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บทคัดย่อ: การศกึษาประสทิธิภาพของสารสกดัจากใบมะรุมตอ่การเจริญพฒันาเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นก�ำเนิด
ชนิดมีเซนไคม์ท่ีแยกได้จากไขกระดกูของสกุร โดยเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก�ำเนิดท่ีแยกได้จากไขกระดกูของสกุรในอาหาร
เลีย้งเซลล์ชนิด completed medium และชนิด osteogenic differentiation medium (OstDiff medium) ท่ีมีสารสกดั
ใบมะรุมด้วยน�ำ้ หรือเอทานอลปริมาณ 0 (กลุม่ควบคมุ), 100, 200 และ 300 ไมโครกรัม/มิลลลิติร จากนัน้ตรวจสอบ
การเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์กระดกูจากการแสดงออกของเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (ALP) และ ALP activity 
จากการศกึษาประสทิธิภาพของสารสกดัจากใบมะรุม พบวา่การเสริมสารสกดัจากใบมะรุมท�ำให้เซลล์ต้นก�ำเนิดชนิด
มีเซนไคม์ท่ีแยกได้จากไขกระดกูสกุร มีการแสดงออกของเอนไซม์ ALP และ ALP activity สงูกวา่กลุม่ควบคมุอยา่ง
มีนยัส�ำคญั (P<0.05) จงึคาดวา่ สารสกดัจากใบมะรุมสามารถกระตุ้นการเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์
ต้นก�ำเนิดท่ีแยกได้จากไขกระดกูสกุร
ค�ำส�ำคัญ: สารสกดัจากใบมะรุม, เซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ท่ีแยกได้จากไขกระดกู, การเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์กระดกู

ABSTRACT: The experiment was conducted to study the efficiency of Moringa oleifera leaf (MOL) 
extract on osteogenic differentiation of porcine bone marrow derived mesenchymal stem cells (pBM-
MSCs). pBM-MSCs were isolated and cultured in completed medium or osteogenic differentiation 
medium (OstDiff medium) containing 0 (control group), 100, 200, and 300 µg/ml water or ethanolic 
extract of MOL to explore the osteogenic differentiation ability. The degree of osteogenic differentiation 
after MOL extract treatment was assessed by alkaline phosphatase (ALP) expression and ALP activity. 
The results of MOL extract supplementation in osteogenic differentiation demonstrated that pBM-MSCs 
were increase in all groups of MOL supplementation when compared to the control group (P<0.05). 
The present study suggested that water and ethanolic extract of MOL promotes osteogenic differentiation 
of pBM-MSCs.
Keywords: Moringa oleifera leaves extract, porcine bone marrow derived mesenchymal stem cells, 
osteogenic differentiation
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บทน�ำ

มะรุมเป็นพืชพืน้บ้านท่ีพบได้ทกุภาคในประเทศไทย 
มีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่ Moringa oleifera เป็นไม้ยืนต้น
ขนาดกลางท่ีโตเร็ว ทนแล้ง พบได้ในเขตร้อน มีการน�ำไป
ใช้ประกอบอาหาร และนําไปใช้ประโยชน์ทางยา ทัง้ ใบ 
ดอก ฝก ราก เปลอืก เมลด็ รวมทัง้ยาง (Anwar et al., 
2007) จากการศกึษาวิจยัทัง้ในประเทศและตา่งประเทศ 
พบวา่ สารสกดัจากมะรุมมีฤทธ์ิป้องกนัการเกิดกระดกู
พรุน เชน่ รายงานการใช้สารสกดัจากใบมะรุมชว่ยชะลอ
การเกิดภาวะกระดกูพรุนในหนทูดลองท่ีถกูเหน่ียวน�ำให้
เกิดโรคเบาหวาน (Chirag et al., 2015) การใช้เป็นสาร
กระตุ้ นการเจริญพัฒนาของเซลล์กระดูกในผู้ ป่วย 
ขากรรไกรสว่นลา่งร้าว (Singh et al., 2011) เป็นต้น  
อีกทัง้มีผลการวิจยัพบวา่สารสกดัจากใบมะรุม (Moringa 
oleifera leaf; MOL) มีสารชีวพฤษศาสตร์ คือ ฟลาโว
นอยด์ (flavonoid) จดัเป็นสารประกอบในกลุม่โพลฟีีนอล 
(polyphenolic compounds) ท่ีมีผลตอ่การเพ่ิมจ�ำนวน
และการเจริญพฒันาของเซลล์กระดกู (Zhang et al., 
2008, Alikwe, P.C.N. and Omotosho, 2013) แตก่าร
ศกึษาเปรียบเทียบประสทิธิผลของสารสกดัจากใบมะรุม
ชัน้น�ำ้และชัน้เอทานอลต่อการเจริญพฒันาของเซลล์
กระดูกยังมีอยู่ค่อนข้างจ�ำกัด มีเพียงรายงานของ 
Kulisara and Wisit (2016) ท่ีพบวา่ สารสกดัชัน้เอทานอล
ของ MOL สามารถเหน่ียวให้เซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์
ท่ีแยกได้จากไขกระดกูสกุร (porcine bone marrow 
derived mesenchymal stem cells; pBM-MSCs) 
เจริญพฒันาไปเป็นเซลล์กระดกู แตจ่ากการศกึษาและ
เปรียบเทียบปริมาณฟลาโวนอยด์ทัง้หมดจากดอก 
ดาวเรืองสดด้วยตวัท�ำละลายท่ีแตกตา่งกนั โดย อรชร และ
กาญจนา (2558) พบวา่ปริมาณ ฟลาโวนอยด์ท่ีสกดัด้วย 
90% H2O/EtOH เทา่กบั 8% ของน�ำ้หนกัสารสกดัหยาบ 
ซึง่มากกว่าปริมาณฟลาโวนอยด์ท่ีได้จากการสกดัด้วย 
10% H2O/EtOH (3%) สารสกดัชัน้น�ำ้ของ MOL จงึนา่
จะมีประสิทธิภาพในการเหน่ียวน�ำการเจริญพฒันาไป
เป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ท่ีแยก
ได้จากไขกระดกูสกุรได้ดีกวา่สารสกดัชัน้เอทานอล

