลุ่่�มทดลองที่่� 2 คืือ น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มััน

หอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml กลุ่่�มทดลองที่่� 3 คืือ น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจาก

แอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาว 8 µl/ml กลุ่่�มทดลองที่่� 

4 คืือ น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหย 

เสม็็ดขาว 8 µl/ml และตะไคร้้ 4 µl/ml18 และกลุ่่�มทดลองที่่� 5 คืือ 

น้ำำ��ยาบ้วนปากคลอร์์เฮ็็กซิิดีีนความเข้้มข้้นร้้อยละ 0.12 ชนิิดไม่่มีีสีี 

โดยเจืือจางความเข้้มข้้นลงครั้้�งละสองเท่่า ตั้้�งแต่่ความเข้้มข้้น 1:2 

ถึึง 1:512 ในหลอดเอพเพ็็นดอร์์ฟ (eppendorf) ที่่�มีอาหารเลี้้�ยง

เซลล์์ดีีเอ็็มอีีเอ็็มไม่่มีีสีี

การทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยเหงืือกจากมนุุษย์์

ด้้วยวิิธีีเอ็็มทีีทีี

	นำ ำ�เซลล์์ที่่�เตรีียมไว้้ถ่่ายลงในจานเพาะเลี้้�ยงชนิิด 96 หลุุม 

ที่่�มีอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ดีีเอ็็มอีีเอ็็มไม่่มีีสีี หลุุมละ 200 ไมโครลิิตร และ

มีีเซลล์์จำำ�นวน 2.5 x104 เซลล์์/หลุุม บ่่มในตู้้�เพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเย่ื่�อที่่�อุณหภููมิิ  

37 องศาเซลเซีียส และก๊๊าซคาร์บอนไดออกไซด์์ร้้อยละ 5 เป็็นเวลา 

24 ชั่่�วโมง จากนั้้�นนำำ�จานเพาะเลี้้�ยงออกมาดูดอาหารเลี้้�ยงเซลล์์เก่่าทิ้้�ง

และเติิมน้ำำ��ยาบ้วนปากทั้้�ง 5 กลุ่่�มทดลอง ใส่่จานเพาะเลี้้�ยงหลุุมละ 

200 ไมโครลิิตร กำำ�หนดกลุ่่�มควบคุุมลบ คืือ หลุุมที่่�ใส่่เฉพาะอาหาร

เลี้้�ยงเซลล์์ดีีเอ็็มอีีเอ็็มไม่่มีีสีี กลุ่่�มควบคุุมบวก คืือ หลุุมที่่�ใส่่น้ำำ��ยาบ้วนปาก

คลอร์์เฮ็็กซิิดีีนความเข้้มข้้นร้้อยละ 0.12 ชนิิดไม่่มีีสีี เตรีียมอีีกหลุุม

ใส่่อาหารเลี้้�ยงเซลล์์ดีีเอ็็มอีีเอ็็มไม่่มีีสีี 200 ไมโครลิิตร และเติิมสาร

ละลายไทรทัันเอ็็กซ์์-100 ความเข้้มข้้นร้้อยละ 1 (1% Triton X-100) 

เพ่ื่�อใช้้สำำ�หรัับการทดสอบความเป็็นพิิษด้้วยวิธีีแอลดีีเอชในขั้้�นตอน

ต่่อไป นำำ�จานเพาะเลี้้�ยงไปบ่่มในตู้้�เพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเย่ื่�อที่่�อุณหภููมิิ 37 

องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง เม่ื่�อครบกำำ�หนดนำำ�จานเพาะเลี้้�ยง

ปั่่�นเหวี่่�ยงที่่� 250 g เป็็นเวลา 10 นาที ดููดอาหารเลี้้�ยงเซลล์์เก่่าใส่่

จานเพาะเลี้้�ยงใหม่่ หลุุมละ 100 ไมโครลิิตร เพ่ื่�อนำำ�ไปทดสอบความ

เป็็นพิิษด้้วยวิิธีีแอลดีีเอช ส่่วนเซลล์์ก้้นหลุุมในจานเพาะเลี้้�ยงเดิิม 

นำำ�ไปทดสอบความเป็็นพิิษด้้วยวิธีีเอ็็มทีีทีี โดยเติิมอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ดีี 

