
291                         Angwarawong et al., 2019
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บทคัดย่อ
	 โรคกระดูกพรนุเปน็ปัญหาทางสาธารณสขุทีส่�าคญัปัญหาหนึง่ของโลก	ซึง่โรคนี้มีผลท�าใหม้วลกระดูกลดลงและท�าใหโ้ครงสร้าง

จุลภาคภายในกระดูกมีการเสื่อมสลายลง	 ส่งผลให้ความแข็งแรงของกระดูกลดลง	 รวมถึงส่งผลต่อกระบวนการออสซิโออินทิเกรชันใน 

ผูป่้วยท่ีต้องการท�ารากเทยีม	หลายปีทีผ่่านมามกีารศกึษาจ�านวนมากเกีย่วกบัผลติภัณฑ์ทางธรรมชาตเิพือ่หวงัผลในการป้องกันโรคกระดกูพรนุ

และส่งเสริมกระบวนการสร้างกระดูก	 มีรายงานว่าสารสกัดลูกเดือยมีคุณสมบัติในการเพิ่มจ�านวนเซลล์	 สามารถกระตุ้นการท�างานของ 

อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส	ระดับแคลเซยีมและความหนาแน่นของกระดกูหน	ูอย่างไรกต็ามปัจจบุนัยงัไม่มกีารศกึษาใดท่ีท�าการทดสอบผลของ

สารสกดัลกูเดอืยต่อเซลล์สร้างกระดกูปฐมภมูขิองมนษุย์	ดงันัน้ในการศึกษานีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ประเมินผลของสารสกดัลูกเดอืยต่อความ

เป็นพิษต่อเซลล์และการพอกพนูของแคลเซยีมในหลอดทดลองของเซลล์สร้างกระดกูปฐมภมูขิองมนษุย์	โดยประเมนิความเป็นพษิต่อเซลล์

ด้วยวิธีเอ็มทีทีที่ประกอบด้วยสารสกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้น	3	15	30	150	300	และ	600	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี

ซีรัมที่ได้จากลูกอ่อนวัวร้อยละ	2	และ	15	ที่เวลา	24	48	และ	72	ชั่วโมง	และประเมินผลของสารสกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้นต่าง	ๆ	ต่อ

การพอกพูนของแคลเซียมในหลอดทดลองด้วยการย้อมอะลิซารินเรดในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยซีรัมที่ได้จากลูกอ่อนวัวร้อยละ	

15	ที่เวลา	14	และ	21	วัน	ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้น	3-600	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์

สร้างกระดูกมนุษย์	 รวมถึงสารสกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้น	150	300	และ	600	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	ส่งเสริมการเพิ่มจ�านวนของเซลล์

สร้างกระดกูมนษุย์เมือ่เปรยีบเทยีบกบักลุม่ทีไ่ม่ได้ใส่สารสกดัลกูเดอืยทีเ่วลา	72	ชัว่โมง	ทัง้ในอาหารเลีย้งเซลล์ทีม่ซีรีมัทีไ่ด้จากลกูอ่อนววั

ร้อยละ	2	และ	15	นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้น	3-600	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	สนันสนุนการพอกพูนของแคลเซียม

ในหลอดทดลอง	ผลทีไ่ด้จากการศกึษานีเ้ป็นข้อมลูเบือ้งต้นก่อนท่ีจะน�ามาประยกุต์ใช้ในการปรับเตรยีมพืน้ผวิไททาเนยีมส�าหรบัรากเทียม

ทางทันตกรรมเพื่อน�าไปใช้ในผู้ป่วยที่มีปัญหาเกี่ยวกับกระดูกพรุนต่อไปในอนาคต

ค�าส�าคัญ: 	การพอกพูนของแคลเซียมในหลอดทดลอง,	ความเป็นพิษต่อเซลล์,	เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์,	สารสกัดลูกเดือย
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Abstract

บทน�า

	 Osteoporosis	is	one	of	the	major	public	health	problems	of	the	world.	The	disease	causes	the	loss	of	bone	

mass	and	degeneration	of	bone	microarchitecture	resulting	in	decreased	bone	strength	and	osseointegration	process	

is	also	affected	in	implant	patient.	In	the	past	decade,	a	large	number	of	research	on	various	natural	products	has	

been	conducted	to	find	a	way	to	prevent	osteoporosis	and	promote	osteogenesis.	It	has	been	revealed	that	adlay	

extract	can	increase	cell	proliferation	and	upregulates	alkaline	phosphatase	activity,	calcium	level	and	bone	density	in	

mouse	model.	However,	there	is	a	lack	of	the	study	on	the	effect	of	adlay	extract	on	primary	human	osteoblasts.	

This	research	thus	aimed	to	examine	the	cytotoxicity	and in vitro	calcification	of	adlay	extract	on	human	osteoblasts.	

Cytotoxicity	was	evaluated	using	MTT	assay,	testing	adlay	extract	at	concentration	of	3,	15,	30,	150,	300,	and	600	

µg/ml	prepared	in	DMEM	with	2	%	and	15	%	fetal	bovine	serum	(FBS)	at	24,	48,	and	72	hours.	Alizarin	Red-S	staining	

was	used	 to	 analyze	 in vitro	 calcification	of	 osteoblasts	 cultured	 in	DMEM	containing	 15	%	FBS	 and	different	 

concentrations	of	adlay	extract	and	at	14	and	21	days.	Results	from	this	study	showed	that	3-600	µg/ml	adlay	

extract	had	no	toxic	effect	on	primary	human	osteoblasts,	and	that	150,	300	and	600	µg/ml	adlay	extract	promoted	

cell	proliferation	when	compared	to	control	group	at	72	hours	in	both	2	%	and	15	%	FBS	in	DMEM.	Furthermore,	

3-600	µg/ml	adlay	extract	increased in vitro	calcification.	This	study	served	as	initial	information	for	its	future	use	

for	surface	modification	of	dental	implant	in	patient	with	osteoporotic	bone.
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	 โรคกระดูกพรุน	 (osteoporosis)	 นับเป็นปัญหาทาง

สาธารณสขุทีส่�าคญัปัญหาหนึง่ของโลก	เกดิจากความไม่สมดลุของ

กระบวนการปรับแต่งกระดูก	(bone	remodeling	process)	ที่

มีอัตราการสลายมากกว่าอัตราการสร้างกระดูก	ลักษณะของโรค

มผีลให้มวลกระดูก	(bone	mass)	ลดลง	โครงสร้างจุลภาคของกระดกู

มีการเสื่อมสลาย	 (bone	microarchitectural	deterioration)	

ท�าให้กระดูกเปราะมากขึ้น	 จึงส่งผลต่อความแข็งแรงของกระดูก	

และเพิ่มโอกาสกระดูกหัก1,2	 มีการอ้างว่ากระดูกของผู้ป่วยที่เป็น

โรคกระดกูพรนุมลัีกษณะคล้ายกบักระดกูทีม่คีวามหนาแน่นระดบัดสีี่	

(D4)3	ตามการจ�าแนกของมชิ	(Misch	bone	density	classification)4 

ในกรณีที่ผู้ป่วยเป็นโรคกระดูกพรุนและมีการสูญเสียฟัน	 การ

ทดแทนฟันทีสู่ญเสียไปด้วยรากเทยีม	(dental	implant)	ไม่ถอืว่า

เป็นข้อห้ามใช้3,5,6	มีรายงานว่าอัตราความล้มเหลวของการบูรณะ

ด้วยรากเทยีมในผู้ป่วยทีเ่ป็นโรคกระดกูพรนุไม่มคีวามแตกต่างกบั

ผู้ป่วยที่มีสุขภาพดี6-8	สิ่งที่มีความส�าคัญเพื่อให้เกิดความส�าเร็จใน

การบูรณะด้วยรากเทียมในผู้ป่วยที่เป็นโรคกระดูกพรุนคือการให้
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ค�าวนิจิฉยัและการวางแผนการรกัษาอย่างระมดัระวงัและถกูต้อง	

มคี�าแนะน�าว่าผูป่้วยทีม่ลีกัษณะของกระดกูทีพ่รนุ	ควรมกีารสร้าง

เสริมมวลกระดูกก่อนการรักษาด้วยรากเทียม	 ร่วมกับการเพิ่ม

จ�านวนรากเทยีม	เพิม่ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง	เพิม่ความยาวและ

เพิ่มพื้นผิวของรากเทียม	(implant	body	area)	รวมถึงควรเลือก

รากเทยีมให้มรูีปร่าง	(implant	geometry)	ทีเ่หมาะสมและมีการปรบั

สภาพพืน้ผวิของรากเทียมให้เอ้ือต่อการเกดิกระดกูเช่ือมประสาน

หรือกระบวนการออสซิโออินทีเกรชัน	(osseointegration)3-5	ใน

ปัจจบุนัมงีานวจิยัจ�านวนมากทีพ่ยายามปรับปรงุพืน้ผวิของรากเทยีม

ไททาเนยีมเพ่ือหวงัผลในการกระตุน้การเจรญิเตบิโตและการท�างาน

ของเซลล์สร้างกระดูก	(osteoblast)	เพือ่เพิม่การสร้างกระดกูรอบ

รากเทยีมให้มมีวลกระดกูมากขึน้ส�าหรบัการยดึรากเทยีมในผู้ป่วยท่ี

เป็นโรคกระดูกพรุน9,10

	 ในช่วงหลายปีที่ผ่านมามีการศึกษาเกี่ยวกับการใช้

ผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ	 (natural	 products)	 หลายชนิด	 เช่น		