กระบวนการสร้างกระดกู เร่ิมจากการเจริญพฒันา
ของเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ ไปเป็นเซลล์กระดกู

ชนิดออสทีโอบลาส (osteoblast) และเซลล์กระดกูชนิด
ออสทีโอไซต์ (osteocyte) (Nakashima and de 
Crombrugghe, 2003, Kapinas and Delany, 2011) 
เซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ เป็นเซลล์ท่ีมีคณุสมบตั ิใน
การเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์ชนิดตา่งๆ (differentiation) 
ได้ทัง้ในกลุ่ม mesodermal, endodermal และ 
ectodermal lineages (Sanchez-Ramos et al., 2000) 
ซึง่สามารถน�ำไปใช้ประโยชน์ทางเวชศาสตร์ฟืน้ฟไูด้เป็น
อยา่งดี อยา่งไรก็ตาม MSCs ท่ีใช้ทางศลัยกรรมกระดกู
อยา่งแพร่หลาย คือ เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซน็ไคม์ท่ีแยกได้
จากไขกระดกู (bone marrow derived mesechymal 
stem cells; BM-MSCs) ซึง่ยงัมีข้อจ�ำกดัในการน�ำไปใช้ 
คือ จ�ำเป็นต้องมีการเจาะเก็บไขกระดกู และจ�ำนวนของ 
MSCs ในไขกระดกูมีปริมาณไมม่ากนกั (Stenderup et al., 
2003) จากการศกึษาของ Rho et al. (2009) และ Bharti 
et al. (2016) พบวา่เซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ท่ีแยก
ได้จากสกุร มีคณุสมบตัิคล้ายคลงึกบัเซลล์ต้นก�ำเนิดท่ี
แยกได้จากมนษุย์ มีการแสดงออกของโมเลกุลบนผิว
เซลล์ท่ีจ�ำเพาะ (CD90 และ CD105) ไมมี่การแสดงออก
ของ CD45 และสามารถเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์ชนิด
ตา่งได้ เชน่ เซลล์กระดกูออ่น เซลล์ไขมนั เซลล์กระดกู
ออ่น เซลล์ประสาท เป็นต้น เซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซนไคม์จาก
ไขกระดูกสุกรอาจคัดแยกจากกระดูกเชิงกราน หรือ
กระดกูต้นขาหลงัของสกุรสขุภาพดีท่ีถกูสง่เข้าโรงฆา่สตัว์ 
จงึเป็นแหลง่ของ MSCs ท่ีหาได้งา่ย สามารถแยก MSCs 
จากเนือ้เย่ือได้จ�ำนวนมาก และไมจ่�ำเป็นต้อง มีการผา่ตดั 
ดงันัน้การวิจยันีจ้งึคดัแยกและเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก�ำเนิด
ชนิดมีเซนไคม์ท่ีแยกได้จากไขกระดูกสกุร เพ่ือศึกษา
ประสทิธิผลของสารสกดัใบมะรุมตอ่การเจริญพฒันาของ
เซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ไปเป็นเซลล์กระดกู