เอ็็มอีีเอ็็มไม่่มีีสีีหลุุมละ 150 ไมโครลิิตร และเติิมสารละลายเอ็็มทีีทีี  

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

หลุุมละ 50 ไมโครลิิตร ที่่�ได้้จากการเตรีียมเตรีียมสารละลายเอ็็มทีีทีี

ความเข้้มข้้น 5 mg/ml ในสารละลายพีบีีเอส และกรองด้้วยตัวกรอง

ปราศจากเชื้้�อ 0.22 µm นำำ�จานเพาะเลี้้�ยงบ่่มในตู้้�เพาะเลี้้�ยงเนื้้�อเย่ื่�อ

ที่่�อุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 3 ชั่่�วโมง เม่ื่�อครบกำำ�หนดนำำ�จาน

เพาะเลี้้�ยงออกมาดูดอาหารเลี้้�ยงเซลล์์เก่่า และสารละลายเอ็็มทีีทีีทิ้้�ง 

เติิมสารละลายดีเอ็็มเอสโอ (Dimethylsulphoxide; DMSO) และ

เอทานอล (ethanol) ในอััตราส่วน 1:1 หลุุมละ 100 ไมโครลิิตร 

เก็็บในที่่�มืืดเป็็นเวลา 15 นาที วััดค่่าการดููดกลืืนแสงด้้วยเคร่ื่�องอ่่าน

ความยาวคล่ื่�น (microplate reader TECAN Sunrise™, Switzerland )

ที่่�ความยาวคล่ื่�น 540 นาโนเมตร ทำำ�การทดลองซ้ำำ�� 3 ครั้้�ง นำำ�ค่่าการดููดกลืืน 

แสงที่่�ได้้มาคำำ�นวณร้อยละความมีีชีีวิิตของเซลล์์ (% Cell viability) 

การทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยเหงืือกจากมนุุษย์์

ด้้วยวิิธีีแอลดีีเอช 

	 การศึึกษานี้้�ใช้้ชุุดทดสอบความเป็็นพิิษ LDH-Cytotoxicity 

Assay Kit (KA0785-Abnova) ประกอบด้้วยสารคะตะลิิสต์์ (catalyst) 

และสารละลายสีย้้อม (dye solution) โดยผสมสารคะตะลิิสต์์และน้ำำ��กลั่่�น 

1 มิิลลิิลิิตร เขย่่าให้้เข้้ากันเป็็นเวลา 10 นาที ส่่วนสารละลายสีย้้อมนำำ�

มาละลายที่่�อุณหภููมิิห้้อง จากนั้้�นเตรีียมผสมสารละลายรีแอคชั่่�น 

มิิกซ์์เจอร์์ (reaction mixture) สำำ�หรัับทดสอบความเป็็นพิิษให้้มีี

ปริิมาณเพีียงพอสำำ�หรัับจานเพาะเลี้้�ยงชนิิด 96 หลุุม โดยผสมระหว่่าง

สารละลายคะตะลิิสต์์ 250 ไมโครลิิตร และสารละลายสีย้้อม 11.25 

มิิลลิิลิิตร เขย่่าให้้เข้้ากัน22

	นำ ำ�จานเพาะเลี้้�ยงที่่�มีอาหารเลี้้�ยงเซลล์์เก่่าหลุุมละ 100 ไมโครลิิตร  

เติิมสารละลายรีแอคชั่่�นมิิกซ์์เจอร์์หลุุมละ 100 ไมโครลิิตร กำำ�หนดกลุ่่�ม 

low sample และ low control คืือ หลุุมที่่�มีเฉพาะอาหารเลี้้�ยงเซลล์์



		    		    Thanabhinunt et al., 2022 167

ดีีเอ็็มอีีเอ็็มไม่่มีีสีี กลุ่่�ม high sample คืือ หลุุมที่่�ใส่่สารละลายไทรทััน

เอ็็กซ์์-100 ความเข้้มข้้นร้้อยละ 1 และกลุ่่�มทดสอบ คืือ น้ำำ��ยาบ้วนปาก

ทั้้�ง 5 กลุ่่�มทดลอง นำำ�จานเพาะเลี้้�ยงเก็็บในที่่�ไม่่มีีแสง ที่่�อุณหภููมิิห้้อง 