ส้มสามใบ	 (Poncirus trifoliata)	 พวงไข่มุกหรืออัลเดอร์เบอร์รี	

(Sambucus williamsii Hance	หรอื	Elderberry)	และซัวจ	ู(Fructus 

Corni	หรือ	Dogberry)	ในการรักษาโรคกระดูกพรุน	เนื่องจากวิธี

นี้จะช่วยลดอาการไม่พึงประสงค์	 และมีความเหมาะสมต่อการ

รักษาระยะยาวมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ยาที่ผ่านการ

สงัเคราะห์ทางเคม	ีนอกจากนีย้งัมรีายงานว่าผลติภณัฑ์จากธรรมชาติ	

กลุ่มนี้สามารถเพิม่การท�างานของเซลล์สร้างกระดูกในด้านต่าง	ๆ 	

ได้	เช่น	การเพิ่มจ�านวนเซลล์	(cell	proliferation)	การแปรสภาพ

ของเซลล์สร้างกระดกู	(osteoblast	differentiation)	และการพอก

แร่ธาตขุองกระดกูในหลอดทดลอง	(in vitro	bone	mineralization)	

ผ่านการแสดงออกของยีนและโปรตีนที่เป็นตัวบ่งชี้ของการสร้าง

กระดูก	(bone	marker)	และวิถี	(pathway)	ที่เกี่ยวข้อง11 

	 ลกูเดอืย	มชีือ่ทางวทิยาศาสตร์ว่า	Coix	lachryma-jobi	

L.	แต่เป็นทีรู้่จกัในชือ่ภาษาองักฤษว่า	adlay	หรอื	coix	หรอื	Job’s	

tears	หรือ	Chinese	pearl	barley	ลูกเดือยสามารถพบได้หลาย

ประเทศในเอเชียตะวันออกและเอเซียตะวันออกเฉียงใต้	เช่น	จีน	

อินเดีย	ญี่ปุ่น	เกาหลี	ไทยและมาเลเซีย	มีส่วนประกอบหลัก	คือ	

คาร์โบไฮเดรต	โปรตีน	และไขมัน	นอกจากนี้ยังอุดมไปด้วยแร่ธาตุ	

(เช่น	ฟอสฟอรัส	แมกนเีซยีม	และโปแตสเซยีม)	วติามนิ	แคโรทนีอยด์	

(carotenoids)	 ไฟโตสเตอรอล	 (phytosterols)	 โพลีฟีนอล	

(polyphenols)	และแลคแทม	(lactams)12	ลกูเดอืยถกูบนัทกึใน

ต�าราแพทย์แผนจีนว่ามสีรรพคณุหลายอย่าง	เช่น	ขบัระบายความร้อน	

ขับปัสสาวะ	 ระบายหนอง	 กระตุ้นการท�างานของปอดและม้าม	

รกัษาโรคไขข้อ	(arthritis)	ท้องร่วง	(diarrhea)	และโรคผวิหนงั12-14 

นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าสารสกัดลูกเดือยมีคุณสมบัติที่ดีทาง

ชีวภาพหลายด้าน	ได้แก่	ต้านการอกัเสบ	(anti-inflammation)15-17 

ต้านอนมุลูอสิระ	(anti-oxidant)18-21	ต้านมะเรง็	(anti-cancer)21-25 

ต้านภูมิแพ้	 (anti-allergy)26-29	 ต้านภาวะอ้วน	 (anti-obesity)30	

ป้องกันแผลในระบบทางเดินอาหาร	(gastroprotection)31	รวม

ถึงต้านการเกิดโรคกระดูกพรุน	(anti-osteoporosis)13,14 

	 มกีารศกึษาทีร่ายงานผลของลูกเดอืยต่อการต้านการเกดิ

โรคกระดูกพรุน	เช่น	Yang	และคณะ	ในปี	ค.ศ.	200813	ที่ท�าการ

ศึกษาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูก	 (bone	tissue	culture)	พบว่า

สารสกัดด้วยน�้าจากลูกเดือย	(water	extract	of	adlay)	ความ

เข้มข้น	30-300	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	สามารถผันกลับการลดลง

ของการท�างานของเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส	 (alkaline	

phosphatase	 activity)	 ในเน้ือเยื่อกะโหลกศีรษะส่วนบนของ 

หนูแรกเกิด	 (neonatal	 rat	 calvaria	 tissues)	 และเพิ่มระดับ

แคลเซียมในเนื้อเยื่อเมตาไฟเซียลของกระดูกต้นขา	 (femoral	 

metaphyseal	tissues)	ในหนูปกตท่ีิถกูกระตุ้นด้วยพาราไทรอยด์

ฮอร์โมนและหนูที่ตัดรังไข่	 (ovariectomized	mouse)	 นาน	 4	

สัปดาห์ได้	ต่อมาในปี	ค.ศ.	2013	Yang	และคณะ14	ท�าการศึกษา

เพิ่มเติมโดยให้ลูกเดือยร้อยละ	10	และ	30	ผสมลงไปในอาหาร

หนู	 หรือให้สารสกัดด้วยน�้าจากลูกเดือย	 0.3	 กรัม/กิโลกรัม/วัน	

กับหนูที่เหนี่ยวน�าให้เกิดโรคกระดูกพรุนโดยการตัดรังไข่	 พบว่า

สามารถผันกลับการลดลงของการท�างานของเอนไซม์อัลคาไลน์

ฟอสฟาเตส	และเพิม่ระดับแคลเซยีมในเมตาไฟเซยีลของกระดกูต้นขา	

และเพิม่ความหนาแน่นของกระดกูในหนทูีเ่ป็นโรคกระดกูพรนุได้	

นอกจากนีย้งัพบว่าสารสกดัด้วยน�า้จากลกูเดอืยทีค่วามเข้มข้น	0.1	0.3	

และ	1	ไมโครกรมั/มิลลลิติร	ส่งเสรมิการเพิม่จ�านวนเซลล์สร้างกระดกู

ทีไ่ด้จากกะโหลกศีรษะส่วนบนของหนผู่านทางวถิกีารส่งสญัญาณ

เอกซ์ตราเซลล์ลูลาร์ซิกแนล-เรกูเลทไคเนสวันทูหรือเอิร์กวันทู	

(extracellular	signal-regulated	kinase1/2	(ERK1/2)	signaling	

pathway)	จากทีก่ล่าวมาข้างต้นกลุ่มผู้วจิยัทัง้	2	การศึกษาจงึอ้าง

ว่าสารสกัดลูกเดือยมีความสามารถในการย้อนกลับสภาวะโรค

กระดกูพรุนในหนใูห้สูส่ภาวะปกตไิด้และเสนอว่าสารสกัดลกูเดอืย

ถอืเป็นอาหารทีม่ปีระโยชน์ต่อสุขภาพในการป้องกนัโรคกระดกูพรนุ

	 แม้ว่าจะมีการศึกษาเกี่ยวกับผลของลูกเดือยต่อการ

ป้องกนัการเกิดโรคกระดกูพรนุ	อย่างไรกต็ามการศกึษาในหลอดทดลอง	

(in vitro	study)	ที่ผ่านมา	ผลที่ได้จะมาจากการทดลองที่ท�าการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของกระดูกหนู	ส่วนที่ท�าการเพาะเลี้ยงเซลล์จะ

ใช้เซลล์สร้างกระดูกจากหนูและตรวจสอบเพียงการเพิ่มจ�านวน

เซลล์เท่านั้น	 ปัจจุบันยังไม่มีการศึกษาใดที่ท�าการทดสอบผล 

ของสารสกัดลูกเดือยต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย	์ 

(primary	human	osteoblast	cells)	ในการทดสอบความเป็น
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พิษของเซลล์	 และการพอกพูนของแคลเซียมในหลอดทดลอง	 
(in vitro calcification)	จึงเป็นที่มาของการศึกษาวิจัยครั้งนี้โดย
คาดหวงัว่าจะได้ข้อมลูพืน้ฐานเพือ่น�าไปประยกุต์ใช้ในการปรบัปรงุ
คณุสมบตัพิืน้ผวิไทเทเนยีมของรากเทยีมเพ่ือใช้ในผูป่้วยทีม่สีภาวะ
กระดูกพรุนต่อไปในอนาคต