วธีิการศกึษา

การเกบ็ไขกระดกู
เก็บไขกระดกูปริมาณ 10 มิลลลิติร จากกระดกูต้นขา

หลงัของสกุรขนุเพศผู้สขุภาพดี น�ำ้หนกั 95–110 กิโลกรัม 
จ�ำนวน 3 ตวั จากโรงฆา่สตัว์ในเขตจงัหวดัพระนครศรีอยธุยา 
ในเดือนมกราคม – มิถนุายน 2559 น�ำไขกระดกูท่ีได้มาป่ันแยก
ด้วยสาร Ficoll-Paque (GE Healthcare Life Sciences, USA)
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น�ำไปเพาะเลีย้งในภาชนะเลีย้งเซลล์ โดยมีความหนา
แนน่ของเซลล์อยูท่ี่ 1x105 เซลล์/ตารางเซนตเิมตร เลีย้ง
ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด completed medium ท่ีมี 
Dulbecco, s Modified Eagle, s Medium-Low glucose 
(DMEM) (Invitrogen, USA) ท่ีผสม 10% Fetal bovine 
serum (FBS) (Invitrogen, USA) และ 100 ยนิูต/มิลลลิติร 
pennicillin/ streptomycin (Invitrogen, USA) จนเซลล์
มีความหนาแนน่ประมาณร้อยละ 80 จงึท�ำการเก็บเก่ียว
เซลล์ด้วย 0.25% trypsin-EDTA และน�ำเซลล์ไปเลีย้ง
เพ่ือเพ่ิมจ�ำนวน และศกึษาคณุสมบตัขิองเซลล์ต้นก�ำเนิด
ชนิดมีเซนไคม์ จากการแสดงออกของโมเลกลุบนผิวเซลล์
ท่ีจ�ำเพาะ ความสามารถในการเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์
กระดกู และเซลล์ไขมนั (Friedenstein et al., 1974) 

- การแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่
จ�ำเพาะของ pBM-MSC ด้วยวธีิ flow cytometry 

ใช้ pBM-MSC (passage ท่ี 3 – 5) จ�ำนวน 1x105 เซลล์ 
มาท�ำการตดิฉลากด้วย anti-CD45-FITC (Biolegend, USA), 
anti-CD90-FITC (Biolegend, USA) และ anti-CD105-PE 
(BD Pharmingen, USA) และน�ำมาวิเคราะห์ผลโดยใช้
เคร่ือง FACS calibur™ flow cytometer ด้วยโปรแกรม 
CellQuest™ software (Becton Dickinson, USA) (ดดัแปลง
จาก Rho et al., 2009)

- การศกึษาความสามารถในการเจริญพฒันา
ของ pBM-MSC ไปเป็นเซลล์กระดกู 

ใช้ pBM-MSC (passage ท่ี 3 – 5) จ�ำนวน 5x103 
เซลล์/ตารางเซนตเิมตร มาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์
ชนิด osteogenic differentiation medium [Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM; GibcoBRL, USA) 
containing 10% fetal bovine serum (FBS; Invitrogen, 
USA), 100 ยนิูต/มิลลลิติร pennicillin/streptomycin, 
100 นาโนโมล dexamethasone (Sigma-Aldrich, USA), 
10 ไมโครโมล β-glycerophosphate (Sigma-Aldrich, 
USA), 50 ไมโครกรัม/มิลลลิติร Ascorbic acid (Sigma-
Aldrich, USA) ท่ีอณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส ในบรรยากาศ
ท่ีมี 5% CO2 โดยเปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ 3 วนั จน
ครบเวลา 14 วนั แล้วจงึน�ำเซลล์ท่ีได้มาย้อมเพ่ือตรวจ
สอบการสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline 

phosphatase; ALP) โดยใช้ 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 
phosphate/nitro blue tetrazolium (NBT/BCIP; Sigma, 
USA) เป็น substrate ก่อนน�ำไปตรวจสอบด้วย
กล้องจุลทรรศน์ชนิด inverted microscope (Nikon 
TS100, Japan) ก�ำลงัขยาย 10 เทา่ (ดดัแปลงจาก Rho 
et al., 2009)