เป็็นเวลา 30 นาที วััดค่่าการดููดกลืืนแสงด้้วยเคร่ื่�องอ่่านความยาวคล่ื่�น

ที่่�ความยาวคล่ื่�น 492 นาโนเมตร ทำำ�การทดลองซ้ำำ�� 3 ครั้้�ง นำำ�ค่่าการดููด

กลืืนแสงที่่�ได้้มาคำำ�นวณร้อยละความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ (% Cytotoxicity)  

จากนั้้�นนำำ�มาหาค่าร้อยละความมีีชีีวิิตของเซลล์์

การวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ

	 การศึึกษานี้้�ทำำ�การวิิเคราะห์์ทางสถิิติิด้้วยโปรแกรมเอพีี

เอสเอส สำำ�หรัับวิินโดว์์รุ่่�น 17.0 (SPSS for Windows, Version 17.0.,

Chicago, SPSS Inc.) นำำ�ค่่าร้อยละความมีีชีีวิิตของเซลล์์มาทดสอบ

การกระจายตัวของข้้อมููลโดยใช้้ Shapiro-WilK Test นำำ�ข้้อมููลมา

วิิเคราะห์์ความแปรปรวนด้้วยการทดสอบทางสถิิติิแบบ One way 

ANOVA แยกความแตกต่่างระหว่่างกลุ่่�มโดยใช้้การทดสอบทางสถิิติิ

แบบ Turkey multiple comparison ที่่�ระดัับความเช่ื่�อมั่่�นร้้อยละ 

95 กำำ�หนดระดัับนััยสำำ�คััญ 0.05 กำำ�หนดค่่าร้อยละความมีีชีีวิิตของ

เซลล์์มากกว่่าร้อยละ 70 แสดงถึึงไม่่มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์23  

ผลการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยเหงืือกจากมนุุษย์์

ด้้วยวิิธีีเอ็็มทีีทีี

	ผ ลการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยเหงืือก 

จากมนุุษย์์ด้้วยวิธีีเอ็็มทีีทีีของน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�

มีีเฉพาะส่่วนผสมพื้้�นฐาน น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสม

น้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์

ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาว 8 µl/ml น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจาก

แอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml และเสม็็ดขาว 8 µl/ml  

และน้ำำ��ยาบ้วนปากคลอร์์เฮ็็กซิิดีีนความเข้้มข้้นร้้อยละ 0.12 พบว่่า 

ระดัับความเข้้มข้้นมากที่่�สุดที่่�ไม่่มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์อยู่่�ที่่�ระดัับ 

ความเข้้มข้้น 1:8, 1:16, 1:32, 1:32 และ 1:128 ตามลำำ�ดัับ แสดงในรููป

ค่่าเฉลี่่�ยร้อยละความมีีชีีวิิตของเซลล์์ ± ส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน ได้้แก่่ 

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

และ 93.10 ± 2.85 ตามลำำ�ดัับ และแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทาง

สถิิติิ (p<0.05) (ตารางที่่� 1 และรููปที่่� 1)

ผลการศึกษา

ตารางท่ี่� 1	ความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่่าเฉลี่่�ยร้้อยละความมีชีีวิิตของเซลล์์ ± ส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน และความเข้้มข้้นของน้ำำ��ยาบ้้วนปากจากการทดสอบความเป็็นพิิษ

	ด้ วยวิิธีีเอ็็มทีทีี

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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รููปท่ี่� 1	 ความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่่าเฉลี่่�ยร้้อยละความมีชีีวิิตของเซลล์์และความเข้้มข้้นของน้ำำ��ยาบ้้วนปากจากการทดสอบความเป็็นพิิษด้วยวิิธีีเอ็็มทีทีี

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

ผลการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยเหงืือกจากมนุุษย์์

ด้้วยวิิธีีแอลดีีเอช

	ผ ลการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยเหงืือกจาก 

มนุุษย์์ด้้วยวิธีีแอลดีีเอชของน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�มี

เฉพาะส่่วนผสมพื้้�นฐาน น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสม

น้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์

ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาว 8 µl/ml น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอล-

กอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml และเสม็็ดขาว 8 µl/ml  

และน้ำำ��ยาบ้วนปากคลอร์์เฮ็็กซิิดีีนความเข้้มข้้นร้้อยละ 0.12 พบว่่า 

ระดัับความเข้้มข้้นมากที่่�สุดที่่�ไม่่มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์อยู่่�ที่่�ระดัับ 