1. การเตรียมสารละลายของสารสกดัลกูเดอืยทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ
	 เริ่มจากการเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์มาตราฐานชนิด 
ดเีอม็อเีอม็ทีม่ฟีีนอลเรด	(Dulbecco’s	Modified	Eagle	Medium	
(DMEM)	with	phenol	red,	GibcoTM,	New	York,	USA)	โดย
การเตมิแอลกลตูามนี	(L-glutamine,	GlutaMaxTM	supplement,	
Thermo	Fisher	Scientific,	Massachusetts,	USA)	ความเข้มข้น
ร้อยละ	1	ยาต้านปฏิชวีนะและยาต้านเชือ้รา	(antibiotic-antimycotic,	
Thermo	Fisher	Scientific)	ความเข้มข้นร้อยละ	1	 จากนัน้แบ่ง
อาหารเลีย้งเซลล์ออกเป็น	2	กลุม่ตามปรมิาณของซีรมั	ที่ได้จากลูก
อ่อนววั	(fetal	bovine	serum,	FBS,	HyCloneTM	FBS,	HyClone,	
Utah,	USA)	ที่จะเติมเข้าไป	คือความเข้มข้นร้อยละ	2	หรือ	15	
จากนั้นท�าการละลายสารสกัดลูกเดือยชนิดผง	 (Coix	 lacryma	
extract	 powder,	 Special	 Natural	 Products	 Co.,	 Ltd.,	
Chonburi,	 Thailand)	 ให้ได้ความเข้มเข้น	 600	 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร	 ผสมให้เข้ากันแล้วกรองด้วยท่ีกรองสารส�าหรับไซริงค์	
(Minisart®	syringe	filter	pore	size	0.2	µm,	Sartoriou-Stedim	
Biotech,	Thermo	Fisher	Scientific)	น�าสารละลายของสารสกดั
ลกูเดอืยทีค่วามเข้มข้น	600	ไมโครกรมั/มลิลลิติร	ทีไ่ด้มาเจอืจางต่อ
ในอาหารเลีย้งเซลล์ดเีอม็อเีอม็ทีเ่ตรยีมไว้จนได้สารละลายของสาร
สกัดลูกเดือยตามความเข้มข้นที่ต้องการคือ	300	150	30	15	และ	
3	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
2. การเพาะเลี้ยงเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ 
	 เกบ็ชิน้กระดกูมนษุย์จากการตดัปุม่กระดกู	(torectomy)	
ขากรรไกรบนและล่างทีข่ดัขวางต่อการใส่ฟันเทยีม	จากอาสาสมคัร
ที่ไดร้ับรายละเอียดเกี่ยวกับการท�าวจิัยและเซ็นต์ชือ่ในใบยินยอม
ซึ่งผ่านการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย	์
มหาวิทยาลัยขอนแก่น	(HE612210)	ด้วยความสมัครใจ	จากนั้น
น�าชิน้กระดกูทีไ่ด้มาตดัให้ได้ขนาด	2X2	ตารางมลิลเิมตร	ล้างด้วย
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาลนีหรือพบีเีอส	(phosphate	buffer	
saline,	PBS)	แล้วน�าไปจุม่ในสารทรปิซนิอดีทีเีอ	(trypsin-EDTA,	
Thermo	Fisher	Scientific)	ความเข้มข้นร้อยละ	0.25	เพื่อก�าจัด
เนือ้เยือ่ไขมนัและเนือ้เยือ่ฮมีาโตโพอติกิ	(hematopoietic	tissue)	
จากนัน้น�าไปวางในจานเพาะเลีย้งขนาด	35x10	มลิลเิมตร	(Coring,	
NY,	USA)	ซึง่บรรจอุาหารเลีย้งเซลล์ดเีอม็อเีอม็ทีม่ซีรีมัร้อยละ	15	

ภายใต้สภาวะมาตฐาน	 ที่ควบคุมให้มีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ	
5	และอากาศร้อยละ	95	ที่อุณหภูมิ	 37	องศาเซลเซียส	ท�าการ
เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลล์ทกุวนัเว้นวนัจนกระทัง้เซลล์คลานออกมาจาก
ช้ินกระดกูและเจรญิเตม็จานเล้ียงเซลล์	(confluence)	จากนัน้ท�าการ
ถ่ายเซลล์	 (subculture)	 ไปยังฟลาสก์เลี้ยงเซลล์ปริมาตร	 25	
ลูกบาศก์เซนตเิมตร	 (Coring)	 ในอตัราส่วน	1:2	ของเซลล์	 เพาะเลีย้ง 
ต่อจนกระทั่งเซลล์เจริญเติบโตหนาแน่นร้อยละ	 80	 ของพื้นที่ทั้ง
หมดในฟลาสก์เลี้ยงเซลล์	 ก่อนที่จะน�าเซลล์ที่ได้ไปใช้ในการ 
ทดลองจะน�าเซลล์ไปเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ที่มีการเติม 
ออสทีโอจีนิคแฟกเตอร์	 (osteogenic	 factors)	 ที่ประกอบด้วย	
เบตากลีเซอโรฟอสเฟส	 (ß-glycerophosphate,	 glycerol-2- 
phosphate	disodium	salt	hydrate,	Sigma,	St.	Louis,	MO,	USA)	
ความเข้มข้น	5	มิลลิโมลาร์	วิตามินซี	(l-ascorbic	acid	sodium	
salt,	Sigma)	ความเข้มข้น	50	ไมโครกรมั/มิลลิลิตร	และเดกซาเมทาโซน	
(dexamethasone,	Sigma)	ความเข้มข้น	10	นาโนโมลาร์	เป็น
เวลา	21	วนั	ไปย้อมด้วยอะลซิารนิเรด-เอส	(Alizarin	Red-S	staining,	
Sigma)	ร้อยละ	1	ในแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ต่อน�้า	1	ต่อ	100	
โดยปรมิาตร	(1:100	(v/v)	ammonium	hydroxide/water,	pH	
4.2)	เพือ่ยนืยนัคณุสมบตักิารพอกแคลเซยีมของเซลล์สร้างกระดกู
ปฐมภูมิของมนุษย์	ในการศึกษาครั้งนี้จะใช้เซลล์รุ่น	(passage)	ที่	
3-5	จากอาสาสมัคร	3	คน
3. การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของ
มนุษย์โดยวิธีเอ็มทีที (MTT assay)
	 ท�าการหว่านเซลล์สร้างกระดูกมนุษย์ความหนาแน่น	
1X104	 เซลล์/หลุม	 ในจานเลี้ยงเซลล์ชนิด	 48	 หลุม	 (48-well	
tissue	 culture	 plate,	 Coring)	 และเพาะเล้ียงในอาหารเลี้ยง
เซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่มีซีรัมร้อยละ	15	เป็นเวลา	24	ชั่วโมง	จากนั้น
เปล่ียนเป็นอาหารเล้ียงเซลล์ดเีอม็อเีอม็ทีป่ราศจากซรีมั	เพาะเลีย้ง
ต่อ	6	ชั่วโมง	เมื่อครบก�าหนดให้เปลี่ยนเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี
ส่วนประกอบของสารสกัดลูกเดือยตามความเข้มข้นต่าง	 ๆ	 ท่ี
เตรียมไว้	ร่วมกับซีรัมร้อยละ	2	หรือ	15	และเพาะเลี้ยงต่อ	24	48	
และ	 72	 ชั่วโมง	 โดยก�าหนดให้เซลล์ท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เซลล์ท่ีมเีฉพาะซรีมัแต่ไม่มสีารสกดัลกูเดอืยเป็นกลุม่ควบคุมแบบ
บวก	ส่วนเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีซีรัมและมีการ
เติมไตรตัน-เอกซ์	(Triton-X)	ร้อยละ	1	เป็นกลุ่มควบคุมแบบลบ	
เมื่อครบก�าหนดท�าการทดสอบความเป็นพิษของเซลล์ด้วยวิธ ี
เอม็ททีี	((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheyl	tetrazolium	
bromide),	MTT,	USB	Corporation,	Cleveland,	OH,	USA)	
โดยดดูอาหารเล้ียงเซลล์ออก	ล้างด้วยพบีเีอส	ดดูทิง้	จากนัน้ใส่สาร

ละลายเอม็ททีคีวามเข้มข้น	5	มิลลิกรัม/มิลลิลิตร	ในอาหารเลี้ยง

เซลล์ชนิดดีเอ็มอีเอ็มที่ปราศจากฟีนอลเรด	 (DMEM	without 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ
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4. การพอกพูนของแคลเซียมในหลอดทดลองด้วยการย้อม     

อะลิซารินเรด (Alizarin red S staining)

	 ท�าการหว่านเซลล์สร้างกระดูกมนุษย์	 2x104	 เซลล์ต่อ

หลมุ	ในจานเลีย้งเซลล์ชนดิ	48	หลมุ	และเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้ง

เซลล์ดีเอ็มอีเอ็มที่มีซีรัมร้อยละ	 15	 จนกระท่ังเซลล์เจริญเติบโต

หนาแน่นร้อยละ	80-90	จงึเปลีย่นไปเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์

ทีม่ซีรัีมร้อยละ	15	ทีม่กีารเตมิออสทโีอจนีคิแฟกเตอร์และสารสกดั

ลกูเดอืยทีค่วามเข้มข้น	0	3	15	30	150	300	และ	600	ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร	เป็นเวลา	14	และ	21	วัน	เมื่อครบก�าหนดให้คงสภาพ

เซลล์ด้วยเมทานอลเย็น	(cold	methanol)	10	นาที	จากนั้นล้าง

ด้วยน�้าไร้ประจุ	 (de-ionized	water)	 แล้วย้อมด้วยสารละลาย 

อะลิซารินเรด-เอส	(Sigma)	3	นาที	ดูดทิ้ง	ตามด้วยการล้างด้วย

น�า้ไร้ประจจุนกระทัง่ใส	ทิง้ไว้ให้แห้งทีอ่ณุหภมูห้ิอง	จากนัน้ท�าการ

วัดปริมาณแคลเซียมด้วยไซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์โมโนไฮเดรต	

(cetylpyridinium	chloride	monohydrate,	Sigma)	 เข้มข้น

ร้อยละ	 10	 ในโซเดียมฟอสเฟส	 10	 มิลลิโมลลาร์	 จ�านวน	 500	

ไมโครลติร/หลมุ	น�าไปเขย่าทีอ่ณุหภมูห้ิอง	เพือ่ละลายสทีีย้่อมตดิ	

(de-staining)	จากนั้นน�าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ระดับ	570	