- การศกึษาความสามารถในการเจริญพฒันา
ของ pBM-MSC ไปเป็นเซลล์ไขมัน 

ใช้ pBM-MSCs (passage ท่ี 3 – 5) จ�ำนวน 7.8 x 
103 เซลล์/ตารางเซนตเิมตร มาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้ง
เซลล์ชนิด adipogenic differentiation medium 
[Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; 
GibcoBRL, USA) containing 10% fetal bovine serum 
(FBS; Invitrogen, USA), 100 ยนิูต/มิลลลิติร pennicillin/
streptomycin, 0.5 มิลลโิมล isobutyl-methylxanthine 
(Sigma-Aldrich, USA), 1 ไมโครโมล dexamethasone 
(Sigma-Aldrich, USA), 10 ไมโครโมล insulin (Sigma-
Aldrich, USA), 100 ไมโครโมล indomethacin (Sigma-
Aldrich, USA)] ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
ในบรรยากาศท่ีมี 5% CO2 โดยเปลีย่นอาหารเลีย้งเซลล์
ทกุๆ 3 วนั จนครบเวลา 21 วนั แล้วจงึน�ำเซลล์ท่ีได้มา
ย้อมด้วย 0.5 % (w/v) Oil red O (Sigma Aldrich, USA) 
ก่อนน�ำเซลล์ท่ีเหน่ียวน�ำให้เจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์ 
ไขมนัไปตรวจสอบด้วยกล้องจลุทรรศน์ชนิด inverted 
microscope (Nikon TS100, Japan) ก�ำลังขยาย  
20 เทา่ (ดดัแปลงจาก Rho et al., 2009)

การเตรียมสารสกัดใบมะรุม และทดสอบความเป็น
พษิของสารสกัดชัน้น�ำ้ และเอทานอลจากใบมะรุม
ต่อ pBM-MSC ด้วยวธีิ MTT

เตรียมใบมะรุมเพ่ือการสกดั โดยเลอืกใบมะรุมท่ีมี
ลกัษณะไมแ่ก่และออ่นจนเกินไป (ใบเพสลาด) เลอืกเฉพาะ
สว่นใบชัง่น�ำ้หนกัสด ล้างท�ำความสะอาด น�ำไปผึง่ให้หมาด 
และอบแห้งท่ีอณุหภมิู 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง
ในห้องปฏิบตัิการสาขาวิชาสตัวศาสตร์ มหาวิทยาลยั
เทคโนโลยีราชมงคลสวุรรณภมิู เม่ือใบแห้งจงึน�ำไปสกดั
ชัน้น�ำ้ โดยการต้มท่ีอณุหภมิู 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18 ถงึ 20 ชัว่โมง กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 20 และน�ำไป
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ระเหยน�ำ้ท่ีอณุหภมิู 45 องศาเซลเซียส (Sreelatha and 
Padma, 2009) และสกัดชัน้เอทานอล โดยการหมกั 
(maceration) ด้วย 90% H2O/EtOH และ 10% H2O/
EtOH ตามล�ำดับ ท�ำการหมักเป็นเวลา 72 ชั่วโมง  
ท่ีอณุหภมิูห้อง จากนัน้กรองแยกสว่นของเหลวท่ีได้จาก
การหมัก และระเหยด้วยเคร่ืองระเหยแห้งท่ีอุณหภูมิ  
45 องศาเซลเซียส (Vongsak et al., 2013) ได้เป็นสาร
สกดัใบมะรุม (Moringa oleifera leaf; MOL) ชัน้น�ำ้ และ
ชัน้เอทานอล

ทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัชัน้น�ำ้ และเอทานอล
จากใบมะรุมตอ่ pBM-MSC ด้วยวิธี MTT colorimetric 
assay โดยใช้ pBM-MSC จ�ำนวน 3 ตวัอยา่ง ตวัอยา่ง
ละ 3 ซ�ำ้ ใช้สารสกัดใบมะรุมท่ีความเข้มข้นสุดท้าย
เทา่กบั 100, 200, 300, 400, 500 และ 1,000 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ใช้ยาปฏิชีวนะ mitomycin C ความเข้มข้น  
25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรเป็น positive control และใช้ 
DMSO 1% เป็น negative control น�ำไปบม่ในตู้ควบคมุ
อณุหภมิู 37ºC ท่ีมี CO2 5% เป็นเวลา 24 ชัว่โมง วดัคา่
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร  
ด้วยเคร่ือง microplate reader (BioTex, USA) 

ศกึษาผลการใช้สารสกัดชัน้น�ำ้ และเอทานอลจาก
ใบมะรุมในการเหน่ียวน�ำให้เกดิการเจริญพฒันาไป
เป็นเซลล์กระดกูของ pBM-MSCs 

น�ำ pBM-MSCs (passage ท่ี 3 – 5) ท่ีแยกได้จาก
สกุร 3 ตวั จ�ำนวน 432 ตวัอยา่ง เพาะเลีย้งในภาชนะ
เลีย้งเซลล์ ท่ีระดบัความหนาแนน่ของเซลล์ 5x103 เซลล์/
ตารางเซนตเิมตร เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ 3 วนั เป็น
เวลา 3, 7 และ 14 วนั แบง่เป็นการทดสอบการสร้าง
เอนไซม์ ALP จ�ำนวน 216 ตวัอย่าง และทดสอบการ
ท�ำงานของเอนไซม์ ALP จ�ำนวน 216 ตวัอย่าง แบ่ง
ตวัอย่างออกเป็น 8 กลุม่ทดลอง โดยกลุม่ทดลองแรก
เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด complete medium 
สว่นกลุม่ทดลองท่ี 2 (กลุม่ควบคมุ)เพาะเลีย้งในอาหาร
เลีย้งเซลล์ชนิด osteogenic differentiation medium 
ส�ำหรับกลุม่ทดลองท่ี 3 – 5 เพาะเลีย้งใน osteogenic 
differerentiation medium ท่ีเตมิสารสกดั MOL ชัน้น�ำ้