ความเข้้มข้้น 1:8, 1:16, 1:32, 1:32 และ 1:256 ตามลำำ�ดัับ แสดงใน

รููปค่่าเฉลี่่�ยร้อยละความมีีชีีวิิตของเซลล์์ ± ส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน 

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

และ 74.92 ± 1.59 ตามลำำ�ดัับ และแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ 

(p<0.05) (ตารางที่่� 2 และรููปที่่� 2)

ตารางท่ี่� 2	ความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่่าเฉลี่่�ยร้้อยละความมีชีีวิิตของเซลล์์ ± ส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน และความเข้้มข้้นของน้ำำ��ยาบ้้วนปากจากการทดสอบความเป็็น

	พิ ษด้วยวิิธีีแอลดีีเอช

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	ความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่่าเฉลี่่�ยร้้อยละความมีชีีวิิตของเซลล์์ ± ส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน และความเข้้มข้้นของน้ำำ��ยาบ้้วนปากจากการทดสอบความเป็็น

	พิ ษด้วยวิิธีีแอลดีีเอช (ต่่อ)

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)

รููปท่ี่� 2	 ความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่่าเฉลี่่�ยร้้อยละความมีชีีวิิตของเซลล์์และความเข้้มข้้นของน้ำำ��ยาบ้้วนปากจากการทดสอบความเป็็นพิิษด้วยวิิธีีแอลดีีเอช

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

บทวิจารณ์

	 การศึึกษาความเป็็นพิิษของน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาว

และตะไคร้้ที่่�ผสมในน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ต่่อเซลล์์

สร้้างเส้้นใยช่องปากด้้วยวิธีีเอ็็มทีีทีี เป็็นการวััดความมีีชีีวิิตของเซลล์์

จากการทำำ�งานของไมโทคอนเดรีีย (mitochondria) ในขณะที่่�เซลล์์

ยัังไม่่ถููกทำำ�ลายด้วยพิษของสารทดสอบ ส่่วนการทดสอบความเป็็น

พิิษต่่อเซลล์์ด้้วยวิธีีแอลดีีเอช เป็็นการวััดเอนไซม์์แลคเตทดีีไฮโดร

จีีเนส (lactate dehydrogenase) ที่่�ปล่่อยออกมาจากเซลล์์

ที่่�ถููกทำำ�ลายหรืือเซลล์์ที่่�ตายหลัังจากได้้รัับพิิษของสารทดสอบ 
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การทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ทั้้�ง 2 วิิธีี เป็็นวิิธีีที่่�มีความแม่่นยำำ�

และใช้้ระยะเวลาทดสอบไม่่นาน24,25 จากการศึึกษานี้้�พบว่่า การทดสอบ

ความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยเหงืือกจากมนุุษย์์ของน้ำำ��ยาบ้วนปาก

ทั้้�ง 5 กลุ่่�มทดลองจากทั้้�งสองวิิธีี มีีผลการทดสอบความเป็็นพิิษไปใน

ทิิศทางเดีียวกััน คืือ น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�มีเฉพาะ

ส่่วนผสมพื้้�นฐานมีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์น้้อยที่่�สุด น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจาก

แอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml มีีความเป็็นพิิษต่่อ

เซลล์์น้้อยกว่่าน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอม 

ระเหยเสม็็ดขาว 8 µl/ml น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�ผสม

น้ำำ��มัันหอมระเหยทั้้�งสองชนิิดมีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์เท่่ากับน้ำำ��ยา

บ้้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาวเพีียง

อย่่างเดีียว และมีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์น้้อยกว่่าน้ำำ��ยาบ้วนปากคลอร์์

เฮ็็กซิิดีีนความเข้้มข้้นร้้อยละ 0.12 ซ่ึ่�งเป็็นผลิตภััณฑ์น้ำำ��ยาบ้วนปาก

มาตรฐานที่่�ใช้้ในทางทัันตกรรม มีีรายงานการศึึกษาพบว่่า น้ำำ��ยาบ้วนปาก

ที่่�มีส่่วนผสมของคลอร์์เฮ็็กซิิดีีนมีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใย

เหงืือกจากมนุุษย์์และเซลล์์เนื้้�อเย่ื่�อบุุผิิว2,8 อาจก่่อให้้เกิิดการระคายเคืือง

ต่่อเนื้้�อเย่ื่�อช่่องปาก เกิิดอาการปากแห้้ง หรืือเกิิดแผลในช่่องปาก26 

กลไกความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ของคลอร์์เฮ็็กซิิดีีนจะทำำ�ให้้เซลล์์เกิิดการ

รั่่�วซึึมหรืือเกิิดการตกตะกอนของส่่วนประกอบภายในเซลล์์ คลอร์์

เฮ็็กซิิดีีนเข้้าทำำ�ปฏิิกิิริิยาที่่�เยื่่�อหุ้้�มเซลล์์ ส่่วนที่่�เป็็นประจุุบวกของ 

คลอร์์เฮ็็กซิิดีีนเข้้าจับกัับส่่วนที่่�เป็็นประจุุลบของเย่ื่�อหุ้้�มเซลล์์ ทำำ�ให้้

เย่ื่�อหุ้้�มเซลล์์มีีลัักษณะเปลี่่�ยนแปลง เกิิดการรั่่�วซึึมของสารที่่�มีน้ำำ��หนััก

โมเลกุุลต่ำำ�� (low molecular-weight) ออกจากเซลล์์ เม่ื่�อสััมผััส

กัับคลอร์์เฮ็็กซิิดีีนที่่�มีีความเข้้มข้้นต่ำำ�� แต่่ถ้้าเซลล์์สััมผััสกัับคลอร์์ 

เฮ็็กซิิดีีนที่่�มีความเข้้มข้้นสููงจะทำำ�ให้้เยื่่�อหุ้้�มเซลล์์ถููกทำำ�ลายมากขึ้้�น

จนเซลล์์รั่่�วซึึมและแตก27 ส่่วนกลไกความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใย

เหงืือกจากมนุุษย์์ของน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาวและตะไคร้้ยัังไม่่

ทราบชััดเจน เน่ื่�องจากน้ำำ��มัันหอมระเหยบริิสุุทธิ์์�ที่่�ถูกสกััดพบว่่ามี

องค์์ประกอบทางเคมีีหลายชนิิด ทำำ�ให้้ไม่่แสดงความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์

ใดเซลล์์หน่ึ่�งแบบเฉพาะ แต่่มีีการศึึกษาพบว่่า น้ำำ��มัันหอมระเหยมี

ส่่วนที่่�ชอบไขมััน (lipophilic) สามารถแทรกผ่่านผนังเซลล์์และเย่ื่�อ

หุ้้�มเซลล์์ ทำำ�ให้้โครงสร้้างชั้้�นเซลล์์แยกออกจากกััน มีีรายงานพบว่่า 

น้ำำ��มัันหอมระเหยทำำ�ให้้เยื่่�อหุ้้�มเซลล์์มีีคุุณสมบััติิเป็็นของไหล 

(membrane fluidity) เพิ่่�มขึ้้�น เกิิดการรั่่�วซึึมของไอออน (ion) และ

โปรตีีนออกจากเซลล์์ ทำำ�ให้้เซลล์์แตกและตาย เม่ื่�อส่่องกล้้องจุุลทรรศน์

พบว่่าลักษณะรููปร่่างของเซลล์์เปลี่่�ยนแปลง พบเซลล์์มีีลัักษณะบวม 

หรืือหดตััวและเหี่่�ยวย่่น หรืือมีีช่่องว่่างเกิิดขึ้้�นภายในเซลล์์ นอกจากนี้้�

ยัังพบว่่า น้ำำ��มัันหอมระเหยทำำ�หน้้าที่่�เป็็นโปรออกซิิแดนต์์ (prooxidant) 

ซ่ึ่�งมีีฤทธิ์์�ในการทำำ�ลายโปรตีีนและดีีเอ็็นเอ (DNA) ของเซลล์์ ทำำ�ให้้เกิิด

เซลล์์ตายและแสดงผลความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์28,29  จากผลการศึึกษา

น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 

4 µl/ml และเสม็็ดขาว 8 µl/ml มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใย

เหงืือกจากมนุุษย์์น้้อยกว่่าน้ำำ��ยาบ้วนปากคลอร์์เฮ็็กซิิดีีนความเข้้มข้้น

ร้้อยละ 0.12 ทำำ�ให้้ผลิตภััณฑ์น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์