นาโนเมตร	น�าค่าการดดูกลนืแสงทีไ่ด้มาค�านวณร้อยละการละลาย

ของตะกอนส	ีในการทดลองแต่ละครัง้จะท�าการหว่านเซลล์	1	หลมุ/กลุม่	

และท�าการทดลองทั้งหมด	 3	 ครั้ง	 จากเซลล์สร้างกระดูกมนุษย์

ของอาสาสมัคร	3	คน	

การวิเคราะห์ผลทางสถิติ

	 น�าค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ในอาหารเลี้ยง

เซลล์ที่มีซีรัมร้อยละ	2	หรือ	15	และการพอกพูนของแคลเซียมใน

หลอดทดลองมาวิเคราะห์ข้อมลูทางสถติ	ิโดยทดสอบการแจกแจงของ

ข้อมลูด้วยสถติทิดสอบโคลโมโกรอฟ-สเมอร์นอฟ	(Kolmogorov-

Smirnov	 test)	 พบว่าข้อมูลมีการแจกแจงแบบปกติ	 จึงท�าการ

วเิคราะห์ข้อมลูต่อด้วยการวเิคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดยีว	

(one-way	 analysis	 of	 variance,	 one-way	 ANOVA)	 และ

เปรียบเทียบพหุคูณ	 (multiple	 comparison)	 ด้วยวิธีเชฟเฟ	

(Scheffe)	หรอืดนัเนท	ท3ี	(Dunnett	T3)	ทีร่ะดบันยัส�าคญั	0.05	

โดยโปรแกรมเอสพีเอสเอส	(SPSS®	22.0	for	window)	

1. ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดลูกเดือยต่อเซลล์

สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ด้วยวิธีเอ็มทีที 

1.1 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดลูกเดือยต่อเซลล์

สร้างกระดูกในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีซีรัมร้อยละ 2

	 เมือ่ท�าการเพาะเลีย้งเซลล์สร้างกระดกูมนษุย์ในอาหาร

เล้ียงเซลล์ทีมี่ซีรมัร้อยละ	2	ร่วมกบัสารสกดัลูกเดอืยทีค่วามเข้มข้น

ต่าง	ๆ	ทีเ่วลา	24	ชัว่โมง	ผลทีไ่ด้พบว่ากลุม่ทีใ่ส่สารสกดัลกูเดอืยที่

ความเข้มข้น	3-300	ไมโครกรมั/มลิลลิติร	มค่ีาเฉลีย่ร้อยละการมี

ชวีติของเซลล์แตกต่างจากกลุม่ทีไ่ม่ได้ใส่สารสกดัลกูเดือยซึง่เป็นกลุม่

ควบคมุแบบบวกอย่างไม่มนัียส�าคญัทางสถติ	ิส่วนกลุม่ทีม่คีวามเข้ม

ข้น	600	ไมโครกรมั/มลิลิลิตร	มค่ีาเฉล่ียร้อยละการมชีวีติของเซลล์

น้อยกว่าอย่างมนียัส�าคญัทางสถติกิบักลุม่ท่ีไม่ใส่และใส่สารสกัดลกู

เดอืยทีค่วามเข้มข้น	3	30	และ	150	ไมโครกรมั/มลิลลิติร	ส่วนค่า

เฉลีย่ร้อยละการมชีวีติของเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในกลุม่ควบคุมแบบลบ

มีค่าน้อยท่ีสุดและแตกต่างจากกลุ่มอื่นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต	ิ

(รปูที	่ 1A)	 จากผลการทดลองจะเหน็ว่ากลุม่ทีใ่ส่สารสกัดลกูเดอืย

ทีค่วามเข้มข้น	3-300	ไมโครกรมั/มลิลลิติร	มค่ีาเฉลีย่ร้อยละการมี

ชวีติของเซลล์มากกว่า	80	มเีพยีงกลุม่ทีม่คีวามเข้มข้น	600	ไมโครกรมั/

มลิลิลิตร	เท่าน้ันทีมี่ค่าประมาณร้อยละ	77	แสดงให้เหน็ว่าสารสกดัลกู

เดอืยไม่มคีวามเป็นพษิต่อเซลล์สร้างกระดกูปฐมภูมขิองมนษุย์เมือ่

ท�าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีซีรัมร้อยละ	 2	 เป็นเวลา	

ผลการศึกษา

phenol	red,	Gibco)	100	ไมโครลิตร/หลุม	น�าไปเพาะเลี้ยงต่อ	

30	นาที	เมื่อครบเวลาดูดสารละลายเอ็มทีทีออก	ล้างด้วยพีบีเอส	

ใส่สารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซด์หรือดีเอ็มเอสโอ	 (dimethyl	

sulfoxide,	DMSO,	Merck,	Germany)	100	มิลลลิติร/หลมุ	น�าไป	

เขย่าละลายผลกึออกแล้วน�าไปวดัค่าการดดูกลนืแสง	(absorbance)	

ด้วยเคร่ืองวดัค่าดดูกลนืแสงในไมโครเพลต	(Microplate	reader,	

Varioskan	 Flash,	Thermo	Fisher	 scientific)	ทีค่วามยาวคลืน่ 

570	นาโนเมตร	

	 ในการทดลองแต่ละครัง้	แต่ละกลุ่มการทดลองจะท�าการ

หว่านเซลล์	3	หลุม	น�าค่าการดูดกลืนแสงของทั้ง	3	หลุม	มาหาค่า

เฉล่ียของค่าการดดูกลืนแสง	จากนัน้น�าค่าเฉล่ียท่ีได้ของแต่ละกลุม่

มาค�านวณร้อยละการมชีวีติรอดของเซลล์โดยเปรยีบเทยีบกบักลุม่

ควบคมุแบบบวกตามสมการที	่1	ในการศกึษาครัง้นีท้�าการทดลอง

ทั้งหมด	3	ครั้ง	แต่ละครั้งจะใช้เซลล์สร้างกระดูกที่ได้มาจากอาสา

สมคัรคนละคน	จากนัน้น�าค่าเฉลีย่ร้อยการมชีวีติรอดของเซลล์ใน

แต่ละครั้งที่ได้มาวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติต่อไป

		ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์	=		ค่าเฉลี่ยของค่าการดูกกลืนแสงของกลุ่มที่ใส่สารสกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้นต่าง	ๆ	x	100				สมการที่	1

															 	 	 					ค่าเฉลี่ยของค่าการดูกกลืนแสงของกลุ่มที่ไม่ใส่สารสกัดลูกเดือย
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24	ชั่วโมง	ตรงกันข้ามกับกลุ่มที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี

การเตมิไตรตนั-เอกซ์ซึง่เป็นกลุม่ควบคมุแบบลบทีแ่สดงให้เหน็ถงึ

ความเป็นพิษต่อเซลล์จากค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ที่มี

ค่าน้อยกว่า	50

	 เมื่อท�าการทดสอบที่	48	ชั่วโมง	พบว่าค่าเฉลี่ยร้อยละ

การมีชีวิตของเซลล์ในกลุ่มที่ใส่สารสกัดลูกเดือยความเข้มข้น	

3-600	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	 มีค่ามากกว่ากลุ่มควบคุมแบบบวก	

แต่ไม่พบความแตกต่างอย่างมนียัส�าคญัทางสถติ	ิ(รปูที	่1B)	แสดง

ให้เห็นว่าสารสกัดลูกเดือยท่ีความเข้มข้น	 3-600	 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร	 ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูกของมนุษย์เมื่อ

ท�าการเพาะเลี้ยงเซลล์	48	ชั่วโมง	

	 เมื่อท�าการเพาะเลี้ยงนานขึ้น	คือ	72	ชั่วโมง	พบว่าค่า

เฉล่ียร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ในกลุ่มสารสกดัลูกเดอืยความเข้มข้น	

3-600	ไมโครกรมั/มิลลลิติร	มค่ีามากกว่ากลุม่ทีไ่ม่ใส่สารสกดัลกูเดอืย	

และมค่ีามากกว่าอย่างมนียัส�าคญัทางสถติ	ิยกเว้นในกลุ่มความเข้มข้น	

3	ไมโครกรมั/มลิลลิติร	ทีม่ค่ีาเฉลีย่ร้อยละการมชีวีติของเซลล์น้อย

ที่สุดและแตกต่างจากกลุ่มที่มีความเข้มข้น	 150	 300	 และ	 600	

ไมโครกรมั/มลิลลิติร	อย่างมนียัส�าคญัทางสถติ	ิ	ส่วนกลุม่ทีม่คีวาม

เข้มข้น	150	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	มีค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตของ

เซลล์มากที่สุดและแตกต่างจากกลุ่มที่มีความเข้มข้น	0	3	15	และ	

30	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	(รูปที่	1C)

รูปที่ 1  ร้อยละการมชีวีติของเซลล์สร้างกระดกูปฐมภมูขิองมนษุย์ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ทีม่ส่ีวนประกอบของสารสกดัลกูเดอืยทีค่วามเข้มข้นต่าง	ๆ	และซรีมัร้อยละ	2	

	 ที	่24	(A)	48	(B)	และ	72	ชัว่โมง	(C)	ข้อมลูแสดง	ค่าเฉลีย่	+	ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน	(n=3)	#	แสดงถงึความแตกต่างอย่างมนัียส�าคญัทางสถติริะหว่างไตรตัน-เอกซ์	

	 และกลุม่อืน่	ๆ	a	b	c	d	และ	e	แสดงถึงความแตกต่างอย่างมนียัส�าคญัทางสถติเิมือ่เปรยีบเทยีบกบักลุ่มสารสกัดลูกเดอืย	ท่ีมคีวามเข้มข้น	0	3	15	30	และ	150		

	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	(p<0.05)

Figure 1 	 Primary	human	osteoblast	cell	viability	cultured	in	DMEM	containing	adlay	extract	at	various	concentrations	and	2	%	FBS	at	24	(A),		

	 48	(B)	and	72	(C)	hours	incubation.	Data	were	presented	as	the	mean	+	SD	(n=3).	#	indicates	significant	difference	between	Triton-x		

	 and	other	groups.	a,	b,	c,	d,	e	indicates	significant	difference	compared	to	0,	3,	15,	30	and	150	µg/ml	adlay,	respectively	(p<0.05).