เทา่กบั 100, 200 และ 300 ไมโครกรัม/มิลลลิติร ตาม
ล�ำดบั และกลุม่ทดลองท่ี 6 - 8 เพาะเลีย้งใน osteogenic 
differerentiation medium ท่ีเตมิสารสกดั MOL ชัน้เอ
ทานอลเทา่กบั 100, 200 และ300 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 
ตามล�ำดบั 

- การทดสอบการสร้างเอนไซม์ ALP 
เพาะเลีย้ง pBM-MSC ทัง้ 8 กลุม่ทดลองเป็นเวลา 

3, 7 และ 14 วนั จากนัน้จงึน�ำเซลล์ท่ีได้ไปล้างด้วย PBS 
และท�ำให้คงสภาพด้วย 4% paraformaldehyde น�ำไป
ทดสอบการสร้างเอนไซม์ ALP ด้วย BCIP®/NBT® Liquid 
substrate (Sigma-Aldrich, USA) ท่ีอณุหภมิูห้อง เป็น
เวลา 30 นาทีแล้วจงึล้างด้วยน�ำ้กลัน่อีก 2 ครัง้ จากนัน้
จึงน�ำไปตรวจสอบด้วยกล้องจลุทรรศน์ชนิด inverted 
microscope (Nikon TS100, Japan) ก�ำลงัขยาย 10 เทา่

- การทดสอบการท�ำงานของเอนไซม์ ALP 
น�ำ pBM-MSC จ�ำนวน 8 กลุม่ เช่นเดียวกบัการ

ทดสอบการสร้างเอนไซม์ ALP ในวนัท่ี 3, 7 และ 14 
ท�ำการตรวจสอบการท�ำงานของเอนไซม์ ALP โดยใช้ชดุ
ตรวจสอบส�ำเร็จรูป SensoLyte® pNPP alkaline 
phosphatase assay kit (AnaSpec, USA) วดัคา่การ
ดดูกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง microplate 
reader (BioTex, USA) น�ำคา่ท่ีได้มาค�ำนวณหาคา่การ
ท�ำงานของเอนไซม์ ALP ตอ่ปริมาณโปรตีนทัง้หมดท่ีได้
จากการทดสอบด้วยวิธี Bradford assay (Bio-Rad, USA)

การวเิคราะห์ข้อมูล

วิ เคราะห์ผลทางสถิติโดยวิธี วิ เคราะห์ความ
แปรปรวน (Analysis of variance) และเปรียบเทียบเพ่ือ
หาความแตกตา่งระหวา่งกลุม่ทดลองท่ี 3 – 8 เทียบกบั
กลุม่ทดลองท่ี 2 (กลุม่ควบคมุ) โดยใช้วิธีค�ำนวณทาง
สถิตแิบบ Mann-Whitney U test ท่ี P-value น้อยกวา่
หรือเทา่กบั 0.05 แสดงวา่มีความแตกตา่งระหวา่งกลุม่
ดังกล่าวอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ โดยใช้โปรแกรม  
SAS ®9.1.3
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ผลการศกึษาและวจิารณ์

ลักษณะและคุณสมบัติของเซลล์ต้นก�ำเนิดมีเซน
ไคม์จากจากไขกระดกูสุกร (pBM-MSCs) 