ตำำ�รัับนี้้�สามารถนำำ�ไปใช้้โดยมีผลข้้างเคีียงจากอาการไม่่พึึงประสงค์์

ลดลงและลดการระคายเคืืองต่่อเนื้้�อเยื่่�อในช่่องปากได้้

	 การเปรีียบเทีียบผลการศึึกษากับการศึึกษาอื่�นที่่�ทำำ�การ 

ทดสอบความเป็็นพิิษของน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาวและตะไคร้้ที่่�ผสม

ในน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยช่องปาก 

ยัังมีีการศึึกษาน้้อยและมีีข้้อจำำ�กััด เนื่่�องจากน้ำำ��มัันหอมระเหยใน 

การศึึกษานี้้�อยู่่�ในรููปแบบของน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์จึึง

มีีส่่วนประกอบที่่�แตกต่่างจากน้ำำ��มัันหอมระเหยบริิสุุทธิ์์� แต่่ละการ

ศึึกษามีวิิธีีทดสอบความเป็็นพิิษแตกต่่างกััน รวมถึึงเซลล์์ที่่�ใช้้ทดสอบ

แตกต่่างกััน จึึงไม่่สามารถนำำ�ผลการศึึกษามาเปรีียบเทีียบกัันได้้ 

อย่่างชััดเจน อย่่างไรก็็ตาม พบการศึึกษาที่่�ทำำ�การทดสอบความเป็็น

พิิษของน้ำำ��มัันหอมระเหยบริิสุุทธิ์์�จากสมุุนไพรทั้้�งสองชนิิด ได้้แก่่ 

การศึึกษาของ De Oliveira และคณะในปีี ค.ศ. 201716 ศึึกษาฤทธิ์์�

ในการต้้านเชื้้�อจุุลชีีพสร้้างแผ่่นชีีวภาพที่่�สัมพัันธ์์กัับการเกิิดฟัันผุุและ

ทดสอบความเป็็นพิิษของน้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ต่่อเซลล์์ไลน์ ์

human keratinocyte (HaCat) ด้้วยวิธีีเอ็็มทีีทีี พบว่่า น้ำำ��มัันหอม

ระเหยตะไคร้้มีีฤทธิ์์�ในการต้้านเชื้้�อ Actinomyces naeslundii, 

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

sanguinis และ S. sobrinus สามารถลดจำำ�นวนเชื้้�อ Lactobacilli 

และ Streptococci ในรููปของแผ่่นชีีวภาพ นอกจากนี้้�ยัังมีีฤทธิ์์�ในการ

ยัับยั้้�งการยึึดเกาะของเชื้้�อจุุลชีีพสร้้างแผ่่นชีีวภาพที่่�สัมพัันธ์์กัับการเกิิด

ฟัันผุุบนผิิวเคลืือบฟััน ส่่วนการทดสอบความเป็็นพิิษ พบว่่า น้ำำ��มัันหอม

ระเหยจากตะไคร้้มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ไลน์์ human keratinocyte

ในระดัับต่ำำ�� การศึึกษาของ Ortega-Cuadros  และคณะในปีี ค.ศ. 201830  

ศึึกษาฤทธิ์์�ต้านเชื้้�อแบคทีีเรีีย S. mutans และทดสอบความเป็็นพิิษของ

น้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ต่่อเซลล์์ keratinocyte และเซลล์์สร้้างเส้้นใย 

(fibroblast cell) ด้้วยวิธีีเอ็็มทีีทีี พบว่่า เม่ื่�อทดสอบฤทธิ์์�ต้านเชื้้�อแบคทีีเรีีย  

S. mutans ของน้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้เป็็นเวลา 48 ชั่่�วโมง ส่่องด้้วย

กล้้องจุุลทรรศน์อิิเล็็กตรอนแบบส่่องกราด (Scanning Electron

Microscope; SEM) และวััดร้้อยละความตายของเซลล์์ (% mortality) 

พบว่่า มีีฤทธิ์์�ต้านเชื้้�อแบคทีีเรีีย S. mutans โดยมีค่่าร้อยละความตาย

ของเซลล์์เท่่ากับร้้อยละ 96 ส่่วนการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ 

keratinocyte และเซลล์์สร้้างเส้้นใยด้วยวิธีีเอ็็มทีีทีี เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง 