1.2  ผลการทดสอบความเป็นพษิของสารสกดัลกูเดอืยต่อเซลล์

สร้างกระดูกในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีซีรัมร้อยละ 15

	 ผลที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี

ซีรัมร้อยละ	15	เป็นเวลา	24	ชั่วโมง	พบว่าค่าเฉลี่ยร้อยละการมี

ชีวิตของเซลล์ในกลุ่มควบคุมแบบบวกแตกต่างกับกลุ่มที่ใส่สาร

สกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้น	 3-300	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	 ที่มี 

ค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตของเซลล์มากกว่าร้อยละ	80	อย่างไม่มี

นัยส�าคญัทางสถติ	ิแต่มคีวามแตกต่างอย่างมนียัส�าคญัทางสถิตกิบั

กลุ่มที่มีความเข้มข้น	600	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	นอกจากนี้ยังพบ

ว่ากลุ่มทีม่คีวามเข้มข้น	600	ไมโครกรมั/มิลลลิติร	มค่ีาเฉลีย่ร้อยละ

การมชีวีติของเซลล์ประมาณร้อยละ	77	ซึง่มค่ีาน้อยทีส่ดุและแตก

ต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติจากกลุ่มความเข้มข้น	 3	 และ	 15	

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	(รูปที่	2A)	

	 เมือ่ทดสอบที	่48	ชัว่โมง	พบว่าค่าเฉล่ียร้อยละการมชีวีติ

ของเซลล์ที่มีการใส่สารสกัดลูกเดือยความเข้มข้น	 3-600	

ไมโครกรมั/มิลลิลิตร	มค่ีามากกว่ากลุ่มควบคุมแบบบวกอย่างไม่มี

นัยส�าคัญทางสถิติ	(รูปที่2B)

	 เมื่อท�าการเพาะเลี้ยงเซลล์ถึง	72	ชั่วโมง	พบว่าค่าเฉลี่ย

ร้อยละการมชีวิีตของเซลล์ในกลุม่สารสกดัลกูเดอืยทีค่วามเข้มข้น	

3-600	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	 มีค่ามากกว่ากลุ่มควบคุมแบบบวก	

อย่างไรก็ตามมีเพียงกลุ่มท่ีมีความเข้มข้น	 150	 300	 และ	 600	

ไมโครกรมั/มลิลลิติร	เท่านัน้ทีม่ค่ีามากกว่ากลุม่ทีไ่ม่ใส่สารสกดัลกูเดอืย

อย่างมนียัส�าคญัทางสถติ	ินอกจากน้ียงัพบว่ากลุม่สารสกดัลูกเดอืย

ที่ความเข้มข้น	300	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	มีค่าเฉลี่ยร้อยละการมี

ชีวิตของเซลล์มากที่สุดและแตกต่างจากกลุ่มที่ความเข้มข้น	3	15	

และ	30	ไมโครกรัม/มลิลิลติร	อย่างมนียัส�าคญัทางสถติิ	(รปูที	่2C)
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รูปที่ 2 	 ร้อยละการมีชวีติของเซลล์สร้างกระดกูปฐมภมูขิองมนษุย์ทีเ่พาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมส่ีวนประกอบของสารสกัดลูกเดอืยท่ีความเข้มข้นต่าง	ๆ	และซรัีมร้อยละ		

	 15	ที	่24	(A)	48	(B)	และ	72	ชัว่โมง	(C)	ข้อมลูแสดง	ค่าเฉลีย่	+	ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน	(n=3)	#	แสดงถงึความแตกต่างอย่างมนียัส�าคญัทางสถติริะหว่างไตรตัน-เอกซ์

	 และกลุ่มอื่น	ๆ	a	b	c	และ	d	แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มสารสกัดลูกเดือยที่มีความเข้มข้น	0	3	15	30	และ	150		

	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	(p<0.05)

Figure 2 	 Primary	human	osteoblast	cell	viability	cultured	in	DMEM	containing	adlay	extract	at	various	concentrations	and	15	%	FBS	at	24	(A),

		 48	(B)	and	72	(C)	hours	incubation.	Data	were	presented	as	the	mean	+	SD	(n=3).	#	indicates	significant	difference	between	Triton-x 

	 and	other	groups.	a,	b,	c,	d	indicates	significant	difference	compared	to	0,	3,	15,	30	and	150	µg/ml	adlay,	respectively	(p<0.05).

1.3 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดลูกเดือยต่อเซลล์

สร้างกระดูกในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีซีรัมร้อยละ 2 เปรียบเทียบ

กับร้อยละ 15

	 เมือ่เปรียบเทยีบความมีชีวติของเซลล์ทีเ่พาะเลีย้งในอาหาร

เล้ียงเซลล์ทีมี่ซรัีมร้อยละ	2	และ	15	ที	่24	48	และ	72	ช่ัวโมง	โดย

ให้ค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีซีรัม

ร้อยละ	15	และไม่มีการใส่สารสกัดลูกเดือยเป็นร้อยละ100	ของ

แต่ละช่วงเวลาที่เพาะเลี้ยงเซลล์	(รูปที่	3)	จะเห็นว่าค่าเฉลี่ยความ

มชีีวติของเซลล์ทีเ่พาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ทีมี่ซีรัมร้อยละ	 15	

มีค่ามากกว่าในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีซีรัมร้อย	 2	 ในทุกช่วงเวลา	

นอกจากนีย้งัพบว่าสารสกัดลูกเดอืยทีใ่ส่เพิม่เข้าไปทีค่วามเข้มข้นต่างๆ	

ให้ผลต่อค่าความมีชีวิตของเซลล์สอดคล้องกันทั้งที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีซีรัมร้อยละ	15	หรือร้อยละ	2

รูปที่ 3 	 ร้อยละการมชีวิีตของเซลล์สร้างกระดกูปฐมภมูขิองมนษุย์ทีเ่พาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ทีม่ส่ีวนประกอบของสารสกดัลกูเดอืยทีค่วามเข้มข้นต่าง	ๆ	และซรีมัร้อยละ	2

		 เปรียบเทียบกับซีรัมร้อยละ	15	ที่	24	(A)	48	(B)	และ	72	ชั่วโมง	(C)

Figure 3 	 Primary	human	osteoblast	cell	viability	cultured	in	DMEM	containing	adlay	extract	at	various	concentrations	and	2	%	FBS	compare		

	 to	15	%	FBS	at	24	hours	(A),	48	hours	(B),	and	72	hours	(C)	incubation.

2. การพอกพูนของแคลเซียมในหลอดทดลองด้วยการย้อม 

อะลิซารินเรด

	 เม่ือทดสอบการพอกพูนของแคลเซียมในหลอดทดลอง

ด้วยวิธีการย้อมอะลิซารินเรด	พบว่าที่	14	วัน	เซลล์สร้างกระดูก

ปฐมภมูขิองมนษุย์ทีเ่พาะเลีย้งร่วมกบัสารสกดัลกูเดอืยมกีารย้อม

ติดสีแดงของอะลิซารินเรดมากกว่ากลุ่มควบคุม	 แสดงให้เห็นว่า

กลุ่มที่ใส่สารสกัดลูกเดือยมีการพอกพูนของแคลเซียมมากกว่า 

กลุม่ทีไ่ม่ได้ใส่สารสกดัลกูเดอืย	ยนืยนัผลทีไ่ด้น้ีจากการวัดปรมิาณ

ของแคลเซียมโดยการละลายสแีดงทีย้่อมตดิด้วยไซทลิไพริดิเนยีม 

คลอไรด์โมโนไฮเดรต	พบว่ากลุม่ทีใ่ส่สารสกดัลกูเดอืยในทุกความ

เข้มข้นจะมีปริมาณของแคลเซียมมากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างม ี

นัยส�าคัญทางสถิติ	 โดยกลุ่มสารสกัดลูกเดือยความเข้มข้น	 600	
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ไมโครกรมั/มลิลลิติร	มกีารพอกพนูแคลเซยีมน้อยทีส่ดุเมือ่เปรยีบ

เทียบกับกลุ่มที่ใส่สารกัดลูกเดือยท่ีความเข้มข้นอื่น	 ๆ	 และมีค่า

น้อยกว่าอย่างมนียัส�าคญัทางสถิตเิมือ่เปรยีบเทยีบกับกลุม่ทีม่คีวาม

เข้มข้น	30	150	และ	300	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	(รูปที่	4A)	