pBM-MSCs ท่ีแยกได้จากไขกระดกูสกุรในวนัท่ี  
1 มีรูปร่างกลม (Figure 1A) จากนัน้ในวนัท่ี 7 พบวา่
เซลล์มีรูปร่างคล้ายกระสวย (spindle-shaped cells) 
สามารถยดึเกาะผิวภาชนะท่ีใช้เพาะเลีย้ง และสามารถ
แบง่ตวัเพ่ิมจ�ำนวน (Figure 1B) เม่ือน�ำเซลล์ท่ีเพาะเลีย้ง
ไว้ใน passage ท่ี 3 มาตรวจสอบการแสดงออกของ
โมเลกุลบนผิวเซลล์ท่ีจ�ำเพาะต่อ MSCs ด้วย flow 
cytometry พบว่าเซลล์ท่ีได้จากไขกระดูกสุกรมีการ
แสดงออกของโมเลกลุบนผิวเซลล์ท่ีจ�ำเพาะต่อ MSCs 
ได้แก่ CD90 และ CD105 คิดเป็น 81.97 และ 89.17 
เปอร์เซ็นต์ ตามล�ำดับ และไม่มีการแสดงออกของ
โมเลกลุบนผิวเซลล์ท่ีจ�ำเพาะตอ่เซลล์เมด็เลอืด (CD45) 
(Figure 2) สอดคล้องกบัการศกึษาของ Juhasova et al. 
(2011) และ Bruckner et al. (2014) วา่เซลล์ต้นก�ำเนิด
ชนิดมีเซนไคม์ท่ีแยกได้จากเนือ้เย่ือไขมัน (adipose 
tissue derived mesenchymal stem cell) และไขกระดกู
ของสุกร มีการแสดงออกของโมเลกุลบนผิวเซลล์ท่ี
จ�ำเพาะตอ่ MSCs ได้แก่ CD44, CD29, CD90 และ 

CD105 แตไ่มมี่การแสดงออกของโมเลกลุบนผิวเซลล์ท่ี
จ�ำเพาะตอ่เซลล์เม็ดเลือด เม่ือท�ำการเหน่ียวน�ำ pBM-
MSCs ให้พฒันาเป็นเซลล์กระดกู โดยน�ำมาเพาะเลีย้ง
ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด osteogenic differentiation 
medium เป็นเวลา 14 วนั เม่ือน�ำเซลล์ดงักลา่วมาตรวจ
สอบการสร้างเอนไซม์ ALP พบวา่ มีตะกอนสมีว่งน�ำ้ตาล
เกิดขึน้ pBM-MSCs ท่ีแยกได้ในการศกึษาครัง้นีส้ามารถ
เจริญพฒันาไปเป็นเซลล์กระดกูได้ (Figure 1C) และ
เหน่ียวน�ำ pBM-MSCs ให้พฒันาเป็นเซลล์ไขมนั โดย
เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด adipogenic 
differentiation medium เป็นเวลา 21 วนั จากนัน้ตรวจ
สอบความสามารถในการเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์ไขมนั
โดยการย้อมสี Oil Red O มีการตดิสีแดงท่ีบริเวณ lipid 
droplet พบวา่ pBM-MSCs ท่ีแยกได้ในการศกึษาครัง้
นีส้ามารถเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์ไขมนั (Figure 1D) 
จากลกัษณะ และคณุสมบตัขิอง pBM-MSCs ท่ีแยกได้
จากไขกระดูกสกุรพบว่า มีคุณสมบตัิเช่นเดียวกันกับ 
MSC ท่ีแยกได้จากไขกระดกูมนษุย์ คือ มีรูปร่างคล้าย
กระสวย ยดึเกาะผิวภาชนะ มีการแสดงออกของโมเลกลุ
บนผิวเซลล์ท่ีจ�ำเพาะ สามารถเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์
กระดกู และเซลล์ไขมนั (Deans and Moseley, 2000 
และ Le Blanc, and Ringden, 2006)

KHONKAEN AG R.J. 46 (2) : 227-236 (2018).		  231

Figure 1 Morphology of porcine mesenchymal stem cells derived from bone marrow (pBM-MSCs). A: 
Round-shaped cells at day 1 after the initial seeding; B: Spindle-shaped cells at day 7. C: Osteogenic 
differentiation of pBM-MSCs was evidenced by the formation of alkaline phosphatase-positive aggregate 
in cytoplasm after induction with osteogenic differentiation medium for 14 days. D: The positive for oil 
red-O staining in pBM-MSCs after adipogenic induction for 21 days.
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ความเป็นพษิของสารสกัดชัน้น�ำ้ และชัน้เอทานอล
จากใบมะรุมต่อ pBM-MSCs 

ผลการศกึษาพบวา่ pBM-MSCs ท่ีได้รับสารสกดั
ชัน้น�ำ้จากใบมะรุม มีคา่เฉลีย่เปอร์เซน็ต์เซลล์รอดชีวิตท่ี
ความเข้มข้น 100, 200, 300, 400, 500 และ 1000 
ไมโครกรัม/มิลลลิติร เทา่กบั100 ± 2.50, 100 ± 1.40, 
100 ± 2.70, 93 ± 2.56, 81 ± 1.97 และ 45 ± 3.57 ตาม
ล�ำดบั และ pBM-MSCs ท่ีได้รับสารสกดัชัน้เอทานอล 
มีคา่เฉลี่ยเปอร์เซน็ต์เซลล์รอดชีวิตท่ีความเข้มข้น 100, 
200, 300, 400, 500 และ 1000 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 
เทา่กบั100 ± 2.10, 100 ± 2.01, 98 ± 2.42, 92 ± 2.45, 
75 ± 2.64 และ 39 ± 3.97 ตามล�ำดบั (Figure 3)

pBM-MSCs ท่ีได้รับสารสกดัชัน้น�ำ้ หรือสารสกดั
ชัน้เอทานอลของ MOL ไมเ่กิน 300 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 
มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์  