ที่่�ระดัับความเข้้ม 1, 0.1 และ 0.01 µg/mL พบว่่า ไม่่มีีความเป็็นพิิษ

ต่่อเซลล์์ นอกจากนี้้�มีีการศึึกษาของ Nikolic และคณะในปีี ค.ศ. 201731 

ศึึกษาการเสริิมฤทธิ์์�ต้านเชื้้�อจุุลชีีพและทดสอบความเป็็นพิิษของน้ำำ��มััน



		    		    Thanabhinunt et al., 2022 171

หอมระเหยจากมะนาว (Citrus limon) น้ำำ��มัันหอมระเหยจากพริกไทย 

(Piper nigrum) และน้ำำ��มัันหอมระเหยจากต้้นทรีีทีี (Melaleuca 

alternifolia หรืือ tree tea) ซ่ึ่�งอยู่่�ในสกุุลเดีียวกัับเสม็็ดขาว ทำำ�การ

ทดสอบการเสริิมฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อจุุลชีีพในช่่องปากหลายชนิิดได้้แก่่ 

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

acidophilus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus aureus, Candida albicans และ Candida 

tropicalis ทดสอบด้้วยวิธีี microdilution พบว่่า น้ำำ��มัันหอมระเหย

จากต้้นทรีีทีีมีีฤทธิ์์�ต้านราได้้มากที่่�สุดเม่ื่�อเทีียบกัับน้ำำ��มัันหอมระเหย 

จากมะนาวและพริกไทย ส่่วนการทดสอบความเป็็นพิิษใช้้เซลล์์หลาย

ชนิิดได้้แก่่ 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) 

ทดสอบความเป็็นพิิษด้้วยวิธีีเอ็็มทีีทีี  โดยให้้เซลล์์สััมผััสน้ำำ��มัันหอม

ระเหยเป็็นเวลา 48 ชั่่�วโมง และวััดความเข้้มข้้นของสารที่่�ออกฤทธิ์์�

ยัับยั้้�งได้้ร้้อยละ 50 (50% inhibitory concentration) พบว่่า 

น้ำำ��มัันหอมระเหยทั้้�ง 3 ชนิิด มีีความเป็็นเป็็นพิิษน้้อยกว่่า cisplatin 

(CDDP) ซ่ึ่�งเป็็นกลุ่่�มควบคุุมบวกและฤทธิ์์�ความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ขึ้้�นอยู่่�กับ 

ความเข้้มข้้นที่่�ใช้้ การศึึกษาความเป็็นพิิษของน้ำำ��มัันหอมระเหยจาก

เสม็็ดขาวต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยช่องปากพบว่่ามีการศึึกษาน้อย ส่่วนมาก

เป็็นการศึึกษาความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์มะเร็็งเพ่ื่�อพััฒนาเป็็นยารักษาโรค 

มีีวิิธีีการทดสอบความเป็็นพิิษและเซลล์์ที่่�ใช้้แตกต่่างกััน จึึงอาจไม่่

สามารถนำำ�มาเปรีียบเทีียบกัันได้้อย่่างชััดเจน

	น้ำ ำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาวและตะไคร้้มีีรายงานการศึึกษา

พบว่่ามีสรรพคุณทางยาหลายอย่่าง ทั้้�งฤทธิ์์�ต้านเชื้้�อจุุลชีีพหลายชนิิด9,10 

รวมทั้้�งมีีฤทธิ์์�ต้านราแคนดิิดาอัลบิิแคนส์์11 การใช้้น้ำำ��มัันหอมระเหย

มากกว่่าหน่ึ่�งชนิิดมาผสมกััน อาจทำำ�ให้้เกิิดการเสริิมฤทธิ์์� (synergistic) 

หรืือการต้้านฤทธิ์์� (antagonistic) หรืือมีีฤทธิ์์�เท่่าเดิิม (addictive) 

ขึ้้�นอยู่่�กับสารที่่�เป็็นองค์์ประกอบของน้ำำ��มัันหอมระเหยแต่่ละชนิิด32 

จากการศึึกษานี้้�พบว่่า น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มััน

หอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml และเสม็็ดขาว 8 µl/ml มีีความเป็็นพิิษ