	 หลังจากเพาะเลี้ยง	21	วัน	พบว่าเมื่อความเข้มข้นของ

สารสกดัลกูเดอืยเพิม่ขึน้เซลล์สร้างกระดกูมนษุย์จะมกีารพอกพนู

ของแคลเซยีมมากขึน้	และมค่ีามากกว่ากลุม่ทีไ่ม่ใส่สารสกัดลกูเดอืย

อย่างมนียัส�าคญัทางสถติ	ิ โดยกลุม่ทีม่คีวามเข้มข้น	3	 ไมโครกรมั/

มลิลลิติร	มกีารพอกพนูของแคลเซยีมน้อยกว่าอย่างมนียัส�าคญัทาง

สถติเิมือ่เปรยีบเทยีบกบักลุม่ทีม่คีวามเข้มข้น	15-600	ไมโครกรมั/

มลิลิลิตร	(รปูที	่4B)	นอกจากนีย้งัพบว่าเมือ่ท�าการเพาะเล้ียงเซลล์

ที่ระยะเวลาเพิ่มขึ้นจะเกิดการพอกพูนของแคลเซียมมากขึ้น	 ซึ่ง

สังเกตได้จากการย้อมติดสีแดงของสีอะลิซารินเรดในวันที่	21	มีสี

แดงเข้มกว่าในวันที่	14	

รูปที่ 4	 การพอกพูนของแคลเซียมในหลอดทดลองและร้อยละการละลายสีท่ีย้อมติดในเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ท่ี	 14	 (A)	 และ	 21	 (B)	 วัน	 ข้อมูลแสดง	 

	 ค่าเฉล่ีย	+	 ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน	 (n=3)	 a	 b	 c	 d	 e	 และ	 f	 แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มสารสกัดลูกเดือยที่มี 

	 ความเข้มข้น	0	3	15	30	150	และ	300	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	(p<0.05)

Figure 4 	 In	vitro	calcification	and	percentage	of	alizarin	red	de-staining	of	primary	human	osteoblasts	at	14	(A)	and	21	(B)	days.	Data	were		

 presented as the mean +	SD	(n=3).	a,	b,	c,	d,	e,	f	indicates	significant	difference	compared	to	0,	3,	15,	30,	150,	300	µg/ml	adlay,	

	 respectively	(p<0.05).

บทวิจารณ์

	 การศึกษานีเ้ป็นการศกึษาแรกทีท่�าการทดสอบในหลอด
ทดลองของสารสกัดลูกเดือยกับเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของ
มนุษย์	แม้ว่าการศึกษาทางด้านชีววิทยาของเซลล์สร้างกระดูกใน
หลอดทดลองสามารถท�าได้ในเซลล์ที่มีแหล่งที่มาแตกต่างกัน	ทั้ง
จากเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิที่ได้มาจากหลากหลายสายพันธุ	์

(species)	เช่น	คน	หนู	(mouse/rat)	กระต่าย	และวัว	หรือจาก
เซลล์ไลน์	 (cell	 lines)	ที่เป็นเซลล์อิมมอร์ทัล	 (immortalized	
cells)	หรือเซลล์ไลน์มะเร็ง	(malignant	cell	lines)32	อย่างไร
ก็ตามเซลล์แต่ละชนิดจะมีข้อดี	 ข้อด้อยและข้อจ�ากัดที่แตกต่าง
กันไป	เช่น	การใช้เซลล์สร้างกระดูกที่ได้จากสัตว์	เช่น	หนู	มีข้อดี
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คือน�ามาใช้ได้ง่าย	สามารถเลือกใช้ได้ทุกต�าแหน่งของกระดูก	แต่
มีข้อด้อยเรื่องความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์	 (interspecies	
differences)	 และจีโนมิกส์	 (genomic)	 ส่วนการใช้เซลล์สร้าง
กระดกูปฐมภมูขิองมนษุย์แม้ว่าจะไม่มคีวามแตกต่างระหว่างสาย
พันธุ์และมีความสัมพันธ์กับการศึกษาทางคลินิกมากกว่า	 แต่ก็มี
ข้อด้อยคือมีข้อจ�ากัดเกี่ยวกับต�าแหน่งของกระดูดที่น�ามาใช้	และ
อาจมปัีจจยัทีเ่กีย่วข้องจากอาสาสมคัรแต่ละรายและความแตกต่าง
ทางพันธุกรรมที่อาจส่งผลต่อความแข็งแรงต่อเซลล์สร้างกระดูก
มนุษย์ที่น�ามาเพาะเล้ียง	การใช้เซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิไม่ว่าจะ
มาจากแหล่งใดเซลล์ท่ีได้มาจะมีการเสื่อมสภาพของโครงสร้าง
และหน้าที่เมื่อเซลล์อายุมากขึ้น	 แตกต่างจากการใช้เซลล์ไลน์
กระดูก	(osteoblast	cell	line)	ทีใ่ช้ได้อย่างไม่จ�ากดัจ�านวนเซลล์
และการดูแลรักษาท�าได้ง่าย	 โดยเซลล์ไลน์กระดูกมีท้ังเซลล์ที่ได้
จากหนู	เช่น	เอ็มซี3ที3-อี1	(MC3T3-E1)	และเซลล์จากมนุษย์ที่
เป็นเซลล์มะเร็ง	เช่น	ซาออซ-2	(SaOs-2)	และเอ็มจ-ี63	(MG-63)	
ซึ่งเซลล์เหล่านี้อาจมีพฤติกรรมของเซลล์บางอย่างท่ีเปลี่ยนแปลง
ไปจากเซลล์ปกติ	 ดังน้ันในการศึกษาน้ีจึงเลือกใช้เซลล์สร้าง
กระดูกปฐมภูมิของมนุษย์ในการทดลอง	 เน่ืองจากต้องการลด
ปัจจัยความแตกต่างทางสายพันธุ์ของเซลล์และต้องการเช่ือมโยง
ผลการศึกษาที่ได้ไปใช้ในทางคลินิก
	 กระบวนการแปรสภาพของเซลล์สร้างกระดกู	มทีัง้หมด	
3	 ขั้นตอน	 คือ	 1)	 การเพิ่มจ�านวนเซลล์	 2)	 การสร้างและสะสม 
เมทริกซ์ภายนอกเซลล์	(extracellular	matrix)	และ	3)	การพอก
แร่ธาตุ33	โดยแต่ละขัน้ตอนจะมีการสร้าง	การสะสมสารต่าง	ๆ 	ในระยะ
เวลาทีแ่ตกต่างกนั	ซึง่ความแตกต่างนีส้ามารถน�ามาใช้ในการก�าหนด
ช่วงระยะในการทดสอบการเปลีย่นสภาพของเซลล์สร้างกระดูกได้
ด้วยวธิกีารทีแ่ตกต่างกนั	ในการศกึษานีน้อกจากจะทดสอบผลของ
สารสกัดลกูเดอืยต่อความเป็นพษิต่อเซลล์สร้างกระดกูปฐมภูมขิอง
มนุษย์แล้ว	 ยังท�าการทดสอบข้ันต้นอย่างง่ายเก่ียวกับผลของลูก
เดือยต่อการท�างานของเซลล์สร้างกระดูกมนุษย์	 ในขั้นตอนการ
เพิม่จ�านวนเซลล์และการพอกแร่ธาต	ุอย่างไรกต็ามในการศึกษานี้
ไม่ได้ศึกษาการท�างานของเซลล์สร้างกระดูกทั้งหมด	จ�าเป็นต้อง
ศกึษาเพิม่เติม่ในขัน้ตอนการสร้างและสะสมเมทรกิซ์ภายนอกเซลล์
ต่อในอนาคต
	 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์สามารถท�าได้หลายวธีิ	
เช่น	วธีอีะลามาร์บล	ู(alamarBlue	assay)	วธิแีอลดเีอส	(lactate	
dehydrogenase	(LDH)	assay)	วธิเีอทพี	ี(adenosine	tri-phosphate	
(ATP)	assay)	และวธิย้ีอมสเีซลล์ทีม่ชีวีติและเซลล์ตาย	(live/dead	
cell	staining)	อย่างไรก็ตามการศึกษานี้เลือกใช้วิธีเอ็มทีทีในการ
ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดลูกเดือยต่อเซลล์สร้างกระดูก	
เนื่องจากวิธีนี้เป็นวิธีที่ใช้วัดความเป็นพิษต่อเซลล์และวัดความมี
ชีวิตของเซลล์ที่ได้รับการยอมรับ	 ท�าได้ง่าย	 ราคาไม่แพง	 และมี
ความแม่นย�าในการท�าซ�้าสูง	(high	reproducibility)	วิธีเอ็มทีที