เม่ือความเข้มข้นของสารสกดัเพ่ิมมากขึน้ pBM-MSCs 
มีเปอร์เซน็ต์ การรอดชีวิตลดต�ำ่ลง ซึง่สารสกดัชัน้เอทานอล
ท่ีมีความเข้มข้นเพ่ิมสงูขึน้ท�ำให้เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต
ของ pBM-MSCs ลดต�ำ่ลงกวา่สารสกดัชัน้น�ำ้ของ MOL 
ท่ีความเข้มข้นเดียวกนั แตไ่ม่มีความแตกตา่งทางสถิต ิ
จากผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัชัน้น�ำ้ และ
ชัน้เอทานอลจาก MOL จงึเลือกใช้สารสกดัชัน้น�ำ้ และ
ชัน้เอทานอลของ MOL ท่ีความเข้มข้น 100, 200 และ 
300 ไมโครกรัม/มิลลลิติร ซึง่รายงานก่อนหน้าพบเพียง
การศกึษาความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งของสารสกดัจาก
ใบมะรุมด้วยตวัท�ำละลายชนิดต่างๆ เช่น เซลล์มะเร็ง
ปอด (A549 lung adenocarcinoma) (Jung, 2014) เซลล์
เม็ดเลือดขาวชนิด lymphoblastoid (TK6 cell) 
(Ratsada et al., 2016) แตไ่มพ่บการศกึษาความเป็น
พิษตอ่เซลล์ปกต ิโดยเฉพาะเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์

Figure 2 Flow cytometric analysis of surface marker expression on pBM-MSCs. The green line showed 
the profile of negative control. The data shown were representative of those obtained in three different 
experiments.

Figure 3 Cell viability percentage of pBM-MSCs exposed to different concentration of Moringa oleifera 
leaf extract.
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Figure 4 The expression of alkaline phosphatase in pBM-MSCs after treated with 100, 200, and 300 µg/ml 
water extract or ethanolic extract of MOL for 14 days

ประสิทธิภาพของสารสกัดชัน้น�ำ้ และเอทานอล
จากใบมะรุมต่อการเจริญพัฒนาไปเซลล์กระดูก
ของ pBM-MSCs

ประสทิธิภาพของสารสกดัชัน้น�ำ้ และชัน้เอทานอล
จาก MOL ตอ่การเจริญพฒันาไปเป็นเซลล์กระดกูของ 
pBM-MSCs พบวา่ pBM-MSCs ท่ีเพาะเลีย้งในอาหาร
เลีย้งเซลล์ชนิด osteogenic differentiation medium ท่ี
มีสารสกดั MOLท่ีความเข้มข้น 300 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 
มีการตกตะกอนสีม่วง-น�ำ้ตาลมากท่ีสดุ รองลงมา คือ 

200 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลลิติร ตามล�ำดบั เม่ือเพาะ
เลีย้ง pBM-MSCs ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด osteogenic 
differentiation medium จนครบ 14 วนั จะพบวา่ pBM-
MSCs ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสารสกดัชัน้น�ำ้ของ MOL 
300 ไมโครกรัม/มิลลลิติร มีตะกอนสมีว่ง-น�ำ้ตาล ชดัเจน
ท่ีสุด แสดงให้เห็นว่า สารสกัดชัน้น�ำ้ของ MOL 300 
ไมโครกรัม/มิลลลิติรสามารถกระตุ้นการเจริญพฒันาไป
เป็นเซลล์กระดกูของ pBM-MSCs (Figure 4)

เม่ือเพาะเลีย้ง pBM-MSCs ในอาหารเลีย้งเซลล์
ชนิด osteogenic differentiation medium ท่ีมีสารสกดั
ชัน้น�ำ้ และชัน้เอทานอลของ MOL พบวา่คา่การท�ำงาน
ของเอนไซม์ ALP เพ่ิมสงูขึน้ เม่ือเทียบกบักลุม่ท่ีเพาะเลีย้ง
ในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด osteogenic differentiation 
medium ท่ีไมมี่การเตมิสารสกดัของ MOL ซึง่ pBM-MSCs 
กลุม่ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด osteogenic 
differentiation medium ท่ีมีสารสกดัชัน้น�ำ้หรือชัน้เอทานอล
ของ MOL ความเข้มข้น 200 และ 300 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 
มีคา่การท�ำงานของเอนไซม์ ALP สงูกวา่กลุม่ท่ีไมมี่การ
เตมิสารสกดัอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ(P < 0.05) ตลอด
การศกึษาทดลอง เป็นท่ีนา่สนใจวา่การเตมิสารสกดัจาก 
MOL ความเข้มข้น 200 และ 300 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 
สามารถเพ่ิมคา่การท�ำงานของเอนไซม์ ALP ได้ประมาณ 
2 – 3 เทา่ ในวนัท่ี 7 และ 14 ของการทดลอง เม่ือเทียบกบั