ต่่อเซลล์์น้้อยกว่่าน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอม

ระเหยเสม็็ดขาว 8 µl/ml อย่่างเดีียวในเกืือบทุุกค่่าความเข้้มข้้น แสดงว่่า

การนำำ�น้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาว 8 µl/ml และตะไคร้้ 4 µl/ml มา

ผสมในน้ำำ��ยาบ้้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์จะมีีการต้้านฤทธิ์์�กััน 

จึึงแสดงผลความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์น้้อยกว่่าการใช้้น้ำำ��มัันหอมระเหย

เสม็็ดขาว 8 µl/ml เพีียงอย่่างเดีียวในน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ 

ซ่ึ่�งผลการศึึกษานี้้�สามารถนำำ�ระดัับความเข้้มข้้นมากที่่�สุดที่่�ไม่่มีีความ

เป็็นพิิษต่่อเซลล์์สร้้างเส้้นใยช่องปากชนิิดเซลล์์สร้้างเส้้นใยเหงืือกจาก

มนุุษย์์มาใช้้เป็็นแนวทางในการพััฒนาเป็็นผลิตภััณฑ์น้ำำ��ยาบ้วนปาก 

เพ่ื่�อเป็็นทางเลืือกเสริิมในการดููแลสุุขภาพช่องปาก โดยความเข้้มข้้น

ที่่�แนะนำำ�ใช้้ได้้อย่่างปลอดภััยของน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์

ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาว 8 µl/ml หรืือน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจาก

แอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml และเสม็็ดขาว  

8 µl/ml คืือ ระดัับความเข้้มข้้น 1:32 และน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจาก

แอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml คืือ ระดัับความ

เข้้มข้้น 1:16 อย่่างไรก็็ตามควรทำำ�การศึึกษาสรรพคุณด้านอ่ื่�น ๆ  ทาง

ห้้องปฏิิบััติิการเพิ่่�มเติิม เช่่น ฤทธิ์์�ต้านแผ่่นชีีวภาพ ฤทธิ์์�ต้านการอัักเสบ 

การทดสอบการคงตััวของน้ำำ��ยาบ้วนปาก รวมทั้้�งทำำ�การศึึกษาผลทาง

คลิินิิกก่่อนนำำ�ไปใช้้จริิง

	 การศึึกษาความเป็็นพิิษของน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาว

และตะไคร้้ที่่�ผสมในน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ต่่อเซลล์์

สร้้างเส้้นใยช่องปากด้้วยวิธีีเอ็็มทีีทีีและวิิธีีแอลดีีเอช พบว่่า น้ำำ��ยา

บ้้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�มีเฉพาะส่่วนผสมพื้้�นฐานมีีความ

เป็็นพิิษต่่อเซลล์์น้้อยที่่�สุด น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสม

น้ำำ��มัันหอมระเหยตะไคร้้ 4 µl/ml มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์น้้อยกว่่า

น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาว

8 µl/ml น้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจากแอลกอฮอล์์ที่่�ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหย

ทั้้�งสองชนิิดมีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์เท่่ากับน้ำำ��ยาบ้วนปากปราศจาก

แอลกอฮอล์์ที่่�ผสมน้ำำ��มัันหอมระเหยเสม็็ดขาวเพีียงอย่่างเดีียว และ

น้ำำ��ยาบ้วนปากคลอร์์เฮ็็กซิิดีีนความเข้้มข้้นร้้อยละ 0.12 มีีเป็็นพิิษ 

ต่่อเซลล์์มากที่่�สุด

	 ขอขอบพระคุุณผู้้�ช่วยศาสตราจารย์์ ดร.ศิิริิวุุฒิิ สุุขขีี ที่่�ให้้

คำำ�แนะนำำ�ที่่�เป็็นประโยชน์์ในการทำำ�งานวิิจััย ขอขอบพระคุุณคณะ

ทัันตแพทยศาสตร์์ มหาวิทยาลัยเชีียงใหม่่ ที่่�ให้้ความอนุุเคราะห์์ใน

การใช้้เคร่ื่�องมืือ อุุปกรณ์์ สถานที่่�ห้องปฏิิบััติิการวิิจััยและสนัับสนุุน

ทุุนวิิจััยจากงบประมาณเงิินรายได้้มหาวิทยาลัยเชีียงใหม่่ ประจำำ�ปีี
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