อาศัยหลักการว่าเซลล์ที่มีชีวิตจะมีไมโทรคอนเดรียดีไฮโดรจิเนส	
(mitochondrial	dehydrogenase)	ทีจ่ะเปล่ียนสารละลายเอม็ททีี
ซึ่งเป็นเกลือเตทตราโซเลียม	(tetrazolium	salt)	และมีสีเหลือง
ให้เป็นผลึกฟอร์มาซาน	(formazan)	ที่มีสีม่วง	ไม่ละลายน�้า	แต่
สามารถสะลายได้ในตวัท�าละลายดเีอม็เอสโอ	ได้สารละลายสม่ีวง
ที่สามารถน�ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงได้34	 การศึกษานี้เริ่มต้น
ทดสอบโดยการเลี้ยงเซลล์สร้างกระดูกมนุษย์ในอาหารเลี้ยงเซลล์
ที่ประกอบด้วยซีรัมร้อยละ	 2	 เนื่องจากต้องการลดปัจจัยในการ
เจริญเติบโตของเซลล์สร้างกระดูกมนุษย์ที่ได้จากซีรัมและให้เห็น
ผลจากสารสกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้นต่าง	ๆ	ชัดเจนยิ่งขึ้น	ผลที่
ได้พบว่าสารสกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้น	 3-600	 ไมโครกรัม/
มลิลิลิตร	ไม่มคีวามเป็นพษิต่อเซลล์สร้างกระดกูปฐมภูมขิองมนษุย์
เมือ่ท�าการเพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ทีม่ซีรีมัร้อยละ	2	ที่
เวลา	24	48	และ	72	ชั่วโมง	ซึ่งบอกได้จากค่าเฉลี่ยร้อยละการมี
ชวีติของเซลล์ไม่แตกต่างจากกลุม่ทีไ่ม่ใส่สารสกดัลกูเดอืยและมค่ีา
มากกว่าร้อยละ	50	
	 การศึกษานี้ยังต้องการตรวจสอบเพิ่มเติมว่าสารสกัด 
ลกูเดอืยมผีลต่อการพอกพนูของแคลเซยีมในหลอดทดลองหรอืไม่	
ซึ่งต้องท�าการเพาะเลี้ยงเซลล์นาน	14-21	วัน	โดยปกติแล้วเซลล์
สร้างกระดกูมนุษย์จะท�าการเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ทีม่ส่ีวน
ประกอบของซรีมัเท่ากบัหรอืมากกว่าร้อยละ	10	เพือ่ให้เซลล์สามารถ
เจริบเติบโตได้อย่างสมบูรณ์แข็งแรง	 อย่างไรก็ตามจากการศึกษา
ของ	Whitson	และคณะ	ในปี	199235	และการศกึษาของ	McAlinden	
และ	Wilsont	ในปี	ค.ศ.	200036	แนะน�าว่าปรมิาณของซรีมัร้อยละ	
15	 หรือ	 20	 เป็นปริมาณของซีรัมที่แนะน�าเพื่อให้เกิดการเพิ่ม
จ�านวนเซลล์และการพอกพนูของแคลเซยีมของเซลล์สร้างกระดกู	
ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีจ้งึท�าการทดสอบผลของสารสกดัลกูเดอืย
ต่อความเป็นพิษต่อเซลล์สร้างกระดูกมนุษย์ขณะที่เพาะเลี้ยงใน
อาหารเล้ียงเซลล์ที่มีซีรัมร้อยละ	 15	 ด้วย	 ผลที่ได้พบว่าค่าเฉลี่ย
ร้อยละการมชีวีติของเซลล์มแีนวโน้มไปในทศิทางเดยีวกันกบักลุม่
ที่มีซีรัมร้อยละ	2	แต่เซลล์สร้างกระดูกที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เซลล์ทีม่ซีรีมัร้อยละ	15	จะมีค่าเฉลีย่ความมชีวีติของเซลล์มากกว่า
ในกลุ่มที่มีซีรัมร้อยละ	2	ผลที่ได้นี้ช่วยยืนยันว่าซีรัมร้อยละ	15	ที่
ใส่ลงในอาหารเล้ียงเซลล์ไม่มีผลต่อการทดสอบความเป็นพิษของ
สารสกัดลูกเดือยต่อเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์และ
ปริมาณของซีรัมที่ใส่ลงไปในอาหารเล้ียงเซลล์มีผลต่อการเจริญ
เติบโตของเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์	ดังนั้นในส่วนของ
การทดสอบผลของสารสกดัลกูเดอืยต่อการพอกพนูของแคลเซยีม
ในหลอดทดลองจึงเลอืกใช้อาหารเลีย้งเซลล์ทีม่ซีรีมัร้อยละ	15	ใน
การเพาะเลี้ยงเซลล์
	 เมื่อพิจารณาที่ค่าเฉลี่ยร้อยละการมีชีวิตของเซลล์
ที่ท�าการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ทั้งที่มีซีรัมร้อยละ	 2	 และ	
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15	พบว่าทีเ่วลา	24	ชัว่โมง	สารสกดัลกูเดอืยท่ีความเข้มข้น	3-600	
ไมโครกรมั/มลิลิลติร	ไม่มคีวามเป็นพษิต่อเซลล์สร้างกระดกูมนษุย์	
แต่ไม่ส่งเสริมการยึดเกาะและการเพิ่มจ�านวนของเซลล์สร้าง
กระดูกมนุษย์เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้ใส่สารสกัดลูกเดือย	
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มที่ใส่สารสกัดลูกเดือยความเข้มข้น	600	
ไมโครกรมั/มิลลลิติร	ทีพ่บว่ามค่ีาเฉลีย่ร้อยละการมชีีวติของเซลล์
น้อยกว่ากลุม่ทีไ่ม่ใส่สารสกดัลกูเดอืยอย่างมนียัส�าคญัทางสถติ	ิแต่
เม่ือเพาะเลี้ยง	 48	 ชั่วโมงกลับพบว่ากลุ่มที่ใส่สารสกัดลูกเดือย
ความเข้มข้น	 600	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	 มีค่าเฉลี่ยร้อยละการมี
ชวีติของเซลล์เพิม่มากข้ึนจนไม่พบความแตกต่างอย่างมนียัส�าคญั
ทางสถิติกับกลุ่มที่ไม่ใส่สารสกัดลูกเดือย	แสดงให้เห็นว่าสารสกัด
ลกูเดอืยทีค่วามเข้มข้น	600	ไมโครกรมั/มลิลลิติร	ส่งเสรมิการเพิม่
จ�านวนเซลล์	นอกจากนี้เมื่อพิจารณาที่เวลา	72	ชั่วโมง	พบว่าใน
กลุ่มที่อาหารเลี้ยงเซลล์มีซีรัมร้อยละ	2	สารสกัดลูกเดือยที่ความ
เข้มข้น	15	30	150	300	และ	600	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	ส่งเสริม
การเพิ่มจ�านวนของเซลล์สร้างกระดูกมนุษย์เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุม่ทีไ่ม่ได้ใส่สารสกดัลกูเดอืย	ขณะทีก่ลุม่อาหารเลีย้งเซลล์ทีม่ซีรีมั
ร้อยละ	15	สารสกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้น	150	300	และ	600	
ไมโครกรัม/มลิลลิติร	ส่งเสริมการเพิม่จ�านวนของเซลล์สร้างกระดกู
มนุษย์	ซึ่งผลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้สอดคล้องกับการศึกษาของ	
Yang	และคณะ14	ทีพ่บว่าสารสกัดด้วยน�า้จากลกูเดือยทีค่วามเข้มข้น	
0.1	0.3	และ	1	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	ส่งเสริมการเพิ่มจ�านวนของ
เซลล์สร้างกระดูกที่ได้จากกะโหลกศีรษะของหนูตัวอ่อนที่ท�าการ
เพาะเลีย้งในอาหารเล้ียงเซลล์ทีม่ซีีรมัจากววั	(heat-				inactivated	
fetal	calf	serum)	นาน	24	ชั่วโมง	การที่ผลการศึกษาครั้งนี้แตก
ต่างจากการศึกษาของ	Yang	และคณะ14	ในช่วงระยะเวลาที่สาร
สกัดลูกเดือยมีผลต่อการเพิ่มจ�านวนเซลล์	 ทั้งนี้อาจมาจากความ
แตกต่างของระเบียบวิธีการวิจัย	เช่น	ชนิดของเซลล์	ความเข้มข้น
และแหล่งทีม่าของสารสกดัลูกเดอืย	เทคนคิการวดัความมชีวีติของ
เซลล์	และชนดิของซรีมัทีแ่ตกต่างกนั	อย่างไรกต็ามผลทีไ่ด้จากทัง้
สองการศึกษาก็สือ่ให้เหน็ว่าสารสกดัลูกเดอืยทีค่วามเข้มข้นตัง้แต่	
0.1-600	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	 ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์และ
สามารถส่งเสริมการเพิ่มจ�านวนของเซลล์สร้างกระดูกได้
	 ในการศึกษานี้ยังพบว่าสารสกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้น	
3-600	ไมโครกรมั/มลิลลิติร	ส่งเสรมิการพอกพนูของแคลเซยีมใน
หลอดทดลองของเซลล์สร้างกระดูกปฐมภูมิของมนุษย์	ซึ่งจะเห็น
ว่าค่าการดูกกลืนแสงของกลุ่มท่ีใส่สารกัดลูกเดือยมีค่ามากกว่า
กลุ่มที่ไม่ใส่สารสกัดลูกเดือยอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	โดยเฉพาะ
เมื่อท�าการเพาะเลี้ยงที่	 21	 วัน	 ในกลุ่มที่ไม่ใส่สารสกัดลูกเดือยมี
ค่าการดดูกลนืแสงประมาณ	1.2	ขณะทีใ่นกลุม่ทีใ่ส่สารสกัดลูกเดอืย
มีสูงเกือบถึง	5	อย่างไรก็ตามค่าการดูดกลืนแสงที่สูงมากขนาดนี้
อาจจะอยูใ่นสภาวะอิม่ตวัของสารละลายของสอีะลซิารนิเรดทีย้่อม