กลุม่ท่ีเพาะเลีย้งใน osteogenic differentiation medium 
ท่ีไม่มีการเติมสารสกดัจาก MOL อย่างไรก็ตามไม่พบ
ความแตกต่างระหว่างค่าการท�ำงานของเอนไซม์ ALP 
จาก pBM-MSCs ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด 
osteogenic differentiation medium ท่ีเตมิสารสกดัชัน้น�ำ้ 
และชัน้เอทานอลของ MOL(Table 1, Figure 5) การสร้าง
เอนไซม์ ALP และ คา่การท�ำงานของเอนไซม์ ALP ท่ีเพ่ิม
สงูขึน้สอดคล้องกบัรายงานของ Wan et al. (2007) ท่ีระบุ
วา่เอนไซม์ ALP มีการสร้างจาก osteoblast เพ่ือสลาย
ฟอสฟอรัสท่ีอยู่ในรูปสารอนินทรีย์ให้เพียงต่อการสร้าง
กระดกู และคา่การท�ำงานของเอนไซม์ ALP ยงัเป็นตวั
บ่งชีร้ะดับของกระบวนการเจริญพัฒนาไปเป็นเซลล์
กระดกู จงึคาดวา่สารสกดัชัน้น�ำ้ และชัน้เอทานอลของ 
MOL มีผลท�ำให้ pBM-MSCs เจริญพฒันาไปเป็นเซลล์
กระดกูได้มากขึน้



สรุป

สารสกัดชัน้น�ำ้ และชัน้เอทานอลจากใบมะรุมมี
ประสิทธิภาพในการเพ่ิมการเจริญพัฒนาเป็นเซลล์
กระดกูของเซลล์ต้นก�ำเนิดชนิดมีเซนไคม์ท่ีแยกได้จาก
ไขกระดกูของสกุรอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ(P < 0.05) 
เม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ โดยสารสกดั MOL ชัน้น�ำ้ และ
ชัน้เอทานอลความเข้มข้น 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

มีผลท�ำให้คา่เฉลีย่เซลล์รอดชีวิตเทา่กบั 100 เปอร์เซน็ต์ 
และคา่การท�ำงานของเอนไซม์ ALP สงูกวา่กลุม่ควบคมุ 
2.6 เทา่ เน่ืองจากสารสกดั MOL ชัน้น�ำ้สามารถผลติได้
ง่าย และประหยัดกว่าสารสกัด MOL ชัน้เอทานอล  
ดงันัน้จงึควรศกึษาความเป็นไปได้ในการใช้สารสกดัชัน้
น�ำ้จากใบมะรุมเพ่ือประโยชน์ในการป้องกนั และรักษา
โรคกระดกูออ่นในสกุรตอ่ไป
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Table 1 Alkaline phosphatase activity (ng/mg protein) of MOL extract induced osteogenic differentiation 

of pBM-MSCs.

Group Day (s)
3 7 14

Complete medium 1.75 ± 0.13 4.36 ± 0.32 5.42 ± 0.43
OstDiff medium (control) 2.51 ± 0.21 5.32 ± 0.45 7.05 ± 0.38
OstDiff + water extract of MOL (µg/ml)
 + 100 3.43 ± 0.25 8.25* ± 0.57 14.53* ± 0.58
 + 200 4.58* ± 0.57 11.54* ± 0.76 17.98* ± 0.39
 + 300 5.30* ± 0.36 14.92* ± 0.59 19.24* ± 0.87
OstDiff + ethanolic extract of MOL (µg/ml)
 + 100 2.90 ± 0.33 7.47* ± 0.31 12.39 ± 0.89
 + 200 3.82* ± 0.34 8.54* ± 0.53 15.32* ± 0.42
 + 300 4.53* ± 0.42 13.64* ± 0.87 17.43* ± 0.73

Values are presented as mean ± SEM. (n = 27)

*P < 0.05 in comparison to osteogenic differentiation medium (OstDiff medium).

Figure 5 Alkaline phosphatase activity of MOL extract induced osteogenic differentiation of pBM-MSCs. 
Data are expressed as mean ± SEM. * P < 0.05: significant difference in comparison to MSCs cultured in 
osteogenic differentiation medium.
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