ตดิหรือไม่กไ็ด้	ดงันัน้การหาค่าขดีจ�ากัดบนสดุของความไว	(sensitivity)	
ของค่าการดูกกลืนแสงที่	 570	 นาโมเมตรของสารละลายของสี 
อะลซิารินเรดทีย้่อมตดิเพิม่เตมิอาจจะช่วยยนืยนัให้การแปลผลในส่วนนี ้
ถกูต้องชดัเจนมากยิง่ขึน้	ผลทีไ่ด้จากการศกึษาครัง้นีส้อดคล้องกบั
การศึกษาของ	Yang	และคณะ13	ที่พบว่าสารสกัดด้วยน�้าจากลูก
เดือยที่ความเข้มข้น	 30-300	 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	 สามารถเพิ่ม
ระดับแคลเซยีมในเมตาไฟเซยีลของกระดกูต้นขาของหนปูกตท่ีิถกู
กระตุน้ด้วยพาราไทรอยด์ฮอร์โมนและหนทูีต่ดัรังไข่นาน	4	สปัดาห์
ได้	 การที่สารสกัดลูกเดือยสามารถส่งเสริมการพอกพูนของ
แคลเซยีมในหลอดทดลองของเซลล์สร้างกระดกูมนษุย์ได้	อาจเป็น 
เพราะว่าลกูเดอืยมส่ีวนประกอบทีอ่อกฤทธิท์างชวีภาพ	(bioactive	
component)	หลายตวัทีส่่งผลในทางบวกต่อกระบวนการสร้างกระดกู	
เช่น	กรดฟีโนลกิ	(phenolic	acid)	ฟลาโวนอยด์	(flavonoids)	และ
แร่ธาตุบางชนิด12	ในลูกเดือยประกอบด้วยกรดฟีโนลิกหลายชนิด
ด้วยกัน	 แต่กรดฟีโนลิกหลักที่พบ	 ได้แก่	 กรดเฟอรูลิก	 (ferulic	
acid)	กรดพ-ีไฮดรอกซเีบนโซอกิ	(p-hydroxybenzoic	acid)	กรดพ-ี 
คมูารกิ	(p-coumaric	acid)	และกรดวานิลลิก	(vanillic	acid)12 
มีการศึกษารายงานคุณสมบัติทางชีวภาพของกรดวานิลลิกกับ
กระบวนการสร้างกระดกู	เช่น	Xiao	และคณะ37	พบว่ากรดวานลิลกิ
จากพวงไข่มกุหรอือลัเดอร์เบอร์รีสามารถกระตุน้การท�างานของเซลล์
สร้างกระดูกได้	 โดยส่งเสริมการเพิ่มจ�านวนเซลล์และการท�างาน
ของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสของเซลล์สร้างกระดกูหนเูอ็มซี3 
ท3ี-อ1ี		และยูเอ็มอาร์	106	(UMR	106)	เพิ่มการแสดงออกของ
ยนีทีเ่ก่ียวข้องกบัการสร้างกระดูก	ได้แก่	ออสทโีอแคลซนิ	(osteocalcin)	
รนัท์รีเลททดิทรานสครปิชนัแฟคเตอร์ทหูรอืรงัซ์ท	ู(runt-related	
transcrintion	factor	2,	Runx2)	และอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส	และ
เพิม่อตัราส่วนของยนีออซทโีอโปรทจีรีนิ	(osteoprotegerin,	OPG)	
ต่อรเีซปเตอร์แอคตเิวเตอร์ออฟนวิเคลียร์แฟคเตอร์แคปปาบไีลแกนด์
หรอืแรงค์ไลแกนด์	(receptor	activator	of	nuclear	factor	kappa-B	
ligand,	 RANKL)	 (OPG/RANKL)	 ของเซลล์สร้างกระดกูยเูอ็มอาร์	
106	นอกจากนีย้งัเพิม่การพอกพนูของแคลเซยีมในเซลล์ต้นก�าเนดิ
มเีซนไคม์ของกระดกูหนู	(rat	bone	mesenchymal	stem	cells)	
และกระตุน้ให้เกดิการเตมิหมูฟ่อสเฟตของไมโทเจน-แอคทิเวเตด
โปรตีนไคเนสไคเนสวันทูหรือเม็ควันทู	 (mitogen-activated	
protein	kinase	kinase	1/2	(MEK1/2))	และเอิร์กวันทูในเซลล์
ยูเอ็มอาร์	 106	 ได้	 แสดงให้เห็นว่ากรดวานิลลิกท�าหน้าที่คล้าย
ฮอร์โมนเอสโตรเจน	(estrogen-like	effects)	ในการกระตุ้นการ
ท�างานของเซลล์สร้างกระดกูผ่านทางวถิกีารส่งสัญญาณแมพไคเนส-
เมดิเอทเตดเอสโตรเจนรีเซปเตอร์	 (MAP	 kinase	 (MEK/ERK)- 
mediated	estrogen	receptor	signaling	pathway)	
	 เควอซทินิ	(quercetin)	และรตูนิ	(rutin)	เป็นสารประกอบ
ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่พบได้ในลูกเดือย11,12	 จากการศึกษาของ	



301                         Angwarawong et al., 2019

Srivastava	และคณะ38	พบว่าเควอซทินิและรตูนิส่งเสรมิการแปร
สภาพของเซลล์สร้างกระดูก	 โดยสามารถเพิ่มการท�างานของ 
เอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส	การพอกพนูของแคลเซียม	และเพิม่
การแสดงออกของตัวบ่งชี้การแปรสภาพของเซลล์สร้างกระดูก	
ได้แก่	ออสทโีอพอนติน	(osteopontin)	ออซทรีกิซ์	(osterix)	รงัซ์ทู	
ออซทีโอโปรทจีริีน	และออสทโีอแคลซนิของเซลล์ต้นก�าเนิดมเีซนไคม์
ทีไ่ด้จากไขกระดกูหน	ูนอกจากนี	้Satué	และคณะ39	ยงัท�าการศกึษา
ในเซลล์สร้างกระดูกหนูเอ็มซี3ที3-อี1	 พบว่าเควอซิทินสนับสนุน
การแสดงออกของยนีโบนไซอะโลโปรตีน	(bone	sialoprotein)	และ
ออสทีโอแคลซิน	แต่ลดการแสดงออกของยีนแรงค์ไลแกนด์	
	 ลกูเดอืยยงัอดุมไปด้วยเกลอืแร่หลายชนดิ	เช่น	ฟอสฟอรสั	
และแมกนเีซยีม	ซึง่เป็นเกลอืแร่ทีพ่บได้ในกระดกู	มคีวามส�าคญัต่อ
กระบวนการสร้างและปรับแต่งกระดูก	 และมีส่วนส�าคัญในการ
เสริมสร้างความแข็งแรงให้กับกระดูก40	เช่น	ฟอสฟอรัสจะท�างาน
ควบคู่กับแคลเซียมในกระบวนการสร้างกระดกูโดยมวีติามินดีช่วย
ให้เกดิการรวมตัว	ส่วนแมกนเีซยีมจะช่วยในการเปลีย่นรปูวติามนิ
ดีให้อยู่ในรูปแบบที่ร่างกายน�าไปใช้ได้	(active	form)	เพื่อช่วยใน
การดดูซึมแคลเซยีมเพือ่ให้กระดกูมคีวามหนาแน่นเพิม่ขึน้	 ถอืเป็น				
การสร้างเสริมความแข็งแรงให้กับกระดูก	
	 จากทีก่ล่าวมาข้างต้นอาจกล่าวได้ว่ากรดวานลิลกิ	เควอซิทนิ	
รตูนิ	ฟอสฟอรัส	และแมกนเีซยีม	ทีพ่บในลกูเดอืยอาจเป็นสารทีม่ี
ความส�าคญัอย่างมากต่อการพอกพนูของแคลเซยีนในหลอดทดลอง	
ในอนาคตต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อในคุณสมบัติน้ี	 รวมถึง
คณุสมบตัด้ิานอืน่	ๆ 	ทีเ่กีย่วข้องเกีย่วกบักระบวนการสร้างกระดกู
	 การศกึษานีใ้ห้ข้อมลูเบือ้งต้นบางส่วนว่าสารสกัดลกูเดอืย
ที่ความเข้มข้น	3-600	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	ไม่มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์สร้างกระดกูปฐมภมูขิองมนษุย์และส่งเสรมิการพอกพนูของ
แคลเซียมในหลอดทดลอง	 อย่างไรก็ตามจ�าเป็นต้องท�าการศึกษา
เพ่ิมเติมเก่ียวกับผลของสารสกัดลูกเดือยต่อการท�างานของเซลล์
สร้างกระดูกมนุษย์ในด้านต่าง	ๆ	 เช่น	 การแสดงออกของยนีและ
โปรตนีทีเ่กีย่วข้องกบัการสร้างกระดกู	ก่อนทีจ่ะน�ามาประยกุต์ใช้ทาง
คลนิกิ	เช่น	การปรบัปรงุพืน้ผวิไททาเนยีมส�าหรบัรากเทยีมเพือ่น�า
ไปใช้ในผู้ป่วยที่มีปัญหาเก่ียวกับกระดูก	 เช่น	 ผู้ป่วยที่เป็นโรค
กระดูกพรุนต่อไป

	 ผลเบื้องต้นท่ีได้จากการศึกษาครั้งน้ีสามารถสรุปได้ว่า
สารสกัดลูกเดือยที่ความเข้มข้น	3-600	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	ไม่มี
ความเป็นพษิต่อเซลล์สร้างกระดกูปฐมภมูขิองมนษุย์	โดยสารสกดั
ลูกเดือยที่ความเข้มข้น	150	300	และ	600	ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	
ส่งเสริมการเพิม่จ�านวนของเซลล์สร้างกระดกูเมือ่ท�าการเพาะเล้ียง
ที่	 72	 ชั่วโมง	 และสารสกัดลูกเดือยท่ีความเข้มข้น	 3-600	

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร	 สนันสนุนการท�างานของเซลล์สร้างกระดูก
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